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1. Allgemeine Einflihrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

In Freiland- und Gewéchshausversuchen sollte geprift werden, ob es in der biologischen Pro-
duktion von Salaten als Rohware fir die Herstellung von Fertigsalaten zu einer mikrobiellen
Kontamination kommen kann, und ob durch spezielle Kulturmalihahmen Kontaminationen un-
terbunden bzw. zumindest reduziert werden kénnen. Zusétzlich sollte geprift werden, wie sich
mikrobielle Kontaminationen in der Verarbeitung der Rohware zum Fertigsalat verhalten, ob
durch bestimmte Verarbeitungsmalinahmen eine Kontamination reduziert werden kann und wie

sich die Keimzahlen wahrend der Lagerung verandern.
1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Ein zentraler Anlass fur die Antragstellung war die im Jahr 2011 ausgebrochene EHEC-Epide-
mie und die in den Diskussionen gewonnene Erkenntnis, dass es keine ausreichenden Informa-
tionen Uber die Gefahrenquellen und die Wege einer mdglichen Infektion im Produktionsprozess
gibt. Insbesondere in der biologischen Produktion von frisch verzehrtem Gemiuse (z.B. Blattsa-
late und Fertigsalate), kénnte durch den Einsatz organischer Diinger ein besonderes Gefahren-
potenzial bestehen. Eine verbesserte Kenntnis der Risiken einer mikrobiellen Kontamination und
vor allem die Entwicklung von sicheren Strategien zur Vermeidung derartiger Gesundheitsrisiken

sind dringend notwendig.

Dazu ist es erforderlich die gesamte Wertschopfungskette der Fertigsalate von der Feldproduk-
tion bis zum Verbraucher zu untersuchen, da Kontaminationen an vielen Punkten in der Pro-
duktionskette auftreten konnen, und sich die Keimzahlen auf den Produkten im Zeitverlauf ver-
andern. In dem Vorhaben sollten die Zusammenhange zwischen biologischen, produktionstech-
nischen und 6kologischen Variablen einerseits und mikrobieller Kontamination des Produkts
andererseits analysiert, sowie Risikominderungsstrategien entwickelt werden. Im Abschnitt

Feldproduktion sollten insbesondere folgende Aspekte untersucht werden:

(i) die Internalisierung von Escherichia coli O157:H7 (E. coli, EC) durch Ubertragung uber Be-

regnungswasser und/oder organische Dungemittel

(i) der Einfluss von Pflanzenart und Sorte auf Kontamination und Internalisierung human-patho-

gener Bakterien (Gewebekonsistenz)

Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 1
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(iii) der Einfluss nichtpathogener mikrobieller Organismen in der Phyllosphare auf die Etab-

lierung pathogener Organismen

(iv) Modellierung und Prognose der Befallsdynamik von E. coli wéhrend der Produktion in

Abhangigkeit von Sorte und Umweltfaktoren.

Im Abschnitt Verarbeitung in der Produktionskette sollen innovative Verarbeitungstechnologien

zur Verbesserung der Hygiene und Haltbarkeit untersucht werden:

(v) Hochdruckwasserstrahlschneiden zur Verhinderung von Kreuzkontaminationen und zur Ver-

minderung von bakteriellem Wachstum
(vi) innovative Wasch- und Entkeimungsverfahren sowie biologische Waschwasserzusétze
(vii) Verpackungsfolien mit definierter Gasdurchlassigkeit zur Verlangerung der Haltbarkeit

(viii) Verringerung des Wasserverbrauchs und Keimreduktion in der Verarbeitung durch Wieder-

verwendung des Waschwassers nach Desinfektion mit UV-C.

Ziele des Projektes waren die Evaluation und die Modellierung der Gesundheitsrisiken in der
biologischen Produktion von Fertigsalaten mit Hilfe von Modellierungsverfahren und Experi-
menten sowie die Entwicklung von Strategien hin zu einer Risikominimierung durch die Nutzung

effektiver Technologien in der Feldproduktion, der Verarbeitung und der Verpackung.

Das entstehende Modell sollte die feed-forward und feed-back Effekte der verschiedenen Mal3-
nahmen in der Produktionskette enthalten und sollte allen Beteiligten in der Produktionskette
helfen, die richtigen Entscheidungen hinsichtlich einer optimierten und sicheren Produktion eines

hochwertigen Produktes zu treffen.

Der Antrag wurde als Initiativantrag unabhangig von einer Ausschreibung gestellt und entspricht
in seiner Ausrichtung dem Ziel des BOLN, Wissens- und Erfahrungsliicken im ékologischen An-
bau zu schliel3en. Insbesondere der Einbeziehung der Produktverarbeitung als ein Teilziel des
Programmes wird hier Beachtung geschenkt. Das Projekt wurde an die zwei Zuwendungsemp-
fanger Leibniz Universitat Hannover (LUH) und Universitat Hohenheim (UHOH) vergeben. Jeder
Zuwendungsempfanger bekam ein eigenes Forderkennzeichen. Daher wird der Schlussbericht
im Folgenden in die Hauptabschnitte | (LUH) und Il (UHOH) geteilt.

Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 2
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Teil | Leibniz Universitat Hannover (28110EQ097)

I. 1. Einfihrung

1.1 Gegenstand des Projektes

In Freiland- und Gewachshausversuchen sollte geprift werden, ob und in welchem Produktions-
schritt eine bakterielle Kontamination in der Produktionskette der Rohware zur Herstellung bio-
logisch produzierter Fertigsalate auftreten kann. Zusatzlich sollte geprift werden, ob spezielle
Kulturmaf3nahmen eine Kontamination reduzieren bzw. verhindern kdnnen und ob Bakterien in

die Pflanze eindringen kdnnen.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

Die 6kologische Produktion von Gemiuse birgt durch den Einsatz organischer Materialien aus
der Tierproduktion theoretisch das Gefahrenpotenzial einer bakteriellen Kontamination des Pro-
duktes. Ob dieses Risiko wirklich besteht und wie hoch dieses Risiko ist, sollte in einer Ver-
suchsserie in einem biologisch produzierenden Praxisbetrieb in praxisiiblichen Produktionsket-
ten gepruft werden. Beachtet werden muss, dass die Ergebnisse aus diesen Fallstudien nur
sehr vorsichtig verallgemeinert werden sollten. Dies ist den vielfaltigen Wechselbeziehungen

und Einflussfaktoren auf die Dynamik einer mikrobiellen Kontamination geschuldet.

Da im Freiland keine kinstlichen Kontaminationen mit Bakterien gesetzt werden konnten, wur-
den zusatzlich Kontaminationsversuche in speziell zugelassenen Gewdachshausern durchge-
fuhrt. Um die Gefahr einer méglichen Internalisierung von Bakterien in das Pflanzengewebe zu
prufen, wurde hier das Uberleben von E. coli 0157:H7 auf unterschiedlich gediingten Blattsala-
ten geprift. Eine Internalisierung héatte fur die Nutzung von Frischware deutlich starkere Konse-

guenzen als eine alleinige externe Anhaftung.

In diesem Teil des Gesamtprojektes sollten folgende Aspekte untersucht werden:
(i) die Internalisierung von Escherichia coli O157:H7 (E. coli, EC) durch Ubertragung tber Be-
regnungswasser und/oder organische Dingemittel

(i) der Einfluss von Pflanzenart und Sorte auf Kontamination und Internalisierung human-patho-
gener Bakterien (Gewebekonsistenz)

(iii) der Einfluss nichtpathogener mikrobieller Organismen in der Phyllosphare auf die Etab-

lierung pathogener Organismen

Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 3
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(iv) Modellierung und Prognose der Befallsdynamik von E. coli wéhrend der Produktion in Ab-

hangigkeit von Sorte und Umweltfaktoren.

Das Projekt sollte dem zentralen Ziel des BOLN dienen, Forschungsergebnisse zur SchlieRung
von Wissensliicken uber spezielle Themenbereiche der 6kologischen Produktion zu schlie3en
und damit zur Forderung einer nachhaltigen Landwirtschaft beizutragen. Insbesondere die Be-
trachtung Uber die gesamte Wertschopfungskette einschlie3lich der Verarbeitung (durch den
Projektpartner der Universitat Hohenheim, Teil 1) ist ein wesentliches Teilziel des Bundespro-

gramms.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Die Feldversuche erfolgten auf Flachen eines Bioland Gemiisebaubetriebes in der Region Han-
nover. Um Folgewirkungen der einzelnen Versuchsvarianten zu vermeiden, wurden dazu fir
jeden Anbausatz andere Teilflichen ausgesucht. Als Wasserquellen dienten ein Tieforunnen mit
Trinkwasserqualitat, ein Brunnen mit Oberflachenwasseranschluss sowie zwei in unmittelbarer
Né&he befindliche Teiche. Die Jungpflanzen wurden nach Anweisung durch den Gemiisebaube-
trieb angezogen. Die Zusammenarbeit mit dem Betrieb (Feldvorbereitung, Jungpflanzenanzucht,
Hilfe bei der Bereitstellung des Teichwassers) klappte reibungslos. Der Hiuhnertrockenkot wurde
jeweils kurz vor Versuchsbeginn von einem Naturlandbetrieb bei Hameln beschafft und eingear-
beitet.

Bei den Zeitauswertungen wurden das Pflanzenmaterial zu Beginn der Satze und geringem
Probenumfang mit einem Expressdienst zum Projektpartner nach Schweden geschickt. Bei gro-
Beren Pflanzen wurden die Proben direkt durch die jeweiligen Mitarbeiterinnen aus Schweden
genommen und in das eigene Labor transportiert. Proben fir den Projektpartner in Hohenheim
zur Verarbeitung wurden dreimal per Expresskurier nach Stuttgart versandt. Dies erforderte ins-

gesamt eine gut abgestimmte Planung und Logistik.

In Schweden wurden die Proben aus den Feldversuchen entsprechend aufbereitet und der mik-
robielle Besatz quantifiziert. Zusatzlich wurden in Schweden in speziell eingerichteten Ge-
wachshauskabinen gezielt Kontaminationsversuche mit einem apathogen E. coli O157:H7-
Stamm durchgefiihrt, der keine Shigatoxine produziert, aber den Adhéasionsfaktor eae expri-

miert. Hierbei ging es speziell um die Fragestellung einer méglichen Internalisierung.

Das Gesamtkonsortium hatte ein gemeinsames Treffen in Hohenheim, zwei Treffen der beiden

Gruppen LUH/SLU. Dartiber hinaus gab es Treffen anlasslich des Besuches von Tagungen und
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Promotionsprifungen auf denen Informationen personlich ausgetauscht wurden. Zusatzlich
wurden zwischen der LUH und der SLU mehrere Videokonferenzen ilber das Deutsche For-

schungsnetz (dfn) durchgefinhrt.

Insgesamt klappte die Zusammenarbeit zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen sehr gut. Leider
gab es im Bereich der Laborarbeit in Schweden und in der Bearbeitung der Feldversuche in
Hannover je einen personellen Wechsel in der Projektbearbeitung. Die Projektpartner versuch-
ten diese Situation durch eigenen Personaleinsatz zu kompensieren, da die Versuche/Analysen
zu den entsprechenden Zeitpunkten liefen. Allerdings flihrte diese Situation zu Verzégerungen in

der Datenauswertung.

I. 2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft

wurde

Gerade in komplexen Produktionsketten ist die schnelle Verderblichkeit frischer Gemusepro-
dukte besonders kritisch. Fertigsalate aus biologischer Produktion erfreuen sich zunehmender
Beliebtheit, erfordern aber technisch ausgereifte Produktionsketten. Die Herstellung von Fertig-
salaten ist schon bei konventioneller Produktion eine groRe Herausforderung, in der biologi-
schen Produktion kommen jedoch zwei weitere Probleme hinzu: Die alleinige Stickstoffversor-
gung der Pflanzen Uber organische Dingemittel erhdht das Risiko einer Kontamination mit Hu-
manpathogenen wahrend der Produktion durch die Nutzung von Tierschlachtabfallen wie Blut-
mehl und tierischen Exkrementen wie Guano, Stallmist oder Gllle (Arthurson et al. 2011,
CFSAN 1998). Andererseits sind die Mdglichkeiten der Entfernung etwaiger Kontaminationen
wahrend der Verarbeitung begrenzt. Die Nutzung von chloriertem Waschwasser in der Produkti-
on von biologischen Fertigsalaten ist verboten. Dies zeigt die Bedeutung einer Vermeidungsstra-

tegie in der Vorerntephase (Erickson 2010).

Die Produktionskette von Fertigsalaten enthalt eine Reihe von feed-forward und feed-back Pro-
zessen. Dadurch bestehen z.Zt. in unzureichendem Malie quantitative Kenntnisse hinsichtlich
dieser komplexen Wechselbeziehungen. Wichtige Aufgaben sind daher die Analyse des Kon-
taminationspotenzials, der Moglichkeiten der Kontaminationsvermeidung und -reduzierung, so-
wie der Beseitigung von mikrobiellen Gefahrenquellen auf den einzelnen Stufen der Produk-
tionskette. Dazu muss der Einfluss der Produktionstechnologie hinsichtlich einer Verringerung
des Potenzials einer mikrobiellen Kontamination sowie u.a. der Turgeszenz und der Gewebe-

stabilitat gepruft werden.

Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 5
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In Deutschland ist es im Jahre 2011 zu einem Ausbruch einer E.coli-Epidemie gekommen, die
héchstwahrscheinlich durch infiziertes Saatgut aus Agypten verursacht wurde. Insgesamt gab es
3842 klinisch bestatigte EHEC/HUS Krankheitsfélle in Deutschland, 53 Personen starben (RKI
2011). Ahnliche Probleme, wenn auch mit geringerer Tragweite, werden im Zusammenhang mit
Fertigsalaten aus England berichtet (Little & Gillespie 2008). Erst im Juli/August 2015 kam es
erneut zu einem Ausbruch in England, was die Aktualitdt des Problems dokumentiert
(http://www.foodsafetynews.com/2015/09/38-sickened-in-uk-e-coli-outbreak-linked-to-
prepackaged-salad/#.VhylVm7D-_F).

Neben den organischen Diingern wurden Beregnungswasser und Waschwasser in der Verarbei-
tung als potenzielle Quellen der Pathogenverbreitung identifiziert (Steele et al. 2005). Obwohl
die Qualitat des Beregnungswassers von grundsatzlicher Bedeutung ist, kann sein Einfluss auf
die Kontamination durch die Applikationstechnik verringert werden. Unterflur-Tropfbewasserung
z.B. ergab eine verringerte mikrobielle Kontamination als Furchenbewasserung (Song et al.
2006). Salmonella spp. und Escherichia coli O157:H7 sind die haufigsten Ursachen fir Lebens-
mittelvergiftungen bei Obst und Gemdse, aber auch Listeria monocytogenes wurde bereits hau-
fig als Ursache fir Listeriose-Ausbriiche auf Blattsalaten nachgewiesen (Taben & Halkman,
2011; Carrasco et al., 2010). Listeria monocytogenes sind primér Erdkeime und als Humanpa-
thogene in der Verarbeitungskette frischer Gemuseprodukte besonders aufgrund ihrer Fahigkeit,
Biofilme zu bilden sowie aufgrund ihres psychrotrophen Wachstums schon ab 0 °C gefiirchtet
(Kramer, 2007). An der Pflanze kénnen vier Bereiche fiir eine mikrobielle Ansiedlung genannt
werden: Die Wurzelzone (10'° Kolonien bildende Einheiten pro Gramm (KbE g™)), die Blattober-
flache (105-1010 KbE g™), die Fruchtoberflache (107 KbE g™) und das Pflanzeninnengewebe
(105 KbE g™). Viele Humanpathogene kénnen trotz Anwesenheit anderer Mikroflora auf Pflan-
zenoberflachen Uberleben und sogar in das Pflanzengewebe internalisiert werden (Danhorn &
Fuqua 2007, Berg et al. 2005, Brandl 2006). Gerade die Internalisierung ist bei Anbauern und

Produzenten gréf3tenteils immer noch nicht bekannt.

I. 3. Material und Methoden

3.1 Feldversuche

Die Untersuchungen in der Feldproduktionsphase erfolgten durch das Institut fur Gartenbauliche
Produktionssysteme, Abteilung Systemmodellierung Gemisebau der Leibniz Universitat Hanno-
ver. Es wurden Feldversuche in 2012, 2013 und in 2014 durchgefihrt, in denen die Einfliisse der

Produktionstechnologie auf Wachstum und mikrobielle Qualitatsparameter von Blattsalaten un-

Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 6
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tersucht wurden (Tab. 1). Die Versuche erfolgten im Bioland Gemusebaubetrieb Rothenfeld in
Neuwarmbiichen bei Hannover.

Die Dingung der einzelnen Parzellen erfolgte entsprechend der N, — Methode (Ziel: 150 kg
N/ha) nach vorheriger Bodenprobe und Analyse des vorhandenen mineralischen Stickstoffes (O-
30 cm). Dabei wurde von folgenden Stickstoffgehalten der Diinger ausgegangen:

- Haarmehlpellets: 14 % N - Huahnertrockenkot: 30 kg N/t FM

Die N-Gehaltsangabe der Haarmehlpellets basierte auf Herstellerangaben und die N-Gehaltan-
gabe des Huhnertrockenkots erfolgte auf Basis von Analysen des Lieferanten.

Vor Pflanzung erfolgte eine betriebsibliche Bodenbearbeitung, die Jungpflanzen wurden eben-
falls nach dem Standardvorgehen des Betriebes in mit Kultursubstrat beflllten Trays in einem
nicht beheizten Foliengewéchshaus angezogen.

Die Aussaat-, Pflanz- und Erntetermine sind in Tabelle 2 dargestellt.

Die Bewdasserung wahrend der Versuche erfolgte nach Bedarf. Nach Mdglichkeit erfolgte eine
Bewdasserung jeweils drei Tage vor der Probennahme. Aufgrund von zu hoher Bodenfeuchte
konnte dies an folgenden Terminen nicht durchgefiihrt werden: Erntetermine 1-3 Satz 1 2012,
Erntetermin 2 Satz 2 2012, alle 2 Termine Satz 1 2013, Erntetermin 1 Satz 2 2013, Erntetermine
1 und 2 Satz 1 2014, Erntetermin 3 Satz 2 2014.

Die Parzellen wurden mechanisch (Hacken per Hand) unkrautfrei gehalten, es fand kein weiterer
Pflanzenschutz statt. Im Detail wurden folgende Messungen durchgefihrt:

In jedem Versuchsjahr wurden zwei Anbausatze mit je drei Wiederholungen kultiviert (Tab. 1).
Pro Satz (2012 I+1l, 2013 I, 2014 1) ergeben sich 108 Parzellen (3 Kulturen * 2 organische Dun-
ger * 3 Wasserqualitaten * 2 Mulche * 3 Wiederholungen). Zuséatzlich wurden 36 Parzellen (1
Kultur * 2 organische Dinger * 3 Wasserqualitaten * 2 Mulche * 3 Wiederholungen) fiir die
Tropfbewésserung bei Eissalat angelegt. Der Aufbau entsprach einer Spaltanlage mit 3 Wie-
derholungen. Als Grof3teilstick wird die Bewasserung angelegt, da eine kleinrdumige, parzel-
lenweise Uberkopfbewasserung nicht méglich war. Die weitere Unterteilung der GroRteilstiicke
erfolgte in DUngerart, Bewasserungsart, Bodenbedeckung (split-split-split-Plot Design). Flr den
Satz 2013 | ergaben sich 144 Parzellen (2 Kulturen * 2 organische Diinger * 3 Wasserqualitaten
* 2 Mulche * 2 Bewasserungsarten * 3 Wiederholungen). Fir den Satz 2014 Il ergaben sich 48
Parzellen (1 Kultur * 2 organische Dunger * 2 Wasserqualitaten * 2 Mulche * 2 Bewasserungs-
arten * 3 Wiederholungen). Im Kulturverlauf wurden alle 14 Tage 2 Einzelpflanzen aus jeder
Parzelle entnommen und mikrobiologisch untersucht. Zudem erfolgte die Bestimmung des
Frischgewichts der Gesamtpflanze und des Trockengewichtes nach Trocknung bis zur Ge-
wichtskonstanz bei 105 °C anhand einer vollrandomisiert entnommen Teilprobe von 2 weiteren

Pflanzen pro Parzelle. Aus den Messungen wurde der prozentuale Trockenmasseanteil errech-
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net. Zur Endernte wurden in 2012 Il und in den Satzen 2013 weiterhin der Nitratgehalt, der Ge-

halt an strukturgebenden Kohlenhydraten der Zellwand fir den Eissalat und den Eichblattsalat

sowie der Flavonid- und Glucosinolatgehalt der Rauke und der Flavonidgehalt des Mangolds als

Qualitatsparameter im Labor bestimmt.

Zu den jeweiligen Probennahmeterminen wurden neben der Analyse der Blatter ebenfalls Bo-

denproben der verschiedenen Varianten von Parzellen des Eissalates sowie der Inputfaktoren

Dunger und Wasser mikrobiologisch untersucht.

Tab. 1: Versuchsfaktoren Feldversuche auf der Bioland-Gartnerei Rothenfeld in den Anbau-
jahren 2012, 2013 und 2014

salat Tropf-

bewésserung

salat Tropf-

bewésserung

salat Tropf-

bewésserung

Faktor | Versuche 2012 Versuch 2013 Versuch 2013 Versuch 2014 Versuch 2014
(2 Satze) (Satz 1) (Satz 2) (Satz 1) (Satz 2)
Kultur | -Eissalat -Eissalat -Eissalat -Eissalat -Eissalat
-Mangold -Eichblattsalat -Mangold -Mangold
-Wilde Rauke -Wilde Rauke -Wilde Rauke
(Diplotaxis spp.) (Diplotaxis spp.) (Diplotaxis spp.)
Orga- | -Haarmehlpellets | -Haarmehlpellets | -Haarmehlpellets | -Haarmehlpellets | -Haarmehlpellets
nischer | -Huhnertrockenkot | -Hihnertrockenkot | -Hiihnertrockenkot | -Hiihnertrockenkot | -Huhnetrockenkot
Dlnger
Was- -Teichwasser -Teichwasser -Teichwasser -Teichwasser -Teichwasser
serqua- | -Teichwasser, -Brunnenwasser -Brunnenwasser -Brunnenwasser -Brunnenwasser
litat dekontaminiert | -Leitungswasser -Leitungswasser -Leitungswasser
-Brunnenwasser
Mulch | -ohne Mulch -ohne Mulch -ohne Mulch -ohne Mulch -ohne Mulch
-hioabbaubarer -Mulchfolie -Mulchfolie -Mulchfolie -Mulchfolie
Mulch
Bereg- | -Uberkopf- -Uberkopf- -Uberkopf- -Uberkopf- -Uberkopf-
nung Beregnung Beregnung und Beregnung Beregnung Beregnung und
(alle Kulturen) Tropfbewas- (alle Kulturen) (alle Kulturen) Tropfbewas-
-zusatzl. bei Eis- serung -zusétzl. bei Eis- -zusétzl. bei Eis- serung
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Tab. 2: Aussaat- und Erntetermine der angebauten Satze 2012-2014

2012 Satz 1 Satz 2

Aussaat 11.06. 03.08.

Pflanzung 05.07. 23.08.

Probennahme | 21.05. /03.06. 08.07./22.07./05.08.
2013 Satz 1 Satz 2

Aussaat 20.03. 22.05.

Pflanzung 30.04. 26.06.

Probennahme | 21.05. /03.06. 08.07./22.07./05.08.
2014 Satz 1 Satz 2

Aussaat 08.04. 29.06.

Pflanzung 06.05. 30.07

Probennahme | 20.05. / 02.06. / 16.06. / 30.06. | 13.08./26.08./ 09.09. / 23.09.

(kein Rucola)

3.2 Bereitstellung von Pflanzenmaterial fiir die Verarbeitung von Eis-
und Eichblattsalat

Zusatzlich wurden fir zwei Eissalatvarianten in 2012 die entsprechenden Parzellen um 50 m?
erweitert. Bei diesen ausgewéhlten Varianten handelte es sich um eine ,sichere’ (Haarmehlpel-
lets, dekontaminiertes Wasser, Mulchauflage und Tropfbewasserung) sowie um eine risikorei-
che' Variante (Huhnertrockenkot, Teichwasser, ohne Mulchauflage und Uberkopf- Beregnung)
zur Produktion von Rohware fur die Universitat Hohenheim. Ebenso erfolgte die Kultivierung des

Eichblattsalates 2013 nach Absprache mit dem Projektpartner aus Hohenheim.

3.3 Statistische Auswertung und Modellerstellung
Die Erstellung der Graphiken und Tabellen wurde mit SigmaPlot 11.0, Excel und R durchge-
fuhrt.
Die Varianzanalysen (Split-plot Anova) und anschlieRenden Mittelwertsvergleiche wurden mit
der Software R 3.1.2 durchgefihrt.
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Anhand von Boxplots wurde eine graphische Uberpriifung auf Normalverteilung durchgefiihrt
(Median etwa in der Mitte des Boxplots). AnschlieBend wurde Uber einen F-Test (p < 0,05) eine
Uberprufung auf Varianzhomogenitat durchgefiihrt. Bei einem p-Wert > 0,05 wurde von Vari-
anzhomogenitat ausgegangen (Hoff, 2005). Entsprechend der Ergebnisse der Varianzanalysen
wurde bei Normalverteilung zum statistischen Vergleich ein t-test (p < 0,05) gewahlt. Bei keiner
Normalverteilung erfolgte der Vergleich Gber einen Wilcoxon U-test, (p < 0,05) (Barlocher, 1999,
Kohler et. al. 2002). Bei den multiplen Vergleichen wurde hier zunachst ein Levene-Test durch-
geflihrt. Anhand der Ergebnisse (p-Wert des Levene Tests > 0,05) wurde von Varianzhomoge-
nitat ausgegangen (Hoff, 2005). Im Anschluss wurden die Messgrof3en Uber einen pairwise t-test
(p = 0,05) miteinander verglichen. Hierbei wurde fiir alle Daten eine Normalverteilung ange-
nommen.

Die Modellerstellung erfolgte in ModelMaker 4.0. Eine erste Modellstruktur wurde anhand von
Literaturstudien (Liu et al., 2013, Baranyi et al., 1995, Ratkowsky et al., 1982) ausgearbeitet
(Abb. 1).

= @ Tagliche
Klimadaten Globalstrahlung (I) MJ mi2 Modellstruktur

—— der
i Kontamination

@ Tagliche
Temperatur (T) °C

‘ Bodenwassergehalt ‘< ; )‘ Pﬂanzengror!e H;

: . :
8. = 1 _
Mlkmomamsmen A ; H
’ + ke "M Mikroorganismen E_ I ¢ D POOIgrOBe

iy Population_Pflanze
1; O Variable
ey creignis
Wasserquelle Bewasserungsted‘D Bodenbedeckung @

—> Stofffluss
-3 Einfluss

A

Abb. 1: Ausgearbeitete Modellstruktur zur Risikoabschatzung der Kontaminationsdynamik mit
E.coli.

Das Modell setzt sich aus mehreren Submodellen zusammen. Einzelne Kompartimente des
Systems bilden Poolgrél3en fir Boden, Wasser und Pflanze. Innerhalb dieser Poolgrofen findet
sowohl Mikroorganismenwachstum als auch ein Absterben in Abhangigkeit von Umwelteinflis-
sen (Wasser, Temperatur etc.) statt. Zwischen den einzelnen Pools werden Stoffflisse simuliert

(z.B. Bewasserung, Spritzwasser) und so neben dem Mikroorganismenwachstum und -abster-
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ben ein dynamisches Kontaminationsmodell gebildet. Als ein Submodell wurde das Penman-
Monteith Modell (Allen et al., 1998) implementiert. Zusammen mit kultur- und entwicklungsspezi-
fischen Steuerungswerten k werden hier Beregnungszeitpunkte und -mengen bestimmt sowie
die aktuelle Bodenfeuchtigkeit als ein Parameter fir das Mikroorganismenwachstum berechnet.
Das Pflanzenwachstum der einzelnen Arten wurde durch Temperatursummenmodelle imple-
mentiert.

Zusatzlich erfolgten Korrelationsanalysen von vorhandenen Kontaminationsdaten der Blatter mit
E.coli in Abhéngigkeit von Klimadaten (Temperatur und Niederschlag; Bewasserung) in Excel.
Die Klimadaten wurden durch die Wetterstation des DWD in Langenhagen erfasst und online

abgerufen (www.dwd.de).

3.4 Mikrobielle Analysen Feldversuch

Mikrobielle Analysen Blatter

Geerntete Pflanzen wurden bis zur mikrobiellen Analyse gekihlt aufbewahrt. Blatter mit einem
Gewicht von 10 g wurden genau eingewogen und zusammen mit 50 ml 0,1 M TRIS-Puffer in
eine sterile Tute gegeben. AnschlieRend wurden die Bakterien von der Blattoberflache mit Hilfe
eines Smashers (Chemunex, Bruz, Frankreich; 20 Sekunden, normale Geschwindigkeit) in Sus-
pension gebracht. Die Suspension wurde von den Blattern getrennt und mittels kultivierungsab-
hangiger Methoden im Hinblick auf die aerobe mesophile Gesamtbakterienzahl (GBZ), Entero-
bakterien gesamt, Salmonellen, Escherichia (E.) coli, Coliforme, Listeria spp., Listeria (L.) mono-
cytogenes sowie Enterokokken quantifiziert. Verwendete Medien und Inkubationsbedingungen
sind in Tab. 3 aufgefihrt. Suspensionen wurden, falls notwendig, mit 0,85% NaCl-Losung seriell
verdiinnt. Ergebnisse sind in Koloniebildenden Einheiten (KbE) in 1 g Frischmasse (FM) ange-
geben.

Statistische Analysen zu den verschiedenen Anbaumethoden wurden mit Minitab (Version 16)

durchgefihrt.

Mikrobielle Analysen Dinger und Bodenproben

Die verwendeten Diinger (Haarmehlpellets ,HMP* und Hihnertrockenkot ,HTK") sowie Boden-
proben, die im Laufe der Kultivierung im Jahr 2014 genommen wurden, wurden mikrobiologisch
analysiert. Hierfir wurden 10 g der Probe in ein steriles Gefal3 genau eingewogen, 100 ml 0,2%
Na,P,O; zugegeben und das Gemisch fur 30 Minuten bei 110 rpm geschuttelt. Das Gemisch
wurde anschlieRend fur 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt und nach weiteren 5 Minuten, in

denen sich die schweren Partikel der Probe setzen konnten, durch ein steriles Sieb mit einer
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PorengrofRe von 1 mm gefiltert. Die Suspension wurde dann mikrobiell auf die gleichen Bakte-

rien wie auch die Blatter untersucht (Tab. 3).

Mikrobielle Analysen Wasser

Aliquote der verwendeten Wasserquellen wurden auf ihre mikrobiologische Qualitat hin analy-
siert. Hierfir wurde das Colilert-18 Kit (IDEXX laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA) fur die
Bestimmung der Konzentrationen von coliformen Bakterien sowie E. coli im Speziellen und das
Enterolert-18 Kit (IDEXX laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA) fur die Bestimmung der
Konzentration an Enterkokken nach Herstellerangaben angewandt. Ergebnisse sind als ,most
probable number® (MPN) in 100 ml angegeben. Die aerobe mesophile Gesamtbakterienzahl
wurde mit Hilfe von R2A Agar (Reasoner’s 2A Agar; Difco 866-979-9408) ermittelt.

Epiphytische Kolonisierung von Mangold- und wilder Raukebléattern durch E. coli O157:H7 unter

Gewachshausbedingungen

Fur die Untersuchung der epiphytischen Kolonisierung von Mangold- und wilde Raukeblattern
wurde ein shigatoxin-negativer Stamm von E. coli O157:H7 (Stamm: E81186) als Modellorga-
nismus gewahlt. Der gewahlte Wildstamm produziert jedoch den Adhéasionsfaktor eae. Dieser
Modellorganismus war fur frilhere Experimente mit einem Plasmid fur grinfluoreszierendes Pro-
tein und Ampizillinresistenz transformiert, was bei Anzucht auf semi-selektivem Medium mit Ara-
binose und Ampizillin eine selektive Reisolierung und dadurch Quantifizierung zuléasst. Der Mo-
dellorganismus wurde in -80 °C gelagert. Fur die Inokulation wurde eine Reinkultur aus einer
Kolonie auf lysogenem Agar (LB) angezogen und nach 24 h in lysogene Boullion Uberfiihrt.
Nach Anzucht tber Nacht bei 37 °C (110 rpm) wurden die Zellen geerntet und durch wiederhol-
tes Zentrifugieren (Schritt 1: 45 min, 4 °C; 3000 xg; Schritt 2: 15 min, 4 °C, 3000 xg) und Re-
suspendieren in sterilem 0.85% NaCl gewaschen. Fir die Suspension zur Inokulation wurde

zuerst die Stammldsung spektrophotometrisch (Expert 96™

, Asys HiTech, Eugendorf, Austria)
bestimmt und entsprechend einer vorher angefertigten Kalibrierungskurve (Abbildung 2) auf
ODsg2o 1,0 gestellt. Dies entspricht einer Keimzahl von 9,7 log KbE/ml. Die Stammldsung wurde
danach fur die Inokulationslésnung mit 0,085% NaCl auf 6.8 log KbE/ml verdinnt und die End-

dichte durch eine Verdinnungsserie und Ausstrich auf LB (+ Arabinose, + Ampizillin) verifiziert.
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Tab. 3: Verwendete Medien und Inkubationsbedingungen zur Analyse der Bakterien in Phyl-

losphéare sowie Diinger- und Bodenproben.

Medium Erganzung Selektiv fur Inkubations- | Inkuba-
temperatur | tionszeit

0.1 x Tryptic | Difco 236950 | 1.2 % Bacto Aerobe mesophile | 25°C 72 h
soy agar agar Gesamtbakterien-

Difco 214010 zahl
Cristal-violet | Merck - Enterobacteriaceae | 37°C 18 h
neutral-red 1.10275.0500
bile glucose
agar
Salmonella Oxoid Salmonella se- | Salmonella spp. 37°C 24 h
Chromogenic | CM1007 lective sup-
agar base plement Oxoid

SR0194E
Brillance E. Oxoid - Coliforme, E. coli 37°C 24 h
coli/coliform | CM1046
selective
medium
Bile aesculin | LAB - Enterococcus spp. | 37°C 24 h
agar LAB207 -
Harlequin LAB HALO10 Listeria | Listeria spp., 37°C 48 h
Listeria HALO10 selective L. monocytogenes
chromogenic Diagnostic
agar supplement with

cyclohexamide

LAB X010;

Polymyxin B,

ceftazidime

LAB X072
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Abb. 2: Kalibrierungskurve fur den im Versuch verwendeten E. coli-Stamm

Aus gesetzlichen Grinden wurde die Untersuchung im Gewachshaus durchgefuhrt. Dazu wur-
den Rucola (Tricia, Enzo) und Mangold (SCR 107, AdvanSeed) in zwei Wiederholungen mit
sechs replikaten Trogen (350 mm*460 mm * 90 mm) angezogen. Vor der Saat wurde das Substrat
mit organischem Dunger (Variante 1: Kontrolle, keine Diingergabe; Variante 2. Schweinehaar-
pellets; Variante 3: Huhnertrockenkot) versetzt. Die Pflanzen wurden mit dem oben beschrie-
benen E. coli-Stamm inokuliert, als die Lange der ersten echten Blatter 2 cm betrug. Die Pflan-
zen wurden geerntet, als die ersten echten Blatter eine Blattlange von 9 cm erreicht hatten.

Zu Versuchsende wurden die Troge behandlungsweise unter aseptischen Bedingungen abge-
erntet, in Plastikbeutel fir die Verwahrung von Lebensmitteln gesammelt und gewogen. Das
Schema zur Versuchsnachbehandlung ist in Abbildung 3 dargestellt. Die verschiedenen Schritte

wurden von drei Arbeitsteams mit je zwei bis vier Mitarbeitern simultan durchgefiihrt.
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Abb. 3: Flussdiagramm zur Vorgehensweise bei Versuchsabschluss

Von jeder Behandlung wurden 100 g Blattfrischmasse in Papierttiten zur Bestimmung des Nahr-
stoffgehaltes gelegt und bei 70 °C getrocknet. Die Blattanalyse wurde von einem kommerziellen
Labor durchgefihrt. AuRBerdem wurden randomisiert 20 Blatter entnommen und in vorgefertigte
und eingewogene Aluminiumfolieumschlage tberfuhrt, um die Blattoberflache, das Blattfrisch-
gewicht und das Blatttrockengewicht zu bestimmen. Nach der Bestimmung des Blattfrischge-
wichtes wurden 20 Blatter auf Polyethylenfilm verteilt und die Blattoberflache gemessen. Die
Blatter wurden danach in die Umschlage zurtickgelegt und bei -20 °C gelagert. Das Trockenge-
wicht wurde nach Gefriertrocknung bestimmt.

Von der Blattfrischmasse wurden weitere 25 g zur Keimzahlbestimmung entnommen, in sterile
Filtertiten (Porengrosse: 70 um) Uberfuhrt, mit 50 ml TRIS-pufferlésung versetzt und anschlies-
send Epiphyten auf der Blattoberflache mit Hilfe eines Stomachers (Chemunex, Bruz, Frank-

reich) abgeldst. Die gefilterte Suspension wurde danach seriell in 0,85% NaCl verdinnt und auf
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semiselektives Agar inokuliert. Die Inkubationsbedingungen der verschiedenen Agartypen sind

in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Inkubationsbedingungen der verwendeten semi-selektiven Medien

Medium Abkirzung | Inkubationsbedingungen Anmerkung

Lange (h) Temperatur

°C)

Kasein-Soja 0.1XTSA 72 25 Aerobe mesophile Gesamt-
Pepton Agar bakterienzahl
Lysogen-Agar | LB 24 37 Inokulierter E. coli gfp+-Stamm,
(versetzt mit unter UV-Licht ausgezahit
0,2% Arabi-
nose und 100
Hg Ampizil-
lin/ml)
Cristal-violet VRBD 18 37 Enterobacteriaceae
neutral-red bile
dextrose agar
Aesculin-Galle | AES 24 37 Enterococcus spp.
Agar
Salmonella SAL 24 37 Salmonella spp.
Chromogenic
agar base
Harlequin Liste- | LIS 24 37 Listeria spp., L. monocytogenes
ria chromoge-
nic agar

Um die konkurrierenden Enterobacteriaceaen zu bestimmen, wurden fiinf Kolonien Kasein-Soja
Pepton Agar (Vollmedium) Uberfiihrt und durch dreimaliges Ausstreichen einer einzelnen Kolo-
nie auf sterilem Agar im Abstand von 24 h und Anzucht bei 37 °C in Reinkultur tGberfihrt. Die
Reinkulturen wurden dann tber Nacht in steriler Kasein-Soja-Pepton Boullion inkubiert, in Cryo-
kulturen tberfuhrt und bei -80 °C bis zur Sequenzierung gelagert.

Zur DNA-Extraktion wurden die Cryokulturen auf TSA rekultiviert (37°C, uber Nacht). Einzelne

Kolonien wurden in je 5 ml TSB Uberfuhrt und unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Die
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Suspension wurde bei 3000 xg und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert und das Pellet mit 5 ml
0,85% NaCl gewaschen (3000 xg, 4°C, 10 Minuten). Das Pellet wurde im Anschluss in 1 ml au-
toklaviertem, deionisiertem Wasser resuspendiert und fur 4 Minuten im Wasserbad gekocht. Die
Suspension wurde bei 6000 xg zentrifugiert und ca. 750 pl des Uberstandes in ein steriles
Mikroreaktionsgefald tberfuhrt. Die extrahierte DNA wurde bis zur weiteren Analyse bei 4°C
verwabhrt.

Polymerase Kettenreaktion (PCR): Das 16S rDNA Gen wurde mit Hilfe der universellen vorwarts
bzw. rickwarts Primer ENV1 (5-AGA GTT TGA TIl TGG CTC AG-3') und ENV2 (5'-CGG ITA
CCT TGT TAC GAC TT-3') amplifiziert. Der Mastermix enthielt 0,5 ul beider Primer sowie 0,156
pl Tag-Polymerase, 2,5 pl Tag-Puffer, 0,5 pl Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP), 1,5 pl MgCl,
und 2,0 ul der extrahierten DNA Probe. Zu einem Endvolumen von 25 pl wurde Reinstwasser
zugegeben. Die PCR wurde fur 30 Zyklen unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: 94°C - 4
min, (94°C — 1 min, 50°C - 45 sec, 72°C — 2 min) x 30, 72°C — 7 min, 4°C.

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarosegel durch Elektrophorese aufgetrennt (100
V), mit GelRed gefarbt und die Banden unter UV-Licht visualisiert. Proben mit einer bestatigten
Lange von 1500 bp wurden zur Sequenzierung (mit Primer ENV1) zu Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, Deutschland) gesendet.

Isolate, welche Sequenzen dhnlich der von E. coli aufwiesen, wurden auf LB-Agar mit Ampizillin
und Arabinose angezogen, um zwischen dem applizierten und anderen Stammen zu unter-
scheiden. Isolate, welche bei den gegebenen Bedingungen Wachstum und griine Fluoreszenz
zeigten, wurden als der applizierte Stamm betrachtet. Zeigte sich kein Wachstum, wurde die
DNA der Isolate mit Hilfe einer PCR auf die Anwesenheit des eae-Gens analysiert. Hierfir wur-
den eae-spezifische Primer (eae A-F: 5'-GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC-3' und eae A-R: 5'-
CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG-3') verwendet. Der Mastermix war entsprechend der Ampli-
fizierung des 16S rDNA Gens zusammengesetzt, wobei statt der Primer ENV1 und ENV2 die
Primer eae A-F und eae A-R verwendet wurden. Die PCR wurde in 30 Zyklen unter folgenden
Bedingungen durchgefuhrt: 95°C - 3 min, (95°C — 1 min, 60°C — 2 min, 72°C — 1,5 min) x 30,
72°C — 7 min, 4°C.

Banden bei einer Lange von 384 bp auf 1,5% Agarosegel (Durchfiihrung siehe Amplifizierung
16S rDNA) kennzeichnen das Vorhandensein des eae-Gens. Negative Ergebnisse wurden

zweimal bestétigt.

Weitere 10 g Blattfrischmasse wurden mit 40 ml Pufferldsung in eine sterile Filtertiite gegeben
und die Bakterien mit Hilfe eines Stomacher bei normaler Geschwindigkeit (2 min) in Suspen-

sion gebracht. 20 ml der Suspension wurden anschlieBend abpipettiert, fir 15 min bei 5000 xg
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und 4°C zentrifugiert und das Pellet in 2 ml phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) gel6st. Die 2
ml wurden auf zwei MikroreaktionsgefaRe aufgeteilt und bei 6000 xg fur 10 min zentrifugiert.
Eines der so gewonnenen Pellets diente zur Extraktion fir die metagenomische Analyse, wah-
rend das andere fur den Notfall aufbewahrt wurde.

Die DNS-Extraktion und Vorbereitung fur die metagenomische Analyse folgte der Beschreibung

von Alsanius et al. (2015; submitted).

Nach Abschluss des Versuches wurden auch die Stickstoffrestgehalte im Kultursubstrat be-
stimmt. Daflir wurden 1L Probe von jedem Trog gesammelt, bei -20 °C bis zur Analyse gelagert.
Die Bestimmung von totalem und mineralisiertem Stickstoffgehalt wurde von einem kommer-

ziellen Labor durchgefihrt.

3.5 Internalisierung von E. coli O157:H7 in Rucola und Mangold-
blatter

Kultivierung der Mikroorganismen

Pflanzenpathogene: Xanthomonas campestris pv. campestris (B027 / 24-R-92 G) sowie Pseu-
domonas syringae pv. aptata (DSM-50252) wurden auf Casein-Soja-Pepton-Agar (engl. tryptic
soy agar; TSA) kultiviert (25°C). Eine einzelne Kolonie wurde von TSA in 30 ml Casein-Soja-
Pepton-Bouillon (engl. Tryptic soy broth; TSB) uberfihrt und bei 200 rpm schittelnd unter
Raumtemperatur fur zwei Tage inkubiert. AnschlieRend wurde die Suspension bei 3000 xg und
4°C fur 30 Minuten zentrifugiert und das so erhaltene Pellet in 10 ml 0,85% NaCl gewaschen
(3000 xg, 4°C, 15 Minuten). Das gereinigte Pellet wurde in 0,085% NaCl resuspendiert und mit

Hilfe eines Spektrophtometers (Expert 96™

, Asys HiTech, Eugendorf, Austria) eine Zelldichte
von ca. 7 logkbE * mI* eingestellt.

E. coli O157:H7: Der E. coli O157:H7 Stamm E81186, welcher nicht die Virulenzfaktoren Vero-
toxin 1 und 2 exprimiert, jedoch ein, unter Anwesenheit von Arabinose grin fluoreszierndes Pro-
tein  (gfp) und Ampizillinresistenz  kodierendes Plasmid tragt, wurde auf LB
(engl. lysogeny broth)-Agar kultiviert. Eine einzelne Kolonie wurde in 30 ml LB-Flissigmedium
mit 0,2% Arabinose und 100 pg/ml Ampizillin Gberfuhrt und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die
Suspension wurde anschlieRend bei 3000 xg und 4°C fur 45 Minuten zentrifugiert, mit 10 ml
0,85% NaCl gewaschen (3000 xg, 4°C, 15 Minuten) und das gereinigte Pellet mit 0,085% NaCl
resuspendiert. Die Suspension wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers auf eine Zelldichte von

ca. 10 logKbE * ml™* eingestellt.
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Bereitstellung des Pflanzenmaterials

Rucola (Tricia, Enzo) und Mangold (SCR 107, AdvanSeed) wurden im Gewachshaus angezo-
gen. Eine Stickstoffdiingung erfolgte als die ersten echten Blatter eine Lange von ca. 2 cm er-
reicht hatten auf einem Niveau von 81 kg N /ha (Axan). Zur Herbeifiilhrung einer biotischen
Schadigung wurden Blatter von drei bis vier Wochen alten Pflanzen mit einem Pflanzenpatho-
gen, X. campestris pv. campestris im Fall von Mangold und P. syringae pv. aptata fir Rucola,
infiziert. Hierflr wurde die Bakteriensuspension mit einer Spritze direkt ins Blattgewebe injiziert.
Symptome zeigten sich nach funf bis sieben Tagen. Eine abiotische Schadigung erfolgte durch
Reiben der Blatter zwischen zwei Fingern unter zur Hilfenahme von Siliciumcarbid.

Unbeschéadigte sowie geschadigte Blatter - bei biotischem Schaden beim Auftreten von Symp-
tomen, bei abiotischen Schéden direkt nach der Schédigung - wurden mit einer E. coli O157:H7

Suspension bespriiht und am folgenden Tag unterm Mikroskop analysiert.

Analyse der inokulierten Blatter

Mit E. coli O157:H7 kontaminierte Blatter wurden einen Tag nach der Inokulation geerntet und
anschlieRend in 25% Natriumhypochlorit fiir ca. 20 Sekunden dekontaminiert. Uberschiissige
Lésung wurde mit sterilem, deionisiertem Wasser entfernt. Da bei der Kultur Mangold nach der
Dekontamination keine Bakterien gefunden wurden, wurden auch unbehandelte Blatter unter
dem Mikroskop betrachtet.

Kleine Blattausschnitte (ca. 0,5 x 0,5 cm) von nicht geschadigten, biotisch und abiotisch ge-
schadigten Blatter wurden in die Vertiefung eines Objekttragers gelegt, mit PBS + 50% Glycerin
(Reinheit: 2 99%) benetzt und mit einem Deckglas bedeckt. Zur Visualisierung der fluoreszie-
renden E. coli O157:H7 Bakterien diente ein Konfokalmikroskop (Zeiss LSM 510, Carl Zeiss,

Jena, Deutschland), welches mit einem 40x, 1,3 DIC Objektiv ausgestattet war.

I. 4. Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
4.1 Pflanzenwachstum Feldversuche
4.1.1 Mangold

Bei Mangold (Beta vulgaris var. vulgaris ,Bright Lights*) konnten fir die Parameter Frisch- und
Trockenmasse nur vereinzelt Dingewirkungen ermittelt werden. Lediglich zum Zeitpunkt der
dritten Zwischenernte (sechs Wochen nach Pflanzung) des zweiten Satzes 2012 wurde eine
signifikante Dingerwirkungen ermittelt, die mit Hudhnertrockenkot gedingten Pflanzen
(13,01+6,1 g FM und 1,29 £ 0,55 g TM) zeigten im Mittel signifikant hdhere Frisch- und Tro-
ckengewichte als die, die mit Haarmehlpellets (11,10 + 5,84 g und 1,03 £0,39 g TM) gedingt
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wurden. In 2013 wurde kein Effekt der Dingung gefunden. In 2014 wurde ein signifikanter Un-
terschied zwischen beiden Diingevarianten nur an dem Auswertungstermin am 02.06.2014
nachgewiesen. Die mit Hilhnertrockenkot gediingten Pflanzen zeigten im Mittel 104,22 + 31,10
g Frischgewicht und ein Trockengewicht von 10,05 = 2,88 g wahrend die mit Haarmehlpellets
gedingten Pflanzen im Mittel 76,41 + 13,33 g Frischgewicht und ein mittleres Trockengewicht
von 7,66 £ 1,22 g zeigten.

Ein Unterschied des prozentualen Trockenmasseanteils in Abhéngigkeit von der Diingung wur-
de in den Anbaujahren nicht nachgewiesen. Die mit Huhnertrockenkot gediingten Varianten
zeigten die hochsten Frisch- und Trockenmassen. Am 16.06.2014 wurde eine Interaktion zwi-
schen Dingung und Bodenabdeckung in Bezug auf den Parameter Frischmasse gefunden. Die
mit Haarmehlpellets gediingten Varianten wiesen dabei sowohl mit als auch ohne Bodenabde-
ckung eine héhere Frischmasse auf, wobei die Frischmasse der ohne Mulchabdeckung kulti-
vierten Pflanzen in Abh&ngigkeit von der Diingung wenig schwankte (Abb. 4).

Fur die Parameter Frisch- und Trockenmasse ergaben sich hier auch fir den Zeitpunkt der
Endernte des ersten Satzes (finf Wochen nach Pflanzung) mit Mulchauflage signifikant gerin-
gere mittlere Werte als mit. Das Frischgewicht der nicht abgedeckten Varianten betrug 79,87 g
*+ 35,58 g gegenuber einem Frischgewicht von 64,33 = 41,63 g bei dem Mittel der nicht abge-
deckten Parzellen. Das Trockenwicht der nicht abgedeckten Variante betrug am letzten Aus-
wertungstermin Satz 1 2012 12,80 £5,31 g gegeniber einem Trockengewicht von 10,10 +6,25 g.
Betrachtet man die Parameter Frisch- und Trockenmasse im Hinblick auf die Mulchvariante, so
zeigen sich fur die Pflanzen, die auf bioabbaubarer Mulchfolie in 2012 angebaut wurden, zu den
Zeitpunkten der dritten Zwischenernte (sechs Wochen nach Pflanzung) sowie der Endernte
(acht Wochen nach Pflanzung) des zweiten Satzes, signifikant geringere mittlere Frisch- und
Trockenmassen als bei den direkt auf dem Feldboden angebauten. Im Vergleich erreichte die
unbedeckte Variante am dritten Auswertungstermin ein Frischgewicht von 98,03 + 15,81 g und
ein Trockengewicht von 7,344 + 1,20 g wahrend die Mulchvarianten im Mittel nur 47,27 £27,62 g
Frisch- und 3,58 + 2,21 g Trockenmasse erreichten. Zur Endernte wiesen die nicht mit Mulch
abgedeckten Parzellen im Mittel ein Frisch- und Trockengewicht von 109,51 + 26,89 g und 20,47
+ 4,74 g auf, wahren die Mulchvarianten im Mittel ein Frisch- und Trockengewicht von 65,88 +
51,43 und 12,78 £ 9,36 erreichten.

In 2013 wurden am zweiten Auswertungstermin ein umgekehrter Effekt und ein signifikant hohe-

res Frischgewicht bei den mit Mulch abgedeckten Varianten gefunden (Abb. 5).
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Abb. 4: Interaktionsgraphik (signifikant, VA, p= 0,05) bezlglich der mittleren Frischmasse des
Mangolds am 16.06.2014 in Abhangigkeit von Bodenbedeckung und Dingung. CM = Hihner-

trockenkot, HP = Haarmehlpellets.
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Abb. 5: Frischmasse des Mangolds an Termin 2 in Abhangigkeit von der Bodenbedeckung. Un-

terschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Pflanzenwachstum Mangold

Zur Beschreibung des Pflanzenwachstums als Submodell im entwickelten Risikoabschatzungs-
modell des Mangolds wurde eine Gompertzfunktion verwendet. Als Startgewicht wurde ein
Frischgewicht von 5 g Pflanze™ angenommen. Als Datenbasis diente der Anbausatz 2013. Es
wurde eine generelle Wachstumsfunktion fir die Kultur Mangold angepasst. Die Funktions-
parameter und die Modellgite sind in Abbildung 6 dargestellt

Bezlglich der Flavonoidkonzentration des Mangolds wurden keine signifikanten Unterschiede

und Einflisse der untersuchten Faktoren ermittelt.
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Abb. 6: Frischmassezuwachs der Kultur Mangold in Beziehung zur Temperatursumme nach
Pflanzung. Die gefiillten Kreise zeigen die gemessene Frischmasse (g Pflanze™). Die Kurve

zeigt die angepasste Gompertzfunktion mit folgenden Funktionsparametern f=365.07*exp(-exp(-
(x-361.13)/133.87)) R2= 0.99.

4.1.2 Eichblattsalat

Fur die Auswertung des Pflanzenwachstums der Kultur Eichblattsalat stand ein Satz 2013 mit
zwei Auswertungsterminen zur Verfigung. Fir den pflanzenbaulichen Parameter Frischmasse
ergaben sich an beiden Auswertungsterminen unterschiedliche Signifikanzen. Am ersten Aus-
wertungstermin konnte ein Einfluss der Bodenbedeckung auf die Frischmasse nachgewiesen

werden. Die mit Mulch abgedeckten Parzellen wiesen eine geringere mittlere Pflanzenfrisch-
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masse im Vergleich zu den auf unbedeckten Erdboden gewachsenen Pflanzen auf (Abb.5, li.).
Am zweiten Auswertungstermin konnte dieser Effekt nicht wiedergefunden werden. Daftr wurde
am zweiten Auswertungstermin ein signifikant héheres Frischgewicht in Abhangigkeit des ver-
wendeten Diungers gefunden. Die mit Hihnertrockenkot gediingten Pflanzen zeigten ein hdhe-

res Frischgewicht im Vergleich zu den mit Haarmehlpellets gediingten Pflanzen (Abb. 7, re.).
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Abb. 7: Frischmasse des Eichblattsalates am ersten Auswertungstermin in Abhangigkeit von
der Bodenbedeckung (links) und Frischmasse des Eichblattsalates am zweiten Auswertungs-
termin in Abhangigkeit von der Dingerart (rechts). Unterschiedliche Buchstaben geben Signifi-

kanzen an (pairwise t-test, p <0.05).

Fur den Parameter Trockenmasse konnten keine Signifikanzen nachgewiesen werden.

Der Trockenmasseanteil des Eichblattsalates war signifikant von der Diingevariante beeinflusst,
die mit Hihnertrockenkot gediingten Varianten zeigten am ersten Auswertungstermin einen pro-
zentualen Trockenmasseanteil von 6,71 % im Vergleich zu einem mittleren Trockenmasseanteil
von 7,82 % der mit Haarmehlpellets gediingten Varianten . Am zweiten Auswertungstermin lag
der Trockenmasseanteil der Hihnertrockenkotvarianten im Mittel bei 6,61 % wahrend der Tro-
ckenmasseanteil der mit Haarmehlpellets gediingten Varianten im Mittel bei 9,20 % lag. .

Die Analyse des Nitratgehaltes zeigte einen signifikanten Effekt des verwendeten Dingers. Es
konnte ein hoherer Nitratgehalt in den mit Hihnertrockenkot gediingten Versuchspflanzen nach-

gewiesen werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Nitratgehalt des Eichblattsalates an Termin 2 in Abhangigkeit von der Dlngerart.

Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0.05)

4.1.3 Wilde Rauke

Far die Kultur Wilde Rauke (Diplotaxis tenuifolia ,Grazia') wurden vereinzelte Signifikanzen er-
mittelt. Unterschiedliche Satze und Jahre zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Im Jahr 2012
konnten lediglich zum Zeitpunkt der Endernte des ersten Satzes sowohl unter der Dingung mit
Haarmehlpellets im Vergleich zu der mit Hilhnertrockenkot als auch unter Anbau ohne Mulch-
folie signifikant hohere mittlere Frischmassen nachgewiesen werden. Die Frischmasse der Hih-
nertrockenkotvariante zeigte im Mittel Werte von 25,29 17,14 g die Trockenmasse zeigte im
Mittel Werte von 5,30 £ 3,22 g, die Frischmasse der Haarmehlpelletvarianten betrug im Mittel
15,28 + 13,49, die Trockenmasse 3,59 * 2,77 g. Unterschiede im prozentualen Trockenmasse-
anteil waren statistisch nicht signifikant.

Im zweiten Satz 2012 ergaben sich keinerlei signifikante Unterschiede. Im Jahr 2013 zeigte die
Wilde Rauke zum Zeitpunkt der Endernte einen Effekt von Dlngerart und Wasserqualitat, als
auch Wechselwirkungen zwischen Bodenbedeckung und Diingerart sowie zwischen Bodenbe-
deckung und Diingerart sowie Wasserqualitat auf die mittleren Frischmassen. Eine signifikant
hdhere mittlere Frischmasse wurde in der Variante Haarmehlpellets, Mulch-Abdeckung und mit
Teichwasser bewasserten Variante im Vergleich zu allen anderen Versuchsvarianten mit Aus-
nahme der Variante mit Hilhnertrockenkot gediingt, ohne Bodenbedeckung und mit Teichwasser

bewassert gefunden (Abb. 7).
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Abb. 9: Frischmasse der Wilden Rauke an Termin 3 in Abhangigkeit von der Versuchsvariante.

Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).

Im Jahr 2014 zeigte die wilde Rauke (Diplotaxis tenuifolia ,Grazia‘’) an keinem der Messtermine
signifikante Unterschiede bezilglich der Trocken- und Frischmasse oder des Trockenmassean-
teils.

Bezliglich der Glucosinolatgehalte wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt.

Bezlglich der Flavonoidkonzentration der Rauke wurde lediglich zur Endernte in 2013 ein signi-
fikanter Unterschied ermittelt. Die mit Mulchabdeckung kultivierte Wilde Rauke wies eine signifi-

kant héhere Flavonidkonzentration auf (Abb. 10).

Pflanzenwachstum Wilde Rauke

Zur Beschreibung des Pflanzenwachstums als ein Submodell im entwickelten Risikoab-
schatzungsmodell der Wilden Rauke wurde eine Gompertzfunktion verwendet. Als Startgewicht
wurden ein Frischgewicht von 5 g Pflanze™ angenommen. Wie beim Mangold wurde eine gene-
relle Wachstumsfunktion fur die Kultur Wilde Rauke angepasst (Abb. 11) und die gefunden

Wechselwirkungen bei der Endernte nicht bericksichtigt.
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Abb. 10: Flavonoide (umol/g DM) der Wilden Rauke am 05.08.2013 in Abhangigkeit von der
Bodenbedeckung, E = Erdboden, M = Mulchabdeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben
Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Abb. 11: Frischmassezuwachs der Kultur Wilde Rauke in Beziehung zur Temperatursumme
nach Pflanzung. Die gefiillten Kreise zeigen die gemessenen Frischmasse (g Pflanze™). Die
Kurve zeigt die angepasste Gompertzfunktion mit folgenden Funktionsparametern
f=112.69*exp(-exp(-(x-332.67)/115.93)) R2=0,99.
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4.1.4 Eissalat

Fur die Parameter Frisch- und Trockenmasse ergaben sich beim Eissalat (Lactuca sativa L. ,Di-
amantinas’) in Abhangigkeit von der Dingervariante jeweils ahnliche Signifikanzen.

In 2012 wurden zu den Zeitpunkten der dritten Zwischenernte (sechs Wochen nach Pflanzung)
sowie der Endernte (acht Wochen nach Pflanzung) des zweiten Satzes héhere Frisch- und Tro-
ckengewichte bei den mit Hihnertrockenkot gediingten Pflanzen im Vergleich zu den mit Haar-
mehlpellets gediingt Pflanzen gefunden. Die mit Hihnertrockenkot gediingten Pflanzen zeigten
6 Wochen nach Pflanzung im Mittel ein Frischgewicht von 65,28 + 27,26 g und ein Trockenge-
wicht von 5,94 + 2,27 g, wahrend die mittleren Frisch- und Trockengewichte der mit Haarmehl-
pellets gediungten Varianten bei 50,63 + 26,11 g und 4,88 = 2,71 g lagen. 8 Wochen nach Pflan-
zung zeigten die mit HUhnertrockenkot gedingten Pflanzen im Mittel ein Frischgewicht von
120,38 + 55,48 und ein Trockengewicht von 17,58 + 6,54, wahrend die jeweiligen Frisch- und
Trockengewichte der mit Haarmehlpellets gediingten Varianten bei 84,04 + 36,32 g und 13,29 +
5,14 g lagen. Fur die Endernte des ersten Satzes ergaben sich diesbezlglich keine Signifikan-
zen. Der prozentuale Trockenmasseanteil der Varianten unterschied sich in 2012 nicht. Be-
trachtet man die Parameter Frisch- und Trockenmasse im Hinblick auf die Mulchvariante, so
zeigen sich fur die Pflanzen, die auf bioabbaubarer Mulchfolie angebaut wurden, zum Zeitpunkt
der Endernte des ersten Satzes (funf Wochen nach Pflanzung) sowie zum Zeitpunkt der dritten
Zwischenernte des zweiten Satzes (sechs Wochen nach Pflanzung), signifikant geringere mitt-
lere Frisch- und Trockenmassen als bei den direkt auf dem Feldboden angebauten. Fir den
Zeitpunkt der Endernte des zweiten Satzes konnten hier keine signifikanten Unterschiede er-
mittelt werden. Es wurde eine signifikante Wechselwirkung von Diinger- und Mulchvariante be-
zogen auf den Parameter Frischmasse fur den Eissalat zum Zeitpunkt der Endernte des ersten
Satzes 2012 nachgewiesen. Ohne Mulchauflage wurde bei Verwendung von Haarmehlpellets
als Duinger eine hohere mittlere Frischmasse erzielt, mit Mulchauflage war dies jedoch in Kom-
bination mit Hihnertrockenkot der Fall. Eine ahnliche und ebenfalls signifikante Interaktion ergab
sich auch fur den Parameter Trockenmasse. Insgesamt flhrte der Einsatz von bioabbaubarer
Mulchfolie hier, wie bereits erwéahnt, zu geringeren mittleren Frisch- und Trockenmassen als
beim mulch-freien Anbau. Weiter wurde eine Wechselwirkung von Dinger- und Mulchvariante
bezogen auf den Parameter Nitratgehalt zum Zeitpunkt der Endernte des ersten Satzes nach-
gewiesen (Abb. 12). Es wird deutlich, dass bei Verwendung von Haarmehlpellets als Dinger
ohne Mulchauflage héhere mittlere Nitratgehalte erzielt wurden als in Kombination mit Mulch.
Dem hingegen wurden fur die Pflanzen, welche mit Hihnertrockenkot gediingt wurden, ohne

Mulchauflage geringere mittlere Nitratgehalte ermittelt als mit.
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Die strukturgebenden Kohlenhydrate unterschieden sich in Satz 1 2012 nicht.
Im 2. Satz zeigten die Mulch abdeckten Parzellen einen signifikant erhéhten Anteil strukturge-

bender Kohlenhydrate von 6,01 % gegeniber 5,15 % fir die unbedeckten Varianten.
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Abb. 12: Interaktionsgraphik (signifikant; VA, p= 0,05) bezuglich des mittleren Nitratgehalts des
Eissalats in Abhangigkeit von Bodenbedeckung und Dingung, CM = Hihnertrockenkot, HP =

Haarmehlpellets.

In 2013 standen zwei Anbausatze mit insgesamt funf Auswertungsterminen zur Verfiigung.
Auch hier konnten jeweils vergleichbare Signifikanzen der Parameter Frisch- und Trockenmasse
gefunden werden. Die Ergebnisse zeigen in Bezug auf die nachgewiesen Effekte der verwen-
deten Dlnger und der Bodenbedeckung eine gute Reproduzierbarkeit und vergleichbare Ef-
fekte, die schon in den Eissalatsatzen 2012 nachgewiesen werden konnten. Es wurden zuséatz-
lich an Termin 1 in Anbausatz 1 Effekte der verwendeten Wasserqualitat auf die Parameter
Frisch- und Trockensubstanz nachgewiesen.

Bezogen auf den Parameter Trockenmasse zum Zeitpunkt der ersten Ernte des ersten Satzes
wurde eine signifikante Wechselwirkung von Dinger- und Mulchvariante gefunden (Abb. 13 B).
Sowohl bei Verwendung von Haarmehlpellets als auch bei der Verwendung von Hihnertro-

ckenkot als Dinger ohne Mulchauflage wurden héhere mittlere Trockenmassen erzielt als in
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Kombination mit Mulch. Dieser Effekt ist besonders stark bei der Variante mit Haarmehlpellets
ausgepragt. Zudem wurde eine signifikante Wechselwirkung von Bodenbedeckung und Was-
serqualitdt bezogen auf den Parameter Trockenmasse zum Zeitpunkt der ersten Ernte des ers-
ten Satzes gefunden.

Es zeigt sich, dass die Mulchauflage in Kombination mit dem Brunnenwasser hdhere mittlere
Trockenmassen erzielt als in Kombination ohne Mulch. Fir die beiden anderen Wasserqualita-
ten wirkt die Mulchauflage dagegen reduzierend auf die Trockenmasse. Die Interaktion Boden-
bedeckung und Bewdasserung zeigt eine Reduzierung der Trockenmasse bei Mulchauflage ge-
genlber den auf Erdboden gewachsenen Pflanzen. Die Interaktion mit der Bewéasserung redu-
ziert bei Uberkopfberegnung im Vergleich zur Tropfbewéasserung die Trockenmasse in der
Mulchvariante starker. Bei dem Parameter Frischmasse wurde eine gleiche Wechselwirkung der
Bodenbedeckung mit der Diingerart und der Wasserqualitat nachgewiesen (Abb. 13 A).

Am ersten Auswertungstermin wiesen die mit Tropfbewésserung bewésserten und mit Hiihner-
trockenkot gedingten Varianten ohne Mulchabdeckung in den Wasserqualitaten Teichwasser
und Leitungswasser signifikant hohere Frisch- und Trockenmassen im Vergleich zu den mit
Haarmehlpellets gediingten Mulchvarianten bei sonst gleicher Versuchsbehandlung auf. Eben-
so zeigten diese Varianten eine signifikant hohere Frisch- und Trockenmasse im Vergleich zu
den Uberkopfbewdsserten Varianten der Diingung mit Haarmehlpellets und Mulchauflage. Die
Versuchsvariante Haarmehlpellets und Mulchauflage mit der Wasserqualitat Teichwasser wies
eine im Vergleich mit allen anderen Varianten signifikant geringere Trockenmasse auf.

Am zweiten Auswertungstermin wurden diese Wechselwirkungen nicht wieder gefunden. Es
wurden aber jeweils gleiche Signifikanzen und Einflisse von Mulch, Dingerart und Wasserqua-
litat auf die Parameter Frisch- und Trockenmasse gefunden (Abb.14 AB).

Die Abbildungen 13 und 14 zeigen die signifikanten Unterschiede der einzelnen Versuchsvari-
anten. Vier Versuchsvarianten mit Hihnertrockenkot als Dinger wiesen sowohl mit, als auch
ohne Bodenbedeckung bei den Wasserqualitdten Leitungswasser und Brunnenwasser signifi-
kant hdhere Frischmassen auf, als die mit Haarmehlpellets gedingte Variante mit Mulchabde-
ckung und Teichwasser als Wasserquelle. Zwischen allen anderen Varianten konnten keine

Unterschiede ermittelt werden.
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Abb. 13: (A) Frischmasse und (B) Trockenmasse des Eissalates an Termin 1 in Abhéngigkeit
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von der Versuchsvariante. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test,
p < 0,05).
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Abb. 14: (A) Frischmasse und (B) Trockenmasse

des Eissalates an Termin 2 in Abhangigkeit

von Bodenbedeckung Dungerart und Wasserqualitat. Unterschiedliche Buchstaben geben Sig-

nifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Der Nitratgehalt des Salates zur Endernte des ersten Satzes zeigte einen signifikant héheren
Nitratgehalt in den mit Hihnertrockenkot gediingten und mit Mulch abgedeckten Versuchsvari-

anten. Es wurde eine Interaktion von Bodenbedeckung und Dingung nachgewiesen (Abb. 15).

Nitrat (mg g)
E=.
|

[ Erdboden || Mulch [ Erdboden || Mulch
[ Huhnertrockenkot [ Haarmehlpellets

Variante
Abbildung 15: Nitratgehalt des Eissalates Satz 1 an Termin 2 in Abhangigkeit von der Diingerart
und Bodenbedeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p
<0,05)

Die Auswertung des zweiten Anbausatzes Eissalat 2013 zeigte jeweils vergleichbare Signifikan-
zen der Parameter Frisch- und Trockenmasse. Die Ergebnisse zeigen in Bezug auf die nachge-
wiesen Effekte der verwendeten Dinger und der Bodenbedeckung eine gute Reproduzierbarkeit
und vergleichbare Effekte, die schon in den Eissalatsatzen 2012 und Anbausatz 1 2013 nach-
gewiesen werden konnten. Es wurden zusatzlich an Termin eins in Anbausatz zwei Wechselwir-
kungen zwischen Bodenbedeckung und Diingerart sowie zwischen Bodenbedeckung, Diingerart
und Wasserqualitat gefunden.

Bezogen auf den Parameter Trockenmasse zum Zeitpunkt der ersten Ernte des zweiten An-
bausatzes war bei Verwendung von Haarmehlpellets die mittlere Trockenmasse unabhangig von
der Bodenbedeckung etwa gleich, wahrend bei der Verwendung von Hiuhnertrockenkot als Diin-
ger die Trockenmasse der Pflanzen stark von der Bodenbedeckung beeinflusst ist. Ohne
Mulchauflage werden in dieser Variante hthere mittlere Trockenmassen erzielt als in Kombina-

tion mit Mulchauflage.
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Die Wechselwirkung von Bodenbedeckung und Wasserqualitdt bezogen auf den Parameter
Trockenmasse zum Zeitpunkt der ersten Ernte des zweiten Satzes zeigt, dass die Mulchauflage
in Kombination mit dem Brunnenwasser geringere mittlere Trockenmassen erzielt als ohne
Mulch (Abb. 16 B). Dies ist ein Widerspruch zu den im ersten Anbausatz gefundenen Wechsel-
wirkungen. Die beiden anderen Wasserqualititen zeigen ebenfalls eine reduzierte Trocken-
masse in Kombination mit einer Mulchabdeckung. Dieser Interaktionseffekt ist am deutlichsten
bei den mit Teichwasser bewasserten Varianten ausgepragt. Die Wechselwirkungen zwischen
Dungerart und Wasserquelle zeigen ein starker reduziertes Trockengewicht bei der Kombination
Haarmehlpellets mit Leitungswasser bzw. Teichwasser im Vergleich zu der Kombination Haar-
mehlpellets und Brunnenwasser. Signifikante Unterschiede wurden bei den Frisch- und Tro-
ckenmassen zwischen 3 Versuchsvarianten gefunden. So wiesen die Varianten, die mit Hih-
nertrockenkot gediingt ohne Bodenbedeckung und mit Brunnen- sowie mit Teichwasser bewas-
sert wurden signifikant hohere Trocken- und Frischgewichte auf, als die Variante die mit Haar-
mehlpellets gediungt wurde und ohne Bodenbedeckung kultiviert wurden und mit Brunnenwas-
ser bewassert wurde. Zwischen allen anderen Versuchsvarianten konnten keine signifikanten
Unterschiede ermittelt werden. An beiden der letzten Auswertungstermine des zweiten Anbau-
satzes Eissalat wurden keine Wechselwirkungen in Bezug auf die Frisch- und Trockenmassen
gefunden. Zudem waren am zweiten Termin die gefundenen Signifikanzen der Frisch- und Tro-
ckenmassen unterschiedlich. An dem Parameter Frischmasse lie3 sich am zweiten Auswer-
tungstermin lediglich ein Unterschied zwischen den DlUngerarten feststellen (Abb. 17 A). Die mit
Huhnertrockenkot gediingten Varianten zeigten eine signifikant héhere Frischmasse. Bei dem
Parameter Trockenmasse wurde zusétzlich ein Effekt der Bewasserung nachgewiesen. Die Va-
riante mit Uberkopfberegnung ohne Mulchabdeckung wies eine signifikant hohere Trocken-
masse als die Versuchsvarianten mit Tropfbewasserung mit und ohne Bodenbedeckung und als
die Versuchsvariante mit Uberkopfbewasserung und Mulch Abdeckung auf (Abb. 17 B). An die-
sem Termin wurde zudem ein Unterschied in dem prozentualen Trockemasseanteil nachgewie-
sen. Die mit Huhnertrockenkot gediingten Varianten hatten hier einen geringen Trockenmasse-
anteil von 9,3 % im Vergleich zu den mit Pellets gedungten Pflanzen mit 11,47 %.

Die Frischmasse zur Endernte war signifikant von der Bodenbedeckung und der Dingerart be-
einflusst. Die Versuchsvariante Hihnertrockenkot mit Bodenbedeckung zeigte die signifikant
hdchste Frischmasse (Abb. 16). In Bezug auf den Nitratgehalt zur Endernte wurde ein signifi-
kanter Effekt von Bodenbedeckung und Diingerart festgestellt (Abb.19.) Zudem wurden Wech-

selwirkungen zwischen Bodenbedeckung und Bewésserung gefunden (Abb. 20).
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Abb. 16: (A) Frischmasse und (B) Trockenmasse des Eissalates an Termin 1 2013 in Abhan-
gigkeit von Bodenbedeckung Diingerart und Wasserqualitat. Unterschiedliche Buchstaben ge-

ben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Abb. 17: (A) Frischmasse und (B) Trockenmasse des Eissalates an Termin 2 2013 in Abhangig-
keit von der Dungerart. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test,
p < 0,05).
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Abb. 18: Frischmasse des Eissalates an Termin 3 2013 in Abhangigkeit von der Diingerart und
Bodenbedeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test,
p < 0,05).
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Abb. 19: Nitratgehalt des Eissalates an Termin 3 2013 in Abh&ngigkeit von der Diingerart und

Bodenbedeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p <

0,05).
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Abb. 20: Interaktionsgraphik (signifikant; VA, p= 0,05) beziiglich des mittleren Nitrat- N Gehalts

des Eissalates in Abhéngigkeit von Bodenbedeckung und Bewasserungsart. Soil = Erdboden,

Mulch = Mulchabdeckung, o = Uberkopfberegnung , x = Tropfbewasserung.
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Pflanzenwachstum Eissalat

Zur Beschreibung des Pflanzenwachstums als ein Submodell in dem entwickelten Risikoab-
schatzungsmodell des Eisalates wurde eine Gompertzfunktion verwendet und an die Daten
2013 angepasst. Als Startgewicht wurde ein Frischgewicht von 5 g Pflanze™* angenommen. Zu-
nachst wurde eine generelle Wachstumsfunktion fur die Kultur Eissalat angepasst (Abb. 21) und
die gefundenen Wechselwirkungen nicht berticksichtig, da es nicht praktikabel erschien viele
individuelle Wachstumskurven anzupassen und die Modellgtte hierdurch nicht entscheidend
gesteigert wurde. Zudem konnten die gefundenen Wechselwirkungen nicht Gber die Anbausatze

und Auswertungstermine hinweg reproduziert werden.
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Abb. 21: Frischmassezuwachs der Kultur Eissalat beider Anbausatze in Beziehung zur Tempe-
ratursumme nach Pflanzung. Die gefillten Kreise zeigen die gemessene Frischmasse (g Pflan-
ze'). Die Kurve zeigt die angepasste Gompertzfunktion mit folgenden Funktionsparametern
f=722.49*exp(-exp(-(x-565.96)/251.8)); R2= 0,99.

Fur die Auswertung des Pflanzenwachstums der Kultur Eissalat standen zwei Anbauséatze 2014
mit insgesamt zehn Auswertungsterminen (davon 2 Starttermine mit Jungpflanzenmessung) zur
Verfligung. Die Daten zeigen eine verringerte Frisch- und Trockenmasse zu Kulturbeginn des
ersten Satzes durch Mulchabdeckung (Abb. 22 AB; 23 AC) durch erschwertes Anwachsen der
Pflanzen durch die Abdeckung. In der Folge verwachst sich dieser Effekt und ein reduziertes

Gewicht in den Mulchparzellen ist nicht weiter auffindbar.
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Es wurde eine gréRRere Pflanzenmasse in den mit Hiuhnertrockenkot gediingten Parzellen im
Vergleich zu den mit Haarmehlpellets gediingten Varianten mit Ausnahme des ersten Auswer-
tungstermins Satz 1 gefunden (Abb. 23 BD; Abb. 24 BD; Abb. 25 AB; Abb. 26 BD; Abb. 27 AB;
Abb. 28 AB). Am 16.06. wurde zudem eine Interaktion zwischen Dingung und Bewdasserung
nachgewiesen. Die Ergebnisse der Frischmasse zeigen Effekte der verwendeten Diinger und
der Bodenbedeckung und eine gute Reproduzierbarkeit mit vergleichbare Effekten, die schon in
den Eissalatsatzen 2012 / 2013 nachgewiesen werden konnten (siehe Zwischenbericht 1 und 2).
Es wurden Unterschiede im Trockenmasseanteil (%) abhangig von der Diingung und Bodenbe-
deckung ermittelt (Abb. 22CD; Abb. 23E; Abb. 24D; 26CD; Abb. 27C).

Wahrend eine Mulchabdeckung den Trockenmasseanteil an dem ersten Auswertungstermin
Satz 1 erhoht, zeigte ich an den anderen Terminen in beiden Satzen ein erniedrigter Trocken-
masseanteil der Pflanzen bei der Kultivierung auf Mulch. Eine mdgliche Ursache wére eine bes-
sere Wasserversorgung durch die geringere Evaporation der Mulchparzellen im Vergleich zum
nicht abgedeckten Erdboden. Es war aber nicht in allen Auswertungsterminen ein Unterschied

im prozentualen Anteil der Trockenmasse der Versuchsvarianten auffindbar.
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Abb. 22: (A) Frischmasse, (B) Trockenmasse und (C) Trockenmassegehalt (%) des Eissalates
am 20.05.2014 in Abhangigkeit von der Bodenbedeckung, E= Erdboden, M= Mulchabdeckung.
(D) Trockenmassegehalt (%) des Eissalates am 20.05.2014 in Abh&ngigkeit von der Dingung,
CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpellets. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikan-

zen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Abb. 24: (A) Frischmasse des Eissalates am
16.06.2014 in Abhangigkeit von der Bewasse-
rungstechnik, D= Tropfbewasserung, OH= Uber-
kopfberegnung, (B) Frischmasse und (C) Trocken-
masse des Eissalates am 16.06.2014 in Abhéngig-
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von der Bodenbedeckung, E= Erdboden, M=
Mulchabdeckung, Unterschiedliche Buchstaben
geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
(E) Interaktionsgraphik (signifikant, VA, p= 0,05)
bzgl. der mittleren Frischmasse in Abhangigkeit

von Bewasserungstechnik und Diingung.
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Abb. 25: (A) Frischmasse und (B) Trockenmasse des Eissalates am 30.06.2014 in Abh&ngigkeit
von der Dingung, CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpellets. Unterschiedliche Buchstaben

geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Abb. 26: (A) Frischmasse, (B) Trockenmasse und (D) Trockenmassegehalt (%) des Eissalates
am 13.08.2014 in Abhangigkeit von der Dungung, CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpel-
lets. (C) Trockenmasse des Eissalates am 13.08.2014 in Abh&ngigkeit von der Bodenbede-
ckung E= Erdboden, M= Mulchabdeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen
an (pairwise t-test, p <0,05).
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Abb. 27: (A) Frischmasse, (B) Trockenmasse) und (C) Trockenmassegehalt (%) des Eissalates
am 26.08.2014 in Abhangigkeit von der Diingung, CM = Hiihnertrockenkot, HP = Haarmehlpel-

lets. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Abb. 28: (A) Frischmasse, (B) Trockenmasse und (C) Trockenmassegehalt (%) des Eissalates
am 08.09.2014 in Abhangigkeit von der Dingung, CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpel-
lets. (D) Trockenmassegehalt (%) des Eissalates am 08.09.2014 in Abhangigkeit von der Bo-
denbedeckung E= Erdboden, M= Mulchabdeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifi-

kanzen an (pairwise t-test, p <0,05).
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Abb. 29: (A) Frischmasse und (B) Trockenmasse des Eissalates am 23.09.2014 in Abh&ngigkeit
von der Dingung, CM= Hihnertrockenkot, HP= Haarmehlpellets. (C) Trockenmassegehalt (%)
des Eissalates am 23.09.2014 in Abhangigkeit von der Bodenbedeckung, E= Erdboden, M=
Mulchabdeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signifikanzen an (pairwise t-test, p <
0,05).
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Der Gehalt an strukturgebenden Kohlenhydraten in Satz 1 2013 zeigte bei der Kultur Eichblatt-
salat einen erhdhten Gehalt bei Kultivierung ohne Bodenbedeckung (Abb.30A). Fir die Kultur
Eissalat wurde fur den gleichen Versuchszeitraum kein Unterschied ermittelt (Abb. 31 AB). Beim
zweiten Anbausatz 2013 wurde ein Dinger- und Bodenabdeckungseffekt gefunden. Ein erh6h-
ter Gehalt an strukturgebenden Kohlenhydraten (%) wurde hier bei den mit Hihnertrockenkot
gedingten Varianten und den ohne Mulchabdeckung kultivierten Pflanzen nachgewiesen. An
diesem Termin wurde zusatzlich eine Interaktion mit der gegebenen Wasserqualitat ermittelt,
wobei in der Kombination Teichwasser die jeweils héchsten Gehalte nachgewiesen wurden
(Abb. 32).
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Abb. 30: Gehalt an strukturgebenden Kohlenhydraten (%) des Eichblattsalates am 03.06.2013 in
Abhangigkeit von der (A) Bodenbedeckung, E= Erdboden, M= Mulchabdeckung sowie (B) der
Dungung, CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpellets. Unterschiedliche Buchstaben geben

Signifikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05).
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Abb. 31: Gehalt an strukturgeben Kohlenhydraten (%) des Eissalates am 03.06.2013 in Abhan-
gigkeit von der (A) Bodenbedeckung, E= Erdboden, M= Mulchabdeckung sowie (B) der Din-
gung, CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpellets. Es wurden keine Signifikanzen gefunden
(pairwise t-test, p <0,05).
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Abb. 32: Gehalt an strukturgeben Kohlenhydraten (%) des Eissalates am 05.08.2013 in Abhan-
gigkeit von (A) der Dingung, CM= Huhnertrockenkot, HP= Haarmehlpellets sowie (B) der Bo-
denbedeckung, E= Erdboden, M = Mulchabdeckung. Unterschiedliche Buchstaben geben Signi-
fikanzen an (pairwise t-test, p < 0,05). (C) Interaktionsgraphik (signifikant, VA, p= 0,05) bzgl.
des Gehaltes an strukturgeben Kohlenhydraten (%) am 05.08.2013 in Abhangigkeit von der

Dingung und der Wasserqualitdt, CM = Huhnertrockenkot, HP = Haarmehlpellets.
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4.2 Mikrobielle Analysen Feldversuche

Aerobe mesophile Gesamtbakterienzahl

Untersuchte Wasserquellen fir die Bewésserung 2012 wiesen GBZ von 4,1 logkbE * ml™? fir
Oberflachenwasser, 3,7 logKbE * mI™ fiir dekontaminiertes Oberflachenwasser, 4,8 logKbE * mI
! fiir Brunnenwasser und 4,3 logkbE * ml™ fiir Teichwasser auf. Die Analyse der Wasserproben
der folgenden Jahre zeigte relativ konstante Werte fur Leitungs- und Brunnenwasser mit 5,1+0,1
logkbE mlI* bzw. 5,4+0,1 logkbE ml™ in den Satzen 2 2013 und 1 2014. Brunnenwasser, wel-
ches fur den 2. Satz 2014 zur Bewasserung verwendet wurde, zeigte grol3ere Schwankungen
und gemessene Werte lagen zwischen 4,3 (26.08.) und 5,5 logkbE ml™* (12.08.). Die ermittelten
Werte fir die Bewasserung verwendeten Teichwassers (2013 und 2014) zeigte Unterschiede
zwischen beiden Jahren und lag bei GBZ von 5,4 und 5,7 logKbE ml™* im Jahr 2013 und 3,8 bis
4,8 logkbE mI™* im Jahr 2014.

Ermittlung der GBZ der verwendeten Diingern zeigte Werte von ca. 3 logkbE * g™ fir HMP und
ca. 8 logkbE * g™ fiir HTK.

Die Analyse der Bodenproben im Jahr 2014 ergab beim ersten Satz Werte zwischen 6,0 und 6,5
logKbE * (g FM)™ und lag im zweiten Satz mit Werten zwischen 7,2 und 8,4 logKbE * (g FM)™,

wobei hier ein zunehmender Trend Uber die Anbauphase zu erkennen war.

Die GBZ auf Eisbergsalat lag im Jahr 2013 Uber alle Probennahmen hinweg im Durchschnitt
zwischen 5,5 und 5,7 logCU * (g FM)™ und zeigte sich im folgenden Jahr mit Schwankungen
zwischen 5,0 bis 8,1 logKbE *(g FM)™* als weniger konstant, wobei die hohen Werte in den letz-
ten Probennahmen des zweiten Satzes ermittelt wurden. Im Jahr 2013 sowie im ersten Satz
2014 ist ein abfallender Trend der GBZ auf Eisbergsalat Uber die Kultivierungsphase zu erken-
nen, nicht jedoch im zweiten Satz 2014.

Die mittlere GBZ der anderen untersuchten Kulturen lag mit 6,7 logkbE * (g FM)™ firr Eichblatt-
salat (Satz 1 2013), 6,2 bis 7,8 logKbE * (g FM)™ fiir Rucola und 6,2 bis 7,9 logKbE * (g FM)™ fir
Mangold tber denen von Eisbergsalat. Statistische Analysen fir die Kulturen Eisbergsalat, Ru-
cola und Mangold fir die Jahre 2013/2014 zeigten dass diese Unterschiede signifikant waren,
ausgenommen Satz 1, 2014 bei Rucola. Anders als fur Eisbergsalat ist ein abnehmender Trend

der GBZ auf Rucola wahrend der Kultivierungsphase zu erkennen.

Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 50



Schlussbericht 2015 FKZ: 28110E097 und 28110E121

Die GBZ auf Setzlingen von Eisbergsalat, Rucola und Mangold (Satz 2 2013, Satz 1 2014) lag
im Jahr 2013 bei 5,0+0,2 logKbE * (g FM)™ und im Jahr 2014 bei 6,4+0,2 logKbE * (g FM)* und
zeigt somit eine geringere Varianz wischen den Kulturen verglichen mit den Probennahmen im
Feld, aber Unterschiede zwischen den Jahren, die sich auch bei den ersten Probennahmen im
Feld wiederfinden lie3en.

Bei Betrachtung der Effekte der unterschiedlichen Anbauvarianten auf die Kolonisation von Bak-
terien konnten keine wiederkehrenden Trends erkannt werden. Wahrend im Jahr 2012 auf Eis-
bergsalat- und Mangoldblattern ein Einfluss des Diingers und der Mulchauflage auf die GBZ
sowie der Wasserquelle auf Rucola in einer frihen Anbauphase festgestellt wurde, konnten die-
se Effekte in den kommenden Anbauphasen nicht mehr gefunden werden. Einzelne, statistisch
signifikante Unterschiede in den Anbauphasen 2013/2014 traten ohne erkennbare Ge-

setzmaRigkeit auf und waren nicht reproduzierbar (Tab. 7 und Tab. 8).
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Tab. 7: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der aeroben mesophilen Gesamtbakterienzahl als logKbE * (g FM)™ von
Blattgemise wahrend zwei Anbausatzen im Jahr 2013. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der

Spalte) unterscheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fiur den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des

zweiten Satzes erfolgte keine Bewéasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert.

Satz1 13 Satz2 13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 5,7A 6,7A 55A 6,6 A 57A 6,1A 6,2A 55A 6,9A 7,0A 55A 6,8A
HTK 57A 6,7A 55A 6,6 A 57A 6,2A 6,1A 55A 7,1A 6,9A 55A 6,9A
Mulch nein 56B 6,8B 54A 6,7A 57A 6,0A 6,1A 55A 7,1A 6,9A 55A 6,9A
I.ja 58A 6,6 A 56A 6,6 A 57A 6,4B 6,2A 55A 6,9A 6,9A 55A 6,9A
Teich 56A 6,8A 6,9A 55A 7,0A
Qualitat H,0lBrunnen 58A 7,1A 7,0A 55A 6,8 A
Leitung 58A 7,1A 6,9A 55A 6,8 A
JUberkopf 5,7 A 55A
Beregnung
Tropf 57A 55A
Quialitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 52




Schlussbericht 2015 FKZ: 28110E097 und 28110E121

Tab.8: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der aeroben mesophilen Gesamtbakterienzahl als logkbE * (g FM)™ von
Blattgemiise wahrend zwei Anbausatzen im Jahr 2014. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der
Spalte) unterscheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fur die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz er-
folgte keine Bewasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert, im zweiten Satz wurde

nicht mit Leitungswasser bewassert.

Satz1_14 Satz 2_14
20.05. 02.06. 16.06. 30.06. 13.08. 26.08. 09.09. 23.09.
Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold Eisberg Eisberg Eisberg Eisberg

Diinger HMP 7,1A 7,1A 7,9A 59A 7,7A 7,3A 56A 7,9A 7,5A 54A 7,7A 4,9B 8,0A 8,1A 7,7B

HTK 6,9B 7,0A 7,8 A 6,0A 7,2B 7,2A 55A 7,7 A 7,1A 5,5A 7,4 A 51A 7,9A 8,1A 8,1A

Mulch nein 6,9A 7,1A 7,9A 59A 7,6 A 7,5A 5,6 A 7,9A 7,3A 55A 7,6 A 50A 8,0A 8,1A 7,9A

ja 7,0A 7,0A 7,8 A 6,0 A 7,3A 7,08 55A 7,7A 7,3A 55A 7,5A 5,0A 7,98 8,1A 7,9A

Teich 5,6 A 7,9A 7,0A 5,4 A 7,3A 5,0A 8,0A 8,1A 8,0A

Qualitat H,O]Brunnen 5,6A 7,8 A 7,3A 5,6A 7,6 A 50A 7,9A 8,1A 7,8 A
Leitung 55A 7,7A 7,5A 55A 7,8 A

b e wiisserun Uberkopf 558 55A 50A 8,0A 8,1A 8,0A

Tropf 5,6A 55A 50A 7,9A 8,1A 7,8 A
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Enterobactericeae

Ermittelte Werte fur Enterobakterien in den verwendeten Dingern lagen unter der Nachweis-
grenze von 2 logKbE * g™ fiir HMP und bei ca. 5 logKbE * g™ fiir HTK. Trotz der deutlichen Kon-
taminationsunterschiede der beiden Diinger, zeigte die Anzahl an ermittelten Enterobakterien im
Boden keinen Unterschied in den verschiedenen Behandlungen. Durchschnittswerte lagen im
ersten Satz 2014 zwischen 2,9 und 3,6 logKbE * g'l und im zweiten Satz 2014 etwas hoher bei
3,9 bis 4,3 logKbE * g™,

In den Jahren 2013 und 2014 schwankte die Anzahl an Enterobakterien auf Eisbergsalatblattern
zwischen im Schnitt 3,8 und 5,3 logkbE * (g FM)™*, wobei die Werte im zweiten Satz 2013 am
hdchsten lagen und die niedrigste Kontamination im zweiten Satz 2014 ermittelt wurde. Durch-
schnittswerte auf Eichblattsalat (Satz 1 2013) waren vergleichbar mit denen auf Eisbergsalat an
den entsprechenden Ernteterminen und lagen bei 4,4+0,1 logKbE * (g FM)™. Ermittelte Durch-
schnittswerte auf Blattern von Rucola und Mangold lagen zwischen 4,4 und 5,7 bzw. 4,2 und 5,7
logkbE * (g FM)™. Sowohl im Jahr 2013 als auch 2014 war ein ansteigender Trend der Besie-
delung mit Enterobakterien auf Rucolablattern im Verlauf der Anbauphase zu erkennen.

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Anbauvarianten liel3 sich im Jahr 2012 ein Einfluss der
Mulchauflage auf die Enterobakterienzahl auf Rucola erkennen, wobei dieser Effekt in den fol-
genden Anbauphasen nicht mehr evident war. Im ersten Anbausatz 2014 konnten signifikante
Unterschiede der Enterobakterienzahl auf Eisbergsalatblattern in Abhangigkeit der Diungung
festgestellt werden, wobei die Applikation von HMP die Kontamination gegeniiber HTK erh6hte.
Andere, wiederkehrende signifikante Unterschiede der Varianten in Bezug auf die Enterobakte-
rienzahl konnten nicht gefunden werden (Tab. 9 und Tab. 10).

Von den unterschiedlichen zur Bewasserung benutzten Wasserquellen zeigten das Oberfla-
chenwasser sowie das Teichwasser an allen Bewasserungsterminen eine Kontamination mit E.
coli. Werte lagen fir Teichwasser in den Jahren 2013/2014 bei 1,7 bis 2,7 logMPN * (100 ml)™.
Brunnenwasser wurde an allen, bis auf die letzte Bewésserung des zweiten Satzes 2014 (2,7
logMPN * (100 ml)™) negativ auf E. coli getestet. Im Leitungswasser wurde an keinem Bewésse-
rungstermin eine Kontamination mit E. coli festgestellt.

HMP waren nicht mit E. coli belastet (Nachweisgrenze 2 logkbE * g™), wohingegen HTK Konta-
minationen mit bis zu 4,5 logKbE * g™ aufwies. Die Unterschiede der beiden Diinger spiegelten
sich in den Bodenproben wider. Wahrend in mit HMP gediingten Parzellen kein Proben oberhalb
der Nachweisgrenze gefunden wurden, zeigten mit HTK gedingte Parzellen Kontaminationen
mit bis zu 3,5 logkbE * g™. Diese Unterschiede konnten allerdings nicht auf den beprobten
Pflanzenblattern wiedergefunden werden. Hier zeigten sich vereinzelt positive Proben, unab-

hangig von der Behandlung (Tab. 11 und Tab. 12Tab.). Die Kontaminationen lagen meist nahe
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der Nachweisgrenze von 2 logkbE * (g FM)™, auf vier Proben konnten Werte iiber 3 logkbE * (g
FM)™ gefunden werden. Setzlinge des zweiten Satzes 2013 zeigten Kontaminationen mit E. coli
knapp Uber der Nachweisgrenze, wohingegen auf Setzlingen der anderen Satze keine E. coli
Bakterien nachgewiesen werden konnten.

Kolonien die der Beschreibung fur Salmonellen entsprechen wurden in fast allen Bodenproben

sowie auf Blattproben mit beachtlichen Mengen von bis zu {iber 4,0 logKbE * (g FM)™ gefunden.
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Tab. 9: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich Enterobactericeae als logkbE * (g FM)™* von Blattgemiise wahrend zwei
Anbauséatzen im Jahr 2013. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte) unterscheiden sich nicht
signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fir den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des zweiten Satzes erfolgte keine Be-

wasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewéssert.

Satz1 13 Satz2 13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 4,7 A 4,6 A 40A 4,0A 4,1A 4,6 A 49A 54A 57A 57A 49A 51A
HTK 4,7 A 4,4 A 3,9A 4,6 A 4,5 A 4,1A 4,9 A 54A 5,7A 57A 50A 52A
Mulch nein 4,6 A 4,6 A 3,9A 4,5A 4,6 A 4,2 A 4,9 A 54A 5,7A 57A 51A 51A
I.ja 4,7 A 4,4 A 4,0A 4,1 A 4,0B 4,5 A 50A 54A 57A 57A 4,9A 52A
Teich 53A 5,7A 56A 50A 52A
Qualitat H,0lBrunnen 54A 57A 57A 50A 51A
Leitung 55A 56A 57A 4,9 A 50A
lUberkopf 53A 4,9 A
Beregnung
Tropf 55A 50A

Tab. 10: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich Enterobactericeae als logkbE * (g FM)™* von Blattgemiise wahrend zwei
Anbauséatzen im Jahr 2014. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte) unterscheiden sich nicht
signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fur die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz erfolgte keine Bewéasserung. Rucola

und Mangold wurden ausschlieBlich durch Uberkopfbewasserung bewéassert, im zweiten Satz wurde nicht mit Leitungswasser bewés-

sert.
Satz1_14 Satz 2_14
20.05. 02.06. 16.06. 30.06. 13.08. 26.08. 09.09. 23.09.
Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold Eisberg Eisberg Eisberg Eisberg
Diinger HMP 4,7 A 3,7A 4,5 A 4,6 A 4,7 A 4,6 A 4,1A 51A 4,7 A 3,7A 4,4 A 4,8 A 3,8A 4,1 A 3,6A
HTK 4,08 3,4A 4,3 A 4,2B 4,2B 4,5 A 4,2 A 51A 4,6 A 3,6A 3,9A 50A 3,8A 4,1A 4,1A
Mulch nein 4,5 A 3,5A 4,5 A 4,3A 4,4 A 4,6 A 4,2 A 51A 4,5 A 3,6 A 4,0 A 50A 3,8A 4,1 A 4,0 A
ja 4,3A 3,6 A 4,3 A 4,5A 4,5 A 4,5A 4,1A 50A 4,7 A 3,7A 4,3 A 4,9A 3,8A 4,1A 3,7A
Teich 4,0 A 51A 4,6 A 3,4B 4,0 A 4,8 B 3,8A 4,0 B 3,9A
Qualitat H,O]Brunnen 4,3A 51A 4,5A 4,2 A 4,1A 50A 3,8A 4,1A 3,8A
Leitung 4,1 A 50A 4,8 A 3,4B 4,5 A
b e wiisserun Uberkopf 4,2 A 3,4B 4,9 A 3,9A 4,1A 3,9A
Tropf 4,0 A 3,9A 4,9 A 3,7A 4,1 A 3,8A
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Tab. 11: Vergleich verschiedener Anbaumethoden bezliglich der Anteile mit E. coli-positiver Proben von Blattgemuse wéahrend zwei An-

bausatzen im Jahr 2013. Fir den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des zweiten Satzes erfolgte keine Bewasserung. Rucola

und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert.

Satz1_13 Satz 2_13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 0% 3% 3% 3% 3% 0% 0% 6% 39% 33% 11% 6%
HTK 0% 3% 3% 6% 6% 0% 0% 17% 61% 39% 8% 11%
Mulch nein 0% 3% 0% 6% 3% 0% 0% 19% 56% 44% 8% 11%
ja 0% 3% 6% 3% 6% 0% 0% 3% 44% 28% 11% 6%
Teich 8% 50% 33% 13% 17%
Qualitat H,0lBrunnen 13% 58% 33% 8% 0%
Leitung 13% 42% 33% 8% 8%
Uberkopf 19% 11%
Beregnung
Tropf 3% 8%

Tab. 12: Vergleich verschiedener Anbaumethoden bezuglich der Anteile mit E. coli-positiver Proben von Blattgemuse wahrend zwei An-

bausatzen im Jahr 2014. Fur die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz erfolgte keine Bewasserung. Rucola und Mangold wur-

den ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert, im zweiten Satz wurde nicht mit Leitungswasser bewassert.
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Coliforme Bakterien

Das analysierte Beregnungswasser zeigte deutliche Schwankungen in der Anzahl coliformer
Bakterien in Bezug auf die Herkunft als auch den Zeitpunkt. W&hrend Teichwasser bei allen
Untersuchungen Kontaminationen oberhalb der oberen Nachweisgrenze von 3,4 logKbE * (100
ml)™ aufwies, schwankte der Wert in Leitungs- sowie Brunnenwasser zwischen unterhalb der
unteren Nachweisgrenze und oberhalb der oberen Nachweisgrenze. In beiden Wasserquellen
wurde die hochste Kontamination an der letzten Probennahme des zweiten Satzes 2014 ermit-
telt, Brunnenwasser zeigte keine Kontamination am ersten Bewasserungstermin 2013 und Lei-
tungswasser an beiden Bewdasserungsterminen des ersten Satzes 2014. Oberflachenwasser,
welches im Jahr 2012 zur Bewasserung verwendet wurde, wurde positiv auf coliforme Bakterien
getestet.

In den HMP konnten keine messbaren Kontaminationen mit coliformen Bakterien festgestellt
werden, wohingegen in HTK Werte iber 4,5 logkbE * g™ gefunden wurden. In den Bodenproben
wurden, unabhangig von der Diingung, im ersten Satz 2014 Werte um ca. 3 logkbE * g™ ermitt-
let, im zweiten Satz 2014 lag die Kontamination um eine log-Stufe héher.

Analysen der Blattbesiedelung mit coliformen Bakterien zeigten Mittelwerte von 3,5 und 3,8
logkbE * (g FM)™* auf Eichblattsalat, 3,7 bis 4,1 logkbE * (g FM)™* auf Eisbergsalat, 3,6 bis 4,2
logkbE * (g FM)™ auf Rucola und 3,9 bis 4,3 logkbE * (g FM)™* auf Mangold in den Jahren
2013/2014. Trotz der geringen Schwankungen ist ein leicht ansteigender Trend in der Kontami-
nation auf Rucola wahrend der Anbauphase zu erkennen. Vergleiche zwischen Eisbergsalat,
Rucola und Mangold in den Jahren 2013/2014 zeigten an allen Auswertungsterminen eine ho-
here Besiedelung auf Mangold im Vergleich zu Eisbergsalat, wobei diese Unterschiede bis auf
eine Ausnahme (Satz 1 2014, 2. Auswertung) statistisch signifikant waren.

Vereinzelt auftretende, statistisch signifikante Unterschiede zwischen Behandlungen zeigten
keine Konsistenz (Tab. 13 und Tab. 14).
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Tab. 13: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Besiedelung mit coliformen Bakterien als logkbE * (g FM)™ von Blatt-
gemuise wahrend zwei Anbausatzen im Jahr 2013. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte)
unterscheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fir den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des zweiten Sat-

zes erfolgte keine Bewéasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert.

Satz1 13 Satz2 13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 3,7A 3,9A 3,3A 3,3B 39A 3,8A 40A 4,1A 42A 4,2 A 3,9B 4,1A
HTK 3,7A 3,7A 3,2A 3,8A 3,7A 3,5A 4,1A 4,0A 4,2 A 4,2 A 40A 4,1A
Mulch nein 3,7A 3,8A 3,5A 3,6A 3,7A 3,5A 4,1A 4,1A 4,2 A 4,1A 4,2 A 4,1A
I.ja 3,7A 3,8A 3,4A 3,4B 3,9A 3,8A 4,1A 4,0A 4,2 A 4,2 A 3,7B 4,1 A
Teich 4,1 A 4,2 A 4,2 A 3,8A 4,1 A
Qualitat H,0lBrunnen 4,0 A 4,2 A 4,2 A 3,7A 4,1 A
Leitung 4,1 A 3,9A 4,1A 3,7A 4,1A
lUberkopf 4,0 A 3,8A
Beregnung
Tropf 4,1A 3,7A
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Tab. 14: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Besiedelung mit coliformen Bakterien als logkbE * (g FM)™ von Blatt-
gemuise wahrend zwei Anbausatzen im Jahr 2014. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte)
unterscheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fur die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz erfolgte keine
Bewésserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewéassert, im zweiten Satz wurde nicht mit

Leitungswasser bewéassert.

Satz1_14 Satz 2_14
20.05. 02.06. 16.06. 30.06. 13.08. 26.08. 09.09. 23.09.
Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold Eisberg Eisberg Eisberg Eisberg

Diinger HMP 4,2 A 3,9A 4,4 A 4,0 A 3,9A 4,0 A 3,6B 4,1A 4,1 A 3,7A 4,0 A 4,2 A 3,8A 4,0 A 3,9A

HTK 3,7B 3,3B 4,3 A 3,8B 3,68 3,8A 3,9A 4,2 A 4,1A 3,7A 4,0 A 4,1A 3,9A 3,9A 4,0 A

Mulch nein 3,9A 3,6 A 4,3 A 3,9B 3,8A 4,0 A 3,7A 4,2 A 4,1 A 3,7A 4,1 A 4,2 A 3,8A 3,9A 4,0 A

ja 4,0A 3,6 A 4,3A 4,0A 3,7A 3,9A 3,8A 4,1A 4,1A 3,7A 4,0 A 4,1A 4,0 A 4,0 A 4,0A

Teich 3,8A 4,2 A 4,1 A 3,6 A 4,0 A 4,2 A 3,8B 3,8B 3,9A

Qualitat H,O]Brunnen 3,8 A 4,2 A 3,9A 3,7A 4,1A 4,1A 4,0 A 4,1A 4,0 A
Leitung 3,7A 4,1 A 4,1 A 3,8A 4,0 A

b e wiisserun Uberkopf 3,9A 3,6 A 4,1A 3,9A 4,0A 3,9A

Tropf 3,7A 3,8A 4,2 A 3,8A 3,9A 4,0 A
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Listeria spp.
Analysen der Bodenproben der verschiedenen Auswertungstermine 2014 ergaben Mittelwerte

von ca. 5 logKbE * g™ fiir Listeria spp. in beiden Satzen. Dieser hohe Besatz filhrte dazu, dass
ein eventuelles Vorkommen von L. monocytogenes nicht detektiert werden konnte. (Spezifizie-
rung einer Kolonie auf Agar als L. monocytogenes erfolgt beim gewéhlten Medium tber, neben
der fur Listeria spp. typischen Farbe, einen Hof um die Kolonie, welcher bei grol3er Koloniezahl
nicht mehr erkennbar ist.)

Bei den verwendeten Dingern zeigte sich ein Besatz &hnlich der Bodenproben mit ca. 5 logKbE
* g'l fur HTK, aber auch auf den HMP waren Listerien, wenn auch nur knapp oberhalb der

Nachweisgrenze von 2 logKbE * g* zu finden.

Blattanalysen in den Jahren 2013/2014 wiesen durchschnittliche Werte von 3,8 und 3,5 logKbE *
(g FM)™* fur Eichblattsalat, zwischen 3,4 und 3,9 logKbE * (g FM)™ fiir Eisbergsalat, zwischen 3,5
und 4,1 logKbE * (g FM)™ fiir Rucola und zwischen 3,1 und 4,1 logkbE * (g FM)™ fiir Mangold
auf. Vergleiche der Kulturen Rucola und Mangold in den Anbausatzen 2013/2014 zeigten statis-
tisch signifikant héhere Kontaminationen flr Rucola mit Ausnahme eines Auswertungstermins
(Satz 1 2014, 2. Auswertung).

Vergleiche der unterschiedlichen Anbauvarianten zeigten einen reduzierenden Effekt der
Mulchabdeckung auf die Besiedelung von Listeria spp. auf Mangoldblattern in den Anbausétzen
2013/2014 (Tab. 15 und Tab. 16). Andere, wiederkehrende Effekte wurden nicht gefunden.

Kontaminationen der analysierten Blatter mit L. monocytogenes wurden, nahe der Nachweis-
grenze von 2 logKbE (g FM)™* festgestellt. Bis zu 62% der Mangoldproben zeigten sich an ein-
zelnen Probennahmeterminen als positiv. Der hochste Anteil an positiven Proben fir Eisberg-
salat und Rucola lag mit jeweils 31% etwas niedriger (Tab. 17 und Tab. 18). Ein vermindertes

Auftreten von L. monocytogenes aufgrund einer Anbaumethode wurde nicht gefunden.
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Tab. 15: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Besiedelung mit Listeria spp. als logKbE * (g FM)™* von Blattgemiise
wahrend zwei Anbausétzen im Jahr 2013. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte) unter-
scheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fir den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des zweiten Satzes

erfolgte keine Bewasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRRlich durch Uberkopfbewéasserung bewassert.

Satz1 13 Satz2 13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 3,0A 3,5A 3,1A 3,0A 3,5A 3,5A 3,3A 3,8B 41A 3,6A 3,8A 4,1A
HTK 2,9A 3,3B 2,8B 3,1A 3,4A 3,5A 3,2A 4,0A 4,1A 3,7A 3,7B 4,1A
Mulch nein 3,3A 3,4A 3,0A 3,2A 3,3B 3,5A 3,3A 4,0A 4,1A 3,9A 3,8A 4,1A
I.ja 2,6 B 3,3B 2,9A 3,0B 3,6 A 3,5A 3,2A 3,8B 4,1A 3,4B 3,7B 4,1 A
Teich 3,8A 4,1A 3,7A 3,8A 4,0A
Qualitat H,0lBrunnen 3,9A 4,1A 3,5A 3,6A 4,1A
Leitung 4,0 A 4,0A 3,8A 3,7A 4,1A
lUberkopf 3,9A 3,8A
Beregnung
Tropf 3,9A 3,7A

Tab. 16: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Besiedelung mit Listeria spp. als logkbE * (g FM)™* von Blattgemiise
wahrend zwei Anbausétzen im Jahr 2014. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte) unter-
scheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fir die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz erfolgte keine Be-
wasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewéasserung bewéssert, im zweiten Satz wurde nicht mit Lei-

tungswasser bewassert.

Satz1_14 Satz 2_14
20.05. 02.06. 16.06. 30.06. 13.08. 26.08. 09.09. 23.09.
Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold Eisberg Eisberg Eisberg Eisberg

Diinger HMP 4,0A 4,0A 3,6 A 3,8A 3,6A 3,4 A 3,6A 3,5A 3,2A 3,7A 3,1A 3,9A 3,9A 3,4B 3,3B

HTK 3,7B 3,8A 3,6 A 3,7A 3,4B 3,4A 3,2B 3,6 A 3,1A 3,3A 3,1A 4,0 A 4,0A 3,7A 3,8A

Mulch nein 3,8A 4,0 A 3,9A 3,7A 3,6 A 3,6 A 3,2B 3,6 A 3,3A 3,4 A 3,2A 4,0 A 4,0 A 3,6 A 3,2B

ja 3,9A 3,7A 3,3B 3,8A 3,3B 3,2B 3,6 A 3,5A 3,1B 3,6 A 3,0A 3,9B 3,98 3,4B 3,9A

Teich 3,5A 3,4A 3,2A 3,5A 3,1A 3,9B 3,9B 3,6 A 3,9A

Qualitat H,O]Brunnen 3,3A 3,5A 3,3A 3,3A 3,0A 4,0A 4,0 A 3,5A 3,5A
Leitung 3,4A 3,7A 3,1A 3,7A 3,3A

b e wiisserun Uberkopf 3,4A 3,5A 3,9A 3,9A 3,5A 3,6 A

Tropf 3,5A 3,5A 4,0 A 4,0 A 3,6 A 3,5A
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Tab. 17: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziglich der Anteile mit L. monocytogenes-positiver Proben von Blattgemise wah-

rend zwei Anbausétzen im Jahr 2013. Fir den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des zweiten Satzes erfolgte keine Bewasse-

rung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewéasserung bewéssert.

Satz1_13 Satz 2_13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 3% 3% 0% 3% 14% 17% 17% 19% 11% 6% 25% 56%
HTK 0% 3% 0% 0% 0% 0% 17% 22% 11% 6% 14% 67%
Mulch nein 3% 6% 0% 3% 14% 11% 28% 14% 11% 6% 33% 67%
ja 0% 0% 0% 0% 0% 6% 6% 28% 11% 6% 6% 56%
Teich 25% 8% 0% 25% 75%
Qualitat H,0}Brunnen 25% 17% 8% 17% 58%
Leitung 13% 8% 8% 17% 50%
Uberkopf 19% 11%
Beregnung
Tropf 22% 28%

Tab. 18: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Anteile mit L. monocytogenes-positiver Proben von Blattgemise wah-

rend zwei Anbausatzen im Jahr 2014. Fir die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz erfolgte keine Bewéasserung. Rucola und

Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert, im zweiten Satz wurde nicht mit Leitungswasser bewéssert.

Satz1_14 Satz2_14
20.05. 02.06. 16.06. 30.06. 13.08. 26.08. 09.09. 23.09.
Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold Eisberg Eisberg Eisberg Eisberg
Diinger HMP 28% 33% 44% 31% 39% 11% 14% 28% 50% 6% 17% 25% 4% 0% 0%
HTK 31% 28% 17% 19% 17% 11% 8% 33% 61% 6% 33% 8% 29% 0% 0%
Mulch nein 33% 22% 39% 11% 33% 17% 14% 33% 50% 8% 22% 13% 17% 0% 0%
ja 25% 39% 22% 39% 22% 6% 8% 28% 61% 3% 28% 21% 17% 0% 0%
Teich 17% 33% 58% 0% 17% 17% 13% 0% 0%
Qualitat H,O)Brunnen 13% 33% 58% 8% 17% 17% 21% 0% 0%
Leitung 4% 25% 50% 8% 42%
. Uberkopf 25% 6% 13% 25% 0% 0%
Bewdsserun
Tropf 6% 6% 21% 8% 0% 0%
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Enterococcus spp.

Von den im Jahr 2012 verwendeten Wasserquellen wiesen Oberflichenwasser sowie Teich-
wasser messbare Konzentrationen mit Enterokokken auf, wohingegen das Brunnenwasser kei-
ne Enterokokken oberhalb der unteren Nachweisgrenze enthielt. Auch in den Jahren 2013/2014
wurde Teichwasser positiv auf Enterokokken getestet, Werte lagen zwischen 1,0 und 1,8
logMPN * (100 ml)*. Wahrend Brunnenwasser im Jahr 2013 an beiden Bewéasserungsdaten
negativ auf Enterokokken getestet wurde, lagen Werte im ersten Satz 2014 knapp tber der
Nachweisgrenze und im zweiten Satz 2014 bewegten sich die Werte von unterhalb der Nach-
weisgrenze bis zu 2,0 logMPN * (100 ml)™. In Leitungswasser wurde im Jahr 2013 an beiden
Bewasserungsterminen eine Enterokokkenkontamination festgestellt (3,0 und 0,2 logMPN * (100
ml)™), nicht jedoch im Jahr 2014.

Analysen der Dingerproben ergab Kontaminationen nahe oder unterhalb der Nachweisgrenze
fur HMP und Werte bis zu tiber 7 logKbE * g™ fir HTK. Bodenproben wiesen uber beide Séatze
hinweg Werte um die 5,5 logkbE * g™ fiir Enterokokken auf.

Eichsalatblatter zeigten Mittelwerte fiir Enterokokken von 4,0 und 4,4 logkbE * (g FM)™. Auf Eis-
bergsalat schwankten die Mittelwerte teils betrachtlich zwischen den Probennahmen. In den
Jahren 2013/2014 wurde im ersten Satz 2013 der niedrigste Mittelwert mit 2,0 logKbE * (g FM)™
gefunden, gefolgt von 3,0 logkbE * (g FM)™ am letzten Probennahmedatum 2014. Bis auf einen
héheren Wert von 5,0 logKbE * (g FM)™ (erste Probennahme, 2. Satz 2014) bewegten sich die
Besiedlungen mit Enterokokken ansonsten zwischen 4,1 und 4,7 logKbE * (g FM)™. Ein abneh-
mender Trend auf Eisbergsalatblattern im Laufe der Anbauphase war in allen Satzen 2013/2014
zu erkennen. Auf Rucolablattern wurden Mittelwerte zwischen 4,5 und 5,2 logKbE * (g FM)*
gefunden, auf Mangoldblattern schwankte der Besatz wieder etwas mehr und nahm Werte zwi-
schen 3,6 und 5,2 logKbE * (g FM)™* ein.

Geringe Unterschiede zwischen den verschiedenen Anbauvarianten waren nur vereinzelt statis-

tisch signifikant und folgten keinem erkennbaren Muster (Tab. 19Tab. und Tab. 20).
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Tab. 19: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Besiedelung mit Enterococcus spp. als logKbE * (g FM)™ von Blattge-
muise wahrend zwei Anbausatzen im Jahr 2013. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte)

unterscheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fir den ersten Satz sowie die erste Probennahmen des zweiten Sat-

zes erfolgte keine Bewéasserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewasserung bewassert.

Satz1 13 Satz2 13
21.05. 03.06. 08.07. 22.07. 05.08.
Eisberg Eichblatt Eisberg Eichblatt Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold
Diinger HMP 3,7A 4,0B 1,8A 3,8A 4,7A 4,7 A 46A 4,8 A 52A 52A 42A 4,4 A
HTK 3,7A 4,1A 2,2A 3,8A 4,7 A 4,3A 4,8 A 4,5B 52A 52A 39A 4,1A
Mulch nein 3,8A 4,0B 1,6A 3,8A 4,8 A 4,3A 4,8 A 4,7 A 52A 51A 4,1A 4,2 A
I.ja 3,7A 4,1 A 2,4A 3,7A 4,6B 4,7 A 4,6 A 4,6 A 52A 52A 4,0A 4,3 A
Teich 4,8 A 52A 52A 4,2 A 4,3 A
Qualitat H,0lBrunnen 4,6 A 52A 52A 4,0A 4,4 A
Leitung 4,6 A 52A 51A 4,0A 4,0A
JUberkopf 4,6 A 4,1A
Beregnung
Tropf 4,7 A 4,0 A

Tab. 20: Vergleich verschiedener Anbaumethoden beziiglich der Besiedelung mit Enterococcus spp. als logKbE * (g FM)™ von Blattge-
muise wahrend zwei Anbausatzen im Jahr 2014. Gleiche Buchstaben einer Anbaumethode und einer Kulturart (innerhalb der Spalte)
unterscheiden sich nicht signifikant (ANOVA, Tukey-Test, p<0,05). Fur die ersten beiden Probennahmen des ersten Satz erfolgte keine

Bewdsserung. Rucola und Mangold wurden ausschlieRlich durch Uberkopfbewadsserung bewéssert, im zweiten Satz wurde nicht mit

Leitungswasser bewéassert.

Satz1_14 Satz 2_14
20.05. 02.06. 16.06. 30.06. 13.08. 26.08. 09.09. 23.09.
Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Rucola Mangold Eisberg Mangold Eisberg Eisberg Eisberg Eisberg
Diinger HMP 4,7 A 4,8 A 4,7 A 4,6 A 4,9 A 4,3 A 4,1A 4,9 A 3,9A 3,7A 3,5A 4,8 B 4,1A 4,0 A 2,9A
HTK 4,0 B 4,8 A 4,6 A 4,2B 4,3B 4,0 A 4,2 A 5,0A 4,0 A 3,6A 3,7A 51A 4,0 A 4,1A 3,1A
Mulch nein 4,5 A 4,8 A 4,8 A 4,3A 4,6 A 4,3 A 4,2 A 50A 4,0 A 3,6 A 3,7A 50A 4,3 A 4,2 A 3,0A
ja 4,3A 4,8 A 4,5 A 4,5A 4,6 A 4,1A 4,1A 5,0A 3,9A 3,7A 3,5A 4,9 A 3,8B 3,98 29A
Teich 4,0 A 50A 3,8A 3,4B 3,3A 4,9 A 4,0 A 4,0 A 3,1A
Qualitat H,O]Brunnen 4,3 A 4,9 A 3,9A 4,2 A 3,8A 5,0A 4,0 A 4,1A 2,8A
Leitung 4,1 A 4,9 A 4,1 A 3,4B 3,7A
bewssserun Uberkopf 4,2 A 3,48 4,9 A 4,2 A 4,1A 3,0A
Tropf 4,0 A 3,9A 50A 3,9B 4,0 A 3,0A
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4.3 Modellierung der Befallsdynamik E.coli

Im letzten Quartal 2013 wurde eine erste Modellstruktur anhand von Literaturstudien (u.a. Liu et
al., 2013; Baranyi et al., 1995; Ratkowsky et al., 1982) ausgearbeitet. Anhand der vorhandenen
Daten war keine Modellparametrisierung der Submodelle Boden-, Wasser- und Pflanzenkonta-
mination mdglich, da die gefundenen Kontaminationen mit E.coli keinem in den Daten erkennba-
rem Muster folgten und nicht auf einzelne Faktorkombinationen ruckfihrbar waren. Die Grinde
hierfir sind zum einem die insgesamt sehr niedrigen Kontaminationswerte (nahe der Nachweis-
grenze, siehe Mikrobiologie) zum anderen die starke Streuung der Werte. In den meisten Fallen
wurde eine zufallige Kontamination in einer Einzelwiederholung gefunden, diese war jedoch
nicht zwischen Wiederholungen oder Anbausétzen reproduzierbar. In den Anbausatzen 2014
konnte kein signifikanter Einfluss einzelner Versuchsfaktoren oder Faktorkombinationen im
Feldversuch auf den Befall mit E.coli ermittelt werden. Die Betrachtung von kritischen Einzel-
werten (CFU/g >1000) zeigt besonders kritische Faktorkombinationen (Tabelle 21). Hierbei ist
auffallig, dass alle kritischen Proben in Parzellen gefunden wurden, die mit Mulch abgedeckt und
mit Hihnertrockenkot gedingt wurden. Eine mdgliche Erklarung liefern Feldbeobachtungen, die
zum einem einen geringeren Wildverbiss auf Parzellen mit Haarmehlpellets zeigen, sowie Be-
richte des Praxispartners demzufolge Haarmehlpellets eine abschreckende Wirkung auf Wild
haben. Beobachtungen zeigten deutliche Praferenzen der Wildtiere in Richtung Mulchabde-
ckung und Hahnertrockenkot. Hier wurden zudem in allen Versuchsjahren vermehrt Kotspuren

gefunden (Foto 1 und 2).

Tab. 21: Faktorkombination mit einer E.coli Belastung oberhalb des Warnwertes der Gesell-
schaft fur Hygiene und Mikrobiologie (CFU/g >1000).

Datum Satz Diingung Mulch Waterqualitdit Bewisserungstechnik CFU /g Log CFU/g
08.07.2012 2_12 Hiihnertrockenkot Ja Brunnen Uberkopf 2882 3.5
08.07.2013 2_13 Hiihnertrockenkot Ja Brunnen Uberkopf 1145 3.1
16.06.2014 1 14 Hihnertrockenkot Ja Teich Tropf 2132 3.3
13.08.2014 2 14 Hiihnertrockenkot Ja Teich Tropf 19695 4.3
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Foto 1 und 2: Vermehrter Wildverbiss und Kotspuren auf den mit Mulch abgedeckten und mit
Huhnertrockenkot gediingten Parzellen.

4.4 Korrelationsanalysen Wetterdaten und E.coli

Zur weiteren Analyse und zur Ableitung von Zusammenhangen fur die Modellparametrisierung
in Bezug auf wetterabhangiges Bakterienwachstum und -absterben erfolgte eine Korrelations-
analyse zwischen der gefundenen E .coli Keimzahlen (Log CFU g™) und der Temperatursumme
seit Pflanzung, der Maximaltemperatur der letzten Woche, der mittleren Temperatur der letzten
Woche, der Niederschlagssumme, der mittleren Temperatur und des Niederschlags zwischen
einzelnen Auswertungsterminen sowie der Fracht an E.coli die sich aus gefunden Keimzahlen
in den Wasserproben und der Beregnungsmenge ergab.

Dabei wurden hauptséchlich negative Korrelationen gefunden und ein guter Zusammenhang
nur fir ein wetterabhéngiges Absterben der Keime bei zuvor relativ hoher Kontamination zu Kul-
turbeginn gefunden (Tabelle 22).
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Tab. 22: Korrelationsmatrix im Bezug der gefunden E .coli Keimzahlen (Log CFU g?)

E cali

Kultur Temp Sum Tmax 7 doys Tmean 7 days Rain Sum 7 doys  Tmean date-dote  Roin date date Water
Satz 2

Eissalat 2013 0.06 0.07 0.06 -0.06 0.05 -0.04 -0.07
Satzl

Eissalat 2013 0.12 -0.12 -0.12 012 -0.12 0.12 /
Satz1l

Eichblatt 2013 0.05 -0.05 -0.05 -0.05 -0.05 0.05 /
Satz 2

Rauke 2013 -0.79 -0.81 -0.79 -0.14 -0.76 -0.30 0.07
Satz 2

Mangold 2013 0.04 0.08 0.04 -0.38 -0.01 -0.32 -0.04
Satzl

Eisssalat 2014 -0.15 0.15 0.15 -0.15 -0.15 -0.15 0.12
Satz1l

Mangold 2014 -0.14 0.11 -0.04 -0.09 -0.14 0.00 -0.09
Satzl

Rauke 2014 -0.13 0.07 -0.08 -0.04 -0.13 0.06 0.02
Satz 2

Eisssalat 2014 -0.19 0.21 0.22 0.02 0.23 0.23 0.02

Eissalat  alle S3tze -0.03 -0.42 0.09 0.18 -0.14 0.11

Rauke alle Satze 0.03 0.03 -0.04 -0.03 0.05 0.01

Mangold alle 53tze -0.05 -0.42 0.04 0.20 -0.23 -0.08

4.5 Epiphytische Kolonisierung von Rucola- und Mangoldblattern

durch E. coli O157:H7 unter Gewachshausbedingungen

Einfluss der verschiedenen Diingestrategien auf Rucola und Mangold

Die gesamte Blattbiomasse (g m™) (Abb. 33) als auch das Frisch- und Trockengewicht (Tabelle
23) und die Blattoberflache (Abb. 34) variierte zwischen den drei Behandlungen. Wie erwartetet
wurden samtliche Parameter durch die Dingerzufuhr geférdert. Die hdchsten Werte wurden fir
die Behandlungen mit Hihnertrockenkot erzielt. Signifikante Unterschiede kamen zwischen den
zwei Versuchsgéngen bei sowohl Rucola als auch Mangold vor, allerdings waren die Ten-

denzen ahnlich.
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Abb. 33: Einfluss auf Diingerwahl und Diingestrategie auf die Blattbiomasse von Rucola und
Mangold unter Gewachshausbedingungen. Schweinehaarpellets (HMP) bzw. Huhnertrockenkot
(HTK) wurden vor der Saat in das Kultursubstrat gemischt. Die Kontrolle verblieb unbehandelt.
Die Diagramme links und rechts beinhalten die Ergebnisse fur die zwei Versuchsgange.
Unterschiedliche Buchstaben in den Stapeln innerhalb des Einzeldiagramms zeigen signifikante
Unterschiede zwischen den Stapeln an (Tukey-test; p<0.05); n=6.

Qualitat und Sicherheit in der Produktionskette biologisch produzierter Fertigsalate 69



Schlussbericht 2015 FKZ: 28110E097 und 28110E121

Tab. 23: Einfluss unterschiedlicher Dingerstrategien (Kontrolle, keine Dingergabe; HMP: Haarmehlpellets; HTK: Hiuhnertrockenkot) auf
Blattfrisch- und -trockengewicht, Trockensubstanz- und Wassergehalt von Rucola und Mangold. Die beiden Kulturen wurden geerntet,
als das erste echte Blatt eine Blattlange von 9 cm erreicht hatte. Mittelwerte sind dargestellt.

Rucola Mangold
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 1 Versuch 2

Kontrolle HMP HTK |Kontrolle HMP HTK |Kontrolle HMP HTK  Kontrolle HMP HTK
Blattfrischgewicht
(g) 0.20c* 0.25b 0.47a 0.14c 0.27b 0.33a 0.23b 0.29b 0.5a 0.25b 0.35a 0.42a
Blatttrockengewicht
(g) 0.0204b  0.0219b 0.0291a | 0.0135b  0.019a  0.0212a | 0.0188b 0.0194b 0.0261a | 0.0139b 0.0181ab 0.0206a
Trockensubstanz-
gehalt (%) 10.47a 8.98b 6.19c 10.05a 6.9b 6.48b 8.06a 6.83b 5.32c 5.6a 5.21a 4.89a
Wassergehalt (%) 89.53c 91.02b 93.81a 89.95b 93.1a 93.52a 91.94c 93.17b  94.68a 94.4a 94.79%a 95.11a

! Signifikante Unterschiede innerhalb des Versuches und Parameters (Tukey-Test; p<0.05) werden durch unterschiedliche Buchstaben
hinter dem Mittelwert gekennzeichnet.
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Abb. 34: Einfluss auf Diingerwahl und Diingestrategie auf die Blattoberflache (cm?) von Ru-
cola und Mangold unter Gewdachshausbedingungen. Schweinehaarpellets (HMP) bzw.
Huhnertrockenkot (HTK) wurden vor der Saat in das Kultursubstrat gemischt. Die Kontrolle
verblieb unbehandelt. Die Diagramme links und rechts beinhalten die Ergebnisse fur die zwei
Versuchsgéange. Unterschiedliche Buchstaben in den Stapeln innerhalb des Einzeldia-
gramms zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Stapeln an (Tukey-test; p<0.05);
n=6.

Die maximale und durchschnittliche Blatttemperatur von Rucola unterschied sich nicht zwi-
schen den Varianten. Hingegen unterschieden sich die minimale Blattemperaturen von un-
gediungten Rucolablattern (16,0 °C) und Rucolablattern, die mit Haarmehlpellets gedingt
(15,3 °C) waren. Signifikante Unterschiede wurden auch nicht flir die maximale Blatt-
temperatur von Mangoldblattern festgestellt; hingegen war die minimale Temperatur von Ru-
colablattern der ungediingten Variante 0,5-0,6 °C geringer als die der zwei gedungten Vari-
anten. Dieser Unterschiede waren signifikant (p<0.001). Das gleiche gilt auch fur die durch-
schnittliche Blatttemperatur (p<0.001), (Kontrolle: 17,4 °C ; HMP:18,1 °C ; HFK:18,2 °C).

Diese Unterschiede spiegelten sich jedoch nicht in den Chlorophyllfluoreszenzmessungen

wieder.
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4.6 Mikrobielle Kolonisierung von Rucola- und Mangoldblattern

Die Resultate fur die mikrobielle Besiedlung von Rucolablattern nach Inokulation mit E. coli
0157:H7 gfp+ sind in Abbildung 35 dargestellt. Die Ergebnisse zur Besiedlung von Rucola in
Anwesenheit von E. coli O157:H7 unterschieden sich signifikant fur die meisten untersuchten
Parameter. Die Ausnahme stellt dabei die aerobe mesophile Gesamtbakterienzahl dar. Ahn-
liche Besiedlungsdichten mit aeroben mesophilen Bakterien wurden fir alle drei Behandlun-
gen (Variante 1: ungedingte Kontrolle, Variante 2; gedingt mit Schweinehaarpellets, Vari-
ante 3: gediingt mit Hihnertrockenkot) von Rucolablattern ermittelt (4,7-5,1 logKbE g™).
Auch fiir Enterobacteriaceen (3,4-3,6 logkbE g?), analysiert auf VRBD, und Enterokokken
(1,5-1,8 logkbE g™) gab es keine Unterschiede in der Besiedlungsdichte. Interessanterweise
waren die Keimdichten tendenziell héher auf Rucolablattern, die in Substrat mit Haarmehl-
pellets angezogen waren. Der inokulierte E. coli O157:H7-Stamm uberlebte signifikant bes-
ser auf Rucolablattern der Haarmehlpelletvariante (Kontrolle: 3,4 logKbE g*; HMP 3,9 logK-
bE g*; HFM: 3,3 logKbE g™) und entsprach den Werten, die fiir Enterobacteriaceen ge-
funden wurden. Die Variation in E. coli O157:H7gfp+ konnte zu 76% (p<0.001) durch die
Enterobacteriaceen erklart werden. Auch die Zahl presumptiver Listerien und Salmonellen
war am hdchsten auf Rucolablattern, die in haarmehlpelletgediingtem Substrat kultiviert wa-
ren. Signifikante Unterschiede wurden fiur Listerien zwischen der ungediingten und der mit
Haarmehlpellet gediingten Variante gefunden, wahrend die Zahl presumptiver Salmonellen
Uberraschenderweise signifikant niedriger auf Rucolablattern war, die mit Hilhnertrockenkot
gedingt waren, verglichen mit den zwei anderen Behandlungen. Auch die Unterschiede zwi-
schen den zwei Versuchsdurchldufen waren bemerkenswert fir Enterokokken sowie
presumptive Listerien und Salmonellen. Wahrend diese Keime im ersten Versuchsdurchlauf
in sdmtlichen Replikaten gefunden wurden, wurden Enterokokken nur sporadisch, presump-
tive Listerien in 12 von 18 Proben (ungediingte Kontrolle