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Züchtung auf Anpassungsfähigkeit

Einleitung
Die Resistenz von Weizen gegen Ähren-
fusariose ist eine Eigenschaft mit zuneh-
mend wachsender Bedeutung. Der
Grund dafür ist einerseits, dass verschie-
dene Faktoren die stärkere Vermehrung
der krankheitserregenden Pilze (ins-
besonders Fusarium graminearum) för-
dern, und andererseits die Problematik
der Fusarium-Toxine zunehmend öffent-
lich wahrgenommen wird.

Faktoren, die die Vermehrung des Pil-
zes begünstigen, sind vor allem die aus
Kostengründen bestehende Tendenz zur
Zunahme von Mais in der Fruchtfolge
und die verstärkt praktizierte reduzierte
Bodenbearbeitung. Weiters wird disku-
tiert, dass - möglicherweise induziert
durch den Klimawandel - vermehrt ag-
gressivere Isolate auftreten. In Österreich
wurde beispielsweise die früher vorherr-
schende Art F. culmorum durch F. gra-
minearum (sexuelles Stadium: Gibberel-
la zeae) weitgehend verdrängt (LEW et
al., 2001).

Hinsichtlich der gesellschaftlichen Re-
levanz der Mykotoxinproblematik ist im
Jahr 2005 in Europa eine qualitative
Änderung eingetreten. In den letzten Jah-
ren wurde in Europa eine Re-evaluierung
der toxikologischen Eigenschaften von
Fusarium-Toxinen durchgeführt („ha-
zard characterization“). Als nächstes
wurden Daten über das Vorkommen von
Mykotoxinen in den Mitgliedsländern
erhoben und eine Abschätzung der auf-
genommenen Toxinmengen vorgenom-
men („exposure assessment“). Diese wis-
senschaftlichen Ergebnisse führten aus
Gründen des Konsumentenschutzes -
nach einem längeren Prozess der Inter-
essensabwägung zwischen den Mit-
gliedsstaaten der EU - nunmehr zur Ein-
führung strikter Maximalwerte für My-
kotoxine in Getreide und daraus herge-
stellte Nahrungsmittel. Diese EU-Ver-
ordnung (COMMISSION REGULATI-
ON EC No 856/2005) wird erstmals für
die Ernte 2006 voll wirksam.

Im Gegensatz zu früheren nationalen
Regelungen (z.B. den bereits 1993 er-
lassenen österreichischen Richtwerten)

sind nun strikte Maximalwerte für Deo-
xynivalenol, Zearalenon (und Fumonis-
in) verordnet, bei deren Überschreitung
die Verwendung als Nahrungsmittel ver-
boten ist. Weiters ist klar geregelt, dass
hoch belastetes Erntegut nicht mit min-
derbelastetem vermischt werden darf, um
den Maximalwert zu unterschreiten. Die
Verschneidung ist eine übliche Praxis im
Umgang mit Mykotoxin-belastetem Ge-
treide in den USA und Kanada. In
Deutschland wurden bereits vor der EU-
Regelung teilweise noch niedrigere Ma-
ximalwerte beschlossen (Mykotoxin-
Höchstmengenverordnung). Eine verein-
fachte Übersicht über die Höchstwerte
gibt die Tabelle 1, die Bestimmungen
sind im Detail z.B. unter http://
www.dapp.boku.ac.at/7411.html ersicht-
lich.

Die nunmehr gültigen EU-Maximalwer-
te sind so gewählt, dass in einem Jahr
mit durchschnittlichen Witterungsbedin-
gungen nur ein geringer Prozentsatz der
Proben den Grenzwert überschreiten
dürfte. In Jahren mit (regional) für den
Pilz sehr günstigen Witterungsbedingun-

Tabelle 1: Tolerierte Höchstgehalte an Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon (ZON) in µg/kg

EU, Richtlinie 05a D, Verordnung 04b

Produktart DON ZON DON ZON

Andere unverarbeitete Getreide als Hartweizen, Hafer und Mais 1250 100 500 50
Unverarbeiteter Hartweizen, Maisc und Hafer 1750 200 - -
Getreidemehl (ohne Maismehl), 750 75
Maismehl 750 200 - -
Brot, feine Backwaren, Kekse 500 50 350 50
Getreide-Snacks 500 50 - -
Frühstückscerealien 500 50 - -
Teigwaren (Trockengewicht) 750 - - -
Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder 200 20 100 20

a) COMMISSION REGULATION EC No 856/2005 (6. Juni 2005)
b) Mykotoxin-Höchstmengenverordnung (4. Februar 2004)
c) soferne vor dem 1.7.2007 nichts anders festgelegt wird.
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gen könnte es jedoch zu einer verbreite-
ten Überschreitung kommen. Im Pro-
blemjahr 2003 lagen beispielsweise 50
% der von der AGES untersuchten Wei-
zen-Proben aus Oberösterreich über dem
ab Juni 2006 geltenden DON-Grenzwert
von 1,25 mg/kg (ÖHLINGER et al.,
2004). Selbst wenn es sich dabei nicht
um repräsentative Stichproben handelt,
ist damit zu rechnen, dass in Problem-
jahren ein signifikanter Anteil der Ernte
wegen Überschreitung der Mykotoxin-
grenzwerte nur mit erheblichen Preisab-
schlägen als Futtermittel verwertet wer-
den kann.

Managementstrategien
Die derzeit verfügbaren Strategien zur
Mykotoxinreduktion sind nur begrenzt
wirksam. Pflanzenbauliche Maßnahmen,
die zu einer lokal wirksamen Reduktion
des Inokulums beitragen sollen, dürften
aufgrund der weiten Verbreitung der
Pilzsporen gerade in Problemjahren we-
nig wirksam sein. Die insbesonders auf
Maisrückständen gebildeten und in die
Luft abgefeuerten Ascosporen haben
eine große Reichweite (TRAIL et al.,
2005; BERGSTROM & SCHMALE,
2005). Fungizideinsatz ist aufgrund der
Anforderung an den Ausbringungszeit-
punkt und der geringen Wirksamkeit
vermutlich ebenfalls kaum ausreichend,
um den Toxingehalt unter den Grenzwert
zu drücken. Große Hoffnung besteht in
Sorten mit erhöhter Resistenz, wobei
neben der klassischen Resistenzzüchtung
auch verschiedene biotechnologische
Ansätze verfolgt werden. Beispielsweise
hat Syngenta bereits transgenen Weizen
entwickelt, der ein aus Fusarium stam-
mendes Gen exprimiert, das im Pilz Re-
sistenz gegen das eigene Gift vermittelt
(Acetyltransferase, OKUBARA et al.,
2002). Dieser GVO-Weizen wurde
bereits in mehreren Ländern (u.a. auch
in Deutschland) im Feld getestet, mit ei-
ner Markteinführung in den USA ist
frühestens 2010 zu rechnen.

Probleme der Fusarium
Resistenzzüchtung
In Europa sind die meisten Weizensor-
ten, insbesonders Durum-Weizen stark
anfällig gegen Ährenfusariose. Die klas-
sische Züchtung auf erhöhte Resistenz
ist schwierig, da keine vollständige Re-

sistenz in den genetischen Ressourcen
verfügbar ist. Ein hohes Resistenzniveau
ist vor allem in exotischen Ressourcen
(z.B. aus China) zu finden, jedoch ist
diese Resistenz polygen und quantitativ
vererbt. Ein weiteres wichtiges Hinder-
nis ist, dass natürliche Infektion weitge-
hend unbrauchbar zur Bestimmung des
Resistenzniveaus ist. Für einen hohen
Fusarium-Befall entscheidend ist das
Zusammentreffen von Inokulum und
hoher Feuchtigkeit zum Zeitpunkt der
Blüte der jeweiligen Linie. Aufgrund des
großen Problems des „disease escape“
sind mehrfache künstliche Inokulation
und künstliche Beregnung notwendig,
um auf physiologische Resistenz zu tes-
ten. Es werden zwei Haupttypen von
Resistenz unterschieden: Ausbreitungs-
resistenz, die durch Einzelährchen-Ino-
kulation getestet wird, und Resistenz
gegen Primärinfektion, die besser durch
Sprüh-Inokulation detektierbar ist. Die
physiologischen und molekularen
Grundlagen der Resistenz von Weizen
sind weitgehend unbekannt, und es exis-
tieren auch keine schnellen Labortests,
die es erlauben würden, spezifische Re-
sistenzkomponenten festzustellen und zu
quantifizieren.

Fusarium Genomik -
Identifizierung von Virulenz-
mechanismen des Pilzes
Im Rahmen des österreichischen Genom-
forschungsprogrammes GEN-AU  (http:/
/www.gen-au.at/) wurde das Pilotprojekt
FUSARIUM gefördert (Laufzeit: Jänner
2003-April 2006, Koordinator G. Adam,
Gesamtfördersumme: 1,145 Millionen
Euro). Der Forschungsansatz dieses in-
terdisziplinären Projektes verfolgt das
Ziel, durch ein verbessertes Verständnis
der Virulenzmechanismen des Pilzes
neue Einblicke in die Resistenzmecha-
nismen von Pflanzen zu bekommen, und
dieses Wissen für die Züchtung nutzbar
zu machen.
Die Arbeitshypothese ist, dass der Pilz
imstande ist die Pathogenabwehr von
Wirtspflanzen zu unterdrücken (was das
Fehlen von „Gen-für-Gen“ Beziehungen
und das breite Wirtsspektrum von Fusa-
rium erklären könnte). Weiters wird ver-
mutet, dass diese „Suppressoren“ Sekun-
därmetaboliten des Pilzes sind. Pflanzli-
che Detoxifikationsenzyme könnten so-
mit die molekularen Grundlagen von

Komponenten der komplexen Eigen-
schaft Fusarium-Resistenz sein.
Finanziert von amerikanischen Förder-
stellen (USDA-NSF) wurde das Genom
des pathogenen Pilzes Fusarium grami-
nearum vollständig sequenziert. Ein
wesentlicher Beitrag des GEN-AU Pro-
jektes zur internationalen Fusarium-For-
schung war die Förderung einer benut-
zerfreundlichen Genomdatenbank durch
die renomierte Bioinformatik-Institution
MIPS (Munich Information Center on
Protein Sequences: siehe: http://
mips.gsf.de/genre/proj/fusarium/, GÜL-
DENER et al., 2006a). Die Ermittlung
kodierender Bereiche des Genoms von
Pilzen ist vergleichsweise schwierig, war
jedoch entscheidend für die Entwicklung
eines mittlerweile kommerziell erhältli-
chen Fusarium-Genchips, der die Ex-
pressionsanalyse aller (korrekt vorherge-
sagten) Fusarium-Gene erlaubt. So
konnten beispielsweise bereits Fusari-
um-Gene identifiziert werden, die der
Pilz nur auf der Pflanze exprimiert
(GÜLDENER et al., 2006b). Mittels ver-
schiedener Techniken können Kandida-
tengene des Pilzes gezielt durch Trans-
formation inaktiviert werden (Gendis-
ruption), um anschließend die Trans-
formanten auf Änderungen hinsichtlich
der Virulenz auf der Nutzpflanze zu un-
tersuchen.
Ein bereits bekannter Virulenzmechanis-
mus von F. graminearum ist die Bildung
von Trichothecenen (z.B. Deoxynivale-
nol). Toxine dieser Klasse wirken als
Inhibitoren der Proteinbiosynthese in
Pflanzen und Tieren. Die nahe liegende,
für den Pilz vorteilhafte Rolle dieser
Toxine ist es die Expression von Pflan-
zengenen zu verzögern oder zu blockie-
ren, die während der Pathogenabwehr
normalerweise induziert werden. In
Übereinstimmung mit dieser Hypothese
konnte in Labor- und Feldversuchen in
den USA gezeigt werden, dass die GVO-
Mutante, die kein Deoxynivalenol mehr
produzieren kann, weniger virulent ist
und sich kaum vom Inokulationsort aus-
breiten kann (BAI et al., 2002).

Bildung von DON-Glucosid
- ein Resistenzmechanismus
in Weizen
Ausgehend von der Hypothese dass die
Neutralisierung eines Virulenzfaktors
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eine Resistenzkomponente sein sollte,
wurde im GEN-AU Projekt versucht
pflanzliche DON-Detoxifikationsgene
zu identifizieren. Durch Expression ei-
ner cDNA-Genbank der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana in DON-sensitiven
Mutanten der Bäckerhefe gelang es ein
Gen zu identifizieren, das Toxinresistenz
vermittelt. Das identifizierte Gen kodiert
für eine Glucosyltransferase, die
imstande ist das die Weizen-Ribosomen
inhibierende DON in das inaktive DON-
3O-Glucosid überzuführen (POPPEN-
BERGER et al., 2003). Den Chemikern
im GEN-AU Projekt gelang es dieses
Konjugat synthetisch herzustellen und
analytische Methoden dafür zu entwi-
ckeln (BERTHILLER et al., 2003).

Weiters konnte erstmals nachgewiesen
werden, dass DON-3O-Glucosid in na-
türlich Fusarium-infiziertem Getreide
und Mais vorkommt (BERTHILLER et
al., 2005). In Zusammenarbeit zwischen
Züchtern und Chemikern konnte gezeigt
werden, dass der Resistenzmechanismus
der Modellpflanze auch im Weizen re-
levant für die Fusarium-Resistenz ist.
Nach Injektion einer hochkonzentrierten
DON-Lösung in Weizenähren konnten
die Symptome einer Fusarium-Infekti-
on großteils phänokopiert werden. Zwi-
schen Fusarium-anfälligen und hochre-
sistenten Sorten zeigten sich große Un-
terschiede im Grad des Ausbleichens der
Ähren. In einer doppelhaploiden Popu-
lation konnte die Ausbleichresistenz ge-
gen DON einem Abschnitt auf Chromo-
som 3B zugeordnet werden, der bereits
früher als besonders wichtig für Fusari-
um-Ausbreitungsresistenz identifiziert
wurde (LEMMENS et al., 2005; BU-
ERSTMAYR et al., 2002). Die chemi-
sche Analyse zeigte zudem, dass jene
Linien die dieses Chromosomensegment
enthalten, DON zum Großteil in ungifti-
ges DON-3O-Glucosid metabolisieren
konnten. Die Resistenz gegen das Fusa-
rium-Toxin Deoxynivalenol ist somit
EINE wichtige Komponente der Fusa-
rium-Resistenz.

PPT1 - ein neues
Virulenzgen von Fusarium
Die am Beispiel DON erfolgreich durch-
gespielte Arbeitshypothese geht davon
aus, dass Fusarium weitere Metaboliten

bilden kann, die eine Rolle als Virulenz-
faktoren spielen. Solche Verbindungen
müssen nicht notwendigerweise akut to-
xisch sein und könnten daher früheren
Studien entgangen sein. Neben den Ter-
penoiden (z.B. DON) sind Polyketide
und Nichtribosmale-Peptide für die hohe
Diversität von Naturstoffen hauptverant-
wortlich. Im Genom von Fusarium gra-
minearum sind bioinformatisch jeweils
mehr als ein Dutzend Gene vorhergesagt,
die für Enzyme der Klasse der Polyke-
tidsynthasen (PKS) und Nichtribosoma-
len-Peptidsynthasen (NRPS) kodieren
könnten. Mit Ausnahme der Polyketide
Zearalenon und Aurofusarin (rotes Pig-
ment) ist kaum etwas über die Produkte
dieser Gene bekannt. Die große Zahl der
PKS und NRPS Gene deutet darauf hin,
dass die Redundanz von Suppressoren
ein mögliches Problem beim Testen der
Funktion darstellt. Wenn beispielsweise
zwei Substanzen jeweils hinreichend
sind um die Pathogenabwehr zu unter-
drücken, so ist zu erwarten, dass der
Wegfall nur einer Substanz durch die
Gendisruption keine gravierenden Aus-
wirkungen bezüglich Virulenz haben
wird.
Im GEN-AU Projekt gelang es eine
„Achilles-Ferse“ von Fusarium zu iden-
tifizieren. Polyketidsynthasen und Nicht-
ribosomale-Peptidsynthasen benötigen
für ihre katalytische Aktivität eine pros-
thetische Gruppe, die posttranslational
eingeführt wird. Das Gen (PPT1), das für
die dafür notwendige Phosphopantethe-
inyl-Transferase kodiert, konnte in der
Fusarium-Genomsequenz ausfindig ge-
macht werden. Disruption dieses Gens
sollte phänotypisch equivalent zum si-
multanen Verlust aller PKS und NRPS
sein, und in der Tat zeigten die herge-
stellten Disruptionsstämme stark redu-
zierte Virulenz (PERUCI et al., in press).
Die Mutanten waren erwartungsgemäß
nicht pigmentiert, produzierten kein Ze-
aralenon und keine Siderophore. Eine
Herausforderung für zukünftige For-
schungsprojekte wird sein festzustellen,
welche Stoffwechselprodukte des Pilzes
auf welche Art und Weise ihre Wirkung
in Pflanzen entfalten, und wie Pflanzen
darauf reagieren. Die extrem große Gen-
familie der Glucosyltransferasen (mehr
als 100 Gene in Arabidopsis) dürfte je-
doch eine wichtige Rolle spielen.

Im GEN-AU Projekt konnte beispiels-
weise mittels Microarray-Analysen ge-
zeigt werden, dass Zearalenon in Arabi-
dopsis die Genexpression stark beein-
flusst (WERNER, 2005), jedoch rasch
metabolisiert wird (BERTHILLER et al.,
2006). Es konnten auch schon Glucosyl-
transferasen von Arabidopsis identifi-
ziert werden, welche die Bildung von
ZON-4O-Glucosid katalysieren (POP-
PENBERGER et al., submitted). Die
Glucosyltransferasen spielen jedoch
nicht nur eine Rolle in der Detoxifikati-
on. Das als DON-Glukosyltransferase
identifizierte Enzym aus Arabidopsis ist
wichtig für die Inaktivierung von Phy-
tohormonen der Klasse der Brassinoste-
roide (POPPENBERGER et al., 2005),
bei starker Überexpression kann es zu
Zwergenwuchs transgener Pflanzen
kommen.
Zusammenfassend kann festgestellt wer-
den, dass durch die interdisziplinäre Zu-
sammenarbeit von Bioinformatikern,
Pilz- und Pflanzen-Molekularbiologen,
Chemikern, Phytopathologen und Pflan-
zenzüchtern beachtliche Fortschritte ge-
macht wurden. Die Einsichten bezüglich
der Virulenzmechanismen des Pilzes
sollten mittelfristig neue Wege und An-
sätze zur Bekämpfung von Fusarium
eröffnen. Um zu unmittelbar anwendba-
ren Ergebnissen zu kommen ist jedoch
noch weiterführende (Grundlagen)for-
schung notwendig. Leider wurde jedoch
vom (stark medizinisch orientierten)
GEN-AU Programm des BMBWK die
Förderung eines Fortsetzungsprojektes
als nicht prioritär erachtet und abgelehnt.
Es bleibt zu hoffen, dass andere fachein-
schlägige Forschungsföderungsinstituti-
onen das Fusarium-Problem als wichtig
genug erachten, um die Weiterführung
koordinierter Forschung in Österreich in
diesem Bereich zu ermöglichen.
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