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I. EINLEITUNG

Filamentose Schimmelpilze der Gattung Stachybotrys (S.) kommen ubiquitér in der
Umwelt vor, wachsen jedoch bevorzugt auf feuchten, zellulosehaltigen Materialien
(MCQUADE, 1963; NIELSEN et al, 1998). Daher werden sie hdufig aus
wassergeschidigten Gebauden und Baumaterialien sowie unsachgemal gelagerten
Futtermitteln (z. B. Stroh und Heu) isoliert (EL-KADY & MOUBASHER, 1982;
NIELSEN et al.,, 1998; ANDERSEN et al., 2002). Die von dieser Gattung
gebildeten Sekundérmetaboliten werden mit diversen Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Bei Tieren, insbesondere Pferden, kann die Stachybotryotoxikose nach
oraler Aufnahme oder Inhalation von Mykotoxinen aus unsachgeméal gelagertem,
verschimmeltem Futter auftreten (FORGACS et al., 1958; FORGACS, 1972).
Menschen sind insbesondere in wassergeschiadigten Gebduden gefdhrdet.
Stachybotrys-Spezies konnen Symptome des Sick-Building-Syndroms hervorrufen
und stehen im Verdacht bei Sduglingen pulmonale Himorrhagien verursacht zu
haben (JOHANNING et al., 1996; DEARBORN et al., 2002; HINTIKKA, 2004).
S. chartarum ist eine der am héufigsten isolierten Spezies der Gattung Stachybotrys
(LOMBARD et al, 2016). Die von dieser Art produzierten, hochtoxischen
makrozyklischen Trichothecene (vor allem Satratoxine) besitzen ein ausgeprigtes
zyto- und neurotoxisches Potenzial gegeniiber Sdugetierzellen (JARVIS et al.,
1995; GAREIS, 2006; ISLAM et al., 2009) und stellen somit eine Gefahr fiir Men-
schen und Tiere dar. Aber auch andere von S. chartarum gebildete Metabolite, wie
die Phenylspirodrimane, stehen im Verdacht aufgrund ihrer immunsuppressiven
Wirkung an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt zu sein (HONG et al., 1979;
MIYAZAKI et al., 1980; JAGELS et al., 2019).

In zahlreichen wissenschaftlichen Studien wird beschrieben, dass verschiedene
externe Faktoren wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Nihrstoffe das
Mykotoxinprofil und Mykotoxinkonzentrationen deutlich beeinflussen (NIELSEN
etal.,2004; MAGAN & ALDRED, 2007). Hierbei spielen bei Schimmelpilzen wie
Aspergillus- und Fusarium-Spezies die verfligbaren Stickstoff- und Kohlenstoff-
quellen eine wichtige Rolle (MEDINA et al., 2008; KOHUT et al., 2009). Trotz
des von S. chartarum ausgehenden Gefahrdungspotentials fiir Menschen und Tiere
ist wenig iiber den Einfluss spezifischer Nidhrstoffe auf die Produktion von

Mykotoxinen bekannt. Um Toxin-produzierende, gesundheitsschiddliche Stimme
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jedoch eindeutig zu identifizieren, ist es notwendig diese unter Bedingungen
anzuziichten, die die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen zuverldssig
ermoglichen. Verschiedene Baumaterialien und komplexe Nihrmedien wie
Potato-Dextrose-Agar wurden in Studien getestet (ALEKSIC et al., 2016; JAGELS
et al., 2020; ULRICH & SCHAFER, 2020). Die darin enthaltenen komplexen
Bestandteile lassen jedoch keine eindeutige Aussage liber den Einfluss einzelner
Stickstoff- und Kohlenstoffquellen zu. Fiir andere Schimmelpilze wie
Aspergillus-Spezies werden aus diesem Grund Minimal-Ndhrmedien verwendet.
Diese sind in ihren Inhaltsstoffen eindeutig definiert und ermdglichen einen
gezielten Austausch einzelner Komponenten (HILL & KAFER, 2001). So kénnen
Nihrstoffe bestimmt werden, die die Produktion von Mykotoxinen beglinstigen

oder unterdriicken. Fiir S. chartarum war ein solches Medium bisher unbekannt.

Des Weiteren ist bekannt, dass die Mykotoxinproduktion und die Sporulation bei
verschiedenen filamentosen Schimmelpilzen wie Aspergillus-, Fusarium- und
Penicillium-Spezies funktionell miteinander verbunden sind. Eine Hemmung der
Sporulation fiihrt demnach bei diesen Schimmelpilzen zu einer Hemmung der
Mykotoxinproduktion (SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; REIB, 1982; SHIM &
WOLOSHUK, 2001). Fiir S. chartarum wird ebenfalls ein Zusammenhang
vermutet, dieser wurde bisher jedoch nicht experimentell bestétigt (CALVO et al.,
2002).

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, im ersten Teil zunidchst den Zusammenhang
zwischen der Sporulation und der Produktion von makrozyklischen Trichothecenen
zu untersuchen und zu priifen, ob diese beiden Vorginge miteinander in
Verbindung stehen. Hierbei sollte zudem getestet werden, inwieweit sich die
Anzahl der Kolonien, die sich auf einer Agarplatte befinden, auf den Grad der
Sporulation und die Toxinproduktion auswirkt. Ein weiteres Ziel war es, das in den
Sporen von S. chartarum eingelagerte dunkle Pigment ndher zu untersuchen und
mittels ATR-Infrarotspektroskopie zu charakterisieren. Im zweiten Teil sollte
anschliefend der Einfluss verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie
Konzentrationen auf das Myzelwachstum und die Mykotoxinproduktion untersucht
werden. Hierflr war es notwendig ein fiir S. chartarum geeignetes
Minimal-Ndhrmedium zu bestimmen, dessen Inhaltsstoffe genau definiert sind,

sodass ein gezielter Austausch einzelner Komponenten mdéglich ist.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1 Gattung Stachybotrys

1.1 Taxonomie

Die Gattung Stachybotrys wurde im Jahr 2014 taxonomisch neu eingeordnet
(CROUS et al., 2014). Hierbei wurde sie der Familie Stachybotryaceae der
Ordnung Hypocreales, Unterklasse Hypocreomycetidae, Klasse Sodariomycetes,
Unterabteilung Pezizomycotina, Abteilung Ascomycota, Unterreich Dikarya und

letztendlich dem Reich der Pilze (Mycota) zugeordnet.

Die erste Spezies der Gattung Stachybotrys (S.) wurde im Jahr 1837 von einer
Tapete in einem Gebdude in Prag isoliert. Der Osterreichische Botaniker Corda
beschrieb den schwarzen Schimmelpilz morphologisch und benannte ihn
S. atra Corda (CORDA, 1837). Seitdem wurden etwa 179 Stachybotrys-Spezies
beschrieben, von denen jedoch nicht alle vollstindig analysiert wurden

(MYCOBANK DATABASE; CROUS et al., 2004).

LOMBARD et al. (2016) stellten fest, dass taxonomische Studien zur Familie der
Stachybotryaceae hauptsichlich auf Analysen des Phénotyps basieren. Tatsichlich
richtete sich in den vergangenen Jahren die Zuordnung eines Isolates zur Gattung
Stachybotrys und die Identifikation als eigene Spezies zunichst nach der Farbe der
Kolonien (BISBY, 1943). BISBY (1943) reduzierte die bis 1943 beschriebenen
Spezies auf zwei, ndmlich S. atra Corda und S. subsimplex. Er wies darauf hin, dass
extrinsische Faktoren einen Einfluss auf einzelne Kolonien nehmen konnen, diese
jedoch nicht als neue Spezies behandelt werden diirfen. Spiter erfolgte die
taxonomische Klassifizierung anhand der Form wund Beschaffenheit der
Konidiophoren und Konidien (HUGHES, 1953). HUGHES (1958) stellte spéter
fest, dass S. atra Corda und Stilbospora chartarum (Ehrenb.) derselben Art
angehoren und  schlug eine  Umbenennung  beider  Spezies in
Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) S. Hughes vor. Derzeit ist der Name
S. chartarum allgemein anerkannt und wird weltweit von Mykologen verwendet

(LT & YANG, 2005; LOMBARD et al., 2016).

Die Gattung Stachybotrys wird, basierend auf dem Phinotyp, Genotyp, Proteom
und Metabolom, als sehr heterogen beschrieben (CRUSE et al., 2002; WANG et
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al., 2015b; LOMBARD et al., 2016; ULRICH et al., 2016). Daher stellt sich die
Zuordnung von Isolaten zur Gattung Stachybotrys und die Charakterisierung von
Stachybotrys-Spezies nur anhand morphologischer Eigenschaften als
problematisch dar. Immer wieder werden neue, fragliche Spezies beschrieben,
deren taxonomische Einordnung fiir Verwirrung sorgt (CRUSE et al., 2002;
SCHULTES et al., 2021). Auch die Einordnung der eng verwandten Gattungen
Memnoniella und Myrothecium, die aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten und
Ahnlichkeiten ihrer Sekundidrmetaboliten erfolgte, wurde kontrovers diskutiert
(CASTLEBURY et al., 2004; WANG et al., 2015a; WANG et al., 2015b). Da die
drei Gattungen jedoch genetisch voneinander unterscheidbar sind, wurden sie in

neueren Studien als verschiedene Gattungen gelistet (LOMBARD et al., 2016).

Aufgrund der unzureichenden Einordnung anhand morphologischer Eigenschaften
wiesen WANG et al. (2015b) und LOMBARD et al. (2016) auf die Notwendigkeit
einer umfassenden phanotypischen, genetischen und metabolomischen Untersu-
chung der Stachybotrys-Spezies hin, um die taxonomische Klassifizierung zu

klaren.

Eine Untersuchung metabolomischer und genetischer Daten lie eine weitere
Differenzierung von Isolaten zu, die zuvor als S. chartarum identifiziert wurden.
Die Analyse der Sekundidrmetaboliten und der #i5-, chs1- und tub1-Gensequenzen
ermoglichte es ANDERSEN ef al. (2003) die Isolate in zwei Chemotypen zu
unterteilen, die beide der Spezies S. chartarum angehoren. Demnach bildet der
Chemotyp S die hochgradig zytotoxischen makrozyklischen Trichothecene (z. B.
Satratoxine) und der Chemotyp A die weniger zytotoxischen Atranone. AuBBerdem
unterscheiden sich die beiden Chemotypen innerhalb ihrer #ri5-Gensequenzen.
Zusiatzlich konnte eine bis dahin unbekannte Spezies als S. chlorohalonata
abgegrenzt werden. S. chartarum und S. chlorohalonata unterscheiden sich zum
einen morphologisch voneinander, weisen aber auch Unterschiede innerhalb ihrer
tri5-, chs1- und tub1-Gensequenzen auf (ANDERSEN et al., 2003). Spiter wurde
dieser Ansatz durch Proteom-Analysen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
ergdnzt (ULRICH et al., 2016) und die Untergliederung in zwei eng verwandte,
jedoch eigenstindige Spezies von LOMBARD et al. (2016) bestitigt. Einige Jahre
spiter stiel eine Arbeitsgruppe auf mehrere S.-chartarum-Stamme des
Chemotyps S, die anhand des #7i5-Gens identifiziert wurden, aber nicht in der Lage

waren makrozyklische Trichothecene zu produzieren (ULRICH et al., 2016).
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Hierdurch wurde deutlich, dass eine Einteilung in zwei Chemotypen nach der
Definition von ANDERSEN et al. (2003) unzureichend ist. ULRICH et al. (2019)
fiihrten daher eine neue Einteilung von S.-chartarum-Stdmmen in drei Genotypen
ein. Je nach Vorhandensein oder Fehlen von Genen, von denen man annimmt, dass
sie fiir relevante Enzyme fiir die Biosynthese von Atranonen oder Satratoxinen
kodieren, werden die Stamme dem Genotyp A, S oder H zugeordnet. Der
Genotyp A besitzt den Atranoncluster (atrl1-14), aber nicht die Satratoxincluster
und bildet demnach nur Atranone. Satratoxin-produzierende Stimme, die alle
Satratoxincluster (SC1-SC3, sat1-21), aber nicht den Atranoncluster besitzen,
werden dem Genotyp S zugeordnet. Der Genotyp H stellt einen Hybridtyp dar, der
den Atranoncluster (atrl-14), aber nur Teile der Satratoxincluster (SC1, SC3)
besitzt und somit keine Satratoxine bildet. Da die Gene der SC1- und SC3-Cluster
in diesen Stimmen unterschiedlich gut konserviert sind, zeigen die H-Stdmme eine

grofBere genetische Heterogenitdt (ULRICH et al., 2019).

Im Vergleich zu anderen filamentésen Schimmelpilzen, wie Fusarium- oder
Aspergillus-Spezies, stehen nur wenige genetische Informationen zur Gattung
Stachybotrys zur Verfliigung. Derzeit sind die Genome von nur vier
S.-chartarum-Stimmen und jeweils einem S.-chlorohalonata-, S.-microspora- und
S.-elegans-Stamm in der NCBI-Datenbank (National Center for Biotechnology
Information) hinterlegt (SEMEIKS et al., 2014; BETANCOURT et al., 2015;
MESNY et al., 2021). Verschiedene Autoren weisen daher darauf hin, dass weitere
Gesamtgenomuntersuchungen und sequenzbasierte Analysen notwendig sind, um
bestehende taxonomische Unklarheiten zu kliren (WANG et al.,, 2015b;
LOMBARD et al., 2016; ULRICH et al., 2019).

1.2 Wachstumsbedingungen

Seit der Entdeckung von S. chartarum (ehemals S. atra Corda) im Jahr 1837
(CORDA, 1837) wurden verschiedene Faktoren, die das Wachstum beeinflussen

konnen, untersucht und beschrieben.

In élterer Literatur werden Néhrstoffe wie Glucose als limitierende Faktoren fiir das
Wachstum und die  Sporulation von  Stachybotrys-Spezies  und
Memnoniella echinata genannt (STEINBERG, 1939; BUSTON & BASU, 1948;
MCQUADE, 1963). Eine andere Studie beschreibt einen positiven Effekt von

Biotin auf das Wachstum und die Sporulation von Stachybotrys- und
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Memnoniella-Isolaten (MARSH & BOLLENBACHER, 1946). MCQUADE
(1963) untersuchte den Einfluss verschiedener anorganischer Verbindungen auf das
Wachstum von Stachybotrys-Stimmen. Dieser Verdffentlichung zufolge fiihren
hohe Konzentrationen von Dikaliumhydrogenphosphat (K.HPO4) zu einem
gesteigerten filamentosen Myzelwachstum, wohingegen Ammoniumchlorid

(NH4C1) in hoheren Konzentrationen die Sporulation unterdriickt.

AuBlerdem werden zellulosehaltige Materialien als bevorzugte Matrix fiir das
Wachstum von Stachybotrys-Spezies beschrieben, da Zellulose enzymatisch
abgebaut und als Kohlenstoffquelle verwertet werden kann (SAMSON et al., 2010).
Weitere Studien zeigten zudem, dass das Wachstum auf zellulosehaltigen
Materialien die Produktion von Mykotoxinen stimuliert (CROFT et al., 1986;
ALEKSIC et al., 2016; ULRICH & SCHAFER, 2020).

Die komplexen Nédhrmedien Malzextrakt-Agar (MEA) und Potato-Dextrose-Agar
(PDA) werden in neueren Studien als geeignete Medien fiir das Wachstum und eine
hohe Produktion von makrozyklischen Trichothecenen beschrieben. Daher werden
sie Ublicherweise zur Charakterisierung von Stachybotrys-Spezies verwendet
(ANDERSEN et al., 2003; SAMSON et al., 2010; GAREIS & GOTTSCHALK,
2014; JAGELS et al., 2019; ULRICH & SCHAFER, 2020).

Als weitere wichtige Faktoren werden die Temperatur und die Wasseraktivitét
(aw-Wert) genannt. Stachybotrys-Spezies wachsen hauptsichlich auf Materialien
mit hohen aw-Werten (NIELSEN, 2001; SAMSON et al., 2010). AYERST (1969)
nennt in seiner Studie eine optimale Wachstumstemperatur von 23 °C und einen
aw-Wert von 0,98 fiir S. atra (Syn.: S. chartarum). Zusitzlich schriankt er den
Temperaturbereich fiir das Wachstum auf 7 °C bis 37 °C ein. OCHIAI et al. (2005)
testeten 21 S.-chartarum-Isolate und zeigten ebenfalls, dass keines der Isolate bei
Temperaturen tiber 37 °C wachsen konnte. Fiir das Ndhrmedium PDA beschrieben
FRAZER et al. (2011) fiir das Wachstum ein Optimum bei 25 °C und einem
aw-Wert von 0,997 und fiir die Sporulation einen Temperaturbereich von 25 °C bis
30 °C und einen aw-Wert von 0,95 bis 0,98. Spiter wurde gezeigt, dass die
Produktion von Satratoxinen bei 20 °C und einem aw-Wert von 0,98 am h6chsten
ist (FRAZER et al., 2012). NIELSEN (2003) beschrieb zudem, dass auf
Baumaterialien nennenswerte Mengen an Biomasse und an Mykotoxinen erst ab

einem aw-Wert von mindestens 0,95 gebildet werden.
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1.3 Metabolite des sekundaren Stoffwechsels

Stachybotrys-Spezies sind in der Lage, eine Vielzahl strukturell verschiedener
sekunddrer Metaboliten zu produzieren, darunter Trichothecene, Atranone,
Phenylspirodrimane, Isoindolin-Derivate, Xanthone, Chromene, Cochlioquinone,

Cyclosporine und andere (IBRAHIM et al., 2022).

Die Identifizierung toxigener S.-chartarum-Stamme erfolgt hauptséchlich anhand
der Untersuchung der Isolate auf die Produktion von einfachen und
makrozyklischen Trichothecenen, Atranonen sowie Phenylspirodrimanen
(ANDERSEN et al., 2003). Die Spezies S. chartarum kann in zwei Chemotypen
unterteilt werden, wobei der Chemotyp A Atranone und der Chemotyp S
makrozyklische Trichothecene produziert. Beide bilden zudem
nicht-makrozyklische Trichothecene (ANDERSEN et al., 2003). AuBlerdem kann
die Spezies in die drei Genotypen A, S und H unterteilt werden. Dies erfolgt auf der
Grundlage von Genen, die fiir relevante Enzyme kodieren, welche fiir die
Biosynthese dieser Mykotoxine notwendig sind (ULRICH et al., 2019). Der
Genotyp S bildet sowohl nicht-makrozyklische als auch makrozyklische
Trichothecene, jedoch keine Atranone. Der Genotyp A hingegen bildet Atranone
und nicht-makrozyklische Trichothecene, aber keine makrozyklischen
Trichothecene. Fiir den Genotyp H wurde bisher nur ausgeschlossen, dass er

makrozyklische Trichothecene produziert (ULRICH et al., 2019).

Fiir andere Spezies wie S. chlorohalonata und S. dichroa konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass sie nicht-makrozyklische Trichothecene bilden.
S. chlorohalonata bildet zusétzlich Atranone und S. dichroa zusitzlich
makrozyklische Trichothecene wie Roridin E (JARVIS ef al., 1995; ANDERSEN
et al., 2002; ANDERSEN et al., 2003). Fiir andere Stachybotrys-Spezies wie
S. albipes, S. kampalensis und S. microspora sind die Angaben in der Literatur iiber
die Produktion von nicht-makrozyklischen und makrozyklischen Trichothecenen
widerspriichlich (EL-KADY & MOUBASHER, 1982; EL-MAGHRABY et al.,
1991; ANDERSEN et al., 2002; ANDERSEN et al., 2003). Derzeit ist kein Stamm
bekannt, der sowohl makrozyklische Trichothecene als auch Atranone bildet
(HINKLEY et al., 1999; ANDERSEN et al., 2003; SEMEIKS et al., 2014,
ULRICH et al., 2022).
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Phenylspirodrimane werden nach heutigem Wissensstand von allen
Stachybotrys-Arten gebildet und stellen die groBte Gruppe von Metaboliten dar
(JARVIS et al., 1995; JAGELS et al., 2019).

1.3.1 Trichothecene

Trichothecene sind eine groBe Gruppe von chemisch verwandten Verbindungen,
die strukturell zur Gruppe der zyklischen Sesquiterpene gehoren. Sie werden von
mehreren Gattungen filamentoser Schimmelpilze gebildet (BAMBURG, 1983).
Als gemeinsame strukturelle Merkmale besitzen sie ein trizyklisches Grundgeriist,
einen 12,13-Epoxy-Ring und eine 9,10-Doppelbindung (BAMBURG, 1983;
UENO, 1983).

Die Gruppe der Trichothecene ist nach dem ersten Isolat, Trichothecin, benannt,
das 1948 entdeckt wurde. Trichothecin wird von Trichothecium roseum gebildet
(BAMBURG, 1983). Aufgrund unterschiedlicher chemischer Strukturen werden
Trichothecene in die vier Typen A bis D unterteilt (UENO, 1983). AuBlerdem
werden sie libergeordnet als makrozyklisch oder nicht-makrozyklisch eingestuft

(UENO, 1983).

Die Typen A und B kommen am hiufigsten vor und zdhlen zu den
nicht-makrozyklischen Trichothecenen. Typ-B-Trichothecene unterscheiden sich
durch eine C-8-Carbonylgruppe von Typ-A-Trichothecenen (UENO, 1983).
Typ-C-Trichothecene sind ebenfalls nicht-makrozyklische Trichothecene, die eine
oder mehrere zusitzliche Epoxygruppen aufweisen (COLE et al., 2003). Zu den
Typ-D-Trichothecenen werden die makrozyklischen Trichothecene gezéhlt.
Charakteristisch ist ein makrozyklisches Ringsystem zwischen C-4 bis C-15, das
unterschiedlich aufgebaut ist (UENO, 1983; GROVE, 1993).

Typ-A- und Typ-B-Trichothecene werden vor allem von Spezies der Gattung
Fusarium gebildet (UENO, 1983). Dennoch produzieren auch Stachybotrys- und
Myrothecium-Spezies Typ-A-Trichothecene, wie Trichodermol und Trichodermin
(UENO, 1983; NIELSEN et al., 1998; ANDERSEN et al., 2002; ANDERSEN et
al., 2003). Typ-C-Trichothecene werden hauptsidchlich von den Gattungen
Cephalosporium und Trichothecium produziert (COLE et al., 2003).
Typ-D-Trichothecene, also makrozyklische Trichothecene, werden von
S. chartarum  Chemotyp S, S dichroa,  Myrothecium roridum  und

Myrothecium verrucaria sowie von einigen Pflanzen der Gattung Baccharis
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gebildet (ANDERSEN et al., 2003; JARVIS, 2003). Nicht alle dieser Organismen
bilden identische makrozyklische Trichothecene: S. chartarum Chemotyp S
produziert die Satratoxine G, H und F und deren Isoformen sowie Roridin E,
Roridin L-2 und Verrucarin J. S. dichroa produziert Roridin E, wéhrend Roridin A

und Verrucarin A nur von Myrothecium roridum und Myrothecium verrucaria

gebildet werden (ANDERSEN et al., 2002; COLE et al., 2003).

Nach heutigem Wissensstand produzieren Stachybotrys-Spezies nur Trichothecene
des Typs A und D (UENO, 1983; JARVIS et al., 1995). Die chemischen
Strukturformeln, der von S. chartarum gebildeten makrozyklischen Trichothecene

sind in Abbildung 1 dargestellt.

Roridin E (C29H3:0s) Roridin L-2 (C29H3500) Verrucarin J (C27H:20s)
M=514.26 M =530,25 M =48421

Satratoxin G (C2sHzsO10) Satratoxin H (C2sH3609) Satratoxin F (C29H3:O10)
M = 54423 M=52824 M =54222

Abbildung 1: Chemische Strukturformeln von makrozyklischen Trichothecenen,
die von S. chartarum Chemotyp S gebildet werden, Isoformen sind nicht dargestellt

Modifiziert nach COLE et al. (2003), Molare Masse (M) in g/mol
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Makrozyklische Trichothecene sind die Mykotoxine mit der hochsten Zytotoxizitét
gegeniiber Sdugetierzellen (HANELT et al., 1994; ISLAM et al., 2009; ZHU et al.,
2020). Mittels eines diagnostischen Zellkulturtests konnte nachgewiesen werden,
dass die makrozyklischen Trichothecene Roridin A, Verrucarin A und Satratoxin G
in etwa zwanzig Mal toxischer sind als das T2-Toxin vom Typ A (GAREIS, 2006).
Es wird vermutet, dass sie aufgrund ihrer Makrozyklen irreversibel an die
60S Untereinheit der Ribosomen binden und dadurch die Proteinsynthese
irreversibel hemmen. Nicht-makrozyklische Trichothecene binden im Gegensatz
dazu vermutlich reversibel (UENO, 1977; HERNANDEZ & CANNON, 1982;
FEINBERG & MACLAUGHLIN, 1989; ROCHA et al., 2005).

Trichothecene besitzen durch die Hemmung der DNA- und Proteinsynthese sowie
des mitochondrialen Elektronentransportsystems ein ausgeprigtes zytotoxisches
Potenzial gegentiber eukaryotischen Organismen (UENO, 1977; LI et al., 2017b).
Es wird angenommen, dass der 12,13-Epoxy-Ring fiir die Hemmung der
Proteinsynthese wesentlich ist (UENO, 1977). Nach UENO (1983) wird hierbei die
Initiationsphase der Proteinbiosynthese gehemmt. Neben ihrer zytotoxischen
Wirkung konnen Trichothecene auch als Immunsuppressiva wirken und Odeme
und Hautschddigungen verursachen, indem sie Membranen und Kapillargefaf3e
schidigen (DANKO, 1975; UENO, 1984). Zusitzlich wirken Trichothecene vom
Typ D proinflammatorisch, indem sie die Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen und Zytokinen induzieren (RUOTSALAINEN et al., 1998;
LEINO et al., 2003; YIKE et al., 2005; ISLAM et al., 2006; PIECKOVA et al.,
2009; LICHTENSTEIN et al., 2010).

1.3.2 Atranone

HINKLEY et al. (1999) kultivierten zahlreiche S.-atra-Isolate (Syn.: S. chartarum)
auf Reis und untersuchten die Extrakte auf die darin enthaltenen
Sekundarmetaboliten. Aus den Extrakten der Isolate, die nachweislich keine
makrozyklischen Trichothecene produzierten, konnten sie eine Reihe neuer
Verbindungen, die Atranone A bis G, isolieren. Atranone bestehen in ihrer
Grundstruktur aus einem Dolabellan-Diterpen-Ringsystem, das durch ein
Enol-Lacton-System erweitert ist. Bei dem Enol-Lacton-System an C-4 handelt es
sich um eine fiir Atranone charakteristische und einzigartige Struktureinheit

(HINKLEY et al., 1999).
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Spéter konnten zahlreiche weitere Atranone, die Atranone H bis U, isoliert und
strukturell verifiziert werden (HINKLEY et al., 2003; LI ef al., 2017a; YANG et
al.,2019; QIN et al., 2020; IBRAHIM et al., 2022).

Stamme des S. chartarum Chemotyps A bzw. Genotyps A und S. chlorohalonata
bilden nachweislich Atranone (HINKLEY et al., 1999; ANDERSEN et al., 2003;
RAND et al., 2006; SEMEIKS et al., 2014). Zusétzlich konnten fiir Isolate des
Genotyps H die Gene nachgewiesen werden, von denen angenommen wird, dass
sie fiir die Synthese von Atranonen ausschlaggebend sind (SEMEIKS et al., 2014;
ULRICH et al., 2019). Die Bildung von Atranonen durch den Genotyp H wurde
bisher jedoch noch nicht verifiziert (ULRICH et al., 2019).

Verschiedene Autoren gehen auf die biologische Aktivitit von Atranonen ein, die
Datenlage ist jedoch sehr tiibersichtlich. Atranone wurden im Vergleich zu
makrozyklischen Trichothecenen als schwach zytotoxisch gegeniiber murinen
Makrophagen beschrieben (NIELSEN ef al., 2002). Dennoch konnte eine deutliche
zytotoxische Wirkung von Atranon Q gegen MG-63-Zellen (menschliche
Osteosarkom-Zellen) nachgewiesen werden (QIN et al., 2020). Diese Ergebnisse
deuten laut QIN et al. (2020) darauf hin, dass Atranon Q als vielversprechendes
Antitumormittel weiterentwickelt werden kann. Zudem ist beschrieben, dass
Atranone proinflammatorisch wirken. RAND et al. (2006) injizierten Méusen
intratracheal die Atranone A und C. Hohe Dosen induzierten signifikante
Entziindungsreaktionen, die sich in unterschiedlich stark erhhten Konzentrationen
von Makrophagen und Neutrophilen, des Makrophagen-Entziindungsproteins-2
sowie des Tumornekrosefaktors-alpha und Interleukin-6 duBlerten (RAND et al.,
2006). Fiir das Atranon B konnte gezeigt werden, dass es das Auswachsen von
Neuriten aus adulten Spinalganglien-Neuronen deutlich fordert, ohne das
Zelliiberleben zu beeintrachtigen (LI ef al., 2017a). Im Jahr 2019 charakterisierten
YANG et al. (2019) weitere Atranone und wiesen signifikante antimikrobielle
Aktivitdten von Atranon Q gegen Candida albicans und Enterococcus faecalis
sowie Methicillin-resistente Staphylococcus aureus nach. Die zugrunde liegenden

Mechanismen sind unbekannt (YANG et al., 2019).
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1.3.3 Phenylspirodrimane
Phenylspirodrimane stellen die grofite Gruppe von Metaboliten dar, die von

Stachybotrys-Spezies gebildet werden (JARVIS et al., 1995; JAGELS et al., 2019).

Sie gehoren strukturell zur Gruppe der Meroterpene (Terpenophenole). Diese sind
Naturstoffe, deren Molekiilstrukturen Elemente enthalten, die sowohl aus dem
Polyketidweg als auch aus dem Terpenweg stammen (GERIS & SIMPSON, 2009;
MATSUDA & ABE, 2016). Derzeit wird angenommen, dass alle
Stachybotrys-Spezies Phenylspirodrimane produzieren. Dies wurde jedoch nicht
fiir alle beschriebenen Arten verifiziert (JARVIS et al., 1995; HINKLEY et al.,
1999; JAGELS et al., 2019). AuBlerdem ist bekannt, dass Phenylspirodrimane in
hoheren Konzentrationen als Satratoxine und Atranone gebildet werden (JARVIS
etal.,1995; JAGELS et al., 2019). Bisher wurde eine Vielzahl dieser Verbindungen
aus Stachybotrys-Spezies isoliert und strukturell analysiert (JARVIS et al., 1995;
ZHAO et al., 2017a; JAGELS et al., 2018; FENG et al., 2019; ZHANG et al.,
2019a; LIU et al., 2020; BAO et al., 2021; LIN et al., 2022).

Fiir die strukturell einzigartige und heterogene Gruppe der Phenylspirodrimane sind
eine grofle Vielfalt biologischer Aktivititen beschrieben worden. Es konnte gezeigt
werden, dass Phenylspirodrimane das Potential haben als immunsuppressive
Wirkstoffe zu fungieren, da zum Beispiel K-76 sowie dessen Derivate, das
Komplementsystem hemmen (MIYAZAKI et al, 1980). Des Weiteren ist
beschrieben, dass sie sowohl zytotoxisch als auch neurotoxisch sind, wobei die
Zytotoxizitdt gegeniiber Siugetierzellen im Vergleich zu makrozyklischen
Trichothecenen deutlich geringer ist (JARVIS et al., 1995; NIELSEN, 2003; ZHAO
etal.,2018; ZHANG et al., 2019b; BAO et al., 2021). SAWADIJOON et al. (2004)
wiesen eine antivirale Wirkung nach, die vergleichbar mit dem Arzneistoff
Aciclovir ist. Fiir einige Phenylspirodrimane wurde auflerdem eine signifikante
Aktivitit gegen das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) beschrieben (MA et al.,
2013; ZHAO et al., 2017b). Zusitzlich wirken Phenylspirodrimane fibrinolytisch,
indem sie die Synthese von Plasminogen aktivieren (NIELSEN, 2003; SASAOKA
etal.,2007; YIN et al., 2017).
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14 Vorkommen

Stachybotrys-Spezies kommen ubiquitér in der Umwelt vor und wachsen bevorzugt
auf feuchten, zellulosehaltigen Materialien (MCQUADE, 1963; NIELSEN et al.,
1998). Daher werden sie vor allem aus Baumaterialien von Gebduden mit
Wasserschidden (z. B. Wandverkleidungen und Tapeten) sowie abgestorbenem
Pflanzenmaterial (z. B. Stroh und Heu), aber auch Kréutern und Gewiirzen isoliert
(EL-KADY & MOUBASHER, 1982; ANDERSEN et al., 2002; BIERMAIER et
al., 2015). S. chartarum ist eine der am héufigsten isolierten Arten der Gattung
Stachybotrys (LOMBARD et al, 2016). Diese Spezies wurde sogar auf

Meeresschwiammen beschrieben (LI et al., 2017b).

14.1 Futtermittel

Es existieren zahlreiche Nachweise von Stachybotrys-Spezies aus Futtermitteln, die
mit Erkrankungen in Verbindung gebracht wurden, aber auch solche, ohne einen
Bezug zu Erkrankungen. Stroh wird grundsétzlich als sehr geeignetes Substrat fiir
das Wachstum von S. chartarum beschrieben (DANKO, 1975; HARRACH et al.,
1987; BARS & BARS, 1991).

In den 1930er Jahren kam es in der ehemaligen Sowjetunion zu zahlreichen
Todesfillen bei Pferden. Als Ursache konnte die orale Aufnahme von unsachgemal
gelagertem Stroh, das mit schwarzem Schimmel bedeckt war, eruiert werden
(DROBOTKO, 1945; FORGACS, 1972). SARKISOV und ORSHANSKAIYA
(1944) berichteten, dass sie S. alternans (Syn.: S. chartarum) aus inneren Organen
einiger dieser Pferde isolieren konnten. Zusétzlich gelang es ihnen S. alternans aus
dem Stroh eines betroffenen Betriebes zu isolieren und so Stachybotrys mit der
Erkrankung in Verbindung zu bringen (FORGACS, 1972). Auch in anderen
Landern wie Ungarn (JARMALI, 1929; DANKO, 1975; HARRACH et al., 1987),
der Ukraine (DROBOTKO et al., 1946), Siidafrika (KRIEK & MARASAS, 1983;
BOTHA & NAUDE, 2002), Frankreich (LEFEBVRE et al., 1994) und Deutschland
(LAUNER et al., 1987) wurden Stachybotrys-Spezies aus Heu und Stroh isoliert

und mit Erkrankungen bei Pferden und Wiederkéduern in Verbindung gebracht.

Es konnten zudem zahlreiche Stachybotrys-Stimme aus Futtermitteln isoliert
werden, bei denen der Bezug zu Erkrankungen nicht weiter untersucht wurde. In
Frankreich isolierten BARS und BARS (1991) zahlreiche S.-atra-Stimme (Syn.:
S. chartarum) aus Stroh. EL-KADY und MOUBASHER (1982) konnten in
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Agypten 164 S.-chartarum-Isolate aus 50 Strohproben gewinnen. OHFF und
WEISSBACH (1984) isolierten elf S.-atra-Stimme aus verschiedenen
Futtermitteln. BATA et al. (1985) beschrieben 17 S.-atra-Stamme, die aus Stroh in
Ungarn und der ehemaligen Tschechoslowakei isoliert worden waren, und wiesen
nach, dass diese makrozyklische Trichothecene bildeten. In einer neueren Studie
beschriecb KLUWE (2006) das Vorkommen zahlreicher Stachybotrys-Isolate in
Stroh- und Heuproben, welche aus Pferdestillen in Deutschland stammten. In
Ruménien konnte Stachybotrys neben Schimmelpilzen zahlreicher anderer

Gattungen aus dem Einstreustroh von Schweinen isoliert werden (PUIA et al.,

2012).

1.4.2 Lebensmittel

In den vergangenen Jahren konnten Stachybotrys-Spezies aus verschiedenen
Lebensmitteln isoliert werden. Ende der 1990er Jahre wurde S. chartarum auf
Pfeffer, Rosmarin und Zimt nachgewiesen (ABDEL-HAFEZ & EL-SAID, 1997).
Im Iran isolierten NEJAT-SALARI und ERSHAD (1994) S. chartarum aus Gerste.
Zudem wurden Stachybotrys-Spezies auf Sojabohnen nachgewiesen (LI et al.,
2002). ABDEL-HAFEZ und EL NAGGAR (2006) isolierten S. chartarum aus
medizinischen Heilpflanzen, wobei andere filamentdse Schimmelpilze wie
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum und Ulocladium botrytis in deutlich
hoherer Zahl nachgewiesen werden konnten. Bei einer Untersuchung von
getrockneten Krautern (Majoran, Oregano, Thymian und Bohnenkraut) konnten 50
Stachybotrys-Isolate, von denen fiinf nachweislich hochtoxisch waren, isoliert
werden (BIERMAIER et al., 2015). Zudem wurde das Vorkommen von sechs
S.-chartarum-Isolaten  in  Ackerbohnenstaub in  Agypten beschrieben

(GHERBAWY et al., 2021).

143 Innenraum

Die meisten Pilze, auch Stachybotrys-Spezies, sind Saprophyten. Innenrdume
bieten daher zahlreiche, kohlenstoffreiche Nahrstoffquellen, die ithr Wachstum
begiinstigen (z. B. Baumaterialien wie Tapeten und Holzbaustoffe) (VACHER et
al.,2010; D’ORAZIO, 2012). Schimmelbildung in Innenrdumen ist eine Folge von
Feuchtigkeit durch Wasserschdden, Wasserlecks, Kondensation, unangemessen
hoher Luftfeuchtigkeit oder Uberschwemmungen (NIELSEN er al, 2002;
D’ORAZIO, 2012).
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S. chartarum benoétigt, als sogenannter tertidrer Besiedler, im Gegensatz zu anderen
Schimmelpilzen, konstant hohe aw-Werte von mindestens 0,9 und eine relative
Luftfeuchtigkeit von tiber 90 %, um zu wachsen (ANDERSEN & NISSEN, 2000;
D’ORAZIO, 2012). S. chartarum wird aullerdem wegen seiner Cellulase-Aktivitét
als zellulolytischer Schimmelpilz beschrieben (THOMAS, 1956; SAMSON et al.,
2010). Aufgrund dieser Eigenschaften wird er héufig in Gebduden mit
langanhaltenden Wasserschidden aus feuchten, zellulosehaltigen Baumaterialien
(z. B. Tapete, Gips, Glasfaser und Papierprodukte) isoliert (NIELSEN et al., 1998;
ANDERSEN et al., 2002). Das erste Isolat der Gattung Stachybotrys wurde im Jahr
1837 beschrieben und stammte von einer Tapete aus einem Gebdude in Prag

(CORDA, 1837). In den folgenden Jahren wurden weitere Isolate von S. chartarum

in Innenrdumen aus

beschrieben (Tabelle 1).

verschiedenen feuchtigkeitsgeschiadigten Materialien

Tabelle 1: Nachweise von Stachybotrys-Spezies in Innenrdumen

Land Matrix Referenz
England/Schottland | Staub HUNTER ef al. (1988)
VAN REENEN-
iederl T
Niederlande apete HOEKSTRA ef al. (1991)
Finnland Luftproben REPONEN et al. (1994)
Gipskartonplatten, Biicher,

A HANNING et al. (1996
Us Luftproben, Luftfilter 10 G et al. (1996)
Finnland Staub, Baumaterial ANDERSSON et al. (1997)

k i Topf
Deutschland ompostierbare Topte aus | 1y 1 0 /(1997
Altpapier
USA Luftproben ETZEL et al. (1998)
USA Winde, Tapete, Holz JOHANNING et al. (1998)
Dénemark Holz, Gips, Isoliermaterial | GRAVESEN ef al. (1999)
Deutschland Tapete USLEBER et al. (2001)
Schweden Baumaterial ENGVALL et al. (2001)
USA Baumaterial SCHEEL et al. (2001)
USA Luftproben, Baumaterial BRASEL et al. (2005)
Tapete, Gipskartonplatten, | GOTTSCHALK ef al.
Deutschland Wandmaterial (2006)
USA Staub BLOOM et al. (2009)
Finnland Baumaterial MUSSALO-RAUHAMAA
. et al. (2010)
PIONTEK und
Pol Tapet terial
olen apete, Wandmateria LUSZCZYNSKA (2021)
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1.5 Medizinische Bedeutung

In den letzten Jahren wurden verschiedene Erkrankungen  mit
S.-chartarum-Staimmen 1in Verbindung gebracht (FORGACS et al, 1958;
DEARBORN et al., 2002; HINTIKKA, 2004). S. chartarum ist in der Lage eine
groBe Anzahl strukturell verschiedener Sekunddrmetaboliten zu produzieren,
darunter Trichothecene, Atranone und Phenylspirodrimane (IBRAHIM et al.,
2022). Die von dieser Spezies gebildeten makrozyklischen Trichothecene (vor
allem Satratoxin G und H) werden als die zytotoxischsten Mykotoxine gegeniiber
Sdugetierzellen beschrieben. Sie besitzen ein ausgeprigtes zytotoxisches und
neurotoxisches Potenzial, indem sie die Protein-, DNA- und RNA-Biosynthese
blockieren (CUNDLIFFE & DAVIES, 1977; MCLAUGHLIN et al., 1977,
THOMPSON & WANNEMACHER JR, 1990) und die Apoptose von neuronalen
Zelllinien induzieren (ISLAM et al., 2008). Die Exposition von Sdugern gegeniiber
diesen Metaboliten kann zu schweren gesundheitlichen Problemen fiihren
(HARRACH et al., 1987; PAGE & TROUT, 2001; PESTKA et al., 2008).
Phenylspirodrimane stellen die grote Gruppe von Metaboliten dar, die von
Stachybotrys-Spezies gebildet werden (JARVIS et al., 1995; JAGELS et al., 2019).
Dennoch ist ihre Rolle fiir die Gesundheit von Menschen und Tieren noch unklar.
Es wird jedoch vermutet, dass sie durch die Hemmung des Komplementsystems
eine immunsuppressive Wirkung haben (HONG et al., 1979; MIYAZAKI et al.,
1980). Atranone werden im Vergleich zu makrozyklischen Trichothecenen als
weniger zytotoxisch beschrieben, dennoch ist auch ihre Rolle im Zusammenhang

mit Erkrankungen bisher unklar (NIELSEN et al., 2002).

Makrozyklische Trichothecene und andere Metaboliten, die von S. chartarum
gebildet werden, besitzen jedoch nicht nur ein Gefdhrdungspotenzial fiir Menschen
und Tiere, sondern zeigen aullerdem einen selektiven zytotoxischen Effekt gegen
bestimmte menschliche Krebszelllinien und eine Inhibition von Tumor-assoziierten
Tyrosinkinasen (LI ef al., 2017b; YANG et al., 2020). Der gezielte Einsatz solcher
Verbindungen konnte demnach Moglichkeiten fiir neue Krebstherapien erdffnen

(HAIDAR et al., 2021).
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1.5.1 Bedeutung in der Tiermedizin

Die Stachybotryotoxikose ist eine Mykotoxikose, die durch makrozyklische
Trichothecene des Schwirzepilzes S. chartarum hervorgerufen werden kann
(BUTTNER et al., 2007). Bei Tieren kann die sogenannte Stachybotryotoxikose
nach Inhalation oder oraler Aufnahme von Mykotoxinen aus verschimmeltem
Futter, oder seltener nach Hautkontakt, auftreten (FORGACS et al., 1958;
SCHNEIDER et al., 1979; KRIEK & MARASAS, 1983).

Die ersten Krankheitsfille, die vermutlich auf S. chartarum zuriickzufiihren sind,
traten im 13. Jahrhundert auf. Eine Vielzahl mongolischer Pferde verstarb im
heutigen Russland, nachdem diesen verschimmeltes Stroh von Dichern verfiittert
worden war (FORGACS, 1972; DANKO, 1975). Weitere Krankheitsfdlle wurden
in den 1930er Jahren in der ehemaligen Sowjetunion von Wissenschaftlern
beschrieben und betrafen Nutztiere, wobei es vor allem bei Pferden zu Todesféllen
kam. Die Tiere erkrankten nach der oralen Aufnahme von unsachgeméaf gelagertem
Stroh, das mit schwarzem Schimmel bedeckt war (DROBOTKO, 1945;
FORGACS, 1972). Nachdem es dem russischen Wissenschaftler Sarkisov gelang,
S. alternans (Syn.: S. chartarum) aus Stroh eines betroffenen Betriebs zu isolieren,
konnte Stachybotrys mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden
(FORGACS, 1972). Die Erkrankung war zu diesem Zeitpunkt unter dem Namen
»NZ“ (neizvestnoe zabolevanie, dt.: unbekannte Erkrankung) oder ,MZ*
(massovoe zabolevanie, dt.: Massenerkrankung) bekannt (FORGACS, 1972). Ein
dhnlicher Krankheitsverlauf wurde in Ungarn beobachtet und war dort als
Pyoseptikéimie bekannt (DANKO, 1975). Der Name Stachybotryotoxikose wurde
laut KLUWE (2006) erstmals in einer sowjetischen Fachzeitschrift des Militérs
erwdhnt, in der auch HygienemaBBnahmen zur Verhinderung weiterer Todesfille
durch verschimmeltes Stroh genannt wurden. Da bis dahin das Auftreten der
Erkrankung vor allem bei Pferden beschrieben wurde, testete FORGACS et al.
(1958) zahlreiche S.-chartarum-Stdmme auf ihre Toxizitdt gegeniiber anderen
Tierarten. Er fithrte Tierversuche an Maiusen, Kaninchen, Pferden, Rindern,
Schafen und Schweinen durch. Bei Kaninchen, Rindern und Pferden konnten
Reaktionen der Haut, die durch Hyperimie, Odeme und anschlieBende Nekrosen
gekennzeichnet waren, ausgelost werden. Zudem loste die Verfiitterung von
verschimmeltem Stroh und Hafer bei Pferden, Kilbern, Schweinen, Schafen und

Mausen klinische Anzeichen einer Stachybotryotoxikose aus.
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Spéater wurde die Stachybotryotoxikose auch bei zahlreichen Nutztieren aus
verschiedenen Teilen der Welt beschriecben (HINTIKKA, 1977a; WANG et al.,
2015b). Neben Fillen von erkrankten Pferden waren auch Rinder, Schafe, Hithner
und Schweine betroffen (SZABO et al., 1970; FORGACS, 1972; DANKO, 1975;
SCHNEIDER et al., 1979; HARRACH et al., 1983; BOTHA & NAUDE, 2002).
AuBerdem konnte die Stachybotryotoxikose bei einem Bison und einem Nilpferd

in einem Zoo diagnostiziert werden (FORGACS, 1972).

Das Krankheitsbild der Stachybotryotoxikose bei Pferden wurde von FORGACS
(1972) beschrieben. Der Krankheitsverlauf anderer Tierarten dhnelt dem des
Pferdes, wobei Rinder mildere klinische Anzeichen entwickeln (FORGACS et al.,
1958).

Es werden drei Verlaufsformen der Stachybotryotoxikose unterschieden: die
typische Form, die atypische Form und die Schockform (FORGACS, 1972).
Welche Form auftritt, hingt von der Menge der aufgenommenen Mykotoxine und

der Dauer der Exposition ab.

Die typische Form tritt ein, wenn iiber einen ldngeren Zeitraum niedrige
Toxindosen aufgenommen werden. Sie wird in drei Stadien unterteilt. Das erste
Stadium beginnt nach zwei bis zehn Tagen und ist durch Stomatitis, iiberméBigen
Speichelfluss, oberfldchliche bis tiefe Verletzungen der Maulwinkel und Nekrosen
gekennzeichnet. Zudem konnen Odeme im Kopfbereich und schmerzhafte
Schwellungen der lokalen Lymphknoten auftreten. Die Dauer der klinischen
Anzeichen des ersten Stadiums kann zwischen acht und 30 Tagen variieren
(FORGACS, 1972). Das zweite Stadium ist durch eine deutlich verlangsamte
Blutgerinnung sowie eine fortschreitende Thrombozytopenie und Leukopenie
gekennzeichnet. Dieses Stadium dauert in der Regel fiinf bis 20 Tage (FORGACS,
1972). Im dritten Stadium erhoht sich die Korpertemperatur auf bis zu 41,5 °C und
die Zahl der Thrombozyten und Leukozyten nimmt weiter ab. AuBerdem sind ein
schneller, schwacher Puls und Herzrhythmusstérungen zu beobachten. Die lokalen
Lésionen aller Schleimhdute des Maulbereichs weisen zahlreiche nekrotische
Stellen auf und das Pferd wird zunehmend apathisch. Das dritte Stadium dauert
zwischen ein bis sechs Tagen und verlduft in der Regel todlich (FORGACS, 1972).
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Die atypische Form tritt ein, wenn groflere Mengen von verschimmeltem Stroh
aufgenommen werden. Sie entwickelt sich meist innerhalb von 72 Stunden und ist
vor allem durch Stérungen des Nervensystems gekennzeichnet (FORGACS et al.,
1958). Es kommt zu verminderten Reflexen oder einer Hyperésthesie. Auflerdem
treten Schluckstérungen und ein fortschreitender Verlust des Sehvermogens auf.
Die meisten Tiere, die an der atypischen Form erkranken, verenden durch

Atemstillstand (FORGACS, 1972).

Die Schockform verlduft sehr schnell und ist immer innerhalb von zehn bis zwolf
Stunden todlich. Die betroffenen Pferde zeigen klinische Anzeichen eines Schocks
mit einer erhdhten Korpertemperatur von bis zu 41 °C, Zyanosen, Himorrhagien

an sichtbaren Schleimhduten und einen sehr schwachen Puls (FORGACS, 1972).

1.5.2 Bedeutung in der Humanmedizin

Erkrankungen, die beim Menschen durch die Exposition gegeniiber S. chartarum
hervorgerufen werden, werden auf die von ihm gebildeten Mykotoxine
zuriickgefiihrt (PAGE & TROUT, 2001; MILLER et al., 2003; PESTKA et al.,
2008). Der Mensch ist diesen in der Regel durch aerogene Ubertragung und
Inhalation oder direkten Hautkontakt ausgesetzt, wobei auch eine orale Aufnahme

nicht ausgeschlossen werden kann (JARVIS, 2003).

Der erste Nachweis flir die Toxizitdt von S. chartarum gegeniiber Menschen
erfolgte durch ein humanmedizinisches Experiment. Hier fithrte das Auftragen von
hochgradig kontaminiertem Stroh auf die Haut zu Verdnderungen dieser
Hautstellen. Dariliber hinaus traten Irritationen der Schleimhdute und
Atemwegsbeschwerden auf (DROBOTKO, 1945). Spdter wurde von Féllen von
Stachybotryotoxikose bei Landarbeitern berichtet, die mit verschimmeltem Stroh
oder Heu gearbeitet hatten sowie in Regionen, in denen Heu oder Stroh als
Einstreumaterial verwendet wurden (GAJDUSEK, 1953; OZEGOVIC et al., 1971).
Die Landarbeiter entwickelten Dermatitis, Konjunktivitis, Rhinitis, Pharyngitis und
Laryngitis (OZEGOVIC et al., 1971). Im Jahr 1986 wurde ein Fallbericht iiber eine
Familie mit klinischen Symptomen verdffentlicht, die denen der
Stachybotryotoxikose dhnelten. Die Toxikose wurde auf eine Exposition gegeniiber
S. atra (Syn.: S. chartarum) und die von ihm gebildeten makrozyklischen

Trichothecene zuriickgefiihrt (CROFT et al., 1986).
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Seitdem wurden zahlreiche Fallberichte veroffentlicht, in denen Metabolite von
Stachybotrys-Spezies, und hier vor allem S. chartarum, mit respiratorischen und
neurologischen Symptomen in Verbindung gebracht werden (KOSKINEN et al.,
1995; JOHANNING et al., 1996; ANDERSSON et al., 1997, DEARBORN et al.,
1999; ENGVALL et al., 2001; SCHEEL ef al., 2001; MUSSALO-RAUHAMAA
etal.,2010; PIONTEK & LUSZCZYNSKA, 2021).

Menschen sind in erster Linie in wassergeschddigten, mit Schimmel befallenen
Gebduden gefahrdet (CROFT et al, 1986; SMORAGIEWICZ et al., 1993;
JOHANNING et al., 1996), aber auch Landwirte und Arbeiter, die mit
kontaminierten Materialien umgehen, konnen gefdhrdet sein (HINTIKKA &
NIKULIN, 1998; LANIER et al., 2012).

In den 1990er Jahren kam es zu zahlreichen Fillen von pulmonaler Himosiderose
bei Sduglingen, die in Cleveland, Ohio, USA, lebten. Zwischen Januar 1993 und
Dezember 1993 wurde von zehn betroffenen Kindern berichtet (ETZEL et al.,
1998). Spiter wurden weitere Fallberichte verdffentlicht, aus denen hervorgeht,
dass die pulmonale Himosiderose im Zeitraum von 1993 bis 1998 bei insgesamt 37
Kindern diagnostiziert wurde, von denen 12 verstarben (DEARBORN et al., 1999).
Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Erkrankung und der Kontamination der
Gebdude mit S. chartarum nach Wasserschdden festgestellt werden (ETZEL et al.,
1998; DEARBORN et al., 1999). In spiteren Untersuchungen der Stimme, die aus
den Gebduden der betroffenen Kinder isoliert wurden, konnten JARVIS et al.
(1998) nachweisen, dass die Isolate eine Reihe hochgiftiger Verbindungen, unter
anderem makrozyklische Trichothecene, bildeten. Spéter untersuchte man die
Isolate nochmals und stellte fest, dass wahrscheinlich nicht nur die Mykotoxine,
sondern auch andere Sekundirmetaboliten, wie das Stachylysin (ein von
S. chartarum gebildetes Hamolysin), ebenfalls an der Entstehung der pulmonalen

Héamosiderose beteiligt sein konnten (VESPER & VESPER, 2002).

Des Weiteren ist eine Beteiligung von S. chartarum an der Entstehung des
»Sick-Building-Syndroms® beschrieben (SCHEEL et al, 2001; KUHN &
GHANNOUM, 2003; HINTIKKA, 2004). Ein ldngerer Aufenthalt in betroffenen
Gebiduden kann unspezifische Beschwerden und Symptome hervorrufen, die unter
dem Begriff ,,Sick-Building-Syndrom*“ (SBS) zusammengefasst werden
(ENGVALL et al.,2001; SCHEEL et al., 2001; ADITAMA & ANDARINI, 2002).

Das SBS ist ein Komplex verschiedener klinischer Symptome, wie Haut- und
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Schleimhautreizungen, trdnenden Augen, Ermiidungserscheinungen, Kopf-
schmerzen, Allergien sowie gastrointestinalen, respiratorischen und neurologischen
Beschwerden (REDLICH et al., 1997; JOHANNING et al., 1999; SABIR et al.,
1999; ADITAMA & ANDARINI, 2002). Die Ursachen des SBS werden als
multifaktoriell beschrieben (ADITAMA & ANDARINI, 2002). Es wird
angenommen, dass Expositionen gegeniiber Mykotoxinen, bakteriellen
Endotoxinen, Bioaerosolen, fliichtigen organischen Bestandteilen, eine schlechte
Luftqualitidt sowie psychischer und physischer Stress zu Symptomen des SBS
fiihren konnen (OOI & GOH, 1997; TROUT et al, 2001; ADITAMA &
ANDARINI, 2002; PANDEY & YADAV, 2018).

In der Literatur sind auBerdem ein Fall einer S.-chartarum-Infektion der Kopthaut
eines 80-jdhrigen immunkompetenten Mannes (AYOUBI & DASS, 2019) und ein
Fall einer invasiven S.-chlorohalonata-Sinusitis beschrieben, die bei einem
23-jéhrigen Mann mit akuter lymphatischer Leukédmie auftrat (SEMIS et al., 2020).
Da es sich hierbei um Einzelfdlle handelt, ist die medizinische Relevanz solcher

Infektionen fraglich.

Ein weiterer mdglicher Expositionsweg fiir den Menschen ist die orale Aufnahme
von Mykotoxinen {iiber die Nahrung. Obwohl Sporen von toxigenen
Stachybotrys-Stimmen aus verschiedenen Kiichenkrdutern isoliert werden
konnten, konnte in keiner der bisher durchgefiihrten Studien sowohl S. chartarum
selbst als auch die von ihm produzierten zytotoxischen makrozyklischen
Trichothecene in Lebensmitteln nachgewiesen werden (GOTTSCHALK et al.,
2009; SULYOK et al.,2010; BARTHEL et al., 2012; BIERMAIER et al., 2015).
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2 Sekundirmetabolismus von filamentosen Schimmelpilzen

Der Sekundédrmetabolismus fasst alle Stoffwechselprozesse zusammen, die nicht an
lebenswichtigen Funktionen beteiligt sind und demnach nicht direkt zur Lebenser-
haltung eines Organismus beitragen. Die dabei entstehenden Metaboliten sind nicht
unmittelbar fiir das Wachstum von Bakterien, Pflanzen und Pilzen notwendig
(BETINA, 1994b; MAGAN & ALDRED, 2007). Der Priméarstoffwechsel fasst im
Gegensatz dazu alle Prozesse zusammen, die Energie, synthetische
Zwischenprodukte und wichtige Makromolekiile liefern und demnach fiir das

Wachstum unerlasslich sind (BETINA, 1989).

Filamentdse Schimmelpilze kommen ubiquitér in der Umwelt vor und besitzen die
Fahigkeit eine Vielzahl strukturell diverser Sekunddrmetaboliten zu produzieren.
Diese konnen fiir den Menschen entweder sehr niitzlich sein und als Arzneistoffe
eingesetzt werden (z. B. Penicillin und Cyclosporin A), oder toxisch sein. Die
Gruppe der toxischen Verbindungen wird als Mykotoxine bezeichnet (FLEMING,
1929; NIELSEN, 2003; MAGAN & ALDRED, 2007).

Es bestehen immer noch Unklarheiten, wann und warum Mikroorganismen Sekun-
diarmetaboliten produzieren und welchen Zweck sie fiir den produzierenden
Organismus haben (AHARONOWITZ & COHEN, 1985; MAGAN & ALDRED,
2007). Aufgrund der vermutlich fehlenden Bedeutung im Rahmen des Wachstums-
prozesses, wird in der Literatur hdufig beschrieben, dass es sich bei
Sekundirmetaboliten um ,,Abfall-, Reserve- oder Detoxifikationsprodukte* handelt
(HASLAM, 1986; VINING, 1986). Andere Hypothesen besagen, dass der
Sekundidrmetabolismus ein Prozess ist, der dem produzierenden Organismus in
jedem Fall einen Vorteil verschaffen muss (MAGAN & ALDRED, 2007). Fiir diese
Hypothese spricht, dass Sekundérmetaboliten verstirkt gebildet werden, wenn die
Bedingungen kein ausgeglichenes Wachstum mehr zulassen, z.B. bei
Nihrstoffmangel (HASLAM, 1985; HASLAM, 1986; RATLEDGE, 1993). Somit
kénnte die Produktion von Sekundidrmetaboliten als eine Art Uberlebensstrategie
und zur Vorteilsbeschaffung dienen, um weiter konkurrenzfdahig zu bleiben
(JANZEN, 1977; MAPLESTONE et al., 1992; JARVIS et al., 1995; GAREIS &
GOTTSCHALK, 2014). Es ist auBerdem bekannt, dass das Metabolitenprofil vieler
filamentdser Schimmelpilze sich aufgrund unterschiedlicher Wachstumsbedingun-

gen, wie Nihrstoff- und Wasserverfiigbarkeit sowie temperaturbedingt verdndert
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(NIELSEN et al., 2004; MAGAN & ALDRED, 2007). Mikroorganismen, die in
néhrstoffreichen Umgebungen leben, in denen wenig Konkurrenz herrscht, bilden
in der Regel keine Sekundirmetaboliten (VINING, 1990; DEMAIN, 2007).
AulBlerdem ist aufgrund der sehr langen, komplexen und energieaufwendigen
Synthesewege ein positiver Effekt auf das Wachstum, die Physiologie und
Reproduktion des Organismus zu erwarten (MAGAN & ALDRED, 2007).
Stachybotrys-Spezies produzieren eine Vielzahl von Sekundédrmetaboliten, die
genaue Funktion dieser Verbindungen ist jedoch hiufig unbekannt (IBRAHIM et
al., 2022). Dennoch ist auch fiir S.-chartarum-Stimme beschrieben, dass sich das
Metabolitenprofil, abhéngig von den zur Verfiigung stehenden Naihrstoffen,
verandert. Die Ursache hierfiir und die zugrundeliegenden Mechanismen sind
jedoch noch nicht erforscht (JAGELS et al., 2019; ULRICH & SCHAFER, 2020).
Die meisten mit Stachybotrys-Spezies durchgefiihrten Studien beschéftigen sich,
aufgrund ihrer hochgradigen Zytotoxizitdt, mit den von ihnen gebildeten
Mykotoxinen (vor allem Satratoxine) (ANDERSEN et al., 2003; JARVIS, 2003;
ULRICH et al., 2019).

2.1 Mykotoxine

Mykotoxine wie Trichothecene, Fumonisine, Aflatoxine, Patulin und Zearalenon
spielen vor allem als Kontaminanten von Innenrdumen, Futtermitteln und
Lebensmitteln eine Rolle (KELLER, 2019). Die meisten sind nicht fliichtig und
haben ein Molekulargewicht von unter 1.500 Dalton (NIELSEN, 2003).
Mykotoxin-bildende Schimmelpilze kommen in der Regel nicht allein vor, sondern
sind Teil einer vielfdltigen Gemeinschaft. Um bestimmte 6kologische Nischen zu
besiedeln, miissen sie mit anderen Mikroorganismen um Ressourcen konkurrieren
(MAGAN & ALDRED, 2007). Filamentose Schimmelpilze konkurrieren,
interagieren und kommunizieren miteinander, indem sie extrazelluldre
Verbindungen, wie Enzyme, Oxylipine oder fliichtige organische Verbindungen
(engl.: Volatile Organic Compounds, kurz VOC) in ihre unmittelbare Umgebung
abgeben (MAGAN & ALDRED, 2007; GESSLER et al., 2017; GUO et al., 2021).
AuBlerdem ist beschrieben, dass einige Mykotoxine als Reaktion auf eine
Verdnderung der Umweltbedingungen gebildet werden. Dies geschieht in der Regel
durch das Eintreten von Stressbedingungen wie Nahrstoffmangel, Konkurrenz
durch andere Mikroorganismen oder als Reaktion auf eine geringe

Wasserverfiigbarkeit (MARIN et al., 1998; YATES et al., 1999; CAIRNS et al.,
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2003; MAGAN & ALDRED, 2007). Auch Stachybotrys-Spezies bilden eine
Vielzahl von Mykotoxinen, von denen vor allem makrozyklische Trichothecene als
besonders toxisch fiir Sdugetiere beschrieben werden (GAREIS, 2006; ZHU et al.,
2020; IBRAHIM et al., 2022). Die Toxizitit gegeniiber Sdugetieren konnte ein
moglicher Grund fiir die Entstehung dieser Verbindungen sein, dies ist jedoch eher
unwahrscheinlich, da kein offensichtlicher Vorteil aus dieser antagonistischen
Wechselwirkung hervorgeht. Aufgrund ihres langsamen Wachstums sind
Stachybotrys-Spezies im Vergleich zu schneller wachsenden Schimmelpilzen
(Aspergillus- oder Penicillium-Spezies), die in der gleichen Umgebung vorkom-
men, im Nachteil (DYLAG et al., 2022). Die Féahigkeit von Stachybotrys-Spezies,
in bestimmten 0kologischen Nischen zu wachsen, deutet jedoch darauf hin, dass sie
in der Lage sind, mit anderen Schimmelpilzen zu konkurrieren. Die Produktion von
makrozyklischen Trichothecenen konnte ein Mittel sein, das zu dieser

Konkurrenzfahigkeit beitrigt (BUTT & GHAFFAR, 1972).

Es ist denkbar, dass die Produktion von Mykotoxinen ein Prozess ist, mit dem
filamentdse Schimmelpilze auf Verdnderungen im Wettbewerb mit anderen Arten
oder auf sich verdndernde abiotische Faktoren reagieren konnen. Dennoch ist der
Zweck von Mykotoxinen immer noch nicht vollstindig geklért, sie scheinen jedoch
eine okologische Funktion zu haben (SAMSON & FRISVAD, 2004; MAGAN &
ALDRED, 2007; SCHARF et al., 2014; BILLS & GLOER, 2017).

2.2 Sekundiirmetabolismus und Pilzentwicklung

Die optimalen Bedingungen fiir die Biosynthese von Sekundidrmetaboliten sind
nicht immer identisch mit denen fiir die Pilzentwicklung bzw. das Wachstum. In
der Regel sind die optimalen Bereiche fiir die Produktion von Sekundérmetaboliten
kleiner. Die physiologische Regulierung dieser Prozesse kann innerhalb

verschiedener Mikroorganismen variieren (BETINA, 1994a; BETINA, 1994b).

Die Bildung von Sekundirmetaboliten wird hédufig mit der Sporulation von
Schimmelpilzen in Verbindung gebracht (BU'LOCK, 1961; SEKIGUCHI &
GAUCHER, 1977; MAPLESTONE et al., 1992). Die dabei entstechenden
Verbindungen koénnen laut CALVO et al. (2002) in drei gro3e Gruppen unterteilt
werden: Metaboliten, die die Sporulation aktivieren (z. B. Derivate der Linolsédure),

Pigmente (z. B. Melanine) und Mykotoxine.
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Melanine sind die Pigmente, die am haufigsten von Schimmelpilzen gebildet
werden. Diese dunkelbraunen bis schwarzen Verbindungen werden wéhrend der
Sporenbildung produziert und in die Zellwand eingelagert (DURRELL, 1964;
KUBO & FURUSAWA, 1991). Das Pigment schiitzt die Sporen vor schdadlichem
UV-Licht, ist aber auch ein wichtiger Virulenzfaktor (TSAI et al., 1998;
KAWAMURA et al., 1999; GOMEZ & NOSANCHUK, 2003; EISENMAN &
CASADEVALL, 2012). Auch S.-chartarum-Spezies bilden ein dunkles Pigment,
welches aber noch nicht genauer untersucht wurde. Es wird jedoch vermutet, dass
es sich hierbei um ein Melanin handeln kénnte (BUSKIRK et al., 2011; ULRICH
etal., 2016).

Eine Reihe von Daten sprechen dafiir, dass die Mykotoxinproduktion und die
Sporulation bei filamentdsen Schimmelpilzen wie Aspergillus-, Fusarium- und
Penicillium-Spezies aber auch Claviceps purpurea funktionell miteinander
verbunden sind. Eine Hemmung der Sporulation fiihrt bei diesen Schimmelpilzen
zu einer Hemmung der Mykotoxinproduktion (PAZOUTOVA et al., 1977;
SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; GUZMAN-DE-PENA et al., 1998; SHIM &
WOLOSHUK, 2001). Bei Aspergillus- und Fusarium-Spezies werden beide
Prozesse durch einen dhnlichen G-Protein-vermittelten Signalweg gesteuert (TAG
et al., 2000; BROWN et al., 2018). Diese Signalwege regulieren die Entwicklung
des Pilzes, die Stressreaktion und die Auspridgung von Virulenzfaktoren
(BRODHAGEN & KELLER, 2006). Die Bildung von Sekunddrmetaboliten muss
jedoch nicht immer an die Sporulation gekoppelt sein. Fiir einige Schimmelpilz-
Stamme ist beschrieben, dass sie trotz einsetzender Sporulation, bestimmte
Sekundédrmetaboliten nur in geringen Konzentrationen oder gar nicht bilden

(SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; SHIMIZU & KELLER, 2001).

Fiir S. chartarum wurde noch nicht genauer beschrieben, ob und durch welche
Mechanismen die Sporulation funktionell mit der Mykotoxinproduktion verbunden
ist. Dies wurde bisher lediglich vermutet (CALVO et al., 2002). Jedoch konnte in
einer Studie gezeigt werden, dass das Mykotoxin Satratoxin G vor allem in den
Sporen und nur in geringen Konzentrationen im Myzel lokalisiert ist (GREGORY
et al.,2004).
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3 Methoden zur Untersuchung von Stachybotrys-Spezies

In diesem Kapitel werden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden zur

Untersuchung des Sekundidrmetabolismus von S. chartarum beschrieben.

3.1 Kultur- und Mikromorphologie

Aufgrund ihres langsamen Wachstums werden Stachybotrys-Spezies hiufig, beim
Versuch diese aus der Umwelt zu isolieren und zu kultivieren, von Vertretern schneller
wachsender Gattungen wie Aspergillus und Penicillium iiberwachsen (HINTIKKA,
1977b; CHAPMAN, 2003). Da Stachybotrys-Spezies bevorzugt auf feuchten,
zellulosehaltigen Materialien wachsen, werden flir die Anzucht Medien empfohlen, die
Zellulose als Kohlenstoffquelle enthalten. Aufgrund ihrer Cellulase-Aktivitdt erhalten
Stachybotrys-Spezies so einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen Schimmelpilzen
(YOUATT, 1958; NIELSEN, 2001). Eine weitere Mdglichkeit ist die Anzucht auf
sterilen zellulosehaltigen Papierfiltern, die mit einem Minimal-Nidhrmedium (z. B.
Van-Iterson-Medium) befeuchtet werden (HINTIKKA, 1977b). Grundsétzlich kdnnen
Stachybotrys-Spezies jedoch auf verschiedenen Néhrmedien angeziichtet werden
(SAMSON et al., 2010). Malzextrakt-Agar (MEA) und Potato-Dextrose-Agar (PDA,
Abbildung 2) wurden bisher tiblicherweise in Studien zur Charakterisierung von

Stachybotrys-Spezies verwendet (ANDERSEN et al., 2003; JAGELS et al., 2019).

Abbildung 2: S.-chartarum-Genotyp-S-Stimme ATCC 34916 (A), IBT 40293 (B)
und DSM 114129 (C) nach 21 Tagen Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C

S. chartarum bildet auf MEA und auf PDA zunichst grau-weile und spéter
grau-schwarze Kolonien. Wihrend die Riickseite der Kolonie immer schwarz bleibt,
kann sich auf der Vorderseite weiles Luftmyzel entwickeln (ANDERSEN et al., 2003;
SAMSON et al., 2010; WALSH et al., 2018). Eine Besonderheit von S. chartarum ist

die Fahigkeit, ein extrazelluldres orange-braunes Pigment auf MEA zu produzieren,
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welches das Medium um die Kulturen entsprechend einfarbt (SAMSON et al., 2010).
Die meisten Isolate bilden aulerdem an Tag sieben bis vierzehn Guttationstropfen

(Abbildung 3) auf ihrer Kolonieoberflache (GAREIS & GOTTSCHALK, 2014).

Abbildung 3: Guttationstropfen einer S.-chartarum-Kultur (ATCC 34916) nach
sieben Tagen Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C

Mikroskopisch lassen sich bei S.-chartarum-Isolaten regelméBig septierte Hyphen
erkennen, denen olivbraune oder olivgraue Konidiophoren aufsitzen (Abbildung 4).
Diese sind gerade aufgerichtet und konnen mehrfach verzweigt sein. Altere
Konidiophoren haben in der Regel eine leicht papillére Oberfliche und sind im oberen
Teil dunkler (BISBY, 1943; JONG & DAVIS, 1976; ANDERSEN et al., 2002;
LOMBARD et al., 2016). Den Konidiophoren sitzen strahlenformig Phialiden auf.
Diese sind meist keulenformig und haben eine glatte Oberflache. S. chartarum bildet
ellipsoide Konidien mit einer rauen Oberflache (JONG & DAVIS, 1976; ANDERSEN
etal.,2003; WANG et al., 2015b). Die Konidien sind von einer schleimigen, klebrigen
Masse umgeben, die sie zu Paketen, den sogenannten ,,slimy heads®, zusammenfasst

(PINRUAN et al., 2004; SAMSON et al., 2010).

Abbildung 4: Stereomikroskopische Aufnahmen von S.-chartarum-Kulturen
(ATCC 34916) nach 21 Tagen (A, 160-fache VergroBerung) und sieben Tagen (B,
630-fache VergroBerung, Lactophenolblau-Klebestreifenpriaparat) Anzucht auf
Potato-Dextrose-Agar bei 25 °C
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3.2 ATR-Infrarotspektroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde die ATR-Infrarotspektroskopie dazu verwendet,
das in den Sporen von S. chartarum eingelagerte, dunkle Pigment zu
charakterisieren und zu iiberpriifen, ob es sich hierbei um ein fiir filamentdse

Schimmelpilze typisches Melanin handelt.

Die ATR-Infrarotspektroskopie (engl.: attenuated total reflection, dt.:
abgeschwichte Totalreflexion) ist eine Infrarot-spektroskopische Messmethode fiir
die chemische Oberflaichenuntersuchung von homogenen festen und fliissigen
Proben. Sie wird unter anderem zur Uberpriifung von Rohstoffen, zur
Qualititskontrolle aber auch in der Forschung zur Charakterisierung von
Substanzen eingesetzt (HERRES & GRONHOLZ, 1984; MOHEBI, 2008;
GUNZLER & GREMLICH, 2012; BRUKER CORPORATION, 2020).

Das Prinzip der klassischen Infrarotspektroskopie beruht auf der Eigenschaft vieler
Molekiile, Licht im Infrarotbereich des elektromagnetischen Spektrums zu absor-
bieren. Substanzen verschiedener Aggregatszustinde konnen mit der Infrarotstrah-
lung durchleuchtet und untersucht werden. Hierbei wird die Transmission, also die
Durchléssigkeit einer Substanz, mit Hilfe eines Spektrometers bestimmt. Diese ist
charakteristisch fiir die chemischen Bindungsverhiltnisse eines Materials
(GUNZLER & GREMLICH, 2012). Die Lichtintensitit kann anschlieBend als
Funktion der Wellenzahl in einem Infrarot-Spektrum dargestellt werden
(BRUKER CORPORATION, 2023). Mit Hilfe der Absorptionsbanden in den
generierten Spektren konnen so Aussagen {iber Strukturgruppen (z. B.
Hydroxylgruppen und Doppelbindungen) getroffen werden. Zusétzlich kénnen
stoffspezifische Absorptionsbanden mit kommerziell erhiltlichen Spektrenbiblio-
theken abgeglichen werden und so organische und anorganische Substanzen che-
misch eindeutig identifiziert werden (GUNZLER & GREMLICH, 2012). Durch die
Weiterentwicklung zu der Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) kon-
nen zudem alle Infrarot-Wellenlingen mit einer Messung analysiert werden
(HERRES & GRONHOLZ, 1984). Hierbei wird das Infrarotlicht durch ein Interfe-
rometer auf die Probe und anschlieend zum Detektor geleitet. Das Interferogramm
wird von dem Detektor registriert und mittels Fourier-Transformation in ein soge-
nanntes Einkanalspektrum transformiert. Das endgiiltige Spektrum wird anschlie-
Bend aus dem Verhiltnis des Einkanalspektrums zu einer Referenz (Messung der

Messplatte ohne Probenmaterial) generiert (HERRES & GRONHOLZ, 1984).
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Die abgeschwichte Totalreflexion (ATR) wird mittlerweile als Standardtechnik bei
der FT-IR-Spektroskopie verwendet. Mittels ATR konnen Proben analysiert
werden, die entweder zu dick sind oder zu stark absorbierende Eigenschaften fiir
das Standard-Durchstrahlverfahren haben (GUNZLER & GREMLICH, 2012;
BRUKER CORPORATION, 2020). Das Prinzip der ATR-Infrarotspektroskopie
beruht auf der bei der Totalreflexion auftretenden Wechselwirkung der
evaneszenten Welle mit der Probe. Die Probe wird fiir die Untersuchung direkt auf
den ATR-Kristall gepresst. Das Infrarotlicht wird zunichst durch den ATR-Kcristall,
der aus Infrarot-transparentem Material (z. B. Diamant, Germanium oder
Zinkselenid) besteht, geleitet und interagiert anschlieBend mit der Probe
(BRUKER CORPORATION, 2020). Eine Voraussetzung fiir die Verwendung
dieser Methode ist ein hoherer Brechungsindex des ATR-Kristalls im Vergleich zur
untersuchten Probe (GUNZLER & GREMLICH, 2012;
BRUKER CORPORATION, 2020). Das Infrarotlicht wird im Inneren des
ATR-Kristalls an der Grenzfliche zur Probe reflektiert und teilweise von der
Oberflache der Probe absorbiert. Aufgrund seiner wellenartigen Eigenschaften
dringt das Infrarotlicht leicht in die optisch weniger dichte Probe ein. In diesem so
genannten evaneszenten Feld interagiert das Infrarotlicht mit den ersten
Mikrometern der Probenoberfliche, kann sich jedoch nicht ausbreiten. Die
Intensitdt des evaneszenten Feldes nimmt exponentiell ab. Das reflektierte Licht
wird  anschlieBend  detektiert und ein ~ ATR-Spektrum  generiert
(BRUKER CORPORATION, 2020).

33 MTT-Test — Zytotoxizitiitstest mittels Zellkultur

Der MTT-Test ist ein biologisches Testverfahren, das bei Vergleichsuntersuchun-
gen von Mykotoxinen, Pestiziden, Mikroorganismen und fiir die Qualititskontrolle
von Umweltproben, Futtermitteln und Nahrungsmitteln eingesetzt werden kann
(GAREIS, 2006). Namensgebend ist das gelbe Tetrazoliumsalz MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid). Der MTT-Test
stellt kein in vitro Modell fiir toxikologische Untersuchungen dar, sondern wird in
der Regel anderen qualitativen und quantitativen Methoden (Fliissigkeits- und
Gaschromatographie, Massenspektrometrie) als Screeningverfahren bzw.

unspezifisches Testverfahren vorangestellt. Diese konnen so ergénzt werden.
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Das Prinzip des MTT-Test beruht auf dem Vergleich des zytotoxischen Effekts von
Proben gegeniiber einer SK (Swine-Kidney)-Zelllinie mit dem zytotoxischen
Effekt der Kontrollprobe (GAREIS, 2006). Hierfiir werden die SK-Zellen zunichst
in einem Minimal-Medium kultiviert. Die adhédrent wachsenden Zellen werden
anschliefend mit Trypsin vom Boden des Kulturgefia3es gelost und in 96-Well-
Mikrotiterplatten ausgesdt (HANELT et al., 1994). SK-Zellen werden aufgrund
ihrer hohen Sensitivitéit gegeniiber zytotoxischen Substanzen bei geringer Spezifitit
sowie ihrer geringen Sensitivitit gegeniiber Matrixbestandteilen verschiedener
Ausgangsproben eingesetzt (GAREIS, 2006). Im ndchsten Schritt werden die
Rohextrakte der zu untersuchenden Proben in verschiedenen Verdiinnungsstufen zu
den Zielzellen pipettiert. Nach einer mehrstiindigen Inkubation wird das gelbe
Tetrazoliumsalz MTT zugegeben und das Gemisch nochmals vier Stunden
inkubiert. Der MTT-Test beruht auf einer kolorimetrischen Reaktion, bei der das
gelbe, wasserlosliche Tetrazoliumsalz MTT, in den Mitochondrien lebender Zellen,
in ein wasserunlosliches, violettes Formazan umgesetzt wird (KUHN & JERCHEL,
1941; MOSMANN, 1983). Jede Schiadigung der Zielzellen durch zytotoxische
Substanzen fiihrt zu einem Riickgang der Spaltung des gelben Tetrazoliumsalz und
damit zu einem geringeren Farbumschlag. Die Intensitit der Farbreaktion ist
proportional zur Anzahl der intakten und stoffwechselaktiven Zellen und kann pho-
tometrisch bei einer Wellenldnge von 510 nm (maximale Absorptionswellenldnge
der Formazanderivate) gemessen werden (HANELT et al., 1994; GAREIS, 2006).
AnschlieBend werden die Extinktionen jedes Ansatzes bzw. jeder
Probenkonzentration mit der Extinktion der unbehandelten Zellkontrolle
verglichen. Als toxische Grenzkonzentration wird der ICso-Wert (mittlere
inhibitorische Konzentration) ermittelt. Der ICso-Wert gibt die niedrigste
Konzentration der getesteten Probe pro Milliliter Zellkulturmedium an, welche die
Spaltungsaktivitét der Zielzellen im Vergleich zur Kontrollprobe um 50 % reduziert
(YUNG-CHI & PRUSOFF, 1973; GAREIS, 2006). Je niedriger der Wert, umso
zytotoxischer eine Probe. Der MTT-Test ermdglicht so eine schnelle und einfache
Durchfiihrbarkeit und eine objektive Befunderhebung (HANELT et al., 1994;
GAREIS, 2006).
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34 Fliissigkeitschromatographie und Massenspektrometrie

34.1 HPLC

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ist eine fliissigkeitschromatographische Methode zur
Untersuchung 16slicher fester und fliissiger Substanzgemische (SNYDER et al.,
2011). Komplexe Probengemische konnen in ihre einzelnen Komponenten
aufgetrennt, diese identifiziert und auch quantifiziert werden. Die HPLC hat sich

als Trenn- und Analysetechnik in unterschiedlichen Bereichen wie der Umwelt-

und Pharmachemie bewihrt (KARGER & GIESE, 1978; SNYDER et al., 2011).

Bei der Chromatographie handelt es sich um ein physikalisch-chemisches
Trennverfahren, mit dem Stoffgemische durch unterschiedliche Verteilung der
Einzelbestandteile zwischen einer stationiren und einer mobilen Phase aufgetrennt
werden. Bei der Fliissigkeitschromatographie bilden Fliissigkeiten bzw.
Losungsmittel die mobile Phase, die als Transportmedium fiir das Analytengemisch
durch die stationire Phase dienen (SNYDER et al., 2011). Die stationdre Phase
kann grundsitzlich flichenformig (Papier- & Diinnschichtchromatographie) oder
sdulenformig (Sdulenchromatographie) sein. Bei der HPLC handelt es sich um eine
technisch optimierte Sdulenchromatographie, bei der die mobile Phase nicht
aufgrund der Schwerkraft durch die stationdre Phase flieft, sondern unter hohem
Druck durch die Sdule gepumpt wird. Hierdurch kénnen Siulen mit kleineren und
damit dichter gepackten Partikeln verwendet werden, wodurch die Trennleistung

und Trenngeschwindigkeit deutlich verbessert werden (SNYDER et al., 2011).

Heutzutage existieren verschiedene Trennmethoden und zugrunde liegende Trenn-
mechanismen. Die wichtigsten Trennverfahren bilden die Normalphasen-HPLC
(engl.: normal-phase HPLC) und die Umkehrphasen-HPLC (engl.: reversed-phase
HPLC), wobei letztere deutlich hdufiger Anwendung findet (KIRKLAND, 2004;
SNYDER et al., 2011). Bei diesen beiden Trennverfahren werden die Analyten im
Wesentlichen nach ihrer Polaritét aufgetrennt. Die mobile und die stationdre Phase
werden so gewdhlt, dass sie eine mdglichst unterschiedliche Polaritét aufweisen. In
der Normalphasen-HPLC werden als stationdre Phase meist Kieselgelpartikel ver-
wendet, die aufgrund der Hydroxylgruppen auf ihrer Oberflache der stationédren
Phase einen polaren Charakter geben. Die polare stationdre Phase wird mit einer

unpolaren mobilen Phase, also einem Losungsmittel wie Hexan, kombiniert. Polare
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Substanzen werden lidnger an der stationdren Phase zuriickgehalten, wodurch sie
spater die Sdule verlassen und detektiert werden (SNYDER et al., 2011). In der
Umkehrphasen-HPLC werden meist chemisch modifizierte Kieselgelpartikel als
stationdre Phase verwendet, die durch kovalent gebundene Alkylketten an ihrer
Oberfldche einen unpolaren Charakter erhalten. Demnach ist die stationidre Phase
ebenfalls unpolar. Bei der Umkehrphasen-HPLC werden polare Losungsmittel wie
z. B. Wasser, aber auch solche mit leicht unpolaren Eigenschaften, wie z. B.
Methanol und Acetonitril, verwendet. Die gewlinschte Polaritdt 14sst sich durch das
Mischen von polaren (z. B. Wasser) mit leicht unpolaren (z. B. Acetonitril)
Losungsmitteln einstellen (BIDLINGMEYER, 1980). Unpolare Verbindungen
treten stdrker mit der unpolaren stationdren Phase in Wechselwirkung und werden
somit ldnger zuriickgehalten. Polare Verbindungen verlassen die Siule hingegen
schneller. Die Substanzen eluieren daher in einer allgemeinen Reihenfolge
abnehmender Polaritdt. Hierdurch ergibt sich flir jeden Analyten eine
charakteristische Retentionszeit, die zur Identifikation des jeweiligen Stoffes dient
(KARGER & GIESE, 1978; BIDLINGMEYER, 1980; KIRKLAND, 2004;
SNYDER et al., 2011).

In der HPLC wird zudem héaufig eine Gradientenelution verwendet, bei der die
Zusammensetzung der mobilen Phase graduell, wihrend der Auftrennung des
Stoffgemisches, gedndert wird (SNYDER et al., 2011). Hierbei wird die
Elutionskraft der mobilen Phase kontinuierlich erh6ht und die Polaritdt der mobilen
Phase an die Polaritit der stationdren Phase angepasst. Stark zuriickgehaltene
Substanzen koénnen so schneller von der stationdren Phase in die mobile Phase
tiberfiihrt werden. So wird z. B. in der Umkehrphasen-HPLC der mobilen Phase
(polar) immer mehr unpolares Losungsmittel (z. B. Acetonitril) zugemischt,
wodurch die Polaritit des LoOsungsmittelgemisches abnimmt. Dies kann die
Trennung bestimmter Substanzen verbessern und Analysezeiten verkiirzen

(SNYDER et al., 2011; GLOCKNER, 2012).

Nach Verlassen der Trennsdule werden die abgetrennten Substanzen kontinuierlich
von einem Detektor erfasst. Der UV/VIS-Detektor wird aufgrund seiner guten
Nachweisgrenzen am haufigsten in der HPLC eingesetzt (MORGAN & SMITH,
2010; SWARTZ, 2010). UV/VIS-Detektoren basieren auf dem Prinzip eines
UV/VIS-Spektrometers. Hierbei wird Licht verschiedener Wellenldngen im
UV/VIS-Bereich von einer Lichtquelle ausgestrahlt. AnschlieBend wird die
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Intensitdt des Lichtes am Ende der Durchflussmesszelle gemessen, die von der
mobilen Phase mit den darin enthaltenen Analyten durchflossen wird. So kann die
Extinktion der Losung bestimmt werden (MORGAN & SMITH, 2010). Der Analyt
muss hierfiir ausreichend UV-Strahlung bzw. sichtbares Licht einer entsprechenden
Wellenldnge absorbieren, um detektiert werden zu konnen (SWARTZ, 2010). Die
Messung wird anschlieBend mit Hilfe eines Computerprogramms graphisch
dargestellt. Das resultierende Detektorsignal (Peak), aufgetragen gegen die Zeit
(Retentionszeit des jeweiligen Analyten), bildet das Chromatogramm. Indem die
Retentionszeiten der abgetrennten Substanzen mit denen von Referenzstandards
verglichen werden, konnen die jeweiligen Substanzen identifiziert werden. Durch
Anwendung des Lambert-Beer schen Gesetz, kann die Konzentration des Analyten
bestimmt werden (MORGAN & SMITH, 2010; SWARTZ, 2010). Mittlerweile
werden auBBerdem haufig Diodenarraydetektoren eingesetzt, die die leistungsstérks-
ten UV/VIS-Detektoren darstellen. Aufgrund der vielen Einzeldetektoren konnen
mehrere Wellenldngen parallel detektiert und so das gesamte Spektrum fiir jeden

Peak aufgezeichnet werden (SWARTZ, 2010; SNYDER et al., 2011).

34.2 LC-MS/MS

Die Flissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung
(engl.: Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) ist ein
analytisches Verfahren zur Trennung und qualitativen sowie quantitativen
Bestimmung niedermolekularer Analyten in Stoffgemischen, wie z.B.
Mykotoxinen, Arzneistoffen, Hormonen und Enzymen (LIM & LORD, 2002;
LOTTSPEICH et al., 2012; KUHN, 2013; EUROPAISCHE KOMMISSION,
2021). Die LC-MS/MS kann sowohl zur Untersuchung von Lebens- und
Futtermittelproben, als auch in der klinisch-chemischen Diagnostik eingesetzt
werden (KUHN et al., 2006; XAVIER & SCUSSEL, 2008; GOTTSCHALK et al.,
2009; SULYOK et al., 2010; KUHN, 2013). Die Fliissigkeitschromatographie dient
hierbei der Auftrennung der in einer Probe enthalten Substanzen und die
anschlieende Massenspektrometrie der Identifikation und/oder Quantifizierung
dieser Substanzen. Da das Prinzip der Fliissigkeitschromatographie bereits
ausflihrlich unter Punkt 3.4.1 beschrieben wurde, wird im Folgenden lediglich auf

die Massenspektrometrie eingegangen.
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Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, bei dem Verbindungen, die in Form
von Ionen vorliegen, anhand ihres Masse-zu-Ladung-Verhéltnisses getrennt und
detektiert werden konnen. In der LC-MS/MS werden die Analyten zunéchst
chromatographisch aufgetrennt, die eigentliche Messung der Analyten erfolgt
jedoch im nachgeschalteten Tandem-Massenspektrometer (MACLAFFERTY &
TURECEK, 1995; KUHN, 2013).

Ein Tandem-Massenspektrometer besteht aus zwei Massenanalysatoren und einer
dazwischen geschalten Reaktionseinheit, der sogenannten Kollisionszelle
(Abbildung 5) (MACLAFFERTY & TURECEK, 1995; KUHN, 2013). Damit die
qualitative und quantitative Analyse der einzelnen Analyten jedoch moglich ist,
miissen diese zunichst ionisiert werden. In der Ionenquelle des Massenspektrome-
ters werden die Molekiile meist mittels Elektrospray-Ionisation schonend unter
Atmosphérendruck in die Gasphase {iberfiihrt und anschlieBend ionisiert. Die dabei
entstehenden lonen sind meist positiv geladen (Kationen) (MACLAFFERTY &
TURECEK, 1995; KUHN, 2013). AnschlieBend werden die Molekiil-Ionen im
ersten Massenanalysator durch ein elektrisches Feld beschleunigt, sodass sie an vier
parallel angeordneten Stabelektroden entlang fliegen. Mit Hilfe des
Masse-zu-Ladung-Verhéltnisses wird das Molekiil-lon des zu messenden Analyten
(Mutter-Ion) selektiert. Die meisten Ionen werden von ihrer Flugbahn abgelenkt,
sodass alle Verunreinigungen entfernt werden konnen (LOTTSPEICH et al., 2012;
KUHN, 2013). Anschlieend wird das selektierte Mutter-Ion in der Kollisionszelle
fragmentiert. Dabei entstehen charakteristische Fragmente und Spaltprodukte, die
sogenannten Produkt- oder Tochter-lonen (LOTTSPEICH ef al, 2012). Diese
werden 1im zweiten Massenanalysator nochmals selektiert, sodass nur
Fragment-Ionen einer definierten Masse den Detektor des Massenspektrometers

erreichen.

Die Ubergiinge von Mutter-Ion zu Tochter-lonen sind sehr spezifisch, da die
Fragmentierung nach einem eindeutigen Muster erfolgt (KUHN, 2013). Die
Produkt-ITonen werden anschlieBend umgewandelt, sodass sie ein elektronisch
messbares Signal erzeugen. Das Signal der Produkt-lIonen tritt hierbei zu einer
charakteristischen ~Retentionszeit auf und wird in sogenannten Peaks
zusammengefasst (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2021). Da die Molekiile zu
Fragmenten zerfallen sind, entsteht ein Spektrum mit mehreren Peaks. Die

Peakflichen im Chromatogramm stehen in einem spezifischen Verhéltnis
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zueinander und treten zur selben Retentionszeit auf. Meist verwendet man den
empfindlichsten Ubergang zur Quantifizierung des Analyten (Quantifier) und einen
weiteren Ubergang zur Bestitigung (Qualifier) der Messung (KUHN, 2013).
Dadurch ist eine eindeutige Identifizierung der Substanz mdglich. Bei bekannten
Substanzen kann mit Hilfe eines Referenzstandards auch die Konzentration der
Analyten bestimmt werden (MACLAFFERTY & TURECEK, 1995;
LOTTSPEICH et al., 2012; KUHN, 2013).

Probeneinlass I—l Tonenquelle |=+ Mﬂssena:alysator =+ | Kollisionszelle |=s Masseua;alysator — Detektor

Selektion des Selektion der

Molekiil-Tons Fragmentation in Produkt-Ionen
) Produkt-Tonen )
(m/z) (m/z)

Abbildung S: Schematische Darstellung eines Tandem-Massenspektrometers
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Abstract: Stachybotrys chartarum is a toxigenic fungus that is frequently isolated from damp building
materials or improperly stored forage. Macrocyclic trichothecenes and in particular satratoxins are
the most potent mycotoxins known to be produced by this fungus. Exposure of humans or animals to
these secondary metabolites can be associated with severe health problems. To assess the pathogenic
potential of S. chartarum isolates, it is essential to cultivate them under conditions that reliably
promote toxin production. Potato dextrose agar (PDA) was reported to be the optimal nutrition
medium for satratoxin production. In this study, the growth of S. chartarum genotype S strains on
PDA from two manufacturers led to divergent results, namely, well-grown and sporulating cultures
with high satratoxin concentrations (20.8 + 0.4 pg/cm?) versus cultures with sparse sporulation and
low satratoxin production (0.3 + 0.1 ug/cmz). This finding is important for any attempt to identify
toxigenic S. chartarum isolates. Further experiments performed with the two media provided strong
evidence for a link between satratoxin production and sporulation. A comparison of three-point
and one-point cultures grown on the two types of PDA, furthermore, demonstrated an inter-colony
communication that influences both sporulation and mycotoxin production of S. chartarum genotype
S strains.

Keywords: Stachybotrys chartarum genotype S; sporulation; satratoxins; macrocyclic trichothecenes;
inter-colony communication

Key Contribution: Different potato dextrose media can have distinct effects on the mycotoxin
production of S. chartarum. The amounts of satratoxins G and H directly correlated with the level of
sporulation. Communication between neighboring S. chartarum colonies enhanced sporulation.

1. Introduction

Stachybotrys chartarum occurs ubiquitously in the environment and is frequently found
on dead plants (e.g., straw), other cellulosic (e.g., culinary herbs), and building materials
(e.g., gypsum and wallpaper) [1-3]. The species S. chartarum can be subdivided into
two distinct chemotypes based on the production of either atranones (chemotype A) or
macrocyclic trichothecenes (MT; chemotype S) [4]. Alternatively, the three genotypes S,
A, and H can be differentiated according to the presence or absence of genes that are
presumed to encode relevant enzymes for the biosynthesis of these mycotoxins (afr1-14
and sat1-21) [4-8]. S. chartarum genotype S strains harbor the three satratoxin gene clusters
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5C1, SC2, and SC3 and have been implicated in several types of diseases [9-15]. In animals,
stachybotryotoxicosis can occur after oral uptake of mycotoxins, especially in horses and
less frequently in ruminants [16-18]. Humans, in particular infants, are primarily at risk
after exposure to airborne toxins in water-damaged buildings [9,19]. Exposure to MT
may cause pulmonary hemorrhage in infants or symptoms related to the sick building
syndrome complex [9,20,21]. MT represents the most cell-toxic trichothecenes currently
known and includes roridin E and L-2, verrucarin J, and satratoxin F, G, and H [22]. By
binding irreversibly to the 60S ribosomal subunit, satratoxins inhibit protein biosynthesis
and induce apoptosis in neuronal cell lines [23-26].

Despite the medical relevance of the MT of S. chartarum, little is known about the
factors that influence their production and that are therefore of crucial importance for
efficient diagnostics. Reliable protocols are needed to determine the ability of individual
isolates to produce MT and thereby evaluate their hazard potential. Apart from cellulose-
containing media, potato dextrose agar (PDA) was shown to be an excellent medium for
MT production [27], but the nutritional factors that govern MT production have not been
identified yet. Temperature and humidity have been shown to influence MT production,
but the underlying mechanisms and regulatory genes are still unknown [6,28,29].

In other fungi, mycotoxin production and sporulation are often functionally linked.
In Aspergillus spp. and Fusarium spp., both processes are regulated by similar G-protein
signaling pathways [28,29]. These pathways commonly regulate fungal development,
stress response, and the expression of virulence traits [30]. Sporulation can be influenced
by many external factors, including molecules that are produced by other fungi, such as
oxylipids or volatile organic components (VOC) [31,32]. For S. chartarum, all this is still
uncharted territory, but research in this field is clearly necessary given the critical health
hazard that especially satratoxins G, H, and F of all the above-mentioned MTs pose to
humans and animals.

In this study, we have investigated the production of satratoxins G and H by three
genotype S strains of 5. chartarum on two commercially available PDA media; this resulted
in two completely different phenotypes, one with high sporulation and strong satratoxin
production and another almost without sporulation and satratoxin production. These
data indicate that sporulation and satratoxin production are linked in S. chartarum. We,
furthermore, observed that the presence of neighboring colonies of the same S. chartarum
strain stimulated both sporulation and satratoxin production.

2. Results

The starting point of this study was the unexpected observation that the growth of
S. chartarum genotype S strains on PDA of different manufacturers (VWR Chemicals and
Sigma-Aldrich) resulted in colonies with surprisingly different phenotypic appearances
(Figure 1). We compared both media using three S. chartarum strains that are known for
their effective MT production [2,4,27]. These strains originate from three different habitats,
namely building material (IBT 40293), animal feed (ATCC 34916), and food (DSM 114129).
They were cultivated as three-point and one-point cultures on PDA with three technical
replicates for 21 days in the dark with an a, of 0.98 (each culture in triplicates n = 36
agar plates).

2.1. Colonies Formed under the Different Experimental Conditions

Although nominally identical, the two media differed in one component: VWR Chem-
icals (PDA-V) comprises potato peptone (4.0 g/L), whereas PDA-S from Sigma-Aldrich
contains potato infusion (4.0 g/L). This difference is most likely responsible for the marked
differences in growth and sporulation shown in Figure 1.
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PDA (VWR Chemicals) PDA (Sigma-Aldrich)

ATCC 34916 |

IBT 40293

DSM 114129

Figure 1. Colonies of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916 (al-d1), IBT 40293 (a2-d2), and
DSM 114129 (a3-d3) were grown as three-point and one-point cultures on PDA-VWR (al-a3) and
(b1-b3) and PDA-Sigma (c1-¢c3) and (d1-d3). The images are representative of three parallel cultures
for each condition.

PDA was previously described as the optimum medium for mycotoxin production and
sporulation of S. chartarum [1,27,33]. With respect to sporulation, this was true for PDA-V
and three-point cultures, whereas PDA-S supported only limited sporulation (Figure 1).
The difference was even more pronounced for one-point cultures: colonies on PDA-V
sporulated although less well than those of the three-point cultures, whereas single colonies
of all three strains showed a nearly complete lack of sporulation on PDA-S (Figure 1).

We next investigated whether sporulation and satratoxin production are linked in
S. chartarum. We measured the colony size and determined the number of spores per
cm? colony area. In addition, we cultured the strains also in potato dextrose broth (VWR
Chemicals), since Stachybotrys spp. is known to produce no spores in broth culture [34].

The colony areas of the three- and the one-point cultures grown on PDA-V were
significantly larger than those of the corresponding colonies on PDA-S. This demonstrates
that PDA-V supports better growth than PDA-S (Table 1). Interestingly, the single colonies
on PDA-V were larger than the corresponding colonies of the three-point cultures (aver-
age difference of 2.0 cm?) most likely due to competition between the colonies (Table 1).
Surprisingly, we observed an opposite effect on PDA-S: the colonies of the three-point
cultures were 4.0 cm? larger than the colonies of the corresponding one-point culture
(Table 1). A microscopic comparison of the mycelia of these colonies revealed a much
denser hyphal network on PDA-V, regardless of the number of colonies present on the agar
plate (Figure S1). To rule out that the observed differences between the two PDAs were due
to batch differences, we tested a second batch for each medium and obtained very similar
results as in the initial experiments (data not shown).
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Table 1. Colony size and the amounts of satratoxin G and H measured for three-point and one-point
cultures grown on PDA-V and PDA-S. For representative images of these corresponding cultures
compare with Figure 1.

Colony Area SG SH SG + SH SG SH SG + SH
cm? ug/Agar Plate ug/em?

ATCC 34916
PDA-V 515+ 36 293.0 £ 6.2 4884 1+ 8.8 781.3 £ 149 57403 95405 1524+ 0.8
3-point culture

IBT 40293 3468 +
PDA-V 48.7 £ 2.4 ll- 6 579.0 £36.0 9258+ 47.6 71+01 119+ 02 19.0 £ 0.1
3-point culture '

DSM 114129
PDA-V 464+17 2250+ 6.9 4384 £45 6634 £59 49401 95+05 143 £ 0.5
3-point culture

ATCC 34916
PDA-S 359+ 1.1 385+ 6.7 65.2+22 103.7 +£ 4.9 11402 1.8 +0.1 29+0.1
3-point culture

IBT 40293
PDA-S 383+38 532+ 1.1 111.6 +33.8  164.8 £ 348 14+0.1 29407 42+05
3-point culture
DSM 114129
PDA-S 33.7+23 378 +59 80.4 =115 1183 +15.8 11+0.1 24403 35+04
3-point culture
ATCC 34916

PDA-V 173 =04 137.2 +2.2 2232 +13 360.4 + 1.9 79101 129 = 0.3 20804
1-point culture

IBT 40293 1327 &
PDA-V 208 £ 08 26 1 2159 £ 16.5 348.6 £+ 36.3 6.4+ 0.8 104 +£04 167 1.2
1-point culture '

DSM 114129
PDA-V 169 £ 0.4 712 £ 84 1181445 189.3+£10.2 42404 70+£03 11.2+£03
1-point culture

ATCC 34916
PDA-S 9.3+00 26+ 1.1% n.d. 2611 03+0.1 n.d. 03+0.1
1-point culture

IBT 40293
PDA-S 6.7 +0.3 122+11 145+ 4.5 267 £ 44 1.8+02 22406 40+04
1-point culture

DSM 114129
PDA-S 8.8+0.3 122+1.1* n.d. 122414 1.44+0.1 n.d. 14401
1-point culture

SG: satratoxin G, SH: satratoxin H; n.d.: not detectable or rather under the limit of detection (LOD, signal-to-noise
ratio (S/N) > 3, LOD for SG: 1.9 pg/agar plate, for SH: 10.0 pg/agar plate); * above the LOD but below the limit
of quantification (LOQ), signal-to-noise ratio (5/N) > 10).

Apart from their size, the colonies also clearly differed in their level of sporulation.
We, therefore, isolated the spores, counted them, and calculated the number of conidia per
plate (Figure 2) and per cm? colony area (Figure S2).
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Figure 2. The spore count and images of conidial pellets of S. chartarum genotype S strains ATCC
34916 (1(a)/1(d) and 2(a)/2(d)), IBT 40293 (1(b) /1(e) and 2(b)/2(e)), and DSM 114129 (1(c) /1(f) and
2(c)/(f)) obtained after growth on PDA-V (gray box plots) and PDA-S (red box plots). (1): three-point
cultures, (2): one-point cultures. The spores were isolated from the cultures shown in Figure 1.

Not surprisingly, we found more spores per plate for three-point than for one-point
cultures regardless of the PDA used. However, the picture becomes more complicated if
the data are presented as spores per cm? colony area. For two strains, IBT 40293 and DSM
114129, the colonies of the one-point cultures formed 20% and 18% fewer spores per cm?,
respectively, than the colonies of the three-point cultures. However, strain ATCC 34916
behaved differently and produced about 30% more spores per cm? in the one-point culture
than in the three-point culture. These findings align well with the colony images shown in
Figure 1.

All strains produced fewer spores on PDA-S than on PDA-V (Figure 1, Table 52). The
PDA-S cultures generated consistently more spores per cm? in the three-point cultures than
in the one-point cultures. As shown in Figure S2, one-point cultures on PDA-S produced
92.5% fewer spores per cm? than the corresponding three-point cultures and were, in fact,
more or less devoid of spores. Figure 2 shows the pellets of the harvested conidia from the
different plates. The spores formed a black pellet, and the size of these pellets correlates
well to the number of spores obtained by counting. Since the number of colonies per plate
was the only parameter that differed between the three- and the one-point cultures, our
data demonstrate that the level of sporulation is not only determined by the medium but
also by interactions between different colonies present on the same plate.

We also observed that three-point cultures on PDA-S produced a green pigment,
whereas no such pigment was detectable for colonies on PDA-V. After centrifugation of
the spores, the supernatant of the one-point cultures was almost clear, whereas brownish
(Figures la—c and 2) and greenish (Figures 1d—f and 2) solutions were obtained from the
three-point cultures.

We also cultured the three strains in broth, a condition that is known to prevent
sporulation [34] probably due to the lack of contact with the air [35]. We used potato
dextrose broth of VWR Chemicals that, as a solid medium (PDA-V), promoted particularly
strong sporulation. Figure 3 shows the well-grown mycelial balls that were obtained after
21 days in broth culture that lacked any detectable sporulation (Table 2).
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Potato dextrose broth (VWR Chemicals)

21 days post inoculation

Figure 3. Cultures of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916 (a), IBT 40293 (b), and DSM 114129
(c) grown in potato dextrose broth.

Table 2. Results obtained for S. chartarum genotype S strains ATCC 34916, IBT 40293, and DSM 114129
grown in potato dextrose broth (VWR Chemicals, Darmstadt, Germany).

Mycelium

(Wet Weight) SG SH Spore Count

mg pg/Flask Spores/Flask
ATCC 34916 1203.3 £ 50.3 n.d. n.d. nd.
IBT 40293 1070.0 + 60.8 n.d. n.d. nd.
DSM 114129 1500.0 £ 52.9 n.d. n.d. n.d.

SG: satratoxin G, SH: satratoxin H; n.d.: not detectable or rather under the limit of detection (LOD, signal-to-noise
ratio (S/N) = 3, LOD for SG: 1.9 ug/agar plate, for SH: 10.0 ng/agar plate) for the mycotoxins.

2.2. ATR-IR Measurements

As mentioned above, we have observed halos of different colors in the vicinity of the
colonies, but the spore pellets had a similar, black appearance. To further characterize this,
we extracted melanin from plugs excised from 21-day-old colonies and recorded infrared
spectra (Figure S3 and Table S1). Regardless of the combination of S. chartarum isolate and
medium, basic bands were observed in all preparations: a strong band at 3300-3260 cm !
corresponding to the primary amine (-NH;) or associated —-OH, the prominent bands at 2920
and 2851 cm ! representing -CH3 and -CH, groups, as expected for organic substances.
The band at 1710 cm ™! corresponds to an aliphatic ketone (-C=0), and the broader band
at 1680 cm ™! to 1620 cm ™! indicates C=C double bonds. The spectra were very similar to
previously described spectra for melanin produced by other filamentous fungi [36,37].

2.3. Mycotoxin Cytotoxicity Assessed with an MTT Assay

To examine whether the degree of sporulation is related to cytotoxicity, we tested
the extracts from the different agar plates and broth cultures using a swine-kidney cell
MTT-test as an unselective cytotoxicity assay. The extracts of the well-sporulated PDA-V
three-point cultures were the most cytotoxic samples, independent of the strain tested
(Table 3). The extracts of the PDA-V one-point cultures were all less toxic than the extracts
of the corresponding three-point cultures. Hence, the plates with three colonies contained
more spores and more toxins than those with a solitary colony, which suggests a link
between mycotoxin production and sporulation.
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Table 3. Mycotoxin cytotoxicity assessed with an MTT assay of the extracts obtained from the
different cultures on agar plates and broth culture.

Isolate Culture Medium Culture Type Dilution Steps *

PDA-V three-point culture 17

one-point culture 15

IBT 40293 PDAS three-point culture 13
one-point culture 11

Potato dextrose broth ** fluid 5
PDA-V three-point culture 17
one-point culture 14
ATCC 34916 PDA-S three-point culture 14

one-point culture

Potato dextrose broth ** fluid 6
PDAV three-point culture 17

one-point culture 15

DSM 114129 PDAS three-point culture 12
one-point culture 8

Potato dextrose broth ** fluid 6

* Dilution steps (2-fold serial dilution method) until the absorbance values decreased below 50% of the controls;
PDA-V: potato dextrose agar of VWR Chemicals; PDA-S: potato dextrose agar of Sigma-Aldrich; ** potato dextrose
broth of VWR Chemicals.

Another apparent trend is that the cytotoxicity values of PDA-V cultures were always
higher than those of the corresponding PDA-S cultures. The cytotoxicity of PDA-S three-
point cultures was even lower than those of the PDA-V one-point cultures, which correlates
with the number of spores for IBT 40293 and DSM 114129 (Table 52). The one-point culture
of IBT 40293 on PDA-S was more cytotoxic than the other one-point cultures on PDA-S that
in turn were only slightly more toxic than those of the broth cultures.

2.4. Measurement of Satratoxin G and H Content by HPLC

Since satratoxins are the most cytotoxic metabolites formed by S. chartarum, we focused
on the two most relevant satratoxins, G and H (SG and SH, respectively), and quantified
them by HPLC. The chemical structures of satratoxins G and H are shown in Figure S4.

If the amounts of SG and SH are combined (SG + SH (ug/ cm?)), all strains produced
clearly more satratoxins on PDA-V than on PDA-S (Figure 4; gray box plots (PDA-V) vs.
red box plots (PDA-S)), irrespective of whether they were grown as three-point or one-
point cultures. Strikingly, the one-point cultures on PDA-V (299.4 & 95.6 ug/agar plate)
produced approximately 2.5 times more SG + SH (ug/agar plate) than the three-point
cultures on PDA-S (128.9 £ 31.9 ug/agar plate), although the three-point cultures had
a colony area that was two times larger (one-point cultures: 18.3 & 2.1 cm?; three-point
cultures: 36.0 + 2.3 cm? (compare Table 1)). The measured concentrations of satratoxins
correlate well with the respective spore counts (Figure 2). Hence, we observed the following
clear order for the amounts of satratoxins normalized to the colony area: (three-point
cultures on PDA-V) > (one-point cultures on PDA-V) > (three-point cultures on PDA-S) >
(one-point cultures on PDA-S) > (broth culture in PD-V medium).
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Figure 4. Concentrations of satratoxin G and H measured for cultures of S. chartarum genotype S
strains ATCC 34916, IBT 40293, and DSM 114129 grown on either PDA-V (gray box plots) or PDA-S
(red box plots). The concentrations are normalized to the area of the respective colonies (ug/ cm?).
(a1/a2): accumulated satratoxin G and H in pg/ cm?; (b1/b2): satratoxin G in ug/ cm? and (¢1/¢2):
satratoxin H in pg/cm?.

In accordance with data from previous studies [27,38,39], the detected concentrations
for SH (ug/cm?) were generally higher than for SG (ug/cm?) (Figure 4). The only excep-
tions were the one-point cultures of ATCC 34916 and DSM 114129 on PDA-S. In these cases,
SG was detected and SH was not detectable. However, a reliable interpretation of these
data is difficult since the detected values for SG are in a very low range, above the LOD
(signal-to-noise ratio (S/N) > 3) but below the LOQ (S/N > 10).

A comparison of the concentrations of the detected satratoxins (ug/cm?) and the
number of spores (spores/cm?) of the different one-point and three-point cultures shows
that reduced sporulation correlates with a reduced satratoxin production and increased
sporulation correlates with a higher satratoxin concentration. This direct relation between
sporulation and satratoxin production is evident from the data presented in Figure 5.
We assessed the correlation between the spore count (spores/cm?) and the measured
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concentration of SG + SH (ug/ cm?) for all strains using the Pearson correlation coefficient.
The calculated coefficient for this relationship for all three strains is r = 0.95, which indicates
a direct correlation.

I Spore count
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Figure 5. Detected satratoxin concentrations in pg/cm? (red line) of S. chartarum genotype S strains
(ATCC 34916, IBT 40293, and DSM 114129) on PDA-V and PDA-S three-point cultures (3) and
one-point cultures (1) plotted against the respective spore count in spores/cm? (gray columns).

2.5. Evidence for a Communication between S. chartarum Colonies

The results presented above indicate that nutrition media have a significant impact on
the sporulation and toxin production of S. chartarum but that other factors are also clearly
relevant, e.g., the presence of colonies per plate. To gain more information on the communi-
cation between colonies, we analyzed whether the relevant signals are exchanged through
the air. On this behalf, we separated two colonies of the same strain by a parting wall to
restrict communication with volatile substances. The results obtained with strain ATCC
34916 are shown in Figure 6. We found that separated colonies (b) showed only a reduced
level of sporulation and thereby resembled an isolated colony (a). The separated colonies
showed a clearly reduced sporulation level compared to colonies grown on the same agar
(c). These results suggest that the sporulation of neighboring colonies is stimulated either
by direct physical contact or by secreted components that are exchanged through the agar.
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Stachybotrys chartarum - ATCC 34916

Figure 6. Colonies of the S. chartarum genotype S strain ATCC 34916 were grown as one-point culture
(a) or as a two-point culture that were either neighboring (c) or separated by a parting wall (b). The
cultures were grown on PDA-S.

3. Discussion

Secondary metabolites are small molecules produced by microorganisms that are
not essential for their growth but supposed to play a role in their internal economy [40].
My-cotoxins are typical secondary metabolites; their production may change depending
on different external and internal conditions, such as the availability of nutrients and
water [41,42]. For a better understanding of mycotoxins and their biological significance, it
is necessary to analyze the mechanisms that trigger or prevent their production. External
factors such as temperature and humidity are already known to influence satratoxin
production [41,43], but surprisingly little is known about other factors, such as light,
pH, and nutrients. This prompted us to launch the current study in order to obtain first
insights into the satratoxin production of S. chartarum.

The starting point was the finding that two PDA media of different manufacturers
led to totally different growth patterns. On PDA-V, the colonies sporulated well and had a
black appearance, whereas, on PDA-S, the sporulation of the colonies was sparse.

The only evident difference in composition between the two media used in this study
is that PDA-V contains potato peptone as its main component, whereas PDA-S includes
potato infusion instead. Both potato peptone and potato infusion are complex mixtures
and their ingredients and concentrations are largely unknown. According to Beever and
Bollard [44], potato infusion is derived from an aqueous extract of potato tubers. The
infusion was described as a suitable source of nitrogen and mineral salts and consequently
a good growth factor [44]. Potato peptone is an often-used alternative. With regard to its
ingredients, it is better but not well defined. Potato peptone is obtained by hydrolyzation
of potato protein. It contains peptides and free amino acids that can serve as a suitable
nitrogen source for growth. Nitrogen-rich small molecules are most likely more accessible
in potato peptone than in potato infusion. The better growth and sporulation of S. chartarum
on PDA-V may therefore reflect a better supply of nitrogen in this medium. An influence
of nitrogen on the growth and satratoxin production of S. chartarum was already suggested
by previous data [27,45].

For Alternaria alternata, the production of alternariol and other secondary metabolites
also depends on the presence of nitrogen and the respective type of nitrogen source [46].
Nitrogen starvation, in turn, was described to induce the production of ochratoxin A in
Aspergillus spp. and fumonisin in Fusarium proliferatum, whereas high amounts of nitrogen
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impede fumonisin production [47-49]. Hence nitrogen has a different impact depending
on its concentration, the fungus, and the mycotoxin.

Cultures on PDA-V produced more spores and more satratoxins G and H compared
to cultures on PDA-S. The detected satratoxin concentration per cm? of colony area was
positively correlated with the number of spores per cm?. To provide additional proof for
this correlation, we grew the strains in PD broth culture. No sporulation was detectable
under this condition. This lack of sporulation has been observed for many fungi. A possible
reason that sporulation requires direct contact with the air is that this contact is necessary
for an efficient distribution of the conidia.

Both the HPLC data and the cytotoxicity assay results indicate that the satratoxin
production in broth was hardly detectable, if not completely absent. Thus, although
S. chartarum grew well in broth culture, it produced no or only very low amounts of
satratoxins. This provides further evidence that sporulation and mycotoxin production are
tightly linked in S. chartarum. Similar results were previously obtained with Aspergillus
spp. and their secondary metabolites [30,50,51]. Some mycotoxins of several fungi are
known to be associated with sporulation and are secreted by growing colonies [51]. A link
between secondary metabolism and sporulation is, therefore, a common feature in many
filamentous fungi [30], and both processes may share common regulatory elements [50].

In Aspergillus spp., mycotoxin production is regulated by a G-protein signaling path-
way [50,52] and similar data were obtained for Fusarium species [52]. Intensive genetic
research has revealed the signaling circuitry that connects sterigmatocystin-aflatoxin pro-
duction and sporulation in A. nidulans. Both are regulated by two genes, fluG and flbA,
and a loss of function of fluG abrogates sporulation and sterigmatocystin production [50].
Whether the same is true for S. chartarum is an open question and the lack of genetic tools
currently hampers any progress in this field. To date, genetic research on S. chartarum
largely relies on the analysis of available genomic information, e.g., a comparison of the
core trichothecene gene cluster revealed similarities between Fusarium and Stachybotrys [53].
Since Fusarium spp. and Stachybotrys spp. produce similar mycotoxin classes, e.g., tri-
chothecenes [25], it is possible that satratoxin production and sporulation may in both
species be linked via a G-protein signaling pathway.

In line with previous publications, S. chartarum showed a trend to produce more
satratoxin H than satratoxin G. The reason for this is unknown, but the pattern was stable
and detected using different nutrition media [27,38] or other substrates, such as building
materials [39].

A remarkable feature of colonies of S. chartarum grown on PDA-S is their green
halo. This green halo was also described by Samson and Houbraken [33] using PDA
from Difco (BD, Fisher Scientific GmbH) to be a key for discrimination of S. chartarum
and S. chlorohalonata. Our data demonstrate that the appearance of a green halo can
also occur with S. chartarum and is a phenomenon that depends on the type of PDA
used (Figures 1 and 2). This result emphasizes that for studies aimed to distinguish
S. chlorohalonata and S. chartarum, the PDA type is a critical element.

Our ATR-IR data indicate that S. chartarum conidia contain a melanin that was similar
in the different spore preparations obtained in this study. This is the first report on the
melanin of S. chartarum. The black pigment was noted in previous studies, e.g., as a mean
that suppresses the ionization during MALDI-TOF MS measurements [34,54], but it was
only presumed to be a melanin. The spectra detected in this study are very similar to
previously described melanin spectra of other fungi [36,37]. It is, therefore, reasonable to
assume that S. chartarum produces a typical fungal melanin.

Apart from the correlation between sporulation and satratoxin production, we ob-
served another factor that influences the production of satratoxins. A comparison of one-
and three-point cultures revealed that interactions between colonies provide a positive
trigger for sporulation and satratoxin production. This is a strong indication that neigh-
boring colonies of the same strain communicate with each other. Such interactions often
involve volatile compounds, but our experiments largely exclude this possibility. Our data
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rather suggest that the communication involves molecules that are secreted into the agar
or occur by direct physical contact. The fact that these interactions result in an enhanced
mycotoxin production suggests a rather antagonistic character. The colonies seem to be
able to perceive a potential competitor for the available resources and respond with the
production of satratoxins. These mycotoxins are unlikely to harm another genotype S
strain, as in our experimental setting, but they may be able to hamper the growth of other
fungi as previously suggested [55]. If these antagonistic responses are indeed triggered
by competition for the same resources, the question arises of how hyphae differentiate
between hyphae that belong to the same colony and those that belong to a different and
rivaling colony. Further experiments are clearly required to investigate these fascinating
processes in more detail.

Satratoxin production and sporulation seem to be controlled by a combination of
different signals. In general, the effect of the culture medium on sporulation and toxin
production was stronger than the impact of inoculation as a three- versus a one-point
culture. Other factors, like temperature and humidity, are also involved and contribute to
the complicated pattern that determines the production of satratoxins.

Although a previous study showed that spores contain higher concentrations of
satratoxin G than mycelia [56], our study is the first to demonstrate a positive correlation
between sporulation and satratoxin production for S. chartarum. This finding has a direct,
practical impact on the diagnostics of indoor mycological samples. If mold contamination
is detected or presumed, samples are initially screened for spores and mycelia. A positive
result is then followed by an identification of the fungal isolate. For subsequent analytic
assays for satratoxin detection, our data strongly recommend using PDA-V or another
validated PD medium.

4. Conclusions

Culturing S. chartarum genotype S on two PDAs from two different manufacturers
resulted in different growth patterns, levels of sporulation, and satratoxin production.
This has to be considered in future experiments and diagnostic procedures. We provide
evidence for a positive correlation between sporulation and satratoxin production. Reduced
sporulation correlates with reduced cytotoxicity due to low satratoxin production and vice
versa. Due to a lack of genetic tools, this correlation cannot be studied based on the
available genetic information but requires other genetic manipulations. The development
of such tools is a primary task for the future. Sporulation and satratoxin production are
dependent on the nutrition medium and are also influenced by the presence of other
cultures on the agar. The enhanced sporulation in the presence of neighboring colonies
requires communication and the corresponding signals are apparently exchanged via the
aqueous phase and not by volatile compounds. The mechanisms and molecules that are
engaged in this interaction are currently unknown and will be the subject of future studies.

5. Materials and Methods
5.1. Fungal Strains and Culture Conditions

This study analyzed three well-characterized and highly effective satratoxin-producing
strains of S. chartarum genotype S. They comprise two reference strains (ATCC 34916,
IBT 40293) and one field strain (DSM 114129). S. chartarum ATCC 34916 was purchased
from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), and S. chartarum
IBT 40293 was kindly provided by the BioCentrum of the Technical University of Denmark
(DTU, Lyngby, Denmark), and S. chartarum DSM 114,129 was provided by the Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braun-
schweig, Germany).

The fungal strains were long-term preserved in sterile 80% glycerol and maintained
at —80 °C. Working cultures were grown as three-point cultures on potato dextrose agar
(VWR Chemicals, Darmstadt, Germany) for 21 days at 25 °C, ay 0.98 in the dark.
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Although the cultures were checked microscopically for their identity, five single
spore isolates per strain (= five biological replicates) were prepared to ensure that the
used strains were pure and to confirm that they were genotype S strains. For this purpose,
fungal material from the working cultures was used, and the spores were separated on SNA
(Synthetischer Nahrstoffarmer Agar; consisting of 0.2 g/L glucose, 0.2 g/L sucrose, 1.0 g/L
potassium dihydrogen phosphate, 1.0 g/L potassium nitrate, 0.25 g/L magnesium sulfate
anhydrous, 0.5 g/L potassium chloride, 14.0 g/L agar; recipe according to Nirenberg [57])
by spreading them out using an inoculating loop. The SNA plates were incubated for 24 h
at 25 °C, ay, 0.98 in the dark, until the spores germinated. Then, the germinated spores were
localized microscopically, removed using a pipette tip, transferred individually on PDA-V,
and grown for 10 d at 25 °C, a,, 0.98 in the dark. The genotype of the single spore isolates
was confirmed as S. chartarum genotype S using the triplex PCR published previously [5].
Afterward, a spore solution derived from every single spore isolate was generated. The
spore solutions of one strain were pooled for each strain into one culture and grown for
seven days at 25 °C, ay, 0.98 in the dark in a cell culture flask. The spore suspensions for
each strain were prepared from these cultures by adding 10 mL H,O + Tween20 0.01%
and 5 glass beads (5 mm, A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Germany). The cell culture
flasks were shaken vigorously, and the washing solution, including spores, was transferred
to a 15 mL flask. Spores were counted using a Neubauer counting chamber, and spore
suspensions were diluted to 107 spores/mL.

Subsequently, 10 uL spore suspension was applied by three-point or one-point inocula-
tion on the respective medium, and the cultures were grown for 21 days at 25 °C, ay 0.98 in
the dark. The colony areas (cm?) were determined for three colonies of three independent
agar plates (technical replicates) and the average values were calculated.

The nutrition media used for the three-point and one-point cultures were potato
dextrose agar from VWR Chemicals, consisting of 4.0 g/L potato peptone, 20.0 g/L glucose,
and 15.0 g/L agar (according to the manufacturer’s ingredient list), and potato dextrose
agar from Sigma-Aldrich consisting of 4.0 g/L potato infusion, 20.0 g/L glucose, and
15.0 g/L agar (according to the manufacturer’s ingredient list) (St. Louis, MI, USA). For
obvious reasons, harvesting of spores and toxin extraction could not be done from the same
agar plate. Thus, we used a second set of plates for the toxin extraction. The data for both
agar plate sets are shown in Table S2. Both groups were comparable, and no significant
differences were observed between these two plate sets. For the second set of plates, we
used a different batch of the media to rule out batch differences.

Liquid cultures were grown in Erlenmeyer flasks by adding 50 mL potato dextrose
broth (VWR Chemicals) inoculated with 20 pL of the spore suspension of 107 conidia/mL.
Then, the cultures were grown for 21 days in the flask on a laboratory shaker (180 rpm)
(LAUDA, GFL Technology, Lauda-Kénigshofen, Germany). The wet weight was deter-
mined during the extraction process.

All media were adjusted to pH 5.6 and sterilized by autoclaving at 121 °C for 20 min
before use.

5.2. Sample Preparation for Cytotoxicity Assessment and Mycotoxin Analysis

For toxin extraction and purification, each strain was cultured on PDA-V, PDA-S, and
in potato dextrose broth, each in triplicate, as described above. Cultures were stored at
—20 °C until extraction. For toxin extraction, the content of a whole plate was transferred
to a mixing bag (Stomacher® 80 Biomaster Bags, BA6040/STR/DBL strainer double bags,
Seward Limited, Worthing, UK). Then, 50 mL ACN/H;0 (84/16, v/v) were added (ace-
tonitrile 99.9% and water, HiPerSolv CHROMANORM?® for HPLC, VWR International
GmbH, Darmstadt, Germany), and bags were treated for 5 min in a bag mixer (Stomacher®
80 micro Biomaster, Seward Limited, Worthing, UK). Subsequently, sample extracts were
filtered through a paper filter (Whatman™, 595%, 185 mm in diameter, Maidstone, UK).
The wet weight of liquid cultures was determined after the mycelium had been collected
from the filter. For cytotoxicity testing, 10 mL of the filtered extracts were evaporated to
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dryness under a gentle flow of nitrogen at 30 °C (puriVap-6TM, Interchim®, Montlugon,
France). The samples were then sent from the LMU (Munich, Germany) to the Kazimierz
Wielki University (Bydgoszcz, Poland) for testing of the cytotoxicity using a bioassay.

For HPLC measurements, we modified an extraction method described by Hink-
ley and Jarvis [38]. For this purpose, 15 mL of filtered extracts were mixed with 15 mL
hexane (HiPerSolv CHROMANORM® for HPLC, VWR International GmbH, Darmstadt,
Germany) and mixed on a laboratory shaker (5 min, 400 rpm) (LAUDA, GFL Technology,
Lauda-Konigshofen, Germany). Afterward, the extract-hexane mixtures were transferred
to separatory funnels (Lenz Laborglas GmbH & Co. KG, Wertheim, Germany) and allowed
to stand until three phases (hexane, oily, and extract layer) had completely separated from
each other (~30 min). The hexane wash removes oily compounds and improves the purity
of the toxin extracts. Then, 10 mL of the toxin extracts (lowest layer) were transferred
into reaction tubes and evaporated to dryness under a gentle flow of nitrogen at 30 °C
(puriVap-6TM, Interchim®, Montlugon, France). The dry extracts were dissolved in 10 mL
H,0 by shaking them on a laboratory shaker (5 min, 400 rpm) followed by ultrasonication
(30 min) (Ultrasonic Cleaner USC-T, VWR International GmbH, Darmstadt, Germany). The
aqueous toxin extracts were purified using SPE cartridges (Strata™-X 33 yum Polymeric
Reversed-Phase 500 mg/6 mL, Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) as follows: 1. con-
ditioning: 5 mL methanol (ROTIPURAN® >99.9%, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Germany), 2. equilibration: 5 mL H,O (HiPerSolv CHROMANORM® for HPLC, VWR
International GmbH, Darmstadt, Germany), 3. loading: 10 mL aqueous extract, 4. wash-
ing: 10 mL methanol /H,O (30/70, v/v), 5. elution: 10 mL dichloromethane (LiChrosolv®
for liquid chromatography, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The fractions eluted
with dichloromethane were evaporated to dryness and dissolved in 1 mL methanol by
shaking them on a laboratory shaker (5 min, 400 rpm) with subsequent ultrasonication
(30 min). As a final step, the toxin extracts were filtered through a PVDF (polyvinylidene
difluoride) syringe filter (0.20 pm, & 13 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Germany) and transferred to a 1.5-mL glass thread vial with a cap (VWR International
GmbH, Darmstadt, Germany).

5.3. Sample Preparation for Determination of Spore Count

For spore count determination, three agar plates per strain and nutrition medium
(PDA-V or PDA-S) were grown as three-point and one-point cultures (1 = 36), as described
above. Subsequently, 10 mL HyO + Tween26 0.01% and 15 glass beads (5 mm, A. Hartenstein
GmbH, Wiirzburg, Germany) were added to each Petri dish. The plates were sealed well
with a strip of Parafilm M® (Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA) and then shaken
(5 min, 350 rpm) on a laboratory shaker (LAUDA, GFL Technology, Lauda-Konigshofen,
Germany). The washing solution, including spores, was transferred to a 15 mL flask, and
the spores were counted using a Neubauer counting chamber.

5.4. Melanin Extraction and ATR-Infrared Spectroscopy

For melanin extraction, ATCC 34916, IBT 40293, and DSM 114129 were grown on
PDA-V and PDA-S for 21 days at 25 °C, ay 0.98 in the dark. A slightly modified extraction
method developed by Gadd was used [58]. Melanin extracts were prepared by cutting a
10 mm diameter plug from 21-day-old colonies and boiling them in 5 mL distilled water
for 10 min. The extracts were centrifuged (5000« g, 5 min), washed with 5 mL distilled
water, and centrifuged again (10,000 g, 5 min). The supernatant was discarded, 3 mL 1 M
NaOH (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany) was added, and the samples
were autoclaved (20 min, 121 °C). To precipitate the melanin, the alkaline extract was
acidified with concentrated HCIl (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany) to
pH 2. After centrifugation (12,000 x g, 10 min), the precipitate was washed three times with
distilled water and dried under a vacuum at 60 °C (Eppendorf 5301 Concentrator, Hamburg,
Germany). The obtained pellets were sent to CVUA Stuttgart (Germany) for attenuated
total reflection infrared spectroscopy (ATR-IR) measurements. The samples were placed on
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the ATR sample zone (base plate diamond) of a Spectrum Two FT-IR Spectrometer (Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA). Every sample was measured four times in attenuated total
reflection mode from 600 to 4000 cm ™! with the coupled software (NIOS2). After export,
raw data were displayed in Microsoft Excel to obtain the IR spectra (Figure S3).

5.5. Cytotoxicity Assessment

Cytotoxicity was measured by the researchers of the Kazimierz Wielki University in
Bydgoszcz, Poland, by using the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium
salt) test. Cells that were not damaged by a mycotoxin can convert a yellow tetrazolium salt,
MTT, to a violet, water-insoluble formazan. The reaction takes place in the mitochondria of
living cells. The intensity of the color reaction is proportional to the number of intact and
metabolically active cells and can be measured photometrically.

The study was performed using a swine-kidney (SK) cell line. The cells were cul-
tured in MEM (Minimum Essential Medium Eagle; Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA)
supplemented with an antibiotic solution (stock solution: 10,000 units of penicillin and
10 mg of streptomycin per mL in 0.9% NaCl (Sigma-Aldrich)), and 5% fetal calf serum
(Sigma-Aldrich) in a COs-incubator (CB, BINDER GmbH, Tuttlingen, Germany) (5% CO,,
37 °C, 98% humidity). Cells were detached from the bottom of the culture vessel using
0.25% (w/v) trypsin in 0.53 mM EDTA solution and suspended in the culture medium.
Their number was determined using a cell counter (Scepter™ 2.0 Cell Counter, Merck
Millipore, Burlington, MA, USA). Subsequently, 2.0 x 10* cells were seeded per well of a
96-well microtiter plate.

Evaporated toxin extracts were dissolved in 1 mL of a mixture of ethanol/dimethyl
sulfoxide/MEM (1.7/0.3/98 v/v/v) and different concentrations were prepared using a
2-fold serial dilution method. First, 100 uL of the prepared dilutions were applied to the
plate with SK cells and incubated for 48 h at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,.
Then, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) solution (20 uL)
was added, and plates were incubated for another 4 h. Subsequently, the supernatant
was removed, and 100 uL dimethyl sulfoxide (DMSQO) was added to each well. The
formation of formazan was measured by spectrophotometric absorbance using an ELISA
microplate reader (ELISA LEDETECT 96, Biomed Dr. Wieser GmbH, Salzburg, Austria) at
a wavelength of 510 nm (=maximum absorption wavelength of formazan derivatives). The
threshold toxicity level was defined as the lowest concentration of the extract that causes a
decrease in sample absorption to values <50% of cell metabolic activity.

5.6. HPLC Measurement and Method Performance

HPLC analysis of all samples was carried out using a Shimadzu LC-40D linked to a
degassing unit (DGU-403), a column oven (CTO-40S), an autosampler (SIL-40C), and a
photodiode array detector (SPD-M40) (Shimadzu, Duisburg, Germany). The LabSolutions
Lite software (Version 5.99; Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Germany) was used
for data acquisition and analysis.

Chromatography was performed using a Gemini® C18 110 A Reversed-Phase LC
Column (150 x 4.6 mm, 5 pm, Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) attached to a guard
column (SecurityGuard™ cartridge, 4 x 3.0 mm internal diameters (ID), Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany).

The column oven temperature was set to 40 °C, and the maximum operating pressure
was 345 bar. The binary gradient consisting of eluent A (water) and eluent B (acetonitrile)
(both containing 0.1% formic acid) with a flow rate of 0.4 mL/min and a sample injection
volume of 10 pL was applied as follows: 0 min 25% B, 30 min 80% B, 31 min 100% B, 40 min
100% B, 42 min 25% B. The column was equilibrated at starting conditions for 10 min before
each run. HPLC-grade water, acetonitrile, and LC-MS-grade formic acid were purchased
from VWR International GmbH.

Data collection was performed using a Diode Array Detector. Chromatograms were
recorded at 256 nm, and UV /Vis spectra were saved from 200 to 400 nm (Figure S5).
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Satratoxin G (SG) and Satratoxin H (SH) standards were purchased from Cayman
Chemical (Ann Arbor, MN, USA), and a five-point matrix-matched calibration was per-
formed separately for every nutrition medium tested by preparing five standard matrix solu-
tions (containing 2, 10, 50, 75, or 100 pg/mL). The retention time of SG was 20.8 £ 0.14 min
and that of SH was 21.8 & 0.15 min.

To determine matrix suppression effects, solvent calibration and matrix calibration
were done. The matrix effect of PDA-VWR was 1.3% for SG and 6.2% for SH. For PDA-
Sigma, it was slightly higher with 3.9% for SG and 8.6% for SH. The highest matrix sup-
pression effect was recorded for potato dextrose broth (12.6% for SG and 21.0% for SH).

The method’s precision was defined by measuring three different concentrations (2,
50, and 100 pg/mL) multiple times (1 = 15) and comparing the results with the target value.
The obtained precision was between 0.4% and 3.8% for SG and 0.3% and 9.2% for SH.

The recovery rate of the extraction method was determined, and the limit of detection
(LOD) and limit of quantification (LOQ) were defined. A signal-to-noise ratio (S5/N) of
>3 was determined for LODs and a signal-to-noise ratio (S/N) of >10 for the limit of
quantification (LOQ). The determined limit of detection for SG was 1.9 ug/agar plate and
for SH 10.0 ug/agar plate.

5.7. Statistical Analysis

The software OriginPro 2021b (64-bit) SR2 (Version 9.8.5.212) was used for statistical
analysis. The correlation between the spore count and the measured concentrations of 5G +
SH was assessed using the Pearson correlation coefficient.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ toxins14080515/s1, Figure S1: Microscopy (light microscopy,
200x, lactophenol blue staining) of 5. chartarum genotype S strain ATCC 34916 as three-point (a and
b) and one-point (¢ and d) culture shows the significantly reduced spore production on PDA-S (b and
d) and thinner mycelium compared to the high rate of sporulation with well-grown mycelium on
PDA-V (a and ¢). Figure 52: Spore count per cm? of . chartarum genotype S strains (ATCC 34916,
IBT 40293, and DSM 114129) on PDA-V (gray box plots) and PDA-S (red box plots) harvested from
the nutrition media shown in Figure 1 (a: three-point cultures, b: one-point cultures). Figure 53:
ATR-IR spectra of melanin extracted from S. chartarum genotype S strains (ATCC 34916: dark blue
and orange, IBT 40293: gray and yellow, DSM 114129: light blue and green) grown on PDA-V and
PDA-S (raw data can be found in Table S1). Figure 54: The chemical structures of the macrocyclic
trichothecenes satratoxin G (a) and satratoxin H (b) produced by S. chartarum genotype S strains
(Ulrich 2016). Figure S5: The HPLC chromatograms recorded at 256 nm of satratoxin G (SG) with a
retention time (RT) of 20.73 min and satratoxin H (SH) with an RT of 21.62 min diluted in methanol
(standard solution) at a concentration of 10.0 ng/mL (1a) with the corresponding UV spectra for
SG (1b) and SH (1c) and the detected satratoxin G (15.6 ug/mL, RT: 20.60 min) and satratoxin H
(22.9 ug/mL, RT: 21.60 min) in a toxin extract of S. chartarum genotype S strain ATCC 34916 grown
on PDA-V as a three-point culture (2a) with the corresponding UV spectra for SG (2b) and SH (2c).
Table S1: Raw data of the ATR-IR spectra of melanin extracted from S. chartarum genotype S strains
(ATCC 34916: dark blue and orange, IBT 40293: gray and yellow, DSM 114129: light blue and green)
grown on PDA-V and PDA-S. Table 52: Parameters describing colonies of ATCC 34916, IBT 40293,
and DSM 114129 on PDA-V and PDA-S were used to determine the spore count after 21 days of
growth (3-point cultures and 1-point cultures).
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ABSTRACT Stachybotrys chartarum (Hypocreales, Ascomycota) is a toxigenic fungus that
is frequently isolated from water-damaged buildings or improperly stored feed. The sec-
ondary metabolites formed by this mold have been associated with health problems in
humans and animals. Several authors have studied the influence of environmental condi-
tions on the production of mycotoxins, but these studies focused on undefined or com-
plex substrates, such as building materials and media that impeded investigations of the
influence of specific nutrients. In this study, a chemically defined cultivation medium was
used to investigate the impact of several nitrogen and carbon sources on growth of
S. chartarum and its production of macrocyclic trichothecenes (MTs) and stachybotrylac-
tam (STLAC). Increasing concentrations of sodium nitrate were found to positively affect
mycelial growth, the level of sporulation, and MT production, while ammonium nitrate
and ammonium chloride had an inhibitory effect. Potato starch was the superior and
most reliable carbon source tested. Additionally, we observed that the level of sporulation
was correlated with the production of MTs but not with that of STLAC. In this study, we
provide a chemically well-defined cultivation medium suitable for standardized in vitro
testing of the capacity of S. chartarum isolates to produce macrocyclic trichothecenes.

IMPORTANCE Macrocyclic trichothecenes (MTs) are highly toxic secondary metabo-

lites that are produced by certain Stachybotrys chartarum strains, which consequently

pose a risk for animals and humans. To identify hazardous, toxin-producing strains

by analytical means, it is important to grow them under conditions that support MT

production. Nutrients determine growth and development and thus the synthesis of

secondary metabolites. Complex rich media are commonly used for diagnostics, but

batch differences of supplements pose a risk for inconsistent data. We have estab-

lished a chemically defined medium for S. chartarum and used it to analyze the

impact of nitrogen and carbon sources. A key finding is that nitrate stimulates MT

production, whereas ammonium suppresses it. Defining nutrients that support MT

production will enable a more reliable identification of hazardous S. chartarum iso- Editor Irina S. Druzhinina, Royal Botanic
lates. The new medium will also be instrumental in analyzing the biosynthetic path- Gardens

ways and regulatory mechanisms that control mycotoxin production in S. chartarum. g;::g?::fjgig:gﬁgﬁg deisgzml:f;ms
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tachybotrys chartarum (Hypocreales, Ascomycota) is one of the most frequently iso- Hestved

lated species of the genus Stachybotrys (1). This filamentous fungus occurs ubiqui- Accepted 21 May 2023
tously in the environment and is commonly found in water-damaged buildings and
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construction materials (e.g., wallpaper and gypsum) as well as on dead plant material
(e.g., straw and hay), culinary herbs, and marine sponges (2-7). 5. chartarum is capable
of producing a large variety of structurally diverse secondary metabolites, including tri-
chothecenes, atranones, phenylspirodrimanes, and others (8). The species S. chartarum
can be subdivided into (i) two distinct chemotypes based on their ability to produce ei-
ther atranones (chemotype A) or macrocyclic trichothecenes (MTs; chemotype S) (9) or
(ii) three genotypes A, S, and H according to the presence or absence of genes that are
presumed to encode relevant enzymes for the biosynthesis of these mycotoxins (atr1-
14 and sat1-21) (10).

S. chartarum strains have been implicated in several types of intoxications (11-17). In
animals, especially horses, stachybotryotoxicosis can occur after oral ingestion or inhalation
of mycotoxins from improperly stored moldy feed or, more rarely, after cutaneous contact
(18-20). Humans, in particular infants, are primarily at risk in water-damaged, mold-loaded
buildings (14, 21, 22). 5. chartarum can provoke symptoms related to the sick-building syn-
drome complex and is the suspected cause of pulmonary hemorrhage in infants after the
uptake of airborne toxins (11, 15, 17). In addition, cases of stachybotryotoxicosis have been
reported for farm workers who have handled Stachybotrys-contaminated straw or hay and
in regions where hay or straw was used as bedding material (23, 24).

Trichothecenes structurally comprise four main groups: the trichothecenes types A,
B, and C as well as D, which comprises the MTs (25-27). MTs represent the most toxic
trichothecene group and include roridins, verrucarins, and satratoxins. S. chartarum ge-
notype S strains are potent producers of roridin E (RE) and roridin L-2 (RL-2), satratoxins
G, H, and F (SG, SH, and SF, respectively), and verrucarin J (VJ) (26, 28-30). MTs possess
a marked cyto- and neurotoxic potential for mammals by blocking protein, DNA, and
RNA biosynthesis (31-33) and induction of apoptosis (34, 35). However, MTs do not
only possess a hazardous potential for humans and animals and are also reported to
have a selective cytotoxic impact on certain human cancer cell lines, and Yang et al.
emphasized the importance of SF (36). An inhibitory effect on tumor-related tyrosine
kinases was described and attributed to RE, SG, and SH (7).

Phenylspirodrimanes (PSDs; e.g., stachybotrylactam [STLAC]) represent the largest
and most abundant class of secondary metabolites produced by Stachybotrys species
(37, 38). Despite this, their role in human and animal health is still unclear, but they are
presumed to possess an immunaosuppressive activity through inhibition of the comple-
ment system (39, 40).

Fungi use elaborate pathways that involve many different enzymes to produce myco-
toxins and other secondary metabolites. The corresponding genes are commonly clustered,
and their expression is highly variable and regulated by a variety of factors. To identify iso-
lates that produce hazardous mycotoxins, it is of prime importance to use media that allow
a robust and reliable production of these molecules. Factors known to influence mycotoxin
biosynthesis are the time of growth, temperature, humidity, and nutrients (38, 41, 42).
Regarding the impact of nutrients, the available nitrogen and carbon sources play a major
role in these processes. This is not surprising considering the fact that nitrogen and carbon
are essentially required for proteins, nucleic acids, and other cell substances. Their constant
supply is therefore a prerequisite for fungal growth, including the production of secondary
metabolites (43, 44).

The production of alternariol and alternariol monomethyl ether in Alternaria alternata
(Pleosporales, Ascomycota) and of ochratoxin A (OTA) in Aspergillus species (Eurotiales,
Ascomycota) clearly depends on the available nitrogen and carbon sources (45-47). For
the latter, increased OTA production is triggered by lower levels of nitrogen and higher
carbon concentrations (46). In Fusarium proliferatum (Hypocreales, Ascomycota), stress by
nitrogen starvation induces the expression of genes for the biosynthesis of fumonisins
(48), whereas high concentrations of nitrogen repress fumonisin production (49).

Despite their medical relevance, little is known about the factors that control the
production of the mycotoxins in S. chartarum. Time of growth, humidity, and tempera-
ture have been investigated for their impact on growth and mycotoxin production in
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S. chartarum (38, 41, 50). Moreover, different building materials and certain commer-
cially available media have been tested (51-54). Materials and media that are rich in
cellulose and low in nitrogen as well as potato dextrose agar (PDA) were described to
stimulate the production of mycotoxins (4, 54-56). Jarvis et al. (56) described that opti-
mum mycotoxin production for the generation of higher quantities of satratoxins can
be achieved with parboiled Ben’s Original rice as a solid culture medium. However,
PDA and rice contain complex components, which makes it difficult to identify factors
that influence mycotoxin production. Another drawback of PDA is that its complex com-
ponents can vary, and this can have a dramatic impact on the amounts of mycotoxins that
are produced (57). In other fungi, defined media have been established, such as Aspergillus
minimal medium (AMM) (58), in which all ingredients are known and can be replaced or
varied in concentration. For S. chartarum, such a medium so far is unknown, which compli-
cates investigations of metabolic and biosynthetic processes.

The aim of this study was to investigate the impact of several nitrogen and carbon
sources on mycelial growth and mycotoxin production of three genotype S strains of
S. chartarum. AMM was identified as a suitable and well-defined nutrition medium, a
finding that will facilitate a standardization of mycotoxin research in S. chartarum and
will also be helpful in the analysis of the biosynthetic and metabolic pathways as well
as the regulatory genes that control mycotoxin production in S. chartarum. Three nitro-
gen sources were tested in different concentrations and in combination with six car-
bon sources.

RESULTS

The starting point of this study was the observation that the cultivation of S. charta-
rum in AMM results in strongly sporulating and extensively growing colonies compara-
ble to PDA. This finding enabled us to analyze various carbon and nitrogen (N) sources
for their impact on the toxin-forming capacity of S. chartarum. We included three
S. chartarum strains in this study that are known for their effective production of mac-
rocyclic trichothecenes (MTs) and stachybotrylactam (STLAC) (6, 9, 38, 54). Since our
previously published data demonstrated that satratoxin production is tightly linked
to sporulation (57), this work considered the size of the resulting colonies and their
level of sporulation. The selected strains come from three substrates, namely, oats
(ATCC 34916), building material from an apartment in Oakland (IBT 40293), and ore-
gano (DSM 114129).

Influence of various nitrogen sources on fungal growth and sporulation. The
influences of the nitrogen sources sodium nitrate (NaNO,), ammonium nitrate
(NH,NO,), and ammonium chloride (NH,Cl) were analyzed at different concentrations
that corresponded to 0, 1, 5, 10, 25, 50, 250, and 500 mg N/L. Nitrate (NO,~) and am-
monium (NH,") are the major inorganic nitrogen sources present in the environment
and are assimilated by distinct mechanisms. We have therefore analyzed their impact
either as sole nitrogen sources (NaNO,, NH,CI) or as a combination of both sources
(NH,NO;). All samples in these initial experiments contained 10 g/L glucose as the sole
carbon source.

The visually evaluable parameters were similar for all three strains; representative
results obtained with strain ATCC 34916 are shown in Fig. 1. The colonies formed by
IBT 40293 and DSM 114129 are presented in Fig. S1 in the supplemental material, and
data on the colony areas of all three strains are summarized in Table S1.

The different nitrogen sources and their concentrations (normalized as mg N/L) had
a striking impact on the size, morphology, and sporulation of the colonies. Large but
flat and hardly sporulating colonies were found on plates containing small amounts of
nitrogen (1 and 5 mg N/L) regardless of the chemical nature of the nitrogen source. A
very similar growth phenotype was observed for plates without a nitrogen source,
which suggests that a scarcity of nitrogen triggered an extensive spreading with
hyphae that explored the environment for substrates richer in nitrogen. A comparison
of the plates containing =10 mg N/L identified NaNO; as the preferable nitrogen
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Stachybotrys chartarum - ATCC 34916
0mg/L N

1mg/L N

5mg/L N

10 mg/L N

25 mg/L N

50 mg/L N

250 mg/L N

500 mg/L N

FIG 1 Colonies of S. chartarum genotype S strain ATCC 34916 were grown as three-point cultures on
AMM containing glucose (10 g/L) as the sole carbon source. The different panels show cultures
without nitrogen addition (a) or supplemented with NaNO, (b1 to b7), NH,NO, (c1 to c7), or NH,Cl
(d1 to d7) at the following nitrogen concentrations: 1 mg/L (b1/c1/d1), 5 mg/L (b2/c2/d2), 10 mg/L
(b3/c3/d3), 25 mg/L (b4/c4/d4), 50 mg/L (b5/c5/d5), 250 mg/L (b6/c6/d6), and 500 mg/L (b7/c7/d7).
Each image is representative of three parallel cultures per condition.

source. Smaller but dense, very dark, and therefore strongly sporulating colonies were
found on plates containing 25 and 50 mg N/L. At higher concentrations (250 and
500 mg N/L), the colonies grown on NaNO, were also substantially larger than the col-
onies grown on the lower nitrogen concentrations and resulted in large, dense, and
well-sporulating colonies. NH,Cl was surprisingly a much poorer nitrogen source than
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NaNO;. Compared to the lower concentrations, 10 mg N/L NH,Cl triggered the formation
of smaller colonies with a small, dark zone in the center that indicates the onset of sporu-
lation. Remarkably, this positive trend was reversed on plates containing higher NH,CI
concentrations (25 to 500 mg N/L), where small, nonsporulating colonies occurred. The
colonies on plates containing NH,NO, were, at most concentrations, similar to those on
plates supplemented with NH,Cl. The only exception was at 25 mg N/L, when colonies
on plates with NH,NO; had a more intermediate phenotype. These data indicate that
sporulation was effectively prevented if NH,™ was present in concentrations correspond-
ing to 25 mg N/L or more, regardless of whether NO,~ was present or not. In conclusion,
these results demonstrate that NaNO, is a superior nitrogen source for 5. chartarum and
that NH," was able to override the positive impact of NO,~ on growth and sporulation
but only if it was present at concentrations above 25 mg N/L.

Influence of different carbon sources on fungal growth and sporulation. In the
next step, we investigated the impact of different carbon sources, namely, glucose, fruc-
tose, maltose, potato starch, wheat starch, and cellulose in combination with nitrogen
sources NaNO,, NH,NO,, and NH,Cl. As carbon sources, we selected mono-, di-, and poly-
saccharides that are commonly used in culture media or that were described to enable ef-
ficient growth of S. chartarum. The aim was to determine whether the chemical structure
of the carbon source has an influence on growth and sporulation, as the assimilation of
polysaccharides is an elaborate process that requires different enzymatic systems to de-
grade a polymer and to take up monomeric sugars. Because the results obtained in the
analysis of nitrogen impact and described above were similar for all three strains tested,
the first set of these experiments was performed only with strain ATCC 34916 (Fig. 2).

The most significant observation for all carbon sources tested was the consistently
positive effect of NaNO; on mycelial growth and sporulation and the comparatively
negative effect of NH,NO, and NH,Cl, results that resemble those obtained with glu-
cose as the sole carbon source. It was noticeable that sporulation was completely pre-
vented by NH,Cl concentrations of =25 mg N/L and an NH,NO; concentration of
250 mg N/L, which underlines the dominant-negative effect of NH," when combined
with NO,~. With respect to the size of the colonies, those formed with NH,NO; and
NH,Cl at 250 mg N/L were, on average, 88.1 * 7.5% smaller than those formed with
NaNO; (P < 0.05) (Table 52). The only carbon source that led to a distinct colony phe-
notype was cellulose. These colonies spread extensively (regardless of the nitrogen
source and its concentration), and on plates with NaNO; (25 + 250 mg N/L) and
NH,NO; (25 mg N/L), the mycelium covered the whole surface of the plates.

One aspect was common to all cultures: only NaNO, led to consistent and strong
sporulation (Fig. 2). Thus, the inhibitory effect of NH,* and the beneficial effect of
NO,~ ions were equally pronounced for all carbon sources tested.

In further experiments, we compared the influence of the different carbon sources
on all three genotype S strains. In this experiment, we used NaNQ, as the sole nitrogen
source at a concentration of 250 mg N/L, a condition that enabled strong growth and
sporulation in the initial experiments with ATCC 34916.

Comparison of the different cultures revealed that not only the nitrogen source but
also the carbon source (each normalized to 4 g C/L) had a striking impact on the size,
morphology, and sporulation of the resulting colonies (Fig. 3; Table 52). Cellulose was
again the only carbon source that led to a distinct phenotype. The fungal colonies
spread extensively, and their flat and weakly sporulating mycelium covered the com-
plete available surface of the plates (60.8 + 0.0 cm?), indicating that the size of these
colonies was clearly limited by the dimension of the plate. A very similar growth phe-
notype had been observed for plates with a low supply of nitrogen, suggesting that
both a scarcity of nitrogen and carbon causes a hunger phenotype that was character-
ized by extensive hyphal spreading and colonies of low density.

Potato and wheat starch, the other two complex carbon sources, had a different
effect than cellulose. Colonies grown on starch-containing medium were large, and
their dark appearance indicated an extensive level of sporulation.
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Stachybotrys chartarum - ATCC 34916

1 Fructose 2 Maltose
NHiNO3 NHaCl NaNO3 NH4NO3 NHaCl

FIG 2 Colonies of S. chartarum genotype S strain ATCC 34916 were grown as three-point cultures on AMM
containing fructose (1), maltose (2), potato starch (3), wheat starch (4), or cellulose (5) as the sole carbon source
(with concentrations that were normalized to 4 g (/L) and combined with the nitrogen sources NaNO; (1a1 to 5al
and 1a2 to 5a2), NH,NO,; (1b1 to 5b1 and 1b2 to 5b2), or NH,Cl (11 to 5¢1 and 1¢2 to 5¢2), each at two
concentrations (25 and 250 mg N/L). Each image is representative of three parallel cultures per condition.

Differences between the three strains analyzed became evident on plates containing
the mono- and disaccharides glucose, fructose, and maltose. Strain ATCC 34916 grew and
sporulated best on these plates, strain IBT 40293 showed intermediate growth, and strain
DSM 114129 showed the weakest growth. For the two latter strains, sporulation was best
on glucose, and the growth of DSM 114129 was particular impaired on fructose and malt-
ose, resulting in small colonies with very little visible sporulation. Thus, compared with
starch, the tested mono- and disaccharides were clearly inferior carbon sources, and this
was particular obvious for IBT 40293 and DSM 114129,

Production of macrocyclic trichothecenes. To evaluate the effect of different
nitrogen and carbon sources on MT production, toxins were extracted from selected
cultures and purified and analyzed by liquid chromatography-tandem mass spectrom-
etry (LC-MS/MS). We considered three ways to normalize the data: amount of myco-
toxin per plate, amount of mycotoxin per cm? of colony area, or amount of mycotoxin
per gram of mycelium. The latter appeared to be the best option. On the one hand, it
turned out that it was technically impossible to harvest all fungal material from the
plates. On the other hand, we realized that mycotoxins diffuse into the medium and
that the analysis of pure fungal material would therefore not reflect the total amount
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Stachybotrys chartarum
1 ATCC 34916
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FIG 3 Colonies of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916 (1), IBT 40293 (2), and DSM 114129 (3) were
grown as three-point cultures on AMM containing glucose (1a to 3a), fructose (1b to 3b), maltose (1c¢ to 3c),
potato starch (1d to 3d), wheat starch (le to 3e), or cellulose (1f to 3f) as the carbon source (with
concentrations that were normalized to 4 g C/L) and NaNO, as the nitrogen source (250 mg N/L). Each image
is representative of three parallel cultures per condition.

of mycotoxins produced. The presentation as amount of mycotoxin per plate had the
limitation that different culture conditions led to colonies of variable size, which had a
strong impact on the calculated values. To avoid this limitation, we also calculated the
MT concentrations per cm? of colony area.

(i) Influence of various nitrogen sources on the production of macrocyclic tri-
chothecenes. The impact of NaNO,, NH,NO;, and NH,Cl on the production of MTs was
investigated using cultures of the three genotype S strains grown on plates containing
1, 25, or 250 mg N/L and 10 g glucose/L (Fig. 1; Fig. S1). After acetonitrile/water (ACN/
H,0) extraction (84/16 [vol/vol]), the purified toxin extracts were analyzed by LC-MS/
MS for their content of roridin E (RE), roridin L-2 (RL-2), verrucarin J (VJ), verrucarin A
(VA), satratoxin G (SG), satratoxin H (SH), and satratoxin F (SF).

As shown in Table S3, an increase in NaNO, concentrations had a positive effect on the
total amount of MTs per agar plate (ng/agar plate). This effect was observed for all three
strains tested. In the case of ATCC 34916, the cultures that were grown with a nitrogen
concentration of 25 mg N/L produced approximately seven times more MTs than those
grown with 1 mg N/L. In turn, the cultures grown on medium containing 250 mg N/L pro-
duced approximately 1.8 times more MTs than those grown with 25 mg N/L.

For NH,NO;, increasing the concentration from 1 mg N/L to 25 mg N/L also resulted in
increasing MT concentrations per plate for all three strains (e.g., approximately 4-fold for
ATCC 34916), but a further increase to 250 mg N/L abrogated MT production (values below
the limit of detection [LOD]). When NH,Cl was used as the sole nitrogen source, MTs were
only detectable at low concentrations and only in cultures grown with 1 mg N/L.

Strikingly, the large colonies found on plates containing 1 mg N/L produced only
small amounts of MTs per plate, demonstrating that MT production was not propor-
tional to the colony size but rather to the level of sporulation.

Taken together, for all three strains, NaNO, was the superior nitrogen source to trigger
MT production, and the highest toxin concentrations per plate were produced when
NaNO, was added at the highest concentration tested. Growth on NH,Cl-containing plates
led to very low or even undetectable levels of MT production, in particular in cultures con-
taining 25 and 250 mg N/L. For NH4NO;, concentrations of up to 25 mg N/L stimulated MT
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FIG 4 Accumulated concentrations of the macrocyclic trichothecenes roridin E, roridin L-2, verrucarin J, satratoxin G,
satratoxin H, and satratoxin F measured for cultures of 5. chartarum genotype S strains ATCC 34916, IBT 40293, and DSM
114129 grown on AMM supplemented with NaNO,, NH,NO,, or NH,Cl as the nitrogen source at concentrations of 1, 25, or
250 mg N/L. In this figure, the concentrations are normalized to the area of the respective colonies (ng/cm?). For
representative images of these corresponding cultures, compare Fig. 1 and Fig. S1 in the supplemental material.

production, but it was strongly repressed and below the LOD at 250 mg N/L. In conclusion,
the impact of the three different nitrogen sources on MT production was very similar to
that on growth and especially on sporulation, or, in other words, large and in particular
strongly sporulating colonies formed the largest amounts of MTs per agar plate.

When calculated as MT production per cm? of colony area, the results again revealed
similarities between the three strains: NaNO; was the superior nitrogen source and NH,Cl
was the inferior nitrogen source to trigger MT production. NH,NO; stimulated toxin pro-
duction at low concentrations but also abrogated toxin production at high concentrations
(1 and 25 versus 250 mg N/L) (Fig. 4).

The large colonies of ATCC 34916 on plates containing 250 mg N/L produced signifi-
cantly lower levels of MTs per cm? of colony area than the smaller colonies grown with 25
mg N/L (P < 0.05). This is different to the results calculated per plate, but in both experi-
ments, the amounts of MTs correlated well with the respective level of sporulation.

In the following, we also considered every single MT that was investigated. The LC-
MS/MS analysis revealed that the overall pattern of MTs was comparable for the three
strains and differed only in their individual concentrations, a finding that is in line with
previous studies (54). Each strain produced RL-2, RE, VJ, SG, SH, and SF. In all samples,
RL-2 was the most abundant MT, and its highest concentrations were obtained with
NaNOQ; (Table S3). RE, SG, and SH were produced in lower concentrations, whereby
more SH was produced than SG (79%). We also screened the samples for VJ and SF,
but the respective values were the lowest of all MTs analyzed. VA was not detectable
in any of the samples, which is in line with previous studies (54, 59). The data for the
production of individual MTs largely mirrored all trends described above for accumu-
lated MT production, a positive impact of NaNO, and a negative, or even inhibitory,
effect of NH,NO, and NH,Cl, especially at higher concentrations (Fig. 5).

(i) Influence of different carbon sources on the production of macrocyclic tri-
chothecenes. We also analyzed the potential impact of different carbon sources in combi-
nation with NaNO;, NH,NO;, or NH,Cl on MT production. If the results obtained with strain
ATCC 34916 are calculated as accumulated MT production per plate (Table S4), all cultures
reproduced the above-described trends observed with glucose; NaNO; stimulated and
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FIG 5 Concentrations of the macrocyclic trichothecenes roridin E, roridin L-2, verrucarin J, satratoxin G, satratoxin H, and
satratoxin F measured for cultures of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916 (red columns), IBT 40293 (green columns),
and DSM 114129 (blue columns) grown on AMM supplemented with NaNO,, NH,NO,, or NH,Cl at concentrations of 1, 25, or
250 mg N/L. The concentration values are normalized to the area of the respective colonies (ng/cm?).

NH," repressed MT production, especially at higher concentrations. Again, large and
strongly sporulating colonies formed the largest amounts of MTs. Because the positive
effect of NaNO, and the negative effect of NH,* on MT production were equally pro-
nounced for all carbon sources tested, combinatorial effects could be excluded, a result
that resembled that obtained for mycelial growth and sporulation. The MT concentrations
in the individual cultures were nevertheless dependent on the available carbon source,
reaching the highest levels with potato starch (369.7 = 17.6 ug/agar plate) and the lowest
levels with fructose (73.9 = 12.1 ug/agar plate).

If MTs were calculated in ng per cm? of colony area (Fig. 6), the data revealed a cor-
relation between sporulation and MT production. Larger colonies grown on medium
containing fructose, maltose, or wheat starch and a higher NaNO, concentration (250
mg N/L) resulted in a high yield of MTs per plate, but the toxin amounts per cm? were
higher for the smaller, darker, and more densely sporulating colonies grown with lower
concentrations of NaNO; (25 mg N/L).
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FIG 6 Accumulated concentrations of the macrocyclic trichothecenes roridin E, roridin L-2, verrucarin J,
satratoxin G, satratoxin H, and satratoxin F measured for cultures of S. chartarum genotype S strain ATCC
34916 grown on AMM containing glucose, fructose, maltose, potato starch, wheat starch, or cellulose as the
sole carbon source (with concentrations that were normalized to 4 g C/L) and combined with the nitrogen
sources NaNO;, NH,NO;, or NH,Cl (either 25 or 250 mg N/L). The MT concentrations are normalized to the
area of the respective colonies (ng/cm?). For representative images of these corresponding cultures, compare
Fig. 1 and 2.

The highest levels of MTs per cm? of colony area were reached with glucose (20.3 =
7.4 pg/cm?) and fructose (10.1 = 0.2 pwg/cm?) in combination with the lower NaNO,
concentration and potato starch (9.1 * 0.5 ng/cm?) combined with the higher NaNO,
concentration. The lowest levels of MT production were found for colonies grown with
cellulose (1.7 = 0.2 pg/cm?).

At the level of individual MT characterization, again NaNO; was superior to NH,* as
the nitrogen source, particularly when present at higher concentrations (Table S4).
Strain ATCC 34916 produced RL-2, RE, VJ, SG, SH, and SF but no VA. RL-2 was the most
abundant, and VJ and SF were the MTs produced at the lowest amounts.

Effects of the different carbon sources on all three genotype S strains were com-
pared using the cultures shown in Fig. 3. Here, NaNO, was used as the sole nitrogen
source at a concentration of 250 mg N/L, a condition that led to strong sporulation in
the initial experiments with ATCC 34916.
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Stachybotrys chartarum - genotype S strains
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FIG 7 Accumulated concentrations of the macrocyclic trichothecenes roridin E, roridin L-2, verrucarin J, satratoxin G,
satratoxin H, and satratoxin F measured for cultures of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916, IBT 40293, and DSM
114129 grown on AMM containing glucose, fructose, maltose, potato starch, wheat starch, or cellulose as the carbon source
(with concentrations that were normalized to 4 g C/L) and NaNO, as the nitrogen source (with 250 mg N/L). The data are
normalized to the area of the respective colonies (ng/cm?). For representative images of these corresponding cultures,
compare with Fig. 3.

Comparison of the total amounts of MTs produced per plate (Table 54) demon-
strated that the cultures grown with potato starch produced the highest levels of
MTs. The highest concentration was measured for IBT 40293, which was significantly
higher (P < 0.05; 632.6 = 32.9 ug/agar plate) than those produced by ATCC 34916
and DSM 114129. The colonies grown on plates containing wheat starch or cellulose
produced generally lower levels of MTs.

The MT concentrations measured for colonies grown on plates containing the
mono- and disaccharides glucose, fructose, and maltose revealed differences between
the three strains. ATCC 34916 produced higher levels of MTs per plate, strain IBT 40293
showed an intermediate phenotype, and strain DSM 114129 showed the weakest level
of MT production. The two latter strains formed substantial MT levels only on glucose.
The lowest levels of MT production for ATCC 34916 and DSM 114129 were reached
with fructose (73.9 = 12.1 and 3.8 * 0.4 ng/agar plate), while the lowest levels of MT
production for IBT 40293 were reached with maltose (18.2 = 9.5 ng/agar plate).

The tested mono- and disaccharides were clearly the inferior carbon sources and
stimulated lower MT production than starch and cellulose, which was particularly
obvious for IBT 40293 and DSM 114129.

MT production calculated as total amount of MTs per cm? of colony area (Fig. 7)
revealed some differences between the six carbon sources: colonies grown on potato
starch produced relatively high amounts of MTs (ATCC 34916: 9.1 = 0.5 ug/cm? IBT 40293:
108 £ 0.6 wg/cm? DSM 114129: 12.0 = 04 pg/cm?), and colonies grown on cellulose
produced comparatively lower amounts (ATCC 34916: 1.8 = 0.5 wg/cm? IBT 40293:
23 * 04 pg/cm?; DSM 114129: 1.2 £ 0.3 pg/cm?). These results resembled those obtained
for colony growth and sporulation, as all three strains formed very dark and densely sporu-
lating colonies when grown on potato starch but flat, weakly sporulating and flimsy colo-
nies on cellulose.
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FIG 8 Stachybotrylactam concentrations measured for cultures of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916, IBT 40293, and DSM
114129 grown on AMM supplemented with NaNO,, NH,NO,, or NH,Cl as the nitrogen source at concentrations of 1, 25, or 250 mg
N/L. The data are normalized to the area of the respective colonies (ng/cm?). For representative images of these corresponding

cultures, compare Fig. 1 and Fig. S1 in the supplemental material.

In conclusion, considering the data for growth, sporulation, and MT production (cal-
culated as either ng of MTs per plate or ng of MTs per cm?), potato starch was clearly
the superior and most reliable carbon source for all three strains tested. Growth on
potato starch resulted in large colonies with dense mycelium and high levels of sporu-
lation and MT production.

Production of stachybotrylactam. To evaluate the effect of the different nitrogen
and carbon sources on STLAC production, the same cultures already analyzed for MT
production were also screened for STLAC production.

(i) Influence of various nitrogen sources on the production of stachybotrylactam.
The impact of NaNO,, NH,NO,, and NH,Cl on the production of STLAC was investigated
using cultures of the three genotype S strains grown on plates containing 1, 25, or
250 mg N/L and 10 g glucose/L (Fig. 1; Fig. 51). After toxin extraction, the purified sam-
ples were analyzed by LC-MS/MS, and their STLAC content was determined.

As shown in Fig. 8 and Table S5, increasing NaNO, concentrations had a positive
effect on STLAC production in all three strains, but NaNO, was a comparatively inferior
nitrogen source to trigger STLAC production, and significantly smaller amounts of
STLAC (P < 0.05) were produced than observed when NH,NO; and NH,C| were the
nitrogen sources, a pattern that was clearly different than that obtained for MT produc-
tion (Fig. 4). The impacts of NH,NO, and NH,Cl were very similar, and both nitrogen
sources supported a strong production of STLAC. DSM 114129 was the best STLAC pro-
ducer, while ATCC 34916 was the weakest. We observed no positive correlation
between sporulation and STLAC production, since nonsporulating colonies also pro-
duced large amounts of STLAC.

(ii) Influence of different carbon sources on the production of stachybotrylactam.
To determine a potential impact of different carbon sources on STLAC production, we
also tested the cultures of strain ATCC 34916 shown in Fig. 2.

The observation that NaNO; was the inferior nitrogen source for STLAC produc-
tion compared to NH,NO, and NH,Cl could not be confirmed in this data set, but for
ATCC 34916, this effect was also not particularly pronounced on the glucose-containing
plates, For ATCC 34916, the impact of all nitrogen sources was similar in that all these
sources supported stronger STLAC production at higher concentrations (Fig. 9; Table S6).
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FIG 9 Stachybotrylactam concentrations measured for cultures of S. chartarum genotype S strain ATCC 34916
grown on AMM containing glucose, fructose, maltose, potato starch, wheat starch, or cellulose as the sole carbon
source (with concentrations that were normalized to 4 g C/L) and combined with the nitrogen sources NaNOQ,,
NH,NO,, or NH,Cl (either 25 or 250 mg N/L). The data are normalized to the area of the respective colonies (ng/
cm?). For representative images of these corresponding cultures, compare Fig. 1 and 2.

Comparison of the six different carbon sources revealed that, overall, STLAC pro-
duction was more affected by the carbon source than by the nitrogen source. The
mono- and disaccharides led to better STLAC production than the two types of
starch and cellulose, and no correlation was evident between STLAC production
and colony size or the level of sporulation. Again, these patterns are contrary to
those observed for MT production.

In further experiments, we compared the influence of the different carbon sour-
ces on all three genotype S strains. In this experiment, NaNO, was used as the sole
nitrogen source at a concentration of 250 mg N/L. The corresponding cultures are
shown in Fig. 3.

For STLAC production in all three strains (Fig. 10; Table S6), the mono- and disaccha-
rides yielded larger amounts than the two types of starch and in particular cellulose
that nearly abolished STLAC production.
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FIG 10 Stachybotrylactam concentrations measured for cultures of S. chartarum genotype S strains ATCC 34916, IBT 40293, and DSM
114129 grown on AMM containing glucose, fructose, maltose, potato starch, wheat starch, or cellulose as the carbon source (with
concentrations that were normalized to 4 g C/L) and NaNO, as the nitrogen source (with 250 mg N/L). The data are normalized to
the area of the respective colonies (ng/cm?). For representative images of these corresponding cultures, compare Fig. 3.

DISCUSSION

Fungi are potent producers of a wide array of extra- and intracellular compounds,
including secondary metabolites and other molecules. While some of these molecules
are essential for fungal growth, many others are not directly required, and, in many
cases, their benefit for the producing organism remains elusive (60). Stachybotrys spe-
cies produce a broad spectrum of secondary metabolites, and, to date, more than 200
different compounds have been discovered, including macrocyclic trichothecenes
(MTs) and phenylspirodrimanes (PSDs) (8). Most of these metabolites have been linked
to either hazardous or beneficial health effects in humans and animals (30).

Despite their medical relevance, there is a substantial lack of knowledge about the
impact of nutrients on mycotoxin production in S. chartarum. Several studies analyzed
the effects of complex media and substrates on growth and toxin production (51, 53,
54), but this approach is not suitable to define the impact of single nutrients. In various
fungi, it was shown that hyphal growth, mycotoxin profiles, and concentrations are sig-
nificantly influenced by the available nutrients, especially the nitrogen and carbon
sources (45-47). The strong effect of these compounds is not surprising considering
the fact that nitrogen and carbon are essentially required for proteins, nucleic acids,
and other cell substances, and their constant supply is a prerequisite for growth.

The observation that S. chartarum grows well in Aspergillus minimal medium (AMM)
was the starting point of this study. It allowed us to analyze the impact of defined
nitrogen and carbon sources on growth, sporulation, and mycotoxin production of
S. chartarum. We studied three genotype S strains of the species S. chartarum. The
selected strains originated from three substrates, namely, oats (ATCC 34916), building
material from an apartment in Oakland (IBT 40293), and oregano (DSM 114129).
Despite their different origins, the overall effect of nutrients on mycelial growth and
mycotoxin production was well comparable for the three strains.
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According to our data, the impact of the different nitrogen and carbon sources
tested on growth and especially sporulation was very similar to that on MT production,
or, in other words, large and strongly sporulating colonies formed the highest concen-
trations of MTs, and less or nonsporulating colonies formed lower or even undetect-
able amounts of MTs. Mycotoxins of several fungi are known to be associated with
sporulation and are secreted by growing colonies (61), and a link between secondary
metabolism and sporulation is a common feature in many filamentous fungi (62).
Previously, similar results were obtained with S. chartarum (57), and, therefore, our
observations are in good agreement with published data.

Due to different pathways that are engaged in nitrogen catabolism, many fungi are
competent in using a large variety of nitrogen sources (63). NH," and NO;~ play a
major role in various biochemical processes; they differ in the oxidation state of nitro-
gen and are suitable nitrogen sources for many fungi. In this study, we compared the
impact of three inorganic nitrogen sources, namely, NaNO,, NH,NO,, and NH,Cl. The
resulting colonies grown on AMM agar differed and revealed that each nitrogen source
had a distinct impact.

NaNO, was shown to be the superior nitrogen source for all three strains and
allowed substantially better growth that resulted in dense and heavily sporulating my-
celium with high MT production. Our data also imply that NaNO, had to be present in
concentrations corresponding to 10 mg N/L or higher to enable good growth of the
cultures. NO,~ has to be reduced to the level of NH," before it can feed into metabo-
lism, a process that requires genes that encode nitrate and nitrite reductases (64). Such
genes are well defined in other fungi, for example, Neurospora crassa (Sordariales,
Ascomycota) (65) and Aspergillus nidulans (Eurotiales, Ascomycota) (66), but are not yet
identified in the genome of S. chartarum.

In contrast, NH,Cl was surprisingly a much poorer nitrogen source, and cultivation
on NH,Cl-containing medium resulted in small, nonsporulating colonies with low or
even undetectable MT production. A first hint that cultivation on NH,Cl-containing me-
dium can lead to abrogation of sporulation of Stachybotrys species dates back to 1963
(67). Our data demonstrate that this impact is already evident at low concentrations
(=25 mg N/L). This negative impact of NH," is surprising since NH,* ions can be
directly used to produce glutamine from glutamate (68), whereas the assimilation of
NO,~ is a more elaborate process. NH,"-mediated inhibition of sporulation has been
reported for several fungi (69-71), but the underlying mechanism has not yet been
disclosed.

The finding that NaNO, enables better growth than NH,Cl is one of the key findings
of this study. For different organisms, it is well known that due to the potential toxicity
of NH,*, the sensing and uptake of this ion are carefully regulated by specific trans-
porters and can be inhibited by regulatory proteins (72). Scarce growth with NH, " salts
was observed for different fungi. Brian, Curtis, and Hemming (73) suggested that cer-
tain types of organic acids are required during growth with NH, " to provide keto acids
that prevent an accumulation of toxic NH,* ions in cells by stopping the uptake mech-
anisms until acceptor molecules are again available. According to an alternative expla-
nation, the inhibitory effect of NH,* results from a pH shift since the assimilation of
NH, " is always accompanied by a release of H* cations and a concomitant acidification
(74). The resulting weak assimilation can then be improved by addition of buffering or-
ganic acid salts (75). Hence, the influence of pH on growth, sporulation, and mycotoxin
production should clearly be investigated in future studies. Another aspect that may be
relevant in this context is that NO,~ could be used and could therefore be beneficial as an
electron acceptor during nitrate respiration, a process that is found in many fungi (76).
Alternative respiration pathways are used by certain fungi under oxygen limitation (77),
although this condition is unlikely under the experimental settings of this study.

Interestingly, mycelial growth, sporulation, and MT production of colonies grown
on NH,NO; were more similar to those of colonies grown on NH,Cl, suggesting that
the assimilation of NO,~ is suppressed, and the negative impact of NH,* prevails. This
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regulatory system has not yet been described for S. chartarum, but it is known as nitro-
gen catabolite repression and has been found in various other fungi (78). When NH,*
is present, other genes that are involved in the acquisition and utilization of alternative
nitrogen sources are repressed (68). This seems to have an adaptive significance in nat-
ural habitats, such as in soil, where NH,* and NO,~ frequently occur together. Since
more energy has to be expended for the assimilation of NO,~, it can be assumed that
the latter is not preferentially used (75). Whether the mechanism of nitrogen catabolite
repression applies for S. chartarum is an open question and clearly requires further
studies.

Since for other fungi nitrogen concentration was described to have a major impact on
the biosynthesis of mycotoxins (46, 48, 49), we analyzed this production at different nitro-
gen concentrations, namely, 0, 1, 5, 10, 25, 50, 250, and 500 mg N/L. For S. chartarum, there
are hardly any data available on the impact of different nitrogen concentrations. Building
materials have a low nitrogen content but have been described to provide suitable condi-
tions for growth and toxin formation; however, the actual influence of nitrogen remained
unclear (22). Ulrich et al. (54) also speculated on a possible effect of nitrogen concentration
on the production of mycotoxins, since fewer mycotoxins were detected on nitrogen-rich
complex media than on media with a lower nitrogen content. However, this study used
complex, not well-defined media, which hampers any clear analysis of the impact of indi-
vidual nutrients.

When S. chartarum was cultivated on higher concentrations of NH,*, MT production
decreased to levels that were undetectable, whereas it increased clearly when cultivated
on increasing concentrations of NO,~. The cultivation on small amounts of nitrogen (1
and 5 mg/L), regardless of their chemical nature, led to large but flat and hardly sporulat-
ing colonies. This suggests that a scarcity of nitrogen triggered an extensive spreading
of hyphae that explored the environment for a substrate richer in nitrogen, which
resulted in a small amount of fungal mass. Similar growth phenotypes have also been
demonstrated for Candida albicans (Saccharomycetales, Ascomycota) and Saccharomyces
cerevisiae (Saccharomycetales, Ascomycota). They are controlled by nitrogen transceptors,
nitrogen transporters that act also as receptors and control downstream signaling path-
ways and enable survival in a nitrogen-depleted environment through the formation of
pseudohyphae and filamentous growth toward new nitrogen sources (79, 80).

Since previous studies were not sufficient to describe the impact of different monosac-
charides and polysaccharides on the growth and mycotoxin production of Stachybotrys,
we tested the effects of different carbon sources, namely, glucose, fructose, maltose,
potato starch, wheat starch, and cellulose. The different carbon substrates were combined
with the three nitrogen sources NaNO,, NH,NO,, and NH,Cl. The two most significant
observations of this study, the dominant inhibitory effect of NH,™ on mycelial growth,
sporulation, and MT production and the beneficial effect of NO,~, were equally pro-
nounced for all carbon sources tested. This implies that combinatorial effects could be
largely excluded, and the effects of the nitrogen sources clearly prevail.

When the cultures grown on NaNO,-containing medium were compared, it became
apparent that the carbon sources also had a striking impact on colony size, morphol-
ogy, and sporulation and MT production. Colonies grown on starch-containing me-
dium were strongly sporulating, dark, and composed of a dense mycelial network. The
tested mono- and disaccharides were clearly inferior carbon sources compared with
starch, and this was particularly obvious for IBT 40293 and DSM 114129. These observa-
tions are in good agreement with previous studies that proposed that potato dextrose
agar is the optimal nutrition medium for growth and MT production (54, 81).
Interestingly, strain ATCC 34916 grew and sporulated better on plates containing
mono- and disaccharides. Whether this reflects an adaptation to laboratory conditions
or represents a strain-specific trait is unknown.

It is known, however, that the carbon source can have an impact on the production
of mycotoxins, but the underlying mechanisms are unknown and most likely are not
consistent in different fungal genera (82).
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In our experiments, cellulose led to a clearly distinct phenotype. The fungus spread
extensively, and the resulting flat and weakly sporulating mycelium covered the whole
surface of the plates, indicating that the size of the colonies was limited by the size of
the plate and could have been larger. This growth phenotype resembled that observed
for plates with low amounts of nitrogen, suggesting that both a scarcity of nitrogen
and the presence of cellulose as a sole carbon source trigger a hunger phenotype. The
low growth efficiency on cellulose plates most likely reflects that the assimilation of
cellulose is an elaborate process that requires a multienzymatic system to degrade the
polymer and to obtain glucose molecules (83). This limited supply of glucose may also
explain the low MT production. Previous data suggested that high cellulose content
promotes MT production (22), and Stachybotrys is always described as a cellulolytic
fungus (81). Our data demonstrated that this might be true in comparison to other
fungi, but other carbon sources are better suited for S. chartarum, and cultivation on
them enables the formation of a dense mycelial network and high MT production.

We also analyzed the impact of the tested nitrogen and carbon sources on produc-
tion of a set of seven individual MTs. Our data revealed similar patterns for the three
strains, and each strain produced RL-2, RE, VJ, SG, SH, and SF but no VA, which is in line
with previous studies (37, 54). The observation that an increase or decrease in the total
amount of MTs was also largely reflected in the concentrations of the individual MT
suggests that the biosynthetic pathways of these compounds are closely linked. This is
particularly interesting since such a linkage of the individual MT is expected, although
little data exist on the synthesis pathway of these metabolites, and their interpretation
relies to a large extent on presumptions. If correct, the current model suggests RE to
be the precursor of a biosynthetic process in which VJ, SH, SG, and SF are consecutively
formed (84, 85). According to Degenkolb et al. (84), RL-2 takes on a special role as the
end product of a side branch that commences at RE, which implies that RL-2 is not a
precursor of the satratoxins.

The question of which MT is the most abundantly produced on agar plates or build-
ing materials is not answered yet. In previous studies, SH and RE were detected in
larger amounts than the other MTs (51, 54). In the present study, RL-2 was the most
abundant MT in all samples. Hence, AMM seems to affect the production of mycotoxins
in a different way than the other, less defined media. A limitation of the previous stud-
ies is that no RL-2 standard was used in these analyses. Instead, the RL-2 concentra-
tions were determined semiquantitatively with the help of other toxins (54). Hinkley
and Jarvis (86) produced an RL-2 standard by isolating RL-2 from rice and applying it in
their study. Such laboratory-made reagents are prone to variations, for example, due
to a different degree of purity. Additionally, it is conceivable that the commercially
available standard used in this study may also differ from the one used by Hinkley and
Jarvis in the degree of purity.

The measured concentrations of VJ and SF were the lowest of all MTs analyzed. This
result must be considered critically since no reference standards were commercially
available for VJ and SF, and we had to measure them using a semiquantitative method
and determined their concentrations as equivalents of RE and SG (59). It is conceivable
that the concentrations could be higher or lower due to a different ionization behavior
in LC-MS/MS than RE and SG.

In contrast to MT production, no correlation between colony area, sporulation, and
stachybotrylactam (STLAC) production was observed, indicating that the production of
STLAC was not tied to colony growth or sporulation and is therefore most likely con-
trolled by different regulatory circuits than MTs. Our results demonstrate that small
and nonsporulating colonies were also able to produce high concentrations of STLAC.
These data follow previous results described by Jagels et al. (38) where production of
PSDs, including STLAC, already takes place at early stages of colony development (i.e.,
day 3) before any quantities of MTs are detectable and that STLAC is therefore not a
suitable marker for fungal growth. Another striking difference between STLAC and MT
production is that all nitrogen sources supported a stronger production of STLAC in a

Month YYYY Volume XX Issue XX 10.1128/aem.00163-23 17



II1. Publikationen

72

Nutrients: Impact on Toxin Production by S. chartarum

manner that was proportional to increasing nitrogen concentrations of up to 250 mg/L.
Thus, production was not linked to the phenotype of the corresponding colonies but to
the available amount of nitrogen. These findings are in good agreement with previous
studies demonstrating that the production of isoindolinone derivatives is favored on nitro-
gen-rich media (38).

For STLAC production of all three strains, the mono- and disaccharides yielded
larger amounts than the two types of starch and in particular cellulose that nearly pre-
vented STLAC production. This correlates well with the previous finding of Ulrich and
Schafer (54) that showed that growth on potato dextrose agar resulted in small
amounts of STLAC. However, the finding that the highest STLAC concentrations were
detectable on cellulose-containing medium is in contrast to the current results. This
discrepancy may reflect the impact of other yet unknown molecules that were present
in the cellulose-containing medium used by Ulrich and Schéfer (54).

Since STLAC is a representative of PSDs that are presumed to be immunosuppres-
sive (39, 40), it should be considered that nonsporulating, small colonies may also pose
a health risk due to the production of STLAC. Unfortunately, since other PSD toxin
standards are not available, it is currently impossible to monitor other PSDs.

Conclusions. The analysis of S. chartarum genotype S cultures grown on AMM agar
plates revealed that various nitrogen and carbon sources distinctly affect morphology and
mycotoxin production. NaNO, enabled substantially better growth, resulting in a dense
and heavily sporulating mycelium with high MT production if present at concentrations
higher than 10 mg N/L. In contrast, a strong nonsupportive effect was observed for ammo-
nium. The different nitrogen sources had a strong impact on growth and MT production,
but the different carbon sources that were analyzed also had their influence. Considering
the data for growth, sporulation, and MT production, potato starch was the superior and
most reliable carbon source for all three strains tested. The results confirmed a positive cor-
relation between sporulation and MT production. In contrast, STLAC production was not
linked to colony growth and sporulation, indicating that STLAC and MT production are
regulated differently. In view of the supplied compounds, the question of whether well-
sporulating or nonsporulating phenotypes are the result of nutrient-induced stress is still a
matter of debate. But, the obvious impact of nutrients on secondary metabolism empha-
sizes the importance of standardization in mycotoxin research of S. chartarum and the
need for well-defined culture media. AMM was identified as a defined medium, which will
be helpful in further investigations of the biosynthetic and metabolic pathways and the
regulatory mechanisms that control mycotoxin production in S. chartarum. The use of
AMM will also allow us to determine the impact of other nutritional components, for
example, amino acids and salts, in future experiments.

MATERIALS AND METHODS

Fungal strains and culture conditions. In this study, three well-characterized and highly effective
MT- and STLAC-producing strains of S. chartarum genotype S were analyzed (9, 54), two reference strains
(ATCC 34916 and IBT 40293) and one field strain (DSM 114129) that were isolated from animal feed, building
material, and culinary herbs, respectively. S, chartarum ATCC 34916 was purchased from ATCC (Manassas,
VA, USA), 5. chartarum IBT 40293 was kindly provided by the BioCentrum of the Technical University of
Denmark (DTU, Lyngby, Denmark), and S. chartarum DSM 114129 was obtained from the Leibniz-Institute
DSMZ, German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany).

The fungal strains were preserved long term in sterile 80% glycerol and maintained at —80°C. Working cul-
tures were grown as three-point cultures on potato dextrose agar (VWR Chemicals, Darmstadt, Germany) for
21 days at 25°C and a water activity (a,) of 0.98 in the dark. The cultures were checked microscopically for their
identity. Five single-spore isolates per strain (£five biological replicates) were prepared as described previously
(57) to ensure that the used strains were pure and to confirm the species, chemotype, and genotype. The re-
spective species identifications were confirmed for all strains by matrix-assisted laser desorption ionization-time
of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) (87). Since S. chartarum strains cannot be further differentiated
into chemotypes by this method, the production of macrocyclic trichothecenes was analyzed by high-perform-
ance liquid chromatography (HPLC) (57) to verify them as chemotype S. Additionally, the genotype of the sin-
gle-spore isolates was confirmed as S, chartarum genotype S by triplex PCR according to Ulrich et al. (10),

Spore suspensions of each strain were prepared from single-spore isolates as described previously
(57). Afterward, 10 uL of spore suspension was applied by three-point inoculation on the respective
agar plates with the indicated additives (three technical replicates). The plates were analyzed after an
incubation period of 21 days at 25°C in the dark. The a,, was kept constant at 0.98. The colony areas
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TABLE 1 Preparation of Aspergillus minimal medium and modifications

Applied and Environmental Microbiology

Stock solutions

1. Salt mix (20x stock) Dissolve the listed salts in 800 mL of distilled water, bring the final volume to

1,000 mL and autoclave.
Nitrogen source®

KCl (potassium chloride) 10449
KH,PO, (potassium dihydrogen phosphate) 163 g
K,HPO, (dipotassium hydrogen phosphate) 20949
2.MgS0, selution (200 x stock) Dissolve in distilled water, bring the final volume to 500 mL, and autoclave.
MgS0, e 7H,0 (magnesium sulfate heptahydrate) 52049
3. Hunter's trace element solution (1,000 x stock) Solution 1
Dissolve the listed salts in 80 mL of distilled water in the following order:
FeSO, e 7H.0O (ferrous sulfate heptahydrate) 109
EDTA 10.0g
Adjust the pH with KOH pellets until a golden yellow solution is obtained (pH ~
5:5);
Solution 2
Dissolve the listed salts in 80 mL of distilled water in the following order:
ZnSO, e 7H,0 (zinc sulfate heptahydrate) 44049
H,BO; (boric acid) 2.20g
MnCl, e 4H,0 (manganese chloride tetrahydrate) 1.00g
CoCl, e 6H,0 (cobalt chloride hexahydrate) 032g
CuSO, e 5H,0 (copper sulfate pentahydrate) 032¢
(NH,); Mo,0,, ¢ 4H,0 022g
(ammoniumheptamolybdate tetrahydrate)
Combine solutions 1 and 2 and adjust the pH to 6.5 using KOH pellets first and
then KOH solutions of decreasing concentration. Bring the final volume to
200 mL with distilled water.
Aspergillus minimal medium®
Salt mix (20x stock) 50.0 mL
MgSQ, solution (200 x stock) 5.0 mL
Carbon source®
Hunter's trace element solution 1.0 mL

The pH was adjusted to 5.6 and the final volume to 1,000 mL using distilled
water. For solid media, add agar (20 g/L) and autoclave for 20 min at 121°C.

“NaNO,, NH,NO,, or NH,Cl were used at concentrations corresponding to total nitrogen concentrations of 1, 5, 10, 25, 50, 250, or 500 mg/L.

bAccording to Hill and Kafer (58).

<Glucose, fructose, maltose, potato starch, wheat starch, or cellulose was used as the carbon source, and the carbon concentrations were uniformly set to 4 g C/L.

(cm?) were determined for three colonies of three independent agar plates (technical replicates), and
the average values were calculated.

The nutrition medium used was Aspergillus minimal medium (AMM]) (58); the composition and modi-
fications are shown in Table 1. AMM contains glucose (10 g/L £ 4 g C/L) as the carbon source and
NaNO, (6 g/L £ 988.8 mg N/L) as the nitrogen source. To investigate the impact of the nitrogen source,
NaNO, was replaced in some experiments with NH,NO, or NH,CI at the indicated concentrations. The
amount of the three tested nitrogen sources was adjusted to total concentrations of 1, 5, 10, 25, 50, 250,
or 500 mg N/L. In addition, samples without nitrogen addition were tested. All these media contained
10 g/L glucose as the sole carbon source.

To investigate the influence of the carbon source, glucose was replaced by fructose, maltose, potato
starch, wheat starch, or cellulose. In all samples, the carbon concentration was uniformly set to 4 g C/L.
Thus, concentrations of 10.0 g/L fructose, 9.5 g/L maltose, 9.0 g/L potato starch, 9.0 g/L wheat starch,
and 9.0 g/L cellulose were used. NaNO, (250 mg N/L) was uniformly added as the sole nitrogen source.
In addition, strain ATCC 34916 was also tested with NaNO, at a concentration of 25 mg N/L and NH,NO,
and NH,Cl at a concentration of 25 and 250 mg N/L to rule out a variable impact of this nitrogen source
in combination with different carbon sources.

Ingredients for preparation of AMM are shown in Table 1, and NaNO, and NH,Cl were purchased
from Carl Roth GmbH and Co. KG (=99% pro analysis [p.a.]; Karlsruhe, Germany). NH,NO, was purchased
from Sigma-Aldrich (=99% p.a.; St. Louis, MO, USA). Fructose and wheat starch were purchased from
Merck Millipore (for biochemistry; Burlington, MA, USA), and maltose, potato starch, and cellulose were
purchased from Sigma-Aldrich (=99% p.a.; St. Louis, MO, USA). All media were adjusted to pH 5.6 and
sterilized by autoclaving at 121°C for 20 min before use.

Sample preparation for mycotoxin analysis by LC-MS/MS. For toxin extraction and purification,
each strain was cultured on AMM in triplicate, as described above. Cultures were stored at —20°C until
extraction. For toxin extraction, the content of a whole plate was transferred to a mixing bag
(Stomacher 80 Biomaster bags, BA6040/STR/DBL strainer double bags, Seward Limited, Worthing, UK).
Then, 50 mL of acetonitrile/water (84/16 [vol/vol]) was added (acetonitrile =>99.9% and water; HiPerSolv
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TABLE 2 MRM transitions and substance-specific parameters for the identification of seven
macrocyclic trichothecenes and stachybotrylactam by LC-MS/MS

Q1 mass Q3 mass CXP*  Dwell

Analyte (Da) (Da) DP?(V) EP?(V) CE(eV) (V) time (ms)

Roridin E 532.36 361.30 71 10 12 26 60
113.00 35 22

Roridin L-2 548.37 249,20 46 10 21 16 60
283.10 17 20

Verrucarin A 520.30 249.10 71 10 25 14 40
457.30 19 26

Verrucarin J 502.30 343.20 71 10 25 20 40
249.20 29 14

Satratoxin G 562.28 249.10 56 10 19 16 60
231.10 27 16

Satratoxin H 546.38 511.30 56 10 15 38 60
245.00 27 16

Satratoxin F 560.30 249.10 71 10 23 14 40
231.20 27 14

Stachybotrylactam  386.28 178.00 126 10 49 10 60
150.20 61 30

“DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, cell exit potential.

CHROMANORM for HPLC, VWR International GmbH, Darmstadt, Germany), and bags were treated for
5 min in a bag mixer (Stomacher 80 microBiomaster, Seward Limited, Worthing, UK). Subsequently, sam-
ple extracts were filtered through a paper filter (Whatman, 595.5, diameter of 185 mm, Maidstone, UK).

Afterward, 3 mL of filtered extract was diluted with 12 mL of water (1:5), and 10 mL of the aqueous toxin
extract was purified using solid-phase extraction (SPE) cartridges (Strata-X 33-um polymeric reversed-phase
500 mg/6 mL, Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) as follows: (i) conditioning: 5 mL of methanol
(ROTIPURAN =99.9%; Carl Roth GmbH and Co. KG, Karlsruhe, Germany), (i) equilibration: 5 mL of water
(HiPerSolv CHROMANORM for HPLC, VWR International GmbH, Darmstadt, Germany), (iii) loading: 10 mL of
diluted aqueous toxin extract, (iv) washing: 10 mL of methanol/water (30/70 [vol/vol]), and (v) elution: 10 mL
of methanol (ROTIPURAN >>99.9%; Carl Roth GmbH and Co. KG, Karlsruhe, Germany).

The fractions eluted with methanol were evaporated to dryness under a gentle flow of nitrogen and
then sent from Ludwig Maximilian University (LMU; Munich, Germany) to Kazimierz Wielki University
(Bydgoszcz, Poland) for LC-MS/MS measurements.

The evaporated samples were dissolved in 1 mL of acetonitrile/water (30/70 [vol/vol]) by shaking
them for 15 min on a laboratory shaker (2,000 rpm; Multi Reax, Heidolph Instruments, Schwabach,
Germany). As a final step, the toxin extracts were filtered through a polyvinylidene difluoride (PVDF) sy-
ringe filter (0.20 um, @ 13 mm, Macherey-Nagel GmbH and Co. KG, Diiren, Germany) and transferred to
a 1.5-mL glass thread vial with a cap (VWR International GmbH, Darmstadt, Germany).

LC-MS/MS measurement and method performance. LC-MS/MS analysis of all samples was per-
formed using a Shimadzu LC-30AD HPLC equipped with a degassing unit (DGU-20AS), a column oven (CTO-
20AC), and an autosampler (SIL-30AC; Duisburg, Germany) and linked to an API 4000 triple quadrupole mass
spectrometer (Sciex, Darmstadt, Germany). Analyst 1.6.2 software (Sciex, Darmstadt, Germany) was used for
data acquisition and SCIEX OS software 3.0 (Sciex, Darmstadt, Germany) for data analysis,

Chromatography was performed using a Gemini C,, 110-A reversed-phase LC column (150 x 4.6 mm,
5 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) attached to a guard column (SecurityGuard cartridge, Gemini
C,3 4 x 3.0 mm inside diameter [i.d.], Phenomenex, Aschaffenburg, Germany). The column oven temperature
was set to 30°C, and the injection volume was 20 wL. The binary gradient consisting of eluent A (water) and
eluent B (methanol; both containing 5 mmol/L ammonium formate and 0.1% formic acid) with a flow rate of
0.75 mL/min was applied as follows: 0 min 10% B, 2 min 10% B, 14 min 97% B, 16 min 97% B, and 16 min
10% B. The column was equilibrated for 4 min under starting conditions before each run. LC-MS-grade water
and methanol were purchased from Merck Millipore (Burlington, MA, USA), and LC-MS-grade formic acid
and high-purity ammonium formate were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Mass spectrometric measurements were performed using setting parameters as follows: ion spray
voltage (electrospray ionization [ESI+]), 5,000 V; temperature, 550°C; nebulizer gas, 50 Ib/in? heating
gas, 50 Ib/in%; curtain gas, 25 Ib/in? and collision gas (nitrogen, CAD), level 7.

For analyte tuning and qualitative determination, the compounds were identified in multiple reaction
monitoring (MRM) mode. Reference standards for roridin E (RE), roridin L-2 (RL-2), satratoxin G (SG), satratoxin
H (SH), and stachybotrylactam (STLAC) were purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA).
Verrucarin J (VJ) and satratoxin F (SF) were purified from rice cultures (using strain ATCC 34916), as described
previously (86), and were identified by comparison with substance-specific parameters for identification by
LC-MS/MS as described by Ulrich et al. (10). Although verrucarin A (VA) was described to be not produced by
Stachybotrys species (54, 59), the samples were also analyzed for this mycotoxin. Since no reference stand-
ards for VA were commercially available, identification was performed as for VJ and SF. The determined
MRM transitions and substance-specific parameters for all compounds used are shown in Table 2.

Quantification of RE, RL-2, SG, SH, and STLAC was done by a six-point matrix calibration in triplicate
for each point (linear regression). Since no reference standards for VA, VJ, and SF were commercially
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TABLE 3 Limit of detection and limit of quantification

Aspergillus minimal medium?

Target analyte LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
Roridin E 1.35 4.50
Roridin L-2 0.87 2.90
Satratoxin G 033 1.1
Satratoxin H 0.64 2.14
Stachybotrylactam 0.53 1.76

aWith glucose (10 g/L) as the carbon source and NaNO, (25 mg N/L) as the nitrogen source,

available, they were semiquantitatively determined as equivalents of RE and SG (59). The determined
retention times for RE, RL-2, VJ, SG, SH, SF, and STLAC were 14.83 min, 12.66 min, 14.72 min, 13.06 min,
13.30 min, 13.61 min, and 15.28 min, respectively.

To determine matrix suppression effects, solvent and matrix calibrations were done. The matrix
effect of AMM was 65% for RE, 40% for RL-2, 63% for SG, 29% for SH, and 25% for STLAC.

The method's precision was defined by measuring two different concentration levels (20 and
100 ng/mL) multiple times (n = 10) and comparing the results with the target value. The precision was
between 5.9% and 8.8% for RE, 7.2% and 8.9% for RL-2, 4.1% and 6.7% for SG, 5.0% and 6.6% for SH, and
1.8% and 3.1% for STLAC.

The recovery rate of the extraction method was determined, and the limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) were defined. A signal-to-noise (S/N) ratio of 3 was used for LODs, and a sig-
nal-to-noise ratio (S/N) of 10 was used for LOQs. The determined LODs and LOQs are shown in Table 3.

Statistical analysis. Statistical analyses were conducted using the software OriginPro 2021b (64-bit)
SR2 (version 9.8.5.212). Comparisons of colony areas and mycotoxin levels observed under various con-
ditions were evaluated for significance by unpaired t test (significance level set to a P value of <0.05),
assuming equal variances for colony areas and unequal variances for mycotoxin levels. Normal distribu-
tion was assessed with the Shapiro-Wilk test.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
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IV. DISKUSSION

Filamentose Schimmelpilze und andere Mikroorganismen besitzen die Fahigkeit,
eine Vielzahl strukturell diverser, extrazelluldrer Verbindungen zu bilden, die als
Sekundirmetaboliten bekannt sind. Diese kleinen Molekiile sind nicht unmittelbar
fiir das Pilzwachstum notwendig und in vielen Féllen ist ihr Nutzen fiir den produ-
zierenden Organismus unklar (WILLIAMS, 1994; COLE et al., 2003). Die Gruppe
der toxischen Sekundédrmetaboliten wird als Mykotoxine bezeichnet (FLEMING,
1929; NIELSEN, 2003; MAGAN & ALDRED, 2007). Stachybotrys-Spezies bilden
ein breites Spektrum an Sekundirmetaboliten und bis heute wurden mehr als 200
verschiedene Verbindungen entdeckt. Zu diesen zdhlen Mykotoxine wie
makrozyklische Trichothecene (Satratoxine G, H und F, Roridin L-2, Roridin E,
Verrucarin J) und Phenylspirodrimane (z. B. Stachybotrylactam) (IBRAHIM et al.,
2022). Diese Metaboliten konnen toxisch und demnach schédlich, oder niitzlich fiir

Menschen und Tiere sein (WANG et al., 2015a).

Fiir ein besseres Verstindnis der Mykotoxine und ihrer biologischen Bedeutung ist
es notwendig, die Mechanismen zu analysieren, die ihre Produktion auslosen,
verhindern oder regulieren. Fiir verschiedene filamentdse Schimmelpilze ist
beschrieben, dass die Sporulation und die Produktion von Mykotoxinen funktionell
miteinander verbunden sind und Mykotoxine von wachsenden Kolonien gebildet
werden (SEKIGUCHI & GAUCHER, 1977; REIS, 1982; SHIM & WOLOSHUK,
2001; CALVO et al., 2002). Fiir S. chartarum wird ebenfalls ein Zusammenhang
dieser beiden Prozesse vermutet. Dies wurde bisher jedoch nicht experimentell

bestitigt (CALVO et al., 2002).

Die Produktion von Mykotoxinen kann sich aulerdem aufgrund unterschiedlicher
Wachstumsbedingungen, wie Néhrstoff- und Wasserverfiigbarkeit sowie
temperaturbedingt verandern (NIELSEN ez al., 2004; MAGAN & ALDRED, 2007,
LOZOWICKA et al., 2022). Es ist beschriecben, dass duBlere Faktoren wie
Temperatur und Feuchtigkeit die Mykotoxinproduktion von S. chartarum
beeinflussen (BATA et al., 1989; NIELSEN et al., 2004). Uber weitere Faktoren
wie Licht, pH-Wert und Nahrstoffverfiigbarkeit ist jedoch erstaunlich wenig
bekannt. In verschiedenen Studien wurde der Einfluss komplexer Medien und

Substrate auf das Wachstum und die Mykotoxinproduktion untersucht (ALEKSIC



IV. Diskussion 79

et al., 2016; JAGELS et al., 2020; ULRICH & SCHAFER, 2020). Dieser Ansatz
ist allerdings fiir die Untersuchung des Einflusses einzelner Nahrstoffe nicht
optimal. Fiir verschiedene Schimmelpilze konnte gezeigt werden, dass das
Hyphenwachstum aber auch Mykotoxinprofile und Mykotoxinkonzentrationen
erheblich von den verfiigbaren Nihrstoffen, insbesondere den Stickstoff- und
Kohlenstoffquellen, abhingig sind (MUHLENCOERT et al., 2004; MEDINA et
al., 2008; BRZONKALIK et al., 2011). Der Einfluss dieser Néhrstoffe ist nicht
iberraschend, da Stickstoff und Kohlenstoff wesentliche Bestandteile von
Proteinen, Nukleinsduren und anderen Zellsubstanzen darstellen. Thre

kontinuierliche Versorgung ist somit eine Voraussetzung flir das Wachstum.

Das Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Faktoren, die Einfluss auf die
Mykotoxinproduktion von S. chartarum nehmen, zu untersuchen. Hierfiir wurden
drei Stamme des Genotyps S der Spezies S. chartarum untersucht. Die
ausgewdhlten Stimme wurden aus drei verschiedenen Lebensrdumen isoliert,
ndmlich Futtermittel (ATCC 34916), Baumaterial (IBT 40293) und Lebensmittel
(DSM 114129). In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen
der Sporulation und der Produktion von Mykotoxinen untersucht und gepriift, ob
diese beiden Vorginge funktionell miteinander in Verbindung stehen. AuBlerdem
wurde mit Hilfe eines chemisch definierten Minimal-Ndhrmediums der Einfluss
verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, die in unterschiedlichen
Konzentrationen zugesetzt wurden, auf das Myzelwachstum und die

Mykotoxinproduktion untersucht.

1 Sporulation und Produktion von Mykotoxinen

Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Feststellung, dass die Verwendung von
zwei Potato-Dextrose-Medien verschiedener Hersteller (VWR Chemicals und
Sigma-Aldrich) zu génzlich unterschiedlichen Wachstumsphénotypen der
angeziichteten Kolonien fiihrten (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Auf
Potato-Dextrose-Agar des Herstellers VWR Chemicals (PDA-V) sporulierten die
Kolonien deutlich und hatten durch die Sporen ein schwarzes Erscheinungsbild,
wihrend auf Potato-Dextrose-Agar des Herstellers Sigma-Aldrich (PDA-S) die
Sporenbildung der Kolonien deutlich geringer bzw. kaum vorhanden war. Der
einzige offensichtliche Unterschied in der Zusammensetzung der beiden Medien

war, dass PDA-V Kartoffel-Pepton und PDA-S stattdessen Kartoffel-Infusion als
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Hauptbestandteil enthilt. Ansonsten wurden durch die beiden Hersteller keine
exakteren Daten zur Herstellung und Zusammensetzung bereitgestellt. Sowohl
Kartoffel-Pepton als auch Kartoffel-Infusion sind komplexe Gemische und ihre
Einzelbestandteile und Konzentrationen sind weitgehend undefiniert. Nach
BEEVER und BOLLARD (1970) wird Kartoffel-Infusion aus einem wéssrigen
Extrakt aus Kartoffelknollen gewonnen. Kartoffel-Infusion wird als geeignete
Quelle fiir Stickstoff und Mineralsalze und damit als ein gutes Néhrmedium fiir
Schimmelpilze beschrieben (BEEVER & BOLLARD, 1970). Kartoffel-Pepton ist
eine hiufig verwendete Alternative. Die Inhaltsstoffe sind besser, jedoch dennoch
nicht vollumfanglich definiert. Kartoffel-Pepton ist ein Gemisch aus Peptiden und
freien Aminosduren und wird durch enzymatische Hydrolyse aus Kartoffelprotein
gewonnen. Die darin enthaltenen Peptide und Aminosduren konnen als geeignete
Stickstoffquellen fiir das Wachstum dienen. Es kann mit hoher Wahrscheinlichkeit
angenommen werden, dass die stickstoffreichen, kleinen Molekiile in
Kartoffel-Pepton leichter zugénglich sind als in Kartoffel-Infusion. Das bessere
Wachstum und die starke Sporulation von S. chartarum auf PDA-V konnte daher
auf eine bessere Stickstoffversorgung in diesem Medium zuriickzufiihren sein. Ein
Einfluss von Stickstoff auf das Wachstum und die Satratoxinproduktion von
S. chartarum wurde bereits in fritheren Studien vermutet (JAGELS et al., 2020;
ULRICH & SCHAFER, 2020). Auch bei anderen filamentdsen Schimmelpilzen
wie Alternaria alternata hingt die Produktion von Alternariol und anderen
Sekundédrmetaboliten von der Stickstoffkonzentration und der jeweiligen Art der
Stickstoffquelle ab (BRZONKALIK et al,, 2011). Die Produktion von
Ochratoxin A durch Aspergillus-Spezies und Fumonisin durch
Fusarium proliferatum wird durch Stickstoffmangel induziert, wihrend hohe
Stickstoffmengen die Fumonisinproduktion hemmen (SHIM & WOLOSHUK,
1999; MEDINA et al., 2008; TUDZYNSKI, 2014). Stickstoff kann demnach, je
nach Konzentration, aber auch in Abhédngigkeit vom jeweiligen Schimmelpilz und

vom Mykotoxin, unterschiedliche Einfliisse nehmen.

Vergleicht man die Kulturen auf PDA-S mit denen auf PDA-V, sporulierten die
Kulturen auf PDA-V deutlich stirker und bildeten héhere Konzentrationen von
Satratoxin G und H (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 2 & Kapitel 2.4,
Abbildung 4). Die nachgewiesene Satratoxinkonzentration pro cm? der

Koloniefliche korrelierte positiv mit der Anzahl der Sporen pro cm? (Publikation
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1, Kapitel 2.4, Abbildung 5). Um einen weiteren Beweis fiir diese Korrelation zu
liefern, wurden die Stimme =zusitzlich in Kartoffel-Dextrose-Bouillon des
Herstellers VWR Chemicals angeziichtet. Es ist bekannt, dass bei der Anzucht in
Flissigmedium das gebildete Myzel von S. chartarum nicht sporuliert (Publikation
1, Kapitel 2.1, Abbildung 3). Die ausbleibende Sporulation bei Anzucht in
Fliissigndhrmedien konnte bereits bei diversen Schimmelpilzen beobachtet werden.
Demnach sporulieren diese Schimmelpilze nur bei direktem Kontakt mit der Luft.
Dies lasst die Annahme zu, dass dieses Phdnomen auftritt, da der Luftkontakt fiir

eine effiziente Verteilung der Konidien notwendig ist.

Sowohl die HPLC-Daten als auch die Ergebnisse des Zytotoxizititstests
(MTT-Test) (Publikation 1, Kapitel 2.1, Tabelle 2 & Kapitel 2.3, Tabelle 3) zeigen
deutlich, dass die Produktion von Satratoxinen in der Fliissigkultur nicht
nachweisbar war. Demnach produzierte S. chartarum trotz des guten Wachstums in
Flissigkultur keine oder nur sehr geringe, nicht nachweisbare Mengen an
Satratoxinen. Dies dient als weiterer Beweis dafiir, dass die Sporulation und die

Produktion von Satratoxinen bei S. chartarum eng miteinander verbunden sind.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit (Publikation 2) gezeigt werden,
dass die verschiedenen Stickstoff- und Kohlenstoffquellen das Wachstum und
insbesondere die Sporulation auf eine &hnliche Weise beeinflussen wie die
Produktion der makrozyklischen Trichothecene (Satratoxine G, H und F,
Roridin L-2, Roridin E, Verrucarin J). Das heifit, grole und stark sporulierende
Kolonien bildeten die hochsten Konzentrationen von makrozyklischen
Trichothecenen, wohingegen weniger oder nicht sporulierende Kolonien geringere
bzw. nicht nachweisbare Mengen an makrozyklischen Trichothecenen produzierten
(Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 2.3.1, Abbildung 4). Damit
konnten die Ergebnisse der ersten Studie, mit den Daten der zweiten Studie,
bestdtigt werden. Ergidnzend lasst sich feststellen, dass die Sporulation nicht nur mit
der Produktion von Satratoxin G und H korreliert (Publikation 1), sondern ebenfalls
mit allen anderen von S. chartarum gebildeten makrozyklischen Trichothecenen
(Satratoxin G, H und F, Roridin L-2, Roridin E, VerrucarinJ) (Publikation 2,
Kapitel 2.3.1, Abbildung 5).
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Ahnliche Ergebnisse wurden zuvor fiir Aspergillus-Spezies und deren Sekundir-
metaboliten (Sterigmatocystin, Aflatoxine) beschrieben (HICKS et al, 1997,
CALVO et al., 2002; BRODHAGEN & KELLER, 2006). Eine Verbindung
zwischen Sekundirmetabolismus und Sporulation ist daher ein gemeinsames
Merkmal vieler filamentdser Schimmelpilze (BRODHAGEN & KELLER, 2006).
Beide Prozesse konnen auflerdem gemeinsame regulatorische Elemente aufweisen
(HICKS et al., 1997). Bei Aspergillus- und Fusarium-Spezies wird die
Mykotoxinproduktion durch einen G-Protein-vermittelten Signalweg reguliert
(HICKS et al., 1997, MCDONALD et al., 2004). Durch intensive genetische
Forschung konnte der Signalweg entschliisselt werden, der die
Sterigmatocystin-Aflatoxin-Produktion und die Sporulation in Aspergillus nidulans
miteinander verbindet. Beide Prozesse werden von zwei Genen, fluG und fIbA,
reguliert. Ein Funktionsverlust des Gens fluG fiihrt zum Einbruch der Sporulation
und der Sterigmatocystin-Produktion (HICKS et al., 1997). Flir S. chartarum ist bis
zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt, wie diese beiden Prozesse reguliert werden
und der Mangel an genetischen Daten erschwert derzeit jeden Fortschritt auf diesem
Gebiet. Bislang beruht die genetische Forschung weitgehend auf der Analyse der
verfligbaren genomischen Informationen. So konnten z. B. durch den Vergleich des
Core-Trichothecen-Genclusters Ahnlichkeiten zwischen den Gattungen Fusarium
und Stachybotrys festgestellt werden (SEMEIKS et al., 2014). Da Fusarium- und
Stachybotrys-Spezies dhnliche Mykotoxin-Klassen produzieren, z.B. die
Trichothecene (UENO, 1983), ist es denkbar, dass die Produktion von
Trichothecenen und die Sporulation sowohl bei Fusarium-, als auch bei
Stachybotrys-Spezies 1iiber einen G-Protein-vermittelten Signalweg reguliert

werden.

Des Weiteren zeigte S. chartarum in Ubereinstimmung mit fritheren
Veroffentlichungen einen Trend zur Produktion von mehr Satratoxin H als
Satratoxin G (Publikation 1 und 2). Die Ursache hierfiir ist unbekannt. Dennoch
wurde dies von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben. Diese untersuchten
z. B. Baumaterialien, die mit S. chartarum kontaminiert waren, oder komplexe
Néhrmedien (HINKLEY & JARVIS, 2000; ALEKSIC et al., 2016; ULRICH &
SCHAFER, 2020).
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Obwohl in fritheren Untersuchungen beschrieben wurde, dass Sporen hohere
Konzentrationen von Satratoxin G enthalten als das Myzel (ABDEL-HAFEZ &
EL-SAID, 1997), ist dies die erste Studie, die eine positive Korrelation zwischen
der Sporulation und der Produktion von makrozyklischen Trichothecenen bei
S. chartarum aufzeigt. Dieses Ergebnis hat eine direkte, praktische Auswirkung auf
die Diagnostik von mykologischen Proben in Innenrdumen. Wird eine
Kontamination mit Schimmelpilzen festgestellt oder vermutet, kann das in der
Probe vorhandene Myzel zunédchst auf Sporenbildung untersucht werden. Bei
einem positiven Ergebnis folgt dann die Identifizierung des Schimmelpilz-Isolats.
Fiir analytische Tests zum Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen kann
durch die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse PDA als geeignetes
Medium bestitigt werden. Dennoch kann die Verwendung von PDA-V oder eines
anderen validierten Potato-Dextrose-Mediums nur dringend empfohlen werden, da
nicht jedes PDA die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen zuverlédssig

gewihrleistet.

Im Gegensatz zu der Bildung von makrozyklischen Trichothecenen konnte fiir die
Produktion von Stachybotrylactam, einem Vertreter der Gruppe der
Phenylspirodrimane, keine Abhidngigkeit von der Koloniefliche oder der
Sporulation festgestellt werden (Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel
2.4.1, Abbildung 8). Diese Beobachtung ldsst die Annahme zu, dass die Produktion
von Stachybotrylactam durch andere Mechanismen als die Sporulation und die
Produktion von makrozyklischen Trichothecenen reguliert wird. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass auch kleine und nicht sporulierende Kolonien in der Lage sind, hohe
Konzentrationen von Stachybotrylactam zu bilden. Diese Daten sind in
Ubereinstimmung mit friiheren Studien. So beschrieben JAGELS et al. (2019), dass
die Produktion von Phenylspirodrimanen, einschlieBlich Stachybotrylactam, bereits
in frithen Stadien der Kolonieentwicklung (ca. am dritten Tag) beginnt. Zu diesem
Zeitpunkt sind makrozyklische Trichothecene noch nicht in nennenswerten
Konzentrationen nachweisbar. Demnach ist Stachybotrylactam nach JAGELS et al.
(2019) kein geeigneter Marker fiir das Pilzwachstum. Da Stachybotrylactam ein
Vertreter der Phenylspirodrimane ist und diese unter Verdacht stehen
immunsuppressiv zu sein (HONG et al., 1979; MIYAZAKI et al., 1980), sollte in
Betracht gezogen werden, dass auch nicht-sporulierende, kleine Kolonien aufgrund

der Produktion von Stachybotrylactam ein Gesundheitsrisiko darstellen konnen.
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2 Charakterisierung von Melanin

Ein weiteres bemerkenswertes Merkmal der S.-chartarum-Kolonien, die auf
PDA-S angeziichtet wurden, stellte der griin eingefarbte Bereich um die Kolonien
dar (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Dieser wurde bereits von SAMSON
etal. (2010) als ,,green halo* beschrieben und als Schliissel zur Unterscheidung von
S. chartarum und S. chlorohalonata auf PDA der Marke Difco genannt. Unsere
Daten zeigen, dass der sogenannte ,,green halo* ebenfalls bei Kolonien der Spezies
S. chartarum auftreten kann. Dieses Ergebnis ldsst die Annahme zu, dass das
Auftreten des ,,green halos* wiederum von der Art des verwendeten PDAs abhingt,

jedoch nicht charakteristisch fiir die eine oder andere Spezies ist.

Des Weiteren wurde das in den Sporen von S. chartarum enthaltene Pigment
untersucht. Die erhobenen ATR-Infrarotspektroskopie-Daten deuten darauf hin,
dass die Konidien verschiedener Kolonien und Stimme von S. chartarum, die in
dieser Studie auf PDA-V und PDA-S angeziichtet wurden, ein gleichartiges
Pigment enthalten (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Das dunkle Pigment
wurde bereits in fritheren Studien beschrieben, z. B. als eine Struktur, die die
Ionisierung bei Messungen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie unterdriickt
(BUSKIRK et al., 2011; ULRICH et al., 2016). Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde
jedoch nur vermutet, dass es sich hierbei um ein Melanin handelte. Die in der
vorliegenden Arbeit generierten Spektren weisen eine deutliche Ahnlichkeit zu
zuvor beschriebenen Melanin-Spektren anderer filamentdser Schimmelpilze auf
(PINTO et al., 2018; RIBERA et al., 2018). Es ist daher anzunehmen, dass

S. chartarum ein fiir Schimmelpilze typisches Melanin produziert.

3 Kommunikation zwischen Schimmelpilzkolonien

Neben der positiven Korrelation zwischen der Sporulation und der Bildung von
Satratoxinen konnte in der Arbeit ,,Production of Satratoxin G and H Is Tightly
Linked to Sporulation in Stachybotrys chartarum‘ ein weiterer Faktor beobachtet
werden, der die Bildung von Satratoxinen deutlich beeinflusste. Der Vergleich von
Ein- und Drei-Punkt-Kulturen zeigte, dass die Interaktionen zwischen den Kolonien
einen positiven Einfluss auf die Sporulation und auch die Satratoxinproduktion
nahmen (Publikation 1, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 2.4, Abbildung 4).
Diese Beobachtung ist ein starker Hinweis dafiir, dass benachbarte Kolonien

desselben Stammes miteinander kommunizieren. An solchen Interaktionen sind
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oftmals fliichtige Verbindungen beteiligt, jedoch schlieen die Experimente dieser
Studie dies weitgehend aus, da fiir Kolonien, die durch eine Wand voneinander
getrennt waren, keine Zunahme der Sporulation im Vergleich zur Einzelkolonie
festgestellt werden konnte (Publikation 1, Kapitel 2.5, Abbildung 6b). Die
erhobenen Daten lassen die Annahme zu, dass die Kommunikation wahrscheinlich
iiber direkten physischen Kontakt oder iiber Molekiile erfolgt, die in den Agar
sezerniert werden (Publikation 1, Kapitel 2.5, Abbildung 6¢). Die Erkenntnis, dass
diese Interaktionen zu einer erhohten Produktion von Satratoxinen fithrten, deutet
auf eine antagonistische Wechselwirkung hin. Die Kolonien scheinen in der Lage
zu sein einen potenziellen Konkurrenten um verfiigbare Ressourcen wahrzunehmen
und hierauf mit der Produktion von Satratoxinen zu reagieren. Es ist
unwahrscheinlich, dass diese Mykotoxine in der Lage sind, einem anderen
Genotyp-S-Stamm von S. chartarum zu schaden, wie es durch unseren Versuch
anzunehmen wére. Dennoch ist denkbar, dass sie das Wachstum anderer
Schimmelpilze beeintridchtigen konnten. Dies wurde bereits in einer anderen Arbeit
vermutet (BUTT & GHAFFAR, 1972). Wenn diese antagonistischen Reaktionen
tatsdchlich durch den Wettbewerb um dieselben Ressourcen ausgelost werden,
stellt sich die Frage, wie Kolonien zwischen Hyphen, die zur selben Kolonie
gehoren, und solchen, die zu einer benachbarten und rivalisierenden Kolonie
gehoren, differenzieren. Weitere Experimente sind erforderlich, um diese

faszinierenden Prozesse genauer zu beleuchten und aufzukliren.

Aus der vorgestellten Arbeit geht hervor, dass die Mykotoxinproduktion und die
Sporulation offenbar durch eine Kombination verschiedener Signale gesteuert
werden (Publikation 1). Insgesamt war der Einfluss des Ndhrmediums (PDA-V
gegeniiber PDA-S) auf die Sporulation und die Mykotoxinproduktion jedoch
deutlich stdrker als der Einfluss der Anzucht als Drei- gegeniiber einer
Ein-Punkt-Kultur. Andere Faktoren wie Temperatur und Feuchtigkeit spielen
ebenfalls eine Rolle und tragen zu den komplexen Mechanismen, die die

Produktion von Mykotoxinen bestimmen, bei.

4 Einfluss verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen

Die Beobachtung, dass S. chartarum auf Aspergillus Minimal Medium (AMM)
angeziichtet werden kann, ermdglichte eine Untersuchung des Einflusses

verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf das Wachstum, die
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Sporulation und die Mykotoxinproduktion von S. chartarum (Publikation 2). Der
Gesamteinfluss der getesteten Nihrstoffe auf das Myzelwachstum und die
Mykotoxinproduktion war trotz der unterschiedlichen Herkunft der drei getesteten

Stamme vergleichbar.

Schimmelpilze sind in der Lage eine Vielzahl von Stickstoffquellen zu
metabolisieren (MARZLUF, 1996). NH4" und NOs spielen eine wichtige Rolle in
verschiedenen biochemischen Prozessen, sie unterscheiden sich in der
Oxidationsstufe des Stickstoffs und sind fiir viele Schimmelpilze geeignete
Stickstoffquellen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von drei anorganischen
Stickstoffquellen, ndmlich NaNO3, NH4NO3 und NH4Cl, ndher beleuchtet. Diese
Stickstoffquellen dissoziieren in Wasser zu Ammonium- bzw. Nitrat-Ionen. Die
Kolonien, die auf AMM-Agar mit je einer dieser Stickstoffquellen angeziichtet
wurden, unterschieden sich deutlich in ihrem Wachstum, Phénotyp und in ihrer
Mykotoxinproduktion (Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1). Hiermit konnte
gezeigt werden, dass jede Stickstoffquelle einen unterschiedlichen Einfluss auf die

Entwicklung von S. chartarum nimmt.

NaNOs erwies sich in der vorliegenden Arbeit als geeignetste Stickstoffquelle fiir
alle drei getesteten Stimme. Es ermdglichte das beste Wachstum, mit einem dichten
und stark sporulierenden Myzel und einer hohen Produktion von makrozyklischen
Trichothecenen. Aullerdem lassen die erhobenen Daten die Annahme zu, dass
NaNOs in Konzentrationen von mindestens 10 mg Stickstoff pro Liter Medium
enthalten sein muss, um ein gutes Wachstum der Kulturen zu gewéhrleisten
(Publikation 2, Kapitel 2.1, Abbildung 1 & Kapitel 2.3.1, Abbildung 4). Bevor NO3
in den Stoffwechsel eingespeist werden kann, ist zunédchst eine Reduktion auf das
Niveau von NH4" notwendig. Dieser Prozess erfordert Gene, die fiir Nitrat- und
Nitritreduktasen kodieren (KELLER & HOHN, 1997). Solche Gene sind in anderen
Schimmelpilzen wie Neurospora crassa (TOMSETT & GARRETT, 1980) und
Aspergillus nidulans (JOHNSTONE et al., 1990) gut definiert. Sie wurden jedoch

bisher noch nicht im Genom von S. chartarum identifiziert.

Im Gegensatz zu NaNOs; wurde festgestellt, dass NH4Cl iiberraschenderweise
deutlich schlechter als Stickstoffquelle geeignet ist. Die Anzucht auf NH4Cl fiihrte
zu kleinen, nicht-sporulierenden Kolonien mit geringer bzw. nicht nachweisbarer
Produktion von makrozyklischen Trichothecenen (Publikation 2, Kapitel 2.1,
Abbildung 1 & Kapitel 2.3.1, Abbildung 4). Ein erster Hinweis darauf, dass NH4Cl
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die Sporulation von Stachybotrys-Spezies zum Erliegen bringen kann, stammt aus
dem Jahr 1963 (MCQUADE, 1963). Unsere Daten zeigen, dass dieser Effekt bereits
bei niedrigen Konzentrationen (>25mg Stickstoff pro Liter) eintritt. Da
NH4 -Ionen direkt zur Synthese von Glutamin aus Glutamat eingesetzt werden
konnen und die Assimilation von NOs3™ ein aufwendigerer Prozess ist, stellte sich
der negative Einfluss von NH4" als liberraschendes Ergebnis dar (TER SCHURE et
al., 2000). Eine NH4 -vermittelte Hemmung der Sporulation wurde auch fiir
zahlreiche andere Schimmelpilze beschrieben (PINON, 1977; DICKINSON &
DAWES, 1983; CHIU & MOORE, 1988), jedoch ist der zugrundeliegende

Mechanismus bislang unklar.

Die Beobachtung, dass NaNO; zu einem besseren Wachstum als NH4Cl fiihrte, ist eine
der wichtigsten Ergebnisse dieser Studie. Es ist bekannt, dass fiir verschiedene
Organismen, aufgrund der potenziellen Toxizitdt von NH4", die Erkennung und
Aufnahme dieses Ions durch spezifische Transporter sorgfiltig reguliert wird und
durch regulatorische Proteine unterbunden werden kann (VAN DEN BERG et al.,
2019). Des Weiteren konnte filir verschiedene filamentose Schimmelpilze ein
unzureichendes Wachstum in Verbindung mit NH4"-Salzen beobachtet werden.
BRIAN et al. (1947) nahmen an, dass organische Sauren wéihrend des Wachstums mit
NH4" zur Bereitstellung von Ketosduren benotigt werden. Die Aufnahme von NH4"
wird unterbrochen bis ausreichend Akzeptor-Molekiile verfligbar sind, um so eine
Akkumulation von toxischen NHs"-Ionen in den Zellen zu verhindern. Eine alternative
Erkldrung ist, dass die hemmende Wirkung von NH4" das Resultat einer
pH-Verschiebung ist, da die Assimilation von NH4" mit einer stetigen Freisetzung von
H'-Kationen einhergeht. Dies fiihrt zu einer Ansduerung des Mediums (PATROVSKY
et al., 2019). MORTON und MACMILLAN (1954) beschrieben jedoch, dass der aus
diesem pH-Effekt resultierenden schwachen Assimilation von NHs" durch die Zugabe
von puffernden organischen Sduresalzen entgegengewirkt werden kann. Der Einfluss
des pH-Wertes auf das Wachstum, die Sporulation und die Mykotoxinproduktion sollte
daher in zukiinftigen Studien dringend untersucht werden. Ein weiterer Aspekt, der in
diesem Zusammenhang von Bedeutung sein konnte, ist die Tatsache, dass NOs3™ als
Elektronenakzeptor bei der Nitratatmung genutzt werden kann, ein Prozess, der bei
vielen Pilzen zu finden ist (TAKAYA, 2002). Zudem nutzen einige Schimmelpilze bei
Sauerstoffmangel alternative Atmungswege (KAMP et al., 2015). Dies ist jedoch

aufgrund des experimentellen Aufbaus dieser Studie, bei der die Schimmelpilze in
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direktem Kontakt zur Luft wuchsen, unwahrscheinlich.

Interessanterweise waren das Myzelwachstum, die Sporulation und die Produktion
von makrozyklischen Trichothecenen der Kolonien, die auf NH4NO3 angeziichtet
wurden, denen auf NH4Cl dhnlicher als denen auf NaNOs. Diese Beobachtung 1asst
die Annahme zu, dass die Assimilation von NO3  unterdriickt wurde und der
Einfluss von NH4" {iberwog. Fiir S. chartarum wurde dieser Regulierungs-
mechanismus bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht beschrieben. Er ist jedoch als
Stickstoff-Katabolit-Repression bekannt und wurde bei verschiedenen anderen
Schimmelpilzen nachgewiesen (WIAME ef al., 1985). Hierbei werden Gene, die an
der Metabolisierung alternativer Stickstoffquellen beteiligt sind, solange
unterdriickt, solange NH4" vorhanden ist (TER SCHURE et al., 2000). Dies scheint
eine adaptive Bedeutung in natiirlichen Lebensrdumen zu haben, z. B. im Boden, in
dem sowohl NH4" als auch NOs™ vorkommt. Da die Assimilation von NOsein
energicaufwendigerer Prozess ist, kann angenommen werden, dass NOs3™ nicht
bevorzugt genutzt wird (MORTON & MACMILLAN, 1954). Ob der Mechanismus
der Stickstoff-Katabolit-Repression auch fiir S. chartarum gilt, konnte nicht geklért

werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

Da fiir andere Schimmelpilze beschrieben wurde, dass die Stickstoftkonzentration
einen erheblichen Einfluss auf die Biosynthese von Mykotoxinen nimmt (SHIM &
WOLOSHUK, 1999; MEDINA et al., 2008; KOHUT et al., 2009), wurden in der
vorliegenden Arbeit verschiedene Stickstoffkonzentrationen, ndmlich 0, 1, 5, 10,
25, 50, 250 und 500 mg Stickstoff pro Liter AMM, getestet (Publikation 2, Kapitel
2.1, Abbildung 1). Fiir S. chartarum existierten zu Beginn dieser Arbeit kaum
Daten tber den Einfluss verschiedener Stickstoftkonzentrationen. Fiir
Baumaterialien, die einen geringen Stickstoffgehalt aufweisen, wurde allerdings
beschrieben, dass sie geeignete Bedingungen fiir das Wachstum und die
Mykotoxinproduktion bieten. Der tatsdchliche Einfluss von Stickstoff blieb hierbei
jedoch unklar (CROFT et al, 1986). Auch ULRICH und SCHAFER (2020)
vermuteten einen FEinfluss der Stickstoffkonzentration auf die Bildung von
Mykotoxinen, da auf stickstoffreichen Ndhrmedien weniger Mykotoxine
nachgewiesen werden konnten als auf stickstoffarmen Medien. In dieser Studie
wurden jedoch komplexe, nicht ausreichend definierte Ndhrmedien verwendet.

Diese lassen eine Analyse des Einflusses einzelner Nahrstoffe nicht zu.
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In der vorliegenden Studie fiihrten bereits geringe Konzentrationen von NH4" zu
einer drastischen Verringerung der Produktion von makrozyklischen Trichothece-
nen, sodass diese nicht mehr nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu fiihrten
steigende Konzentrationen von NO3™ zu einem deutlichen Anstieg der Produktion
von makrozyklischen Trichothecenen. Des Weiteren resultierte die Anzucht von
S. chartarum auf AMM-Agarplatten mit niedrigen Stickstoffkonzentrationen
(1 und 5 mg/L), unabhingig von der Stickstoffquelle, in groBBen, jedoch flachen und
kaum sporulierenden Kolonien. Diese Beobachtung ldsst annehmen, dass eine
Stickstoftknappheit eine umfangreiche Ausbreitung von Hyphen ausldst, die die
Umgebung nach einem stickstoffreicheren Substrat absuchen. Dies flihrt jedoch im
Umkehrschluss zu einer verminderten Bildung von Pilzbiomasse. Ahnliche
Wachstumsphéanotypen ~ wurden  bereits  fir  Candida albicans  und
Saccharomyces cerevisiae beschrieben. Die Steuerung des Wachstums erfolgt hier-
bei durch Stickstoff-Transzeptoren. Stickstoff-Transzeptoren sind Transporter, die
auch als Rezeptoren fungieren und nachgeschaltete Signalwege steuern. Ein
Uberleben in einer stickstoffarmen Umgebung wird bei diesen sonst in der
Hefe-Form wachsenden Schimmelpilzen durch die Bildung von Pseudohyphen und
fadenformiges Wachstum in Richtung neuer Stickstoffquellen ermdglicht

(GIMENO et al., 1992; BISWAS & MORSCHHAUSER, 2005).

Da in fritheren Studien der Einfluss verschiedener Mono- und Polysaccharide auf
das Wachstum und die Mykotoxinproduktion von Stachybotrys-Spezies aufgrund
der Verwendung von komplexen Medien nicht ausreichend beschrieben wurde,
wurden in dieser Arbeit zusdtzlich verschiedene Kohlenstoffquellen (Glucose,
Fructose, Maltose, Kartoffelstirke, Weizenstirke und Zellulose) getestet und
verglichen. Die Kohlenstoffquellen wurden dabei mit den drei Stickstoffquellen
NaNO3, NH4NO3 und NH4Cl kombiniert. Die beiden wichtigsten Beobachtungen
dieser Studie, die negative Wirkung von NHs" auf das Myzelwachstum, die
Sporulation und die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen, und die
positive Wirkung von NOs’, traten in Kombination mit allen getesteten
Kohlenstoffquellen auf (Publikation 2, Kapitel 2.2, Abbildung 2 & Kapitel 2.3.2,
Abbildung 6). Dies bedeutet, dass kombinatorische Effekte weitgehend

ausgeschlossen werden konnen und der Einfluss der Stickstoffquellen liberwiegt.

Der Vergleich der auf NaNOs-haltigen Medien angeziichteten Kulturen macht

jedoch deutlich, dass die Kohlenstoffquellen ebenfalls einen nicht unwesentlichen
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Einfluss auf die GréB3e, die Morphologie, die Sporulation und die Produktion von
makrozyklischen Trichothecenen nahmen (Publikation 2, Kapitel 2.2, Abbildung 3
& Kapitel 2.3.2, Abbildung 7). Die auf stidrkehaltigen Medien angeziichteten
Kolonien sporulierten stark, waren sehr dunkel und bildeten ein dichtes Myzel. Die
getesteten Mono- und Disaccharide waren im Vergleich zur Stirke eindeutig
schlechter geeignete Kohlenstoffquellen. Dies war bei den Stimmen IBT 40293
und DSM 114129 besonders deutlich. Die Beobachtungen stimmen gut mit
fritheren Studien {iiberein, in denen Kartoffel-Dextrose-Agar als optimales
Nahrmedium fiir das Wachstum und die Produktion von makrozyklischen
Trichothecenen beschrieben wurde (SAMSON et al, 2010; ULRICH &
SCHAFER, 2020). Interessanterweise wuchs und sporulierte der Stamm
ATCC 34916 besser auf den Medien, die Mono- und Disaccharide enthielten, als
die anderen beiden Stimme. Ob diese Beobachtung auf eine Anpassung des
Stammes an Laborbedingungen zuriickzufiihren ist, oder eine stammspezifische

Eigenschaft darstellt, ist unbekannt.

Es ist beschrieben, dass die Kohlenstoffquelle einen Einfluss auf die Produktion
von Mykotoxinen haben kann, jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen
bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannt und mit hoher Wahrscheinlichkeit bei

verschiedenen Schimmelpilzgattungen nicht einheitlich (WANG et al., 2023).

In unseren Experimenten wiesen die Kolonien, die auf zellulosehaltigen
AMM-Agarplatten angeziichtet wurden, einen deutlich abweichenden Phénotyp
auf. Der Schimmelpilz breitete sich stark aus und das flache und schwach
sporulierende Myzel bedeckte die gesamte Oberfliche der Agarplatte (Publikation
2, Kapitel 2.2, Abbildung 3). Diese Beobachtung lidsst die Annahme zu, dass die
GroBe der Kolonien zu Versuchsende durch die Gro3e der Petrischale begrenzt
wurde. Diese hitten demnach grofer sein konnen. Der Wachstumsphénotyp &hnelte
dem, der bei Kolonien beobachtet wurde, die auf AMM mit geringen
Stickstoftkonzentrationen angeziichtet wurden. Somit scheinen sowohl
Stickstoffknappheit als auch Zellulose, wenn diese als einzige Kohlenstoffquelle
zur Verfiigung steht, einen Hungerphinotyp auszulosen. Es ist anzunehmen, dass
die geringe Wachstumseffizienz auf Agarplatten mit Zellulose mit hoher
Wahrscheinlichkeit den aufwendigen Prozess der Zelluloseverwertung
widerspiegelt. Die Assimilation von Zellulose ist ein Prozess, der ein

multi-enzymatisches System zum Abbau des Polymers zur Gewinnung von
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Glucosemolekiilen erfordert (SAIBI et al, 2011). Das begrenzte Angebot an
Glucose konnte damit das hinsichtlich der produzierten Biomasse begrenzte
Wachstum und die geringe Produktion von makrozyklischen Trichothecenen
erklaren. Frithere Daten deuten darauf hin, dass ein hoher Zellulosegehalt in
Nahrmedien oder Substraten die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen
fordert (CROFT et al., 1986). Stachybotrys wird aullerdem stets als zellulolytischer
Schimmelpilz beschrieben (SAMSON et al., 2010). Unsere Daten zeigen, dass dies
im Vergleich mit anderen Schimmelpilzen mdglicherweise zutrifft, aber andere
Kohlenstoffquellen als Zellulose fiir das Wachstum von S. chartarum deutlich
besser geeignet sind. Diese ermdglichen die Bildung eines dichten Myzels und einer
erhohten Produktion von makrozyklischen Trichothecenen (Publikation 2, Kapitel

2.2, Abbildung 3 & Kapitel 2.3.2, Abbildung 7).

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem im Einzelnen der Einfluss der getesteten
Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf die Produktion von sieben makrozyklischen
Trichothecenen untersucht. Durch unsere Daten wird deutlich, dass jeder der drei
getesteten Stdmme  Roridin L-2, Roridin E;  Verrucarin J,  Satratoxin G,
Satratoxin H und Satratoxin F, jedoch kein Verrucarin A bildete. Dies stimmt mit
friiheren Studien iiberein (JARVIS et al., 1995; ULRICH & SCHAFER, 2020). Die
Beobachtung, dass sich eine Zunahme oder Abnahme der Gesamtkonzentration an
makrozyklischen Trichothecenen auch weitgehend in den Konzentrationen jedes
einzelnen Mykotoxins widerspiegelt, deutet darauf hin, dass die Biosynthesewege
dieser Toxine eng miteinander verbunden sind und dhnlich reguliert werden. Eine
solche Verbindung der einzelnen Biosynthesewege wird auf Grundlage friiherer
Untersuchungen zwar angenommen, jedoch liegen bisher nur wenige Daten hierzu
vor. Die Interpretation der wenigen, verfiigbaren Daten beruht daher weitgehend
auf Vermutungen. Im derzeitigen Modell wird angenommen, dass Roridin E der
Vorldufer eines biosynthetischen Prozesses ist, bei dem nacheinander Verrucarin J
und die Satratoxine G, H und F gebildet werden (DEGENKOLB et al., 2008;
MCCORMICK et al., 2011). Nach DEGENKOLB ef al. (2008) nimmt Roridin L-2
eine gesonderte Rolle ein und entsteht als ein Endprodukt aus Roridin E und ist

demnach keine Vorstufe der Satratoxine.

Welches makrozyklische Trichothecen auf Agarplatten oder Baumaterialien in der
hochsten Konzentration gebildet wird, bleibt weiterhin ungeklért. In fritheren

Studien konnten Satratoxin H und Roridin E in hoheren Konzentrationen als die
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anderen makrozyklischen Trichothecene nachgewiesen werden (ALEKSIC et al.,
2016; ULRICH & SCHAFER, 2020). In der vorliegenden Arbeit war Roridin L-2
in allen gemessenen Proben das Mykotoxin, das in deutlich hdoheren
Konzentrationen nachgewiesen wurde. Daher scheint AMM die Produktion von
Mykotoxinen auf eine andere Weise zu beeinflussen als andere, weniger definierte
Medien. Hierbei muss jedoch zusitzlich beriicksichtigt werden, dass bei fritheren
Studien andere Messmethoden angewendet wurden. Um den Einfluss der
Messmethode beurteilen zu konnen, miisste die Produktion von Mykotoxinen auf
verschiedenen Medien mit einer einheitlichen Messmethode verglichen werden.
Des Weiteren wurde in anderen Studien kein kommerziell erhéltlicher Roridin L-2
Standard verwendet. Stattdessen wurde die Konzentration von Roridin L-2
semiquantitativ mit Hilfe anderer Toxine bestimmt (ULRICH & SCHAFER, 2020).
HINKLEY und JARVIS (2000) stellten auBerdem selbst einen Roridin L-2
Standard her, indem sie Roridin L-2 aus Reis isolierten. Solche im Labor
hergestellten Reagenzien sind jedoch anfillig fiir Schwankungen, z. B. hinsichtlich
ihres Reinheitsgrades. Es ist denkbar, dass sich der in unserer Studie verwendete
handelsiibliche Standard, in seinem Reinheitsgrad, von dem von HINKLEY und
JARVIS (2000) verwendeten Standard, unterscheidet.

Die gemessenen Konzentrationen von Verrucarin J und Satratoxin F waren die
niedrigsten von allen untersuchten makrozyklischen Trichothecenen. Dieses
Ergebnis ist jedoch kritisch zu betrachten, da fiir Verrucarin J und Satratoxin F kein
handelsiiblicher Referenzstandard erhéltlich war. Die Konzentrationen dieser
Mykotoxine wurden semiquantitativ als Aquivalent von Roridin E bzw.
Satratoxin G bestimmt (GAREIS & GOTTSCHALK, 2014). Es ist denkbar, dass
die Konzentrationen aufgrund eines abweichenden Ionisierungsverhaltens der
Toxine in der LC-MS/MS 1m Vergleich zu Roridin E und Satratoxin G hoher oder

niedriger sein konnten.

Wie bereits im Kapitel ,,Sporulation und Produktion von Mykotoxinen* beschrie-
ben, konnte im Gegensatz zur Produktion von makrozyklischen Trichothecenen,
keine Korrelation zwischen der Koloniefldche, der Sporulation und der Produktion

von Stachybotrylactam festgestellt werden.

Ein weiterer auffélliger Unterschied zwischen der Produktion von
Stachybotrylactam und makrozyklischen Trichothecenen bestand darin, dass alle

Stickstoffquellen mit steigender Konzentration zu einer Zunahme der Produktion
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von Stachybotrylactam fiihrten (Publikation 2, Kapitel 2.4.1, Abbildung 8). Die
Produktion stand demnach nicht in Verbindung mit dem Phénotyp der
entsprechenden Kolonie, sondern mit der verfiigbaren Stickstoffmenge. Dieses
Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit fritheren Studien, die zeigen, dass die

Produktion von Isoindolinon-Derivaten auf stickstoffreichen Medien begiinstigt

wird (JAGELS et al., 2019).

Die Produktion von Stachybotrylactam aller drei Stimme war auf AMM mit
Glucose, Fructose oder Maltose deutlich hoher als auf AMM mit Kartoffelstirke,
Weizenstirke und insbesondere Zellulose (Publikation 2, Kapitel 2.4.2, Abbildung
9 & 10). Zellulose fiihrte zu einem nahezu vollstdndigen Einbruch der Produktion
von Stachybotrylactam. Diese Beobachtungen stimmen gut mit fritheren
Ergebnissen von ULRICH und SCHAFER (2020) iiberein. Sie beschrieben, dass
das Wachstum auf Kartoffel-Dextrose-Agar zu einer Produktion geringer Mengen
von Stachybotrylactam fiihrt. Die Feststellung, dass die hochsten Konzentrationen
auf zellulosehaltigen Medien nachweisbar waren, steht jedoch im Gegensatz zu
unseren aktuellen Ergebnissen. Diese Diskrepanz konnte auf den Einfluss anderer,
noch unbekannter Molekiile zuriickzufiihren sein, die in dem von ULRICH und
SCHAFER (2020) verwendeten zellulosehaltigen Medium enthalten waren (z. B.
Hefeextrakt).

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass das Wachstum und die
Mykotoxinproduktion bei Anzucht von S.-chartarum-Genotyp-S-Stimmen auf
AMM durch verschiedene Stickstoff- und Kohlenstoffquellen deutlich beeinflusst
werden. Dies unterstreicht die Bedeutung der Standardisierung in der
Mykotoxinforschung von S. chartarum und die Notwendigkeit chemisch eindeutig

definierter Kulturmedien.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Stachybotrys chartarum ist ein toxigener Schimmelpilz, der hdufig aus wasserge-
schddigten Gebduden oder unsachgemél gelagerten Futtermitteln isoliert wird. Die
von diesem Schimmelpilz gebildeten Sekundérmetaboliten werden mit schweren
Erkrankungen bei Menschen und Tieren in Verbindung gebracht. Makrozyklische
Trichothecene und insbesondere Satratoxine sind hochtoxisch und die potentesten
bekannten Mykotoxine, die von diesem Schimmelpilz produziert werden.
Phenylspirodrimane, z. B. Stachybotrylactam, bilden die grofte Klasse von
Sekundédrmetaboliten und besitzen vermutlich eine immunsuppressive Wirkung. Da
die Synthese von Sekundidrmetaboliten von verschiedenen Faktoren wie
Wachstumszeit, Temperatur, Feuchtigkeit und verfiigbaren Nihrstoffen beeinflusst
wird, ist es zur Bewertung des pathogenen Potenzials von S.-chartarum-Isolaten
notwendig, sie unter Bedingungen anzuziichten, die die Toxinproduktion
zuverldssig gewihrleisten. Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten den Einfluss
der Kulturbedingungen auf die Produktion von Mykotoxinen, jedoch
konzentrierten sich diese Studien auf undefinierte oder komplexe Baumaterialien
und Medien. Diese machen eine Analyse des Einflusses spezifischer Néhrstoffe

unmoglich.

Ziel dieser Studie war es, verschiedene Faktoren zu untersuchen, die das Myzel-
wachstum und die Mykotoxinproduktion von §. chartarum beeinflussen und hier-
durch einen tieferen Einblick in den Sekundérmetabolismus dieses Schimmelpilzes
zu erhalten. In dieser Studie fithrte das Wachstum von S.-chartarum-Stimmen des
Genotyps S auf Potato-Dextrose-Agar von zwei verschiedenen Herstellern zu
unterschiedlichen Ergebnissen, nédmlich einerseits gut wachsenden und
sporulierenden Kulturen mit hohen Satratoxinkonzentrationen, und andererseits
Kulturen mit spérlicher Sporenbildung und geringer Satratoxinproduktion. Da
Potato-Dextrose-Agar ein Medium ist, das fiir Untersuchungen der Mykotoxinbil-
dung durch S. chartarum empfohlen wird, ist diese Beobachtung von besonderer
Bedeutung und sollte bei kiinftigen Studien und Diagnoseverfahren beriicksichtigt
werden. Weitere Experimente, die mit den beiden Medien durchgefiihrt wurden,
lieferten deutliche Hinweise auf eine positive Korrelation zwischen der Bildung
von Satratoxinen und der Sporulation, d. h., grole und insbesondere stark sporulie-

rende Kolonien bildeten die gro3ten Mengen an makrozyklischen Trichothecenen.
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Hierbei korrelierte eine geringere Sporulation mit einer geringeren Zytotoxizitét
aufgrund einer geringeren Satratoxinproduktion und umgekehrt. Ein Vergleich von
Drei-Punkt- und Ein-Punkt-Kulturen, die auf den beiden Potato-Dextrose-Agars
angeziichtet wurden, zeigte auBlerdem, dass zwischen den Kolonien eine
Kommunikation stattfand. Diese beeinflusste sowohl die Sporulation als auch die
Mykotoxinproduktion von S. chartarum. Die verstérkte Sporulation in Gegenwart
benachbarter Kolonien bedarf entsprechender Signale. Diese werden offenbar tiber
die wissrige Phase oder direkten physischen Kontakt, und nicht {iber fliichtige
Verbindungen ausgetauscht. Die Mechanismen und Molekiile, die daran beteiligt
sind, sind derzeit noch unbekannt. Dariiber hinaus wurde das in den Konidien von
S. chartarum enthaltene Pigment mittels ATR-Infrarotspektroskopie analysiert. Die
in dieser Studie ermittelten Spektren dhneln Spektren, die zuvor fiir das von anderen
Fadenpilzen produzierte Melanin beschrieben wurden. Es kann daher angenommen

werden, dass S. chartarum ein typisches Pilzmelanin produziert.

Um den Einfluss verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf das Wachs-
tum von S. chartarum und die Produktion von makrozyklischen Trichothecenen
und Stachybotrylactam zu untersuchen, wurde ein chemisch definiertes Medium
gesucht, auf dem S.-chartarum-Kulturen wachsen. Das Aspergillus Minimal
Medium erwies sich als geeignet. Die mit Variationen dieses Mediums erhaltenen
Daten zeigen, dass verschiedene Stickstoff- und Kohlenstoffquellen die Morpholo-
gie und die Mykotoxinproduktion deutlich beeinflussen. Es konnte festgestellt wer-
den, dass steigende Konzentrationen von Natriumnitrat das Wachstum positiv be-
einflussen und zu einem dichten und stark sporulierenden Myzel mit hoher Produk-
tion von makrozyklischen Trichothecenen fithren. Im Gegensatz dazu wurde fiir
Ammonium eine negative und nicht-unterstiitzende Wirkung beobachtet, und dies
insbesondere in hohen Konzentrationen. Unter Berlicksichtigung der Daten fiir das
Wachstum, die Sporulation und Produktion von makrozyklischen Trichothecenen
erwies sich Kartoffelstirke fiir alle drei getesteten Stimme als die beste Kohlen-
stoffquelle. AuBerdem bestétigten die Ergebnisse eine positive Korrelation zwi-
schen der Sporulation und der Bildung von makrozyklischen Trichothecenen. Im
Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Produktion von Stachybotrylactam
nicht mit dem Koloniewachstum und der Sporulation in Verbindung steht. Dies
deutet darauf hin, dass die Bildung von Stachybotrylactam und makrozyklischen

Trichothecenen deutlich unterschiedlich reguliert wird.
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das Wachstum, die Sporulation und die
Mykotoxinproduktion mafigeblich von dem Néhrmedium und den darin enthalte-
nen Komponenten abhéngen, aber auch durch die Anwesenheit anderer Kolonien
beeinflusst werden. Dies hebt die Notwendigkeit der Standardisierung in der
Mykotoxinforschung von S. chartarum und den Bedarf an chemisch eindeutig
definierten Ndhrmedien hervor. Das Aspergillus Minimal Medium wurde als erstes
definiertes Medium fiir S. chartarum eingefiihrt. Hierdurch wird eine zuverléssige
Identifizierung  von  gesundheitsgefdhrdenden, = Mykotoxin-produzierenden
S.-chartarum-Isolaten ermoglicht. Das Medium wird zudem zukiinftige
Untersuchungen der Biosynthese- und Stoffwechselwege sowie der Regulations-
mechanismen, die die Mykotoxinproduktion in S. chartarum steuern, erleichtern
und die Reproduzierbarkeit der Daten verbessern. Des Weiteren kann nun in kiinf-
tigen Experimenten auch der Einfluss anderer Nahrstoffkomponenten, z. B. von

Aminosduren und Salzen, untersucht werden.



VI. Summary 97

VI. SUMMARY

Stachybotrys chartarum is a toxigenic fungus that is frequently isolated from water
damaged buildings or improperly stored forage. The secondary metabolites formed
by this mold have been associated with severe health problems in humans and
animals. Macrocyclic trichothecenes and in particular satratoxins are highly toxic
and the most potent mycotoxins known to be produced by this fungus.
Phenylspirodrimanes, e.g. stachybotrylactam, represent the largest and most
abundant class of secondary metabolites produced by Stachybotrys species and are
presumed to possess an immunosuppressive activity. To assess the pathogenic
potential of S. chartarum isolates, it is important to grow them under conditions
that reliably promote toxin production. It was already known that the synthesis of
secondary metabolites depends on different factors, including time of growth,
temperature, humidity, and the available nutrients. Several authors have studied the
influence of culture conditions and growth media on the production of mycotoxins
by S. chartarum, but these studies focused on undefined or complex media and
building materials, which impeded investigations on the influence of specific

nutrients.

The aim of this study was to investigate different factors that influence the mycelial
growth and mycotoxin production of S. chartarum and to provide more insights into
the secondary metabolism of this mold. A key finding of this study is that growth
of S. chartarum genotype S strains on potato dextrose agar from two different
manufacturers led to divergent results, namely, well-grown and sporulating cultures
with high satratoxin concentrations versus cultures with sparse sporulation and low
satratoxin production. Since potato dextrose agar is a medium recommended for
investigations on mycotoxin production by S. chartarum, this finding is of
particular importance and has to be considered in future experiments and diagnostic
procedures. Further experiments performed with the two media provided strong
evidence for a positive correlation between satratoxin production and sporulation,
or in other words, large and in particular strongly sporulating colonies formed the
highest amounts of macrocyclic trichothecenes. Reduced sporulation correlates
with reduced cytotoxicity due to low satratoxin production and vice versa. A
comparison of three-point and one-point cultures grown on the two types of potato

dextrose agar furthermore demonstrated an inter-colony communication that



VI. Summary 98

influenced both sporulation and mycotoxin production of S. chartarum. The
enhanced sporulation in the presence of neighboring colonies requires
communication and the corresponding signals are apparently exchanged via the
aqueous phase or occur by direct physical contact and not by volatile compounds.
The mechanisms and molecules that are engaged in this interaction are currently
unknown. An ATR-IR analysis of the pigment found in the conidia of S. chartarum
demonstrated that the spectra detected in this study were very similar to previously
described spectra for melanin, which was derived from other filamentous fungi. It

can therefore be assumed that S. chartarum produces a typical fungal melanin.

A chemically defined medium was used to investigate the impact of several
nitrogen and carbon sources on growth of S. chartarum and its production of
macrocyclic trichothecenes and stachybotrylactam. Aspergillus Minimal Medium
has been found to be suitable for this purpose. Data obtained with variations of this
medium revealed that different nitrogen and carbon sources distinctly affect the
morphology and mycotoxin production. Increasing concentrations of sodium nitrate
were found to stimulate growth, resulting in a dense and heavily sporulating
mycelium with high macrocyclic trichothecene production. In contrast, a strong
non-supportive effect was observed for ammonium, particularly at high
concentrations. Considering the data for growth, sporulation, and macrocyclic
trichothecene production, potato starch was the superior and most reliable carbon
source for all three strains tested. Additionally, the results confirmed a positive
correlation between sporulation and macrocyclic trichothecene production. In
contrast, stachybotrylactam production was not linked to colony growth and
sporulation, indicating that stachybotrylactam and macrocyclic trichothecene

production are differently regulated.

The results of this study demonstrate that mycelial growth, sporulation and myco-
toxin production are primarily dependent on the nutrition medium, but are also
influenced by the presence of other cultures on the agar. The obvious impact of
nutrients on the secondary metabolism emphasizes the importance of standardiza-
tion in mycotoxin research of S. chartarum and the need for well-defined culture
media. Aspergillus Minimal Medium was established as a first defined medium for
S. chartarum that supports the production of macrocyclic trichothecenes. This will
enable a more reliable identification of hazardous S. chartarum isolates. The new

medium will also be instrumental to analyze the biosynthetic and metabolic
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pathways and the regulatory mechanisms that control mycotoxin production in
S. chartarum and to improve the reproducibility of the data. Furthermore, the
impact of other nutritional components, e.g., amino acids and salts can now be

investigated in future experiments.
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