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Molekulare Lebensmittelmykologie am

Max Rubner-Institut

RoLF Geisen, Eva GrarF & MaRkus ScHMIDT-HEYDT

Kurzfassung

Das Max Rubner-Institut befasst sich, neben anderen
Aufgaben, mit dem Thema der Lebensmittelsicherheit.
Chemische und mikrobielle Kontaminationen in Lebens-
mitteln werden wissenschaftlich bearbeitet. Die Kon-
tamination durch Pilze stellt fir gewisse Lebensmittel,
insbesondere fir pflanzliche Lebensmittel wie Obst und
Gemdse, ein besonderes Problem dar, namentlich durch
Bildung von Mykotoxinen. Im Max Rubner-Institut wird
versucht, die molekularen Hintergrinde der Mykotoxin-
bildung, die unter anderem stark durch die Bedingungen
im Lebensmittel beeinflusst werden, aufzuklaren und zu
verstehen. Ziel dieses Ansatzes ist die Entwicklung von
Methoden, die die Kontamination der Lebensmittel durch
Pilze verhindern bzw. die Bildung von Mykotoxinen ver-
meiden kénnen. In diesem Zusammenhang werden be-
sonders Arten der Gattungen Penicillium, Aspergillus,
Fusarium und Alternaria bearbeitet.

Abstract

Molecular food mycology at the

Max Rubner Institute

One of the tasks of the Max Rubner Institute is to care
for food safety. Microbial and chemical contaminants in
foods are examined scientifically. The contamination by
fungi is particularly relevant for certain plant-derived
food products like fruits and vegetables. In this context
the production of mycotoxins by several fungi plays an
important role. The Max Rubner Institute aims at under-
standing and unravelling the molecular basis of myco-
toxin biosynthesis, which is strongly influenced by con-
ditions in the food. The overall goal is the development
of new methods of controlling the contamination of food
by fungi and to reduce mycotoxin biosynthesis. Spe-
cies of the genera Penicillium, Aspergillus, Fusarium
and Alternaria are particularly studied.
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1 Mykologische Forschung am
Max Rubner-Institut

Das Max Rubner-Institut (MRI) ist eine For-
schungseinrichtung des Ministeriums flir Erndh-
rung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz und

hat die Aufgabe, gesundheitsférdernde Eigen-
schaften und Bestandteile von Lebensmitteln
zu untersuchen sowie Forschungsarbeiten zur
Qualitat und Sicherheit von Lebensmitteln durch-
zuftihren. Das Institut flr Sicherheit und Qualitat
bei Obst und Gemise des Max Rubner-Institutes
befasst sich speziell mit sicherheitsrelevanten
Fragen zu Produkten wie Obst, Gemise, Nis-
sen oder Gewlrzen. Gerade diese pflanzlichen
Produkte sind haufig sehr stark mit Schimmel-
pilzen kontaminiert, was ein gro3es Problem fir
die Lebensmittelsicherheit darstellt, da einige
der relevanten Schimmelpilzarten in der Lage
sind, Mykotoxine zu bilden. Daher werden am
MRI molekulare Grundlagen erarbeitet, um auf
der praktischen Ebene neue Méglichkeiten der
Vermeidung des Pilzwachstums bzw. der Myko-
toxinbildung zu entwickeln.

2 Das Problem der Mykotoxinbildung

Schimmelpilze sind ubiquitdr vorkommende Mi-
kroorganismen, die aufgrund der leichten, nicht
kontrollierbaren Sporenverteilung Uber die Luft
nahezu alle organischen Substrate als Saprobi-
onten besiedeln kdnnen. Pflanzliche Produkte,
wie verschiedene Obstsorten mit hohem Zu-
ckergehalt, stellen daher ideale Substrate dar.
Von der WHO/FAQO (BHATNAGAR et al. 2002) wird
geschéatzt, dass 20 bis 25 % der jahrlichen Ern-
te durch Pilzbefall verdorben werden. Viele Pilze
sind zusétzlich in der Lage Mykotoxine zu bilden.
Mykotoxine sind giftige Produkte des sekundaren
Stoffwechsels von Pilzen. Es sind mehr als 300
verschiedene Sekundarmetabolite bekannt, von
denen aber nur ca. 20 eine Rolle als Mykotoxine
spielen, weil nur sie in messbaren Mengen in
Lebensmitteln vorkommen kénnen (BHATNAGAR
et al. 2002). Die in diesem Zusammenhang
wichtigsten lebensmittelrelevanten mykotoxin-
bildenden Pilze gehéren zu den Gattungen Fu-
sarium (Fusarien), Aspergillus (Aspergillen oder
GieBkannenschimmel), Penicillium (Penicillien
oder Pinselschimmel) und Alternaria (Alternaria-
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Schwaérzepilze) (Tafel 1, Abb. 1). Fir die meisten
der von diesen Gattungen gebildeten Mykotoxine
sind Grenzwerte festgelegt. Dies gilt fir die Af-
latoxine, die Trichothecene, die Fumonisine und
Ochratoxin A. Fir Alternariol bzw. Tenuazons&u-
re sind Grenzwerte in der Diskussion.

Die Vertreter der Gattung Fusarium kommen vor
allem auf Getreide vor und kénnen hier zur Bil-
dung von Trichothecenen, wie Deoxynivalenol
(DON), 3- oder 15-Acetyl-DON (ADON) oder Ni-
valenol (NIV) fuhren. Diese Mykotoxine gehéren
zur Gruppe der B-Typ Trichothecene, die durch
eine etwas geringere Toxizitdt gekennzeichnet
ist. Daher sind die Grenzwerte fur diese Gruppe
relativ hoch angesetzt. Die wichtigsten Spezies,
die Stoffe dieser Gruppe bilden, sind F. grami-
nearum (Artenkomplex) und F. culmorum. Beide
Spezies sind in Getreide sehr haufig zu finden.
Weniger héufig, aber wegen der Bildung von
hochtoxischen Typ-A Trichothecenen dennoch
relevant, kdnnen F. sporotrichioides und F. lang-
sethiae nachgewiesen werden. Typ-A Trichothe-
cene sind wesentlich toxischer als die vom Typ-B.
Sie kénnen zu starken Hautirritationen und in-
neren Blutungen fuhren, im ungunstigsten Fall
zur ,alimentéren toxischen Aleukie”, die in den
vierziger Jahren in bestimmten Teilen Russlands
Tausende Todesopfer gefordert hat (DessarDIN
2009). Gemeinsam ist beiden Toxingruppen das
Trichodiengrundgerist, das ein Sesquiterpenoid
darstellt und Uber Isoprenoidvorstufen gebildet
wird (Tafel 2, Abb. 2). Beide Toxingruppen un-
terscheiden sich durch Verdnderungen an der
Position 5 des Trichodiengrundgerustes. Tricho-
thecene hemmen allgemein die Proteinsynthese
und flihren so zu den toxischen Wirkungen. Ne-
ben den Trichothecenen bilden die Fusarien eine
weitere wichtige Toxinklasse, die Fumonisine, die
in bestimmten Lebensmitteln ebenfalls reguliert
sind. Die Fumonisine sind aliphatische Polyketi-
de, die aus Acetyl-CoA Einheiten aufgebaut sind.
Sie werden besonders durch F. verticillioides und
F. proliferatum gebildet, die besonders auf Mais
regelmafBig vorkommen. Fumonisine zeigen bei
Tieren verschiedene, spezifische toxische Wir-
kungen, die alle darauf beruhen, dass Fumonisin
aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit den
Sphingosinen, die Ceramidsynthetase hemmt
und damit in den Lipidstoffwechsel des Nerven-
gewebes eingreift. Bei Pferden werden ernstliche
Schéaden am Zentralnervensystem gemeldet. Fiir
Menschen gelten Fumonisine als méglicherwei-
se karzinogen (BHATNAGAR et al., 2002). Verschie-
dene Fusarium-Spezies spielen auch eine Rolle

bei Obst und GemUseprodukten, z.B. F. solani
(Artenkomplex) auf Kartoffeln (Mecteau et al.
2008) oder F. sambucinum auf Spargel, jedoch
hauptséchlich als Verderbsorganismen und we-
niger als Mykotoxinbildner.

Die Aspergillen sind wichtige Verderbsorganis-
men und Mykotoxinbildner von Getreide und
andern pflanzlichen Produkten wie Obst, Kaffee,
Kakao oder Gewlrzen. Sie kdnnen verschiedene
hochtoxische und daher wichtige Mykotoxine wie
die Aflatoxine, bzw. Ochratoxin A bilden. Fur bei-
de Toxine existieren enge Grenzwerte. Bei bei-
den Toxinen handelt es sich um Polyketide, die
wiederum aus Acetyl-CoA Einheiten aufgebaut
werden. Der Polyketidanteil von Ochratoxin A
(Dihydroisocoumarin) ist mit einer Aminoséure,
dem Phenylalanin gekoppelt. Die Aflatoxine sind
starke Leberkarzinogene und werden vor allem
durch A. flavus und A. parasiticus gebildet. Bei-
de Spezies und damit auch Aflatoxin kénnen in
Erdnlssen, Paranissen, Feigen oder anderen
fett- und zuckerreichen Produkten gefunden wer-
den. Aflatoxine spielen besonders in Afrika und
einigen asiatischen Landern eine groBe Rolle. Im
Jahr 2004 sind ca. 150 Personen in Kenia an ei-
ner akuten Toxinvergiftung gestorben, nachdem
sie kontaminierten Mais verzehrten (ProBsT et
al. 2007). Ochratoxin A kann durch verschiedene
Aspergillus-Spezies, wie A. ochraceus, A. niger,
A. westerdijkiae, A. carbonarius oder A. steynii
gebildet werden. Diese Spezies sind besonders
an Kaffee, Kakao, verschiedene GewUrze oder an
Trauben angepasst und kénnen hier Ochratoxin
A bilden, das in den Endprodukten angereichert
auftritt. Ochratoxin ist nephrotoxisch und wird als
Karzinogen der Gruppe |l eingestuft (PETzINGER &
ZieGLER 2000). Die Aspergillen sind besonders an
wéarmere Temperaturen (30 bis 35 °C) angepasst
und spielen daher in nordeuropdischen Breiten
eine untergeordnete Rolle.

Auch die Penicillien bilden wichtige Mykotoxine
wie das Ochratoxin, das Citrinin oder das Patu-
lin. Ochratoxin wird von zwei Spezies gebildet. P,
verrucosum kommt hauptséchlich auf Getreide
vor und ist hier fur die Bildung von Ochratoxin
A verantwortlich (Lunp & Frisvap 2003). Neueste
Ergebnisse zeigen aber, dass P, verrucosum sehr
anpassungsfahig ist und auch auf salzhaltigen
Produkten, wie getrockneten Fleischprodukten
oder Oliven (Heperkan et al. 2009) vorkommen
kann. P, nordicum ist morphologisch sehr nah mit
P, verrucosum verwandt und kommt nahezu aus-
schlieBlich auf sehr salzhaltigen Produkten, wie
getrocknetem Schinken, Salami (Lunp & FRrisvap
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2003) oder sogar in reinem Salz (SonJak et al.
2011) vor. P. verrucosum ist unter bestimmten
Umsténden auch in der Lage, Citrinin zu bilden,
wozu P, nordicum nicht fahig ist. Citrinin ist struk-
turell Ochratoxin A sehr &hnlich. Patulin ist ein
Mykotoxin, das durch Arten verschiedener Gat-
tungen, wie Penicillium oder Byssochlamys ge-
bildet werden kann (Moake et al. 2005). Der wohl
bekannteste Bildner ist allerdings P expansum,
der regelméaBig fur die Bildung von Patulin in
Apfelprodukten und anderen Obstsorten verant-
wortlich ist (BaerT et al. 2007). Da Patulin eine
Reihe von toxischen Wirkungen besitzt (Moake et
al. 2005), wurde die Hochstmenge dieses Myko-
toxins ebenfalls reguliert.

Insbesondere Alternaria alternata (Artenkom-
plex) kann héaufig als Kontaminante verschie-
dener Frichte isoliert werden, ist aber auch
auf Getreide zu finden. Sie fuhrt zur Schwarz-
fleckenkrankheit von Tomaten, Méhren, Birnen,
Apfeln, Oliven etc. (LoGRIECO et al. 2009). A. al-
ternata ist in der Lage eine Reihe von Mykoto-
xinen wie Alternariol, Alternariolmonomethyle-
ther, Tenuazonsaure, Altenuen oder Altertoxin zu
bilden. Fur diese Mykotoxine sind verschiedene
toxische Wirkungen beschrieben worden, aber
eine abschlieBende Beurteilung der Toxizitat
dieser Metabolite steht aufgrund fehlender toxi-
kologischer Daten noch aus. Erst kirzlich wurde
eine Stellungnahme der EFSA (European Food
Safety Authority 2011) zum Alternaria-Problem
verdffentlicht. In dieser Stellungnahme wurde
festgestellt, dass das Wissen uber die toxikolo-
gischen Wirkungen von Alternaria-Toxinen noch
nicht ausreicht, um zu einer abschlieBenden Be-
wertung zu kommen. Es wurden (ber 11.000 Da-
ten Uber das Vorkommen von Alternaria-Toxinen
ausgewertet. Aufgrund der vorliegenden Daten
liegt allerdings die Exposition von Alternariol,
bzw. Alternariol-Monomethylether Gber dem TTC
Wert (Threshold of Toxicological Concern).

3 Regulation der Mykotoxinbildung

Fur alle Mykotoxine gilt, dass sie nicht durch-
gehend (konstitutiv) gebildet werden, sondern
dass ihre Synthese stark von den &uBeren Be-
dingungen abhé&ngig ist. Der Pilz kann unter
Umstéanden vollkommen normal wachsen, ohne
Mykotoxine zu bilden. Umgekehrt sind es gerade
Stresssituationen, die den Pilz dazu bringen, ver-
mehrt Mykotoxine zu bilden, obwohl er unter die-
sen Bedingungen in der Regel nur sehr schlecht

wachsen kann. Die wichtigsten Umweltparame-
ter, die einen Einfluss auf die Bildung der Mykoto-
xine haben, sind die Substratzusammensetzung,
also die Zusammensetzung der Lebensmittel, die
Temperatur, der pH-Wert und die Wasseraktivitat
a,, die ein MaB flr die Menge des verfligharen
Wassers darstellt (Mepina & Magan 2011). In der
Regel reduziert sich die Mykotoxinbildung mit fal-
lender Temperatur und fallendem a -Wert. Dabei
mussen, wie oben schon erwadhnt, das Wachs-
tumsoptimum der Pilzkolonie und die maximale
Bildung der Mykotoxine nicht Ubereinstimmen
(ParDO et al. 2004).

Diese phénotypisch beobachtbare Regulation
der Mykotoxinbildung basiert auf regulatorischen
Vorgéngen auf molekularer Ebene. Die Gene
der Mykotoxinbiosynthese werden aktiviert, be-
vor es phanotypisch zu einer nachweisbaren
Mykotoxinbiosynthese kommt, d.h. bevor das
gebildete Mykotoxin analytisch nachgewiesen
werden kann. Nahezu alle bekannten Gene der
Mykotoxinbildung sind in Clustern im Genom des
Pilzes organisiert, d.h. sie liegen direkt nebenei-
nander. Die Mykotoxinbiosynthesegene werden
in der Regel durch das Genprodukt eines spe-
zifischen regulatorischen Gens aktiviert. Dieses
regulatorische Gen wird wiederum durch héher
geordnete regulatorische Gene reguliert, bzw.
steht mit der AuBenwelt Uber Signalkaskaden
in Verbindung. Wenn sich die Umweltparameter
wie Temperatur, pH-Wert oder Wasseraktivitéat
andern, kann diese Anderung Uber zellulare
Sensoren und Signalkaskadewege direkt auf die
Transkriptionsebene weitergegeben werden und
hier zur Aktivierung oder Inaktivierung der Myko-
toxingene fuhren.

Genau diese regulatorischen Vorgange sind das
zentrale Thema bei den Forschungsarbeiten
innerhalb des MRI. Mit diesen Arbeiten soll ein
Verstandnis Uber die Regulationsvorgange aus-
gewahlter Mykotoxine (Trichothecene, Aflatoxin,
Ochratoxin A und Alternariol) (Tafel 2, Abb. 2)
gewonnen werden, mit dem Ziel zu neuen An-
sétzen zur Kontrolle und Vermeidung der My-
kotoxinbildung zu kommen und damit zu einer
Erhéhung der Lebensmittelsicherheit beizutra-
gen. In diesem Zusammenhang wurden im MRI
verschiedene molekulare Ansatze und Methoden
entwickelt, um den Einfluss von auB3eren lebens-
mittelrelevanten Faktoren auf die Aktivierung der
Gene der Mykotoxinbiosynthese bzw. auf die
regulatorischen Gene untersuchen zu kénnen.
Unter anderem wurde eine Microarray-Methode
(MycoChip) entwickelt (Tafel 3 und 4, Abb. 3) ent-
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wickelt, die es erlaubt, sehr detaillierte Analysen
der Aktivierung von Mykotoxinbiosynthesegenen
in Relation zu Umweltbedingungen durchzufiih-
ren (ScHmipT-HeypT & GEISEN 2007).

4 Entwicklung eines mathematischen
Modells zur Voraussage der Trichothecen-
bildung von Fusarium culmorum anhand
der Expressionsdaten der Trichothecen-
biosynthesegene (tri-Gene)

Fursarium culmorum ist eine wichtige tricho-
thecenbildende Art, die neben F graminea-
rum héufig als Kontaminant in verschiedenen
Getreideproben gefunden wird. F culmorum
ist Mitverursacher der partiellen Taubahrigkeit
(Fusarium head blight), einer Ahrenerkrankung
bei verschiedenen Getreidearten, die zu einer
drastischen Reduktion des Ertrages fihrt und
bei der man mit erhéhtem Vorkommen von Tri-
chothecenen rechnen muss. F culmorum ist in
der Lage, Typ-B-Trichothecene zu bilden, insbe-
sondere Desoxynivalenol und Nivalenol. Die Bil-
dung der Trichothecene wird durch die tri-Gene
gesteuert, deren Organisation gut aufgekléart ist
(Brown et al. 2003). Zur Erstellung des Modells
wurde die Expression des gesamten Trichothe-
cenbiosyntheseclusters unter verschiedenen
Kombinationen an Temperatur und Wasseraktivi-
tat mittels des Microarrays gemessen. Eine ma-
thematisch-statistische Auswertung ergab dann
einen Algorithmus, der die Beziehung zwischen
Temperatur, Wasseraktivitdt und der Expression
bestimmter Gene des Trichothecenclusters be-
schreibt (Abb. 4).

Dieses Modell erlaubt eine Voraussage der Men-
ge an Trichothecen, in Abhangigkeit von der Tem-
peratur und der Wasseraktivitét, wenn beide Pa-
rameter innerhalb der Grenzen der systematisch
erhobenen Expressionsdaten liegen. Ein Ver-
gleich der durch dieses Modell vorhergesagten
Daten und der unter diesen Bedingungen tat-
séchlich gemessenen Daten zeigt eine sehr gute
Ubereinstimmung. Mit diesem Ansatz ist es also

moglich, anhand der Expressionsdaten die Bil-
dung des Mykotoxins Nivalenol unter bestimmten
Bedingungen vorauszusagen. Dieses Modell
wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. NaresH Maagan, University of Cranfield,
UK, entwickelt und veréffentlich (ScHmibT-HEYDT
et al. 2011a). Das erstellte Modell gibt dem Pro-
duzenten Hinweise, welche Umweltbedingungen
zu einer Bildung von Trichothecenen fuhren bzw.
welche die Trichothecenbildung hemmen.

5 Analyse der Genregulation bei
aflatoxinbildenden Aspergillen

Ein &hnlicher Ansatz wurde bei Aspergillus fla-
vus und A. parasiticus durchgefihrt, um Informa-
tionen Uber die Regulation der Aflatoxinbildung
unter verschiedenen Umweltparametern zu er-
halten. Zu diesem Zweck wurden die Pilze unter
verschiedenen Kombinationen von Temperatur
und Wasseraktivitdt wachsen gelassen und die
Expression der Gene der Aflatoxinbiosynthese
mittels Microarray oder Real Time PCR gemes-
sen. Gleichzeitig wurde das gebildete Aflatoxin
mittels HPLC bestimmt. Die Auswertung dieses
Versuchs ergab bestimmte GesetzmaBigkeiten
in der Regulation der Aflatoxinbiosynthese, die
sich in anschlieBenden Versuchen auch bei der
Trichothecen-, bzw. Ochratoxin A Biosynthese
bestétigen lieBen. Auch spéatere Literaturdaten
Uber die Regulation der Fumonisinbiosynthese
durch F. verticillioides zeigten das gleiche Ergeb-
nis (Jurapo et al. 2008). Die Aktivierung (Expres-
sion) der Aflatoxinbiosynthesegene erfolgt nach
einem bestimmten Muster (Tafel 5, Abb. 5).

Es konnte ein starker Anstieg der Expression
unter Bedingungen gefunden werden, die nahe
am Wachstumsoptimum liegen. Starkste Expres-
sion und damit héchste Aflatoxin-Bildung wurde
bei einer Parameterkombination von 0,99 a, und
25 bis 30 °C beobachtet, d.h. in der Nahe des
Wachstumsoptimums des Pilzes (ScHmipT-HEYDT
et al. 2009). Interessanterweise erfolgte nahe der
Wachstumsgrenze (0.99 a,; 20 °C) eine weitere

DON (ppm) =

5.85 + 0.216X,,, — 1.1X; — 2.5X1gig + 4.03X1Rri10 + 3.16X1R1s —
2.01X+Rris — 10.8X7Ri12 — 6.42X7R113

Abbildung 4. Mathematisches Modell, mit dessen Hilfe anhand der aktuellen Temperatur, der Wasseraktivitat und
der jeweiligen Expressionsdaten einiger relevanter Trichothecenbiosynthesegene, die mit dem Microarray ermittelt
wurden, die Trichothecenbildung (DON) vorhergesagt werden kann. Die durch das Modell vorhergesagten DON-Kon-
zentrationen korrelieren sehr gut mit den anschlieBend tatséchlich gemessenen Daten. ScHmipT-HevpT et al. (2011a).
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Aktivierung der Gene der Mykotoxinbiosynthe-
se. Diese Aktivierung wurde von einer Erho-
hung der Aflatoxinbildung begleitet. Dies deutet
darauf hin, dass neben optimalen Bedingungen
auch Stressbedingungen (gekennzeichnet durch
stark vermindertes Wachstum) zu einer, wenn
auch geringeren, Bildung von Aflatoxinen fiihrt
(ScHmipT-HeYDT et al. 2008a). Dieses Verhalten
wurde ebenfalls bei Fusarien (Trichothecenbil-
dung), bei Penicillien (Ochratoxin A-Bildung) oder
der Fumonisinbildung durch Fusarium verticillio-
ides (Jurapo et al. 2008) beobachtet und kann
daher als genereller Regulationsmechanismus
der Mykotoxinbildung in Relation zu bestimmten
Umweltbedingungen angesehen werden. Dass
bestimmte Arten von Stress, wie z.B. oxidativer
Stress (JAYASHREE & SusramANIAM, 2000) oder
Stress durch suboptimale Mengen an Konser-
vierungsstoffen (ScHmioT-HeypT et al. 2007), bzw.
Fungiziden (DooHaN et al. 1999) zu einer Aktivie-
rung der Mykotoxinbildung fiihren, wurde schon
mehrfach beschrieben und bestétigt die hier be-
schriebenen molekularen Erkenntnisse.

Unter dem Gesichtspunkt der Lebensmittelsi-
cherheit hat diese neue Erkenntnis eine grof3e
Bedeutung. Lebensmittel werden unter Bedin-
gungen gelagert, die ihre Haltbarkeit verlan-
gern, d.h. das Wachstum von Schimmelpilzen
und anderen Mikroorganismen vermindern.
Dies geschieht durch Kihlung oder Trocknung
(Verminderung des a -Wertes). Gerade diese
physikalischen Prozesse sind aber sehr ener-
gieaufwendig. Daher wird versucht, genau den
Punkt zu erreichen, der zu einer Verlangerung
der Haltbarkeit fuhrt, bei dem die Energiekosten
aber noch vertretbar sind. An dieser Grenze
ist das Schimmelpilzwachstum stark reduziert,
aber nicht unbedingt ausgeschlossen. Wie oben
schon erwahnt, fiihren gerade diese Stressbedin-
gungen, falls noch ein Restwachstum des Pilzes
moglich ist, zu einer Erhdhung der Mykotoxinbil-
dung. Daher sind diese neuen Erkenntnisse fir
eine Optimierung der Sicherheit von zentraler
Bedeutung.

6 Regulation der Ochratoxin A- und
Citrininbiosynthese in Penicillium

Es gibt verschiedene Theorien Uber die 6kolo-
gische Bedeutung der Bildung von Sekundér-
metaboliten, also auch Mykotoxinen. Eine dieser
Hypothesen besagt, dass die Bildung die Adap-
tion und Konkurrenzfahigkeit im jeweiligen Habi-

tat erhéht. Die hier vorgestellten Ergebnisse Uber
die Bildung von Ochratoxin, die im MRI erarbeitet
wurden, unterstitzen diese Hypothese.

Die Aufklarung der genetischen Grundlagen
und der Regulation der Ochratoxin A-Bildung
in Penicillium ist schon seit einigen Jahren ein
Schwerpunkt der Mykotoxinforschung am MRI.
So wurde schon vor einiger Zeit das Gencluster,
das fir die Bildung von Ochratoxin in P, nordicum
verantwortlich ist, im MRI weitgehend aufgeklart
(KaroLEwWIEZ & GEISEN 2005; Geisen et al. 2006).
Far alle in diesem Cluster vorhandenen Gene
wurden Real Time PCR-Systeme entwickelt und
verschiedene Expressionsstudien in Abhéngig-
keit von unterschiedlichen Parametern durch-
gefuhrt. Weiterhin wurden flr die Ochratoxinbi-
osynthesegene verschiedene Oligonucleotide
entwickelt und auf den MycoChip aufgebracht,
so dass auch mit diesem Ansatz umfassende
Expressionsstudien durchgeflihrt werden konn-
ten. Es wurden in den letzten Jahren umfang-
reiche Untersuchungen Uber den Einfluss ver-
schiedener Umweltparameter auf die Expression
der Ochratoxinbiosynthesegene in Penicillium
durchgefiihrt, so dass diese Arbeiten zu einem
generellen Bild der Regulation der Ochratoxinbil-
dung unter lebensmittelrelevanten Bedingungen
gefuhrt haben.

Im MRI konnte weiterhin gezeigt werden, dass
der Einsatz von Real Time PCR-Systemen bzw.
eines Microarrays auch sehr gut dazu geeignet
sind, die Expression der Ochratoxinbiosynthe-
segene und damit die Bildung von Ochratoxin A
direkt im Lebensmittel zu verfolgen. Durch die-
sen Ansatz erhdlt man nicht nur Informationen
dariber, welche Bedingungen im Produkt direkt
zu einer Aktivierung der Mykotoxinbiosynthese-
gene fuihren, sondern auch Uber die Bildung von
Ochratoxin A. Die Bildung kann dann unter Um-
sténden sogar verhindert werden, wenn der zeit-
liche Abstand zwischen der Expression und der
Bildung von analytisch nachweisbarem Ochrato-
xin A lang genug ist und die Bedingungen (z.B.
Veranderung von Temperatur, a -Wert oder pH-
Wert) bekannt sind, die zu einer Verhinderung
der Synthese flihren (Abb. 6).

Es wird hier deutlich, dass mit Hilfe der Expres-
sionsanalyse die Gene schon deutlich vor der
Bildung von nachweisbaren Mengen an Ochra-
toxin in Weizen klar erkennbar aktiviert werden
(ScHmipbT-HEYDT et al. 2008b). Wenn z.B in die-
ser Zeit der Feuchtegehalt des Weizens weiter
reduziert wird, kann die Bildung von Ochrato-
xin A vermieden werden. Dieses Beispiel de-
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monstriert sehr eindrucksvoll die Mdglichkeiten keine Aflatoxinbildung moglich (O'Brian et al.
dieses molekularen Ansatzes. Ein &hnlicher An- 2007, ScHmipbT-Heypt et al. 2009). Wenn nach
satz wurde bei der Analyse des Trocknens von dieser Temperaturbehandlung ein a -Wert von
Feigen eingesetzt. Feigen kénnen mit Aflatoxin 0.96 erreicht wird, ist das Produkt aufgrund des
belastet sein, was durch die haufigen Warn- tiefen a -Wertes sicher und die Temperatur kann
meldungen im RASFF (Rapid Alert System for reduziert werden.

Food and Feed, http://ec.europa.eu/food/food/ Diese Beispiele demonstrieren, wie die erzeugten
rapidalert/index_en.htm) dokumentiert wird. Expressionsdaten von Mykotoxinbiosynthese-
Feigen werden haufig in der Sonne getrocknet, genen dazu genutzt werden kdnnen, die mikrobi-
was zu einer langsamen Trocknung bei mittleren ologische Sicherheit bestimmter Lebensmittel zu
Temperaturen flhrt. Dies sind optimale Bedin- erhéhen. Die Daten kénnen evtl. aber auch dazu
gungen fur Aspergillus flavus zur Bildung von benutzt werden, um den 6kologischen Grund der
Aflatoxin. Aufgrund der oben erw&hnten Expres- Mykotoxinbiosynthese zu erklaren. Derzeit wer-
sionsanalysen mittels Microarray konnte jedoch den verschiedene Theorien diskutiert, die versu-
ein eindeutiger Einfluss der Temperatur und der chen, den Vorteil der Mykotoxinbildung fur den
Wasseraktivitat auf die Aktivierung der Aflato- produzierenden Organismus zu erklaren (Roze
xinbiosynthesegene gefunden werden. Diese et al. 2011), aber keine ist bis jetzt abschlieBend
Daten kénnen dazu benutzt werden, die Trock- bestatigt worden.

nung so zu steuern, dass eine Aflatoxinbildung Fur die Bildung von Ochratoxin A durch Penicilli-
vermieden wird. Erhdht man die Temperatur auf um ist es im MRI erstmals gelungen, einen phy-
> 38 °C, ist nur eine geringe Expression der  siologisch/6kologischen Grund der Ochratoxin A
Aflatoxinbiosynthesegene und weiterfihrend Bildung zu beschreiben. Wie oben erwéhnt, ist P
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Abbildung 6: Kinetik der Bildung von Ochratoxin A (schwarze Balken) und der Expression des Ochratoxin A Poly-
ketidsynthasegenes (graue Balken) in Weizen. Wie aus diesen Ergebnissen deutlich wird, ist die Expression dieses
fir die Biosynthese wichtigen Gens ein Indikator fir die Toxinbildung. Die Expression der biosynthetischen Gene
erfolgt naturgeman friher als die analytisch messbare Biosynthese des Toxins. Dieser Abstand zwischen Genex-
pression und phénotypischer Bildung des Toxins scheint sich im Lebensmittel zu verstarken, so dass unter diesen
Umstanden die zukunftige Ochratoxinbildung relativ friih vorhergesagt werden kann (ab Tag 22), wahrend hohe
Toxinmengen erst wesentlich spater nachgewiesen werden kénnen.
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nordicum und teilweise auch P verrucosum an
osmotisch anspruchsvolle Bedingungen ange-
passt. Beide Spezies kommen auf Lebensmitteln
mit hohem Salzanteil (NaCl), wie luftgetrockne-
ten Produkten (Schinken, Salami, Kase) oder
auch auf Oliven vor. Diese Produkte kénnen bis
zu 10% NaCl enthalten. In den Untersuchungen
am MRI fiel auf, dass eine gewisse Konzentrati-
on an NaCl die Ochratoxinbildung in P. nordicum
erhoht. Weiterhin kann P nordicum auch unter
sehr hohen NaCl-Konzentrationen Ochratoxin A
bilden (SchmipT-HeYDT et al. 2011b). Diese Spezi-
es wird im Wachstum auch durch héhere NaCl-
Konzentrationen kaum beeinflusst. Sie ist also
sehr gut an diese Bedingungen angepasst. P
verrucosum kommt Ublicherweise auf Getreide
vor, kann aber wie oben erwahnt auch auf salz-
haltigen Produkten, wie etwa Oliven, gefunden
werden. Penicillium verrucosum kann sein Me-
tabolitenprofil umweltabhéngig &ndern (ScHmiDT-
Hevpt et al. 2011). Bei geringen NaCl-Konzen-
trationen wird auf YES-Medium hauptsachlich
Citrinin gebildet, bei héheren NaCl-Konzentrati-
onen wird die Bildung von Citrinin zu Ochratoxin
A verschoben.

Wie oben erwahnt, besitzt Ochratoxin A ein
Chlorid im Molekul. Citrinin besitzt einen sehr
ahnlichen strukturellen Aufbau wie Ochratoxin A.
Es enthalt allerdings kein Chlorid. Diese Tatsa-
che fuhrte zur Hypothese, dass die Bildung von
Ochratoxin A zu einer partiellen Chloridhomdo-
stase fuhrt. Durch diese Homdostase wird die
Chloridkonzentration innerhalb der Zelle konstant
gehalten. Unter hohen NaCl-Konzentrationen
wird die Zelle hohe Mengen an Chlorid aufneh-
men (Sivkovic et al. 2004), die fur die Zelle unter
Umstanden toxisch sein kénnen (SAamapunpo et
al. 2010). Ein kontinuierliches Ausschleusen von
Chlorid durch die Bildung und die Exkretion von
Ochratoxin A wiirde damit die Durchsetzungsfa-
higkeit der Ochratoxin A bildenden Pilze in dieser
Umgebung erhdhen (ScHmipT-HeypT et al. 2010).
Tats&chlich konnte gezeigt werden, dass sich
Ochratoxin A bildende P, nordicum Stdmme bes-
ser gegen andere Spezies durchsetzen kénnen
als Nichtbildner (SchmipT-HEYDT €t al. 2011b).
Die Bildung von Ochratoxin A scheint das Wachs-
tum von Penicillien in diesem Habitat zu unterstt-
zen. Damit diese Regulation funktioniert, muss
der Pilz die hohen Chloridkonzentrationen im
Medium messen kénnen, und diese Information
muss auf die Genebene weitergeleitet werden,
so dass es zu Anpassungen in der Regulation
der Gene fir die Ochratoxin A-Bildung kommen

kann. Dies geschieht durch Signalkaskadewege.
Far Penicillium wurde gezeigt, dass die Bildung
von Ochratoxin A durch den sogenannten HOG-
Signalkaskadeweg (High Osmolarity Glycerol
Signalkaskadeweg) aktiviert wird. Der HOG-
Signalkaskadeweg wird besonders durch Veran-
derungen des osmotischen Druckes und damit
durch Veranderungen des NaCl-Gehalts beein-
flusst. Nach Ausschaltung dieses Signalkaska-
deweges wird jene Regulation gestort.

7 Regulation der Biosynthese von
Alternariol/Alternariol-Monomethylether
in Alternaria alternata

Alternaria alternata ist ein wichtiger Verderbsor-
ganismus bestimmter Obst- und Gemusesorten,
kann aber auch auf Getreide gefunden werden
(Locrieco et al. 2009). Im Rahmen eines Pro-
jektes mit der Universitat Karlsruhe (KIT) tber
die Bedeutung der Alternariolbildung bei A. al-
ternata wurden vom MRI A. alternata-Stamme
von Tomaten und Getreide isoliert und mittels
molekularen Typisierungsmethoden, wie ITS
Sequenzierung (Internal Transcribed Spacer)
und RAPD Analysen charakterisiert. Es zeigte
sich, dass die Stamme aus Tomaten eine etwas
homogenere genetische Zusammensetzung ha-
ben als die Stdmme aus Getreide. Auch das To-
xinbildungsvermdégen der Stdmme aus Tomaten
war wesentlich konsistenter, was darauf schlie-
Ben lieB, dass die Bildung von Alternariol fir die
Tomatenstdmme von &kologischer Bedeutung
ist. Aufgrund dieser Erkenntnis wurde auch hier
der Einfluss verschiedener Parameter, wie Tem-
peratur, a -Wert und pH-Wert auf die Bildung
von Alternariol untersucht. Interessanterweise
war bei Veradnderungen der Temperatur oder bei
geringflgiger Verdnderung der Wasseraktivitat
durch Erhdéhung der NaCl-Konzentration oder
von anderen osmolytisch aktiven Substanzen,
wie Glycerin, eine sofortige Inaktivierung der
Alternariolbiosynthese festzustellen. Nicht so
bei Verdnderungen des pH-Wertes, wo die Al-
ternariolbiosynthese Uber einen weiten Bereich
konstant bleibt. Gerade der pH-Wert spielt aber
bei Obst und Gemuseprodukten eine grof3e Rol-
le und kann hier einen weiten Bereich umfassen.
Andererseits besitzen diese Produkte in der
Regel einen hohen Wassergehalt, sodass fir
Alternaria eine effiziente pH-Regulation, aber
weniger eine osmotische Regulation der Alter-
nariolbiosynthese eine Rolle spielt. Die im MRI
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erzielten Ergebnisse deuten tatsachlich in diese
Richtung. A. alternata bildet Alternariol nahezu
im gesamten physiologischen pH-Bereich (von
pH 4-10), wird aber durch sehr geringe Zuséat-
ze von NaCl (5 g/l) oder Glycerin in der Bildung
gehemmt. Wie oben schon erwahnt, werden
Verdnderungen des osmotischen Druckes Uber
den HOG Signalweg von der AuBenwelt zur
transkriptionellen Ebene der Gene Ubermittelt
(Lin & CHunG 2010). Anderungen des pH-Wertes
werden dagegen Uber das pacC/palA-J System
auf die Ebene der Genregulation weitergeleitet.
Um den Einfluss beider Signalwege auf die Re-
gulation der Alternariolbildung von A. alternata
zu untersuchen, wurden Mutantenstamme in
diesen Signalkaskadewegen erzeugt und de-
ren Reaktion im Vergleich zum Wildtyp unter
verschiedenen Bedingungen gemessen. Es
konnte bei diesem Ansatz ein sehr detailliertes
Modell der Regulation der Alternariol-Bildung
unter natirlichen Habitat-Bedingungen erstellt
werden.

Unter hohen osmotischen Bedingungen wird
HOG auch in Alternaria phosphoryliert, aber die
Aktivierung von HOG wird bei steigender Os-
molaritdt des Mediums zeitlich nach hinten ver-
schoben, was zu einer wesentlich langsameren
Alternariolbildung fuhrt. Daraus kann geschlos-
sen werden, dass eine hohe Osmolaritdt dem
Pilz ein nicht kolonisierbares Substrat signalisiert
und die Bildung von Alternariol, die einen Ener-
gieverbrauch fur den Pilz darstellt, wird gestoppt.
Bei Substraten mit hoher Wasseraktivitat (Obst
und Gemdse) ist dies nicht der Fall. HOG ist jetzt
stark phosphoryliert und A. alternata bildet hohe
Mengen an Alternariol. A. alternata hat also einen
komplexen Regulationsmechanismus entwickelt,
um moglichst unter allen Bedingungen im natur-
lichen Habitat Alternariol bilden zu kénnen. Dies
deutet auf einen dkologischen Grund hin. In der
Tat wurde durch weitere Versuche gezeigt, dass
die Bildung von Alternariol zu einer Verstérkung
der Kolonisierungsféhigkeit von Tomaten (und
wahrscheinlich auch anderer Substrate) flhrt.
Stédmme, in denen die HOG- bzw. pacC-Signal-
funktion inaktiviert wurde, waren nicht mehr in
der Lage, Alternariol reguliert zu bilden und auf
Tomaten zu wachsen (Tafel 6, Abb. 7).
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Abbildung 1. Koloniemorpho-
logie (linke Spalte) und mi-
kroskopische Aufnahme der
Sporentrager bzw. der Sporen
(rechts). Von oben nach unten
Penicillium, Aspergillus, Alter-
naria, Fusarium.
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Geisen et al.: Molekulare Lebensmittelmykologie Tafel 3

A
Trichothecen Trichothecen Fumonisin

Typ A Typ B

A Ochratoxin Aflatoxin

Abbildung 3: Layout A und Anwendung B (nachfolgende Tafel 4) des Microarrays (MycoChip). Auf dem MycoChip
sind Oligonucleotide immobilisiert, die fir die Gene der jeweiligen Mykotoxinbiosynthese spezifisch sind (ScHmiDT-
Hevot & Geisen, 2007). Fur den jeweiligen Mykotoxingencluster sind die Oligonucleotide in Subarrays angeordnet
wie gezeigt. Der MycoChip wurde fir die Untersuchung der Aktivierung der Ochratoxin- und Trichothecenbiosyn-
thesegene eingesetzt. Dazu wurden die RNA von Pencillium nordicum (Ochratoxin) oder Fusarium sporotrichioides
(Trichothecen Typ A) von Kulturen, die unter Bedingungen kultiviert wurden, die entweder keine Mykotoxinbildung
erlaubten (inaktiv) oder die eine starke Mykotoxinbildung férderten (aktiv) isoliert, fluoreszensmarkiert und mit dem
Chip hybridisiert. Die deutlich erkennbare Aktivierung der Gene unter geeigneten Bildungsbedingungen ist unter B
gezeigt. Im Fall der Trichothecengene ist durch Vergleich mit dem Schema unter A eine komplette Aktivierung des
Genclusters zu erkennen.
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Abbildung 7. Klonisierungsféhigkeit des Alternaria alternata Wildtyps (wt) sowie der beiden HOG- bzw. pacC-
inaktivierten Signalkaskademutanten. Beide Mutanten sind nicht mehr zu einer regulierten Alternariolbildung in der
Lage und haben verglichen mit dem Wildtyp-Stamm, eine stark verminderte Féhigkeit, Tomaten zu besiedeln. Links:
Aufsicht, rechts: Querschnitt.



