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Abschlussbericht

Die Arbeiten sollten die Moglichkeiten des Truffelanbaus in Tharingen ausloten, wobei sowohl
natlrliche Fundstellen als auch die Anlage von Triffelplantaten sowie eine wissenschaftliche
Begleitung geplant waren. Die Arbeiten gliederten sich in 5 Arbeitspakete. Deren Stand nach
Abschluss des Projekts ist im Folgenden dargestellt.

Arbeitspaket 1 — Standort-Analyse

Ermittlungen zur natirlichen Verbreitung in Thiringen mit Erkundung

potenzieller Anbaugebiete

Der Start zum Nachweis natlrlicher Fundstellen von Tuber aestivum (Sommertriffel) bzw.
Tuber uncinatum (Burgundertriffel) erfolgte am 01. Juli 2021. Dabei entpuppte sich die
Triffelsaison 2021 rein zuféallig und Uberraschend als vorzlgliches Triffeljahr. Teilweise
unterstlitzt durch hochqualifizierte und zertifizierte Suchteams der Forschungsgruppe
Hypogaen (FGH) aus Oberhausen, Ménchengladbach, Aachen, Osnabriick und Wurzburg
konnten wir erste Nachweise von natlrliche Triffelstellen fir Thiringen in insgesamt 14
Landkreisen erbringen. Uber diese Aktivitdten, insbesondere innerértliche Sucherfolge
berichteten wir Landkreis fir Landkreis mit bebilderten Kurzberichten und kurzen
Videosequenzen von Beginn an auf unserer Website www.thiringer-triffelanbau.de. Darliber
hinaus setzten wir die regionale Presse, Radio und Fernsehsender in Kenntnis. Mehrfach
begleiteten uns verschiedene Redaktionen des mdr, um Triffelvorkommen und Triffelanbau
aus verschiedenen Sichtweisen der Bevolkerung naher zu bringen.

Mindestens 100 Truffelstellen insgesamt in Thiringen nachzuweisen, war die urspringliche
Zielsetzung. Dazu hatten wir die Definition der Forschungsgruppe Hypogaen (FGH)
ubernommen, was eine , Triffelstelle” ausmacht. Danach zahlt eine weitere Triffelstelle dann,
wenn diese mindestens 20 m von der nachsten Stelle entfernt ist. Uberraschend und
erstaunlich war die grof3e Dichte bzw. Verteilung der Vorkommen. Wie so haufig im Startjahr
2021 erreichten wir nicht einmal die vorher im Buro festgelegten Untersuchungsgebiete, da wir
auf dem Weg dorthin jeweils die Fahrstrecke ab Schdénewerda nach potenziellen Stellen mit
den Augen absuchten. Wenn wir so einen verdachtigen Bereich direkt an der Fahrstrecke
ausmachten, hielten wir an, um zunachst den Boden auf CaCO; zu prifen. Bei positivem
Testergebnis wurde der Bereich sofort mit einem der Suchhunde Uberpruft. Da (fast) jeder Halt
in den Kalkgebieten ein Treffer war, dauerte es nur wenige Wochen, bis wir 100 Stellen
nachgewiesen hatten.

Allerdings bestatigte sich die Ermittlungen und Erfahrungen der FGH aus anderen
Bundeslandern, dass mindestens 150 — 200 Standorte in einer Region ausfindig gemacht
werden missen, um eine besonders ergiebige Stelle nachzuweisen. Es erfolgte die sofortigen
Grobkartierung dieser Fundstellen vor Ort. Als vorldufiges Fazit teilten wir die Fundstellen
bzw. Standorte nach der Produktivitat nach unserer Einschatzung von 0 — VI ein. Fundstellen
der Kategorie V oder VI sind mit Abstand am haufigsten, kommen nach unserer Uberzeugung
aber fUr den Trlffelanbau nicht in Frage. Bereiche der Kategorie IV und Il stehen dagegen
nur bedingt als Vorbilder fur den
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kommerziellen Anbau. Gelingt es, Triffelstellen nach den natirlichen Vorgaben der Kategorie
Il bis 0 nachzubauen, erhalt man Hochertragsplantagen. Diesem Ziel sind wir deutlich
nahergekommen.

Es folgten die sehr schlechten Triffeljahre 2022 und 2023 mit der mehrfachen Begehung
bekannter Truffelstellen im Jahr, und der erfolgreichen Erkundung von naturlichen
Triffelstellen in den Landkreisen Eichsfeld, Hildburghausen und Sonneberg. Hier konnten jetzt
auch Gewicht, Reifegrade und GréRRe im Labor ermittelt werden. Aus Zeitmangel und wegen
fehlendem Personal konnten nicht alle Landkreise auf das Vorkommen der Sommertriffel
(Tuber aestivum) untersucht werden. Externe Suchteams konnten wegen der grof3en
Entfernungen nicht mehr gewonnen werden, so dass wir frihzeitig begannen, Interessenten
mit ihren Hunden zu ,Blrgerforschern® auszubilden und bei Wochenend- veranstaltungen in
den weiter entfernten Regionen mit einzusetzen.

Aufbau regionaler Wertschopfungsketten

Gleichzeitig verbanden wir unsere Aktivitdten mit der Griindung und dem Aufbau regionaler
Wertschopfungsketten wie z.B. im Unstrut-Hainich Kreis mit Gastronomie/Tourismus,
Hotelkette mit eigener Truffelerzeugung (Gordon Keiling)

. lIm-Kreis:
Gastronomie/Tourismus Gaststatte Riechheimer Berg, Landwirtschaft, Gastgewerbe
und Tourismus

. Landkreis Gotha:
Landwirtschaft/Gartenbau/mdr

. Stadt/Jena:

Innerstadtische Nachweise mit Start in Jena direkt vor dem Gebaude der FSU
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Neue Erkenntnisse: Weitere marktfahige Triiffeln nachgewiesen

Neben einigen fir den menschlichen Verzehr eher ungeeigneten Triffelarten konnten wir mit
Tuber mesentericum (Teertriffel), Tuber brumale (Wintertriffel), und Tuber macrosporum
(Grofl3sporige Truffel) drei weitere marktfahige Triffelarten nachweisen. Die letzten beiden
Arten reifen erst zum Winterbeginn. Um diese ebenfalls in Thiringen in Kultur zu bringen,
waren in einem Folgeprojekt zundchst die genauen IST-Daten zur Okologie zu ermitteln, um
dann Anbauversuche auf separaten Flachen zu etablieren. Mittel- bis langfristig kdnnten sie
die Wertschopfungskette bereichern und den Erzeugern zusatzliche Einnahmen bescheren.

Tuber macrosporum
(Grof$sporige Triffel)

Neue Erkenntnisse: Ausgangsgesteine Keuper-Rot-Travertin

Unsere bis 2023 durchgeflhrten Untersuchungen fiihrten zu einigen neuen Erkenntnissen
auch bei den bodenbildenden Ausgangsgesteinen. So konnten wir Funde Uber Keuper und
Ro6t nachweisen. Nachweise Uber Travertin dagegen gab es durch die FGH z.B. schon in
Brandenburg. Nun auch Erstnachweise in Thiringen im Hausgarten einer Forschungs-
beteiligten in Jena. Wahrend die Funde Uber Travertin und Rét vorlaufig in die Kategorie V
bzw. VI einzuordnen sind, Uberraschten Fundstellen tber mittlerem und unterem Keuper mit
bis hin zur Einordnung in Kategorie Il
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Thiringen e

Neue Erkenntnisse: weitere Mykorrhizapartner

Neue Erkenntnisse gab es auch bei den ektomykorrhizafdhigen Baumarten: Als weitere
Partnerbdume konnten wir gleich mehrfach Birke (Betula sp.) und Sommerlinde (Tilia
platyphyllos) ausmachen. Die vorlaufige Einstufung bzgl. der Produktivitdt als
Mykorrhizapartner unabhangig vom Boden fuhrt zur Kategorie VI bei Birke und zur Kategorie
[lI-1V bei der Sommerlinde. Eine genauere Zuordnung ist wegen unzureichender Nachweise
erst in einigen Jahren mdglich. Beide Baumarten konnten in geringer Stuckzahl in
Truffelanlagen auf Boéden mit unterschiedlichem Ausgangsgestein mit eingebunden werden.
Dadurch kdmen wir schneller zu den noch fehlenden Daten bei einer Bereicherung der
Biodiversitat.

Birke (Betula spec.) Sommerlinde (Tilia platyphyllos)

B0 GRS
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Die in 2021 — 2023 gemachten geballten Erfahrungen, Erkenntnisse und Einsichten, dartber
hinaus permanenter Personal- und Zeitmangel fur Forschungsarbeiten neben der Erwerbs-
tatigkeit fuhrten dazu, sich anders zu organisieren. So galt es Uber neue Wege neue
Mitwirkende in der Region zu finden und diese flir die Tatigkeit zunachst als ehrenamtliche
Birgerforscher zu gewinnen, um spater auch als Erntehelfer eingesetzt werden zu kdénnen.
Insgesamt neun Grundkurse Truffelsuche mit Hund, dazu zehn Weiterbildungskurse fir
Triffelsucher fihrten zu neuen Nachweisen in 2024 nun auch in den geologisch nicht so

beglnstigten Landkreisen Greiz und Saale-Orla-Kreis.
T, - Al XN < P e o T3
LOKALES
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Diese temporare Unterstitzung
durch ausgebildete Truffelsucher und Kartierer von Triffelstellen fihrte zur Grindung einer
externen Triffelgruppe Thuringen/Sachsen, die bei Bedarf TFP Hilfestellung gewahren kann.

Gewollte Zuarbeit durch Bevolkerung

Um eine gewollte Zuarbeit durch die Bevolkerung zu ermdglichen, platzierten wir Aufrufe auf
unsere Website und Wiederholungen in regionalen Zeitungen sich bei Triffelfunden im
eigenen Garten oder anderswo zu melden. Dies fuhrte zu zusatzlichen Erfolgen, wie die zwei
beispielhaft angefiihrten Ereignisse zeigen:
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« Insbesondere solche Fundstellen dienen aus unserer Sicht als
Vorbild fur die Optimierung der Anbauverfahren im Truffelanbau
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So bat Im Juni 2024 ein Triffelschiler aus Arnstadt, er hatte an unserem Vortrag zum
Triffelanbau an der VHS im Jahr 2022 teilgenommen, um Begutachtung seines Triffelfundes
aus seinem Garten. Er prasentierte insgesamt 37 Truffeln mit einem Gewicht von 1.260 g. Sie
wurden sofort gewogen, vermessen und dokumentiert, sowie Stickchen davon fir
Laboruntersuchungen sichergestellt. Wie und woraus sich die Okologie der Fundstelle
zusammensetzt und ob es sich um eine hochproduktive Fundstelle handelt, wurde dann bei
einer Begehung mit Nachsuche geklart. Diese ergab 25 weitere Triiffeln, die im Boden markiert
wurden und dort verbleiben. Eine Bodenprobe férderte versehentlich noch elf kleinere Triffeln
zutage. Drei grolde, bereits von Maden befallene Exemplare waren stark beschadigt und
verbleiben im Erdreich. Das sind insgesamt 37 + 25 + 11+ 3 = 76 Truffeln. Die vorlaufige
Einstufung erfolgte mindestens in Kategorie I, eventuell sogar |.

Fazit:
Insbesondere solche Fundstellen dienen aus unserer Sicht als Vorbild fiir die Anlage

und Optimierung der Anbauverfahren im Triiffelanbau. Daher wurden hier noch zeitnah
mit der Uni Jena Proben genommen und gesichert, um diese in unserem Folgeprojekt

auswerten zu konnen.

In einem weiteren Beispiel entdeckte die Anruferin in ihrem Garten in Waltershausen im
Landkreis Gotha ebenfalls ohne Hund einige Triffeln, die mit dem Scheitel aus dem
Moospolster lugten. Bei ihrer Nachsuche am nachsten Tag, so erlduterte sie, folgte sie den
Resten von Schleimspuren, um weitere Triffeln zu finden, andere Fruchtkérper hatte sie dabei
mit den FuRen erfuhlt. Nach unserer ersten Einschatzung vor Ort kamen wir zu einer
Einstufung in Kategorie V.

Fazit:

Diese natiirliche Triiffelstelle ist kein Vorbild fiir die Inkulturnahme

Aufgrund unserer Aufklarungsarbeit durch Wissensverbreitung Uber die Medien erreichten uns
weitere Fundmeldungen von aufmerksamen Gartenbesitzern, ratsuchenden Pilz-
sachverstandigen und sonstigen Birgern aufer aus Thiringen sogar aus den benachbarten
Bundeslandern. Den meisten Ratsuchenden konnten wir aus Zeitgrinden gar nicht personlich
nachgehen. Interessant aber ist die Tatsache, dass Sommertriffeln aulRerdem bei der
Entfernung/Rodung von Baumen, Strauchern oder Arbeiten im Garten gefunden wurden. Das
unterstreicht die Omniprasenz dieser Triffelart.
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Neue Erkenntnisse: Beispiel Fundstelle Wieling, Reifegradverteilung

o6 10% 20% 30% 50% 50% 60% 70% Bo% 9o 100%

Die aktuelle Lage im Jahr 2024 mit nur kleinértlich zum Teil gutem Truffelaufkommen bot uns
die Gelegenheit, unsere Suchstrategien weiter anzupassen und vielversprechende
Triffelstandorte mit deutlich gunstigerer Niederschlagsverteilung zu analysieren. Die
Aufsammlung der Fundstelle Arnstadt entsprach in etwa der Reiferadverteilung (Bild) anderer
Standorte in Thuringen. Die Daten weisen auf einen langeren Fruktifikationszeitraum hin.
Diese stark gestreute Reifegradverteilung spiegelt sich von Ende April bis Ende Juni auf den
internationalen Markten wider: Sie werden mit unreifen Triffeln Gberschwemmt.

Neue Erkenntnisse: Ermittlungen zum GroRenzuwachs

Unsere Truffelanlagen sind noch zu jung, um hier die oben vorgestellte Feldforschung zu
betreiben. Ermittlungen zum Entwicklungszyklus und Grélenzuwachs fanden daher auf einer
Versuchsstelle der Forschungsgruppe Hypogaen statt. Unabhangig von den tatsachlichen,
direkt an der Fundstelle gemessenen natirlichen Niederschlagen und der
Niederschlagsverteilung wurden in einem bestimmten Rhythmus Wasserzugaben an einer
Untersuchungsstelle in Delligsen in Niedersachsen verabreicht.

Damit liel3 sich das GroRenwachstum im Verhaltnis zu unbeeinflussten ,Regentruffeln”
ermitteln. Die genauen Ergebnisse und deren Bewertung stehen noch aus, da die
Untersuchung noch anhalt und im Folgejahr Uber den gesamten Entwicklungszyklus
fortgesetzt werden soll.
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1 0,52 0,5
2 4,18 4
2,5 8,17 8 bis 10
3 14,12 12 bis 15
2,5 20,15 20 bis 25

4 3349  30bis3s
4,5 47,68 40 bis 5o
5 6541  55Dbis 65
s 87,07 60 bis 75

Analyse von Fundstellen

Projektziele aus wissenschaftlicher Sicht waren der Vergleich natlrlicher Triffelstandorte in
Thiringen, um so einen Uberblick (ber die bevorzugten Umweltbedingungen wie
Bodenbeschaffenheit, Wirtsbaume, oder Vorkommen anderer Mykorrhizapilze zu gewinnen.
Die Aufnahme ausgewanhlter, produktiver Plantagen in Deutschland, Italien und Frankreich
bezuglich abiotischer und biotischer Eigenschaften sollte zum Vergleich herangezogen
werden; Reisen mussten allerdings Corona-bedingt verschoben werden. Dies sollte in einem
moglichen Folgeprojekt wieder aufgenommen werden.

Das Verstandnis der Rolle von Mikroben und Bodenchemie bei der Truffelentwicklung sollte
durch Probennahmen naturlicher Vorkommen bestimmt und fir Pflege von Anbauflachen
sowie dem Wachstum von Triffelisolaten im Labor nutzbar gemacht werden. Sowohl Mikroben
als auch Bodenbiogeochemie und -physik sind wichtige Faktoren fir die Truffelentwicklung
(Reifung, Aromaprofil, Sporen-Entwicklung, Wachstum). Daher waren im ersten Projektjahr die
Entnahme von Triffeln, Erde und Wurzeln aus der Natur mit ausfihrlicher Kartierung, die
Morphotypisierung der Ektomykorrhizen an den Wirtsbdumen, die Untersuchung der
Bodenchemie, Anzuchtversuche der Triffel im Labor und die Isolierung und Charakterisierung
triffelassoziierter Bakterien und Pilze geplant.

Es wurden chemische, mikrobiologische und bioinformatische Ansatze zu gesammelten
Truffeln und dem sie umgebenden Boden in der Natur verwendet. Da Thiringen ein
Bundesland mit besonders diversen Bodentypen auf unterschiedlichen anstehenden
Gesteinen ist (s. S. 7), sind die Ergebnisse der Kartierungen von besonderer Relevanz.

Uber 100 natiirliche Triiffelstandorte wurden kartiert und auf gemeinsame Umweltfaktoren
biotischer wie abiotischer Faktoren Uberprift. An allen Stellen wurden Boden- und
Wurzelproben entnommen (Tab. 1). Die Bodenproben wurden neben der Bestimmung des
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Boden-pH-Werts weiterhin auf das Vorkommen von Metallen und deren Bindungsform an
verschiedene Bodenfraktionen durch sequentielle Extraktion getestet.

Tab. 1: Beisiiele far Triffelvorkommen und Entnahmestrateiie. ‘

1

Fruchtkdrper (4), Boden der
Mykorrhizosphare (4-7), Freier
Boden (10), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphére (4-10)
Fruchtkorper (10), Boden der
Mykorrhizosphare (10-14), Freier
Boden (10), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (10-15)
Fruchtkérper (0-1), Boden der
Mykorrhizosphare (1-6), Freier
Boden (5), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (0-10)
Fruchtkorper (5), Boden der
Mykorrhizosphare (5-10), Freier
Boden (7-10), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (5-10)

Fruchtkdrper (5), Boden der
Mykorrhizosphare (5-10), Freier
Boden (7-10), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (5-10)

Fruchtkdrper (5), Boden der
Mykorrhizosphare (5-10), Freier
Boden (7-10), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (5-10)
Fruchtkérper (0-1), Boden der
Mykorrhizosphare (1-3), Freier
Boden (5), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (0-7)
Fruchtkorper (2), Boden der
Mykorrhizosphare (2-4), Freier
Boden (5), Wurzeln aus der
Mykorrhizosphare (2-10)

2

3-4

45-5

3-4

Gras, Laubschicht, Tilia sp.

Gras, Tilia sp.

Gras, Tilia sp.

Laubschicht, Elfenblume Epimedium
sp., Bleiwurz Ceratostigma
plumbaginoides, Stinkende
Nieswurz Helleborus foetidus,
Fagus sylvatica

Laubschicht, Elfenblume Epimedium
sp., Bleiwurz Ceratostigma
plumbaginoides, Stinkende
Nieswurz Helleborus foetidus,
Fagus sylvatica

Tilia sp., Pinus sp.

Laubschicht, Biische, Tilia sp., Acer sp.

Laubschicht, Gebiisch, Corylus sp.

Um die Entwicklung von Fruchtkdrpern im Jahresszyklus gezielt untersuchen zu kdnnen,
wurde ein Standort in Jena auf privatem Gelande ausgewahlt, der flir Probennahmen weiterhin
zur Verfugung steht und der nicht durch Spazierganger (mit Hunden wegen des Dingeeffekts),
Wildschweine, Baumalnahmen oder andere Stdérungen beeintrachtigt ist. Dies erlaubt auch
eine langfristige wissenschaftliche Beprobung und sollte auch in einer erneuten moglichen
Forderphase weiter untersucht werden.
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Abb. 1: Beispiele fur Triffelfunde. (Proben 7, 1 und 2)

An sechs Standorten wurden mit Sondergenehmigung Triffel sowie Bodenproben und
Wurzeln an und um Triffel entnommen (Abb. 1) und die Mikrobiome untersucht. Laut dieser
Sondergenehmigung dirfen die Standorte nicht verdffentlicht werden und sind daher auch in
diesem Bericht nicht beigefugt.

Abb. 2: Einige Beispiele der typisierten Kurzwurzelproben, die unterschiedliche Pilzpartner in
der Symbiose mit dem Wirtsbaum der Trffel zeigen und daher mit der Triffel vergesellschaftet
vorkommen. Von oben links nach unten rechts: Morphotypen MT4, MT5, MT1, MT7, MT3 und
MT2.

Aus den Daten wurde im Rahmen einer Masterarbeit mittels canonical correspondence
analysis der Zusammenhang zwischen Standortfaktoren und Triffelvorkommen ermittelt.
Diese Arbeiten sollen ohne Standortangaben veréffentlicht werden. Neben der Isolierung von
Bakterien, die dann in Reinkulturen fir Folgeexperimente zur Verfligung stehen, sind auch
Mikrobiomanalysen erfolgt. Die Morphotypisierung von Ektomykorrhiza an Kurzwurzeln der
Baume ist nach dem Klassifizierungssystem von Agerer (1987-2006; 2001) erfolgt (Tab. 2;
Abb. 2).
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Tab. 2: Beispielhafte Darstellung der Datenerhebung zur Morphotypisierung von
Ektomykorrhiza-Kurzwurzeln eines Wirtsbaums mit Triffelfund.

unverzweigt, = gerade, | glatt, selten, weily  dunkel- Kontakt
monopodial-  gebogen  lokal braun;
pyramidal wollig Spitze gelb,
viel heller
MT2 unverzweigt, = gerade,  wattig | fehlen keine braun, Kontakt
monopodial- = gebogen Kurzwurzel
pyramidal mit
weillichen
Mantel
MT3 unverzweigt, gerade,  glatt, fehlen selten, weil  hellbeige; Kontakt
monopodial-  gebogen  lokal Spitze fast
pyramidal wollig transparent
MT7 unverzweigt gerade, | glatt,  fehlen ja,weiBund  hellbraun; Kurz
zylindrisc | lokal schwarz Spitze
h wollig heller
MT4 unverzweigt, gerade,  glatt fehlen ja, weild dunkel- Kontakt
unregelméBi | gebogen braun
g-gefiedert
MTS unverzweigt gerade, | wattig = fehlen ja, weily beige, Kurz
gebogen, glanzend
gewunde weilder
n Mantel

FUr eine Anzucht der Triffel missen sterile Proben aus dem Inneren der Fruchtkorper
entnommen werden, um eine Reinkultur des Pilzes zu erhalten. Das Vorgehen ist in Abb. 3
dargestellt. Hierbei wurden Desinfektionsmittel (H202), Antibiotikazugabe im Medium
(Ampicillin, Kanamycin), verschiedene Wachstumsmedien (CYM, MMNDb),
Inkubationstemperaturen (10 °C, Raumtemperatur) oder die Inokulation von mdglichen
Wirtspflanzen variiert. Mit diesem Vorgehen lieRen sich gleichzeitig Schadpilze identifizieren,
die die Qualitat der Triffel beeintrachtigen kdnnen. In aus der Natur entnhommenen Proben
wurden beispielsweise Schimmelpilze wie Penicillium expansum, Xylaria primorskensis,
Acremonium alternatum oder A. pteridii nachgewiesen.
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Abb. 3: Vorgehen zur Bestimmung der enthommenen Truffel und Versuche zur Anzucht der
Triffelpilze auf sterilem Nahrmedium.

Kartierung von Vorkommen zur Ermittlung positiver Standortfaktoren

In einer Abschlussarbeit wurden die vom Projektpartner Freilandpilze zur Verfligung gestellten
Fundstellen kartiert und mit Bodenparametern und der Zusammensetzung des Mikrobioms
korreliert. Die physiko-chemischen Bodenparameter sowie Elementanalysen sowohl fir
Metalle als auch fur Carbonat-Fraktionen (Tab. 3) und andere chemische Bodenparameter
ergaben interessanterweise fur einige der Fundstellen in offentlichen Parks in Thiringen
erhohte Metallkonzentrationen, die teilweise Uber den erlaubten Grenzwerten liegen, was
allerdings fur den Truffelanbau auf Agroforstflachen keine Rolle spielen sollte. Diese Daten
wurden dann in entsprechende geologische Karten eingearbeitet und damit die
unterschiedlichen Standorte in Bezug auf nattrliche Vorkommen von Triffeln in Thiringen
eingegrenzt.
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Tab. 3: Bodenparameter an ausgewahlten Fundstellen.

uS/cm %
MR1 7,12 6,77 416 1,6 47,9 50,5 716 056 7.8
BS1 7,24 6,77 250 1,5 46,9 51,4 375 035 96
MR2 7,52 6,89 169.6 24 64,2 33,5 217 0,2 12,7
BS2 74 6,96 252 2,2 62,4 355 265 025 95
MR3 7,11 6,75 539 1,9 54,3 43,7 396 035 147
BS3 7,35 6,97 294 1,8 53,8 443 347 032 177
MR4 7,30 7,01 308 4.4 71,8 239 489 043 99
BS4 7,43 7,00 264 34 71,2 25,3 506 039 91
BS5 7,31 6,88 238 38 68,6 27,6 415 036 84
MR5 7,42 7,08 285 38 69,7 26,5 362 032 114
MR6 7,15 6,83 402 1,9 61,5 36,6 478 043 75
BS6 7,25 6,99 251 2,1 69,9 28,1 471 039 58

Legende: MR: Boden aus der Mykorrhizosphéare, BS: Freier Boden

Die Ergebnisse der Korrelationen legen Bedingungen nahe, die auf das Wachstum von
Truffeln in verschiedenen Bodenarten einen positiven Einfluss haben. Dabei zeigte sich die
Wichtigkeit von Schwarzerde als Substrat fur das Wachstum von Triffeln. Die optimalen
Bedingungen des Bodens entsprechen dabei neutralen bis schwach alkalischen Boden, die
einen erhdhten Carbonatanteil aufweisen (Tab. 4). PartikelgroRen und elektrische Leitfahigkeit
korrelierten dagegen nicht. Aus den Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass eine Kalkung von
Bdden dem Wachstum von Triffelfruchtkdrpern durchaus zutraglich sein konnte. Zudem
zeichneten sich die natlrlichen Standorte durch erhéhte Konzentrationen von Ca, K und Mn,
aber niedrige Na-Konzentration aus, was einer schwachen Osmotoleranz entsprechen wirde.
Zudem korrelierte die FruchtkdrpergréfRe stark negativ mit dem Gesamtgehalt and Ni, auch die
Reife zeigte eine negative Korrelation, wahrend moderat positive Abhangigkeit zum
bioverfugbaren Ni in I16slichen und mobilisierbaren Bodenfraktionen gefunden wurde.

Die Elementgehalte der Mykorrhizosphare wiesen mit der FruchtkérpergroRe maRig positive
Korrelationen fir Ca, Mn, Na, As, Sr & Ti sowie malig negative Korrelationen fir P und S auf.
Die Elementgehalte der Mykorrhizosphére zeigten zudem mit dem Reifegrad maRig positive
Korrelationen fir Ca, Mn, As & Ti und stark negative Korrelationen fur P (- 0,89) & S (-0,74).
Diese Ergebnisse sind hilfreich, um fur zukinftigen Triffelanbau geeignete Flachen ausweisen
zu konnen.
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Tab. 4: Korrelationsfaktoren fiir den Einfluss von Bodenparametern auf Fruchtkérpergréf3e und
-reife.

Corg -0,75 -0,87
N 0,71 -0,81
CaCOs 0,83 0,61

C/N ratio -0,75 -0,91

Um die Verbreitung urbaner Fundstellen flr Truffel besser zu charakterisieren, wurden
insgesamt 15 Fruchtkorper an drei Orten innerhalb der Stadtgrenzen Jenas untersucht. An
diesen drei Stellen wurden jeweils 6, 6 und 3 Fruchtkorper-Fundstellen aufgenommen, die
Begleitflora bestimmt und Bodenproben zur weiteren Analyse direkt um die enthommenen
Fruchtkdrper sowie im umgebenden Boden enthommen. Es konnten insgesamt 99
Bakterienstdmme und 40 Pilze in Reinkultur genommen werden, die fiur die Untersuchung
spezifischer mikrobieller Kommunikation zwischen Triffel und Bodenmikroben genutzt
wurden. Dabei wurden morphologisch unterschiedliche Isolate in Reinkultur gebracht, durch
physiologische und molekularbiologische Charakterisierung bestimmt, und verschiedene
Medien flr optimiertes Wachstum in Dualkulturen mit Tuber borchii getestet (Abb. 4).

Die Fundstellen sind in das bestehende Datennetzwerk eingefligt und damit Teil der bereits
vorgelegten Charakterisierung von abiotischen Wachstumsparametern.
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Arbeitspaket 2: Wissenschaftliche Begleitung

Ziel/Aufgabe der FSU Jena war hier mikrobiologische Grundlagenforschung, Analyse
abiotischer und biotischer Faktoren, molekulare Untersuchung der Triffelentwicklung,
Identifikation férdernder Bakterienverbindungen und Untersuchung von Triffelstellen in
Thuringen.

Von besonderem Interesse flir die Mikrobiologie der Triffelproduktion sind assoziierten
Bakterien, die bei Mykorrhizierung und Fruchtkdrperentwicklung als Helfer fungieren. Dass
Bakterien die Funktionen von Mykorrhizapilzen unterstiitzen, weil® man schon seit den 1960er
Jahren. Garbaye et al. (1994) flhrte bei seinen Untersuchungen an Ektomykorrhiza den Begriff
.mycorrhizal helper bacteria® ein. Solche Bakterien unterstitzen auch die Bildung von
Mykorrhizen zwischen Triffelpilzen und ihren Wirtspflanzen (Navarro-Réderas et al., 2016).
Dazu wurden Mikrobiomanalysen (Wagner et al., 2016) sowie die Isolierung von Stdmmen aus
Boden- sowie Truffelproben und nachfolgend gezielte Mikrokosmos- und Topfversuche zur
Mykorrhizierung von Baumkeimlingen durchgefihrt. Zukinftig sollte auch die Frucht-
kérperbildung im Jahresverlauf und die Reifung bis zur Sporenproduktion im Jahresverlauf
aufgeklart werden, um die Fruchtkérperbildung auf der Plantage zukulnftig aktiv steuern zu
kénnen.

Volatile Signale, die die Mykorrhizierung beeinflussen, konnten mit Sesquiterpenen anhand
des Mykorrhizapilzes Tricholoma vaccinum gezeigt werden (Ezediokpu et al., 2022). Hier
konnten a-Barbaten, Sativen, Isocaryophyllen, a-Cuprenen, B-Cedren, R-Copaen, 4-epi-a-
Acoradien und Chamigren in axenischen Kulturen des Pilzes nachgewiesen werden. Die drei
Hauptkomponenten (3-Barbaten, A6-Protoilluden sowie ein oxygeniertes Sesquiterpen zeigten
erhohte Mengen in mykorrhizierter Fichte. Fur die beiden letztgenannten Naturstoffe konnte
ein Biosynthesegen, pie1, identifiziert werden, fur das eine erhdhte Expression wahrend der
Mykorrhizierung gefunden wurde.

Zudem wurden von Thuringer Freilandpilze GmbH und einem weiteren Landwirt, Happy Horst
GmbH je eine Triffelplantage nach dem Thiringer Modell als Hochertragskultur mit mehreren
Tausend Triffelbaumchen angelegt. Um diese als Versuchsflachen zu nutzen, erfolgte eine
Aufteilung in je drei Plots. Wahrend auf beiden Anlagen Plot 1 und 2 jeweils mit bereits zwei
auf dem Markt erhaltlichen Bakterienkulturen inokuliert wurden, erfolgte im Jahr 2024 die
Inokulation mit eigenem Konsortium auf Plot 3 (Abb. 5). Ob und welche Bakterienstdmme sich
als MHB (Mykorrhizahelferbakterien) fur das Wachstum von Fruchtkdérpern von Tuber
aestivum beweisen, zeichnet sich frihestens mit dem Nachweis der ersten Triffeln ab.
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Abb. 5: Inokulation im Feldversuch.

Analyse der bakteriellen Gemeinschaft an, in und um die Fruchtkorper

Die in AP1 kartierten tUber 100 naturlichen Triffelstandorte wurden auf gemeinsame physiko-
chemische, abiotische Bedingungen Uberprift, die Mykorrhizierung und Fruchtkérper-
entwicklung férdern kdnnen. Dies wird zur Identifizierung von Klima- und Bodenparametern
genutzt und mit biotischen Faktoren wie assoziierte Pflanzenarten und Mikroorganismen
kombiniert. So kdnnen Eigenschaften natlrlicher Standorte mit hoher Produktivitat korreliert
werden und damit eine Vorhersage geeigneter Standorte zukiinftig erleichtern. Gleichzeitig
wurden fir die enthommenen Fruchtkdrper Reifegrad-Bestimmungen durchgefthrt, da der
Reifegrad auch mit veranderten mikrobiellen Assoziationen einhergeht (Abb. 6)). Der
Reifegrad wird Uber die Anteile von Asci mit ausgefarbten Sporen in der Gleba der
Fruchtkoérper ermittelt und betragt bei den in Abb. 6 gezeigten Proben 1-6 0%, ca. 80, 70, 50,
80, bzw. 70%.

Neben den Triffel-Fruchtkdrpern wurden auch Bodenproben entnommen, aus denen die
gesamt-DNA aller mit den Triffeln gemeinsam vorkommenden Organismen isoliert wurde.
Diese werden mittels Amplikon-Sequencing genauer betrachtet, um Erkenntnisse Uber den
Einfluss mikrobieller Interaktionen auf die Truffelentwicklung und Identifizierung von Mikroben,
die zur Truffelentwicklung beitragen zu gewinnen. Gleichzeitig wurden Reinkulturen
assoziierter Bakterien angelegt (Abb. 7). Die entnommenen Truffel wurden mit
molekularbiologischen wie mikroskopischen Analysen identifiziert und die Inkulturnahme
dieser Triffel-Stamme fir weitergehende Untersuchungen erprobt.
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Abb. 6: Zur Relfegradbestlmmung werden mikroskopisch Asci und Sporen in der Gleba der
Triffel-Fruchtkérper ausgewertet. Beispielhaft sind sechs Fruchtkérperquerschnitte der
Proben 1-6 von oben links nach unten rechts gezeigt.
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Abb. 7: Anzahl koloniebildender Einheiten nach Plattieren der Bodenproben beispielhaft fir
sechs Triiffelentnahmestellen. Beispielhaft sind drei GAA-Platten der Verdiinnungsstufe 103
gezeigt, um die mikrobielle Diversitat sichtbar zu machen (oben). Es wurden vier verschiedene
Medien (STD: Standard |, CYM: complex yeast medium, MMNB: Modifiziertes Melin-Nokrans-
Medium b, GAA: Glycerin-Arginin-Agar) verwendet und an drei aufeinanderfolgenden Tagen
ausgezahlt, um auch langsam wachsende Kolonien zu bertcksichtigen (unten).
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Es wurden mutualistische Bakterien in Reinkultur gewonnen, die physiologisch charakterisiert
wurden, um sie dann fir Mykorrhizierungsexperimente einzusetzen. Gleichzeitig sollten
diffundierende und volatile Naturstoffe, die von diesen Bakterien gebildet werden, gefunden
werden.

Zusammensetzung des Mikrobioms

Es wurden Mikrobiome der Gleba, des Bodens rund um die Fruchtkérper, im Vergleich zum
umgebenden Boden analysiert. Diese Daten sind fir die Kultivierung von Triffeln von
besonderer Bedeutung und in dieser Form erstmals vorgelegt worden. In der Untersuchung
der assoziierten Mikroorganismen wurden zunachst koloniebildende Einheiten durch
Kultivierung verglichen und die Isolate identifiziert und eingeordnet. Diese Arbeiten sind
zusatzlich zur Mikrobiomanalyse notwendig, um die kultivierbaren Mikroben aus den Daten
der Sequenzierungen herauszufiltern, die tatsachlich in erhéhter Abundanz vorliegen. Da
bekannt ist, dass nur ca. 0,1 % der Bodenbakterien kultivierbar ist, sind nur diese fir
Kultivierungsversuche zuganglich und relevant. Dabei wurde auf die relative Abundanz Wert
gelegt, was auch fur isolierte Stdmme durchaus eine relevante GroRe ist, die in den meisten
bisher veréffentlichten Publikationen nicht mit untersucht wird. Hier sind Isolate von
Streptomyces, aber auch anderen Actinobakterien sowie Firmicutes tatsachlich dominierend.
Die Identifizierung durch 16S rRNA-Sequenzierung ergab dann ein etwas anderes Bild des
umgebenden Mikrobioms, in dem neben weiteren Actinobakterien durchaus Gram-negative
als dominante Gruppen auftraten. Insbesondere a-Proteobakterien kamen hier im umgeben-
den Boden vor. Dabei fallen insbesondere Verrucomicrobia und a-Proteobakterien als
dominante Klassen auf. Eine zu den Acidobakterien gehtérende Gruppe, Vicinamibacteria, die
sonst nicht haufig in Bodenproben vorkommen, war hier ebenfalls angereichert. In der
Mykorrhizosphare wird diese letzte Anreicherung noch deutlicher (Abb. 8). Die Archaeen sind
- wie immer im Boden - unterreprasentiert, wobei auffallig ist, dass am Stickstoffzyklus
beteiligte Taxa den Grofdteil ausmachen. Hieraus kdnnten fir eine Amelioration der Triffel in
Plantagen durchaus wichtige Informationen abgeleitet werden. Bei den Pilzen sind
insbesondere Mortierellamyceten, aber auch andere Asco- und Basidiomyceten wichtig, was
durchaus anderen Bodenergebnissen aus Ektomykorrhizastandorten entspricht. Das
Vorkommen von Gruppen der Zoophagomycota, aber auch Kickxellomycota oder Glomero-
mycota ist allerdings etwas hdher, als das in anderen Bodenproben haufig gefunden wurde
(Abb. 8).
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Abb. 8: Mikrobiomanalysen im Feldversuch: Archaea und Bacteria. Legende: MR: Boden aus der
Mykorrhizosphare, BS: Freier Boden.
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Wichtigkeit des Stickstoffzyklus

Die unterschiedlichen Teile des Fruchtkérpers mit Gleba und Peridium zeigen eine deutliche
Dominanz von a-Proteobakterien, wobei insbesondere Bradyrhizobium im Vorkommen
deutlich angereichert ist. Dies ist ein Ergebnis, das bisher unbekannt war und das sich mit dem
Vorkommen von Nitrososphaera in der Gruppe der Archaeen (also der am Stickstoffzyklus
beteiligten Archaeen) sehr gut zu einem Gesamtbild zusammenfiigt, das einer
Stickstofffixierung und Umsetzung des Stickstoffs in und um die Fruchtkdrper eine grof3e Rolle
fur das Wachstum der Fruchtkérper einrdumt. Eine Ableitung fir die Anwendung kdnnte sein,
dass in diesem Fall eine Stickstoffdiingung den natlrlichen Zustand - und damit dem
Wachstum der Triffel - durchaus entgegenstehen kénnte. Auch die Pilze in Gleba und
Peridium wurden untersucht und hier Rozellomycota als Uberreprasentiert gefunden (Abb. 9).
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Abb. 9: Mykobiomanalysen im Feldversuch. Legende: MR: Boden aus der Mykorrhizosphéare, BS:
Freier Boden.

Fir einige Pilzklassen konnten Korrelationen zu Fruchtkdrpergréfie und Reifegrad ermittelt
werden (Abb. 10). Hier bietet sich einerseits die weitere Untersuchung zum Einfluss auf die
Haltbarkeit der Fruchtkdrper, andererseits der von den Fremdpilzen gebildeten Geruchsstoffe
an.
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Sordariomycetes -0,58 -0,72
Mortierellomycetes 0,74 0,92
Peridium Dothideomycetes 0,29 0,41
Pezizomycetes -0,07 -0,29
Eurotiomycetes -0,03 0,29
Sordariomycetes -0,76 -0,85
Mortierellomycetes -0,04 -0,16
Gleba Dothideomycetes 0,27 0,12
Pezizomycetes 0,57 0,53
Eurotiomycetes 0,34 0,57

Abb. 10: Korrelation von anderen Pilzen mit Fruchtkérperwachstum.

Die ersten Analysen von Fruchtkérper-assoziierten Bakterien sollten zeigen, ob spezifische
bakterielle Taxa in und ggf. an den Fruchtkérpern der Triffel existieren. Fir diese kénnte ein
Beitrag zum Triffel-typischen Geschmack und Geruch existieren. Daher wurden Bodenproben
zur Kontrolle auRerhalb der Fundstelle, Bodenproben direkt um die gefundenen Fruchtkorper
sowie die Mikrobiome in Peridie und Gleba der Fruchtkdrper von jeweils drei Funden derselben
Fundstelle analysiert.

Dies zeigte, dass die Truffel-Fruchtkdrper offensichtlich eine Auswahl der im Boden
vorhandenen Bakterien attrahieren und deren Wachstum im und am Fruchtkérper
unterstitzen. So sind die Mikrobiomanalysen basierend auf den bakterielle 16S rDNA-
Sequenzen fir den umgebenden Boden und die Mykorrhizosphare sehr ahnlich, was zeigt,
dass die Wurzelassoziation noch keinen bedeutenden Einfluss auf die mikrobielle
Gemeinschaft nimmt. Dagegen sind insbesondere die Gamma-Proteobakterien in und an den
Fruchtkérpern deutlich angereichert (Abb. 11). Die macht die Untersuchung von Isolaten in der
Interaktion mit dem Truffelpilz besonders aussichtsreich.
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Abb. 11: Mikrobiomanalysen durch Sequenzierungen der 16S rDNA von Proben um
(umgebender Boden und Mykorrhizosphare), an (Peridium) und in (Gleba) den Triffelfunden
am Beispiel einer Fundstelle.

Dieselben DNA-Extraktionen wurden fir die Analysen assoziierter Pilze verwendet. Hier
werden als die Sequenzen der internen transkribierten Regionen (ITS) der rRNA- kodierenden
langeren Transkripte genutzt. Diese Mycobiome zeigten ebenfalls eine spezifische
Assoziation von Pilzen, die flr Interaktionsstudien damit ebenfalls interessant sind (Abb.
12). Hierbei zeigte sich ein anderes Bild, in dem sich zunachst ebenfalls der umgebende Boden
und die Mykorrhizosphare bereits unterscheiden (Abb. 12). Hier waren insbesondere die
Zygomyceten (Mortierellemycota) in der Mykorrhizospare angereichert. Diese Gruppe wurde
aber in Peridium und Gleba offensichtlich nicht vom Truffel geduldet und ist damit in den
Fruchtkérper-assoziierten Mycobiomen unterreprasentiert. Weiterhin unterschieden sich hier
Gleba und Peridium deutlich. Auffallig ist, dass die Basidiomyceten mit den Agaricomyceten in
der Gleba als assoziierte Pilze vorherrschen, wahrend dies im Peridium (noch) nicht der Fall
ist. Um hier Interaktionen zu untersuchen, war es wichtig zu wissen, um welche Pilze es sich
handelt. Es konnte aus den Daten die Information gewonnen werden, dass in der Gruppe mit
75 % bzw. 35 % ein Pilz der Gattung Amanita vorherrscht. Einer der analysierten Fruchtkérper
war so unreif, dass sich das Mycobiom hier noch nicht von dem der Peridie unterschied. Damit
lassen sich erste Hinweise auf eine spezifische, vom Reifegrad abhangige Interaktion mit

anderen Pilzen ableiten.

Seite 26/54



ELER-LFE - Kooperation: “Triffelanbau in Thiringen® — Abschlussbericht 2024

Relative_abundance

Abb.

o
o
S

- Others

Unknown

B Fungi_cis_incertae_sedis

. Unknown Basidiomycota

. Unknown Ascomycota

. Cystobasidiomycetes
Rhizophydiomycetes
Olpidiomycetes

. Orbiliomycetes

. Pezizomycetes

- Tremellomycetes

. Eurotiomycetes

I Dothideomycetes

B Leotiomycetes
Mortierellomycetes

B Sordariomycetes

B Agaricomycetes

Peridium

[y} o o m o (] m o (5] m =] o
@ & © £ = = 13 35 35 § § ¢ Gleba
g 8 § o o o 2 H o = =2 X .
¥ ¥ ¥x P p 2 84 8 8 g g @ Veins

Q Q Q [ L 6

= £ %8 89
Boden Gleba Peridium  Mykorrhizosphére

12: Mycobiomanalysen durch Sequenzierungen der ITS-DNA von

Proben um

(umgebender Boden und Mykorrhizosphare), an (Peridium) und in (Gleba) den Triffelfunden
am Beispiel einer Fundstelle.

Dieselben DNA-Extraktionen wurden flr die Analysen assoziierter Pilze verwendet. Hier
werden als die Sequenzen der internen transkribierten Regionen (ITS) der rRNA- kodierenden

langeren Transkripte genutzt.

Diese Mycobiome zeigten ebenfalls eine spezifische

Assoziation von Pilzen, die fur Interaktionsstudien damit ebenfalls interessant sind.
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Physiologische Charakterisierung von Isolaten der Testfelder

Wie bei der Mikrobiomanalyse wurden auch die isolierten Stdmme in Bezug auf ihre Herkunft
analysiert. Damit konnte Uber die drei Jahre des Forderzeitraums der Effekt der mikrobiellen
Inokulation von zwei kommerziell erwerbbaren Praparaten auf die isolierbare Vielfalt der
Bakterien untersucht werden (Abb. 13). Es zeigt sich ein erwartbarer Riickgang der
bakteriellen Vielfalt nach Umnutzung der vormals agrarwirtschaftlichen Flachen. Gleichzeitig
Iasst sich ein groflerer Einfluss des Praparats 1 als von 2 erkennen. Ein eigenes Inokulat
konnte in 2024 mit einer héheren Erfolgschance eingesetzt werden.

Versuchsfeld 1 Plot | Plot Il

Behandlung
Kontrolie
»  Priparat 142
+  Préparat1
*  Praparat2

Jahr

. 2022
2023
2024

CrUg

A Q

Abb. 5'3:"Islb'liéFbélre- Bé'ktélrieﬁ der “éinzelneh Subplots der beiden Versuchsfelder und

Versuchsfeld 2 Plot | Plot Il

CFUlg

[~
+

Veranderungen zwischen dem Jahr der Anlage, dem Folgejahr mit erneuter Inokulation und
vor der zweiten Inokulation in 2024. Die koloniebildenden Einheiten (cfu) sind mit Bezug zur
erfolgten Inokulation und der Lokalisierung auf den einzelnen Subplots aufgetragen. Die
Isolate wurden aus subplotspezifischen Bodenmischproben in einer Aufschlammung von 10 g
Boden in 50 ml 0,9 % NaCl jeweils direkt nach der Probenahme im Mai vor der (erneuten)
Inokulation gewonnen.
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Interaktionen von Bakterien mit Tuber-Mycelium

Um mégliche Mykorrhiza-Helferbakterien zu identifizieren, wurden die Isolate in Co-Kultur mit
Tuber in in vitro-Kulturen getestet. Dabei zeigten sich einige Isolate wie bspw. ein
Pseudomonas oder ein Nocardia als fur das Mycelwachstum des Pilzes férderlich (Abb. 14).
In Co-Kultur mit anderen Pilzen zeigte sich Tuber dagegen als konkurrenzschwacher und
wurde im Wachstum beeintrachtigt (Abb. 15). Ein Inokulat sollte also eher Bakterien als Pilze
enthalten.

aiovorax
Variovorax
® [9] 4]

sp.

Unidentified| @ [X¢]

sp / L Z 3 A, /// i
/" Streptomyces ¥ Phyllobacteriti

Streptomyces | o o—o \\ // >
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sp.

#

Pseudomonas *

p. o o0 o

Phyllobacterium
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/

/, /
v ﬁ?ﬁ’édodcoccu‘s. <’/ Nocardia &\
4 . P A\

Nocardia
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Control o o o
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Area of T, borchii (cm?)

Abb. 14: Co-Kultivierung von Bakterien (Impfstrich jeweils links auf der Kultivierungsplatte mit
Mycel von Tuber borchii (jeweils als rundes Inokulum rechts aufgebracht) und Analyse des
Mycelwachstums des Pilzes im radialen Durchmesser von drei biologischen Replikaten.
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Abb. 15: Co-Kultivierung von Pilzen mit Tuber borchii. Analyse des Mycelwachstums von
Tuberim radialen Durchmesser von drei biologischen Replikaten.

Einfluss abiotischer Faktoren auf Interaktionen mit Tuber

Zunachst konnte festgestellt werden, dass T. borchii unter Dauerdunkel-Bedingungen — im
Gegensatz zu den anderen getesteten Bodenpilzen - deutlich schneller wuchs als unter
Normalbedingungen. Es ware daher mdglich, dass der Ascomycet Tuber im Gegensatz zu
Basidiomyceten durch Weisslicht im vegetativen Mycelwachstum beeintrachtigt wird. Ob ein
Zusammenhang dieses Wachstumsparameters mit der hypogaischen Fruchtkorperbildung
steht, ist damit ein bisher nicht erforschtes Phanomen. Dies kdnnte aber auch fur die Isolierung
von Reinkulturen aus T. aestivum von Bedeutung sein, was bisher nicht untersucht wurde.

Des Weiteren wurde untersucht, ob in Co-Kulturen mit méglichen Mykorrhiza-Helferbakterien
der Abstand zwischen den Inokulaten eine Rolle spielt. Gleichzeitig wurde eine getrennte Co-
Kultivierung in Platten mit einer Barriere studiert, die lediglich den Austausch von gasférmigen
Molekdlen fur die Kommunikation zwischen Bakterien und Pilz ermdglicht. Dabei zeigte sich
nach 40 Tagen Co-Kultur kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 2 und 2,5 cm
Anfangsdistanz zwischen Bakterien und Pilz. Der Austausch von Volatilen dagegen flihrte zu
einer leichten Verringerung des Mycelwachstums (Abb. 16). Daraus kann geschlossen
werden, dass das Ausbringen eines Inokulats im Feld unabhangig von der Nahe zu einem
vorhandenen Mycel von Tuber wirksam ware.
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Abb. 16: Mycelwachstum von T. borchii in Reinkultur (Control) und in Co-Kultur mit Variovorax
sp. nach Inokulation im Abstand von 2 cm bzw. 2,5 cm auf einer Kultivierungsplatte, bzw. auf
den beiden Halften einer getrennten Petrischale (split plate), auf der lediglich der Austausch
volatiler Signalmolekule mdglich ist.

Herstellung eines eigenen Inokulats zur Forderung der Triiffelbildung in
Truffelgarten

Aus den untersuchten Isolaten von Bakterien wurde ein erstes eigenes Inokulat erstellt und im
Feldversuch erstmalig im Mai 2024 ausgebracht. Dazu wurden acht ausgewahite
Bakterienstamme in flissigem Wachstumsmedium kultiviert, ihre Zellzahl mikroskopisch
bestimmt und durch Mischung der ermittelten Mengen aus jeder Kultur ein Inokulat erzeugt,
das gleiche Anteile der acht Bakterien enthielt. Dieses frische und an die
Kultivierungsbedingen im Feld angepasste Inokulat wurde dann direkt an die Wurzeln der neu
gesetzten Baume auf den beiden Testfeldern (Plot 11l) ausgebracht. Eine Analyse des Erfolgs
bendtigt ausreichende Zeit fur zukinftige Analysen und wird daher erst in einem Folgeprojekt
ermittelt werden kénnen.

Laborversuche zum Triiffelwachstum

Es konnten 366 Isolate aus Mykorrhizospharen und Fruchtkérpern gewonnen werden, von
denen 156 identifizierte Isolate (28 Streptomyces sp., 15 Bacillus sp., 6 Rhodococcus sp., 3
Pseudarthrobacter sp., 3 Agromyces sp.) weiter bearbeitet wurden. Neben der Konservierung
und Charakterisierung Uber Mikroskopie und Gram-Test wurden Mykorrhiza- relevante
Eigenschaften untersucht, um Interaktionen mit Truffel in Petrischalen (vollstandige
physikalischer Kontakt bzw. lediglich Austausch von Volatilen mdglich) und Interaktionen mit
Pflanzen zu ermdglichen.
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Die Isolierung von Tuber aestivum ist mehrfach gelungen, allerdings besteht ein aus der
Literatur bekanntes Problem in der Langzeitkultivierung axenischer Pilzkulturen. Daher wurde
ein Isolat von Tuber borchii durch die internationalen Kooperationspartner zur Verfligung
gestellt, um die Co-Kultivierungsexperimente zu ermdglichen.
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Arbeitspaket 3: Herstellung Truffelbaumchen

Die verschiedenen Verfahren zur Mykorrhizierung wurden ibernommen, weiterentwickelt und
in verschiedenen Testreihen in der Praxis erprobt. TFP optimierte das komplette Herstellungs-
und Pflegeverfahren der Triffelkulturen. Als Teil des Anbauerfolgs ist es eingebettet im
“Thiringer Modell”. Das von uns in den verschiedenen Phasen der Triffelkultur-
[Truffelbaumherstellung optimierte Verfahren weicht von den tblichen im Einsatz befindlichen
Verfahren deutlich ab. Die technischen und strategischen Innovationen zeichnen unsere
erfolgsorientierte Anbaumethode aus durch:

1. Beginn einer friiheren Produktion
2. Hohere Produktionsergebnisse

Das hat zur Folge, dass ab etwa 8. bis 10. Jahr die jahrlichen Einnahmen hdher sind als die
Gesamtinvestition.

Nach diesen Anbauprinzipien wurden die Plantagen der TFP (Feld 1, 2 und 3) und zwei
Plantagen mit Happy Horst GmbH angelegt. Die Keimung und Entwicklung der Triffelkulturen
mit Anzucht von zeitweilig zehn verschiedenen Truffelbaumarten erfolgt inzwischen in acht
Gewachshausern. Die Gesamtproduktion von derzeit etwa 80.000 Triffeleinheiten wird ab
2025 stufenweise auf eine Jahresproduktion von bis zu 200.000 erweitert.

Anmerkung: Mit den von uns selbst auf diese Weise produzierten Triiffelkulturen
bestiickten wir unsere Musterplantage ,,Feld 1“ auf dem Betriebsgeldande und konnten
hier im Jahr 2024 wie geplant im 5. Standjahr nach Auspflanzung die ersten Triiffeln

ernten.
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Fruktifikation/Produktionsentwicklung

Die einzelnen Triiffelindividuen fruktifizieren nach aller Erfahrung nicht gleichzeitig. Wovon
dies aulRer vom geeigneten Baumpartner noch abhangig ist, haben wir mit der FGH teilweise
geklart, aber eben noch nicht alles. Rein statistisch gesehen setzt im 5. Jahr bei den ersten 1-
3 TruffelbAumchen (von 100) die Fruktifikation ein. Im 6. Jahr sind es dann schon 3-7 Stellen
und im 7. Jahr etwa 8-15 Baumchen, bei denen Triffeln wachsen. So nimmt bei richtiger
Bewirtschaftung der Anlage die Produktivitdt von Jahr zu Jahr zu, weil immer mehr
Triuffelmycelien fruktifizieren. Andererseits nimmt auch die Anzahl der Fruchtkérper jahrlich zu.
Von Hochertragsplantagen sprechen wir dann, wenn spatestens im 10. Standjahr die 100kg -
Marke Uberschritten wird. Wir erreichten diese Produktionszahlen auf Versuchsanlagen der
FGH schon im 8. Jahr.
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Arbeitspaket 4. Anbau/Optimierungsversuche im Feld

Dazu wurden von Thiringer Freilandpilze GmbH im Urstromtal der Unstrut und einem weiteren
Landwirt, Happy Horst GmbH im Hugelland je eine Triffelplantage nach dem Thiringer Modell
als Hochertragskultur mit insgesamt mehreren Tausend Triffelbdumchen angelegt. Die
Ausbringung der Triffelkulturen/Triffelbaumchen geschah im Jahr 2022 und 2023. Um diese
Truffiéren als Versuchsflachen zu nutzen, erfolgte eine Aufteilung der Anlagen in je drei Plots
mit einer entsprechenden Anzahl Subplots. Wahrend Plot 1 und 2 auf beiden Anlagen mit zwei
bereits auf dem Markt erhaltlichen Bakterienkulturen inokuliert wurden, erfolgte im Jahr 2024
eine Wiederholung und zuséatzlich eine erste Inokulation mit eigenem Konsortium auf Plot 3.

Einweisung durch’ AKN.-wo sich die Plots
und Subplots befinden *

et T A

Ob und welche Bakterienstdmme sich als MHB (Mykorrhizahelferbakterien) in der Folgezeit
fur das Wachstum von Fruchtkérpern von Tuber aestivum als forderlich beweisen, zeichnet
sich frihestens mit dem Nachweis der ersten Triffeln ab. Neben der Anfangsmulchung mit
Holzhackschnitzeln innerhalb der Reihen, wurden die Zwischenraume mit verschiedenen
Grasarten bepflanzt. Erkenntnisse liegen hier noch nicht vor, sondern werden in einem
Folgeprojekt ermittelt und bewertet. Die Bewasserung der Anlagen in der Anwachsphase
geschieht Uber verschiedene Bewasserungssysteme gespeist aus einem bei TFP eigens
gebohrten Brunnen. Bei Happy Horst erfolgt die Wasserversorgung durch Lieferung mit
Tankwagen.
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Versuchsfeld Thuringer Freilandpilze GmbH

3" Fundstelleim 5.
Jahr auf Felda

- | g 3 -
){orbereit«t T Plot1

'Bakterieninokulatio-r:\‘ 2. Jahr nach Auspflanzung

Copyright by Thuringer Freilandpiize GmbH

Unabhangig von der Einflussnahme durch die FSU rechnen wir mit dem Produktionsbeginn,
wie auf unserer Musterplantage Feld 1 im 5. Standjahr (voriges Bild o.r.) vorgelegt, ab etwa
Juli 2027 bzw. 2028 fur den im Jahr 2023 ausgebrachten Teil an Truffelkulturen. Welchen
Einfluss dabei die kurzzeitige Uberschwemmung zum Jahreswechsel 2023/24 (Bild) ausgetibt
hat, bleibt abzuwarten. Eine genauere Prognose zum Erntebeginn und zur Ertragsentwicklung
l&sst sich erst nach erneuten Mykorrhizierungskontrollen im Jahr 2025 prognostizieren.

- r—— —_

wuringer Freilandpilze GmbH
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Versuchsfeld Happy Horst GmbH

Erstbegehung 2021

Ausbringung Bakterien

Die Anlage ist fur Vergleichszwecke mit der vorherigen aufgebaut, bestlckt und in drei Plots
aufgeteilt genau wie bei TFP. Sie unterscheidet sich durch andere Bodenverhaltnisse und
Hohenlage, eingerahmt von bebuschten Higeln mit mdglicher Mykorrhizaabstrahlung/-
ausbreitung in den Untersuchungsbereich und anderen kleinklimatischen Unterschieden. Die
Prognose zum Erntebeginn und zur Ertragsentwicklung ist zunachst einmal identisch mit der
Bruderplantage.

Die Testfelder wurden angelegt (Abb. 17). Baumbepflanzung mit verschiedenen Baumarten
in definierten Reihen- und Baumabstédnden und wie geplant jahrlich (am 18.05.2022,
04.05.2023 und 06.05.2024) inokuliert.

JelifF]i R
olife]
ARl e T
o
El iR

Abb. 17: Schema zur Inokulation der Testfelder bei beiden Landwirtinnen. C: Kontrolle: keine
Inokulation, D: Inokulation mit zwei, R: Inokulation mit einem, T: Inokulation mit dem anderen
kommerziell erhaltlichen Praparat, die schon in Triffelplantagen zur Foérderung der
Fruchtkorperbildung eingesetzt wird (Sharma et al., 2021).

Im Frahjahr 2022 wurden die zuvor detailliert geplanten und wissenschaftlich auswertbaren
Feldversuche etabliert und inokuliert (Abb. 17-18). Es wurde auf beiden landwirtschaftlichen
Flachen jeweils ein Plot mit Unterpflanzung durch Ansaat von Grasarten und ein zweiter mit
Aufbringen einer Mulchschicht angelegt.
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. Inokulation mit beiden Préparaten

. Inokulation mit Praparat 1

. Inokulation mit Préparat 2

. keine Inokulation, Kontrolle

Abb. 18: Versuchsaufbau der Testflachen. Die Inokulationen der ausgewiesenen Subplots auf
dem jeweiligen, durchgehend bepflanzten Plot sind farblich markiert. Die Subplots sind zur
genauen ldentifizierung nummeriert.

Abb. 19: Die Inokulationen der ausgewiesenen Subplots mit unterschiedlichen Zahlen der
Mikroben ist durch die Grofie der Kreise dargestellt.

Analyse von Standortfaktoren fur die Testfelder

Es wurden von beiden Testfeldern 40 Bodenproben entnommen, um eventuelle
Heterogenitaten spater unterschiedlicher Produktivitat zuordnen zu konnen. Diese
Heterogenitat ist bereits bei der Bestimmung der zum Zeitpunkt vor der Inokulation
vorhandenen mikrobiellen Vielfalt erkennbar (Abb. 19).
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Die Langzeit-Entwicklung der Truffelmyzelien wurde im Versuchszeitraum weitergefiihrt. Der
aufwendige Versuchsaufbau dient der multifaktoriellen Varianzanalyse von Einflussfaktoren,
die nach aktuellem Wissensstand das anfangliche Myzel- und spatere Fruchtkérper- wachstum
positiv beeinflussen.

Tab. 5: Morphotypisierung von Baumwurzeln aus dem Feldversuch.

MT1 braun unverzweigt, gerade wollig fehlen haufig, 50
monopodial transpa-
pyramidal rent bis

grau
MT2  hellbra | unverzweigt, @ gerade, glatt fehlen sparlich 10
un monopodial ge-
pyramidal krimmt
gefiedert
MT3  braun monopodial gerade, glatt mit fehlen sparlich 35
mit pyramidal ge- woligen
hellen krimmt Bereiche
Spitzen n

MT4  braun unverzweigt, ge- locker vorhanden  gelblich 5
monopodial krimmt kurz-
gefiedert dornig

MT5  hell- unverzweigt,  gerade, glatt fehlen keine 35

braun, monopodial ge-
meist pyramidal krimmt
trans-
parent
MT6  hellbra  unverzweigt, @ gerade glatt/ fehlen einige 60
un, monopodial gemasert grau bis
meist pyramidal mit transpa-
transpa wolligen rent
rent Bereiche
n
MT7  hell- unverzweigt ge- glatt, fehlen spar- >5
braun, krimmt gemasert lich
meist keine
trans-
parent
MT8  hellbra  unverzweigt gerade, glatt, fehlen gelblich 30
un momopodial ge- wollige
pyramidal, krimmt Bereiche
-verzweigt
MT9  Hell- unverzweigt,  gerade, wollig fehlen gelblich 70
braun monopodial ge-
pyramidal krimmt

Die im Testfeld ein Jahr nach Pflanzung und ersten Inokulation enthommenen Wurzelproben
zeigten eine exzellente Mykorrhizierung mit Morphotypen, die auf Tuber aestivum hindeuten
(Tab. 5; Abb. 20).
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.. TR

Abb. 20: Kurzwurzeln mit Morphotypen der Mykorrhiza im Feldversuch.
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Arbeitspaket 5: Verbesserung der Rahmenbedingungen

Die Ausgangslage beschreibt die groRte Herausforderung

Ausgangslage: In einem Land, wo Pilze noch nicht einmal in den Lehrplanen der Schulen
Platz gefunden haben, nicht in den Schulbichern erwahnt werden und es keine Ausbildung
oder Studium zum Pilzkundler oder Pilzanbauer gibt, ist der Glaube allgegenwartig und zutiefst
verwurzelt Triffeln gabe es nur in Frankreich oder Italien. Wenn an deutschen Hochschulen
und Universitaten gelehrt und verbreitet wird, Triffeln kbnne man nicht anbauen, muss man
sich nicht wundern, wenn anders lautende Meldungen herabschauend belachelt, Antrage bei
Behdrden abgewiesen, Truffelanbauer fur verriickt gehalten und verspottet werden. Die groite
Herausforderung war und ist gegen die Unwissenheit in allen Teilen der Bevdlkerung
anzukampfen, und zwar mit allen verfliigbaren Mitteln und an allen Fronten. Die anfanglichen
Schwierigkeiten allein mit den Vertretern der Naturschutzbehorden zeigten beispielhaft auf,
dass nur umfangreiche, flachendeckende, hartnackige und wiederholte
Aufklarungskampagnen in der gesamten Bevélkerung, die notwenige Wahrnehmung erzeugt
und dann Akzeptanz bis hin zur Nachfrage generiert.

Die wichtigsten Erfolge unserer Pionierarbeiten im Umgang mit Behorden in
Stichworten:

* Anerkennung als ordnungsgemalfe Landwirtschaft
e Triffelanbau ist ausdricklich keine Forstwirtschaft

o Truffelanbau auch in  Hochwassergebieten  mdglich  (Renaturierung  von
Flussbereichen)

¢ Aufnahme im Kulturartenkatalog

o Truffelentnahme aus der freien Natur zu Forschungszwecken, auch in

Naturschutzgebieten

Dauerkulturen DA
219  |261 717111 [Artischocken DK
220 |860 717150 ([Spargel DK
221 766 730500 |[Pfingstrosen, Peonien DK
23F |856 750000 [Hopfen DK
223 827 811700 [Beerenobst, z.B. lohannis-, Stachel-, Himbeeren u. Holunder DK,
224 835 8220100 |Schalenfrichte (Walnuss, Haselnuss) DK
225 333 830000 |Baumschulen DK
226|983 846000 [Weihnachtsbdume DK
237  |851 830920 [Rhabarber DK
228 865 890922 Kultur von Speisepilzen im Freiland DK
229 980 890923 Kultur von Speizepilzen in RSumen DK
230 |850 890339 |[Sonstize Dauerkulturen [Art ist anzugeben) DK,
231 850 916101 [Senstige Paludikulturen [nach Anhang 1 AEUV) als Dauerkultur DK

Kulturartenkatalog Thiiringen 2024
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MaBnahmen zur Aufklarung und Wissensverbreitung

e Zwei Websites mit fortlaufenden Berichten Uber Sucherfolge nach Landkreisen
geordnet
¢ Videosequenzen zur Triffelsuche und Truffelfunde auf YouTube

Wissensverbreitung: Wissen, statt Glaube

Vortrage mit Betriebsfihrungen Pilzzuchtseminare von Pilzen an Holz
z.B. Fastengruppe, Touristikgruppen bis Triffelanbau
= -

¢ Pilzlehrwanderungen fur Pilzsucher in Thuringen
o Offentliche Pilzberatung in Schénewerda
e Spezialseminare fur Pilzfinder und Morchelsucher

e Aus- und Weiterbildungsveranstaltungen in verschiedenen Landkreisen fir
Triffelsucher mit Ausbildung zu Erntehelfern und Burgerforschern

Pilzlehrwanderungen/-seminare: Aus- und Weiterbildung:

Morchel- und Pilzkurse exklusiv fur Kunden
| U

¢ Aus- und Weiterbildungsveranstaltungen fur Triffelanbauer mit der FGH
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e Weiterbildungsseminare exklusiv fur Triffelanbauer der TFP
e Vortrage zu Triffelvorkommen und Triffelanbau an Volkshochschulen verschiedener
Landkreise in Thiringen auch benachbarter Bundeslander

¢ Unterstlitzung von Abiturienten bei Abschlussarbeiten mit Wahlthema Triffelanbau

o Bereitstellung Arbeitsplatz fiir Freiwilliges 6kologisches Jahr (FOJ)
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Abiturientin arbeitet mit ,schwarzen Di

Von der Schulbank in die Triiffelplantage. Eine junge Frau erweitert im Triiffeldorf Schonewerda vor dem Stu

Thilringer Tru

da. Ende Juli endet das praktische

Jahr, in dem Denise Krohle ihren
ikt

-da  RoBleben 2023 &5 zu den Thil-
wﬂmyfndena‘glﬂ > _.l_;hl ks

konnte,
Dass die Suche nach den Edelpil-
zen awsschlieBlich mit eigens dafiir

lerin selbst Uberzeugen. Nach  ich zur Polizei, dann hab ich mich  kénnen. Bereut hat sic die

ihrem Abitur an der Klosterschule umer@ehkdm*

. sagte Krohle. Sie

amanten”

dium ihren Erfahrungsschatz

soll. Triiffel, made in Thiringen - das
will die Anja

e Vortrage zum Truffelanbau und Beratung auf Messen wie Grine Woche Berlin,
Griine Tage Erfurt, Landwirtschaftsmesse Feldtage in Erwitte

e Vortrage

Thiirin oe

zum Triffelanbau

r Triiffclanl)uu
Schén ewerda

vor

Berufsverbanden,

Interessengruppen,

Bauernverband, Unternehmertreffen, Gastronomie, Lions Club

HK,
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e Vortrage zum Vorkommen von Hypogden und Truffelanbau auf mykologischen
Fachtagungen

o Vortrage einschl. Pilze an Holz und Fuhrungen auf dem Betriebsgelande fir
Fastengruppen, Interessengemeinschaften, Touristikgruppen

e

i

“' Ly __.L;d ;
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¢ Gezielte Einbindung von zuféllig anwesenden Kindern, Erwachsenen, Passanten,

Bauarbeitern etc. bei der innerértlichen Triiffelsuche oder Begehung von Trffelstellen
R - \ v S PR B & it g 6

B 5

% 3 e ) 2

e Vortrdge und Einbindung von Politikern von den Landraten Uber Fachminister bis
Ministerprasidenten

e ™ o7
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Vo

e Einbindung der Medien wie offentliche und private Fernsehsender, z.B. mdr, ZDF
u.a. Regionale Presse: Thiringer Zeitung, Mitteldeutsche Zeitung, diverse
Wochenblatter )

& POn, e P

1AL

e | LAV

D Seowy

ie
uefme Pilzziichterin Thiiringen zum
fel-Paradies machen will. Seite 3

=
=
=
=
£
-]
5
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o Uberregionale Presse und Fachzeitungen: Welt, FAZ, Bild der Frau, Bauernzeitung,
u.v.a.m.

¢ Rundfunkbeitrage: Deutschlandfunk, Antenne Thuringen

Begleitend zu den Einzelmalinahme unserer Aufklarung flihrten unsere Bewerbungen zu zwei
offentlichen Wurdigungen: Die Verleihung des Innovationspreis 2022 durch das Thuringer
Ministerium fur Landwirtschaft und den CeresAward mit dem Titel Unternehmerin des Jahres

2024

Uberregionale Presse: landesweit Radiointerviews:

bis bundesweit, dpa, Bild, Deutschlandfunk, Antenne
Tt lgmce ~ © 2 = Eﬂm @® oms oz
Thi g et s Thilringer Trilffel-Expertin ist
o Unternehmerin des Jahres

Serans Selimane

- |\

-~
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https://www.ardmediathek.de/video/Y3JpZDovL21kci5kZS9iZWIOcmFnL2Ntcy84MTEONTcwY
S04YzI3LTQzY|YtYjEyOSOS5MDNiYmEzNDIXN2M
- bis Juli 2025 in der Mediathek

https://www.agrarheute.com/management/unternehmerin-jahres-geschaeftsidee-gewinnt-
anja-kolbe-nelde-628164
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Fazit und Ausblick

Wir haben uns mit unserer Triffelbaumschule in den vergangenen Jahren mit groRRer
Entschlossenheit und Ausdauer gegen die weit verbreitete Unwissenheit Uber den
Triffelanbau in Deutschland gestemmt. Trotz anfanglicher Widerstdnde durch Behorden,
Wissenschaft und Offentlichkeit ist es gelungen, Akzeptanz und Anerkennung fiir den
Truffelanbau als landwirtschaftliche Kulturform zu erlangen. Die zahlreichen erfolgreichen
Initiativen zur Wissensvermittlung, die intensive Offentlichkeitsarbeit und die enge
Zusammenarbeit mit Medien, Fachverbanden und politischen Entscheidungstragern haben
entscheidend dazu beigetragen, dass Triffel als heimische Kulturpflanze zunehmend
wahrgenommen und geférdert werden. Die 6ffentliche Wirdigung durch den Innovationspreis
2022 und den CeresAward 2024 unterstreicht den Erfolg dieser Pionierarbeit.

Doch der Weg ist noch nicht zu Ende. Der nachste Schritt wird sein, die Grundlagen flr eine
langfristige Etablierung des Triiffelanbaus in Deutschland weiter auszubauen. Dazu gehéren
verstarkte Forschungskooperationen, die Entwicklung gezielter Ausbildungsprogramme sowie
die Integration des Triffelanbaus in agrarwissenschaftliche und forstwirtschaftliche Lehrplane.
Ebenso wird die rechtliche Anerkennung des Triffelanbaus als eigenstandige
landwirtschaftliche Disziplin weiter vorangetrieben, um langfristige Planungssicherheit fir
Anbauer zu schaffen.

Daruber hinaus soll die gesellschaftliche Akzeptanz weiter gestarkt werden — sei es durch
Bildungsinitiativen an Schulen, die Ausweitung von Fachexkursionen oder die verstarkte
Einbindung der Gastronomie, um Triffel als nachhaltiges und regionales Produkt zu
etablieren. Auch die Zusammenarbeit mit politischen Entscheidungstragern wird fortgefuhrt,
um Rahmenbedingungen fir den Triffelanbau weiter zu optimieren.

Die bisherigen Erfolge sind ein Beweis dafur, dass der Triffelanbau in Deutschland nicht nur
moglich, sondern eine wertvolle Bereicherung fir die heimische Landwirtschaft ist. Mit
Beharrlichkeit, Innovationsgeist und einem starken Netzwerk wird die Truffelbaumschule auch
in Zukunft eine Vorreiterrolle einnehmen und den Truffelanbau in Deutschland nachhaltig
pragen.

An wissenschaftlicher Begleitforschung sind langerfristige Arbeiten auf den angelegten
Testfeldern notwendig. Dabei ist das durch die Inokulation veranderte Mikrobiom weiter
anzupassen, insbesondere nachdem weitere physiologische und Interaktionsstudien erfolgt
sind, um optimierte Fruchtkérperbildung zu erreichen. Flr eine Probe eines hochproduktiven
Standorts mit geringem Reifegrad (und daher zu Bedingungen am Beginn der
Fruchtkérperbildung) wird eine Meta-Transkriptionsanalyse, gekoppelt an Metagenomik,
durchgefinhrt.

Die Nachhaltigkeit einer Inokulation (z.B. durch strenge Winter, das Wachstum und Alter der
Baume, etc.) sollte unbedingt weiterhin untersucht werden. Der Einfluss von Helferbakterien
auf die Truffelbildung soll Gber den Austausch von Geruchsstoffen der Pilze bearbeitet werden.
Dabei werden die Hypothesen untersucht, dass Mykorrhizahelferbakterien aus der Nahe und
aus den Triffeln isoliert werden kénnen, die einen positiven Einfluss auf die Triffel nehmen
und dass Helferbakterien und Truffelpilz Uber Geruchsstoffe (volatile organische
Verbindungen) kommunizieren. Die etablierten Testfelder kdnnen dazu uneingeschrankt
verwendet werden. Aus der Kartierung von Vorkommen zur Ermittlung positiver
Standortfaktoren ergab sich eine besondere Relevanz des Kalkgehalts der Bdden. In
Laboruntersuchungen sollten daher zukinftig auch die pH-Abhangigkeit der
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Mykorrhizierungsraten untersucht werden. Schliesslich kénnen die hier aus AP 1 erhaltenen
Daten genutzt werden, um die Entwicklung der Fruchtkérper im Jahresverlauf (in Abhangigkeit
von Geologie, Bodentyp, Landschaftsmorphologie, botanischer Bedeckungsgrad, Temperatur,
aktueller Bodentemperatur und Niederschlagsmenge) mit einer kleinrdumigen Kartierung von
Pflanzen (inklusive Leguminosen fir Stickstoffkreislauf und Endomykorrhizapflanzen)
verbunden werden.

Als besonders relevant flr die Rolle von Mikroorganismen fir die Triffelentwicklung ergaben
sich arbuskulare Endomykorrhiza, die durch die Unterpflanzung bereits in die ersten
Untersuchungen auf den Testflachen einbezogen wurden. Die Korrelation sollte durch weitere
Beprobung von Kurzwurzeln der Baume statistisch abgesichert werden und in der
Aufsammlung an hoch- vs. gering produktiven Standorten mit eingebunden werden.
Gleichzeitig ergibt sich Forschungsbedarf bei der Frage nach der Wichtigkeit des
Stickstoffzyklus. Mit weiteren Probennahmen und Mikrobiomanalysen und umfassender
Datenerfassung mit anschlieBender biometrischer und bioinformatorischer Analyse lassen
sich potenzielle Mykorrhizahelferbakterien identifizieren und sie Hypothesen-basiert zu
verschiedenen Konsortien zusammenstellen. Die Inokulation mit geeigneten Konsortien aus
10 Bakterienisolaten ist erstmalig im Testfeld 3 an den beiden Standorten erfolgt und sollte
unbedingt weiter untersucht und durch angepasste Konsortien erganzt werden. Die Plantagen
sind vorbereitet, um auch weitere Konsortien im Feld zu testen und zu optimieren. Diese
Chance ist einmalig und kann nur durch weitere Forschung vorangetrieben werden.
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