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.  Kurzbericht

1.1 Ziele und Aufgabenstellung

Weizen ist weltweit die wichtigste Grundnahrungsmittelpflanze in Bezug auf die Anbauflache. Der
jahrzehntelange lineare Ertragsanstieg ist jedoch in vielen Landern beendet, d.h. die Weizenertrage in
Hochertragsregionen stagnieren, und derzeit ist der weltweite Anstieg der Weizenproduktion geringer
als das globale Bevélkerungswachstum. Ein kiirzlich durchgefiihrtes Projekt (BMBF-IPAS/BRIWECS)
zeigte, dass der Zuchtfortschritt fir Weizen in Bezug auf den Ertrag selbst unter ungtnstigen
Umweltbedingungen weiterhin linear ist. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass neben dem Klimawandel
der zunehmende Anteil von Weizenselbstfolgen ein Haupttreiber fiir den Rickgang der
durchschnittichen ~ Weizenertrage ist. Die in  Weizenselbstfolgen  deutlich  geringere
Stickstoffnutzungseffizienz und die dort starkeren Ertragsriickgénge unter Trockenstressbedingungen
wurden bislang oft und ausschlief3lich auf den bodenbiirtigen Schaderreger Gaeumannomyces graminis
var. tritici (Ggt, Take-All, Schwarzbeinigkeit) zurlickgefuhrt, der zu einer friihzeitigen Seneszenz der
Weizenwurzelsysteme fihrt. Jedoch wurden Ertragsriickgange in Weizenselbstfolge auch ohne die
typischen sichtbaren Symptome der Schwarzbeinigkeit beobachtet. Dies fiihrt zu der Frage, ob die
Ertragsruckgénge eine Folge des erhéhten Wurzelabsterbens, oder auch von Vorfruchteffekte auf die
mikrobiellen N-Immobilisierung innerhalb oder auferhalb der Rhizosphare, oder auf das
Bodenmikrobiom sind.

Die Ziele dieses Projekts bestanden daher darin, a) die wesentlichen Prozesse zu klaren und zu
quantifizieren, die den Ertragsrickgang von Weizenselbstfolgen im Vergleich zu Weizen nach
Blattfriichten (z.B. Raps) verursachen, wobei der Schwerpunkt auf den Rhizospharenprozessen lag, b)
modellbasiert die Vorhersage des Ertragsriickgangs als Funktion des initialen Bodenmikrobioms und
Umweltfaktoren zu ermdglichen. Dies soll die Identifikation von Managementoptionen fur Zlchter oder
Landwirte ermdéglichen um den Vorfrucht-verursachten Ertragsriickgang in der Weizenproduktion zu
reduzieren.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknilpft wurde

Ein gesundes Wurzelsystem ermdglicht Weizen eine vergleichsweise hohe Stickstoffnutzungs- und
Wasseraufnahmeeffizienz (NUE/WUE) (King et al., 2003). Beide Effizienzen nehmen jedoch nach einer
Infektion mit Ggt deutlich ab (Pillinger et al., 2005; Macdonald und Gutteridge, 2012). Zudem kann davon
ausgegangen werden, dass Fruchtfolge-bedingte Veranderungen der Wurzelmorphologie die
Nahrstoffaufnahme und somit die Nahrstoffnutzungseffizienz beeinflussen (Kohl et al., 2007). Bisher ist
nur unzureichend verstanden, inwieweit morphologische Verdnderungen der Wurzeln, die durch
Krankheiten wie Schwarzbeinigkeit hervorgerufen werden, zu Veranderungen in den
Wasseraufnahmemustern fihren (Schneider und Lynch, 2018). Mittels kiirzlich entwickelter Techniken
zur zerstorungsfreien Uberwachung der isotopischen Zusammensetzung des Bodenwassers (Rothfuss
et al., 2013; Volkmann et al., 2014) und entsprechender Modellierungswerkzeuge (Javaux et al., 2008;
Couvreur et al., 2012; Schnepf et al., 2018) kann nun jedoch die Wasseraufnahme uber die gesamte
Dauer eines Feld- oder Rhizobox-Experiments quantifiziert werden.

Die schadlichen Auswirkungen eines vorhergehenden Weizenanbaus auf die Genexpression und
Regulation von nachfolgendem Weizen sind weitgehend unbekannt. Epigenetische Modifikationen
kénnen jedoch einen dynamischen und reversiblen Mechanismus zur Regulation der
Genexpression/Pflanzenleistung darstellen und als Schnittstelle zwischen Umweltwahrnehmung und
entsprechenden Veranderungen in der Genexpression wirken (Boyko et al., 2011, Lépez und Wilkinson,
2015; Shen et. al., 2018). Zudem gibt es Hinweise auf schadliche Auswirkungen des
Rhizospharenmikrobioms auf die WUE und NUE in Weizenselbstfolgen, in Interaktion mit den
standortspezifischen Boden- und Klimabedingungen (Pillinger et al., 2005). Des Weiteren fiihrt der
Anbau von Weizen nach Weizen zu einer signifikanten Verschiebung der Bakteriengemeinschaft in der
Weizen-Rhizosphéare (Donn et al., 2015), die zum beobachten Ertragsriickgang beitragen kénnten.
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Umfassende Wachstumsmodelle (Weir et al., 1984; Ritchie und Otter, 1985) werden weit verbreitet zur
Vorhersage des Weizenertrags und der Erndhrungssicherheit unter dem Einfluss des Klimawandels
eingesetzt (Asseng et al., 2013). Biostressfaktoren wurden jedoch selten in Wachstumsmodelle fir
Kulturen integriert (Willocquet et al., 2008). Studien zur Modellierung des Take-All-Infektionsprozesses
auf Weizen (Gilligan, 1994) und der Auswirkungen von reduzierter Wurzellangendichte und -
lebensdauer auf die Wasser- und Stickstoffaufnahme (Kohl et al., 2007) lassen dies nun jedoch mdglich
erscheinen.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Im Rahmen umfangreicher Feld- und Rhizoboxexperimente (Arbeitspaket (AP), engl. Working Package
(WP) 1) wurde der Effekt der Fruchtfolgestellung auf Wurzelwachstum und -seneszenz (WP2)
analysiert. Zudem wurde untersucht, ob sich das Mikrobiom und die Genexpression im Weizenanbau
auf Grund der Vorfrucht verdndern (WP3), inwiefern es Effekte auf die Kohlenstoff- und
Stickstofftransformation in der Rhizosphéare gibt (WP4) und es Unterschiede in der
Pflanzenwasseraufnahmen gibt (WP5). Bestandestemperatur-Messungen wurden als alternativer
Ansatz zur Quantifizierung des Trockenstresses untersucht. Die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse
und erhobenen Daten wurden zur Weiterentwicklung der Wurzelwachstumskomponente eines bereits
bestehenden  Weizenwachstumsmodells genutzt (WP6). Eine Datenbank historischer
Feldversuchsergebnisse zu fruchtfolgebedingten Ertragseffekten im Winterweizen wurde als
Evaluationsgrundlage fur modellbasierte Szenarienrechnungen zusammengestellt.

1.4 Wesentliche Ergebnisse

Am Versuchsstandort Harste konnte der Ertragsrickgang von Weizen nach Weizen im Vergleich zu
nach Raps angebautem Weizen bestatigt werden. Das Auftreten dieses Ertragsriickgangs war
grundsatzlich unabhangig von einer Infektion mit der Schwarzbeinigkeit bei der Weizenselbstfolge,
wurde aber durch eine Infektion noch verstéarkt. Somit scheint es jenseits des Schwarzbeinigkeitsbefalls
noch andere, den Ertrag beeinflussende Faktoren beziglich der Vorfrucht vor Weizen zu geben. Weiter
wurde ein Ertragsunterschied zwischen einem Stoppelweizen und einem Weizen in Daueranbau (seit
2006) wiederum nur in einem Jahr mit starkem Schwarzbeinigkeitsbefall (2021) gefunden. Hier scheint
der Befall als hauptséchliche Differenzierungsursache zwischen den beiden Varianten.

Als mdgliche Ursachen flr geringere Ertrage in der Weizenselbstfolge (Stoppel- wie Dauerweizen
zusammengefasst) neben dem Krankheitsdruck wurde zun&chst die Bodenstruktur im Frihjahr
untersucht. Hier gab es allerdings keinerlei nennenswerte Unterschiede zwischen den Varianten,
obwohl zu diesem Zeitpunkt bereits ein Unterschied in der oberirdischen Biomasse zu sehen war.
Mdglicherweise gab es beziglich der zeitlich stark variablen Bodenstruktur zur Aussaat des Weizens
vor Winter noch vorfruchtbedingte Unterschiede, die durch die Winterwitterung nivelliert wurden, vorher
allerdings bereits einen Effekt auf das Pflanzenwachstum hatten.

Weiter wurde die Wurzellangendichte des Weizens im April und Juni untersucht. Im April gab es hierbei,
ahnlich wie bei der Bodenstruktur, keine Unterschiede zwischen den Varianten. Im Juni hingegen konnte
in allen drei Versuchsjahren ein deutlich positiver Effekt der Vorfrucht Raps auf die Wurzellange des
Weizens im Unterboden (30-120 cm) gefunden werden. Somit gibt es &ahnliche Vorfruchteffekte
hinsichtlich Wurzellange und oberirdischer Biomasse bzw. Ertrag, die Kausalitat ist hier allerdings nicht
geklart. So kénnte eine starkere Durchwurzelung fir ein besseres Pflanzenwachstum insgesamt sorgen
oder umgekehrt.

Schlief3lich wurde im Zuge der Wurzeluntersuchungen fir dieses Projekt mit der Minirhizotronmethodik
ein alternativer Ansatz zur Wurzelanalyse kritisch betrachtet und weiterentwickelt. Hierzu wurde eine
bestehende Methodik zur Analyse von Wurzelbildern anhand eines grof3en, im Rahmen des Projektes
gewonnenen Datensatzes weiterentwickelt und erfolgreich auf Weizenwurzeln angepasst. Weiter
wurden die Ergebnisse aus Minirhizotronuntersuchungen mit den destruktiv gewonnen Daten
verglichen. Im Unterboden gab es eine gute Ubereinstimmung beider Methoden, sofern aus dem Einbau
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der Rohren resultierende Lucken vor Messbeginn gefullt werden und es nicht zu gravierenden
Trockenperioden kommt, wohingegen im Oberboden keine Ubereinstimmung gefunden wurde und
Zweifel an der Verlasslichkeit der Minirhizotrondaten aufkamen.

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Vorhabens bestand aufgrund der holistischen Herangehensweise, der komplexen
Fragestellungen und des hohen organisatorischen Aufwandes in der Durchfiihrung der Versuche eine
enge Zusammenarbeit mit allen Partnern. Die Probenahmen der verschiedenen Partner in dem fiir das
Projekt genutzten Feldversuch wurden unterstitzt bzw. fir sie ausgefihrt. Erhobene Daten und
Ergebnisse wurden entsprechend einer zu Projektbeginn geschlossenen Vereinbarung miteinander
geteilt.



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

II. Eingehende Darstellung

1.1 Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniberstellung der vorgegebenen Ziele

AP 1 Feld- und Rhizobox Experimente, Koordination & Datenmanagement
Task 1.1: Feldversuche (CAU-Ag, IfZ)

Auf dem Versuchsgut Hohenschulen der CAU wurden 2 Versuche fur Untersuchungen zur Verfigung
gestellt. Versuch 1 wurde 1989 angelegt und beinhaltet die Versuchsfaktoren a) Vorfrucht (1., 2., 3.
Weizen nach 3 Jahren Gesundungsfrucht), b) Sorte (3 Sorten) und ¢) N-Diingung (4 Stufen) (Abbildung
1); Versuch 2 mit dem Faktor Vorfrucht (1.-4. Weizen ab Versuchsjahr 2). Die Untersuchungen wurden
schwerpunktmafig im 1. und 3. Weizenjahr (W1 bzw. W3) durchgefuhrt. Bei Versuch 2 handelt es sich
um einen umfangreicheren Fruchtfolgeversuch, in dem eine von 4 Fruchtfolgen
(Raps/Weizen/Ackerbohne/Weizen/Weizen) so umgestellt wurde, dass nach Winterraps 4 Weizenjahre
folgen (Raps/Weizen/Weizen/Weizen/Weizen). Durch 5 unterschiedliche N-Dungungsstufen in jedem
Jahr lassen sich Effekte der Selbstfolge auf die Stickstoffeffizienz untersuchen.

Durch die Covid-Pandemie wurde in Feldversuch 1 in 2020 ein reduziertes Messprogramm
durchgefuhrt.

Die Messungen in Feldversuch 2 konnten durch die notwendige Fruchtfolgeumstellung erst in 2021
beginnen. Aus diesem Grund lag der Fokus der Datenerhebung in beiden Versuchen auf den
Versuchsjahren 2021 und 2022. Im Versuchsjahr 2023 wurde in Feldversuch 1 kein Messprogramm
und in Feldversuch 2 ein leicht reduziertes Messprogramm durchgefuhrt (kein Einbau von
Minirhizotronréhren). In den Versuchsjahren 2020 (nur Feldversuch 1), 2021, 2022 und 2023 (nur
Feldversuch 2) wurden die Messungen wie im Projektantrag vorgesehen durchgefiihrt: Mittels
Drohnenbefliegung wurden regelméaRig (14-tagig) Spektralaufnahmen von den Versuchen gemacht.
Thermalaufnahmen wurden unter warmen und trockenen Witterungsbedingungen durchgefuhrt. Der
Bodenwassergehalt wurde in der relevanten Phase (Anfang April bis Ende Juli) wéchentlich mittels
eines FDR-Rohrsonden-Systems (Diviner-2000) gemessen. Mit Hilfe von Minirhizotronréhren wurden
zwischen Januar und Juli in den Versuchsjahren 2021 und 2022 in beiden Feldversuchen zu sechs bzw.
sieben Terminen, Wurzelaufnahmen gemacht. Destruktive Biomassebestimmung wurden an drei
Terminen (BBCH 32, 59 & 72) durchgefiihrt. Kurz vor der Ernte wurden Wurzelproben zur Bestimmung
des Befalls mit Schwarzbeinigkeit genommen. Zur Ernte wurde der Ertrag aller Parzellen mittels
Parzellendrusch ermittelt und die Ertragskomponenten durch eine zuséatzliche Handernte ermittelt. Nmin
wurde zu Vegetationsende, Vegetationsbeginn und zur Ernte mittels Bodenbeprobung erfasst.
Zusatzlich wurden zu Projektbeginn Boden-C-Gehalte bestimmt.

Ein dritter Versuch (Versuch 3) wurde 2021, 2022 und 2023 in einer Rollhausanlage auf dem
Versuchsgut Hohenschulen angelegt (Abbildung 1). Das verschiebbare Dach dieser Anlage ermdglicht
die Erzeugung von Trockenstressbedingungen. Hier wurde Weizen in Selbstfolge und Weizen nach
Ackerbohne mit optimaler Bewasserung und unter Trockenstress getestet. Zusétzlich zu dem auf
Versuch 1 & 2 durchgefuhrten Messprogramm lag der Fokus auf der Erfassung des Trockenstresses
durch  zeitlich  hochaufgeloste  Bestandestemperaturmessungen und  Messungen  des
Stomataschlusses.
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Abbildung 1 Versuchsanlagen 1 und 3 auf dem Versuchsgut Hohenschulen.

Die Daten aus den Feldversuchen wurden in der gemeinsam zuganglichen Datenablage in Form von
Jlat-file format® Textdateien gespeichert.

Der Kornertrag in Versuch 1 in Kiel war in allen drei Jahren in W3 in beiden N-Stufen reduziert, jedoch
mit unterschiedlicher Intensitat (Abbildung 2). Der visuell bonitierte Schwarzbeinigkeitsbefall war in W3
signifikant erhdht (Abbildung 2). Die N-Diingung hatte keinen Einfluss. Der Ertragsabfall war in 2020 am
geringsten, wohingegen der Befall hbher war im Vergleich zu den anderen Jahren. Im Jahr 2021 war
der Befall trotz nassem Frihjahr niedrig, der Ertragsabfall aber hdher. Die ungediingte W3 Variante in
2022 zeigte den hochsten Befall und den geringsten Ertrag (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Kornertrag (links) und visuell bonitierter Befall von Schwarzbeinigkeit anhand einer Skala nach Mielke,
(1974) (rechts) von Weizen nach Raps (W1) und Weizen im dritten Jahr in Selbstfolge (W3) in den drei
Versuchsjahren gediingt und optimal gedingt in Versuch 1 auf dem Versuchsgut Hohenschulen.

Der zweite Versuchsstandort befand sich bei Harste, nahe Gottingen, wo seit 2006 ein
Langzeitfruchtfolgeversuch (Systemversuch Fruchtfolge) vom IfZ betrieben wird. Fir das Projekt
wurden zwei Fruchtfolgen des Versuchs genutzt: eine seit Versuchsbeginn bestehende
Weizenmonokultur sowie eine sechsjahrige Fruchtfolge, in der auf Raps zweimal Weizen folgt, also der
erste und zweite Weizen nach Blattfrucht Raps untersucht werden kann. Als zusatzliche Variation wurde
der Weizen entweder optimal oder nicht mit Stickstoff gediingt. Neben dem spezifischen
Messprogramm fir andere Arbeitspakete (siehe unten) wurden die allgemeinen Parameter Kornertrag
und Tausendkornmasse, Ahrendichte, Kornprotein, Grunflachenindex (zweiwochentlich wahrend der
Vegetationsperiode, Schatzung aus spektralen Reflektionsdaten), Biomasse und C/N-Konzentrationen
an drei Zeitpunkten, Menge und C/N-Konzentration der Ernterlickstande sowie Boden-Nmin zu drei
Zeitpunkten (Vegetationsbeginn, Vegetationsende, nach Ernte) wie geplant fur die drei Versuchsjahre
2020, 2021 und 2022 erhoben. Zudem wurden die Boden-C-Gehalte der Parzellen wie geplant 2020
und zusatzlich 2022 erhoben.

Die grundlegenden pflanzenbaulichen Parameter fir den Versuch in Harste wurden zu grof3en Teilen
in Arnhold et al. (2023a) verdéffentlicht. Der Kornertrag war dabei in jedem Untersuchungsjahr gemittelt
Uber die beiden N-Stufen am hdchsten fur den Rapsweizen, wohingegen es zwischen Stoppel- und
Dauerweizen nur in einem Jahr einen signifikanten Unterschied gab (Abbildung 3 links). Im betroffenen
Untersuchungsjahr 2021, das tUberdurchschnittlich feucht war und damit einen Kontrast zu den eher
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trockenen  Versuchsjahren 2020 und 2022 bildete, wurde ein insgesamt starker
Schwarzbeinigkeitsbefall im Versuch festgestellt, dessen unterschiedliche Intensitat in den
verschiedenen Fruchtfolgepositionen die Ertragsunterschiede in diesem Jahr gut erklaren konnte
(Abbildung 3 rechts). 2022 wiederum wurde kein Schwarzbeinigkeitsbefall festgestellt.

Somit lasst sich festhalten, dass der Ertragsvorteil von Raps als Vorfrucht zu Weizen unabhéngig von
dem durch Wurzelbonitur quantifizierbaren Krankheitsdruck zu bestehen scheint, der tiberwiegend auf
den in Weizenselbstfolgen typischen Befall mit Schwarzbeinigkeit zuriickzufiihren ist. Es erscheint somit
mdglich, dass auch nicht-phytopathologische Ursachen fir den Ertragsriickgang in Weizenselbstfolgen
urséchlich sein kdnnten.
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Abbildung 3 Links: Kornertrag von Weizen nach Winterraps (W1) sowie nach Weizen als Stoppelweizen (W2) oder
Weizenmonokultur (WM) in den drei Untersuchungsjahren gemittelt tiber die beiden N-Diingungsstufen. Gezeigt
sind Mittelwerte (n = 6) mit Standardabweichungen. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante (p<0,05)
Unterschiede. Rechts: Zusammenhang zwischen Schwarzbeinigkeitsbefall (bonitiert als Take-all index) und
Kornertrag fur das Untersuchungsjahr 2021, getrennt dargestellt fiir optimale und ohne N-Diingung. Abbildungen
aus Arnhold et al. 2023a.

Task 1.2: Rhizobox-Experimente (FZJ)
Rhizoboxexperiment 1 (Tasks 1.2, 2.2, 3.2, 4.3)

In diesem Versuch untersuchten wir, wie sich die Fruchtfolgepositionen von Winterweizen auf die
pflanzeninterne Allokation von frisch assimiliertem Kohlenstoff (C) in ober- und unterirdische
Pflanzenteile sowie in Wurzelexsudate, einer Energiequelle fir Bodenmikroben, auswirken und dadurch
das Bodenmikrobiom beeinflussen. Dies war vor Beginn des Vorhabens noch weitgehend unbekannt.

Im Gewdachshaus wurde ein Rhizoboxenversuch mit Winterweizen durchgefiihrt, der in Boden nach
Raps (W1), nach einem Jahr Winterweizen (W2) und nach drei aufeinander folgenden Jahren
Winterweizen (W4) angebaut wurde. In aufeinanderfolgenden Winterweizen-Fruchtfolgen kam es zu
einem starken Biomasse- und Ertragsriickgang (Abbildung 4d), der von deutlichen Veranderungen im
Wurzelwachstum begleitet wurde (Abbildung 5).

Mithilfe eines neuartigen experimentellen Ansatzes, der die Echtzeit-Quantifizierung von 3CO: aus der
Wurzelatmung nach 3CO2-Pulsmarkierung verwendet, konnten wir zeigen, dass die Vorgangerkulturen
die ober- und unterirdische C-Allokation in Winterweizen stark beeinflussen. Unseres Wissens ist dies
das erste Mal, dass eine solche zerstdrungsfreie Echtzeit-Methode eingesetzt wurde, um den Verbleib
von photosynthetisch assimilierten C in Winterweizen zu verfolgen und die Auswirkungen der Vorfriichte
auf den Boden und die nachfolgende Kultur zu verstehen.
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Wir verwendeten ein automatisches Probenahmesystem auf der Basis von gaspermeablen Schlauchen,
um den 13C-Uberschuss der Bodenatmung in sechs Tiefen und zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten zu
messen. In W1 wurde im Vergleich zu W4 ein hoherer 13C-Uberschuss in der Bodenatmung gemessen,
insbesondere im Oberboden in spateren Wachstumsstadien (Abbildung 6). Unsere Studie zeigte
erstmals einen Mechanismus auf, durch den die Fruchtfolgeposition von Winterweizen die Verteilung
von frisch assimiliertem C oberirdisch und im Boden beeinflusst. Winterweizen nach Raps hielt die
unterirdische Allokation von frisch assimiliertem C langer aufrecht als in Selbstfolge angebauter
Winterweizen und baute mehr von diesem C in seine Biomasse ein, wohingegen bei
aufeinanderfolgenden Winterweizen-Fruchtfolgen weniger 3C aufgenommen wurde (Abbildung 6a+b).
Ein hoherer 13C-Uberschuss des DOC und der mikrobiellen Biomasse wurde ebenfalls in W1 und W4
im Vergleich zu W2 festgestellt (Abbildung 7).
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a  Root dry weight (g plant™")

B Root mass density (mg cm'aj
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Abbildung 6 Uberschiissiges 13C der Bodenatmung in zwei unterschiedlichen Winterweizenfruchtfolgen 0 (a), 1 (b),
2 (c), 10 (d) und 25 (e) Tage nach der Markierung (DAL). Die Pflanzen wurden wahrend der spéaten Blite (BBCH
69) markiert. W1 = erster Weizen und W4 = vierter Weizen nach Raps. Unterschiedliche GroRbuchstaben in jeder
Teilabbildung weisen auf signifikante Unterschiede zwischen den Fruchtfolgepositionen hin. Unterschiedliche
Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Fruchtfolgepositionen in jeder Bodentiefe
auf einem Niveau von p < 0,05.
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Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass die beiden unterschiedlichen Fruchtfolgepositionen W1 und
W2 mit signifikanten Unterschieden im mineralischen N-Gehalt des Bodens sowie von
Schlisselenzymen des C- und N-Kreislaufs im Boden einhergingen (Abbildung 8), die letztlich mit einem
erhohten Wurzelwachstum und erhdhten Ertrag in W1 verbunden waren.

Zudem untersuchten wir zusammen mit Partner JKI die Abundanz von Bakterien und Archaeen und
deren Dynamik im Boden (Abbildung 9). Als Reaktion auf die geringere N-Verfluigbarkeit im Unterboden
von W2 zum Zeitpunkt der Aussaat reicherten die Pflanzen ihr Rhizosphé&renmikrobiom mit N-
fixierenden, nitrifizierenden und denitrifizierenden, also wichtigen, an den N-Umsetzungen des Bodens
beteiligten Mikroben an. Dieser Unterschied zwischen W1 und W2 blieb auch bis zum Stadium der
Kornreife weitgehend erhalten, gleichzeitig gingen die Pflanzenwuchsleistung und der Kornertrag in W2
im Vergleich mit W1 zurtick (Abbildung 10).

Insgesamt deuten unsere Ergebnisse der 3CO2-Pulsmarkierung auf eine verstarkte Aufnahme von
kirzlich assimiliertem C in die pflanzliche Biomasse von W1 (Winterweizen nach Raps) im Vergleich zu
W2 (sukzessiv angebautem Winterweizen) hin. Ein groRerer Teil dieses allokierten C wurde direkt durch
Wurzelexsudation oder indirekt durch die heterotrophe Nutzung der Wurzelstreu in die mikrobielle
Biomasse aufgenommen (Abbildung 7a). Die Ergebnisse unseres Versuchs verdeutlichen die
langanhaltende Auswirkung vorangegangener Kulturen auf die N-Verfugbarkeit im Boden und das
Wachstum der nachfolgenden Winterweizenkultur und verbessern unser mechanistisches Verstandnis
des Pflanze-Boden-Feedbacks von unterschiedlichen Winterweizen-Fruchtfolgen im Hinblick auf die
ober- und unterirdische Allokation von frisch assimiliertem C. Die erhdhte und anhaltende C-Investition
in das Wurzelsystem von W1 wird durch eine hoéhere und langere allgemeine Pflanzenvitalitat
Uberkompensiert, was letztlich zu einem hoheren Ertrag fuhrt, wohingegen die geringerer C-Allokation
in sukzessiv angebauten Winterweizen zu einer verringerten Wurzelleistung und damit zu einem
potenziell geringeren Ertrag fuhrt.
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Abbildung 8 Auswirkung der Fruchtfolgepositionen auf NH4+-N (a, €), NO3--N (b, f), maximale Geschwindigkeit
(Vmax) von B-Glucosidase (BGU; c, g) und Leucin-Aminopeptidase (LAP; d, h) des folgenden Winterweizens zum
Zeitpunkt der Bestockung (T1 = BBCH 29) und Kornreife (T2 = BBCH 90). W1 = erster Weizen und W2 = zweiter
Weizen nach Raps. Unterschiedliche GroRRbuchstaben in jeder Teilfliche weisen auf signifikante Unterschiede
zwischen den Fruchtfolgepositionen hin. Innerhalb jeder Bodentiefe kennzeichnen unterschiedliche
Kleinbuchstaben signifikante Unterschiede zwischen den Fruchtfolgepositionen auf einem Niveau von p < 0,05.
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Abbildung 9 Auswirkung der Fruchtfolgepositionen auf die 16S rRNA von Bakterien (a, e), die Abundanz des amoA-
Gens von Ammoniak-oxidierenden Bakterien (AOB; b, f), die Abundanz des nifH-Gens (c, g) und die Abundanz des
nirS-Gens (d, h) im wurzelbeeinflussten Boden des folgenden Winterweizens zum Zeitpunkt der Bestockung (BBCH
29) und der Kornreife (BBCH 90). W1 = erster Weizen und W2 = zweiter Weizen nach Raps. Unterschiedliche
GrofRbuchstaben in jeder Teilabbildung weisen auf signifikante Unterschiede zwischen den Fruchtfolgepositionen
hin. Innerhalb jeder Bodentiefe kennzeichnen unterschiedliche Kleinbuchstaben signifikante Unterschiede
zwischen den Fruchtfolgepositionen auf einem Niveau von p < 0,05.
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Abbildung 10 Diversitat von Bakterien und Archaeen in zwei Pflanzenentwicklungsstadien (T1 = BBCH 29,
Bestockung; T2 = BBCH 92, Kornreife), getrennt nach Bodentiefe (D30, 0-30 cm; D60, 30-60 cm), Mikrohabitat (RA
= wurzelbeeinflusster Boden; RH = Rhizosphére) und Fruchtfolgeposition (W1 = erster Weizen nach Raps; W2 =
zweiter Weizen nach Raps), basierend auf 16S rRNA-Genamplikon-Sequenzierungsdaten. (a) Alpha-
Diversitatsmetriken, einschlieBlich Shannon-, Chaol- und Pielou-Diversitat (analysiert mit Mann-Whitney-U-Test
mit nach der Bonferroni-Methode angepassten p-Werten). Vertikale Balken stellen Standardfehler dar. (b) Beta-
Diversitat, gemessen mit Bray-Curtis-Dissimilaritat und visualisiert durch multidimensionale Skalierung (MDS), mit
statistischer Analyse durch PERMANOVA. (c) Relative Haufigkeit der zehn am haufigsten vorkommenden Taxa in
T1 und T2. Signifikanzniveaus: * p < 0,05; *** p < 0,001.

Rhizoboxexperiment 2 (Tasks 1.2, 2.2, 3.2, 4.2)

Wir fihrten einen weiteren Rhizoboxversuch im Freiland (Rhizoboxexperiment 2) mit sandig-lehmigem
Ackerboden vom Standort Hohenschulen bei Kiel durch. Winterweizen wurde in Boden nach Raps (W1),
nach einer Winterweizen-Saison (W2) und nach drei aufeinanderfolgenden Winterweizenjahren (W4)
angebaut. In diesem Versuch wendeten wir zusammen mit den Partnern CAU-Phyt die Methode der
Zymographie an, um die rdumliche Verteilung und Menge der Freisetzung von Glucose (GLU) in der
Rhizosphare von Winterweizen zu beobachten sowie Veranderungen in der Aktivitat der an wichtigen
C- und N-Umsetzungen im Boden beteiligten Enzyme [-Glucosidase (BGU) und Leucin-
Aminopeptidase (LAP) zu quantifizieren. Zudem wurden verschiedene biochemische und mikrobielle
(Partner JKI) Eigenschaften des Bodens und der Rhizosphére in Abhéngigkeit von der Position in der
Fruchtfolge (W1, W2 oder W4) gemessen. Wie im ersten Rhizoboxexperiment wiesen W2 und W4 im
Vergleich zu W1 ein geringeres Wachstum auf (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Auswirkung der
Fruchtfolgepositionen auf das Wurzel-
, Sténgel- und Blatttrockengewicht (a)
und das C:N-Verhaltnis (b) des
folgenden Winterweizens bei Beginn
der Stangelstreckung (BBCH 30).
KW1 = erster Weizen, KW2 = zweiter
a Weizen und KW4 = vierter Weizen
nach Raps im Boden des
Versuchsbetriebs Hohenschulen.
Innerhalb jedes Pflanzenteils
kennzeichnen unterschiedliche
Kleinbuchstaben signifikante
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Die Eigenschaften des Wurzelwachstums zeigten eine starke plastische Reaktion, mit einer hdheren
Wurzellangendichte, einem héheren mittleren Wurzeldurchmesser und einer geringeren spezifischen
Wurzellange fur KW1 im Vergleich zu KW2 und KW4 (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Auswirkung der
Fruchtfolgepositionen auf die
Wurzellangendichte (a), die
Wurzelgewebedichte (b), den durchschnittlichen
Wourzeldurchmesser (c) und die spezifische
Wourzellange (d) des folgenden Winterweizens
bei Beginn der Halmstreckung (BBCH 30) in
den Bodentiefen 0-30 cm, 30-60 cm und 60-100
cm). KW1 = erster Weizen, KW2 = zweiter
Weizen und KW4 = vierter Weizen nach Raps
im Boden des Versuchsbetriebs Hohenschulen
in Kiel, Deutschland. Innerhalb jeder Bodentiefe
kennzeichnen unterschiedliche
Kleinbuchstaben signifikante Unterschiede
zwischen den Fruchtfolgepositionen auf einem
Niveau von p < 0,05 gemafll ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachvergleiche.

Der Boden von KW1 wies eine geringere mineralische N-Konzentration (Abbildung 13) und mikrobielle
Biomasse (Abbildung 14) als KW2 und KW4 auf, was zu einem héheren C:N-Verhaltnis fihrte.
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Abbildung 13 Auswirkung der Fruchtfolgepositionen auf NH4+-N (a) und NO3--N (b) des nachfolgenden
Winterweizens zu Beginn der Halmstreckung (BBCH 30) in den Bodentiefen 0-30 cm, 30-60 cm und 60-100 cm
und zwei Bodenkompartimenten Schittboden (BS) und Rhizospharenboden (RH). KW1 = erster Weizen, KW2 =
zweiter Weizen und KW4 = vierter Weizen nach Raps im Boden des Versuchsbetriebs Hohenschulen in Kiel,
Deutschland. Innerhalb jeder Bodentiefe und jedes Bodenkompartiments kennzeichnen unterschiedliche
Kleinbuchstaben signifikante Unterschiede zwischen den Fruchtfolgepositionen auf einem Niveau von p < 0,05
gemal ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachvergleiche.
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Abbildung 14 Auswirkung der Fruchtfolgepositionen auf die mikrobielle Biomasse Kohlenstoff (Cmic, a) und die
mikrobielle Biomasse Stickstoff (Nmic, b) des nachfolgenden Winterweizens bei Beginn der Halmstreckung (BBCH
30) in den Bodentiefen 0-30 cm, 30-60 cm und 60-100 cm. KW1 = erster Weizen, KW2 = zweiter Weizen und KW4
= vierter Weizen nach Raps im Boden des Versuchsbetriebs Hohenschulen in Kiel, Deutschland. Innerhalb jeder
Bodentiefe kennzeichnen unterschiedliche Kleinbuchstaben signifikante Unterschiede zwischen den
Fruchtfolgepositionen auf einem Niveau von p < 0,05 gemdB ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fiir multiple
Vergleiche.

Die Zymographie zeigte eine groR3ere rhizospharische Ausdehnung von BGU und LAP im Bodenprofil
von KW1 als in KW2 und KW4 (Abbildung 15).
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Geringerer geldster organischer Kohlenstoff und Hotspot-Bereiche von GLU in der Rhizosphéare der
aufeinanderfolgenden KW fiihrten mdéglicherweise zu einer Dysbiose mit den Bodenmikroben. KW4
wies einen hoheren mikrobiellen Artenreichtum auf als KW1, wahrend die Bodentiefe und die
Fruchtfolgeposition den grof3ten Teil der Varianz in den mikrobiellen Bodengemeinschaften erklarten.
Actinobacteriota, Proteobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadota und Crenarchaeota waren die am
haufigsten vorkommenden Phyla mit deutlichen Unterschieden zwischen den Fruchtfolgepositionen in
verschiedenen Bodentiefen.

KW1

Rhizoboxexperiment 3 (Tasks 1.2, 2.2, 3.3, 4.2)

Die Rhizoboxen wurden weiterentwickelt, um die Bodentemperatur entlang des Bodenprofils regulieren
und damit ein mdoglichst realistisches (naturnahes) Bodentemperaturprofil einstellen zu kénnen
(Abbildung 16). Dies ermoglichte es uns, in Zusammenarbeit mit den Partnern CAU-Phyt und JKI einen
Rhizoboxversuch im Freiland durchzufihren, bei dem W1 und W2 mit und ohne Inokulation mit einem
pflanzenwachstumsférdernden Bakterium (PGPB) der Gattung Bacillus verglichen wurden. In diesem
Versuch waren die Pflanzen den Wetterbedingungen im Freiland ausgesetzt, wahrend die
Bodentemperatur auf realistischem Niveau gehalten werden konnte, was die Aussagekraft unserer
Ergebnisse erhdhte. Die Pflanzen wurden am Ende der Bestockung geerntet (BBCH 29). Wir haben die
Reaktion der Pflanzen auf die PGPB-Inokulation gemessen und die Nahrstoffdynamik in der
Rhizosphéare und in der Rhizoebene der Wurzeln ermittelt. Die Dynamik des Wurzelwachstums wurde
mit WinRhizo gemessen. Die Datenanalyse fur diesen Versuch ist noch nicht abgeschlossen.
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Abbildung 16 Links: Winterweizen, wachsend in den
neu entwickelten Rhizoboxen, die eine realistische
Einstellung des Bodentemperatur-profils und damit
Freilandversuche unter realistischen
Witterungsbedingungen ermdglichen. Rechts:
Zymogramm, welches in diesem Versuch im
Wuchsstadium BBCH 29 angefertigt wurde.

KW2 wies im Vergleich zu KW1 eine geringere Pflanzenbiomasse auf, analog zu den
Rhizoboxenexperimenten 1 und 2 (Abbildung 17a).
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Abbildung 17 Auswirkung der Fruchtfolgepositionen und der Saatgutinokulation mit Bacillus pumilus auf Wurzel-,
Stangel- und Blatttrockengewicht (a), P % (b), K % (c), Fe% (d) des folgenden Winterweizens zu Beginn der
Stangelstreckung (BBCH 30). W1 = erster Weizen und W2 = zweiter Weizen nach Raps im Boden des
Versuchsbetriebs Hohenschulen in Kiel, Deutschland. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Fruchtfolgepositionen bei p < 0,05 geméa3 ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fir multiple
Vergleiche.

Die Inokulation des Saatguts mit dem nutzlichen Bacillus pumilus milderte die ansonsten sehr
reproduzierbare Wachstums- und Ertragsverringerung von Winterweizen in Selbstfolge (W2) erheblich,
wie der Vergleich zwischen W2- (W2 ohne Saatgutinokulation) und W2+ (W2 mit Saatgutinokulation)
zeigt (Abbildung 17a). Weitergehende Analysen, v.a. zum Mikrobiom, waren bei Erstellung dieses
Berichts noch nicht abgeschlossen. Diese werden Aufschluss dariiber geben, ob dieser Effekt
hauptsachlich auf ein verbessertes Wurzelwachstum und eine verbesserte Nahrstoffaufnahme
zuruckzufihren ist, oder auf eine Unterdrickung von Pathogenen durch die PGPB-Inokulation.

Pflanzréhrenversuch im Freiland (Tasks 3.3, 4.3, 5.1)

SchlieB3lich wurde ein weiterer Freilandversuch mit Boden vom Versuchsstandort Gottingen
durchgefihrt, in dem das C-, N- und H20-Aufnahme- und -verteilungsverhalten sowie Wuchsleistung
und Ertrag von GW1 und GW2 mit und ohne Kompostzugabe verglichen wurden. Ziel war es, das
Potenzial von Kompost, die Wachstumsverringerung von W2 abzumildern, die durch die negativen
Effekte der Vorfrucht verursacht wird, zu untersuchen. Um die Pflanzen nattrlichen Umweltbedingungen
auszusetzen, wurde der Weizen in PVC-R6hren in leeren Lysimeterhohlrdumen in der Freiland-
Lysimeteranlage des FZJ angebaut, die mit einer dicken Styroporschicht gegen Witterungseinfliisse
isoliert waren. Damit konnte ein realistisches Bodentemperaturprofil erreicht werden, was wir mit
Temperaturmessungen belegen konnten. Die Réhren verfiigten tiber zwei vertikale Reihen von Lochern
auf gegeniberliegenden Seiten, um wahrend der gesamten Wachstumsphase der Pflanzen
Bodenproben entnehmen zu kénnen. Die Pflanzen wurden mit ®N-markiertem Ammoniumsulfat (10
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Atom-% 15N) markiert, das mit unmarkiertem Kalkammonsalpeter gemischt wurde, der in drei
Wachstumsstadien der Pflanzen ausgebracht wurde. Die Pflanzen wurden im frihen Bluhstadium
(BBCH 59) mit 99,9 Atom-% 13CO2 markiert und auRerdem mit tH2HO (&2H = 43000 %o.) und H280 (5180
= 5000 %o), das in 25 bzw. 50 cm Bodentiefe injiziert wurde. Die erste Bodenprobe wurde 3 Tage nach
der 13CO2-Markierung entnommen. Dann wurden die Pflanzen im Stadium der Kornreife geerntet und
verschiedene biochemische Parameter des Pflanzenwachstums quantifiziert. In diesem Versuch wies
der in Selbstsukzession angebaute Winterweizen, wie in allen Rhizoboxenversuchen auch, ein
verringertes Wachstum auf, was sich auch negativ auf den Kornertrag auswirkte (Abbildung 18a).
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Abbildung 18 Auswirkung der Fruchtfolgeposition des Winterweizens und der Kompostausbringung auf das
Trockengewicht der Pflanzen (a) und die §13C-Werte von Wurzeln, Stangeln, Blattern, Spelzen und Kérnern (b) im
Stadium der Kornreife (BBCH 92). GW1 = erster Weizen und GW2 = zweiter Weizen nach Raps. Unterschiedliche
Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Rotationspositionen bei p < 0,05 geméaR
ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachvergleiche.

Gleichzeitig zeigte die *CO.-Pulsmarkierung Unterschiede in den C-Allokationsmustern mit deutlich
niedrigeren d3C-Werten in der Biomasse von GW2 (Abbildung 18b). Die Ausbringung von Kompost
milderte diese Wachstumsverringerung deutlich ab, wie sich in den héheren 53C-Werten der Biomasse
von GW2C und das damit verbundene Trockengewicht der Pflanzen zeigen. Weitere Analysen liefen
noch zum Zeitpunkt der Berichtserstellung und werden Aufschluss Uber die biochemischen
Mechanismen im Boden geben, die diese Reaktion steuern.

Task 1.3: Datenmanagement (CAU-AQ)

Im Rahmen des Arbeitspakets 1 erfolgte die Koordination und das Datenmanagement des
Gesamtprojekts unter Federfihrung der CAU-Ag. Dies umfasste die Organisation von Projekttreffen,
die Corona-bedingt Uberwiegend in Form von Videokonferenzen durchgefiihrt wurden. Treffen in
Prasenz fanden im Mai 2022 in Gottingen, im Dezember 2022 in Kiel und im Februar 2024 in
Braunschweig statt. Ein zusatzlicher, auch projektiibergreifender, Austausch fand jahrlich im Rahmen
der Rhizo4Bio-Statusseminare statt. Zudem wurde durch die CAU-Ag die regelmé&Rige Berichterstattung
sichergestellt und die gemeinsame Berichterstattung der drei CAU-Arbeitsgruppen koordiniert.

Das Datenmanagement erfolgt in Zusammenarbeit der Projektpartner, wobei von der CAU-Ag auf dem
Cloud Server der CAU ein Datenspeicher mit gemeinsamem Zugriff eingerichtet wurde, in den die
Projektpartner die Daten im einheitlichen BonaRes-flatfile-Format hochladen konnten. Die Grundregeln
fur die Datennutzung innerhalb des Projektes wurden in einem internen Dokument festgehalten. In
diesem Format erfolgte unter Eigenregie der Projektpartner der Datenupload in die BonaRes-
Datenbank. Hierdurch ist auch eine Nachnutzung der umfangreichen Datensétze fur andere Nutzer in
Zukunft méglich.
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AP 2 Wurzelwachstum und Wurzelseneszenz
Task 2.1: Wurzelwachstum und -seneszenz unter Feldbedingungen (IfZ, CAU-AQ)

Die zeitlich-raumliche Dynamik des Wurzelwachstums von Winterweizen wurde durch destruktive
Probenahmen (April 2021 und 2022 sowie Juni 2020, 2021 und 2022) im Feldversuch des IfZ und im
Feldversuch 1 der CAU-Ag sowie durch regelmafige Minirhizotron-Messungen erfasst. Entgegen der
urspriinglichen Planung konnte die erste angedachte Probenahme im April 2020 sowie der Einbau der
Minirhizotron-Réhren fur das Jahr 2020 nicht erfolgen, da es hier durch die Corona-Pandemie, sowie
Probleme mit den eigens fiir diese Arbeiten angefertigten Probenahmegeraten, zu Verzégerungen kam.

Die destruktiven Probenahmen erfolgten mit einer Sonde mit einem Durchmesser von 6 cm, mit der in
funf Messtiefen (0-15, 15-30, 30-60, 60-90 und 90-120 cm) jeweils drei Proben pro Parzelle im April
sowie im Juni gezogen wurden. AnschlieRend wurden die Wurzeln aus den Proben ausgewaschen, auf
einer Glasplatte ausgelegt, dabei von anderem organischen Material getrennt, und schlieflich
eingescannt. Die so entstandenen Scanbilder erlaubten die Bestimmung der Wurzellange mit Hilfe der
Software WinRhizo. Die gewonnenen Daten wurden zu grof3ten Teilen in Arnhold et al. (2023a)
veroffentlicht.

Waéhrend es in Harste im April keine Unterschiede in der Durchwurzelung zwischen den Varianten gab
(Abbildung 19 links), wurde im Juni im Unterboden (30-120 cm) in allen drei Jahren eine signifikant
hdhere Wurzellangendichte nach Raps im Vergleich zu nach Weizen gefunden (Abbildung 19 rechts).
Ein Unterschied zwischen Stoppel- und Dauerweizen wurde hier statistisch nicht gefunden, allerdings
gab es im nassen Jahr 2021 eine numerisch hohere Wurzellangendichte fur den Dauer- im Vergleich
zum Stoppelweizen. Ahnlich war es im Juni im Oberboden (15-30 cm): hier gab es in den trockenen
Jahren 2020 und 2022 ohne einen grof3eren Krankheitsdruck keine Unterschiede in der Durchwurzelung
zwischen den Varianten, im feuchten Jahr 2021 mit hohem Schwarzbeinigkeitsbefall allerdings eine
sehr deutliche Abstufung Rapsweizen > Dauerweizen > Stoppelweizen in Hinsicht auf die
Wurzellangendichte, was mit der Intensitéat des Schwarzbeinigkeitsbefalls in den einzelnen Varianten
Ubereinstimmt und als direkte Folge dieses Befalls interpretiert werden kann.
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Abbildung 19 Links: Wurzellangendichte von Weizen BBCH 29 in drei Fruchtfolgepositionen und drei Bodentiefen,
gemittelt Uber zwei N-Stufen und die beiden Versuchsjahre 2021 und 2022. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede gefunden. Rechts: Wurzellangendichte von Weizen BBCH 69 in drei Fruchtfolgepositionen und zwei
Bodentiefen in den drei Versuchsjahren 2020, 2021 und 2022, gemittelt Uber zwei N-Stufen. Unterschiedliche
GrofRbuchstaben zeigen signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen den Untersuchungsjahren, unterschiedliche
Kleinbuchstaben zwischen den Fruchtfolgepositionen dar. Nicht innerhalb dieses Schemas dargestellt ist der
Haupteffekt der Fruchtfolgeposition im Unterboden. Hier wurden jahresunabhéngig signifikante Unterschiede
zwischen W1 auf der einen und W2 sowie WM auf der anderen Seite gefunden. Abbildungen aus Arnhold et al.
(2023a).

17



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

Die Durchwurzelungsintensitat, insbesondere im Unterboden, kdnnte anhand dieser Ergebnisse als
Erklarung fur den mdoglicherweise krankheitsunabhéngigen Vorfruchteffekt beim Vergleich Raps und
Weizen als Vorfrichte dienen, da eine stérkere Durchwurzelung im Unterboden einen Vorteil hinsichtlich
der ErschlieBung und Aufnahme von Néhrstoffen und insbesondere Wasser bietet. Allerdings spricht
die fehlende Differenzierung im April, als es schon deutliche Unterschiede zwischen den Varianten
hinsichtlich der oberirdischen Biomasse gab (Arnhold et al. 2023b, Daten hier nicht gezeigt), also ein
Effekt auf das allgemeine Pflanzenwachstum schon feststellbar war, dagegen. Das lasst die
Interpretation zu, dass andere Faktoren als Krankheitsdruck und Wurzelwachstum das
Weizenwachstum beeinflussen kénnen.

Fir die Minirhizotronaufnahmen wurden pro Parzelle zwei oder drei 2m-Ro6hren mdglichst frih in der
Saison in einem 30° Winkel eingebaut, mit dem regelmafRigen Messrhythmus bis zur Ernte wurde ab
April begonnen. Fir die aufgenommenen Bilder wurde eine automatisierte Auswertung mittels eines
Convolutional Neural Networks (CNN) entwickelt, bzw. ein vorhandenes CNN (Wang et al. 2019)
weiterentwickelt und auf die Gegebenheiten von Weizenwurzeln angepasst. Weiter wurde ein Prozess
zum Zusammenfiigen der Bilder entwickelt. Die Ergebnisse der Analyse wurden mit den Ergebnissen
der Bohrkernwurzelanalyse verglichen. Fur das Versuchsjahr 2022 wurde eine gute Ubereinstimmung
im Unterboden gefunden, fir das Jahr 2021 eine deutlich schwéchere. Der Unterschied zwischen den
beiden Versuchsjahren lag vermutlich im nur 2022 durchgefiihrten Einschlammen der Réhren, das den
zur Erkennung der Wurzeln nétigen Kontakt zwischen Boden und Rdhre erst erméglichte und somit fir
eine zuverlassige Messung unerlasslich ist. Fir den Oberboden wurde kein Zusammenhang gefunden,
was vermutlich an der starken Stérung des Bodens und des Pflanzenwachstums durch den
Rohreneinbau liegt. Somit scheint die Methode fir Oberbodenuntersuchungen ungeeignet. Diese
methodischen Erkenntnisse wurden detailliert in einem Manuskript aufgearbeitet, das sich derzeit im
Gutachtenprozess bei der Zeitschrift Plant Methods befindet. Die eigentliche inhaltliche Auswertung der
Ergebnisse hinsichtlich  weiterer Erkenntnisse beziglich mdglicher  Unterschiede der
Durchwurzelungsdynamik zwischen den Fruchtfolgevarianten wird Gegenstand eines separaten
Manuskripts werden, das sich derzeit in Vorbereitung befindet.

Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurde weiterhin die Bodenstruktur als mégliche EinflussgréfRe auf
das Weizenwachstum untersucht. Hierzu wurden an beiden Standorten im April jeweils in den optimal
gedungten Varianten in drei Bodentiefen (5-10, 20-25, 40-45 cm) jeweils acht Stechzylinder verteilt auf
zwei Probenahmestellen genommen. An diesen ungestorten Proben wurden anschlieend
Lagerungsdichte, Porenvolumen, Feld- und Luftkapazitat sowie die pneumatische Leitfahigkeit
bestimmt. Weiter wurde in Harste parallel zu dieser Probenahme der Eindringwiderstand bis 80 cm im
Feld mittels Penetrologger gemessen. Erganzend zu diesen geplanten Untersuchungen wurde im
Versuchsjahr 2022 die Aggregatstabilitéat in den genannten Tiefen untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Arnhold et al. (2023b) veréffentlicht. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass
zum Untersuchungszeitpunkt im April fir keinen der untersuchten Parameter signifikante Unterschiede
zwischen den Fruchtfolgepositionen gefunden wurden. Einzig der Eindringwiderstand zeigte eine
Tendenz hin zu niedrigeren Werten fur den Rapsweizen. Somit kann die Bodenstruktur, zumindest
deren Zustand im April, als Ursache fir das bereits zu diesem Zeitpunkt deutlich und signifikant
sichtbare unterschiedliche Pflanzenwachstum ausgeschlossen werden. Mdglich ist allerdings, dass es
vor diesem Zeitpunkt, vor April oder sogar noch vor Winter, Unterschiede gab, die auf den
unterschiedlichen Ernteresteigenschaften oder der unterschiedlichen Durchwurzelung der Vorfriichte
beruhen und die bereits zu einem frihen Stadium einen Einfluss auf das Weizenwachstum haben
konnten. Bodenstruktureigenschaften sind sehr variabel Uber die Zeit und unter gewissen
Umwelteinflissen. Es ist daher denkbar, dass eine mégliche Differenzierung der Varianten bspw. im
November im April nicht mehr sichtbar ist. Weitere Untersuchungen zum Zustand der Bodenstruktur vor
Winter werden in Phase 2 des Projekts weitere Einblicke liefern.

Schlie3lich wurde nach der Ernte eine Bonitur des Befalls der Wurzeln mit Schwarzbeinigkeit
durchgefiuihrt. Die Ergebnisse sind im Rahmen der Beschreibung der Tétigkeiten zu Arbeitspaket 1
dargestellt.

18



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

Task 2.2: Wurzelwachstums- und Seneszenzprozesse unter kontrollierten Umweltbedingungen (FZJ,
JKI)

Ergebnisse aus den Rhizoboxeperimenten des FZJ: siehe Task 1.2.

Quantifizierung und Verstandnis rdumlich-zeitlicher Dynamik von Wurzelwachstum und Seneszenz
sowie Veranderungen der Bodenenzymatik, N- und C-Translokationsprozesse und der Bakterien-
/Archaeen-Gemeinschaften in sukzessiven Winterweizenrotationen

Um die Auswirkungen verschiedener Winterweizenmonokulturen auf die Wurzeldynamik
(Wurzelexsudate, Bodenenzymaktivitdten, N- und C-Translokationen, Rhizospharenmikrobiom) zu
untersuchen, wurden vom Partner FZJ Rhizobox-Experimente durchgefiihrt (siehe Task 1.2). Dazu
wurde Feldboden vom Versuchsgut Hohenschulen (Kiel) aus verschiedenen Weizenrotationen (Weizen
nach Winterraps= 1. Weizen KW1, Weizen nach Weizen = 2. Weizen KW2, Winterweizen zum dritten
Mal in Folge = 3. Weizen KW4) verwendet. Die Aufgabe des JKI bestand in der Analyse der Boden- und
wurzelassoziierten Bakterien- und Archaeengemeinschaften. Die Probenahme zur Analyse des
Mikrobioms (Bakterien und Archaeen) aus der Rhizosphare von Winterweizen (WW; cv. ,Nordkap®)
erfolgte zum Zeitpunkt der Bestockung des Weizens (BBCH 29). Zu diesem friihen Pflanzzeitpunkt war
es moglich sowohl den von der Wurzel nicht beeinflussten Boden (bulk soil; BS) als auch die
Rhizosphéare (RH) zu beproben. Es wurden aufl3erdem separate Proben fir die Bodentiefen D30 (0-30
cm) und D60 (30-60 cm) genommen. Nach Extraktion mikrobieller Gesamt-DNA wurden die Bakterien-
/Archaeen-Gemeinschaften mittels 16S rRNA Gen Amplikon-Sequenzierung untersucht und die
Sequenzen im Anschluss mit Hilfe der DADA2-Pipeline zu ASVs (Amplicon Sequence Variants)
verarbeitet.

Die Zusammensetzung der Bakterien/Archaeen-Gemeinschaften wurde durch die WW-
Rotationsposition beeinflusst. Eine reduzierte Haufigkeit bekannter nitrifizierender bakterieller Phyla
(Nitrospirota) und am Kohlenstoffzyklus beteiligter Bakterien (Gemmatimonadota) in sukzessiv
angebautem Weizen, besonders in KW4, koénnten flr die schlechtere Energiebilanz und
Stickstoffaufnahme verantwortlich sein und damit mogliche Ertragseinbuf3en erklaren.

Ein deutlicher Unterschied im Artenreichtum zwischen KW1 und KW4 wurde im BS-Kompartiment und
in den obersten 30 cm des Bodens beobachtet, wobei KW4 eine héhere Artenzahl aufwies als KW1.
Die Bodentiefe pragte mit einem Anteil von 12.3 % (F = 5,97; p<0,001) und die Rotationsposition mit
10.5 % (F = 3,51, p<0,001) signifikant die Zusammensetzung der Bakterien/Archaeengemeinschaft.

Auf der Phylum-Ebene fanden wir eine hdhere relative Abundanz von Acidobacteriota in RH von KW1
im Vergleich zu KW2 und KW4 (Abbildung 20a). Acidobacteriota kommen haufig in der Rhizosphare
von Weizen vor (Kavamura et al., 2020). Auch im Unterboden von KW2 war die relative Abundanz von
Acidobakterien signifikant niedriger als bei KW1, was auf eine rotationspositionsspezifische Férderung
oder Vermehrung bestimmter bakterieller Phyla hindeutet. Weitere Unterschiede zwischen den
Rotationspositionen wurden bei den Phyla Chloroflexi und Nitrospirota gefunden (Abbildung 20c, d).
Diese Phyla sind aus der Literatur als nitrifizierende Bakterien bekannt, die durch ihre Enzymsysteme
zunachst Ammonium zu Nitrit, und dann Nitrit zu Nitrat oxidieren kénnen, welches dann der Pflanze als
Nahrstoff zur Verfiigung steht. Damit kdnnten sie eine entscheidende Rolle im Stickstoff-Zyklus spielen
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die beobachteten strukturellen Unterschiede in den
Bakterien/Archaeen-Gemeinschaften in Abhangigkeit der Weizenfruchtfolgeposition Auswirkungen auf
biochemische Bodenprozesse (insbesondere Stickstoffverfligbarkeit) nach sich ziehen.
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Abbildung 20 Einfluss der Rotationspositionen auf die relative Haufigkeit verschiedener bakterieller Phyla (a)
Acidobacteriota, (b) Gemmatimonadota, (c) Nitrospirota und (d) Chloroflexi im Boden (BS) und der Rhizosphéare
(RH) in verschiedenen Bodentiefen (0-30 cm und 30-60 cm) am Ende der Bestockung. KW1 = erster Weizen, KW2
= zweiter Weizen und KW4 = dritter Weizen nach Raps. Unterschiedliche Kleinbuchstaben bezeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Rotationspositionen bei p < 0.05 geméai3 ANOVA nach Bonferroni-Korrektur.

Die Ergebnisse wurden in einer gemeinsamen Publikation (Kaloterakis et al. 2024) veroffentlicht.

Task 2.3: Simulation von Wurzelwachstum und Seneszenz als Funktion von Vorfrucht und
Umweltbedingungen (FZJ, CAU-Ag, IfZ)

Ziele dieses Tasks waren die Entwicklung eines vereinfachten 1D- und eines detaillierten 3D-
Wurzelwachstumsmodell unter Nutzung der in den Feldversuchen und Rhizobox-Experimenten
erhobenen Wurzeldaten.

Da die Auswertung der Minirhizotronen-Daten langer als geplant dauerte, wurde mit der Arbeit auf
Grundlage eines von der CAU-Ag zur Verfigung gestellten Datensatzes aus einem dalteren 3-jahrigen
Feldversuch (Standort Ruthe bei Hannover) begonnen. Auf deren Basis wurde das in der CAU-Ag zu
Projektbeginn bereits vorliegende 1D-Wurzelwachstumsmodell um eine Zeitraum- und tiefenspezifische
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Schéatzung der kleinrdumigen Variabilitét der Durchwurzelungsintensitét erweitert. Grundlage war die
Annahme log-normaler Verteilungsfunktionen der Wurzellangendichte in einer Tiefenschicht. Es konnte
ein relativ enger Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der Wurzellangendichte und Logarithmus
des Variationskoeffizienten gefunden werden (Abbildung 21: Beziehung zwischen dem Logarithmus des
Variationskoeffizienten der Wurzellangendichte und dem Logarithmus des Mittelwerts der
Wurzellangendichte fiir Winterweizen, abgeleitet aus Minirhizotronmessungen.):
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Abbildung 21: Beziehung zwischen dem Logarithmus des Variationskoeffizienten der Wurzellangendichte und dem
Logarithmus des Mittelwerts der Wurzellangendichte fiir Winterweizen, abgeleitet aus Minirhizotronmessungen.

Parallel dazu wurde das am FZJ entwickelte funktional-strukturelle Wurzelarchitekturmodul des
CPlantBox Modells (Giraud et al. 2023) anhand der Felddaten der CAU-Ag fir diesen Standort
genotypspezifisch parameterisiert (Abbildung 22). Der Virtual Field Root Sampling Ansatz von
Morandage et al. (2019) wurde dafiir adaptiert, unter Bertcksichtigung der in verschiedenen Tiefen
gemessenen Bodentemperatur.

Abbildung 22 Modellsetup fir das
virtuelle Field Root Sampling:
‘ Individuelle Realisierungen von
' 50 Weizenpflanzen des CPlantBox

== )" Modells werden in agronomisch

0 & ) korrektem Pflanzen- und
: Reihenabstand simuliert. Virtuelle
) Bodenbohrkerne und Mini-
I i Rhizotubes erméglichen den
detailgetreuen Nachbau der realen

Feldmessungen.

Zudem wurde das Modell erweitert, um die Wurzelseneszenz abzubilden. Hierfir wurde ein
Wachstumsstopp bei gegebenem Wurzelalter eingefiihrt. Die Auswirkungen der Wurzelseneszenz auf
die Wurzelfunktionalitat wurde anhand der Parameter Krs und SUF bestimmt. Krs ist ein Skalar mit der
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Dimension T-1, der die Fahigkeit des Gesamtwurzelsystems, Wasser zu leiten, beschreibt. SUF (-) ist
ein Vektor, der den Anteil jeder Bodenschicht an der Gesamtwasseraufnahme des Wurzelsystems
beschreibt und sowohl von der Wurzelarchitektur als auch den hydraulischen Eigenschaften der
einzelnen Wurzelsegmente abhéangt. Wurzelseneszenz bewirkt eine Verringerung der Bodentiefe, aus
der Wasser aufgenommen werden kann, sowie eine geringere Gesamtwasserleitfahigkeit des
Wurzelsystems.

AP 3 Mikrobiom der Weizenrhizosphére und dessen Auswirkung auf Genexpression bei Weizen
Task 3.1: Bestimmung des Rhizosph&renmikrobioms von Weizen (CAU-Phyt, JKI)

Eine erste Untersuchung der Bakterien/Archaeen-Gemeinschaften in der Rhizosphére einer Langzeit-
Weizenmonokultur (15 Jahre) im Vergleich zu kurzen Weizenrotationen am Standort Harste (vgl. WP1,
Task 1.1) in Abhéangigkeit der Bodentiefe und des Mikrohabitats lieferte neue Erkenntnisse zur
Bakterien/Archaeen-Diversitat und Zusammensetzung, die in Giongo et. al 2024 verdoffentlicht wurden.

Zum frihen Reifezeitpunkt des Weizens (BBCH 72) konnten deutliche Unterschiede in der relativen
Abundanz dominanter Taxa (>1% relative Abundanz) zwischen der Monokultur (WM) und kurzen (WR)
Weizenrotationen festgestellt werden (Abbildung 23). Im Wurzel-beeinflussten Boden (RA) wiesen die
bakteriellen Gattungen Bacillus, Bradyrhizobium, Devosia und das Taxon MB-A2-108 hohere relative
Haufigkeiten in WM als in WR auf (Abbildung 23). In der Rhizosphare (RH) wurden ebenfalls die
Gattungen Bacillus, Bradyrhizobium und das Taxon MB-A2-108 in signifikant héheren relativen
Abundanzen in WM im Vergleich zu WR gefunden, zusammen mit Paenibacillus und Pseudomonas
(Abbildung 23). Innerhalb von RP wiesen sechs Taxa, einschliellich Nitrospira, Pedobacter,
Phyllobacterium, Taxa innerhalb der Ordnung Gaiellales und der Klasse MB-A2-108 (Phylum
Actinobacteriota), sowie ein Taxon aus der Familie der Gemmatimonadaceae, signifikant hdhere
relative Abundanzen in WM im Vergleich zu WR auf (Abbildung 23). Nur zwei Gattungen, Agromyces
und Shinella, wiesen signifikant hdhere Abundanzen in WR als in WM auf. Die hohe relative Haufigkeit
von Taxa, die zum Phylum Proteobacteria gehéren, in der Rhizoplane, wie Devosia, Pseudomonas,
Shinella, und Sphingomonas, zusammen mit anderen Gattungen, wie Pedobacter (Bacteroidota),
Agromyces und Streptomyces (Actinobacteriota) deuten auf eine Ansiedlung potenziell nutzlicher
Bakteriengattungen in der Néhe der Wurzeln hin. Interessanterweise wurden diese Taxa Uber die
gesamte Lange der Weizenwurzeln beobachtet, selbst in Tiefen von bis zu 120 cm. Das Vorhandensein
bestimmter Taxa in Verbindung mit Weizenwurzeln in allen Bodentiefen, kénnte fur die Bewaltigung von
Nahrstoff- und Wasserknappheit von Vorteil sein, insbesondere unter Klimaszenarien, in denen Wasser
ein begrenzender Faktor fir das Pflanzenwachstum sein konnte.

22



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

A I WR c
cter @ . e o e+ - s 0
yxis @bt fo 0iw0r0 P " > 00
° S i ate seudoflavit ..o
cter 0. 0:0:8:'® Sﬂhnqo:),ila [ ] . .
Psouscranmamorns o seees op S0 = 29 o WR
Dyadobacter! - | |{e e s e - yllobacterium
o Aoback Y e o o 3 Terrimicrobium « . e 0 ® WM
o Coulobackes H = ~ Gammaproteobacteria R7C24 ® O 9NN~ 0
“°"°'°°C’";’r‘ff:“| SLzrahe 8 Acidobacteriota Subgroup_ 22 ° s:diacad
v - c Nitrospira Relative Abundance (%!
Pseudoabrys o < -] Nitrosomonadaceae MND1 ° c e 5 00 %)
Pedomicrobium ° L] g okubacteriaies ° 8 6900 0.1
: ‘Do-._os.u . L 3 Latescibacterota ° et 6% d 2
Bu-'.hon::‘oqr;:»:n;? 1 : 2 2 Actinobacteriota MB- 8 * 2 ? [ X X 1.0
adyhobs urme ®:ipiie
Actinobacteriota MB-A2-108 ® g Variow ® e0 000 3.0
® ° 2 Pyrinomonadaceae e e o s 0 .
° . 3 Rokubacteriales WX65 @ —=| 1o 0:9 9
(4 Acicibacter o e e 00
Pseudolabrys ° 0o 0 o 6.0
Methylomirabdaceae Sh7658 Pedomicrobium ® $:.0:0:9.0 -
Methylon lace. 1 Gemmatimonadaceae ° (A A N N J
Caldtrichaceae JIFR-76 Don?m L ] . . \?
‘ 3148 Nitrosomonadaceae miei.7 @ e e e E
Yogf chaCan Actinobacteria FFCH16263 P [ {e e e o
Gaiollaos o @00 o 8
Chiorofloxi Gitt-GS-136 o o o 0:0 6 S
»\;-umxumzoms«;u{;wp 11 B0 650 - 3
CPZ-54 ° [ X X S
N 1) ® e o 0 0 2 Phylum
Holophagae Subgroup DR « x
B Acidimecrobla IMCCZ6758 e EERE 2 @ Proteobacteria
Gammaproteodactena 3 « o 0 s 0 3 A
Shinella ° cs00 o K ® Chlorofiexi
Blastocatellaceae Sidia s e Actinobacteriota
Gromyces ) o0 )
Rhodopseudomonas ° I ® Firmicutes
Pseudomonas s Lysobacter ° RERR Bacteroidota
Pseudoxanthomonas 2 chireninooas ° 88.'0/i8:¢ @ Patescibacteria
Paonibacilus b Asromicrobium RERE Verrucomicrobiota
Actinobactenota MB-A2-108 §_ chnouc:p'\wprin [ ] . : : e ¥ Ac|dqbac|er|ola
Bradyrhizobium 8 inocorallia H o e o ® NB1-
Ramiibacter € 80> 0-78" 8 ® RCP2-54
Thermoanaerobaculaceae Subgroup 10 3 (e rar e | S SRS (1) 8 | (B B -5-SEe H 2 .
oo™ Steroldobacter 3 H $i=9:i8 e 8 ® Gemmatimonadota
_ Leptothrix ] @ | ls o oo o o ® Methylomirabilota
> 2 g | [l 15008 s :k6 @ Latescibacterota
e © c oo o o @ Nitrospirota
« Aminobactor ® |+ oo .. . @ Calditrichota
Acnocorallia Sph momoi‘bc us .. ......
Anocorallia gisial 000, @ | e e e e e
Novosphingobium Novosphingoblum L ] L )
o 4 Lt COCCUS G . .
o petosiphon @| {1+ ¢+ ¢ o .
Pseudorhodobacter @] | 2o o 0
Rubellimicrobium 1 R S -
-3 ¢ LIL2L3LALS LI L2L3 L4 LS
bg2FolCharg

Abbildung 23 Signifikant verschiedene Taxa zwischen den beiden Fruchtfolgepositionen, Weizenmonokultur (WM)
und Weizenrotation (WR) in (A) wurzelbeeinflusstem Boden (RA); (B) Rhizosphare (RH); und (C) Rhizoplane (RP)
und deren relative Haufigkeiten in unterschiedlichen Bodentiefen. Es wurden nur Taxa mit einer durchschnittlichen
Abundanz von mehr als 0.1 % angezeigt. Jedes Phylum ist durch eine andere Farbe dargestellt. Negative
log2FoldChange-Werte weisen auf eine signifikant hdhere Abundanz in WM hin, wéhrend positive log2FoldChange-
Werte eine héhere Abundanz in WR anzeigen. Die relative Haufigkeit der einzelnen signifikant unterschiedlichen
Taxa wird durch runde Formen dargestellt, die zwischen 0.1 % und 6 % der Gesamtsequenzen liegen, bei p<0.05,
nach Datentransformation und Benjamini-Hochberg-Korrektur.

Eine weitere gezieltere Analyse der Bakterien- und Archaeengemeinschaften an beiden Standorten
(Hohenschulen und Harste, WP1, Task1.1) in den unterschiedlichen Weizenrotationspositionen in den
Feldversuchen der Jahre 2020 und 2021 ergab einen hohen Standorteinfluss und Einfluss der
Mikrohabitate auf die Struktur der Gemeinschaften (Tabelle 1). Rotationsbedingte Unterschiede
ergaben sich dagegen hauptsachlich in der Rhizoplane.

Tabelle 1 Analyse der primaren Einflussfaktoren auf die mikrobiellen Gemeinschaften (PERMANOVA, basierend
auf Bray-Curtis Distanzwerten) an den beiden Standorten (silty soil = Harste, sandy soil = Hohenschulen) und in
beiden Feldversuchsjahren (2020 trocken, 2021 nass).

Silty soil Sandy soil

Dry Wet Dry Wet
Factor R2 F P R2 F P R2 F P R2 F P
Microhabitat 0.138 4445 <0.0001 0.145 4638 <0.0001 0.217 6.873 <0.0001 0.109 2940 <0.0001
Rotation 0.063  2.031 <0.0001 0.072 2287 <0.0001 0.084 5332 <0.0001 0.060 3.231 < 0.0001
Stage 0.045 2912 <0.0001 0.045 2.859 <0.0001 0.029 1.842 0.024 0.038 2.029 0.001
Microhabitat:Rotation 0.055 0.897 0.853 0.054 0.865 0.940 0.037 1.171 0.183  0.037 0.987 0472
Microhabitat:Stage 0.044 1412 0.012 0.034 1100 0.198  0.032 1.011 0.390 0.037 1.002  0.431
Rotation:Stage 0.044 1434 0.011 0.035 1.102 0.206 0.020 1.283  0.141 0.022 1.181 0.143
Microhabitat:Rotation:Stag: 0.054  0.868  0.934  0.051 0812 0994 0.027 0870 0707 0.032 0.867 0.872
Residual 0.557 0.564 0.553 0.666
Total 1.000 1.000 1.000 1.000

Da das Mikrohabitat eine entscheidende Rolle auf die Formation von Bakterien/Archaeen-
Gemeinschaften spielte und bis zu 14,5 % der Variation am Standort Harste und 21,7 % am Standort
Hohenschulen erklarte (Tabelle 1), wurden die Gemeinschaften in den einzelnen Mikrohabitaten einzeln
betrachtet. Unabh&ngig vom Standort wurden keine signifikanten Unterschiede in der Alpha-Diversitéat
zwischen den Weizenrotationspositionen gefunden (Abbildung 24A; p>0,05). Die Fruchtfolgeposition
trug zu 6,0-8,4 % der beobachteten Variationen in den Bakterien/Archaeen-Gemeinschaften bei und

23



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

das Pflanzenentwicklungsstadium 2,9-4,5 % (Tabelle 1). Da der Gesamteinfluss des
Weizenentwicklungsstadiums (T1 = BBCH 60; T2 = BBCH 72) gering war, konzentrierten wir uns fir die
weitere Analyse auf T1. Am Standort Harste zeigten die Bakterien/Archaeen- Gemeinschaften eine
héhere Ahnlichkeit (ANOSIM; trockenes Jahr, R = 0,032; feuchtes Jahr, R = 0,083; p = 0,158 bzw. p =
0,042) im Vergleich zum Standort Hohenschulen (ANOSIM; trockenes Jahr, R = 0,219; nasses Jahr, R
=0,208; p = 0,003 bzw. p = 0,001) (Abbildung 24B). Dartiber hinaus analysierten wir die Auswirkungen
der Mikrohabitate auf die Gemeinschaften fir jedes Jahr und jede Fruchtfolgeposition separat. Im
trockenen Jahr (2020) beobachteten wir, dass die relative Abundanz und Vielfalt der
Bakterien/Archaeen- Gemeinschaften in BS und RH an beiden Standorten Ahnlichkeiten aufwiesen, im
Gegensatz zur Rhizoplane, wo eine geringere Diversitat festgestellt wurde. Diese Beobachtung war in
der nassen Feldsaison (2021) jedoch nicht so ausgepragt und es gab weniger Unterschiede in der
mikrobiellen Diversitat Uber alle Weizenrotationspositionen an beiden Feldstandorten.
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Abbildung 24 Mikrobielle Diversitat und Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften im Weizen nach
unterschiedlichen Fruchtfolgepositionen an zwei Feldstandorten (Harste = silty; Hohenschulen = sandy) Uber zwei
Jahre (2020 trocken, 2021 nass) unter Verwendung der 16S-rRNA-Gen-Amplikonsequenzierung. (A) Alpha-
Diversitat (Mann-Whitney-U-Test; p-Werte angepasst mit der Bonferroni-Methode, alle p > 0,05) innerhalb der
Proben verschiedener Weizenrotationspositionen und jedes Mikrohabitats; (B) Beta-Diversitatsmessung der
Distanz  zwischen den mikrobiellen  Gemeinschaften der einzelnen  Proben unterschiedlicher
Weizenrotationspositionen und verschiedener Mikrohabitaten; (C) Die relative Haufigkeit (%) der zehn am
haufigsten vorkommenden Gattungen, die in der Rhizoplane identifiziert wurden; (D) Differentialanalysen von Taxa
mit einer relativen Haufigkeit von mehr als 0,1 % in der Rhizoplane. Die Farben der Punkte zeigen das bakterielle
Phylum an. Mikrohabitate entsprechen BS = wurzelfreier Boden; RH = Rhizosphére; RP = Rhizoplane. Die
Weizenrotationspositionen entsprechen W1 = erster Weizen nach Raps als Vorfrucht; W2 = Weizen, der zwei Jahre
lang ununterbrochen angebaut wurde; W3 = Weizen, der drei Jahre lang kontinuierlich angebaut wurde; WM =
Weizen, der seit 15 Jahren kontinuierlich angebaut wird. Vertikale Balken entsprechen Standardfehlern.

Von den zehn am haufigsten vorkommenden Taxa in der Rhizoplane zeigten Bacillus, Sphingomonas
und Streptomyces Uber Rotationen und Feldstandorte hinweg ein stabiles Vorkommen (Abbildung 24C).
Waéhrend bestimmte Taxa, wie das Rhizobiencluster ANPR und Sphingomonas, in Harste in W2 eine
signifikant hohere Haufigkeit aufwiesen als in W1, war die relative Haufigkeit von Bacillus in der
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Monokultur (W3) in Hohenschulen deutlich erhéht. Pseudomonas und Sphingomonas zeigten in der
Rhizoplane von W1 in Hohenschulen eine hdhere Haufigkeit im Vergleich zu W3. Die differenzielle
Haufigkeitsanalyse Uber alle Taxa (>0.1% relative Abundanz) zwischen den Rotationen in Harste
wahrend des trockenen Jahres ergab dreizehn Taxa, die sich signifikant unterschieden (p <0,05)
(Abbildung 23D). Rhodanobacter und Terrabacter waren in W2 und WM signifikant im Vergleich zu W1
angereicht. Beim Vergleich von W2 vs. WM wurden keine unterschiedlich haufig vorkommenden Taxa
beobachtet. In Hohenschulen kamen dreizehn Taxa, darunter Pseudomonas, Sphingomonas und
Stenotrophomonas, in hdherer relativer Abundanz in W1 als in W3 vor.

Untersuchung des pilzlichen Mikrobioms

Die mikrobielle DNA der Bodenproben wurde in Kooperation mit dem JKI in Braunschweig isoliert. Nach
erfolgreicher Isolation und anschlieRender Uberpriifung der Qualitat (Konzentration, Kontamination,
Reinheit) wurden die DNA-Proben auf beide Gruppen (JKI, AG Cai) aufgeteilt in Vorbereitung der
Marker-Sequenzierung (NGS; Next-Generation Sequencing), durchgefihrt durch die Firma Novogene.
Die Datenséatze des pilzlichen Mikrobioms wurden anschlieRend u.a. auf lhre Diversitat (Alpha- und
Beta-Diversitat), Vorkommen dominanter Spezies, sowie dem Vorkommen von Indikator-Organismen
hin untersucht. Der Parameter der Weizen-Selbstfolge repréasentiert dabei den wichtigsten Vergleich
gefolgt von Vergleichen der verschiedenen Kompartimente (Bohrstock vs. Rhizosphéare),
Entwicklungsstadium der Weizenpflanzen (T1 vs. T2 vs. T3), sowie Unterschiede bedingt durch die
beiden Untersuchungsstandorte (Hohenschulen vs. Harste).

Phylogenetische Ubersicht des pilzlichen Bodenmikrobioms

Das pilzliche Bodenmikrobiom wird in absteigender relativer Abundanz repréasentiert durch die Phyla:
Ascomycota, Mortierellomycota, Basidiomycota, Zoopagomycota, Olpidiomycota, Rozellomycota,
Chytridiomycota und Aphelidiomycota, Abbildung 25). Die Verteilung der ersten flinf Phyla ist, abseits
dieser Untersuchung, reprasentativ fur viele Untersuchungen des Bodenmikrobioms.
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Abbildung 25 Phylogenetische Beziehung (A) und relative Abundanz (B) aller identifizierten Phyla der Zeitpunkte
T1, T2 und T3 an den Standorten Harste (Gottingen) und Hohenschulen (Kiel) in Bohrstock- und
Rhizosphérenproben.

Diversitat des pilzlichen Bodenmikrobioms
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Die Beschreibung der mikrobiellen Diversitat stellt eine Kernaussage in der Charakterisierung von
mikrobiellen Gemeinschaften dar. Zu unterscheiden sind die Alpha- und Beta- Diversitat. Wahrend sich
die Alpha-Diversitat auf die Diversitat innerhalb einer Gemeinschaft bezieht, erlaubt die Beta-Diversitat
Aussagen Uber die Diversitat zwischen mikrobiellen Gemeinschaften. Die inhaltliche Trennung bei der
Interpretation und die Analyse von Mikrobiom-Daten ist dabei entscheidend. Zu den meistverwendeten
Indizes zur Beschreibung der Alpha-Diversitat gehéren der Shannon-Index und die Anzahl der
beobachteten Spezies.

Beide Untersuchungsstandorte zeigen deutliche Muster der Alpha-Diversitat in Abhangigkeit des
Kompartiments (Bohrstock: BS; Rhizosphére: RZ) und des zeitlichen Verlaufs in der Vegetationsperiode
(T1 - T3). Wahrend in allen Bohrstockproben (Ausnahme: T2 Kiel) der wiederholte Anbau von Weizen
zu einer Erhéhung des Shannon-Indexes fuhrte, konnte dieses Muster in den Proben der Rhizosphére
nur in T1 festgestellt werden. Die Zeitpunkte T2 und T3 zeigen eine verminderte Alpha-Diversitat in der
Weizen-Selbstfolge (Abbildung 26). Auffallig ist der Wechsel (erhéht in Selbstfolge vs. vermindert in
Selbstfolge) des Shannon-Indexes von T1 zu T2 in beiden Standorten, jedoch insgesamt weniger stark
ausgepragt in Kiel. Dieses Muster fuihrt sich fort und ist auch in T3 zu beobachten gewesen. Dies kdnnte
auf einen beginnenden Selektionsprozess der Pflanze (Rhizospharenprozesse), mit zunehmender
Entwicklung der Weizenpflanzen, hindeuten. Die Verstarkung des Effekts in Géttingen liel3e sich auf
eine héhere Anzahl der Weizen-Selbstfolge zurtickfiihren, wenn auch ein strikter Vergleich schwierig ist
aufgrund der Beobachtung an unterschiedlichen Untersuchungsstandorten.

Gottingen Kiel ,
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An beiden Untersuchungsstandorten zeigt sich eine deutliche Differenzierung der mikrobiellen
Gemeinschaften hinsichtlich ihrer Beta-Diversitat (Abbildung 27, PCoA-Analyse). Dieses Muster zeigt
sich sowohl in den Proben des Bohrstocks, sowie in den Proben der Rhizosphare. Aufgrund der
gebildeten Cluster lasst sich der Einfluss der Rotation (Weizen-Selbstfolge) an der y-Achse, der Einfluss
der Wachstumsstadien der Weizenpflanzen an der x-Achse ablesen. Demnach lassen sich ca. 20 %
der ermittelten Varianz durch die Weizen-Selbstfolge erklaren. Besonders auffallig sind die Proben der
Rhizosphare am Standort Kiel. Diese zeigen im zeitlichen Verlauf (x-Achse) eine Angleichung
zueinander (y-Achse). Dies deutet auf ein Angleichen der Beta-Diversitat zwischen dem ersten und
dritten Weizen hin und bedeutet somit weniger unterschiedlich stark ausgepragte pilzliche
Gemeinschaften im zeitlichen Verlauf der Vegetationsperiode. Die grofdten strukturellen Unterschiede
in der Zusammensetzung des pilzlichen Mikrobioms sind folglich wéahrend der frihen
Wachstumsstadien der Weizenpflanzen (T1) zu beobachten. Ein mdglicher geringer Einfluss junger
Weizenpflanzen auf das pilzliche Bodenmikrobiom sind ebenso zu diskutieren und in der Interpretation
zu berlcksichtigen.

26



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen
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Detektion von Gaeumannomyces graminis var. tritici in Bodenproben

Basierend auf den phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen konnte innerhalb der Ordnung der
Magnaporthales die Gattung Gaeumannomyces identifiziert werden. Diese Gattung wird durch 2 ASVs
(Amplicon sequence variants, Markersequenzen) reprasentiert, ASV288 und ASV 381 (Abbildung 28).
Durch einen Sequenzabgleich mit bereits publizierten Sequenzen dieses Pilzes konnte ASV288 der
Spezies G. hyphopodioides und ASV381 der Spezies G. tritici zugeordnet werden. Innerhalb der
sequenzierten ITS Region (Abbildung 28, roter Kasten) unterscheiden sich beide Spezies durch eine
Deletion mehrerer Basenpaaren.

Beide ASVs konnten in den Bodenproben (Bohrstock, Rhizosphare) an beiden Standorten, in
unterschiedlicher Quantitat nachgewiesen werden. Die Varianten der Weizen-Selbstfolge (W3 Kiel, WM
Gottingen) weisen insgesamt hohere relative Abundanzen beider ASVs auf als die Vergleichsvariante
des ersten Weizens. Eine deutliche Zunahme des Erregers im Verlauf der Vegetationsperiode ist
generell nicht zu beobachten. Auffallig ist, dass ASV288 in Proben der Rhizosphére an beiden
Standorten nur in sehr geringen relativen Abundanzen nachgewiesen werden konnte (Ausnahme: T2
Kiel). Die dominante Spezies in den Proben der Rhizosphére ist G. graminis var. tritici, wahrend in
Bohrstockproben, beide ASVs in gleichem Malie detektiert werden konnten. Weiter zu untersuchen ist
der Einfluss der Spezies G. hyphopodioides auf die Entwicklung und Ertragsbildung von
Weizenpflanzen.
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Abbildung 28 Phylogenetische Verwandtschaftsbeziehung der Ordnung Magnaporthales (A) welche die Gattung
Gaeumannomyces enthalt mit der phytopathogenen Spezies G. graminis. Ein multiples Sequenzalignment (B) zeigt
die Sequenzahnlichkeit der ermittelten ASVs mit dem im Labor benutzten Stamm von G. graminis var. tritici.
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Abbildung 29 Relative Abundanzen der
ASVs (ASV_288, ASV_381), welche
die Gattung Gaeumannomyces
reprasentieren aufgeteilt nach
Untersuchungsstandort, Kompartiment
und Untersuchungszeitpunkt

Task 3.2: Untersuchung der Genexpression und -regulation von Weizen (CAU-Phyt, FZJ)

Ergebnisse aus den Rhizoboxeperimenten des FZJ: siehe Task 1.2.

28



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

Identifizierung von differentiell exprimierten Genen

Um Gene (DEGS) zu identifizieren, die sich zwischen W3/WM und W1 signifikant unterschieden, wurden
die Daten einer strengen Qualitatskontrolle unterzogen. Das Genom-Alignment zeigte, dass 73,69 -
89,66 % der Reads eindeutig auf das Weizen-Genom (IWGSC RefSeq v1.2) lokalisiert werden konnten.
Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) der acht Sequenzierungsdatensétze gruppierte die Daten in vier
Gruppen, die eine gute Wiederholbarkeit zwischen den Proben fur die nachfolgende Analyse zeigten.

Insgesamt wurden 1023 und 714 DEGs in Blatt bzw. in Wurzelproben am Standort Kiel identifiziert,
darunter 348 und 581 hochregulierte DEGs sowie 675 und 133 herunterregulierte DEGs im Blatt bzw.
in der Wurzel. Von Géttingen wurden 603 bzw. 3231 Gene in Blattern und Wurzeln identifiziert, darunter
49 bzw. 2236 hochregulierte Gene sowie 554 bzw. 995 herunterregulierte Gene in Blattern und Wurzeln
(Abbildung 30). Interessanterweise wurden an beiden Standorten in Blattern mehr herunterregulierte
DEGs identifiziert, wahrend in Wurzeln mehr hochregulierte DEGs gefunden wurden. In jeder der
ermittelten Gruppen konnten 414, 347, 227 und 1576 Transkriptionsfaktoren (TFs) identifiziert, die
jeweils 40,47 %, 48,60 %, 37,65 % und 48,78 % der jeweils DEGs ausmachten (Tabelle 2).
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Abbildung 30 Anzahl von DEGs (A) und Venn-Diagramm Analyse (B) aus Blatt- und Wurzelproben in Kiel und
Gottingen durch Vergleich von W3 mit W1 bzw. WM mit W1.

Tabelle 2 Anteil an Transkriptionsfaktoren (TFs) unter den identifizierten differentiell exprimierten Genen (DEGS)
im Vergleich der Weizen-Selbstfolge.

down-regulated TFs in %

Comparison all TFsin %  up-regulated TFs in %

Ki_W3L vs. Ki_WI1L 414/40.47% 164/47.13% 250/37.04%
Ki_W3R vs. Ki_WI1R 347/48.60% 289/49.74% 58/43.61%
Go_WML vs. Go_WI1L 227/137.65% 25/51.02% 202/36.46%
Go WMRvs. Go W1R 1576/48.78% 1007/45.04 569/57.19%

Funktionelle Analyse in silico

Mittels der GO Enrichment-Analyse wurden 124 GO-Terme in die Kategorie ,Biologischer Prozess®
(BP), 18 in die Kategorie ,Zellulare Komponente* (CC) und 103 in die Kategorie ,Molekulare Funktion®
(MF) eingeordnet (Tabelle 3). Die am haufigsten vorkommenden Terme in der BP Kategorie sind
Metallionentransport (14 von 395) und zellularer Kohlenhydrat-Stoffwechselprozess (13 von 395),
wahrend eine groRe Anzahl von Genen, die an Enzym-Inhibitor-Aktivitdt (14 von 552), Enzym-
Regulator-Aktivitat (14 von 552), molekularem Funktionsregulator (14 von 552) und antioxidativer
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Aktivitdt (14 von 552) beteiligt sind, in der MF-Kategorie in Blattern (Kiel) entdeckt wurden. In
Blattproben von Goéttingen waren die am haufigsten vorkommenden Terme jedoch viel geringer und
verschieden zu denen aus Kiel. Lediglich 5 bzw. 6 Gene der BP-Kategorie konnten mit der Reaktion auf
Auxin (5 von 182) und in der MF-Kategorie mit der Acetyltransferase-Aktivitat (6 von 315) ermittelt
werden, was darauf hindeutet, dass die gefundenen Terme in den Weizen-Blattern aus Kiel und
Gottingen stark variieren.

Im Gegensatz dazu wurden 50 signifikante Terme in Wurzelproben beider Untersuchungsstandorte
identifiziert. Darunter sind 26 GO-Terme in biologischen Prozessen, ein Term in zellularen
Komponenten und 23 in molekularen Funktionen (Abbildung 31). Insbesondere in den biologischen
Prozessen waren DEG assoziierte GO Terme signifikant erhéht, welche Funktionen im Katabolismus
von Chitin erfillen, sowie in Stoffwechselprozessen von Aminozuckern und der Zellwandorganisation
und Biogenese. Ebenso konnten Terme, die mit der pflanzlichen Reaktion auf Bakterien und Pilzen
assoziiert sind, identifiziert werden. In der Kategorie der zelluldaren Komponenten wurde als einziger der
Term ,extrazellulare Region® als signifikant erhéht ermittelt. In der Kategorie der molekularen
Funktionen wurden mehrere DEG assoziierten GO-Terme ermittelt: Nahrstoffreservoir-Aktivitat, Lyase-
Aktivitat, Indol-3-Glycerinphosphat-Synthase-Aktivitat, Carboxy-Lyase-Aktivitdt sowie Chitinase-
Aktivitat und -Bindung. Dies deutet stark auf einen Effekt der Fruchtfolge auf physiologische Prozesse
der Wurzeln von Weizen hin.

Tabelle 3 Anzahl von signifikanten GO-Termen welche involviert sind im Vergleich der
Weizen-Selbstfolgen (W3 vs. W1 & W1 vs. WM) in Kiel und Géttingen.

Category total Ki_W3L Ki_W3R Go_WML Go_WMR
VS. VS. VS. VS.
Ki_WiL Ki_W1R Go_WiL Go_WI1R
BP 124 29 37 22 36
cC 18 2 1 10 5
MF 103 17 36 4 46

30



Schlussbericht Rhizo4Bio (Phase 1): RhizoWheat — Rhizospharenprozesse und Ertragsdepressionen in Weizenfruchtfolgen

Category Commen significant

24 50 37 terms in both Kiel and
—) Gottingen

BP 26
¥i_WIRVKI_WI1R Ga_WMRvsGe_WIR ce 1
MF 23

(Cameman snriched terms in MIF catagany in el and Ghtingen

‘Camman enniched tenms in BF ctegany in Kkl and Gamingen

:|
W

=

.o||| ||||

T
o}
i
W
B

o
.
o
B
3
=1
B
B
]

Abbildung 31 GO-Analysen
commeon enniched terms in ©C category in Kiel and Gottingen von DEGS aus
Wourzelproben in Kiel und
Goéttingen durch Vergleich
von W3 mit W1 (Kiel) bzw.
WM mit W1 (Géttingen).
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Ergebnisse der KEGG-Analyse

Zur funktionellen Klassifizierung von DEGs, wurde eine KEGG-Enrichment Analyse durchgefiihrt. Die
Ergebnisse zeigten, dass einige wichtige Signalwege, wie z. B. Hormon-Signaltransduktion und
Stickstoffmetabolismus sowohl in Blatter- als auch in Wurzelproben aktiviert wurden, was darauf
hindeutet, dass sie mdglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Anpassung bzw. der
physiologischen Veranderungen der Weizenpflanzen an die Fruchtfolge spielen. Vor allem in der Wurzel
wurden 25 und 162 DEGs zu 24 bzw. 78 KEGG-Signalwegen in Kiel und Goéttingen zugeordnet. Die
Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophan-Biosynthesewege der Weizenpflanzen an beiden Standorten
sind signifikant hochreguliert (padj <0,05). Darliber hinaus wurden die Signalwege Phenylpropanoid-
Biosynthese und Terpenoid -Biosynthese in den Wurzeln der Weizenpflanzen beider
Untersuchungsstandorte signifikant hochreguliert. Abbildung 32 stellt die 20 Stoffwechselwege mit den
meisten DEGS, dar, die an der Reaktion auf Fruchtfolgen bei Weizen beteiligt sind. Darunter sind Terme
des Starke- und Saccharosestoffwechsels, der Pflanze-Pathogen-Interaktion, MAPK-Signalweg,
SNARE-Interaktion beim vesikularen Transport und Kohlenstofffixierung zu finden.
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Abbildung 32 KEGG Analysen von DEGs aus Blatt- und Wurzelproben in Kiel und Géttingen durch Vergleich von
W3 mit W1 (Kiel) bzw. WM mit W1 (Gottingen). In dem Diagramm wurden nur die 20 am starksten vertretenen
Pathways angezeigt.

Zusatzlich zu den bisher bereits gewonnenen Erkenntnissen (Jahr 2021) der differenziell exprimierten
Gene, wurden auch im Jahr 2022 Feldproben aller Kompartimente (Fahnenblatt und Wurzel)
genommen und hinsichtlich ihrer Genexpression hin, untersucht. Aufgrund zuvor erarbeiteter
Erkenntnisse, wurden nur die Proben aus Gottingen erneut per NGS sequenziert (RNAseq) und
erweitern somit den bereits vorhandenen Datensatz um ein weiteres Versuchsjahr. Die gewonnenen
Reads wurden vor der Analyse einer standardmaRigen Qualitatskontrolle unterzogen, mit dem Ziel
qualitativ schlechte, sowie fehlerbehaftete und zu kurze Reads auszusortieren. AnschlieRend wurden
alle Reads auf die gleiche Weise prozessiert, wofuir grundlegend folgende Schritte durchgefihrt wurden:
Filtern anhand der Sequenzierungsqualitdét und der Readlange, Lokalisation der Reads auf dem
Weizengenom (Referenzgenom: IWGSC RefSeq v1.2), Quantifizierung der Transkripte (differenzielle
Expression), sowie die Ermittlung von Signalwegen (Gene-ontology Analyse, GO und KEGG), welche
durch die zuvor differenziell exprimierten Transkripte charakterisiert werden. Eine Ubersicht der Anzahl
der differentiell exprimierte Gene (differential expressed genes, DEGS) ist Abbildung 1 zu entnehmen.

Es konnte festgestellt werden, dass die Selbstfolge von Weizen (W3 vs. W1 und WM vs. W1) zu
signifikanten Verédnderungen der Genexpression und -regulation fuihrte. Im Fahnenblatt (Géttingen, T3)
konnten 783 hoch- und 1527 runterregulierte Gene identifiziert werden, wahrend im Wurzelgewebe
1655 hoch- und 601 runterregulierte Gene nachgewiesen wurden. Die differentiell exprimierten Gene
konnten zu mehreren molekularen und physiologischen Prozessen assoziiert werden, welche die
Ertragsbildung von Weizen beeinflussen kénnen. Dazu z&hlen vor allem Prozesse in Assoziation zu
Pflanzenentwicklung, Wurzelwachstum (Wurzelhaarbildung, Wurzelmorphologie), Wurzelaktivitéat
(Rezeptor, Enzymkinetik, Transporter), Nahrstofftransport und -metabolismus, Photosynthese sowie
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Pathogenabwehr. Basierend auf den identifizierten DEGs konnten mehrere Marker-Gene selektiert und
mittels RT-gPCR erfolgreich validiert werden. Die zugrundeliegenden Mechanismen der Veranderung
der Genexpression durch die Weizenselbstfolge stellt ein besonderes Interesse folgender
Untersuchungen dar, besonders im Hinblick ihrer Interaktion mit kleinen RNAs (smallRNA - sRNA),
sowie epigenetischen Modifikationen.

Identifikation differenziell exprimierter SRNAs

Die Zusammensetzung der Proben, welche zur Ermittlung der Genexpression genutzt wurden,
entspricht auch der zur Identifizierung und Expression von sRNA. Die Analyse von smallRNAs und
deren assoziierter Ziel-Gene gehdrt zu sehr umfangreichen bioinformatischen Analysen und befindet
sich aufgrund dessen noch in intensiver Bearbeitung. Dennoch konnten bereits genomweite sRNA-
Expressionsmuster (Abbildung 33) von sRNAs verschiedener Lange (20nt: 509; 21nt: 1125; 22nt: 785;
23nt: 1054 und 24nt: 4195), hervorgerufen durch die Weizen-Selbstfolge, identifiziert werden. Die zu
der Gruppe der miRNA (microRNA) gehodrenden sRNA spielen eine wesentliche Rolle in der
Genregulation von Genen und stellen daher priméare Kandidaten fiir anschlieRende Analysen im Labor
dar.
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Abbildung 33 Genomweite Verteilung identifizierter smallRNA unter Zuhilfenahme mehrerer Software-Pakete.

Das Vorhandensein/Fehlen von 24nt sRNA-Clustern in Gen-nahen Bereichen wird oft assoziiert mit
veranderter Genexpression. Das ldentifizieren und Charakterisieren solcher 24nt-Cluster stellt daher
einen weiteren wichtigen Mechanismus in der Untersuchung genregulatorischer Mechanismen,
begriindet durch die Weizen-Selbstfolge, dar. Solche Cluster konnten Genom-weit nachgewiesen
werden (Abbildung 34 ). Deren biologische und funktionelle Bedeutung ist Gegenstand aktueller
bioinformatischer Analysen.

Ry
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Abbildung 34 Genomweite Verteilung und Abundanz (A) von 24 nt sRNA-Clustern bedingt durch die Weizen-
Selbstfolge, ein Detailauszug von Chrla (B), sowie auf Genebene von Chr6A (C).

Identifikation von 24nt sSRNA-vermittelter epigenetischer Modifikationen

Durch whole-genome-bisulfite-sequencing (WGBS) konnten erste Erkenntnisse, von selektierten
Proben (Géttingen, T1), bestehend aus Wurzel- und Blattproben, herausgearbeitet werden. Nach einer
chemischen Behandlung der isolierten DNA, wurde diese nachfolgend sequenziert und durch Abgleich
mit dem Weizenreferenzgenom (IWGSC RefSeq v1.2) genomische Regionen ermittelt, welche den
sequenzierten Reads entsprechen, jedoch abweichende komplementéare Basen zu Cytosin (C)
aufweisen. Aufgrund ausreichend hoher Abdeckung der gleichen Region kdnnen signifikant
unterschiedliche Methylierungsmuster (CHG, CHH, MergedCHG) zwischen verschiedenen Proben und
genomischen Regionen nachgewiesen werden. Entsprechend diesem methodischen Vorgehen war es
moglich genomweite epigenetische Modifikation nachzuweisen, ausgeldst durch die Weizen-
Selbstfolge (WM vs. W1, Gottingen, Abbildung 35). Die Arbeiten befinden sich derzeit in intensiver
Bearbeitung.
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Abbildung 35 Genomweite Lokalisation epigenetischer Modifikationen (Methylierungslevel) und Verteilung von 24nt
SRNA-Clustern auf einem Abschnitt von ChrlA.

ldentifikation von 24-nt SRNA-Cluster und ihre Rolle wahrend wiederholtem Weizenanbau
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Das spezifische Auftreten und die genomweite Verteilung von 24-nt sSRNA Clustern wird in Verbindung
gebracht mit der de-novo Methylierung von Genen und kann dadurch Einfluss auf dessen Expression
und Regulation nehmen. Die quantitative Haufigkeit der Cluster, sowie ihre Verteilung waren
Gegenstand der durchgefiihrten Analysen. Als Grundlage wurden die bereits generierten genomischen
Sequenzen der sRNAseq verwendet. Diese wurden in Abhangigkeit des Kompartiments (Blatt und
Wurzel) gegen das Weizengenom gemappt. Es wurden gemeinsame Cluster identifiziert und
vergleichend zwischen der Rotationsfolge und untersuchten Jahre verglichen. Die Verteilung der
ermittelten Cluster ist Abbildung 36 zu entnehmen. Auffallig ist die stark erhdhte Anzahl an Cluster in
den Blattproben im Vergleich zu den Wurzelproben. In Anbetracht der Grofl3enverteilung aller
identifizierter Cluster ist festzuhalten, dass der Grof3teil zwischen 24 bp und 200 bp lang ist (Blatt und

Wurzel). Der erste Weizen (W1) zeigt in den Blatt- aber auch in den Wurzelproben eine erhhte Anzahl
(Abbildung 36A).
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Die Methylierungsrate (MCHH) zeigt in Abhangigkeit der genomischen Lage (2 kbp upstream, TSS,
Poly(A), 2 kbp downstream) hohe Ubereinstimmung in den Wurzelproben. Die Methylierungsrate steigt
kontinuierlich bin zum TSS an, ist dort jedoch am niedrigsten (Abbildung 37). Ein stark ahnlicher Verlauf
konnte auch in den untersuchten Blattproben nachgewiesen werden, jedoch mit einem generell
erhdhten Niveau im ersten Weizen. Es konnten Kandidatengene erneut ermittelt werden, die bereits in
der Transkriptom-Analyse (RNAseq) durch signifikante Anderung ihrer Expression in Abhangigkeit der
Rotationsfolge identifiziert wurden (Abbildung 37).
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Abbildung 37 Abdeckung (Coverage) zweier an der Photosynthese beteiligter Gene mit 24 nt Sequenzen.

Weiter wurden differentiell methylierte Gene identifiziert, die mit
Stoffwechselprozessen und Signalwegen wahrend der Pathogenabwehr assoziiert sind. Dazu gehdéren
Krankheits-assoziierte Resistenzproteine, aber auch Transkriptionsfaktoren wie ERF1 (Abbildung 38).
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Abbildung 38 Abdeckung (Coverage) zweier an der Resistenzreaktion beteiligter Gene mit 24-nt Sequenzen.

Task 3.3: ldentifizierung pflanzennutzlicher, sowie -schadlicher Mikroorganismen und ihre potentielle
Nutzung fur die praktische Landwirtschaft (CAU-Phyt, JKI, FZJ)

Ergebnisse aus den Rhizoboxexperimenten des FZJ: siehe Task 1.2.

Identifizierung von pilzlichen Leitorganismen in Abhangigkeit der Weizen-Selbstfolge

Zur ldentifizierung von Leitorganismen wurde eine Spezies-Indikatoranalyse durchgefuhrt. In dieser
konnten mehrere ASVs ermittelt werden, welche als Indikatoren fur die strukturelle Zusammensetzung
des pilzlichen Bodenmikrobioms der Weizen-Selbstfolge reprasentativ sind (Abbildung 39). Im Vergleich
der Indikatoren aus beiden Kompartimenten (Bohrstock und  Rhizosphare) des
Untersuchungsstandortes Goéttingen konnten insgesamt 9 ASVs identifiziert werden, deren Vorkommen
spezifisch fir die Rhizosphére ist, wahrend 7 ASVs in beiden Kompartimenten vorkommen und 4
spezifisch fur die untersuchten Bohrstockproben sind.

Aufgrund der hochsten Interaktion mit der Pflanze sind die ermittelten Indikatoren der Rhizosphére von
besonderem Interesse. Unter diesen konnten 4 ASVs taxonomisch annotiert werden: ASV4 Monocillium
mucidum, ASV21 Tetracladium sp., ASV5 Articulospora proliferata und ASV68 als Fusarium sp. Die
funktionelle Bedeutung dieser identifizierten Leitorganismen ist Gegenstand aktueller Arbeiten. In den
Bohrstockproben am Standort Kiel konnte ASV41 als Plectosphaerella sp. annotiert werden.
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Entwicklung von Mikroben-Cocktails zur gezielten Verénderung des Wurzel-Mikrobioms gegen
Ertragsdepressionen

Es wurden Bakterienisolate aus verschiedenen Rotationen und Mikrohabitaten zur Weizenblute (BBCH
60) in 2020 gewonnen. Die Uber 700 R2A-Isolate wurden in vitro auf verschiedene pflanzennitzliche
Eigenschaften getestet (z.B. ihre antagonistische Aktivitdt gegentber wichtigen getreidepathogenen
Bodenpilzen, die Produktion hydrolytischer Enzyme und Siderophore; Tabelle 4). Davon wurden 428
Isolate (vor allem aus Rhizosphéare und Rhizoplane) mittels Sanger-Sequenzierung eines Fragmentes
des 16S rRNA Gens identifiziert, um spater einen Vergleich wichtiger Isolate mit den
Amplikonsequenzierungsdaten (kultivierungsunabhéngiges Verfahren) durchfiihren zu kénnen.

Tabelle 4 Anzahl der =zuféllig ausgewdhlten Bakterienisolate aus verschiedenen Mikrohabitaten und
Fruchtfolgepositionen (Weizenrotationen W1, W2, W3, WM) der Standorte Harste (= schluffiger Lehm) und
Hohenschulen (= sandiger Lehm) zum Zeitpunkt der Blute (BBCH60) sowie deren antagonistische Aktivitat
gegenuber drei Getreidepathogenen Fusarium graminearum (Fgl), Rhizoctonia solani AG-8 (Rs), und
Gaeumannomyces tritici (Ggt) und deren enzymatische Aktivitat in vitro.

Number of isolates with fungal

Location Rotation Microhabitat antagoniti i Number of isolates with enzymatic activity :I'utlal number Number of .
Fgl Rs Ggt Cellulase Glucanase Protease Chitinase  Siderophore sequenced isolates
Silty loam w1 BS 3 2 7 3 29 22 3 1 51
RH 1] 3 0 2 27 21 0 9 52 36
RP 0 5 7 19 25 32 3 31 50 42
W2 BS 9 5 14 4] 6 16 3 5 50
RH 0 5 1 12 24 14 3 20 50 a9
RP 7 7 12 3 18 32 4 14 50 46
WM BS 13 14 26 1 7 14 o 14 52
RH 0 1 7 17 25 14 2 22 53 ig
RP 1 [ 11 0 32 18 ] 28 51 47
Sandy loam W1 BS 2 7 6 14 8 9 6 16 51
RH 0 2 5 12 15 12 2 23 51 40
RP 3 7 5 20 23 24 2 23 54 48
w3 BS 6 3 12 7 7 6 o 17 44
RH 0 2 6 [ 7 12 1 17 54 47
RP 4 1 16 38 40 24 ] 28 54 45
Total 48 70 135 154 293 270 29 268 767 428

Der hochste Anteil an Bakterien mit antagonistischem Potential gegeniber dem Erreger der
Schwarzbeinigkeit (Ggt) wurde im Boden und in der Rhizoplane der mehrjahrigen Weizenrotationen
gefunden (W2_18% und WM_28% in Harste, W3_22% in Hohenschulen) im Vergleich zur Rotation W1
(9% Harste; 10% Hohenschulen, Tabelle 4). Auf Genus-Ebene konnten die meisten Isolate der
Rhizosphére als Arthrobacter spp. und Bacillus/Peribacillus spp. identifiziert werden, gefolgt von
Pseudomonas und Sphingobacterium. Die héaufigsten Isolate der Rhizoplane waren dagegen
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Flavobacterium spp., Pedobacter spp.,

Stenotrophomonas spp. und Variovorax spp. (Abbildung 40).

und Microbacterium spp., gefolgt von Pseudomonas spp.,

Sandy Silty
Arthrobacter [ ) .%80 e ® Abbildung 40
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Ausgewahlte Bakterienisolate mit pflanzenwachstumsférdernden Eigenschaften aus dem sandigen
Boden wurden in unabhéngigen Gewachshausversuchen zum Zwecke des Wurzelmikrobiom-
Managements in dem von Wachstumsdepressionen betroffenen Boden (W3 Boden aus Hohenschulen-
Kiel) untersucht. Die Bakterien wurden aufgrund ihrer wachstumsférdernden sowie antagonistischen
Eigenschaften gegenliber bodenbdrtigen Pilzen selektiert (Abbildung 41). Des Weiteren wurden sie
wegen ihrer unterschiedlichen Nahrstoffanspriiche, d.h. geringem Grad an 6kologischer Ahnlichkeit fiir
Konsortien ausgewahlt. Darlber hinaus wurden die Konsortien basierend auf hemmenden
Eigenschaften einzelner Isolate gegen den Schwarzbeinigkeits-Erreger (Ggt) oder anderen
pflanzenwachstumsférdernden Eigenschaften sowie ihrer Dominanz in der Bakteriengemeinschaft
selektiert, z. B. das Sphingomonas populi-Isolat wurde ausgewahlt, da diese Bakterien zu den am
haufigsten vorkommenden Bakteriengattungen im bakteriellen Mikrobiom gehdrten, und deshalb eine
wichtige Funktion in der Bakteriengemeinschaft vermutet wurde.

Abbildung 41 Selektion der
pflanzennitzlichen

a Rhizobakterien fiir die

Z Gev_vachshausvgrsuche

o basierend auf pilzhemmenden
Eigenschaften und
phytopathologisch relevanter

Fusarium
Hhizoctonia
Cellulase
Chi1inase
Glucanase
Protease
Siderophore

B. mycoides (Bm)

. Ggt

B. pumilus (Bp)

_!_

E. canadensis (Ec) Funktionen _
P. brassicacearum (Pb) . L Index EZE}QOTXL Tonproduktmn

P. lini (PI)
Pae. kribbensis (Pk)

Phosphatlésungsvermégen
(PO4), Antibiotikaproduktion
(DAPG, PCA, PRND). Der

0 Index gibt die Intensitat der
entsprechenden Funktion an
(0 = keine Produktion; 3 =
hohe Produktion, gemessen
anhand der Hemmzone im
Plattentest (in mm)).

Im Detail wurden aus den sandigen Bdden erst neun, spater vier Bakterienisolate (Abbildung 41,
Abbildung 42A&B) ausgewéahlt und deren Forderung von Pflanzenwachstum und —gesundheit in vivo in
Gewachshausversuchen Uberprift. Dabei wurden sowohl die Einzelisolate also auch verschiedene
Konsortien (synthetische Gemeinschaften) als Saatgutapplikation an Weizen getestet. Um zunachst
eine reine Pflanzenwachstumsférderung durch die bakteriellen Inokulanzien zu testen, wurden
Versuche ohne Zugabe des Pathogens (Ggt) durchgefuhrt (Abbildung 41A). Um neben der

P. extremorientalis (Pe) I

P. asgharzadehiana (Pa)

S. populi (Sp)
B. velezensis (Bv)
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Wachstumsstimulation auch eine Krankheitsunterdriickung zu testen, wurden in weiteren Versuchen
auch das Pathogen (Ggt) als Myzelpuder (1%) dem Boden 48 h vor der Aussaat des Versuches
beigemischt.

Die Pflanzenwachstumsférderung wurde anhand der Wurzel- und Sprossgewichte bzw. das
Wurzellangenwachstum jeder Einzelpflanze (n=10) nach vier Wochen bestimmt. Eine Krankheitsbonitur
an der Wurzel (Take-all disease index anhand von Befallsklassen) wurde an jeder Einzelpflanze nach
Abwaschen des anhaftenden Bodens aus jeder Behandlung durchgefihrt.

Bei der Untersuchung der reinen Wachstumsférderung zeigte ein Bacillus pumilus Isolat sowie das
Sphingomonas populi Isolat sehr gute Ergebnisse, da sie sowohl die unterirdische Wurzelbiomasse als
auch die oberirdische Blattmasse erhéhten (Abbildung 41A). Bei erhéhtem Krankheitsdruck durch
Zugabe von Ggt konnten verschiedene zu den Pseudomonaden gehérende Isolate (Pseudomonas
brassicacearum, P. asgharzadehiana), aber auch die bakteriellen Konsortien 1 und 2 die typischen
Krankheitssymptome signifikant reduzieren (Abbildung 41B, unten links) und das Weizenwachstum
(Wurzellangenwachstum) férdern (Abbildung 41B, unten rechts). Diese positiven Effekte konnten in
unabhangigen Versuchswiederholungen im Gewachshaus bestatigt werden.
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Abbildung 42 (A) Spross- und Wourzelfrischgewichte von Pflanzen vier Wochen nach Saatgutapplikation
verschiedener Bakterienisolate, aber ohne Zugabe des phytopathogenen Pilzes Ggt; (B) Frischgewichte der
Spross- und Wurzelbiomasse, Wurzellange und Krankheitsboniturstufen in einem Gewé&chshausversuch nach
Saatgutbehandlung mit Rhizobakterien und Zugabe von Ggt 48 h vor der Aussaat. Verwendete Rhizobakterien:
Bacillus mycoides (B. myc), B. pumilus (B. pum), Ensifer canadensis (E. can), Pseudomonas brassicacearum (P.
bra), Pseudomonas sp. (P. 49_51), Paenibacillus sp. (Pa. 57_20), Pseudomonas sp. (P. 48_38), Pseudomonas
asgharzadehiana (P. asg) und Sphingomonas populi (S. pop); Konsortien: Konsortium 1 = Bacillus pumilus +
Pseudomonas brassicacearum + Sphingomonas populi und Konsortium 2 = Bacillus pumilus + Pseudomonas
asgharzadehiana + Sphingomonas populi. Vertikale Balken entsprechen Standardfehlern und die statistische
Signifikanz ~ (Wilcoxon-Test, p-Werte angepasst mit der Bonferroni-Methode) zwischen den
Behandlungsmittelwerten wird als p-Wert Giber den Balkendiagrammen angezeigt.

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen das Vorhandensein nitzlicher Bakterien in
Weizenselbstfruchtfolgen. Die gezielte Einbringung dieser Rhizobakterien Uber eine
Saatgutbehandlung erméglichte eine Wachstumsforderung und Krankheitsunterdriickung in der friilhen
Entwicklungsphase des Weizens. Somit ergibt sich im Zuge eines Mikroben-basierten
Pflanzenmanagements die Moglichkeit den Ertragsriickgang in kontinuierlichen Weizenrotationen durch
Inokulation mit nitzlichen Bakterien zu mildern. Diese Form der gezielten Nutzung von
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Mikroorganismen bietet damit eine nachhaltige Mdglichkeit, die Pflanzengesundheit in intensiven
Weizenrotationen zu verbessern. Die Publikation Braun-Kiewnick et al. ist zur Verdffentlichung in
Phytobiomes akzeptiert. Die vielversprechendsten Isolate werden in der zweiten Projektphase unter
feldnahen Bedingungen getestet.

AP4: Kohlenstoff- und Stickstofftransformationen in der Rhizosphare
Task 4.1: Kohlenstoffpools, -flisse und mikrobielle Aktivitaten (CAU-Phyt, CAU-Ag, IfZ)

An den in Arbeitspaket 2 erhobenen Wurzelproben wurde neben der Wurzellange auch die Biomasse
bestimmt, anschlieend wurde an parzellenweise gepoolten Proben auch der C- und N-Gehalt der
Wurzelbiomasse ermittelt. Durch Verrechnung dieser Parameter kann der C-Eintrag in den Boden durch
die Weizenwurzelbiomasse ermittelt werden — unter der Annahme, dass die Biomasse zur Probenahme
im Juni ndherungsweise den Endzustand des Wurzelsystems darstellt. Da die Wurzelproben im Juni
zudem nur fir die Tiefen zwischen 15 und 120 cm genommen wurden, fehlt in dieser Betrachtung die
oberste Tiefe von 0-15 cm. Im Folgenden wurden die anderen Tiefen aufsummiert auf den
Gesamteintrag an Kohlenstoff in 15-120 cm Bodentiefe. Fir Harste wurde in der statistischen
Auswertung dieses Datensatzes eine Wechselwirkung zwischen Jahr und Fruchtfolgeposition
gefunden, wahrend die N-Stufe keine Rolle spielte. In auf die einzelnen Versuchsjahre aufgeteilten
Datensatzen wurde ein signifikant héherer Wurzelkohlenstoffeintrag fiir W1 gegeniiber W2 fir die Jahre
2020 und 2021 gefunden (133 gegeniiber 65 kg C hal im Versuchsjahr 2020 bzw. 207 zu 83 kg C ha?
im Versuchsjahr 2021). WM lag mit 71 und 144 kg C ha! jeweils dazwischen. Im Versuchsjahr 2022
lagen alle Varianten eng beieinander (139 — 157 kg C ha). Fiir den Versuch in Kiel wurden die Jahre
als statistische Wiederholungen genutzt, wobei ebenfalls ein héherer C-Eintrag fur W1 im Vergleich zu
W3 gefunden wurde (119 zu 77 kg C hat). Unabhangig von der Fruchtfolgeposition hatte hier zudem
die N-Dingung einen Einfluss: bei optimaler N-Versorgung gab es einen héheren Eintrag als ohne N-
Dungung (138 zu 59 kg C ha).

Ergebnisse der Enzymkinetik in einem sandigen Lehmboden auf dem Versuchsfeld Hohenschulen
zeigten, dass die Rotationspositionen der Weizenpflanzen einen starken Einfluss auf die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) von extrazellularen Enzymen in der Rhizosphare, im
wurzelbeeinflussten und im ungestérten Boden hatten (p<0,01; Abbildung 43). Fir die B-Glucosidase-
Aktivitat zeigten Bodenproben von W1 eine hthere Vmax im Vergleich zu W3-Proben mit Werten von
145,5, 148,5 und 74,6 nmol MUF gth' in der Rhizosphéare, im wurzelbeeinflussten und im ungestorten
Boden, jeweils. W3 fiihrte zu einer Reduktion der Vmax-Werte um 23,7 % und 45 % im Vergleich zu W1
in der Rhizosphéare und im ungestérten Boden, jeweils (Abbildung 43a). Trotz fehlender Unterschiede
zwischen den Bodenkompartimenten hinsichtlich der a-Glucosidase-Aktivitat in W1 zeigte der
Rhizospharenboden in W3 den niedrigsten Vmax-Wert mit 49,6 nmol MUF g*h-1, was einem Riickgang
von 47 % im Vergleich zu W21 entspricht (Abbildung 43b). Leucin-Aminopeptidase zeigte
unterschiedliche Trends in den Bodenkompartimenten bei W1 und W3. Wahrend der hochste Vmax-
Wert im Rhizospharenboden bei W1 mit 128,8 nmol AMC gh-t beobachtet wurde, sank der Vmax-Wert
in diesem Kompartiment um 44,8 % und erreichte den niedrigsten Wert in W3 mit 71,1 nmol AMC g-th-
1. Der hochste Wert wurde im ungestérten Boden mit 97,7 nmol AMC g-th-1 beobachtet (Abbildung 43c).
Im Gegensatz zur Leucin-Aminopeptidase gab es keinen statistischen Unterschied zwischen
Rhizosphéare und ungestdrtem Boden bei W1 beziglich des Vmax-Wertes der sauren Phosphatase. W3
verringerte den Vmax-Wert der sauren Phosphatase in diesen beiden Kompartimenten um 8,6 % bzw.
15,7 %. Der wurzelbeeinflusste Boden wies in beiden Fruchtfolgestellungen die niedrigsten Vmax-Werte
auf, mit 315,8 und 275,3 nmol MUF gh-1, was einen Riickgang um 12,8 % in W3 im Vergleich zu W1
bedeutet (Abbildung 43d).
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Abbildung 43 Vmax-Werte der B-Glucosidase (a), a-Glucosidase (b), Leucin-Aminopeptidase (c) und sauren
Phosphatase (d) in verschiedenen Bodenkompartimenten von Weizen (BS: ungestorter Boden, RA:
wurzelbeeinflusster Boden, RH: Rhizosphére) im ersten (W1) und dritten Weizen nach der Zwischenfrucht (W3) in
einem sandigen Lehmboden auf dem Versuchsfeld Hohenschulen. Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen gemal ANOVA bei p<0,05.

Die gesamtmikrobielle Biomasse sank in W3 um 11,8 % bzw. 4,8 % in der Rhizosphare und im
ungestdrten Boden im Vergleich zu W1 (Abbildung 44). Die wachsende mikrobielle Biomasse im
Rhizospharenboden von W1 war etwa fiinfmal hdher als in W3, und unterschiedliche Fruchtfolgen
hatten keinen Einfluss auf die wachsende mikrobielle Biomasse im ungestdrten Boden (Abbildung 44b).
Die spezifischen Wachstumsraten (u) stiegen in W3 im Rhizospharenkompartiment erheblich im
Vergleich zu W1 an (0,17 und 0,23 h-1) und sowohl W1 als auch W3 wiesen &hnliche spezifische
Wachstumsraten in den ungestérten Bodenproben auf (etwa 0,26 h-1; Abbildung 44c). Trotz einer
langsameren spezifischen Wachstumsrate wurde eine siebenmal kirzere Lag-Phase im
Rhizospharenboden von W1 im Vergleich zu W3 beobachtet. Ahnliche Lag-Phasen wurden in den
ungestdrten Bodenproben von W1 und W3 beobachtet (15,49 und 15,64 h, jeweils). Die Generationszeit
der aktiv wachsenden mikrobiellen Gemeinschaft, die Substrat wahrend der Inkubation der Béden mit
Glukose und Nahrstoffen konsumiert, sank in W3 um 24,2 % im Vergleich zu W1 im
Rhizospharenboden, und der Unterschied in der Generationszeit im ungestorten Boden zwischen W1
und W3 war vernachlassigbar (2,66 und 2,58 h, jeweils; Abbildung 44d).
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Abbildung 44 Gesamtmikrobielle Biomasse (TMB) (a), aktiv wachsende mikrobielle Biomasse (GMB) (b),
spezifische Wachstumsraten (u) von Bodenmikroorganismen (d), ihre Verzdgerungszeit (Tlag) (e) und
Generationszeit (Tg) (f) in Rhizosphéren- und ungestorten Bodenproben des ersten (W1) und dritten (W3) Weizens
nach Zwischenfrucht wahrend der Inkubation bei 25 °C in einem sandigen Lehmboden auf dem Versuchsfeld
Hohenschulen. Fehlerbalken stellen den Standardfehler der Mittelwerte dar (n = 3).

Ebenfalls in einem schluffigen Lehmboden auf dem Harste-Versuchsfeld in Goéttingen zeigte die
Rhizosphare (RH) zum zweiten Probenahmezeitpunkt (t2) die effizienteste a-Glucosidase mit niedriger
Substrataffinitat in sowohl W1 als auch WM. Zudem wies der ungestdrte Boden in WM die geringste
katalytische Effizienz auf. Uber beide Probenahmezeitpunkte hinweg filhrte W2 zur insgesamt
niedrigsten katalytischen Effizienz (Abbildung 45). Fiir die B-Glucosidase zeigte sich ein abnehmender
Trend der Km-Werte vom ungestorten Boden hin zur Rhizosphére in allen Weizenfruchtfolgen. Bei t1
wies WM den niedrigsten Km-Wert und die hochste katalytische Effizienz auf, wobei die
Weizenmonokultur effizientere B-Glucosidase-Enzyme zeigte als WM. Bei t2 zeigte das RH-
Kompartiment in W1 jedoch die hdchste katalytische Effizienz mit 4,4 nmol MUF pumol Substrat-th-t. Mit
dem Pflanzenwachstum fiihrte die Weizenmonokultur zu einer geringeren Enzym-Effizienz, und es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen W2 und WM (Abbildung 45). Der gleiche Trend wurde bei
den katalytischen Effizienzwerten fir die Leucin-Aminopeptidase beim zweiten Probenahmezeitpunkt
beobachtet. W1 im RH-Kompartiment zeigte die héchste katalytische Effizienz, und der kontinuierliche
Weizenanbau fiihrte zu einem Rickgang der Enzym-Effizienz. Bei t1 wies W2 effizientere Enzyme auf,
und der ungestorte Boden in WM hatte den hochsten Km-Wert und die niedrigste Effizienz (Abbildung
45¢). Ein anderes Muster wurde bei den katalytischen Effizienzen und Km-Werten der sauren
Phosphatase beobachtet, wobei die Weizenmonokultur zu beiden Probenahmezeitpunkten zu
effizienteren Enzymen flhrte. Bei t2 erreichte der RH-Boden in WM die hdchsten katalytischen
Effizienzen mit 2,9 nmol MUF umol Substratth-1, was einem Anstieg von 38,6 % und 6,2 % im Vergleich
zu W1 bzw. W2 entspricht (Abbildung 45d).
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Abbildung 45 Km-Werte und katalytische Effizienz von a-Glucosidase (a), B-Glucosidase (b), Leucin-
Aminopeptidase (c) und saurer Phosphatase (d) in verschiedenen Bodenkompartimenten von Weizen (BS:
ungestorter Boden, RH: Rhizosphére) im ersten (W1), zweiten (W2) Winterweizen nach Winterraps-Zwischenfrucht
und langjahriger Weizenmonokultur (WM) zu zwei Probenahmezeitpunkten, T1 (BBCH 29) und T2 (BBCH 59), in
einem schluffigen Lehmboden auf dem Harste-Versuchsfeld in Géttingen. Fehlerbalken stellen den Standardfehler
der Mittelwerte dar (n = 3) gemal ANOVA bei p<0,05.

Bei t1 hatten die verschiedenen Weizenfruchtfolgen einen erheblichen Einfluss auf die
Gesamtmikrobielle Biomasse im Rhizospharenkompartiment, wobei in WM ein Riickgang von 42,5 %
bzw. 42,8 % im Vergleich zu W2 und W1 beobachtet wurde. Bemerkenswerterweise wies der ungestorte
Boden eine hohere Gesamtmikrobielle Biomasse als der Rhizospharenboden bei t1 in WM und t2 in W1
und WM auf (Abbildung 46a). Der Trend bei der wachsenden mikrobiellen Biomasse variierte bei t1 und
t2. In beiden Probenahmezeiten zeigte der Rhizospharenboden signifikant hohere Werte der
wachsenden mikrobiellen Biomasse im Vergleich zum ungestorten Boden. Wéhrend die
Weizenmonokultur bei t1 die wachsende mikrobielle Biomasse signifikant erhdhte, zeigte der
Rhizospharenboden von W1 bei t2 etwa 2,5-mal héheres Wachstum im Vergleich zu WM. Fruchtfolgen
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die wachsende mikrobielle Biomasse im ungestorten
Bodenkompartiment (Abbildung 46b). Das Verhéltnis von GMB/TMB wurde bei t1 stark durch die
Fruchtfolge beeinflusst, wobei WM hdhere Verhéltnisse sowohl im Rhizospharen- als auch im
ungestorten Boden aufwies (0,08 bzw. 0,002). Obwohl W1 bei t2 das hochste Verhaltnis in beiden
Bodenkompartimenten hatte, gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Weizenfruchtfolgen
(Abbildung 46c¢). Die spezifischen Wachstumsraten (u) nahmen in WM im Rhizospharenkompartiment
bei t1 im Vergleich zu W1 deutlich ab (0,22 und 0,27 h't). Es gab keine signifikanten Unterschiede in
den spezifischen Wachstumsraten zwischen den Weizenfruchtfolgen in den Proben des ungestodrten
Bodens bei t1. Der abnehmende Trend im Rhizospharenboden setzte sich bei t2 fort, ohne starke
Unterschiede zwischen den Weizenfruchtfolgen. Bei t2 hatten jedoch W2 und WM signifikant hdhere -
Werte im Vergleich zu W1 im ungestdrten Boden (eine Zunahme von 21,6 % bzw. 14,7 %; Abbildung
46d).
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Abbildung 46 Gesamtmikrobielle Biomasse (TMB) (a), aktiv wachsende mikrobielle Biomasse (GMB) (b), Verhéltnis
von GMB/TMB (c) und spezifische Wachstumsraten (u) von Bodenmikroorganismen (d) in verschiedenen
Bodenkompartimenten von Weizen (BS: ungestorter Boden, RH: Rhizosphéare) im ersten (W1), zweiten (W2)
Winterweizen nach Winterraps-Zwischenfrucht und langjahriger Weizenmonokultur (WM) zu zwei
Probenahmezeitpunkten, T1 (BBCH 29) und T2 (BBCH 59), in einem schluffigen Lehmboden auf dem Harste-
Versuchsfeld in Géttingen. Fehlerbalken stellen den Standardfehler der Mittelwerte dar (n = 3) geméaR ANOVA bei
p<0,05.

Diese Studie offenbarte komplexe Zusammenhange zwischen der mikrobiellen Dynamik des Bodens
und den Fruchtfolgepraktiken. Die Weizenmonokultur (WM) beeinflusste signifikant die mikrobielle
Biomasse, das Wachstum und die Enzymaktivitat in verschiedenen Kompartimenten und zu
unterschiedlichen Probenahmezeiten, was die komplexe und dynamische Natur dieser
Wechselwirkungen unterstreicht. WM verringerte zunéchst die Biomasse in der Rhizosphére, forderte
jedoch schlief3lich das mikrobielle Wachstum im Vergleich zu anderen Fruchtfolgen, was auf sowohl
Unterdriickung als auch Anpassung innerhalb des Mikrobioms hinweist. Zudem zeigte WM héhere
Wachstums-zu-Wartungs-Verhéltnisse, was moglicherweise darauf hindeutet, dass Wachstum uber die
Ressourcennutzung priorisiert wird. Die Unterschiede in der Effizienz zwischen den Fruchtfolgen
konvergierten jedoch tber die Zeit, was auf Anpassungen der Gemeinschaft hinweist. Diese Ergebnisse
betonen die Bedeutung des Verstandnisses der zeitlichen Dynamik und der komplexen Beziehungen
zwischen Fruchtfolge und mikrobiellen Reaktionen im Boden fir nachhaltige landwirtschaftliche
Praktiken. Weitere Forschung, die die zugrundeliegenden Mechanismen und langfristigen
Auswirkungen unterschiedlicher Anbausysteme auf die mikrobielle Gemeinschaft im Boden untersucht,
ist entscheidend.

Task 4.2: Raumlich-zeitliche Muster von Wurzelexsudaten und damit verbundener mikrobieller Aktivitat
(CAU-Phyt, FZJ)

Bodenmikrobielle Gemeinschaften sind die Hauptregulatoren von Okosystemdienstleistungen und
entscheidend fur den Kohlenstoff- und Né&hrstoffkreislauf. Wurzelausscheidungen spielen eine
wesentliche Rolle bei der Gestaltung der mikrobiellen Zusammensetzung des Bodens und beeinflussen
somit biogeochemische Prozesse, die das Pflanzenwachstum beeinflussen. Wir haben die Hypothese
aufgestellt, dass eine kontinuierliche Weizenbewirtschaftung zu einer geringeren Glukosefreisetzung
fuhren wirde, was in der Folge zu niedrigerem mikrobiellem Wachstum, Aktivitat und Biomasse fuhrt.
Zum ersten Mal wurde vor Ort eine Glukose-Bildgebung optimiert, um diese Wechselwirkungen zu
untersuchen und mit Boden-Zymographie in Rhizobox- und Feldexperimenten (unter Verwendung
installierter Wurzelfenster) in den ersten (W1) und dritten (W3) Weizen nach Zwischenfruchtparzellen
kombiniert.

Im Rhizobox-Experiment zeigten die Ergebnisse, dass die rAumliche Verteilung der Glukosefreisetzung
und der B-Glucosidase-Aktivitat durch aufeinanderfolgenden Weizenanbau beeinflusst wurde,
insbesondere bei t2, wie in Abbildung 47 dargestellt. Bei t1 gab es keinen signifikanten Unterschied in
der Gesamtflache der B-Glucosidase-Aktivitatshotspots in der Rhizosphéare der W3- und W1-
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Bodenproben. Bei t2 zeigten jedoch die W3-Proben eine um 25,2 % geringere Anteil an Hotspots (4,26
% vs. 5,70 %, jeweils; p<0,01) im Vergleich zu W1. Darlber hinaus zeigte W3 bei t2 den niedrigsten
Anteil an Glukosefreisetzungshotspots, die 1,83 % der gesamten Bodenoberflache abdeckten. Dies
stellt einen Rickgang von 31,7 % im Vergleich zu W1 dar (p<0,05) (Abbildung 48a).

Abbildung 47
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Abbildung 48 Vergleich des Prozentsatzes der Hotspot-Fléche fiir Glukosefreisetzung und B-Glucosidase-Aktivitat
im ersten (W1) und dritten (W3) Weizen nach der Zwischenfrucht zu zwei Probenahmezeitpunkten (T1: vier Wochen
nach Aussaat (BBCH 13) und T2: acht Wochen nach Aussaat (BBCH 29)). Kleinbuchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen hinsichtlich der Glukosefreisetzung und Grof3buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen hinsichtlich der [(-Glucosidase-Aktivitat
geman der Zwei-Wege-ANOVA bei p<0,05.

Das raumliche Muster der Glukosefreisetzung wurde durch die Weizenselbstfolge beeinflusst
(Abbildung 49). W3 wies den niedrigsten Anteil an Hotspots fir die Glukosefreisetzung auf, mit 1,35 %
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der gesamten Bodenoberflache, was einen Riickgang von 17,7 % im Vergleich zu W1 darstellt (p<0,05)
(Abbildung 50a). Die Glukosefreisetzungsrate an den Wurzelspitzen und reifen Wurzeln zeigte, dass
W3 in beiden Kompartimenten einen konsistenten Rickgang im Vergleich zu W1 aufwies, wobei die
hoéchste Glukosefreisetzung an den Wurzelspitzen in W1 mit 593,5 nmol cm-2 erreicht wurde (p<0,05).
Wie in Abbildung 50b gezeigt, nahm die Glukosefreisetzung an den Wurzelspitzen im Vergleich zu den
reifen Wurzeln in W1 und W3 erheblich zu. In W1 erhdhte sich die Glukosefreisetzung an den
Wourzelspitzen um 30,2 % im Vergleich zu den reifen Wurzeln, wéhrend in W3 die Wurzelspitzen eine
um 35,6 % hodhere Glukosefreisetzung aufwiesen als die reifen Wurzeln (Abbildung 50b).
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Abbildung 50 Vergleich des Prozentsatzes der Hotspot-Flache wund (b) der durchschnittlichen
Glukosefreisetzungsrate in der gesamten Flache und im Interessengebiet (ROI) im ersten (W1) und dritten (W3)
Weizen nach der Zwischenfrucht. Fehlerbalken stellen den Standardfehler der Mittelwerte dar (n = 4).

Zusammenfassend bietet unsere Studie neuartige Einblicke in das komplexe Zusammenspiel zwischen
kontinuierlicher Weizenbewirtschaftung, Wurzelausscheidungsmustern, mikrobiellen Dynamiken,
Genexpression und enzymatischen Aktivitdten innerhalb der Rhizosphare und der ungestorten
Bodenkompartimente. Besonders hervorzuheben ist, dass unsere Forschung erstmals eine innovative
Methode zur Glukosebildgebung im Feld einfiihrte, die Aufschluss (ber die Dynamik der
Glukosefreisetzung von Weizenwurzeln gibt. Der Rickgang der Glukosefreisetzung unter
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kontinuierlicher Weizenbewirtschaftung (W3) im Vergleich zum ersten Weizen nach einer
Zwischenfrucht (W1) unterstreicht die Bedeutung von Wurzelausscheidungen fiir die Gestaltung der
Rhizosphéareninteraktionen. Diese Verdnderung in der Glukosefreisetzung kénnte mit veré&nderter
Wourzelphysiologie und -ausscheidung zusammenhangen und moéglicherweise die Strategie der Pflanze
widerspiegeln, eine weniger ginstige Umgebung fiir potenzielle Pathogene zu schaffen. Die
beobachteten mikrobiellen Reaktionen, einschliel3lich Veranderungen in der mikrobiellen Biomasse,
Wachstumsraten und Substratnutzungsmustern, verdeutlichen die komplexen mikrobiellen
Gemeinschaftsdynamiken, die durch kontinuierliche Weizenbewirtschaftung beeinflusst werden. Diese
Verschiebungen in der mikrobiellen Zusammensetzung spiegeln sich in den veranderten enzymatischen
Aktivitaten wider, die in den verschiedenen Kompartimenten beobachtet wurden.

Unsere Studie tragt nicht nur zum Verstandnis bei, wie kontinuierliche Weizenbewirtschaftung die
Pflanzen-Boden-Mikroben-Interaktionen gestaltet, sondern fiihrt auch neuartige Techniken wie die in
situ Glukosebildgebung ein, um diese Interaktionen im Feld zu bewerten. Diese Erkenntnisse haben
Implikationen fur nachhaltige landwirtschaftliche Praktiken, Néhrstoffkreislaufe und die Gesundheit von
Okosystemen. Indem wir die komplexe Kaskade von Effekten aufzeigen, die durch kontinuierliche
Bewirtschaftung ausgelést wird, bieten wir wertvolle Perspektiven zur Optimierung von
Managementstrategien und zur Erhaltung produktiver Okosysteme im Angesicht sich entwickelnder
landwirtschaftlicher Praktiken.

Task 4.3: Quantifizierung des Kohlenstoff- und Stickstoffumsatzes in der Rhizosphare unter
kontrollierten Bedingungen (FZJ)

Ergebnisse aus den Rhizoboxexperimenten des FZJ: siehe Task 1.2.

Task 4.4: Modelling spatio-temporal pattern of root exudates and enzyme activities (FZJ, CAU-Phyt)
Ergebnisse aus den Rhizoboxexperimenten des FZJ: siehe Task 1.2.

In Zusammenarbeit zwischen CAU-Phyt und dem FZJ haben wir in einem Rhizobox-Experiment unter
Verwendung von Boden von der Versuchsfarm Hohenschulen in Kiel, Deutschland, die Freisetzung von
Glukose sowie die Aktivitaten der Enzyme Beta-Glucosidase und Leucin-Aminopeptidase mittels
Zymographie lokalisiert und visualisiert (siehe Abbildung 51). Die Ergebnisse zeigten, dass der
kontinuierliche Weizenanbau zu einer signifikanten Abnahme der Glukosefreisetzung und folglich der
Enzymaktivitat fihrte. Wir beobachteten auch einen abnehmenden Trend im Rhizospharenbereich der
Aktivitat von Beta-Glucosidase und Leucin-Aminopeptidase von KW1 bis KW4 sowie mit zunehmender
Bodentiefe. Ein entgegengesetzter Trend wurde jedoch bei der Glukosefreisetzung festgestellt, die von
KW1 bis KW4 sowie mit zunehmender Bodentiefe fir KW1 und KW2 zunahm (Abbildung 52). Diese
Daten werden verwendet, um das raumzeitliche Muster von Wurzelexsudaten und Enzymaktivitaten zu
modellieren.
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Abbildung 51 Einfluss der Fruchtfolgepositionen auf die Glukosefreisetzung sowie die Aktivitdten von Beta-
Glucosidase und Leucin-Aminopeptidase des nachfolgenden Winterweizens zu Beginn des Schossens (BBCH 30)
in Bodentiefen von 0-30 cm und 30-60 cm. KW1 = erster Weizen, KW2 = zweiter Weizen und KW4 = vierter Weizen
nach Raps in Boden von der Versuchsfarm Hohenschulen in Kiel, Deutschland.
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Abbildung 52 Einfluss der Fruchtfolgepositionen auf die Glukosefreisetzung sowie die Aktivitdten von Beta-
Glucosidase und Leucin-Aminopeptidase (a, b, ¢) und das AusmafRd der Rhizosphére fur die Glukosefreisetzung,
Beta-Glucosidase- und Leucin-Aminopeptidase-Aktivitaten (d, e, f) des nachfolgenden Winterweizens zu Beginn
des Schossens (BBCH 30) in Bodentiefen von 0-30 cm, 30-60 cm und 60-100 cm. KW1 = erster Weizen, KW2 =
zweiter Weizen und KW4 = vierter Weizen nach Raps in Boden von der Versuchsfarm Hohenschulen in Kiel,
Deutschland.

AP5: Wasseraufnahme durch das Wurzelsystem

Task 5.1: Stabile-Isotopen-basierte Quantifizierung der Wurzelwasseraufnahmeaktivitdt wahrend
Wurzelwachstum und Seneszenz (FZJ, CAU-Phyt)

Ergebnisse aus den Rhizoboxexperimenten des FZJ: siehe Task 1.2.

Task 5.2: Messung der Wasseraufnahme im Feldversuch (CAU-Ag, IfZ)

An beiden Feldversuchsstandorten wurden Bodenwassergehalte in 10 cm vertikaler Auflésung bis zu
einer Tiefe von 1,6 m mit FDR R6hrensonden gemessen. Die Messungen erfolgten in denselben
Varianten, in denen auch die Minirhizotrontechnik eingesetzt wurde (Task 2.1). Die Daten des IfZ-
Feldversuchs wurden der CAU-Ag Uber den CAU-Austauschserver zur Verfigung gestellt. Die
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Wasseraufnahmedaten wurden von der CAU-Ag mit ihren eigenen Daten zusammengefuhrt und
ausgewertet. Eine Zusammenfuhrung der Ergebnisse mit den Wurzelauswertungen aus AP2 steht noch
aus, da sich die Auswertung der Minirhizotronen-Aufnahmen verzdgert hat.

Tiefe [cm]
-~ 10
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o
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2222 5555R RRRf 5555B ReRf 185B

Abbildung 53 Unterschiede in der Anderung des Bodenwassergehaltes zwischen Parzellen unterschiedlicher
Fruchtfolgepositionen in verschiedenen Bodentiefen in Feldversuch 1 (links) und 2 (Mitte) in Hohenschulen und im
Fruchtfolgeversuch in Harste (rechts), exemplarisch anhand der optimal gedingten Variante im Versuchsjahr 2022.

Uber alle Jahre zeigte sich an beiden Standorten, dass die Parzellen mit erstem Weizen im relevanten
Messzeitraum eine hohere Anderung im Bodenwassergehalt aufwiesen als Parzellen mit Weizen in
Selbstfolge (Abbildung 53). Der Unterschied war in grof3eren Bodentiefen deutlicher ausgeprégt. Dies
passt zu der Annahme, dass das Wurzelsystem von Weizen in Selbstfolge weniger stark ausgepragt ist
und die Pflanzen daher Bodenwasser in tieferen Schichten schlechter ausnutzen kénnen. In den oberen
Bodenschichten zeigte wiederum der Weizen in Selbstfolge eine hthere Anderungsrate, woraus sich
auf eine Kompensation der Pflanzen in weniger beschadigten Wurzelbereichen schliel3en lasst.

Task 5.3: Messung und Analyse von Bestandestemperaturen zur Quantifizierung des Trockenstresses
im Feld (CAU-Ag, IfZ)

In den Feldversuchen der CAU und des IfZ war eine Befliegung mit drohnengestitzter Thermal- und
Multispektraltechnik bei langer anhaltendem Trockenstress vorgesehen. Es sollte untersucht werden,
inwiefern die Thermaldaten zur Quantifizierung der Evapotranspiration, der Bodenwasseraufnahme und
des relativen Trockenstresses genutzt werden kdnnen. Die parallele Befliegung mit dem
Multispektralsensor war dabei fur eine Korrektur der Temperaturunterschiede auf Grund
unterschiedlicher Bedeckungsgrade notwendig.

In den Versuchsjahren 2020-2022 boten sich jedoch auf Grund regelmafiger Niederschlage nur wenige
Termine an. Daher wurde durch die CAU-Ag zusétzlich in 2021, 2022 und 2023 ein dritter Feldversuch
beflogen, in dem durch ein verschiebbares Dach kunstlich Trockenstress erzeugt werden kann. Die
durch das IfZ durchgefiuhrten Thermalbeflegungen waren aufgrund problematischer
Sensoreinstellungen nicht auswertbar.

Die durch die CAU-Ag erhobenen Thermaldaten zeigten deutliche Unterschiede der
Bestandestemperatur in Abhangigkeit der Fruchtfolgestellung des Winterweizens (Abbildung 54): Bei
gleicher Bodenbedeckung waren die Parzellen im ersten Weizen deutlich kalter als die im dritten
Weizen. Dies passt zu der Annahme, dass das Wurzelsystem von Weizen in Selbstfolge weniger stark
ausgepragt ist und die Pflanzen daher das Bodenwasser schlechter zur Transpiration und daher
Selbstkiihlung ausnutzen kénnen. Der Effekt wird bei einer N-Diingung unter dem Optimum deutlicher,
da das Wurzelwachstum des Weizens zusatzlich in der Saison durch die Nahrstoffverfugbarkeit limitiert
wird.
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Abbildung 54: Versuchsergebnisse aus Versuch 1 in Hohenschulen Uber alle drei Versuchsjahre. Mittlere
Parzellentemperatur abgeleitet aus den jeweiligen Thermalaufnahmen aufgetragen gegen den relativen
Bodenanteil abgeleitet aus den Multispektralaufnahmen (linke Abbildung). Die rechte Abbildung zeigt ein
Thermalbild, in dem die Fruchtfolge Winterraps-Winterweizen-Winterweizen-Winterweizen zu sehen ist. Die
Parzellen im ersten und dritten Weizen zeigen deutliche Temperaturunterschiede.

Task 5.4: Modellierung von Bodenwasserhaushalt und Wassernutzungseffizienz (FZJ, CAU-AQ)

Aus den Bodenwassergehaltsdaten, die mit dem Sentek Diviner System an beiden Standorten
gemessen wurden, wurde der Wasserverbrauch der unterschiedlichen Varianten im relevanten
Messzeitraum von April bis Ende Juli errechnet. Daraus konnte mit Hilfe der Ertragsdaten fir diesen
Zeitraum eine Wassernutzungseffizienz (WUE) errechnet werden. Die Daten zeigen fur Feldversuch 1
und 2 in Hohenschulen eine héhere WUE fir W1 in diesem Zeitraum. In Harste hatte ebenfalls W1 die
hochste WUE (Abbildung 55). Hier zeigte sich aul3erdem eine weitere Abstufung zwischen W2 und WM.
Die verringerte WUE bei mehrjahrigem Weizenanbau in Selbstfolge zeigte eine geringere Ausnutzung
des Bodenwassers zur Umwandlung in Biomasse und Kornbildung. Dies passt zum einen zu der
Anderung des Bodenwassergehaltes (iber die Zeit (Abbildung 53), der eine geringere Wasseraufnahme
von W2, W3 und WM Uber den gesamten Messzeitraum annehmen lasst. Zum anderen lassen die
hohere Parzellentemperaturen in W3 aus den Thermalaufnahmen auf eine eingeschrénkte
Transpiration schlie3en (Abbildung 54).
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Ein wichtiger Parameter fir die Wurzelwasseraufnahme unter Berlcksichtigung des
Rhizospharenwiderstands ist der &uf3ere Radius des 1D radialsymmetrischen Wasserflussmodells. Er
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bestimmt, wieviel Bodenvolumen jeder einzelnen Wurzel zur Verfugung steht, um daraus Wasser
aufzunehmen. Um den Begriff gegeniber allgemeinen Rhizospharenprozessen abzugrenzen,
verwenden wir seit Vanderborght et al. (2023) den Begriff ,,perirhizal zone“, wenn wir das Bodenvolumen
meinen, das einer einzelnen Wurzel in Abhéangigkeit vom Abstand zu anderen Wurzeln zur Verfligung
steht. Im einfachsten Fall ist der aulere (,perirhizal®) Radius rprhiz (L) eine Funktion der

Wurzellangendichte, RLD (L L-3), 1ppi; = /ﬁ. Diese oft verwendete Funktion beruht jedoch auf der

Annahme, dass alle Wurzeln in dem betrachteten Bodenvolumen gleich verteilt sind. Dies kann in einer
groReren Bodenschicht eine zu grobe Annahme sein. Eine Mdoglichkeit, die Heterogenitat der
Wurzelverteilung zu beriicksichtigen, ist die Verwendung von Voronoi Diagrammen (Kohl et al. 2007).
Abbildung 56 zeigt die Aufteilung des Bodenvolumes zu jeden Wurzelsegment einer 3D
Wurzelarchitektur anhand von Voronoi Diagrammen.

Abbildung 56 3D-Voronoi-Diagramm
einer Bodenschicht. Jedes Element
hat einen Wurzelknoten als Zentrum
und die Grenzflachen befinden sich in
der Mitte des Abstands zwischen den
benachbarten Knoten.

Auf Basis des Volumens jedes 3D-Voronoi-Diagrammelements wird der Radius des entsprechenden
Zylinders als aulerer (,perirhizal) Radius angenommen. Angewandt auf die Wurzelsysteme des
Winterweizens am Standorts Ruthe (siehe Task 2.3) in den Jahren 1995, 1996 und 1997 wurden die
entsprechenden Histogramme der auf3eren Radien fir verschiedene Bodenschichten und deren
dynamische Entwicklung (ber die Zeit analysiert (Abbildung 57 - Abbildung 59). Aufgrund
unterschiedlicher Klimaverhaltnisse haben sich die Pflanzen in den drei Jahren unterschiedlich und
unterschiedlich schnell entwickelt und damit auch das Bodenvolumen unterschiedlich schnell
erschlossen. Die Histogramme der auf3eren Radien innerhalb der Bodenschichten zeigen alle eine
rechtsschiefe Form. Die meisten Wurzelsegmente haben also ein kleines Bodenvolumen (ausgedrickt
durch einen kleinen &uRReren Radius) zur Verfugung, aber wenige Wurzelsegmente, die vorwiegend am
Rand des Wurzelsystems positioniert sind, haben ein groRes Bodenvolumen zur Verfugung.
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Abbildung 57 AuBere (“perirhizal’) Radien des Winterweizenwurzelsystems in 30 cm tiefen Bodenschichten des
Standort Ruthe im Jahr 1995.
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Abbildung 58 AuBere (“perirhizal’) Radien des Winterweizenwurzelsystems in 30 cm tiefen Bodenschichten des
Standort Ruthe im Jahr 1996.
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Abbildung 59 AuBere (“perirhizal’) Radien des Winterweizenwurzelsystems in 30 cm tiefen Bodenschichten des
Standort Ruthe im Jahr 1997.

Auf Grundlage des mit Altdaten erweiterten 1D-Wurzelmodells durch die CAU-Ag durchgefihrte
Sensitivitatsanalysen wiesen auf einen potentiell hohen Effekt der heterogenen Wurzelverteilung auf die
maximalen Wasseraufnahmeraten aus einer Bodenschicht hin. Dieser Effekt ist momentan in den in der
CAU-Ag verwendeten Bodenwasserhaushaltsmodellen nicht abgebildet. Das kdnnte erklaren, wieso die
momentan berechneten Bestandestemperaturunterschiede deutlich geringer ausfallen als die in den
Feldversuchen gemessenen Unterschiede. Diese Entdeckung wurde in den
Weiterentwicklungsarbeiten am prozessbasierten Weizenwachstumsmodell (AP6) aufgegriffen um in
einem nachsten Schritt die in AP2 festgestellten Fruchtfolge-induzierten Wurzelparameterunterschiede
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abbilden bzw. modellieren zu kénnen. Mit Letzterem konnte wegen der Verzdgerung in der Auswertung
der in den Feldversuchen erhobenen Wurzeldaten noch nicht begonnen werden.

APG6: Ertragseffekte Vorfrucht/Umwelt-Interaktion

Task 6.1: Analyse historischer Ertragsdaten von Feldversuchen und statistischen Datenquellen auf
Ertragsunterschiede zwischen Blatt- und Stoppelweizen in unterschiedlichen Regionen (CAU-Ag, 1fZ)

Die historischen Ertragsdaten von Weizen nach vier verschiedenen Vorfriichten (Weizen, Raps,
Zuckerrtibe, Silomais) im Systemversuch Fruchtfolge in Harste wurden fiir die Versuchsjahre 2008 bis
2018 zusammengestellt und ausgewertet (verdffentlicht in Groeneveld et al. 2024). Dabei zeigten sich
die klar héchsten Ertrage nach Raps (9.3 t ha'!) und die niedrigsten in der Weizenselbstfolge (8.3 t ha-
1). Weizen nach Zuckerriibe und nach Silomais erreichte jeweils 8.7 t ha! Kornertrag. Weiter wurde der
Weizenertrag nach Weizen, Zuckerriibe und Silomais vom Aussaattermin beeinflusst, wobei nach
spatem Termin hohere Ertrdge gefunden wurden. Nach Raps gab es keinen solchen Effekt, nach spater
und friher Aussaat war der Weizenertrag hier sehr &hnlich. Die Ergebnisse dieser Auswertung bilden
den Hintergrund fur die erweiterte Vorfruchtfragestellung in der zweiten Projektphase.

Task 6.2: Simulation der Ertragsbildung von Winterweizen als Funktion der Vorfrucht (CAU-AQ)

Ziel dieses Task war die Weiterentwicklung eines in der CAU-Ag entwickelten Weizenwachstumsmodell
auf Grundlage des im Laufe dieses Projektes verbesserten, die Vorfruchtwirkungen abbildenden
Wurzelwachstumsmodells. Aufgrund der Verzdgerungen bei der Auswertung der in den Feldversuchen
erhobenen Wurzeldaten und der darauf basierenden Weiterentwicklung des Wurzelmodells war dies
nicht mdglich. Dies verhinderte die in Task 6.2 vorgesehene Szenarioberechnung fiir verschiedene
Regionen mit differierenden Boden- und Klimabedingungen. Es wurden jedoch alle zu diesem Zeitpunkt
mdglichen, vorbereitenden Schritte durchgefiihrt und die Daten weitestgehend empirisch ausgewertet.

So wurde damit begonnen, in das bestehende Boden-Pflanze-Modell fir Winterweizen als Alternative
fur den zurzeit genutzten funktionalen Ansatz nach Feddes et al. einen starker mechanistischen Ansatz
zu integrieren. Bei diesem fliel3t sowohl die Heterogenitat der Wurzelverteilung als auch eine explizite
Modellierung des Wassertransports zur Wurzel ein, basierend auf den Erkenntnissen aus AP2 & 5.
Hierbei wurde auf alteren Arbeiten des AG-Leiters aufgebaut und aktuelle, analytische Lésungen fir
das radiale Wassertransportproblem basierend auf dem Matrix-Flux-Potential-Ansatz verwendet.

Am Beginn der empirischen Datenauswertung stand die Verwertung der Drohnen-basiert erstellten
Multispektralaufnahmen. Diese wurden in einem ersten Schritt mittels der Photogrammetriesoftware
pix4D zu Orthokarten verrechnet. Im Anschluss wurden in einem Geoinformationssystem
Parzellenplane erstellt und Reflexionswerte der verschiedenen von der Kamera erfassten Bander (Rot,
Grin, Red Edge, Nahes Infrarot) auf Parzellenebene extrahiert. Mittels einer in der CAU-Ag
entwickelten, ganzsaisonal gultigen, Kalibration wurde auf deren Grundlage der Green Area Index (GAl,
photosynthetisch aktive Flache des Bestandes als Summe von Blattfliche, Sténgelflache und
Ahrenflache) berechnet.

Bereits hier zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Fruchtfolgestellungen, N-
Stufen und Weizensorten. Hierbei war der GAl im ersten Weizen zumeist hdher als im dritten Weizen,
wobei die Unterschiede in den héher gediingten Varianten tendenziell zunahmen (Abbildung 60).
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Abbildung 60 GAIl-Unterschiede zwischen erstem und drittem Weizen in den N-Stufen NO und Nopt in den drei
jeweiligen Versuchsjahren in Harste und im Versuch 2 auf Hohenschulen. Die Werte von Parzellen gleicher
Varianten wurden als Mittelwert zusammengefasst.

Auf Grundlage der GAI-Kurven wurde die Menge der aufgenommenen photosynthetisch aktiven
Strahlung durch die Pflanzenbestande berechnet. Weizen nach Blattfrucht konnte in allen N-Stufen die
meiste Strahlung aufnehmen. Diese Unterschiede in der Strahlungsaufnahme finden sich auch im
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mittels Parzellendrusch ermittelten Kornertrag wieder (Abbildung 61). So wurden in den Feldversuchen
der CAU-Ag im ersten Weizen bei gleicher Diingung im Mittel der Jahre etwa 1 t/ha mehr Ertrag erzielt
(Abbildung 61). Zudem erzielte der dritte Weizen eine niedrigere Anzahl gebildeter Kérner als auch ein
geringeres Korngewicht (TKW).

Abbildung 61 Ertragsunterschiede zwischen Weizenparzellen unterschiedlicher Fruchtfolgestellung (grin: 1.
Weizen, blau: 3. Weizen) auf dem Versuchsgut Hohenschulen, links: Versuch 1, rechts: Versuch 2.

Der Versuch 1 der CAU-Ag lieferte zusétzlich Hinweise darauf, dass der Effekt der Fruchtfolgestellung
von der angebauten Weizensorte abhangt: Es konnten Unterschiede zwischen den Sorten sowie fur die
Interaktion zwischen Vorfrucht und Sorte in der Strahlungsaufnahme vor und nach der Bliite festgestellt
werden. Hierbei zeigte sich, dass ,Elixer* durch eine hohe Blattmasse vor der Blite die h6chste Menge
Strahlung aufnehmen konnte. Der Unterschied in den ungediingten und niedrig gediingten Varianten
war hier besonders deutlich, was ein Erklarungsansatz fir die héheren Ertrage, die ,Elixer* im ersten
Weizen in den niedriger gedingten Varianten erzielen konnte (Abbildung 61), sein kann. Im dritten
Weizen konnte ,Elixer’ die héhere Strahlungsaufnahme in den ungediingten und niedrig gediingten
Varianten nach der Blite aufrechterhalten. In den héher gediingten Varianten im dritten Weizen zeigte
,Tobak' die hdchste Strahlungsaufnahme. Da ,Tobak‘ in diesen Varianten die hdchsten Ertrdge im
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Vergleich mit den anderen beiden Sorten erzielen konnte (Abbildung 61), ist davon auszugehen, dass
eine héhere Strahlungsaufnahme nach der Blite dem Ertragsabfall im dritten Weizen entgegenwirken
kann.

Tabelle 5 ANOVA Ergebnisse fur ausgewdhlte Effekte und Interaktionen in Versuch 1 auf dem Versuchsgut
Hohenschulen (CRP = crop rotational position, N = N-level, G = genotype, p<0.05).

CRP N G CRPxN CRPxG NxG
Grain Yield 0.019 <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s.
TKW 0.039 <0.001 <0.001 0.002 n.s. n.s.
Kernels/m? 0.016 <0.001 0.001 0.016 n.s. n.s.
Q pre-anthesis <0.001 <0.001 <0.001 0.023 n.s. n.s.
Q post-anthesis 0.025 <0.001 <0.001 n.s. 0.024 n.s.
Q total <0.001 <0.001 <0.001 n.s. n.s. n.s.
RUE 0.005 <0.001 <0.001 0.024 n.s. n.s.

Mit Hilfe des aus Handernten ermittelten Harvest Index (HI) wurde die Gesamtbiomasse der Parzellen
zur Ernte errechnet. Aus der Gesamtbiomasse und der Gesamtmenge an aufgenommener Strahlung
wurde die Strahlungsnutzungseffizienz (RUE) errechnet. Mit Hilfe der RUE kann eine Aussage dartber
getroffen werden, wie effizient Pflanzenbestande die aufgenommene Strahlung in Biomasse
umwandeln konnten. Die RUE stieg mit der Stickstoffdiingung an und war im ersten Weizen signifikant
hoher als im dritten Weizen (Tabelle 5). Zudem konnten auch hier deutliche und signifikante
Sortenunterschiede festgestellt werden, wobei die Sorte ,Elixer die hdchste Menge an photosynthetisch
aktiver Strahlung aufnehmen konnte. Die Sorte ,Tobak‘ erreichte hingegen die héchste RUE. Diese
Ergebnisse befinden sich derzeit in der Vorbereitung fur eine Publikation (Pronkow et al. 2024, in
preparation). Deutliche Jahres- und Standortunterschiede in den Ergebnissen zeigen jedoch die
Notwendigkeit einer weitergehenden Interpretation der Daten mittels prozesshasierter Modellierung auf.

Task 6.3: Parameterisierung des Weizenwachstumsmodells auf Basis der detaillierten 3D
Modellsimulationen (FZJ)

Im Berichtszeitraum erfolgte die Aggregierung der 3D-Modellanalysen fur Ertragsmodelle. Der Link ist
ein neuer Senkenterm fir Wurzelwasseraufnahme aus dem Boden, der in 1D-Ertragsmodellen
eingebaut werden kann und auf der Basis der 3D-hydraulischen Wurzelarchitektur sowie des
Rhizospharenwiderstandes zum Wasserfluss hergeleitet wurde. Das Konzept ist in Abbildung 62
dargestellt.

3D hydraulic root system Upscaled 1D root water uptake mode!

Abbildung 62 Durch
- . Upscaling wurde aus der
L] komplexen 3D-
\ Modellierung, die die 3D-
Wourzelarchitektur, deren
hydraulische
Eigenschaften, sowie den
\ zusétzlichen Widerstand
\ zum Wasserfluss in der
b | Rhizosphéare
L ! berucksichtigt, ein 1D-
Senkenterm fiir
Ertragsmodelle entwickelt.

Die Formulierung ist vergleichbar mit gangigen Senkentermen fiir Wurzelwasseraufnahme, wie der von
Feddes (Feddes et al., 1978) oder Feddes-Jarvis (SimGnek und Hopmans, 2009). Die Parameter des
neuen Senkenterms haben eine physikalische bzw. biologische Bedeutung und kénnen auf Basis der
3D-hydraulischen Wurzelarchitektur und der hydraulischen Eigenschaften des Bodens berechnet
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werden. Phanomene wie ,hydraulic redistribution” und ,root water uptake compensation” ergeben sich
nun automatisch aus der Formulierung.

Der neue Senkenterm, der die Wurzelwasseraufnahme Q; (L T-%) aus Bodenschicht i beschreibt, ist in
Gleichung 1 dargestelit.

T,

a;(Hps,i)SUF; -2

1) = T, a;SUF; ‘ w @< W

i T ) SUF, 2 LU | [L-1]1, wzo

We [Hbs,i_Hc]_[Z We

Hpsi—He

To (L T) ist die potenzielle Transpiration, Hps (cm) das bulk soil-Bodenwasserpotential, Hc (cm) das
kritische Bodenwasserpotential (permanenter Welkepunkt). SUF (-) stellt den Anteil der gesamten
Wurzelwasseraufnahme durch das Wurzelsystem aus der i-ten Schicht dar, wenn die Wasserpotenziale
an der Boden-Wurzel-Grenzflache in der Wurzelzone einheitlich sind, und kann aus der 3D
hydraulischen Wurzelarchitektur berechnet werden. a, w und w. sind die neuen Modellparameter, die
aus der 3D hydraulischen Wurzelarchitektur sowie der bodenhydraulischen Parameter und der Kenntnis
der analytischen Lésung der 1D radialsymmetrischen numerischen Losung des Wasserflussmodells in

Ksrs,i[Hpsi—H]

der Rhizosphare berechnet werden. «; = eng @ = Y SUF,a; w, =

Tp
Kys[—Hc]

a; ist das Verhdltnis aus der maximal mdgliche Wasseraufnahme aus Schicht i (Hcolar=H¢) bei
gegebenem Bodenwasserpotential Hps; und der potentiell mdglichen Wasseraufnahme aus dieser
Schicht (bei gesattigtem Boden, Hpsi=0). w ist das Verhaltnis der maximal méglichen Wasseraufnahme
Uber alle Bodenschichten bei gegebenen Wasserpotentialen und der potenziell moglichen
Wasseraufnahme bei gesattigtem Boden. w, ist das Verhaltnis der potenziellen Transpiration und der
potenziell méglichen Wasseraufnahme bei gesattigtem Boden. Kis ist die effektive Wasserleitfahigkeit
des Wurzelsystems und kann aus der 3D-hydraulischen Wurzelarchitektur berechnet werden
(Vanderborght et al. 2022). In der effektiven Boden-Wurzel-Wasserleitfahigkeit Kss steckt der
zusatzliche Widerstand zum Wasserfluss in der Rhizosphare bei austrocknendem Boden (Schréder et
al. 2008), berechnet auf Basis der 1D-radialsymmetrischen Wasserflussgleichung in der Rhizosphére.

Mit dieser Formulierung ist es gelungen, gangige bekannte Senkenterme fur die
Wurzelwasseraufnahme, wie sie in Ertragsmodellen verwendet werden, neu zu formulieren. Die Form
ahnelt den bisher genutzten Senkentermen und ist deshalb einfach in Ertragsmodelle einzubauen. Die
Herleitung ist jedoch mechanistisch (prozessbasiert) hergeleitet und ermdglicht automatisch die
Beschreibung von Phanomenen wie ,hydraulic redistribution“ und ,root water uptake compensation®.
Die Herleitung und Evaluierung ist in Vanderborght et al. (2024) beschrieben.

Eine wichtige Eigenschaft der neuen Formulierung ist, dass der Stressfaktor a nicht nur von den
Pflanzeneigenschaften, sondern auch von den Bodeneigenschaften abhangt. Wie beispielhaft in
Abbildung 62a dargestellt, hat dieselbe Pflanze in einem grobkdrnigen Boden friher Stress als in einem
feinen Boden. Der Faktor we hangt nicht nur von den Bodeneigenschaften ab, sondern auch vom
»=atmospheric demand®, der potentiellen Transpiration (siehe Abbildung 63).
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Abbildung 63 (a) a als Funktion des Bodenwasserpotentials fiir einen groben und einen feinen Boden. (b) Je gréRer
der ,atmospheric demand®, desto gréf3er ist der Faktor we.

Die EinbuRBen an Genauigkeit sowie der Gewinn an Rechengeschwindigkeit bei jedem
Vereinfachungsschritt wurde systematisch von Leitner et al. (2024) evaluiert.

I1.2 Wichtigste Positionen des zahlenméafRigen Nachweises

Neben dem groRen Posten der Personalmittel fur die wie beantragt besetzten Stellen einer
wissenschaftlichen Mitarbeiterin (Doktorandin), einer Technischen Assistentin sowie studentischer
Hilfskrafte, wurden groRere Ausgaben fiir verschiedene Geratschaften getatigt.

Hier sind priméar das eigens fiir das Projekt hergestellte Probenahmegerat (Nordmeyer Geotool) inkl.
einiger Zusatzgeratschaften wie Anbauheckbagger und Sonden, der Wurzelscanner CI-600 inkl. der fur
den Einsatz im Feld bendtigten Plexiglasrohren sowie eine Bodenfeuchtemesslanze (Sentek Diviner),
ebenfalls inkl. passender Rohren fir den Einsatz im Feld, zu nennen. Um bei den durchgefiihrten
Drohnenaufnahmen arbeitsgruppenibergreifend dieselbe Technik zu verwenden, wurde weiter eine
Multispektralkamera und die Software Pix4Dmapper zur Verarbeitung der Bilder angeschafft.

Uber die Projektlaufzeit sind weiter zahlreiche Bodenproben angefallen, die auf ihren Gehalt an
mineralischem Stickstoff untersucht wurden, was in der Gesamtsumme ebenfalls einen grof3en Posten
darstellte. Auch die pu-CT-Scans einiger Bodenproben, die als Auftrag an der Uni Kassel durchgefihrt
wurden, sind hier zu nennen, auch wenn diese Analysen nur in zwei von drei Jahren angefallen sind
(siehe 111.4). Schlief8lich ist noch die anteilige Nutzungsentschadigung fur die Flache des
Langzeitfeldversuchs zu erwahnen, die jahrlich ein fester, gréRerer Posten im Budget war.

Der relativ hohe Posten der Reisekosten im Projekt erkléart sich u.a. durch die regelméRig notwendigen
mehrtagigen Fahrten der Projektmitarbeiterinnen und Hilfskréfte von Gottingen zum Versuchsfeld
Hohenschulen bei Kiel.

11.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Eine Bearbeitung der geplanten Aufgabenstellungen mit Erreichen der Zielsetzung war ohne staatliche
Forderung fiur die beteiligten Projektpartner nicht méglich, denn die umfangreichen durchzufiihrenden
Arbeiten (siehe 11.1) konnten ohne zusétzlich eingestelltes wissenschaftliches und technisches Personal
nicht vom Stammpersonal der beteiligten Einrichtungen geleistet werden. Die Projektpartner nutzten
darber hinaus verflgbare eigene Ressourcen, vor allem die Forschungsinfrastruktur (Birordume und
Ausstattung, IT-Systeme, Versuchstechnik, Labore) und unterstitzten anteilig durch grundfinanzierte
Mitarbeitende (vor Allem bei der Durchfiihrung der Versuche und Projektleitung/-koordination). Die
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erhaltenen Zuwendungen stehen in angemessenem Verhdaltnis zu den umfangreichen erzielten
Ergebnissen.

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

[1.4.1 Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen

Im Rahmen des Projektes wurde wie geplant keine patentrechtlich geschitzte Technik oder
Erfindung realisiert.

[1.4.2 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Die im Projekt gewonnen Erkenntnisse zu den Mechanismen des negativen Einflusses einer
Weizenselbstfolge auf die Vitalitdt und Funktionalitat von Weizenwurzeln und somit auf den
Ertrag kdnnen nach Projektende genutzt werden, um Ertragsverluste im Weizen bspw. durch
Fruchtfolgenumstellung zu vermindern bzw. zu vermeiden. Uber die durch insgesamt drei
Versuchsjahre und zwei Standorte eingebrachte Variation der Umweltbedingungen kdnnen
zudem spezifischere Aussagen zu Einflissen verdnderter Wetterverhéltnisse infolge des
Klimawandels getroffen werden. Somit kénnen die erzielten Ergebnisse eine erste Grundlage
fir eine regional differenzierte Beratung mit dem Ziel einer héheren Wirtschaftlichkeit des
Weizenanbaus fir landwirtschaftliche Betriebe liefern.

[1.4.3 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Erfolgreich  veroffentlichte und eingereichte/geplante peer-review Publikationen in
internationalen Fachzeitschriffen und nationalen Praxisjournalen sowie zahlreiche
Prasentationen der Ergebnisse auf nationalen und internationalen Konferenzen.

Der in den Feldversuchen zusammengestellte Datensatz ist essentiell fir die Weiterentwicklung
und Evaluierung von prozessbasierten Modellen zur Beschreibung Standort-, Fruchtfolge- und
Sorten-differenzierter Ertragsunterschiede. Die verschiedenen erfassten Boden-, Pflanzen- und
Wasserhaushaltsparameter wurden auf ihre Qualitat Gberprift, in ein einheitliches Format
gebracht und z.T. zur Berechnung anderer relevanter GroRen genutzt (z.B.
Strahlungsaufnahme,  Transpirationsnutzungseffizienz).  Hierdurch liegt ein idealer
Ausgangspunkt fir weitere Entwicklungen des Weizenwachstumsmodells HUME vor,
insbesondere im Hinblick auf die Rhizosphare fir die bislang vergleichsweise wenig Daten
vorlagen. Der Datensatz wurde zur weiteren Verwendung, auch durch Dritte, in die BonaRes-
Datenbank eingepflegt. Mikrobielle Sequenzdaten wurden Uber o6ffentlich zugéngliche
Datenbanken (z.B. NCBI-SRA) zuganglich gemacht und mit der BonaRes-Datenbank verknipft.
Der zusammengestellte Datensatz zur Wurzelleistung von Weizen unter verschiedenen
Bedingungen ist dariiber hinaus von groRBer Bedeutung fir die Abschatzung des
Kohlenstoffeintrags im Ackerbau, da es derart umfangreiche und aufwéndige Untersuchungen
zur Wurzelbiomasse bislang deutlich zu wenig gibt.

Der zusammengetragene Datensatz historischer Feldversuche unterschiedlicher Weizensorten
und Vorfriichte zu Weizen bietet zahlreiche Nachnutzungsmdglichkeiten fur Fragestellungen,
insbesondere zur Evaluierung des Prozessmodells, aber auch zur Bewertung und Optimierung
aktueller und zukinftiger ackerbaulicher Anbausysteme.

Bereits erzielte und noch zu erwartende Fortschritte bei der Abbildung der
Wurzelwasseraufnahme im Winterweizen (1D-Wurzelmodell, HUME-Prozessmodell) kénnen
von anderen Weizenprojekten genutzt und potentiell auch auf andere Kulturen Ubertragen
werden. Die hierdurch verbesserte Darstellung von Trockenstress wird zukinftig bei der
prozessbasierten Interpretation von Thermaldaten helfen. Hierzu stellen die drohnenbasiert
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erfassten Thermalaufnahmen der Versuche 1-3 der CAU-Ag (insbesondere die des Versuchs
3) eine wertvolle Modellierungsgrundlage dar.

Die Minirhizotrontechnik wird in der CAU-Ag bereits seit vielen Jahren zur Datenerhebung
genutzt. Bislang lag jedoch kein einfacher, Computer-basierter Ansatz zur Auswertung der
Bilder vor. Die in den Feldversuchen erhobenen umfangreichen Daten und die durch das IfZ
erwirkten Fortschritte zur automatisierten, Kl-basierten Bildauswertung werden daher als
wichtige Entwicklung betrachtet, von der kommende Projekte profitieren und durch die weitere
Erkenntnisse aus alteren Daten hergeleitet kdnnen werden.

Aus den erzielten Erkenntnissen Uber Fruchtfolge- und Sortenunterschiede sowie
Mikrobiommanagement ergeben sich weitere Forschungsperspektiven, die in der bereits
angelaufenen zweiten Phase von RhizoWheat untersucht werden sollen.

[1.4.4 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Es wurden Methodiken zur Auswertung von Wurzelbildern entwickelt, mit denen
pflanzenbauliche Fragestellungen um Rhizospharen-Prozesse effizienter bearbeitet werden
kénnen. Diese Methodik sowie die durch im Rahmen des Projektes angeschaffte
Probenahmetechnik  ermdglichen insgesamt erweiterte  Untersuchungsmdglichkeiten
hinsichtlich der Wurzelleistung im Feld, die auch fir anderen Kulturen genutzt werden kénnen
und im Langzeitversuch in Géttingen auch bereits genutzt werden.

Die systematisch gesammelten Erfahrungen zur Minirhizotrontechnik, zusammengefasst in
einem eingereichten Manuskript (Arnhold et al., eingereicht bei Plant Methods), kdnnen
zuklnftige Untersuchungen mit dieser Methodik durch Vermeidung ausgewiesener Fallstricke
erheblich verbessern und zuverlassiger machen.

Das Projekt liefert essentielle Vorarbeiten und weitere Forschungsperspektiven zur Entwicklung
von Strategien zur Uberwindung negativer Vorfruchteffekte und zur umweltabhéngigen
Quantifizierung von Risiken ungunstiger Fruchtfolgestellungen.

Es wurden pflanzennitzliche Bakterien identifiziert, die unter Gewachshausbedingungen das
Pflanzenwachstum und -gesundheit verbessern kénnen. Nach erfolgreicher Testung unter
Freilandbedingungen kénnen diese Stamme Grundlage fir neue Biostimulanzien und
Biokontrollprodukte darstellen. Dies erlaubt langfristig die Reduzierung von synthetischen
Dungern und Fungiziden.

Die Arbeiten zur Wurzelmodellierung und der Abbildung dieser Ergebnisse im Prozessmodell,
sowie die gewonnenen Erkenntnisse zur Sensitivitat prozessbasierter Modelle gegenuber
Modellsteuergréf3en und der Management-induzierten Variation von Modellparametern liefern
wichtige Voraussetzungen fur Szenariorechnung zur Beurteilung der Performance von
Managementansatzen unter zukinftigen klimatischen Bedingungen. Zudem soll die
verbesserte Abbildung der Trockenstressreaktion des Bestandes die Nutzung von
Thermaldaten zur Modellkalibrierung aber auch als zukiinftigen Dateninput ermdglichen.

Ein neuartiges Protokoll zur Glukose-Bildgebung im Boden wurde optimiert und fur die in-situ-
Bildgebung der Glukosefreisetzung sowie deren Verteilung im Wurzelumfeld innerhalb von
Bodenumgebungen angepasst. Diese verbesserte Methode liefert iberzeugende Beweise flur
ihre Wirksamkeit bei der Aufdeckung der komplexen Dynamik der Glukose-Exsudation unter
variierenden Feuchtigkeitsbedingungen und Mykorrhiza-Assoziationen. Der Erfolg dieses
Ansatzes bei der Erfassung dieser komplexen Dynamik macht ihn zu einem wertvollen
Werkzeug fir das Versténdnis der Pflanzenreaktionen auf Umweltstress.

Die Erfahrungen und Ergebnisse im Bereich der prozessbasierten Weizenertragsmodellierung
sollen in neuen Projekten genutzt werden, konkret in zwei potentiellen Projekten, die beim
BMEL zu den Themen Nahrstoffeffizienz und Digitalisierung im Weizenanbau beantragt
wurden.
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e Durch intensive Mitarbeit von Nachwuchswissenschaftler:innen im Rahmen des Projekts wird
langfristig Fachpersonal fiir die Bearbeitung dieser und ahnlicher Fragen der nachhaltigen
Landnutzung qualifiziert.

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

Es ist kein wesentlicher Fortschritt bekannt. Neuere Publikationen zur Bildanalyse im Rahmen von
Wurzeluntersuchungen wurden in der eingereichten Publikation zu den Minirhizotronmessungen
bertcksichtigt, stellen jeweils aber unterschiedliche methodische Ansatze im Vergleich zum
Projektvorhaben dar.

I1.6 Erfolgte oder geplante Verdffentlichungen des Ergebnisses

Erfolgte Veroffentlichungen

Arnhold, J., Grunwald, D., Braun-Kiewnick, A., Koch, H.-J. (2023a) Effect of crop rotational position and
nitrogen supply on root development and yield formation of winter wheat. Front. Plant Sci.
14:1265994. https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1265994

Arnhold, J., Grunwald, D., Kage, H., Koch, H.-J. (2023b) No differences in soil structure under winter
wheat grown in different crop rotational positions. Can. J. Soil Sci. 00: 1-8.
dx.doi.org/10.1139/cjss-2023-0030.

Bartoli, C., Boivin, S., Marchetti, M., Gris, C., Gasciolli, V., Gaston, M., ... & Lefebvre, B. (2022).
Rhizobium leguminosarum symbiovar viciae strains are natural wheat endophytes that can
stimulate root development. Environmental Microbiology, 24(11), 5509-5523.

Braun-Kiewnick, A. Giongo, A., Zamberlan, P. M., Pluta, P., Koch, H.-J., Kage, H., Smalla, K., and Babin,
D. (2024). The microbiome of continuous wheat rotations: minor shifts in bacterial and archaeal
communities but source for functionally active plant-beneficial bacteria. Phytobiomes (accepted
on 271 Aug 2024).

Groeneveld, M., Grunwald, D., Piepho, H.-P., & Koch, H.-J. (2024). Crop rotation and sowing date
effects on vyield of winter wheat. The Journal of Agricultural Science, First View,
https://doi.org/10.1017/5S0021859624000261.

Giongo, A., Arnhold, J., Grunwald, D., Smalla, K., & Braun-Kiewnick, A. (2024). Soil depths and
microhabitats shape soil and root-associated bacterial and archaeal communities more than crop
rotation in wheat. Frontiers in Microbiomes, 3, 1335791.

Kaloterakis, N., Kummer, S., Le Gall, S., Rothfuss, Y., Reichel, R., Briiggemann, N., 2024. Reduced
belowground allocation of freshly assimilated C contributes to negative plant-soil feedback in
successive winter wheat rotations. Plant and Soil 1-15.

Kaloterakis, N., Rashtbari, M., Razavi, B. S., Braun-Kiewnick, A., Giongo, A., Smalla, K., ... &
Briggemann, N. (2024). Preceding crop legacy modulates the early growth of winter wheat by
influencing root growth dynamics, rhizosphere processes, and microbial interactions. Soil Biology
and Biochemistry, 109343.

Leitner D, Schnepf A, Vanderborght J (2024) From hydraulic root architecture models to efficient
macroscopic sink terms including perirhizal resistance: Quantifying accuracy and computational
speed. EGUsphere 2024: 1-38. doi: 10.5194/egusphere-2024-1319.

Schnepf, A., Black, C. K., Couvreur, V., Delory, B. M., Doussan, C., Heymans, A., ... & Vereecken, H.
(2023). Collaborative benchmarking of functional-structural root architecture models: Quantitative
comparison of simulated root water uptake. in silico Plants, 5(1), diad005.

Vanderborght, J., Leitner, D., Schnepf, A., Couvreur, V., Vereecken, H., & Javaux, M. (2023). Combining
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Journal, e20273.
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Vogel HJ, Amelung W, Baum C, Bonkowski M, Blagodatsky S, Grosch R, Herbst M, Kiese R, Koch S,
Kuhwald M, Kénig S, Leinweber P, Lennartz B, Miller CW, Pagel H, Rillig MC, Rischhoff J,
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Geplante Verdffentlichungen

Arnhold, J., Ispizua Yamati, F.R., Grunwald, D., Kage, H., Mahlein, A.-K., Koch, H.-J. (under review).
Minirhizotron measurements can supplement deep soil coring to evaluate root growth of winter
wheat when certain pitfalls are avoided. Plant Methods, in revision as of August 2024.

Braun-Kiewnick, A. Giongo, A., Zamberlan, P. M., Pluta, P., Koch, H.-J., Kage, H., Smalla, K., and Babin,
D. (2024). The microbiome of continuous wheat rotations: minor shifts in microbial communities
but source for functionally active plant-beneficial microbes. submitted to Phytobiomes (in revision
August 24).

Kaloterakis N, Braun-Kiewnick A, Giongo A, Rashtbari M, Zamberlan P, Razavi BS, Smalla K, Reichel
R, Briggemann N. The rotational position of winter wheat shapes the bacterial and archaeal
community, contributing to a negative plant-soil feedback and yield decline.

Kaloterakis N, Braun-Kiewnick A, Giongo A, Rashtbari M, Razavi BS, Babin D, Briggemann N. Potential
of the bacterium Bacillus pumilus to alleviate early growth reduction in successive wheat rotations.

Kaloterakis N, Braun-Kiewnick A, Giongo A, Rashtbari M, Razavi BS, Babin D, Briggemann N. Potential
of compost to alleviate yield decline in wheat growing in self-succession.

Pronkow, K., Bukowiecki, J., Honsdorf, N., Kage, H. (2024) Crop Rotational Position affects Intercepted
Radiation in Winter Wheat. (in preparation)

Rashtbari, M., Braun-Kiewnick, A., Smalla, K., Razavi, B.S. (2024) Glucose Release and Enzyme
Activity Are Affected by Successive Wheat Cultivation and Plant Developmental Stage. Submitted
to Geoderma (in revision, July 2024)

Rashtbari, M., Hoseini, S.S., Azami, A.S., Schemmel, M., Zhou, Z., Han, L., Cai, D., Razavi, B.S. (2024)
Glucose Release Controlled by Sugar Transporters in Wheat Plant Modulates Microbial Growth
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Ullah S, Leitner D, Vanderborght J, Kage H, Schnepf A (2024) Virtual root sampling for root architecture
parameter estimation (in preparation).
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