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Zusammenfassung & Ausblick

Die Sicherung von Ertrdgen angesichts steigender Nahrungs- und Futtermittelanforderungen
bei gleichzeitiger Erhaltung der naturlichen Bodenressourcen stellt eine zentrale Heraus-
forderung fur eine nachhaltige Landwirtschaft dar. Die zunehmende Intensivierung in den
letzten Jahrzehnten flhrte nicht nur zu steigenden Ertragen, sondern in der Folge auch zu
nachteiligen Veranderungen des Bodens. Erschwerend kommt hinzu, dass in den
vergangenen Jahren zum Teil erhebliche Ertragseinbuf3en durch klimatische Veranderungen,
wie zu hohe Temperaturen in Kombination mit zu geringen Niederschlagen, in Deutschland
verzeichnet wurden. Erkenntnisse Uber die Zusammensetzung der Bodenmikrobiota in
Abhangigkeit von den landwirtschaftlichen Praktiken und den daraus resultierenden Wechsel-
wirkungen unter Einbeziehung der Pflanze sind fur ein besseres Verstandnis der Ressource
Boden als Lebensraum und essentielle Lebensgrundlage von enormer Relevanz. Insofern sind
auch die Pilzgemeinschaften des Bodens bedeutsam, die eine Schlisselrolle bei den
Funktionen dieses Okosystems und damit verbunden fir die Pflanzenproduktion einnehmen.
Gemeinsam mit den Bakterien stellen diese Organismen den Hauptanteil der mikrobiellen
Biomasse dar, sind am Abbau von organischer Substanz beteiligt, in die Nahrstoffkreislaufe
integriert und interagieren symbiotisch mit den Pflanzen. Gleichzeitig stellen pilzliche Vertreter
bedeutende Phytopathogene dar und kdnnen zu teils immensen Ertragsausfallen fihren.

Das Ziel der Dissertation war es deshalb, den Einfluss langfristiger landwirtschaftlicher
MaRnahmen auf die pilzlichen Gemeinschaften im Boden und in der Rhizosphére eines 1992
in Mitteldeutschland angelegten Dauerfeldversuches in mehreren Vegetationsperioden zu
untersuchen. Im Fokus standen dabei zwei Winterweizenfelder (Triticum aestivum) mit den
jeweiligen Vorfriichten Kdrnermais (Zea mays) und Winterraps (Brassica napus spp. hapus),
die jeweils unter identischer Bodenbearbeitung (konventionell oder konservierend) und
Dungungsintensitat (intensive Standardstickstoffdiingung oder reduzierte extensive Dingung)
angebaut wurden. Die Charakterisierung dieser Gemeinschaften mittels DNA-Metabarcoding
und den anschlieBenden, hauptsachlich multivariaten statistischen Auswertungen zur
Einschatzung des Einflusses dieser landwirtschaftlichen Praktiken stellte den Hauptteil dieser
Arbeit dar.

Beide verwendeten Markerregionen, Internal Transcribed Spacer 1 und 2 (ITS1 und ITS2),
erwiesen sich als geeignet, die Zusammensetzung der pilzlichen Gemeinschaften zum
jeweiligen Erntezeitpunkt der Vegetationsperioden 2014/2015 und 2017/2018 zu bestimmen.
Im Vergleich ergab sich eine &hnliche Beeinflussung auf die pilzliche beta-Diversitat vor allem
durch das Untersuchungsjahr, aber insbesondere auch durch die landwirtschaftlichen
Maflnahmen Vorfrucht und Bodenbearbeitung. Kontrare Jahreseffekte der Mortierellomycota
mit einer Anreicherung in 2015 mit ITS1 und in 2018 mit ITS2, basierend auf der 4-fachen
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relativen Abundanz mittels ITS1 gegeniber ITS2 im ersten Untersuchungsjahr, erschwerten
jedoch die Vergleiche der beiden Markerregionen. Aufgrund der moéglichen ITS1-Primer-
spezifitat dieses Phylums und der plausibleren Bestimmung einzelner ASVs (Amplikon-
sequenzvariante) von Fusarium als relevante, (potentiell) phytopathogene Gattung erwies sich
ITS2 anhand der in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare als die geeignetere Markerregion.
Die hohere alpha-Diversitat sowie das hdhere Vorkommen pflanzenunterstitzender Taxa
(Glomeromycota, Mortierellomycota) in Bezug auf die Wasser- und Nahrstoffversorgung
waren kennzeichnend fur das von Trockenheit gepragte Untersuchungsjahr 2018.

Durch die Einbeziehung der Vorfriichte Kérnermais und Winterraps, der Rhizosphare als
Schnittstelle zwischen Pflanzen und Boden sowie zusatzlicher Pflanzen- und Boden-
charakteristika trugen der holistischere Ansatz des Untersuchungsjahres 2019 und die
pilzlichen Analysen mittels der ITS2-Region zu einem besseren Verstandnis der Interaktionen
zwischen Pflanzen und Pilzen in Abhangigkeit der landwirtschaftlichen MaRnahmen bei. Die
Probenahme der Pflanzen kurz vor deren Blite gewéhrleistete dies zusatzlich. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass sich Boden unter der langjahrig praktizierten, konservierenden
Bearbeitung im Vergleich zu der konventionellen durch einen niedrigeren pH-Wert sowie einen
hoheren Gehalt an Kohlenstoff, organischer Substanz, Kalium sowie tendenziell auch an
Phosphor und Stickstoff auszeichneten, was mit einer diverseren pilzlichen Gemeinschaft
verbunden war. Ahnliche Ergebnisse fur einen Teil der Bodenparameter bei Kérnermais und
Winterraps deuten auf eine langzeitliche Beeinflussung dieser Praxis im Dauerfeldversuch hin.
Der bereits bekannte Verbleib von Mikroorganismen im Boden einer Kulturpflanze tber deren
Entwicklung hinaus zeigte sich vor allem durch potentielle phytopathogene Vertreter von
Kdrnermais und Winterraps im jeweils darauffolgenden Winterweizen. Durch die jahrelange,
wiederkehrende Fruchtfolge bildete sich im wurzelbeeinflussten Boden der Kulturpflanzen eine
ahnliche Gemeinschaft aus, wahrend in der Rhizosphéare kulturpflanzenspezifische Differen-
zierungen durch den Rhizosphareneffekt vorlagen. Insbesondere zeigte sich dies fir
Zymoseptoria mit dem relevanten Weizenpathogen Z. tritici, dessen niedrigeres Vorkommen
in den konservierenden Varianten der Weizenrhizosphére unter Berlicksichtigung weiterer
Projektergebnisse offenbar auf die hohere Freisetzung eines allelopathischen, pflanzlichen
Sekundarmetabolits der Benzoxazinoide zuriickzufihren war. Eine bereits nachgewiesene,
ertragsfordernde Wirkung dieser Substanzgruppe wirkte sich zudem scheinbar auf die
Weizenertrage nach Kornermais des Dauerfeldversuches aus. Daneben konnten pilzliche
Indikatoren in Abhangigkeit der landwirtschaftichen MafRnahmen als potentielle Phyto-
pathogene gegenuber Winterweizen sowie pflanzenunterstiitzende Taxa neben jahres-
bedingten Einflissen und dem agrarwissenschaftlichen Zeitregime mit den Weizenertragen in

einen Zusammenhang gebracht werden.
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Zukunftige Forschungen sollten aufgrund dieser multifaktoriellen Einflussnahmen unter einer
ganzheitlichen Perspektive erfolgen, da sich landwirtschaftliche MalRnahmen, Bodenmikro-
organismen und Pflanzen gegenseitig bedingen. Den Erhalt aller Bodenfunktionen als
Ressource fir die gegenwartige und die zukinftige Landwirtschaft zu gewahrleisten, ist
entscheidend und fordert ein Zusammenwirken aus ékonomischer, dkologischer und sozialer
Perspektive. Alle Ergebnisse dieser Arbeit beruhen auf Untersuchungen im Feld und stellen
somit wertgebende Informationen tber landwirtschaftliche MalRnahmen in Bezug auf die Pilze

sowie auf Boden und Pflanze bereit.
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Stabilizing yield in the view of rising demands for food and feed while maintaining natural soil
resources is a challenge for sustainable agriculture. Increasing intensification in recent
decades has not only led to rising yields, but also to adverse changes in the soil. Additionally,
remarkable yield losses were recorded as a result of climatic changes like high temperatures
combined with insufficient rainfall in past years in Germany. Findings about the composition of
soil microbiota as a function of agricultural practices and the resulting interactions with plants
are crucial for a better understanding of soil as a resource in its function as a habitat and an
essential basis for life. In this respect, soil fungal communities are also important, due to the
fact that they play a key role in the functions of this ecosystem and are associated with plant
production. Together with bacteria, these organisms represent the majority of microbial
biomass, are involved in the decomposition of organic matter, are integrated into nutrient
cycles and interact symbiotically with plants. Besides, fungal representatives are major

phytopathogens and can lead to immense yield losses.

Therefore, the aim of this dissertation was to investigate the influence of long-term agricultural
practices on the fungal communities in the soil and rhizosphere of a long-term field trial
established in 1992 in Central Germany in several growing seasons. The focus was on two
winter wheat fields (Triticum aestivum) with the respective preceding crops, grain maize (Zea
mays) and winter oilseed rape (Brassica napus spp. napus), each cultivated under identical
tillage practice (conventional or conservation) and fertilization intensity (intensive standard
nitrogen fertilization or reduced extensive fertilization). The characterization of these
communities using DNA metabarcoding and the following, mainly multivariate statistical
analyses to assess the influence of these agricultural practices constituted the main part of this
work.

Both marker regions used, Internal Transcribed Spacer 1 and 2 (ITS1 and ITS2), proved
suitable for determining the composition of the fungal communities at the harvest time points
of the growing seasons 2014/2015 and 2017/2018. In comparison, a similar impact on fungal
beta diversity was observed especially due to the study year, but particularly also due to the
agricultural practices of preceding crop and tillage practice. However, contrasting annual
effects of the Mortierellomycota with an enrichment in 2015 with ITS1 and in 2018 with ITS2,
based on a four-fold relative abundance using ITS1 compared to ITSZ2 in the first study year,
complicated the comparison of the two marker regions. Due to the possible ITS1 primer
specificity of this phylum and the more feasible identification of individual ASVs (amplicon
sequence variants) of Fusarium as a relevant, (potentially) phytopathogenic genus, ITS2
proved to be the more suitable marker region based on the primer pairs used in this study. The

higher alpha diversity and the higher occurence of plant-supporting taxa (Glomeromycota,
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Mortierellomycota) regarding water and nutrient supply were characteristic for the drought-

affected study year of 2018.

By including the preceding crops grain maize and winter oilseed rape, the rhizosphere as the
interface between plants and soil as well as additional plant and soil characteristics, the more
holistic approach of the 2019 study year and using ITS2-region for fungal analyses contributed
to a better understanding of the interactions between plants and fungi depending on the
agricultural practices. Sampling the plants shortly before flowering further ensured this. The
results clarify that soils under long-term conservation tillage compared to conventional ones
were characterized by a lower pH value and higher contents of carbon, organic matter,
potassium, and, to a certain extent, of phosphorus and nitrogen, which was associated with a
more diverse fungal community. Similar results for some of the soil parameters in grain maize
and winter oilseed rape indicate a long-term influence of this practice in the field trial. The
already known remaining of microorganisms in the soil of a crop beyond its development was
especially demonstrated by potentially phytopathogenic representatives of grain maize and
winter rapeseed in the subsequent winter wheat. Through the long lasting, recurrent crop
rotation, the fungal communities in the root-associated soil of the crops showed a high
similarity, while crop-specific differentiations could be detected in the rhizosphere due to the
rhizosphere effect. Especially Zymoseptoria with the relevant wheat pathogen Z. tritici showed
a lower abundance in the conserved variants of the wheat rhizosphere, which, considering
other project results, appears to be related to the higher release of an allelopathic, plant
secondary metabolite of benzoxazinoids. An already proven yield-promoting effect of this
group of substances seemed also to have an impact on the yields of wheat after grain maize
in the long-term field trial. Additionally, fungal indicators depending on the agricultural practices
as potential phytopathogens of winter wheat and plant-supporting taxa as well as seasonal

influences and the agronomic time regime could be linked to the yields.

Future research should be carried out as a holistic approach due to these multifactorial
influences, because agricultural practices, soil microorganisms and plants are interdependent.
Ensuring the maintaining of all soil functions as a resource for current and future agriculture is
crucial and requires an interaction from economic, ecological and social perspectives. All
results of this work are based on field studies and thus provide valuable information about

agricultural practices in relation to fungi as well as to soil and plants.
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1 Einleitung
1.1 Boden als Lebensraum und Lebensgrundlage

Boden fungieren als komplexe Okosysteme mit vielfaltigen Aufgaben und Funktionen. Sie sind
in die Wasser- und Nahrstoffkreislaufe integriert, wirken als Speicher-, Filter-, Puffer- und
Transformationsmedium, als Rohstoffquelle und weisen natur- und kulturgeschichtliche
Relevanz auf (BLUME ET AL., 2010). Vor allem aber dienen Boden als Lebensraum,
ermoglichen die Produktion von Nahrungsmitteln durch die Bereitstellung von Wasser sowie
Nahrstoffen an die Pflanzen und gelten damit als Lebensgrundlage (BLUME ET AL., 2010).
Geschatzt sind die Boden an der Produktion von 95 % aller Lebensmittel direkt oder indirekt
beteiligt (FAO, 2015). Zudem weist das Ackerland (36 %) nach den Waldgebieten (48 %) mit
einem jahrlichen Wert von ca. 61 Mrd. Euro den groRten Anteil an Okosystemleistungen in
Europa auf (VYSNAET AL., 2021). Aufgrund der jeweils vorherrschenden Standortbedingungen,
auch in Verbindung mit den klimatischen Verhaltnissen, ergeben sich durch die Orts-
gebundenheit und die pflanzenspezifischen Anspriiche unterschiedliche Voraussetzungen in
der Pflanzenproduktion (KAUL ET AL., 2022). Bedingt sind diese vor allem durch die Bodenart
und den Bodentyp, welche diverse Eigenschaften des Bodens beeinflussen (z. B. Wasser- und

Nahrstoffspeicherung, Durchwurzelbarkeit), (BLUME ET AL., 2010; SCHUBERT, 2018).

In den landwirtschaftlichen Systemen greifen nach KauL ET AL. (2022) angewandte
Maflnahmen wie Fruchtfolge, Bodenbearbeitung, Dingung sowie pflanzenschutzbezogene
Anwendungen ineinander, um ginstige Bedingungen fur den Boden und die Pflanzen zu
gewahrleisten, die Bodenfruchtbarkeit zu erhalten und somit den Ertrag positiv zu
beeinflussen. Fir die Gewinnung solcher Erkenntnisse stellen Dauerfeldversuche aufgrund
des gleichbleibenden Anbaumanagements unverzichtbares Wissen zum Verstandnis von
langfristigen landwirtschaftlichen Maflinahmen bereit (DEBRECZENI & KORSCHENS, 2003). Allen
voran bildet die Fruchtfolge mit unterschiedlichen Aussaat- und Ernteterminen in Abh&ngigkeit
der jeweiligen Kulturpflanze den zeitlichen Rahmen fiir die weiteren MaRnahmen (KAUL ET AL.,
2022).

Mittels der Bodenbearbeitung und der entsprechenden Lockerung des Oberbodens werden
wiederum gunstige Voraussetzungen fiir die Aussaat und die Entwicklung der Kulturpflanze
geschaffen (KAuL ET AL., 2022). Wéahrend die wendende Bodenbearbeitung Pflanzen- und
Erntertckstande, Beikrauter, Diinger aber auch Phytopathogene in den Boden einarbeitet und
zudem Nahrstoffe aus der tieferen in die obere Bodenschicht verlagert, verbleiben bei der
konservierenden Bodenbearbeitung aufgrund der geringeren Bearbeitungstiefe und ohne
Wenden des Bodens die Pflanzenreste an oder nahe der Bodenoberflache (HOBBS ET AL.,
2008; KAUL ET AL., 2022). Diese geringere Intensitdt kann zwar somit den Pathodendruck
erhohen, aber auch Erosion durch weniger freiliegende Flachen sowie eine negative

Beeinflussung des Bodenlebens minimieren (HOBBS ET AL., 2008; KAUL ET AL., 2022).
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Eine bedarfsgerechte Versorgung des Bodens und der Kulturpflanzen mit Nahrstoffen zur
Forderung des Pflanzenwachstums aufgrund vorangegangener Entziige erfolgt durch die
Grunddingung (Phosphor, Kalium, Magnesium, Mikronahrstoffe) und die Stickstoffdiingung
(organisch, mineralisch) basierend auf dem Nahrstoffgehalt im Boden und diesbeziglicher
Dungeempfehlungen sowie aus dem Nahrstoffbedarf der Pflanze unter Berlicksichtigung von
Mineralisierungsprozessen wahrend des Bestands (KAUL ET AL., 2022).

Auch durch die Anwendung von Pflanzenschutzmitteln kénnen Ertrage zusatzlich gesichert
werden, wobei dieser Aspekt besonders im Sinne einer nachhaltigen Landwirtschaft mit 6kolo-
gischen Bedenken verbunden ist (HE ET AL., 2016). Entsprechende Ertragsverluste ergeben
sich dennoch z. B. durch Resistenzentwicklungen oder da nicht gegen alle Phytopathogene
wirksame Fungizide verfugbar sind (LUCAS ET AL., 2015), so dass die Einbufl3en ohne diese
Anwendungen potentiell hoher ausfallen wirden (OERKE, 2006). Dabei ist der Bedarf an
landwirtschaftlichen Rohstoffen zur Absicherung der Ern&hrungsversorgung bereits in den
letzten Jahren gestiegen und wird durch das weitere Wachstum der Weltbevélkerung auf
voraussichtlich 9,7 Mrd. Menschen bis 2050 weiter zunehmen (POPULATION DIVISION OF THE
UNITED NATIONS DEPARTMENT OF ECONOMIC AND SOCIAL AFFAIRS [UN DESA], 2022). Somit ist
auch von einem gro3eren Anteil an urbaner Flache auszugehen, die der landwirtschaftlichen
Produktion nicht zur Verfiigung stehen wird (VAN VLIET ET AL., 2017). Infolgedessen misste
eine weitere Intensivierung zum Erreichen des benétigten Ertrags zur Nahrungsmittel-
produktion auf geringerer Flache erfolgen und stiinde dabei zusétzlich mit dem Anbau von
Kulturpflanzen als Futtermittel und zur Energieerzeugung in Konkurrenz (KOPITTKE ET AL.,
2019).
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1.2 Verlust von Biodiversitdt und Boden fruchtbarkeit als Folge intensiver

Landwirtschaft

Der immer grof3ere Bedarf an Nahrungs-, Futtermitteln und Energiepflanzen trug bereits zu
einer zunehmenden Intensivierung der Landwirtschaft bei (KOPITTKE ET AL., 2019). So konnten
durch die Kombination der aufgefihrten Anwendungen z. B. die globalen Weizenertrage in
den letzten sechs Jahrzehnten mehr als verdreifacht werden, obwohl die Flache nur um acht
Prozent zunahm (FAO, 2023b, 2024). Dieser intensive Einsatz in Kombination mit Monokultur
oder kurzen Fruchtfolgen ging nicht nur mit einer verringerten Biodiversitat einher, sondern
birgt auch das héhere Risiko fiir Ertragsverluste durch die Akkumulation von Phytopathogenen
und die einseitigen Nahrstoffanspriiche der Kulturpflanze (BENNETT ET AL., 2012; TSIAFOULI ET
AL., 2015). Dieses als Bodenmidigkeit bekannte Phanomen ist ein Beispiel des Pflanzen-
Boden-Feedbacks (VAN DER PUTTEN ET AL., 2013). So beeinflussen die Pflanzen z. B. in
Abhangigkeit von ihrem Wurzelsystem oder durch Freisetzung von Stoffen die biotischen und
die abiotischen Bodeneigenschaften wie Bodenstruktur, Bodenleben, Bodentemperatur,
hydrologische Prozesse, Nahrstoffe oder organische Substanz, die sich intra- oder inter-
spezifisch sowohl positiv aber auch negativ auf das Wachstum anderer Pflanzen auswirken
kénnen (EHRENFELD ET AL., 2005; VAN DER PUTTEN ET AL., 2013). Als sogenanntes Erbe des
Bodens (engl. Soil-Legacy-Effect) bleiben diese Veradnderungen z. B. durch die erfolgte
Einflussnahme auf das Bodenmikrobiom auch noch bei der Abwesenheit der Pflanze bestehen
und kdnnen somit auch die nachfolgende Pflanzengeneration beeinflussen (VAN DER PUTTEN
ET AL., 2013; LAPSANSKY ET AL., 2016; BAKKER ET AL., 2018).

Neben den Auswirkungen auf die Biodiversitat fuhrte die Intensivierung auch zu einer
Degradation der Bdden, verbunden mit dem Verlust der Bodenfruchtbarkeit (KOPITTKE ET AL.,
2019). Letztere steht in engem Zusammenhang mit der organischen Substanz, welche als
Nahrstoffressource dient, als Kohlenstoffspeicher in dessen Kreislauf eingebunden ist, die
Wasserhaltekapazitat und die Bodenstruktur fordert und somit erheblichen Einfluss auf die
physikalischen, chemischen und auch biologischen Eigenschaften und Funktionen des
Bodens aufweist (ONTL & SCHULTE, 2012). Fortwahrender Pflanzenanbau ohne ent-
sprechenden Ausgleich sowie Erosion fiihren zum Verlust an organischer Substanz, was
durch die Bodenbearbeitung aufgrund der hdéheren Zersetzungsrate und der Freisetzung der
Né&hrstoffe verstarkt wird (TILMAN ET AL., 2002; ONTL & SCHULTE, 2012; KOPITTKE ET AL., 2019).
Infolgedessen steigt auch der Bedarf an Diingemitteln (KOPITTKE ET AL., 2019). Der verstéarkte
Einsatz von Stickstoffdingern auf ca. 109 Mio. Tonnen wurde weltweit in den letzten 60 Jahren
fast verzehnfacht (FAO, 2023a). Allerdings tragt ein ineffizienter Einsatz von zu hohen
Mengen, speziell an Stickstoff- und Phosphatdiingern, zur Auswaschung und Eutrophierung
bei (KOPITTKE ET AL., 2019). Weitere Risiken der Bodendegradation stellen zudem

Verdichtung, Versiegelung und Versalzung dar (KOPITTKE ET AL., 2019). Auch klimatische
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Veradnderungen sind als zusétzliche Herausforderungen zu nennen. So fihrte der extrem
warme und trockene Sommer 2018 in Deutschland je nach Region zu Getreideverlusten von
bis zu 31 % (Abb. 1, BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT, 2024). Nach
Schatzungen von ASSENG ET AL. (2015) ginge jeder weitere Temperaturanstieg pro °C mit
einer globalen Reduktion der Weizenproduktion von durchschnittlich 6 % einher und ware
zusatzlich groReren Schwankungen unterworfen. Mit sieben weiteren Pflanzen (Zuckerrohr,
Mais, Reis, Olpalmenfriichte, Kartoffeln, Sojabohnen und Maniok) belauft sich die
gemeinsame globale Produktion (in t) auf 64 % (FAO, 2023b). Dabei stellt Weizen mit der
grofiten Anbauflache von 220 Mio. Hektar und der zweitgréfsten Erntemenge nach Mais von
789 Mio. Tonnen (2022/2023) eine der bedeutendsten Getreidepflanzen weltweit dar (US
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2024; USDA FOREIGN AGRICULTURAL SERVICE, 2024). Bezogen
auf Deutschland ist der Stellenwert bei 21 Mio. Tonnen auf einer Anbauflache von 2,9 Mio.
Hektar sogar noch groRRer (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2024c, 2024b), was fast 50 % der
Getreideanbauflache in 2023 entsprach (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2024a).
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Abb. 1: Ertrag (dt/ha) von Weizen in Deutschland zwischen 1960 und 2023 (STATISTISCHES
BUNDESAMT, 2024d)
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1.3 Pilze und ihre Rolle als Teil des Bodenmikrobioms

Das komplexe Okosystem Boden beherbergt eine enorme Vielzahl an Bodenorganismen,
deren Diversitat etwa 25 % der Erde darstellt (FAO, ITPS, GSBI, SCBD AND EC, 2020). Dabei
nimmt das Mikrobiom (auch als Mikrobiota oder Mikroflora bezeichnet) aufgrund seiner
Mitwirkung an den Nahrstoffkreislaufen, durch seine pflanzenunterstiitzenden Eigenschaften
aber auch in Form von Phytopathogenen eine Schlisselrolle ein (BRUSSAARD ET AL., 1997; VAN
DER HEIJDEN ET AL., 2008). Vor allem Bakterien und Pilze stellen den Hauptanteil der mikro-
biellen Biomasse und Diversitat in diesem vielfaltigen Lebensraum im Vergleich zu Viren und
den groRRen Organismengruppen wie Archaeen, Mikrofauna und Protisten (ein- oder wenig
zellige Eukaryoten, z. B. Oomyceten) dar (BARDGETT & VAN DER PUTTEN, 2014; FIERER, 2017,
ISLAM ET AL., 2020). Dabei wirken sowohl abiotische (Bodentyp, Temperatur, pH-Wert,
Feuchtigkeit) als auch biotische (Pflanzenart, intra- und interspezifische Interaktionen)
Faktoren aufgrund ihres weiten Spektrums auf die Zusammensetzung und die Aktivitat des

Bodenmikrobioms ein (FRt C E T, 2@018; ISLAM ET AL., 2020).

Pilze im Speziellen sind weitreichend in die Prozesse des Bodens eingebunden und erfiillen
dabei unterschiedliche regulatorische Aufgaben (FR+ ¢ E T, 2&18). Charakterisiert sind diese
eukaryotischen Organismen durch ihre Zellwand aus Chitin (auch Chitosan, Mannan),
mindestens einem Zellkern sowie einem Thallus, welcher aus septierten oder unseptierten
Hyphen als Myzel oder auch einzellig (Hefen) vorliegt (VERREET & DEHNE, 2013; HALLMANN &
TIEDEMANN, 2019). Eine zusatzliche Differenzierung erfolgt in die Hauptfruchtform
(Teleomorph) durch sexuelle Sporenbildung (Asco-, Basidiosporen) im Zuge der Uber-
dauerung und in die Nebenfruchtform (Anamorph) durch asexuelle Sporen (z. B. Konidio-
sporen, Chlamydosporen, Uredosporen) fir die vegetative Vermehrung und Verbreitung
(HALLMANN & TIEDEMANN, 2019). Die Klassifizierung der Pilze, welche sich bisher an der
Fortpflanzung der teleomorphen Form orientierte, ist aufgrund der Beschreibung neuer Arten
in Verbindung mit den phylogenetischen Untersuchungen der letzten Jahre noch nicht
abschliel3end geklart (TEDERSOO ET AL., 2018; HALLMANN & TIEDEMANN, 2019; VOIGT ET AL.,
2021). Aufgrund ihrer C-heterotrophen Lebensweise in Verbindung mit ihrer extrazellularen
Enzymausstattung sind Pilze als Destruenten vor allem am Abbau und der Mineralisierung von
organischer Substanz, z. B. Cellulose, Hemicellulose, Lignocellulose, zu Kohlenstoffdioxid und
Néhrstoffen beteiligt (VAN DER WAL ET AL., 2013; VERREET & DEHNE, 2013; FRt C E T, 2018).
Weiterhin bedingen sich Pilze und die Bodenstruktur gegenseitig, was zum einen aufgrund
des stabilisierenden Effekts durch das Hyphennetzwerk und dem Freisetzen von Poly-
sacchariden und Glykoproteinen (z. B. Glomalin) bewirkt wird und zum anderen durch die
vorherrschende Porengrof3e und der ungleichmafigen Verteilung von organischer Substanz
(RITZ & YOUNG, 2004).
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Insbesondere sind aber die Interaktionen zu den Pflanzen entscheidend, da ausgehend von
den Pilzen und in Abhangigkeit von deren Lebenszyklus diese Wechselwirkungen in kommen-
saler, symbiotischer oder parasitarer Weise erfolgen kénnen (HALLMANN & TIEDEMANN, 2019).
Somit kommt der Rhizosphare als Schnittstelle zwischen Pflanze, Boden und Mikrobiom eine
maf3gebliche Bedeutung zu (RAAIJMAKERS ET AL., 2009; BERENDSEN ET AL., 2012; MENDES ET
AL., 2013; DE FARIA ET AL., 2021). Definiert wurde die Rhizosphare 1904 von Lorenz Hiltner als
der von der Wurzel und deren Exsudaten beeinflusster Bereich des Bodens und somit auch
dessen Mikrobiom (HARTMANN ET AL., 2008). Neben dem Bodentyp (MARSCHNER ET AL., 2001,
BERG & SMALLA, 2009; SCHREITER ET AL., 2014a) wirkt sich auch die Pflanze selbst
(MARSCHNER ET AL., 2001), u. a. in Abhangigkeit des Genotyps (ROSSMANN ET AL., 2020) und
ihres Entwicklungszustandes (CHAPARRO ET AL., 2014), auf die Zusammensetzung der mikro-
biellen Gemeinschaften aus. Uber die Wurzeln geben die Pflanzen niedermolekulare
(organische Sauren, Aminosauren, Zucker) und hochmolekulare (Mucilage) Verbindungen in
Form von Wurzelexsudaten sowie Wurzelzellen ab, die bei den Mikroorganismen aufgrund
des nahrstoffreichen Angebots und der Platzressourcen in dieser dicht besiedelten Zone zu
Konkurrenz fihrt (BAIS ET AL., 2006; PHILIPPOT ET AL., 2013). Die Pflanze versammelt mit dieser
sogenannten Rhizodeposition Mikroorganismen um ihre Wurzeln, was zu einer héheren
mikrobiellen Abundanz und Aktivitat aber geringeren Diversitat in der Rhizosphére verglichen
mit dem nicht durch Pflanzen beeinflussten Boden fuhrt (Rhizosphéareneffekt), (BERG &
SMALLA, 2009; BERENDSEN ET AL., 2012; BAKKER ET AL., 2013; PHILIPPOT ET AL., 2013).
Aufgrund der Vielfalt des Rhizospharenmikrobioms und gepragt durch die komplexen,
positiven wie negativen Interaktionen (VAN DER HEIJDEN ET AL., 2008; RAAIJMAKERS ET AL.,
2009; MENDES ET AL., 2013; PHILIPPOT ET AL., 2013; WOt NI &IGA Gt z K2019) wird dieses
auch als zusatzliche pflanzengenetische Ressource betrachtet, die Mikroben-vermittelte

Pflanzeneigenschaften bewirkt (BERENDSEN ET AL., 2012).
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1.4 Positive Pflanze -Pilz-Interaktionen

Die Rhizosphare beherbergt zahlreiche Mikroorganismen, die die Pflanze durch die
Bereitstellung von Nahrstoffen, bei abiotischem und biotischem Stress unterstiitzen und somit
zum Pflanzenwachstum beitragen (MENDES ET AL., 2013; WOt NI A&KGA Gt z K2019). So
spielen neben den stickstofffixierenden Bakterien an Leguminosen insbesondere die
Glomeromycota (arbuskulare Mykorrhizapilze, arbuscular mycorrhizal fungi, AMF) eine
wesentliche Rolle und beeinflussen das Pflanzenwachstum direkt positiv (VAN DER HEIJDEN ET
AL., 2008). Man geht davon aus, dass etwa 80-90 % aller Pflanzen eine Symbiose mit diesen
obligat biotrophen Pilzen eingehen und damit die Besiedelung terrestrischer Systeme
Uberhaupt mdglich war (SMITH & READ, 2008). Im Austausch mit den C-Assimilaten der Foto-
synthese stellen die AMF den Pflanzen wohl neben Stickstoff, Zink und Kupfer insbesondere
Wasser und Phosphor (P) zur Verfligung (SMITH & READ, 2008), welcher gré3tenteils im Boden
gebunden ist und somit etwa nur 0,1 % pflanzenverfligbar vorliegen (BLUME ET AL., 2010). Als
Endosymbionten vergroRern die AMF aufgrund ihres eigenen diinnen Hyphennetzwerks das
Wurzelsystem und nehmen so fir die Pflanze nicht erreichbare Nahrstoffe und Wasser auf
(BERRUTI ET AL., 2016; BEGUM ET AL., 2019). Weiterhin sind neben Bakterien eine Reihe von
Pilzen bekannt (vor allem Aspergillus spp. und Penicillium spp.), die aufgrund ihrer P-ldsenden
Eigenschaften eine pflanzenunterstiitzende Funktion aufweisen (SHARMA ET AL., 2013).

Positive Einflussnahmen seitens der Mikroorganismen zu Gunsten der Pflanze betreffen
weiterhin auch die Unterstitzung gegeniber Phytopathogenen als biotischen Stressfaktor
(MENDES ET AL., 2013; Wot NI AKGA Gt zK2019). So wird die Fahigkeit von Bdden,
Pathogene mit Hilfe ihres Mikrobioms zu unterdriicken, als Suppressivitat bezeichnet, wobei
man zwischen der generellen Suppressivitat als Gesamtheit der mikrobiellen Aktivitat und der
spezifischen Suppressivitdt durch das Vorgehen einzelner oder auch Gruppen von Mikro-
organismen gegen die Pathogene unterscheidet (MAzzoLA, 2002). Neben dem Mikrobiom
bedingen auch die abiotischen Faktoren des Bodens die Entwicklung der Pathogene und somit
dessen Suppressivitat (MAzzoLA, 2002). Die Mikroorganismen konkurrieren neben den
Nahrstoffressourcen um Platz und die Besetzung von Nischen, wirken antagonistisch oder
sind durch die Fahigkeit des Hyper-/Mykoparasitismus gekennzeichnet (RAAIJMAKERS ET AL.,
2009). Die pilzliche Gattung Trichoderma nutzt die Nahrstoffkonkurrenz, die Freisetzung von
Enzymen und antimikrobiell wirkenden Substanzen sowie Mykoparasitismus als pathogen-
unterdrickende Wirkungsweisen (HARMAN ET AL., 2004). Identifizierte Arten dieser Gattung
gelten als avirulent, besiedeln direkt die Wurzeln und kdnnen die Pflanze bei der N&hrstoff-
aufnahme durch das Ldsen dieser unterstiitzen (HARMAN ET AL., 2004). Nicht-pathogene
Mikroorganismen aktivieren zudem die Induzierte Systemische Resistenz (induced systemic
resistance, ISR) der Pflanzen und sind damit an deren Immunabwehr beteiligt (PIETERSE ET

AL., 2014; YU ET AL., 2022). Die Besiedelung solcher nitzlichen Mikroorganismen wie
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Trichoderma und auch der AMF neben Bakterien wie Bacillus und Pseudomonas fihrt zu einer
Jasmonsaure- und Ethylen-abhangigen Signalkaskade, die die Pflanzen fir bevorstehende
Pathogenangriffe vorbereitet (sog. Priming) und zu einer schnelleren Abwehrreaktion befahigt
(PIETERSE ET AL., 2014; YU ET AL., 2022). Im Gegensatz zur Systemisch Erworbenen Resistenz
(systemic acquired resistance, SAR) erfolgt der Abwehrweg der ISR ohne Bildung von
pathogeninduzierten Proteinen (pathogen-related protein) und meist salizylsaureunabhéngig
(PIETERSE ET AL., 2014; YU ET AL., 2022). Die Applikation von Mikroorganismen mit pflanzen-
unterstitzenden Wirkungen als Anwendung in der Landwirtschaft rickt deshalb als
Forschungsansatz immer mehr in den Fokus (LOPEZ-BUCIO ET AL., 2015; ILLESCAS ET AL., 2020;
BERG ET AL., 2021; BEHR ET AL., 2023).
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1.5 Pilzliche Phytopathogene an Weizen

In der Pflanzenproduktion besitzen pilzliche Phytopathogene neben Oomyceten und
Nematoden eine enorme 6kologische Relevanz aufgrund mdoglicher Ertragseinbul3en (DEAN
ET AL., 2012; MENDES ET AL., 2013). Nach SAVARY ET AL. (2019) belaufen sich die gesamten
Ernteverluste fur Weizen weltweit jahrlich auf ca. 22 % und in Europa auf 25 %, wobei dies vor
allem durch verschiedene bedeutende pilzliche Krankheitserreger hervorgerufen wird (SAVARY
ET AL., 2019; WILLOCQUET ET AL., 2021; Tab. 1).

Tab. 1: Bedeutende Pilzkrankheiten an Weizen in Europa einschlieBBlich der pilzlichen
Phytopathogene (SAVARY ET AL., 2019; WILLOCQUET ET AL., 2021; ALISAAC & MAHLEIN, 2023)

Krankheit Schadorganismus #

Septoria-Blattdiirre Zymoseptoria tritici (syn.: Mycosphaerella graminicola, Septoria tritici)

Blatt- und Spelzenbraune Parastagonospora nodorum (syn.: Septoria hodorum, Stagonospora

nodorum)
Blattfleckenkrankheit, DTR- Pyrenophora tritici-repentis (syn.: Helminthosporium tritici-repentis,
Blattfleckendurre Drechslera tritici-repentis)
Gelbrost Puccinia striiformis
Braunrost Puccinia recondita
Schwarzrost Puccinia graminis
Echter Mehltau Blumeria graminis (syn.: Erysiphe graminis)
Fusariosen Fusarium ssp. (F. graminearum (Gibberella zeae), F. culmorum,

F. avenaceum (Gibberella avenacea), F. poae, F. tricinctum
(Gibberella tricincta))

Halmbruchkrankheit Oculimacula yallundae (syn.: Pseudocercosporella herpotrichoides,
Tapesia yallundae)

Scharfer Augenfleck Ceratobasidium cereale (syn.: Rhizoctonia cerealis)
Schwarzbeinigkeit Gaeumannomyces graminis (syn.: Ophiobolus graminis)
# Anpassung der Namen erfolgte mit Hilfe der Webseiten Index Fungorum

(https://www.indexfungorum.org/Index.htm) bzw. Species Fungorum (https://www.speciesfungorum.org/Index.htm)

Allgemein gehen die Ertragsverluste oftmals auf ein geringeres Tausendkorngewicht und auf
eine geringere Anzahl von Koérnern pro Ahre zuriick (OBST & PAUL, 1993; HOFFMANN &
SCHMUTTERER, 1999). Die oberirdischen Pflanzenteile sind bei der Septoria-Blattdirre
(Zymoseptoria tritici) und der oft gleichzeitig auftretenden Blatt- und Spelzenbraune (Septoria
nodorum) betroffen, deren weitere Wirtspflanzen auch anderes Getreide und Graser darstellen
(OBST & PAuL, 1993). Auch bei dem nekrotrophen Erreger der DTR-Blattfleckendirre
(Pyrenophora tritici-repentis) mit weitem Wirtskreis, beim Echten Mehltau (Blumeria graminis)
mit charakteristischem mehligem Belag und bei den in Abhéngigkeit von der Temperatur

auftretenden Erregern von Gelb-, Braun- und Schwarzrost (Puccinia striiformis, P. recondita,


https://www.indexfungorum.org/Index.htm
https://www.speciesfungorum.org/Index.htm
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P. graminis) erfolgt die Schadigung vorrangig im oberirdischen Bereich der Pflanze
(HOFFMANN & SCHMUTTERER, 1999; FIGUEROA ET AL., 2018).

Die durch eine Reihe von Fusarienspezies hervorgerufenen Erkrankungen stellen weltweit ein
bedeutendes Risiko dar, wobei durch die Erreger F. graminearum und F. culmorum sowie
weitere Arten (u. a. F. avenaceum, F. poae, F. tricinctum) nahezu die komplette Pflanze in
Form von Waurzelfaule, Halmbasisbefall oder auch Auflaufschaden von Keimlingen betroffen
sein kann (OBST & PAUL, 1993; ALISAAC & MAHLEIN, 2023). Bei Ahrenbefall und der sich daraus
entwickelnden Ahrenfusariose resultieren nicht nur Ertragsverluste und verminderte Weizen-
backqualitaten, sondern im Hinblick auf die Lebens- und Futtermittelsicherheit spielt die
Bildung gesundheitsschadlicher Mykotoxine (z. B. Deoxynivalenol, Zearalenon, Fumonisin)
ebenfalls eine entscheidende Rolle (OBST & PAUL, 1993; ALISAAC & MAHLEIN, 2023).
Problematisch ist dabei u. a. der breite Wirtskreis (z. B. Weizen, Hafer, Gerste) vor allem mit
Mais als Vorfrucht (OBST & PAUL, 1993; ALISAAC & MAHLEIN, 2023). Friher ebenfalls zu den
Fusarien zahlend verursacht Monographella nivalis (friher: Fusarium nivale, aktuell:
Microdochium nivale) als Erreger des Schneeschimmels entsprechende Schimmelbildung
durch eine langer anhaltende Schneeschicht und kann ebenfalls zum kompletten Absterben
der Pflanze fuhren (HOFFMANN & SCHMUTTERER, 1999). Neben den Fusarien fuhren auch
Ceratobasidium cereale und Oculimacula yallundae zu Halmbrucherkrankungen tlw. auch mit
einhergehender Weil3ahrigkeit (OBST & PAUL, 1993). Der bodenbirtige Erreger Gaeumanno-
myces graminis verursacht mit der so genannten Schwarzbeinigkeit dagegen vor allem
Schaden im Wurzelbereich (OBST & PAUL, 1993). Von geringerer Bedeutung sind sogenannte
Schwarzepilze wie Alternaria spp., Aureobasidium spp., Cladosporium (Mycosphaerella
tassiana), Epicoccum spp. und Stemphylium spp., die saprophytisch auf der Pflanze leben und
als Schwacheparasiten gelten (HOFFMANN & SCHMUTTERER, 1999; MURRAY ET AL., 2015).
Je nach Erreger ist dessen Entwicklung und Ausbreitung im Bestand von den abiotischen
Faktoren abhangig, haufig unter feucht-warmen Bedingungen beglnstigt und demzufolge
kommt den landwirtschaftichen MaRnahmen wie der Auswahl resistenter Sorten,
Saatgutbeizung, griindliches Einarbeiten von Ernterlickstéanden, Fruchtfolge und abgestimmte
Dingung als praventive Schritte eine besondere Bedeutung zu (AUFHAMMER, 1998;
RODEMANN, 2009).
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1.6 DNA-Metabarcoding als Werkzeug zur Bestimmung pilzliche r Gemeinschaft en

Derzeit sind etwa 150.000 Pilzarten bekannt (HYDE, 2022), wobei nach neueren Schéatzungen
von 2,2 bis 3,8 Mio. Arten ausgegangen wird (HAWKSWORTH & LUCKING, 2017). Dabei trugen
nach anféanglichen morphologischen Beschreibungen molekularbiologische Untersuchungen
durch die Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) und
der Sanger-Sequenzierung (sog. Molekulare Taxonomie) entscheidend zur Identifizierung
neuer Pilzgattungen und -arten bei (TABERLET ET AL., 2012; TEDERSOO ET AL., 2022). Bei
diesem DNA-Barcoding (DNA-Strichcode) werden spezifische Markerregionen im Genom der
Pilze zur Amplifizierung und Sequenzierung genutzt, die zwischen den Arten oder Gattungen
der Pilze ausreichend variabel sind und von konservierten Regionen flankiert werden, welche
wiederum als Bindungsstelle fur die universellen, pilzspezifischen Primerpaare dienen

(FRANCIOLI ET AL., 2021).

Die Weiterentwicklung zum DNA-Metabarcoding ermdglicht die Identifizierung sehr vieler
Arten (oder hdherer Taxa) gleichzeitig (TABERLET ET AL., 2012). Durch den Einsatz doméanen-
(Bacteria, Archaea) oder reichspezifischer (Kingdom) Primerpaare (z. B. Pflanzen, Tiere,
Pilze) ist die Analyse der Gesamt-DNA einer Umweltprobe wie Boden oder Wasser méglich
geworden, da die Organismengruppen durch die Spezifitat der PCR-Primer und Verwendung
der Hochdurchsatzsequenzierung separat untersucht werden kénnen (TABERLET ET AL., 2012;
FRANCIOLI ET AL., 2021).

Eine Form dieses Next-Generation-Sequencing (NGS) stellt die lllumina-Sequenzierung dar,
welche auf einer miniaturisierten Durchflusszelle (Flow-Cell) ablauft (MARDIS, 2008) und durch
zwei charakteristische Schritte gekennzeichnet ist (MULHARDT, 2013). Die jeweils einzeln,
mittels Adapter an die Durchflusszelle immobilisierten DNA-Strdnge werden Uber eine
Brickenamplifikation (bridge amplification) clusterartig vervielfaltigt (MARDIS, 2008; ILLUMINA
INC., 2017). Bei der anschlieBenden Sequenzierung nach dem sequencing-by-synthesis-
Prinzip werden die komplementaren fluoreszenzmarkierten Nukleotide nacheinander
eingebaut und die jeweilige Base aufgrund des resultierenden Fluoreszenzsignals identifiziert
(MARDIS, 2008; ILLUMINA INC., 2017). Die hohe Kopienanzahl an amplifizierten Einzelstrangen
aus der Bruckenamplifikation jedes Clusters erzeugt dabei ein ausreichendes Signal zur
Detektion (MARDIS, 2008). Bei der paired-end-Sequenzierung werden beide DNA-Einzel-
strdnge des DNA-Doppelstrangs sequenziert und diese zur Deckung gebracht, um eine
hohere Genauigkeit zu gewahrleisten (ILLUMINA INC., 2017). Notwendig ist bei dieser Methode
das Anbringen von kurzen, probenspezifischen Er k e nnungs s e g u-Ende den
Primer, um eine eindeutige Zuordnung der Proben (z. B. Replikate einzelner Prifglieder) zu

erlauben (FRANCIOLI ET AL., 2021).

Der Nutzen des DNA-Metabarcodings zur Charakterisierung mikrobieller Taxa hinsichtlich des

Vorkommens und der Abundanz im Zuge 6kologischer Fragestellungen ist vielseitig und hat
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in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen (FRANCIOLI ET AL., 2021). Bei den
Pilzen stellen die beiden Internal Transcribed Spacer (ITS), ITS1 und ITS2, im Genom diese
verwendeten Markerregionen dar (SCHOCH ET AL., 2012). Zwischen den beiden ITS-Regionen
befindet sich das 5,8S-rRNA-Gen und begrenzt werden diese durch die 18S- und die 28S-
rRNA-Gene (BELLEMAIN ET AL., 2010). Die gesamte ITS-Region einschlief3lich des 5,8S-rRNA-
Gens umfasst dabei zwischen 450-750 Basenpaaren (bp), wobei durch Limitierungen bei der
Sequenzierlange mit der lllumina-Technik jeweils nur eine der beiden ITS-Regionen
sequenziert werden kann (BELLEMAIN ET AL., 2010; BLAALID ET AL., 2013). Nach wie vor herrscht
keine einheitliche Meinung zur Anwendung einer der beiden ITS-Regionen (FRANCIOLI ET AL.,
2021), so dass unterschiedliche Autorengruppen entweder die ITS1-Region (MELLO ET AL.,
2011; X.-C. WANG ET AL., 2015) oder die ITS2-Region (BAzzICALUPO ET AL., 2013; R.-H. YANG
ET AL., 2018) fur geeigneter halten. Die UNITE (KOLJALG ET AL., 2005) als grofite kuratierte
Datenbank basierend auf den aktuellen pilzlichen bzw. eukaryotischen ITS-Sequenzen wird
dabei vor allem zum Abgleich fir die Pilzsequenzen empfohlen (NILSSON ET AL., 2019;
TEDERSOO ET AL., 2022). Charakteristisch fur diese Datenbank ist das annéherungsweise auf
Speziesebene Zusammenfassen von Sequenzen aus der International Nucleotide Sequence
Database Collaboration (INSDC, https://www.insdc.org/) zu sogenannten Species Hypothesis
(UNITE CoMMUNITY, 2024) unter zusatzlicher Angabe der Taxonomie, auch fir noch nicht
identifizierte oder klassifizierte Pilze (NILSSON ET AL., 2019).

Im Anschluss kann durch die Anwendung von vor allem multivariater Statistik der Einfluss der
untersuchten Faktoren (Umweltvariablen) auf die Diversitat (alpha-Diversitat, beta-Diversitat)
und auf die Zusammensetzung der pilzlichen Gemeinschaften (Abundanzunterschiede)

eingeschatzt werden (Y.-X. LIU ET AL., 2021).
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1.7 Zielstellung

Ein besseres Verstandnis, wie landwirtschaftliche MalRnahmen das Mikrobiom und die
Eigenschaften des Bodens beeinflussen, ist ein wichtiger Aspekt um die Dynamik dieser
Ressource zu verstehen und auf dieser Basis mdgliche Strategien fur eine weiterhin hohe

Pflanzenproduktivitat umzusetzen.

Das Ziel der Dissertation ist es, die pilzlichen Gemeinschaften in zwei Winterweizenfeldern
(Triticum aestivum) eines Dauerfeldversuchs auf den Einfluss der langfristigen
landwirtschaftlichen Maflinahmen

1 Vorfrucht: Winterweizen 1 nach Kérnermais (Zea mays) bzw. Winterweizen 2 nach

Winterraps (Brassica napus spp. hapus)
Bodenbearbeitung: konventionell bzw. konservierend

Diungungsintensitat:  Standardstickstoffdiingung bzw. reduzierte Diingung

mittels DNA-Metabarcoding zu untersuchen (Abb. 2).

2014/2015 2017/2018 [ 2018/2019 J

2

(3 I<I)

Dungung

Vorfrucht

Boden-
bearbeitung

ITS1- & ITS2-Region ITS2-Region

Abb. 2. Konzeptionelle Graphik zur Untersuchung der pilzlichen Gemeinschaften im Boden von
Winterweizen (2014/2015, 2017/2018; links) bzw. im wurzelbeeinflussten Boden und in der Rhizosphére
von Winterweizen, Kérnermais und Winterraps (2018/2019; rechts)

Dazu wurden jeweils zur Ernte der Vegetationsperioden 2014/2015 und 2017/2018 Boden-
proben entnommen und mittels der beiden ITS-Regionen (ITS1, ITS2) untersucht. In der
Vegetationsperiode 2018/2019 wurden die Habitate wurzelbeeinflusster Boden und
Rhizosphéare von Winterweizen, Kérnermais und Winterraps jeweils vor der Blite anhand der
ITS2-Region analysiert. Zusatzlich wurden Boden- und Pflanzencharakteristika (Boden-
parameter, Sprosstrockenmasse, pflanzliche Mineralstoffversorgung) von 2018/2019 sowie

die Ertrage aller drei Vegetationsperioden einbezogen.
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Somit ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. a) Wie beeinflussten die landwirtschaftlichen MaRnahmen (Vorfrucht, Bodenbearbeitung
und Dingungsintensitat) die Zusammensetzung und Diversitdt der pilzlichen
Gemeinschaften im Winterweizen in den Vegetationsperioden 2014/2015 und 2017/20187

1. b) Sind die Ergebnisse zwischen den ITS-Regionen vergleichbar?

1. ¢) Welche Unterschiede ergaben sich zwischen den beiden Untersuchungsjahren 2015
und 2018?

2. a) Wie beeinflussten die landwirtschaftlichen MalRnahmen (Vorfrucht, Bodenbearbeitung
und Dingungsintensitat) die Zusammensetzung und Diversitdt der pilzlichen
Gemeinschaften im Winterweizen in Abhangigkeit des Habitats in der Vegetationsperiode
2018/2019?

2. b) Inwieweit sind durch die Untersuchung der assoziierten pilzlichen Gemeinschaften der
Vorfrichte Kérnermais und Winterraps Rickschliusse auf die pilzlichen Gemeinschaften im
Winterweizen moglich?

3. Konnen fir die einzelnen Untersuchungsjahre Indikatortaxa (potentielle Phytopathogene
und pflanzenunterstiitzende Taxa) im Hinblick auf die untersuchten landwirtschaftlichen
Mafinahmen ermittelt werden?

4. Ergeben sich aufgrund der angewandten landwirtschaftlichen Maflinahmen
Zusammenhdnge zwischen der Zusammensetzung der pilzlichen Gemeinschaften und

den Pflanzen- und Bodencharakteristika?

Bisherige Untersuchungen in diesem Dauerfeldversuch bezogen sich auf die Unterschiede zur
Pflanzenverfiigbarkeit von Kalium und Phosphor durch konventionelle und konservierende
Bodenbearbeitungsformen (DEUBEL ET AL., 2011; DEUBEL & ORZESSEK, 2011). Durch die
Einbeziehung des DNA-Metabarcodings wurden fur 2015 bereits der Einfluss von Vorfrucht,
Bodenbearbeitung und Dingungsintensitat auf die Pilz- und Bakterien-/Archaeen-Gemein-
schaften festgestellt (SOMMERMANN ET AL., 2018; BABIN ET AL., 2019). Weiterhin konnte in
Klimakammerversuchen mit der Modellpflanze Salat, kultiviert in Béden aus dem Dauerfeld-
versuch, nachgewiesen werden, dass sich die landwirtschaftlichen MalRhahmen auf die
Bodenmikrobiota der nachfolgenden Pflanze auswirken (BABIN ET AL., 2021). Durch die
Installation von Wurzelfenstern wahrend des Wachstums von Winterweizen 2 (2018/2019)
konnte unter Feldbedingungen gezeigt werden, inwieweit die Bodenbearbeitung und die
Dungungsintensitét nicht nur die Zusammensetzung des Bodenmikrobioms, sondern auch die
Pflanzen-Mikroorganismen Interaktionen beeinflussen (BEHR ET AL., 2024).

Die Analyse von drei Untersuchungsjahren soll somit eine fundiertere Aussage zum Einfluss
der landwirtschaftlichen Malinahmen auf die pilzlichen Gemeinschaften gewéhrleisten und

damit Zusammenhéange auf Boden und Pflanze in Abhangigkeit von der Vorfrucht aufzeigen.
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2 Material & Methoden
21 DerDauerfel dver suc hmVeWwaclssstandoft Betnbufy -Strenzfeld

Die Untersuchungen wurden auf dem Dauerfeldver st
in Bernburg-Strenzfeld durchgefuhrt (https://doi.org/10.20387/bonares-w669-gdsd). Der im
Regenschatten des Harzes gelegene Standort (51°82' N, 11°70' O) ist als Loss-Schwarzerde
Uber Kalkstein mit 8 % Sand, 70 % Schluff und 22 % Ton charakterisiert und weist eine
effektive Durchwurzelungstiefe von etwa 100 cm auf (DEUBEL ET AL., 2011; DEUBEL &
ORZESSEK, 2011; SOMMERMANN ET AL., 2018). Auf dem 1992 angelegten Dauerfeldversuch
wurden auf funf Parzellen von jeweils ca. 1,2 ha Flache jahrlich nacheinander sowie
nebeneinander die Kulturpflanzen Kornermais (Zea mays) i Winterweizen 1 (Triticum
aestivum) 1 Wintergerste (Hordeum vulgare) i Winterraps (Brassica hapus ssp. napus) i
Winterweizen 2 (Triticum aestivum) angebaut (DEUBEL ET AL., 2011; RAAB ET AL., 2024;
Abb. 3A-B).

A) f C) Konservierend Pflug
(€T (MP)

Ext Int Int  Ext

1
Kilometer

Manstab 1:3.000

B) Vegetations-  Fruchtfolge
periode (Anbau der Kulturpflanzen von links nach rechts in den GroRparzellen)
2014/2015 Kémermais  WwW2 Winterraps Wintergerste ~ WW1
2017/2018 Winterraps ~ Wintergerste WW1 Kémermais WwW2
2018/2019 Ww2 Winterraps Wintergerste VW1 Kérnermais

Abb.3: Dauerfeldversuch AWesterfel dfi -StrengfeldH@rtbdpom @Al e Anh g
vom 31.05.2023 im Mafl3stab 1:3000 (GEODATENPORTAL SACHSEN-ANHALT, 2023). Fruchtfolge der

Kulturpflanzen in den jeweiligen GroRparzellen des Versuchsfeldes in Abhéangigkeit von den
Vegetationsperioden (B). WW1 - Winterweizen 1 (Vorfrucht Kdrnermais), WW2 - Winterweizen 2

(Vorfrucht Winterraps). Schematische Darstellung des Dauerfeldversuchs (C, M. Raab/J. Geistlinger,

personliche Kommunikation, 08./09.01.2024; S. Gille, personliche Kommunikation, 04.03.2024).

MP - pfligende Bodenbearbeitung, CT - konservierende Bodenbearbeitung, Int - intensive Dingungs-

intensitdét (mit dem Einsatz von Wachstumsreglern und Pflanzenschutzmitteln einschlieflich

Fungiziden), Ext- extensive Diingungsintensitdt (ohne den Einsatz von Wachstumsreglern und

Fungiziden).
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Der Anbau des Winterweizens erfolgte jahrlich parallel nach Kérnermais (Winterweizen 1) und
Winterraps (Winterweizen 2), (DEUBEL ET AL., 2011; RAAB ET AL., 2024). Daraus ergab sich der
Vergleich des Vorfruchteffekts. Die Bodenbearbeitung wurde pro Parzelle jeweils zur Halfte
konventionell (Scharpflug, bis zu 30 cm Tiefe, wendend [engl. mouldboard plough, MP]) und
konservierend (Grubber, 12-15cm Tiefe, nicht-wendend [engl. cultivator tillage, CT])
durchgefuhrt (Abb. 3C). Weiterhin wurde im mittleren Bereich der finf Parzellen eine intensive
(Int) Standard-Stickstoffdiingung unter zusatzlichem Einsatz von Wachstumsreglern und
Pflanzenschutzmitteln (inklusive Fungiziden) angewandt. In den jeweiligen Randbereichen
erfolgte dagegen eine extensive (Ext), um ca. 50 % reduzierte Stickstoffdiingung ohne den
entsprechenden Einsatz von Wachstumsreglern und Fungiziden (Anl. 1.1-1.2). Folglich
konnte der Einfluss der langfristigen landwirtschaftlichen MaRnahmen Bodenbearbeitung (B:
MP vs. CT), Diingungsintensitat (D: Int vs. Ext) und Vorfrucht (V: WW1 vs. WW2) untersucht
werden, deren Kombinationen entsprechende Behandlungsformen darstellten (MP-Int, MP-
Ext, CT-Int, CT-Ext). Seit 2010 erfolgte zudem eine zweijahrliche Grunddiingung (vorher aller
vier Jahre) mit Phosphor (60 kg/ha) und Kalium (75 kg/ha) im Sommer oder Herbst vor
Aussaat der jeweiligen Kultur. Das nicht-randomisiert angelegte Versuchsfeld erlaubte eine
konventionell/maschinelle Bearbeitung und bericksichtigte vier biologische Replikate (Blocks
A-D, Abb. 3C).

Bezogen auf das langjahrige Mittel (LJM, 1981-2010) betragt die Jahresdurchschnitts-
temperatur am Standort 9,7 °C bei einem Jahresniederschlag von 519 mm (Abb. 4, Anl. 1.3;
LANDESANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT UND GARTENBAU SACHSEN-ANHALT [LLG]). Alle drei
untersuchten Vegetationsperioden wiesen mit 10,8 °C, 11,2 °C und 11,4 °C eine hdhere
Durchschnittstemperatur im Vergleich zum langjahrigen Mittel auf (Abb. 4A), wobei dies in den
beiden Vegetationsperioden 2017/2018 und 2018/2019 mit jeweils Uber 11 °C stéarker
ausgepragt war. Fir die Vegetationsperiode 2017/2018 war kennzeichnend, dass die
Temperaturen bereits ab April 2018 ca. 2 °C Uiber dem langjahrigen Mittel der Monate lagen.
Fur die Vegetationsperiode 2018/2019 traf dies ab Juni 2019 zu, fir die Vegetationsperiode
2014/2015 ab Juli 2015.

Weiterhin fiel die Niederschlagsmenge in allen drei Vegetationsperioden im Vergleich zum
langjahrigen Mittel (519 mm) geringer aus (Abb. 4B). In den Vegetationsperioden 2017/2018
und 2018/2019 betrug die Niederschlagsmenge mit 407 und 385 mm nur 78 % bzw. 74 % des
langjahrigen Mittels. Die Vegetationsperiode 2014/2015 verzeichnete die hdchste Nieder-
schlagsmenge von 471 mm (90 % des LIM) und war vor allem durch hohe Niederschlage von
jeweils Uber 80 mm in den Monaten Juli und August gekennzeichnet. Dagegen fielen die
Niederschlage fur die Vegetationsperiode 2017/2018 vor allem im Herbst (Oktober und
November 2017) sowie im Frihjahr (Marz und April 2018) hoher aus als das langjéahrige Mittel.
Fir 2018/2019 traf dies im Dezember 2018 sowie im Januar und Mai 2019 zu. Geringe
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Niederschlage im Vergleich zum langjahrigen Mittel von meist unter 30 mm waren in
2014/2015 in den Monaten von April bis Juni, in 2017/2018 von Mai bis Juli und in 2018/2019

im April sowie von Juni bis August zu verzeichnen.
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Abb. 4. Temperaturdiagramm (A) und Niederschlagsdiagramm (B) des Standortes Bernburg-
Strenzfeld der drei Vegetationsperioden 2014/2015, 2017/2018 und 2018/2019 mit der monatlichen
Durchschnittstemperatur und der monatlichen Niederschlagsmenge im Vergleich zum langjahrigen
Mittel (LJM, 1981-2010, (LLG)). In der Legende sind jeweils die Durchschnittstemperaturen bzw. die
kumulativen Niederschlagsmengen der Vegetationsperioden angegeben.
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2.2 Probenahme von Boden und Pflanzen

Probenahme n in den Untersuchungsjahre n 2015 und 2018

Die Probenahme aus dem Boden beider Winterweizenfelder erfolgte am 30.07.2015 und am
06.07.2018 zum jeweiligen Erntezeitpunkt mittels Bohrstock bis zu einer Tiefe von 25 cm
(Abb. 5A; SOMMERMANN ET AL., 2018). Berticksichtigt wurden bei der Probenahme die vier
Behandlungsformen (MP-Int, MP-Ext, CT-Int, CT-Ext) je Winterweizen sowie die vier
biologischen Replikate, welche jeweils aus 15 Einzelproben fir eine représentative Beprobung
der Felder bestanden. Die Einzelproben pro Replikat wurden vereinigt und anschlie3end zur
Entfernung von Wurzeln und Steinen gesiebt (2-4 mm). Pro Untersuchungsjahr wurden somit
32 Bodenproben generiert. Die Proben wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C

gelagert.
Probenahme im Untersuchungsjahr 2019

Fur das Untersuchungsjahr 2019 erfolgte die Beprobung ebenfalls in den beiden
Winterweizenfeldern in den vier Behandlungsformen (MP-Int, MP-Ext, CT-Int, CT-Ext),
allerdings wahrend der Vegetationsperiode kurz vor der Blute der Pflanzen (BBCH 49-59,
21./22.05.2019, Abb. 5B; BEHR ET AL., 2024). Die Probenahme fur Winterraps (BBCH 67-69,
08.05.2019) und Koérnermais (BBCH 31-34, 02.07.2019) fand in der gleichen Vegetations-
periode statt. Von den Kulturen wurden pro Replikat jeweils neun Pflanzen mit &hnlichem
Entwicklungsstand samt Wurzeln bis zu einer Tiefe von ca. 20-25 cm entnommen. Der
Bestand des Winterweizens war recht dicht, was eine Beprobung von exakt neun Pflanzen
erschwerte. Da im Kdrnermais zwei Sorten angebaut wurden und ein Sorteneinfluss auf das
Bodenmikrobiom nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden nur die beiden Replikate einer
Sorte (cv. Benedictio, Block A-B, Abb. 3C) unter Berucksichtigung von vier Wiederholungen
beprobt. Von allen beprobten Pflanzen wurde der Spross ca. 2 cm oberhalb des Bodens vom
Wurzelballen entfernt. Zusatzlich wurde fir die Bestimmung der Mineralstoffversorgung der
Pflanzen (siehe Kapitel 2.5) das jlngste, vollstandig entwickelte Blatt entnommen und diese
pro Replikat (mindestens 10 g) vereinigt. Direkt im Anschluss der Probenahme wurde das
oberirdische Pflanzenmaterial eines Replikates pro Behandlungsform vereinigt und bei 65 °C
(Binder GmbH, Tuttlingen, MKF720) fiir mehrere Tage bis zur Massekonstanz getrocknet. Fir
alle Behandlungsformen der Kulturpflanzen wurde die Frisch- und die Trockenmasse des
Sprosses bestimmt. Der locker an den Wurzeln anhaftende Boden (wurzelbeeinflusster
Boden, WB) wurde durch Schiitteln entfernt, fur jedes Replikat pro Behandlungsform vereinigt
und gesiebt (2-4 mm). Bis zur Analyse der Bodenparameter (siehe Kapitel 2.4) wurden die
Proben bei -20 °C gelagert. Die Untersuchung der mikrobiellen Gemeinschatft erfolgte fur die
beiden Habitate wurzelbeeinflusster Boden und Rhizosphére (RH). Die Rhizospharenproben

wurden ebenfalls direkt im Anschluss der Probenahme nach SCHREITER ET AL. (2014b; 2014a)
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prozessiert. Dafur wurden die Wurzeln in sterilem Leitungswasser gewaschen (SCHREITER ET
AL., 2014b), zerkleinert und pro Replikat einer Behandlungsform vereinigt. Die anschlieRende
Aufarbeitung zur Gewinnung der Rhizospharensedimente (SCHREITER ET AL., 2014a)
beinhaltete einen dreimaligen einmintitigen Stomacherprozess (Stomacher® 400 Circulator,
Seward Ltd., Worthing, UK; 300 rom/min) von 5g Wurzelmaterial und anschlieRender
Zentrifugation (2 min., 500 rpm), um die an der Wurzeloberflache anhafteten Pilze zu
gewinnen. Pro Kulturpflanze (WW1, WW2, Kdrnermais, Winterraps) wurden die vier
Behandlungsformen in vier biologischen Replikaten unter Einbeziehung der beiden Habitate
(wurzelbeeinflusster Boden, Rhizosphare) bericksichtigt und ergaben insgesamt

128 Bodenproben. Diese wurden bis zur Isolation der Gesamt-DNA bei -20 °C gelagert.

A)
2014/2015 2017/2018
M -
= -
§ :
) ) €
o’ 4
Winterweizen zur Ernte
Next-Generation- Bioinformatische
Bodenproben =) Boden-DNA ——» PCR —» Sequencing = Auswertung
N\ J
Analyse pilzlicher Gemeinschaften
mittels ITS1 & ITS2
B)

2018/2019

ﬂ Sprosstrockenmasse
) Trocknung
%‘ Mineralstoffversorgung
Spross

Eleprobung von Kérnermais, Wlmenuewzen
und Winterraps vor der Bliite

Rhizosphire ——» Stomacher — Rhuzcglsgaren-

& Y

Next-Generation- Bioinformatische
PC\)R :> Sequencing ':> Auswertungj

Boden- Analyse pilzlicher Gemeinschaften
Wurzel % ﬂ DNA mittels ITS2
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parameter

Abb. 5: Uberblick der methodischen Vorgehensweise der Untersuchungsjahre 2015 und 2018 (A)
sowie des Untersuchungsjahres 2019 (B)
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2.3 Methodi k zur Bestimmung der pilzlichen Gemeinschaften im Boden

2.3.1 Extraktion der Gesamt -DNA aus den Bodenproben
Untersuchungsjahre 2015/2018

Fur die Aufarbeitung der Bodenproben erfolgte pro Untersuchungsjahr jeweils eine dreimalige
Isolation der Boden-DNA (&4 250 mg) mit Hilfe des Power Soil DNA Kit (2015: MoBio
Laboratories Inc., USA) bzw. des DNeasy PowerSoil Kit (2018: Qiagen GmbH, Deutschland)
in Verbindung mit dem FastPrep®-24 Classic-Zellaufschlussgerat (MP Biomedicals GmbH,
Eschwege; 2 x 15 s bei 5 m/s, Proben dazwischen auf Eis), (SOMMERMANN ET AL., 2018). Die
Proben wurden jeweils in 80 pl Elutionspuffer aufgenommen. Fir die Proben aus 2015 standen
zusatzlich DNA-Proben isoliert mittels FastDNAE SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) vom
Julius Kuhn-Institut (JKI) als Projektpartner zur Verfiigung, die mit einer der drei Isolationen
vereinigt wurden. Im Anschluss wurden die DNA-Isolationen aller Proben mittels Gelelektro-
phorese Uberpruft und Teilproben (& 30 pl) der DNAs mittels GeneClean® Spin Kit (MP

Biomedicals) weiter aufgereinigt.
Untersuchungsjahr 2019

Die DNA-Isolationen aller Bodenproben wurden vom Projektpartner JKI durchgefiihrt
(FastDNAE SPIN Kit for Soil), aufgereinigt (GeneClean® Spin Kit) und mittels Gelelektro-
phorese Uberprift (BEHR ET AL., 2024). Teilproben wurden den Projektpartnern zur Verfigung
gestellt. Diese Vorgehensweise erfolgte aus Griinden der projektinternen Vergleichbarkeit, da
auch Analysen der Bakterien/Archaeen-Gemeinschaften sowie des Metagenoms mit diesen
DNAs durchgefuhrt wurden. Die DNA-Isolation erfolgte dabei aus jeweils 0,59 des

wurzelbeeinflussten Bodens und dem kompletten Rhizosphéarensediment.
2.3.2 Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese (PerfectBlue Gelsystem (peglab), VWR International GmbH,
Darmstadt) wurde eine Gelmatrix aus Agarose (0,8 %, Carl Roth GmbH & Co. KG, 2267) und
1x TAE-Pufferlésung (Carl Roth GmbH & Co. KG, CL86) und Roti®-Gelstain (Carl Roth GmbH
& Co. KG, 3865) als interkalierender Farbstoff fur die spatere Visualisierung der DNA-Banden
unter UV-Licht eingesetzt. Es wurden 5 pl isolierte DNA gemischt mit 1 pl 6x DNA-Gel-Lade-
puffer (Thermo Scientific™, R0611) in die vorbereiteten Taschen gegeben. Als Langenmarker
wurde eine 1 kb Leiter (Thermo Scientific™, SM0311, 6 ul) verwendet. Nach Beendigung des
Laufes (6 V/cm) wurde das Gel unter UV-Licht mit Hilfe eines Geldokumentationssystems

(Gene Genius Bio Imaging System, Syngene, Cambridge, UK) abgelichtet.
2.3.3 DNA-Quantif izierung

Die Quantifizierung intakter, doppelstrangiger (ds) DNA erfolgte mittels Qubit® 3.0 Fluorometer

(Thermo Fisher Scientific (Invitrogen), Darmstadt) in Verbindung mit dem dazugehdrigen
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QubitE dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™, Q32854) laut Herstellerangaben. Jede Probe
wurde in einem Abstand von wenigstens 30 sec doppelt gemessen. Dies erfolgte fur alle
isolierten DNAs der verschiedenen Untersuchungsjahre. Basierend auf diesen Ergebnissen

wurden die DNA-Proben auf 10 ng/ul verdiinnt.
2.3.4 Generierung der PCR-Ampli kons der ITS-Regionen und der Sequenzierpools
Untersuchungsjahre 2015/2018

Fur die beiden Untersuchungsjahre 2015 und 2018 erfolgte die Generierung der PCR-
Amplikons aus der Gesamt-DNA fiir die ITS-Regionen mit den fir Pilze universellen Primer-
paaren ITS1F_KYO2 (5 GAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3 TOJUETAL., 2012)) und ITS86R
(5 -GTCAAAGATTCGATGATTCAC-3 dV/ANcov & KEEN, 2009; Op DE BEECK ET AL., 2014)) fur
ITS1 und mit ITS86F (5 -GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3 &(TURENNE ET AL., 1999; Op DE
BEECK ET AL., 2014)) und ITS4 (5 GCCTCCGCTTATTGATATGC-3 WHITE ET AL., 1990)) fur
ITS2. Diese waren jeweils mit Standard-lllumina-Barcodes (8 bp Lange) versehen (Metabion,
Planegg), die eine nachfolgende Zuordnung der DNA-Sequenzen zu den Behandlungsformen
ermoglichten (Anl. 2.1-2.2). Zur Bestimmung der finalen Zyklusanzahl pro ITS-Region wurde
der Beginn der exponentiellen Phase mittels gPCR (quantitative PCR) flir die verschiedenen
Bodenproben, wie in SOMMERMANN ET AL. (2018) beschrieben, ermittelt (Anl. 3). Dies sollte
sowohl Uberamplifizierung von abundanten Pilzspezies und damit einhergehend den Verlust
detektierbarer Biodiversitat minimieren.

Die PCR-Amplifizierung erfolgte jeweils in einem Basic & Gradient Labcycler (SensoQuest
GmbH, Géttingen) nach SOMMERMANN ET AL. (2018) unter Einsatz von 12,5 pl 2x Phusion
High-Fidelity PCR Master-Mix (Thermo Fisher Scientific, F-531L), jeweils 2,5 ul des Vorwarts-
und des Ruckwartsprimers (5 pumol/l), 25 ng der jeweiligen Proben-DNA und nukleasefreiem
Wasser (Invitrogen, AM9938) zum Auffullen auf ein Gesamtvolumen von jeweils 25 pl. Die
PCR-Bedingungen waren dabei die folgenden: initiale Denaturierung bei 94 °C fir 5 min.,
Denaturierung bei 94 °C fiir 15 sec., Primerbindung bei 54 °C, 56 °C und 58 °C flr 25 sec. und
Elongation bei 72 °C fiir 20 sec., gefolgt von der finalen Elongation bei 72 °C fiir 7 min. Gemalf
den Ergebnissen der qPCR-Analysen (Mitte der exponentiellen Phase) erfolgten die PCR-
Amplifikationen fur die ITS1-Region bei 22 Zyklen, fur die ITS2-Region bei 21 (2015) bzw. 23
Zyklen (2018). Insgesamt wurden 15 PCRs pro Bodenprobe und ITS-Region (neun PCRs bei
optimaler und jeweils 3 PCRs bei der hdheren/niedrigeren Primerbindetemperatur) als
technische Replikate amplifiziert. Im Anschluss erfolgte jeweils die Uberprifung der
Amplifizierung mittels Gelelektrophorese (2,0 % Agarose) und einem 100 bp Langenstandard
(Thermo Fisher™, SM0242) wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben. War keine Probenbande
erkennbar oder zeigte die Nullkontrolle eine Bande auf, wurden die entsprechenden Proben
wiederholt. Im Folgenden wurden die erhaltenen Amplikons jeder Bodenprobe und ITS-Region

basierend auf den gleichen Barcode-Primern vereinigt und von diesen die Konzentrationen
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mittels Qubit® 3.0 Fluorometer ermittelt. Diese Amplikonpools (32 pro ITS-Region und Jahr)
wurden im Anschluss per Gelausschnitt aufgereinigt und mit 2 pl 6x Gelladepuffer Glycerin
Orange G (Carl Roth GmbH & Co. KG, HP04) zur Probennachverfolgung wahrend der Gelelek-
trophorese versetzt. Aufgrund der nachfolgenden Aufreinigung der Amplikons aus den
Gelstucken wurden die Gele mit Low-melt Agarose (2015: 1,2 % (peqGold, 732-3183), 2018:
1,5 %, peqGold 35-1010) hergestellt. Um eine mdgliche Beeintrachtigung der Sequenzierung
auszuschlie3en, wurden in die Gele selbst keine interkalierenden Farbstoffe gegeben. Zur
Visualisierung wurde stattdessen der eingesetzte Langenmarker 3 ul O Range 50bp DNA
Leiter (peqglab, 25-2000) oder 100 bp Langenstandard (Thermo Fisher™, SM0242) mit 2 bzw.
5 ul Midori Green Direct (Nippon Genetics, MG06) angefarbt. Nach einer definierten Laufzeit
bei konstanter Spannung (ca. 6 V/cm) erfolgte das Ausschneiden der Gelstiicke zwischen 250
und 500 bp. Diese wurden im Anschluss mittels des MinElute Gel Extraction Kits (Qiagen
GmbH, 28606) aufgereinigt und in 12 pl des Elutionspuffers (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)

aufgenommen.
Untersuchungsjahr 2019

Die Generierung der ITS2-Amplikons fir das Untersuchungsjahr 2019 erfolgte jeweils in einem
20 pl PCR-Ansatz unter Einsatz von 10 pl Q5 High-Fidelity 2x Master Mix (New England
Biolabs, M0492L), jeweils 2 pl der beiden Primer (5 umol/l, Anl. 2.3) sowie 10 ng Boden-DNA
(BEHR ET AL., 2024). Pro Probe wurden drei technische Replikate bei den Primerbinde-
Temperaturen von 56 °C £ 2 °C unter den gleichen PCR-Bedingungen wie fiir die beiden
anderen Untersuchungsjahre bei 25 Zyklen durchgefiihrt. Danach erfolgte jeweils die
Uberprufung der Amplifizierung mittels Gelelektrophorese (1,5 %). Fiir die anschlieRende
Aufreinigung der vereinigten Amplikons pro Bodenprobe wurde das MinElute PCR Purification
Kit (Qiagen GmbH, 28006) eingesetzt und die Proben ebenfalls in 12 yl 10 mM Tris-HCI,
pH 8,5 eluiert. Fir jedes Untersuchungsjahr wurden die Konzentrationen der Amplikons nach
der Aufreinigung mittels Fluorometer ermittelt, die Amplikons aquimolar vereinigt (getrennt
nach ITS-Region fir 2015 und 2018 und getrennt nach Habitat fir 2019) und mittels des

Elutionspuffers auf eine Konzentration von ca. 2,8-3,2 ng/ul verdiinnt.
2.3.5 |lllumina -Sequenzierung und bioinformatische Auswertung

Die Amplikonsequenzierung erfolgte jeweils wie in BABIN ET AL. (2021) mittels eines lllumina®
MiSeg® -Systems im paired-end mode (2 x 300 bp) unter Einbeziehung des MiSeq Reagent
Kit v3 (lllumina) am Center for Biotechnology (CeBiTec, Bielefeld). Im Anschluss wurde die
weitere digitale Prozessierung durchgefuhrt (BABIN ET AL., 2021; SOMMERMANN ET AL., 2022;
BEHRET AL., 2024). So wurden nach der Qualitatskontrolle die Barcodes, Primer sowie Adapter
mittels eines internen Protokolls basierend auf dem FASTX toolkit (HANNON, 2010) von den

ITS-Sequenzen entfernt. AbschlieBend erfolgte das Fusionieren (engl. merging) der paired-

22



Material & Methoden

end-Sequenzen unter Ausnutzung von FLASH (Version 1.2.10, MA G O I& SALZBERG, 2011) mit
einer minimalen Uberlappung (Overlap) von 10 bp.

Die erhaltenen Sequenzen der Untersuchungsjahre 2015 und 2018 wurden pro ITS-Region
zusammen analysiert. FUr das Untersuchungsjahr 2019 galt dies wiederum fir die beiden
Habitate. Dies erfolgte an einer hochschulinternen Version der Bioinformatik-Plattform
GALAXY (https://galaxyproject.org) basierend auf einem Datenbank-abhéangigen Ansatz
(database-dependent strategy) nach ANTWEILER ET AL. (2017) unter Einbeziehung der UNITE-
Datenbank v8.0 flr Pilze (KOLJALG ET AL., 2005; UNITE COMMUNITY, 2019). Dabei wurden alle
Probensequenzen mit den Sequenzen der Datenbankeintrage (e-value 00,001) unter
Ausnutzung der Tools NCBI BLAST+ makeblastdb und NCBI BLAST+ blastn (ALTSCHUL ET
AL., 1997; CAMACHO ET AL., 2009; CocCK ET AL., 2015) abgeglichen (aligned). Im weiteren
Verlauf wurden nur Ubereinstimmungen berticksichtigt, welche eine Alignmentlange von
mindestens 200 bp und eine Ubereinstimmung von mindestens 97 % im Vergleich zur Daten-
banksequenz aufwiesen. Die taxonomische Zuordnung wurde abschlieRend mittels BLAST-
PARSER (ANTWEILER ET AL., 2017) anhand des niedrigsten e-values aller Ubereinstimmungen
vorgenommen. Die Sequenzen fir jede taxonomische Zuordnung wurden pro Probe
aufsummiert und somit die jeweilige ASV-Tabelle unter Ausnutzung der SH-Nummer der
UNITE-Datenbank als Identifier generiert. Die drei finalen ASV-Tabellen (ITS1_2015+2018,
ITS2_2015+2018, 1TS2_2019) stehen im Anhang (elektronisch) zur Verfigung. Fir auf
Gattungsebene unidentifizierte Pilze wurde die nachsthdhere, bekannte taxonomische

Klassifizierung bernommen (z. B. Pleosporaceae_unidentified statt unidentified).

2.4 Charakterisierung der Bodenparameter

Die Analyse der Bodenparameter pH-Wert, Phosphor, Kalium, Magnesium, Eisen, Kupfer,
Natrium, Mangan und Zink des wurzelbeeinflussten Bodens von 2019 erfolgte nach dem
Methodenbuch der VDLUFA (VERBAND DEUTSCHER LANDWIRTSCHAFTLICHER UNTER-
SUCHUNGS- UND FORSCHUNGSANSTALTEN E. V. [VDLUFA], 2016; Anlage 4) durch die Agrolab
GmbH im Auftrag des Projektpartners Leibniz-Institut fir Gemise- und Zierpflanzenforschung
e. V. in GroRbeeren (IGZ), (J. H. Behr, personliche Kommunikation, 04.01.2024). Der Gehalt
an Gesamtkohlenstoff, Gesamtstickstoff und organischer Substanz wurde nach den Methoden
der DIN EN 15936 sowie DIN EN 16168 bestimmt. Die Analyse von Calcium erfolgte durch
eine interne Methode der Agrolab GmbH unter Zugabe von 1 %iger Ammoniumchloridlésung
und anschlieRender Messung mittels ICP-OES (optischer Emissionsspektrometrie mit induktiv

gekoppeltem Plasma), (J. H. Behr, persdnliche Kommunikation, 10.01.2024).

2.5 Untersuchungen zur Mineralstoffversorgung der Kulturpflanzen

Die jeweiligen Blatter der Kulturpflanzen der Probenahme 2019 wurden nach mehrtdgigem

Trocknen bei 65 °C (Massekonstanz) zur Bestimmung der Mineralstoffversorgung verwendet
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(BEHR ET AL., 2024). Von dem gemahlenen Blattmaterial wurden 200-500 mg Uber ein
Mikrowellen-System (Mars 6, CEM, Charlotte, USA) mit 5 ml Salpetersaure (HNOs, 65 %) und
3 ml Wasserstoffperoxid (H202, 30 %) fur 25 min bei 210 °C aufgeschlossen. Die Konzen-
trationen von Phosphor (P), Kalium (K), Calcium (Ca), Magnesium (Mg), Schwefel (S), Eisen
(Fe), Mangan (Mn), Kupfer (Cu) und Zink (Zn) wurden mittels ICP-OES (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) bestimmt. Die Bestimmung des Gesamtgehalts von Kohlenstoff
(Cges) und Stickstoff (Nges) erfolgte mittels Elementaranalyse (Elementary Vario El cube,
Elementar, Langenselbold, Deutschland). Die Analysen wurden durch den Projektpartner
Leibniz-Institut fir Gemise- und Zierpflanzenforschung e. V. in Grof3beeren (IGZ) durch-

gefuhrt.

2.6 Datenaufbereitung und s tatistische Auswertung

Die Aufbereitung und Auswertung der Daten erfolgte mittels R (R VERSION 3.6.3, R CORE TEAM,
2020; R-Skripte siehe elektronischer Anhang). Mit Hilfe der R-Packages ggplot2 (WICKHAM,
2016), RColorBrewer (NEUWIRTH, 2014), dplyr (WICKHAM ET AL., 2020), plyr (WICKHAM, 2011),
ggpubr (KASSAMBARA, 2020), forcats (WICKHAM, 2020), stringr (WICKHAM, 2019) und data.table
(DOWLE & SRINIVASAN, 2021) wurden, wenn nicht anders beschrieben, die Abbildungen
generiert. Fir jedes Untersuchungsjahr und pro ITS-Region bzw. fir jedes Habitat wurden zur
Einschatzung der Sequenziertiefe die Anzahl der ermittelten ASVs in Abhangigkeit der
Sequenzen als Rarefaction-Kurven dargestellt (rarecurve-Funktion, R-Package vegan,
OKSANEN ET AL., 2019). Aus dem Datensatz 2015/2018 mittels ITS2-Region wurde eine ASV
(Conocybe semiglobata, SH1552104.08FU) entfernt, da diese in der Probe WW2-CT-Ext-R4
(2015) einen Anteil von ca. 50 % im Vergleich zu den tbrigen Proben (< 1 %) ausmachte. Die
Sequenzen der Proben wurden pro Phylum bzw. pro Gattung (unique-Funktion, base)

aufsummiert.

Fir jede Behandlungsform (MP-Int, MP-Ext, CT-Int, CT-Ext) je Winterweizen wurde die
Diversitat innerhalb einer Probe (alpha-Diversitat) anhand der beiden Indices ASV-Vielfalt
(rarefy-Funktion, vegan; engl. Richness) und Shannon-Wiener-Index (diversity-Funktion,
vegan) berechnet. Da ein statistischer Vergleich zwischen den Proben (z. B. mittels ANOVA)
ahnliche Sequenziertiefen voraussetzt (BALINT ET AL., 2016; TEDERSOO ET AL., 2022), wurden
100 zufallige Unterstichproben basierend auf der niedrigsten Anzahl an Sequenzen des
jeweiligen Datensatzes entnommen und gemittelt (rrarefy-Funktion, vegan), (BABIN ET AL.,
2021; SOMMERMANN ET AL., 2022; BEHR ET AL., 2024). Fur die Untersuchungsjahre 2015 und
2018 erfolgte dies getrennt nach ITS-Region sowie Jahr basierend auf 44.590 (ITS1) bzw.
46.557 (ITS2) Sequenzen fur 2015 und auf 140.744 (ITS1) bzw. 115.268 (ITS2) Sequenzen
fur 2018. Fur das Untersuchungsjahr 2019 wurden die Diversitatsindices der Kulturpflanzen
basierend auf der niedrigsten Sequenzanzahl getrennt nach wurzelbeeinflusstem Boden
(68.735) und Rhizosphare (47.721) berechnet.
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Auf Phylumebene wurden die relativen Abundanzen anhand der Sequenzanzahl pro Probe
bestmmtund al s AF uRegionizusgmmengefadsiSwenn diese Phyla in allen acht
Behandlungsformen eine mittlere relative Abundanz von weniger als 1,5 % aufzeigten. In allen
drei Datensatzen (2015/2018 pro ITS-Region sowie 2019) galt dies fiur die Basidiobolo-,
Entomophthoro- und Rozellomycota. Mittels beider ITS-Regionen in 2015/2018 traf dies auch
auf die Olpidiomycota zu, nur mittels ITS1 (2015/2018) weiterhin auf die Kickxello- und

Zoopagomycota.

Die statistische Auswertung der pilzlichen alpha-Diversitatsindices (ASV-Vielfalt, Shannon-
Index), der relativen Abundanzen auf Phylumebene (> 1,5 %), der Pflanzendaten (Ertrag je
Vegetationsperiode sowie Sprosstrockenmasse und Mineralstoffversorgung des Unter-
suchungsjahres 2019) sowie der einzelnen Bodenparameter von 2019 der Winterweizenfelder
erfolgte jeweils mit Hilfe einer Varianzanalyse (ANOVA) als dreifaktorielle Spaltanlage A/B/C/-
Block (split-plot-design) nach THOMAS (2006) hinsichtlich Vorfrucht (WW1 vs. WW2), Boden-
bearbeitung (MP vs. CT) und DlUngungsintensitat (Int vs. Ext) unter Berlcksichtigung der vier
Replikate (Blocks) mittels der ssp.plot-Funktion (R-Package agricolae, DE MENDIBURU, 2020;
Abb. 6a). Mit der sp.plot-Funktion (agricolae) wurden die entsprechenden Varianzanalysen
als zweifaktorielle Spaltanlage (A/B-Block) mit der Bodenbearbeitung sowie der Dingungs-
intensitat fir die Auswertungen von Kdérnermais und Winterraps durchgefuhrt (Abb. 6a), da
der Faktor Vorfrucht nur im Winterweizen verglichen werden kann. Die Analyse der Spross-
trockenmasse erfolgte fiir Kérnermais und Winterraps pro Pflanze und bei Winterweizen
aufgrund des dichten Bestands pro Halm. Die Uberpriifung der Voraussetzungen auf Normal-
verteilung der Residuen und auf Varianzhomogenitat wurden mittels Shapiro-Wilk (p >0,05, R-
Package stats) bzw. Levene-Test tUiberprift (p >0,05, R-Package car, FOx & WEISBERG, 2019).
Bei signifikanten Wechselwirkungen der Faktoren auf die jeweils abhangige Variable erfolgte
der paarweise Vergleich der Mittelwerte mittels der pairs-Funktion (R-Package emmeans,
LENTH, 2020) fiir die Stufe eines Faktors auf jeweils einer Stufe des anderen Faktors. Zeigten
die Datensatze fehlende Normalverteilung oder fehlende Varianzhomogenitat auf, wurden die
Daten mittel s Tuk e yt@arsformmTakbgkunktion, R-Pdkageaaompanion,
MANGIAFICO, 2020), inverser Normalverteilungstransformation (LUPSEN, 2019), Reziprok,
Wurzeltransformation (THOMAS, 2006), Potenz bzw. Reziprok der Potenz (Cox, 2007) trans-
formiert und analysiert. Wurde auch durch die Datentransformationen keine Normalverteilung
bzw. Varianzhomogenitéat erreicht, erfolgte die statistische Auswertung getrennt fur die beiden
Winterweizenfelder jeweils als zweifaktorielle Spaltanlage (Abb. 6b). Um dennoch eine
Aussage zum Vorfruchteinfluss treffen zu kdnnen, wurden die einzelnen Behandlungsformen
(MP-Int, MP-Ext, CT-Int, CT-Ext) z wi schen den beiden Wintdeswei zen
(t.test-Funktion, stats) bzw. bei fehlenden Voraussetzungen mittels Wilcoxon-Rangsummen-

test analysiert (wilcox.test-Funktion, stats). Bei dem Pflanzenparameter Eisen erwies sich ein
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Replikat (WW2-MP-Ext-1) nach Grubbs als Ausreil3er (grubbs-Funktion, R-Package outliers,
KomsTA, 2022) und wurde somit aus dem Datensatz entfernt. Aufgrund des fehlenden
Replikats wurde dieser Parameter als zweifaktorielle Spaltanlage nur fir WW1 ausgewertet.
Fur WW2 erfolgte stattdessen nur der paarweise Vergleich ohne Berlcksichtigung von MP-
Ext. Der Vergleich der Weizenertrage zwischen den drei Vegetationsperioden erfolgte mit dem
Tukey-HSD-Test (HSD.test-Funktion, agricolae) nach inverser Normalverteilungstrans-

formation.

a, b) b) c)

! dreifaktorielle ANOVA. I
" ; ) i

\________Analysevon beiden Winterweizen ) Abundanzunterschiede

25 ' (Jahr, Habitat)

' zweifaktorielle ANOVA: !

NMDS2

Analyse von Kornermais, Winterraps !
p < 0,05 (Shapiro/Levene) trotz Transformation: | T
getrennte Auswertung fur WW1 & WW2 |
+

NMDS1

t-Test/Wilcoxon-Rangsummentest: i . o . .
pro Behandlungsform (WWA1 vs. WW2) '| <= alpha-Diversitat beta-Diversitéat

e . Phyla
Ertrag/Sprosstrockenmasse
Mineralstoffversorgung ASV-Tabellen
Bodenparameter
‘ / / Gattungen \
d) db-RDA e) Abundanzunterschiede f) Indikatoren
(Jahr, Habitat, Vorfrucht)
o o al
o“'\g\_; /Do

Gattungen

(

q
L4
Gattungen

Proben

log,FC

Abb. 6: Uberblick der statistischen Vorgehensweise (modifiziert nach Y.-X. LIU ET AL., 2021)

Der Einfluss des Jahres (2015 vs. 2018) sowie des Habitats (wurzelbeeinflusster Boden vs.
Rhizosphare in 2019) auf die pilzliche alpha-Diversitat und Phyla Gber alle Behandlungsformen
wurde ebenfallsmi t t el s JastbdveWiltokoa-Rangsummentest analysiert (Abb. 6b).
Hinsichtlich der alpha-Diversitat wurden dafiir die Indices jeweils pro ITS-Region, wie bereits
oben beschrieben, bezogen auf die niedrigste Anzahl an Probensequenzen beider Jahre
berechnet (ITS1: 44.590 Sequenzen; ITS2: 46.557 Sequenzen). Im Untersuchungsjahr 2019
bezogen sich die Indices auf die niedrigste Anzahl an Probensequenzen beider Habitate aller
vier Kulturpflanzen (47.721).

Eine Einschatzung zum Einfluss der Faktoren Vorfrucht, Bodenbearbeitung, Dingungs-
intensitat sowie Untersuchungsjahr (pro ITS-Region) auf die pilzlichen Gemeinschaften im
Winterweizen als Diversitdt zwischen den Proben (beta-Diversitat) erfolgte mittels
PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance, ANDERSON, 2017; 10.000
Permutationen, adonis-Funktion, vegan; Abb. 6¢). Als Grundlage diente der haufig fur

Okologische Fragestellungen genutzte Bray-Curtis-Koeffizient (LEYER & WESCHE, 2007) als
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Unéhnlichkeitsmatrix  (vegdist-Funktion, vegan) der logw transformierten, relativen
Abundanzen (x+1, decostand-Funktion, vegan), (RAMETTE, 2007). Die Visualisierungen der
pilzlichen Gemeinschaften basierten auf NMDS-Darstellungen (nichtmetrische multidimen-
sionale Skalierung, metaMDS-Funktion, vegan) ebenfalls anhand dieses Bray-Curtis-
Koeffizienten. Fir die pilzlichen Gemeinschaften in 2019 erfolgten vergleichbare Analysen
unter Berucksichtigung des Habitats und der Kulturpflanzen.

Um den Einfluss der Bodenparameter auf die pilzlichen Gemeinschaften im wurzel-
beeinflussten Boden des Untersuchungsjahres 2019 zu ermitteln, wurde mittels Bray-Curtis-
Koeffizient basierend auf den relativen Abundanzen eine distanzbasierte Redundanzanalyse
(db-RDA, dbrda-Funktion, vegan, LEGENDRE & GALLAGHER, 2001; GRANADOS ET AL., 2023) fur
jede Kulturpflanze einzeln sowie fur die Kulturpflanzen zusammenhéngend durchgefihrt
(Abb. 6d). Die Bodenparameter wurden mittels der scale-Funktion (vegan) aufgrund der
unterschiedlichen Dimensionen bzw. Einheiten standardisiert, d. h. von jedem Wert wurde der
Mittelwert der jeweiligen Variablen subtrahiert und auf die Standardabweichung bezogen (z-
Transformation, LEYER & WESCHE, 2007). Um Multikollinearitat auszuschlieRen, wurden
diejenigen Bodenparameter aus dem jeweiligen Modell entfernt, fir die ein Varianzinflations-
faktor >10 vorlag (vif.cca-Funktion, vegan). Dabei erfolgte die Entfernung sukzessive jeweils
beginnend bei dem Parameter mit dem hdchsten Varianzinflationsfaktor bis im jeweiligen
reduzierten Modell die verbliebenen Bodenparameter jeweils alle einen Faktor <10 aufwiesen.
Basierend auf den reduzierten Modellen wurden jeweils mittels der ordiR2step-Funktion
(vegan, 1.000 Permutationen) die statistisch relevanten Bodenparameter bestimmt, d. h. jene,
die das adjustierte R? erhohten (Anl. 14.1). Mit diesen wurden die db-RDAs durchgefiihrt und
per ANOVA (anova-Funktion, stats, je 1.000 Permutationen) die Signifikanzen ermittelt.
Mittels Likelihood-ratio-Test wurde untersucht, wie das Untersuchungsjahr (2015 vs. 2018),
das Habitat (2019: wurzelbeeinflusster Boden vs. Rhizosphare) sowie die Vorfrucht
(Winterweizen 1 vs. Winterweizen 2) die relativen Abundanzen der einzelnen Gattungen
beeinflussten, welche in mindestens vier Proben des jeweiligen Datensatzes prasent waren
(Abb. 6e). Dieser Test beruht, wie bereits beschrieben (CHOWDHURY ET AL., 2019; WINDISCH
ET AL., 2021; BEHR ET AL., 2024), auf einer negativen binominalen Verteilung und
generalisierten linearen Modellen mit Datennormalisierung (False Discovery Rate
(Falscherkennungsrate), FDR < 0,05) unter Ausnutzung der R-Packages edgeR (ROBINSON
ET AL., 2010; MCCARTHY ET AL., 2012) und limma (RITCHIE ET AL., 2015). Fur den Einfluss des
Untersuchungsjahres erfolgte die Analyse fir jedes Winterweizenfeld (WW1, WW2) getrennt
nach ITS-Region. Die Analyse fur den Einfluss der Vorfrucht erfolgte analog fir jedes
Untersuchungsjahr (2015, 2018) getrennt nach ITS-Region. Fur den weiteren Vergleich des
Jahres- bzw. Vorfruchteinflusses, auch zwischen den ITS-Regionen, wurden nur die signifikant

beeinflussten Gattungen berlcksichtigt, welche mittels ITS1 oder mittels ITS2 eine mittlere
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relative Abundanz von 00,1 % in einem der beiden Winterweizenfelder in einem der
Untersuchungsjahre aufwiesen. Der Einfluss des Habitats auf die Gattungen des
Untersuchungsjahres 2019 wurde jeweils separat fur Winterweizen 1, Winterweizen 2,
Kdrnermais und Winterraps ermittelt. Im Anschluss wurden wiederum nur die signifikant
beeinflussten Gattungen einbezogen, welche eine mittlere relative Abundanz von 00,1 % in
einem der Habitate von wenigstens einer der vier Kulturpflanzen aufwiesen. Der Einfluss der
Vorfrucht wurde analog fir die beiden Winterweizen in jedem der beiden Habitate analysiert.
Um Indikatorgattungen zu ermitteln, d. h. Gattungen, die mit den landwirtschaftlichen
Malnahmen assoziiert waren (Abb. 6f), wurde wie in BABIN ET AL. (2021) die multipatt-
Funktion (Ar. ghf, 1 OPadkdp® indRspecies, DEaCAGERES & DEGENDRE,
2009) basierend auf dem Korrelationsindex durchgefihrt ( Pear sonos phi
association, DE CACERES, 2020). Die Analysen erfolgten der Vergleichbarkeit halber mit den
relativen Abundanzen der Gattungen pro Jahr und ITS-Region bzw. Habitat, um Unterschiede
durch die verschiedenen Sequenziertiefen zu vermeiden (DE CACERES & LEGENDRE, 2009).
Die p-Werte wurden mittels Benjamini-Hochberg aufgrund des multiplen Testens Korrigiert
(p < 0,05, DE CACERES ET AL., 2010). Um den Vergleich zwischen den Jahren und den ITS-
Regionen zu gewahrleisten, wurden nachfolgend nur Gattungen berucksichtigt, welche mit
einer der beiden ITS-Regionen und in einem der Untersuchungsjahre in wenigstens einer
Behandlungsform eine relative Abundanz von mindestens 0,1 % aufwiesen. Die Indikator-
gattungen je Jahr und ITS-Region wurden anschlie3end in Form einer Heatmap mit Hilfe der
R-Packages ComplexHeatmap (Z. GU ET AL., 2016; Z. Gu, 2022a, 2022b) und circlize (Z. Gu
ET AL., 2014) unter Angabe der relativen Abundanzen, des hdchsten ermittelten Korrelations-
indexes und dem korrigierten p-Wert dargestellt. Fir 2019 erfolgten die Analysen getrennt
nach Habitat zum einen nur fur die beiden Winterweizen und zum anderen unter Berlck-
sichtigung von Koérnermais und Winterraps. Die dabei berlicksichtigten Gattungen wiesen in
einem der beiden Habitate in wenigstens einer Behandlungsform eine relative Abundanz von
mindestens 0,1 % auf (nur Winterweizen) bzw. in einer Behandlungsform von wenigstens einer

Kulturpflanze pro Habitat (alle Kulturpflanzen).

Die Abbildungen zur Visualisierung von Zielstellung, Probenahme, Datenaufbereitung/statis-
tischer Auswertung sowie in den einzelnen Kapiteln der Diskussion wurden mittels Inkscape

(Version 1.4) generiert. Die Darstellung der Pflanzen erfolgte in Anlehnung an MEIER, 2018.

2.7 Datenverfugbarkeit

Di e erhobenen Dat en zum Dauerfeldversuch
Mineralstoffversorgung, Sprosstrockenmasse, Ertrag) wurden im BonaRes Repositorium
vergffentlicht (RAAB ET AL., 2024). Die Rohdaten der ITS-Sequenzen wurden je Unter-
suchungsjahr unter separaten Projektnummern im European Nucleotide Archive (ENA)
hinterlegt (2015: PRJEB19896, 2018: PRIJEB67552, 2019: PRJEB67553).

28

coef

AWe st



Ergebnisse

3 Ergebnisse
3.1 Analyse der DNA -Sequenzierungen der verschiedenen Untersuchungsjahre

3.1.1 Untersuchungsjahre 2015 und 2018

Die durchgefihrten Illlumina-MiSeg-DNA-Sequenzierungen zeigten fur jede der beiden ITS-
Regionen und Untersuchungsjahre eine ausreichende Sequenziertiefe, was durch das
Erreichen des Plateaus in den Rarefaction-Kurven belegt wurde (Anl. 5.1-5.2). Die Datensatze
der beiden Untersuchungsjahre 2015 und 2018 wiesen insgesamt fur die ITS1-Region
12.479.685 und fir die ITS2-Region 11.524.076 Sequenzen auf. Im Zuge der taxonomischen
Zuordnung mittels des Galaxy-Workflows mit den integrierten Filterschritten (Alignmentlange
0200 bp und Similarity 097 %) sowie der anschlieRenden Entfernung der Singletons (ITS1:
n =302, ITS2: n=341) und der einzelnen ASV im ITS2-Datensatz (vgl. Kapitel 2.6) resul-
tierten letztlich ca. 10,4 Mio. bzw. 9,0 Mio. Sequenzen. Dabei entfielen ca. 4,3 Mio. Sequenzen
auf das Jahr 2015 und ca. 6,1 Mio. Sequenzen auf das Jahr 2018 (ITS1). Der gleiche Trend
ergab sich mit 3,3 Mio. bzw. 5,7 Mio. Sequenzen fiir ITS2. Die Anzahl an Sequenzen pro Probe
beider Jahre reichte von ca. 45.000 bis 250.000 (ITS1) bzw. von ca. 47.000 bis 240.000 (ITS2).
Dabei war die Anzahl an Sequenzen im Untersuchungsjahr 2015 geringer (ITS1: @ = 136.000,
ITS2: @ =104.000) als in 2018 (ITS1: @ =189.000, ITS2: @ =178.000). Bezogen auf die
beiden Untersuchungsjahre zeigte sich eine bessere taxonomische Zuordnung fiir 2015 (ITS1:
89 + 3%, ITS2: 83 +8 %) gegenuber 2018 (ITS1: 80+5 %, ITS2: 75+ 6 %). Insgesamt
konnten fur die ITS1-Region 1322 und flr die ITS2-Region 1438 pilzliche ASVs zugeordnet
werden. Auch hier fiel die Anzahl in 2018 im Vergleich zu 2015 bei beiden ITS-Regionen (ITS1:
n =1086/1197, ITS2: n = 1184/1263) hoher aus.

3.1.2 Untersuchungsjahr 2019

Auch die Rarefactionkurven der beiden getrennt sequenzierten Habitate unter Einbeziehung
der vier Kulturpflanzen des Untersuchungsjahres 2019 zeigten jeweils eine ausreichende
Sequenziertiefe (Anl. 5.3). Gemeinsam ergaben die beiden Habitate 15.259.957 Sequenzen,
was nach der taxonomischen Klassifizierung und der Entfernung der Singletons (n = 268) in
ca. 11,6 Mio. Sequenzen resultierte (76,9 = 9,0 %). Die Anzahl an erhaltenen Sequenzen lag
pro Probe und Kulturpflanze durchschnittlich bei 90.000. Die taxonomische Zuordnung fiel im
Winterraps mit 69 % geringer aus als bei den anderen Kulturpflanzen (jeweils ca. 80 %).
Getrennt nach den Habitaten konnten im Mittel ca. 75 £ 8 % der Sequenzen des wurzel-
beeinflussten Bodens und ca. 79 + 6 % der Rhizosphare taxonomisch zugeordnet werden.
Dennoch wies die Rhizosphére mit durchschnittlich 74.000 Sequenzen (ca. 48.000-105.000)
eine geringere Anzahl auf als der wurzelbeeinflusste Boden mit 107.000 Sequenzen (ca.
69.000-151.000). Letztlich konnten den Sequenzen 1826 pilzliche ASVs zugeordnet werden,
1597 ASVs im wurzelbeeinflussten Boden und 1482 ASVs in der Rhizosphare.
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3.2 Analyse pilzlicher Gemeinschaften von Winterweizen in den Untersuchungsjahren
2015 und 2018 mittels ITS1 - und ITS2-Region

3.2.1 Diversitat der pilzlichen Gemeinschaften (alpha - & beta-Diversitét)

Der Jahresvergleich der ASV-Vielfalt erbrachte eine hohere Diversitat in 2018 im Vergleich zu
2015 sowohl mittels ITS1 (299 +22 vs. 343 + 23, p <0,0001) als auch mittels ITS2
(338 + 30 vs. 380 * 29, p <0,0001), (Anl. 6.1). Dies traf firr beide Markerregionen ebenfalls auf
den Shannon-Index zu (3,7 £0,2vs.4,0+0,2; p<0,0001 (ITS1); 3,8+0,4vs.4,0£0,3;
p = 0,016 (ITS2)). Getrennt nach Untersuchungsjahr war die pilzliche ASV-Vielfalt in 2015
unter extensiver Dingung generell héher als unter intensiver Dingung (D: p = 0,031 (ITS1),
Abb. 7A; D: p=0,002 (ITS2), Abb. 8A; Anl. 6.2). Hinsichtlich des Shannon-Index ergaben
sich aber Unterschiede zwischen den ITS-Regionen (Abb. 7B, Abb. 8B). Wahrend mittels
ITS1 ebenfalls die pilzlichen Gemeinschaften der intensiven Varianten in WW2 am wenigsten
divers waren (V x D: p = 0,008), traf dies mittels ITS2 auf die der gepfligten verglichen mit den

konservierend bearbeiteten Boden zu (B: p = 0,013).
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Abb. 7: Einfluss der langfristigen landwirtschaftlichen MaRnahmen auf die pilzliche Diversitat in den
Untersuchungsjahren 2015 (A, B) und 2018 (C) anhand der ASV-Vielfalt (A, C) und des Shannon-
Index (B) mittels ITS1-Region. T-Tuk ey 6 s L ad d eDie andegeleremw Signéikanzniveaus
stellen die p-Werte der ANOVA (Haupteffekte) bzw. der paarweisen Vergleiche bei signifikanten
Wechselwirkungen zwischen den Faktoren dar: **** p <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05;
n.s. - nicht signifikant.
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In 2018 erhohte die konservierende Bodenbearbeitung verglichen mit der konventionellen die
ASV-Vielfalt in beiden Winterweizenfeldern (V x B: p = 0,049 (ITS1), Abb. 7C; B: p=0,014
(ITS2), Abb. 8C; Anl. 6.2), wenngleich fir WW1 mittels ITS2 keine statistische Auswertung
mdoglich war (Abb. 8C-a). Ahnlich zu 2015 waren die pilzlichen Gemeinschaften der extensiv
gedingten Varianten diverser als die der intensiven Varianten (V x D: p=0,011 (ITS1),
Abb. 7C-b; D: p <0,0001 (ITS2), Abb. 8C-b), allerdings nur in WW2. Beim Vergleich der vier
Behandlungsformen mittels t-test war nur anhand der ITS1-Region die pilzliche ASV-Vielfalt
der beiden intensiven Varianten (MP-Int, CT-Int) in WW1 hdher als in WW2. Der Shannon-
Index in 2018 zeigte anhand beider ITS-Regionen keine signifikante Beeinflussung durch die
landwirtschaftlichen MaRnahmen (p >0,05; Anl. 6.2).
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Abb. 8: Einfluss der langfristigen landwirtschaftlichen MaBhahmen auf die pilzliche Diversitat in den
Untersuchungsjahren 2015 (A, B) und 2018 (C) anhand der ASV-Vielfalt (A, C) und des Shannon-
Index (B) mittels ITS2-Region.T-Tu k ey 6 s L ad d é-rzweifdktorielle amswergung getrennt fir
WW?1 und WW2 (Vergleich von WW1 und WW?2 pro Behandlungsform mittels t-Test bzw. Wilcoxon-
Rangsummentest 1). # - keine Auswertung mdoglich. Die angegebenen Signifikanzniveaus stellen die p-
Werte der ANOVA (Haupteffekte) dar: **** p <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05; n.s. - nicht
signifikant.
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Bezogen auf die beta-Diversitat wies das Untersuchungsjahr unter den untersuchten Faktoren
anhand der PermANOVA-Ergebnisse beider ITS-Regionen (R?= 18 %, p <0,001 (ITS1);
R? = 27 %, p <0,001 (ITS2)) den starksten Einfluss auf die Zusammensetzung der pilzlichen
Gemeinschaften auf (Anl. 7.1). Die NMDS-Ordinationen je ITS-Region (Abb. 9) bestatigten
aufgrund der deutlichen Separation der Proben nach Jahr, vor allem mittels der ITS2-Region,
die PermANOVA-Ergebnisse. Auch die weiteren untersuchten Faktoren Vorfrucht, Boden-
bearbeitung und Dingungsintensitat zeigten einen signifikanten Einfluss auf die pilzlichen
Gemeinschaften, allerdings in geringerem Maf3e. Um diese besser einzuschatzen, erfolgte

eine Analyse getrennt nach Untersuchungsjahr (Tab. 2).
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Abb. 9: NMDS-Ordination der pilzlichen Gemeinschaften mittels ITS1- (A) und ITS2-Region (B) in den
Bdden von Winterweizen in den Jahren 2015 und 2018. Die Ellipsen beruhen auf einem
Konfidenzintervall von 95 % flr die beiden Untersuchungsjahre.

In 2015 hatte die Vorfrucht mit ca. 19 % (ITS1) bzw. 17 % (ITS2) erklarter Varianz (R?) den
grofldten Einfluss auf die pilzlichen Gemeinschaften (je p <0,0001), gefolgt von der Boden-
bearbeitung (R?=13 %; R?=15 %, je p <0,0001) und der Dingungsintensitat (R =7 %,
p <0,001; R?=6 %, p = 0,002, Tab. 2). In 2018 beeinflussten sowohl die Vorfrucht als auch
die Bodenbearbeitung mit jeweils ca. 15-18 % erklarter Varianz (je p <0,0001) die pilzliche
Gemeinschaft wiederum am starksten. Dabei wies die Bodenbearbeitung mittels ITS1 und

erneut die Vorfrucht mittels ITS2 den groéf3ten Einfluss auf. Die Interaktion aus Vorfrucht und
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Bodenbearbeitung erwies sich in beiden Untersuchungsjahren mittels beider ITS-Regionen
(p <0,001, p=0,002 (ITS1); je p=0,003 (ITS2)) ebenfalls als signifikanter Einflussfaktor.
Dagegen konnte ein signifikanter Einfluss der Interaktion aus Vorfrucht und Dingungs-
intensitat (p = 0,006 (ITS1); p = 0,014 (ITS2)) jeweils nur in 2015 ermittelt werden. Die NMDS-
Ordinationen pro ITS-Region und Jahr bestatigten ebenfalls die Ergebnisse der PermANOVA
und zeigten jeweils vier Cluster aufgrund des hohen Einflusses von Vorfrucht in Verbindung
mit der Bodenbearbeitung (Anl. 7.2).

Tab. 2: Einfluss der langfristigen landwirtschaftichen MaRnahmen Vorfrucht (V), Boden-
bearbeitung (B) und Diingungsintensitat (D) und deren Interaktionen auf die pilzlichen Gemeinschaften
in den Bdden von Winterweizen in den Jahren 2015 und 2018 mittels ITS1- und ITS2-Region.
Angegeben sind die F-Werte, die erklarten Varianzen (R?) sowie die p-Werte pro ITS-Region und Jahr
basierend auf der PermANOVA (Bray-Curtis-Koeffizient, 10.000 Permutationen).

Faktor ITS1 ITS2
2015 2018 2015 2018
F- R? p-Wert F- R? p-Wert F- R? p-Wert F- R? p-Wert
Wert Wert Wert Wert
\% 10,0 19,0 <0,0001 8,5 16,2 <0,0001 8,4 16,8 <0,0001 9,4 17,6 <0,0001
B 6,6 12,6 <0,0001 9,0 17,1 <0,0001 7,6 15,2 <0,0001 8,3 15,4 <0,0001
D 3,5 6,7 <0,001 4.4 8,3 <0,0001 2,9 5,8 0,002 4.9 9,1 <0,0001
V xB 34 6,6 <0,001 2,8 53 0,002 2,7 5,3 0,003 2,6 4.8 0,003
V xD 2,3 4.4 0,006 1,4 2,6 0,155 2,1 4,2 0,014 15 2,8 0,102
BxD 1,2 2,3 0,214 15 2,8 0,096 11 2,2 0,290 1,7 3,1 0,053
VxBxD 1,3 2,5 0,172 1,1 2,2 0,277 1,2 25 0,211 1,2 2,3 0,207
Residuen - 458 - - 455 - - 479 - - 448
Fazit 1

1 Das Untersuchungsjahr erwies sich mit beiden ITS-Regionen als einflussreichster
Faktor auf die pilzliche beta-Diversitat.

9 Unter den landwirtschaftlichen MaRBnahmen zeigten zudem in beiden Jahren jeweils
Vorfrucht und Bodenbearbeitung vor der Dingungsintensitat den grof3ten Einfluss.

1 Die pilzlichen Gemeinschaften waren mit beiden Markerregionen in 2018 diverser
als in 2015 (alpha-Diversitat).

1 Ebenso erhdhten in beiden Jahren vor allem die extensive Dingungsintensitat und

die konservierende Bodenbearbeitung deren Diversitat.

33



Ergebnisse

3.2.2 Zusammensetzung der pilzlichen Phyla

Zwischen den ITS-Regionen ergaben sich anhand der beiden Untersuchungsjahre teilweise
deutliche Unterschiede hinsichtlich der einzelnen Phyla. Allgemein zahiten vor allem die
Ascomycota (38,1-71,9 % (ITS1); 40,3-88,2 % (ITS2)) und die Mortierellomycota (15,5-55,6 %
(ITS1); 4,7-28,5 % (ITS2)) zu den abundantesten Phyla der pilzlichen Gemeinschaften in den
unterschiedlichen Behandlungsformen (Anl. 8.1-8.3). Auffallig war die bis zu 4-fach héhere
relative Abundanz der Mortierellomycota in 2015 mit ITS1 (39,6 £ 11,1 %) verglichen mit ITS2
(9,4 +4,3%, Abb. 10), wenngleich die Abundanzen in 2018 vergleichbar ausfielen
(24,3 +8,5% (ITS1); 24,8 + 4,8 % (ITS2); Anl. 8.2-8.3). Entsprechend kontrar war somit auch
der Jahreseffekt zwischen den Markerregionen mit einer Anreicherung in 2015 fur ITS1 und in
2018 fur ITS2 (je p <0,0001).
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Abb. 10: Einfluss der langfristigen landwirtschaftichen MalRnahmen auf die Mortierellomycota im
Untersuchungsjahr 2015 mittels ITS1- (A) und ITS2-Region (B). Die angegebenen Signifikanzniveaus
stellen die p-Werte der ANOVA (Haupteffekte) bzw. der paarweisen Vergleiche bei signifikanten
Wechselwirkungen zwischen den Faktoren dar: **** p <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05;
n.s. - nicht signifikant.

Das Phylum Mortierellomycota wurde hauptsachlich durch die einzelne Gattung Mortierella
reprasentiert. Dabei wurden zwar pro ITS-Region jeweils ca. 40 ASVs ermittelt, allerdings
waren davon etwa nur 70 % hinsichtlich der SH-Nummer identisch. Zudem konnte eine der
abundantesten ASVs der ITS1-Region (Mortierella horticula) nicht mit ITS2 identifiziert werden
und die abundanteste ASV der ITS2-Region (M. minutissima) kam mittels ITS1 wiederum nur
vereinzelt in den Behandlungsformen in geringer relativer Abundanz vor (<0,001 %). Weiterhin
bedingten sich die Mortierellomycota zusammen mit den Ascomycota und auch den
Basidiomycota (4,6-25,3 % (ITS1); 2,7-28,8 % (ITS2)) hinsichtlich ihrer relativen Abundanz
gegenseitig (Anl. 8.2-8.5). So erhohte in 2015 die konservierende Bodenbearbeitung (CT) im
Vergleich zur konventionellen (MP) die Mortierellomycota sowohl mittels ITS1 (35 + 10 % vs.
44 + 11 %, B: p=0,027; Abb. 10A, Anl. 8.4) als auch mit ITS2 (73 % vs. 11 +4 %, B:
p =0,028; Abb. 10B, Anl. 8.5). Entgegengesetzt dazu waren wiederum die Ascomycota,
ebenfalls mit ITS1 (57 £ 9 vs. 48 £ 10 %, B: p = 0,047; Abb. 11A) als auch ITS2 (87 £5 % vs.
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82 +5%, B: p=0,043; Abb. 11C), in den MP- gegenuber den CT-Varianten angereichert.
Zudem fuhrte speziell die extensive Dingung in WW1 zu einer erhdéhten Abundanz der Mortie-
rellomycota (V x D: p=0,008 (ITS1); Vx D: p=0,003 (ITS2); Abb. 10), wahrend die der
Ascomycota (V x D: p=0,031; Abb. 11A) und der Basidiomycota (V xD: p=0,003;

Anl. 8.6A), wenn auch nur mittels ITS1 statistisch signifikant, am geringsten ausfiel.
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Abb. 11: Einfluss der langfristigen landwirtschaftlichen MalRnhahmen (ANOVA) auf die Ascomycota in
den Untersuchungsjahren 2015 (A, C) und 2018 (B, D) mittels der ITS1-Region (A, B) und ITS2-
Region (C, D). Die angegebenen Signifikanzniveaus stellen die p-Werte der ANOVA (Haupteffekte)
bzw. der paarweisen Vergleiche bei signifikanten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren dar:
**rx pn <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05; n.s. - nicht signifikant.
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In 2018 wiesen die MP-Ext-Varianten den hdchsten Anteil an Ascomycota (B x D: p = 0,011,
Abb. 11D) und den geringsten Anteil an Basidiomycota (B x D: p = 0,028; Anl. 8.6C) jeweils
mittels ITS2 auf. Basierend auf der ITS1-Region traf dies aufgrund der Interaktionen zwischen
den landwirtschaftlichen MaRnahmen sowohl fir die Ascomycota (V x D: p = 0,045, B x D:
p = 0,036) als auch fir die Basidiomycota (V x D: p = 0,035, B x D: p = 0,028) nur in WW2 zu
(Abb. 11B, Anl. 8.6B). Die Mortierellomycota waren basierend auf der ITS1-Region im
spateren Untersuchungsjahr 2018 erneut unter konservierender Bodenbearbeitung (B:
p = 0,001) erhéht, allerdings nicht wie in 2015 in den extensiven Varianten von WW1 sondern
nach der Vorfrucht Winterraps in WW2 (V: p = 0,007) und in den intensiv gediingten Varianten
(D: p =0,007; Anl. 8.4). Mittels ITS2-Region ergaben sich keine signifikanten Unterschiede fur
dieses Phylum (p >0,05; Anl. 8.5). Beim Jahresvergleich konnte fir die Ascomycota zwar kein
signifikanter Unterschied mittels ITS1 (52,3 + 10,5 % vs. 55,7 + 11,6 %, p = 0,253), aber durch
die Anreicherung in 2015 fir ITS2 (84,5 5,2 % vs. 48,7 + 9,3 %, p <0,0001; Anl. 8.2-8.3)
nachgewiesen werden. Die Basidiomycota waren wiederum generell in 2018 erhdht
(p <0,0001 je ITS-Region).

Bezogen auf die weiteren Phyla traf dies ebenfalls auf die Chytridiomycota und Mucoromycota
zu (p <0,0001 je ITS-Region; Anl. 8.2-8.3). Die Chytridiomycota (0,1-2,3 % (ITS1); 0,2-2,9 %
(ITS2) zeigten hinsichtlich des Einflusses der Vorfrucht eine hohere relative Abundanz in
WW?2, allerdings in 2015 mittels ITS1 (V: p = 0,034) und in 2018 mittels ITS2 (V: p = 0,032),
(Anl. 8.4-8.5, 8.7). Die Mucoromycota (0,1-2,2 % (ITS1); 0,1-2,0 % (ITS2)) waren dagegen vor
allem in den CT-Varianten angereichert (Anl. 8.4-8.5, 8.11). In 2015 galt dies speziell in CT-
Int (VxBxD: p=0,005 (ITS1)) bzw. in WW2-CT-Int (V x B: p=0,031, BxD: p=0,004
(ITS2)). In 2018 war nur der Einfluss der Bodenbearbeitung (B: p = 0,003 (ITS2)) bzw. in
Kombination mit der Vorfrucht in WW1 (V: p = 0,007, B: p <0,0001 (ITS1)) signifikant. Die
zusammengefassten Phyla (Fungi, max. 1,3 %) zeigten nur in 2015 anhand von ITS1
statistisch signifikante Unterschiede und waren dabei in den extensiven gegentber den
intensiven Varianten von WW2 erhéht (B x D: p <0,0001; Anl. 8.4-8.5, 8.12). Bei den
Glomeromycota ging die deutlich geringere Anzahl an ASVs bzw. Taxa auf Gattungsebene
mittels der ITS1-Region gegentiber der ITS2-Region (56 vs. 132 ASVs bzw. 11 vs. 15 Taxa,
Anl. 8.9) mit weiteren auffallenden Unterschieden zwischen den ITS-Regionen einher (0,3-
2,3% (ITS1); 0,1-6,3 % (ITS2)). So war die mittlere, relative Abundanz in 2018 gegenuber
2015 anhand der ITS2 ca. um das 10-fache erhdht, mittels der ITS1-Region lediglich um das
1,5-fache. Dementsprechend unterschiedlich stark ausgepragt war auch der Jahresvergleich
(p=0,002 (ITS1); p<0,0001 (ITS2); Anl 8.2-8.3). Weiterhin betrugen die relativen
Abundanzen in den Behandlungsformen von 2018 mittels ITS2 gegeniber ITS1 teilweise das
Vierfache. Ubereinstimmend zwischen den beiden Markerregionen war dennoch der

Vorfruchteinfluss zu Gunsten von WW1 in den jeweiligen Untersuchungsjahren (V x D:
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p =0,031, V: p=0,008 (ITS1); V: p=0,009, V: p=0,001 (ITS2); Anl. 8.4-8.5, 8.8). Anhand
von ITS2 erhdhte zudem die extensive Dlngungsintensitat ebenfalls in beiden Jahren (2015:
p <0,001, 2018: p <0,0001) die relative Abundanz der Glomeromycota neben der
konservierenden Bodenbearbeitung in 2018 (B: p = 0,036). Mittels ITS1 ergab sich der positive

Einfluss der extensiven Dungung vorfruchtabhéngig wiederum nur fir WW2 in 2015.

Fazit 2

9 Die pilzlichen Gemeinschaften wurden vor allem durch die Asco-, Basidio- und
Mortierellomycota charakterisiert, wahrend Chytridio-, Glomero- und Mucoromycota
von geringerer Abundanz waren.

T Basidio-, Chytridio-, Glomero- und Mucoromycota waren ITS-unabhéngig in 2018
abundanter als in 2015.

1 ITS-abhéngige Unterschiede hinsichtlich des Jahreseffektes ergaben sich bei den
Asco- und Mortierellomycota.

1 Glomeromycota zeigten ein héheres Vorkommen nach der Vorfrucht Kérnermais

und bei extensiver Dlngung.
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3.2.3 Einfluss der landwirtschaftlichen MaRnahmen auf pilzliche Taxa in Abhangigkeit

der Untersuchungsjahre und ITS -Region

Die abundantesten Taxa in den beiden Winterweizenfeldern bezogen auf die identifizierten
Phyla konnten fast ausschlieBlich den Ascomycota (z. B. Apodus, Exophiala, Fusarium,
Gibberella, Mycosphaerella, Nectriaceae (unidentifiziert), Pleosporales (unidentifiziert),
Trichoderma, Trichocladium), den Basidiomycota (u. a. Coprinopsis, Coprinus, Minimedusa,
Solicoccozyma) und den Mortierellomycota (Mortierella) zugeordnet werden (Abb. 12). Mittels
der ITS2-Region galt dies ebenfalls fur Claroideoglomus als Vertreter der Glomeromycota
(Abb. 12B). Ahnlich wie bei Mortierella wurden die meisten dieser Gattungen durch diverse
ASVs reprasentiert. Wie bereits in Kapitel 3.2.2 beschrieben, unterschieden sich fir diese
Gattung die abundantesten ASVs zwischen den Markerregionen. Neben M. horticula (ITS1)
und M. minutissima (ITS2) zahlten aber weiterhin, jeweils oft mehrere ASVs wie M. gamsii,
M. alpina, M. elongata und M. antarctica dazu. Abundante Gattungen, die anhand der grof3ten
Ubereinstimmung dagegen mit nur einer ASV identisch zwischen beiden ITS-Regionen
nachgewiesen wurden, waren z. B. Apodus (A. deciduus), Trichocladium (T. opacum) und
Minimedusa (M. polyspora).

Insgesamt wurden fur beide Jahre und anhand beider ITS-Regionen 604 Taxa auf
Gattungsebene nachgewiesen, wobei 472 auf die ITS1-Region und 514 auf die ITS2-Region
entfielen. Ca. 63 % der Gattungen (382) wurden mit beiden ITS-Regionen bestimmt, ca. 15 %
(90) mittels ITS1 und ca. 22 % (132) mittels ITS2. Gattungen, welche nur mit einer der beiden
ITS-Regionen ermittelt wurden, zahlten vorwiegend zu den gering abundanten Gattungen
(< 2% relative Abundanz). Dies betraf u. a. Septoglomus (ITS1) sowie Diversispora und
Dominika (ITS2) als Vertreter der Glomeromycota (Anl. 8.9). Unter den abundanten
Gattungen (02 % relative Abundanz) wurden Chaetomium und Phialophora (beide

Ascomycota) nur mittels ITS2 nachgewiesen (Abb. 12B).
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Abb. 12: Balkendiagramme der abundantesten Gattungen in den Bdden von Winterweizen mittels
ITS1- (A) und ITS2-Region (B). Dargestellt sind Gattungen, die in mindestens einer der 16 Behand-
lungsformen (beide Winterweizen und Jahre) eine mittlere relative Abundanz von 02,0 % aufwiesen.
Gattungen, die in beiden ITS-Regionen in entsprechender Abundanz vertreten waren, sind jeweils mit
der gleichen Farbkombination dargestellit.
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Das Untersuchungsjahr und die Vorfrucht beeinflussten insgesamt 298 bzw. 226 aller 604
Taxa auf dem Gattungslevel (ca. 49 % bzw. 37 %), wobei 124 bzw. 96 eine mittlere relative
Abundanz von mindestens 0,1 % in Winterweizen 1 oder Winterweizen 2 mit mindestens einer
der beiden ITS-Regionen aufwiesen (Abb. 13, Anl. 9-10). Hinsichtlich der taxonomischen
Zuordnung waren dies allen voran Taxa der Ascomycota (75 bzw. 59), gefolgt von den
Basidiomycota (31 bzw. 24), Glomeromycota (8 bzw. 6), Mucoromycota (4 bzw. 2), Chytridio-
mycota (jeweils 3) sowie Olpidiomycota und Fungi (jeweils 1). Ein Taxon der Mortierellomycota
wurde zwar durch das Untersuchungsjahr, nicht aber durch die Vorfrucht signifikant
beeinflusst. Unabhangig vom Phylum wirkten sich beide Untersuchungsfaktoren und nicht nur
das Untersuchungsjahr oder die Vorfrucht im Einzelnen signifikant auf den tiberwiegenden Tell
der Taxa aus (Abb. 13, Anl. 9-10). Weiterhin erwiesen sich insgesamt 160 der 604 Taxa
(26 %) als Indikatoren, wobei 94 davon eine mittlere relative Abundanz von mindestens 0,1 %
in einer der acht Behandlungsformen mit wenigstens einer der beiden ITS-Regionen
aufwiesen (Abb. 14, Abb. 15). Die Anzahl an ermittelten Indikatoren war dabei mittels der
ITS2-Region in beiden Untersuchungsjahren mit jeweils 53 (56 %) hoher als im Vergleich zur
ITS1-Region (2015: 43 Taxa, 46 %; 2018: 35 Taxa, 37 %), (Anl. 11). Auch wenn die
Ergebnisse zwischen beiden ITS-Regionen nicht immer kongruent waren, ergaben sich zum

Grofteil dennoch vergleichbare Tendenzen fir die einzelnen Taxa.
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Abb. 13: Gattungen mit signifikanten Unterschieden hinsichtlich des Vorfruchteinflusses (edgeR,
FDR <0,05) basierend auf dem log»-fold change (log.FC) der relativen Abundanzen zwischen WW1 und
WW?2 pro Untersuchungsjahr mittels ITS1- (A) und ITS2-Region (B). Dargestellt sind Gattungen, welche
eine mittlere relative Abundanz 00,1 % in einem der beiden Winterweizenfelder in einem der beiden
Untersuchungsjahre mittels ITS1- oder ITS2-Region aufwiesen. # - Sequenzen dieser Gattungen in
WW?1 oder WW?2 nicht ermittelt (Anl. 10).
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Abb. 14: Pilzliche Indikatorgattungen (indicspecies) in den Behandlungsformen von Winterweizen in
2015 (A) und 2018 (B) unter Angabe der relativen Abundanzen, des jeweiligen Korrelationsindex und
des p-Wertes (korrigiert nach Benjamini-Hochberg, ** p <0,01; * p <0,05) mittels ITS1-Region. Blau
hinterlegte Zellen zeigen signifikant erhdhte relative Abundanzen an. In leeren Zellen wurden keine
Sequenzen dieses Taxons in der entsprechenden Behandlungsform ermittelt. Dargestellt sind die
Gattungen, welche mit einer der beiden ITS-Regionen und in einem der Untersuchungsjahre in
wenigstens einer Behandlungsform eine relative Abundanz von mindestens 0,1 % aufwiesen (unid. -

unidentified).
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Abb. 15: Pilzliche Indikatorgattungen (indicspecies) in den Behandlungsformen von Winterweizen in
2015 (A) und 2018 (B) unter Angabe der relativen Abundanzen, des jeweiligen Korrelationsindex und
des p-Wertes (korrigiert nach Benjamini-Hochberg, ** p <0,01; * p <0,05) mittels ITS2-Region. Blau
hinterlegte Zellen zeigen signifikant erhdhte relative Abundanzen an. In leeren Zellen wurden keine
Sequenzen dieses Taxons in der entsprechenden Behandlungsform ermittelt. Dargestellt sind die
Gattungen, welche mit einer der beiden ITS-Regionen und in einem der Untersuchungsjahre in
wenigstens einer Behandlungsform eine relative Abundanz von mindestens 0,1 % aufwiesen (unid. -
unidentified).

43



Ergebnisse

Die signifikant beeinflussten Ascomycota tendierten in beiden Winterweizen mittels ITS1-
Region jeweils etwa zur Halfte zu einem der beiden Untersuchungsjahre (2015: 50-53 %,
2018: 47-50 %), wahrend mittels ITS2 dagegen etwa Zweidrittel dieses Phylums eine starkere
Praferenz zu 2015 (WW1: 65 %, WW2: 70 %) gegeniber 2018 (WW1: 35 %, WW2: 30 %)
aufwiesen, was mit den Ergebnissen auf Phylumebene einherging (vgl. Kapitel 3.2.2). In 2015
wurde jeweils etwa die Halfte der vorfruchtabhdngigen Taxa der Ascomycota mit beiden
Markerregionen in WW1 bzw. WW?2 ermittelt (ITS1: 48-52 %, ITS2: 45-55 %), wahrend in 2018
mit jeweils ca. 60 % ein groRRerer Anteil zu WWL1 tendierte. Unter den Ascomycota wurden
insgesamt 55 Indikatortaxa mittels beider ITS-Regionen ermittelt (auch hier mehr mit ITS2 als
mit ITS1), die sich in allen untersuchten Behandlungsformen verteilten (Anl. 11). Davon waren
die meisten in 2015 mittels ITS1 in den CT-Int-Varianten vertreten (32 %) bzw. mit ITS2
generell in den CT-Varianten (28-48 %). In 2018 wurde wiederum die Mehrheit der Indikatoren
vor allem in den intensiven (ITS1) bzw. in den Varianten von WW2 (ITS2) nachgewiesen.
Durch das Untersuchungsjahr wurden die Taxa Gibellulopsis und Trichocladium signifikant
beeinflusst und waren generell, d. h. in beiden Winterweizen und mittels beider Marker-
regionen, sowie im Wesentlichen auch Didymella, Pseudogymnoascus, Stachybotrys (ITS2)
und Tetracladium (ITS2) in 2015 gegentiber 2018 erhdht (Anl. 9). In 2018 verglichen mit 2015
traf dies auf Pezizales (unidentifiziert) sowie vorrangig auf Cladorrhinum, Exophiala und
Pezizaceae (aunidentifiziert, ITS1) zu. Als Indikatorgattung war Gibellulopsis zudem in beiden
Jahren vor allem in den Behandlungsformen unter intensiver Dlingungsintensitat erhdht, was
in 2018 auch fur Stachybotrys (ITS1) galt (Abb. 14, Abb. 15). Trotz des Jahreseinflusses zu
Gunsten von 2015 wurden Trichocladium (CT, ITS2) und Pseudogymnoascus (WW1-MP)
hauptséchlich in 2018 als Indikatortaxa ermittelt (Abb. 14, Abb. 15).

Aufgrund der signifikanten Beeinflussung durch die Vorfrucht wies Pyrenochaetopsis eine
Praferenz fir Winterweizen 1 nach Kérnermais bzw. Chaetomium (ITS2) und Verticillium eine
fur Winterweizen 2 nach Winterraps in beiden Untersuchungsjahren auf (Abb. 13, Anl. 10).
Der jeweilige Vorfruchteffekt bestatigte sich in Verbindung mit der konservierenden Boden-
bearbeitung fiir Pyrenochaetopsis in 2015 (WW1-CT) sowie unter zusétzlichem Einfluss der
intensiven Dungungsintensitat fur Verticillium (WW2-CT-Int) in beiden Untersuchungsjahren
(Abb. 14, Abb. 15). Auch Chaetomium (nur ITS2) war 2015 speziell in der Behandlungsform
WW?2-CT-Int als Indikator erhoht, in 2018 dagegen generell in den Varianten von Winter-
weizen 2 (Abb. 15).

Die folgenden Taxa waren sowohl von einer Beeinflussung durch das Untersuchungsjahr als
auch durch die Vorfrucht gekennzeichnet (Abb. 13, Anl. 9-10). Jeweils in 2015 im Vergleich
zu 2018 abundanter zeigten Nigrospora bzw. Neoascochyta und Plectosphaerella zudem in
beiden Jahren eine Anreicherung bzgl. der Vorfrucht in Winterweizen 1 bzw. in Winter-

weizen 2. Zumindest in 2018 konnte Nigrospora in der Behandlungsform WW1-MP-Int (ITS1)
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als Indikator ermittelt werden (Abb. 14B). Weiterhin erwies sich Neoascochyta in 2015 unter
der pfligenden Bodenbearbeitung als Indikator (WW2-MP, Abb. 14A, Abb. 15A). Fir
Plectosphaerella traf dies in 2015 dagegen auf die konservierende Bodenbearbeitung zu
(Abb. 15A), wahrend sich in 2018 der Vorfruchteffekt fir Winterweizen 2 durch die
Anreicherung in dessen Behandlungsformen bestatigte (Abb. 14B, Abb. 15B).

Fur einige Taxa ergab sich ein Jahreseinfluss in Kombination mit der Praferenz zu einer der
beiden Vorfriichte ausschlie3lich im gleichen Jahr, auch wenn dies nicht immer in beiden
Winterweizen bzw. mit beiden ITS-Regionen signifikant ausfiel (Abb. 13, Anl. 9-10). In 2015
galt dies bezogen auf Winterweizen 1 nach Kdrnermais fir Nectria, Pyrenophora und
Trichoderma und in Bezug auf Winterweizen 2 nach Winterraps fir Chrysosporium,
Leotiomycetes (unidentifiziert), Leptosphaeriaceae (unidentifiziert) und Phaeosphaeria. Durch
die identische ASV mit der hochsten Ubereinstimmung anhand beider Markerregionen wurde
mit Pyrenophora der Erreger der Blattfleckenkrankheit (P. tritici-repentis) nachgewiesen. Die
Anreicherung in 2018 traf wiederum auf Pleosporaceae (unidentifiziert), Setophoma (ITS2)
und Xylaria in Winterweizen 1 bzw. auf Penicillium (ITS1) in Winterweizen 2 zu.

Weiterhin waren einige Taxa einschlie3lich Alternaria und Epicoccum, hinsichtlich des
Jahreseffektes in 2015 oder wie Articulospora, Lasiosphaeriaceae (unidentifiziert), Mono-
graphella, Mycosphaerella, Oculimacula, Ophiosphaerella, Peziza, Stemphylium auch unter
Beteiligung der Vorfrucht Winterraps im Winterweizen 2 von 2015 erhoht. Interessanterweise
wiesen diese Taxa kontrar dazu in 2018 eine Assoziation zum Winterweizen 1 auf, die
entweder aus dem Jahreseinfluss verglichen zu 2015 und/oder dem Vorfruchteinfluss
gegenliber Winterweizen 2 resultierte (Anl. 9-10). Dies ging vor allem in 2018 mit einer
signifikanten Anreicherung in einzelnen Behandlungsformen von Articulospora (WW1-CT-Int),
Epicoccum (WW1, ITS1) und Lasiosphaeriaceae (unidentifiziert, (WW1-MP, ITS2)) einher
(Abb. 14B, Abb. 15B), wahrend Monographella dagegen nur in 2015 im Winterweizen 2
(WW2-Int, ITS2) als Indikatorgattung signifikant war (Abb. 15A). Diese Gattung sowie
Oculimacula wurden anhand ihrer abundantesten oder einzigen ASV mit der héchsten
Ubereinstimmung als Monographella nivalis (Erreger des Schneeschimmels) bzw. als
Oculimacula yallundae (Erreger der Halmbruchkrankheit) charakterisiert. Die Gattung
Mycosphaerella, deren Vertreter M. tassiana ein bedeutsamer Schwarzepilz ist, wurde
basierend auf einer ASV mit der hochsten Ahnlichkeit als solcher nachgewiesen. Dies galt
ebenso fur die fiur Schwéarzepilze bekannten Gattungen Epicoccum (E. nigrum) und
Stemphylium (Stemphylium sp.), wobei dies bei Epicoccum nur mittels ITS1 auf die
abundanteste ASV zutraf. Obwohl Alternaria mit beiden ITS-Regionen u. a. durch die ASVs
mit der hochsten Ahnlichkeit zu A. betae-kenyensis und A. metachromatica reprasentiert
wurde, erwies sich erstere mittels ITS1 und eher beide mittels ITS2 am abundantesten.

Ohne signifikanten Einfluss des Untersuchungsjahres oder der Vorfrucht waren weiterhin,
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ausschlie3lich anhand der ITS2-Region, Bionectriaceae (unidentifiziert), Fusarium und
Sordariomycetes (unidentifiziert) als Indikatoren vor allem in den CT-Varianten erhoht
(Abb. 15). Dabei unterschieden sich zwischen den Markerregionen die abundantesten ASVs
der Gattung Fusarium, die anhand der hochsten Ubereinstimmung u. a. als F. acutatum,
F. solani, F. pseudensiforme (ITS1) bzw. Fusarium sp., F. concentricum, F. asiaticum und
ebenfalls F. solani (ITS2) nachgewiesen wurden.

Mit nur einer der beiden ITS-Regionen und dabei auch nur in einem Jahr bzw. nur in einem
der Winterweizen wurden ebenfalls Taxa beeinflusst (z. B. Acremonium, Colletotrichum,
Clonostachys, Metacordyceps, Metarhizium, Pleosporales (unidentifiziert)), was eine genaue
Einschatzung des jeweiligen Faktors jedoch erschwerte. Kontrare Ergebnisse zwischen den
beiden ITS-Regionen wurden auf3erdem fir einige Taxa hinsichtlich des Jahreseinflusses
(Candida, Darksidea), des Vorfruchteinflusses (Apodus, Gibberella, Dothideomycetes
(unidentifiziert)) oder bei beiden Faktoren (Microdochium) festgestellt, so dass sich damit
verbunden Unterschiede als Indikatortaxa ergaben. Dementsprechend konnte fiir Acremonium
bzgl. dessen Anreicherung kein genaues Ergebnis festgestellt werden, da diese zwischen den
Markerregionen und Jahren nicht einheitlich ausfielen (Abb. 14, Abb. 15). Repréasentiert
wurde Acremonium dabei anhand der ITS1-Region vor allem durch eine ASV mit der hdchsten
Ubereinstimmung zu A. furcatum und mittels ITS2 durch mehrere ASVs (u. a. A. rutilum,
A. persicinum). Bei Clonostachys ergaben sich fiur 2015 ebenfalls widersprichliche
Ergebnisse zwischen den ITS-Regionen (ITS1: WW2-CT, ITS2: WW1-MP, Abb. 14A,
Abb. 15A). Apodus wurde ebenfalls nicht einheitlich mittels ITS1 in den MP-Varianten von
2018 und mittels ITS2 in den CT-Varianten von WW1 in 2015 als Indikator ermittelt (Abb. 14B,
Abb. 15A), obwohl die identifizierte ASV mit der hochsten Ahnlichkeit (A. deciduus) sogar
identisch zwischen beiden Markerregionen war. Zudem fiel die relative Abundanz mittels ITS1
(0,2-7,9 %) deutlich héher aus als mit ITS2 (<0,1-2,4 %). Auch bei Gibberella unterschieden
sich die Ergebnisse beider Markerregionen, zeigten aber dennoch eine Tendenz zu den CT-
Varianten (Abb. 14A, Abb. 15). Obwohl mit beiden ITS-Regionen u. a. die ASVs mit der
hochsten Ahnlichkeit zu Gibberella zeae und Gibberella tricincta nachgewiesen wurden, war
erstere die abundanteste mittels ITS1 und letztere mittels ITS2. Beide stellen jedoch als
Hauptfruchtformen von Fusarium graminearum bzw. Fusarium tricinctum Verursacher der

Fusariosen dar.

Der Grol3teil der vom Untersuchungsjahr signifikant beeinflussten Taxa der Basidiomycota war
in beiden Winterweizen mittels beider Markerregionen in 2018 (ITS1: 63-76 %, ITS2: 74-91 %)
gegenlber 2015 (ITS1: 24-37 %, ITS2: 9-26 %) erhtht. Unter den Basidiomycota tendierte
2015 der Uberwiegende Teil bzgl. des Vorfruchteinfluss zu WW2, wobei der Anteil mit ITS2
(83 %) verglichen mit ITS1 (56 %) deutlich hdher ausfiel. In 2018 waren dagegen mehr Taxa

in WW1 mit vergleichbaren Anteilen zwischen den ITS-Regionen (61-64 %) nachzuweisen.
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Der Einfluss des Untersuchungsjahres fiihrte zu einer erhéhten relativen Abundanz von
Vishniacozyma in 2015 gegeniuber 2018, was weitestgehend auch fir Filobasidium zutraf
(Anl. 9). Gattungen wie Minimedusa, Psathyrella, Solicoccozyma (ITS2) fielen dagegen im
spateren Untersuchungsjahr 2018 abundanter aus. Fur Ceratobasidiaceae (unidentifiziert)
konnte dieser Jahreseffekt nur im Winterweizen 1 ermittelt werden. Damit einhergehend
erwiesen sich Filobasidium im Untersuchungsjahr 2015 in der Behandlungsform WW2-MP-Ext
(Abb. 14A, Abb. 15A) und Solicoccozyma im Untersuchungsjahr 2018 in den CT-Varianten
als Indikatoren (Abb. 15B). Auch in 2018 wurde Filobasidium als solcher ermittelt, allerdings
ahnlich wie Solicoccozyma signifikant erhéht unter konservierender Bodenbearbeitung (CT-
Ext, ITS2, Abb. 15B). Letztere wurde vorrangig durch eine ASV mit der héchsten Ahnlichkeit
zu S. aeria reprasentiert. Obwohl Psathyrella in 2018 abundanter war, konnte diese Gattung
im Jahr 2015 in der Behandlungsform WW2-CT-Ext als Indikator ermittelt werden (Abb. 14A,
Abb. 15A).

Ahnlich wie bereits fir die Ascomycota beschrieben, wiesen auch diverse Taxa der
Basidiomycota eine von Untersuchungsjahr und Vorfrucht bedingte Beeinflussung auf
(Abb. 13, Anl. 9-10). So waren Tausonia (ITS2) sowie Ustilago im Untersuchungsjahr 2018
abundanter und zeigten ausschlief3lich im selben Untersuchungsjahr einen Vorfruchteinfluss
zu Gunsten von Winterweizen 1 verglichen zu Winterweizen 2. Der Vorfruchteinfluss von
Tausonia konnte als Indikator fiir 2018 zwar nicht bestatigt werden, allerdings zeigte sich dies
in 2015 durch die Anreicherung in der CT-Int-Variante des Winterweizen 1 (Abb. 14A,
Abb. 15A). Ahnliches galt fur Ustilago, welche sich in beiden Jahren in den CT-Varianten vor
allem von WW1 als Indikator erwies (Abb. 14, Abb. 15), wenngleich das Ergebnis fiir 2015
zwischen den ITS-Regionen nicht einheitlich ausfiel. Tausonia und Ustilago wurden basierend
auf der alleinigen bzw. der abundantesten ASV mit jeweils der héchsten Ahnlichkeit als
T. pullulans bzw. U. maydis (Maispathogen) ermittelt.

Kontrare Ergebnisse hinsichtlich des Vorfruchteinflusses in Abhangigkeit des Jahres wies z. B.
die Gattung Coprinopsis auf, welche im Jahr 2015 in Winterweizen 1 gegentber Winter-
weizen 2 abundanter vertreten war, in 2018 aber in Winterweizen 2 (Abb. 13, Anl. 9-10). Eine
gegensatzliche Einflussnahme und damit die Anreicherung zu Gunsten von Winterweizen 2 in
2015 und von Winterweizen 1 in 2018 wurde dagegen fur Coprinellus und Cantharellales (fam.
Incertae sedis unidentifiziert, unidentifiziert (ITS2)) beobachtet. Weiterhin ist zu erwahnen,
dass trotz widersprichlicher Ergebnisse zwischen den Markerregionen bzgl. des
Jahreseinflusses fir Cystofilobasidium (Anl. 9), die Anreicherung als Indikator in 2015 (WW2-
Ext) und in 2018 (vor allem in den extensiven Varianten) zwischen ITS1 und ITS2 identisch
ausfiel (Abb. 14, Abb. 15).

Im Vergleich zu den Asco- und Basidiomycota waren die ermittelten Taxa der Chytridio-,

Glomero- und Mucoromycota dagegen phylumuibergreifend in 2018 gegeniber 2015 erhdht
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(Anl. 9) und auch der Anteil der ermittelten Indikatortaxa in den Behandlungsformen zwischen
den ITS-Regionen und den Untersuchungsjahren fiel fur die Chytridio- und Mucoromycota
einheitlicher aus (Anl. 11). Allerdings konnte fur keinen Vertreter der Glomero-, Chytridio- und
Mucoromycota ein Vorfruchteffekt ermittelt werden, der mit beiden ITS-Regionen und in beiden
Jahren signifikant ausfiel (Anl. 10).

Die meisten Indikatortaxa der Glomeromycota wurden 2015 in Abhéngigkeit der ITS-Regionen
in WW1-MP-Int (ITS1: 54 %) bzw. WW1-MP-Ext (ITS2: 83 %) ermittelt, in 2018 vorwiegend in
den extensiven Varianten von WW1 (ca. 60 %, Anl. 11). Weiterhin ergaben sich bei diesem
Phylum vor allem bei den einzelnen Taxa in Bezug auf den Jahreseffekt Unterschiede
zwischen den ITS-Regionen (Anl. 9). Mit beiden Markerregionen wurde zwar eine signifikante
Anreicherung in 2018 gegenuber dem friheren Untersuchungsjahr ermittelt, welche fir die
entsprechenden Taxa mittels ITS2 auch in beiden Winterweizen (aufer Paraglomerales
(unidentifiziert)) nachgewiesen wurde. Basierend auf der ITS1-Region traf dies jedoch nur auf
Ambispora zu, wahrend der Jahreseinfluss fir Claroideoglomeraceae (unidentifiziert) nur in
WW1, fir Claroideoglomus und Glomus nur in WW2 und fur Funneliformis, Paraglomerales
(unidentifiziert) und Paraglomus in keinem der Winterweizen gezeigt werden konnte. Des
Weiteren erwies sich der Jahreseffekt zu Gunsten von 2015 fur Winterweizen 1 mittels ITS1
des Taxons Glomeraceae (unidentifiziert) als widersprichlich. Dagegen erbrachte der Einfluss
der Vorfrucht wiederum vergleichbare Ergebnisse zwischen den Markerregionen (Abb. 13,
Anl. 10). Eine Praferenz zu Winterweizen 1 gegeniber Winterweizen 2 trat vor allem bei den
Taxa Ambispora, Claroideoglomus und Paraglomerales (unidentifiziert) auf, die sich bei
Glomus und Glomeraceae (unidentifiziert) nur in 2015 bzw. bei Paraglomus nur in 2018
jahresabhéngig auswirkte. Ohne signifikante Beeinflussung durch diesen Faktor in beiden
Untersuchungsjahren blieb alleinig Funneliformis. Neben der Vorfrucht erhéhte weiterhin vor
allem die intensive Dlngungsintensitat die relative Abundanz von Ambispora (WW1-Int), fur
Paraglomerales (unidentifiziert, ITS1) und Paraglomus auch in Verbindung mit der konven-
tionellen Bodenbearbeitung (WW1-MP-Int), (Abb. 14, Abb. 15). Unter extensiver Dingungs-
intensitat war dies im Winterweizen 1 fir Claroideoglomus, Rhizophagus und Funneliformis
(ITS2) zu beobachten und fur Letzteren sogar in beiden Winterweizen in 2018. Unterschiede
zwischen beiden ITS-Regionen bzgl. der Indikatorgattung Glomus ergaben sich in 2015 (ITS1:
WW1-CT, ITS2: WW1-MP-Ext) als auch in 2018 (ITS1: CT-Varianten, ITS2: WW1-Ext).

In Bezug auf die Chytridiomycota betraf der signifikante Jahreseffekt mit hdheren relativen
Abundanzen in 2018 nahezu alle Gattungen des Phylums (Anl. 9). Weniger eindeutig waren
die Ergebnisse bzgl. der Vorfrucht (Abb. 13, Anl. 10), allerdings reicherte sich in Uberein-
stimmung mit dem Vorfruchteinfluss Rhizophlyctis, nachgewiesen jeweils durch mehrere ASVs
anhand der ITS-Regionen aber ausschlieBlich mit der hdchsten Ahnlichkeit gegeniiber

R. rosea, allgemein in den Behandlungsformen von Winterweizen 2 an (Abb. 14A, Abb. 15).
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Unter den Mucoromycota waren Gattungen wie Rhizopus sowie Uberwiegend auch
Actinomucor und Mucor (ITS2) durch den Jahreseinfluss in 2018 verglichen mit 2015 erhdht
(Anl. 9). Der Einfluss der Vorfrucht Winterraps bewirkte in 2015 bei Actinomucor eine
Praferenz zu Gunsten von Winterweizen 2 (Abb. 13, Anl. 10). Als Indikatortaxa waren die
Vertreter der Mucoromycota wie Rhizopus vor allem in den konservierend bearbeiteten Béden
(CT) abundant (Abb. 14A, Abb. 15, Anl. 11), wobei dies fir die anderen Taxa jahresabhéangig
(Mucor in 2015) bzw. vorfruchtabhédngig (Actinomucor in Winterweizen 2) zutraf. Die
Mucoromycota wurden dabei je nach Gattung anhand der abundantesten ASV(s) mit der
hochsten Ahnlichkeit durch Actinomucor elegans, Actinomucor sp. (ITS2), Mucor hiemalis und

Rhizopus arrhizus charakterisiert.

Die Olpidiomycota (Olpidium) wurden &hnlich wie die Mortierellomycota (Mortierella) nur durch
eine Gattung reprasentiert (Anl. 9-10). Wie bereits auf Phylumebene ergaben sich fir
Mortierella zwischen den beiden Markerregionen widerspriichliche Ergebnisse bzgl. des
Jahreseinflusses mit signifikanter Anreicherung in 2015 mittels ITS1 und in 2018 mittels ITS2,
was ebenfalls fur Olpidium ermittelt wurde. Letztere wurde dabei durch zwei ASVs mit jeweils
der groRten Ubereinstimmung zu O. brassicae charakterisiert. Zusatzlich und nur mit ITS1
wurde Mortierella im Untersuchungsjahr 2018 als Indikator der CT-Varianten von
Winterweizen 2 ermittelt (Abb. 14B).

Fazit 3

9 Pilzliche Gattungen/Taxa wurden oft durch mehrere der untersuchten Faktoren Jahr,
Vorfrucht, Bodenbearbeitung und Dingungsintensitat beeinflusst.
Diverse Pilze wiesen einen jahresabhangigen Effekt der Vorfrucht auf.
(potentielle) Pathogene (Oculimacula, Monographella, Pyrenophora) und
Schwarzepilze (Mycosphaerella, Epicoccum, Stemphylium) waren 2015 gegeniber
2018 abundanter.

1 Teilweise ergaben sich anhand der beiden ITS-Regionen gegensatzliche Aussagen
zu den Einflussfaktoren (u. a. Acremonium, Apodus, Clonostachys, Gibberella).

91 Fusarium und Gibberella zeigten sich jahresunabhéngig in CT erhdht (nur ITS2).
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3.3 Analyse pilzlicher Gemeinschaften  von Winterweizen in 2019 mittels der ITS2 -

Region unter Bericksichtigung von Kérnermais und Winterraps als Vorfriichte

3.3.1 Diversitét der pilzlichen Gemeinschafteni ~m wurzelbeeinflussten Boden und in
der Rhizosphéare (alpha- und beta -Diversitét)

Der wurzelbeeinflusste Boden des Winterweizens wies mittels ASV-Vielfalt (407 £ 26 vs.
374 £ 38, p <0,001) als auch mittels Shannon-Index (4,3 + 0,1 vs. 3,5 + 0,5; p <0,0001) eine
hohere pilzliche Diversitat als die Rhizosphére auf (Anl. 12.1). Dies galt ebenso fur Kdrnermais
(p <0,0001-0,007) und fur Winterraps (je p <0,0001; Anl. 12.2). Getrennt nach Habitat erhdhte
die konservierende Bodenbearbeitung im Vergleich zum Pflug die ASV-Vielfalt (425 + 23 vs.
444 + 30, B: p<0,001) des wurzelbeeinflussten Bodens von Winterweizen (Abb. 16A,
Anl. 12.3). Zusatzlich waren die extensiven Varianten diverser als die intensiven, vor allem die
extensiven in WW1 gegeniiber denen in WW2 (V x D: p = 0,042). Mittels Shannon-Index wies
die CT-Int-Variante aus WW2 im Vergleich mit der aus WWL1 (t-Test: p <0,001) sowie innerhalb
von WW2 die geringste Diversitat auf (B x D: p = 0,030; Anl. 12.3-12.4).

A)
650 1 - MPvs. CT *
600 1 n.s.
_ 5501 :
< 5001
% 450- == -
£ 4001 E @
> 3501
< 300
250
200 n=8
Int  Ext Int  Ext
WW1 Ww2
Behandlungsformen
B) a) b) c)
650 1 650 1 650 1
600 600 600
— 5501 550 550
é 500 - . 5001 500
T 4501 4501 4501
E 400 1 % 400 # 400 é
> 350 350+ % 350 ?
< 300+ 300 300 4 .
250 250 250 1
200 1 n=16 200+ n=16 200 n=16
WW1 WW2 MP  CT Int Ext
Behandlungsformen Behandlungsformen Behandlungsformen

Abb. 16: Einfluss der langfristigen landwirtschaftlichen Malinahmen auf die pilzliche Diversitat anhand
der ASV-Vielfalt im wurzelbeeinflussten Boden (A, WB) und in der Rhizosphéare (B, RH) von
Winterweizen in 2019. Die angegebenen Signifikanzniveaus stellen die p-Werte der ANOVA
(Haupteffekte) bzw. der paarweisen Vergleiche bei signifikanten Wechselwirkungen zwischen den
Faktoren dar: **** p <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05; n.s. - nicht signifikant.
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In der Rhizosphare erhthten die Vorfrucht Winterraps von WW2 (V: p =0,024), die
konservierende Bodenbearbeitung (B: p <0,001) sowie die extensive Diingung (D: p <0,001)
im Vergleich zu WW1, MP und der intensiven DUngung die pilzliche ASV-Vielfalt (Abb. 16B,
Anl. 12.3). Der Einfluss von Vorfrucht (V: p = 0,010) und Bodenbearbeitung (B: p <0,0001)
wurde mittels Shannon-Index bestatigt (Anl. 12.3-12.4).

Die extensive DiUngungsintensitat fuhrte auch im wurzelbeeinflussten Boden von Kérnermais
(D: p <0,001) und Winterraps (D: p = 0,031) sowie in der Maisrhizosphére (D: p = 0,045) zu
einer hoheren Diversitat als in den intensiven Varianten (Anl. 12.3, 12.5). Der wurzelbe-
einflusste Boden der CT-Varianten von Kérnermais war zudem ebenfalls diverser als die MP-
Varianten (B: p = 0,039). Der Shannon-Index erbrachte in beiden Habitaten allerdings weder

fur Kérnermais noch fur Winterraps signifikante Unterschiede (p >0,05).

Hinsichtlich der beta-Diversitat erwiesen sich das Habitat (R? = 28 %, p <0,0001) sowie die
Kulturpflanze (R?=17 %, p <0,0001) als die groRten Einflussfaktoren auf die pilzlichen
Gemeinschaften, gefolgt von der Bodenbearbeitung (R? = 10 %, p <0,0001) und der Din-
gungsintensitat (R? = 4 %, p <0,0001) in geringerem MafRe (Anl. 13.1). Weiterhin wurden die
Interaktionen zwischen Kulturpflanze und Bodenbearbeitung sowie zwischen Kulturpflanze
und Habitat ebenfalls als signifikante Einflussfaktoren ermittelt und zeigten jeweils einen
grolBeren Einfluss als der Hauptfaktor Dingungsintensitat. Die Unterschiede der pilzlichen
Gemeinschaften bestatigten sich mittels NMDS und sind anhand der Separation der Proben

in wurzelbeeinflussten Boden und Rhizosphére erkennbar (Abb. 17).

C]we () RH
0,002 -
@ WWI-MP-int @ Mais-MP-Int
O WW1I-MP-Ext @ Mais-MP-Ext
~ @ WwWICT-int @ Mais-CT-Int
@ 0,000 @ WWI-CT-Ext @ Mais-CT-Ext
= @ WW2-MP-Int @ Raps-MP-Int
O WWwW2-MP-Ext © Raps-MP-Ext
-0,002+ @ Ww2CT-int @ Raps-CT-Int
@ WW2-CT-Ext @ Raps-CT-Ext
-0,004 -
Stress = 0,17 ©
-0,0025 0,0000 0,0025 0,0050
NMDS1

Abb. 17: NMDS-Ordination der pilzlichen Gemeinschaften von Winterweizen, Kdrnermais und
Winterraps in den Habitaten wurzelbeeinflusster Boden (WB) und Rhizosphare (RH). Die Ellipsen
beruhen auf einem Konfidenzintervall von 95 %.
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Die Analysen getrennt nach Kulturpflanze verdeutlichen jeweils den grol3en Einfluss des
Habitats auf die pilzlichen Gemeinschaften mit erklarten Varianzen zwischen 30 % flr
Kdrnermais und jeweils fast 40 % fur Winterweizen und Winterraps (Anl. 13.2-13.3). Sowohl
im wurzelbeeinflussten Boden als auch in der Rhizosphare jeder Kulturpflanze war der Einfluss
der Bodenbearbeitung mit einer erklarten Varianz von 22-39 % am grof3ten (je p <0,0001),
gefolgt von der DUngungsintensitét in geringerem Mal3e mit einer erklarten Varianz zwischen
10-15 % (p <0,0001-0,011, Tab. 3). Nur in der Rhizosphare von Winterweizen beeinflusste die
Interaktion aus Bodenbearbeitung und Dilngungsintensitat die pilzlichen Gemeinschaften
signifikant (p = 0,038, Tab. 3B). Der Einfluss der Vorfrucht bzgl. Winterweizen war zudem in
beiden Habitaten signifikant (R? = 15-17 %, je p <0,0001) und fiel zudem groRer aus als der
Einfluss der Diingungsintensitat. Weiterhin erwiesen sich die Interaktionen aus Vorfrucht mit
der Bodenbearbeitung bzw. mit der Dungungsintensitét als signifikant (p <0,001-0,027). Der
Einfluss der untersuchten Faktoren war im Einzelnen ebenfalls anhand der entsprechenden
NMDS-Ordinationen erkennbar (Anl. 13.4).

Tab. 3: Einfluss der langfristigen landwirtschaftlichen MaRnahmen  Vorfrucht  (V),
Bodenbearbeitung (B) und Diingungsintensitat (D) sowie deren Interaktionen auf die pilzlichen
Gemeinschaften im wurzelbeeinflussten Boden (A) und in der Rhizosphare (B) in Abhangigkeit der
Kulturpflanzen Winterweizen, Kérnermais und Winterraps in 2019. Angegeben sind die F-Werte, die
erklarten Varianzen (R?) sowie die p-Werte pro Habitat der PermANOVA (Bray-Curtis-Koeffizient,
10.000 Permutationen).

A)
Faktor Wurzelbeeinflusster Boden
Winterweizen Kdrnermais Winterraps
F-Wert R? p-Wert F-Wert R? p-Wert F-Wert R? p-Wert
\ 98 151 <0,0001 - - - - - -
B 15,6 24,1 <0,0001 11,6 38,7 <0,0001 74 31,6 <0,0001
D 6,6 10,1 <0,0001 46 154 0,002 2,7 117 0,011
V xB 3,4 5,2 0,001 - - - - - -
V x D 2,1 3,3 0,027 - - - - - -
B xD 1,8 2,8 0,056 1,8 5,9 0,124 1,2 53 0,222
V xBxD 15 2,4 0,114 - - - - - -
Residuen - 37,0 - - 40,0 - - 514 -
B)
Faktor Rhizosphéare
Winterweizen Kdrnermais Winterraps
F-Wert R? p-Wert F-Wert R? p-Wert F-Wert R? p-Wert

\Y 114 17,0 <0,0001 - - - - - -
B 146 21,8 <0,0001 83 324 <0,0001 6,2 27,7 <0,0001
D 6,4 9,5 <0,0001 38 148 0,004 27 118 0,011
V x B 4,4 6,5 <0,001 - - - - - -
VxD 2,6 3,9 0,009 - - - - - -
BxD 2,0 3,0 0,038 15 5,7 0,169 1,6 7,2 0,094
VxBxD 1,5 2,3 0,126 - - - - - -
Residuen - 35,9 - - 47,1 - - 53,3 -
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Fazit 4

1 Das Habitat beeinflusste die pilzlichen Gemeinschaften jeder Kulturpflanze am
starksten (beta-Diversitat).

1 Getrennt nach Kulturpflanze und Habitat hatten Bodenbearbeitung und im
Winterweizen auch die Vorfrucht den stérksten Einfluss auf die pilzlichen
Gemeinschaften.

9 Die pilzliche alpha-Diversitat war im wurzelbeeinflussten Boden aller Kulturpflanzen
hoher als in deren Rhizosphare.

1 Konservierende Bodenbearbeitung und extensive Dungung forderten die pilzliche
alpha-Diversitat von Winterweizen in beiden Habitaten (WB, RH). Zudem war die
Rhizosphéare von Winterweizen 2 diverser als von Winterweizen 1.

1 Auch die pilzlichen Gemeinschaften von Kérnermais (WB, RH) und Winterraps (WB)

waren unter extensiver Dingung diverser.
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3.3.2 Zusammenhang zwischen pilzlichen Gemeinschaften und untersuchten

Bodenparametern der Kulturpflanzen

Anhand einer distanzbasierten Redundanzanalyse zeigten sich signifikante Korrelationen
zwischen den pilzlichen Gemeinschaften der konservierend bearbeiteten Bdden der
Kulturpflanzen und den Gehalten an Kohlenstoff (p <0,001), Kalium (p <0,001), Phosphor
(p <0,001), Zink (p = 0,007), Natrium (p = 0,003) und Eisen (p <0,001; Abb. 18A). Fur den pH-

Wert (p = 0,004) war dies vor allem fur die MP-Varianten von Winterweizen 1 und Kérnermais

erkennbar.
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Abb. 18: Distanz-basierte Redundanzanalysen (db-RDA, Bray-Curtis-Koeffizient) zwischen den
pilzlichen Gemeinschaften und den untersuchten Bodenparametern aller Kulturpflanzen (A,
Winterweizen, Koérnermais, Winterraps) und fiir Winterweizen (B) separat. Dargestellt sind nur
statistisch relevante Nahrstoffe basierend auf der ordiR2step-Funktion. Signifikanzen der Modelle, der
Achsen und der Nahrstoffe wurden jeweils mittels ANOVA getestet (1.000 Permutationen). *** p <0,001;
** pn <0,01; * p <0,05; n.s. - nicht signifikant.
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Die separate Analyse fir Winterweizen zeigte fur Kalium (p <0,001) eine signifikante
Korrelation mit den pilzlichen Gemeinschaften der WW1-CT-Varianten (Abb. 18B). Fur die
organische Substanz (p <0,001) und Natrium (p = 0,026) traf dies auf die WW2-CT-Varianten
zu, wahrend es beim pH-Wert (p = 0,004) fur die MP-Varianten ermittelt wurde. Fir Phosphor
(p <0,001) bestand ein signifikanter Zusammenhang zu den Varianten von WW1. Im
Kdrnermais zeigte Calcium (p <0,001) eine signifikante Korrelation mit den pilzlichen
Gemeinschaften der MP-Varianten und Kohlenstoff (p = 0,016) wiederum mit den CT-
Varianten (Anl. 14.2). Im Winterraps bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Kohlenstoff (p <0,001) und den pilzlichen Gemeinschaften der CT-Varianten, wahrend dies fiir
Phosphor (p =0,002) auf die CT-Ext-Varianten zutraf (Anl. 14.2). Calcium (p = 0,045)
orientierte sich zwischen den beiden Formen der Bodenbearbeitung.
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3.3.3 Zusammensetzung der pilzlichen  Phyla im wurzelbeeinflussten Boden und in der

Rhizosphare

Die abundantesten Phyla der pilzlichen Gemeinschaften in den unterschiedlichen
Behandlungsformen beider Habitate aller Kulturpflanzen waren auch im Untersuchungsjahr
2019 vor allem die Ascomycota (61,1-87,8 %), Basidiomycota (4,5-23,6 %), Mortierellomycota
(3,7-22,4 %) sowie die Mucoromycota (0,4-19,1 %) neben den in geringerem Mal3e nach-
gewiesenen Chytridiomycota (0,1-2,5 %), Glomeromycota (max. 1,8 %) und Olpidiomycota
(max. 3,2 %, Anl. 15.1-15.3).

Die Asco- und Mortierellomycota zeigten im Winterweizen und im Kérnermais jeweils eine
ahnliche Beeinflussung durch die landwirtschaftlichen Malinahmen. So zeigte sich der
signifikante Habitateinfluss fur die Ascomycota zu Gunsten der Rhizosphére verglichen mit
dem wurzelbeeinflussten Boden im Winterweizen (p <0,0001; Anl. 15.2) als auch im
Kornermais (p = 0,021; Anl. 15.3) und es ergab sich eine signifikante Anreicherung in der
Rhizosphéare von WW1 hinsichtlich der Vorfrucht Kérnermais gegenuber WW2 (V: p = 0,002;
Anl. 15.4-15.5). Weiterhin war dieses Phylum auch in den CT-Varianten des wurzel-
beeinflussten Bodens starker vertreten (B: p = 0,037), was ebenfalls in der Rhizosphéare von
Kornermais (B: p = 0,028) nachgewiesen wurde.

Die Mortierellomycota waren im wurzelbeeinflussten Boden des Winterweizens in den
Behandlungsformen von WW1-Int bzw. MP-Int verglichen mit WW2-Int sowie CT-Int am
abundantesten vertreten (V x D: p =0,004, B x D: p =0,010; Anl. 15.4, 15.10). Ausschliel3-
lich das Pfligen (MP) erhohte in der Rhizosphare die relative Abundanz dieses Phylums
(B: p=0,010). Einher ging dies mit einer Anreicherung in den MP-Varianten (B: p = 0,011)
sowie unter intensiver Dlngungsintensitat (D: p = 0,038) in der Rhizosphéare der Vorfrucht
Kdrnermais. Bezogen auf das Habitat waren die Mortierellomycota im wurzelbeeinflussten
Boden aller Kulturpflanzen verglichen zur Rhizosphére abundanter (p <0,0001-0,003), was
ebenso fur die Glomeromycota galt (je p <0,0001; Anl. 15.2-15.3). Weiterhin ergab sich fur die
Glomeromycota in Abhangigkeit des untersuchten Habitats ein differenzierter Vorfrucht-
einfluss mit einer Préaferenz zu WW1 im wurzelbeeinflussten Boden (V: p = 0,001) und zu
WW?2 in der Rhizosphére (V: p = 0,005; Anl. 15.4, 15.8), obwohl die die relativen Abundanzen
dieses Phylums im Koérnermais beider Habitate am héchsten ausfielen (Anl. 15.9). Einheitlich
reicherten sich die Glomeromycota in beiden Habitaten des Winterweizens unter extensiver
Diungung an (WB: p <0,0001; RH: p = 0,013), was ebenso in den Vorfriichten Kérnermais in
dessen Rhizosphéare (D: p =0,047) und im wurzelbeeinflussten Boden von Winterraps (D:
p = 0,004) beobachtet wurde. Obwohl in beiden Vorfrichten jeweils ein signifikanter Einfluss
zu Gunsten der pfligenden Bodenbearbeitung in einem der Habitate ermittelt wurde (WB:
p <0,001 (Kornermais); RH: p = 0,004 (Winterraps)), konnte dies im Winterweizen nicht

nachgewiesen werden (p > 0,05). Wie die Mortierello- und Glomeromycota reicherten sich
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auch die Chytridiomycota jeweils im wurzelbeeinflussten Boden der Kulturpflanzen gegentber
der Rhizosphéare an (Anl. 15.2-15.3). Zudem zeigte sich dieses Phylum in der Rhizosphare
von Winterweizen in den CT-Varianten im Vergleich zu den MP-Varianten abundanter (B:
p = 0,026), in der Rhizosphére von Kérnermais dagegen in MP verglichen mit CT (B: p = 0,033;
Anl. 15.4, 15.7).

Die relative Abundanz der Basidiomycota erhdhte sich in der Rhizosphéare des Winterweizens
wiederum durch die Vorfrucht Winterraps in WW2 (V: p = 0,008), durch die konventionelle
Bodenbearbeitung (B: p=0,005) und die extensive Dungungsintensitat (D: p =0,031;
Anl. 15.4, 15.6). Hohere relative Abundanzen in MP-Ext konnten in beiden Habitaten zwar fur
Winterraps beobachtet, aber nicht statistisch nachgewiesen werden (p > 0,05). Dennoch
zeigten die Basidiomycota zumindest auch im wurzelbeeinflussten Boden von Kdrnermais in
den extensiv gedingten Varianten die hochste relative Abundanz (D: p = 0,036). Auch der
Habitateinfluss mit der Praferenz zum wurzelbeeinflussten Boden traf nur auf Kérnermais zu
(p =0,017; Anl. 15.2-15.3).

Die Mucoromycota zeigten durch die signifikante Beeinflussung aller drei Faktoren sowohl im
wurzelbeeinflussten Boden (V x B x D: p = 0,013) als auch in der Rhizosphéare (V: p = 0,004,
B: p <0,001, D: p = 0,010) die hochsten relativen Abundanzen in der CT-Int-Variante von WW2
(Anl. 15.4, 15.11). Im Winterraps traf dies ebenfalls in beiden Habitaten bezogen auf die CT-
Varianten zu (p = 0,015 (WB), p = 0,012 (RH)). Trotz der signifikanten Wechselwirkung von
Bodenbearbeitung und Dingungsintensitat im wurzelbeeinflussten Boden von Kérnermais
(B x D: p=0,044) ergaben die paarweisen Vergleiche keine signifikanten Unterschiede.
Allerdings waren die Abundanzen des Phylums hinsichtlich des Habitatvergleichs fir
Kdrnermais (p = 0,004) und fur Winterraps (p <0,0001) zu Gunsten der Rhizosphére erhdht
(Anl. 15.3).

Bei den Olpidiomycota erhdhte die extensive Dingungsintensitat in beiden Habitaten des
Winterweizens deren relative Abundanz (V x D: p = 0,015, B x D: p=0,014 (WB); V x B x D:
p <0,001 (RH); Anl. 15.4, 15.12), im wurzelbeeinflussten Boden speziell in WW1. In der
Rhizosphare zeigte WW2-MP-Ext die héchste Abundanz dieses Phylums. In dessen Vorfrucht
Winterraps galt dies im wurzelbeeinflussten Boden vor allem fur die CT-Ext-Variante (B x D:
p =0,047) und im Kornermais in beiden Habitaten generell fir die extensive Dingung (D:
p = 0,012 (WB); D: p = 0,013 (RH)).

Unter konservierender Bodenbearbeitung und intensiver Dlngungsintensitat waren die
zusammengefassten Phyla (Fungi) im wurzelbeeinflussten Boden (V x B x D: p = 0,021) und
in der Rhizosphére (B: p =0,001, D: p = 0,001) des Winterweizens abundanter (Anl. 15.4,
15.13). Der entsprechende Einfluss beider MaRnahmen konnte zudem in der Rhizosphére von
Winterraps nachgewiesen werden (B x D: p =0,019) und ausschlie3lich unter intensiver

Dingung galt dies in der Rhizosphdre von Kdrnermais (D:p =0,020) sowie im
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wurzelbeeinflussten Boden von Winterraps (D: p = 0,045). Sowohl die Olpidiomycota als auch

die zusammengefassten Phyla (Fungi) zeigten bei keiner der Kulturpflanzen signifikante

Unterschiede zwischen den beiden Habitaten (p >0,05; Anl. 15.2-15.3) und in keinem der

beiden Habitate von Winterraps ergaben sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der

relativen Abundanzen der Basidio-, Chytridio- und Mortierellomycota (p >0,05; Anl. 15.4).

Fazit 5

T

Die Asco-, Basidio- und Mortierellomycota zahlten zu den abundantesten Phyla der
pilzlichen Gemeinschaften der Kulturpflanzen. Geringere Abundanzen zeigten die
Chytridio-, Glomero-, Mucoro- und Olpidiomycota.

Eine ahnliche Beeinflussung durch die landwirtschaftlichen Malinahmen mit der
jeweiligen Vorfrucht wiesen die Asco- und Mortierellomycota (WW1, Kérnermais)
und tendenziell die Basidio-, Mucoro- und Olpidiomycota (WW2, Winterraps) auf.
Ascomycota zeigten ein hoheres Vorkommen in der Rhizosphare.

Zudem ergab sich hinsichtlich der Ascomycota eine habitatabhéangige Praferenz der
Vorfrucht: hohere Abundanz im wurzelbeeinflussten Boden von Winterweizen 2 und
in der Rhizosphare von Winterweizen 1. Die entsprechend entgegengesetzten
Praferenzen (h6here Abundanz im WB von WW1 und in RH von WW?2) zeigten die
Glomeromycota.

Gleichzeitig waren Glomeromycota bei allen Kulturpflanzen je nach Habitat unter

extensiver Dlingungsintensitat erhéht.
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3.3.4 Einfluss der landwirtschaftlichen Ma3nahmen auf pilzliche Taxa in den Habitaten

der Kulturpflanzen

Bezogen auf die identifizierten Phyla konnten die abundantesten Gattungen im
wurzelbeeinflussten Boden sowie in der Rhizosphére der Kulturpflanzen hauptséachlich den
Ascomycota (z. B. Acremonium, Chaetomium, Gibellulopsis, Fusarium, Mycosphaerella,
Penicillium, Pseudogymnoascus, Stachybotrys, Talaromyces, Tetracladium, Trichoderma und
Zymoseptoria) zugeordnet werden (Abb. 19). Weiterhin relevant waren Vertreter der
Basidiomycota (u. a. Solicoccozyma, Cystofilobasidium, Filobasidium), Mortierellomycota
(Mortierella) sowie Mucoromycota (Rhizopus, Actinomucor, Mucor). Im Gegensatz zum
wurzelbeeinflussten Boden waren in der Rhizosphéare deutlichere Unterschiede in Abhéngig-
keit von der Kulturpflanze erkennbar. Dies traf z. B. auf Zymoseptoria in den Winter-
weizenfeldern, auf Talaromyces im Kornermais sowie auf Rhizopus im Winterraps und
Winterweizen 2 im Vergleich zu den anderen Kulturpflanzen zu (Abb. 19B). Insgesamt wurden
in allen vier Kulturpflanzen 646 pilzliche Taxa auf Gattungsebene bestimmt, wovon ca. 62 %
(402) in allen Kulturpflanzen und etwa 92 % (596) in den beiden Winterweizenfeldern
nachgewiesen wurden. Die als abundant definierten Taxa (02 %) wurden in allen
Kulturpflanzen ermittelt.

Ahnlich wie bereits bei der Analyse der Untersuchungsjahre 2015 und 2018 wurden die
Gattungen auch im Untersuchungsjahr 2019 vorwiegend durch eine Vielzahl an ASVs wie
bspw. bei Mortierella (36 ASVs), Trichoderma (48 ASVs) und Fusarium (17 ASVs)
charakterisiert. Die abundantesten ASVs von Mortierella basierten, wie bereits in den beiden
friheren Untersuchungsjahren 2015 und 2018, auf der hochsten Ubereinstimmung zu
M. minutissima und M. antarctica sowie anhand von mehreren ASVs zu M. alpina, M. elongata
und M. sp. Bei der Gattung Trichoderma zahlten wiederum mit jeweils einer ASV T. petersenii,
T. harzianum, T. piluliferum sowie T. barbatum dazu. Bezogen auf die Gattung Fusarium war
eine bisher unidentifizierte Fusarium ASV, Fusarium sp., die abundanteste gefolgt von ASVs
mit der hochsten Ahnlichkeit zu F. culmorum, F.concentricum und F. solani (2 ASVs).
Weiterhin  zdhlten unter den abundanten Gattungen Gibellulopsis (G. piscis),
Pyrenochaetopsis (P. leptospora), Stachybotrys (S. chartarum) und wie bereits 2015 und 2018
Mycosphaerella (M. tassiana) zu jenen, welche nur anhand von einer ASV reprasentiert

wurden.
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Abb. 19: Balkendiagramme der abundantesten Gattungen im wurzelbeeinflussten Boden (A) und in der
Rhizosphére (B) von Winterweizen, Kérnermais und Winterraps. Dargestellt sind Gattungen, die in
mindestens einer der Behandlungsformen aller Kulturpflanzen eine mittlere relative Abundanz von
02,0 % aufwiesen. Gattungen, die in beiden Habitaten in entsprechender Abundanz vertreten waren,
sind jeweils mit der gleichen Farbkombination dargestellt.
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