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. Kurzdarstellung

1.1 Aufgabenstellung

UbermaRige Diingung in der Landwirtschaft fiihrt zu einer unausgewogenen
Nahrstoffsituation, die wiederum unerwinschte Auswaschung von Nahrstoffen aus den
Boéden in Oberflachen- und Grundwasser oder eine erhohte Freisetzung von
Treibhausgasen zur Folge hat. Fur eine nachhaltige Landwirtschaft missen daher Wege
gefunden werden, die Nutzung von Dungemitteln effizienter zu gestalten, wahrend
gleichzeitig die Ernteertrage und -qualitat auf einem hohen Niveau gehalten werden
mussen.

Das Verbundvorhaben INPLAMINT basiert insgesamt auf der zentralen Hypothese, dass
neue Anbaustrategien, basierend auf einer aktiven Beeinflussung der komplexen
Interaktionen von Pflanzen und Mikroorganismen sowie einer optimierten zeitlichen
Koordinierung von Duingung und Bodenverbesserungen, malfgeblich die Effizienz der
Nahrstoffnutzung erhdéhen. Die Ubergreifenden Ziele des INPLAMINT-Projektes sind
dementsprechend: (a) die Schlusselprozesse aufzuklaren, welche die Nahrstoffkreislaufe
und -flisse bestimmen, (b) deren Bedeutung flur eine nahrstoffeffiziente landwirtschaftliche
Produktion zu bewerten, (c) die kombinierte Nutzung und zeitliche Abfolge der Applikation
der Hauptnahrstoffe N, P und K zu optimieren und (d) geeignete Managementoptionen
abzuleiten, mit deren Hilfe die Nahrstoffnutzungseffizienz der Ilandwirtschaftlichen
Produktion flur verschiedene Bodenbedingungen und unter verschiedenen Szenarien des
Klimawandels optimiert werden kann. Die zentrale Hypothese ist, dass Pflanzen-Boden-
Mikroorganismen-Interaktionen eine  Schlusselrolle in  der landwirtschaftlichen
Nahrstoffnutzungseffizienz darstellen.

Um die SchlUsselprozesse aufzuklaren, die fur eine nahrstoffeffiziente landwirtschaftliche
Biomasseproduktion relevant sind, ist die Forschung in diesem Projekt auf die Verbesserung
des Verstandnisses folgender Punkte ausgerichtet:

e pflanzen- und bewirtschaftungsinduzierte mikrobielle Biodiversitats- und Aktivitatsmuster,

e das Verhaltnis zwischen den mikrobiellen Aktivitatsmustern, den Pflanzenarten
(Fruchtfolgen) und dem Nahrstoffstatus des Bodens,

e stochiometrischer Nahrstoffbedarf von Mikroorganismen und Pflanzen,

e Synchronie/Asynchronie und Konkurrenz der pflanzlichen und mikrobiellen
Nahrstoffnachfrage,

o Wege der Nahrstoffverluste unter Bedingungen stochiometrischer Ungleichgewichte,
e kurzfristige und langfristige Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und Bodenmikroben.

Das Teilprojekt FUB trug zu diesen Zielen durch Bestimmung der Lebensgemeinschaften
von arbuskularen Mykorrhizapilzen (AMF) mit Hilfe von Hochdurchsatzsequenzierung bei.
Diesen Symbionten von Wurzeln von Pflanzen haben in der Stéchiometrie eine besondere
Bedeutung, da sie am Nahrstofftransport in die Wirtspflanze beteiligt sind.
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.2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Fur die Bewertung langfristiger Managementeffekte auf den Kohlenstoff- und
Nahrstoffstatus des Ackerbodens sind landwirtschaftliche Langzeitversuche unabdingbar.

Um das Verstandnis elementarer Prozesse im Boden, insbesondere der Effekt
unterschiedlicher Elementverhaltnisse (C:N:P) auf mikrobielle Artenzusammensetzung, zu
verbessern, wurde die in der ersten und zweiten Forderphase des Projekts INPLAMINT
begonnene Untersuchung der Entwicklung des Nahrstoffstatus® und der Bodenfunktionen
nach Rekultivierung eines redeponierten, kohlenstoff- und nahrstoffarmen Bodensubstrates
auch in der dritten Phase fortgefuhrt und nun zum Abschluss gebracht. Ebenso konnten wir
die Arbeiten zu Fruchtfolgen zusammen mit Projektpartner Lineburg abschlielen. Neu in
Angriff genommen wurden Feldversuche, die im Rahmen von Phase Il angelegt werden
konnten.

.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben ist in der dritten Forderphase in funf Arbeitspakete untergliedert gewesen,
die folgende Schwerpunkte hatten: Synthese der in den Phasen | und |l gewonnen Daten
und Ergebnisse (WP1), Transfer des in INPLAMINT entwickelten Managementansatzes mit
Verwendung von organischen Bodenzusatzstoffen zur Bindung von Uberschissigem
Stickstoff auf andere Regionen und klimatische Bedingungen in Feldversuchen (WP2),
Evaluierung der Effekte der Managementmallnahmen auf Soziobkonomie und Umwelt
(WP3), Entwicklung von Managementempfehlungen und Entscheidungshilfen sowie
Politikberatung (WP4), und schliel3lich der Koordination des Vorhabens und der
Datenbereitstellung fur das BonaRes-Datenzentrum (WP5).

TP B trug schwerpunktmalig zu WP2, und insbesondere zu WP2.3 bei, mit einem Fokus
auf arbuskulare Mykorrhizapilze. AuRerdem trug unser TP zu WP1 bei, sowie zu WP 4.1
und 4.2.

Es wurden folgende Meilensteine unter Federfihrung des Partners FUB (zusammen mit
anderen TPs) festgelegt, welche bis zu festgelegten Zeitpunkten erreicht werden sollten und
wie nachfolgend dargestellt auch erreicht wurden:

Meilenstein 7, Monat 18: Vorldufige bioinformatische und statistische Analyse der
phylogenetischen Analyse der Pilze an den verschiedenen Feldstandorten. Die
Datenerfassung ist abgeschlossen.

Meilenstein 8, Monat 30: Funktionelle Analysen von Pilzgemeinschaften (AMF und
Pathogene). Die Datenerfassung ist abgeschlossen
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1.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Die Belastungen der Umwelt durch Nahrstoffe aus der Landwirtschaft entwickeln sich zum
globalen Problem. Die Aufnahme von mineralischem Stickstoffdiinger durch die Pflanzen
betragt oft weniger als 70 % (Sebilo et al., 2013). Schatzungen zufolge stammen 50-70%
aller Nahrstoffe, die in Oberflachengewasser gelangen, aus der Landwirtschaft, wo sie in
Form von Dungemitteln oder Gulle appliziert worden waren. Die Folge solcher
unausgeglichenen Nahrstoffbilanzen sind die Eutrophierung von Flissen und
Kustengewassern (Withers et al. 2001; Vitousek et al. 2009; Compton et al. 2011) sowie die
Verstarkung der globalen Erwarmung (Canfield et al. 2010). Eine nachhaltige Form der
Landwirtschaft ist auf optimiertes Management angewiesen, besonders in Bezug auf die
Kopplung und SchlieBung von Nahrstoffkreislaufen, welche wiederum auf den komplexen
Interaktionen zwischen Pflanzen, Boden und Mikroorganismen beruhen (Lambers et al.
2009). Obwohl die Mineralisierung als solche von Bodenmikroorganismen bewerkstelligt
wird, hangt dieser Prozess stark von leicht verfugbarem pflanzlichem Kohlenstoff (C) ab,
der sowohl als frisches Photosyntheseprodukt Uber die Pflanzenwurzeln in den Wurzelraum
abgegeben als auch von abgestorbenem Pflanzenmaterial freigesetzt wird, da mikrobielles
Wachstum im Boden oft stark kohlenstofflimitiert ist (Boddy et al. 2007).

Mikroorganismen katalysieren alle wichtigen Nahrstoffkreislaufe im Boden, wie z. B. die C-,
N- und P-Mineralisierung von Pflanzenresten sowie die Gesteinsverwitterung, und sind das
Ruckgrat stabiler Nahrungsnetze im Boden (Philippot et al. 2024). Daruber hinaus spielen
Mikroorganismen als labiles Nahrstoffreservoir eine wesentliche Rolle bei der Versorgung
der Pflanzen mit Nahrstoffen. In jungster Zeit wurden die traditionellen Theorien Uber die
Bildung von organischer Bodensubstanz (OBS) durch schwer abbaubare pflanzliche
Stoffwechselprodukte (Lehmann & Kleber, 2015) durch die Vorstellung ersetzt, dass eher
chemisch labile, an Mineralien gebundene Verbindungen die dominierende Fraktion des
OBS-Pools im Boden darstellen (Miltner et al.,, 2012; Cotrufo et al., 2013). Dies hat
tiefgreifende Auswirkungen auf die Bewirtschaftung der mikrobiellen Biomassepools im
Boden durch die Beeinflussung der Qualitat des Streueintrags (Frasier et al., 2016; Haddix
et al., 2016) und damit auf die Fahigkeit der mikrobiellen Nahrstoffpools, mittelfristig N aus
Ernterickstanden zu binden, was sich langfristig auf die Bodenfruchtbarkeit auswirken
kann. Obwohl es viele Belege dafur gibt, dass die wichtigsten Nahrstoffkreislaufe eng
miteinander verknupft sind (Marklein & Houlton, 2012; Liu et al., 2013), konzentrierten sich
die meisten Studien bisher auf einzelne Transformationsschritte oder einzelne
Nahrstoffkreislaufe. Daten Uber einzelne mikrobielle Genome deuten jedoch darauf hin,
dass ein und derselbe Organismus fur Transformationsprozesse in verschiedenen
Nahrstoffkreislaufen (z. B. N und P) verantwortlich sein kdnnte (Rodriguez-Garcia et al.,
2009; Duan et al., 2013).

In der Landwirtschaft wird ein erheblicher Teil der Pflanzenbiomasse bei der Ernte aus dem
System entfernt, und die exportierten Nahrstoffe mussen durch externe Zufuhr von
organischem Material oder synthetischen Dungemitteln ersetzt werden. Wahrend der
Mineralisierung der verbleibenden Pflanzenreste und anderer organischer Stoffe im Boden
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wird fast der gesamte Kreislauf von Kohlenstoff und Nahrstoffelementen (z. B. N, P) im
Boden durch einen relativ kleinen Pool mikrobieller Biomasse (d. h. Archaeen, Bakterien,
Pilze) kanalisiert (Van Der Heijden et al., 2008). Da Mikroorganismen Nahrstoffe viel
schneller aufnehmen als Kulturpflanzen, fungiert die mikrobielle Biomasse im Boden sowohl
als wichtige Nahrstoffquelle als auch als Nahrstoffsenke (Hodge et al., 2000; Kuzyakov &
Xu, 2013), die aktiv bewirtschaftet werden kann, um die Auswaschung von Nahrstoffen zu
verhindern und den Aufbau von organischer Substanz zu erhdhen (Six et al., 2006). Die
Freisetzungsrate von Nahrstoffen durch mikrobielle Mineralisierung ist von drei
Bedingungen abhangig: (i) der Verfugbarkeit von Kohlenstoffverbindungen mit niedrigem
Molekulargewicht als Energiequelle fur die C-limitierte Mikroflora, (ii) dem Kohlenstoff-
Nahrstoff-Verhaltnis des Substrats und (iii) der C-Nutzungseffizienz (CUE) der Mikroben, die
wiederum eine Funktion der stéchiometrischen Einschrankungen der Mikroorganismen ist
(Sinsabaugh et al., 2013).

Im System Pflanze-Boden-Mikrobiom ist die mikrobielle N-Immobilisierung der
Hauptprozess, der zu einer eingeschrankten Pflanzenverfugbarkeit von N innerhalb der
Vegetationsperiode fuhrt (King et al., 2001; Inselsbacher et al., 2010), und die Intensitat des
Immobilisierungsprozesses steigt mit der Verfugbarkeit von N (Ratjen & Kage, 2017). Es hat
sich gezeigt, dass die N-Dungung starke Veranderungen in mikrobiellen Gemeinschaften
hervorruft (Jangid et al., 2008; Carey et al., 2016) und die Bodeneigenschaften erheblich
verandert, was sich stark auf die Okosystemfunktionen und -dienstleistungen auswirkt
(Manning et al., 2015; Mulder et al., 2015). Darlber hinaus kdnnen auch die Synchronitat
von N-Ausbringungsraten und N-Aufnahme durch die Pflanzen sowie die N-Form die
Immobilisierung und damit die N-Ruckgewinnung und N-Effizienz beeinflussen (Zebarth et
al., 2007).

Unsere Untersuchungen der 1. und 2. Phase hatten gezeigt, dass Lebensgemeinschaften
von Mykorrhizapilzen sensitiv auf Stéchiometrie in Agrardkosystemen reagieren. Durch
neuartige Methoden der Analyse von Hochdurchsatzsequenzierungsdaten konnten wir
zeigen, dass AMF-Lebensgemeinschaften sich in gerichteter Weise entlang einer
Chronosequenz verandern, und zwar sehr schnell. Die ist ein sehr wichtiges Ergebnis, denn
es zeigt auf, dass durch richtige Managementeingriffe auch positiv auf diese
Organismengruppe eingewirkt werden kann. AMF kdnnen, wie unsere Ergebnisse zeigen,
auch stark auf Fruchtfolgen reagieren. All dies weist auf die Schlusselfunktion dieser
Symbionten in Agrarbkosystemen hin.

Moderne Strategien flr eine nachhaltige Landwirtschaft missen daher versuchen, das
natlrlich vorkommende pflanzliche Mikrobiom, insbesondere die an der FUB bearbeiteten
Mykorrhizapilze, und dessen Wechselwirkungen mit dem Boden und den Pflanzen Uber
gezielte Modifikation der C:N:P-Verhaltnisse zu beeinflussen, um die Nahrstoffverflgbarkeit
fur die Ackerpflanzen zu optimieren, die Nahrstoffnutzungseffizienz zu steigern und die
Nahrstoffverluste zu minimieren.
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.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Aufgrund der komplexen Fragestellungen, des hohen Aufwandes bei der Organisation und
Durchfihrung der Versuche und Probennahmen und der kooperativen Herangehensweise,
erfolgte eine enge Zusammenarbeit mit allen Projektpartnern. Hierbei besonders
hervorzuheben sind die Arbeitsgruppen des Sprechers am Forschungszentrum Julich (A),
des Helmholtz-Zentrums Munchen (Partner C) und der Universitaten Koln (F), Kiel (G) und
Laneburg (H), mit denen jeweils Probennahmen organisiert und gemeinsam durchgefiuhrt
wurden.
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Il. Eingehende Darstellung

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

11.1.1 WP 1: Synthese aus vorigen Projektphasen (Task 1.1)

Im Rahmen einer gemeinschaftlichen Publikation einiger BonaRes-Projekte habe wir zu
einer Ubergreifenden konzeptionellen Synthese beigetragen.

Wesentliche Bodenfunktionen wie die Pflanzenproduktivitat, die C-Speicherung, der
Nahrstoffkreislauf und die Speicherung und Reinigung von Wasser hangen alle von
bodenbiologischen Prozessen ab. Angesichts dieser Erkenntnis ist es bemerkenswert, dass
bei der Modellierung dieser Bodenfunktionen die verschiedenen biologischen Akteure in der
Regel keine explizite Rolle spielen. In einem Ubersichts- und Perspektivpapier analysieren
wir den Stand der Technik bei der Modellierung dieser Bodenfunktionen und wie biologische
Prozesse angemessener berucksichtigt werden konnten. Dies wurde umgesetzt fur sechs
verschiedene biologisch angetriebene Prozessgruppen, die fur das Verstandnis der
Bodenfunktionen von zentraler Bedeutung sind, namlich i) Umsatz von organischer
Substanz im Boden, ii) Stickstoffkreislauf, iii) P-Dynamik, iv) biologischer Abbau von
Schadstoffen, v) Bekampfung von Pflanzenkrankheiten und vi) Bildung von
Bodenstrukturen. Eine wichtige Schlussfolgerung ist, dass die Entwicklung von Modellen
zur Vorhersage von Veranderungen der Bodenfunktionen auf der Ebene von Bodenprofilen
besser auf den zugrunde liegenden biologischen Prozessen beruhen sollte, die weitgehend
bekannt sind.

Diese Synthese-Arbeit wurde publiziert:

Vogel HJ, Bonkowski M, Blagodatsky S, Muller C, Wachendorf C, Kiese R, Schulz S, Herbst
M, Siebers N, Lennartz B, Koch S, Baum C, Leinweber P, Konig S, Pagel H, Amelung
W, Grosch R, Vetterlein D, Kuhwald M, Rillig MC, Weller U, Schnepf A, Ruschhoff J,
Russell D, Wollschlager U. 2024. How to adequately represent biological processes in
modeling multifunctionality of arable soils. Biology and Fertility of Soils 60: 263-306.

11.1.2 WP 2.3 Bodenmikrobielle Diversitét (darin Task 2.3.1 Pilzliche Diversitét)

Andere Eukaryonten (Protisten)

Wir haben die von uns in Phase Il entwickelte phylogenetische Analyse zur Identifizierung

von Bioindikatoren (Roy et al. 2019, doi: 10.1111/nph.16080) nicht nur auf Pilze angewendet,

sondern auch auf Cercozoa (Protisten). Diese Daten wurden in folgender Publikation

gemeinsam mit Projektpartner U Kdln veroéffentlicht:

Roy J, Mazel F, Dumack K, Bonkowski M, Rillig MC. 2022. Hierarchical phylogenetic
community assembly of soil protists in a temperate agricultural field. Environmental
Microbiology 24: 5498-5508.
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Pilze (Eumycota)

Im Rahmen des Abschlusses von Arbeiten aus der Phase Il wurden mit Pilzen folgende
Arbeiten publiziert:

Roy J, Reichel R, Briggemann N, Rillig MC. 2023. Functional, not taxonomic, composition
of soil fungi reestablishes to pre-mining initial state after 52 years of recultivation.
Microbial Ecology 86: 213-223.

Roy J, van Duijnen R, Leifheit EF, Mbedi S, Temperton VM, Rillig MC. 2021. Legacy effects
of pre-crop plant functional group on fungal root symbionts of barley. Ecological
Applications 31: e02378.

AM Pilze (Meilenstein 7)

Wir erstellten ein Protokoll und einen bioinformatischen Arbeitsablauf flr die Analyse eines
2,5-kb-Amplikons mit PacBio-Sequenzierung, das die drei ribosomalen Regionen abdeckt,
die Ublicherweise in 6kologischen Studien uber AMF verwendet werden (SSU - ITS - LSU).
Das Protokoll wurde auf reine Sporenkulturen von taxonomisch beschriebenen AMF-
Stammen verschiedener Arten und auf Umwelt-DNA, einschlie3lich landwirtschaftlicher
Bdden in Deutschland aus dem INPLAMINT-Projekt, angewendet (Abbildung 1). Wir waren
in der Lage, eine vielfaltige AMF-Gemeinschaft in Umweltproben sowie Sequenzen von
Taxa aus allen bekannten AMF-Hauptfamilien zu finden, was den Erfolg unserer
Sequenzierung zeigt. Wir haben auch 0Okologische und biogeografische Signale in der
Zusammensetzung der AMF-Gemeinschaften gefunden. Anhand des Stammdatensatzes
konnten wir mehrere mutmalRliche Falle von Artensynonymie und Stammfehlidentifikationen
feststellen. Innerhalb des DNA-Datensatzes der Umwelt identifizierten wir mutmaflich neue
Arten und sogar Gattungen. Unsere Studie ist eine der wenigen, die PacBio-Sequenzierung
fur die Untersuchung der AMF-Taxonomie und -Okologie einsetzt und lange Referenz-
Barcodes fur bekannte und unbekannte Stamme liefert. Ergebnis ist eine nachhaltige
Verbesserung der Taxonomie von Referenzsequenzen und daher verbesserte
Identifizierung von Bioindikator-Taxa, sowie die Zusammenflhrung von bislang nicht
verknlpften taxonomischen und ékologischen Datenbank-Bioindikatoren. Wir erwarten eine
Wirkung weit Uber das Projekt hinaus. Eine Publikation hierzu befindet sich in Vorbereitung.
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Abbildung 1. Charakterisierung der neuen AMF-Diversitét aus der Umwelt. Ahnlichkeit von AMF-
Sequenzen aus der Umwelt mit Referenzsequenzen. Sequenzen mit einer Identitat < 97 % und/oder
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einer Abdeckung < 95 % sind potenziell neu fiir die Wissenschaft. Je geringer die Identitdt und
Abdeckung, desto héher ist der Rang der neuen Linie. Beispiel fiir einen mutmalllichen neuen
Stammbaum im Rang einer Gattung mit der Familie der Claroideoglomeraceae, einer in
landwirtschaftlichen Bbéden in Deutschland und weltweit weit verbreiteten Familie. Beachten Sie
auch, dass die phylogenetische Einordnung der Sequenzen von AMF-Stdmmen eine falsche
Stammidentifizierung erkennen lasst. Eine Korrektur ist fiir die Aufnahme von Referenzsequenzen
in taxonomische Datenbanken erforderlich. Die Fehlidentifikation von Stdmmen impliziert, dass
Charaktere (d. h. Merkmale) innerhalb taxonomischer Ré&nge phylogenetisch konserviert sein
kdnnten.

In einem gemeinsamen Experiment mit der Leuphana Universitat zeigen wir, dass Vicia faba
mit mehr AMF-Taxa assoziiert ist als Avena sativa. Dies kann erklaren, warum die
Ruckkopplung zwischen Pflanze und Boden bei der Ackerbohne positiv ist, wahrend sie bei
Hafer negativ ist (Abbildung 2).

AMF

Claroideoglomus_sp.
Archaeospora_sp. A A
Rhizophagus irregularis A
Rhizophagus_sp. A
Archaeosporaceae_sp. A A
Ambispora_sp. A A A
Paraglomerales_sp. A A
Funneliformis geosporum A
Glomeraceae_sp. A A A
Claroideoglomeraceae_sp. A
Funneliformis_sp. A A
Diversisporaceae_sp. A A
Funneliformis caledonium A A
S ¥ N

3
&
&

Abbildung 2. Diversitat und Abundanz von AMF-Taxa, die mit Avena sativa (AS) und Vicia faba
(VF) assoziiert sind, in einem Pflanzen-Boden-Feedback-Experiment, das an der Leuphana
Universitét Liineburg durchgefiihrt wurde.

Pathogene Pilze (Meilenstein 8)

Die FUB hat Sequenzen von Pilzen erstellt. Partner haben Daten flir andere mikrobielle
Gruppen (Cercozoa-Protisten, Oomyceten und Bakterien) erstellt. Es wurden drei Arten von
Analysen durchgefuhrt. Erstens ein Multitaxa-Koinzidenznetz zur Ermittlung wichtiger
mikrobieller Taxa in 6kologischen Clustern (Gruppen von Taxa, die positiv oder negativ
haufiger zusammen auftreten als mit anderen Taxa, die Module in einem Netz sind)
(Abbildung 3). Ziel war es, zu prufen, wie diese Cluster in Boden mit unterschiedlichem
zeitlichen Abstand zur Rekultivierung nach dem Tagebau variieren und wie sie in den Boden
zweier Nutzpflanzenarten selektiert werden und sich dort ansammeln (Fruchtfolge in Boden,

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 10
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die von Artgenossen konditioniert werden) oder nicht (Fruchtfolge in Bdden, die von
Heterospezialisten konditioniert werden). Zweitens: Prufung der Korrelation zwischen den
Unterschieden in der Zusammensetzung der Lebensgemeinschaften zwischen Heimat- und
Fremdboden und der PSF. Drittens wurde der Zusammenhang zwischen der Akkumulation
mikrobieller Krankheitserreger in heimischen oder fremden Bdden und PSF genauer
untersucht. Es wurden pilzliche Krankheitserreger identifiziert und ihre Haufigkeit in den

verschiedenen Bodenherkinften und Behandlungen vorlaufig analysiert (Abbildung 4 und
Abbildung 5).

AR Pri{ ofuzﬁe Ga.sua/l S R /

Abbildung 3. Koinzidenznetz und seine Gliederung in Module (Farbe) der hdufigsten mikrobiellen

Taxa in vier taxonomischen Gruppen (Form der Symbole). Die Mikrobentaxa mit dem gréf3ten
Einfluss auf die Netzwerkstruktur sind hervorgehoben.

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veréffentlichung liegt beim Autor. 11
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Abbildung 4. Summe der relativen Héaufigkeit (Sequenzzahlen, y-Achse) aller mutmalilich
pathogenen Pilze in den verschiedenen Kulturen und im Inokulum-Boden, insgesamt (oben) und in
Abhéngigkeit vom Jahr seit der Rekultivierung des Bodeninokulums (unten). Im Boden vor dem
Bergbau (BM) selektiert Avena sativa (AS) mehr pilzliche Pathogene als Vicia faba (VF). In Bden
nach dem Bergbau ist jedoch eine andere Dynamik zu beobachten. In jungen Béden (ab 2018) ist
die Erregerbelastung bei beiden Kulturen hoch. Mit fortschreitender Rekultivierung selektiert VF in
den é&ltesten Nachbergbaubbden jedoch mehr Krankheitserreger als AS.
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Abbildung 5. Identitat und relative Héaufigkeit (Sequenzzahlen) von pathogenen Pilztaxa in
verschiedenen Kulturen und im Inokulum-Boden.
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Ein Manuskript befindet sich in der Erstellung.

Feldexperiment Ergebnisse (Meilenstein 7 und 8)

Wir haben die lllumina-Sequenzierung der gesamten Pilzvielfalt auf dem Thyrow-
Feldversuchsgelande fur die Winter/Februar-Proben durchgefuhrt (Abbildung 6).

No Yes No Yes
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Abbildung 6. Die Pilzgemeinschaft im Thyrow-Feldversuch wird von einem einzigen Alternaria-Pilz
(esv13 Pleosporaceae) dominiert (unteres Feld). Die Ausbringung von Stroh wirkte sich nicht
eindeutig auf die Pilzgemeinschaft aus: Pathogene wurden durch die Ausbringung von Stroh nicht
angereichert (Bild oben rechts), aber wir beobachteten eine etwas h6éhere Diversitdt von AMF bei
Ausbringung von Stroh (Bild oben links). Allerdings ist die Diversitét an diesem Standort (sandiger
Ackerboden) extrem gering.

Wir setzten Nanopore-Sequenzierung mit dem tragbaren Gerat Minlon erfolgreich ein. Ein
molekulares Protokoll und ein bioinformatischer Arbeitsablauf flr die Analyse eines 2,5-kb-
Amplikons (das die drei ribosomalen Regionen abdeckt, die Ublicherweise in dkologischen
Studien Uber AMF verwendet werden - SSU -ITS-LSU), die zuvor fur die PacBio-
Sequenzierung entwickelt wurden, wurden fur Nanopore-Daten modifiziert. Das modifizierte
Protokoll und der bioinformatische Arbeitsablauf wurden auf reine Sporenkulturen
taxonomisch beschriebener AMF-Stamme verschiedener Arten und auf Umwelt-DNA,
einschlieBlich landwirtschaftlicher Béden in Deutschland aus dem INPLAMINT BONARES-
Projekt, angewandt (Abbildung 7).

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 14
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In mehreren Fallen sind die Nanopore-Sequenzen von AMF-Stammen fast identisch mit den
zuvor generierten PacBio-Sequenzen und weisen eine Ahnlichkeit von 99 % mit
Referenzsequenzen derselben Art auf. Aufgrund der geringen Sequenzierungstiefe und der
wahrscheinlich geringen phylogenetischen Auflésung bei der Rekonstruktion von
Konsenssequenzen sind wir jedoch noch nicht in der Lage, eine vielfaltige Gemeinschaft
von AMF in Umweltproben zu finden. Nichtsdestotrotz haben wir 6kologische und
biogeografische Signale in der Zusammensetzung der AMF gefunden.
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Abbildung 7. Charakterisierung der AMF-Diversitdt in der Umwelt mit Hilfe der Nanopore-
Sequenzierung und dem tragbaren Minlon-Gerét. Die Abbildung zeigt die NMDS-Ordination der
paarweisen Bray-Curtis-Dissimilaritdten der Proben auf der Grundlage der normalisierten
Sequenzanzahl. Zwischen den Proben aus Brasilien und Deutschland/Europa sind Unterschiede in
der Taxazusammensetzung zu erkennen. Weitere Unterschiede in der Taxazusammensetzung sind
bei Proben aus Brasilien zwischen Weide- und Sojabohnenanbau zu beobachten ("P"-Proben
gegentiber "S"-Proben). Diese Proben wurden verwendet, um das Verfahren auch fir gré3ere
Pilzdiversitéat zu testen, als in den in INPLAMINT untersuchten Béden vorhanden ist.

Wir fanden auch eine relativ ahnliche taxonomische Zusammensetzung zwischen
Nanopore- PacBio- und Illlumina-Proben bei Testproben; Lebensgemeinschaften in Proben
aus unterschiedlichen Bodenbewirtschaftungen konnten voneinander getrennt werden
(Abbildung 9).

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 15
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Abbildung 8. Die Abundanz der AMF-Taxa auf dem Thyrow-Feld variiert mit der
Trockenheit/Bewésserung, aber nur schwach mit der Strohausbringung (Proben von Mai 2023).
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Abbildung 9. Die Muster der AMF-Gemeinschaftszusammensetzung sind robust gegeniiber
Sequenzierungstechniken. Die Abbildung zeigt die NMDS-Ordination der paarweisen Bray-Curtis-
Dissimilaritdten der Proben auf der Grundlage der normalisierten Sequenzanzahl fiir lllumina-, ONT
(Nanopore)- und PacBio-Daten. Mit jeder Technik werden junge Lebensgemeinschaften aus Phase
1 einer landwirtschaftlichen Rekultivierungs-Chronosequenz (Luzerneanbau wéahrend 3 Jahren nach
Bodenaushub und Neulagerung, griine Punkte) von &lteren Lebensgemeinschaften aus Phase 2 der
landwirtschaftlichen Rekultivierungs-Chronosequenz (Wintergerstenanbau wéhrend 2 Jahren, 5
Jahre nach Bodenaushub und Neulagerung, gelbe Punkte) abgegrenzt.

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 16
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Die Nanopore Sequenzierung von AMF ist schon viele Jahre in der Diskussion, aber noch
keiner Arbeitsgruppe gelungen. Wir arbeiten mit Hochdruck an einer Publikation; dies
verzogert sich aber durch den Weggang des Postdoktoranden auf eine Dauerstelle in
Frankreich.

11.1.3 WP 4.1 Management-Empfehlungen (Task 4.1.1 Empfehlungen)

Im Laufe des gesamten Projekts (alle 3 Phasen) haben wir gezeigt, dass AMF durch
konventionelle landwirtschaftliche Praktiken stark und negativ beeinflusst werden. Die AMF-
Vielfalt ist auf konventionellen landwirtschaftlichen Feldern gering, was auf konventionelle
Praktiken wie Mineraldingung (P) und andere Praktiken (wahrscheinlich
Bodenbearbeitung) zuruckgeflihrt werden kann. In diesem Zusammenhang wirken sich
AMF tendenziell negativ auf den Ernteertrag aus. Angesichts der vielfaltigen Vorteile von
AMF fiir das Funktionieren des Okosystems stehen diese Praktiken nicht im Einklang mit
einer nachhaltigen Entwicklung und der Erhaltung der Vielfalt. Nichtsdestotrotz haben wir
gezeigt, dass AMF und auch andere Pilze schnell auf sich andernde Bodenbedingungen
reagieren. Im spezifischen Kontext des Projekts konnten wir auRerdem keine Auswirkungen
der Strohausbringung auf die AMF-Vielfalt feststellen, was darauf hindeutet, dass es keine
Kompromisse zwischen den Vorteilen der Strohausbringung und der Erhaltung der AMF-
Vielfalt gibt.

11.1.4 WP 4.2 Verbreitung der Ergebnisse (Task 4.2.2 Soziale Medien)

Twitter/X (@mrillig)

PI Rillig hat alle Projekt-bezogenen Publikationen auf Twitter/X, sowie zeitgleich auch auf
Bluesky und Mastodon angeklindigt und verbreitet, mit den entsprechenden Hashtags. Auf
X hat Rillig (@mrillig) derzeit Gber 14.000 Follower.

Beispiele:

https://x.com/mrillig/status/1557457717119356928
https://x.com/mrillig/status/1433064269369708549
https://x.com/mrillig/status/1395283949132423169

Tiktok (www.tiktok.com/@rilliglab)

Wir haben folgende Tiktok Videos direkt zum Thema und zu Ergebnissen des Projekts
veroffentlicht (insgesamt Uber 2.240 Aufrufe; aufgrund des geanderten Algorithmus werden
die Aufrufe durch Suche weiter ansteigen: Tiktok wird momentan von der jlingeren
Generation haufiger als Suchmaschine genutzt als Google).

https://www.tiktok.com/@rilliglab/video/7195257615792803077?is_from_webapp=1&send

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 17
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er_device=pc&web _id=7191178670051919366 (Thema: Stochiometrie, allgemein; Video
mit trending sound)

https://www.tiktok.com/@rilliglab/video/7195469395701812486%is_from_webapp=1&send
er_device=pc&web _id=7191178670051919366 (Thema: Vorfrucht-Einflisse auf Pilze;
Video mit trending sound)

https://www.tiktok.com/@rilliglab/video/7195633202222992645%is_from_webapp=1&send
er_device=pc&web_id=7191178670051919366 (Thema: Vorfrucht-Einflisse auf Pilze;
Talking Head Video)

https://www.tiktok.com/@rilliglab/video/71958179319582261827is_from_webapp=1&send
er_device=pc&web_id=7191178670051919366 (Thema: Sukzession in Bodenpilzen)

YouTube

Fir einen neuen YouTube-Kanal wird mit professioneller Unterstlitzung einer Agentur
(Ahnen & Enkel; Berlin) Film-Material erstellt. Das Videomaterial wurde im Sommer 2024 in
einem iterativen Prozess entworfen und komplett durchgeskriptet, mit Quellen abgesichert
und abgestimmt. Die Filmaufnahmen im Labor sind abgeschlossen, und die
Studioaufnahmen wurden mit Pl Rillig als Sprecher am 24.9.2024 in Berlin durchgefuhrt.
Eine Veroffentlichung des ersten Videos ist zum Weltbodentag am 5.12.2024 geplant. Das
Video wird bei Erscheinen breit und intensiv auf allen Sozialen Medien des Labors
beworben, unter Benutzung des Hashtags #WorldSoilDay.

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 18
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1.2 Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Ein Grolteil der verausgabten Mittel wurde fur Personal eingesetzt. Dies war erforderlich,
um die anspruchsvollen Arbeiten im Projekt mithilfe eines wissenschaftlichen Mitarbeiters
(Dr. Julien Roy) durchfuhren zu kénnen. Die Arbeiten umfassten Probenaufbereitung,
Laborarbeiten, Vorbereitung der Sequenzierung und PCR, Bioinformatik der
Hochdurchsatzsequenzierung-Ergebnisse, statistische Analysen und Anfertigung von
Manuskripten, auch in Kooperation mit anderen Projektpartnern.

Weiterhin wurden Mittel entsprechend des Probenumfangs fur die Hochdurchsatz-
Sequenzierung eingesetzt, wie im Antrag vorgesehen. Ebenso erfolgte wie geplant eine
Zahlung an die Versuchsstelle in Thyrow (Humboldt-Universitat), um den dortigen Versuch
zu unterstitzen. Durch den friheren Weggang des Postdoktoranden auf eine Dauerstelle
bei CIRAD (Frankreich) wurden Mittel auf die Produktion von YouTube-Material
umgewidmet.

1.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die durchgefuhrten Arbeiten waren der anspruchsvollen Aufgabenstellung des Projektes
angemessen und in ihrem Umfang zur Erreichung der Projekiziele allesamt notwendig.

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

Die in diesem Projekt erzielten Ergebnisse werden sowohl in wissenschaftlich
begutachteten Fachzeitschriften veroffentlicht als auch Uber Datenbanken o6ffentlich
verfugbar gemacht. Daruber hinaus wurden die Ergebnisse schon in den ersten
Projektphasen in Stakeholder-Workshops mit Experten aus der landwirtschaftlichen Praxis
und praxisnahen Bereichen diskutiert, um einerseits die vorlaufigen Ergebnisse mit der
Praxis zu teilen und andererseits das Projekt auch klnftig gezielt auf die Belange der
angewandten Landwirtschaft ausrichten zu koénnen. Das Vorhaben konnte einen
malfdgeblichen Beitrag zum besseren Verstandnis von Pflanze-Boden-Mikroorganismen-
Interaktionen und somit zur Optimierung der landwirtschaftlichen Nahrstoffnutzungseffizienz
leisten.

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

Die Thematik der 6kologischen Stochiometrie, das heil3t das Erreichen oder Abweichen von
spezifischen Elementverhaltnissen, die fur bestimmte Organismen oder Prozesse
notwendig sind, damit diese maximal aktiv sein oder optimal ablaufen kénnen, gewinnt
immer starker an Aufmerksamkeit in der Fachwelt. Dies bedeutet, dass wir in INPLAMINT

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt beim Autor. 19
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eine sehr aktuelle Thematik bearbeitet haben, welche ein groRes Potenzial im Bereich der
Erhéhung der landwirtschaftlichen Nahrstoffnutzungseffizienz erwarten lasst. Wahrend der
Projektlaufzeit sind aber keine Verdffentlichungen erschienen, die relevante Ergebnisse
unserer Arbeit vorwegnehmen oder relativieren wirden.

1.6 Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen
In Phase Il bereits verétffentlichte Artikel

Vogel HJ, Bonkowski M, Blagodatsky S, Muller C, Wachendorf C, Kiese R, Schulz S, Herbst
M, Siebers N, Lennartz B, Koch S, Baum C, Leinweber P, Konig S, Pagel H, Amelung
W, Grosch R, Vetterlein D, Kuhwald M, Rillig MC, Weller U, Schnepf A, Ruschhoff J,
Russell D, Wollschlager U. 2024. How to adequately represent biological processes in
modeling multifunctionality of arable soils. Biology and Fertility of Soils 60: 263-306.

Roy J, Reichel R, Bruggemann N, Rillig MC. 2023. Functional, not taxonomic, composition
of soil fungi reestablishes to pre-mining initial state after 52 years of recultivation.
Microbial Ecology 86: 213—-223.

Roy J, Mazel F, Dumack K, Bonkowski M, Rillig MC. 2022. Hierarchical phylogenetic
community assembly of soil protists in a temperate agricultural field. Environmental
Microbiology 24: 5498-5508.

Kamau CW, van Duijnen R, Schmid CAO, Balazs H, Roy J, Rillig MC, Schroder P, Radl V,
Temperton V, Schloter M. 2021. Impact of high carbon amendments and pre-crops on
soil bacterial communities. Biology and Fertility of Soils 57: 305-317.

Roy J, van Duijnen R, Leifheit EF, Mbedi S, Temperton VM, Rillig MC. 2021. Legacy effects
of pre-crop plant functional group on fungal root symbionts of barley. Ecological
Applications 31: e02378.

Artikel gegenwértig In Vorbereitung:

Roy J,...Rillig MC. Nanopore sequencing for arbuscular mycorrhizal fungi. (in prep)

Roy J,...Rillig MC. Concatenation of different regions for identifying AM fungi (in prep)
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