Ergebnisse EIP-Agri Boden.Biodiversitat —
Mikrobielle Gemeinschaften im Boden

BODEN!2

Biodiversitat

3

Mit Unterstiitzung von Bund, Lédndern und Européischer Union

= Bundesministerium

Land- und Forstwirtschaft, LE 14-20

Regionen und Wasserwirtschaft




Inhalt

VEISUCNSSTANUOITE ..ttt et st e e bt e e s bt e s ab e e st e e sbeeesabeeesnseesabeesabeeesaneesnees 3
Versuche LFS Hollabrunn. ..o .o ettt ettt st e st esbeeesaree s 3

F i [o] g T DTV | = | PR 4
Beta-DiVErSitAt. e i ciiiiiiiiii e 5
TaxoNOMISChe ZUSAMMENSELZUNE ...ceiviiiieeiiiiee e crieee et ee e erite e e stee e s stee e s s sabe e e e ssabee e e sssbeeessnnreeessnareens 7
PHIZ ettt et e e b e e e b et e s be e e be e e hee e s beeeaneeeaareesneeesareenn 8

[ o] & [ Vo) - SRS 10
AbSOlUte QUANTITIZIEIUNG ...eveeee e e e e e tae e e et re e e e sata e e e esabeeesesabeeeeenreeas 12

AV ol T I S Y o - U 14
FA (o] g R YT | - | PSSP 14
2T = B D 1)Y= ] - | PSP PPPTROPPRPROR 15
TaXxoNoOMISChE ZUSAMMENSEIZUNG ...ceceiviieiiciiieecectieeeeette e e eetteeeeeteeeeeebeeeesebeeeeeesteeeseseseesansseeasannes 16
PHIZE ettt h e ettt et e e b e e b e e h e e et e et e e be e beenbeeeaeeeaeeenrean 16
0] & [ Yo - PP PR 18
AbSOlUte QUANTITIZIEIUNG .eeveee e e e st e e e e sbee e e esabeee e snbeeeeenreeas 19
Versuche Landwirte und GesamtVergleiChe .........uviieiiiiiiiciiie e saaee e 21
(G [0 1LY | T OO T TSP PR PRI 23
PN [o] T B DAY= Y| = USSR 23
ACTINODACTEIOTA ... eei ettt ettt e st e st e et e e s be e e s b e e sabeesneeesabeeenes 23

F Yo =TT o TP PR PP PRPRPUPRRPO 23
BeTa-DiIVEISITAL...ceiiiiiiii e 23
HOChdUIrchSatZSEQUENZIEIUNG .....cccevieee ettt e e et e e e ebee e e e e bae e e e entae e e eeabaee e e asenas 24

R eI o T o] o =Y | LTSRS 24

OTU — Operational TaXonomiC UNIt ......ccocciiiiiiiiiee ettt e e e e e s svee e e s sveeeeeennes 24
PCoA — Principal Coordinate Analysis (Hauptkoordinatenanalyse) ........cccccceeeeeeiieeccieeecieeccieeens 24

[ Y g Yot v o] 4o\ Tol ] o] - NP USRS 24
o] & [ Vo) - USSR 24
SIGNITIKANZIEVEIS......eeeeeeeeeee e e et e e et e e e et e e e e e abb e e e seabaee e e asaeeesssaeeeenseneaans 24

TAXONOIMIE c.ceeitttiiieeeeeeeeeti i iee e et ee e ettt e e et eeeseeeasaaeseeeseessasaaaeeeserssstananseeesessssrannseeessssssrsnnsesesesessssnnnns 25



Versuchsstandorte

An den Versuchsstandorten der LFS Hollabrunn sowie LFS Pyhra sowie auf den Flachen der an den
Praxisversuchen beteiligten Landwirte wurden Untersuchungen zu den mikrobiellen Gemeinschaften
im Boden durchgefihrt.

An den beiden LFS gibt es Langzeitversuche zur Bodenbearbeitung mit folgenden Varianten:

e CON - konventionelle wendende Bodenbearbeitung mit Pflug
e RED - reduzierte Bodenbearbeitung mit Grubber

e  MIN — minimale Bodenbearbeitung mit Scheibenegge

e DIR - Direktsaat ohne Bodenbearbeitung

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben vom Oberboden genommen um daraus die DNA zu
isolieren. Uber die Hochdurchsatzsequenzierung wurden dann die Gemeinschaften der Pilze sowie der
Prokaryoten in den Proben bestimmt. Aus den Daten der mikrobiellen Gemeinschaften konnten dann
in weiterer Folge verschiedene Aspekte der Biodiversitat und die relativen Haufigkeiten ausgewahlter
Gruppen berechnet werden.

Im Anhang befindet sich ein Glossar zur Erklarung verschiedener Begriffe aus der mikrobiellen
Okologie.

Versuche LFS Hollabrunn
Der Langzeitversuch zur Bodenbearbeitung an der LFS Hollabrunn lauft bereits seit 2005. Die vier
unterschiedlichen Varianten sind jeweils dreifach wiederholt.

Die Parzellen des Bodenbearbeitungsversuchs wurden nach der Ernte im Herbst 2021 erstmals fiir die
Bestimmung der mikrobiellen Gemeinschaften beprobt. Diese Proben dienen als Referenz fiir die
darauffolgenden Versuche zu den Zwischenbegriinungen.

Ab Herbst 2021 wurde der Bodenbearbeitungsversuch mit Zwischenbegriinungsvarianten kombiniert,
die in drei Streifen quer zu den Bodenbearbeitungen gelegt wurden:

o Keine Zwischenfrucht

e Standard-Zwischenfruchtmischung (drei Arten: Buchweizen, Phacelia, Senf)

e Diverse Zwischenfruchtmischung (zwoIf Arten: Abessinischer Kohl, Felderbse, Ollein,
Perserklee, Phacelia, Tiefenrettich, Sommerwicke, Sonnenblume, Sorghum, WeiRklee,
Winterwicke, Ramtillkraut)

Zusatzlich wurden neben dem bewirtschafteten Versuchsparzellen auch Proben von den nicht
bewirtschafteten Feldrandern als weitere Referenzen genommen. Durch die Beprobung von
Feldrandern konnen ganz allgemein Effekte der Bodenbewirtschaftung (Diingung, Aussaat, Ernte) im
Vergleich zu unbewirtschafteten Flachen mit permanenter Vegetationsdecke beobachtet werden.

Nach Anlage der Zwischenfruchtvarianten wurde jeweils in den Jahren 2022, 2023 und 2024 beprobt.
Aus den Proben wurde DNA isoliert um dann Gber die Hochdurchsatzsequenzierung die Pilze bzw. die
Prokaryoten zu bestimmen.



Alpha-Diversitat

An der LFS Hollabrunn nimmt der Artenreichtum der Pilze mit abnehmender Bodenbearbeitung zu, die
Unterschiede sind statistisch stark signifikant (siehe Abbildung 1 obere Reihe). Der Shannon-Index
nimmt ebenso zu (siehe Abbildung 1 untere Reihe), doch sind die Unterschiede weniger deutlich
ausgepragt als beim Artenreichtum. Fir die Berechnung der Unterschiede wurden die Feldrand-
varianten herausgenommen, die zu einer starkeren Streuung der Resultate gefiihrt haben. Es konnte
kein eindeutiger Trend fir die Feldrandvarianten gefunden werden.

Alpha-Diversitat Pilze Hollabrunn
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Abbildung 1: Alpha Diversitat der Pilze in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Hollabrunn zur Bodenbear-
beitung und zum Zwischenfruchtanbau. Die Feldrandvarianten wurden nicht gezeigt. Im oberen Teil ist der
Artenreichtum (Observed), im unteren Teil der Shannon-Index gezeigt, jeweils fir die Jahre 2023 und 2024.
Wahrend die Unterschiede zwischen den Bodenbearbeitungsvarianten statistisch signifikant sind (Signifikanz-
levels Gber den Graphen), gibt es zwischen den Zwischenbegriinungsvarianten keinerlei Einflisse (unter den
Graphen).

Wie in praktisch allen Studien zur mikrobiellen Okologie im Boden ist die Alpha-Diversitit der
Prokaryoten deutlich hdher als die der Pilze — sowohl der Artenreichtum als auch der Shannon-Index.

Auch bei den Prokaryota gibt es auf den Versuchsflachen der LFS Hollabrunn in den beiden Jahren 2023
und 2024 eine statistisch signifikante Zunahme des Artenreichtums (Abbildung 2 obere Reihe) mit
abnehmender Bodenbearbeitung, aber die Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten sind
extrem gering. Flr den Shannon-Index gibt es diese Unterschiede nur im Jahr 2024, aber nicht im Jahr
2023 (Abbildung 2 untere Reihe).
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Abbildung 2: Alpha Diversitat der Prokaryota in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Hollabrunn zur Boden-
bearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau. Die Feldrandvarianten wurden nicht gezeigt. Im oberen Teil ist der
Artenreichtum (Observed), im unteren Teil der Shannon-Index gezeigt, jeweils fir die Jahre 2023 und 2024.
Wahrend die Unterschiede zwischen den Bodenbearbeitungsvarianten statistisch signifikant sind
(Signifikanzlevels Giber den Graphen), gibt es zwischen den Zwischenbegriinungsvarianten mit einer Ausnahme —
Artenreichtum in CON im Jahr 2024 — keinerlei Einfliisse (unter den Graphen)

Beta-Diversitat

Durch die Analyse der Beta-Diversitat werden Unterschiede zwischen den mikrobiellen Gemeinschaf-
ten aufgrund unterschiedlicher Behandlungsvarianten offensichtlich. Im Folgenden sind die Ergebnisse
der Versuche an der LFS Hollabrunn fiir alle vier Untersuchungsjahre dargestellt. Aufgrund metho-
discher Unterschiede zwischen den einzelnen Hochdurchsatzsequenzierungen ist es derzeit nicht
moglich, die Daten aus den verschiedenen Jahren gemeinsam darzustellen.

Von Beginn an war im Langzeitversuch zur Bodenbearbeitung an der LFS Hollabrunn ein deutlicher
Gradient entlang der Intensitdt der Bodenbearbeitung sowohl in den Gemeinschaften der Pilze als
auch der Bakterien zusehen (siehe Daten vom Herbst 2021 in Abbildung 3). Die Feldrander wurden zu
diesem Zeitpunkt nicht beprobt.
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Abbildung 3: Probenahme Herbst 2021 — Hauptkomponentenanalyse der Gemeinschaften von Pilzen (links) und
Bakterien (rechts) in Ackerbdden der Langzeitversuchsflachen der Landwirtschaftlichen Fachschule Hollabrunn
zur Bodenbearbeitung. Erlduterungen siehe Text.

Ab dem Probenahmejahr 2022 wurden neben den bewirtschafteten Flachen auch die Feldrander zu-
satzlich beprobt. Die Probenahmezeitpunkte waren Juni 2022, September 2023 und Marz 2024, d.h.
nach der Ernte in den beiden ersten Jahren und vor der Aussaat im letzten Jahr. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4 zusammengefasst.

Fir die Pilzgemeinschaften ist bei allen Probenahmen eine deutliche Trennung der Feldrandflachen
von den bewirtschafteten Flachen zu erkennen (Abbildung 4 linke Halfte). In den bewirtschafteten
Flachen zeigt sich der Gradient in der Intensitat Bodenbearbeitung, wie er schon im Jahr 2021 zu sehen
war. Zwischen den Probenahmen im September 2023 und Marz 2024 haben sich die Pilzgemeinschaf-
ten im Boden nur geringfligig verandert.

Fiir die Prokaryota wurden ab dem Jahr 2022 durch Anderungen im Protokoll fiir die Hochdurchsatz-
sequenzierung neben den Bakterien auch die Archaeen erfasst (Ergebnisse siehe Abbildung 4 rechte
Halfte). Im Juni 2022 trennen sich auch fiir die Prokaryoten die Feldrandflachen deutlich von den
bewirtschafteten Flachen ab. In den beiden darauffolgenden Jahren ist diese Trennung weniger
deutlich ausgepragt. Der Gradient in der Bodenbearbeitungsintensitat spiegelt sich bei den beiden
Probenahmen nach der Ernte —Juni 2022 und September 2023 — deutlich in den Gemeinschaften der
Prokaryoten wider. Vor der Aussaat im Jahr 2024 zeigt sich dahingegen zwar eine Abtrennung der
konventionell bearbeiteten Flachen, wohingegen die restlichen Flachen — RED, MIN und DIR — stark
Uberlappen. Diese drei Bodenbearbeitungsvarianten zeigen also vor der Aussaat sehr &dhnliche
prokaryotische Gemeinschaften.

Fiir die Probenahmen September 2023 und Marz 2024, wo ein direkter Vergleich moglich ist, ist
Uberdies eine Verschiebung der prokaryotischen Gemeinschaften zu erkennen: Wahrend nach der
Ernte 2023 in der PCoA alle Punkte rechts der Mittelachse zu finden sind, verschieben sich diese bis in
den Frihling 2024 Grofteils auf die linke Bildhalfte.
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Abbildung 4: Probenahmen 2022 bis 2024 — Hauptkomponentenanalyse (PCoA) der Gemeinschaften von Pilzen
(links) und Bakterien (rechts) in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Hollabrunn zu Bodenbearbeitung und
Zwischenfruchtanbau. Die Bodenbearbeitungsvarianten sind in unterschiedlichen Farben, die Zwischenbegri-
nungsvarianten mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. Erlduterungen siehe Text.

Taxonomische Zusammensetzung

Im Folgenden werden Unterschiede verschiedener taxonomischer Gruppen der Pilze und Prokaryoten
in den verschiedenen Varianten der Bodenbearbeitung und Zwischenbegriinung besprochen. Aus den
Daten der Hochdurchsatzsequenzierung kénnen relative Haufigkeiten fir die einzelnen Arten berech-
net werden, die dann wieder zu héheren taxonomischen Einheiten zusammengefasst werden kénnen.
Relative Haufigkeiten in Prozent diirfen nicht mit absoluten Haufigkeiten verwechselt werden. Da sich



die Gesamtbiomasse andert, kdnnen die Verhéltnisse bei den absoluten Haufigkeiten anders aus-
schauen als bei den relativen Haufigkeiten.

Pilze

Wie in Ackerbdden blich, sind auch in den Béden der LFS Hollabrunn zum Uberwiegenden Teil Pilze
aus dem Phylum der Ascomycota zu finden: unabhdngig von der Bodenbearbeitung und den
Zwischenbegriinungsvarianten gehoéren in fast allen Proben lber 70 % der Pilze zu den Ascomycota.
Wahrend sich am relativen Anteil der Ascomycota als ganze Gruppe durch die verschiedenen
Bewirtschaftungsformen wenig dandert, kommt es innerhalb der Ascomycota bei bestimmten Gruppen
sehr wohle zu Verschiebung. Siehe dazu weiter unten. Als zweites wichtiges Phylum sind dann die
Basidiomycota mit unter 20 % in allen Proben zu finden. Auch hier gibt es kaum konsistente signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten.

Bei den darauffolgenden Phyla gibt es dahingegen sehr wohl deutliche Unterschiede in den relativen
Haufigkeiten zu beobachten: Die Mucoromycota (Abbildung 5 linke Halfte) finden sich in hoheren rela-
tiven Haufigkeiten in den Varianten mit starkerer Bodenbearbeitung, wahrend in der DIR-Variante die
relative Haufigkeit unter 5% liegt. Dieser Trend ist sowohl nach der Ernte im September 2023 als auch
vor der Aussaat im Marz 2024 zu beobachten, auch wenn die relativen Haufigkeiten nach der Ernte
tendenziell héher liegen. Mucoromycota konnen leicht verfligbare Nahrstoffe wie sie in einfachen
Zuckern, Starke oder Aminosauren zu finden sind, schnell verwerten. Soweit diese leicht verflgbaren
Nahrstoffe vorhanden sind, wird das Substrat sehr rasch besiedelt. Durch intensive Bodenbearbeitung
werden frische Pflanzenreste in den Boden eingearbeitet, wodurch kurzfristig leicht verfligbare
Nahrstoffe fliir die Mucoromycota vorhanden sind. In den Feldrandstreifen sind iber alle Boden-
bearbeitungsvarianten hinweg nur geringe Mengen an Mucoromycota zu finden.

Ein gegenteiliger Trend ist dahingegen bei den Glomeromycota (Abbildung 5 rechte Halfte) zu beob-
achten: Die relativen Haufigkeiten sind bei intensiverer Bodenbearbeitung niedrig und in der DIR-
Variante am hochsten. Glomeromycota kdnnen als Symbiosepartner mit den Wurzeln vieler Pflanzen
die sogenannte Arbuskuldare Mykorrhiza ausbilden. Damit werde die Glomeromycota direkt von der
Pflanze mit Kohlenstoffquellen und damit mit einer Energiequelle versorgt, und nehmen dafiir im Ge-
genzug mineralische Nahrstoffe wie vor allem Phosphat aber u.a. auch Stickstoff aus dem Boden auf.
Diese Nahrstoffe werden dann zum Teil an die Pflanze weitergegeben. Der negative Effekt von Boden-
bearbeitung auf Glomeromcota wurde bereits in anderen Studien beobachtet. Wenig tberraschend
ist dementsprechend auch, dass an den Feldrdandern tendenziell hohere relative Haufigkeiten von
Glomeromycota gefunden werden. Interessant ist es aber, dass vor der Aussaat teilweise hohere
relative Abundanzen an Glomeromycota gefunden werden als vor der Ernte, und dass die héchsten
Werte vor der Aussaat in einer Variante ohne Zwischenfrucht (iiber 1,5 % bei DIR ohne Zwischenfrucht)
gefunden wurden.
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Abbildung 5: Relative Haufigkeiten von Mucoromycota und Glomeromycota in Ackerbdden der Versuchsflachen
der LFS Hollabrunn zur Bodenbearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau fiir die Jahre 2023 und 2024. Wahrend
die Unterschiede zwischen den Bodenbearbeitungsvarianten statistisch signifikant sind (obere Signifikanzlevel),
gibt es zwischen den Zwischenbegriinungsvarianten kaum signifikante Unterschiede (untere Reihe der Signifi-
kanzlevels)

Neben den Verschiebungen auf der Ebene von Phyla, gibt es auch deutliche Anderungen auf niedrige-
ren taxonomischen Ebenen. Als Beispiel sei hier die Gattung Fusarium genannt (Abbildung 6). Sowohl
nach der Ernte im September 2023 als auch vor der Aussaat im Marz 2024 steigt die relative Haufigkeit
von Fusarium mit abnehmender Intensitat der Bodenbearbeitung an, wobei der Effekt vor der Aussaat
im Marz 2024 deutlicher zu erkennen ist. Bei der DIR-Variante gibt es nach der Ernte 2023 (berdies
einen statistisch signifikanten Unterschied fir die Zwischenbegriinungsvarianten mit einer stark er-
hohten relativen Haufigkeit von Fusarium in der Standard-Zwischenbegriinungsvariante. Vor der Aus-
saat im Madrz 2024 sind zwar keinerlei statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zwischen-
begriinungsvarianten zu erkennen, aber es ist Gber alle Bodenbearbeitungsvarianten eine Tendenz zu
héherem Fusarium-Druck ohne Zwischenbegriinung zu erkennen.



Hollabrunn Fusarium Abbildung 6: Relative Haufigkeiten von Fusarium
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Prokaryota

Auch bei den Prokaryota sind auf Phylumebene stark signifikante Unterschiede zwischen den
Varianten der Bodenbearbeitung zu beobachten: Die Actinobacteriota nehmen mit der Intensitdt der
Bodenbearbeitung ab, d.h. in der CON-Variante sind sie besonders hoch, und in der DIR-Variante deut-
lich niedriger (siehe Abbildung 7 obere Reihe). Die Planctomycetota verhalten sich genau umgekehrt,
und sind in der CON-Variante mit geringeren relativen Haufigkeiten zu finden als in den anderen
Varianten (Abbildung 7 untere Zeile). Statistisch signifikante Unterschiede bei den Zwischenbegrii-
nungsvarianten ergeben sich vor allem durch Unterschiede der bewirtschafteten Flachen zu den
Feldréandern.
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Abbildung 7: Relative Haufigkeiten von Actinobacteriota und Planctomycetota in Ackerbdden der Versuchsfla-
chen der LFS Hollabrunn zur Bodenbearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau fir die Jahre 2023 und 2024.
Wahrend die Unterschiede zwischen den Bodenbearbeitungsvarianten statistisch signifikant sind (obere
Signifikanzlevel), gibt es zwischen den Zwischenbegriinungsvarianten kaum signifikante Unterschiede (untere
Reihe der Signifikanzlevels).

Wie schon in der Beta-Diversitat ersichtlich (siehe PCoA Abbildung 4 rechte Halfte) gibt es bei den
Prokaryota deutliche Unterschiede zwischen denbeiden Probenahmezeitpunkten — nach der Ernte im
September 2023 bzw. vor der Aussaat im Marz 2024. Eine Gruppe von Organismen, die diese starken
jahreszeitlichen Unterschiede widerspiegelt ist die Ordnung Nitrososphaerales (Abbildung 8).
Wahrend nach der Ernte fast durchgehend relative Haufigkeiten von tber 8 % (markiert durch eine
strichlierte Linie in Abbildung 8), sinken diese Werte bis zum Marz im Folgejahr auf fast durchgehend
unter 8 % ab. Dieser Effekt zeigt sich Giber alle Bodenbearbeitungs- und Zwischenbegriinungsvariante
—auch an den Feldrandern. Bei den Nitrosophaerales handelt es sich um Archaeen, die zur Ammonium-
Oxidation befahigt sind. Nach der Ernte wird vermutlich tiber die Mineralisierung aus den Ernteriick-
standen Ammonium frei, das dann in Nitrit und in weiterer Folge Nitrat umgewandelt werden kann.
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Abbildung 8: Relative Haufigkeiten von Nitrososphaerales in Ackerbéden der Versuchsflachen der LFS Hollabrunn
zur Bodenbearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau fiir die Jahre 2023 und 2024. Die Unterschiede zwischen
den Varianten der Bodenbearbeitung und der Zwischenbegriinung sind nur sehr schwach ausgepragt und nur in
wenigen Kombinationen siginifikant. Der jahreszeitliche Unterschied ist dahingegen sehr viel deutlicher
ausgepragt. Zur Verdeutlichung ist bei einer relativen Haufigkeit von 8% eine Linie eingezeichnet.

Absolute Quantifizierung

Uber die digitale PCR oder dPCR wurden die Pilze und Bakterien in den Proben aus den Jahren 2023
und 2024 quantifiziert (siehe Abbildung 9). Wahrend bei der Hochdurchsatzsequenzierung zwar eine
sehr gute taxonomische Auflésung gegeben ist, man aber nur relative Haufigkeiten fiir die einzelnen
Gruppen bekommt, ist tiber die dPCR eine Bestimmung der absoluten Haufigkeit moglich. Mit der dPCR
lasst sich die Kopienzahl eines phylogenetischen Markers — z.B. fiir Pilze oder fiir Bakterien — sehr
genau bestimmen, man erhalt damit einen Anhaltspunkt fir die jeweilige Biomasse. Die Werte werden
in Kopienzahl pro Gramm Trockengewicht Boden angegeben.

Fir die Pilze lag die Kopienzahl in den Proben nach der Ernte im September 2023 deutlich héher als
vor der Aussaat im Mérz 2024. Des weiteren wurden fast durchgehend die héchsten Kopienzahlen in
den Feldrandproben gefunden, wahrend in der intensiv bearbeiteten CON-Variante die niedrigsten
Kopienzahlen gefunden wurden. In den weniger intensiv bearbeiteten Varianten RED, MIN und DIR ist
Uberdies eine Steigerung der Kopienzahlen der Pilze durch die Zwischenbegriinungsvarianten von
"keine" Gber "Standard" zu "divers" zu beobachten. Besonders nach der Ernte im September 2023 sind
diese Tendenzen relativ deutlich ausgepragt.

Bei den Bakterien ergibt sich ein sehr dhnliches Bild fiir die jahreszeitlichen Unterschiede. Die anderen
Effekte sind weniger deutlich ausgepragt, aber zum teil ebenfalls zu beobachten.
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Abbildung 9: Kopienzahlen fiir Pilze (obere Reihe) und Bakterien (untere Reihe) in den Proben aus den

Versuchsflachen der LFS Hollabrunn.



Versuche LFS Pyhra

Alpha-Diversitat

Ahnlich wie beim Exaktversuch an der LFS Hollabrunn konnte auch an der LFS Pyhra eine Steigerung
des Artenreichtums der Pilze mit abnehmender Bodenbearbeitung fiir alle drei Probenahmezeitpunkte
—im Oktober nach der Ernte fiir die Jahre 2022 und 2023 sowie im April vor der Aussaat im Jahr 2024
— beobachten (Abbildung 10 obere Reihe). Fiir den Shannon-Index kann dieser Effekt nur bei der
Probenahme im Jahr 2022 beobachtet werden, aber nicht in den beiden anderen Jahren.
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Abbildung 10: Alpha Diversitat der Pilze in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Pyhra zur Bodenbearbeitung
und zum Zwischenfruchtanbau. Im oberen Teil ist der Artenreichtum (Observed), im unteren Teil der Shannon-
Index gezeigt, jeweils fiir die Jahre 2022 bis 2024. Wahrend die Unterschiede zwischen den Bodenbearbeitungs-
varianten statistisch signifikant sind (Signifikanzlevels Gber den Graphen), gibt es zwischen den Zwischenbegri-
nungsvarianten keinerlei Einflisse (unter den Graphen).

Bei den Prokaryota ist dahingegen nur nach der Ernte im Oktober 2022 eine signifikante Zunahme
des Artenreichtums sowie vom Shannon-Index zu sehen, nicht aber in den beiden folgenden Jahren
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Alpha Diversitadt der Prokaryota in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Pyhra zur Bodenbear-
beitung und zum Zwischenfruchtanbau. Im oberen Teil ist der Artenreichtum (Observed), im unteren Teil der
Shannon-Index gezeigt, jeweils fiir die Jahre 2022 bis 2024. Wahrend die Unterschiede zwischen den Bodenbe-
arbeitungsvarianten statistisch signifikant sind (Signifikanzlevels Gber den Graphen), gibt es zwischen den
Zwischenbegriinungsvarianten keinerlei Einfliisse (unter den Graphen).

Beta-Diversitat

Fir die Beta-Diversitdat kbnnen beim Versuch an der LFS Pyhra dhnliche Muster wie an der LFS
Hollabrunn beobachtet werden: Zu allen drei Probenahmezeitpunkten ist sowohl fiir die Pilze als auch
fir die Prokaryoten der Gradient in der Bodenbearbeitungsintensitdt deutlich zu erkennen (siehe
Abbildung 12). Bei den Pilzen kommt eine teilweise Abtrennung der Standard-Zwischenbegriinungs-
variante von den beiden anderen Vairanten — keine bzw. sehr diverse Zwischenbegriinung — dazu. Es
wird jedoch vermutet, dass dies eher mit der Lage der verschiedenen Zwischenbegriinungsstreifen zu
tun hat als mit den unterschiedlichen Varianten. Das Feld mit den Versuchsparzellen ist an einem Ende
etwas geneigt, wodurch die Wasserverhdltnisse in den einzelnen Streifen fiir die Zwischenbegriinungs-
varianten unterschiedlich sind.
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Abbildung 12: Probenahmen 2022 bis 2024 — Hauptkomponentenanalyse (PCoA) der Gemeinschaften von Pilzen
(links) und Bakterien (rechts) in Ackerbéden der Versuchsflaichen der LFS Pyhra zu Bodenbearbeitung und
Zwischenfruchtanbau. Die Bodenbearbeitungsvarianten sind in unterschiedlichen Farben, die Zwischenbegrii-
nungsvarianten mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. Erlduterungen siehe Text.

Taxonomische Zusammensetzung

Pilze

Der Grol3teil der Pilze in den Béden der LFS Pyhra stammt gehort zum Phylum der Ascomycota mit
einem einigermafen stabilen Anteil von ca. 75% von allen Pilzen. Die Basidiomycota streuen stark
zwischen 5 und 20 % und zeigen tendenziell héhere Anteile in der Standard- Zwischenbegriinungs-
variante, wobei auch hier gilt, dass das vermutlich eher auf die topographischen Verhiltnisse als auf
Effekte der Zwischenbegriinung zurickzufiihren ist. Die Mortierellomycota kommen in dhnlichen
relativen Haufigkeiten wie die Basidiomycota vor, allerdings ist hier im Jahr 2023 ein deutlicher Effekt
durch die Bodenbearbeitung zu erkennen: Die relative Haufigkeit ist in der CON-Variante hoher als die
drei anderen Varianten mit weniger intensiver Bodenbearbeitung (siehe Abbildung 13). Ahnlich wie



die Mucoromycota kénnen Mortierellomycota abgestorbenes Pflanzenmaterial mit vielen leicht ver-
fligbaren Nahrstoffen sehr rasch besiedeln.

Die relativen Haufigkeiten der Glomeromycota zeigen auf den Versuchsflachen der LFS Pyhra kaum

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten fiir Bodenbearbeitung
bzw. Zwischenfruchtanbau.
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Abbildung 13: Relative Haufigkeiten von Mortierellomycota in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Pyhra
zur Bodenbearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau fir die Jahre 2022 bis 2024. Wahrend die Unterschiede
zwischen den Bodenbearbeitungsvarianten im Jahr 2023 statistisch signifikant sind (obere Signifikanzlevel), gibt

es zwischen den Zwischenbegriinungsvarianten kaum signifikante Unterschiede (untere Reihe der Signifi-
kanzlevels).
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Abbildung 14: Relative Haufigkeiten von Fusarium in Ackerbdden der Versuchsflachen der LFS Pyhra zur Boden-
bearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau fiir die Jahre 2022 bis 2024. Die Unterschiede in den Varianten zur
Bodenbearbeitung sind in allen drei Jahren statistisch stark signifikant (obere Signifikanzlevel), wahrend es
zwischen den Zwischenbegriinungsvarianten keinerlei statistisch signifikanten Unterschiede gibt (untere Reihe
der Signifikanzlevels).

Prokaryota

Bei den dominanten Phyla der Prokaryota sind die Unterscheide auf den Versuchsflachen an der LFS
Pyhra weniger deutlich ausgepragt als an der LFS Hollabrunn. Zwar sind die beiden wichtigsten Phyla
auch hier die Actinobacteriota und die Planctomycetota, aber die Unterschiede in den relativen
Haufigkeiten gelten nicht fiir alle Probenahmen und fiir die Jahre 2022 und 2023 sind unterschiedliche
Trends zu beobachten.
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Bei den Nitrososphaerales ist an der LFS Pyhra ein ahnlicher Trend zu beobachten wie an der LFS
Hollabrunn, aber die Streuung ist sehr viel groRer und die Unterschiede zwischen der Probenahme
nach der Ernte im Oktober 2023 und vor der Aussaat im April 2024 sind weniger stark ausgepragt.
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Abbildung 15: Relative Haufigkeiten von Nitrososphaerales in Ackerbéden der Versuchsflachen der LFS Pyhra zur
Bodenbearbeitung und zum Zwischenfruchtanbau fiir die Jahre 2022 bis 2024. Die Unterschiede zwischen den
Varianten der Bodenbearbeitung und der Zwischenbegriinung sind nur sehr schwach ausgepragt und nur in
wenigen Kombinationen siginifikant. Der jahreszeitliche Unterschied ist dahingegen etwas deutlicher ausgepragt.
Zur Verdeutlichung und zum Vergleich mit den Daten von der LFS Hollabrunn ist bei einer relativen Haufigkeit
von 8 % eine Linie eingezeichnet.

Absolute Quantifizierung

Fir die Proben der LFS Pyhra sind nur die Daten von der Probenahme nach der Ernte im Oktober 2023
gezeigt (Abbildung 16). Die Kopienzahlen fiir die Pilze sind in der RED-Variante ohne Zwischen-
begriinung bzw. mit Standard-Zwischenbegriinung am hochsten und in der CON-Variante generell am
niedrigsten.

Auch bei den Bakterien liegt die Kopienzahl in der CON-Variante am niedrigsten. Fiir die
Zwischenbegriinungsvarianten lassen sich aufgrund der Schwankungen keine eindeutigen Aussagen
trefen.
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Abbildung 16: Kopienzahlen fiir Pilze (obere Reihe) und Bakterien (untere Reihe) in den Proben aus den
Versuchsflachen der LFS Pyhra.



Versuche Landwirte und Gesamtvergleiche

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Bodenverhaltnisse bei den einzelnen Landwirten aus dem EIP-
Agri-Projekt Boden.Biodiversitat ist es sehr schwierig Aussagen aus den Praxisversuchen zu ziehen. Ein
Vergleich von mikrobiellen Gemeinschaften von landwirtschaftlich genutzten Bdden aus
unterschiedlichen Regionen Niederdsterreichs zeigt den starken Einfluss der Bodenverhaltnisse sehr
deutlich — siehe dazu Abbildung 17. Neben den Bdden aus dem EIP-Agri Projekt Boden.Biodiversitat
wurden auch Boden von einem Versuch in Rutzendorf im Weinviertel als Vergleich hinzugenommen.
Die Proben unterscheiden sich im Probenahmejahr, der Jahreszeit, der Feldfrucht, der Bewirtschaftung
und der Entnahmetiefe. Dennoch sind sowohl fiir die Pilze als auch die Prokaryota ist Gruppierungen
nach Probenahmeflachen und Regionen sehr deutlich erkennbar.
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Abbildung 17: Gesamtvergleich von mikrobiellen Gemeinschaften in Béden landwirtschaftlichen Flachen aus
Niederdsterreich. Links sind die Pilze, rechts die Prokaryota dargestellt.

Des weiteren wurde die Alpha-Diversitédt in verschiedenen Biomen verglichen (Abbildung 18). Alle
Daten stammen von Proben aus Osterreich und zu einem geringen Teil aus Deutschland, allerdings
sind keinerlei Proben aus dem EIP-Agri-Projekt Boden.Biodiversitdt dabei. Bei den landwirtschaftlichen
Boden sind Flachen von der LFS Hollabrunn dabei. Walder wurden in allen relevanten klimatischen
Hohenstufen von den Donauauen bei Wien bis in ca. 1500 m Seehohe beprobt. Bei den Proben von
Weideflachen handelt es sich um Dungproben von Rindern und Schafen, und nicht um Bodenproben.
Es lasst sich deutlich erkennen, dass die Diversitdt der Pilze in landwirtschaftlich genutzten Flachen
relativ hoch ist, verglichen z.B. mit Waldern der gemaRigten Zone. Die Schwankungen in der Alpha-
Diversitat, die im Rahmen des EIP-Agri-Projektes gefunden wurden, sind minimal verglichen mit den
Schwankungen die zwischen verschiedenen Biomen oder auch in unterschiedlichen Waldflachen
gefunden werden.
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Abbildung 18: Alpha Diversitat fiir Pilze in verschiedenen Biomen.



Glossar

Alpha-Diversitat

Die Alpha-Diversitat ist in der Okologie ein MaR fiir die Diversitat an Arten bzw. anderer taxonomischer
oder funktioneller Gruppen in einer Probe, wobei es unterschiedliche Methoden zur Berechnung der
Alpha-Diversitat gibt. Die unterschiedlichen Konzepte beruhe zum Grofdteil auf Methoden der
klassischen Okologie von Pflanzen und Tieren, kénnen aber mit gewissen Anpassungen auch in der
mikrobiellen Okologie fiir Bakterien und Pilze angewandt werden. Die zwei wichtigsten seien im
Folgenden genannt:

Artenreichtum: Es wird die Gesamtzahl der in einer Probe gefundenen Arten angegeben. In der
klassischen Okologie ist dies zum Beispiel die Anzahl unterschiedlicher Pflanzenarten auf einer
Versuchsfliche. In der mikrobiellen Okologie ist es die Anzahl unterschiedlicher Sequenzvarianten
(OTU — Operational Taxonomic Units)

Shannon Index: Neben der Anzahl der unterschiedlichen Art ist flir den Shannon-Index auch die
relative Verteilung der Arten wichtig. Wenn es wenige sehr dominante Arten gibt, ist der Shannon-
Index niedrig, wenn es dahingegen viele Arten mit einer relativ gleichmaRigen Verteilung gibt, ist der
Shannon-Index hoch.

Actinobacteriota

Die Actinobacteriota sind ein Phylum innerhalb der Bakterien. In diesem Phylum sind so bekannte Bo-
denbakterien wie Arthrobacter oder Streptomyces vertreten. Einige sind zur Ausbildung Myzel-ahnli-
cher Strukturen befahigt, und die Bildung komplexer Sekunddarmetabolite mit biologischen Aktivitaten
wie z.B. antibiotischer Wirkung sind weit verbreitet.

Archaeen

Wie die Bakterien gehoren auch die Archaeen zu den Prokaryota, zu den Lebewesen ohne Zellkern.
Lange Zeit dachte man, dass Archaeen nur in extremen Umwelten zu finden sind, wie z.B. in
Heillwasserquellen. Seit langerem weil man jedoch, dass sie zu gewissen Anteilen in jedem Boden zu
finden sind. Gewisse Prozesse wie z.B. die mikrobielle Methanproduktion, werden ausschlieBlich von
Archaeen bewerkstelligt. Andere Prozesse, wie z.B. die Ammonium-Oxidation, kdnnen sowohl von
Bakterien als auch von Archaeen durchgefiihrt werden. Die Ammonium-Oxidation ist der erste Schritt
der Nitrifizierung, es wird das Ammonium in Nitrit umgewandelt.

Beta-Diversitat

Im Gegensatz zur Alpha-Diversitat ist die Beta-Diversitat ein MaR fir die Unterschiede zwischen zwei
Proben. Zeigen zwei Proben ein sehr ahnliches Artenspektrum mit vielen gleichen Arten und mit einer
ahnlichen Verteilung der Arten, ist die Beta-Diversitat gering. Sind dahingegen viele Unterschiede zu
beobachten, ist die Beta-Diversitat hoch. Unterschiede kdnnen sein, dass Arten, die in einer Probe
vorkommen, in der anderen Probe ganzlich fehlen, oder haufige Arten aus der einen Probe in der
anderen Probe sehr selten sind (Unterschiede in den relativen Haufigkeiten). Die Beta-Diversitat kann
also immer zwischen einem Probenpaar berechnet werden. Wie fiir die Alpha-Diversitat gibt es auch
fir die Beta-Diversitat eine Vielzahl an Berechnungsmoglichkeiten. Ein gangiges Mal} ist die Bray-
Curtis-Distanz, die fiir die vorgestellten Analysen verwendet wurde. Fir eine groRe Zahl an Proben
bekommt man tber die Bray-Curtis-Distanzen eine sehr groRe Matrix mit paarweisen Vergleichen aller
Proben. Dafiir gibt es verschiedene Darstellungsmaoglichkeiten, wie z.B. die PCoA.



Hochdurchsatzsequenzierung

Nitrososphaerales

Die Nitrososphaerales sind eine Ordnung innerhalb der Archaeen und sind zum Uiberwiegenden Teil
zur Oxidation von Ammonium befahigt, das dabei in Nitrit umgewandelt wird. Aus diesem Schritt
gewinnen sie Energie um Kohlendioxid zu fixieren, das somit fiir den Aufbau von Biomasse verwendet
werden kann. Ammonium-oxidierende Archaeen (AOA) sind im Gegensatz zu den Ammonium-
oxidierenden Bakterien (AOB) besser an sehr niedrige Ammonium-Konzentrationen angepasst.

OTU — Operational Taxonomic Unit

PCoA — Principal Coordinate Analysis (Hauptkoordinatenanalyse)

Die PCoA oder Hauptkoordinatenanalyse ist eine mogliche Darstellungsform fiir die Beta-Diversitat.
Dabei werden die komplexen mikrobiellen Gemeinschaften als Punkte dargestellt, wobei jeder Punkt
der Gemeinschaft in einer Probe entspricht. Liegen zwei Punkte nahe nebeneinander, sind die
Gemeinschaften sehr dhnlich, d.h. die Beta-Diversitat (oder Bray-Curtis-Distanz) ist gering. Liegen die
Punkte weiter auseinander, sind die Gemeinschaften sehr unterschiedlich (hohe Beta Diversitat bzw.
grolRe Bray-Curtis-Distanz).

Planctomycetota

Das Phylum Planctomycetota ist zwar schon seit langerem bekannt, aber da es in dieser Gruppe sehr
viele bislang noch nicht kultivierte Vertreter gibt, bleiben noch viele Aspekte unklar. Die meisten Arten
der Planctomycetota werden nur Gber direkte Sequenzierungsverfahren gefunden. Es zeigt sich aber,
dass in vielen Boden Bakterien aus diesem Phylum besonders haufig zu finden sind.

Prokaryota

Die Prokaryota umfassen die Organismengruppen ohne Zellkern, also die Bakterien und die Archaeen.
Diese beiden Gruppen zeigen deutliche Unterschiede in vielen ihrer Merkmale. Bei der Hochdurchsatz-
sequenzierung besteht die Moglichkeit, dass beide Gruppe gemeinsam erfasst werden.

Signifikanzlevels

Signifikanzlevels werden in der Statistik verwendet um zu bewerten, wie gut abgesichert der
Unterschied zwischen verschiedenen Gruppen (z.B. verschiedenen Bodenbearbeitungsvarianten) ist.
Einerseits kann der p-Wert bzw. die Irrtumswahrscheinlichkeit angegeben werden. Der p-Wert liegt
zwischen 0 und 1. Je kleiner der p-Wert desto geringer die Irrtumswahrscheinlichkeit, d.h. desto
geringer die Chance dass man irrtimlich einen Unterschied festgestellt hat. Damit steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass es einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gibt. Folgende
Werte und Symbole werden Ublicherweise verwendet:

ns — p > 0.05: nicht signifikant, kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
* — p < 0.05: schwach signifikant

** —p <0.01: signifikant

*** _ p < 0.001: deutlich signifikant

**k%* _ p <0.0001: stark signifikant
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