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Kurzfassung

Im 6kologischen Landbau gilt es unter umweltschonender Bewirtschaftung trotzdem hohe
Ertrage zu erzielen. Bisher wurde dies durch konventionelle Pfligung realisiert, diese
Malnahme zerstort aber die Bodenstruktur und damit den Lebensraum wichtiger
Organismengruppen. Daher ist es winschenswert die im konventionellen Landbau schon
Ubliche reduzierte Bodenbearbeitung auch im o6kologischen Landbau zu etablieren. Im
Rahmen dieses Projektes wurde daher untersucht wie sich die reduzierte Bodenbearbeitung
auf das Mikrobiom auswirkt. Da Pfligen insbesondere die Bodenstruktur zerstért, lag der
besondere Fokus auf dem bakteriellen Potential strukturbildende Substanzen wie Exo-
(EPS) und Lipopolysaccharide (LPS) zu produzieren. Dazu wurden vier Standorte mit
unterschiedlicher Bodentextur untersucht.

Das Potential zur Bildung von EPS/LPS war generell im Pflughorizont am grofRten. Als
Indikatorgene wurden wza fur die EPS-Synthese und IptG und IptF fir den LPS Transport
identifiziert. Wahrend die Abundanz der Gene nicht durch die Bodenbearbeitung beeinflusst
wurde, hat sich die Zusammensetzung der Schlisselorganismen je nach Standort, Tiefe und
Bodenbearbeitung unterschieden. Da die strukturbildenden Eigenschaften der
Polysaccharide bei jedem Organismus anders sind, kénnen kleine Unterschiede in der
mikrobiellen Zusammensetzung zu groRen Unterschieden in der Aggregatstabilitat fihren.
So hat sich gezeigt, dass trotz vergleichbarer relativer Genabundanzen schluffiger Boden
am sensibelsten auf die Bodenbearbeitung reagiert, mit hdheren Werten unter reduzierter
Bodenbearbeitung. Die sowieso schon schlechte Aggregierung in sandigen Bodden, konnte
nicht verbessert werden. Alternativ kénnte man hier aber durch reduzierte Bodenbearbeitung
die Entwicklung von BBK unterstitzen, die wie sich gezeigt hat ein groRes Potential fir die
Speicherung von Nahrstoffen haben, als auch die Bildung von EPS/LPS. Interessanterweise
haben die Netzwerkanalysen ergeben, dass insbesondere Bakterien, die das
Pflanzenwachstum unterstitzen wie Micromonapsora und Actinobacteria durch die
Bodenbearbeitung beeinflusst werden. Sie akkumulieren im Oberboden bei reduzierter
Bearbeitung und unter dem Pflughorizont bei den Pflugvarianten und folgen somit der

Wurzelpenetrationstiefe.



The impact of reduced tillage on the structure and function of the soil microbiota

Improving the productivity of organic farming systems is of major importance for the
development of a more sustainable production. This is often realized by applying
conventional tillage practices, which in turn destroy the structure of the topsoil and thus the
environment for many soil organisms. Therefore it is desirable to establish reduced tillage
practices, which is already state of the art in conventional farming. It was the aim of this
project to compare the impact of reduced (RT) and conventional tillage (CT) on the
microbiome under organic farming. As CT especially alters the soil structure we focused on
bacteria, which are able to produce soil structure stabilizing compounds like exo- (EPS) and
lipopolysaccharides (LPS). Therefore we analyzed samples from 4 trials across Europe,
which mostly differ in soil texture.

The potential to produce EPS/LPS was always highest in the tillage horizon. As indicator
genes wza for the EPS synthesis and IptG and IptF for the LPS transport have been
identified. While the abundance of those genes didn’t change under different tillage regimes,
the bacterial community behind differed with sampling depth, tillage regime and trial. This
indicates that even small changes in the bacterial community composition could disturb the
overall capacity of EPS and LPS to stabilize soil structure as gluing properties differ strongly.
Thus, it became obvious, that despite stable gene abundances silty soil was most sensitive
towards different tillage regimes, with higher aggregate stability under RT. The generally low
aggregate stability of sandy soils couldn’t be improved, but alternatively reduced tillage might
favour the establishment of biocrusts, which improved nutrient input as well as soil stability
due to an extreme increase of EPS/LPS genes.

Interestingly, co-occurrence analysis revealed that indicator organisms, which reacted
strongest towards tillage, belonged to the plant growth promoting bacteria (PGPB) like
Micromonapsora and Actinobacteria. Those PGBP accumulated in the topsoil under RT and

in deeper soil layers under CT, and thus followed the root growth.



1. Einfuhrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens
Zahlreiche Studien der letzten Jahrzehnte haben belegt, dass ©kologischer Landbau im

Vergleich zu konventionellen Landnutzungssystemen deutliche Vorteile hat, gerade in Bezug
auf den nachhaltigen Erhalt der Bodenqualitat, verringerte Erosion oder Schutz der
natlrlichen Biodiversitat. Allerdings wurden oftmals signifikant geringere Ertrage im
Okologischen Landbau beschrieben im Vergleich zu herkdmmlichen Nutzungssystemen
(Maeder et al., 2002; Chirinda et al., 2010; Gattinger et al., 2012; Seufert et al., 2012).
Dieses Dilemma liegt darin begriindet, dass 6kologischer Landbau in starkem MalRe davon
abhangig ist, dass Nahrstoffe effizient ,recycled® und primar organisch gebundene
Nahrstoffe aus dem Boden wieder bioverfugbar gemacht werden. Vor allem die
Nahrstoffmobilisierung und Bodenstruktur wird unter anderem durch die Bodenmikroflora
gesteuert. Deren Struktur und Funktion steht aber auch in unmittelbarem Zusammenhang
mit anderen wichtigen Okoystemdienstleistungen des Bodens (Speicherung von Kohlenstoff,
Abbau von Schadstoffen etc.). Daher werden Bodenqualitat und —fruchtbarkeit in hohem
Male durch die Zusammensetzung und Aktivitat der Bodenmikroflora bestimmt. Umgekehrt
wird die Bodenmikroflora malfigeblich durch ihre abiotische Umwelt und damit durch

Bewirtschaftungsmalinahmen, Bodentyp und Klima unmittelbar gesteuert.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes
Ziel des Projektes ist es daher, auf der Basis von Langzeitversuchen an verschiedenen

Standorten in Europa, die ein Nord-Sudtranssekt abdecken, festzustellen, (i) wieviel Zeit
notig ist, bis sich nach einer Umstellung auf eine kombinierte minimale Bodenbearbeitung
gemeinsam mit Grindlngerapplikation stabile Ertragsmuster ergeben, ii) inwieweit dieses
Verfahren Bodenqualitdt in unterschiedlichen Bodentiefen beeinflussen, iii)) ob die
gewonnenen Daten abhangig von der jeweiligen klimatischen Region und den
entsprechenden Bodenparametern sind und iv) sich gegebenenfalls durch spezifische
Anpassungen auf lokaler Ebene die Nachhaltigkeit der Methode noch verbessern Iasst.

Aus den gewonnenen Daten sollen Moglichkeiten fur ein nachhaltiges Management der
Flachen abgeleitet werden die im Rahmen des 6kologischen Landbaus ohne Pflug bzw. mit
reduzierter Pflugbearbeitung bearbeitet werden. Die zZu entwickelnde
Nachhaltigkeitsstrategie soll sowohl einen Schutz der tierischen und pflanzlichen Diversitat
beinhalten, als auch auf eine erhdhte Kohlenstoffsequestrierungsrate der Boéden und
verringerte Emission von klimarelevanten Spurengasen aus den Boéden abzielen. Das Ziel
dieses Projektes war es die Konsequenzen der jeweiligen landwirtschaftlichen
Managementformen auf die Struktur und Funktion des Mikrobioms zu untersuchen. Es

wurden an Hand verschiedener Fallstudien die Auswirkungen der verschiedenen Formen



der Bodenbearbeitung auf das Mikrobiom des Bodens und dessen funktionalen Merkmale in

Abhangigkeit von Bodentyp bzw. Geo-Positionierung beschreiben.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens
Um diese Ziele zu erreichen erfordert es einen interdisziplinaren Forschungsansatz, da

sowohl Fragen des landwirtschaftlichen Managements, des Pflanzenbaus, der Bodenkunde
und der Mikrobiologie adressiert werden missen. Darliber hinaus muss ein solches
Vorhaben starke Bezlige zur Sozio6konomik haben um die Akzeptanz der Methoden bei den
Landwirten der entsprechenden Regionen zu férdern. Aus dieser Motivation heraus wurde
ein Verbundvorhaben, das von Wissenschaftlern des FIBL (Schweiz) koordiniert wird,
entwickelt. Im Rahmen dieses Verbundes haben wir Zugang zu verschiedenen
Langzeitversuchen in Europa bekommen. Die erhobenen Daten wiederum sind in das
Verbundvorhaben eingeflossen. Wir haben das Mikrobiom an 4 (Juchowo-Polen, Moskanjci-
Slowenien, Frick-Schweiz, Agroscope-Schweiz) verschiedenen Standorten untersucht. Die
Standorte unterscheiden sich hauptsachlich in den klimatischen Randbedingungen, als auch
der Bodentextur (sandig, tonig und schluffig). Zunachst wurden bestimmte mikrobielle
Eigenschaften und Netzwerke an einem Standort untersucht. Der Fokus lag auf der Analyse
von bodenstabilisierenden Komponenten. Die daraus abgeleiteten Indikatoren wurden dann
an mehreren Standorten untersucht und validiert. An allen Standorten wurden Bodenproben
von konventioneller Bodenbearbeitung mit reduzierter Bodenbearbeitung verglichen. Die
Proben wurden in verschiedenen Tiefen genommen um das Mikrobiom im Pflughorizont und

darunter zu erfassen. Die geplanten Meilensteine sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Meilenstein Beschreibung WP Zeitpunkt

1 Beschreibung mikrobieller Aktivitaten 1 12 Monate
im Bezug auf Bodenmanagement

2 Charakterisierung von Enz- 2 16 Monate
ymaktivitaten in Abhangig-keit der
Bodenbearbeitung

3 Rekonstruktion von Nahrungsnetzen 3 20 Monate

und Nahr-stoffkreislaufen der 3
Referenzstandorte

N

4 Ableitung von Indikatoren 24 Monate

5 Erfassung der Indikatoren an 5 35 Monate
Bodenproben aus den
unterschiedlichen Versuchen

Tabelle 1: Ablauf und Meilensteine des Projektes



2. Wissenschaftlicher und technischer Stand

Aufgrund der stark wachsenden Weltbevolkerung muss die Versorgung mit Nahrungsmitteln
mittelfristig gesteigert werden. Im konventionellen Landbau wird eine Ertragssteigerung
durch den Einsatz anorganischen Dingers und den Einsatz organischer
Pflanzenschutzpraparate, um Pflanzen vor dem Befall von phytopathogenen Organismen zu
schitzen und das Wachstum von Unkrautern zu verhindern, erzielt. Im &kologischen
Landbau dagegen wird weitestgehend auf den Einsatz solcher Substanzen verzichtet und
versucht durch die Nutzung alternativer Managementstrategien ein stabiles
Pflanzenwachstum zu gewabhrleisten, insbesondere da in vielen Studien gezeigt wurde, dass
~Unkrauter® nicht nur die Diversitdt von Agrarokosystemen erhdhen (Norris and Kogan,
2017) sondern auch viele natirliche Interaktionen zwischen Organismen und die
Entwicklung stabiler Nahrungsnetze fordern (Altieri, 1999).

Vor allem die Nahrstoffmobilisierung wird primar durch die Bodenmikroflora gesteuert. Deren
Struktur und Funktion steht aber auch in unmittelbarem Zusammenhang mit anderen
wichtigen Okoystemdienstleistungen des Bodens (Speicherung von Kohlenstoff, Abbau von
Schadstoffen, Bodenstruktur etc.). Daher werden Bodenqualitdt und —fruchtbarkeit in hohem
Male durch die Zusammensetzung und Aktivitat der Bodenmikroflora bestimmt. Umgekehrt
wird die Bodenmikroflora malfigeblich durch ihre abiotische Umwelt und damit durch
Bewirtschaftungsmalinahmen, Bodentyp und Klima unmittelbar gesteuert. Daher gilt im
Okologischen Landbausystemen weitaus mehr als in der konventionellen Landwirtschaft das
,Mikrobiom* des Bodens in seiner zeitlichen und raumlichen Dynamik zu erfassen und ggf.
durch gezielte Management-MaRnahmen so zu verandern, dass ein nachhaltiges
Pflanzenwachstum und ein Erhalt anderer Okosystemdienstleistungen méglich ist.

Eine Mdglichkeit Mikroorganismen in lhrer Abundanz und Diversitat zu manipulieren ist
,Pfligen”. Es wird allgemein postuliert, dass vor allem Pfligen als Managementform im
Okologischen Landbau auferst positive Einflisse hat und sowohl die mikrobielle
Mobilisierung von Nahrstoffen verbessert als auch die Abundanz an Unkrautern verringert
(deren Potential in Form von Samenbanken aber weitestgehend erhalt). Eine ganze Reihe
von Studien haben bestatig, dass durch Pfliigen vor allem die mikrobielle Mineralisierung
von organisch gebundenem Stickstoff im Boden verbessert wird und damit auch die
Stickstoffgehalte in den Pflanzen deutlich ansteigen. Allerdings ist bekannt, dass die
Nutzung des Pfluges in hohem Masse die Bodenstruktur des Oberbodens zerstort und damit
den Lebensraum wichtiger Organismengruppen stark beeintrachtigt (zum Beispiel
Regenwurmer). Eine wichtige Rolle fur die Stabilitdit von Bodenaggregaten kann den

Mikroorganismen zugeschrieben werden, die wichtige ,Klebstoffe®, sogenannte Exo- und



Lipopolysaccharide produzieren. Deren Klebeeigenschaften sind sehr divers und hangen
stark vom produzierenden Organismus ab (Sutherland, 2001; Erridge et al., 2002).
Aulerdem haben viele Studien gezeigt, dass mikrobielle Biomasse und deren Aktivitat sowie
die Diversitdt von Mikroorganismen in gepfligten Béden stark reduziert ist (Vian et al.,
2009). Daher ist es nicht verwunderlich, dass wichtige Bodenfunktionen wie das Potential
Kohlenstoff zu speichern verringert sind, wenn Boden haufig und tiefgrindig gepflugt
werden.

Daher wurde in den letzten Jahren vermehrt versucht alternative Strategien zu entwickeln,
durch die eine Pfluglose oder minimierte Pflugnutzung auch im &kologischen Landbau
moglich wird. Eine erfolgsversprechende Mdoglichkeit ist der Anbau von Zwischenfrichten,
die als ,Grundinger® in den Boden eingebracht werden und entsprechend die
Stickstoffnachlieferung aus Bdden verbessert. Ohne Pflugbearbeitung akkumulieren die
Nahrstoffe im Oberboden und flhren zu einer sehr stratifizierten Bodenschichtung, was in
den meisten Fallen zu einem besseren Wurzelwachstum fuhrt und auch die Abundanz und
Aktivitat von Bodentieren wie Regenwilrmern positiv beeinflusst. Allerdings sind diese
Effekte in hohem Mal von dem C:N-Verhaltnis der Pflanzen, die als Grindliinger verwendet
werden abhangig, sodass hier meist nur Leguminosen eingesetzt werden.

Das beschriebene bessere Wurzelwachstum kann die Wasser und Nahrstoffversorgung der
Pflanze positiv beeinflussen und zu einem erhdhten Ertrag flihren, zu einer besseren
Pflanzenqualitat und zu einer erhohten Widerstandskraft gegen Phytopathogene. Allerdings
werden die genannten Eigenschaften in starkem Mal} durch die Struktur und Funktion der
Mikroflora im Wurzelraum beeinflusst, welche insbesondere fir den Transport von
Nahrstoffen (zum Beispiel durch Mykorrhizapilze) aber auch fur die Resistenz gegenuber
pathogenen Organismen verantwortlich sind. Teile der Bodenmikroflora kdénnen die
Pflanzengesundheit durch die Ausscheidung von pflanzenwachstumsférdernden Hormonen,
die Stimulierung des pflanzlichen Immunsystems und antagonistische Biokontrolle
beeinflussen. Einige Studien der letzten Jahre haben das Pflanzenassoziierte Mikrobiom
sogar als das ,zweite Genom der Pflanze“ bezeichnet (Berg et al., 2014). Ahnlich wie fir das
Bodenmikrobiom gilt aber auch hier, dass Uber die Diversitat und funktionale Mdglichkeiten
der Mikroflora insbesondere am Interface zwischen Boden und Pflanzenwurzel
(Rhizosphéare) sehr wenig bekannt ist.

Die meisten Daten Uber die Konsequenzen einer reduzierten Bodenbearbeitung im
Okologischen Landbau mit oder ohne der Applikation von Zwischenfriichten beruhen auf
Kurzzeitstudien (< 5 Jahre). Allerdings ist davon auszugehen, dass es weitaus langer dauert,
bis sich stabile Prozessstrukturen und Nahrungsnetze nach einer Minimierung der
Bodenbearbeitung entwickeln (Bockstaller et al., 2009). Daher gilt es primar Daten aus

Langzeitversuchen zu generieren, auszuwerten und fir eine Bewertung heranzuziehen.



Darlber hinaus werden die Konsequenzen von unterschiedlichen
Bodenbearbeitungsmallnahmen ohne Zweifel durch Standortfaktoren wie Klima und
Bodentyp mit bestimmt, sodass entsprechende Studien auf mehreren Standorten basiert,
erfolgen sollten um Daten fir lokale, regionale und globale Managementstrategien zu

entwickeln.

3. Material und Methoden

3.1. Bodenprobenahme

Bodenproben wurden im Frihjahr vor der Aussaat und Diingung genommen. Es wurden
zwei Bodenbearbeitungsvarianten verglichen und zwar konventioneller Pflug (15-18 cm
Tiefe) und reduzierte Bodenbearbeitung mit einem Magerpflug (5-10 cm Tiefe). Jede
Variante wurde dreimal wiederholt. Pro Plot wurden 10 Bodenkerne (50cm) genommen und
in drei Schichten aufgeteilt (0-10 cm, 10-20 cm und 20-50 cm). Diese wurden dann zu einer
Gesamtprobe pro Plot vereinigt. Die Proben flir mikrobiologische Untersuchen wurden vor
Ort sofort eingefroren und bei -80°C gelagert. Proben flr bodenchemische Analysen wurden
auf Eis gekuhlt. Insgesamt wurden Proben von vier verschiedenen landwirtschaftlichen

Standorten untersucht. Details zu den Standorten finden sich in Tabelle 2.

Standort Textur Bodenbearbeitung Standort Landbau
Frick 22 % Sand, 33 % Schluff, | Konventionell, Reduziert Schweiz organisch
45 % Ton
Moskanijci 34% Sand, 44% Schluff, | Konventionell, Reduziert Slowenien organisch
22% Ton
Juchowo 92% Sand, 6% Schluff, | Konventionell, Reduziert Polen organisch
2% Ton
Ziirich 43% Sand, 33% Schluff, | Konventionell, Reduziert Schweiz organisch Vs
24% Ton konventionell

Tabelle 2: Landwirtschaftliche Probenahmestandorte

In den Feldversuchen hat sich die wichtige Rolle von Exopolysaccharid- (EPS) und
Lipopolysaccharid- (LPS) produzierenden Bakterien herauskristallisiert. Wahrend der
Probenahmen wurden auRerdem Bodenkrusten auf den Feldern gefunden. Da EPS/LPS
produzierende Bakterien in biologischen Bodenkrusten (BSC) eine essentielle Rolle spielen
und gerade die Bodenbearbeitung einen starken Einfluss auf die Etablierung von BSC hat,
haben wir in einem Inkubationsversuch Bdden mit unterschiedlichem pH Wert und

Kohlenstoffgehalt verglichen, um den Einfluss der beiden Faktoren unter ansonsten



konstanten Randbedingungen auf die Krustenbildung zu untersuchen. Die verwendeten
Bdden stammen aus der Binnendline Lieberose (Brandenburg) (Fischer et al., 2010) und

dem kinstlich konstruierten Einzugsgebiet Hihnerwasser (Gerwin et al., 2010).

3.2. Mikrobielle Aktivitat

Um den Einfluss der Bodenbearbeitung auf die mikrobielle Aktivitdt zu erfassen, wurden
standardisierte Teebeutel (Griner Tee, Lipton) an den verschiedenen Standorten vergraben,
dazu zahlen Frick, Aesch, Juchowo, Moskanjci. Die Teebeutel wurden 3 Monate Uber Winter
inkubiert und im Frahjahr 2016 wieder entnommen. Als Mal} fir die mikrobielle Aktivitat wird
die Abbaurate mittels des ,Tea-bag-index® ermittelt (Keuskamp et al., 2013). Da die
Teebeutel den Winter nicht unbeschadet Uberstanden haben, wurde der Versuch wiederholt.
Aber auch hier war eine groRe Ausfallrate zu verzeichnen, so dass eine finale Auswertung
der Daten nicht moglich war. Um wenigstens einen Anhaltspunkt fur das mikrobielle

Wachstum zu haben, wurde in allen Versuchen die mikrobielle Biomasse erfasst.

3.3 Bodenchemische Analysen

Die Aggregatstabilitat wurde wie in Murer et al. (1993) beschrieben, mittels Sieben des
feuchten Bodens ermittelt. Der gesamte organische Kohlenstoff im Boden wurde durch
Oxidation von 1 g trockenem, gemahlenem Boden in 20 ml konzentrierter 2M K,Cr,O-
extrahiert. Loslicher und mikrobieller Kohlenstoff wurde durch Chloroform-Fumigation
Extraktion ermittelt (Joergensen, 1995) und am DIMA-TOC 100 analyzer (Dimatec
Analysentechnik GmbH, DE) gemessen. Léslicher Stickstoff, Ammonium und Nitrat wurden
in 0.01M CaCl, extrahiert und am Skalar Continuous Flow Analyzer SA5100 (Skalar
Analytical B.V., NL) gemessen.

3.4 DNA Extraktion und Sequenzierung

Die DNA Extraktion wurde nach der Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode nach Liders et
al. (2004) durchgeflihrt. Die DNA Konzentration wurde mit dem Quant-iT PicoGreen dsDNA
Assay Kit (Life Technologies, USA) ermittelt. Anschlielend wurden die DNA-Extrakte bei -
20°C gelagert.

Fir das Scheren der DNA wurde 1ug pro Probe eingesetzt. Das Scheren wurde mit dem
E220 Focused-ultrasonicator (Covaris, USA) nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt, um eine finale ZielgréRe von 500 bp zu erreichen (conditions: peak incident
power — 175 W, duty factor — 5 %, cycles per burst — 200, treatment time — 35 s, temperature
— 7 °C, water level — 6, sample volume — 50 pl, intensifier — yes). Von der gescherten DNA
wurden 50-100ng verwendet um die Libraries fur die Sequnezierung herzustellen. Dazu
wurde das NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit fur lllumina, und die NEBNext® Multiplex



Oligos als Barcodes fir lllumina (New England Biolabs, UK) verwendet. Um auf die richtige
Grofle zu selektieren (400-500bp) und die PCR Produkte aufzureinigen, wurden eine
Aufreinigung mit den Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, USA) durchgeflihrt
(1:0.6 DNA to bead ratio). Um schlussendlich die tatsachliche GroéRe der Libraries zu
bestimmen, wurde das High Sensitivity DNA Analysis Kit mit dem 2100 Bioanalyzer (Agilent,
USA) verwendet. Die finalen Libraries wurden dann auf 4nM verdinnt und zu gleichen Teilen
vereinigt. 10pM der Mischung wurde verwendet um auf dem MiSeq Sequenzierer mit dem

MiSeq Reagent Kit v3 for 600 cycle (lllumina, USA) sequenziert zu werden.

3.5 Bioinformatische Auswertung

Die Sequenzierrohdaten wurden wie von Vestergaard et al (Vestergaard et al., 2017)
vorgeschlagen gefiltert. Die verbliebenden Adaptoren wurden mit dem Programm
AdapterRemoval (Schubert et al., 2016) entfernt und die Reads wurden zugeschnitten
(Settings: 5°/3" terminal minimum Phred quality = 15, minimum read length = 50). PhiX
Kontaminationen wurden mit Hilfe von DeconSeq entfernt (Schmieder and Edwards, 2011).
Fir die taxonomische Zuordnung wurden die gefilterten Reads mit Hilfe von Diamond
(version 0.5.2.32) (Buchfink et al., 2014) gegen die National Center for Biotechnology
Information Non-Redundant (NCBI-NR) protein sequences Datenbank (Oktober 2015)
geblasted. Basierend auf den 25 Top-Blast-Hits wurden fiir jeden Read eine spezifische
Taxon-ID vergeben. Daflir wurde die Software MEtaGenome Analyzer (MEGAN, version
5.10.6) verwendet (Huson et al., 2011) (Settings: MinScore = 50.0, MaxExpected = 0.01,
TopPercent = 10.0, MinSupport = 1, MinComplexity = 0). Zusatzlich wurden mittels
SortMeRNA (Version 2.) (Kopylova et al., 2012) 16S rRNA Gensequenzen identifiziert und
mittels QIIME (Version 1.9.1) und der SILVA Datenbank (Release 123) taxonomisch
annotiert (Caporaso et al., 2010).

Fir die Zuordnung der EPS und LPS Gene zu den Sequenzen wurden die entsprechenden
Proteinsequenzen direkt von der online Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) Orthology Datenbank heruntergeladen (Oktober 2016). Die Proteinsequenzen
wurden auf funktionsspezifische Doméanen hin untersucht. Dazu wurde CD-search
verwendet (Marchler-Bauer et al., 2015). KEEG Orthology (KO) Eintrage, die solche
Domanen aufwiesen, wurden fir die Konstruktion einer spezifischen Datenbank benutzt. Die
entsprechenden Hidden Markov Models (HMMs) der spezifischen Domanen wurden von der
TIGRFAMs (Version 15) (Haft et al, 2013) und Pfam Datenbank (Version 30)
heruntergeladen (Finn et al.,, 2016). Offene Leserahmen der Sequenzen wurden mit
FragGeneScan (Version 1.19) ermittelt, welche anschlieRend mit HMMER (Version 3)
gescanned wurden. Sequenzen, die mit den HMMs Ubereinstimmten wurden gegen die

konstruierte KO Datenbank geblasted. Sequenzen bei denen die ersten 25 Blast-Hits
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Ubereinstimmten, wurde eine KO ID zugeordnet. Am Ende wurden 14 spezifische KO

Nummern verifiziert (siehe Tabelle 3). Nach den offenen Leserahmen der EPS und LPS

Sequenzen wurden in den kompletten Pfam und TIGRFAMs Datenbanken gesucht.

Protein KO number HMM ID
polysaccharide export outer membrane protein Wza K01991 PF02563
alginate export outer membrane protein AlgE K16081 PF13372
alginate biosynthesis acetyltransferase AlgJ K19295 PF16822
colanic acid biosynthesis acetyltransferase WcaB K03819 TIGR04016
colanic acid biosynthesis acetyltransferase WcaF K03818 TIGR04008
colanic acid/amylovoran biosynthesis pyruvyl transferase WcaK/AmsJ K16710 TIGR04006
capsular polysaccharide export system permease KpskE K10107 TIGR01010
exopolysaccharide biosynthesis transmembrane protein EpsG K19419 PF14897
exopolysaccharide biosynthesis tyrosine kinase modulator EpsA K19420 TIGR01006
levansucrase SacB K00692 PF02435
lipopolysaccharide transport system ATP-binding protein Wzt K09691 PF14524
LptBFGC lipopolysaccharide export complex permease LptF K07091 TIGR04407
LptBFGC lipopolysaccharide export complex permease LptG K11720 TIGR04408, PF03739
LptBFGC lipopolysaccharide export complex inner membrane protein LptC K11719 TIGR04409, PF06835

Tabelle 3: Hidden Markov Modelle (HMM) fir Proteine, die an der Synthese, dem Transport und der

Assemblierung von Exopolysacchariden (EPS) beteiligt sind.
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4. Ausfiuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

41 EPS/LPS Synthese in unterschiedlichen Bodentiefen

Um den Einfluss der Bodenbearbeitung auf mikrobielle Nahrungsnetzwerke und mikrobielle
Funktionen (Nahrstoffumsetzung, Exopolysaccharidproduktion zur Bodenstabilisierung)
genauer zu untersuchen, haben wir im Laufe des letzten Jahres an 18 ausgewahlten Proben
Metagenomanalysen durchgeflihrt. Die Proben stammen vom Frick Versuch am FIBL (3
Replikate, 3 Tiefen (0-10, 10-20, 20-50 cm), 2 Pflugtiefen (reduziert, konventionell), geguillt)
und wurden im Marz 2015 genommen.

Die bodenchemischen Analysen (Tabelle 4) haben gezeigt, dass die Aggregatstabilitat bei
beiden Managementvarianten vergleichbar ist. Die Verteilung der Nahrstoffe aber stark von
der Bodenbearbeitung abhangt. Bei konventioneller Bodenbearbeitung werden die Horizonte
vermischt, wahrend bei reduzierter Bodenbearbeitung eine Anreicherung von SOC, DOC

und Cmic in der obersten Bodenschicht erfolgt.

beg::oc:aei:;ng Konventionell Reduziert
Tiefe 0-10cm 10-20cm 20-50cm 0-10cm 10-20cm 20-50cm
SAF (%) 56.19+8.98 | 48.58 £ 3.05 65.21 + 9.62 50.35 + 8.30 51.52 +6.73 69.02 + 2.26
SOC (%) 230£041 | 2.15+0.33 1.25 £ 0.37 2.92+0.28 2.31+0.26 1.2340.22
DOC (mgkg") | 62.44+9.79 | 53.61+1584 | 58.41+1023 | 99.49 +19.84 62.32 + 7.62 51.97 +8.45
Cmic (mg kg”) 9?;;_5;2* 814361_331 352.12 + 121.46 13&2‘3* 93226 + 67.23 | 374.75+58.22

Tabelle 4. Aggregatstabilitdt (SAF), gesamter organischer Kohlenstoff (SOC), I6slicher organischer
Kohlenstoff (DOC) und mikrobieller Kohlenstoff (Cmic).

AnschlieRend wurden die Proben mittels der MiSeq Technologie (lllumina Inc.) sequenziert.
Nach verschiedenen Filterschritten ergaben sich insgesamt 17.430.159 identifizierte
Sequenzen, d. h. durchschnittlich 968.342 Sequenzen pro Probe. Die erhaltenen Daten
wurden anschlieBend auf ihre taxonomische Zusammensetzung hin untersucht. Dazu
wurden die Sequenzen gegen die NCBI-nr Datenbank mit DIAMOND geblasted und
anschliefend mit MEGAN analysiert. Um die Varianz der Metagenome und den Einfluss von
Beprobungstiefe und Bodenbearbeitung zu ermitteln, wurde eine Nichtmetrische
Multidimensionale Metrische Skalierung (NMDS) durchgefihrt und zwar fur Bakterien, Pilze
und Archaeen zusammen und getrennt. Es hat sich gezeigt, dass:

1. Die Gesamtdiversitat der Archaeen und Pilze wird weder von der Bodentiefe noch
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NMDS2

der Bearbeitung beeinflusst.

2. Die Cluster-Bildung nach Bodentiefe wird maligeblich durch die bakterielle
Gemeinschaft beeinflusst. Daher sind die NMDS Plots fur die Bakterien alleine
(Abbildung 1) und Bakterien-Pilze-Archaeen zusammen nahezu identisch.

3. Die Varianzanalyse macht deutlich, dass bei konventioneller Bodenbearbeitung die
Vermischung im 10-20 cm Horizont deutlich ausgepragter ist, als bei der reduzierten
Bodenbearbeitung, die generell eine deutlich geringere Varianz in den verschiedenen
Tiefen hervorruft. Diese Beobachtung untermauert die Beobachtung, dass eine
reduzierte Bodenbearbeitung eine deutlichere Stratifizierung begunstigt.

4. Der Unterschied zwischen der bakteriellen Gemeinschaft von 0-20 cm und 20-50 cm
wird durch Anderungen in der Abundanz dominanter Familien verursacht. So sind
zum Beispiel Chitinophagaceae, Cytophagaceae und Bradyrhizobiaceae deutlich
abundanter in 0-20 cm wahrend die Ktedonobacteriaceae, Nitrospiraceae und
Anaerolinaceae in 20-50 cm eine hdhere Abundanz aufweisen. Im Gegensatz dazu
ist der Effekt der Bodenbearbeitung am grofiten auf weniger abundante Familien

(kleiner 0,3 %) wie Nakamurellaceae, Ignavibacteriaceae, Fibrobacteraceae.

Family
o A
o ___./__/“" /
~ = /
v / Ay
£ Vi |
// 4 l
— 4 \ ,/
o | —— .
=] e C i 3 .///
&
o = A /
=0 | o
TT—— Tillage, depth
conventional, 0-10 cm
-+ o conventional, 10-20 cm
(= & conventional, 20-50 cm
! = reduced, 0-10 cm
» reduced, 10-20 cm
4 reduced, 20-50 cm
I T I I
-0.2 0.0 0.2 0.4
NMDS1

Abbildung 1: NMDS Plot aller bakteriellen Sequenzen auf Familien-Ebene. Die Berechnung beruht

auf der Bray-Curtis Ungleichheit. Die Ellipsen zeigen das 95%-ige Konfidenzintervall.
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Die Kernergebnisse der Analyse sind (Abbildung 2):

1. Die Abundanz der detektierten Gene hangt stark von ihrer Universalitat ab z.B. sind wza
und IptFG am haufigsten im Metagenom vertreten, beide kodieren fiir Polysac-charid-Export-
Proteine. Gene, die fir die spezifische Synthese der Colanic-Acid-abhangigen EPS kodieren

(wcaBF) oder fur den Transport des O-Antigens der LPS an die Oberflache (wzt), sind

deutlich seltener vertreten.

2. Fast alle detektierten abundanten Familien (>0,5%) sind auch in der Lage EPS/LPS zu

produzieren. Die einzige Ausnahme sind Mitglieder der Anaerolinaceae, welche kein

Potential zur EPS/LPS Produktion aufweisen.

3. Die chemische Zusammensetzung und Eigenschaft der EPS/LPS sind Bakterien-
spezifisch. In der Regel gibt es nur einen Syntheseweg pro Bakterium. Daher flhrt ein

Diversitatsverlust auch zu Anderungen der EPS/LPS Zusammensetzung und Wirkung.
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Abbildung 2: Heatmap der relativen Abundanz der EPS/LPS Gene und der beteiligten bak-teriellen
Familien (> 0.5%) unter konventioneller und reduzierter Bodenbearbeitung in drei verschiedenen

Bodentiefen.
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4. Unabhangig von der Art der Bodenbearbeitung ist das bakterielle Potential zur Produktion

von EPS/LPS im Pflughorizont am hochsten.

4.2 EPS/LPS Synthese in Abhangigkeit von der Bodentextur

Nach der Etablierung einer Analyse-Pipeline fir EPS/LPS Gene sollte die Methode an
mehreren Standorten validiert werden, damit der Einfluss der Bodenbearbeitung bei
unterschiedlicher Bodentextur und Bodenchemie erfasst werden konnte. Im Gegensatz zur
gPCR erlaubt diese Vorgehensweise die gleichzeitige Analyse mehrerer Gene, in diesem
Fall 12, sowie der Untersuchung der Zusammensetzung der entsprechenden bakteriellen
Gemeinschaft.

Die drei Standorte Frick, Moskancji und Juchowo unterscheiden sich in der Textur, der
Tongehalt nimmt von Frick nach Juchowo stetig ab. Aullerdem zeigten biochemische
Analysen (Tabelle 5), dass mit dem Tongehalt auch die Aggregatstabilitdt und mikrobielle
Biomasse signifikant abnimmt. Die niedrigsten Werte fur 16slichen Kohlenstoff und Stickstoff
wurden in Moskancji gemessen. Nur die mikrobielle Biomasse wurde signifikant durch die

Bodenbearbeitung beeinflusst und war niedriger bei konventioneller Bodenbearbeitung.

Standort BB  SAF[%] DOC [mg/kg] DON [mg/kg] Cmic [mg/kg] Nmic [mg/kg] pH
Erick CT 9432 + 338 6932 + 1800 1047 + 236 114720 + 537 1648 + 437 73 % 02
ric
RT 9083 + 075 6823 + 16.78 1350 + 265 153649 + 2333 2179 + 3758 71 + 0.3
CT 6932 + 302 2046 + 0.28 2.75 + 130 24840 + 2717 355 + 083 64 + 0.0
Moskanijci
RT 8427 + 210 2450 + 176 3.48 + 137 43595 + 8156 705 + 1179 70 £ 0.1
CT 549 + 059 4052 + 259 1100 + 020 11888 + 1188 168 + 535 63 * 04
Juchowo
RT 536 + 139 4386 + 542 1067 + 3.81 124.06 + 6658 202 + 1078 62 + 0.2

Tabelle 5: Bodenchemische Daten. BB = Bodenbearbeitung, SAF = Aggregatstabilitat

Die relative Abundanz der EPS/LPS Gene ist in Abbildung 3 zusammengefasst.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Abundanz der Gene IptF und IptG fir die LPS
Synthese in allen Proben am héchsten waren. Fur die EPS Synthese waren die Gene des
Wzy-abhangigen Syntheseweges am haufigsten. Davon zeigte wza als einziges Gen einen
signifikanten Anstieg mit steigendem Tongehalt des Bodens (Frick < Moskanjci < Juchowo).
Wahrend die Bodenbearbeitung keinen signifikanten Einfluss auf die EPS/LPS
Genabundanz hatte, unterschieden sich die EPS/LPS Produzenten mafgeblich (Abbildung
4). Generell spiegelt die bakterielle Zusammensetzung der EPS/LPS Produzenten auch die
allgemeine  bakterielle Diversitdt wieder. Zu den Hauptproduzenten zahlen
Sphingomonadaceae, Bradyrhizobiaceae, Gemmatimonadaceae, Chitinophagaceae und

Comamonadacea, welche sich allerdings an den verschiedenen Standorten in ihrer
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Haufigkeit signifikant unterscheiden.
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Abbildung 3: Relative Abundanz der EPS/LPS Gene.

Zum Beispiel steigt die Abundanz der Bradyrhizobiaceae und Gemmatimonadaceae
signifikant an, wenn der Tongehalt abnimmt, wahrend es sich bei den Chitinophagaceae

genau umgekehrt verhalt.
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Abbildung 4: Relative Abundanz von Bakterien, die an der Synthese von EPS/LPS beteiligt sind.
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4.3 Der Einfluss von pH auf die Bildung von EPS/LPS

Der grofe Einfluss des pH-Wertes auf die Zusammensetzung und Aktivitat der bakteriellen
Gemeinschaft ist hinlanglich bekannt (Fierer and Jackson, 2006). Um diesen Einfluss auf die
Fahigkeit von Bakterien zur Bildung von LPS/EPS zu untersuchen, wurde ein
Topfexperiment mit zwei verschiedenen Béden durchgeflhrt. Es war Ziel dieses Versuches
an der Oberflache der Béden biologische Bodenkrusten (BBK) wachsen zu lassen, da diese
auch vermehrt im Feld gefunden wurden und bekannt dafir sind ein Reservoir fur EPS/LPS
produzierende Bakterien zu sein. Die Bdden stammen von einer Binnendine in
Brandenburg, Lieberose (pH 5) und dem Huhnerwassereinzugsgebiet (pH 8) nahe Cottbus,
welches 2005 kiinstlich konstruiert wurde um Okosystementwicklung zu verfolgen.
Bodenchemische Analysen (Tabelle 6) haben ergeben, dass besonders I8slicher
organischer Kohlenstoff und Stickstoff in den BBK angereichert wurde, wahrend Ammonium

und Nitrat kaum beeinflusst wurden.

Standort Zeit DOC [ug/d] DON [ug/d] NH4" [ug/g] NO3’ [ug/g]
TO 492 + 1.27 bdl 0.12 + 0.01 051 + 0.05
Hiihnerwasser ™ 3093 + 825 1.18 + 0.34 0.01 =+ 0.00 bdl
T2 4746 + 1297 1.06 + 0.28 bdl 0.16 + 0.5
TO 819 + 294 bdl 0.04 =+ 0.01 063 =+ 0.08
Lieberose T 36.77 + 9.22 0.79 + 0.12 0.03 + 0.01 bdl
T2 84.80 = 29.44 1.19 + 0.18 0.01 = 0.01 0.08 + 0.00

ANOVA (omega squared and significance levels)

Standort 0.06 ns 0.00 ns 0.05 o 0.00 ns
Zeit 0.66 o 0.83 ok 0.65 el 0.91 el
Standort x Zeit 0.05 ns 0.03 ns 0.25 ex 0.02 ns

Tabelle 6: Loslicher organischer Kohlenstoff (DOC), loslicher organischer Stickstoff (DON) und

mineralischer Stickstoff.

Fir die mikrobiellen Analysen wurden 18 Proben sequenziert (3 Replikate, Zeitpunkt 0, 4
Monate, 10 Monate und zwei Bdden), die insgesamt 59,710,640 Sequenzen ergaben. Die
taxonomische Zuordnung der gesamten Sequenzen hat ergeben, dass in den BBK von
Lieberose Ktedonobacteraceae, Bradyrhizobiaceae und Acidobacteriaceae domineren,
wahrend in den BBK vom Huhnerwasser Oscillatoriaceae, Leptolyngbyaceae,
Microcoleaceae, Tolypothrichaceae und Nostocaceae am haufigsten vorkommen. Im
nachsten Schritt wurden die Sequenzen den EPS/LPS Genen zugeordnet. Abbildung 5 zeigt

die relative Abundanz der untersuchten Gene. Statistische Analysen haben gezeigt, dass die
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relative Abundanz der Gene sowohl vom Probenahmezeitpunkt als auch vom
Ausgangboden abhing. Prinzipiell hat sich gezeigt, dass wza, wcaB, wcaF, wzt und IptG in
den BBK signifikant erhéht waren. Dieser Effekt war besonders ausgepragt in den BBK vom
HUhnerwasser. Die relative Abundanz des Gens wzt war in den BBK vom HUhnerwasser
bereits nach 4 Monaten signifikant erhéht und in den BBK von der Lieberose nach 10
Monaten.

Die taxonomische Zuordnung der EPS/LPS produzierenden Bakterien hat
substratspezifische Unterschiede gezeigt. In den BBK vom HUhnerwasser dominieren
Cyanobacteria, wahrend in den BBK von der Lieberose Chloroflexi und Acidobacteria am
haufigsten waren. AuRerdem wurde deutlich, dass die Anzahl an Familien, die fur der
EPS/LPS Synthese zustandig sind, sprunghaft von 33 auf 150 fir die Hihnerwasserkrusten
und von 34 auf 100 Familien fur die Lieberosekrusten anstiegen, so dass wir eine
Anreicherung in den BBK nachweisen konnten. Um bestimmte Indikatorfamilien zu ermitteln,
wurden Korrelationsanalysen der Genabundanzen und der Abundanzen der EPS/LPS
produzierenden Familien durchgefiihrt. Dadurch wurden insgesamt 57 Familien identifiziert,

die eine positive Korrelation zwischen EPS/LPS Genen und ihrer Abundanz aufwiesen.
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Abbildung 5. Relative Abundanz der LPS/EPS Gene.

Die 25 haufigsten Familien sind in Abbildung 6 zusammengefasst. Zusammengefasst haben
die Analysen gezeigt, dass Betaproteobacteria (insbesondere Burkholderiaceae),
Gammaproteobacteria (Moraxellaceae) und Bacteroidetes (Flavobacteriaceae)

Indikatorfamilien flr die EPS/LPS Produktion im Boden sind. Deltaproteobacteria
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(Myxococcaceae und Archangiaceae) und Planctomycetes (Gemmataceae und
Planctomycetaceae), Cyanobakterien sind Indikatoren fir die EPS/LPS Produktion in den
BBK vom Hihnerwasser und Chloroflexi (Ktedonobacteraceae und
Thermogemmatisporaceae) und Acidobacteria (Acidobacteriaceae) fir BBK von der

Lieberose.

Bakterielle Abundanz Genabundanz
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Abbildung 6. Potentielle Indikatorfamilien fir die Produktion von EPS/LPS basierend auf

Korrelationsanalysen der Genabundanzen und Abundanzen der assoziierten Familien.

4.4 Mikrobielle Netzwerke in unterschiedlichen Bodentiefen

In einem weiteren Feldversuch (durchgeflhrt von Agroscope in der Nahe von Zirich, mit
einem  Vergleich von reduzierter = Bodenbearbeitung versus  konventionelle
Bodenbearbeitung) wurde basierend auf Metagenomdaten eine detaillierte Analyse der
Netzwerke in 0-6 und 10-16 cm durchgefuhrt. Mittels Co-occurrence Analysen wurde
gezeigt, dass die bakterielle Gemeinschaft in 3 Netzwerke geteilt werden kann (Abbildung
7). Die bakterielle Gemeinschaft hinter dem roten Netzwerk wird weder von der Tiefe noch
von der Bodenbearbeitung beeinflusst. Das blaue Netzwerk wird durch Bakterien gebildet,
die hauptsachlich durch die Tiefe beeinflusst werden und das grine Netzwerk beinhaltet
Bakterien, deren Interaktion auch durch die Bodenbearbeitung angetrieben wird. Des
Weiteren setzt sich das griine Netzwerk hauptsachlich durch hochabundante Bakterien

Zusammen.
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Abbildung 7: Netzwerkanalyse der bakteriellen Gemeinschaft basierend auf Korrelationsanalysen.
Um eine Co-Occurence zu definieren, wurde ein Abundanz- (>50 Sequenzen in > 3 Proben) und ein
Korrelations-Cut -Off (R > 0,6) verwendet.

Die taxonomische Zuordnung der Bakterien in den verschiedenen Netzwerken ergab, dass
das rote Netzwerk von Bacteriodetes und Cyanobacteria dominiert wird. Das griine
Netzwerk wird von Actinobacteria und Alphaproteobacteria dominiert. Im Vergleich zu den
anderen beiden Netzwerken, umfasst das blaue Netzwerk doppelt (im Vergleich zu grin)
bzw. 8-mal (im Vergleich zu rot) mehr bakterielle Familien. Die haufigsten Phyla hier gehéren
zu den Planctomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Nitrospirae, Firmicutes und

Thaumarchaeota.
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Abbildung 8: Relative Abundanz der bakteriellen Familien im roten (Red community), griinen (Green

community) und blauen Netzwerk (Blue community).

5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Einfluss von Bodenbearbeitung auf die EPS/LPS produzierende Gemeinschaft

EPS und LPS spielen eine wichtige Rolle fur den Erhalt der Bodenqualitdt, da sie die
Stabilitdt von Bodenaggregaten mallgeblich bestimmen. Bodenbearbeitung jedoch zerstort
Bodenaggregate, so dass bodenchemische als auch bodenphysikalische Eigenschaften
verandert werden, was wiederum einen Einfluss auf die Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaft hat (Souza et al., 2013; Carbonetto et al., 2014; Miura et al., 2016). Daher ist
es ein Ziel des 6kologischen Landbaus reduzierte Bodenbearbeitung zu etablieren. Unsere
Untersuchungen in allen Feldversuchen haben gezeigt, dass Cmic bei reduzierter
Bodenbearbeitung im Oberboden erhoht ist, gleichzeitig sind auch die relativen Abundanzen
der EPS/LPS Gene im Oberboden erhdht, so dass sich daraus absolut ein hoheres Potential
fur die Synthese von EPS/LPS im Oberboden ergibt. Die Wichtigkeit dieser Funktion zeigt
sich auch darin, dass Uber die Halfte der detektierten Familien auch Gene fir die EPS/LPS
Synthese aufwiesen. Der Vergleich mehrerer Standorte hat gezeigt, dass sich das erhohte
Potential fir die Synthese von EPS/LPS nur bei schluffigem Boden (Moskanjci) auf die
Aggregatstabilitat auswirkt, die hier bei reduzierter Bodenbearbeitung hoher ist. Der hohe
Tongehalt des Bodens in Frick erlaubt per se eine bessere Bodenstruktur (Cooper et al.,
2016), wahrend der Sandboden in Juchowo eine Aggregierung unter allen Bedingungen

erschwert.
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Die Bodenbearbeitung wirkt sich aber nicht nur auf die bakterielle Abundanz aus, sondern
auch die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft. Dies kann insbesondere bei der
Synthese von EPS/LPS zu schwerwiegenden Konsequenzen flihren, da die chemischen
.Klebeeigenschaften* der Polysaccharide stark vom produzierenden Organismus abhangt,
da die chemischen Strukturen mannigfaltig sind (Sutherland, 2001; Erridge et al., 2002). An
allen Standorten dominierten Bakterien mit dem Wzy-abhangigen EPS Syntheseweg und
LptF und LptG Transportern flr das Ausschleusen der LPS Molekile. Alle die
zugrundeliegenden Gene wurden in sehr vielen verschiedenen Taxa gefunden, so dass eine
hohe Abundanz dieser Gene ein Anzeiger fur eine relativ stabile EPS/LPS Synthese sein
kann. Sollte allerdings die Abundanz dieser Gene massiv zurickgehen, kann man davon
ausgehen, dass dies negative Auswirkungen auf die Bodenstruktur hat.

Obwohl die relative Abundanz von EPS/LPS produzierenden Bakterien bei reduzierter und
konventioneller Bodenbearbeitung gleich ist, wurden doch Unterschiede bei den
zugrundeliegenden Schlisselorganismen gefunden, welche wiederum zu veranderten
Klebeeigenschaften der Polysaccharide flihren kénnen. Schlussendlich zeigten unsere
Analysen, dass das Potential zur Synthese von EPS/LPS im Pflughorizont am héchsten ist.
Dies kann durch die wiederholte Zerstérung der Bodenstruktur begriindet werden, aber auch
der hoheren Nahrstoff- und Sauerstoffverfligbarkeit, welche wichtig sind flr die Energie- und
Kohlenstoff-zehrende Produktion der Polysaccharide. In tieferen Bodenschichten wurden
daher strikt anaerobe Familien wie Anaerolinaceae als dominante Schlisselorganismen
detektiert (Yamada et al., 2006).

Der Vergleich der EPS/LPS produzierenden Bakterien an verschiedenen Standorten hat
gezeigt, dass das Potential in allen geographischen Lagen und Bodenbeschaffenheiten hoch
ist. Gleiche Beobachtungen wurden in jlingster Zeit flr verschiedene bakterienbetriebene
Prozesse beobachtet (de Vries et al., 2015; Grafe et al., 2018). Unterschiede zeigen sich
allerdings bei den Schlisselorganismen. In Standorten wo die mikrobielle Biomasse N-
limitiert ist, wie in Juchowo, dominieren Bakterienfamilien wie Bradyrhizobiacaea, die

potentiell auch N-fixieren kénnen (Spaink, 2000).

5.2. Einfluss von pH-Wert auf die EPS/LPS produzierende Gemeinschaft

Der Vergleich der verschiedenen Standorte hat gezeigt, dass gerade unter sandigen
Bedingungen die Aggregatstabilitdt sehr gering ist. Eine Mdoglichkeit den Boden zu
stabilisieren, ist die Bildung und der Erhalt von biologischen Bodenkrusten (BBK), welche
auch an den Standorten beobachtet wurden. Daher haben wir einen Topfversuch
durchgefuhrt in dem wir zwei verschiedene Sandbdden kultiviert haben (pH 8 vs. pH 5) und
das Potential fur die EPS/LPS Synthese im Boden und den BBK verglichen haben. Unser

Experiment hat gezeigt, dass unter stabilen Bedingungen eine BBK-Bildung sehr schnell
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gehen kann und bereits nach 4 Monaten signifikante BBK Biomasse aufgebaut wurde. Dies
wurde auch im Feld durch Maestre et al. (2006)verifiziert. Die Bildung der BBK ging einher
mit einem massiven Anstieg von EPS/LPS produzierenden Bakterien, so dass man davon
ausgehen kann, dass die erfolgreiche Etablierung von BBK in sandigen Bdden einen grolien
Vorteil fir die Bodenstabilitdt aber auch die Nahrstoffspeicherung hat. Denn zum einen
haben wir signifikant mehr I6slichen Kohlenstoff und Stickstoff in den BBK gemessen und
zum anderen werden insbesondere in alkalischen Bdden Cyanobacteria angereichert, die
sowohl in der Lage sind CO, als auch N, zu fixieren. In sauren Bdden findet man
erfahrungsgemal keine Cyanobacteria, dort wird deren Aufgabe durch Algen bzw. andere
bakterielle Familien Ubernommen wie Ktedonobacteraceae, Bradyrhizobiaceae und
Acidobacteriaceae, die zum Einen sauretolerant sind oder zum Anderen auch N fixieren
kénnen (Campbell, 2014; Hanada, 2014; Marcondes de Souza et al., 2014). In anderen
Studien wurde gezeigt, dass die akkumulierten Nahrstoffe in den BBK mit der Zeit auch in
tiefere Bodenschichten transportiert werden (Beymer and Klopatek, 1991; Dimig et al.,
2014), so dass sie als ein Nahrstoffreservoir gesehen werden kénnen.

Wie auch flir die anderen Standorte wurde der Wzy-abhangige EPS Syntheseweg und LptG
und LptF Transporter fir LPS als dominante Wege gefunden. Daher wirde die Etablierung
von BBK in landwirtschaftlichen Bdden die bereits natirlich vorkommenden Potentiale
verstarken. Aullerdem haben Korrelationsanalysen gezeigt, dass eine starke positive
Korrelation zwischen der Abundanz von verschiedenen Cyanobacteria, Acidobacteriaceae,
Ktedonobacteraceae und Bradyrhizobiaceae und der EPS/LPS Gene besteht, so dass man

diese Familien als Indikatoren fur die Bildung von EPS/LPS in BBK von sandigen Boden.

5.3. Einfluss von Bodenbearbeitung auf mikrobielle Netzwerkstrukturen

Um Indikatorspezies fur die Bodenbearbeitung abzuleiten, haben wir Co-Occurrence
Analysen durchgefuhrt. Dadurch ist es moglich Organismen, die auf einen
Bearbeitungsfaktor reagieren isoliert darzustellen. Die meisten Bakterien wurden durch die
Bodentiefe beeinflusst, was keine Uberraschung ist, da diese mit einer starken Anderung der
Randbedingungen verknupft ist wie Sauerstoffabnahme, reduzierte Nahrstoffverfigbarkeit
etc. Am interessantesten fir unsere Fragestellung nach Indikatorspezies fir
Bodenbearbeitung ist allerdings das grine Netzwerk (Abbildung 7), da hier Organismen
erfasst wurden, die von der Bodenbearbeitung beeinflusst werden. Die meisten Vertreter
gehodren zu den Alphaproteobacteria und Actinobacteria. Interessanterweise sind diese bei
reduzierter Bearbeitung im Oberboden erhdht, wahrend sie bei konventioneller
Bodenbearbeitung in tieferen Bodenschichten akkumulieren. Familien beider Phyla sind
bekannte pflanzenassoziierte Bakterien. Micromonaspora zum Beispiel sind bekannte

Endophyten und haben Pflanzen unterstitzende Eigenschaften (Wilhelm et al., 2017).
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Actinobacteria kénnen eine grolie Anzahl Antibiotika produzieren und die Pflanzen dadurch
vor Pathogenen schiitzen (Bérdy, 2005). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Wurzeldichte
bei reduzierter Bodenbearbeitung im Oberboden grofler ist, wahrend die Wurzeln bei
gepfligten Varianten auch in tiefere Bodenschichten vordringen (Boguzas et al., 2010).
Gleichzeitig werden bei reduzierten Varianten mehr Wurzeln durch Bakterien kolonisiert
(Huang et al., 2016). Behalt man den hohen Bedarf an Kohlenstoff fir die Synthese von
EPS/LPS im Hinterkopf bedingt die engere Assoziation von Wurzeln und potentiellen
EPS/LPS Produzenten Vorteile fur beide Seiten. Die Bakterien erhalten den notigen
Kohlenstoff und kénnen dadurch Biofilme bilden um die Pflanze vor dem Eintritt von
potentiell pathogenen Organismen zu schitzen. Weitere Bakterien, die durch die
Bodenbearbeitung beeinflusst wurden gehéren zu den Beta, Gamma- und
Deltaproteobacteria wie die Oxalobacteraceae und Comamonadaceae (Betaproteobacteria),
die Xanthomonadaceae (Gammaproteobacteria), die Polyangiaceae, Cystobacteraceae,
Labilitrichaceae und Myxococcaceae (Myxobacteria, Deltaproteobacteria) und die
Burkholderiales (Betaproteobacteria). Zusammenfassend kann man sagen, dass viele der
Bakterien, deren Abundanz durch die Bodenbearbeitung beeinflusst wird, positive Effekte fir
die Pflanze haben wie die Produktion von Biokontrollsubstanzen, Antibiotika und andere

aber auch profitieren durch den zusatzlichen Kohlenstoffeintrag.

6. Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und zur Verwertbarkeit der Ergebnisse.

Die im Rahmen des Projektes erzielten Ergebnisse wurden und werden in wissenschaftlich
begutachteten Fachzeitschriften publiziert und die erhobenen Daten vollumfanglich 6ffentlich
zuganglich gemacht. Die Sequenzierdaten sind im ,sequencing read archive® (SRA) unter
der Nummer PRINA387672 hinterlegt.

Dadurch leisten sie einen dauerhaften Beitrag dazu, ackerbauliche Systeme und deren
Mikrobiome zu verstehen und Managementfaktoren zu identifizieren, mit deren Hilfe solche
Systeme optimiert werden kénnen.

Der hauptsachliche Nutzen des Projektes liegt im Erlangen von Erkenntnissen im Rahmen
der Grundlagenforschung, die mikrobiellen Daten alleine kdénnen nicht in eine direkte
Praxisempfehlung Ubersetzt werden, dienen aber malfigeblich zur Interpretation weiterer

Managementstrategien. Daher wurde kein Merkblatt im Sinne von Il angefertigt.

7. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsédchlich erreichten

Zielen; Hinweise auf weiterfiihrende Fragestellungen

Die Arbeiten wurden bis auf zwei Einschrankungen wie geplant durchgefihrt. Auf Grund der
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massiven Weiterentwicklung der Sequenziertechnologien und Auswertesoftware konnte in
WP5 ein Mehrwert erzielt werden, da die Anwendung der etablierten bioinformatischen
Pipeline eine Datenanalyse Uber die reine Genabundanz hinaus erlaubte. Daher wurden
keine Einzelstehenden Primersysteme entwickelt, sondern ein holistischer Ansatz gewahilt,
um die Daten auf mehreren Standorten zu validieren.

In WP1 wurde Teebeutel vergraben um die mikrobielle Aktivitat durch deren Abbau zu
ermitteln. Dieser Ansatz konnte leider nicht abgeschlossen werden, da die Teebeutel
mehrmals Uber den Winter Schaden genommen haben und keine aussagekraftige
Auswertung maoglich war.

Zum jetzigen Zeitpunkt haben sich die Analysen auf einen Zeitpunkt im Jahr beschrankt, an
dem stabile Muster verfolgt werden kdnnen (Frahjahr vor der Aussaat). Fir ein effizientes
Management ware es fur die Zukunft anstrebenswert Dynamiken wahrend des Jahres zu
untersuchen, um besser zu verstehen wie sich die bakteriellen Potentiale unter sich
andernden Randbedingungen anpassen und wie sich die Konkurrenz zwischen Pflanzen

und Mikroorganismen auf die mikrobiologischen Potentiale auswirkt.

8. Zusammenfassung

Im okologischen Landbau gilt es unter umweltschonender Bewirtschaftung trotzdem hohe
Ertrage zu erzielen. Bisher wurde dies teilweise durch konventionelle Pfligung realisiert,
diese MalRnahme zerstort aber in hohem Masse die Bodenstruktur des Oberbodens und
damit den Lebensraum wichtiger Organismengruppen. Daher ist es winschenswert die im
konventionellen Landbau schon uUbliche reduzierte Bodenbearbeitung auch im 6kologischen
Landbau zu etablieren. Im Rahmen dieses Projektes wurde daher untersucht wie sich die
reduzierte Bodenbearbeitung auf das Mikrobiom auswirkt. Da Pfligen insbesondere die
Bodenstruktur zerstért, lag der besondere Fokus auf dem bakteriellen Potential
strukturbildende Substanzen wie EPS/LPS zu produzieren.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass das Potential zur Bildung von EPS/LPS generell
im Pflughorizont am grofRten ist. Als Indikatorgene wurden wza fir die EPS-Synthese und
IptG und IptF flir den LPS Transport identifiziert. Wahrend die Abundanz der
zugrundeliegenden Gene nicht durch die Bodenbearbeitung beeinflusst wurde, hat sich die
Zusammensetzung der Schlisselorganismen je nach Standort, Tiefe und Bodenbearbeitung
unterschieden. Da die strukturbildenden Eigenschaften der Polysaccharide bei jedem
Organismus anders ist, kdnnen kleine Unterschiede in der mikrobiellen Zusammensetzung
zu grofden Unterschieden in der Aggregatstabilitat fihren. So hat sich gezeigt, dass trotz
vergleichbarer relativer Genabundanzen schiuffiger Boden am sensibelsten auf die

Bodenbearbeitung reagiert, mit hdheren Werten unter reduzierter Bodenbearbeitung. Die
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sowieso schon schlechte Aggregierung in sandigen Béden, konnte nicht verbessert werden.
Alternativ kénnte man hier aber durch reduzierte Bodenbearbeitung die Entwicklung von
BBK unterstlitzen, die wie sich gezeigt hat ein groRes Potential fir die Speicherung von
Nahrstoffen haben, als auch die Bildung von EPS/LPS.

Interessanterweise haben die Netzwerkanalysen ergeben, dass insbesondere Bakterien, die
das Pflanzenwachstum unterstitzen wie Micromonapsora und Actinobacteria durch die
Bodenbearbeitung beeinflusst werden. Sie akkumulieren im Oberboden bei reduzierter
Bearbeitung und unter dem Pflughorizont bei den Pflugvarianten und folgen somit der

Wurzelpenetrationstiefe.
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Il Erfolgskontrollbericht

1. Beitrag des Ergebnisses zu den forderpolitischen Zielen des BLE

In direktem Bezug zu den forderpolitischen Zielen des BLE leistete das Projekt einen
Beitrag zu den Forderbereichen , Ressourcenschonender Pflanzenbau® und
,Okologischer Landbau“. Durch die Arbeiten wurden Analysen und Lésungsmodelle
fur nachhaltige Flachennutzung und Erhalt der Ressource Boden ermittelt. Mit Bezug
zur Strategie der Bundesregierung, Wissenschaft und Forschung im Bereich der
Biobkonomie zu internationalisieren, wurden wichtige Kooperationen im
europaischen Ausland etabliert insbesondere durch die enge Zusammenarbeit mit

dem FertilCrop Projekt.

2. Wissenschaftlich-technisches Ergebnis des Vorhabens, erreichte Neben-

ergebnisse und gesammelte wesentliche Erfahrungen

siehe Abschnitte | und Il des Berichtes

3. Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte
Keine
4, Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Es ist hinlanglich akzeptiert, dass dkologischer Landbau die Bodenqualitat im Vergleich zum
konventionellen Landbau deutlich erhoht. Um &ahnliche Ertrage wie im konventionellen
Landbau zu erreiche, wird haufig tiefgrindig gepfligt um z. B. Unkrauter zu minimieren. Dies
fuhrt allerdings auch zur Zerstérung wichtiger Lebensraume fir z. B. Regenwirmer. Daher
ist die Ubertragung reduzierter Bodenbearbeitung wie sie im konventionellen Landbau
bereits praktiziert wird, ein wichtiges Ziel fur den oOkologischen Landbau. Ein  wichtiger
Indikator fur eine gute Bodenqualitat ist die Aggregatstabiliat die mafRgeblich durch die
mikrobielle Gemeinschaft beeinflusst wird, da diese wichtige Klebesubstanzen, die Exo- und
Lipopolysaccharide, ausscheiden. Zu verstehen wie diese Gemeinschaften durch die
Bodenbearbeitung beeinflusst werden, sind die Grundlage fir Weiterentwicklungen der

Bodenbearbeitung im 6kologischen Landbau.
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5. Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Die in diesem Projekt erzielten Ergebnisse wurden und werden, sowohl in wissenschaftlich
begutachteten Fachzeitschriften veréffentlicht als auch Uber Datenbanken 6ffentlich
verfugbar gemacht (sequencing read archive (SRA)) und kdnnen dadurch einen
malfdgeblichen Beitrag zum besseren Verstandnis Uber die gezielte Induzierbarkeit
mikrobieller Prozesse im Boden liefern. Die erhobenen Daten wurden auflerdem den
Kollegen des FertilCrop Verbundes (Koordination durch FIBL, Schweiz) zur Verfugung
gestellt, die diese nutzten um soziodkonomische Aspekte zu beleuchten und On-Farm Tools
zur Bewertung der Bodenqualitat zu entwickeln.

Des Weiteren wurden die Ergebnisse in die akademische Lehre einbezogen (Vorlesung:

Mikrobielle Okologie und Mikrobiome, Moderne Methoden der Mikrobiellen Okologie)

6. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Zur Erstellung zukilnftiger nachhaltiger Bewirtschaftungskonzepte muss neben dem
Klimawandel auch bertcksichtigt werden, dass die Bodenqualitat fir nachste zahlenmaRig
wachsende Generationen gesichert wird. Zu diesem Zweck konnen die erhobenen Daten

wichtige Informationen Uber Indikatorspezies und -funktionen geben.

7. Prasentationsmaoglichkeiten fiir mogliche Nutzer z.B. Anwenderkonferenzen

(Angaben, soweit die Art des Vorhabens dies zuldsst)

Die gewonnen Daten wurden bereits im Rahmen von Workshops (z.B. Fortbildung
fur Landschaftsarchitekten in Baden Wdurttemberg) prasentiert, um die Bedeutung

des Bodenmikrobioms fir Bodenqualitat zu unterstreichen

8. Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung

Kosten- und Zeitplan wurde entsprechend der im Antrag genannten Ziele eingehalten.

Meilensteine wurden wie im Zeitplan angegeben erreicht.
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