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Fungal spoilage flora of carrots from organic and ¢ onventional horticulture
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Abstract:

We investigated the fungal spoilage of carrots grown by different cultivation methods
and stored at 5 C at high humidity for up to 7 mon ths. For this purpose, we used both
microscopic analysis of pure cultures and DNA-based, culture-independent methods,
namely, Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) and Terminal Restriction
Length Polymorphism (T-RFLP). Moreover, fungi were identified on the basis of the
sequences of 18S rDNA fragments from SSCP gels and from pure cultures. Additional
analytical parameters included firmness and growth of two fungal strains on experi-
mentally inoculated carrots. Both microscopic and DNA-based methods revealed that
spoiled carrots cultivated at different sites carried different fungal species. The ob-
served spectrum of species depended on the identification method. Using culture-
independent methods, we detected fungi (e.g. species of basidiomycetes) not found
on carrots up to now. No significant effect of the method of carrot cultivation (organic
vs. conventional) on fungal spoilage patterns was observed. Likewise, no clear rela-
tion between sites and methods of carrot cultivation and firmness or growth of experi-
mentally inoculated fungi was found.

Einleitung und Zielsetzung:

Die Kenntnis der Zusammensetzung der pilzlichen Verderbsflora pflanzlicher Produkte
ist eine wichtige Voraussetzung fir die bessere Vorhersage der durch mikrobielle
Aktivitdt begrenzten Haltbarkeit und fur die Optimierung der Lagerbedingungen. Ziel
der hier vorgestellten Studie war es festzustellen, ob Mohren aus ©kologischer und
konventioneller Erzeugung durch unterschiedliche Pilzarten verdorben werden. Da
klassische Methoden der Mikrobiologie (Kultur auf Selektivnahrmedien; Mikroskopie)
bei der Identifikation einer komplexen Mikroflora und schwer kultivierbarer Mikroorga-
nismen ihre Begrenzung haben, wurden DNA-basierte (PCR-gestitzte) Methoden
eingesetzt, die ohne Kultivierung von Mikroorganismen auskommen. Parallel dazu
wurde die Anfélligkeit der Méhren gegenuber experimentell inokulierten Pilzen sowie
die Festigkeit erfasst, um mdgliche Zusammenhénge mit dem pilzlichen Verderb zu
erkennen. Diese Daten wurden zur zentralen Verarbeitung und Korrelation dem Pro-
jekt 020E170/F (KAHL & BUSSCHER 2007) des Bundesprogramms Okologischer
Landbau (BOL) zur Verfiigung gestellt.

Material und Methoden:

Die untersuchten Méhren wurden in den Jahren 2004 und 2005 angebaut und stamm-
ten aus Feldversuchen der Universitat Kassel mit den Sorten Rodelika und Rothild
(vgl. FLECK et al. 2005) sowie aus Betriebsvergleichen (angebaute Sorten Narbonne
und Nerac; je ein konventionell und 6kologisch wirtschaftender Anbaubetrieb pro
Vergleichspaar, an 6 unterschiedlichen Standorten). Die Proben waren identisch mit
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denjenigen, die im Rahmen des Projekts Nr. 020E170/F genommen, codiert und
verteilt wurden (vgl. KAHL & BUSSCHER 2007). Nicht marktfahige Ware wurde vor
der Einlagerung aussortiert. Zur Feststellung der Haltbarkeit und zur Analyse der
Verderbsflora wurden die Mohren bis zu 7 Monate lang bei 5C und hoher Luftfeuch-
tigkeit (ca. 99%, unter Vermeidung von Kondenswasserbildung) gelagert. Zur Analyse
der pilzlichen Verderbsflora wurden konventionelle (auf Kulturverfahren basierende)
Methoden (vgl. SAMSON 2000) und folgende kulturunabhangige Methoden einge-
setzt, die auf der Amplifizierung spezi-fischer Abschnitte der rDNA basieren:
¢ SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) nach TEBBE et al. (2001)
¢ T-RFLP (Terminal Restriction Length Polymorphism) nach LIU et al. (1997)
¢ (nach Methodik und im Labor von nadicom GmbH, Marburg) Identifizierung der
Pilze durch Direkt-Sequenzierung von DNA-Banden aus SSCP-Gelen und DNA aus
Pilzreinkulturen; Charakterisierung von Pilzgemeinschaften durch Klonierung und
Sequenzierung der ITS-(Internal Transcribed Spacer)-Regionen der 18S rDNA
Parallel dazu wurden Proben, die sich nur in der Anbauform (6kologisch vs. konventi-
onell; mit oder ohne zusatzliche Stickstoffgabe) unterschieden, paarweise mittels
ANOVA und t-Test verglichen hinsichtlich der Anfélligkeit gegenuber inokulierten
Pilzen (Botrytis cinerea, Fusarium spec.) (Wund-Inokulation nach PESCHKE 1994)
sowie der Anderungen der Festigkeit wahrend der Lagerung (,Texture Analyser* der
Fa. Stable Micro Systems). Details finden sich bei STEINHAUER & LUCKE (2005).

Ergebnisse und Diskussion:

Wahrend der Lagerung bei 5T verdarben vier von 34 Md&hrenproben durch pilzlichen
Befall nach 4 bis 6 Monaten. Zwei von ihnen waren 6kologisch erzeugte Mohren aus
dem Feldversuch, die zusatzlich mit organischem Stickstoff (,+N“: 150 kg N/ha, als
Hornspéane; vgl. FLECK et al. 2005) gediingt worden waren. Dies ist plausibel ange-
sichts der bekannten negativen Wirkung einer N-Uberversorgung auf die Pilzresistenz.
Drei Penicillien-Arten sowie zwei Schwarzepilzarten (Alternaria radicina, Cladospori-
um cladosporioides) wurden von den verdorbenen Stellen isoliert. Mit kulturunabhan-
gigen Methoden wurde Penicillium chrysogenum sowie die Basidiomyceten-Art
Sistotrema sernanderi gefunden. Weiterhin verdarben Mdhren von je einem 6kolo-
gisch und konventionell arbeitenden Erzeugerbetrieb, wobei die Betriebe zu unter-
schiedlichen Betriebspaaren gehodrten. Das Pilzartenspektrum dieser Proben war
unterschiedlich und auch verschieden von demjenigen der Feldversuchsproben.
Auffallig war das Auftreten hefeartiger Basidiomyceten in der konventionell angebau-
ten Probe, sowie von Pilzarten, die bisher noch nicht beschrieben wurden (Tab. 1).
Bei der Wund-Inokulation erwies sich eine Lagerzeit von 21 Tagen als optimal zur
Erfassung von Unterschieden zwischen den Proben. Bei jeweils 14 paarweisen Ver-
gleichen zeigten sich in fiinf Fallen signifikante Unterschiede im Wachstum von Botry-
tis cinerea, in drei Féllen signifikante Unterschiede im Wachstum von Fusarium sp..
Die Festigkeitsmessung ergab insgesamt bei sechs von 42 paarweisen Vergleichen
signifikante Unterschiede. Zwei dieser Unterschiede zeigten sich kurz nach der Ernte
(vgl. Tab. 2). Wie auch bei der Wund-Inokulation wurden keine Zusammenhénge mit
der Anbauform deutlich. Weiterhin fielen die Proben, die wahrend der Lagerung durch
Pilze verdorben waren, gegeniiber den anderen Proben nicht durch erhéhte Anfallig-
keit im Wund-Inokulationstest oder durch eine veranderte Festigkeit auf.
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Tab. 1: Identifizierte Pilze von verdorbenen Méhren unterschiedlichen Anbaus.

mit kultivierungsunabhangigen mit kultivierungsabhangigen
Methoden identifizierte Pilze Methoden identifizierte Pilze
verdorbene  [SSCP + T-RFLP + Klonierung + Mikrosko- |Direktsequenzierung
Mohrenprobe  |Sequenzierung  [Sequenzierung pie von Reinkulturen
ac Penicillium neue Art (verwandt mit Hefen; Penicillium
5 2 chrysogenum; Sistotrema coronilla); Fusarium |canescens;
3 E g g Sistotrema} 2_neue Arten (verwan_dt mit  |spec. Pen. brevicompactum;
2 E>S = sernanderi; Sistotrema sernanderi) Pen. verrucosum;
8| TFT 2 [|neue Art /Alternaria radmma;
5| €8 58 Cladosporium
2l 2888 cladosporioides
§ = 5 nicht bestimmt  |nicht bestimmt Hefen; Pen. canescens;
s E 855 Fusarium [Pen. brevicompactum;
L x S8 § S spec. Pen. verrucosum;
g &§ S g Alternaria radicina;
= 238 Cl. cladosporioides
& 2 |Leucosporidium; (3 neue Arten (zugehdrig zur |Hefen; Penicillium gladioli;
S g Sclerotinia IAcremonium-Gruppe); Fusarium  |Penicillium solitum;
G 3 ag > sclerotiorum; 5 neue Arten (verwandt mit  |spec.; Pen. brevicompactum;
@ S QY & = [Cystofilobasidium|Sistotrema sernanderi); Mucor Gibberella avenacea
F EEe g bisporidii; neue  [Mastigobasidium hiemalis;
S| 2388 |Art Cladospo-
ol §888 rium spec.
o xZ2>3>
3 oW Chalara hyalina; [5 neue Arten (verwandt mit |Mucor \Verticillium spec.
2 S é Tetracladium;  (Sistotrema sernanderi); neue [hiemalis;,
-f’:_’ 5 c co Candida austro- |Art (zugehdrig zur Acremoni- |Penicillium
& '%3 g o § maniana; um-Gruppe); spec.;
_g [cle] o 2 Dictyostelium 3 neue Arten (wahrscheinlich |Botrytis
£ 2 8 2 & |mucoroides Mykorrhiza-Ascomycet) cinerea

Tab. 2: Ergebnisse der Wund-Inokulation und der Festigkeitsmessung.

Probenvergleichspaar Festigkeitsmessung (Kraft in Newton) Inokulation (cm? maze-
rierte Flache nach 21
Tagen)
Ernte 2004 Ernte 2005 Botrytis Fusarium
- Q . < [ee] -

20 BE| 6§ |[so8lco8l S lcogdeod e |L|Ls|Ln
33 £s | £ [g35[g35| € B398 SR | IR |aR|[aR
Rothild -N 65 166 101 | 64 73 66 1,9 1,3 11 1,0
+N 56 161 92 65 70 69 1,3 0,3 1,1 0,6

Rodelika -N 60 147 98 68 67 70 1,4 0,2 0,8 0,6
+N 66 155 108 | 68 67 69 14 0,8 0,9 1,0

Narbonnel 6ko 164 | 132 94 60 73 73 1,1 0,5 0,1 0,4
konv 160 | 134 [ 92 63 75 69 0,7 1,3 0,3 0,1

Narbonne2 oko 175 124 107 KA 1,0 k. 0,3 k.

konv 154 | 116 98 T 0,3 A. 0,2 A

Neracl oko 164 | 140 | 95 56 66 68 0,2 0,4 04 0,3
konv 150 | 130 | 100 | 61 73 74 1,0 0,8 0,4 0,2

Nerac2 oko 175 | 138 103 | 58 77 73 0,4 0,2 0,2 0,5
konv 160 | 134 | 109 | 67 75 74 1,3 0,7 0,1 0,3

Nerac3 6ko 181 || 145 108 | 64 73 71 1,7 1,1 0,1 0,2
konv 143 || 133 99 64 74 72 1,1 0,8 0,3 0,2

Nerac4 6ko KA 60 71 73 k. 0,5 K. 0,4
konv T 68 79 76 A. 0,2 A. 0,5

grau unterlegt = signifikanter Unterschied (p<0,05); davon |doppelt eingerahmd: okologisch bzw. ohne zusatzliche

N-Gabe erzeugten Méhren fester bzw. weniger pilzanfallig;
fettgedruckt: Probe verdarb wahrend der Lagerung; k. A. = kein Probenpaar verfigbar.
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Schlussfolgerung:

Sowohl mit herkdbmmlichen als auch mit verschiedenen DNA-basierten, kulturunab-
héngigen Methoden lieRen sich Unterschiede in der pilzlichen Verderbsflora von
Moéhren aus unterschiedlichen Standorten erfassen, wobei das gefundene Artenspekt-
rum auch methodenabhéngig war. Es gab allerdings keinen erkennbaren Effekt der
Anbauform. Hinsichtlich der Festigkeit der Méhren sowie ihrer Anfalligkeit gegeniber
in Wunden inokulierter Pilze ergaben sich im paarweisen Vergleich vereinzelt signifi-
kante Unterschiede, insgesamt jedoch auch hier keine Hinweise auf einen Effekt von
Anbauform und Standort.
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