Birmensdorf, 28. Mai 2020 5231.00711.001.01 (WSL)

Dr. Andrin Gross (Eidg. Forschungsanstalt WSL, 8903 Birmensdorf)
Dr. Markus Schlegel (Eidg. Forschungsanstalt WSL, 8903 Birmensdorf)

Mithilfe bei den Fruchtkérperaufnahmen und Betreuung der Sporenfallen:

Jenny Panziera (Praktikantin WSL Birmensdorf)
Jonas Brannhage (WSL Birmensdorf)

Luca Luethi (Bachelor Student Universitadt Bern)
Jolanda Klaver (Praktikantin WSL Birmensdorf)

Mithilfe bei den Laborarbeiten:

Veronika Zengerer (WSL Birmensdorf)



BAFU Koordinaten

Bestellnummer: 110008819

Kredithnummer: A200.001 Globalkredit / Forschung
Vertrags-Nummer 16.0100.PJ / R203-0209
Abteilung: Arten, Okosysteme, Landschaften

Kontaktperson: Danielle Hofmann (Francis Cordillot)



Inhaltsverzeichnis

AT 1000 1T 0] 2= YU gV SRS 4
B 3101 1= o= TS 5
BIMEBENOTEN ... ettt ettt st e be e e a e et b e e be e e a et e et e e s bee s bee e neeeeneenareesneeeane 6
3.1 Auswahl der Fallenstandorte ......cooeeeeiieiieeee ettt st s 6
3.2 Pilzerhebungen und SPorenSamMmMIUNG .......c.vieeeciieeieciee e ecree e e e ete e e e eare e e e saree e eareeeeeaneaeesenseneesnnns 6
3.3 Handling der SPOFENTAIIEN .......oooeiveiieeiee ettt et e e tre e e eearee e e abeeeeenreeeeeasaeeesenseeeennnns 8

R TV L= =Y AV T V(0] VN 9
3.5 Pilzbestimmung und Molekularbiologische ANalySen.........c.eeeeciiirieciiie e 9
3.6 Auswertung der Metabarcoding-Daten .........coeoccuiee i e e e e e e e e e e eanes 9
3.6.1 Gruppierung und taxonomMiSChe ZUOIANUNE..........uuvveeeeiieeiiiiieeeee e eeecrrree e e e e eerrrre e e e e e e e nnaeeeee s 9

3.6.2 StatistiSChe AUSWEITUNE .....eeiiiiieeee ettt ettt et e e e e e e e rrr e e e e e s e eeansaaeeeeeeeennnnraeaeeeas 10

3.6.3 Modellierung der SporenausbreitUNg .........coccveeiiciiie e e e 10

AT T oo Te [T 7=V o] a W O fo 1Y o1 {=1 o PSP 10

B RESUITATE ...ttt ettt ettt e bt s bt e e et e s b e s bt e b et e e a et e et e e s be e e ne e e at e e e b e e sanee e neeennes 13
4.1 Fruchtkdrperaufnahmen von WieSenpilzen........c.cooiiiiiiiiiiiiie ettt 13
4.2 Barcoding VON GroSSPIlZEN c....coouuiiiiiiiiieeiee ettt ettt et sttt e st e st e e sateesaree s 13
4.3 Pilzdiversitat in SPOrENTallEN ......ccccveeiicrie ettt ee e e et e e e ebre e e eebre e e eetraeeeeraeeeeas 15
4.3.1 AlIgemeine PilZAIVEISItat.......ccccciieiieee et ee e e e e s e eerar e e e e e e s s nrareeeeeeeeennnnnnes 15

A.3.2 WIBSENPIIZE. ettt ettt sttt e ettt sabe e s b e s bt e e ateesabee s 18

4.3.3 Arten der ROTEN LISEE ....eiiiiiiiieeeiie ettt ettt ettt et st e st esabe e s bt e e saaeesanee s 18

4.4 Modellierung des SPOrENFIUES ......cveiiiiieie ettt et e e e tre e e s eabae e e setbeeeesbbeeeeesraeeenns 19

D DISKUSSION ..ttt ettt ettt ettt sat e st e s bt e e sae e e sab e e sabeesabe e e bt e e sateesabeesabeesabe e e bbeesabeesabeesabeeenbeeesaaeens 21
5.1 AUSWAh] dES SEANUOIES ....c.ueiiiiiiiiieeie ettt ettt e st e e bt e sabe e sabeesbeessbteesaree s 21
5.2 Bemerkungen zu den FruchtkOrperaufNahmMen ........cceeeeiiiiiiicieie et 21
5.3 Wie gut werden mit Sporenfallen seltene Arten gefunden? ..........oooveeeeiiieeieiieee e 22
5.4 Vergleich der SPorenfallentyPen........c.ue et e e rtre e et e s et e e e e ara e e e enreeeenns 22
5.5 Wie Weit fHEZEN PilZSPOIENT ... . ettt ettt e e et e e e e ae e e s e ntee s enneeeeenaaeesennseeannnns 23
5.6 Moglicher Einsatz von Sporenfallen fiir die Revision der Roten Liste der Schweiz.........cccceeeevveeenne. 23

B LITOIATUL .ttt ettt e ettt e e ettt e e e bb e e e et e e e e a bt e e e s ab et e e e bt e e e e e bt e e e e abe e e e e nbeeeeenreeeeanraeas 25
Y 1 =L o =SS 27



1 Zusammenfassung

Ausgangslage: Die Verbreitung von Pilzen zu erfassen ist schwierig, da deren Fruchtkérper oft nur fiir kurze Zeit
erscheinen, ansonsten bleibt das Myzel fiir den Beobachter unsichtbar. Bei vielen Arten werden die Sporen jedoch
Uber den Wind verbreitet, weshalb sie mit Sporenfallen erfasst werden kdnnen. Durch die Anwendung moderner
Analysetechnik (Metabarcoding) kann aus der Sporen-DNA die Artenzusammensetzung ermittelt werden.

Methoden: Die vorliegende Studie vergleicht zwei passive Sporenfallentypen (Filterpapier fiir Trockensammlung
und Regenwassersammler) sowie eine aktive Sporenfalle, welche die Luft aktiv einsaugt. Sie wurden in den Jahren
2018 und 2019 auf einer Alpwiese oberhalb Altendorf (SZ) aufgestellt, und die Proben mittels Metabarcoding
analysiert. Gleichzeitig wurden dort systematisch die Fruchtkérper bestimmter Gruppen von Wiesenpilzen (Saft-
linge, Ellerlinge, Keulenartige Pilze) aufgenommen, viele von diesen Arten stehen auch auf der Roten Liste. Das
Sammeln der Sporen und die Aufnahmen wurden Gber mehrere Wochen hinweg wiederholt. Es wurden zudem
auch noch Referenzsequenzen aus vorhandenen Herbarbelegen und gesammelten Wiesenpilzen mittels DNA-
Barcoding generiert. Diese Sequenzen halfen bei der Identifikation der im Metabarcoding gefundenen Pilz-Se-
quenzen.

Ergebnisse: Mit den Sporenfallen wurde mit > 3'300 Arten und > 15'000 Sequenzvarianten (OTUs) eine sehr hohe
Diversitat an Pilzen erfasst. Die Zusammensetzung der Arten unterschied sich je nach Woche. Der hohe Anteil an
Mykorrhizapilzen und anderen typischen Wald-Arten legt nahe, dass viele Pilze aus den umliegenden Waldern
erfasst wurden.

Wiesenpilze: Bei den Fruchtkérperaufnahmen wurden insgesamt 30 Wiesenpilzarten identifiziert, zwolf davon
sind als gefahrdet gelistet. 17 dieser Pilzarten konnten auch in den Sporenfallen wiedergefunden werden, meist
war der relative Anteil in den Sequenzen gering (0.001 - 0.01 %). Besonders seltene Saftlinge mit < 20 Fruchtkér-
perfunden auf der gesamten Wiese wurden mit den Sporenfallen teilweise nicht entdeckt. Daflir detektierten die
Fallen 15 weitere Arten, hauptsachlich nicht naher identifizierbare Schwesterarten der auf dem Feld gefundenen
Keulenartigen Pilze. An Standorten mit mehr Fruchtkérpern einer bestimmten Art erfassten die Fallen generell
auch mehr von deren Sporen. Auch wenn genauere Analysen noch nicht abgeschlossen sind, lassen die Daten
annehmen, dass nur ein sehr geringer Anteil von Sporen dieser Pilze weiter als 100 m flog.

Rote Liste-Arten: Insgesamt wurden 148 der 932 als gefahrdet gelisteten Arten gefunden, darunter auch viele
stark gefahrdete. In einer durchschnittlichen Sequenzprobe waren grob geschatzt 5 - 10 % der gefdhrdeten Arten
zu finden, je nach Fallentyp. Bei den nicht gefdhrdeten Arten lag der von den Sporenfallen registrierte Art-Anteil
in etwa doppelt so hoch.

Sporenfallentypen: Im Regenwasser konnte generell die hochste Artenzahl gefunden werden, ausser bei den lo-
kalen Wiesenpilzen, wo die Regenwasserfalle am schlechtesten abschnitt. Dies lasst sich damit erklaren, dass sie
potentiell mehr Arten aus héheren Luftschichten enthélt, und damit weniger lokale Arten detektiert werden. Die
Filterpapiere wiesen im Laufe einer Woche eine fast gleich hohe Diversitdt an Sporen auf, auch aus der Umge-
bung. Filterfallen sind aber im Handling wesentlich einfacher als die Regenwasserfallen. Die aktiven Sporenfallen
sammelten jeweils 3-4 Tage lang, zusammengenommen war die Diversitat am geringsten, ausser bei lokalen Wie-
senpilzen.

Diskussion: Die Studie konnte zeigen, dass Sporenmonitorings ein grosses Potential haben, Fruchtkérperaufnah-
men zu erganzen und teilweise zu ersetzen. Ein derart grosses Artenspektrum kann von Feldmykologen nur sehr
schwer erfasst werden. Auf der anderen Seite kénnten die Fallen Miihe haben, Sporen von besonders seltenen
Arten zu erfassen, wenn sie nicht unmittelbar in der Nahe sporulieren. Hier miissen weitere Untersuchungen
zeigen, ob solche Pilze durch gezieltere, sensitivere Analysemethoden doch haufiger detektiert werden kénnten.
Fir die Untersuchung der lokalen Pilzflora scheinen besonders aktive Sporenfallen, sowie passive Filterfallen ge-
eignet. In Bezug auf die Identifikation der Pilze anhand von DNA-Sequenzen hat sich gezeigt, dass verlassliche
Datenbanken sehr wichtig sind, und hier bei den im Fokus stehenden Grosspilzen noch weitere Arbeiten notwen-
dig sind.



2 Einleitung

Pilze kommen in praktisch allen Lebensrdumen vor und sind fiir ein funktionierendes Okosystem essentiell.
Sie verbringen die meiste Zeit ihres Lebens unsichtbar im Boden. Nur wenn die Bedingungen optimal sind,
erscheinen die Fruchtkorper, und dies oft nur fiir kurze Zeit. Um moglichst viele Arten zu erfassen, sind
darum mehrere Begehungen notwendig und auch dann werden immer gewisse Arten (vor allem seltene)
Ubersehen oder verpasst. Neue molekulare Techniken bieten vielversprechende Mdoglichkeiten fir zeit- und
kosteneffizienteres Sammeln und Bestimmen von Pilzen. Mit dem sogenannten ,,Metabarcoding” kdnnen
heute hunderte von Pilzen in einer einzelnen Probe (z.B. Sporenprobe, Bodenprobe, Totholzprobe) moleku-
lar identifiziert werden. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Bestimmung solcher Proben auf Art-Ebene ist
das Vorliegen von Barcode-Sequenzen der einzelnen Arten, damit die Metabarcoding-Sequenzen prazise
einer Art zugeordnet werden kénnen.

Dieses Projekt hatte zum Ziel, Vorarbeit zu leisten, um die Erhebung und Bestimmung von Pilzen in Zukunft
effizienter und kostenginstiger durchfiihren zu kénnen, auch im Hinblick auf die geplante Revision der Ro-
ten Liste der gefahrdeten Grosspilze der Schweiz. Hierzu wurden einerseits die Barcode-Sequenzen von ca.
1600 Herbarbelgen von liber 700 Arten ermittelt, mit Schwerpunkt auf seltenen Arten und Arten ohne si-
chere DNA Barcode Sequenz (Referenzsequenz). Andererseits wurde untersucht, ob sich typische Wiesen-
pilze in Sporenfallen molekulargenetisch nachweisen lassen. Dazu wurden Daten aus passiven (2018 und
2019) und zusatzlich aktiven Sporenfallen (2019) mit Fruchtkérperaufnahmen im Feld um die Sporenfallen
herum verglichen. Der Schwerpunkt der Feldaufnahmen lag in der Erfassung von Saftlingen, Ellerlingen und
einigen Gruppen der Keulenartigen Pilze, welche hauptsachlich auf mageren, extensiv beweideten Wiesen
vorkommen (sogenannte Saftlingswiesen) und aufgrund zunehmendem Habitatverlust in der Schweiz stark
bedroht sind.

Folgende Forschungsfragen sollten beantwortet werden:

Wie viele Arten kdnnen wir mittels Sporenfallen nachweisen?
Wie setzen sich die Artgemeinschaften in Sporenfallen zusammen?
Welche Sporenfallentypen eignen sich am besten fiir die Detektion von seltenen Arten?

Wie viele seltene (Rote Liste-)Arten finden sich in Sporenfallen und wie haufig?

M A

Wie hangt die Sporenzusammensetzung in der Luft mit der Verbreitung von Fruchtkdrpern von

Wiesenpilzen zusammen?



3 Methoden

3.1 Auswabhl der Fallenstandorte

Um einen geeigneten Standort zu finden, wurden verschiedene Orte in Betracht gezogen, an welchen typi-
sche Saftlingswiesen existieren kdnnten. Dazu wurden auch Funddaten von Saftlingen in der Datenbank von
SwissFungi ausgewertet. Im September 2018 wurden Standorte bei Merishausen (SH), Oetwil an der Limmat
(ZH) und Altendorf (SZ) vor Ort inspiziert. Auf der Alp Schilligsriiti 2'704'296 / 1'225'369, CH1903+ / LV95)
oberhalb von Altendorf konnte eine zum Teil erhebliche Diversitdt an Saftlingen und anderen Grosspilzen
beobachtet werden, weshalb dieser Standort ausgewahlt wurde.

3.2 Pilzerhebungen und Sporensammlung

Fur die Feldaufnahmen wurden Pilze gewahlt, die typischerweise auf Saftlingswiesen vorkommen, darunter
die namengebenden Saftlinge, sowie Ellerlinge und Keulenartige Pilze. Diese Wiesenpilze sind besonders
gefahrdet, weil ihr Lebensraum wegen der stetigen Intensivierung der Landwirtschaft und Stickstoffeintra-
gen aus der Luft stark unter Druck steht. Prozentual viele dieser Wiesenpilze sind denn auch sehr selten und
stehen auf der Roten Liste der Grosspilze der Schweiz (Senn-Irlet, Bieri, und Egli 2007). Die Fruchtkérperauf-
nahmen beinhaltete Saftlinge der Gattungen (Neo-)Hygrocybe, Gliophorus, Porpoloma, Porpolomopsis, El-
lerlinge (Cuphophyllus, Camarophyllus), sowie Wiesenkeulen (Clavulinopsis, Ramariopsis) und Korallenpilze
(Clavaria) (siehe auch Abbildung 2 fiir eine Auswahl der gefundenen Pilze).

2018 wurde nur mit passiven Sporenfallen gearbeitet. Diese wurden an sieben Standorten entlang eines
Waldrandes gewahlt, wo eine sehr hohe Dichte an Saftlings-Fruchtkérpern festgestellt werden konnte
(Abbildung 5). Zum Einsatz kamen selbst konstruierte Sporenfallen, die einerseits mit regengeschitzten Fil-
terpapieren (Borosilikatglasfasern, Whatman Artikel-Nr. 1820-060, 60 mm Durchmesser) fiir das Sammeln
der Trockendeposition bestlickt waren und andererseits wurde Regenwasser tber einen Trichter gesammelt
(Abbildung 1c). Die Sporenfallen wurden jeweils wochentlich geleert (siehe unten, Tabelle 1). Parallel dazu
wurden die Pilzfruchtkdrper wochentlich in einem definierten Perimeter um die Sporenfallen herum aufge-
nommen (Abbildung 5). Die Aufnahmen dauerten jeweils einen Tag und wurden an fiinf aufeinanderfolgen-
den Wochen im Oktober und November durchgefiihrt. Die Positionen von Fruchtkoérper-Gruppen (1-4 m
Durchmesser) wurden per GPS bestimmt (Leica GPS1200 mit RTK Uber swipos-GIS/GEQ), wobei besonders
im Bereich von 50 m um Sporenfallen herum auch kleinere Gruppen genau lokalisiert wurden (max. 1 m
Durchmesser).

Tabelle 1: Daten der Felderhebungen

Sporensammlung

Jahr Woche |passiv aktiv (volumetrisch) Fruchtkérperaufnahmen

1 05.-12.10. 10.10.

2 12.-19.10. 19.10.
2018 3 19. - 26.10. 26.10.

4 26.10. - 02.11. 02.11.

5 02.-09.11. 09.11.20

1 30.09. - 07.10. 02.-04.10. 01.-05.10.
2019 2 14.-21.10. 16.-18.10. 15.-19.10.

3 28.10. - 04.11. 30.10.-01.11., 03.11. 29.10. - 02.11.

(4%) 07.-12.11.

* Untersuchung umliegender Gebiete



Abbildung 1: Ansicht der Wiese und Sporenfallen: (a) Blick gegen Norden, im Hintergrund ist einer der
Windsensoren zu erkennen. (b) Nahere Ansicht einer aktiven Sporenfalle. Der Kopf der Falle dreht sich dank
Windsegel so, dass die Offnung (rechts im Bild) immer gegen den Wind zeigt. Die Sporen werden mittels eines
erzeugten Luftwirbels («Cyclone») eingesaugt und im Sammelgefass deponiert. (c) Passive Sporenfalle. Das Re-
genwasser wird durch einen Trichter eingefangen und in einer Flasche gesammelt. Ein Stahlgitter Glber dem Trich-
ter und ein Nylonnetz beim Ubergang zur Flasche sollten zudem verhindern, dass Insekten und gréssere Partikel
in die Flasche gelangen. Am Trichter ist eine Kunststoffplatte mit vier Filterpapieren befestigt, durch eine gréssere
Platte dariiber vom Regen geschiitzt

Fir die Feldsaison 2019 standen SwissFungi zusatzlich elf elektrisch, mit Solarenergie betriebene volumet-
rische Sporenfallen («cyclone sampler») vom Burkard Manufacturing Co Ltd. (Rickmansworth, England; Em-
berlin und Baboonian 1995) zur Verfiigung (Abbildung 1b). Von den sieben Fallenstandorten 2018, wurden
nur noch vier mit passiven Sporenfallen bestiickt. Dafiir wurden daneben noch je eine aktive Sporenfallen
aufgestellt. Sechs weitere aktive Fallen wurden Uber die ganze Alp verteilt aufgestellt (Abbildung 5). Eine
aktive Falle wurde zudem als Vergleich im Wald aufgestellt (siehe Abbildung 4). Die Fruchtkérperaufnahmen
2019 wurden ebenfalls auf die ganze Wiese ausgedehnt.

Aufgrund des viel grosseren Untersuchungsgebietes wurden die Aufnahmen 2019 nur alle zwei Wochen
durchgefiihrt, insgesamt dreimal. Sie dauerten jeweils sechs Tage, von Montag bis Samstag. Die aktiven
Sporenfallen liefen wahrend drei Tagen (jeweils Dienstag bis Freitag) in Intervallen von 20 Minuten (20 Min.
an / 20 Min aus, um Batterie zu sparen), wobei sie jeden Tag in ein neues Gefdss sammelten. Die passiven
Sporenfallen wurden wie zuvor je eine Woche (Montag bis Montag) betrieben (Tabelle 1).

Um eine Ubersicht tiber das Vorkommen von Wiesenpilzen in der ganzen Region zu erhalten, wurde zusétz-
lich zu den Fruchtkérperaufnahmen in der Schilligsriiti vom 7.-12. November 2019 auch noch umliegende
Gebiete kartiert. Eine grobe Ubersicht (iber weitere Saftlingsvorkommen in der Region kann fiir die Inter-
pretation der Sporenfallendaten von grossem Nutzen sein. Konkret geht es um die Frage, ob die Sporenfallen
auch Pilze, die weiter weg sporulieren, detektieren oder ob sie nur lokal sporulierende Pilze finden werden.
Die Suchmethode war hier weniger genau und konzentrierte sich auf Flachen, wo aufgrund der 6kologischen
Bedingungen das Vorkommen von Saftlingen als fiir moglich erachtet wurde. Fruchtkérperpositionen wur-
den mittels Smartphone GPS (Genauigkeit von ca. +/- 10 m) bestimmt. Kleinere Wiesenkeulen (Ramariopsis
laeticolor/helvola) wurden nicht aufgenommen.



Stumpfer Saftling (LC) Weisser Ellerling (VU)  Papageigriiner Saftling (LC) Wiesenellerling (LC) Schleimfuss-Saftling (LC)
Hygrocybe chlorophana Cuphophyllus virgineus Gliophorus psittacinus Cuphophyllus pratensis Hygrocybe glutinipes

~

Kirschroter Saftling (LC) Zaher Saftling(VU) . Rosenroter Sftling (CR) Kegelger SaftIingC)
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Kleinhutiger Saftling (NT)

Hygrocybe coccinea Gliophorus laetus Porpolomopsis Hygrocybe conica Hygrocybe citrinovirens
calyptriformis
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Prachtiger Saftling (LC) Honig-Saftling (VU) Spindelférmige Wiesen- Schéne/Goldgelbe Amethystfarbene Koralle
Hygrocybe splendidissima Hygrocybe reidii keule (VU) Wiesenkeule (LC/NT) (EN) Clavaria zollingeri
Clavulinopsis fusiformis Ramariopsis laeticolor /
helvola

Abbildung 2: Bilder von gefundenen Wiesenpilzarten, jeweils mit Angabe des Rote Liste-Status (LC, VU, CR, EN).
Oben sind Saftlings- und Ellerlingsarten zu sehen, geordnet nach Fundhéaufigkeit. Die drei letzten Bilder zeigen
Keulenartige Pilze. Fotos: J. Panziera, M. Schlegel, L. Lithi

3.3 Handling der Sporenfallen

Die passiven Sporenfallen wurden vor der Installation komplett mit Javelwasser (NaOCl, 1 % freies Chlor)
sterilisiert und danach mehrmals mit Reinstwasser (Milli-Q) gespdlilt. Danach wurden einmal wdchentlich
die Luftfilter ausgetauscht und das Regenwasser mitgenommen. Dabei wurde jeweils der Trichter mit 0.5 L
Reinstwasser gesplilt, um abgelagerte Sporen im Wasser zu sammeln. In vier der fiinf Feldwochen 2018 gab
es keinen Regen (Abbildung 3), deshalb bestanden die analysierten Proben nur aus abgewaschener Trocken-
deposition. Die Sammelflaschen wurden durch frische, ebenfalls mit NaOCl sterilisierte Flaschen ersetzt und
am gleichen Tag an die WSL transportiert. Das Wasser wurde innerhalb von 24 Stunden durch sterile Ein-
wegfilter mit einer Porengrosse von 0.45 uM gefiltert (MicroFunnel™ von Pall Laboratory mit Membran aus
Cellulosemischester, GN-6 Metricel®), und diese bei -20 °C eingefroren. Die vier Luftfilter wurden steril ab-
gepackt und an der WSL ebenfalls gefroren gelagert.



Die aktiven Sporenfallen wurden woéchentlich geleert, die drei Sammelgefasse mit einem sterilen Deckel
verschlossen, und frische sterile Gefasse eingesetzt. Die Proben wurden am gleichen Tag eingefroren. Dies
geschah wie bei den passiven Fallen montags. Nach der Sporensammlung blieben die Gefasse demnach
noch zweieinhalb Tage bis zur Leerung in der Falle. In der dritten Sammelwoche 2019 liefen mehrere Gefasse
aufgrund des dichten Nebels mit Wasser voll. Dieses wurde durch Gefriertrocknung entfernt.

3.4 Wetter-Monitoring

Da die Windverhaltnisse einen entscheidenden Einfluss auf die Verbreitung von Pilzsporen haben, wurden
im Herbst 2019 zusatzlich drei Anemometer (Windsensoren) auf der Flache installiert (Abbildung 1; ATMOS-
22 von METER, Miinchen). Es wurden zudem bei jeder aktiven Sporenfalle Temperatur- und Feuchtigkeits-
logger platziert.

Die Regenmenge konnte mit Regenwasserfallen direkt gemessen werden, zusatzlich stellte uns das Amt fir
Wald und Naturgefahren des Kantons Schwyz fiir 2019 die Daten von einem Niederschlagssensor des Flut-
warnsystems ganz in der Nahe zur Verfiigung (Altendorf-Brunnenlécher, 2'704'296 / 1'225'369). Fir die Da-
ten 2018 wurde der Mittelwert aus den Messdaten der Meteostationen Einsiedeln, Wadenswil und Lachen
verwendet (Abbildung 3).

3.5 Pilzbestimmung und Molekularbiologische Analysen

Wenn Pilze gefunden wurden, die nicht sicher bestimmt werden konnten, wurden sie an der WSL getrocknet
und weiter mikroskopisch bestimmt. Fiir einige wurde die Sequenz der ITS-Region mittels Sanger-Sequen-
zierung ermittelt, zusammen mit anderen Proben des Barcoding-Projektes (Kapitel 3.7). Das Ziel der Se-
guenzierung war einerseits, nicht bestimmbare Pilze genetisch zu identifizieren, und andererseits von jeder
typischen Wiesenpilzart mindestens eine Referenzsequenz zu generieren.

Die Sporen-DNA wurde in Glasfaser- und Wasserfiltern mittels des Kits PowerPlant Pro (Qiagen, Hombrech-
tikon, Schweiz) mit einem angepassten Protokoll extrahiert. Flr die Proben der aktiven Sporenfallen wurde
das UltraClean Microbial Kit (Qiagen) verwendet, ebenfalls mit einem aufgrund von Vortests angepassten
Protokoll. Danach wurde die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften mittels Metabarcoding analysiert.
Als Marker diente die ITS2-Region, amplifiziert mittels der Primer ITS3-KYO2 (Toju u. a. 2012) und ITS4
(White u. a. 1990). Um sicherzustellen, dass die Pilzzusammensetzung moglichst vollstandig ermittelt wer-
den konnte, wurden die Primer mit zusatzlichen selbst entwickelten Sequenz-Varianten fir spezielle Pilz-
gruppen vervollstandigt. Die Sequenzierung mittels lllumina MiSeq (2 x 300bp) (lllumina Inc. San Diego, USA)
wurde an der Universitat Bern durchgefiihrt (NGS Platform). Da die Proben der passiven Sporenfallen mehr
DNA aufwiesen, wurden fiir sie mehr Sequenzen pro Probe generiert.

3.6 Auswertung der Metabarcoding-Daten

3.6.1 Gruppierung und taxonomische Zuordnung

Die Gruppierung der Sequenzen anhand von Ahnlichkeit wurde mit Hilfe von UNOISE3 (Edgar 2016) durch-
gefihrt. Der Algorithmus versucht, moglichst alle einzigartigen DNA-Sequenzen in der ITS2-Region zu ermit-
teln, wobei potentielle Sequenzierfehler korrigiert werden (Denoising). In der Literatur ist oft von ASVs
(amplicon sequence variants) die Rede. In der Folge werden diese Sequenzvarianten jedoch operational
taxonomic units (OTUs) genannt. Meist gibt es mehrere Sequenzvarianten (OTUs) pro Art. Die taxonomi-
schen Zuordnungen wurden mittels des SINTAX-Algorithmus (Robert Edgar 2016) mithilfe von UNITE, einer
speziellen Referenzdatenbank fiir Pilze (Abarenkov u. a. 2020) ermittelt. Obwohl diese zum Teil manuell va-
lidiert wurde, enthalt sie wie andere Datenbanken falsch zugewiesene Referenzsequenzen, und fir einen
Teil der Arten gibt es gar keine. Deshalb wurde fiir die im Feld untersuchten Wiesenpilze eine manuell er-
stellte Sequenzdatenbank benutzt, welche sich aus ITS-Sequenzen von im Feld gesammelten Pilzen und Se-
quenzen aus dem Barcoding-Projekt, sowie GenBank und UNITE zusammensetzte. OTUs mit mindestens



97 % Sequenz-Ahnlichkeit wurden den entsprechenden Arten zugeordnet. Eine dhnliche Datenbank wurde
flr Pilze der Roten Liste der gefahrdeten Grosspilze in der Schweiz (Senn-Irlet, Bieri, und Egli 2007) anhand
der UNITE-Datenbank (Abarenkov u. a. 2020) erstellt, einschliesslich aller in der Roten Liste evaluierten Ar-
ten (Stati LC, DD). Fiir 49 % der 4835 evaluierten Arten konnte in UNITE Referenzsequenzen gefunden wer-
den.

3.6.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde in R (R Core Team 2020) mit Hilfe von Phyloseq (McMurdie und Holmes
2013) durchgefiihrt. Die Non-metrische Multidimensionale Skalierung (NMDS) und die Artenakkumulati-
onskurven wurden mit Hilfe des Pakets vegan (Oksanen u. a. 2019) berechnet. Fir NMDS mit dem Bray-
Curtis-Distanzmass wurden die Sequenzzahlen zuerst normalisiert, um so genau wie moglich der Menge an
Sporen in der Probe zu entsprechen. Bei den passiven Sporenfallen konnten dazu Quantifizierungen der
DNA-Menge mittels qPCR benutzt werden, bei den Proben der aktiven Sporenfallen war das aufgrund einer
Kontamination des Extraktionskits durch eine Pilzart (Penicillium sp.), deren Ursprung nicht ermittelt wer-
den konnte, nicht moglich. Die Kontamination konnte jedoch umgekehrt fiir die Quantifizierung benutzt
werden, da deren Anteil in den Sequenzen umgekehrt proportional zur Menge der zu analysierenden Pilz-
DNA ist. Obwohl urspriinglich nicht beabsichtigt, wurde so eine Quantifizierung mittels «Spiking» (siehe z.B.
Palmer u. a. 2018; Ovaskainen u. a. 2020) moglich.

3.6.3 Modellierung der Sporenausbreitung

Die so normalisierten Pilzmengen wurden zudem mit den aufgrund der Feldaufnahmen am Ort der jeweili-
gen Sporenfallen erwarteten Pilzmenge verglichen. Dazu wurde ein fiir die Samenausbreitung lGber weite
Distanzen entwickeltes mechanistisches Modell verwendet, welches einer inversen Normalverteilung ent-
spricht (Katul u. a. 2005). Um die erwartete Pilzzusammensetzung bei einer Sporenfalle zu berechnen,
wurde die Modellfunktion fiir jede Gruppe von Pilzfruchtkérpern anhand der Distanz zur Falle angewendet,
das Ergebnis mit der Anzahl an Fruchtkérpern multipliziert, und die so berechneten Mengen uber alle Pilz-
funde aufsummiert. Die optimalen Werte fiir die beiden Parameter A" und u” der Modellfunktion wurden
ermittelt, indem die modellierten und in den Fallen gefundenen Werte (logarithmiert) mit linearer Regres-
sion verglichen wurden und diejenigen ausgewahlt wurden, bei denen am meisten Variabilitdt durch das
Modell erklart wurde.

3.7 Barcoding von Grosspilzen

Von ca. 1600 Herbarbelegen und gesammelten Fruchtkérper aus diesem Projekt wurde wenig Pilzmaterial
entnommen, um daraus die genomische DNA extrahieren zu kdnnen. Wir konnten dabei auf das sehr um-
fangreiche private Fungarium von Beatrice Senn-Irlet zurtickgreifen, aber auch andere Mykologen wie Ste-
fan Blaser, Andrin Gross, Romano de Marchi, Markus Wilhelm, etc. stellten Herbarmaterial zur Verfligung.
Um die innerartliche Variation besser abschatzen zu kdnnen, wurden wenn maoglich drei verschiedene Be-
lege pro Art, moglichst aus unterschiedlichen geografischen Regionen der Schweiz ausgewahlt. Typische
Wiesenpilze wurden bei der Artauswahl zuerst bericksichtigt. Als Barcoding-Region wurde wie bei Pilzen
Ublich die ITS1 und ITS2 Region der ribosomalen DNA gewdhlt. Diese wurden mit den beiden Primern ITS1-F
(Gardes und Bruns 1993) und ITS4 (White u. a. 1990) amplifiziert. Die Sequenzierung mittels Sanger-Sequen-
zierung wurde mit beiden Primern durchgefiihrt (vorwarts- und Gegenstrang), um die Qualitat der Sequen-
zen mittels Sequenz-Alignments zu erhdhen. Fiir die Sequenz-Alignments wurde die Software Geneious
Prime verwendet.
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Abbildung 3: Taglicher Niederschlag wahrend der Untersuchungsperioden in der Schilligsriiti [mm]. Der blaue
und rote Hintergrund zeigt die Messintervalle der passiven und aktiven Sporenfallen.

Abbildung 4: Ubersicht der erweiterten Untersuchungsregion um die Alp Schilligsriiti (weiss umrandete Wiese in der
Mitte). Die farbigen Punkte zeigen die Positionen der Pilzfruchtkérper an (zuféllig um GPS-Punkt gestreut). Fiir die
Schilligsriti sind die Fruchtkérper der Woche vom 29. Oktober - 2. November 2019 gezeigt, fir die umliegende Region
wurden die Aufnahmen vom 7. - 12. November durchgefiihrt (mit weiss gestrichelten Linien umrandet). Kleine Wie-
senkeulen (R. laeticolor/helvola) wurden dabei nicht aufgenommen. Gewisse hohergelegene Gebieten konnten we-
gen Schneefalls nicht mehr untersucht werden. Regionen, in denen die untersuchten Wiesenpilze potentiell vorkom-
men kdnnten, sind mit orange-gestrichelten Linien umrandet.

Luftbild: SwissImage 25
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Abbildung 5: Ubersicht der Wiese der Alp Schilligsriiti oberhalb von Altendorf SZ. Der Hang ist nach Norden ge-
neigt, der hochste Punkt der Wiese befindet sich also im unteren Teil der Karte. Die Fruchtkérpervorkommen in
der Woche vom 15. - 19. Oktober 2019 sind mit farbigen Punkten dargestellt. Gruppen von Fruchtkérpern wur-
den zur lllustration zuféllig um die mit GPS ermittelte Position gestreut. Die mit 1-13 bezeichneten Symbole zei-
gen die Positionen der Sporenfallen. 2018 wurden passive Sporenfallen entlang des Waldrandes aufgestellt (1-
7). Im folgenden Jahr wurden bei den Punkten 3 und 5-7 sowohl passive als auch aktive Sporenfallen aufge-
stellt, und zusatzlich noch aktive Fallen auf der ganzen Wiese verteilt (8-13). Die gestrichelte weisse Linie mar-
kiert die Umrisse der Untersuchungsregion fur Fruchtkorper 2018. 2019 wurde auf der ganzen Wiese gesucht
(Umrisse mit ausgezogener weisser Linie).

Luftbild: Swisslmage 25
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4 Resultate

4.1 Fruchtkorperaufnahmen von Wiesenpilzen

Insgesamt wurden 30 Arten der ausgewahlten Wiesenpilzgruppen gefunden, 22 davon waren Saftlinge und
Ellerlinge und acht waren Keulenartige Pilze. Die mit Abstand am haufigsten gefundene Art war in beiden
Jahren der stumpfe Saftling (Hygrocybe chlorophana, LC). 2018 waren es in jeder Sammelwoche durch-
schnittlich 187 Funde, 2019 waren es 1121 Funde, wobei in diesem Jahr auf der ganzen Alp gesucht wurde,
nicht nur auf einem Teil der Wiese (siehe Abbildung 5 fiir eine Ubersicht, bzw. Tabelle 3 im Anhang fiir eine
detaillierte Liste). Weitere haufige Arten waren der Weisse Ellerling (Cuphophyllus virgineus, LC) mit
150/465 Funden im Mittel pro Woche 2018/2019, sowie der Papageigriine Saftling (Gliophorus psittacinus,
LC) (26/275 Funde), die Schéne oder die Goldgelbe Wiesenkeule (Ramariopsis laeticolor, LC/helvola, NT),
welche ohne Mikroskop nicht unterscheidbar sind (8.4/216 Funde).

Von den 22 Saftlings- und Ellerlingsarten sind acht in der Roten Liste als verletzlich (VU) und zwei als stark
gefahrdet (EN, Hygrocybe ingrata) bzw. vom Aussterben bedroht (CR, Porpolomopsis calyptriformis) einge-
stuft (Tabelle 3). Zudem gab es einen Erstfund von Hygrocybe phaeococcinea (siehe Kapitel 4.2). Bei den
untersuchten Gruppen der Keulenartigen Pilze (Clavaria, Clavulinopsis, Ramariopsis spp.) ist die Spindelfor-
mige Wiesenkeule (Clavulinopsis fusiformis) als verletzlich eingestuft. Sie war interessanterweise mit durch-
schnittlich 221 Funden in jeder Woche 2019 auf dieser Wiese trotzdem ziemlich haufig anzutreffen. Von der
sehr seltenen Amethystfarbenen Koralle (Clavaria zollingeri, EN; Abbildung 2) konnten in der ersten Feld-
woche 2019 fiinf Fruchtkorper an verschiedenen Standorten gefunden werden. Die Arten Ramariopsis laeti-
color und R. helvola sowie Clavaria acuta und C. falcata werden hier als eine Art behandelt, da ihre Unter-
scheidung auf dem Feld nicht moglich war.

Zwei weitere als verletzlich eingestufte Arten (Hygrocybe punicea, Cuphophyllus lacmus) wurden Anfang
November 2019 gefunden, als das umliegende Gebiet auf Wiesenpilze untersucht wurde (Tabelle 3). Sie
wuchsen beide am Hang einer Feuchtwiese westlich der Alp Schilligsriiti, wo auf kleinem Raum eine hohe
Diversitat an Saftlingen und Ellerlingen zu beobachten war. Die Weide oberhalb (stdlich) der Schilligsriiti
wies ebenfalls eine hohe Anzahl an Arten auf (Abbildung 4). Einige der umliegenden Gebiete konnten auf-
grund eines Schneeeinbruchs leider nicht mehr untersucht werden.

Die Haufigkeit der Arten war generell stark von den Standort-Bedingungen abhangig. an intensiver genutz-
ten (gediingten) Standorten wuchsen fast keine der untersuchten Wiesenpilze. Die Zusammensetzung der
Arten war auch lokal verschieden, wie in Abbildung 4 und Abbildung 5 gut zu sehen ist. Keulenartige schie-
nen feuchtere, moosige Standorte zu bevorzugen.

4.2 Barcoding von Grosspilzen

Von den 1'600 sequenzierten Herbarbelegen wurden noch nicht alle ausgewertet, hauptsachlich die Wie-
senpilzsequenzen wurden angeschaut. Dies war vielfach sehr hilfreich, da viele falsch bestimmte Sequenzen
in den 6ffentlichen Datenbanken (GenBank, UNITE) vorhanden sind. Zum Beispiel konnte nur so Hygrocybe
splendidissima von H. punicea abgegrenzt werden. Es kamen auch Arten ohne Ahnlichkeit zu publizierten
Sequenzen zum Vorschein, ein unbekannter Saftling aus dem Herbar (Hygrocybe sp. 2) sowie eine unbe-
kannte Wiesenkoralle (Clavulinopsis sp. w1.38) (Tabelle 3). Zudem erwies sich eine morphologisch nicht
identifizierbare Art nach der genetischen Analyse als Hygrocybe phaeococcinea, ein Erstfund fir die
Schweiz. Hygrocybe phaeococcinea ist auf der provisorischen, globalen Roten Liste der Pilze als VU ,verletz-
lich” eingestuft.

13



OTUs

10 % (1343

30 % (3901)

58% (1718)

Abbildung 6: Venn-Diagramm, welches die Anteile der gemeinsamen / einzigartigen Pilz-OTUs (links) bzw. Arten
(rechts) in den verschiedenen Sporenfallentypen zeigt. Es wurden nur OTUs und Arten mit mindestens 10 Sequenzen
gezahlt, die Zahlen wurden fiir alle Proben zusammen berechnet. Ausserdem wurden alle Datenséatze auf 3.3 Millio-

nen Reads reduziert, um vergleichbar zu sein.
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Dothideomycetes / Boeremia
B Tremellomycetes / Itersonilia
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Abbildung 7: Ubersicht der relativen Haufigkeiten verschiedener taxonomischer Gruppen an Fallenstandorten, bei

denen alle Fallentypen aufgestellt waren (2019) (a) in den Proben aller Sporenfallen zusammengenommen als Krona-
Grafik (Ondov, Bergman, und Phillippy 2011) (b) als Balkengrafik nach Fallentyp aufgeschliisselt. Bei (a) ist es moglich,
dass gewisse Namen ungenau sind, da die Vorhersagen (soweit nicht z.B. in der Roten Liste) automatisch anhand der

UNITE-Datenbank gemacht wurden.
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4.3 Pilzdiversitdt in Sporenfallen

4.3.1 Allgemeine Pilzdiversitat

Die Metabarcoding-Analyse der ITS2-Region ergab im Mittel (Median) 50'123 Sequenzen pro Probe fiir die
aktiven Sporenfallen und 141'110, bzw. 126'495 fiir Proben aus passiven Sporenfallen (Filterfallen bzw. Re-
genwasser). Mit insgesamt 15'920 an haufigeren Sequenzvarianten (hier operational taxonomic units ge-
nannt, OTUs) und 3'326 Arten waren die Gemeinschaften sehr divers. Es wurden OTUs gezahlt, bei denen
mindestens 10 Sequenzen dem OTU zugeordnet waren. Der Anteil der bei allen Fallentypen gefundenen
OTUs war mit 30 % eher klein, bei einem Vergleich von Artnamen waren es jedoch 58 %, die bei allen Typen
gefunden (Abbildung 6) wurden. Fiir gewisse Arten (Wiesenpilze, Rote Liste-Arten) wurden spezielle Refe-
renzdatenbanken zur Artbestimmung verwendet, der iberwiegende Teil der OTUs wurde jedoch mit einem
automatischen Algorithmus zugewiesen, welcher aufgrund fehlender oder widerspriichlicher Informationen
in der Referenzdatenbank keine Art zuweisen konnte, sondern nur auf Gattungs- oder einer hdheren taxo-
nomischen Ebene einen Namen definierte. Bei den Basidiomyceten wurden 53 % einer Art zugewiesen, bei
den Ascomyceten nur 22 %. Somit ist die Artenzahl vermutlich unterschatzt.

Die Verteilung der taxonomischen Gruppen war zwischen den Fallentypen insgesamt relativ ahnlich, und
eine grosse Diversitadt an Gattungen von haufigen Grosspilzen wurde nachgewiesen (Abbildung 7). Der auf-
falligste Unterschied war, dass im Regenwasser viele Pilze der Tremellomycetes (insbesondere Itersonillia
pannonica) dominant waren, wahrend bei den anderen Typen gewisse Gruppen der Dothideomycetes (Ple-
osporales, Capnodiales) haufig waren.

Die geschatzte Diversitdt an OTUs und Arten (Shannon-Diversitdtsindex) war bei passiven Fallen generell
hoher als bei den aktiven (Daten nicht gezeigt). Die absolut gefundene Diversitdt in Metabarcoding-Analysen
hangt auch davon ab, wie viele Sequenzen einer Probe generiert wurden («sequencing depth»). Um dies zu
untersuchen, wurden zufallig verschiedenen Mengen an Sequenzen aus den Proben ausgewahlt, und dann
die Anzahl der darin enthaltenen Arten analysiert (engl. Rarefaction). Proben mit dhnlichen Sequenzzahlen
sind tendenziell besser untereinander vergleichbar. Die Ergebnisse zeigen, dass die passiven Sporenfallen
im Vergleich zu den aktiven bei allen Probengréssen am meisten Arten entdeckten, wobei im Regenwasser
generell am meisten Arten vorhanden waren (Abbildung 9). Die Proben sind nicht ganz vergleichbar, da die
aktiven Sporenfallen nur drei bis vier Tage in Betrieb waren (und nur in Intervallen von 20 min an / 20 min
sammelten), wahrend die passiven eine ganze Woche kontinuierlich sammelten. Da die Diversitdt auch nach
vier Tagen noch anzusteigen scheint (Abbildung 8), ist zu erwarten, dass die aktiven Sporenfallen bei lange-
rem Betrieb mehr Pilzdiversitat finden wiirden.

Agaricomycetes Abbildung 8: Arten-Akkkumulationskurven fiir die
6001 = aktiven Sporenfallen Uiber die Tage, an denen je-
weils aufeinanderfolgend gesammelt wurde
400 - (Dienstag-Freitag, in der dritten Woche zusatzlich

noch Sonntag). Die Kurven zeigen die theoretisch

errechneten Mittelwerte der moglichen Anzahl
Woche Arten, wenn sie Uber die Tage akkumuliert wer-
den bei unterschiedlichen Anordnungen der Tage
Wiesenpilze = 5 (specaccum aus dem R-Paket vegan). Die Flache
— 3 um die Kurven zeigt jeweils die Standardabwei-

151 chung der verschiedenen Moglichkeiten an. Die
Probengréssen wurden zur besseren Vergleich-
101 barkeit auf 30'000 reduziert, und Sporenfallen,

bei denen in einer Woche nicht alle Proben so

200 4

o
1
—_

Anzahl Arten
8

5 -
viele Sequenzen hatten, wurden nicht bericksich-
0- p— tigt (betraf die Halfte der Fallen). Die Artenzahlen
] 5 3 2 sollten entsprechend auch mit der Probengrdsse
(Tage) von 30'000 in Abbildung 9 verglichen werden.
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Abbildung 9: Anzahl in den Sporenfallen gefundene Arten in Abhéngigkeit der Probengrdsse (totale Anzahl Sequen-
zen). Die Artenzahlen wurden fiir verschiedene Probengrossen durch wiederholte zufillige Auswahl der Sequenzen
ermittelt (einzelne Boxplots mit Giberlagerten Datenpunkten). Zur Detektion einer Art in einer Probe reichte eine Se-
qguenz aus. Um die Resultate besser vergleichen zu kdnnen, wurden bei den aktiven Sporenfallen die drei bis vier Pro-
ben derselben Woche zusammengenommen. Die obersten Grafiken zeigen die durchschnittliche Anzahl Pilzarten pro
Probe, bzw. die Anzahl Arten aus der Klasse der Agaricomycetes, zu der die meisten Grosspilze gehéren. Bei diesen
Kategorien wurde die Art zu einem guten Teil durch einen automatischen Algorithmus zugewiesen und kann deshalb
ungenau sein. Darunter folgen Grafiken fiir Arten aus verschiedenen Kategorien der Roten Liste und fiir die in dieser
Studie angeschauten Wiesenpilzgruppen. Eine genauere Aufschliisselung der Kategorien der Roten Liste ist in Tabelle
3 zu finden.

Wihrend die Proben von passiven Fallen generell relativ viel DNA enthielten und zur Amplifizierung 23-27
PCR-Zyklen ausreichten, war bei den Proben der aktiven Fallen nur sehr wenig DNA vorhanden (44 Zyklen
notwendig). Entsprechend scheint bei diesem Fallentyp die Anzahl der entdeckten Arten in Abbildung 9 im
Gegensatz zu den passiven Fallen ab einer Probengrdsse von ~ 40'000 Sequenzen nicht mehr anzusteigen,
was auf eine relativ vollstandige Erfassung samtlicher Arten hindeutet. Viele der Wiesenpilze und Rote Liste-
Arten waren ziemlich selten, ihre Haufigkeit in Proben lag zu einem bedeutenden Teil im Bereich von 0.001
- 0.01 % (Abbildung 10), was z.B. bei einer Probengrosse von insgesamt 30'000 Sequenzen im Schnitt nur
0.3 - 3 Sequenzen pro Probe entspricht.
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Abbildung 10: Histogramm der prozentualen Sequenz-Haufigkeiten von Wiesenpilz- und Rote Liste-Arten in den
Sporenfallen. Die Haufigkeit wurde fiir jede Probe einzeln bestimmt. Die Balken sind nach Fallentyp gefarbt.
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Abbildung 11: Gruppierung der Pilzgemeinschaften in den Sporenfallen nach Ahnlichkeit mittels einer Nonmetrischen
Multidimensionalen Skalierung (NMDS). (a): nur passive Sporenfallen mit Verwendung von Bray-Curtis-Distanzen. (b)
Alle Proben einschliesslich derjenigen von den aktiven Sporenfallen. Bei diesen zeigen die nicht ausgefiillten Punkte
Proben an, welche am gleichen Ort wie passive Fallen standen, wahrend an anderen Orten auf der Wiese verteilte
Fallen mit ausgefullten Punkten markiert sind. Bei den aktiven zur Vergleichbarkeit auf gleiche Probengrdssen ska-
liert, da die Normalisierung der Sequenzzahlen bei den aktiven und passiven Proben unterschiedlich war. Ausserdem
wurde hier das Jaccard-Distanzmass zum Vergleich der Gemeinschaften benutzt, welches im Gegensatz zu Bray-Curtis
nur das Vorhandensein von Arten bertlicksichtigt, nicht die Sequenzzahlen.

Interessanterweise wurden bei den untersuchten Wiesenpilzarten ein anderes Muster als bei anderen Art-
gruppen gefunden: die aktiven Sporenfallen detektierten dhnlich viele Arten wie die passiven Filterfallen,
wahrend im Regenwasser weniger zu finden waren (Abbildung 9, Tabelle 2).

Eine Gruppierung der Gemeinschaften nach Ahnlichkeit legt nahe, dass sich die Gemeinschaften der aktiven
und passiven Sporenfallen generell stérker unterschieden als diejenigen der beiden passiven Fallentypen
untereinander (Abbildung 11). Bei Letzteren zeigte sich ein starker zeitlicher Effekt, Proben derselben Woche
waren sich generell dhnlich. Bei den aktiven Sporenfallen scheint die Variabilitdt dagegen viel grosser
(Abbildung 11b), was aber zum Teil (aber nicht ausschliesslich) auch damit erkldrt werden kann, dass die
Fallen (iber ein grosseres Gebiet verteilt waren. Insbesondere die im Wald platzierte Falle (siehe Abbildung
4) bildete eine eigene Gruppe (nicht gezeigt).
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4.3.2 Wiesenpilze

Von den 30 als Fruchtkorper identifizierten Wiesenpilzarten wurden 17 in den Sporenfallen wiedergefun-
den, wenn auch insgesamt in geringen Mengen (Tabelle 3, Abbildung 10). Von den 13 Arten, die nicht ge-
funden wurden, waren 11 seltene Saftlinge und Ellerlinge, und nur zwei Arten gehorten zu den Keulenarti-
gen Pilzen (Tabelle 3). Die Fallen fingen zudem Sporen von weiteren, nirgendwo auf dem Feld oder in der
Umgebung gefundene Arten ein: Hygrocybe insipida, welche als stark gefdhrdet gilt und ein Saftling (Hyg-
rocybe sp. 2), fir den es keine ndher identifizierbare ITS-Sequenz in den Datenbanken gibt. Weiter wurde
bei den Keulenartigen eine grosse Diversitat von 13 potentiell neuen oder kryptischen Arten gefunden, wel-
che nicht oder nur als unbestimmte Sequenzen in den Datenbanken erscheinen. Auch in den beiden Fallen,
wo zwei Arten morphologisch nicht unterschieden werden konnten, waren die Sporenfallen in der Lage, die
einzelnen Arten genau zu identifizieren (siehe Tabelle 3).

Die Detektion von Arten in den Sporenfallen stand in grobem Zusammenhang mit den auf der Wiese gefun-
denen Pilzen. Um eine Art in allen Sporenfallen zu finden, brauchte es bei einer Probengrésse von 30°000
Sequenzen mindestens 100 - 500 Fruchtkorper auf der Wiese. Bei sehr seltenen Arten schienen die passiven
Filterfallen am besten darin, diese zu finden (Abbildung 12).

4.3.3 Arten der Roten Liste

Knapp die Halfte (49 %) der 4848 fiir die Roten Listen der Grosspilze der Schweiz (Senn-Irlet, Bieri, und Egli
2007) evaluierten Arten konnten in den Sporenfallen gesucht werden, da sie in der Sequenzdatenbank
UNITE vorhanden waren (Tabelle 2). Dies schliesst auch Arten mit ein, welche nicht als gefahrdet gelten oder
eine ungeniigende Datengrundlage aufwiesen (Stati NT, LC, DD). Unter den total 932 gefahrdeten Arten (VU,
EN, CR) konnten 57 % in der UNITE Datenbank gefunden werden. Fiir 148 (15.8 %) dieser gefdhrdeten Arten
wurden 3dhnliche OTUs gefunden. Es wurden nur OTUs beriicksichtigt, die eine Sequenz-Ahnlichkeit von
99 % zur Referenzsequenz der jeweiligen Art in UNITE aufwiesen. Dies ist ein konservatives Vorgehen und
fUhrt eher zu einer Unterschatzung der tatsachlichen Anzahl Arten, denn OTUs mit > 1 % Unterschied zur
Referenz gehoren oft noch zur gleichen Art (siehe z.B. Garnica et al. 2016), wiirden hier aber nicht detektiert.
Umgekehrt kbnnen in gewissen Artgruppen die Unterschiede in der ITS-Sequenz auch sehr gering sein (Vu
u. a. 2019), solche Arten kdnnten ungewollt als Rote Liste-Arten erkannt werden, obwohl sie eigentlich un-
terschiedliche Arten darstellen. Letzteres diirfte aber mit einer Grenze von 99 % Ahnlichkeit deutlich selte-
ner vorkommen.
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Abbildung 12: Vergleich der Fruchtkoérperhaufigkeiten auf der Wiese mit dem Anteil der Sporenfallen-Proben, in
welchen die jeweiligen Arten gefunden wurden (Pravalenz). Die Fruchtkérperzahlen stammen von der gesamten
Wiese, unabhangig von der Distanz zu den Sporenfallen. Es wurden jedoch nur die aktiven Fallen ausgewahlt, die an
den gleichen Punkten wie passive Fallen installiert waren (3, 5, 6, 7, siehe Abbildung 1), und die Probengrdssen wur-
den auf 30000 Sequenzen reduziert und Proben mit weniger Sequenzen weggelassen.
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Tabelle 2: Anzahl Arten verschiedener Kategorien, die in einer Sporenfallenprobe mit 30'000 Sequenzen im Mittel vor-
handen waren. Die Zahlen wurden fiir jeden Sporenfallentyp separat ermittelt (vgl. Beschreibung zu Abbildung 9). Die
relativen Angaben in % (jeweils rechte Spalte) beziehen sich auf die Artenzahl in der DNA-Referenzdatenbank in der
jeweiligen Kategorie. Die Zahlen in dieser Datenbank wurden wieder in Relation zu den total in der Roten Liste vor-
handenen Artenzahlen gesetzt. Fiir die Wiesenpilze wurde die gesamthafte Zahl der in Fallen und/oder Fruchtkér-
peraufnahmen gefundenen Arten (Tabelle 3) als Referenz verwendet.

Arten in Fallentyp
Arten| DNA- passiv

Kategorie total | Datenbank aktiv Filter Regenwasser
Vom Aussterben bedroht (CR) 82 33| 40% 0.8 2.3% 0.7 2.2% 0.6 1.7%
Rote Liste |Stark gefahrdet (EN) 356| 202| 57%| 80| 4.0% 12.00 5.9% 16.0| 7.9%
gefahrdet [Verletzlich (VU) 494| 293| 59%| 20.0f 6.8%| 28.0f 9.6%| 34.0| 11.6%
total gefihrdete 932| 528| 57%| 28.8| 5.4%| 40.7| 7.7%| 50.6| 9.6%
. Potentiell gefahrdet (NT) 143 89| 62% 3.8] 4.3% 8.8| 9.9%| 13.0| 14.6%
:g;z:fe Nicht gefahrdet (LC) 1842| 1271 69%| 190.0| 14.9%| 280.0] 22.0%| 310.0| 24.4%
Datengrundlage ungeniigend (DD) 1930| 536| 28%| 27.0| 5.0%| 39.0 7.3%| 49.0/ 9.1%
Untersuchte Wiesenpilze 45 44| 98% 7.5| 17.0% 7.8| 17.7% 3.7] 8.4%

Arten der Roten Liste wurden zuverlassig in vielen Proben gefunden, generell waren es im Regenwasser am
meisten (Abbildung 9, Tabelle 2). Die Kurven mit den Artenzahlen steigen bei den passiven Sporenfallen sehr
lange an, was darauf hindeutet, dass sehr viele Sequenzen pro Probe fiir eine vollstandige Erfassung notig
sind (Abbildung 9). Es konnten auch einige Arten gefunden werden, welche bei der Erarbeitung der Roten
Liste noch eine ungeniigende Datengrundlage aufwiesen (Tabelle 2). Wenn man das Verhéltnis der gefun-
denen Artenzahl zur gesamten Zahl der in der DNA-Datenbank vorhandenen Sequenzen anschaut, so fallt
auf, dass prozentual mehr nicht gefahrdete Arten (LC) detektiert wurden (in allen Fallentypen > 14 % aller
LC Arten). Bei allen anderen Kategorien lag die Zahl tiefer (Tabelle 2). Insgesamt 51 stark gefdhrdete (EN),
sowie eine vom Aussterben bedrohte Art (CR, Mycena latifolia) wurden gefunden. Interessanterweise war
letztere jedoch ziemlich haufig in den Sporenfallen zu finden (Abbildung 14). Ein Fehler bei der Identifizie-
rung mittels DNA-Datenbank scheint in diesem Fall unwahrscheinlich, Arten mit sehr dhnlicher ITS-Sequenz
sind nicht zu finden.

4.4 Modellierung des Sporenflugs

Um die mogliche Sporenausbreitung anhand der erfassten Fruchtkorper zu berechnen, wurde ein urspring-
lich fiir Samenausbreitung erstelltes Modell verwendet (Katul u. a. 2005), das jedoch auch schon auf Pilze
angewendet wurde (Rieux u. a. 2014). Dabei wurden fir die drei haufigsten Wiesenpilz-Arten an den Posi-
tionen der Sporenfallen die erwarteten Sporenmengen berechnet, um sie dann mit den in den Fallen erfass-
ten Mengen vergleichen zu kdnnen.

Es gab eine generelle Ubereinstimmung zwischen den berechneten und den gefundenen Sporenmengen,
besonders klar bei den passiven Filterfallen (Abbildung 13). Dieses Resultat legt nahe, dass die Zusammen-
setzung der Pilzsporen in der Luft bis zu einem gewissen Grad direkt auf das Vorkommen der Pilze um die
Messstelle herum schliessen lasst. Dieses Modell ist eine erste Anndherung, in Zukunft ist geplant, mehrere
Modelle zu vergleichen und die Winddaten von 2019 sowie die Daten von ausserhalb der Schilligsriti mit-
einzubeziehen.

Die Daten aus der im Wald platzierten Sporenfalle bestatigen jedoch bereits, dass die Sporenausbreitung
der untersuchten Arten mehrheitlich lokal zu erfolgen scheint, es wurden dort praktisch keine Wiesenpilze
gefunden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Vergleich der erwarteten mit der gefundenen Sporenmenge. (a) lllustration der angenommenen Aus-
breitungsfunktion, welche beschreibt, wie die Sporenmenge in der Luft mit zunehmender Distanz zur Sporenquelle
(Fruchtkorper) abnimmt. Es wurde eine inverse Normalverteilung (WALD, Katul et al. 2005) mit optimierten Parame-
tern benutzt, wobei der hochste Wert hier auf 1 gesetzt wurde. Anhand der Distanzen zwischen den Sporenfallen und
den in der jeweiligen Woche gefundenen Fruchtkérpern konnte mit Hilfe dieser Ausbreitungsfunktion die erwartete
Sporenzusammensetzung berechnet werden. (b) Vergleich der modellierten Sporenmengen [ohne Einheit] mit den
tatsachlich in den Fallen gefundenen Mengen fiir die drei haufigsten Wiesenpilzarten [Anzahl Sequenzen, normali-
siert]. Die Punkte am unteren Rand der Grafiken zeigen Proben, in denen die jeweilige Art nicht gefunden wurde. Bei
den aktiven Sporenfallen sind die Punkte fiir jeden Tag einzeln dargestellt. Aufgrund der logarithmischen Skalierung
der Achsen kénnen Null-Werte nicht direkt dargestellt werden, sie sind am unteren Rand zu sehen.
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5 Diskussion

5.1 Auswahl des Standortes

Die Alp Schilligsriiti eignet sich hervorragend fiir die Untersuchung von Saftlingen, Ellerlingen und Keulen-
artigen Wiesenpilzen. Selbst im sehr trockenen Herbst 2018 konnten sehr viele Fruchtkérper und eine hohe
Diversitat gefunden werden. Wir wurden auf die Wiese aufmerksam, weil von dieser Alp bereits einige Saft-
lingsarten an SwissFungi gemeldet wurden.

Dadurch, dass auch klare geographische Muster bei der Artverteilung vorhanden waren, war es moglich, die
Fruchtkorperhaufigkeiten mit der Sporenzusammensetzung an verschiedenen Standorten in Zusammen-
hang zu bringen. Nachteilig war, dass die Wiese relativ steil war, was die Aufnahmen der Fruchtkérper an-
strengend und aufwandig machte. Zusammen mit ebenfalls vorhandenen lokalen Unebenheiten kénnte dies
auch die genauere Modellierung des Sporenflugs anhand der Windmessungen erschweren.

Im Rickblick gesehen ware es auch vorteilhaft gewesen, die hdher gelegene Alp Bergriti stidlich der Schil-
ligsrlti miteinzubeziehen, da dort ebenfalls eine hohe Diversitdt der genannten Wiesenpilze zu finden war.
Die einmalige Aufnahme im November 2019 liefert jedoch eine gute Grundlage, um die Verteilung der Pilze
in den vorangehenden Wochen und im Herbst 2018 zu schatzen, da sich die Zusammensetzung der Arten
im Verlauf des Herbstes nur wenig dnderte (Tabelle 3). Zumindest fur haufigere Arten, die in der Schilligsriti
einen eindeutigen zeitlichen Trend zeigten, kdnnten die erwarteten Mengen auch extrapoliert werden.

Dass das umliegende Gebiet teilweise bewaldet ist und an vielen Stellen die Weiden gedilingt werden erwies
sich als vorteilhaft flr diese Studie, da an diesen Orten das Vorkommen der untersuchten Pilzgruppen als
unwahrscheinlich anzusehen ist (Boertmann 2010). So konnte die Verteilung der Pilze im Umkreis von 1-2
Kilometern um die Schilligsriiti mindestens einmal relativ vollstandig erfasst werden. Dass die Diingung ei-
nen starken negativen Effekt auf viele Wiesenpilze hat, konnte auch in diesem Projekt beobachtet werden.
Das untersuchte Feld wird einmal jahrlich gediingt (mit Mist), jedoch nur im Bereich der Strasse, die den
unteren und oberen Teil der Wiese trennt. In diesem Bereich wurden sehr wenige Wiesenpilze (sowohl An-
zahl Fruchtkorper, wie Arten) gefunden und auch die Vegetation deutete auf Diingung hin.

5.2 Bemerkungen zu den Fruchtkérperaufnahmen

Das griindliche und gezielte Absuchen der Alpwiese durch professionelle Mykologen zeigt in aller Deutlich-
keit den Nachteil von punktuellen, durch ehrenamtliche Mitarbeiter erhobene Daten auf. So waren auf die-
ser ausserst artenreichen und wertvollen Wiese bis vor diesem Projekt erst sieben typische Wiesenpilzarten
gemeldet worden. In diesem Projekt konnten nun 30 Arten gefunden werden, darunter 19 Saftlinge und
Ellerlingsartige. Das Buch von Boertmann (2010) schlagt vor, dass Saftlingswiesen mit 6-10 Arten einen lo-
kalen, mit 11-15 Arten einen regionalen und ab 16 Arten einen nationalen Naturschutzwert aufweisen.
Ubertriagt man dies auf die Schweiz, weist die Alpwiese auf der Schilligsriiti einen nationalen Naturschutz-
wert auf. Und tatsdchlich sind auf nationaler Ebene nur wenige derart artenreiche Saftlingswiesen bekannt.
Trotzdem sind solche fiir die Pilze sehr wertvollen Lebensraume oft véllig ungeschiitzt. Andert der Bewirt-
schafter sein Dlingeregime, z.B. mit einer moderneren Anlage, kann ein solcher Standort innerhalb weniger
Jahren vollstandig zerstort werden.

Eine weitere Erkenntnis aus den Fruchtkérperaufnahmen ist, dass seltene Wiesenpilze durch professionelle
Mykologen zuverlassiger entdeckt werden, als mit den genetischen Methoden. Zudem hat ein wahrend des
Projektes durchgefiihrtes Forschungspraktikum auf dieser Weise gezeigt, dass ein Gebiet mindestens drei
bis viermal abgesucht werden muss, um einen Grossteil der Pilze zu erfassen (Daten nicht gezeigt).

5.3 Wie gut werden mit Sporenfallen seltene Arten gefunden?

Es wurde eine sehr grosse Diversitat an Pilzen erfasst. Im Vergleich zu haufiger vertretenen und vermutlich
aus den umliegenden Waldern stammenden Grosspilzen der Gattungen Heterobasidion, Peniophora, Gano-
derma, Coprinellus, etc. waren die Wiesenpilze und Arten der roten Liste meistens nur in sehr kleinen
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Mengen zu finden. Um deren volle Diversitdt zu charakterisieren, mussten sehr viele Sequenzen pro Probe
generiert werden. Auf der Wiese sehr seltene Pilze (< 10 - 30 Fruchtkorper) wurden oft in keiner Probe
detektiert. Es ist moglich, dass von diesen tatsachlich keine Sporen in den Fallen zu finden waren. Es konnte
aber zumindest bei den passiven Sporenfallen auch sein, dass die entsprechenden Sporenmengen so gering
waren, dass die Zahl der Sequenzen zur Detektion der Arten nicht ausreichte. Um diese Hypothese zu testen,
bzw. das Problem zu umgehen, konnte folgendes helfen: (1) Es kénnten Technologien benutzt werden, die
mehr Sequenzen generieren, z.B. NovaSeq 6000 von Illumina, (2) die Moglichkeiten fiir Metabarcoding-Pri-
mer, die hauptsachlich Grosspilze erfassen konnten ausgelotet werden, und/oder (3) ausgewahlte, seltene
Arten konnten per gPCR mit spezifischen Primern quantifiziert werden. Obwohl die gewahlte Methodik si-
cher noch optimiert werden kénnte, gehen wir davon aus, dass die Detektion von seltenen Arten mit
Sporenfallen immer eine gewissen Schwierigkeit darstellen wird. Man muss bedenken, dass bei diesem Pi-
lotprojekt viele Fallen aufgestellt wurden. Wenn man pro Standort nur 1 Falle aufstellt, wird die Wahrschein-
lichkeit, eine seltene Art zu entdecken natrlich entsprechend kleiner.

5.4 Vergleich der Sporenfallentypen

Es wurden drei verschiedene Vorgehensweisen zum Sammeln von Pilzsporen verglichen: (1) Exposition von
Glasfaser-Filtern, in welchen sich Sporen verfangen, (2) das Sammeln von Regenwasser Uber Trichter, und
(3) aktive batteriebetriebene Sporenfallen, welche die Luft einsaugen und die Sporen direkt in einem Gefass
deponieren (Emberlin und Baboonian 1995). Die ersten beiden Typen sind passive Sporenfallen. Sie wurden
in einer sehr einfachen und kostengiinstigen Konstruktion kombiniert, wahrend die aktiven Sporenfallen
teurer und aufwandiger zu installieren sind, also auch nicht in unbegrenzter Zahl installiert werden kénnen.
Die Handhabung der Proben ist bei diesen Modellen jedoch tendenziell einfacher, sie sammeln automatisch
jeden Tag in ein neues Gefass, und quantitative Analysen werden dadurch ermdéglicht, dass die Luft mit 16.5
Litern pro Minute eingesaugt wird, wahrend das Luftvolumen bei den passiven Fallen unbekannt ist. Es ist
jedoch unsicher, wie gut das in unserem Fall funktioniert hat, denn es konnte beobachtet werden, dass sich
ein Teil der Sporen bereits in der Apparatur ablagerte, bevor sie das Sammelgefass erreichten, dhnlich wie
auch durch Larson et al. (2001) beschrieben. Dass die aktiven Fallen zum Teil eine geringere Diversitat er-
fassten als die passiven, konnte mit einem Pooling von Proben mehrerer Tage ausgeglichen werden. Ob bei
den aktiven Sporenfallen ein Pooling von Proben einer ganzen Woche (analog zu den passiven Fallen) eine
ahnliche Diversitat erfassen wiirde, misste weiter untersucht werden.

Die Filterfallen erwiesen sich als sensitive und kostenglinstige Alternative bzw. Ergdnzung zu den aktiven
Sporenfallen. Die Filter konnten fur die DNA-Extraktion effektiv zerkleinert werden, ohne dass ein aufwan-
diges und moglicherweise selektives Abwaschen (Castafio u. a. 2017; Aguayo u. a. 2018; Chen u. a. 2018)
notwendig gewesen ware. Aguayo et al. (2018) vermuteten, dass bei passiven Filterfallen durch Wind und
Regen viele eingefangene Sporen wieder verloren gehen. Um den Verlust wenigstens durch Regen zu mini-
mieren, wurde Uber den Filtern ein Dach platziert, das zumindest bei nicht sehr starkem Wind verhindert,
dass die Filter nass werden. Der Aufbau der Fallen konnte weiter vereinfacht werden, so wiirde es voraus-
sichtlich reichen, statt vier Filtern nur einen zu exponieren.

Wie auch andere Studien (Castafio u. a. 2017; Chen u. a. 2018; Woo u. a. 2018) fanden wir Unterschiede in
der taxonomischen Zusammensetzung zwischen Sporenfallen, die Trockendeposition sammeln, und Regen-
wasser-Fallen. Insgesamt waren wie auch bei Chen u. a. (2018) mehr Basidiomyceten im Regenwasser, was
aber hauptsachlich an der grosseren Menge an Pilzen der Tremellomycetes lag. Interessanterweise fand
eine koreanische Studie, dass diese Gruppe umgekehrt in der Trockendeposition haufiger war (Woo u. a.
2018).

Die Analyse des Regenwassers ergab den grésseren Artenreichtum als die Fallentypen, die trocken sammel-
ten, ahnlich wie von Woo u. a. (2018) beobachtet. Eine Ausnahme bildeten die in diesem Projekt untersuch-
ten Wiesenpilze, hier schnitt die Methode am schlechtesten ab. Ein dhnliches Muster findet man bei ande-
ren Wiesenpilzen (nicht gezeigt). Eine plausible Erklarung dafiir wére, dass das Regenwasser tendenziell
mehr Pilzsporen aus héheren Luftschichten enthalt, die von weiter her transportiert wurden. Eine neuere
Studie aus Spanien kommt zum gleichen Schluss (Castafio u.a. 2019). Fur die Aufnahme von lokal
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vorkommenden Pilzen, ist diese Falle daher weniger geeignet. Zudem ist diese Sammelmethode von der
Menge an Regen abhangig, im trockenen Herbst 2018 konnte sie wenig Informationen liefern.

5.5 Wie weit fliegen Pilzsporen?

Eine im Zusammenhang mit Biodiversitdtsmonitoring wichtige Frage ist, wo der Ursprung der Sporen liegen
kénnte, welche durch die Fallen gefunden werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass rdumliche geo-
graphische Muster, bei der die Artzusammensetzung von Pilzsporen in der Luft existieren, Unterschiede
wurden sowohl auf grésseren Skalen (hunderte von Kilometern, Abrego u. a. 2018) als auch kleinrdumig
(Adams u. a. 2013; Peay und Bruns 2014) gefunden. Es konnte auch nachgewiesen werden, dass Anderun-
gen in der Haufigkeit von Pilzfruchtkérpern mit in Sporenfallen gefundenen Mustern libereinstimmten (Cas-
tafio u. a. 2017). Sporen kénnen Uber sehr weite Distanzen transportiert werden, Untersuchungen von ein-
zelnen Pilzarten ergaben aber, dass die iberwiegende Mehrheit der Sporen innerhalb von wenigen hundert
Metern deponiert wurde (Norros u. a. 2012; Golan und Pringle 2017). Auf kleinster Skala konnte wiederum
gezeigt werden, dass 95 % der Sporen von verschiedenen Ektomykorrhizapilzen weniger als einen Meter
weit verbreitet wurden (Galante, Horton, und Swaney 2011). Die Grdsse und Form der Sporen spielt auch
eine Rolle, kleinere Sporen fliegen tendenziell weiter als grosse (Norros u. a. 2014). Die vorliegende Unter-
suchung lasst annehmen, dass bei den untersuchten Wiesenpilzen der (iberwiegende Teil der Sporen inner-
halb von weniger als 100 m deponiert wurde (Abbildung 12, 13). Es miissen jedoch noch weitere Modelle
getestet werden, und durch den Einbezug von Winddaten und moéglicherweise weiteren Wetterdaten, sowie
Verbreitungsdaten von ausserhalb der Schilligsriiti erhoffen wir uns noch ein genaueres Bild Gber den
Sporenflug.

Ein weiteres Indiz dafir, dass vor allem lokal vertretene Pilze in den Sporenfallen zu finden sind, erhalt man
durch den Vergleich von detektierten Arten der Gattung Hygrocybe zwischen Sporenfallen und Fruchtkor-
peraufnahmen. Die beiden Aufnahmemethoden decken sich zu einem grossen Teil. Arten, die ausschliess-
lich auf benachbarten Wiesen gefunden wurden (z.B. Hygrocybe punicea) wurden mit Sporenfallen nicht
detektiert. Gleichzeitig wurden nur zwei zusatzliche Hygrocybe Arten in den Sporenfallen nachgewiesen, die
in den Fruchtkdrperaufnahmen nicht gefunden wurden. Eine dieser Arten dirfte eine bisher unbeschrie-
bene, also eine neue Hygroybe Art sein, die andere Art (H. insipida) ist klein, nicht einfach zu bestimmen
und dirfte bei den Fruchtkérperaufnahmen tbersehen worden sein. Ganz ausschliessen kann man den Ein-
flug von Sporen aus entfernteren Gebieten aber nicht und dies wird auch in Zukunft nicht moglich sein.

5.6 Moglicher Einsatz von Sporenfallen fiir die Revision der Roten Liste der Schweiz

Alle Fallentypen waren in der Lage, eine hohe Diversitat an Pilzarten zu erfassen. Langere Sammelperioden
(Wochen statt Tage) scheinen daflir besser geeignet, was eher fiur die passiven Modelle sprechen wiirde.
Die aktiven Sporenfallen sind ideal, um kurzfristige Fluktuationen zu erforschen, da sie jeden Tag in ein an-
deres Gefass sammeln. Werden diese kombiniert, kdnnte man aber ebenfalls Daten fiir eine ganze Woche
erhalten. Zumindest fiir die lokalen Wiesenpilze war die erfasste Diversitdt sogar schon nach drei bis vier
Tagen dhnlich wie bei den passiven Filterfallen. Regenwasser-Fallen wiederum scheinen eher dazu geeignet,
Uber weitere Distanzen verbreitete Arten zu erfassen. Wie hoch die jeweiligen Anteile an «lokalen» und von
weiter her kommenden Arten sind, ist anhand der vorliegenden Daten schwierig zu ermitteln und dies wird
auch in zukiinftigen Studien schwierig sein. Falls in Zukunft ein reines Sporenmonitoring aufgezogen werden
soll, muss man dies bericksichtigen.

Die Sporenfallen erfassten insbesondere auch viele Waldarten, welche vermutlich aus den angrenzenden
Waildern stammen. Obwohl seltene (Wiesen-)Pilzarten massig gut detektiert werden konnten (siehe oben),
wurden insgesamt 148 Rote Liste Arten gefunden. Mit einer Referenzdatenbank, die alle Rote Liste-Arten
abdecken wiirde, lage die Zahl wahrscheinlich noch deutlich héher, extrapoliert bei ca. 30 % aller Rote Liste
Arten. In einer durchschnittlichen Probe wéaren es auf Grundlage der Zahlen in Tabelle 2 13 - 21 %. Dies sind
wohlgemerkt Schatzungen, der genaue Anteil konnte hoher liegen, falls gewisse Arten mit >1%
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Sequenzvariabilitat nicht erfasst wurden, aber auch tiefer, wenn mehrere nah verwandte Arten eine sehr
dhnliche ITS-Sequenz haben.

Zudem konnte man die Detektion von seltenen Arten noch optimieren (siehe Kapitel 4.2.), indem man z.B.
den Anteil der generierten Sequenzen auf eine bestimmte Pilzgruppe optimiert und andere Gruppen aus-
schliesst (z.B. Gruppen, die in einer Rote Liste nicht evaluiert werden sollen). So oder so erhalt man Infor-
mationen Uber sehr viele andere Arten, die nicht auf der Roten Liste stehen, aber dafiir evaluiert wurden
(Stati NT, LC, DD) und sogar fiir nicht evaluierte Arten (Status NE). Die Breite des detektierbaren Artspekt-
rums an Pilzen kann mit Feldmykologen an einem Standort kaum oder nur durch sehr aufwédndige Aufnah-
men erreicht werden. Das Vorhandensein, respektive Fehlen von Spezialisten fir solche Aufnahmen wiirde
Feldaufnahmen zusatzlich verkomplizieren.

Ein weiterer wichtiger Baustein beim Monitoring Uber Sporenfallen ist die verlassliche Identifizierung iber
DNA-Datenbanken. Das im Zuge dieses Projektes durchgefiihrte Barcoding von Grosspilzen war bereits sehr
hilfreich, um Wiesenpilze verlasslich identifizieren zu kénnen. Die Integration weiterer Referenz-Sequenzen
von Rote Liste-Arten, inklusive aller bei der Erstellung der Roten Liste durch Senn-Irlet, Bieri, und Egli (2007)
evaluierten Arten, in die Analysen, wiirde auch dort mehr Sicherheit bei der Qualitat der Art-Identifikation
bieten.
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7 Anhang

Tabelle 3: Haufigkeit der ausgewdhlten Wiesenpilzarten bei den Fruchtkérperuntersuchungen (Anzahl Fruchtkérper, nach Woche) und in den Sporenfallen (Mittlere Anzahl Sequenzen pro
Probe nach Fallentyp). Arten mit einem griinen Hintergrund wurden mit beiden Untersuchungsmethoden gefunden, wahrend ein blauer bzw. grauer Hintergrund Arten markiert, die nur als
Fruchtkorper, bzw. nur in den Sporenfallen gefunden wurden. Bei den Sequenzzahlen wurde eine Probengrésse von 30'000 Sequenzen angenommen. Sequenzzahlen < 1 wurden rot markiert
und solche < 0.1 grau. Es gilt zu bedenken, dass dies Durchschnittswerte liber die ganze Wiese sind, in einzelnen Proben wurden durchaus mehr Sequenzen gefunden. Leere Zellen bedeuten,
dass fiir die entsprechende Art keine Sequenzen oder Fruchtkdrper gefunden wurden. Die lateinischen Namen wurden nach speciesfungorum.org gewahlt, die deutschen Namen basieren
auf der Datenbank von SwissFungi.

Sporenfallen gesamt

Rote |Fruchtkorper 2018 Fruchtkorper 2019 [mittlere # Sequenzen]

Liste - passiv |passiv
Familie Lateinischer Name Deutscher Name Status (W1 (W2 |W3 (W4 (W5 (W1 (W2 |W3 |w4! |aktiv |Glasf. [Regen
Hygrophoraceae Hygrocybe chlorophana Stumpfer Saftling LC 267| 233 143 190| 104| 932| 1236| 1196 224| 53.07| 44.07| 20.87
Hygrophoraceae Cuphophyllus virgineus Weisser Ellerling VU 170 196/ 163| 145 74| 371| 643| 381| 1709 6.24 4.47 4.69
Hygrophoraceae Gliophorus psittacinus Papageigriiner Saftling LC 22 16 31 35 25| 155 458| 213| 151 3.63 4.12 1.90
Clavariaceae Ramariopsis laeticolor/helvola Schone/Goldgelbe Wiesenkeule  [LC/NT 1 9 4 17 11| 150 346| 151 7 2.45 1.07 0.26
Clavariaceae Clavulinopsis fusiformis Spindelférmige Wiesenkeule VU 4 7 5 7 7| 219| 252| 193| 265 0.22 0.05 0.04
Hygrophoraceae Cuphophyllus pratensis Wiesenellerling LC 3 7 5 2 23 54 49| 171 1.32 0.28 0.21
Hygrophoraceae Hygrocybe glutinipes Schleimfuss-Saftling LC 4 4 4 15 87 51 9 0.14 1.14 0.31
Hygrophoraceae Hygrocybe coccinea Kirschroter Saftling LC 1 3 12 1 37 93 87 41 1.28 0.19 0.14
Hygrophoraceae Gliophorus laetus Zaher Saftling VU 1 2 2 1 52 58 34 19 0.47 0.21 0.08
Clavariaceae Clavaria acuta/ falcata Weisse Keule 2 1 1 1 29 43 7 0.37 1.49 1.06
Clavariaceae Clavaria zollingeri Amethystfarbene Koralle EN 1 1 1 1 1 5 4 2 0.93 0.11 0.07
Hygrophoraceae Porpolomopsis calyptriformis Rosenroter Saftling CR 10 5 10 7 10 6 4
Hygrophoraceae Hygrocybe conica Kegeliger Saftling LC 18 16 2 10 3 0.09 0.76 0.60
Hygrophoraceae Hygrocybe citrinovirens Kleinhitiger Saftling NT 8 3 6 4 21 0.15 0.04
Hygrophoraceae Hygrocybe splendidissima Prachtiger Saftling 51| 106 43 67 2.34 0.14 0.10

Wiesenkeulen (nicht naher

Clavariaceae Clavulinopsis sp. bestimmt) 1 14 24 12 1 1l (k. A)] (k.A)|l (k.A)
Hygrophoraceae Hygrocybe sp. Saftlinge (nicht ndher bestimmt) 11 1 3 19| (k.A)| (k.A)| (k.A)
Hygrophoraceae Hygrocybe reidii Honig-Saftling VU 29 20 4 17
Clavariaceae Clavaria fragilis Wurmformige Keule LC 11 2 11
Clavariaceae Clavaria sp. 2 0.81 0.24 0.31
Clavariaceae Clavulinopsis aff. luteonana (verwandt mit C. luteonana) 1.23 0.16 0.01
Clavariaceae Clavulinopsis luteoalba Gelbweisse Keule EN 0.59 0.07 0.02
Clavariaceae Clavulinopsis sp. 1 (Wiesenkeule) 0.22 0.21 0.01
Clavariaceae Clavulinopsis sp. 2 (Wiesenkeule) 0.15 0.02 0.01
Clavariaceae Clavulinopsis sp. 3 (Wiesenkeule) 0.09 0.04 0.01




Sporenfallen gesamt
Rote |Fruchtkorper 2018 Fruchtkorper 2019 [mittlere # Sequenzen]
Liste - passiv |passiv
Familie Lateinischer Name Deutscher Name Status (W1 (W2 |W3 (W4 (W5 (W1 (W2 |W3 (w4l |aktiv |Glasf. [Regen
Clavariaceae Ramariopsis aff. subumbrinella 12 1.87 0.59 0.19
Clavariaceae Ramariopsis aff. subumbrinella 22 2.90 0.91 0.27
Clavariaceae Ramariopsis crocea Safrangelbe Wiesenkoralle LC 0.13 0.03 0.02
Clavariaceae Ramariopsis subumbrinella? 0.96 0.21 0.09
Hygrophoraceae Hygrocybe cantharellus Trichterformiger Saftling LC 10 14
Hygrophoraceae Hygrocybe ingrata Rotender Nitrat-Saftling EN 3 0.86 0.15
Hygrophoraceae Hygrocybe insipida Schmalsporiger Saftling EN 0.03 0.94 0.01
Hygrophoraceae Hygrocybe sp. 23 0.10 0.28 0.12
Clavariaceae Clavaria sp. 1 (Keule) 0.13 0.03
Clavariaceae Clavulinopsis sp. w1l 384 4 0.09 0.02
Hygrophoraceae Gliophorus irrigatus Grauer Schleim-Saftling LC 9 2
Hygrophoraceae Hygrocybe punicea Rotkegeliger Saftling VU 12 0.70 0.01
Clavariaceae Clavulinopsis sp. 4 (Wiesenkeule) 0.08 0.01
Clavariaceae Clavaria sp. 3 (Keule) 0.08
Clavariaceae Ramariopsis corniculata 1
Clavariaceae Ramariopsis kunzei Weissliche Wiesenkeule DD 2
Hygrophoraceae Cuphophyllus fornicatus Blassrandiger Saftling VU 1
Hygrophoraceae Hygrocybe aurantiosplendens® (k. A)| (k.A)| (k.A)
Hygrophoraceae Cuphophyllus flavipes Gelbfissiger Ellerling VU 6
Hygrophoraceae Hygrocybe nitrata Nichtrétender Nitrat-Saftling VU 8 2
Hygrophoraceae Cuphophyllus lacmus Violettgrauer Ellerling VU 5
Hygrophoraceae Hygrocybe phaeococcinea Dunkelroter Saftling 1

LIn «Woche 4» (07. - 11.11.2019) wurden nur Fruchtkérper auf umliegenden Wiesen gesucht, die Zahlen beziehen sich also auf andere Flichen. Durch Windverfrachtung kénnen
aber durchaus Sporen von umliegenden Wiesen in die Fallen gelangt sein

2 Clavulinopsis subumbrinella ist eine Art / Artengruppe ohne nachgewiesene Funde in der Schweiz
. Es ist moglich, dass die Art identisch mit einer bisher nicht sequenzierten Art ist. Referenzsequenzen: UDB036605, UDB036677 aus der Datenbank UNITE

3 Art unsicher, entspricht der Sequenz mit Accession EU784310 auf GenBank, welche mit Hygrocybe glutinipes bezeichnet wird, die Sequenz besitzt jedoch keinerlei Ahnlichkeit mit
H. glutinipes oder anderen haufiger sequenzierten Arten auf GenBank

“ Diese Wiesenkoralle 3hnelt Ramariopsis helvola, die ITS-Sequenz zeigt jedoch keine Ahnlichkeit zu bereits publizierten Sequenzen (bester BLAST-Hit: 90%; KX115896)

5> Keine gute Referenzsequenz, mehrere nicht verwandte Eintrige existieren in GenBank und UNITE, klare Gruppierung nicht ersichtlich




passiv passiv

aktiv (Filter) (Regenwasser)
2019 2018 2019 2018 2019
. Discinaceae F G?{romitra leucoxantha (EN)
Pezizomycetes Pyronemataceae [ Otidea bufonia (EN)
Ascomycota Sarcosomataceae 3 Electama melastoméa l\iEN)
Sordariomycetes Xylar_iaceae ml e . Hs;‘;:)ax?.rll% r? %rgﬁggrgu m] EN)
Agaricaceae F Crstolt_aplota. rosea (EN
Clavariaceae I Clavaria zollingeri (EN)

r Cortinarius turmalis
F goﬁinarius tahﬁls (E h} EN)

P F Cortinarius subporphyropus
Cortinariaceae t Cortinarius sub_errEg?neEs (I‘-EN}
F Cortinarius saniosus (EN)
F Cortinarius moenne-loccozii h‘IEN)
I Cortinarius caerulescens (EN)
— I Entoloma exile (EN)

r Entoloma clan_destmumr&EN)

I Tyromyces chioneus (EN)

I Flammulaster ferrugineus (EN)
lis" (EN)

Entolomataceae

Fomitopsidaceae

- Fibroporia vaillantii ‘!:E )
Gomphaceae F Ramaria apiculata iE N)
Hericiaceae 3 gﬁnltllpellisl fra |“§ RI?
Hymenochaetaceae [ no?:l.:{}g?'hlégdgs:l{ N)
F Inocybe xanthomelas '&EN]
I Inocybe tenebrosa (E
Inocybaceae F Inocybe proximella (E
F Inocybe griseovelata ( NI\}
-, . . I Inocybe amblyospora éE )
Basidiomycota Agaricomycetes Lachnocladiaceae I Asterostroma laxum ( Né
F _ycopergon myscorum( éNI;'I)
I Lycoperdon ericagum
Lycoperdaceae [ Bovista pusilia (EN
I Bovista limosa (EN
Lyophvllaceae I Tephrocybe mephitica (EN)
Meruliaceae F §arc_:odgnt:a crocea "(EEN
) I Peniophora proxima
Peniophoraceae F 3enioghora golygonia (E?\J)
Phanerochaetaceae I Phanerochaete martelliana (EN)
Pterulaceae »AFehanob,amdlum pseudotsugae (EN)
. [ Steccherinum bourdotii (EN
Steccherinaceae I Odonticium septocystidia ( NIJ
. F Ceriporiopsis resinascens (EN)
Stereopsidaceae I Clavulicium macounii (EN)
. I Tubaria praestans (EN)
Strophariaceae F Hypholoma subericaeum (EN)

- Hemipholiota heteroclita (EN)
-'Ih:'ncho!oma an.rer_nensteE )N)
. FMycena Fe,arsomana
Tricholomataceae |l _ F Mycena latifolia (CR
-Hgmimycena magirei} ENJ
)

I Clitocybe martiorum (EN
Xenasmataceae I Xenasma pruinosum (E

Woche

# Sequenzen in 30'000
10 100

Abbildung 14: Vorkommen von Arten in den Sporenfallen, die in der Roten Liste als stark gefahrdet (EN) und vom Aussterben bedroht (CR) eingestuft sind. Die Zellen sind nach
Menge (durchschnittliche Anzahl Sequenzen) gefarbt, analog zu Tabelle 3 wurde eine Probengrdsse von 30'000 Sequenzen als Referenz genommen. Bei den Regenwasser-Daten ist
zu bedenken, dass 2018 nur in der vierten Woche Regen fiel (Abbildung 3), ansonsten handelt es sich um Trockendeposition auf dem Trichter.
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