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|. KURZDARSTELLUNG

1. Aufgabenstellung und technischer Stand

Die Aufgaben von SP2 (IPK Gatersleben) im Verbundprojekt CATCHY 3 waren: 1) die
Beschreibung des Einflusses der Zwischenfrucht auf den Erndhrungszustand von Mais in einer
Weizen-Zwischenfrucht-Mais Langzeitrotation, 1l) die Beschreibung des Einflusses
verschiedener 2er-Kombinationen von Leguminosen und Nichtleguminosen auf das
Wurzelwachstum von Mais, lll) die Identifizierung von Zwischenfruchtmetaboliten mit
wachstumsfordernder Wirkung auf Mais, 1IV) die Charakterisierung des Einflusses der
Wourzelarchitektur von Zwischenfriichten auf die Né&hrstoffverarmung im Boden, V) die
Quantifizierung des Stickstoff (N)-Ubertrags von Zwischenfriichten auf die Folgekultur
Weizen, VI) die Charakterisierung des Einflusses einer humuszehrenden versus
humusmehrenden Fruchtfolge auf das Wurzelwachstum und den Erndhrungszustand der
Folgefrucht Mais, und VII) die Feststellung von Unterschieden im Bodenmetabolitprofil
zwischen humuszehrender und humusmehrender Fruchtfolge.

Fiir Metabolit-, Mineralstoff- und Isotopenanalysen wurden die in der Arbeitsgruppe
etablierten Massenspektrometrie- und ICP-OES-Plattformen eingesetzt. Um die vertikale
Wurzelbiomasseverteilung im Boden zu beschreiben, wurde die in der ersten Projektphase
(CATCHY 1) etablierte Methode zur gPCR-basierten Wurzelmassequantifizierung uber
artspezifische DNA-Bereiche eingesetzt und weitergefiihrt (Heuermann et al., 2019).

2. Ablauf des Vorhabens

() Die Beschreibung des langfristigen Einflusses des Zwischenfruchtanbaus auf den
Erndhrungszustand der Folgefrucht Mais erfolgte in der humuszehrenden Rotation (ohne
Ackerbohne) nach langfristiger Integration verschiedener Zwischenfriichte in der Fruchtfolge.

(1) In CATCHY 3 sollte gekladrt werden, ob neben Klee auch andere Leguminosen, in diesem Fall
Erbse, einen positiven Einfluss auf das Tiefenwurzelwachstum von Mais im Freilandversuch
haben konnen. Aufgrund des schlechten Aufwuchses der Erbse wurde die Fragestellung
abgeandert und stattdessen untersucht, ob der friiher beobachtete inhibierende Effekt von
Senf, Rauhafer und Phacelia auf das Tiefenwurzelwachstum von Mais durch Mischkultur mit
Alexandrinerklee gemildert werden kann.

(1) Um Zwischenfruchtmetabolite zu identifizieren, die das Wurzelwachstum von Mais
beeinflussen, wurde ein hydroponischer Wachstums-Assay mit Mais durchgefiihrt, bei dem
hydroponisch gewonnene, analysierte Wurzelexsudate von Zwischenfriichten zugegeben
wurden. In einem zweiten Schritt wurden per gewichteter Korrelationsnetzwerkanalyse
vielversprechende Metabolite zu zwei Zeitpunkten auch in der Bodenlosung im Freiland
nachgewiesen.

(IV) Um die Néahrstoffverarmung durch Zwischenfriichte im Boden zu untersuchen, wurden
Nahrstoffgehalte in den Zwischenfriichten sowie physiologische und morphologische
Mechanismen zur Nahrstoffaneignung der Zwischenfriichte bestimmt. Diese wurden dann ins
Verhaltnis zu gemessenen Nahrstoffpools im Boden (gemeinsam mit SP3) gesetzt.

(V) Zur Bestimmung des N-Ubertrags von Zwischen- auf Folgefriichte, der in der 2.
Projektphase (CATCHY 2) durchgefiihrt wurde, wurden letzte Proben aus der Weizenernte
2021 auf ihre *N/*N-Isotopenmarkierung hin untersucht. Damit konnte der N-Ubertrag auf
die erste Folgefrucht Mais quantifiziert werden.



(V) Um den Einfluss der Fruchtfolge (humuszehrend vs. humusmehrend) auf das
Wurzelwachstum und den Erndhrungszustand der Folgefrucht Mais zu charakterisieren,
wurden am Standort Asendorf im Oktober 2022 Bodenproben genommen. Darin wurde die
vertikale Wurzelbiomasseverteilung mittels der gPCR-basierten Methode untersucht.

(VIl) Die unter (lll) erwdhnten Bodenldsungsproben wurden neben den Parzellen der
humuszehrenden auch in den Parzellen der humusmehrenden Fruchtfolge genommen und
ebenso mittels ungerichteter Metabolitanalyse untersucht.

3. Wesentliche Ergebnisse des Vorhabens

() Die Projektphase CATCHY 3 zeigte, dass der langfristige Anbau von Zwischenfriichten im
konventionellen System zu einem positiven Trend der Nahrstoffanreicherung in Mais nach
bestimmten Zwischenfriichten fihrt. Die Anreicherung spezifischer Nahrstoffe im Mais
spiegelte dabei interessanterweise die Nahrstoffaneignung durch die verschiedenen
Zwischenfriichte selbst wider. Zum Beispiel zeigte Phacelia die hdchste Aneignung fir
Phosphor, Senf fiir Schwefel und Alexandrinerklee fir Mikronahrstoffe.

(1) Im Versuch zur Mischung von Nichtleguminosen mit Alexandrinerklee vor Mais konnte der
Klee die tiefenwachstumshemmende Wirkung von Phacelia und Rauhafer auf Mais mildern,
nicht aber die hemmende Wirkung von Senf lindern. Dies unterstreicht die komplexen
Wechselwirkungen zwischen Zwischenfriichten in Mischungen.

(1) Sowohl im hydroponischen Wachstumsassay als auch in im Freiland gewonnenen
Bodenldsungen konnte ein Stoff ibereinstimmend gefunden werden, der in Wurzelexsudaten
von Klee eine potentiell wachstumsférdernde Wirkung auf Mais ausiibt und in hoher
Abundanz in Bodenlésung von Leguminosen vorkommt, ndmlich Formonentin.

(IV) Wahrend die tiefwurzelnden Arten Senf und Phacelia sehr effizient die leicht auswasch-
baren Nahrstoffe Nitrat und Sulfat vor allem aus dem Unterboden aufnahmen, zeigten die
Arten mit groBer Wurzelbiomasse im Oberboden, Phacelia und Rauhafer, auch einen Effekt
auf die Verarmung von Phosphat, Magnesium und Kalium.

(V) Der Transfer von N aus der Zwischenfrucht in die Folgefrucht Weizen konnte letztendlich
nicht quantifiziert werden. Es wurde zwar °N-Tracer im Weizenmaterial detektiert, was
bestatigt, dass N aus der Zwischenfrucht auch langerfristig der Fruchtfolge zur Verfiigung
stand, allerdings war die Menge des Tracers fiir die Quantifizierung des N-Ubertrag zu gering.

(V1) Die Anreicherung vieler Makro- und Mikrondhrstoffe (N, K, Ca, P, S, Fe, Mn) in der
humusmehrenden Fruchtfolge war unabhdngig von der vorausgehenden Zwischenfrucht
erhoht gegenliber der humuszehrenden Fruchtfolge, obwohl der Anbau der Ackerbohne zum
Zeitpunkt der Maisernte schon 2 Jahre zuricklag. Mais zeigte auch einen Trend zur héheren
Wurzelbiomassebildung im Oberboden, wenn keine Ackerbohne in die Fruchtfolge integriert
wurde. Dies weist darauf hin, dass Mais in der humuszehrenden Fruchtfolge mehr in das
Wurzelwachstum investierte, um Nahrstoffe zu erschlieBen als in der humusmehrenden
Fruchtfolge. Interessanterweise zeigte sich aber in fast allen Varianten, dass das
Tiefenwurzelwachstum in der humusmehrenden Fruchtfolge gegenliber der humuszehrenden
Fruchtfolge stimuliert war, was den positiven Effekt von Leguminosen unterstreicht.

(VIl) Beim Vergleich des Metabolitprofils in der Bodenlosung aus der humuszehrenden vs.
humusmehrenden Fruchtfolge erschien ein Stoff, der als Eleutherol annotiert wurde, sehr
prominent nur in der humusmehrenden Fruchtfolge. Der Stoff besitzt eine antifungale
Wirkung. Dies lasst vermuten, dass die generell positiven Wirkungen der humusmehrenden
Fruchtfolge auch eine phytosanitdre Ursache haben kdnnten.



4. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Projektes arbeitete SP2 mit folgenden Institutionen oder Wirtschaftspartnern
zusammen: Deutsche Saatveredelung AG, Universitdat Bremen, Leibniz Universitdt Hannover,
Hochschule Weihenstephan-Triesdorf, Justus-Liebig-Universitat GieSen und IPB Halle.

Fiir die ungerichtete Metabolitanalyse wurden die Proben am IPK aufkonzentriert und
gereinigt und am iDiv in Leipzig analysiert (Kooperation mit Dr. Stefanie Doll).
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Il. EINGEHENDE DARSTELLUNG

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Beitrag von Zwischenfriichten zur Erndhrung der Folgefriichte in einer Langzeitrotation

Eine zentrale Funktion von Zwischenfriichten in Fruchtfolgen ist deren Nahrstoffaufnahme
und —konservierung in der Biomasse als Werkzeug zur Minderung von Nahrstoffaustragen aus
landwirtschaftlichen Flachen (Sieling, 2019). Im besten Fall unterstiitzen die gebundenen
Nahrstoffe dann die Erndhrung der Folgefrucht, sodass Dingemittel eingespart werden
kénnen. Allerdings zeigt sich bei kurzfristiger Betrachtung in konventionellen Fruchtfolgen
meist kein positiver Erndhrungseffekt von Zwischenfriichten auf die folgende Hauptfrucht
(Wittwer et al., 2017). Im Projekt CATCHY wurden die Einfliisse der Zwischenfriichte Gelbsenf
(Sinapis alba), Phacelia (Phacelia tanacetifolia), Rauhafer (Avena strigosa) und
Alexandrinerklee (Trifolium alexandrinum) in Reinsaat, einer Mischung dieser vier
Komponenten und einer kommerziellen Mischung mit 12 biodiversen Komponenten auf die
Ernahrung der Folgefrucht Mais Uber vier Fruchtfolgezyklen an je zwei Standorten und zwei
Jahreswiederholungen (Startpunkte 1 und 2 der Fruchtfolge) betrachtet. Insgesamt konnte
beobachtet werden, dass der langfristige Anbau von Zwischenfriichten im konventionellen
System zu einem positiven Trend der Nahrstoffanreicherung nach bestimmten
Zwischenfriichten fihrt. Wahrend Senf die Schwefelerndahrung forderte, bot Phacelia einen
Vorteil fur die Phosphorerndahrung wahrend Klee die Mikronahrstoffanreicherung im Mais
verbessern konnte. Interessanterweise bot die biodiverse 12-Komponenten-Mischung
,Terralife” einen Vorteil fur die Maiserndahrung mit verschiedenen N&hrstoffen. Dies lasst
vermuten, dass sich hier positive Effekte einzelner Zwischenfruchtarten kombinieren lieflen
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ndhrstoffanreicherung von Mais nach verschiedenen Zwischenfriichten nach ein, zwei, drei bzw.
vier Durchldufen der Langzeitfruchtfolge. Daten zeigen beste lineare erwartungstreue Schatzer Uber vier
Umwelten; n=12. Dargestellt sind die Ergebnisse relativ zur Kontrolle (Brache; 100).

Die Anreicherung spezifischer Nahrstoffe im Mais (Abbildung 1) spiegelte dabei
interessanterweise die Nahrstoffaneignung durch die verschiedenen Zwischenfriichte selbst
wider (Abbildung 2). Hier zeigte zum Beispiel Phacelia die hochsten Aneignungspotentiale fur
Phosphor, Senf fiir Schwefel und Alexandrinerklee eben fiir Mikrondhrstoffe (D2.1.b.2:
Bewertung des Nahrstoffaneignungspotentials verschiedener Zwischenfriichte). Dies war
assoziiert mit morphologischen und physiologischen Wurzeleigenschaften der
Zwischenfrichte: Wahrend Senf als Tiefwurzler effizient auswaschungsgefiahrdetes Nitrat und
Sulfat aus tieferen Bodenschichten aufnehmen konnte, zeigte Phacelia eine grofRere
Wurzelbiomasse im Oberboden (Heuermann et al. 2019) sowie hohe Abgaberaten von
organischen Sduren und saurer Phosphatase lber ihre Wurzelexsudate (Bouaoui, 2023), die

forderlich fir die Phosphatmobilisierung sind. In der Tat war Phacelia damit sehr effizient in



der Lage Mehlich-lll-extrahierbares Phosphat aus der Tiefenschicht 20-30 cm aufzunehmen
(Daten nicht gezeigt). Allerdings zeigte Rauhafer durch sein allgemein sehr stark ausgebildetes
Wurzelsystem im Oberboden (Heuermann et al. 2019) eine noch starkere Phosphatverarmung

in dieser Schicht. Selbiges konnte fiir die Verarmung von Kalzium und Kalium beobachtet

werden.
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Abbildung 2: Nahrstoffanreicherung in Spross- und Wurzelbiomasse verschiedener Zwischenfriichte in
Reinsaaten und in Mischungen. Die Abbildung zeigt den besten linearen erwartungstreuen Schatzwert fiir die
jeweilige Nahrstoffanreicherung Gber 8 Umwelten; n=24. In den Mischungen ist ein aufsummierter Wert aller
Zwischenfruchtkomponenten gezeigt. Die Farbskalen geben jeweils fiir einen Nahrstoff den héchsten Wert in rot
und den niedrigsten Wert in wei an (Anmerkungen: Die Anreicherungen von Eisen und Mangan in Wurzeln
konnten aufgrund technischer Schwierigkeiten nicht verlasslich bestimmt werden. Die Anreicherung von
Nahrstoffen in der Wurzelbiomasse der 12er Mischung konnte aufgrund nicht bestimmbarer Wurzelbiomasse
nicht quantifiziert werden). Pflanzenbilder wurden aus Kutschera et al. (2009) entnommen.



Generell unterlagen die Ergebnissen aber sehr starken Standort- und Jahreseffekten und
waren hadufig auch statistisch nicht signifikant, sodass als generelle Aussage an dieser Stelle
nur festgehalten werden kann, dass vor allem tiefwurzelnde Zwischenfriichte effektiv eine
Verlagerung von leicht-auswaschbarem Nitrat und Sulfat in tiefere Bodenschichten
verhindern  koénnten, solange sie aktiv wachsen (D2.1.b.1: Einfluss des
Wurzelwachstumsverhaltens von Zwischenfriichten auf die Ndhrstoffverarmung im Boden).

Speziell fur Stickstoff (N) wurde im Rahmen des CATCHY-Projektes mithilfe eines °N-
Markierungsexperimentes im Freiland untersucht, wie viel N Zwischenfriichte bei
konventionellem Anbau auf die Folgefrucht Gbertragen kénnen und vor allem wann dies im
zeitlichen Verlauf der Vegetationsperiode stattfindet. Der N-Ubertrag zu Mais als erster
Folgefrucht wurde weitgehend im Abschlussbericht zum Vorhaben CATCHY 2 verdffentlicht.
Uberraschenderweise ergab sich, dass der GroRteil des von der Zwischenfrucht im Herbst
aufgenommenen Stickstoffs nicht der Folgefrucht Mais zur Verfligung gestellt wird. Wahrend
in Asendorf im Herbst 2018 rund 70-90 kg und in Triesdorf im Herbst 2019 zumindest 20-30
kg Stickstoff pro Hektar in der SproBbiomasse der Zwischenfriichte angereichert wurden,
betrug der Stickstofftransfer zur Hauptfrucht Mais in Asendorf nur ~10 kg pro Hektar und in
Triesdorf im Schnitt sogar nur 3 kg pro Hektar (Abbildung 3). Damit trug die
Zwischenfruchtsprofbiomasse nur 2-3 % zur Stickstofferndhrung der Hauptfrucht bei. Die
Ergebnisse legen nahe, dass bei wiederholtem Anbau von Zwischenfriichten die Stickstoffgabe
zu Mais um 10-25 kg pro Hektar reduziert werden kdonnte, was sehr gut die Richtwerte der
Diingeverordnung von 10-40 kg pro Hektar widerspiegelt (D2.2.1: Quantitativer Beitrag der
Zwischenfrucht zur Erndhrung von Mais). Auffallend ist, dass es keine signifikanten
Unterschiede im Stickstoffibertrag durch die einzelnen Zwischenfruchtvarianten gab. Nur
Klee, der eine eher niedrige Biomasse gepaart mit sehr niedrigen >N-Markierungswerten
zeigte, Ubertrug signifikant weniger Stickstoff an die Hauptfrucht. Niedrige °N-
Markierungswerte fanden sich auch im Wurzelmaterial aller Zwischenfruchtvarianten. Durch
die daraus resultierenden Nachweisschwierigkeiten des °N konnten die Stickstoffubertrage
Uber die Wurzel in keiner Zwischenfruchtvariante verlasslich quantifiziert werden.
Interessanterweise zeigte auch eine Studie von Langelier et al., (2021), dass weniger als 10 %
des Stickstoffs aus der Zwischenfrucht direkt zur Hauptfrucht Weizen lbertragen wurden,
wahrend 26-60 % des Stickstoffs im Oberboden immobilisiert wurden. Dies ldsst vermuten,
dass Zwischenfriichte eher zum Aufbau eines langfristigen Nahrstoffdepots im Boden
beitragen. Daher wurde im CATCHY-Projekt auch untersucht, inwieweit sich N aus der
Zwischenfrucht in der zweiten Folgekultur Weizen wiederfindet. In Asendorf gab es zu keinem
der betrachteten Entwicklungsstadien einen signifikanten Einfluss der Vorfrucht auf die N-
Akkumulation im Weizen (Abbildung 4). In Triesdorf flihrten Alexandrinerklee und Rauhafer
zu einem niedrigeren N-Gehalt im Weizen als Phacelia und Mix4. Ahnliche Trends konnten zur
Samenreife sogar auch in Asendorf beobachtet werden. Allerdings zeigten die Weizenproben
am Standort Asendorf ungewohnlich hohe Gesamt-N-Gehalte, was nicht erklart werden
konnte. In Asendorf lagen die N-Ubertrige aus der Zwischenfrucht zwischen 4,6 kg N ha
(Senf) und 7,2 kg N ha (4er-Mischung). In Triesdorf konnten die N-Ubertrige auf Weizen nicht
bestimmt werden, da kaum noch >N-Tracer im Weizenmaterial detektiert werden konnte.



Somit konnte zumindest bestatigt werden, dass N aus der Zwischenfrucht auch langerfristig
den Kulturen der Fruchtfolge zur Verfligung steht. Ein bayrisches Langzeitexperiment liber 36
Jahre berichtet sogar von Stickstoffeinsparpotentialen von 51 kg pro Hektar bei Mais, wenn
Leguminosen-Zwischenfriichte regelmaRig in die Fruchtfolge integriert wurden (Schubert,
Heigl, Miel3l, Offenberger, & Diepolder, 2022).
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Abbildung 3: Sprosshiomasse und Stickstoff (N)-Anreicherung im Spross von Mais sowie Stickstoffiibertrag aus
der Zwischenfruchtsprossbiomasse auf Mais zum Ende der Maisentwicklung. Die der Abbildung zugrunde
liegenden Daten wurden 2018 in Asendorf, Niedersachsen, und 2019 in Triesdorf, Bayern, aufgenommen. Die
Stickstoffiibertrage von der Zwischenfrucht zu Mais wurden mittels der Methode der
Stickstoffisotopenmarkierung bestimmt (siehe Infokasten 6-2). Die Abbildung zeigt den besten linearen
unverzerrten Schatzwert fiir den jeweiligen Parameter (Stichprobenumfang = 6-12). Unterschiedliche
Buchstaben markieren statistisch signifikante Unterschiede nach Tukey’s Test bei p<0.05. Bemerkung: Die
Stickstofflibertrage sind nur auf Basis der Sprossbiomasse der Zwischenfriichte berechnet und zeigen nicht den
Beitrag des in der Wurzel gebundenen Stickstoffs zur Maiserndhrung.
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Abbildung 4: N-Akkumulation in Weizensprossen zu verschiedenen Entwicklungsstadien an den Standorten
Asendorf in 2019-2020 und Triesdorf in 2021. Boxen zeigen Median, erstes und drittes Quartil, x: Mittelwert,
Whisker: 5. und 95. Perzentil, Punkte: Individuelle Werte. Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede aufgrund
der Zwischenfruchtbehandlung innerhalb eines Entwicklungsstadiums nach Tukey’s Test bei p<0.05; n=6.

Einfluss der Zwischenfrucht auf die Wurzelbiomasseverteilung von Mais

Schon in der ersten Projektphase wurde beobachtet, dass die Zwischenfrucht einen Einfluss
auf die Wurzelbiomasseverteilung von Mais hat. Vor allem die per gPCR-Methode bestimmte
Wourzeltiefe wurde haufig durch die Vorfrucht Klee geférdert (+10 cm im Vergleich zur Brache),
wahrend Senf, Phacelia und Rauhafer haufig das Tiefenwachstum von Maiswurzeln hemmten,
teilweise sogar um bis zu 30 cm. Dabei konnte kein Zusammenhang zur
Wurzelbiomasseverteilung der Vorfrucht oder zur Nahrstoffverteilung bzw. dem
Wassergehalt des Bodens bei der Maisaussaat festgestellt werden. Im Laufe der zweiten
Projektphase wurde dann festgestellt, dass in einem hydroponischen Versuch unter Zugabe
von Wurzelexsudaten der verschiedenen Zwischenfriichte das Wurzelwachstum von Mais auf
dhnliche Weise wie im Freiland beeinflusst wurde. Mittels ungerichteter LC-MS/MS-basierter
Metabolitanalyse wurden die putativen Inhaltsstoffe der Wurzelexsudate ermittelt, welche
starke artabhdngige Unterschiede zeigten (Heuermann et al.,, 2023). Um potentielle
Metabolite zu identifizieren, die das Maiswachstum fordern bzw. hemmen kdnnen, wurde
eine gewichtete Korrelationsnetzwerkanalyse zwischen Maiswurzelbiomasse und dem
Metabolitspektrum der zugegebenen Wurzelexsudate durchgefiihrt. Dazu wurden zunachst
Wurzelexsudatproben der Zwischenfriichte entlang ihres Metabolitmusters geclustert und
der Spross- oder Wurzelbiomasse von Mais in Form einer Heatmap gegeniibergestellt
(Abbildung 5A). AnschliefRend wurde ein Wurzelexsudat-Merkmalsnetzwerk aufgebaut und 20



Module mit dhnlicher putativer Metabolitprasenz identifiziert. Die Module enthielten eine
unterschiedliche Anzahl an Metaboliten, die von 19 in Modul 7 bis 979 in Modul 4 reichte
(Abbildung 5B). Im Allgemeinen fanden sich stdrkere Beziehungen zwischen
Merkmalsmodulen und der Biomasse in Maissprossen als in -wurzeln (Abbildung 5B).
Wahrend zwei Module, ndmlich Modul 8 und Modul 11, signifikant negativ mit dem
Maissprossgewicht assoziiert waren, zeigten Modul 18 und 20 einen signifikant positiven
Zusammenhang. Bei den Wurzeln hatten die Metabolit-Module 10 und 11 einen signifikant
negativen Zusammenhang mit dem Trockengewicht. Mehrere Merkmale jedes Moduls
konnten auf dem Konfidenzniveau 1 (Masse und Retentionszeit [Massenspektrum der
kollisionsinduzierten Dissoziation, falls verfiigbar] eines kommerziellen oder synthetisierten
Standards), 2 (gute Beweise aus Massenspektrum und Literatur, aber kein Standard) oder 3
(mogliche Struktur) nachgewiesen werden: In Modul 8 haben wir Perillylalkohol und Adenin,
mutmaRBliches Niveau 2-annotiertes 2-Desoxyadenosin, Valylprolyleucin, ein Oxylipin,
Guanosin sowie Niveau 3-annotiertes Isoleucylprolylisoleucin, Linolensaure, Palmitoleinsaure,
17-Octadecinsiure, Olsdure und zwei unbekannte Steroide bestimmt. Modul 10 enthielt auf
Niveau 1 annotierte Nikotinsdure und Coumarin und auf Niveau 3 annotiertes Lumichrom
wurde in Modul 11 gefunden. In Modul 20, das stark mit der Sprossbiomasse von Mais
assoziiert war, fanden wir 11-Aminoundecansaure und Tyrosinbetain, beide annotiert auf
Niveau 3. Modul 18 enthielt eine Reihe von auf Niveau 1 annotierten Verbindungen der
chemischen Superklasse ,Phenylpropanoide und Polyketide”
(http://classyfire.wishartlab.com; Djoumbou Feunang et al., 2016), namlich Genistein,
Kaempferol, Biochanin A, Formonentin und Diosmetin sowie Niveau 3-annotiertes 5'-S-
Methyl-5'-thioadenosin, Trifolirhizin6'-O-malonat und 9-0Ox0-10E,127,15Z-
Octadecatriensdure. Mithilfe der WGCNA konnten wir somit die unter Modul 18 und 20
genannten Stoffe als mogliche wachstumsfordernde Metabolite fiir Mais identifizieren. Der
Groliteil der Inhaltsstoffe dieser Module blieb allerdings unbekannt.

Um die genannten Metabolite auch in der Bodenldosung zu bestimmen, wurden am Standort
Asendorf wahrend des aktiven Wachstums der Zwischenfriichte im Herbst 2021 und kurz vor
der Aussaat des Maises im nachsten Friihjahr 2022 Proben am Standort Asendorf entnommen.
Diese wurden am iDiv durch Dr. Stefanie DO&ll mittels ungerichteter Metabolitanalyse
untersucht. Hauptsachlich wurde hier festgestellt, dass der GroBteil der
Bodenlésungsmerkmale unspezifisch vorkam und sich nicht zwischen Brachen und den
jeweiligen Zwischenfruchtbehandlungen unterschied (z.B. Aminosduren, Nukleoside oder
einfache Coumarine). Tatsadchlich konnte einer der oben genannten Metabolite, ndamlich
Formonentin, auch hier in hoherer Abundanz in den leguminosenhaltigen Varianten — vor
allem der 12er-Mischung — identifiziert werden. Obwohl hier aus Zeitgriingen bis Projektende
kein endgiiltiger Beweis in Form der Zugabe des Reinstoffes zu Mais im artifiziellen System
erbracht werden konnte, liefern diese Ergebnisse einen starken Anhaltspunkt auf einen
wurzelwachstumsférdernden Stoff aus Leguminosen (D2.1.a.3: Wurzelwachstumsférdernde
Metabolitmuster in Bodenldsung).
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Abbildung 5: Korrelationsnetzwerkanalyse zwischen dem Metabolitspektrum in Wurzelexsudaten von
Zwischenfriichten und der Biomasse von Maissprossen und -wurzeln. A) Gegeniberstellung von hierarchisch
gruppierten Metabolitmustern in Wurzelexsudaten von Zwischenfriichten, die hydroponisch kultiviertem Mais
zugesetzt wurden, und Spross- oder Wurzeltrockengewichten von Mais. Das Cluster-Dendrogramm stellt die
Ahnlichkeit der Merkmalsintensitdt zwischen den Proben basierend auf der durchschnittlichen Verkniipfung
zwischen Clustern dar. (B) Korrelationen zwischen WGCNA-berechneten Wurzelexsudat-Merkmalsmodulen und
den Trockengewichten von Maissprossen oder -wurzeln. Die Tabelle zeigt Pearson-Korrelationskoeffizienten (r)
und den zugehdorigen p-Wert in Klammern fir jede Korrelation; Ctr = Kontrolle.



Die bisher gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass Leguminosen generell einen férderlichen
Effekt auf das Wurzelwachstum von Mais ausiiben kénnten. Dies sollte in CATCHY 3 getestet
werden, konnte aber aufgrund von Aufwuchsdefiziten im Feldversuch nicht in dieser Form
umgesetzt werden. Daher wurde in einer abgednderten Versuchsfragestellung getestet,
inwieweit Alexandrinerklee die negativen Effekte auf das Tiefenwurzelwachstum von Mais
abmildern kann. Interessanterweise fanden wir tatsachlich, dass Phacelia und Rauhafer in
einer Mischung mit Alexandrinerklee das Tiefenwurzelwachstum von Mais um 20 cm
forderten. Der negative Effekt des Senfes konnte allerdings nicht von Klee gemildert werden
(Abb. 6). Hier zeigt sich wie komplex die Zwischenfruchtwirkungen auf die Hauptkultur sein
konnen. Inwieweit hier unterschiedliche Metabolitprofile, die durch die Zwischenfruchtkultur
in Mischungen vs. Reinsaat eine Rolle spielen oder das Mikrobiom involviert ist, missten
kiinftige Experimente klaren.

Zusammen genommen zeigen die aufgefiihrten Ergebnisse, dass Leguminosen einen
besonders forderlichen Einfluss auf die Wurzeltiefe sowie die Nahrstoffaneignung von Mais
im konventionellen Anbausystem haben, welche sogar in Mischungen mit nicht-Leguminosen
(auBer Senf) noch starker zum Tragen kommen. Daher sollten Leguminosen bei der Auswahl
als wurzelwachstums- sowie nahrstoffanreicherungsférdernde Partner in Zwischenfrucht-
mischungen vor Mais (soweit es die Fruchtfolge zuldsst) unbedingt bericksichtigt werden
(D2.3.2: Richtlinie zur Auswahl von Zwischenfruchtspezies zur Verbesserung der
Eigenschaften des Wurzelwachstums der Hauptfrucht).
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Abbildung 6: Wurzelbiomasse von Mais in verschiedenen Bodentiefen nach Zwischenfriichten in Reinsaat oder
in 2er-Mischungen mit Klee am Standort Triesdorf, Nov. 2021. Horizontale Balken zeigen Mittelwerte der
Wurzelmasse -SD (blasse Farbe), n=7-9.



Einfluss der Fruchtfolge auf die Wurzelbiomasse und den Ernédhrungszustand von Mais

Die bisher betrachteten Ergebnisse zeigten die Einfllisse des Zwischenfruchtanbaus auf Mais
und Weizen in einer Langzeitfruchtfolge aus Weizen-Zwischenfriichten-Mais. Neben dieser
Fruchtfolge wurde noch eine zweite, leguminosenhaltige Fruchtfolge mitgefiihrt, die in jedem
zweiten Durchlauf Ackerbohne anstelle von Mais enthielt. Auffallend war in dieser
Fruchtfolge, dass sich unabhangig von der Zwischenfrucht viele Boden-, Mikrobiom- und
Ertragsparameter (analysiert durch die jeweiligen Konsortiumspartner) zwischen beiden
Fruchtfolgen unterschieden. Dies nahmen wir zum Anlass, den generellen Erndhrungszustand
von Mais, dessen Wurzelbiomasseverteilung und auch das Metabolitprofil in der Bodenl6sung
vergleichend zu untersuchen. Auffallig war dabei, dass die Anreicherung einiger Makro- und
Mikronahrstoffen in der humusmehrenden Fruchtfolge unabhéngig von der vorausgehenden
Zwischenfrucht erhéht war (Abb. 7). Dies zeigte sich bei der Versorgung mit N, Kalium,
Kalzium, Phosphor, Schwefel, Eisen und Mangan, obwohl der Anbau der Ackerbohne zum
Zeitpunkt der Maisernte schon 2 Jahre zurlicklag. Wie schon weiter oben beschrieben, kann
eine langfristige  Nahrstofffreisetzung aus dem auf dem Feld verbliebenen
Ackerbohnenmaterial hier zu einer besseren Versorgung des Mais gefiihrt haben. Ebenso
kdnnte auch das durch den Ackerbohnenanbau gepragte Mikrobiom (wie von SP4 festgestellt)
zu einer besseren Nahrstofffreisetzung aus dem Boden gefiihrt haben.
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Abbildung 7: Nahrstoffakkumulation in der Sprossbiomasse von Mais zur Ernte 2022 nach verschiedenen
Zwischenfriichten in der humuszehrenden (H-) und humusmehrenden (H+) Fruchtfolge. Balken zeigen
Mittelwerte aus Asendorf und Triesdorf —SEM (n=18).



Interessanterweise zeigte Mais auch einen Trend zur hoheren Wurzelbiomassebildung im
Oberboden, wenn keine Ackerbohne in die Fruchtfolge integriert wurde (humuszehrende
Fruchtfolge; Daten nicht gezeigt). Dies weist darauf hin, dass Mais in der humuszehrenden
Fruchtfolge mehr in das Wurzelwachstum investierte, um Nahrstoffe zu erschlieBen, als in der
Ackerbohnen-haltigen humusmehrenden Fruchtfolge. Mais zeigte aber in fast allen Varianten
ein um 10 cm bis teilweise 20 cm stimuliertes Tiefenwurzelwachstum in der humusmehrenden
gegeniliber der humuszehrenden Fruchtfolge, was wiederum den oben beschriebenen
Leguminoseneffekt (hier sogar als Langzeiteffekt durch die Ackerbohne) unterstreicht. Ein
weiterer deutlicher Effekt der humusmehrenden im Vergleich zur humuszehrenden
Fruchtfolge zeigte sich im Bodenmetabolitprofil. In Bodenlésungsproben, die vor der
Maisaussaat 2022 genommen wurden, erschien ein Stoff, der als Eleutherol annotiert wurde,
sehr prominent nur in der humusmehrenden Fruchtfolge. Eleutherol besitzt eine antifungale
Wirkung (Campos et al. 2015). In Abb. 8 ist stellvertretend fiir die anderen Varianten der
Volcano-Plot der 12er Mischung gezeigt, in dem Eleutherol in Griin markiert ist (D2.1.a2:
Bodenmetabolitmuster in Abhangigkeit der Fruchtfolge). Wir konnten bisher keine
Literaturstelle finden, in der beschrieben wird, dass Eleutherol von Leguminosen gebildet
wird. Dies lasst vermuten, dass die generell positiven Wirkungen der humusmehrenden
Fruchtfolge auch eine phytosanitdre Ursache haben kdnnten.

Higher in Mix12 H+ Higher in Mix12 H-

Abbildung 8: Unterschiede im Metabolitprofil der Bodenlésung einer 12er-Zwischenfruchtmischung zwischen
humusmehrender (H+) und humuszehrender (H-) Fruchtfolge im Frithjahr 2022 am Standort Asendorf. Der
Volcano-Plot zeigt relative quantitative Verdnderungen in der Abundanz einzelner Metabolite mit ihrem
Wahrscheinlichkeitswert. Orangefarbige Punkte markieren eine hohere relative Konzentration (Peakintensitat)
detektierter Stoffe nach ungerichteter LC-MS/MS-basierter Metabolitanalyse (Spezifikationen siehe Heuermann
et al. 2023) in der humusmehrenden (links) bzw. humuszehrenden (rechts) Fruchtfolge. Griines Quadrat: Niveau
1-annotiertes Eleutherol.
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3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Um statistisch auswertbare, robuste und reproduzierbare Datensdtze zu erhalten, war es
notwendig, eine hohe Zahl von Proben zu bearbeiten. Neben den Mineralstoffanalysen, die
durch festangestelltes Personal der Arbeitsgruppe (SP2) durchgefiihrt werden konnten,
wurden alle weiteren Schritte (Probenahme, Probenaufbereitung, Wurzelbiomasseanalyse
etc.) sowie fiir die Versuchsdurchfiihrung nétige Investitions- und Sachmittel aus den
bewilligten Projektmitteln bestritten und waren ohne diese nicht méglich gewesen.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Obwohl auch mittelfristig bisher keine signifikanten Effekte des Zwischenfruchtanbaus auf die
Maiserndahrung im konventionellen System zu beobachten waren, liefern die aus dem
Markierungsexperiment und der Bestimmung der Nahrstoffprofile im Mais gewonnen
Ergebnisse eine zuverldssige Datengrundlage, die zeigt, dass sich der Zwischenfruchtanbau
v.a. langfristig positiv auf das Wachstum und die Mineralstoffversorgung von Mais auswirkt.
Der langfristige Anbau von Zwischenfruchtmischungen hat damit hohes Potenzial einen
reduzierten Dingemitteleinsatz zu kompensieren ohne dass dadurch Maisertrage sinken.

Die recht stabilen Effekte der Zwischenfriichte auf die Hauptfrucht zeigen sich vor allem in
einem positiven Einfluss der Vorfruchtvarianten auf das Tiefenwurzelwachstum von Mais,
insbesondere wenn Zwischenfriichte (ber einen langeren Zeitraum in die Fruchtfolge
integriert werden.

5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener Fortschritt auf
dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Von anderer Seite sind keine Forschungsergebnisse bekannt geworden, die Einfluss auf die
Durchflihrung des Forschungsvorhabens hatten.
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