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III. Kurzfassung

Kupferbasierte Schutzmittel werden routineméaBig im Holz- und Pflanzenschutz eingesetzt, was
zu einer Anreicherung kupfertoleranter mikrobieller Gemeinschaften im Boden fiihrt. Diese
mikrobiellen Prozesse derartiger Gemeinschaften konnen die Wirksamkeit von
Holzschutzmitteln beeintrdchtigen und den Holzabbau fordern, was erhebliche Schiden an
verbauten Holzpféhlen verursachen kann. Um die Auswirkung von Holzschutzmitteln auf die
Zusammensetzung der Pilz- und Bakteriengemeinschaften im umgebenden Boden zu
untersuchen, wurden Inkubationsstudien sowohl im Labor als auch im Freiland konzipiert. In
den Laborstudien wurden fiinf verschiedene Bodenmilieus aus dem Wein- und Obstbau aus
Nord- und Mitteldeutschland sowie Nord- und Siidfrankreich und Portugal {iber mehrere
Wochen hinweg unter standardisierten Bedingungen untersucht. Holzpriifkérper aus
Kiefernsplintholz wurden entweder mit Wasser (H2O) als Kontrolle oder mit verschiedenen
biozidbasierten Formulierungen impréagniert, darunter Kupfer (Cu), eine Mischung aus Kupfer,
Triazolen und quaterniren Ammoniumverbindungen (CuTriQAC), sowie eine Mischung aus
Triazolen und quaterndren Ammoniumverbindungen (TriQAC). Die Holzpriitkorper wurden 8,
16, 24 und 32 Wochen lang im Boden jedes Standorts inkubiert und Bodenproben wurden
sowohl an der Grenzfldche zwischen Boden und Holz als auch ohne Holzkontakt entnommen.
Der Einfluss der mikrobiellen Bodengemeinschaft auf die Holzpriitkérper wurde anhand des
Masseverlustes und des Elastizititsmoduls (MOE) untersucht. In den Freilandstudien wurden
imprégnierte Holzpriitkorper aus Kiefernholz fiir 17 und 36 Wochen an zwei Feldstandorten
(Norddeutschland und Mitteldeutschland) mit unterschiedlicher Geschichte des Einsatzes
kupferhaltiger Schutzmittel inkubiert. Die Holzpriifkérper wurden vor der Ausbringung
entweder mit CuTriQAC, Cu oder H>O als Kontrolle imprigniert. Zur Analyse der rdumlichen
Auflésung im Holz wurden zusitzlich zu den Bodenproben Holzproben in zwei Tiefen (1 mm
und 7 mm von der Auflenseite) der Holzpriifkdrper entnommen. Die Zusammensetzung der
Pilz- und Bakteriengemeinschaft wurde mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR) und Amplikonsequenzierung der pilzlichen ITS-Gen-Region sowie des bakteriellen
16S rRNA-Gens untersucht.

Die Zusammensetzung der Pilz- und Bakteriengemeinschaft unterschied sich in den
Laborstudien signifikant zwischen den Standorten, wihrend die mikrobielle Diversitét trotz
dieser Unterschiede vergleichbare Holzabbauraten verursachte. Die Behandlung mit
Holzschutzmitteln hatte einen signifikanten Einfluss auf die Pilzgemeinschaft, wihrend die
bakterielle Gemeinschaft weniger betroffen war. Die hdufigsten Pilzgattungen wiesen lignin-
und / oder celluloseabbauenden Eigenschaften auf sowie die Féhigkeit, eine Vielzahl
organischer Verbindungen abzubauen. In Anwesenheit von Cu- und CuTriQAC-Behandlungen
nahm die relative Abundanz der Trichocomaceae-Familie zu, was auf kupfertolerante Pilze
hinweist. Zeitliche Verdnderungen in der Pilzgemeinschaft korrelierten mit einem Anstieg des
Masseverlust. Cu- und CuTriQAC-behandeltes Holz zeichnete sich im Vergleich zu H,O- und
TriQAC-behandeltem Holz durch einen geringeren Masseverlust, ein geringeres MOE und
weniger Pilz- und Bakteriengenkopien wihrend der Inkubationszeit aus. Diese Behandlungen
ermoglichten somit einen effektiveren Schutz des Holzes vor mikrobiellen Abbauprozessen,
unabhidngig von der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden. An allen Standorten waren
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potenziell holzabbauende sowie kupfertolerante Mikroorganismen vorhanden, die den
Holzabbau begiinstigen konnten.

Die Freilandstudien bestdtigten, dass die Pilz- und Bakteriendiversitit von der Boden-Holz-
Grenzflaiche bis in beide Holztiefen abnimmt, insbesondere bei den kupferhaltigen
Behandlungen. Trotz dieser Abnahme blieben im Holz Pilze und Bakterien vorhanden, die
sowohl Holz als auch Biozide abbauen konnten und potenziell gegen Schwermetalle tolerant
sind. Die dominierenden Pilze gehorten iiberwiegend zu den Sordariomyceten, wihrend die
dominierenden Bakteriengattungen in den Cu- und CuTriQAC-Behandlungen diazotroph
waren. Unterschiede zwischen Nord- und Mitteldeutschland wurden hinsichtlich der rdumlich-
zeitlichen Besiedlung im Holz sowie der Genkopienzahl beobachtet. In der Boden-Holz-
Grenzflache und in der ersten Holztiefe der Cu-Behandlung stiegen die Genkopienzahlen von
Pilzen und Bakterien im Vergleich zur H>O-Behandlung an. In CuTriQAC-behandeltem Holz
verringerten sich die Genkopienzahlen von Pilzen und Bakterien in einer Tiefe von 1 mm,
wihrend sie in einer Tiefe von 7 mm nur fiir Pilze abnahmen. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass Cu- und CuTriQAC-behandeltes Holz eine Selektion auf bestimmte mikropilzliche
Ascomycota und definierte Bakteriengattungen ausiibt. Zudem hatte die Pilz- und
Bakteriengemeinschaft in Mitteldeutschland eine hohere Anzahl von Genkopien im
geschiitzten Holz.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass Cu- und CuTriQAC-behandelte Holzpriifkdrper
einen effektiven Schutz gegen mikrobiellen Abbau bieten, unabhéngig von der Herkunft der
mikrobiellen Gemeinschaften im Boden. Diese Studien zeigen auch, dass potenziell
holzabbauende und kupfertolerante Mikroorganismen in jedem Standort vorhanden sind, was
auf eine langfristige Herausforderung fiir den Einsatz kupferhaltiger Schutzmittel hinweist. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass zukiinftige Strategien zur Bekdmpfung des mikrobiellen
Holzabbaus moglicherweise alternative Ansdtze zur gezielten Bekdmpfung spezifischer
Mikroorganismen erfordern.
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Abstract

IV. Abstract

Copper-based preservatives are routinely used in wood and plant protection, which leads to an
accumulation of copper-tolerant microbial communities in the soil. These microbial processes
of such communities can impair the effectiveness of wood preservatives and promote wood
degradation, which can cause significant damage to installed wood piles. To investigate the
effect of wood preservatives on the composition of fungal and bacterial communities in the
surrounding soil, incubation studies were designed both in the laboratory and in the field. In the
laboratory studies, five different soil environments from vineyards and orchards in northern and
central Germany, northern and southern France and Portugal were investigated over several
weeks under standardised conditions. Wood test specimens made of pine sapwood were
impregnated either with water (H20) as a control or with different biocide-based formulations,
including copper (Cu), a mixture of copper, triazoles and quaternary ammonium compounds
(CuTriQAC), and a mixture of triazoles and quaternary ammonium compounds (TriQAC). The
wood test specimens were incubated for 8, 16, 24 and 32 weeks in the soil at each site and soil
samples were taken both at the soil-wood interface and without wood contact. The influence of
the microbial soil community on the wood test specimens was analysed on the basis of mass
loss and modulus of elasticity (MOE). In the field studies, impregnated pine wood test
specimens were incubated for 17 and 36 weeks at two field sites (northern Germany and central
Germany) with different histories of application of copper-containing preservatives. The wood
test specimens were impregnated with either CuTriQAC, Cu or H>O as a control prior to
application. In addition to the soil samples, wood samples were taken at two depths (1 mm and
7 mm from the outside) of the wood test specimens to analyse the spatial dissolution in the
wood. The composition of the fungal and bacterial community was analysed by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) and amplicon sequencing of the fungal ITS region and the
bacterial 16S rRNA gene.

The composition of the fungal and bacterial community differed significantly between the sites
in the laboratory studies, while the microbial diversity caused comparable rates of wood
degradation despite these differences. Treatment with wood preservatives had a significant
effect on the fungal community, while the bacterial community was less affected. The most
common fungal genera exhibited lignin and/or cellulose degrading properties as well as the
ability to degrade a variety of organic compounds. In the presence of Cu and CuTriQAC
treatments, the relative abundance of the Trichocomaceae family increased, indicating copper-
tolerant fungi. Temporal changes in the fungal community correlated with an increase in mass
loss. Cu- and CuTriQAC-treated wood was characterised by lower mass loss, lower MOE and
fewer fungal and bacterial gene copies during the incubation period compared to H.O- and
TriQAC-treated wood. These treatments thus enabled more effective protection of the wood
from microbial degradation processes, regardless of the microbial community in the soil.
Potentially wood-degrading and copper-tolerant microorganisms that could favour wood
degradation were present at all sites.

The field studies confirmed that fungal and bacterial diversity decreases from the soil-wood
interface to both wood depths, especially in the copper-containing treatments. Despite this
decrease, fungi and bacteria that could degrade both wood and biocides and are potentially
tolerant to heavy metals remained present in the wood. The dominant fungi were predominantly
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Sordariomycetes, while the dominant bacterial genera in the Cu and CuTriQAC treatments were
diazotrophic. Differences between northern and central Germany were observed with respect
to spatio-temporal colonisation in the wood and gene copy number. In the soil-wood interface
and in the first wood depth of the Cu treatment, gene copy numbers of fungi and bacteria
increased compared to the H>O treatment. In CuTriQAC-treated wood, gene copy numbers of
fungi and bacteria decreased at a depth of 1 mm, while they decreased at a depth of 7 mm for
fungi only. These results indicate that Cu- and CuTriQAC-treated wood exerts selection on
certain microfungal Ascomycota and defined bacterial genera. In addition, the fungal and
bacterial community in central Germany had a higher number of gene copies in the protected
wood.

In summary, Cu- and CuTriQAC-treated wood test specimens provide effective protection
against microbial degradation, regardless of the origin of the microbial communities in the soil.
These studies also show that potentially wood-degrading and copper-tolerant microorganisms
are present in every site, indicating a long-term challenge for the use of copper-containing
preservatives. The results suggest that future strategies to combat microbial wood degradation
may require alternative approaches to target specific microorganisms.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Mikrobielle Gemeinschaften im Okosystem Boden

Die Zusammensetzung und Vielfalt der mikrobiellen Bodengemeinschaft kann durch eine
ganze Reihe von biotischen und abiotischen Faktoren beeinflusst werden (Buckley & Schmidt,
2002; Fierer & Jackson, 2006). Die auBlergewohnliche rdumliche Heterogenitit, die
mehrphasige Beschaffenheit (Gas, Wasser, Feststoff) und die komplexen chemischen und
biologischen Eigenschaften des Bodenlebensraums tragen zur bestehenden, mikrobiellen
Vielfalt bei (Daniel, 2005). Die globale anthropogene Verschmutzung hat zur Anhdufung einer
Vielzahl von organischen und anorganischen Substanzen in der Umwelt gefiihrt, die sowohl fiir
die menschliche Gesundheit als auch fiir unberiihrte Okosysteme schédlich sind (Desai et al.,
2010). Mikrobielle Gemeinschaften sind dafiir bekannt, kontaminierte Standorte zu besiedeln
und haben die Féhigkeit, diese schwerabbaubaren anthropogenen Substanzen umzusetzen
(Galvao et al., 2005; Desai et al., 2010). Die anthropogene Landnutzung beeinflusst indirekt
die Zusammensetzung und Funktion der mikrobiellen Gemeinschaft durch physische
Bodenbearbeitung sowie den Einsatz von Diingemitteln und Pestiziden im Vergleich zu Béden
ohne Landnutzung (Wakelin et al., 2008; Jesus ef al., 2009; Jakobs-Schonwandt et al., 2010;
Nacke et al, 2011). Der FEinsatz von Pestiziden verursacht Verdnderungen in der
Zusammensetzung und Funktion der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden in Bezug auf die
Inaktivierung von pestizid- und pestizid-Metabolit-sensitiven Mikroorganismen und die
Stimulation von pestizidabbauenden Mikroorganismen (Gianfreda & Rao, 2008; Liu et al.,
2011; Dallinger & Horn, 2014). Solche Pestizide konnen die Bodenfruchtbarkeit und
Bodengesundheit sowie die landwirtschaftliche Qualitit des Okosystems direkt oder indirekt
beeintrachtigen (Joergensen & Emmerling, 2006; Lo, 2010; Verma et al., 2014). In diesem
Zusammenhang wurde festgestellt, dass der pH-Wert des Bodens signifikant mit
Verianderungen in der Zusammensetzung der Gemeinschaft einhergeht (Lauber et al., 2009).
Von allen untersuchten Boden- und Standortvariablen ist der pH-Wert des Bodens bei weitem
der beste Indikator fiir bakterielle Artenvielfalt und Gemeinschaftsgrofle im Boden (Fierer &
Jackson, 2006). Die Bedeutung des Boden-pH wurde weiter bestitigt, jedoch zeigen neuere
Studien, dass dessen Einfluss je nach betrachteter mikrobieller Gruppe variieren kann.
Bahram et al. (2018) fanden, dass der pH-Wert zwar ein starker Pradiktor fiir bakterielle
Diversitit ist, aber weniger Einfluss auf die pilzliche Diversitét hat. Auch andere Faktoren wie
Bodentemperatur, Feuchtigkeit und Nihrstoffverfiigbarkeit (Fierer et al., 2012) sowie die
Bodentextur, der Gehalt an organischem Kohlenstoff und die Sauerstoftkonzentration (Hansel
et al., 2008) konnen die mikrobielle Struktur im Boden beeinflussen. Metagenomische
Untersuchungen der mikrobiellen Gemeinschaften im Boden ermoglichen eine detaillierte
Charakterisierung des Bodenmikrobioms in Abhidngigkeit von Nutzung, Fruchtbarkeit und
Verschmutzungsgrad (Sazykina et al., 2022). Unter Verschmutzung wird dabei die Belastung
des Bodens mit organischen Schadstoffen wie polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen sowie anorganischen Schadstoffen wie Schwermetallen und potenziell
toxischen Elementen verstanden. Diese Schadstoffe gelangen iiber verschiedene Wege in den
Boden und wirken sich negativ auf die Biodiversitit und Zusammensetzung der mikrobiellen
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Gemeinschaft aus (ReiB ef al., 2021). Zumeist wird die Konzentration dieser Schadstoffe, wie
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, haufig mittels chromatographischer Verfahren,
wie der Hochleistungsfliissigchromatographie, bestimmt, wihrend Schwermetalle und andere
organische Elemente iiber Rontgenfluoreszenzspektrometrie erfasst werden (Sazykina et al.,
2022).

Diese Analysen liefern wichtige Informationen {iber die Biodiversitdt und die taxonomische
Zusammensetzung in verschiedenen Bodenproben. Sie werden auch dazu beitragen,
operationelle taxonomische Einheiten zu identifizieren, die als Indikatoren fiir den Grad der
anthropogenen Belastung, die Widerstandsfahigkeit und die biologische Sicherheit von Bdden
dienen konnen.

1.2. Obst- und Weinanbaugebiete

Sowohl der Obst- als auch der Weinbau sind Teile der anthropogenen Landnutzung. Die
Bewirtschaftung besteht in der Regel aus einer Kombination von Unkrautbekdmpf-
ungsmalinahmen, einschlielich des Einsatzes von Pflanzenschutzmitteln und der Verwendung

von Deckpflanzen (Tourte ef al., 2008). Der langjdhrige und hiufige Einsatz von Fungiziden
auf Kupferbasis, insbesondere im Weinbau zur Bekdmpfung von Mehltau (Ballabio ef al.,
2018), hat zu einer Kupferanreicherung in der Oberfldchenschicht von Bdden gefiihrt (Runji¢
& Custovi¢, 2017).

y

Abbildung 1 Holzpfahle und —stiitzen im Obst- und Weinbau. Linke Abbildung: Apfelplantage; Rechte Abbildung: Weinbau.

Der langfristige Einsatz kupferhaltiger Fungizide im Obst- und Weinbau fiihrt zu einer
signifikanten Akkumulation von Kupfer in der oberen Bodenschicht. Untersuchungen in
europiischen Weinbergregionen zeigen typische Kupfergehalte von bis zu 50 mg kg im
Boden, welche durch Bodenparameter wie hohen pH-Wert und organische Substanz verstarkt
werden (Droz et al., 2021). Vor allem die Béden von Wein- und Obstbaugebieten kdnnen einen
Kupfergehalt von mehr als 1500 mg kg'! aufweisen (Strumpf et al., 2009), was wahrscheinlich
auf den Einsatz von kupferhaltigen Pflanzenschutzmitteln und von geschiitzten Holzpfahlen
und —stiitzen mit kupferhaltigen Substanzen zuriickzufiihren ist (Abbildung 1).

Geringe bioverfiigbare Mengen an Kupfer im Boden konnen die mikrobielle Population in
Bezug auf die gesamte Biomasse, Vielfalt und Aktivitdt beeinflussen (Malkomes, 2010a).
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Keiblinger et al. (2018) fanden heraus, dass kupferhaltige Fungizide die mikrobielle Biomasse
und die Enzymaktivitdt im Boden reduzieren, aber insbesondere kupfertolerante Pilzgattungen
gefordert werden. Die Verdnderungen der Pilzgemeinschaft wurden stark durch die
Bodeneigenschaften und die Bioverfiigbarkeit von Kupfer beeinflusst (Keiblinger et al., 2018).
Der langjdhrige Einsatz von kupferhaltigen Fungiziden (z.B. mit Raten von 16 — 48 kg
Kupfer ha ') hat nachweislich zu einer mikrobiellen Gemeinschaft gefiihrt, die sich durch eine
hohe Widerstandsfahigkeit gegen Schwermetalle auszeichnet (Ranjard et al., 2008). Die
langfristige Kupferexposition fiihrt zu einer Verschiebung in der mikrobiellen
Gemeinschaftsstruktur, wobei kupfertolerante Arten selektiv beglinstigt werden. Nunes et al.
(2016) beobachteten eine Zunahme der relativen Héufigkeit von Vertretern der bakteriellen
Ordnungen Acidobacteria und Nitrospira in kupferbelasteten Weinbergboden, wihrend die
Abundanz von Verrucomicrobia, Proteobacteria und Actinobacteria abnahm. Diese
Verdnderungen in der mikrobiellen Zusammensetzung konnen funktionelle Konsequenzen fiir
den Boden haben, insbesondere in Bezug auf Nihrstoffkreisldufe und organische
Stoffumsetzung.

Basierend auf Gespriachen mit einem Hersteller von Holzschutzmitteln wurde bekannt, dass
Besitzer von bewirtschafteten Obstplantagen und Weinbergen unzufrieden mit der nicht
ausreichenden Wirksamkeit von Holzschutzmitteln auf installierten Holzpfahlen auf dem Feld

waren (Abbildung 2). Solche kontaminierten Flachen sind pridestiniert fiir Untersuchungen,
um Einblicke in die kupfertolerante mikrobielle Gemeinschaft als auch in die Ursachen von
Frithschdden am Holz zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurden fiir diese Arbeit mehrere
Standorte in Europa mit bekanntem Ausfall von Holzpfdhlen aufgesucht, um ein breites
Spektrum an klimatischen, terrestrischen und 6kologischen Parametern abzudecken. Dazu
wurden drei bewirtschaftete Felder aus Weinbergen in Portugal, Nord- und Siidfrankreich
sowie eine Apfelplantage in Norddeutschland genutzt. Um eine Kontrollfliche fiir
Untersuchungen zur Verfiigung zu haben, wurde ein naturbelassener Boden in
Mitteldeutschland ausgewihlt, der nicht mit Pestiziden oder Bioziden belastet war und somit
eine unbeeintrachtigte, mikrobielle Gemeinschaft enthielt.
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1.3. Chemisch geschiitztes Holz in Erdkontakt
1.3.1. Zuordnung fiir Holz und Holzprodukte

Im Obst- und Weinbau sind Holzpféhle als Stiitz- und Geriistpfahle weit verbreitet. Holz als
Baumaterial hat nachhaltige Vorteile gegeniiber anderen Materialien, da es aus
nachwachsenden Rohstoffen stammt, bei der Herstellung weniger Treibhausgase erzeugt und
einen langfristigen Speicher fiir atmosphérischen Kohlenstoff bietet (Morrell, 2016; Ramage et
al., 2017; Marais et al., 2020). Die Nachhaltigkeit von Holz, auch wenn sie eine seiner
positivsten Eigenschaften ist, stellt jedoch auch eine Herausforderung dar, schlieBlich ist die
natiirliche Widerstandsfahigkeit von Holz im direkten Bodenkontakt einer Vielzahl von
biotischen und abiotischen Faktoren ausgesetzt. Zu den klimatischen abiotischen
Abbaufaktoren von Holz gehdren z. B. die Einwirkung von Sonnenlicht, Feuchtigkeit,
Niederschlag und Temperatur, sowie die Verbindung, die diese Faktoren mit den
physiologischen Anforderungen der biotischen Abbaufaktoren (Pilze, Bakterien, Insekten)
haben (Marais et al, 2020). Im Boden liegendes Holz ist mit einer permanenten bis
semipermanenten Feuchtigkeit konfrontiert und steht somit im direkten Kontakt mit
holzabbauenden Organismen wie Pilzen und Bakterien, die zu Abbaubedingungen wie
Auslaugung und Entgiftung von Holzschutzmitteln beitragen (Kartal er al, 2006). Der
industrielle Holzschutz zielt darauf ab, diesen natiirlichen Verfall zu verlangsamen, indem
biozide Komponenten in das Holz eingebracht werden. Aus diesem Grund miissen Holz oder
Holzprodukte, bevor sie im Obst- und Weinbau eingesetzt werden, unter Beriicksichtigung der
Einbausituation der Gebrauchsklasse (DIN 68800-1) zugeordnet werden. Ausschlaggebend
dafiir sind die Holzfeuchte im Gebrauchszustand und die in DIN EN 335 definierten
allgemeinen Gebrauchsbedingungen (Tabelle 1).

Tabelle 1 Zusammenfassung der Gebrauchsklassen und der entsprechenden Schadorganismen fiir Holz und Holzprodukte (DIN
EN 335).

Gebrauchs- Allgemeine Gebrauchssituation Gefdhrdung durch:

klasse Pilze Kifer Termiten
1 Innenbereich, trocken nein ja ja

2 Innenbereich oder unter Dach, nicht der ja ja ja

Witterung ausgesetzt.
Moglichkeit der Kondensation
3 AuBenbereich ohne Erdkontakt, der ja ja ja
Witterung ausgesetzt
3.1 eingeschrinkt feuchte Bedingungen
3.2 anhaltend feuchte Bedingungen

4 AuBenbereich, in Kontakt mit Erde oder ja ja ja
StiBwasser
5 Dauerhaft oder regelmiBig in ja ja ja

Salzwasser eingetaucht

Im Obst- und Weinbau werden u.a. nachhaltig erzeugte und in grolen Mengen verfiigbare
Holzarten heimischer Nadelholzer als Stiitzmaterial fiir den AuBenbereich eingesetzt
(Deutscher Holzschutzverband fiir AuBlenholzprodukte e. V. (DHV)), die somit der
Gebrauchsklasse vier zugeordnet werden. Gemdll DIN EN 350 konnen entweder natiirlich
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dauerhafte Holzarten wie z.B. Robinie (Robinia pseudoacacia L.), Eiche (Quercus robur L.
(Stieleiche) bzw. Quercus petraea (Traubeneiche)) oder Edelkastanie (Castanea sativa Mill.)
verwendet werden. Unter natiirlicher Dauerhaftigkeit versteht man die Eigenschaft einer
Holzart, einem Befall durch Holzschddlinge ohne zusitzliche Mallnahmen zu widerstehen.
Alternativ konnen Holzarten wie Fichte (Picea abies) und Kiefer (Pinus sylvestris) verwendet
werden, die den Einsatz von Holzschutzmitteln erfordern. Hierbei ist die Dauerhaftigkeit und
Trankbarkeit der verschiedenen Holzarten entscheidend fiir die Anwendung (definiert in DIN
EN 350)

Die Klassifizierung der natiirlichen Dauerhaftigkeit einer Holzart gegeniiber holzzerstorenden
Pilzen (Basidiomyceten-Fdulnispilze und  Moderfdule-Mikropilze)  umfasst  fiinf
Dauerhaftigkeitsklassen (DIN EN 350):

e Dauerhaftigkeitsklasse 1 - sehr dauerhaft

e Dauerhaftigkeitsklasse 2 - dauerhaft

¢ Dauerhaftigkeitsklasse 3 - médBig dauerhaft
e Dauerhaftigkeitsklasse 4 - wenig dauerhaft
e Dauerhaftigkeitsklasse 5 - nicht dauerhaft

Die Dauerhaftigkeitsklassen beziehen sich ausschlieBlich auf das Kernholz (innere Zone des
Holzes, die im stehenden Baum keine lebenden Zellen oder Saft mehr enthilt). Splintholz
(duBere Zone des Holzes, die im stehenden Baum keine lebenden Zellen mehr enthélt und Saft
tragt) wird immer als nicht dauerhaft angesehen. Das Kernholz der Fichte hat im Erdkontakt
und ohne chemische Holzschutzmafinahmen eine zu erwartende Nutzungsdauer von drei bis
finf Jahren (Deutscher Holzschutzverband fiir AuBlenholzprodukte e. V. (DHV)) und ist
hinsichtlich seiner Widerstandsfdahigkeit gegen holzzerstorende Pilze wenig dauerhaft
(Dauerhaftigkeitsklasse 4). Fichtenholz ist somit ungeschiitzt oder unbehandelt nicht sehr
witterungsbestindig (Wolman Wood and Fire Protection GmbH). Im Gegensatz dazu hat das
Kernholz der Kiefer ohne chemische Holzschutzmafinahmen eine Nutzungsdauer von drei bis
acht Jahren im Erdkontakt und ist wenig bis méBig dauerhaft gegen holzzerstérende Pilze
(Dauerhaftigkeitsklasse 3 - 4).

Die Trankbarkeit ist die Leichtigkeit, mit der eine Fliissigkeit (z.B. ein Holzschutzmittel) in das
Holz eindringen kann und wird in vier Trankbarkeitsklassen nach DIN EN 350 eingeteilt:

e Triankbarkeitsklasse 1 - leicht trankbar

e Trinkbarkeitsklasse 2 - maBig tréinkbar

e Triankbarkeitsklasse 3 - schwer trankbar

e Trankbarkeitsklasse 4 - sehr schwer trinkbar

Demnach ist das Kernholz der Fichte schwer bis sehr schwer zu imprignieren
(Trankbarkeitsklasse 3 - 4), wihrend das Splintholz leichter zu imprégnieren ist (Wolman
Wood and Fire Protection GmbH). Das Splintholz der Kiefer ist zwar sehr empfindlich gegen
Bliue (holzverfiarbende Pilze) (Deutscher Holzschutzverband fiir AuBenholzprodukte e. V.
(DHV)), lésst sich aber leicht imprédgnieren (Trankbarkeitsklasse 1) (DIN EN 350), wihrend
das Kernholz schwer bis sehr schwer zu imprégnieren ist (Trankbarkeitsklasse 3 - 4).
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In der Regel unterscheiden sich die biologische Dauerhaftigkeit und die Trankbarkeit von
Splint- und Kernholz durch eine hohere Dauerhaftigkeit des Kernholzes und eine bessere
Trénkbarkeit des Splintholzes.

1.3.2. Richtlinien bei Holzschutzmitteln

Wie bereits erwahnt, sind Mallnahmen zum Schutz des Holzes, wie z.B. Holzschutzmittel,
notwendig, um den Abbau des Holzes deutlich zu verzogern und eine langfristige
Gebrauchsdauer der behandelten Holzprodukte sicherzustellen. Um das Holz wirksam zu
schiitzen, miissen Holzschutzmittel tief in das Holz eingebracht werden. Fiir die Anwendung
von Holzschutzmitteln gibt es verschiedene Verfahren, die sich hinsichtlich des technischen
Aufwands und der erreichbaren Eindringtiefe (DIN 68800-3) deutlich unterscheiden. Im
Bereich der Gebrauchsklasse 4 sind ausschlieBlich Druckverfahren (Kesselvakuumdruck-
Imprignierung, Doppelvakuum-Imprignierung) anzuwenden, vorzugsweise unter der
Verwendung von Rundholz aus leicht impréagnierbaren Holzarten (z. B. Kiefer).

In Europa verwaltet die Europidische Chemikalienagentur die Registrierung, Bewertung,
Zulassung und Beschrinkung von Chemikalien (REACH-Verordnung) (Stirling & Temiz,
2014). Die Verordnung vereinheitlicht das Chemikalienrecht europaweit und erhoht den
Wissensstand iiber Gefahren und Risiken, die von Chemikalien ausgehen konnen. Die in
Europa verwendeten Wirkstoffe werden durch die Biozid-Produkte-Verordnung (BPR
528/2012) geregelt. Die Zulassung und das Inverkehrbringen von Biozid-Produkten werden in
Europa durch die Richtlinie 98/8/EG geregelt (Kretschmar et al., 2009). Diese Biozid-
Richtlinie wurde durch das Biozid-Gesetz (Juni 2002) in deutsches Recht umgesetzt.

Zur Beurteilung der Wirksamkeit eines Holzschutzmittels im Erdkontakt (nach DIN EN 335,
Gebrauchsklasse 4) im Vergleich zu einem Referenzmittel wird ein Freilandverfahren
angewendet (DIN EN 252). Fiir jede Priifung wird Kiefern-Splintholz verwendet und die
Bestimmung des Festigkeitsverhaltens der impragnierten Holzstébe erfolgt durch Messung des
Elastizitdtsmoduls (MOE). Der Festigkeitsverlust der Holzstdbe ist ein Indikator fiir die
Leistungsfahigkeit eines Holzschutzmittels iiber die Zeit des Priifverfahrens.

Da Freilandversuche zum Nachweis des Abbaus von Holzschutzmittel-geschiitztem Holz in
Erdkontakt zeitintensiv sind (bis zu Jahrzehnten), wurden zeitraffende, klimatisierte
Erdinkubationsversuche etabliert (DIN V ENV 807). Somit wird unter Laborbedingungen die
Grenze der Wirksamkeit gegen Moderfdule und andere im Boden lebende Mikroorganismen
bestimmt. Als Infektionsquelle (Mischung aus natiirlich vorkommenden Pilzen und Bakterien)
wird die natiirliche Mikroflora eines Erdsubstrates genutzt. Dieses Verfahren bereitet eine
Priifung zur Beurteilung der Qualitét eines Holzschutzmittels vor. Das Prinzip der DIN V ENV
807 beinhaltet eine Untersuchung von Holzpriifkdrpern mit definierten Dimensionen
(100 mm (longitudinal) X 10 mm X 5 mm), die mit einer bestimmten Konzentration des zu
priifenden Holzschutzmittels getrdnkt sind, von der angenommen wird, dass sie den Schutz des
Holzes wéhrend der Priifdauer gewihrleisten.
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1.3.3. Holzschutzmittel

Im Verlauf der Geschichte wurden vielféltige Schutztechnologien und -verfahren entwickelt
und implementiert, um den biologischen Abbau von Holz durch verschiedene Schadorganismen
effektiv zu hemmen und so die Dauerhaftigkeit und Nutzungsdauer von Holzprodukten
signifikant zu erhéhen (van Niekerk et al., 2021). Die Auswahl der Holzschutzmittel ist
abhédngig von der Gebrauchsklasse und muss die Anforderungen an Holzschutzmittel mit
Zulassung nach Biozid-Produkte-Verordnung erfiillen. In der Gebrauchsklasse 4 muss das
Holzschutzmittel vorbeugend wirksam gegen Insekten und Pilze (Faulnisschutz) sein sowie das
Holz, das der Witterung sowie extremer Beanspruchung ausgesetzt ist, schiitzen. Umwelt-,
Gesundheits- und Sicherheitsbedenken haben viele Regierungen dazu veranlasst, die
Verwendung von Holzschutzmitteln zu regulieren (Coggins, 2008). Die EU-Verordnungen
(gemal der Biozid-Produkte-Richtlinie) haben ein neues System eingefiihrt, das den Markt fiir
Schutzmittel und behandeltes Holz stark verdndert hat. Dartiber hinaus verfiigt die EU {iber ein
Regulierungsverfahren (REACH-Verordnung), das auf einzelne Stoffe und Produkte
angewendet werden kann. Die Verwendung von Chrom-Kupfer-Arsenat, Kreosot und anderen
wirksamen Holzschutzmitteln wurde aufgrund der starken Toxizitét fiir Boden und Wasser
durch Auswaschung von Chemikalien und der nachgewiesenen gesundheitlichen Folgen der
Exposition und der schwierigen Entsorgung von stark behandeltem Holz eingestellt oder
eingeschriankt (Barbero-Lopez et al, 2018). So wurden Substanzen, die von der
Holzschutzmittelindustrie in Europa seit vielen Jahren verwendet wurden, vom Markt
genommen, sodass nur noch wenige Mittel fiir den Holzschutz zur Verfiigung stehen.
Einschrinkungen bei bestehenden Produkten fiihrten zu Holzschutzmitteltypen, die
Marktliicken fiillen sollten, wie z. B. kupferorganische Schutzmittel, wasserverdiinnbare
Mikroemulsionskonzentrate mit organischen Fungiziden und Insektiziden sowie farbige
Schutzmittel auf Wasser- und Losungsmittelbasis fiir den Do-it-yourself-Markt (Coggins,
2008).

Bei der Verwendung von wissrigen Holzschutzmitteln fiir Holzprodukte der Gebrauchsklasse
4 kann entweder Pilz- und/oder Insektenbefall verhindert oder bekdampft werden (DGUV
Information 209-043, 2009); Tabelle 2). Zum Einsatz kommen biozide Wirkstoffe, die als Salze
oder organische Wirkstoffe im Holzschutzmittel enthalten sind und als Salzldsungen,
Konzentrate, Emulsionen oder als gebrauchsfertige Produkte angeboten werden.
Holzschutzmittel auf Wasserbasis haben sich in den letzten Jahren durchgesetzt, da sie
geruchsneutral sind und das behandelte Holz eine trockene Oberfldche hat, die liberstrichen
werden kann (Lebow, 2004).
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Tabelle 2 Zusammensetzung wéssriger Holzschutzmittel (Stand: Holzschutzmittelverzeichnis April 2009; (DGUV Information
209-043, 2009); P = gegen Pilze vorbeugend wirksam, Iv = gegen Insekten vorbeugend wirksam, W = auch fiir Holz, das der
Witterung ausgesetzt ist, jedoch nicht im stdndigen Erdkontakt und nicht im stdndigen Wasserkontakt steht, E = auch fiir Holz,
das extremer Beanspruchung ausgesetzt ist (im stdndigen Erd- und/oder Wasserkontakt sowie bei Schmutzablagerungen in
Rissen und Fugen), Ib = Insektenbekdmpfung am verbauten Holz, M = Bekdmpfung von Hausschwamm im Mauerwerk).
* = Diese Produkte enthalten Chrom (VI)-Verbindungen, die eine krebserzeugende Wirkung besitzen. Sie sind kein biozider
Wirkstoff im Rahmen der Biozid-Richtlinie, sondern nur Hilfsstoff zur Fixierung.

Holzschutzmitteltyp Wirkstoffe Wirksamkeit
Vorbeugend wirksame Holzschutzmittel
B-Salze Bor-Verbindungen P, Iv
CK-Salze* Kupfer-Verbindungen P,Iv, W, E
CKB-Salze* Kupfer-Bor-Verbindungen P,Iv, W,E
Quat-Priparate Quaternére P, Iv
Ammoniumverbindungen
Quat-Bor-Priparate Quaterndare Ammonium- Bor- P, Iv, W
Verbindungen
Chromfreie Kupfer- Kupfer-Verbindungen (Cu- P,Iv, W, E
Praparate HDO),
Bor-Verbindungen,
Quaternire
Ammoniumverbindungen,
Triazole
Wiissrige Holzschutzmittel Quaternédre P, Iv,W
mit organischen Wirkstoffen =~ Ammoniumverbindungen,
Triazole,
Pyrethroide u.a.
Bekimpfend wirksame Holzschutzmittel
B-Priparate Bor-Verbindungen Ib/M
Quat-Bor-Priparate Quaterndre Ammonium- Bor- M
Verbindungen
Wiissrige Holzschutzmittel Pyrethroide (Permethrin), Ib
mit organischem Wirkstoff Flufenoxuron Primér bekdmpfend
wirksam, aber auch
vorbeugend

Fungizide werden im Holzschutz zur Bekdmpfung von Schimmel, Bldue und Fiulnis
eingesetzt, die durch Basidiomyceten und Moderfaule verursacht werden (Stirling & Temiz,
2014). Die Wirkung einiger Fungizide kann auf der Hemmung extrazelluldrer Prozesse
holzzerstorender Pilze beruhen. Weitere hdufige Wirkmechanismen sind die Stérung der
Zellmembran (z.B. durch quaternire Ammoniumverbindungen), die Inaktivierung von
Enzymen (z.B. durch Borate), die Hemmung der Zellteilung (z.B. durch Carbendazim), die
Hemmung der Atmung (z.B. durch Kupfer) und die Hemmung der Lipidsynthese (z.B. durch
Triazole) (Reinprecht, 2010; Stirling & Temiz, 2014). Insektizide sind zur Bekdmpfung von
Termiten weit verbreitet, konnen aber auch zum Schutz des Holzes vor anderen Insekten wie
Ameisen und Kifern eingesetzt werden. Formulierungen, die zur Bekdmpfung von Insekten
verwendet werden, konnen eine repellierende und/oder insektizide Wirkung haben.
Repellentien sind typischerweise fliichtige Verbindungen, die von Insekten wahrgenommen
und gemieden werden. Die meisten der im Holzschutz eingesetzten Insektizide beeinflussen
entweder den Wasserhaushalt (z.B. durch Borate) oder das Nervensystem (z.B. durch
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Permethrin) (Stirling & Temiz, 2014). Einige wenige Wirkstoffe sind sowohl gegen Pilze als
auch gegen Insekten wirksam. Um fiir den Einsatz in einer Holzschutzmittelformulierung
priorisiert zu werden, miissen die Verbindungen wirksam und kosteneffizient sein und den
derzeit geltenden Gesundheits- und Umweltbestimmungen entsprechen.

Der Holzschutz befindet sich durch strengere Vorschriften und neue Forschungserkenntnisse in
einer Phase des Wandels. Neben klassischen biozidhaltigen Holzschutzmitteln werden
zunehmend umweltfreundliche Alternativen entwickelt, die den Biozideinsatz reduzieren.
Atherische Ole aus Pflanzen enthalten bioaktive Stoffe mit antimikrobiellen Eigenschaften, die
Holz vor Pilzen, Insekten und Bakterien schiitzen (Broda 2020; Hou et al., 2022). Besonders
Eukalyptus-, Teebaum- und Nelken6l hemmen Holzzerfall und Termitenbefall (Antonelli et al.,
2020; Broda 2020). Allerdings sind ihr groBfldchiger Einsatz wegen hoher Kosten, Fliichtigkeit
und moglicher Gesundheitsrisiken eingeschrinkt (Khademibami & Bobadilha, 2022). Trotz
dieser Einschriinkungen bieten itherische Ole ein groBes Potenzial fiir umweltfreundliche
Holzschutzanwendungen.

Barbero-Lopez et al. (2021) verglichen biobasierte Chemikalien mit herkdmmlichen
Holzschutzmitteln hinsichtlich Wirksamkeit, Bindung ans Holz, Umwelttoxizitit und
Auswaschung toxischer Stoffe. Getestet wurden u.a. Pyrolysedestillate von Baumrinde,
Tanninausziige (Colatan GT10) und Prozessriickstinde aus der Verleimung von
Hartholzfurnieren. Diese wurden mit kommerziellem Kieferdl und einem kupferbasierten
Holzschutzmittel verglichen. Colatan GT10 zeigte eine &hnliche Schutzwirkung wie
kommerzielle Mittel. Bei ausgewaschenen Proben verringerte sich die Leistung biobasierter
Mittel jedoch deutlich. Viele biobasierte Substanzen wiesen geringere Umwelttoxizitit auf,
einige Pyrolysedestillate aber hohere. Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der
okotoxikologischen Bewertung biobasierter Holzschutzstoffe, da ohne eine effektive Bindung
an das Holz deren negative Umweltwirkungen hoher sein konnten als bei traditionellen Mitteln.

Zelinka et al. (2020) untersuchten, wie der Grad der Acetylierung die Holzfeuchte und den
Pilzbefall beeinflusst. Die Acetylierung ist ein weit verbreitetes Verfahren, das Holz durch
Feuchtereduktion widerstandsfahiger gegen Féulnis macht. Sie variierten in Tests die
Bodenfeuchte, um zu kliren, ob der Schutz nur durch weniger Feuchtigkeit oder auch durch
zusitzliche fungizide Effekte entsteht. Obwohl ein Zusammenhang zwischen Feuchte und
Masseverlust gefunden wurde, lie3 sich der Effekt der Acetylierung nicht klar vom Einfluss der
Pilzaktivitdt trennen. Die Ergebnisse zeigen, dass Pilze aktiv Feuchtigkeit transportieren und
dadurch die bisherigen Modelle zur Feuchteerzeugung nicht vollstindig erkldren kdnnen. Die
Studie vertieft somit das Verstédndnis der Rolle der Feuchte bei der Braunfaule an acetyliertem
Holz.

1.3.3.1. Anorganische Biozide als Holzschutzmittelkomponenten

Anorganische Verbindungen werden seit langem zum bewihrtem Schutz von Holz verwendet,
da sie tiber ein breites Wirkungsspektrum verfiigen und relativ bestindig gegen Abbau sind
(Stirling & Temiz, 2014). Der Zusatz von Co-Bioziden verstirkt die Wirkung gegen bestimmte
Organismengruppen, die gegen den Hauptwirkstoff widerstandsfahig sind (z.B. kupfertolerante
Pilze).
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Bor kommt typischerweise in Form von Borsédure-Salzen oder -Estern in Holzschutzmitteln vor
(Freeman et al., 2009; Stirling & Temiz, 2014). Borate haben eine geringe Toxizitdt fiir
Saugetiere und sind wirksam gegen eine Vielzahl von Insekten, einschlieBlich Termiten, sowie
gegen Pilze, wenn auch weniger wirksam gegen Schimmelpilze (Freeman et al., 2009; Jin et
al., 2012). Mohamad-Nasir et al. (2019) fiihrten Untersuchungen zur Haltbarkeit ausgewéhlter
malaysischer Holzarten durch, die mit Dinatrium-Oktaborat-Tetrahydrat behandelt wurden
(Khademibami & Bobadilha, 2022). Die Ergebnisse zeigten, dass dieses Holzschutzmittel alle
getesteten Proben zuverléssig gegen Termiten und Weillfaulepilze schiitzt. Borate wurden auch
als Alternativbehandlung zu Kreosot fiir Eisenbahnschwellen eingesetzt, wobei eine
Vorbehandlung mit Boraten im Einsatz oder beim Lufttrocknen Holzfaulnis verhindern kann
(Lloyd et al., 2020). Boratverbindungen werden jedoch nicht im Holz fixiert und kdnnen leicht
ausgelaugt werden (Schiopu & Tiruta-Barna, 2012).

Kupfer wird im Holzschutz in vielen Formen und Formulierungen eingesetzt (Freeman &
MclIntyre, 2008; Stirling & Temiz, 2014) und ist bei zahlreichen Formulierungen das
bevorzugte Biozid. Mehrere Hersteller 16sen Kupfer in Ammoniak- oder Aminldsungen und
formulieren mit Co-Bioziden, um kupfertolerante Pilze zu kontrollieren. Die Rolle von Kupfer
als Fungizid und Termitizid kann auf die Erzeugung von hochaktiven freien Radikalen, die
Proteine und Desoxyribonukleinsdure (DNA) schiadigen, zuriickgefiihrt werden (Zhang, 1999;
Stirling & Temiz, 2014). Als potenzielle Bindungsstellen fiir Kupfer kommen
Karbonsduregruppen in Hemicellulose, phenolische Gruppen in Lignin und alkoholische
Hydroxylgruppen in Cellulose in Betracht. Dariiber hinaus ist Kupfer wirksam gegen eine
Vielzahl von Pilzen, einschlieBlich Moderfdule, hat aber nur minimale Auswirkungen auf
einige kupfertolerante Basidiomyceten. Diese toleranten Pilze entgiften Kupfer durch
Komplexierung mit Oxalséure, die als Teil des Zerfallsprozesses entsteht (Green & Clausen,
2005; Stirling & Temiz, 2014). Sporen von kupfertoleranten Pilzen, die an die Holzoberfldche
gelangen, produzieren keine Oxalsdure und sind daher anfillig fiir Kupfer (Choi ef al., 2002;
Woo & Morris, 2010; Stirling & Temiz, 2014). Kupfer in Kombination mit N-Cyclohexyl-
Diazeniumdioxid (Cu-HDO) 1ist ein vielseitiges Mittel im Holzschutz, das auf
Sulthydrylgruppen essenzieller Aminosduren von Pilzen einwirkt und die Denaturierung von
Proteinen verursacht (Schiopu & Tiruta-Barna, 2012).

Aufgrund des Verbots herkdmmlicher Holzschutzmittel wie Chrom-Kupfer-Arsenat besteht ein
anhaltender Bedarf an ungiftigen Alternativen (Khademibami & Bobadilha, 2022). Ziel ist es,
die Holzschutznutzung weiter zu verbessern und synthetische sowie anorganische
Verbindungen durch organische Biozide oder natiirliche Holzschutzmittel zu ersetzen (Broda,
2020).

1.3.3.2.  Organische Biozide als Holzschutzmittelkomponenten

Im Bereich des Holzschutzes werden hdufig Kombinationen organischer Biozide eingesetzt,
um die Wirksamkeit gegen ein breiteres Spektrum von Pilzen und Insekten zu gewiéhrleisten
(Stirling & Temiz, 2014). Allerdings konnen organische Biozide im Holz nicht nur durch
Auslaugung, sondern auch durch biologischen Abbau, UV-Licht, Verdunstung und chemischen
Abbau abgereichert werden (Freeman et al., 2006; Stirling & Temiz, 2014).
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Mehrere quaternire Ammoniumverbindungen (Quats) werden im Holzschutz verwendet,
darunter Didecyldimethylammoniumchlorid (DDAC) und Benzalkoniumchlorid (BAC)
(Stirling & Temiz, 2014). Quats sind membranaktive Substanzen, die mit der Zellwand und der
duBeren Membran sowie mit der Zellmembran der bakteriellen Zelle interagieren (Ortega
Morente et al., 2013). Bei Bakterien binden sie irreversibel an Phospholipide und Proteine der
Zellmembran, was zur Freisetzung von zytoplasmatischen Materialien fiihrt. Zwar sind Quats
aktiv gegen Insekten, Pilze und Bakterien, bendtigen aber oft relativ hohe Konzentrationen und
sind fiir den alleinigen Einsatz in der Regel nicht ausreichend (Stirling & Temiz, 2014).
Aufgrund ihrer begrenzten Penetrationstiefe im Holz konnen sie nur oberfldchlich appliziert
werden (Raimond ef al., 2022), weshalb weitere Forschungen notwendig ist, um die Effizienz
der Vakuumimpragnierung zu verbessern; derzeit werden Quats hauptséchlich als Co-Biozide
in alkalischen Kupfer-Quat-Holzschutzmitteln eingesetzt, um zusétzlichen Schutz gegen
kupfertolerante Pilze und Insekten zu gewihrleisten (Lee & Cooper, 2011). Des Weiteren sind
Quats ideale organische Biozid-Partner von Kupfer, da sie stabile Komplexe bilden und nach
der Impragnierung mit Holzlignin und Cellulose in einen unldslichen Zustand tibergehen (Jin
& Preston, 1991).

Die Verwendung von Triazolen in Holzschutzmitteln ist im Allgemeinen hochwirksam gegen
Basidiomyceten, aber weniger wirksam gegen Moderfaule (Stirling & Temiz, 2014).
Propiconazol und Tebuconazol sind Triazol-Fungizide, die in einigen organischen
Losungsmitteln 16slich, in Wasser jedoch nur schwer 16slich sowie im Holz stabil und
auswaschungsbestindig sind (Kirker & Lebow, 2021). Beide Substanzen wirken auf dhnliche
Weise, indem sie die 14a-Demethylase hemmen und dadurch die Ergosterolsynthese iiber eine
Blockade des Cytochrom P450 unterbinden (Adam et al., 2009). Dadurch wird die Bildung von
Ergosterol, einem wichtigen Bestandteil der Zellmembran von Pilzen, verhindert und die
Membran des Pilzes kann nicht vollstindig und stabil gebildet werden (Sehnem et al., 2009).
Um die Wirksamkeit gegen bestimmte Pilze zu verbessern und das Wirkungsspektrum zu
erweitern, werden Triazole hiufig mit anderen Bioziden wie Quats oder IPBC und mit
Hilfsstoffen wie Aminoxiden formuliert (Stirling & Temiz, 2014). Dariiber hinaus kann
Tebuconazol von einigen Bodenbakterien, Hausschwamm und Schimmelpilzen effizient
abgebaut werden (Obanda & Schupe, 2009). Ebenfalls finden synthetische Insektizide, wie
Pyrethroide, zu denen Permethrin und Cypermethrin gehoren, in Holzschutzmitteln
Verwendung (Stirling & Temiz, 2014). Pyrethroide wirken gegen das Nervensystem von
Insekten, indem sie die Ansteuerung der spannungsabhingigen Natriumkandle verlangsamen
und so zu einer anhaltenden Membrandepolarisation der Motoneuronen fithren (Adam ef al.,
2009).

Die Sicherstellung des Langzeitschutzes von Holz ist das primére Ziel eines Holzschutzmittels.
Einige Pilze und Bakterien sind in der Lage, Schutzverbindungen zu widerstehen und somit
Holz langsamer abzubauen (Clausen, 1996). Entsprechend sollte das Holzschutzmittel auch der
Entgiftung durch Pilze und Bakterien standhalten. Aus diesem Grund sollen Holzschutzmittel
aus einer Kombination von Wirkstoffen mit einem breiten Spektrum gegen eine Vielzahl von
holzschidigenden Organismen zusammengesetzt sein (Lebow, 2004). Da die
Holzschutzindustrie ihre Produkte von chrom-, kupfer- und arsenhaltigen Holzschutzmitteln zu
Holzschutzmitteln auf Kupferbasis in Kombination mit organischen Bioziden weiterentwickelt
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hat (Jakobs-Schonwandt et al., 2010), hat dies zum Schutz vor kupfertoleranten Organismen
beigetragen (Lebow, 2004). Da Kupfer ein hervorragendes Fungizid ist, eine relativ geringe
Toxizitdt fir Sdugetiere aufweist und kostengiinstig ist, wird es als primédres Biozid in
Holzschutzmitteln eingesetzt (Lebow, 2004). Durch die Zugabe von Quats, die starke
bakterizide Eigenschaften aufweisen (McDonnell & Russell, 1999), und Triazol-Fungiziden
entsteht ein wirksames Biozidsystem auf Kupferbasis, dessen einzelne Komponenten den
Abbau des Holzes durch bodenlebende Mikroorganismen synergistisch verzogern konnen.
Somit bietet eine Kombination aus organischen Bioziden und Kupfer eine lange Haltbarkeit
von Holz mit und ohne Bodenkontakt im Vergleich zur natiirlichen Haltbarkeit von
ungeschiitztem Holz (Lebow, 2004). Daher werden Biozidsysteme auf Kupferbasis vor allem
fiir Holzpfahle zur Sicherung von Rebstocken und Obstbdumen eingesetzt. In dieser Arbeit
werden kupferbasierte Holzschutzmittelformulierung mit organischen Bioziden (Quats und
Triazole) gegen den Holzabbau durch Pilze und Bakterien eingesetzt. Die verwendeten
Holzschutzmittelformulierungen basieren entweder nur auf Kupfer (Cu), nur auf organischen
Bioziden (TriQAC) oder aus einer Kombination aus beiden (CuTriQAC).

1.4. Schwermetallkontamination in Obst- und Weinbau

Schwermetalle sind in allen Béden in unterschiedlichen Konzentrationen mit meist sehr langen
Verweilzeiten allgegenwirtig (Jovanovi¢ et al., 2015). Thr Ursprung im Boden kann aus
geologischen und anthropogenen Quellen wie industrieller Produktion, Verkehr,
Landwirtschaft und Bewisserung stammen (Hu et al, 2013). Insbesondere in den
landwirtschaftlich genutzten Bdden trigt der {iberméBige Einsatz von synthetischen
Diingemitteln und Pestiziden zur Akkumulation verschiedener Arten von Schwermetallen bei
(Micé et al., 2006). Diesbeziiglich ist bekannt, dass der Gesamtverbrauch an Pestiziden in
Deutschland bei 27.585,49 Tonnen pro Jahr lag (Verma et al., 2014). Dabei finden vor allem
kupferhaltige Préparate in der Landwirtschaft weltweit gro8en Einsatz. Im Jahr 2000 gelangten
3.185 Tonnen Kupfer tiber Wirtschaftsdiinger (63,7 %), verwerteten Klarschlamm (12,6 %),
atmosphirischer Deposition (11,8 %) und Pflanzenschutzmittel (8,2 %) in deutsche Bdden
(Hillenbrand et al., 2005; Jansch & Rombke, 2009). Als Pflanzenschutzmittel wird Kupfer z.B.
zur Bekdmpfung von Falschem Mehltau an Weinreben und Hopfen oder zur Bekdmpfung der
Kraut- und Knollenfdaule an Kartoffeln eingesetzt (Strumpf et al., 2011b; Strumpfet al., 2011a).
Das Metall zeichnet sich durch mehrere agronomisch vorteilhafte Eigenschaften aus: Es verfiigt
tiber eine hohe Wirksamkeit selbst bei Niederschldgen, besitzt eine vergleichsweise geringe
akute Toxizitdt gegeniiber terrestrischen Wirbeltieren und ist zudem kostengiinstig in der
Anwendung (Tamm et al., 2015; Speiser et al., 2018; Lamichhane ef al., 2018; Tamm et al.,
2022).

Kupfer ist ein essenzielles Spurenelement, das je nach Konzentration auch eine toxische
Wirkung auf lebende Organismen hat und die mikrobielle Aktivitit in vielen Umgebungen,
einschlieBlich des Bodens, beeinflusst (Malkomes, 2010b). Dieses Schwermetall ist nicht
abbaubar, persistiert oder reichert sich iiber einen langen Zeitraum im Boden an (Malkomes,
2010a). Dabei reichen die Kupfergehalte in unbelasteten Béden von 2 — 100 mg kg™ bis zu 142
und 276 mgkg! (Kratz et al., 2009). Die langfristige Anwendung von Kupfer kann
weitreichende Auswirkungen auf mikrobielle Gemeinschaften haben. So fiihrte die
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Langzeitanwendung kupferhaltiger Fungizide (16 und 48 kg Kupfer ha  'zu einer konstanten
Zusammensetzung der mikrobiellen Bodengemeinschaft, die durch eine erhohte
Widerstandsfahigkeit gegeniiber Schwermetallen gekennzeichnet war (Ranjard et al., 2008).
Demnach konnen sowohl metalltolerante Populationen die Bakteriengemeinschaft dominieren
(Piotrowska-Seget & Kozdroj, 2008) als auch Pilze eine Resistenz gegen Kupfer aufweisen und
in fiir andere Organismen toxischen Konzentrationen wachsen (Gadd & Griffiths, 1980).

Die Reduzierung des Einsatzes von Kupfer-basierten Pflanzenschutzmitteln und das Ziel eines
schrittweisen Ausstiegs haben in der europédischen Politik sowie im 6kologischen Landbau hohe
Prioritdt (Tamm et al., 2022). Ein vollstdndiger Verzicht auf Kupferfungizide wiirde aktuell
jedoch bei zahlreichen Kulturen wie Oliven, Wein und Mandeln zu erheblichen
Ertragseinbuflen fiihren.

1.5. Okosystemfunktion

Okosysteme sind dynamisch, und mikrobielle Gemeinschaften miissen, um zu iiberleben,
okologische Funktionen trotz Umweltverdnderungen aufrechterhalten, sich von radikalen
Umweltverdnderungen erholen und sich an eine sich stindig verdndernde Umwelt anpassen
(Jurburg & Salles, 2015). Die grundlegendsten Funktionen umfassen sdmtliche Bereiche von
der Atmung und dem Néhrstoftkreislauf bis hin zur Bildung organischer Substanzen und dem
Schutz vor Pflanzenkrankheiten (Crowley, 2008). Das Verstindnis der Funktionsweise von
Okosystemen ist ein wichtiger Schwerpunkt 6kologischer Studien. Diese kann entweder
kurzfristig bewertet werden, indem das Ausmall des Prozesses von Interesse ist, oder
langfristig, indem die Wahrscheinlichkeit gemessen wird, dass sie angesichts von
Umweltveranderungen erhalten bleibt (Jurburg & Salles, 2015). Als Redundanz bezeichnet
man eine Eigenschaft dkologischer Systeme, bei der eine Funktion von mehreren Arten in
einem Okosystem ausgefiihrt wird. Diese Eigenschaft kann besonders wichtig fiir das
hochdynamische mikrobielle System des Bodens sein, wo die Diversitdt extrem sein kann, aber
notwendig ist, um Umweltverdnderungen abzupuffern und die Aufrechterhaltung der Funktion
zu gewihrleisten. Dabei resultiert eine funktionelle Redundanz aus der funktionellen
Klassifizierung der Individuen, basierend auf ihrem Beitrag zur Okosystemfunktion und nicht
auf ithrer Phylogenie.

Eine Vielzahl von Okosystemfunktionen beeinflusst Totholz (Harmon et al., 1986; Cornwell et
al., 2009; Kahl et al., 2017), das bekanntermallen eine wichtige strukturelle Komponente von
Wildern (Bauhus et al, 2009; Kahl et al., 2017) und eine kritische Ressource fiir
holzbewohnende Organismen ist (Lonsdale et al., 2008; Rondeux & Sanchez, 2010; Stokland
et al., 2012; Kahl et al., 2017). In diesem Zusammenhang kann der Holzabbau durch
Unterschiede im Vorhandensein von Organismen und deren Aktivitét beeinflusst werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Okosystemfunktion von Pilzen und Bakterien im
Zusammenhang mit dem Holzabbau kurz vorgestellt.

1.5.1. Okosystemfunktion der Pilze beim Holzabbau

Die Diversitét und die enzymatischen Aktivitdten von Mikroorganismen, vor allem von Pilzen,
bilden die Grundlage fiir Nahrungsnetze in Holz und Streu (Stokland et al., 2012; Hoppe et al.,
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2016). Die Mineralisierung von Totholz erhoht die Zugéinglichkeit von Kohlenhydraten fiir
andere Organismen wie nicht-ligninolytische Pilze, Bakterien oder Arthropoden (Stokland et
al., 2012). In terrestrischen Okosystemen sind héhere Pilze aufgrund ihres vorherrschenden
Myzelwachstums die wichtigste Destruenten-Gruppe im Zusammenhang mit dem Holzabbau
(Zhou & Ingram, 2000) und verfiigen iiber die volle enzymatische Kapazitit zum Abbau von
Cellulose, Hemicellulosen und Lignin (van der Wal et al., 2013; van der Wal et al., 2015).
Abhingig von der Art des Holzabbaus werden sie als Weil3-, Braun- und Moderféaulepilze
klassifiziert.

Weilfaulepilze bauen alle strukturellen Bestandteile des Holzes entweder gleichzeitig oder
nacheinander ab. Sie sind die einzigen bekannten Organismen, die in der Lage sind, Lignin
vollstindig abzubauen. Zur Oxidation des Ligninpolymers scheiden sie eine Reihe
extrazelluldrer oxidativer Enzyme wie Laccase, Manganperoxidase und/oder Mangan-
unabhéngige Peroxidasen aus (Hofrichter et al., 2010; Hoppe ef al., 2016). Braunfaulepilze
modifizieren das Lignin nur wéhrend des Abbaus von Cellulose und Hemicellulose (van der
Wal et al, 2015). Lignin wird hierbei durch einen Mechanismus oxidiert, der auf
Hydroxylradikalen beruht, die durch die Fenton-Reaktion erzeugt werden (Jellison et al., 1997;
Martinez et al., 2005; Hatakka & Hammel, 2011; Hoppe et al., 2016). Moderfaulepilze bauen
die Cellulose- und Hemicellulosefraktionen nur in der zentralen Schicht der sekundéren
Zellwande ab (Schwarze, 2007). Dartiber hinaus tritt Moderfaule in nassem Holz auf und macht
das Holz durch Hydrolyse eines Teils der Cellulose weich, jedoch mit geringer oder keiner
Auswirkung auf das Lignin (van der Wal ef al., 2015). Weil3-, Braun- und Moderfédulepilze
konnen alle an im Boden genutztem Holz vorkommen, aber diese Féulnisarten konnen
erheblich variieren, nicht nur in der Haufigkeit und rdumlichen Verteilung, sondern auch in
Kombinationen von einem Standort zum anderen (Edlund & Nilsson, 1998; Brischke et al.,
2013; Marais et al., 2020). Die Geschwindigkeit der Faulnis hingt stark von der Faulnisart ab,
wobei die im Boden vorherrschende Moderfdule in der Regel langsamer ablauft als Wei3- und
Braunfaule.

Zu den oOkologischen funktionellen Gruppen von saproxylischen Pilzen gehoren auch
opportunistische Pilze und Bakterien, die als friihe Besiedler von Holz auf leicht zugénglicher
(Hemi-)Cellulose und einfach 16slichen Substraten wachsen (van der Wal et al., 2013; van der
Wal et al, 2015). In &hnlicher Weise sind Endophyten Teil der holzbewohnenden
Pilzgemeinschaft, die nach dem Absterben des Baumes fortbestehen und die friihen Stadien des
Holzabbaus einleiten (Purahong et al., 2019). Eine bereits etablierte Pilzart kann die Besiedlung
von Nachfolgearten hemmen, aber auch fordern (Heilmann-Clausen & Boddy, 2005). Der
Home Field Advantage besagt, dass bestimmte Zersetzer einen Heimvorteil beim Abbau
einheimischer gegeniiber fremder Streu an einem bestimmten Standort haben (Purahong ef al.,
2019). Dies fiihrt zu effizienteren Abbauraten von Pflanzenmaterial, wenn die Streu in der Ndhe
der Pflanzen, von denen sie stammt, abgebaut wird, als an einem anderen Standort, z. B. unter
einem Baum einer anderen Art. Purahong et al. (2019) bestitigten somit die Home Field
Advantage-Hypothese auch fiir Totholz, da die Abbaurate der mikrobiellen Gemeinschaften am
Heimatstandort aufgrund der Spezialisierung, durch die dariiber liegende Pflanzengemeinschaft
beschleunigt wurde. Die positiven oder negativen Auswirkungen auf spéter etablierte Pilze
konnen sowohl von der Verdnderung der chemischen Umgebung durch die Produktion von
Antibiotika als auch von der physikalischen Modifikation des Holzes abhidngen (Niemeld et al.,
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1995; van der Wal et al., 2015). Auch die vorbeugende Konkurrenz durch den Verbrauch leicht
abbaubarer Substrate und die Belegung von Raum innerhalb des Holzes fiihrt ebenfalls zu einer
begrenzten Verfiigbarkeit von Substraten fiir sekundér kolonisierende Pilze (Payne ef al., 2000;
Boddy, 2001; van der Wal et al., 2015). Daher konnen die Identitdt und die Interaktionen der
vorherrschenden Arten den Besiedlungserfolg der spiter eintreffenden Arten beeinflussen.
Wenn zwei oder mehr holzabbauende Pilze das Holz besiedeln konnten, setzen sich die
konkurrierenden Interaktionen fort (van der Wal et al., 2015). Dies kann auch die Abbauraten
beeinflussen, indem die Pilze mehr Ressourcen in die Produktion von Sekundidrmetaboliten
investieren als in Wachstum und Zersetzung (Woodward et al., 2008; van der Wal et al., 2015).
Aus diesem Grund kénnen die Zusammensetzung der Pilzarten und ihre Wechselwirkungen
einen starken Einfluss auf den Holzabbau in allen Zersetzungsstadien haben.

Das im Auflenbereich verwendete Holz ist anfillig fiir Féulnis, daher wird es mit speziellen
wassrigen Holzschutzmitteln behandelt (Zelinka er al., 2019). Fast alle handelsiiblichen
Schutzmittel auf Wasserbasis, die derzeit auf dem Markt sind, sind auf die Toxizitit von Kupfer
zuriickzufiihren (Lebow, 2010; Zelinka et al., 2019). Wahrend Kupfer fiir viele Holzfaulepilze
fungizid ist, sind bestimmte Pilze, wie z.B. Braunfaulepilze, kupfertolerant und haben die
Féhigkeit, Kupfer zu immobilisieren und die Bioverfiigbarkeit zu verringern (Tang et al., 2013;
Zelinka et al., 2019). Sie scheiden in kupferbehandeltem Holz hohe Mengen an Oxalat aus
(Clausen & Green, 2003; Green III & Clausen, 2003; Zelinka et al., 2019), wodurch toxische
Kupferionen inaktiviert werden. Somit konnen kupfertolerante Pilze nicht nur
schutzmittelbehandeltes Holz angreifen und strukturelle Schiden an behandelten Holzbauteilen
verursachen, sondern auch Kupfer tolerieren, was allgemein als Wettbewerbsvorteil angesehen
wird.

Dariliber hinaus haben Pilze verschiedene Mechanismen entwickelt, um den toxischen
Wirkungen von Bioziden und Kupfer zu widerstehen, die in der Landwirtschaft und Industrie
eingesetzt werden. Diese Resistenzmechanismen sind entscheidend fiir das Uberleben von
Pilzen in Umgebungen mit hohen Konzentrationen dieser Verbindungen.

Um gegen Biozide resistent zu werden, wenden Pilze mehrere Strategien an. Ein primérer
Mechanismus ist die Verdnderung der Zielstelle, wodurch die Wirksamkeit des Biozids
verringert wird. So kdnnen beispielsweise Mutationen im ERG11-Gen, das fiir das Zielenzym
von Azolfungiziden kodiert, bei Candida-Arten zu Resistenz fiihren (Paul et al., 2022). Ein
weiterer wichtiger Mechanismus ist die Hochregulierung von Effluxpumpen wie ABC-
Transportern, die Biozide aktiv aus Pilzzellen ausschleusen.

Ebenso verfiigen Pilze iiber mehrere Mechanismen, um tiberschiissiges Kupfer in der Zelle zu
kontrollieren und so eine Kupfertoxizitdt zu vermeiden (Moraes et al., 2023). Dazu zéhlen (1)
die Synthese von Metallothioneinen, die als Kupferchelatoren fungieren, (i1) die Speicherung
von Kupfer in Vesikeln, (ii1) der Kupfer-Efflux aus der Zelle sowie (iv) das Stoppen der
Kupferaufnahme.

1.5.2. Okosystemfunktion der Bakterien beim Holzabbau

Bakterien sind die am héufigsten vorkommende Gruppe von Bodenmikroorganismen und
spielen eine wichtige Rolle bei den Funktionen des Waldokosystems und der Erhaltung der
Bodenqualitit (Nacke et al., 2011; Sun et al., 2014). Der Boden bietet eine vielfaltige Quelle
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potenzieller Besiedler fiir Holz im Bodenkontakt und ist wahrscheinlich der Hauptherkunftsort
fiir Bakterien im Holz (Johnston et al, 2016). Der Bodentyp dient als Hinweis auf die
bakterielle Zusammensetzung im Holz (Sun et al., 2014). Totholz ist eine wichtige strukturelle
Komponente in Waldokosystemen, die Lebensraum und Nahrung fiir verschiedene Organismen
bietet und an zahlreichen Okosystemfunktionen beteiligt ist, einschlieBlich Kohlenstoffbindung
und Néhrstoftkreislauf (Hoppe et al., 2015). Bakterien gehoren zu den ersten Organismen, die
Totholz besiedeln und insbesondere die leicht abbaubaren und zugénglichen Substrate
verstoffwechseln (Boer & van der Wal, 2008; Sun et al., 2014).

Greaves (1971) entwickelte als Erster ein Konzept fiir eine funktionelle Klassifizierung
holzbewohnender Bakterien anhand des Abbaus und teilte diese in vier Gruppen ein:

I.  Bakterien, die die Permeabilitit beeinflussen, ohne seine strukturelle Integritit zu
beeintrachtigen
II.  Bakterien, mit der Féhigkeit zum Holzabbau
III.  Bakterien, die als integrale synergistische Mitglieder der gesamten Mikroflora wirken,
um den Holzabbau zu fordern
IV. Bakterien, die als Antagonisten zu anderen Bakterien wirken konnen, indem sie
Antibiotika produzieren, die fiir andere Mikroorganismen schidlich sind

Diese Klassen behalten auch heute noch ihre Relevanz, stellen aber eine Herausforderung dar,
wenn es um die Beziehung zwischen den generierten taxonomischen Informationen aus einer
breit angelegten Sequenzierung einer Gesamtprobe und den funktionellen Fahigkeiten auf
feiner Ebene geht (Johnston et al., 2016). Zusitzlich zu der Klassifizierung existieren auch noch
Erosionsbakterien, die die sekundédren Zellwandschichten angreifen kdnnen, indem sie die
Cellulose und Hemicellulosen abbauen, aber einen verholzten Riickstand hinterlassen (Kirker
et al., 2012a). Ebenso wie Tunnelbakterien, die kleine Tunnel erzeugen, die Mittellamelle
schwichen und in begrenztem Umfang Lignin abbauen (Daniel ef al., 1987).

Viele Bakterien bevorzugen leicht zugéngliche, niedermolekulare Verbindungen, die wihrend
des frithen Zerfalls von Holz vorhanden sind oder durch Pilzaktivitét freigesetzt werden (Boer
& van der Wal, 2008; Johnston ef al., 2016). Unter einer solchen Annahme wire zu erwarten,
dass Bakterien zu Beginn des Holzabbaus am zahlreichsten sind und erst dann durch Pilze
verdrangt werden, wenn die leicht verfiigbaren Verbindungen aufgebraucht sind und sich die
Pilze im Holz etabliert haben (Clausen, 1996; Johnston et al., 2016). Die absolute Anzahl der
Bakterien kann jedoch beibehalten oder sogar erhoht werden, allerdings findet eine
Verschiebung statt, bei der die Bakterien an die Koexistenz mit Pilzen angepasst sind und sich
von den Abbauprodukten der Pilze erndhren. Dabei variiert die Bakteriengemeinschaft in
Abhingigkeit vom Zerfallszustand des Holzes, wobei die Bakterienvielfalt mit zunehmendem
Abbau des Holzes steigt (Hoppe ef al., 2015). Dariiber hinaus besitzt eine Gemeinschaft aus
verschiedenen Bakterien im Holz eine groflere Zersetzungsfihigkeit als einzelne Arten
(Schmidt & Liese, 1994; Johnston ef al., 2016). Nichtsdestotrotz diirfte der gesamte bakterielle
Holzabbau im Vergleich zu Pilzen vernachlédssigbar gering bleiben, da Pilze aufgrund ihrer
GroBe und ihres besseren Materialzugangs die Moglichkeit haben, Holz schneller abzubauen.
Zudem ist die bakterielle Diversitit im Holz weitaus geringer als im Boden (Hervé et al., 2014;
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Sun et al., 2014) und wird stark von der darunter liegenden Bodenart und den physikalisch-
chemischen Parametern des Holzes beeinflusst (Kielak ez al., 2016).

Bakterien im Holz kénnen Pilze potenziell begiinstigen, indem sie Metaboliten produzieren, die
als Wachstumsfaktoren fiir Pilze wirken (Clausen, 1996; Sun et al., 2014). Ein positiver
Einfluss auf die Aktivitit von Pilzen kann auch durch Bakterien hervorgerufen werden, die
Cellulase- und Pektinase-Enzyme produzieren, wodurch die Zugéinglichkeit von Substraten fiir
den Pilz erhoht wird (Boer et al., 2005). Ebenso konnen Wachstumsfaktoren wie Vitamine von
Bakterien im Austausch fiir einige der leicht verfiigbaren und abbaubaren Kohlenstoffquellen,
die von Pilzenzymen freigesetzt werden, bereitgestellt werden (Kielak ef al., 2016). Eine
durchgefiihrte Studie deutet darauf hin, dass eine kommensale Beziehung zwischen
holzbewohnenden Pilzen und stickstofffixierenden Bakterien besteht (Hoppe et al., 2014;
Hoppe et al., 2015; Purahong et al, 2019). Dabei wird angenommen, dass die
stickstofffixierenden Bakterien zuséitzlichen Stickstoff fiir die Pilze bereitstellen, damit diese
Fruchtkdrper produzieren konnen. Da Totholz jedoch sehr stickstoffarm ist, hat sich gezeigt,
dass holzbewohnende Bakterien den Holzabbau durch Pilze durch N-Fixierung fordern (Tlaskal
et a., 2021). Weitere Hinweise wurden auf mogliche mutualistische Wechselwirkungen
zwischen Pilzen und methylotrophen stickstofffixierenden Bakterien geliefert, die Methanol
verbrauchen, das ein Nebenprodukt des enzymatischen Ligninabbaus ist (Merrill & Cowling,
1966; Dedysh et al., 2001; Vorob'ev et al., 2009; Hoppe et al., 2015).

Die Koexistenz von Pilzen und Bakterien im Holz kann auch zu Konflikten fithren, da beide
um die gleichen Substrate konkurrieren (Johnston et al., 2016). So kénnen Bakterien Produkte
entfernen, die bei der Zersetzung durch extrazellulire Enzyme von Pilzen entstehen. Des
Weiteren konnen sowohl Pilze als auch Bakterien die andere Gruppe als Nahrungsressource
betrachten. Abgestorbene Bakterienzellen stellen eine wertvolle Stickstoffquelle dar (Clausen,
1996), die im Holz in sehr geringen Konzentrationen vorkommt. Das Vorhandensein von
funktionell d4quivalenten cellulolytischen Systemen in Bakterien und Pilzen impliziert, dass im
Boden eine Konkurrenz um Cellulose auftreten kann (Boer et al., 2005). Aerobe cellulolytische
Pilze und Bakterien produzieren frei diffundierbare extrazellulidre Cellulase-Enzymsysteme, die
aus Endoglucanasen, Exoglucanasen und B-Glucosidasen bestehen, die bei der Umwandlung
von Cellulose in Glukose synergistisch wirken (Lynd ef al., 2002; Mansfield & Meder, 2003;
Boer et al., 2005). Die Konkurrenz zwischen Pilzen und Bakterien im Holz ist moglicherweise
dhnlich wie die im Boden, allerdings scheint das Ergebnis der Konkurrenz vom pH-Wert der
Umgebung abhéngig zu sein (Rousk et al., 2010; Johnston et al., 2016). Da Pilze bei niedrigem
pH-Wert und Bakterien bei hoherem pH-Wert vorherrschen, ist dies ein interessanter Faktor
angesichts der Tatsache, dass Pilze im Allgemeinen durch ihr Wachstum und ihren
Metabolismus den pH-Wert im Holz senken (Boer ef al., 2005; Boer et al., 2010; Johnston et
al., 2016).

Umweltverdnderungen, wie z.B. die Bodenkontamination mit Kupfer, wirken selektiv gegen
kupfersensitive Individuen (Carlisle & Clements, 2005; Liu et al., 2018). Dies fiihrt zu
Artenverlusten und potenziellen Kaskadeneffekten auf die Okosystemfunktion. In diesem
Zusammenhang fanden Li et al. (2015) heraus, dass eine Kupferkontamination zu langfristigen
signifikanten Verdnderungen in der bakteriellen Abundanz und Zusammensetzung sowie zu
erheblichen Verlusten in der Diversitdt fithren kann. Solche taxonomischen Verdnderungen
konnten zu Verdnderungen wichtiger funktioneller Kapazititen aufgrund der
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Kupferkontamination fithren, wie z.B. eine konsequente Verringerung der mikrobiellen
Biomasseproduktion. Im Allgemeinen ist die schwermetallvermittelte Toxizitdt auf die
Inaktivierung von Enzymen, die Beeintrichtigung von Membranen, die Interaktion mit
Nukleinsduren, die Verdnderung des Naihrstofftransports und der Substratverfiigbarkeit
zuriickzufiihren (Liu et al, 2018). Die Hemmung von Enzymen, Zellmembranen und
Nukleinsduren durch Schwermetalle wird durch die Bindung der Metalle an Enzymproteine,
Membranproteine und Nukleasen verursacht, wodurch deren Struktur verdndert wurde (Yadav
et al.,2016; Liu et al., 2018), was letztlich zum Verlust der Zytoaktivitét fiihrt. Etwas anders
verhélt es sich beim Einsatz von Kupfer in Holzschutzmitteln, da Bakterien in der Lage sind,
viele organische Holzschutzmittel abzubauen (Kirker et al, 2012a) sowie bestimmte
pilzhemmende Verbindungen zu entgiften, insbesondere in behandeltem Holz (Clausen, 1996;
Johnston et al., 2016). Einige Bakterien kdnnen auch die Kupferkomponente der Schutzmittel
aus dem Holz auslaugen, was zu einem Kupferverlust von bis zu 80 % fiihrt (Crawford &
Clausen, 1999; Kirker ef al., 2012a). Sobald die Schutzmittel durch Bakterien abgebaut sind,
besteht die Moglichkeit des FEindringens anderer Mikroorganismen, vor allem von
Faulnispilzen, die ansonsten hétte verhindert werden kdnnen.

Bakterien nutzen verschiedene Resistenzmechanismen gegen Biozide, die in sechs
Hauptkategorien eingeteilt werden konnen: Enzymproduktion zur Inaktivierung,
Veranderungen der Membranpermeabilitidt, Schutz oder Veridnderung des Zielmolekiils,
Uberexpression des Ziels, Zielersatz und Effluxpumpen, die mikrobiell toxischen Substanzen
aus der Zelle transportieren (Van Camp et al., 2020; Darby et al., 2023; Lorusso et al., 2022).
Effluxpumpen spielen eine besondere Rolle, da sie nicht nur Biozide, sondern auch andere
toxische Substanzen wie Kupferionen aus der Zelle befordern (Wand & Sutton, 2022). Dies
fiihrt zu einer Kreuzresistenz, die Bakterien sowohl gegen antimikrobielle Mittel als auch gegen
Metalle wie Kupfer widerstandsfahiger machen. Der kontinuierliche Einsatz von
antimikrobiellen Substanzen und die damit verbundene Selektion resistenter Stimme
verbunden mit dem horizontalen Gentransfer fiilhren zur Ansammlung mehrerer dieser
Resistenzmechanismen und zur Entstehung multiresistenter Bakterien beigetragen (Lorusso et
al., 2022).

Das Verstindnis dieser Resistenzmechanismen ist entscheidend fiir die Entwicklung wirksamer
Strategien zur Bekdmpfung von Bakterien und Pilzen sowohl in der Landwirtschaft als auch im
klinischen Bereich. Zukiinftige Forschung sollte sich darauf konzentrieren, die molekularen
Grundlagen dieser Mechanismen aufzukliren und neue Ansitze zur Uberwindung der
Resistenz zu erforschen.

1.6. Techniken zur Erfassung der mikrobiellen Gemeinschaft

Frithere Forschungsprojekte zur Bestimmung der Zusammensetzung natiirlicher mikrobieller
Gemeinschaften waren durch traditionell angewandte Methoden begrenzt (Ward ef al., 1990).
Laut Schétzungen konnen 99 % der natiirlich vorkommenden Mikroorganismen nicht mit
Standardmethoden kultiviert werden (Amann et al., 1995; Su et al., 2012). Zudem sind die
Kulturmethoden ungeeignet, um die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft zu
untersuchen (Ward et al., 1990). In den letzten 20 Jahren wurde eine Reihe von Methoden
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entwickelt, die eine direkte oder kulturunabhingige Untersuchung von Mikroorganismen aus
der Umwelt ermoglichen (Su et al., 2012).

Zur Charakterisierung der phylogenetischen, taxonomischen und funktionellen Struktur von
mikrobiellen Zusammensetzungen hat sich die Analyse von Nukleinsdure als sehr effektiv
erwiesen (Blazewicz et al., 2013). Alle Organismen haben DNA-Sequenzen in ihrem Genom,
die fiir ribosomale RNAs (rRNAs) kodieren (Hamby & Zimmer, 1992). Die Omnipréasenz der
rRNA in der gesamten Natur und die Entwicklung von Techniken fiir die schnelle Bestimmung
machen die rRNA zu einem guten Werkzeug fiir die Entschliisselung evolutiondrer
Beziehungen.

Sequenzverdnderungen konnen als Mal} fiir die phylogenetische Unterscheidung zweier
Organismen angesehen werden, da die rRNA-Gene strukturell hoch konserviert sind (Fuchs,
2007). Fir die phylogenetische Charakterisierung sowie taxonomische Gliederung von
Bakterien werden die universell vorhandenen und in ihrer Sequenz ausreichend konservierten
16S rRNA-Gene der kleinen ribosomalen Untereinheit genutzt (Madigan et al., 2013 // 2015).
Zur Charakterisierung von Pilzen kann dazu dquivalent die eukaryotische 18S-rRNA verwendet
werden (Fuchs, 2007). Haufiger wird jedoch die zur 18S-rRNA benachbarte ITS-Gen-Region
(engl. internal transcribed spacer) fiir phylogenetische Analysen benutzt. Die ITS-Gen-
Regionen sind flankiert von  hochkonservierten = Regionen mit  geeigneten
Komplementdrsequenzen fiir universelle Oligonukleotide fiir die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) (Ihrmark et al., 2012).

Die Verwendung der PCR ermoglicht die qualitative Beschreibung einer mikrobiellen
Biodiversitit innerhalb einer Umwelt, jedoch erwies sich die qualitative Bestimmung der
Genkopienzahl als problematisch (Reysenbach et al., 1992; Suzuki & Giovannoni, 1996; Polz
& Cavanaugh, 1998; Smith er al., 2006). Hingegen ist die quantitative PCR (qPCR) ein
vielversprechendes Werkzeug fiir schnelle, reproduzierbare und akkurate Schéitzungen der
Dynamik einer mikrobiellen Gemeinschaft, in der Regel durch die Analyse des amplifizierten
16S rRNA Gens (Ward et al., 1990; Nyyssonen et al., 2006; Desai et al., 2010). Das Prinzip
dieser Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsduren beruht auf dem der herkdmmlichen PCR.
Zusitzlich wird bei der qPCR mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen die Quantifizierung der
Ausgangs-DNA wihrend eines PCR-Zyklus erfasst (Nyyssonen et al., 2006; Desai et al., 2010).
Zum Nachweis konnen entweder Hybridisierungssonden (TagMan molecular beacons mit
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) oder DNA interkalierende Farbstoffe wie SYBR
Green verwendet werden. Fiir TagMan-Sonden ist das Vorhandensein einer zusétzlichen
konservierten Stelle innerhalb der kurzen Amplikonsequenz erforderlich (Smith & Osborn,
2009). Die Identifizierung von drei konservierten Regionen innerhalb einer kurzen Region ist
nicht immer moglich, insbesondere dann nicht, wenn Primer/Sonden-Kombinationen auf
divergierende Gensequenzen ausgerichtet sind. Bei verschiedenen Sequenzen ist die Synthese
verschiedener Sonden erforderlich.

Eine bekannte Konzentration eines DNA-Standards (linearisiertes Plasmid oder genomische
DNA) wird in jedem qPCR-Lauf verwendet, damit eine Standardkurve zur Quantifizierung der
unbekannten mikrobiellen Zielgene angefertigt werden kann.

Fiir das Verstindnis der funktionellen und 6kologischen Biodiversitit wird die Genomanalyse
von komplexen Umweltproben zu einem wichtigen Instrument (Shokralla ef al., 2012). In
diesem Zusammenhang ist die Next-Generation-Sequencing (NGS)-Technologie ein
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leistungsfihiges Instrument zur Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften. Je nach Plattform
und Reagenzien ist es derzeit moglich, bis zu 300 und 500 Zyklen (d.h. Nukleotide) von
Sequenzdaten auf HiSeq- oder MiSeq-Plattformen zu erhalten. Der Sequenzierdurchsatz mit
MiSeq ist in der Lage, 8,5 Gbp bei 250-nt Reads (d.h. 17 Millionen read -Paare) zu erzeugen.
Die MiSeq-Plattform bietet ein groes Potenzial fiir 16S rRNA-Sequenzierungsstudien, da
langere Sequenz-Lesevorgédnge generiert werden und die Ausfiihrung und Kosten in Bezug auf
die Bediirfnisse des einzelnen Benutzers tiberschaubar sind (Caporaso et al., 2012; Kozich et
al.,2013).

Der Stand der Technik in der Analyse komplexer biologischer Proben ist weit fortgeschritten
und er6ffnet die Mdglichkeit, spezifische Fragen mit Hilfe von "omics"-Technologien zu
beantworten. Dabei kann das gesamte Genom eines Organismus mittels "Genomics"
sequenziert werden (Desai et al.,, 2010), d.h. die DNA kann als Triger der genetischen
Information identifiziert werden. Anhand der "Metagenomics" koénnen nicht nur einzelne
Organismen, sondern auch die Genome einer ganzen mikrobiellen Gemeinschaft in einer
bestimmten Umgebung charakterisiert werden. Mit dieser Methode ist es mdglich, bisher nicht
kultivierbare Mikroorganismen zu untersuchen und detaillierte und neue Erkenntnisse zu
gewinnen (Martin et al., 2006). Metagenomische Ansitze ermoglichen die Untersuchung
sowohl der funktionellen als auch der strukturellen Vielfalt mikrobieller Gemeinschaften im
Boden (Lahlali et al., 2021; Dubey et al., 2020). NGS bzw. High-Throughput Sequencing hat
groB3es Potenzial gezeigt, die verborgene Diversitit dieser Gemeinschaften aufzudecken. High-
Throughput Sequencing erlaubt kosteneffiziente und hochprizise Analysen spezifischer
Lebensrdume, wodurch sich die Forschungsmethodik grundlegend wandelt und enorme
Datenmengen generiert werden (Lahlali ef al., 2021; Wei et al., 2018). Die wesentliche
Einschrankung kultivierungsabhédngiger Studien wird dadurch iiberwunden, da die DNA-
Extrakte direkt aus der Umweltprobe gewonnen werden (Desai et al., 2010). Somit wird
theoretisch die Gesamtmenge der Genome einer mikrobiellen Gemeinschaft dargestellt, die in
dem betreffenden Okosystem vorhanden ist.

In den letzten Jahren haben sich die "omics"-Technologien rasant weiterentwickelt und
ermoglichen immer tiefere Einblicke in komplexe biologische Systeme. Besonders im Bereich
der Metagenomik wurden bedeutende Fortschritte erzielt. Die Einfithrung von Nanoporen-
Sequenziertechnologien erlaubt nun die Sequenzierung langer DNA-Fragmente direkt aus
Umweltproben (Nicholls et al., 2019), was die Assemblierung von Metagenomen und die
Zuordnung von Genen zu spezifischen Organismen erheblich verbessert. Zudem kombinieren
neuere Studien Metagenomik mit Metatranskriptomik und Metaproteomik, um ein
umfassenderes Bild der mikrobiellen Aktivitit in verschiedenen Okosystemen zu gewinnen.
Diese Multi-omics-Ansitze ermoglichen Einblicke in die tatsdchlich exprimierten Gene und
Proteine unter spezifischen Umweltbedingungen (Heintz-Buschart & Wilmes, 2018).
Fortschritte in der Bioinformatik, insbesondere durch den Einsatz von maschinellem Lernen
und kiinstlicher Intelligenz, haben die Analyse und Interpretation von Metagenom-Daten
revolutioniert (Wani et al., 2022), was genauere taxonomische Zuordnungen und funktionelle
Annotation von Genen ermoglicht. Dariiber hinaus gewinnt die funktionelle Charakterisierung
von Metagenomen zunehmend an Bedeutung. Durch die Expression von Umwelt-DNA in
Wirtszellen lassen sich neue Enzyme und bioaktive Substanzen entdecken (Ngara & Zhang,

20



Einleitung

2018). Nannipieri ef al. (2020) betonten, dass eine integrierte Anwendung von Metagenomik,
Genexpressionsanalysen und klassischen Kultivierungsmethoden den prézisesten Ansatz zur
Erforschung der Funktion mikrobieller Gemeinschaften im Boden darstellt (Lahlali et al.,
2021).

1.7. Ziele dieser Arbeit

Die mikrobiellen Gemeinschaften im Boden von Obst- und Weinanbaugebieten tragen
wesentlich zur Bodenqualitdt bei und sind daher auch essenziell fiir einen guten Ernteertrag.
Dieser Ertrag ist jedoch abhingig vom Pestizideinsatz, der wiederrum das Bodenmikrobiom
beeinflusst. Das Bodenmikrobiom ist in seiner Diversitit und Quantitdt entscheidend fiir
Okosystemfunktionen, die bereits auf verschiedenen rdumlichen Skalen bewertet wurden
(Bahram et al., 2018; Delgado-Baquerizo et al., 2018; Egidi et al., 2019), deren Ubertragung
auf die hier beschriebene Situation aber noch aussteht. Die Struktur und Zusammensetzung des
Bodenmikrobioms wird durch den geografischen Standort und die Landnutzung geprigt (Coller
et al., 2019), aber nur wenige Studien haben bisher die Auswirkungen von kupferhaltigen
Pestiziden aus Holzschutzmitteln auf die Diversitdit der Bodengemeinschaft und
Okosystemfunktionen beschrieben. Demnach fehlt ein generalisierbarer Uberblick iiber die
Mechanismen der mikrobiellen Bodengemeinschaften, die den Abbau von mit
Holzschutzmitteln behandeltem Holz durchfiihren. Daher ist es notwendig, den Einfluss von
Holzschutzmitteln zu untersuchen, um die Auswirkungen auf die Zusammensetzung der
mikrobiellen Bodengemeinschaft und die Interaktion im Zusammenhang mit dem Holzabbau
besser zu verstehen. In diesem Kontext werden verschiedene Holzschutzmittelformulierungen
gegen den Holzabbau durch Pilze und Bakterien eingesetzt und in ihrer Wirkung verglichen.
Neben dem {iblicherweise verwendeten Kupfer werden organische Biozide wie Quats und
Triazole eingesetzt, um das Wirkungsspektrum zu erweitern. So  wurden
Holzschutzmittelformulierungen verwendet, die entweder nur auf Kupfer (Cu), nur auf
organischen Bioziden (TriQAC) oder einer Kombination aus beiden (CuTriQAC) basieren,
sowie eine Wasserkontrolle (H20). Zur Charakterisierung der Besiedlung von Pilzen auf
Holzpfahlen, die mit kupferhaltigen Holzschutzmitteln behandelt waren, wurden zunéchst
einfache Priifverfahren, wie die Bestimmung des Masseverlustes und der Anderungen des
dynamischen Elastizitdtsmoduls (Machek et al., 2004), eingesetzt. Die Charakterisierung von
Pilzen und Bakterien in behandeltem Holz wurde durch molekularbiologische Methoden
erweitert, z.B. durch ,,Community-Fingerprinting*-Methoden wie den terminalen
Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus (Kirker ef al., 2012b), die heutzutage nicht mehr
dem Stand der Technik entsprechen. Ziel dieser Arbeit ist es daher, "omics"-Technologien als
leistungsfihiges Werkzeug zur Identifizierung von Pilzen und Bakterien in Umweltproben mit
bekannten Holzschutzmittel-Priifverfahren zu koppeln.
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Diese Basis fiihrt zu den folgenden Hypothesen in Boden von Obst- und
Weinanbaugebieten:

22

Kupferhaltige Holzschutzmittelformulierungen reduzieren den mikrobiellen Holzabbau
und verdndern die mikrobielle Gemeinschaftsstruktur im Vergleich zu ungeschiitztem
Holz wiihrend der Inkubationszeit im Boden.

il

1.

.

Kupferhaltige Holzschutzmittelformulierungen reduzieren den Masseverlust
von Holz im Vergleich zur Wassserkontrolle am effektivsten.

Die Genkopienzahl von Pilzen und Bakterien in Kupfer-geschiitztem Holz wird
signifikant reduziert im Vergleich zur Wasserkontrolle.

Die Alpha-Diversitit gemdfy Shannon-Index der Pilzgemeinschaft in Kupfer-
geschiitztem Holz ist nach der Inkubationszeit geringer als in ungeschiitztem
Holz (Wasserkontrolle), wdhrend sich die bakterielle Alpha-Diversitit
(Shannon-Index) nicht signifikant unterscheidet.

Die zeitliche Abfolge der dominanten mikrobiellen Gattungen unterscheidet sich
signifikant zwischen Kupfer-geschiitztem Holz und wungeschiitztem Holz
(Wasserkontrolle).

Die taxonomische Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft beeinflusst
signifikant die Abbauraten von Holzschutzmittel-geschiitztem Holz.

il

Die saprotrophe Zusammensetzung der  mikrobiellen — Gemeinschaft
unterscheidet sich signifikant zwischen den fiinf untersuchten Standorten
gemessen an der relativen Abundanz der dominanten saprotrophen Gattungen.

Die relative Abundanz kupfertoleranter Mikroorganismen korreliert positiv mit
der Abbaugeschwindigkeit von geschiitztem Holz.

Die phylogenetische Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft unterscheidet
sich signifikant zwischen Kupfer-geschiitztem Holz und ungeschiitztem Holz sowie
zwischen der Boden-Holz-Grenzfliche und dem Holzinneren nach der Inkubation im
Freiland.

Die Diversitdt saprotropher Mikroorganismen ist in Kupfer-geschiitztem Holz
geringer als in ungeschiitztem Holz, und héher an der Boden-Holz-Grenzfldche
als im Holzinneren.
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ii. Das Vorkommen und die relative Abundanz von Mikroorganismen, die als
kupfertolerant beschrieben worden sind, sind in Kupfer-geschiitztem Holz im
Vergleich zu ungeschiitztem Holz héher.

Fiir diese Studie wurden drei biologische Replikate von fiinf unabhangigen Standorten (Nord-
und Mitteldeutschland, Nord- und Siidfrankreich sowie Portugal) entnommen und anschlie3end
einer bodenkundlichen Untersuchung unterzogen. Dies beinhaltete Untersuchungen der
Parameter pH-Wert, Carbonatgehalt, Glithverlust, gesamter organischer Kohlenstoff, gesamter
gebundener Stickstoff, KorngroBenverteilung und eine Analyse der vorhandenen Elemente. Zur
Kldrung der Hypothese 1 und 2 wurden Labor-Inkubationsstudien mit Bodenproben aus diesen
Freilandflachen durchgefiihrt, um die Abhingigkeit der Diversitéit von der Holzabbaurate unter
standardisierten Bedingungen zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurden Holzpriitkérper mit
vier Behandlungen (H20, Cu, TriQAC und CuTriQAC) imprigniert und auf halber Lange in
jedem der fiinf Boden eingegraben. Fiir jede Behandlung und Bodenherkunft wurden zu jedem
der vier Zeitpunkte (nach 8, 16, 24 und 32 Wochen) vier Holzpriifkdrper entnommen
(insgesamt 320 Holzpriitkorper), die Biegeelastizitdt gemessen und der Gewichtsverlust
bestimmt, um frithe Befallstadien zu dokumentieren und den Fortschritt des Holzabbaus zu
verfolgen. Zusitzlich wurden pro Zeitpunkt und Herkunft des Bodens Bodenproben von der
Boden-Holz-Grenzfldche am Holzpriifkdrper sowie Referenzbodenproben ohne Kontakt zum
Holzpriifkdrper entnommen.

Im Hinblick auf die Ubertragbarkeit der Untersuchungen unter standardisierten Bedingungen
wurden an zwei Standorten (Nord- und Mitteldeutschland) Untersuchungen im Freiland
durchgefiihrt. Dazu wurden Holzpriifkorper unter gleichen klimatischen Bedingungen, aber mit
unterschiedlichen Bodenparametern im Feld platziert, um die Hypothese 3 zu kldren. Die
Holzpriifkdrper wurden mit drei Behandlungsweisen (H2O, Cu und CuTriQAC) imprigniert
und in jedem der beiden Béden wurden zu zwei Zeitpunkten (nach 17 und 36 Wochen) vier
Holzpriifkdrper entnommen (insgesamt 48 Holzpriitkorper). Zusitzlich wurden pro Zeitpunkt
und Bodenherkunft Bodenproben von der Boden-Holz-Grenzfliche am Holzpriifkérper sowie
Referenzbodenproben ohne Kontakt zum Holzpriitkorper entnommen. Damit Unterschiede in
der rdumlichen Auflosung der mikrobiellen Gemeinschaft im Holz untersucht werden konnten,
wurden die Holzpriifkdrper in zwei Tiefen (1 und 7 mm im Holz) beprobt.

Um sicherzustellen, dass die Ergebnisse vergleichbar waren, wurden durchgéngig die gleichen
molekularbiologischen Techniken verwendet. Zur Bestimmung der taxonomischen Struktur
sowohl der pilzlichen als auch der bakteriellen Zusammensetzung des Bodenmikrobioms und
zur Untersuchung der relativen Effekte von Standort und Holzbehandlung wurden DNA-
Extraktion und Amplikonsequenzierung aller Proben durchgefiihrt und zudem die mikrobielle
Gemeinschaft mittels qPCR quantifiziert.
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2. Material & Methoden

2.1. Labor-Inkubationsstudie - Standorte und Bodenproben

Im Oktober 2012 wurden Bodenproben von fiinf Standorten in Europa entnommen, die sich in
Klima und Landnutzung unterschieden. Fiir diese Standorte war bekannt, dass die
Standfestigkeit von mit Holzschutzmittel-geschiitztem Holz, z.B. Weinbergpfihle, gering war.
Drei verschiedene Weinberge in Nordfrankreich (NF), Siidfrankreich (SF) und Portugal (PO)
sowie eine Apfelplantage in Norddeutschland (NG), die alle in der Vergangenheit mit Kupfer
behandelt worden waren, dienten als Standorte. Ein standardisierter Rasen in Mitteldeutschland
(CG) wurde als flinfter Standort ausgewéhlt, wobei dem Boden vor der Aussaat des Rasens
(englischer Rasen) Holzspéne beigemengt wurden. Auf dieser Versuchsfliche wurden in der
Vergangenheit weder Biozide noch kupferbasierte Behandlungen angewendet.
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Abbildung 3 Probenahme zur Charakterisierung der verschiedenen Standortbéden. Linkes Bild: Siidfrankreich, rechtes Bild:
Portugal.
Die obere Streu wurde von jeder Probenahmestelle entfernt. Danach wurde der Boden aus dem
A-Horizont an zufillig bestimmten Stellen an jedem Standort gesammelt (Abbildung 3).
AnschlieBend wurde der Boden durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 4 mm aufbereitet.
Zunichst wurden einzelne Proben in 50 ml Zentrifugenrdhrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) iiberfiihrt, unmittelbar nach der Probenahme mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Lagerung auf Eis gekiihlt transportiert. AuBerdem
wurden an jedem Standort zehn Kilogramm Boden entnommen und bis zur Lagerung gekiihlt
auf Eis transportiert.

2.1.1. Bodeneigenschaften

Von der Bundesanstalt fiir Materialforschung und-priifung wurden fiir jeden Standort pH-Wert
(DIN EN ISO 10390), Carbonatgehalt (DIN EN ISO 10693), Gliithverlust (DIN 18128),
KorngroBenverteilung (DIN EN ISO 18123) und Elementarzusammensetzung (DIN EN ISO
11885; DIN ISO 11466) analysiert. Dariiber hinaus wurde der gesamte organische Kohlenstoff
(total organic carbon = TOC) und der Anteil an anorganischem Kohlenstoff (inorganic
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carbon = 1C) nach DIN EN 1484 bestimmt. Zusétzlich wurde fiir jeden Standort in Triplikaten
der Gesamtstickstoff (fotal nitrogen = TN; DIN EN 12260) ermittelt.

Tabelle 3 Bodenparameter von fiinf verschiedenen Standorten.

Wert am Standort:

Parameter Nord- Mittel- Nord- Siid-  Portugal

deutschland deutschland frankreich frankreich (PO)
NG) (CG) (NF) (SF)
Landnutzungsart Apfelplantage Bearbeitete Weinberg Weinberg  Weinberg
Rasenfliche

pH-Wert 4,9 6,0 7,0 6,3 4,4

Carbonatgehalt 0,2 0,3 0,3 0,2 0,1

[Gew.-%]

Gliihverlust [Gew.-%)] 12,5 10,8 3,6 2.4 3.4

TOC-Gehalt [mg/1] 104,9 166,9 54,2 20,4 11,7

TN-Gehalt [mg/1] 26,6 13,2 3,9 3,2 2,5

C-zu-N Verhiltnis 4,0 14,0 17,4 7.4 5,1

Al [mg/kg] 47.000 56.200 35.750 38.750 47.300

Cu [mg/kg] 60 18 119 51 25

Fe [mg/kg]| 35,900 39,750 35,000 32,300 40,450

Mn [mg/kg] 827 1,220 1,040 393 387

Zn [mg/kg] 102 103 61 78 78

Niederschlag (mm) 710 1,096 829 353 822

(durchschnittlicher

Jahresniederschlag

2012-2014)

Maximale 13,5 8,8 17,2 17,3 18,8

Tagestemperatur (°C)

(Mittelwert 2012-

2014)

Korngrofienverteilung

[Gew.-%]

Sand 8,8 10,6 9,2 26,1 14,0

Schluff 70,2 51,2 58,0 7,6 45,9

Ton 2,0 1,2 1,2 0,2 1,0

Jeder Standort war durch sehr spezifische mikrobielle Bedingungen des Habitats

gekennzeichnet. Norddeutschland und Portugal zeichnen sich durch einen stark sauren pH-Wert
aus, Mitteldeutschland und Sidfrankreich durch einen schwach sauren pH-Wert und
Nordfrankreich durch einen neutralen pH-Wert (Tabelle 3). Anhand der Analyse des
Carbonatgehalts sind alle Boden carbonatarm. Ein hoher Glithverlust kann aufleicht verfiigbare
organische Substanz zuriickgefiihrt werden, was im Einklang mit dem erhohten Glithverlust
von Boden aus Nord- und Mitteldeutschland steht, bei denen die Analyse einen hohen Anteil
an Fremdbestandteilen (Mulch) als Ergebnis aufwies. Hohe TOC- und TN-Gehalte wurden in
den Bdden Nord- und Mitteldeutschlands festgestellt. Die TOC-Gehalte unterschieden sich
zwischen den flinf Standorten deutlich. Die Grenzwerte der Schwermetalle in den Béden der
Standorte wurden nicht {iberschritten.
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Mit der Charakterisierung der Standortbdden wurde eine gute Grundlage fiir die folgenden
Labor-Inkubationsstudien geschaffen. So wurden wichtige Bodenparameter erfasst und ein
Uberblick iiber die abiotischen Faktoren gegeben.

2.1.2. Schutzmittelbehandlung der Holzpriifkorper — Labor-Inkubationsstudie

Holzpriitkérper (100 mm (longitudinal) X 10 mm X 5 mm) aus Kiefernsplintholz (Pinus
sylvestris L.) wurden mehrere Tage gedarrt (103 °C), im Exsikkator iiber Silikagel (VWR
International, Darmstadt, Deutschland) abgekiihlt, exakt im Darrzustand gewogen und bis zur
Impragnierung liber dem Trocknungsmittel verschlossen gelagert.

Tabelle 4 Holzschutzmittelbehandlungen und Dosierung zur Behandlung der Holzpriifkérper. Die Bezeichnung der jeweiligen
Holzschutzmittelbehandlungen wurde als Nomenklatur der Holzpriifkérper korrespondierend ibernommen.

Aufnahmemenge (kg m= Holz)"

Holzschutzmittelbehandlung Kupfer  Triazole quaternire
(Bezeichnung)? Ammoniumverbindungen
Kupfer Triazole quaternére 0,48 0,0185 0,24 (0,0462)
Ammoniumverbindungen (0,0923)  (0,0036)
(CuTriQAC)
Triazole quaternire 0,0185 0,24 (0,0462)
Ammoniumverbindungen (0,0036)
(TriQAC)
Kupfer (Cu) 0,48

(0,0923)
Wasser (H,0)

2 Die Cu-Behandlung erfolgte mit dem Holzschutzmittel Korasit CC (Kurt Obermeier GmbH & Co. KG, Bad Berleburg-
Raumland, Deutschland), wihrend die CuTriQAC und TriQAC Formulierungen zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Studie
nicht als kommerzielle Holzschutzmittel verfligbar waren.

b Der Massenanteil bezogen auf das Gewicht des Holzes ist in Klammern angegeben.

Die Holzpriitkérper wurden im Vorvakuum (30 min, 100 mbar) und Druck (90 min, 9-10 bar)
mit Wasser (H20) oder verschiedenen Bioziden imprigniert, die entweder eine Mischung aus
Kupfer, Triazolen und quaterndren Ammoniumverbindungen (CuTriQAC), eine Mischung aus
Triazolen und quaterndren Ammoniumverbindungen (TriQAC) oder nur Kupfer (Cu) enthielten
(Tabelle 4). Fiir jeden Boden und fiir insgesamt vier Bewertungsintervalle wurden jeweils vier
Holzpriitkorper mit den Holzschutzmittelbehandlungen sowie mit Wasser impragniert.

Nach der Trocknung und Klimatisierung bei 20 °C und 65 % rel. Luftfeuchtigkeit wurden die
impréagnierten Holzpriiftkdrper unmittelbar gewogen, um den Masseverlust nach der Entnahme
aus der Labor-Inkubationsstudie zu berechnen. Der Ansatz fiir eine beschleunigte Alterung war
ein zweiwochiges Auswaschen der Holzpriitkorper mit den Testformulierungen (einschlieSlich
der Wasserkontrolle) wie in der DIN EN 84 beschrieben. Die Holzpriifkérper wurden unter
Vakuum gesetzt und anschlieBend fiir zwei Stunden in demineralisiertes Wasser getaucht,
gefolgt von einer Diffusion in demineralisiertem Wasser fiir 14 Tage (20 °C, 65 %
Luftfeuchtigkeit) und hinterher fiir 14 Tage getrocknet (20 °C, 65 % Luftfeuchtigkeit).
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2.1.3. Versuchsaufbau und Bodenprobenahme

Die Boden der fiinf Standorte wurden auf eine Wasserhaltekapazitit von 95 % eingestellt und
fiir jeden Standort acht Kilogramm Boden in je zwei Kunststoffboxen mit Deckel gefiillt. Die
Holzpriifkérper mit den Testformulierungen (einschlieBlich Wasserkontrolle) wurden nach
DIN V ENV 807 in die verschiedenen Bdden platziert. So wurde der potenzielle Abbau von
Holz fiir jeden Boden und die Wirksamkeit der Testformulierungen gegen die mikrobielle
Gemeinschaft unter kontrollierten Laborbedingungen simuliert. In jede Box wurden fiir jede
Behandlung 8 Holzpriitkorper vertikal appliziert (vgl. Abbildung 4a). Jeder Boden wurde als
Duplikat angelegt. Damit wurden insgesamt 320 Holzpriifkdrper bei einer Temperatur von
27 £ 2 °C und einer relativen Luftfeuchte von 70 + 5 % bei Dunkelheit inkubiert. Zur Analyse
erfolgte die Probenahme zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten 8, 16, 24 und 32 Wochen nach
Beginn der Inkubation.
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Abbildung 4 Darstellung der Bestiickung der Kunststoffboxen mit Boden und Holzpriifkdrpern (a) sowie der standardisierten
Probenahme des Bodens an der Grenzflache zwischen Holzpriitkdrper und assoziiertem Boden (b + c).

An der Grenzfliche zwischen Holzpriifkérper und assoziiertem Boden wurde eine
standardisierte Probenahme des Bodens durchgefiihrt (Abbildung 4b und Abbildung 4c). Zu
diesem Zweck wurde eine Hohlform (Innenmafl 17 mm X 8 mm) iiber den Holzpriifkérper
gesetzt, um eine Bodenprobe aus der unmittelbaren Umgebung jedes Holzpriitkdrpers zu
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entnehmen. Dariiber hinaus wurden in zehn Replikaten pro Bodenstandort und Inkubationszeit
Referenzbodenproben ohne Holzkontakt gesammelt. Alle Bodenproben wurden in 2 ml
ReaktionsgefaBlen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) bis zur Lagerung bei
- 20 °C auf Eis gekiihlt.

2.1.4. Techniken zur Erfassung des Holzabbaus

Der Masseverlust wurde durch Differenzwigung der Gesamtmasse der Holzpriifkdrper vor und
nach den Labor-Inkubationsstudien bestimmt. Dariiber hinaus wurden die eingesetzten
Holzpriifkérper  durch  Biegen auf  Biegeelastizitit untersucht. Mit  diesen
materialwissenschaftlichen Techniken konnte der mégliche Verlauf des Holzabbaus verfolgt
und dokumentiert werden. Dementsprechend ist der Masseverlust ein MaB fiir die Wirksamkeit
des verwendeten Holzschutzmittels. Je kleiner der Gewichtsverlust, desto effektiver ist der
Holzschutz.

Nachdem der anhaftende Boden als Probe von den Holzpriitkdrpern entnommen wurde, wurde
der Holzpriifkorper trocken gereinigt, das Feuchtgewicht bestimmt und die Holzpriifkdrper
tiber Nacht bei Raumtemperatur in demineralisiertes Wasser getaucht, um den
Holzfeuchtegehalt oberhalb der Fasersdttigung zu gewéhrleisten. An dieser Stelle hat der
Feuchtigkeitsgehalt des Holzpriitkorpers keinen Einfluss auf die Elastizitit. Bevor das
statistische MOE durch Biegen mittels TIRAtest 2805 (TIRA GmbH, Schalkau, Deutschland)
bestimmt werden konnte, wurden die Holzpriifkdrper mit einem weichen Zelltuch getrocknet.
Auf der Priifmaschine wurden Biegeversuche zur Bestimmung der Festigkeit von Holzproben
durchgefiihrt. Aus der aufgewendeten Kraft und der daraus resultierenden Durchbiegung der
Probe wird das statische MOE als Festigkeitsmall bestimmt. Um Frischholzproben und
biologisch stark abgebaute Proben gleichermaflen mit einem universellen Verfahren priifen zu
konnen, wurde ein Verfahren gewihlt, das auf der Auswertung der Erhohung der Kraft-
Durchbiegungskurve basiert. Der lineare Bereich wird durch das Bestimmen des Maximums
des gleitenden Anstieges wihrend der Messung definiert. Nach der MOE-Messung wurden die
Holzpriitkorper 18 bis 24 Stunden bei 103 °C +/- 2 °C im Trocknungsofen gedarrt, in einem
Exsikkator auf Raumtemperatur abgekiihlt und anschlieBend gewogen. Zusétzliche
Bestimmungen des MOE der Holzpriitkorper wurden vor der Labor-Inkubationsstudie
durchgefiihrt, um den urspriinglichen MOE-Wert zu erfassen. Nach der MOE-Messung wurden
die Holzpriitkorper tiber Nacht in der Klimakammer erneut getrocknet und anschlieend in der
Kunststoffbox platziert, damit die Labor-Inkubationsstudie beginnen konnte.

2.2. Freilandstudie

Unter Freilandbedingungen war zu priifen, ob die unter kontrollierten Bedingungen im
Laborversuch erzielten Ergebnisse noch Giiltigkeit besalen. Da sich vor allem in den
Ergebnissen des Masseverlusts und Biegeelastizititsmoduls herausstellte, dass die
kupferhaltigen Holzschutzmittelbehandlungen am wirksamsten gegen den Angriff von Pilzen
und Bakterien waren, wurden fiir den Freilandversuch neue Holzschutzmittelformulierungen
zusammengestellt. Der Masseverlust und die Biegeelastizitit der Holzproben wurden bereits in
den Laborversuchen untersucht. Es kann davon ausgegangen werden, dass vergleichbare
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Ergebnisse in den Freilandstudien erzielt werden, sodass diese Daten nicht fiir das Freiland
erhoben wurden. Aus dem Laborversuch wurden Nord- und Mitteldeutschland als Standorte fiir
den Freilandversuch zum Vergleich ausgewéhlt. Die Auswahl basierte auf der Tatsache, dass
Nord- und Mitteldeutschland die aussagekréftigsten Standorte waren, nicht nur im Hinblick auf
die Anzahl der erhaltenen Genkopien, sondern auch, weil sie auf eine vielfaltige und spannende
mikrobielle Gemeinschaft hinwiesen. Die Bodenparameter beider Standorte wurden bereits
wéhrend der Standortcharakterisierung erfasst. Der Standort in Norddeutschland wurde seit
Beginn des 14. Jahrhunderts fiir den Apfelanbau genutzt, wobei die Plantagengréf3e im 17. und
19. Jahrhundert erweitert wurde (Kaiser & Schiirmann, 2009). Nach dem Ersten Weltkrieg
wurden in Norddeutschland kupferhaltige Pflanzendiinger und kupferhaltige Holzschutzmittel
ausgebracht (Kaiser & Schiirmann, 2009), wihrend der Standort in Mitteldeutschland ohne
vorherige Schutzmafinahmen war. Hierbei handelt es sich um einen standardisierten Rasen, bei
dem vor der Aussaat des Rasens Holzspdne in den Boden eingearbeitet wurden (englischer
Rasen). Im Hinblick auf den Standort in Norddeutschland hat die Untersuchung des
Masseverlusts zudem erwiesen, dass dort im Vergleich zu Mitteldeutschland eine geringere
Fahigkeit fiir den Holzabbau vorhanden war.

2.2.1. Schutzmittelbehandlung der Holzpriifkorper - Freilandstudie

Kiefernsplintholzproben (Pinus sylvestris L.) wurden aus Kiefern hergestellt, die in der Néhe
von Warstein (Nordrhein-Westfalen, Deutschland) geféllt wurden. Kiefernsplintholzproben
(GroBe: 360 mm X 20 mm X 20 mm (Lange X Breite X Hohe)) wurden mehrere Tage lang
in der Trockenkammer (103 °C) getrocknet, iiber einem Trockenmittel (Silicagel, VWR
International, Darmstadt, Deutschland) abgekiihlt, im kammergetrockneten Zustand genau
gewogen und dann vor der Behandlung in einem Exsikkator gelagert.

Tabelle 5 Holzschutzmittelbehandlungen und Dosierung zur Behandlung der Holzpriifkorper. Die Bezeichnung der jeweiligen
Holzschutzmittelbehandlungen wurde als Nomenklatur der Holzpriifkérper korrespondierend ibernommen.

Aufnahmemenge (kg m~ Holz)?

Holzschutzmittelbehandlung Kupfer Triazole quaterniire
(Bezeichnung) Ammoniumverbindungen
Kupfer Triazole quaternire 1,5 0,054 1,34 (0,258 %)
Ammoniumverbindungen (0,288 %) (0,011 %)
(CuTriQAC)®
Kupfer (Cu) ¢ 1,5

(0,288 %)
Wasser (H,0)

2 Der Massenanteil bezogen auf das Gewicht des Holzes ist in Klammern angegeben.

®Die CuTriQAC-Formulierungen waren zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Studie nicht als kommerzielle Holzschutzmittel
erhdltlich. Preventol A20 einschlielich Tebuconazol und Triadimefon sowie Benzalkoniumchlorid wurden von der Lanxess
AG (KoIn, Deutschland) bezogen, wihrend Kupfer (II)-sulfat von Sigma Aldrich (Taufkichen, Deutschland) bezogen wurde.
¢ Kupfer (II)-sulfat wurde von Sigma Aldrich bezogen.

Jede Probe wurde entweder mit Wasser (H20) als Referenz, CuTriQAC- oder Cu-Behandlung
impragniert (Tabelle 5). Um die Wirkung von Kupfer zu untersuchen und zu vergleichen,
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wurden die Wirkstoffe jeweils in der gleichen Konzentration mit unterschiedlichen
Formulierungen eingesetzt. Zudem wurden die Holzpriitkorper mit einer geringeren
Kupferkonzentration (1,5 kg Kupfer pro 1 m® Holz und entsprechenden organischen
Wirkstoffen) wie in der Praxis {iblich behandelt, da ein schneller mikrobieller Befall erwiinscht
war. Fiir den Imprignierprozess wurde ein Vorvakuum von 100 mbar (30 min) und ein Druck
von 9-10bar (90 min) verwendet. Das Trocknen, Sterilisieren und Klimatisieren der
Holzproben wurden zuvor beschrieben. Die behandelten Holzproben wurden in jeden Standort
eingesetzt. Insgesamt wurden 48 Holzpriifkdrper (zwei Standorte [NG, CG] X drei
Behandlungen [CuTriQAC, Cu, H>O, Tabelle 5] X zwei Inkubationszeiten [nach 17 und 36
Wochen Inkubation] X vier Wiederholungsmessungen) 180 mm tief im Boden vergraben. Im
Juli 2014 wurden 32 Holzpriifkérper pro Standort eingebaut und insgesamt 16
Referenzbodenproben (zwei Bodenstandorte X zwei Inkubationszeiten X  vier
Wiederholungsmessungen) an den Stellen genommen, an denen die Holzpriifkorper eingebaut
wurden.

Abbildung 5 Versuchsfelder der Freilandstudie. (a) Holzpriifkérper zwischen den Obstbaumreihen auf der Obstplantage in
Norddeutschland; (b) standardisiertes Feld fiir die Holzpriitkdrper in Mitteldeutschland.

Da es sich um eine Obstplantage in Norddeutschland handelte, wurden die Holzpriifkorper
zwischen den langen Obstbaumreihen platziert (Abbildung 5a). Auf dem standardisierten Feld
in Mitteldeutschland wurden die Holzpriifkdrper in einem Quadrat an der vorgesehenen Stelle
angeordnet (Abbildung 5b).

2.2.2. Probenahme

Nach 17 (November 2014) bzw. 36 Wochen (Mirz 2015) Inkubation wurde Boden ohne
Holzkontakt (als Referenz) und Boden an den jeweiligen Holzpriitkorpern (Boden-Holz-
Grenzfldche) entnommen und in konischen Zentrifugenr6hrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) iiberfiihrt. 300-900 mg Boden war an der Boden-Holz-
Grenzfliche angelagert, und die Bodenproben wurden durch Mischen mit einem Loffel am
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Feldstandort homogenisiert. Jede Bodenprobe und jeder Holzpriifkdrper wurde anschlieBend
am Feldstandort mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Sowohl die Bodenproben als auch
die Holzpriitkdrper wurden unter gekiihlten Bedingungen in das Labor transportiert. Jeder
Holzpriifkdrper wurde mit einem Hobel (Proxxon S.A., Wecker, Luxemburg) unter gekiihlten
Bedingungen ldangs aufgeschnitten, und es wurden 1 mm und 7 mm tiefe Fraktionen im Holz
beprobt. Die resultierenden Sdgespiane- und Bodenproben wurden fiir die anschlieBende
Nukleinsdureextraktion bei -20 °C gelagert.

2.3. Extraktion von Nukleinsiuren — Standortboden

Drei Nukleinsdure-Extraktionsmethoden und -Verfahren zur Gewinnung von DNA wurden auf
die Bodenproben aus den fiinf Standorten angewendet. Die Bodenproben wurden mit einer
bekannten Konzentration von Bakterien (hier: Escherichia coli K12 (DSM 423)) angereichert,
um die Extraktionseffizienz der folgenden drei Extraktionsverfahren zu iiberpriifen. Diese
Bodenproben wurden dann nach dem jeweiligen Extraktionsverfahren behandelt. Thre
Extraktionseffizienz wurde in Bezug auf hohe Reinheit, hohe DNA-Ausbeute und hohes
Molekulargewicht durch Gelelektrophorese untersucht. Die drei Extraktionsverfahren werden
im Folgenden beschrieben.

Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist eine hdufig verwendete Methode zur Gewinnung reiner
DNA (Noll et al., 2005). Fiir den Zellaufschluss wurden 250 mg der Bodenprobe in ein 2 ml
Schraubdeckelrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) mit ca. 0,6 g Zirkoniumperlen (2
0,7 mm; Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 700 pul TPM-Puffer (4 °C, siehe Tabelle 6) gegeben
und bei 5,0 m/s fiir 40 s in einem Homogenisator (FastPrep®-24, MP Biomedicals, Santa Ana,
CA, USA) lysiert. Nach Zentrifugation (21.913 x g, 5 min, 4 °C; Heraeus Multifuge XI1R,
Thermo Scientifc) und Abnahme des Uberstandes (iiberfiihrt in 500 ul 4 °C kaltes Phenol)
erfolgte eine zweite Lyse. Dafiir wurde das verbleibende Bodenpellet mit 200 ul TPM-Puffer,
100 pl NaPOs-Puffer (siehe Tabelle 6), 50 ul SDS-Losung (20 %) und 250 ul Aqua-Phenol
(65 °C) vermengt, erneut bei 5,0 m/s fiir 40 s homogenisiert und anschlieend abzentrifugiert
(21.913 x g, 5 min, 4 °C).

Tabelle 6 Zusammensetzung von Puffern, die bei der Phenol-Chloroform-Extraktion zur Gewinnung von DNA verwendet
wurden.

Bezeichnung Zusammensetzung

TPM-Pufter (pH 7,0) 50 mM Tris-HCI (pH 7,0), 20 mM MgCl,
1,7 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon K25

NaPO4-Puffer (pH 5,6) 200 mM NaH>POg4, 200 mM Na,HPO4

In der Folge wurden die beiden Uberstande kombiniert, zuerst 10 min lang bei 65 °C und dann
5 min lang bei -80 °C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (21.913 x g, 5 min, 4 °C). Eine
klare Trennung der organischen von der wéssrigen Phase wurde durch Zentrifugation erreicht,
was es einfacher machte, die obere wissrige Phase abzunehmen und auf Eis aufzubewahren.
Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1, v/v) versetzt, gemischt und zur erneuten Phasentrennung zentrifugiert
(21913 x g, 5 min, 4 °C). Wiederum war eine klare Trennung der Phasen zu erkennen. Eine

denaturierte weile Ansammlung von Proteinen und mikrobiellen Zellfragmenten war an der
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Grenzlinie zwischen den Phasen zu sehen. 500 pl der oberen Phase wurde dann intensiv mit
1 ml Polyethylenglykol (30 %, w/v) und 2 pl Glykogen (35 mg/ml) vermischt und bei
21.913 x g und 4 °C fiir mindestens 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Nukleinsdurepellet an der Wand des Reaktionsgefdaes zweimal mit 500 ul eiskaltem
70 %igem Ethanol (absolut) gewaschen (21.913 xg, 10min, 4 °C). Nach sorgfiltiger
Entfernung des Ethanols wurde das Nukleinsdurepellet unter sterilen Bedingungen getrocknet,
anschlieffend in 50 pul RNase-freiem H>O (Diethylpyrocarbonat behandelt (DEPC-behandelt))
aufgenommen und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Die Nukleinsiureextraktion mit dem PowerSoil® DNA Isolation Kit und dem NukleoSpin®
Soil-Genomic DNA from soil wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.

Auf der Grundlage der Menge der isolierten DNA, deren Molekulargewicht und des Anteils an
co-extrahierten hemmenden Substanzen wurde entschieden, welches Verfahren und welche
Methode zur Isolierung der DNA fiir welchen Boden verwendet werden sollte. Fiir Boden aus
Siidfrankreich wurde das PowerSoil® DNA Isolation Kit eingesetzt. Das NukleoSpin® Soil Kit
wurde fiir die DNA-Isolierung von Boden aus Nordfrankreich und Norddeutschland verwendet.
Die Phenol-Chloroform-Extraktion war fiir den Boden aus Mitteldeutschland geeignet. Da es
schwierig war, DNA aus Bodenproben aus Portugal zu isolieren, wurden zwei Methoden
verwendet und zusammengefiihrt (PowerSoil® DNA Isolation Kit und Phenol-Chloroform-
Extraktion). Durch die Zusammenfiihrung der DNA-Extrakte aus den beiden unterschiedlichen
Extraktionsmethoden konnte die erfolgreiche Amplifikation der isolierten DNA mittels PCR
fiir die Bodenproben aus Portugal das bestmogliche Ergebnis erzielen (Verhiltnis 1:2, Phenol-
Chloroform-Extrakt: PowerSoil® DNA Isolat).

2.4. Extraktion von Nukleinsiduren — Labor-Inkubations- und Freilandstudie

Hinsichtlich der Menge der isolierten DNA, ihres Molekulargewichts und des Anteils an co-
extrahierten inhibitorischen Substanzen wurde aus den unter 2.3 getesteten Kits das PowerSoil®
DNA Isolation Kit von MO BIO (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA) fiir die
Bearbeitung von Bodenproben ausgewihlt. Die DNA der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft
wurde aus 250 mg Boden pro Bodenprobe isoliert, entweder aus der Grenzfliche zwischen
Holzpriifkdrper und assoziiertem Boden oder aus Referenzbodenproben ohne Holzkontakt, wie
vom Hersteller angegeben. Die gewonnenen DNA-Extrakte sollten frei von Verunreinigungen
sein und keine storenden Proteine und organischen Verbindungen wie Huminsduren oder
Huminstoffe aus Bodenproben enthalten, die die nachfolgenden molekularbiologischen
Analysen (qPCR, NGS) storen konnten. Huminsduren oder Huminstoffe sind essenzielle
Bodenbestandteile, die DNA-modifizierende Enzyme widhrend der PCR-Amplifikation
hemmen (Wintzingerode et al., 1997).

Somit konnte die DNA aus allen Standorten (NG, CG, NF, SF, PO) isoliert werden, allerdings
mit unterschiedlichen DNA-Ausbeuten. Um jedoch Verzerrungen der Ergebnisse durch
unterschiedliche Extraktionsmethoden zu vermeiden und die Reproduzierbarkeit und
Vergleichbarkeit zu gewihrleisten, wurde fiir alle Boden die gleiche Extraktionsmethode
gewihlt. So konnen unterschiedliche Ausbeuten auf eine variierende Menge jedes abundanten
Mikroorganismus zuriickgefiihrt werden. Die DNA-Extrakte wurden bei -20 °C bis zur qPCR
und NGS gelagert.
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Aus den verschiedenen Holzproben wurde genomische DNA mit dem NucleoSpin® Plant II
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland) Kit isoliert. Zur Vorbereitung
der DNA-Extraktion wurden die Ségespéine aus den beiden Holztiefen mit fliissigem Stickstoff,
Handmorser und Pistill homogenisiert. Jeweils 20 mg des Lyophylisats wurden mit 0,6 g
Zirkoniaperlen (2 0,7 mm; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), 400 ul PL1
Puffer (aus NucleoSpin® Plant II) und 300 pl nukleasefreiem Wasser (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) in 2 ml Mikro-Schraubréhren mit Schraubverschluss (Sarstedt
AG & Co., Niimbrecht, Deutschland) kombiniert. Die Holzprobe wurde anschlielend mit dem
FastPrep®-24 (MP Biomedicals, Santa Ana, California, USA) bei 4,0m/s fiir 40s
aufgeschlossen. Nach der Lyse der Holzprobe wurde der Vorgang gemall Herstellerangaben
durch Zugabe von 10 ul der RNase A Losung und Inkubation der Suspension bei 65 °C fiir
10 min fortgesetzt. SchlieBlich wurden die DNA-Extrakte bis zur weiteren Verarbeitung bei
20 °C gelagert.

2.5. Next Generation Sequenzierung

Die taxonomische Zusammensetzung der pilzlichen und bakteriellen Boden- und
Holzgemeinschaften wurde mit NGS analysiert. Das pilzliche ITS-Gen (engl. internal
transcribed spacer) sowie das bakterienspezifische 16S rRNA-Gen und damit die
phylogenetische Vielfalt der Mikroorganismen konnten untersucht werden.

2.5.1. NGS der Standortboden mit Roche/454 GS-FLX+ Titanium

Sequenzdaten wurden aus Bodenproben zur Standortcharakterisierung erfasst. Die abundanten
Mikroorganismen wurden durch Amplikonsequenzierung der pilzlichen ITS-Sequenz und des
bakteriellen 16S rRNA-Gens bestimmt, um die Gattung zu identifizieren. Auf diese Weise
konnte die Struktur (vorhanden / wie oft vorhanden) und Zusammensetzung (welche
taxonomischen Gruppen) der Pilze sowie die bakterielle Diversitit fiir den jeweiligen Standort
aufgelost und verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden gemischte DNA-Extrakte
hergestellt, indem die erzeugten DNA-Extrakte in Bezug auf den Standort zu einer Probe
vereinigt wurden. Je nach DNA-Ausbeute der Extrakte wurden zwischen 20 und 120 ng
(Jeweils 2 pl) aus 14 Bodenextrakten aus Norddeutschland entnommen und zu einer Probe
kombiniert, 15 Bodenextrakte aus Mitteldeutschland, 13 Bodenextrakte aus Nordfrankreich und
15 Bodenextrakte aus Siidfrankreich, 28 Bodenextrakte aus Portugal wurden zu einer Probe im
Verhiltnis 1:2 (Phenol-Chloroform-Extrakt zu PowerSoil® DNA Isolat) kombiniert. Insgesamt
fiinf gemischte DNA-Extrakte wurden zur NGS mittels Roche/454 GS-FLX+ Titanium
eingeschickt, das von einem externen Unternehmen (LGC Genomics GmbH, Berlin)
durchgefiihrt wurde.

33



Material & Methoden

Tabelle 7 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir die NGS sowie die qPCR. ITUPAC Nukleotid Code: A = Adenin, C
= Cytosin, G = Guanin, T = Thymin, R = A oder G, M = A oder C, N = jede beliebige Base, W = A oder T, H = A oder C oder
T,V =A oder C oder G, K=G oder T.

Zielgen Bezeichnung Sequenz 5° — 3° Quelle
pilzliches ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes & Bruns, 1993
ITS-Gen ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990; Toju
etal.,2012
fITS7 GTGARTCATCGAATCTTTG Ihrmark et al., 2012
bakterielles GM3 AGAGTTTGATCMTGGC Muyzer et al., 1993;
16S rRNA- Klindworth et al., 2013
Gen 926R CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Muyzer et al., 2004;
Klindworth et al., 2013
Eub341F CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993;
Zaprasis et al., 2010
Eub534R ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al., 1993;
Zaprasis et al., 2010
341F TCCTACGGGNGGCWGCAG Klindworth et al., 2013;
Stewardson et al., 2015
785R TGACTACHVGGGTATCTAAKCC Klindworth et al., 2013;

Stewardson et al., 2015

Folglich wurde das Oligonukleotid-Primer Paar ITS1F und ITS4 (Tabelle 7) fiir die
Amplifikation des pilzlichen ITS-Gens verwendet, wihrend das Oligonukleotid-Primer Paar
GM3 und 926R (Tabelle 7) fiir die bakterielle 16S rRNA-Gen Amplifikation verwendet wurde.
Zu den Aufgaben von LGC Genomics gehorten die Qualitédtskontrolle der eingesandten DNA -
Extrakte, die PCR einschlieBlich Insertion der Roche/454 Tag-Sequenzen, die
Probenvorbereitung und Qualititskontrolle, die DNA-Sequenzierung mit Roche/454 GS-FLX+
Titanium (bidirektional) (Roche Diagnostics Corporation, Branford, Connecticut, USA) und
die Lieferung von Amplikonanalysen. Alle Analyseschritte wurden mit QIIME Virtual Box
Version 1.7.0 mit verschiedenen Skripten durchgefiihrt, wie in der Ubersicht des QIIME-
Handbuches erldutert (http://qiime.org/tutorials/tutorial.html). Die Analyse der ITS-Daten von
Pilzen wurde mit Hilfe des QIIME-Analyse-Guides durchgefiihrt (http://nbviewer.ipython.org/
urls/raw.github.com/qiime/qiime/master/examples/ipynb/Fungal-ITS-analysis.ipynb).

Die Version 12 10 der Greengenes Datenbank wurde von der QIIME-Ressourcenseite
verwendet: http://qiime.org/home_static/dataFiles.html (McDonald et al., 2012; Werner ef al.,
2012).

Zunichst wurden die Sequenzen demultiplext und qualitétsgefiltert, wobei strenge Parameter
fiir Barcode-Liange, Fehlertoleranz und Qualititsindizes angewandt wurden. Die Auswahl der
operativen taxonomischen Einheiten (operational taxonomic units, OTUs) erfolgte fiir 16S
rRNA-Sequenzen mittels geschlossener Referenzmethode und fiir ITS-Sequenzen mittels
offener Referenzmethode, jeweils mit einem Ahnlichkeitsschwellenwert von 97% unter
Verwendung des UCLUST-Algorithmus (v1.2.22q, (Edgar, 2010). Fiir die 16S-Analyse
wurden zusétzliche Schritte durchgefiihrt, einschlieflich eines Mehrfachalignments der
repriasentativen Sequenzen mit PyNast (Caporaso et al., 2010a), Chimérendetektion und -
entfernung mittels ChimeraSlayer-Algorithmus (Haas et al., 2011), sowie taxonomische
Zuordnung unter Verwendung der Greengenes-Datenbank und RDP Classifier 2.2 (Wang et al.,
2007) mit einem Mindestvertrauenswert von 0,8. Nach der Filterung des Alignments zur
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Entfernung von Liicken und hochvariablen Positionen wurden die Gemeinschaften nach
taxonomischer Zusammensetzung zusammengefasst. AbschlieBend erfolgte die Berechnung
der Alpha-Diversitdt mittels Rarefaction-Analyse mit verschiedenen Sequenztiefen.

2.5.2. NGS von Boden- und Holzproben aus Labor-Inkubations- und
Freilandstudien mittels Illumina MiSeq V3

Fiir die Sequenzierung der Bodenproben aus den Labor-Inkubationsstudien wurden die vier
biologischen Replikate pro Holzschutzmittelbehandlung (H>O, CuTriQAC, TriQAC und Cu),
Zeit (nach 8, 16, 24 und 32 Wochen Inkubation) und Standort (NG, CG, NF, SF und PO) der
extrahierten Bodenproben zu einer Probe zusammengefasst. Zusitzlich wurden zehn
Referenzbodenproben (pro Zeit und Standort) zu vier Proben kombiniert. Insgesamt 125
gemischte DNA-Extrakte wurden an LGC Genomics zur Amplikonsequenzierung geschickt.
Die extrahierten Boden- und Holzproben aus den Freilandstudien wurden ebenfalls zu einer
Probe vereinigt, indem ihre vier biologischen Replikate pro Behandlung (H>O, CuTriQAC und
Cu), Zeit (nach 17 und 36 Wochen Inkubation) und Standort (NG und CG) zusammengefasst
wurden. Zusitzlich wurden 96 Referenzbodenproben (pro Zeit und Standort) zu sechs Proben
zusammengefasst. Insgesamt 54 gemischte DNA-Extrakte wurden an LGC Genomics zur
Amplikonsequenzierung geschickt.

Zielsequenzen fiir die jeweilige Diversitit und Sequenzabundanz der eingeschickten Proben
wurden durch das pilzliche ITS-Gen und das bakterielle 16S rRNA-Gens charakterisiert.
Folglich wurde das Oligonukleotid-Primer Paar fITS7 und ITS4 (Tabelle 7) fiir die
Amplifikation der pilzlichen ITS Regionsequenz verwendet, wahrend das Oligonukleotid-
Primer Paar 341F-785R (Tabelle 7) fiir die bakterielle 16S rRNA-Gen Amplifikation verwendet
wurde.

Die eingeschickten Proben wurden zunédchst von einem externen Unternehmen (LGC
Genomics GmbH, Berlin, Deutschland) amplifiziert und anschlieBend mit der Illumina-
Sequenziertechnologie (Illumina MiSeq V3, San Diego, CA, USA) sequenziert. Die
Amplifikation wurde von der LGC Genomics GmbH inklusive fagging und Adapter-Ligation
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden spezielle Adapter an den Enden der zu
sequenzierenden DNA-Fragmente ligiert, um eine NGS Bibliothek aufzubauen (Liu et al.,
2012b). Fiir die Clustergenerierung wurde die Bibliothek auf eine Durchflusszelle geladen, in
der die DNA-Fragmente mit der Oberfldche der Durchflusszelle hybridisieren. Jedes gebundene
DNA-Fragment wird durch Briickenamplifikation vervielfacht, was zu einzelnen Clustern mit
vervielfiltigten klonalen DNA-Fragmenten fiihrt. Nach der Clustergenerierung wurde die 300-
bp paired-end-Sequenzierung mit dem Illumina MiSeq V3 System der LGC Genomics GmbH
vorgenommen.

Die bioinformatische Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften umfasste eine umfangreiche
Datenvorverarbeitung und anschlieBende getrennte Analysen fiir prokaryotische 16S rRNA-
Gen- und pilzliche ITS-Gen-Sequenzen. Zundchst wurden die Rohdaten demultiplext
(bcl2fastqg Conversion Software 1.8.4, Illumina, San Diego, CA, USA), sortiert und
qualitdtsgefiltert, wobei strenge Parameter fiir Barcode-Erkennung, Adapterentfernung und
Oligonukleotidnachweis angewandt wurden. Fiir das Demultiplexing ermdglichte die Software
eine Fehlanpassung (mismatch) von 1 bis maximal 2 Basenpaaren im Barcode, sofern der
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Abstand zwischen allen Barcodes dies zulieB3. Bei der Sortierung der reads mit Inline-Barcodes
wurde ebenfalls eine Fehlanpassung von hochstens 1 Basenpaar toleriert. Barcodesequenzen
wurden nach der Sortierung von den reads entfernt, wahrend reads mit fehlenden oder
einseitigen Barcodes sowie entgegengesetzten Barcodepaaren verworfen wurden.

Die Adaptersequenzen wurden von allen reads entfernt, wobei reads mit einer Endldnge von
weniger als 100 Basen nach dem Trimmen ausgeschlossen wurden, um die Datenqualitéit zu
sichern. Fiir den Nachweis und das Abschneiden von Oligonukleotiden wurden bis zu drei
Fehlanpassungen pro Oligonukleotid erlaubt. Es musste mindestens jeweils ein Oligonukleotid-
forward-reverse- oder reverse-forward-Paar in den Sequenzfragmenten vorhanden sein.
Erkennt die Pipeline Oligonukleotiddimere, wurden die dulleren Kopien dieser Oligonukleotide
entfernt. AnschlieBend erfolgte eine Drehung der Sequenzfragmente in forward-reverse
Orientierung, nachdem die Oligonukleotidsequenzen entfernt worden waren.

Die vorverarbeiteten Sequenzen wurden dann mittels BBMerge 35.43 kombiniert. Fiir die 16S
rRNA-Gen-Analyse erfolgte die OTU-Auswahl mit Mothur 1.35.1 (Schloss et al., 2009),
einschlieBlich Qualitétsfilterung. Sequenzen wurden entfernt, wenn sie mehrdeutige Basen mit
homopolymeren Abschnitten von mehr als 8§ Basen oder einen durchschnittlichen Phred-
Qualitédtsscore von unter 35 enthielten. Es wurde ein Alignment gegen die 16S Mothur-Silva
SEED r119 -Referenzdatenbank durchgefiihrt. Kurze Alignments wurden nach verkiirzten oder
unspezifischen PCR-Produkten gefiltert. Es wurde ein Sequenz-Subsampling auf 40.000
Sequenzen pro Probe sowie eine Sequenzierungsfehlerreduktion durch Preclustering in Mothur
durchgefiihrt. Chiméren wurden mit dem UCHIME-Algorithmus (Edgar, 2010; Edgar et al.,
2011) entfernt. Die taxonomische Klassifizierung der auf dem 16S rRNA-Gen basierenden
Sequenzen anhand der Silva-Referenzklassifikation (Quast ef al., 2013) und die Entfernung von
Sequenzen aus anderen taxonomischen Konigreichen erfolgte auf der Grundlage eines
Identitatsniveaus von 97 %. Somit wurden die OTUs auf 97% Identitdtsebene gruppiert und
mittels NCBI BLAST+ 2.2.29 (Altschul ef al., 1990) annotiert. Die ITS Gen-Analyse folgte
einem &dhnlichen Arbeitsablauf, verwendete jedoch CD-HIT-EST (Fu et al., 2012) fiir die
Gruppierung und die UNITE-Datenbank (Version 6) fiir die taxonomische Zuordnung auf der
Grundlage einer 97%igen Identitit. Fiir beide Datensdtze wurde eine Diversititsanalyse mit
QIIME 1.9.0 (Caporaso et al., 2010b) durchgefiihrt, einschlieBlich der Erstellung von OTU-
Tabellen und der Berechnung der Alpha-Diversitit.

Insgesamt wurden 0,64 X 10° Sequenzen des pilzlichen ITS-Gens und 2,85 X 10° Sequenzen
des 16S rRNA-Gens aus den Labor-Inkubationsstudien identifiziert. Im Gegensatz dazu wurden
aus den Freilandstudien insgesamt 1,05 X 10° Sequenzen des pilzlichen ITS-Gens und
1,03 X 10° Sequenzen des 16S rRNA-Gens identifiziert. Aus den Datensitzen beider Studien
wurden darauthin Phyla und Familien ausgewdhlt, die jeweils mehr als 2 % der OTUs pro
DNA-Extrakt reprisentierten, an einem Standort mindestens dreimal vorhanden waren und von
denen mindestens die vorherige taxonomische Ebene bekannt sein musste. Dies entspricht dem
Reich fiir das Phylum und der Ordnung fiir die Familie. Die iibrigen Phyla und Familien waren
weniger stark vertreten (u.a. <2 %). Daraus resultierten vier Pilz- und 14 Bakterien-Phyla
sowie 35 Pilz- und 39 Bakterien-Familien fiir die Labor-Inkubationsstudien und vier Pilz- und
10 Bakterien-Phyla sowie 25 Pilz- und 29 Bakterien-Familien fiir die Freilandstudien. Die
Mittelwerte aller Standorte wurden berechnet und grafisch dargestellt, indem die relative
Abundanz aller Behandlungen und Inkubationszeiten zu einem Standort gemittelt wurde.
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Dariiber hinaus wurden OTUs abgeleitet, die potenziell mit dem Holzabbau assoziiert sind. So
wurden ausgewdhlte Pilz- und Bakterientaxa hervorgehoben, die sich wéhrend der
Inkubationszeit in ihrer relativen Abundanz signifikant verdndert haben (Labor-
Inkubationsstudien: Tabelle B 1 bis Tabelle B 10 im Anhang; Freilandstudien: Tabelle C 1 bis
Tabelle C 4 im Anhang).

2.6. Quantifizierung der pilzlichen und bakteriellen Genkopien durch
quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Mit dem Oligonukleotid-Primer Paar fITS7 und ITS4 (Tabelle 7) wurden die Pilz-basierten
Genkopien der ITS DNA Region quantifiziert (Schoch et al., 2012). Die Pilz ITS qPCR wurde
in 20 ul Reaktionsgemischen durchgefiihrt, mit 1 ul DNA-Extrakt (in einer 1:10 Verdiinnung),
1,5 uM des forward-Oligonukleotid-Primers, 0,3 pM des reverse-Oligonukleotid-Primers, 1 X
TagMaster PCR enhancer (5-Prime, Hamburg, Germany), 1 X iTaq™ universal SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad, Miinchen, Germany) und nukleasefreiem Wasser (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Germany) (Tabelle 8). Fiir den CFX96™ Thermocycler CFX96™ Real-Time
System (Bio-Rad) wurden folgende Reaktionsbedingungen bestimmt: initiale 2-miniitige
Denaturierung bei 96 °C, gefolgt von 50 Zyklen mit 15 s Denaturierung bei 96 °C, Annealing
bei 53,4 °C fiir 30 s und Elongation bei 72 °C fiir 60 s. Der finale Elongationsschritt wurde bei
72 °C fiir 6 min durchgefiihrt.

AuBerdem wurde eine qPCR durchgefiihrt, um die gesamte Bakterienpopulation mit der gPCR-
Methode zu quantifizieren, in Anlehnung an Zaprasis et al. (2010). Diese Methode wurde fiir
alle extrahierten Bodenproben mit dem Oligonukleotid-Primer Paar Eub341F und Eub534R
durchgefiihrt (Tabelle 7). Die 16S rRNA Gen qPCR wurde in 25 pul Reaktionsgemischen
durchgefiihrt, bestehend aus 1 ul DNA-Extrakt (in einer 1:10 Verdiinnung), 0,3 uM
Oligonukleotid-Primer, 1 X TaqMaster PCR enhancer (5-Prime), 1 X iTaq™ universal SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad) und nukleasefreiem Wasser (Carl Roth GmbH) (Tabelle 8). Fiir den
CFX96™ Thermocycler (Bio-Rad) wurden folgende Reaktionsbedingungen definiert: initiale
8-miniitige Denaturierung bei 95 °C, gefolgt von 45 Zyklen mit 40 s Denaturierung bei 95 °C,
Annealing bei 55 °C fiir 30 s und Elongation bei 72 °C fiir 15 s. Der finale Elongationsschritt
wurde bei 72 °C fiir 5 min durchgefiihrt.

Tabelle 8 Zusammensetzung des Master-Mix zur Quantifizierung der pilzlichen und bakteriellen Genkopien mittels qPCR.

Master-Mix (in pl) Endkonzentration (20 pl)

iTaq™ universal SYBR® Green supermix (2x) I x

Forward Oligonukleotid Primer 0,3 uM/ul (16S) bzw. 1,5 uM/ul (ITS)
Reverse Oligonukleotid Primer 0,3 uM/pl

5x TaqMaster PCR enhancer Ix

Nukleasefreies Wasser ad

DNA-Extrakt 1 ul

Als Standard wurden bekannte Konzentrationen von Aspergillus terreus (DSM 1958) und
Escherichia coli K12 (DSM 423) verwendet, die mit dem PowerSoil™ DNA isolation Kit von
MO BIO extrahiert wurden. Die Anzahl der pilzlichen und bakteriellen Genkopien wurde durch
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Vergleich der Ct-Werte mit der Standardkurve der seriell verdiinnten (10-fache Verdiinnungen
in Triplikaten) genomischen DNA (gDNA) berechnet. Die gDNA-Konzentrationen pro qPCR
von A. terreus und E. coli Standard lagen im Bereich von 5X 10! bis 5X 10 bzw. 5% 10'? bis
5% 10° Genkopien. Die Kopiennummern der ITS-Gen-Region und des 16S rRNA-Gens auf den
Genomen von A. terreus und E. coli waren eins bzw. sieben, wie sie in NCBI-
Nukleotidsequenzdatenbanken gefunden wurden. Alle Reaktionen wurden in Triplikaten in 96-
well-Platten in einem Thermocycler durchgefiihrt. Als Negativkontrollen dienten nukleasefreie
Reaktionsgemische ohne DNA-Extrakt. Mehrere Verdiinnungen wurden gleichzeitig
verwendet, um den FEinfluss von Inhibitoren in der qPCR-Studie zu iiberpriifen. Der
Thermocycler berechnete automatisch den Ct-Wert und die Effizienz (E£). Die DNA-Extrakte
wurden in einer 1:10 Verdiinnung verwendet, basierend auf der Berechnung des Ct-Wertes und
der E sowie einer ausreichenden DNA-Konzentration und dem minimalen Einfluss von PCR-
Inhibitoren.

2.7. Statistische Auswertung

Folgende statistische Methoden wurden verwendet, um signifikante Unterschiede im
Masseverlust, MOE und der Anzahl der pilzlichen und bakteriellen Genkopien zwischen
verschiedenen Behandlungen, Inkubationszeiten und Standorten zu identifizieren.

Die Verteilungseigenschaften der Datensdtze wurden mit dem Shapiro-Wilk Test bestimmt,
wie von Armougom et al. (2009) beschrieben. Die zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
wurde fiir die Proben der Labor-Inkubationsstudie mit der ANOVA -Funktion von R
durchgefiihrt (R Core Team), die auf der linearen Modellfunktion Im verwendet wurde, um die
statistische ~ Signifikanz aller beobachteten = Unterschiede in der MOE, den
Gewichtsverlustmessungen und den Pilz- sowie Bakteriengenkopienzahlen zu bestimmen
(P <£0.05). Die dreifache ANOVA wurde mit Origin 2019 (OriginLab, Northampton, MA)
durchgefiihrt, um die statistische Signifikanz aller beobachteten Unterschiede in der pilzlichen
ITS-Gen-Region sowie der bakteriellen 16S rRNA-Gen-Kopienzahl der Proben aus den
Freilandstudien zu bestimmen (P <0.05). Diversititsindizes wurden fiir die Labor-
Inkubationsstudien mit Canoco 4.5 (Microcomputer Power, Ithaca, NY, USA) berechnet.
Diversitatsindizes fiir die Freilandstudie wurden mithilfe des R-Pakets vegan (Oksanen et al.,
2017) berechnet, wie an anderer Stelle beschrieben (Buettner & Noll, 2018). Explorative
statistische Analysen wurden mit der Korrespondenzanalyse (CA) durchgefiihrt, und die
relativen Héufigkeiten der OTU-Zusammensetzung wurden wie von Noll et al (2005)
beschrieben berechnet. Die CA wurde mit relativer Abundanz von >2 % der Sequenz der
pilzlichen ITS-Gen-Region und der bakteriellen 16S rRNA-Gene mit Canoco 4.5 durchgefiihrt
und mit Origin 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) visualisiert. Um den
Einfluss von  Umweltvariablen auf die Zusammensetzung der Pilz- und
Bakteriengemeinschaften zu testen, wurden kanonische Korrespondenzanalysen (CCA) wie an
anderer Stelle beschrieben (Noll ef al., 2005) eingesetzt. Um Tests auf unabhéngige Effekte zu
erhalten, wurde der Einfluss jeder Umweltvariablen (z.B. Standort) nach Adjustierung fiir den
Effekt anderer Umweltvariablen (z. B. Inkubationszeit) und umgekehrt sowie der der
Interaktion getestet, indem die zu eliminierende Effekte als Kovariablen in der CCA angegeben
wurden. Der Effekt jeder Umweltvariablen und ihrer Interaktion auf die Summe aller
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kanonischen Eigenwerte wurde mit Hilfe von Monte-Carlo-Permutationstests, die in Canoco
verfiigbar sind, unter Verwendung von 9.999 Wiederholungsldufen getestet, um die Signifikanz
der Spurenwerte zu bewerten, wie zuvor erldutert (Verdonschot & Ter Braak, Cajo J. F., 1994).

Die Kombination aus ANOVA und CCA eignet sich besonders fiir komplexe mikrobielle
Gemeinschaftsdaten, da ANOVA die Varianz spezifischer Faktoren oder Behandlungen (z.B.
Standort, Holzschutzmittel) getrennt quantifizieren kann und so klare Gruppenunterschiede
erlaubt (Paliy O & Shankar V, 2016). Die CCA ist fiir 6kologische Daten konzipiert, in denen
Arten hiufig unimodal auf Umweltgradienten reagieren, und ermdéglicht die direkte Einbindung
von Umweltvariablen zur Erkldarung der Gemeinschaftszusammensetzung. Dadurch lassen sich
Einfliisse einzelner Umweltfaktoren auf die mikrobielle Gemeinschaft explizit modellieren und
gemeinsam mit den Arten in einem gemeinsamen Ordinationsraum darstellen (Seuradge et al.,
2017; Khomich et al., 2021).

PERMANOVA ist ein distanzbasiertes Verfahren zur Priifung von Gruppenunterschieden und
liefert im Gegensatz zur CCA keine integrierte Ordination von Arten und Umweltvariablen.
CCA liefert hingegen eine niedrigdimensionale, graphische Darstellung, in der Proben, Arten
und Umweltvariablen gemeinsam visualisiert werden und okologische Gradienten sowie
Trennungen zwischen Behandlungen gut erkennbar sind (Paliy O & Shankar V, 2016; Seuradge
et al., 2017, Khomich et al., 2021). Zudem wird CCA in zahlreichen mikrobiellen und
bodendkologischen Studien als bewihrtes Werkzeug zur Analyse komplexer, multivariater
okologischer Datensitze eingesetzt, insbesondere bei starker natiirlicher Variabilitit (Paliy O
& Shankar V, 2016; Seuradge et al., 2017).

Obwohl die PERMANOVA in vielen 6kologischen Studien eine beliebte Wahl ist, bietet die
Kombination von ANOVA und CCA in unserem spezifischen Fall eine umfassendere und
nuanciertere Analyse der komplexen Beziehungen innerhalb mikrobieller Gemeinschaften.
Diese Methode ermdglicht es uns, sowohl die Varianz in einzelnen Faktoren als auch die
multivariate Struktur und Umweltbeziehungen zu untersuchen, was fiir unser Verstindnis der
mikrobiellen Okologie im untersuchten System von entscheidender Bedeutung ist.

2.8. Zugangsnummer der veroffentlichten Nukleotidsequenzen

Die pilzliche ITS Gen-Region und die 16S rRNA-Gensequenzen der Labor-Inkubationsstudie
wurden in der NCBI Nukleotidsequenz-Datenbank unter der Zugangsnummer
PRINA31584646 und die Gensequenzen der Freilandstudie unter der Zugangsnummer
PRINAS517415 hinterlegt. Die Nukleotid-Datenbank ist eine Sammlung von Sequenzen aus
verschiedenen Quellen. Genome, Gene und Transkriptions-Sequenzdaten bilden eine
Grundlage fiir die biomedizinische Forschung und Entdeckung.
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3. Ergebnisse

3.1.Standortspezifische Analyse der mikrobiellen Bodengemeinschaften an
fiinf Standorten

Zur umfassenden Standortcharakterisierung wurden die mikrobiellen Bodengemeinschaften
der einzelnen Standorte mittels Amplikonsequenzierung analysiert. Dabei wurden sowohl die
pilzliche ITS-Gen-Region als auch das bakterielle 16S rRNA-Gen sequenziert, um ein
detailliertes Bild der taxonomischen Zusammensetzung auf Gattungsebene zu erhalten. Durch
den Vergleich der gewonnenen Daten konnten standortspezifische Unterschiede in der Struktur
und Diversitdt der mikrobiellen Gemeinschaften aufgedeckt werden. Diese Analyse lieferte
wertvolle Einblicke in die komplexen dkologischen Zusammenhidnge der Bodenmikrobiota an
den untersuchten Standorten und bildet eine solide Grundlage fiir die weiterfiihrenden Studien.

Aus den zehn untersuchten Proben wurden insgesamt 68.725 Sequenzen mit einer
durchschnittlichen Lénge von ca. 600 Basen gewonnen, von denen 52.178 den ITS-Gen-
Sequenzen und 16.547 den 16S rRNA-Genen zugeordnet wurden. Die Diversitit in Funktion
zur Anzahl der einzelnen Individuen der Pilz- und Bakteriengemeinschaft wurde fiir die fiinf
Standorte bestimmt. 6.779 verschiedene OTUs (3.101 Pilze und 3.678 Bakterien) und 834
verschiedene Gattungen (375 Pilz- und 459 Bakteriengattungen), deren Zusammensetzung in
jedem Boden spezifisch war, konnten zugeordnet werden.
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Abbildung 6 Zuordnung der abundanten pilzlichen OTUs zu den jeweiligen taxonomischen Familien der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Stidfrankreich; PO: Portugal). Insgesamt wurden 52.178
verschiedene Sequenzen analysiert und auf 7070 Sequenzen pro Probe normiert (n = 2). Die Legende fasst die Farbkennung
der Familien zusammen. Die mit * gekennzeichneten unbekannten Familien wurden ihrer Ordnung zugewiesen, eine tiefere
taxonomische Auflosung war nicht moéglich. Unter ,,Andere” wurden Familien aufgefiihrt, deren Prozentsatz der relativen
Abundanz <2 % entsprach.

Innerhalb des gesamten Datensatzes der klassifizierbaren Sequenzen konnten neun Pilz- und
27 Bakterien-Phyla zugeordnet werden. Die dominierenden Pilz-Phyla aller Standorte waren
Ascomycota und Basidiomycota (Abbildung A 1). Die dominierenden Bakterien-Phyla aller
Standorte waren Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria und Chloroflexi (Abbildung A
2).

Bei der Zuordnung der abundanten Pilz-OTUs zu den jeweiligen taxonomischen Familien
wurde die hochste relative Abundanz fiir Norddeutschland der Familie Filobasidiaceae
zugeordnet (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.), die zum Phylum der
Basidiomycota gehoren. Demgegeniiber wurde die hochste relative Abundanz in
Mitteldeutschland der Familie Lasiosphaeriaceae zugewiesen. Nord- und Stidfrankreich sowie
Portugal verzeichnen eine dhnliche Verteilung der Familien.
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Abbildung 7 Zuordnung der abundanten bakteriellen OTUs zu den jeweiligen taxonomischen Familien der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Stidfrankreich; PO: Portugal). Insgesamt wurden 16.547
verschiedene Sequenzen analysiert und auf 657 Sequenzen pro Probe normiert (n = 2). Die Legende fasst die Farbkennung der
Familien zusammen. Die mit * gekennzeichneten unbekannten Familien wurden ihrer Ordnung zugewiesen, eine tiefere
taxonomische Auflosung war nicht moéglich. Unter ,,Andere” wurden Familien aufgefiihrt, deren Prozentsatz der relativen
Abundanz < 2 % entsprach.

Nord- und Mitteldeutschland hatten die hochste relative Abundanz fiir die Familie
Hyphomicrobiaceae (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Dariiber
hinaus ist Mitteldeutschland durch die hochste relative Abundanz der Bradyrhizobiaceae
gekennzeichnet. Nord- und Siidfrankreich waren in der Verteilung der Bakterienfamilien sich
dhnlich und Portugal hatte eine abweichende Verteilung der Familien hinsichtlich der relativen

Abundanz.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Boden der verschiedenen Standorte die gleichen
dominanten Pilz- und Bakterientaxa enthielten, aber die Vielfalt zwischen den Standorten
unterschied sich auf der taxonomischen Ebene der Familien erheblich. Auf Familienebene der
Pilze unterschied sich Norddeutschland von Mitteldeutschland, wéhrend Nord- und
Stidfrankreich sowie Portugal eine dhnliche Verteilung der Pilz-Familien hatten. Bei den
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Bakterien unterschied sich Mitteldeutschland und Portugal von den anderen Standorten in der
Zuordnung der relativen Abundanz von Familien aber nicht in der Vieltfalt der Familen.

3.2. Korrelation zwischen Holzschutzmittelzusammensetzung, Holzabbaurate
und mikrobieller Gemeinschaftsstruktur

Unter kontrollierten Bedingungen wurde der Abbau von chemisch geschiitztem Holz unter
Laborbedingungen in den Bdden der fiinf Standorte (NG, CG, NF, SF und PO) und nach einer
Inkubationszeit von 8, 16, 24 und 32 Wochen in Anlehnung an die Norm DIN V ENV 807
untersucht. Zum Einsatz kamen Holzpriifkérper, die mit den Holzschutzmittelbehandlungen
CuTriQAC, TriQAC, Cu sowie einer HoO-Kontrolle impréigniert waren (Tabelle 4).

3.2.1. Wirkung verschiedener Holzschutzmittel auf den mikrobiellen Abbau von
Holzpriifkorpern

Im Verlauf der 32-wochigen Inkubationszeit nahm der Masseverlust signifikant zu und war
unabhéngig von der Herkunft des Bodens (Abbildung 8). Die Zunahme des Masseverlusts
wurde signifikant von den Holzschutzmittelbehandlungen und der Inkubationszeit beeinflusst
(F-Wert durch zweiseitige ANOVA =22,916; P<2,2 X 107'°). Ein nahezu identischer
Masseverlust wurde zwischen den mit H>O- und TriQAC-behandelten Holzpriifkdrper und den
CuTriQAC- und Cu-Formulierungen beobachtet. Allerdings war der Masseverlust bei H>O-
und TriQAC-behandelten Holzpriifkdrpern signifikant hoher als bei CuTriQAC- und Cu-
behandelten Holzern. Somit wiesen die CuTriQAC- und Cu-behandelten Holzer den
niedrigsten Abbau auf (Abbildung 8). Die Holzpriifkorper, die mit der TriQAC-Behandlung
impréigniert waren, wurden dhnlich stark abgebaut wie die H2O-behandelten Holzpriifkorper.
Dariiber hinaus verzeichnete die mikrobielle Gemeinschaft der Bdden aus Norddeutschland und
Nordfrankreich eine geringe Fihigkeit fiir den Holzabbau (maximaler Masseverlust von 13 %
nach 32 Wochen).
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Abbildung 8 Prozentualer Masseverlust der Holzpriifkorper aller Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC und Cu) und
Standorte wihrend der Inkubationszeit gemessen, Balkenfarbe zeigt die Inkubationszeit an (rot, 8 Wochen; griin, 16 Wochen;
blau, 24 Wochen; tiirkis, 32 Wochen). Fehlerbalken zeigen Standardfehler an (n = 4). Die Herkunft der Proben wird durch die
Léanderkiirzel angegeben (NG: Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Siidfrankreich; PO:

Portugal).

Je mehr ein Holzpriifkorper abgebaut wurde, desto mehr hatte sich das MOE verringert. Die
Abnahme des MOE wurde signifikant von den Holzschutzmittelbehandlungen und der
Inkubationszeit beeinflusst (F-Wert durch zweiseitige ANOVA =29,163; P<2,2 X 107 19),
Die Verringerung der MOE war bei den kupferhaltigen Holzschutzmittelbehandlungen
(CuTriQAC und Cu) geringer als bei den anderen Behandlungen (H>O und TriQAC)
(Abbildung 9). Dementsprechend wurde bei den H>O und TriQAC-behandelten
Holzpriitkorpern im Vergleich zu CuTriQAC- und Cu-behandelten Holzpriifkérpern eine
Verringerung der MOE um bis zu 75 % festgestellt. Unabhéngig von der Herkunft des Bodens

korrelierte die Abnahme des MOE mit dem Masseverlust der Holzpriifkorper (vgl. Abbildung
9 mit Abbildung 8).
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Abbildung 9 Prozentuale Verluste des Biegeelastizitdtsmoduls (MOE) von Holzpriifkérpern aus allen Behandlungen (H20,
CuTriQAC, TriQAC und Cu) und Standorten wihrend der Inkubationszeit gemessen, Balkenfarbe bezieht sich auf die
Inkubationszeit (violett, 0 Wochen; rot, 8 Wochen; griin, 16 Wochen; blau, 24 Wochen; tiirkis, 32 Wochen). Fehlerbalken
zeigen Standardfehler an (n =4). Die Herkunft der Proben wird durch die Landerkiirzel angegeben (NG: Norddeutschland;
CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Siidfrankreich; PO: Portugal).

3.2.2. Einfluss der Holzschutzmittelzusammensetzung auf die Abundanz
pilzlicher und bakterieller Genkopienzahl

Die Anzahl der Genkopien der pilzlichen ITS-Gen-Region nahm wihrend der Inkubationszeit
signifikant zu (F-Wert durch einseitige ANOVA =8,0946 und P =3,285 X 10°) und
unterschieden sich signifikant zwischen den Standorten (F-Wert durch -einseitige
ANOVA = 6,8263; P=2,798 X 107). Eine signifikant hohere Pilz-basierte Genkopienzahl
wurde bei der H2O- und TriQAC-Behandlung in Nord- und Mitteldeutschland im Vergleich zur
CuTriQAC- und Cu- Behandlung (Abbildung 10) nachgewiesen. Die Anzahl der Pilz-basierten
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Genkopien in Stidfrankreich war bei allen Behandlungen hdher als in den Referenzproben und
wihrend der Inkubationszeit wurde bei den H2O- und TriQAC-Behandlungen eine Zunahme
der Pilz-basierten Genkopien und bei der CuTriQAC-Behandlung eine Abnahme der Pilz-
basierten Genkopien beobachtet. Gegeniiber der HoO-Behandlung wurden bei der CuTriQAC-
Behandlung signifikant weniger Pilz-basierte Genkopien im Boden aus Portugal nachgewiesen.
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Abbildung 10 Anzahl der Pilz-basierten Genkoplen aller Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC, Cu und Referenz) und
Standorte, die im Laufe der Inkubationszeit gemessen wurden. Die Balkenfarbe bezieht sich auf die Inkubationszeit (rot, 8
Wochen; griin, 16 Wochen; blau, 24 Wochen; tiirkis, 32 Wochen). Fehlerbalken zeigen Standardfehler an (n = 4). Die Herkunft
der Proben wird durch die Landerkiirzel angegeben (NG: Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF:
Stidfrankreich; PO: Portugal).
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Abbildung 11 Anzahl der Bakterien Genkopien aller Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC, Cu und Referenz) und
Standorte gemessen wihrend der Inkubationszeit. Die Balkenfarbe bezieht sich auf die Inkubationszeit (rot, 8 Wochen; griin,
16 Wochen; blau, 24 Wochen; tiirkis, 32 Wochen). Fehlerbalken zeigen Standardfehler an (n = 4). Die Herkunft der Proben
wird durch die Léanderkiirzel angegeben (NG: Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF:
Stidfrankreich; PO: Portugal).
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Die Anzahl der Genkopien der bakteriellen 16S rRNA-Gene nahm wihrend der Inkubationszeit
signifikant zu (F-Wert durch einseitige ANOVA = 3,3922 und P = 0,0183). Fiir die Boden aus
Portugal, Nord- und Siidfrankreich wurden im Vergleich zu den Bdden aus Nord- und
Mitteldeutschland weniger bakterielle Genkopien nachgewiesen (Abbildung 11). Dariiber
hinaus wurden keine groferen Unterschiede in der Anzahl der Bakterien-Genkopien zwischen
den Behandlungen aller Standorte festgestellt. Die Anzahl der bakteriellen Genkopien war in
Norddeutschland bei der CuTriQAC- und Cu-Behandlung im Vergleich zu den Referenzproben
geringer. In Mitteldeutschland wurde im Beobachtungszeitraum ein Riickgang der Anzahl an
Bakterien-Genkopien bei der CuTriQAC- und Cu-Behandlung festgestellt, der im Vergleich
zur H>O-Behandlung signifikant geringer ausfiel.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass es keinen eindeutigen Trend in dem Effekt der
Behandlungen auf die Pilze und Bakterien gab. Dariliber hinaus waren die Werte der
Referenzproben sowohl fiir die Pilz- als auch fiir die bakterielle Genkopienzahl wihrend der
Inkubationszeit inhomogen. Kein signifikanter Unterschied der Genkopienzahl wurde
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zwischen der H,O- und TriQAC-Behandlung wéhrend des Beobachtungszeitraums festgestellt.
Hinsichtlich der Anzahl der Pilz-basierten Genkopien der Cu- und CuTriQAC-Behandlungen
im Vergleich zur H»O-Behandlung kann festgehalten werden, dass bei kupferhaltigen
Holzschutzmittelbehandlungen eine geringere Anzahl von Genkopien nachgewiesen wurde.
Allerdings ist das Ergebnis in Bezug auf die Referenzproben des Bodens fragwiirdig, da die
Anzahl der Pilz-basierten Genkopien der Cu- und CuTriQAC-Behandlungen mit den
Referenzproben vergleichbar oder hoher war.

3.2.3. Dynamik der pilzlichen Gemeinschaftsstruktur im Boden

An allen untersuchten Standorten dominierten die pilzlichen Phyla Ascomycota,
Basidiomycota, und Zygomycota (Abbildung B 1). Die Verteilung der abundanten Familien
variierte stark zwischen den Standorten (Abbildung 12). In Nord- und Mitteldeutschland waren
folgende Taxa vorherrschend: die Ordnung Tremellales (Incertae sedis auf Familienebene),
sowie die Familien Filobasidiaceae, Mortierellaceae und Trichocomaceae. Diese Familien
wurden hauptsidchlich durch die Gattungen Cryptococcus, Mortierella und Penicillium
reprasentiert. Zusétzlich wurden die Familie Annulatascaceae (Gattung Conlarium), nicht
klassifizierte Chaetosphaeriaceae und die Familie Chaetomiaceae (Gattung Chaetomium)
identifiziert. In Nordfrankreich dominierte die Familie der Microascaceae mit einer hohen
relativen Abundanz von 47 %, vorwiegend vertreten durch die Gattungen Pseudallescheria und
Scedosporium. Siidfrankreich zeichnete sich durch die Prdsenz der Familie Pluteaceae aus,
reprasentiert durch die Gattung Pluteus.
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Abbildung 12 Verteilung der abundanten pilzlichen OTUs zu den jeweiligen taxonomischen Familien der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Siidfrankreich; PO: Portugal) aus den
Erdinkubationsversuchen. Insgesamt wurden 6,4 X 10° Sequenzen analysiert und auf 557 Sequenzen pro Proben normiert
(n=21). Die Legende fasst die Farbkennung der Familien zusammen. Die mit * gekennzeichneten unbekannten Familien
wurden ihrer Ordnung zugewiesen, eine tiefere Auflosung war nicht moglich. Unter ,,Andere” wurden OTUs aufgefiihrt, deren
Vorkommen < 3 in einem Standort war, deren Prozentsatz entweder der relativen Abundanz < 2 % entsprach oder deren
Ordnung nicht klassifiziert wurde.

Pilz-OTUs mit potenzieller Beteiligung am Holzabbau kdnnten eine hohere relative Abundanz
an der Boden-Holz-Grenzflache im Vergleich zum Referenzboden aufweisen. Anhand dieser
Annahme wurden folgende Gattungen ausgewéhlt: Chaetomium, unkl. Chaetosphaeriaceae,
Conlarium, Pluteus, Pseudallscheria und Scedosporium.

Die Gattung Chaetomium zeigte eine erhohte relative Abundanz bei der H2O-Behandlung in
Portugal sowie bei der CuTriQAC-Behandlung in Norddeutschland und Nordfrankreich
(Tabelle B 5, Tabelle B /,

Tabelle B 3 im Anhang). In Mitteldeutschland wurde eine Zunahme der relativen Abundanz
nicht klassifizierter Chaetosphaeriaceae an Holzpriifkérpern ohne Kupferzusatz (H2O- und
TriQAC-Behandlung) beobachtet (Tabelle B 2 im Anhang). Die Gattung Conlarium wies in
Norddeutschland (Tabelle B 1 im Anhang) und Portugal (Tabelle B 5 im Anhang) eine hohere
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relative Abundanz bei den Behandlungen ohne Kupfer (H2O und TriQAC) auf. In
Stidfrankreich zeigte die Gattung Pluteus eine erhohte Abundanz bei den H>O- und TriQAC-
Behandlungen (Tabelle B 4 im Anhang). In Nordfrankreich waren die Gattungen
Pseudallscheria und Scedosporium sowohl bei Behandlungen mit als auch ohne Kupferzusatz
prasent, wobei Scedosporium besonders hohe relative Abundanz aufwies (

Tabelle B 3 im Anhang).

Dariiber hinaus wurden Pilztaxa identifiziert, deren relative Abundanz wéihrend der
Inkubationszeit bei Cu- und/oder CuTriQAC-Behandlung erhoht waren. Einige Pilz-OTUs
zeigten standortiibergreifend eine erhohte relative Abundanz in kupferhaltigen Behandlungen.
Ein standortspezifischer Vergleich der kupferhaltigen Behandlungen hatte gezeigt, dass an allen
Standorten - unabhéngig von der Inkubationszeit - Vertreter der Gattungen Crypfococcus,
Mortierella und Penicillium sowie nicht klassifizierte Mitglieder der Familie Trichocomaceae
vorkamen. Folgende spezifische Beobachtungen wurden gemacht:

Bei der CuTriQAC-Behandlung wurde in Mitteldeutschland (Tabelle B 2 im Anhang) und
Stidfrankreich (Tabelle B 4 im Anhang) eine Zunahme der relativen Abundanz nicht
klassifizierter Chaetomiaceae beobachtet. In Siidfrankreich nahm die relative Abundanz nicht
klassifizierter Trichocomaceae und Penicillium bei kupferhaltigen Behandlungen (Cu und
CuTriQAC) zu. Die Gattung Penicillium zeigte nach 16 Wochen Inkubation in der CuTriQAC-
Behandlung eine hohe Abundanz (50,92 %), die anschlieBend wieder abnahm (Tabelle B 4 im
Anhang). In Nord- und Mitteldeutschland stieg die relative Abundanz der Gattung Penicillium
wihrend der Inkubationszeit bei der Cu-Behandlung an (Tabelle B 1 und Tabelle B 2 im
Anhang). In Portugal wurde eine Zunahme der relativen Abundanz der Gattung Veronaeopsis
bei der Cu-Behandlung beobachtet (Tabelle B 5 im Anhang). In Norddeutschland zeigte die
Gattung Fusarium eine Zunahme der relativen Abundanz bei der CuTriQAC-Behandlung
(Tabelle B 1 im Anhang.

Diese Beobachtungen deuten auf mogliche Zusammenhédnge zwischen den genannten
Pilzgattungen und dem Holzabbau sowie auf unterschiedliche Reaktionen auf Kupferexposition
hin. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um diese Zusammenhinge zu bestétigen und
die genauen Mechanismen aufzukléren.

50



Ergebnisse

3.597 3,57
’ NG ’ CG
T 3,0 I 3,0
5§ 5
= = 2,57 = = 257
g 7 g8
g .g 2.8
W ow 2.0 = e 2,04
= g8 @ g
x 5 g
2N 15T 28 157
AT A&
= 4 g i
10 1.0
-, =°
= 0,5 = 0,5
7] [72]
0,0- ; - 0,0~ =
H,0 CuTnQAC TnQAC Cu Referenz H,O CuTnQAC TnQAC Cu Referenz
3,57 3,57
NF SF
’5 3,0 E 3,0
= V=
22 25 L8 257
g 3 g8
= 2.5
=D 2,07 E oy 2,07
T g @ g
g & g &
Z N 157 =z N 13
AT A8
=R N g o i
1,0 1.0
X =2
= 0,5 = 0,5
2] w
0,0~ . N - 0,0- N N
H;0 CuTrniQAC TnQAC Cu Referenz HO CuTriQAC TnQAC Cu Referenz
3,57 PO
E 3,0
w g
U <
= S 257
7 2
= D 4
= g8 20
= O
Y on
Z A 15
¥
=1
g 5 109
=
=2 0,5
0,0- =

H,0  CuTHQAC TrQAC Cu Referenz

Abbildung 13 Shannon-Diversititsindex (H ‘) von Pilz-OTUs zur Beurteilung der Vielfalt der Gattungen. Abgeleitet von den
fiinf Standorten (NG: Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Stidfrankreich; PO: Portugal) und
vier Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC, Cu und Referenz) wihrend der Inkubationszeit. Die Balkenfarbe zeigt die
Inkubationszeit an (violett, 0 Wochen, rot, 8 Wochen; griin, 16 Wochen; blau, 24 Wochen; tiirkis, 32 Wochen).

Der Shannon-Diversititsindex H° der Pilzgemeinschaften als Teil der Alpha-Diversitit
(Abbildung 13) zeigte eine heterogene Verteilung und variierte sowohl zwischen den
Behandlungen als auch zwischen den Standorten. Im Vergleich zum Referenzboden zeigte sich,
dass die Behandlungen je nach Zu- oder Abnahme des H'-Wertes einen positiven oder
negativen Einfluss auf die Diversitidt hatten, wobei hier sowohl Artenreichtum als auch
Gleichverteilung berticksichtigt wurden. Die Cu-Behandlung zeigte den stirksten Einfluss auf
die Diversitit wiahrend der Inkubationszeit. Auch die Standorte selbst beeinflussten die
Diversitit: Nordfrankreich wies im Vergleich zu den anderen Standorten geringere Shannon-
Diversititswerte in den Behandlungen auf, wéhrend Portugal eine der hochsten und
konstantesten Diversitdten zeigte.
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Abbildung 14 Korrespondenzanalyse der pilzlichen ITS-Sequenz basierten Gemeinschaftsstruktur der fiinf Standorte (griin,
NG: Norddeutschland; braun, CG: Mitteldeutschland; blau, NF: Nordfrankreich; pink, SF: Siidfrankreich; orange, PO:
Portugal), fiinf Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC, Cu und Referenz) und fiinf Probenahmezeiten (0, 8, 16, 24 und 32
Wochen). Die Legende fasst die Symbole der Behandlungen und Inkubationszeit zusammen. Eigenwerte sind auf den Achsen
der Abbildungen angegeben.

Die Analyse der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft als Teil der Beta-Diversitat
(Abbildung 14) hatte signifikante Einfliisse durch die Behandlung mit Holzschutzmitteln (F-
Verhiltnis durch den Monte Carlo Test = 2,988 und P = 0,0004) und durch die verschiedenen
Standorte (F-Verhéltnis durch den Monte Carlo Test= 8,119 und P =0,0001). Besonders
ausgeprigte Veranderungen der Pilzgemeinschaft wihrend der Inkubationszeit wurden in Siid-
, Nordfrankreich und Mitteldeutschland beobachtet. In Mitteldeutschland zeigte sich eine
zeitliche Verdnderung der Pilzgemeinschaft bei der H.O- und TriQAC-Behandlung. Im
Gegensatz dazu verdndete sich die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft in Norddeutschland
und Portugal unter Laborbedingungen nicht. Die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft
wurde sowohl von den Standorten als auch von der Inkubationszeit signifikant beeinflusst (F-
Wert durch zweiseitige ANOVA =6,8843 und P=5,354 X 10''"). Zudem wurde eine
signifikante zeitliche Verschiebung der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft festgestellt (F-
Verhiltnis durch den Monte Carlo Test = 1,657 und P = 0,0342).

Diese Ergebnisse deuten auf  komplexe Wechselwirkungen zwischen
Holzschutzmittelbehandlungen, Standortfaktoren und zeitlichen Verdnderungen in Bezug auf
die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften hin. Weitere Untersuchungen sind erforderlich,
um die genauen Mechanismen und Okologischen Implikationen dieser Interaktionen zu
verstehen.

52



Ergebnisse

3.2.4. Dynamik der bakteriellen Gemeinschaftsstruktur im Boden

Die bakterielle Gemeinschaftsstruktur aller untersuchten Standorte wurde wéhrend der
gesamten Inkubationszeit von folgenden dominanten Phyla geprigt: Actinobacteria,
Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria, Kandidatentaxa TM7, Firmicutes, Planctomycetes,
Gemmatimonadetes und Bacteroidetes (Abbildung B 2). Die relative Abundanz dieser
bakteriellen Phyla unterschied sich auf Phylumebene nicht zwischen den Standorten. Auf
Familienebene hingegen waren deutliche standortspezifische Unterschiede in der Verteilung
der relativen Abundanz erkennbar, wobei die Mehrheit der Familien den Acidobacteria
zugeordnet werden konnte (Abbildung 15). Die Standorte in Nord- und Mitteldeutschland
sowie Portugal wiesen #hnliche Muster in der Abundanz der Bakterienfamilien auf,
unterschieden sich jedoch deutlich von den Standorten in Nord- und Siidfrankreich.
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Abbildung 15 Verteilung der abundanten bakteriellen OTUs zu den jeweiligen taxonomischen Familien der fiinf Standorte
(NG: Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Siidfrankreich; PO: Portugal) aus den
Erdinkubationsversuchen. Insgesamt wurden 2,85 X 10° Sequenzen analysiert und auf 7155 Sequenzen pro Probe normiert
(n=21). Die Legende fasst die Farbkennung der Phyla zusammen. Die mit * gekennzeichneten unbekannten Familien wurden
ihrer Ordnung zugewiesen, eine tiefere taxonomische Auflosung war nicht moglich. Unter ,,Andere wurden OTUs aufgefiihrt,
deren Vorkommen < 3 in einem Standort war, deren Prozentsatz entweder der relativen Abundanz <2 % entsprach oder deren
Ordnung nicht klassifiziert wurde.
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Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Bakterien-OTUs und Holzabbau wurde
die relative Abundanz der Bakterien an der Boden-Holz-Grenzflache mit der im Referenzboden
verglichen. Im Gegensatz zu den pilzlichen OTUs zeigten die meisten bakteriellen OTUs keine
erhohte relative Abundanz an der Boden-Holz-Grenzfliche im Vergleich zum Referenzboden.
Eine Ausnahme bildete die Gattung Anaeromyxobacter in Nordfrankreich, die wéhrend der
Inkubationszeit bei allen Behandlungen, insbesondere bei der Cu-Behandlung, eine hohere
Abundanz aufwies (Tabelle B 8 im Anhang).

Folgende Bakteriengattungen zeigten sowohl an der Boden-Holz-Grenzflache als auch in den
Referenzbodenproben vergleichsweise hohe Werte der relativen Abundanz:

In Norddeutschland zeigten die Gattungen Bacillus und Acidothermus eine konsistente Prasenz
iber alle Behandlungen hinweg. Bacillus wies eine relative Abundanz zwischen 2 % bis 7 %
auf, wihrend Acidothermus mit 8 % bis 19 % relativer Abundanz vertreten war (Tabelle B 6 im
Anhang). Die Proben aus Mitteldeutschland zeigten eine Dynamik der Gattung Acidothermus.
Hier wurde eine zunehmende relative Abundanz dieser Gattung speziell bei den kupferhaltigen
Behandlungen (CuTriQAC und Cu) im Verlauf der Inkubationszeit beobachtet (Tabelle B 7 im
Anhang). In Siidfrankreich dominierte die Gattung Microlunatus mit einer hohen relativen
Abundanz iiber alle untersuchten Behandlungen hinweg (Tabelle B 9 im Anhang). Die Proben
aus Nordfrankreich zeichneten sich durch eine stabile Priasenz der Gattung Ramlibacter aus.
Diese Gattung zeigte eine konstante relative Abundanz von unter 10 % bei allen durchgefiihrten
Behandlungen (Tabelle B 8 im Anhang). In Portugal wurde bei der nicht klassifizierte Gattung
DAI11 eine zunehmende relative Abundanz wihrend der Inkubationszeit, unabhéngig von der
Art der Behandlung, beobachtet (Tabelle B 10 im Anhang). Die Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft zeigte wéhrend der Inkubationszeit und der verschiedenen
Behandlungen geringere Veridnderungen als die der Pilzgemeinschaft (vergleiche Abbildung 14
mit Abbildung 17).

Diese standortspezifischen Beobachtungen unterstreichen die Variabilitdt der bakteriellen
Gemeinschaften in Abhingigkeit von geografischen und moglicherweise auch klimatischen
Faktoren sowie ihre unterschiedlichen Reaktionen auf die angewandten Behandlungen. Zur
Quantifizierung der Alpha-Diversitit der bakteriellen Gemeinschaften auf Gattungsebene in
den untersuchten Proben wurde auch hier der Shannon-Diversititsindex (H") verwendet.
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Abbildung 16 Shannon-Diversititsindex (H ‘) von bakteriellen OTUs zur Beurteilung der Artenvielfalt. Abgeleitet von den fiinf
Standorten (NG: Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Siidfrankreich; PO: Portugal) und vier
Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC, Cu und Referenz) wihrend der Inkubationszeit. Die Balkenfarbe bezieht sich auf
die Inkubationszeit (violett, 0 Wochen, rot, 8 Wochen; griin, 16 Wochen; blau, 24 Wochen; tiirkis, 32 Wochen).

Im Vergleich zur Pilzgemeinschaft zeigte die Bakteriengemeinschaft eine gleichméaBigere
Verteilung der Diversitdt {iber die verschiedenen Standorte wéhrend der Inkubationszeit.
Zudem schien die Bakteriengemeinschaft weniger stark auf die Behandlungen mit
Holzschutzmitteln zu reagieren (Abbildung 16).
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Abbildung 17 Korrespondenzanalyse der bakteriellen 16S rRNA-Gen basierten Gemeinschaftsstruktur der fiinf Standorte
(griin, NG: Norddeutschland; braun, CG: Mitteldeutschland; blau, NF: Nordfrankreich; pink, SF: Stidfrankreich; orange, PO:
Portugal), fiinf Behandlungen (H20, CuTriQAC, TriQAC, Cu und Referenz) und fiinf Probenahmezeiten (0, 8, 16, 24 und 32
Wochen). Die Legende fasst die Symbole der Behandlungen und Inkubationszeit zusammen. Eigenwerte sind auf den Achsen
der Abbildungen angegeben.

Die Analyse der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den untersuchten Standorten (F-Verhiltnis durch den Monte Carlo
Test =21,249 und P =0,0001) (Abbildung 17). Interessanterweise hatte die Behandlung mit
Holzschutzmitteln keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft (/-Verhéltnis durch den Monte Carlo Test = 1,461 und P = 0,1785).
Eine zweiseitige ANOVA hatte gezeigt, dass sowohl die Standorte als auch die Inkubationszeit
einen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft hatten (£-
Wert durch zweiseitige ANOVA =2,9925 und P =0,0006). Bei der Betrachtung der
Ahnlichkeiten zwischen den Bakteriengemeinschaften fiel auf, dass die Gemeinschaften in
Nord- und Mitteldeutschland sowie Portugal groBere Ahnlichkeiten aufwiesen als jene in Nord-
und Sidfrankreich. In Nordfrankreich wurden Verdnderungen in der bakteriellen
Zusammensetzung wihrend der Inkubationszeit beobachtet. In Siidfrankreich zeigte sich bei
der CuTriQAC-Behandlung eine abweichende Entwicklung der bakteriellen Zusammensetzung
im Vergleich zu den anderen Behandlungen. Trotz dieser beobachteten Verdnderung zeigte die
statistische Analyse keine signifikante Verschiebung der Zusammensetzung der
Bakteriegemeinschaft liber die Zeit (F-Verhiltnis durch den Monte Carlo Test =1,631 und
P=0,1316).

Diese Ergebnisse deuten auf komplexe Wechselwirkungen zwischen Standortfaktoren und
zeitlichen Einfliissen auf die Bakteriengemeinschaften hin, wéhrend der Einfluss der
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Holzschutzmittelbehandlungen weniger ausgepréigt zu sein scheint. Weitere Untersuchungen
konnten dazu beitragen, die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Beobachtungen besser zu
verstehen.

Die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften hatte unterschiedliche Muster fiir Pilze und
Bakterien aufgezeigt. Die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften zeigte signifikante
Unterschiede sowohl zwischen den Standorten als auch in Reaktion auf die Behandlung der
Holzpriifkérper. Im Gegensatz dazu wies die Bakteriengemeinschaft zwar deutliche
standortspezifische Unterschiede auf, zeigte aber keine statistisch signifikanten Verdnderungen
in Bezug auf die Holzpriifkdrperbehandlungen. Die beobachteten Unterschiede in den
mikrobiellen Gemeinschaftsstrukturen zwischen den Standorten deuten auf die Bedeutung
lokaler Umweltfaktoren hin. Die Ergebnisse der Korrespondenzanalyse (CA) stimmten mit den
beobachteten Verteilungsmuster der Pilze und Bakterien {iberein.

3.3. Auswirkungen kupferhaltiger Holzschutzmittel auf die mikrobielle
Gemeinschaftsstruktur entlang des Gradienten von der Boden-Holz-
Grenzfliche bis ins Holzinnere

Ziel der Freilandstudien war es zu iiberpriifen, ob Holzschutzmittel einen dhnlichen Effekt wie
in den Laborversuchen auf die Diversitét der einheimischen Pilz- und Bakteriengemeinschaften
haben. Durch die Probenahme der Holzpriifkdrper in Hohe der Bodenkontaktzone am dufleren
Rand und in verschiedenen Holztiefen waren Aussagen in der rdumlichen Auflosung der
abbauaktiven Pilze und Bakterien moglich.

3.3.1. Quantitative Verinderungen der pilzlichen und bakteriellen Genkopien
entlang des Gradienten von der Boden-Holz-Grenzfliche zum Holzinneren

Zu Beginn der Freilandstudien war die Anzahl der Pilz-basierten Genkopien im Referenzboden
vergleichbar mit der Anzahl der Pilz-basierten Genkopien, die in den Labor-Inkubationsstudien
fiir die Standorte Nord- und Mitteldeutschland ermittelt wurden. Dies deutet darauf hin, dass
dhnliche Ausgangsbedingungen vorlagen (vgl. Abbildung 18 I und Abbildung 10).
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Abbildung 18 Pilzliche Genkopienzahl der Bodenproben (I, Boden-Holz-Grenzflidche) sowie in der ersten (II, I mm tangential
in das Splintholz) und zweiten Holztiefe (III, 7 mm tangential in das Splintholz). Ref: Referenzboden. Behandlungen: H-O,
Cu, CuTriQAC; Standorte: NG: Norddeutschland, CG: Mitteldeutschland; Zeitraum: 0 (violett), 17 (gelb) und 36 (orange)
Wochen Inkubation; Fehlerbalken zeigen Standardfehler (n = 4).

Das Vorhandensein von Holz fiihrte in Norddeutschland zu einem signifikanten Anstieg der
Pilz-basierten Genkopien an der Boden-Holz-Grenzfldche im Vergleich zum Referenzboden
ohne Holzkontakt (P < 0,001), wihrend in Mitteldeutschland kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden konnte (P> 0,05). Die Referenzboden wiesen die geringste Anzahl von
Pilz-basierten Genkopien auf, die wiahrend der Inkubationszeit anstieg. In den Boden aus Nord-
und Mitteldeutschland war die Anzahl der Pilz-basierten Genkopien dhnlich und erhéhte sich
wéhrend der Cu-Behandlung an (Abbildung 18 I). In Norddeutschland wurde die hochste
Anzahl an Pilz-basierten Genkopien bei der H,O-Behandlung ermittelt. Nach 17 Wochen
Inkubation waren die Pilz-basierten Genkopien in der H>O-Behandlung in Norddeutschland
signifikant hoher als in Mitteldeutschland (P < 0,001). Im Vergleich dazu zeigte die Cu- und
CuTriQAC-Behandlung wiéhrend der Inkubationszeit einen Anstieg der Pilz-basierten
Genkopien, jedoch blieb die Anzahl geringer als bei der H;O-Behandlung. In Mitteldeutschland
nahm die Anzahl der Pilz-basierten Genkopien wéhrend der Inkubationszeit sowohl in allen
Behandlungen als auch im Referenzboden zu. Zudem wurde bei den kupferhaltigen
Holzschutzmitteln eine hohere Anzahl von Pilz-basierten Genkopien im Vergleich zur H>O-
Behandlung festgestellt.

In der ersten Holztiefe (1 mm im Holz) waren die Pilz-basierten Genkopien im Cu-behandeltem
Holz fiir beide Standorte nicht signifikant reduziert (P > 0,05). In Norddeutschland wurde ein
Anstieg der Anzahl der Pilz-basierten Genkopien bei der Cu-Behandlung und ein Riickgang bei
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der HO-Behandlung beobachtet (Abbildung 18 IT). In Mitteldeutschland wurde im CuTriQAC-
behandelte Holz wahrend der Inkubationszeit eine signifikant niedrigere Anzahl an Pilz-
basierten Genkopien im Vergleich zu H>O-behandeltem Holz festgestellt (P < 0,01). Bei den
kupferhaltigen Behandlungen wurden im Vergleich zur H»O-Behandlung weniger Pilz-
basierten Genkopien nachgewiesen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass in der Cu-
Behandlung mehr Pilz-basierten Genkopien festgestellt wurden als in der CuTriQAC-
Behandlung. Die CuTriQAC-Behandlung zeigte einen synergistischen Effekt von Kupfer in
Kombination mit den Co-Bioziden, was zu einer geringeren Anzahl an Pilz-basierten
Genkopien fiihrte.

In der zweiten Holztiefe (7 mm im Holz) wurden im Vergleich zur ersten Holztiefe weniger
Pilz-basierte Genkopien nachgewiesen (Abbildung 18 III). Die Pilz-basierten Genkopien
verringerte sich signifikant in der CuTriQAC-Behandlung in Nord- und Mitteldeutschland
(P <0,001), wahrend in den Cu-Behandlungen keine signifikante Verdnderung festgestellt
wurde (P >0,05) im Vergleich zum H;O-behandeltem Holz an beiden Standorten. In
Norddeutschland wurde in der zweiten Holztiefe wihrend der Inkubationszeit bei allen
kupferhaltigen Behandlungen eine Abnahme der Pilz-basierten Genkopien beobachtet. Ahnlich
wie in der ersten Holztiefe wiesen die HoO-Behandlungen die geringste Anzahl an Pilz-
basierten Genkopien auf. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die kupferhaltigen
Behandlungen, insbesondere die CuTriQAC-Behandlung, eine Wirkung auf die Pilz-basierten
Genkopien haben.
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Abbildung 19 Bakterien Genkopienzahl der Bodenproben (I, Boden-Holz-Grenzflache) sowie in der ersten (I, 1 mm tangential
in das Splintholz) und zweiten Holztiefe (III, 7 mm tangential in das Splintholz). Ref: Referenzboden. Behandlungen: H20,
Cu, CuTriQAC; Standorte: NG: Norddeutschland, CG: Mitteldeutschland; Zeitraum: 0 (violett), 17 (gelb) und 36 (orange)
Wochen Inkubation; Fehlerbalken zeigen Standardfehler (n = 4).

Zu Beginn der Freilandstudie waren die bakteriellen Genkopien im Boden in Nord- und
Mitteldeutschland um eine Zehnerpotenz hoher als in den Laborversuchen (vgl. Abbildung 19,
I mit Abbildung 11). Die Anzahl der bakteriellen Genkopien im Boden ohne Holzkontakt und
ohne Schutzmittelbehandlung blieb in Norddeutschland wihrend der Inkubationszeit konstant
(Abbildung 19 I). Das Vorhandensein von Holz fiihrte in Norddeutschland zu einem
signifikanten Anstieg der bakteriellen Genkopienzahlen an der Grenzfliche zwischen Boden
und Holz im Vergleich zum Boden ohne Holzkontakt (P <0,001), wéhrend in
Mitteldeutschland kein signifikanter Unterschied festgestellt wurde (P > 0,05). Die Anzahl der
bakteriellen Genkopien nahm wihrend der H2O-Behandlung im Laufe der Zeit ab, erreichte
jedoch nach 17 Wochen in Norddeutschland die hochste Anzahl und war signifikant hoher als
in Mitteldeutschland (P <0,001). In Mitteldeutschland stieg die Anzahl der bakteriellen
Genkopien wihrend der Inkubationszeit fiir alle Behandlungen sowie fiir den Referenzboden
an, was darauf hindeutet, dass der Einfluss der Behandlungen moglicherweise geringer war als
in Norddeutschland.

In der ersten Holztiefe wurden in Mitteldeutschland durchschnittlich mehr als doppelt so viele
bakterielle Genkopien nachgewiesen wie in Norddeutschland (Abbildung 19 II). In
Norddeutschland wiesen die Cu- und H>O-Behandlung eine vergleichbare Anzahl an
bakteriellen Genkopien auf. In Mitteldeutschland waren bei den kupferhaltigen Behandlungen
mehr bakterielle Genkopien nachweisbar als bei der H,O-Behandlung, was nicht auf einen
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schiitzenden Effekt der Behandlungen hinweist. Bei der CuTriQAC-Behandlung wurde an
beiden Standorten und in beiden Holztiefen ein Anstieg der bakteriellen Genkopien festgestellt.
In der zweiten Holztiefe wurden in Norddeutschland durchschnittlich 60 % weniger bakterielle
Genkopien nachgewiesen als in der ersten Holztiefe, wihrend der Wert in Mitteldeutschland
bei 80 % lag (Abbildung 19 III). Zudem zeigten die bakteriellen Genkopien in mit
kupferhaltigen Holzschutzmitteln behandeltem Holz in beiden Regionen keine Unterschiede im
Vergleich zu den mit H>O behandelten Holzproben.

Insgesamt wurden sowohl im Boden als auch im Holz mehr Bakterien als Pilz-basierte
Genkopien nachgewiesen. In den Bodenproben stieg die Anzahl der Pilz-basierten und
bakteriellen Genkopien wéhrend der Inkubationszeit an. In der ersten Holztiefe war die Anzahl
der Pilz-basierten und bakteriellen Genkopien in Nord- und Mitteldeutschland hdher als in der
zweiten Holztiefe. Abgesehen von wenigen Ausnahmen wurden keine signifikanten
Verdnderungen in der Anzahl der Genkopien festgestellt.

Die Pilze und Bakterien in den Bodenproben aus Mitteldeutschland wiesen am Ende des
Freilandversuchs eine hohere Anzahl an Genkopien auf als die Proben aus der H>O-
Behandlung. Im Holz hingegen war die Anzahl der Pilz-basierten Genkopien in den
kupferhaltigen Behandlungen, insbesondere bei der CuTriQAC-Behandlung, in beiden
Holztiefen niedriger als in der HoO-Behandlung. Dies legt nahe, dass die kupferhaltigen
Behandlungen im Holz einen stirkeren Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft in
Mitteldeutschland hatten. In Norddeutschland hingegen waren in den Holztiefen mehr Pilz-
basierten Genkopien in den kupferhaltigen Behandlungen nachweisbar als in der H>O-
Behandlung, was kein einheitliches Muster fiir den Einfluss der Behandlungen erkennen lisst.
Ahnlich wie bei den FErgebnissen aus den Laborversuchen zeigt sich auch in den
Freilandversuchen kein klarer Trend hinsichtlich der Wirksamkeit der -eingesetzten
Behandlungen. Daher ist es sinnvoll, nicht nur die qPCR-Ergebnisse und die damit
verbundenen Genkopien zu betrachten, sondern die mikrobielle Diversitit genauer zu
untersuchen. Dies ermoglicht eine umfassendere Analyse der taxonomischen
Zusammensetzung und der taxonomischen Vielfalt der Pilz- und Bakteriengemeinschaften, um
den Einfluss der Holzschutzmittelbehandlungen besser zu verstehen.

3.3.2. Verinderung der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft durch den
Einsatz kupferhaltiger Holzschutzmittel

In Nord- und Mitteldeutschland dominierten die drei Pilz Phyla Ascomycota, Basidiomycota
und Zygomycota (Abbildung C 1). Die Analyse der Verteilung der Pilzfamilien zeigte deutliche
Unterschiede sowohl zwischen Boden und Holz als auch zwischen Nord- und
Mitteldeutschland (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Verteilung der abundanten Pilz OTUs zu den jeweiligen taxonomischen Familien der beiden Standorte (NG:
Norddeutschland, CG: Mitteldeutschland) aus den Freilandstudien. Die Proben unterscheiden sich wie folgt:
Ref = Referenzboden (ohne Kontakt zu Holz und Behandlung, n = 3), Bo = Bodenprobe (Boden-Holz-Grenzfliche, n = 6),
HT1 = erste Holztiefe (1 mm tangential in das Splintholz, n = 6), HT2 = zweite Holztiefe (7 mm tangential in das Splintholz,
n = 6). Insgesamt wurden 1,05 X 10° Sequenzen analysiert und auf 1455 Sequenzen pro Proben normiert. Die Legende fasst
die Farbkennung der Familien zusammen. Die mit * gekennzeichneten unbekannten Familien wurden ihrer Ordnung
zugewiesen, eine tiefere Auflosung war nicht moglich. Unter ,,Andere” wurden OTUs aufgefiihrt, deren Vorkommen < 3 in
einem Standort war, deren Prozentsatz entweder der relativen Abundanz < 2 % entsprach oder deren Ordnung nicht klassifiziert
wurde.

In Norddeutschland war die relative Abundanz der Familie Nectriaceae, zu der auch die Gattung
Fusarium gehort, in beiden Holztiefen (HT1: 16 %; HT2: 45 %) hoéher als im Boden
(durchschnittlich 6 %). In Mitteldeutschland wurde in beiden Holztiefen (HT1: 20 %; HT2:
12 %) eine hohere relative Abundanz der Familie Bionectriaceae, die die Gattung Clonostachys
umfasst, im Vergleich zum Boden festgestellt. Zudem wurde in der Boden-Holz-Grenzfldche
in Mitteldeutschland eine hohe relative Abundanz der Familie Trichosporonaceae mit der
Gattung Trichosporon festgestellt, wiahrend in der zweiten Holztiefe die Familie incertae sedis
innerhalb der Ordnung Hypocreales mit der Gattung //yonectria dominant war.

Die Mitglieder der Pilzgemeinschaft mit hoherer relativer Abundanz setzten sich hauptsiachlich
aus saprotrophen Gattungen zusammen. In den Bodenproben von der Boden-Holz-Grenzfldche
in Norddeutschland wurde die Gattung Alternaria nach 17 Wochen Inkubation in der H,O-
Behandlung mit einer relativen Abundanz von 24,2 % nachgewiesen (Tabelle C 1 im Anhang),

die am Ende der Freilandstudie auf 0,0 % zuriickging. In Norddeutschland war die Gattung
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Alternaria in beiden Holztiefen in hoher und konstanter relativer Abundanz vorhanden (Tabelle
C 1 im Anhang), insbesondere in Holzpriitkorpern, die mit kupferhaltigen Mitteln behandelt
wurden. In der zweiten Holztiefe der CuTriQAC-Behandlung nahm die relative Abundanz
wiéhrend der Inkubationszeit zu. Im Gegensatz dazu war die Gattung Alternaria in den
Bodenproben aus Mitteldeutschland nicht nachweisbar. Die Gattungen Exophiala und
Cryptococcus, die zur Familie Filobasidiaceae und zur Familie incertae sedis innerhalb der
Ordnung Tremellales gehdren, wurden wihrend der Inkubationszeit in Norddeutschland bei
allen Behandlungen sowie im Referenzboden nachgewiesen (Tabelle C 1 im Anhang). Diese
Gattungen wurden im Boden haufiger nachgewiesen als im Holz. In Mitteldeutschland waren
zudem auch Vertreter der Gattungen Cryptococcus (Ordnung Tremellales, Familie incertae
sedis) und Exophiala in allen Bodenproben vorhanden (Tabelle C 2 im Anhang).

Die Gattung Aureobasidium war in Norddeutschland hauptséchlich in der ersten Holztiefe in
allen Holzbehandlungen mit hoherer relativer Abundanz vorhanden, mit Ausnahme der zweiten
Holztiefe bei der H2O-Behandlung. Bei der Cu-Behandlung fielen insbesondere die Gattungen
Fusarium und Mrakia durch hohere relative Abundanzen auf. Die Gattung Mrakia war in der
zweiten Holztiefe ausschlieflich bei der Cu-Behandlung in hoher und iiber die Zeit
zunehmender relativer Abundanz nachweisbar. Im Gegensatz dazu wurde die Gattung
Fusarium bei allen Behandlungen beobachtet, wobei die hochste relative Abundanz in der
zweiten Holztiefe bei der Cu-Behandlung festgestellt wurde.

Die Gattung Pochonia wurde in Norddeutschland wihrend der CuTriQAC-Behandlung in der
ersten Holztiefe nachgewiesen, wobei die relative Abundanz wihrend der Inkubationszeit
anstieg. Zudem wurde fiir die nicht klassifizierte Gattung der Familie Nectriaceae in der zweiten
Holztiefe eine hohe relative Abundanz wihrend der CuTriQAC- und Cu-Behandlungen
beobachtet. Beide Gattungen gehdren zur Klasse der Sordariomycetes. Vertreter der Gattung
Trichoderma wurden ebenfalls in Nord- und Mitteldeutschland bei der HO-Behandlung in der
zweiten Holztiefe nachgewiesen.

In Mitteldeutschland waren die Gattungen Pseudeurotium und Trichosporon vor allem im
Boden und in den kupferhaltigen Holzpriifkrpern nachweisbar, jedoch nicht im Referenzboden
(Tabelle C 2 im Anhang). Bei der nicht klassifizierten Gattung Bionectriaceae wurde wéhrend
der Inkubationszeit in der ersten Holztiefe eine Zunahme der relativen Abundanz bei der
CuTriQAC-Behandlung beobachtet. Die relative Abundanz der Gattungen Clonostachys und
Ilyonectria war hauptsichlich bei den kupferhaltigen Behandlungen in Mitteldeutschland
vorhanden und nahm mit zunehmender Holztiefe zu. Die Gattung [/lyonectria war wihrend der
Cu- und der CuTriQAC-Behandlung in der zweiten Holztiefe in hoher relativer Abundanz
nachweisbar, wobei diese im Laufe der Inkubation anstieg. Beide Gattungen, Clonostachys und
Ilyonectria, gehoren zur Ordnung der Hypocreales.
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Abbildung 21 Shannon-Diversititsindex (/) der Pilz OTUs zur Beurteilung der Artenvielfalt. Abgeleitet aus den beiden
Standorten (NG: Norddeutschland und CG: Mitteldeutschland), drei Behandlungen (Cu, CuTriQAC, H20) und drei
Probenarten (I = Boden [Referenzboden und Boden-Holz-Grenzflache]; II = 1. Holztiefe [1 mm tangential in das Splintholz];
III = 2. Holztiefe [7 mm tangential in das Splintholz]) im Zeitverlauf. Ref: Referenzboden. Balkendiagramme zeigen die
Inkubationszeiten (violett, 0 Wochen; gelb, 17 Wochen; orange, 36 Wochen).

Der Shannon-Diversitdtsindex (H ‘) der Pilzgemeinschaft war in den Bodenproben héher als in
den beiden Holztiefen (Abbildung 21). In Norddeutschland sank der H‘-Wert im
Referenzboden und bei der Cu-Behandlung wéhrend der Inkubationszeit (Abbildung 21 1),
wihrend er in Mitteldeutschland in allen Behandlungen und im Referenzboden anstieg. In der
ersten Holztiefe nahm der Index in Norddeutschland bei der Cu- und H,O-Behandlung ab, stieg
jedoch bei der CuTriQAC-Behandlung an (Abbildung 21 II). Mit Ausnahme der Cu-
Behandlung, die unverindert blieb, nahm der Index in Mitteldeutschland ab. In der zweiten
Holztiefe zeigten sich Standortunterschiede (Abbildung 21 III): In Norddeutschland war der
H*-Wert - mit Ausnahme der H,O-Behandlung - geringer als in Mitteldeutschland. Bei der Cu-
Behandlung fiel er in Norddeutschland ab, wéhrend er in Mitteldeutschland zunahm.
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Abbildung 22 Korrespondenzanalyse der pilzlichen ITS-Sequenz basierten Gemeinschaftsstruktur der beiden Standorte (griine
Farbfamilie, Norddeutschland; rote Farbfamilie, Mitteldeutschland), drei Behandlungen (H20, CuTriQAC, Cu und
Referenzboden) wihrend der Inkubationszeit (0 Wochen = tiirkis oder orange; 17 Wochen = hellgriin oder rot; 36 Wochen =
dunkelgriin oder braun). Die Legende fasst die Symbole der Behandlungen und Probenart zusammen. Eigenwerte sind auf den
Achsen der Abbildungen angegeben.

Die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft unterschied sich zwischen Nord- und
Mitteldeutschland  (Abbildung 22), wobei die rdumlich-zeitliche Entwicklung in
Mitteldeutschland ausgepriagter war als in Norddeutschland. Zwischen den Boden- und
Holzproben aus Norddeutschland wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt. Eine
Verschiebung der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft wurde vor allem in den Boden- und
Holzproben der H>O-Behandlung in Mitteldeutschland beobachtet, jedoch nicht in
Norddeutschland.

3.3.3. Verinderung der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft durch
den Einsatz kupferhaltiger Holzschutzmittel

Deutliche Unterschiede in der Verteilung der bakteriellen Phyla wurden zwischen den
Bodenproben und Holztiefen in Nord- und Mitteldeutschland festgestellt (Abbildung C 2). In
den beiden Holztiefen dominierte das Phylum Proteobacteria mit einer hohen relativen
Abundanz, wihrend in den Bodenproben verschiedene andere Phyla nachgewiesen wurden. Die
folgenden bakteriellen Phyla waren hauptsidchlich in den Bodenproben aus Nord- und
Mitteldeutschland vorhanden: Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes,

Chloroflexi und Planctomycetes.
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Abbildung 23 Verteilung der abundanten bakteriellen OTUs auf die jeweiligen taxonomischen Familien der beiden Standorte
(NG: Norddeutschland, CG: Mitteldeutschland) aus den Freilandstudien. Die Proben unterscheiden sich wie folgt:
Ref = Referenzboden (ohne Kontakt zu Holz und Behandlung, n = 3), Bo = Bodenprobe (Boden-Holz-Grenzfldche, n = 6),
HT1 = erste Holztiefe (1 mm tangential in das Splintholz, n = 6), HT2 = zweite Holztiefe (7 mm tangential in das Splintholz,
n = 6). Insgesamt wurden 1,03 X 10° Sequenzen analysiert und auf 8420 Sequenzen pro Proben normiert. Die Legende fasst
die Farbkennung der Familien zusammen. Die mit * gekennzeichneten unbekannten Familien wurden ihrer Ordnung
zugewiesen, eine tiefere Auflosung war nicht moéglich. Unter ,,Andere wurden OTUs aufgefiihrt, deren Vorkommen <3 in
einem Standort war, deren Prozentsatz entweder der relativen Abundanz <2 % entsprach oder deren Ordnung nicht klassifiziert
wurde.

Die Unterschiede zwischen Boden und Holz nahmen zu, wéhrend die Verteilung der
Bakterienfamilien in den Holztiefen von Nord- und Mitteldeutschland vergleichbar blieb
(Abbildung 23). In den Bodenproben war die Verteilung der relativen Abundanz der
Bakterienfamilien in Nord- und Mitteldeutschland homogen und wies keine nennenswerten
Abweichungen auf. Die Familien Sphingomonadaceae, zu denen hauptsédchlich die Gattungen
Sphingomonas und Sphingobium gehoéren, sowie die Bradyrhizobiaceae mit der Gattung
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Bradyrhizobium waren in beiden Holztiefen in Nord- und Mitteldeutschland in hoherer relativer
Abundanz vertreten. Auch die Familie Pseudomonadaceae mit der Gattung Pseudomonas
wurde in der zweiten Holztiefe in hoherer relativer Abundanz nachgewiesen.

In Nord- und Mitteldeutschland wiesen die Bodenproben von der Boden-Holz-Grenzflache
hinsichtlich der Verteilung der Bakterien keine auffélligen Unterschiede auf (Tabelle C 3 und
Tabelle C 4 im Anhang). Eine genauere Betrachtung der relativen Abundanz der bakteriellen
Gemeinschaftszusammensetzung hatte gezeigt, dass sechs Gattungen sowohl in Nord- als auch
in Mitteldeutschland in hoher Abundanz vorhanden waren. Diese Gattungen traten vorwiegend
bei den Cu- und CuTriQAC-Behandlungen in beiden Holztiefen auf.

In der ersten Holztiefe war die Gattung Methylobacterium in hdherer relativer Abundanz
vertreten. Die Gattung Pseudomonas trat vor allem in der zweiten Holztiefe auf, wobei die
relative Abundanz wihrend der Inkubationszeit abnahm. In Mitteldeutschland dominierten die
Cu- und CuTriQAC-Behandlungen durch Mitglieder der Gattungen Herminiimonas,
Pedobacter, Sphingobium und Variovorax. In der Cu-Behandlung in Norddeutschland wurde
hingegen Mucilaginibacter nachgewiesen. Fiir die Gattung Pedobacter wurde insbesondere in
Mitteldeutschland eine Zunahme der relativen Abundanz bei den kupferhaltigen Behandlungen
wihrend der Inkubationszeit beobachtet. Auch die Gattungen Sphingomonas und die nicht
klassifizierten Bradyrhizobiaceae zeigten bei den kupferhaltigen Behandlungen eine Zunahme
der relativen Abundanz. In Mitteldeutschland wurde fiir Sphingomonas eine Zunahme der
relativen Abundanz in der zweiten Holztiefe bei den Cu- und H>O-Behandlungen festgestellt
(Tabelle C 4 im Anhang). Mit Ausnahme der Gattung Pedobacter, die zum Phylum
Bacteroidetes gehort, wurden die anderen fiinf Gattungen dem Phylum der Proteobacteria
zugeordnet. Im Gegensatz dazu war das H,O-behandelte Holz in Nord- und Mitteldeutschland
von Mitgliedern der Gattungen Burkholderia, Luteibacter und auch Sphingomonas gepragt. In
Mitteldeutschland waren zusétzlich von Acidisoma, Bradyrhizobium und Rahnella vorhanden,
wiéhrend in Norddeutschland Pseudomonas und nicht klassifizierte Bradyrhizobiaceae
dominierten.
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Abbildung 24 Shannon-Diversitétsindex (‘) der Bakterien OTUs zur Beurteilung der Artenvielfalt. Abgeleitet aus den beiden
Standorten (NG: Norddeutschland und CG: Mitteldeutschland), drei Behandlungen (Cu, CuTriQAC, H20) und drei
Probenarten (I = Boden [Referenz und Boden-Holz-Grenzfliche]; II = 1. Holztiefe [1 mm tangential in das Splintholz]; III =
2. Holztiefe [7 mm tangential in das Splintholz]) im Zeitverlauf. Ref: Referenzboden. Balkendiagramme zeigen die
Inkubationszeiten (violett, 0 Wochen; gelb, 17 Wochen; orange, 36 Wochen).

Der Shannon-Diversititsindex (H‘) der Bakteriengemeinschaft unterschied sich in den
Bodenproben im Vergleich zu den beiden Holztiefen (Abbildung 24 I). An beiden Standorten
stieg der H -Wert wihrend der Inkubation bei allen Behandlungen an mit Ausnahme der Cu-
und CuTriQAC-Behandlungen in Norddeutschland. In der ersten Holztiefe lag der Index hoher

als in der zweiten Holztiefe (Abbildung 24 II). In der zweiten Holztiefe erreichte die H>O-
Behandlung in Norddeutschland den hochsten H‘-Wert (Abbildung 24 III).
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Abbildung 25 Korrespondenzanalyse der bakteriellen 16S rRNA-Gen basierten Gemeinschaftsstruktur der beiden Standorte
(griine Farbfamilie, Norddeutschland; rote Farbfamilie, Mitteldeutschland), drei Behandlungen (H20, CuTriQAC, Cu und
Referenzboden) wihrend der Inkubationszeit (0 Wochen = tiirkis oder orange; 17 Wochen = hellgriin oder rot; 36 Wochen =
dunkelgriin oder braun). Die Legende fasst die Symbole der Behandlungen und Probenart zusammen. Eigenwerte sind auf den
Achsen der Abbildungen angegeben.

Die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft in den Bodenproben aus Nord- und
Mitteldeutschland war dhnlicher als in den beiden untersuchten Holztiefen (Abbildung 25).
Beide Standorte zeigten in den Holztiefen ein dhnliches Verdnderungsmuster. Wéhrend der
Inkubationszeit wurde eine Verdnderung der Bakteriengemeinschaft in den H>O-Behandlungen
in den Holztiefen beobachtet, wobei diese Bakteriengemeinschaften im Vergleich zu den
kupferhaltigen Behandlungen &hnlicher waren. In Nord- und Mitteldeutschland wies die
Zusammensetzung der Bakterien bei den Cu- und CuTriQAC-Behandlungen Unterschiede
zwischen den beiden Holztiefen auf. Die Zusammensetzung der Bakterien- und
Pilzgemeinschaften wurde durch die Inkubationszeit nicht signifikant beeinflusst (Bakterien:
F-Verhiltnis durch den Monte Carlo Test = 1,173 und P = 0,2745; Pilze: F-Verhiltnis durch
den Monte Carlo Test = 0,945 und P = 0,5436).

Es wurden Unterschiede in der Verteilung der Pilz- und Bakterien-Phyla in Boden und Holz
festgestellt, die jedoch zwischen den Standorten vergleichbar waren. Eine unterschiedliche
Verteilung der Pilzfamilien wurde sowohl zwischen den beiden Standorten als auch zwischen
den beiden Bodenproben und Holztiefen beobachtet. Im Gegensatz dazu wiesen die
Bakterienfamilien in den Bodenproben eine unterschiedliche, jedoch homogene Verteilung auf.
In den Holztiefen waren weniger Bakterienfamilien vertreten, jedoch mit einem héheren Anteil
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an relativer Abundanz. Die Holztiefen zeigten zwischen den beiden Standorten eine
vergleichbare Zusammensetzung der Bakterienfamilien.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese 1 und Hypothese 2, da Holzschutzmittel-
geschiitztes Holz im Vergleich zu ungeschiitztem Holz einen geringeren Masseverlust aufwies.
Dartiber hinaus unterschied sich die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft zwischen
geschiitztem und ungeschiitztem Holz wiahrend der Inkubationszeit. Im Gegensatz dazu war der
Einfluss der Holzschutzmittel auf die bakterielle Gemeinschaftsstruktur weniger ausgepragt.
Die Zusammensetzung der mikrobiellen Diversitit erwies sich als entscheidend fiir die
Abbauraten von mit Holzschutzmittel-geschiitztem Holz. Dabei spielten jene Mikroorganismen
eine wichtige Rolle, die effektiv am Holzabbau beteiligt waren und Toleranzen oder
Resistenzen gegeniiber den Komponenten der Holzschutzmittelformulierungen aufwiesen.
Auch Hypothese 3 konnte ebenfalls bestitigt werden. Es wurden Unterschiede in der
phylogenetischen Zusammensetzung der Bakterien- als auch der Pilzgemeinschaft festgestellt.
Diese Unterschiede waren nicht nur zwischen der Boden-Holz-Grenzfliche und dem
Holzinneren, sondern auch zwischen geschiitztem und ungeschiitztem Holz. Kupferhaltige
Behandlungen fiihrten zu einer selektiven Verdnderung der mikrobiellen Zusammensetzung.
Dabei wurden spezifische Gattungen begilinstigt, die sich durch Kupferresistenz und die
Féhigkeit zum Holzabbau auszeichneten. Interessanterweise waren die Anteile saprotropher
Mikroorganismen sowohl im Holz als auch an der Boden-Holz-Grenzflache vergleichbar.

4.1. Auswirkungen von Holzschutzmittelformulierungen auf die mikrobielle
Gemeinschaftsstruktur im Holz

Der mikrobielle Masseverlust wurde am effektivsten durch die Cu-Komponente der
Holzschutzmittelformulierung im Vergleich zur Wassserkontrolle reduziert, da die CuTriQAC-
und Cu-behandelten Holzer am wenigsten abgebaut waren. Demnach verlangsamte das
Vorhandensein von Kupfer im Holz den Holzabbau erheblich. Im Gegensatz dazu wiesen die
mit der TriQAC-Behandlung imprégnierten Holzpriifkdrper sowie die Wassserkontrolle
dhnliche, aber insgesamt groflere Abbauraten auf (Abbildung 10 und Abbildung 11). Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit Hypothese 1, da Holzschutzmittel-geschiitztes Holz im
Vergleich zu ungeschiitztem Holz einen geringeren Masseverlust zu verzeichnen hatte.

Wider Erwarten wurde eine signifikante Anzahl sowohl der pilzlichen als auch der bakteriellen
Genkopien in Holzschutzmittel-geschiitztem Holz beobachtet. Der Holzabbau ging mit einer
signifikant hoheren pilzlichen Genkopienzahl in H>O- und TriQAC-Behandlungen im
Vergleich zu CuTriQAC- und Cu- Behandlungen einher (Abbildung 10). An allen untersuchten
Standorten wurden keine groferen Unterschiede in der bakteriellen Genkopienzahl zwischen
den verschiedenen Behandlungen beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass Bakterien im
Vergleich zu Pilzen weniger durch die eingesetzten Holzschutzmittel beeintridchtigt wurden.
Obwohl sich die Zusammensetzung der Pilz- und Bakteriengemeinschaft signifikant zwischen
den Standorten unterschied, hatte nur die Anwesenheit von Holzschutzmittelbestandteilen
einen signifikanten Effekt auf die Abundanz und Diversitét der Pilze, nicht aber auf die der
Bakterien (Abbildung 14 & Abbildung 17). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit
fritheren Forschungsergebnissen. Goodell & Nielsen (2023) zeigten, dass einige Bakterien eine

Toleranz gegeniiber mit Metallen behandeltem Holz entwickeln konnen, beispielsweise
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gegeniiber chromatiertem Kupferarsenat und kupferbehandeltem Holz. Interessanterweise
scheinen manche Bakterien in der Lage zu sein, einige der Metalle in ihrer extrazelluldren
Biofilm-Matrix zu 16sen und anschliefend auszufillen oder zu kompartimentieren. Dieser
Mechanismus dient moglicherweise zur Entgiftung und ermdglicht den Bakterien anschlieBend
den Zugang zu den Nihrstoffen im Holz. Diese Féhigkeit konnte erklaren, warum die
bakterielle Gemeinschaft weniger stark durch die Holzschutzmittel beeinflusst wurde als die
Pilzgemeinschaft, und warum keine signifikanten Unterschiede in der bakteriellen Abundanz
und Diversitdt zwischen den verschiedenen Behandlungen beobachtet wurde.

In Bezug auf die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft war das Phylum Ascomycota in allen
Bodenproben stark vertreten (Abbildung A 1 im Anhang), unabhéngig von der Holzbehandlung
und der Inkubationszeit. Diesem Phylum wird die Ursache der Moderfiule und dem damit
verbundenen Abbau des Holzes zugeschrieben (Blanchette et al., 2004). In der Studie von Egidi
et al. (2019) wurden die am weitesten verbreiteten Pilzphylotypen identifiziert, um neue
Erkenntnisse iiber die Identitit, die globale Verbreitung und die Okologie der dominierenden
Bodenpilze zu gewinnen. Egidi et al. (2019) identifizierten die Ascomycota als das
phylotypenreichste und insgesamt am weitesten verbreitete Phylum, gefolgt von den
Basidiomycota. Zu den ubiquitirsten Pilzen gehorten u.a. Mitglieder der Sordariomycetes
(Gattungen Chaetomium, Fusarium, Trichoderma) und Eurotiomycetes (Gattungen Penicillium
und Exophiala). Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Dissertation iiberein, denn auch hier
waren die ubiquitdren Pilzgattungen an jedem Standort vertreten, wobei sich die relative
Abundanz zwischen den Standorten unterschied. Die Mehrheit der dominanten Ascomycota
zeichnete sich im Vergleich zu anderen 6kologisch wichtigen Pilzen, wie den saprotrophen
Basidiomycota, durch eine deutlich héhere Abundanz genomischer Merkmale aus (Egidi ef al.,
2019). Diese Merkmale wurden von Egidi ef al. (2019) mit Stresstoleranz und
Konkurrenzfahigkeit wie Melaninabscheidung, Antibiotikaresistenz und -produktion in
Verbindung gebracht. Insgesamt deutet die ausgeprégte Variation des genomischen Potenzials
zwischen dominanten Ascomycota und nicht-dominanten Basidiomycota darauf hin, dass
Ascomycota moglicherweise besser ausgestattet sind, um Umweltstress zu widerstehen,
mehrere Umweltnischen zu besetzen und eine groflere Anzahl von Ressourcen nutzen zu
konnen, was zu generalistischeren Strategien fiihrt, die zu ihrer groBeren Dominanz in Béden
beitragen konnen (Egidi et al., 2019).

Die Anwendung der verschiedenen Holzschutzmittelformulierungen beeinflusste die
Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft, indem sie die relative Abundanz der verschiedenen
Pilzgattungen wihrend des Holzabbauprozesses veridnderte. Somit durchliefen die Mitglieder
der Pilzgemeinschaft einen Selektions- und Anpassungsprozess, wie er zuvor fiir kupferhaltige
Umgebungen postuliert wurde (Parry & Wood, 1958).

Holzpriitkorper, die sowohl mit H>O und TriQAC impréigniert waren und somit einen
verminderten Schutz gegen Pilze besallen, wurden hauptsidchlich von nicht klassifizierten
Chaetosphaeriaceae, Conlarium und Pluteus mit hoherer relativer Abundanz besiedelt (Tabelle
B 1, Tabelle B 2, Tabelle B 4 und Tabelle B 5 im Anhang). Dariiber hinaus wiesen Mitglieder
der Gattungen Pseudallescheria und Scedosporium in Anwesenheit von kupferhaltigen
Behandlungen eine dhnliche Abundanz auf wie im ungeschiitzten Holz (
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Tabelle B 3 im Anhang).

In Norddeutschland wurde bei den kupferhaltigen Behandlungen eine Verschiebung bei den
Gattungen Cryptococcus, Fusarium, Mortierella und Penicillium beobachtet (Tabelle B 1 im
Anhang). Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich fiir die Gattung Penicillium in Mitteldeutschland
(Tabelle B 2 im Anhang). In Nordfrankreich dominierte die Gattung Scedosporium bei allen
Behandlungen und wurde vermutlich nicht durch die Schutzmittel der Holzpriifkorper
beeinflusst (

Tabelle B 3 im Anhang). Geastrum, nicht klassifizierte Trichocomaceae und Penicillium
gehorten zu den Gattungen, die in Siidfrankreich die Sukzession durchliefen (Tabelle B 4 im
Anhang).

Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft zeigte wihrend der Inkubationszeit keine
deutliche Sukzession, wie sie bei den Pilzen beobachtet wurde. Stattdessen wies jeder Standort
eine vielfaltige Bakteriengemeinschaft auf, die gelegentlich durch auffillige Gattungen
charakterisiert war. Zu den am héufigsten vorkommenden und ubiquitdren Phylotypen in
Bodengemeinschaften weltweit gehoren a-Proteobacteria (Bradyrhizobium sp. und
Sphingomonas sp.), p-Proteobacteria (Ramlibacter sp.), Actinobacteria, Acidobacteria und
Planctomycetes (Delgado-Baquerizo et al., 2018). In Ubereinstimmung damit waren in dieser
Studie die dominierenden bakteriellen Phyla, die an jedem Standort und zu jeder
Inkubationszeit prasent waren, Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria und Chloroflexi
(Abbildung A 2 im Anhang). Diese Beobachtungen werden durch die Studie von Haq et al.
(2022) erginzt, die Bakteriengemeinschaften untersuchte, die mit Fomes fomentarius
(WeiBfaule) und Fomitopsis betulina (Braunfaule) auf Birke (Betula papyrifera) assoziiert sind.
Ihre Ergebnisse zeigten, dass die bakteriellen Gemeinschaften beider Pilze von Proteobacteria
dominiert wurden, was eine hiufig berichtete Assoziation darstellt. Interessanterweise iibte die
Faulnisart einen signifikanten Einfluss auf weniger hdufig vorkommende Taxa aus, und zwar
in einer Weise, die mit den Pilzmerkmalen iibereinstimmte. Amplikonsequenzvarianten waren
bei a-Proteobacteria, Actinobacteria und Acidobacteria in Braunfdule mit niedrigerem pH
angereichert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Strategien der Holzzersetzer
signifikante Selektionseffekte auf Bakterien ausiiben kdnnen oder umgekehrt, insbesondere bei
weniger hdufig vorkommenden Taxa. Diese Effekte konnten {ibersehen werden, wenn die
Abundanz als einziges MaB fiir den Einfluss verwendet wird. Diese Erkenntnisse unterstreichen
die Komplexitit der mikrobiellen Interaktionen im Holzabbau und die Bedeutung der
Beriicksichtigung sowohl hdufiger als auch seltener Taxa in der Analyse der mikrobiellen
Gemeinschaftsstruktur.

Der Holzschutz befindet sich in einem bedeutenden Wandel, der durch regulatorische
Anderungen, Umweltbedenken und neue wissenschaftliche Erkenntnisse vorangetrieben wird.
Wihrend die Kombination von Kupfer mit Co-Bioziden historisch eine wichtige Rolle spielte,
wird ihre Verwendung zunehmend eingeschrinkt. Dies hat zu einem Mangel an aktuellen
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vergleichenden Studien {iber die Wirksamkeit verschiedener Kombinationen gefiihrt und den
Fokus auf die Entwicklung umweltfreundlicherer Alternativen gelenkt.

Die Forschung konzentriert sich verstirkt auf natiirliche und bioinspirierte Produkte mit
fungiziden Eigenschaften. Dazu gehéren étherische Ole (Terpene) (Broda, 2020), Holzextrakte,
wie Tannine (Rodrigues et al., 2012; Brocco et al., 2017), Biopolymere (Primaningtyas et al.,
2020; Patachia und Croitoru, 2016), Pflanzendle (Liibert ez al., 2011) sowie Alkaloide, Propolis
und Chitosan (Broda, 2020). Diese Substanzen werden entweder allein oder in Kombination
mit klassischen antimykotischen Verbindungen eingesetzt (Croitoru und Roata, 2020) und
bieten ein erhebliches Potenzial fiir den Holzschutz bei geringerer Umweltbelastung.

Ein interessantes Beispiel ist Koffein, das als potenzielles natiirliches Fungizid identifiziert
wurde (Broda, 2020). Seine Wirksamkeit hidngt von der Konzentration, der Holzart und dem
Pilzstamm ab. Allerdings ist Koffein anfdllig fiir Auslaugung, was seine Verwendung im
AuBenbereich einschrinkt (Kwasniewska-Sip et al., 2018; Simtnkova et al., 2021).

Der Klimawandel stellt eine zusétzliche Herausforderung dar, da verdnderte Temperaturen und
Niederschlagsmuster die Dynamik des mikrobiellen Holzabbaus beeinflussen (Wang et al.,
2023). Dies erfordert angepasste Schutzstrategien.

Trotz des vielversprechenden Potenzials dieser neuen Ansdtze bleiben Fragen zur
Wirtschaftlichkeit und Skalierbarkeit offen. Das Thema Holzschutz bleibt dynamisch, mit
laufender Entwicklung neuer Behandlungsalternativen. Insgesamt zeichnet sich ein klarer
Trend zu nachhaltigeren Methoden des Holzschutzes ab, wobei sowohl innovative chemische
Verfahren als auch physikalische und konstruktive Maflnahmen an Bedeutung gewinnen. Diese
Entwicklung spiegelt das wachsende Bewusstsein fiir Umweltschutz und Nachhaltigkeit in der
Holzindustrie wider.

4.2. Dynamik der saprotrophen Gemeinschaft wiahrend des Holzabbaus

Der Holzabbau im Boden oder bei Bodenkontakt verlauft aufgrund ausreichender Feuchtigkeit
und einer Vielfalt konkurrierender holzzerstdrender Organismen in der Regel schneller
(Goodell et al., 2020). Holz besteht aus verschiedenen Zonen von der duBleren Rinde bis zum
inneren Kernholz, die jeweils eigene 0kologische Nischen fiir unterschiedliche mikrobielle
Gemeinschaften darstellen. Die Rinde, als erste Barriere gegen mikrobielle Besiedlung,
beherbergt anpassungsfiahige Mikroorganismen wie Aspergillus, Penicillium (McGee et al.,
2006) und Streptomyces (Kanchanasin et al., 2020), die extremen Umweltbedingungen wie
Austrocknung, UV-Strahlung und Temperaturschwankungen trotzen (Sakai, 2001; Kobayashi
& Aoyagi, 2019). Diese Gemeinschaften interagieren dynamisch mit Insekten, die als Vektoren
fiir den Transport von Mikroorganismen ins tiefere Holz dienen (Alves et al., 2016)

Das Splintholz, der &uBlere lebende Teil des Holzes, ist aufgrund seines Wasser- und
Nahrstofftransports attraktiver fiir Mikroorganismen als das Kernholz (Viotti et al., 2021). Das
Kernholz, der innere Teil ohne lebende Zellen, enthdlt mehr Gerbstoffe und Polyphenole
(Miranda et al, 2017), deren Toxizitit es vor Zersetzung schiitzt und zu geringeren
Dichteverlusten im Vergleich zum Splintholz fiihrt (Schowalter et al., 1998; Schilling et al.,
2015).

Holzzersetzende Pilze kolonisieren das Holz durch Sporen oder Myzelfragmente (Goodell et
al., 2020). Bei giinstigen Bedingungen keimen diese aus und bilden Hyphen, die sich durch
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Tiipfelkanile im Holz ausbreiten. In der anfanglichen Wachstumsphase suchen die Pilze nach
Néhrstoffen im Parenchym und bauen Biomasse auf. Dies aktiviert eine biochemische
"Maschinerie" in den Hyphen, die extrazellulire Enzyme zur Depolymerisierung und zum
Abbau von Holzbestandteilen freisetzt.

Der bakterielle Befall von Holz tritt am haufigsten bei untergetauchtem oder vergrabenem Holz
auf (Goodell & Nielsen, 2023). Unter aeroben Bedingungen mit niedrigem Sauerstoffgehalt
beginnt der Befall in nicht oder teilweise lignifizierten Geweben des Splintholzes, wie
Parenchym und Tiipfelmembranen. Das Kernholz wird aufgrund seiner toxischen Extrakte und
des geringeren Néhrstoffgehalts oft weniger angegriffen, dhnlich wie bei Pilzbefall.

Diese komplexen Interaktionen zwischen verschiedenen mikrobiellen Gemeinschaften,
Holzstrukturen und Umweltbedingungen bestimmen den Verlauf und die Geschwindigkeit des
Holzabbaus in Boden und bei Bodenkontakt.

Wihrend der 32-wochigen Inkubationszeit waren die Holzpriitkoérper im Inkubationsversuch
durch einen erhéhten Masseverlust (Abbildung 8) und eine reduzierte MOE (Abbildung 9)
gekennzeichnet. Interessanterweise waren diese Verdnderungen unabhidngig vom
urspriinglichen Bodenstandort, fiihrten jedoch zu dhnlichen Holzabbauraten. Jeder Standort
hatte eine spezifische mikrobielle Zusammensetzung, wobei keine allgemeine
Ubereinstimmung zwischen den Standorten hinsichtlich der dominierenden saprotrophen
Mikroorganismen festgestellt werden konnte.

Zwischen den Standorten wurde ein signifikanter Unterschied in der pilzlichen ITS-Gen-
Region und der bakteriellen 16S rRNA-Genkopienzahl beobachtet, was wahrscheinlich auf
Unterschiede in den Bodeneigenschaften zuriickzufiihren ist (Tabelle 3). Die physikalischen
und chemischen Bodeneigenschaften konnen entscheidende Parameter fiir die Verteilung von
Pilz- und Bakteriengemeinschaften in verschiedenen Umgebungen sein (Whitaker, 2009; Li et
al., 2015). Dariliber hinaus bestimmen Anpassungsmechanismen die Verbreitung von Pilzen
und Bakterien (Green & Bohannan, 2006; Whitaker, 2009; Hoppe et al., 2014).

Trotz der hohen Anzahl bakterieller Genkopien bleibt experimentell zu priifen, ob die
Bakteriengemeinschaft einen signifikanten Einfluss auf den Holzabbau durch Pilze hatte oder
ob ihre Priasenz eher zufillig war. Diese Frage wird durch die Studie von Hu und Yesilonis
(2021) unterstrichen, die die Zusammensetzung von Pilzen und Bakterien wihrend der
Holzzersetzung in sechs geméBigten Bergwildern untersuchten. Sie stellten fest, dass nur die
Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft signifikant mit dem Massenverlust des Holzes
korrelierte.

Diese Erkenntnisse verdeutlichen die Komplexitit der mikrobiellen Interaktionen beim
Holzabbau und unterstreichen die Notwendigkeit weiterer Forschung zur Rolle der bakteriellen
Gemeinschaften in diesem Prozess. Sie zeigen auch, dass trotz unterschiedlicher mikrobieller
Zusammensetzungen an verschiedenen Standorten dhnliche Holzabbauraten erreicht werden
konnen, was auf die funktionelle Redundanz in mikrobiellen Gemeinschaften hinweisen
konnte.

Es wurde angenommen, dass Pilze, die mit dem Abbau von Holzpriifkérper in Verbindung
gebracht werden konnen, eine hohere relative Abundanz an der Boden-Holz-Grenzfldache
aufweisen sollten als solche, die nur im Boden (Referenz) vorhanden waren. Hier waren die
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nicht geschiitzten Holzpriitkorper (H2O-Behandlung) relevant, da kein Schutzmittel den
Holzabbau durch die Pilze verhindern konnte. Dariiber hinaus konnte davon ausgegangen
werden, dass Pilze, die sowohl bei der H2O-Behandlung als auch bei einer Behandlung mit
Schutzmitteln eine hohe relative Abundanz aufweisen, auch mit dem Holzabbau in Verbindung
gebracht werden konnen. Demnach ist es moglich, dass das Vorhandensein von ungeschiitztem
Holz die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft im Boden verschoben hat. Eine hohe
Abundanz der entsprechenden Pilzgattungen wurde zuvor in Umgebungen gefunden, die Holz
ohne Holzschutzmittel enthalten (Kaltseis ez al., 2009; Novinscak et al., 2009; Liu et al., 2012a;
Hoppe et al., 2014). Demzufolge konnten die folgenden Gattungen zu der holzabbauenden
Pilzgemeinschaft gehoren: Chaetomium, unkl. Chaetosphaeriaceae, Conlarium, Geastrum,
Pluteus, Pseudallscheria und Scedosporium (Tabelle B 1 bis Tabelle B 5 im Anhang).

In Abwesenheit von kupferhaltigen Behandlungen (H20 und TriQAC) waren Mitglieder der
Pilzgattungen Geastrum und Pluteus (beide Agaricomycetes) sowie Conlarium, nicht
klassifizierte Chaetosphaeriaceae und Scedosporium (alle drei Sordariomycetes) in hoher
relativer Abundanz vorhanden. Dies variierte im Laufe der Zeit fiir die Gattung Geastrum, die
nur in jeder Behandlung von Siidfrankreich vorkam. Von einigen Geastrum-Arten ist bekannt,
dass sie saprotroph sind (Hibbett e al., 2014), und sie zeigten in dieser Studie eine zunechmende
relative Abundanz wihrend der Inkubationszeit. Hingegen war Pluteus nur bei den H,O- und
TriQAC-Behandlungen in Siidfrankreich in hoher Abundanz prisent, was darauf schlieBen
lasst, dass kupferhaltige Holzschutzmittel einen Einfluss auf diese Gattung hatten. Viele der in
dieser Studie untersuchten holzabbauenden Pilze sind der Klasse der Agaricomycetes
zuzuordnen. Diese sind effiziente Abbauer persisitenter Biopolymeren wie Lignin und dafiir
bekannt, dass sie Peroxidasen mit hohem Redoxpotential ausscheiden (Liers ef al., 2013). Die
Gattung Conlarium gehort zur Familie der Annulatascaceae und die meisten Arten dieser
Familie wurden aus SiiBwasserlebensrdumen in tropischen und geméBigten Gebieten
nachgewiesen (Zhang et al., 2017). Die Arten scheinen auf untergetauchtem Holz iiberwiegend
saprobisch zu sein, aber einzelne Arten sind auch auf abgestorbenen Blattstielen von Palmen,
untergetauchten Gréaserstimmen und verwesendem Bambus bekannt. Die relative Abundanz
nicht klassifizierter Chaetosphaeriaceae nahm in Mitteldeutschland bei der H2O-Behandlung
und in Nord- und Mitteldeutschland sowie Stidfrankreich bei der TriQAC-Behandlung wihrend
der Inkubationszeit zu (Tabelle B 2, Tabelle B 2 und Tabelle B 4 im Anhang). Die nicht
klassifizierten Chaetosphaeriaceae hingegen waren in den kupferhaltigen Holzschutzmitteln
gar nicht oder nur in sehr geringer Abundanz vorhanden, so dass auch hier ein Einfluss des
Kupfers erkennbar ist. Chaetosphaeriaceae sind in der Lage, sich auf zersetzten
Pflanzensubstraten zu vermehren und sind weltweit verbreitet (Fernandez & Huhndorf, 2005).
Ihre Fruchtkorper (Ascomata) befinden sich oft auf entrindetem und stark abgebautem Holz,
das sich auf oder in Bodennéhe befindet.

Die Zusammensetzung der Pilze verdnderte sich im Laufe der Zeit wihrend des Holzabbaus.
So erkannte bereits Garrett (1963) ein Muster von Pilzen beim Abbau von holzigem Gewebe
im und tiber dem Boden und unterteilte es in drei Phasen (Ké&érik, 1975). In der ersten Phase
wird das Holz von priméren saprophytischen Pilzen besiedelt, die leicht verfiigbare Zucker und
Kohlenstoffverbindungen verwerten, die einfacher sind als Cellulose. In der zweiten Phase
dominieren Celluloseabbauer in Verbindung mit sekundéren saprophytischen Zuckerpilzen, die
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die Produkte des Celluloseabbaus verwerten. In der dritten Phase schlieBlich fungieren die
Basidiomycota als Ligninabbauer. Die von Garrett (1963) beschriebene Abfolge der Pilze
wihrend des Holzabbaus in drei Phasen wurde mit der taxonomischen Zusammensetzung
wéhrend der 32-wochigen Inkubation abgeglichen. Dabei wurden die drei Phasen den 32
Wochen zugeordnet, die im Folgenden erldutert werden. Insgesamt waren ligninolytische
und/oder cellulolytische Ascomycota (Sordariomycetes) und Basidiomycota (Agaricomycetes)
am héufigsten vorhanden.

In der ersten Phase (8 bis 16 Wochen) war die Gattung Scedosporium, die zum Phylum
Ascomycota und der Klasse Sordariomycetes gehort, in Nordfrankreich die einzige Gattung,
die unabhéngig von der Behandlung in der hochsten relativen Abundanz nachgewiesen wurde

(

Tabelle B 3 im Anhang). Ascomycota konnen Moderfdaule verursachen, die zu einer
Erweichung von nassem Holz fiihrt (Fackler & Schwanninger, 2012). Sollten Ascomycota
wéhrend des Holzabbaus primér auf labile Kohlenstoffquellen abzielen, konnte dies ihre hohe
relative Héaufigkeit zu Beginn des Abbaus erkldren und es ihnen ermdglichen, wihrend des
gesamten Abbauprozesses in hoher relativer Hiufigkeit zu verbleiben (Vivelo & Bhatnagar,
2019). Im Gegensatz dazu war das Phylum Basidiomycota im Inkubationsversuch zwar
weniger vertreten als Ascomycota, jedoch waren die Gattungen Coprinellus, Cryptococcus,
Geastrum, Lacrymaria und Pluteus zu Beginn des Abbauprozesses der Holzpriifkorper in hoher
relativer Abundanz vorhanden (Tabelle B 1 bis Tabelle B 5 im Anhang). Mit Ausnahme von
Cryptococcus gehoren die iibrigen identifizierten Gattungen zu den Agaricomycetes (Kersten
& Cullen, 2014). ). Diese Beobachtung ist besonders relevant, da frithere Studien gezeigt haben
(Smith & Peay, 2021), dass die relative Hiufigkeit von Agaricomycetes positiv mit dem
Massenverlust des Holzes korreliert. Die Dominanz der Agaricomycetes in diesem Kontext ist
plausibel, da diese Klasse viele bekannte holzzerstérende Pilze umfasst (van der Wal ef al.,
2015). Ein wichtiger Aspekt ihrer Okologie ist, dass die Arten im Boden physisch mit den
Myzelien verbunden sein konnen, die dariiber liegendes holziges Material aktiv zersetzen
(Purahong et al., 2019; Makipaa et al., 2017). Diese Verbindung ermdglicht es den Pilzen,
Ressourcen effizient zu nutzen und den Abbau von Holz iiber gréfere Distanzen zu
koordinieren.

Zu den zahlreichen Vertretern der Weilfdule gehdren auflerdem die Gattungen Coprinellus,
Lacrymaria und Pluteus (Dix & Webster, 1995; Vaz et al.,, 2017). Demnach werden
Coprinellus-Arten als spdte Fiulnispilze charakterisiert, die dafiir bekannt sind, Holz
abzubauen, das durch andere Abbauprozesse chemisch und physikalisch verdndert wurde
(Oliver et al., 2010). Die Gattungen Coprinellus, Lacrymaria sowie nicht klassifizierte
Pezizaceae waren hauptséchlich in der Cu-Behandlung in Nordfrankreich vorhanden (

Tabelle B 3 im Anhang). Die Familie der Pezizaceae deckt ein breites Spektrum an Nischen ab
und fruchtet auf allen Arten von Boden, Dung und Holz (Hansen et al., 2001). Unabhéngig von
der Art der Behandlung wurde die pilzliche Gemeinschaftsstruktur insbesondere in Nord- und
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Mitteldeutschland vorwiegend von den Gattungen Cryptococcus (Filobasidiaceae und Ordnung
Tremellales, Familie incertae sedis) und Mortierella dominiert (Tabelle B 1 und Tabelle B 2 im
Anhang). Die Gattung Cryptococcus ist in der Natur weit verbreitet und dafiir bekannt, das
lignolytische Enzym Laccase zu produzieren (Ikeda ef al., 2002; Singhal & Thakur, 2009). Als
primére 0kologische Nische dient dieser Gattung verrottendes Holz von Bdumen (Alvarez et
al., 2013). Die Gattung Mortierella gehort zur Ordnung Mucorales, der grofften Gruppe der
Zygomycota (Kjeller & Struwe, 2002) und wéchst bevorzugt auf zucker- und
kohlenhydratreichen Pflanzenresten in Boden (Ottow, 2011). Mitglieder der Mucorales sind
nicht in der Lage, Polysaccharide wie Cellulose und Lignin abzubauen, aber sie dringen schnell
in organisches Material ein und verwerten 16sliche Zucker in Konkurrenz zu Bakterien in der
Anfangsphase des Zersetzungsprozesses in Streu und Boden (Carlile & Watkinson, 1996;
Kjoller & Struwe, 2002). Arten der grofen Gattung Mortierella haben unterschiedliche
Fahigkeiten. Sie sind auf den Chitinabbau spezialisiert und produzieren Enzyme wie B-N-
Acetylglucosaminidase (Hodge ef al., 1995; Kjoller & Struwe, 2002).

Die zweite Phase des Holzabbaus (16 bis 24 Wochen) wurde vorrangig durch die
Sordariomycetes und Eurotiomycetes dominiert. Die Sordariomycetes sind eine der grofBten
Klassen innerhalb der Ascomycota und fungieren in fast allen Okosystemen unter anderem als
Saproben, die an der Zersetzung und dem Néhrstoffkreislauf von Pflanzenstreu - einschlieBlich
Holz beteiligt sind (Zhang et al., 2006). Zu den wichtigen Taxa gehort Chaetomium, ein
wichtiger cellulolytischer Organismus, der fiir die Zerstorung von Papier und Stoffen
verantwortlich ist. Chaetomium wurde vor allem bei der CuTriQAC-Behandlung beobachtet
(Tabelle B 1 bis Tabelle B 5 im Anhang). Fiir Chaetomium globosum ist nachweislich bekannt,
dass diese Art den Gehalt an Hemicellulose und Cellulose im Holz reduzieren kann (Popescu
et al., 2011). Die meisten Mitglieder der Sordariomycetes sind terrestrisch, und das Leben in
aquatischen Habitaten wird als ein abgeleiteter Charakter fiir die Klasse angesehen (Samuels &
Blackwell, 2001; Zhang et al., 2006). Ebenso gehoren die Gattungen Scedosporium und
Pseudallescheria zu den Sordariomycetes. Wahrend Scedosporium in Nordfrankreich eine
hohe relative Abundanz in allen Behandlungen hatte (

Tabelle B 3 im Anhang), wurde bei der Behandlung mit CuTriQAC eine Zunahme der relativen
Abundanz von Pseudallescheria und Chaetomium beobachtet. Diese Zunahme kann als
Ursache fiir den erhohten Masseverlust angesehen werden. Als Vertreter dieser Familie wurde
Pseudallescheria angusta ndher beschrieben, ein vielversprechender Mikroorganismus fiir die
biologische Modifikation von Holz aufgrund seiner ligninolytischen Aktivitdt und seiner
Féhigkeit, auf Holz zu wachsen (Guisado et al., 2012). Scedosporium apiospermum hingegen
besitzt keine lignocellulolytische Enzymaktivitit, kann aber Cellulose metabolisieren und somit
die Fahigkeit zum Holzabbau haben (Han ef al., 2020).

Eurotiomycetes kdnnen eine Vielzahl von organischen Substraten abbauen, manchmal unter
den schwierigsten osmotischen und thermischen Bedingungen (Geiser ef al., 2015). Zu dieser
Klasse gehort die Gattung Penicillium (Familie Trichocomaceae), die durch die
bemerkenswerte Zunahme von 70 % in der Cu-Behandlung nach 16 Wochen Inkubation in
Mitteldeutschland aufgefallen war und so mit der Zunahme des Masseverlustes einher ging
(Tabelle B 2 im Anhang). Dariiber hinaus traten mit fortschreitendem Masseverlust der
Holzpriifkbrper Penicillium in der CuTriQAC- Behandlung und nicht klassifizierte
Trichocomaceae in der Cu-Behandlung in Siidfrankreich auf (Tabelle B 4 im Anhang).
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Penicillium-Arten konnen aufgrund ihrer Fahigkeit, Cellulose effizient abzubauen, eine
dominante Rolle beim biologischen Holzabbau spielen, insbesondere in Walddkosystemen
(Christensen et al., 2000; Zehra et al., 2018). Aufgrund dieser Fahigkeit produzieren viele
Penicillium-Arten Enzymsysteme mit guter Leistung beim Abbau von Lignocellulosematerial
und konnen eine Vielzahl von Holzsubstraten angreifen.

Auch in der dritten Phase des Holzabbaus (24 bis 32 Wochen), in der nach Garrett (1963)
vorrangig Pilze, die Lignin abbauen, vorhanden sein sollen, war die Gattung Penicillium in der
Cu-Behandlung in Nord- und Mitteldeutschland sowie in Siidfrankreich in hoher relativer
Abundanz vorhanden (Tabelle B 1, Tabelle B 2 und Tabelle B 4 im Anhang). Penicillium sp.
kann neben celluloseabbauenden auch ligninabbauenden Enzymen sezernieren und somit auf
Holz Schiden verursachen (Singh & Flegel, 1986). Im Gegensatz zum Holzabbau bestehen die
Pilze beim Abbau von Streu hauptséchlich aus celluloseabbauenden Pilzen, umfassen aber auch
Lignin- und Chitinabbauer von Gattungen wie Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Acremonium und Mortierella. Die Gattung Fusarium wurde als einer der stirksten
Ligninabbauer in Waldbdden beschrieben mit ligninabbauenden Enzymaktivititen, wie z.B.
Laccase und Ligninperoxidase (Lozovaya et al., 2006). Zum Schluss der 32-wdochigen
Inkubation konnte auch hier beobachtet werden, dass vermehrt Gattungen auftraten, die mit
Ligninabbau in Verbindung gebracht werden koénnen (Penicillium und Fusarium). Die
Verschiebungen in der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft gingen mit einer Zunahme der
Masseverluste einher. Da zu erwarten war, dass ein oder wenige Pilze beim Holzabbau
dominieren (van der Wal et al., 2015), konnte ein Zusammenhang durch eine Zunahme der
relativen Abundanz bestimmter Gattungen mit dem Holzabbau bestehen. Nach 32 Wochen
Inkubation dominierten in den nicht kupferhaltigen Behandlungen hauptsichlich die Gattungen
Conlarium sowohl in Norddeutschland als auch in Portugal (Tabelle B 1 und Tabelle B 5 im
Anhang), Pluteus in Sidfrankreich (Tabelle B 4 im Anhang) und nicht klassifizierte
Chaetosphaeriaceae in Mitteldeutschland (Tabelle B 2 im Anhang). Diese Gattungen gingen
mit einem zunehmenden Masseverlust einher und waren somit hauptsichlich fiir den Holzabbau
bei den nicht kupferhaltigen Behandlungen verantwortlich. Da die nicht klassifizierten
Chaetosphaeriaceae mit Kupferzusatz in der Behandlung nicht vorhanden waren, wire es
moglich, dass Kupfer sowohl die Besiedlung der Holzpriitkérper als auch die Vermehrung
beeintrachtigt.

Wie in der Studie von Lee et al. (2020) hat auch diese Studie relativ wenige dominante Pilztaxa
als bekannte Saprotrophe oder Mitglieder des Stammes Basidiomycota identifiziert. Aufgrund
der Substratspezifitdit wurde erwartet, dass mikrobielle Taxa, die eine Schliisselrolle beim
Abbau spielen, in diesen Gemeinschaften am hédufigsten und reichlich vorhanden sein wiirden.
Stattdessen wurden hauptsidchlich Ascomycota gefunden. Dieses Ergebnis konnte zum Teil ein
begrenztes Verstindnis dariiber widerspiegeln, wie Ascomycota zum Abbau beitragen (Vivelo
& Bhatnagar, 2019; Lee et al., 2020; Osono, 2020; Zanne ef al., 2020). Alternativ deutet dieses
Muster darauf hin, dass die Faulnisfunktionen unter den Mitgliedern der holzzerstérenden
Gemeinschaft gut verteilt sein kdnnten, wobei verschiedene Mitglieder dhnliche Funktionen in
verschiedenen Holzarten iibernehmen (Lee ef al., 2020).

Das von Garrett (1963) beschriebene Muster konnte somit auf diese Studie iibertragen werden,
da zu Beginn Pilze vertreten waren, die ausschlieBlich leicht verfiigbare Zucker und
Kohlenstoffverbindungen verwerten. Dariiber hinaus waren auch Pilze vorzufinden, die zu den
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Vertretern der Wei3fdule gehdren. Mit fortschreitendem Masseverlust der Holzproben traten in
der zweiten Phase neben den cellulolytischen Pilzen auch Pilze mit ligninolytischer Aktivitdt
auf. Die dritte Phase war durch ein vermehrtes Auftreten von Gattungen gekennzeichnet, die
mit dem Ligninabbau in Verbindung stehen.

Zu Beginn des Holzabbaus sollten vermutlich Bakterien am zahlreichsten vorhanden sein,
aufgrund der leicht zugénglichen Verbindungen mit niedrigem Molekulargewicht, die wahrend
des friihen Abbaus vorhanden sind oder durch Pilzaktivititen freigesetzt werden (Boer & van
der Wal, 2008; Johnston et al., 2016). Wahrend des Holzabbaus wiirden schlieBlich die
Bakterien von den Pilzen verdringt, sobald sich diese etabliert haben und die labilsten
Holzbestandteile verbraucht wurden (Clausen, 1996; Johnston et al., 2016). Nichtsdestotrotz
lieBen sich keine Unterschiede in der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft im
Laufe der Inkubationszeit erkennen. Bakterien, die vorhanden waren, dnderten sich nicht stark
in ihrer Abundanz. Ahnliche Daten konnten auch in einer Studie von Kielak et al. (2016)
erhoben werden, in der gezeigt wurde, dass sich Bakteriengemeinschaften wéhrend des
Holzabbaus weniger drastisch verdndern als Pilzgemeinschaften. Der Masseverlust in
Holzpriitkorpern ist wahrscheinlich in erster Linie auf die Zusammensetzung der
Pilzgemeinschaft zuriickzufiihren, da Féaulnispilze die grofte biologische Bedrohung fiir Holz,
das im Freien oder anderswo unter feuchten Bedingungen verwendet wird, darstellen (Jones &
Brischke, 2017; Brischke et al., 2020). Nichtsdestotrotz haben auch Bakterien wichtige
Funktionen beim Holzabbau, wobei gemischte Bakteriengemeinschaften ein groferes
Abbaupotenzial von Holz haben als einzelne Arten (Schmidt & Liese, 1994), ein Hinweis
darauf, dass der Beitrag von Bakterien zum Holzabbau moglicherweise unterschétzt wurde
(Johnston et al., 2016). Allerdings ist liber diese Funktionen sowie iiber die Untergruppe
spezifischer Taxa, die als bakterielle Verursacher fungieren, viel weniger bekannt als iiber Pilze
(Clausen, 1996; Stursova et al., 2012; Johnston et al., 2016; Lee et al., 2020). Johnston et al.
(2016) gehen allerdings davon aus, dass der Gesamtbeitrag von Bakterien in Bezug auf den
Abbau im Vergleich zu Pilzen wahrscheinlich vernachldssigbar ist, da Pilze aufgrund ihrer
GroBe und ihres besseren Zugangs zum Material auch in der Lage sind, Holz schneller
abzubauen. Zudem wiesen Johnston et al (2019) und Christofides et al. (2019) in
experimentellen Versuchsanordnungen starke gerichtete Effekte von Pilzen auf Bakterien nach:
Sie beimpften Holzstiicke mit bekannten holzzersetzenden Pilzen und beobachteten darauthin,
dass die Entwicklung der nachfolgenden Bakteriengemeinschaften stark von der Identitét der
beimpften Pilze abhing (Odriozola et al, 2021). Somit konnten die Wechselwirkungen
zwischen Pilzen und Bakterien vor allem durch den Einfluss der Pilzgemeinschaften auf die
Bakteriengemeinschaften moduliert werden (Odriozola et al., 2021). Die Zusammensetzung
und Dynamik mikrobieller Gemeinschaften beim Holzabbau werden durch komplexe
Wechselwirkungen zwischen Pilzen und Bakterien beeinflusst, was erhebliche Auswirkungen
auf den Abbauprozess hat (Boer et al., 2005; Folman et al., 2008; Weilhaupt et al., 2013; Lee
et al.,2020).

Diese Interaktionen konnen verschiedene Formen annehmen, von Endosymbiose und
Mutualismus bis hin zu Parasitismus und Prédation, und spielen eine wichtige Rolle bei der
Verdnderung ihrer gemeinsamen Umwelt (Boer ef al., 2005; Boer et al., 2010; Lee et al., 2020).
Diese Interaktionen beeinflussen wahrscheinlich die Umweltbedingungen im Totholz. Obwohl
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das Wissen tiber die spezifischen bakteriell-pilzlichen Interaktionen im Totholz begrenzt ist,
wurde gezeigt, dass die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft von mehreren
Faktoren abhéngt, einschlieBlich des Zersetzungsstadiums (Christofides et al., 2019), der
Baumart (Moll et al., 2018) und der Art des Totholzes in gemaBigten Waldern (Tléaskal et al.,
2017).

Ein wichtiger Aspekt dieser Interaktionen ist die Rolle der Pilze bei der Néhrstoffaufnahme aus
dem Boden. Pilze bauen iiber ihre Hyphen Néhrstoffe im Boden ab, um ihr Wachstum und ihre
Aktivitit zu fordern (Philpott ef al, 2014; Rinne et al, 2016; Tlalka et al., 2008).
Bodenbakterien kdnnen durch ihre Schliisselrolle im Stickstoffkreislauf des Bodens indirekt an
der Holzzersetzung beteiligt sein (Crowther et al., 2019). Umgekehrt kann die Freisetzung von
Substrat und die Bildung von Pilzbiomasse wéhrend der Holzzersetzung die bakterielle
Gemeinschaft im Boden beeinflussen, etwa durch Versauerung des Substrats, Pilzmetaboliten
oder abbaubare C-Quellen (Viotti et al., 2021; Kielak, et al., 2016; Hoppe et al., 2015).

Trotz der offensichtlichen Bedeutung dieser Wechselwirkungen sind die spezifischen
Beziehungen zwischen der bakteriellen Bodengemeinschaft und der Holzzersetzung bisher nur
wenig dokumentiert (Bani et al., 2018). Es bleibt unklar, inwieweit die Interaktionen zwischen
Pilzen und Bakterien den Abbau im Verhéltnis zu den Umweltfaktoren innerhalb verschiedener
Holzarten beeinflussen (Lee et al., 2020).

Da mehrere Actinobacteria auch eine bedeutende Funktion beim Abbau von Cellulose und
Lignocellulose im Boden haben, konnen sie in solchen Umgebungen wichtige Abbauer
organischer Substanz sein (Vétrovsky & Baldrian, 2015). Daher kann eine enge
Zusammenarbeit zwischen Pilzen und Bakterien bei der Zersetzung von lignocellulosehaltigem
Material ein weit verbreiteter und 6kologisch wichtiger Aspekt der Pilz-Bakterien-Interaktion
sein (Hoppe et al., 2014). Die komplexen mikrobiellen Interaktionen beim Holzabbau und die
Tatsache, dass viele holzbewohnende Bakterien noch unerforscht sind, unterstreichen die
dringende Notwendigkeit weiterer Forschung. Zukiinftige Studien sollten darauf abzielen, ein
umfassenderes Verstindnis der mikrobiellen Okologie des Holzabbaus zu entwickeln,
insbesondere im Hinblick auf die Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Pilzen und deren
Beitrag zum Abbau von geschiitztem und ungeschiitztem Holz.

4.3. Holz und die Unterschiede in der phylogenetischen Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaften

Die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft und die Abbaumuster von Holz konnen
sich innerhalb weniger Millimeter dndern, sodass eine hohe Auflosung des Holzabbaus
innerhalb des Holzes notwendig ist, um saproxylische und assoziierte mikrobielle
Gemeinschaften zu unterscheiden (Schwarze, 2007). Hinzu kommt die Verwendung von
Holzschutzmitteln, die die phylogenetische Zusammensetzung veréindern konnen. Bevor Holz,
in diesem Fall Splintholz, im Aufenbereich verwendet werden kann, wird das gesamte Holz
mit einer Kombination aus Vakuum und Druck mit Holzschutzmitteln impragniert. Dabei sind
die Schutzmittelkonzentrationen im Holz in den ersten 10 mm bis in den Splint hinein nahezu
gleich (Schultz et al., 2014). Allerdings sind in diesen gleichen Tiefen die Fixierung und
Auswaschung von Holzschutzmitteln kritisch, da dies die Bioverfligbarkeit von
Holzschutzmitteln im Holz und an der Boden-Holz-Grenzflache beeinflusst (Richardson, 1993;
Schultz et al., 2014). Innerhalb von Holz ohne Holzschutzmittel wurden bereits rdumliche
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Gradienten von saproxylischen Mikroorganismen nachgewiesen, die hauptsdchlich auf
chemischen und physikalischen Barrieren beruhen (Schwarze, 2007; Moll et al., 2018). Um
Unterschiede in der rdumlichen Auflosung von Pilzen und Bakterien zu bestimmen, wurden
dementsprechend Proben sowohl von der Boden-Holz-Grenzfliche als auch aus zwei
Holztiefen untersucht. Die Gammasterilisation der Holzpriitkdrper vor der Freilandexposition
erfiillte mehrere entscheidende Funktionen im Rahmen des Experiments. Primér gewéhrleistete
sie einen identischen mikrobiellen Ausgangsstatus aller Priifkdrper, was die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse erheblich verbesserte (Curling & Winandy, 2008). Durch die zuverldssige
Eliminierung sdmtlicher im Holz vorhandener Mikroorganismen, einschliefSlich
endophytischer Pilze und Bakterien, schuf die Bestrahlung eine sterile Ausgangssituation. Dies
ermdglichte eine prizise Beobachtung und Analyse der Kolonisierung und des anschliefenden
Abbaus durch neu einwandernde mikrobielle Gemeinschaften, ohne Interferenz durch bereits
vorhandene Endophyten. In diesem kontrollierten Umfeld basierte die rdumliche Variation in
der Zusammensetzung und Genkopienzahl der Pilz- und Bakteriengemeinschaft auf mehreren
Faktoren: der Biodiversitit des jeweiligen Feldstandortes, der Art der verwendeten
Holzschutzmittel, den einheimischen chemischen und physikalischen Barrieren im Holz sowie
den Verdnderungen in Konzentration und Zusammensetzung der Schutzmittel wéhrend der
Inkubationszeit. Diese Methodik ermoglichte es, die spezifischen Auswirkungen der
Umgebungsmikroorganismen auf den Holzabbau unter Beriicksichtigung verschiedener
Einflussfaktoren prizise zu untersuchen.

Bei der Betrachtung der phylogenetischen Zusammensetzung und somit der Verteilung der
Pilzfamilien wurde deutlich, dass es nicht nur Unterschiede zwischen der Boden-Holz-
Grenzfliche und dem Holz, sondern auch zwischen Nord- und Mitteldeutschland bestanden
(Abbildung 20). Die Zusammensetzungen der Pilzgemeinschaften in Mitteldeutschland
unterschieden sich von denen in Norddeutschland (Abbildung 22), jedoch waren die Mehrzahl
der abundanten Mitglieder beider Gemeinschaften in &dhnlicher Weise als Abbauer von
Holzbestandteilen bekannt (Deacon ef al., 2006; Raberg et al., 2013). Im Gegensatz dazu wurde
kein signifikanter ~Unterschied zwischen den Standorten in der bakteriellen
Gemeinschaftszusammensetzung in der Boden-Holz-Grenzfliche sowie des Referenzbodens
festgestellt (Abbildung 25). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Inkubationsversuchen
im Labor, bei denen jeder Standort eine spezifische Gemeinschaftszusammensetzung erkennen
lieB. Mit Cu- und CuTriQAC-behandeltes Holz verdnderte die Zusammensetzung der
Bakterien- und, in geringerem MaBe, der Pilzgemeinschaft im Holz im Vergleich zu
entsprechend mit H>O-behandeltem Holz und bewirkte eine Selektion einiger Gattungen. Die
Kopienzahl von Pilzen wurde durch CuTriQAC-behandelte Holz effizienter reduziert, aber
nicht von Bakterien im Vergleich zu entsprechend mit H>O behandeltem Holz (Abbildung 18
& Abbildung 19). AuBBerdem waren die Pilz-basierten Genkopien in Norddeutschland mit einer
langen Vorgeschichte von kupferbasierten Behandlungen im 1 mm und 7 mm mit CuTriQAC
behandelten Holz hoher als in Mitteldeutschland. Sowohl die Diversitét der Pilz- als auch der
Bakteriengemeinschaft nahmen von der Boden-Holz-Grenzfliche bis ins Holz hinein ab,
insbesondere bei den kupferhaltigen Behandlungen. Dabei wiesen die mit H>O behandelten
Holzpriitkorper eine groflere Diversitit auf als die kupferhaltig behandelten Holzpriifkdrper
(Abbildung 21 & Abbildung 24).
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Demnach wurde die hochste pilzliche Anzahl an Genkopien in der Boden-Holz-Grenzfldche
der H,O-Behandlung in Norddeutschland nachgewiesen (Abbildung 18 I), die durch eine hohe
relative Abundanz von Mitgliedern der Gattungen Exophiala und Cryptococcus sowohl in der
Boden-Holz-Grenzfliche als auch im Referenzboden dominiert wurde (Tabelle C 1 im
Anhang). Zudem dominierte Cryptococcus auch mit hoher relativer Abundanz die Boden-Holz-
Grenzflache der Cu- und CuTriQAC-Behandlungen, was mit den Labor-Inkubationsstudien
iibereinstimmte. Dariiber hinaus waren Mitglieder dieser Gattung auch in Norddeutschland im
Holz vorhanden, allerdings in geringerer relativer Abundanz, so dass sie vermutlich ebenfalls
an Holzabbauprozessen beteiligt waren. Im Gegensatz dazu waren Mitglieder der Gattung
Cryptococcus in Mitteldeutschland hauptsédchlich nur im Boden vorhanden, so dass Mitglieder
anderer Pilzgattungen in Mitteldeutschland vermutlich bessere Konkurrenten waren als in
Norddeutschland (Tabelle C 1 und Tabelle C 2 im Anhang). In dhnlicher Weise wurden
Mitglieder der Gattung Trichosporon hauptsidchlich im Boden, nicht aber im Holz gefunden,
was mit fritheren Ergebnissen iibereinstimmt (Randhawa et al., 2001). Mitglieder der Gattung
Trichoderma waren in der zweiten Holztiefe im H,O-behandelten Holz an beiden Standorten
dominant und sie wurden als holzbewohnende Mikropilze mit hoher antagonistischer Aktivitit
hauptsédchlich gegen Braunfdulepilze beschrieben (Bruce & Highley, 1991). Diese Gattung ist
besonders erfolgreich, da sie ein guter Konkurrent um Nahrstoffe ist und durch die Produktion
von Siderophoren Eisenchelate bildet, die das Wachstum anderer Mikroorganismen reduzieren
(Contreras-Cornejo et al., 2016; Torres-Cruz et al., 2018). Dartiber hinaus zeigen Mitglieder
der Gattung Trichoderma eine breite Toleranz gegeniiber einer Vielzahl von Schwermetallen
in unterschiedlichen Konzentrationen. Dementsprechend wurde Trichoderma virens als
Bodeninokulant eingesetzt, um die Phytoremediation und die Pflanzenbiomasse zu fordern,
indem Pflanzen vor den wachstumshemmenden Effekten von Schwermetallen geschiitzt
werden (Babu et al., 2014; Torres-Cruz et al., 2018). Interessanterweise waren Mitglieder
derselben Gattung in der Lage, Tebuconazol allein abzubauen (Obanda & Schupe, 2009; Woo
et al., 2010), sodass vermutlich die Cu- und Cu-Co-Biozid-Kombination, und nicht
Tebuconazol allein, die Besiedlung von Cu- und CuTriQAC- behandeltem Holz durch
Trichoderma-Arten verhindert. Diese Beobachtung unterstreicht die Anpassungsfidhigkeit
bestimmter Pilzgattungen an verschiedene chemische Umgebungen und die Notwendigkeit,
Holzschutzmittel als komplexe Systeme zu betrachten.

Die Resistenz gegen Triazole, zu denen auch Tebuconazol gehort, basiert auf verschiedenen
Mechanismen. Einer der hidufigsten, insbesondere bei Candida-Arten, ist die Mutation im
Ergl1-Gen, das fiir das Enzym 14a-Demethylase kodiert (Handelman & Osherov, 2022). Diese
Mutationen konnen die Bindung von Triazolen an das Enzym reduzieren und somit ihre
fungizide Wirkung abschwichen. Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die erhohte
Produktion von Ergosterol durch Uberexpression vieler Gene des Ergosterol-Stoffwechsels.
Dies ermoglicht es den Pilzzellen, die durch Triazole verursachte Hemmung der
Ergosterolsynthese zu kompensieren und ihre Membranintegritidt aufrechtzuerhalten. Diese
Erkenntnisse verdeutlichen die evolutiondre Anpassungsfahigkeit von Pilzen an antimykotische
Substanzen und unterstreichen die Herausforderungen bei der Entwicklung effektiver und
langfristiger Holzschutzmittel. Sie zeigen auch, dass die Wirksamkeit von Holzschutzmitteln
nicht nur von einzelnen Komponenten abhingt, sondern von der gesamten Formulierung und
ithrer Interaktion mit der mikrobiellen Umwelt.
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Bei ciner fritheren Studie von Clubbe (1978, 1980) wurden Pilze aus unbehandelten Birken-
und Kiefernholzpfahlen isoliert (Raberg ef al., 2013). Im Verlauf des Holzzerfalls wurde eine
Abfolge von Pilzarten beobachtet, die in drei Phasen eingeteilt wurde. Zu Beginn der Abfolge
dominierten primdre Schimmelpilze wie Fusarium spp. und Aureobasidium pullulans, was
auch auf unsere Ergebnisse zutreffend ist (Tabelle C 1 und Tabelle C 2 im Anhang). In der
zweiten Phase wurden Moderfaulepilze wie Phialophora spp. und Humicola sp. identifiziert.
Nur ein kleiner Anteil der Gattung Phialophora wurde in unserer Studie nachgewiesen, jedoch
wurden in der Studie von Clubbe (1978, 1980) die Testholzpfahle nach 96, 363 und 591 Tagen
freigelegt, sodass es auf diese Studie bezogen moglich wére, dass sich der Pilz noch nicht auf
dem Holz geniigend vermehrt hitte und eine natiirliche Verschiebung der Gattungen auf dem
Feld noch vollzogen wiirde. In der dritten Phase wurden Basidiomycetes mit zundchst
schwachen Abbauarten nachgewiesen, gefolgt von der Etablierung von Pilzen, die die
Weillfaule verursachen. Diese Féulnispilze wurden von sekunddren Schimmelpilzen wie
Trichoderma viride begleitet (Clubbe (1978, 1980)).

Die dominierenden Bakterien an beiden Standorten gehorten zur Familie der Bradyrhizobiaceae
und zu den Gattungen Methylobacterium, Pseudomonas und Sphingomonas. Die Mehrheit
dieser Gattungen wurden als atmosphirische stickstofffixierende Bakterien (Diazotrophe)
beschrieben (Madhaiyan et al., 2015). Eine Untersuchung des diazotrophen Schliisselgens, das
fir Dinitrogenase-Reduktase (nifH) kodiert, hatte als Ergebnis Sphingomonas- und
Methylobacterium-ahnliche Sequenzen in einer Gemeinschaft von Totholzzersetzern (Hoppe et
al., 2014). Dies legt nahe, dass auch in dieser Studie diazotrophe Bakterien vorhanden waren.
Diazotrophe Aktivitdt ist eine sehr niitzliche bakterielle Eigenschaft in stickstofflimitierten
Umgebungen wie Kiefernholz, und sie konnen zur Anreicherung des Stickstoffgehalts im Holz
beitragen (Mékipdd et al., 2018). Des Weiteren wurden diazotrophe Bakterien bei der
Besiedlung von Picea abies vor allem in mittleren Zerfallsstadien gefunden (Hoppe et al., 2014;
Hoppe et al., 2015). Dariiber hinaus wurde die Zusammenarbeit von Diazotrophen und
holzféulnisférdernden Pilzen gezeigt (WeiBBhaupt et al., 2011), was darauf hindeutet, dass
diazotrophe Aktivitdt nicht nur fiir intrazellulire Zwecke genutzt wird, sondern auch
gemeinsam innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft im Kiefernholz. Weitere Forschung ist
notwendig, um die Funktionsweise der bakteriell-pilzlichen Interaktionen im Prozess der
Zersetzung von mit Holzschutzmittel behandeltem Totholz zu verstehen.

Obwohl es zu einem Verlust der mikrobiellen Diversitdt kommt, bleiben Pilze und Bakterien
im Holz vorhanden, die sowohl die Fihigkeit zum Holz- als auch zum Biozidabbau besitzen
sowie metallresistente Merkmale teilen. Daher wurde der Abbau des geschiitzten Holzes
hochstwahrscheinlich von Mitgliedern der Pilzgemeinschaft durchgefiihrt. Insbesondere
gehoren zu den dominierenden Pilzen in der Zusammensetzung im Holz Mitglieder der
Ascomycota, die zu den phylotypenreichsten und am weitesten verbreiteten Pilzen gehdren,
wie in einer Studie von Egidi et al. (2019) festgestellt wurde. Es ist bekannt, dass die Mehrheit
der dominanten Ascomycota durch ein hoheres genomisches Potenzial im Vergleich zu anderen
Okologisch wichtigen Pilzen, wie z. B. saprobischen Basidiomycota, gekennzeichnet ist. Dieses
fiihrt zu generalistischeren Strategien, die zu ihrer groeren Dominanz in Bdden beitragen
konnen (Egidi et al., 2019). Ebenso waren Bakterien, die haufig und ubiquitér verbreitet sind
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(Delgado-Baquerizo et al., 2018), an beiden Standorten vorhanden. Da dem Boden in
Mitteldeutschland Waldboden und Sédgespéne zugesetzt wurden, konnte dies die hohere relative
Abundanz der Gattung Bradyrhizobium erkldren, die z.B. in nordamerikanischen Waldbdden
dominieren (Vanlnsberghe ef al., 2015). Es ist bekannt, dass Pilze der Gattung Bradyrhizobium
am Ligninabbau beteiligt sind, ligninolytische Gene enthalten und in Waldbdden eine erhohte
transkriptionelle Aktivitdt zeigen (Nacke et al.,, 2014). Obwohl die Enzymologie des
bakteriellen Ligninabbaus im Vergleich zu der von Pilzen schlecht verstanden ist, konnten
Bakterien ligninolytische Peroxidasen und Laccasen verwenden, um die Toxizitdt von
phenolischen Verbindungen zu reduzieren, anstatt Lignin abzubauen (Llado et al., 2017). Dies
wiirde bedeuten, dass solche Bakterien, die aromatische Verbindungen abbauen kdnnen, aktiv
am Abbau von organischen Co-Bioziden teilnehmen. Dies ermoglicht nicht nur die Besiedlung
von mit Holzschutzmittel-geschiitztem Holz durch eine mikrobielle Gemeinschaft, die
empfindlicher auf Holzschutzmittel reagiert (Jakobs-Schonwandt et al., 2010), sondern macht
es einer breiten Masse an Bakterien und Pilzen zuginglich. Aus diesem Grund ist es moglich,
dass Bakterien in Kontakt mit der CuTriQAC-Behandlung zunéchst aromatische Verbindungen
abbauen, um anschlieBend den Holzabbau durch Pilze zu fordern. Diese Bakterien-Pilz-
Interaktion miisste jedoch noch genauer untersucht werden. Bemerkenswerterweise waren die
dominierenden Bakteriengattungen in den Cu- und CuTriQAC-Behandlungen in Nord- und
Mitteldeutschland im Holz dhnlich und gehoren zu diazotrophen Gemeinschaftsmitgliedern. Da
Stickstoff eine begrenzte Ressource im Holz ist (Cornwell ef al., 2009; Hoppe et al., 2014),
wird angenommen, dass Bakterien durch N»-Fixierung entscheidend an der
Stickstoffanreicherung im Holz beteiligt sind (Gémez-Brandon et al., 2020). Daher konnen
Pilze ihren Stickstoftbedarf fiir vegetatives Wachstum und Reproduktion durch Assoziationen
mit diazotrophen Organismen decken. Somit ist festzuhalten, dass einerseits ein Verlust an
Diversitdt zwischen Mikroorganismen im Boden und Mikroorganismen im Holz besteht, die
Funktion des Holzabbaus aber erhalten bleibt. Bei den Holzschutzmitteln war die Cu-Co-
Biozid-Kombination CuTriQAC der reinen Kupferbehandlung iiberlegen, da die Anzahl der
Pilzkopien im behandelten Holz deutlich geringer war. Unterschiede zwischen Nord- und
Mitteldeutschland wurden sowohl in der rdumlich-zeitlichen Penetration im Holz als auch in
der Anzahl der Genkopien wihrend der Inkubationszeit auf dem Feld festgestellt. Somit konnte
die Interaktion der Zusammensetzung den entscheidenden Unterschied zwischen den beiden
Standorten ausmachen. Ob die Zusammensetzung tatséchlich einen signifikanten Unterschied
zwischen den Standorten bewirkt oder ob es eher die Umweltbedingungen und biotische
Interaktionen sind, muss experimentell gepriift werden.

4.4. Der Einfluss von Kupfer auf die mikrobielle Gemeinschaft und den Abbau
von geschiitztem Holz

Die Kupferresistenz bei Mikroorganismen ist ein komplexer Prozess, der sowohl bei Bakterien

als auch bei Pilzen auf dhnlichen Grundprinzipien beruht. Eine zentrale Rolle spielt dabei der

Kupferexport iiber Effluxpumpen, der entscheidend zur Kupferhomdostase und -resistenz

beitragt (Hyre et al., 2021).

Bei Bakterien, insbesondere bei gramnegativen Arten, sind dreiteilige Effluxpumpen (TEPs)

von besonderer Bedeutung (Greene & Koronakis, 2021). Diese Mehrkomponenten-
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Anordnungen erstrecken sich iiber die gesamte Zellhiille und sind in der Lage, schéidliche
Molekiile aktiv aus der Zelle zu entfernen. Ein gut untersuchtes Beispiel hierfiir ist das
CusCFBA-System in Escherichia coli, bei dem CusA als zentrales Transportprotein fungiert
(Hyre et al., 2021).

Bakterien haben zudem Mechanismen entwickelt, um die schddliche Wirkung von freiem
Kupfer zu erkennen und zu neutralisieren (Changela et al., 2003; Greene & Koronakis, 2021),
wobei eine géingige Strategie darin besteht, {berschiissiges Kupfer mithilfe von
Membrantransportern aus der Zelle zu entfernen (Giachino & Waldron, 2020; Greene &
Koronakis, 2021). Neben den spezialisierten Kupfer-Effluxpumpen kénnen viele TEPs auch
eine Reihe strukturell unterschiedlicher Verbindungen ausschleusen, darunter mehrere
Antibiotika, aber eine Untergruppe von TEPs ist auf die Entfernung spezifischer Metallionen
spezialisiert (Hinchliffe et al., 2013; Greene & Koronakis, 2021)

Bei Pilzen, wie beispielsweise Candida albicans, wurden durch funktionelle Genanalysen zwei
wichtige Gene fiir die Kupferentgiftung identifiziert: CaCUPI, ein Metallothionein-Gen, und
CaCRP1, ein Gen fiir eine Kupfer transportierende P-Typ ATPase (Weissmann et al., 2000).
Beide Gene werden durch extrazellulares Kupfer induziert und tragen zu einer erhdhten
Kupferresistenz bei.

Diese Mechanismen verdeutlichen die evolutiondre Anpassung von Mikroorganismen an
kupferreiche Umgebungen und zeigen, wie Bakterien und Pilze dhnliche Strategien entwickelt
haben, um mit potenziell toxischen Kupferkonzentrationen umzugehen. Das Versténdnis dieser
Resistenzmechanismen ist nicht nur von wissenschaftlichem Interesse, sondern auch von
praktischer Bedeutung fiir die Entwicklung effektiver antimikrobieller Strategien und das
Management von Kupferresistenzen in verschiedenen Umwelten.

4.4.1. Kupfertolerante Mikroorganismen ermoglichen den Abbau von
geschiitztem Holz in Labor-Inkubationsstudien

Der anfingliche Holzabbau von Cu-imprédgniertem Holz in den Labor-Inkubationsstudien
wurde vermutlich maBgeblich von kupfertoleranten Vertretern vieler Pilzgattungen
durchgefiihrt (Tabelle B 1 bis Tabelle B 5 im Anhang). In Anwesenheit von Holz, das mit
kupferhaltigen Holzschutzmitteln behandelt wurde (Cu und CuTriQAC), wiesen Mitglieder der
Gattungen Chaetomium, Pseudallescheria und Scedosporium @hnliche Abundanz auf wie in
ungeschiitztem Holz (

Tabelle B 3 im Anhang). Mitglieder der Gattungen Chaetomium sind bekanntermallen
kupfertolerant (Peciulyté & Dirginciuté-Volodkiené, 2012) und Chaetomium globosum kann
die toxische Wirkung von Kupfer bei Maiskeimlingen reduzieren und damit zu einer besseren
Stresstoleranz der Pflanze beitragen (Abou Alhamed & Shebany, 2012). Scedosporium
apiospermum (anamorpher Zustand von Pseudallescheria boydii) wird normalerweise mit stark
verschmutzter Umwelt in Verbindung gebracht und ist oft am Abbau von aromatischen
Kohlenwasserstoffen beteiligt (Tigini et al, 2009). Auch die relative Abundanz von
Mitgliedern der Gattungen Fusarium, Penicillium und Veronaeopsis sowie nicht klassifizierte
Mitglieder der Familie Chaetomiaceae und Trichocomaceae nahm im Vergleich zu anderen
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Pilzgattungen in Gegenwart von kupferhaltigen Behandlungen zu, unabhéngig von
Probenahmestandort und Inkubationszeit. Die Féhigkeit, polychlorierte Biphenyle (PCB)
abzubauen, wurde bei verschiedenen Isolaten der Gattungen Penicillium, Fusarium und
Scedosporium beobachtet, und dabei wurde Laccase nachgewiesen (Tigini et al., 2009). Die
Bedeutung dieses Enzyms fiir den PCB-Abbau ist nicht eindeutig geklart. Dariiber hinaus ist
Fusarium fiir seine Fahigkeit bekannt, Xenobiotika abzubauen (Pinedo-Rivilla et al., 2009;
Tigini et al., 2009) und ist bestdndig gegen Pb, Cr, Cu und Zn (Ezzouhri et al., 2009). Es ist
bekannt, dass Penicillium ochrochloron gegeniiber Kupfer sehr tolerant ist (Okamoto et al.,
1977). Zudem konnen einige Penicillium-Arten verschiedene Xenobiotika abbauen und sind
potente Bioremediatoren von Herbiziden, Insektiziden und Unkrautvernichtungsmitteln (Zehra
et al., 2018). Es wurde festgestellt, dass sie viele aromatische und nichtaromatische
Verbindungen, Organochlorine, Organophosphor, p-Hexachlorcyclohexan Pestizide und
andere verwandte toxische Verbindungen abbauen konnen. Mitglieder der Familie
Trichocomaceae sind bekannt fiir ihre Produktion von organischen Sduren und verschiedenen
Enzymen, die eine Vielzahl komplexer Biomolekiile abbauen kénnen (Geiser et al., 2006; Pitt
& Hocking, 2009; Samson et al., 2010). Die bekanntesten Arten dieser Familie gehoren zu den
Gattungen Aspergillus, Penicillium und Paecilomyces (Houbraken & Samson, 2011). Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Familie der Trichocomaceae mit Cu-behandelte
Holzpriitkorper tolerieren und diese erschlieBen konnen, dabei kann in Gegenwart von
Schwermetallen Penicillium wachsen (Zafar et al., 2007). Somit haben die vorhandenen
Pilzgattungen Féhigkeiten zum Abbau von verschiedenen organischen Verbindungen, was eine
sehr vorteilhafte Eigenschaft im Hinblick auf den potenziellen Abbau von CuTriQAC sowie
TriQAC sein kann.

Zu den dominierenden bakteriellen Phyla an jedem Standort und zu jeder Inkubationszeit in
den Laborstudien gehorten Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria und Chloroflexi
(Abbildung A 2 im Anhang). Mitglieder dieser Phyla wurden zuvor in schwermetall-
kontaminierten Boden gefunden (Kozdrdj & van Elsas, 2001; Zhang et al., 2007). Gremion et
al. (2003) =zeigten, dass Actinobacteria innerhalb der bakteriellen Gemeinschaft in
kontaminierten Boden dominieren. Da die Zusammensetzung und Verteilung der bakteriellen
Gemeinschaft durch die Behandlungen nicht beeinflusst wurde (Abbildung 17), stimmt dies mit
friiheren Studien iiberein, in denen eine hohe Ahnlichkeit und geringe Variation der dominanten
bakteriellen Gruppen in kupferkontaminierten Bdden berichtet wurde (Deng et al., 2009;
Altimira et al., 2012). Denaturierende Gradientengel-Elektrophorese-Studien zeigten eine
dhnliche Diversitdt, was darauf hindeutet, dass das Vorhandensein hoher
Kupferkonzentrationen und Unterschiede in anderen Bodeneigenschaften keinen Einfluss auf
die Diversitdit der dominanten bakteriellen Gemeinschaftsgruppen haben. Geringe
Auswirkungen von Kupfer auf die dominante mikrobielle Diversitdt wurden auch von Guo et
al. (2009) erwdhnt. Friihere Studien haben gezeigt, dass Kupfer, Blei und Zink keine
signifikanten Verdnderungen der Bakterienvielfalt nach Langzeitkontaminationen verursachten
(Ellis et al., 2003; Deng et al., 2009).

Wie bereits erwihnt, wurde die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft durch die
Behandlungen der Holzpriifkorper in den Laborstudien nicht beeinflusst. Jedoch zeichnet sich
die Gemeinschaft durch Gattungen aus, die in schwermetallbelasteten Boden vorgefunden
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wurden. Anaeromyxobacter waren in Nordfrankreich bei allen Behandlungen wahrend der
Inkubationszeit vorhanden, dabei stieg die relative Abundanz dieser Gattung bei der Cu-
Behandlung an. Anaeromyxobacter ist eine typische reprdsentative Gattung der
dissimilatorischen Fe(IIT)-Reduktion und kann Acetat oder H» als Elektronendonor verwenden,
um Fe(IIl) zu Fe(Il) zu reduzieren und dabei Energie zur Aufrechterhaltung des Wachstums zu
gewinnen (Wang et al., 2020). Alternativ kann dieses Bakterium halogenierte Phenole, Nitrat,
Distickstoffmonoxid, Fumarat, Sauerstoff, U(VI), As(V) und Se(IV) als Elektronenakzeptoren
aufnehmen, die mit Fe(Ill) konkurrieren. Dies deutet auf die potenzielle Rolle von
Anaeromyxobacter bei der Bioremediation von Schwermetallen, radioaktiven Metallen und der
Verschmutzung durch organische Halogenide hin. In Bdden und Sedimenten, die mit
Schwermetallen kontaminiert sind (Kozdrdj & van Elsas, 2001), wurde festgestellt, dass
Bacillus dominant ist, was mit den Ergebnissen dieser Studie iibereinstimmt, da diese Gattung
bei allen Behandlungen in Norddeutschland vorkam.

Unter den Bakterien entwickelten Mitglieder der Actinobacteria geeignete Eigenschaften, die
das Uberleben unter Stressbedingungen sichern, darunter filamentdses Myzelwachstum, die
Fahigkeit zur Sporenbildung und einen leistungsfdhigen Sekundirstoffwechsel (Vétrovsky &
Baldrian, 2015). Schwermetallbelastete Boden kdnnen somit einen Stresszustand darstellen, fiir
den diese Bakterien ebenfalls mehrere Resistenzmechanismen entwickelt haben. Dariiber
hinaus scheinen Actinobacteria weniger von Schwermetallen (Cu, Zn, Cd, Pb) betroffen zu sein
als andere Bakterien und iiberwiegen innerhalb der bakteriellen Gemeinschaft in
kontaminierten Boden (Gremion et al., 2003). Mit zunehmendem Metallgehalt nahm die
Abundanz der hiufigsten Taxa der Actinobacteria bei den folgenden Mitgliedern der Gattungen
zu: Acidothermus, Streptomyces, Pseudonocardia, Janibacter und Microlunatus (Vétrovsky &
Baldrian, 2015). In dieser Studie wurden Mitglieder der Gattung Acidothermus bei allen
Behandlungen in Norddeutschland identifiziert und konnten mit zunehmender relativer
Abundanz bei kupferhaltigen Behandlungen in Mitteldeutschland nachgewiesen werden
(Tabelle B 6 und Tabelle B 7 im Anhang). Die Gattung Microlunatus wurde bei allen
Behandlungen in Siidfrankreich in vergleichsweise hoher relativer Abundanz entdeckt.

4.4.2. Auswirkungen von Kupfer auf die mikrobielle Gemeinschaft im Holz im
Rahmen von Freilandstudien

Bei den Pilzen, die in hoherer relativer Abundanz in Cu- und CuTriQAC-behandeltem Holz aus
Norddeutschland vorhanden waren, handelte es sich hauptsdchlich um Schimmelpilze und
Hefen mit der Fahigkeit, Holz abzubauen (Horvath et al., 1976; Fryar et al., 2004; Bridziuviené
& Raudoniené, 2013; Tsuji et al., 2014; Kwasna et al., 2016). Unter diesen Pilzen befanden
sich Mitglieder der Gattungen Alternaria (BridZiuviené¢ & Raudoniené, 2013; Raberg et al.,
2013; Kirker et al., 2017), Aureobasidium (Horvath et al., 1976), Pochonia (Kirker et al., 2017)
und die Familie Nectriaceae (Réberg et al., 2013; Kirker et al., 2017), die zuvor in mit
Schutzmitteln behandeltem Holz beobachtet wurden. Dariiber hinaus dominierten Mitglieder
der Gattung Alternaria auch in der Boden-Holz-Grenzfliche der H>O-Behandlung.
Bemerkenswert ist, dass in dem kupfergeschiitzten Holze einige wenige, aber meist identische
Pilzgattungen den Unterschied in der relativen Abundanz ausmachen und zur Klasse der
Dothideomycetes und Sordariomycetes gehoren. Beide Klassen sind ubiquitidr und fungieren
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auch als Pathogene und Endophyten von Pflanzen und Saproben, die an der Zersetzung und
dem Nihrstoffkreislauf in fast allen Okosystemen beteiligt sind (Schoch et al., 2006; Zhang et
al.,2006). Zur Klasse der Dothideomycetes gehoren Alternaria und Aureobasidium, und zu den
Sordariomycetes gehoren die Familien Bionectriaceae und Nectriaceae und folgende
Gattungen: Clonostachys, Fusarium, Hematonectria, Ilyonectria und Trichoderma. Dabei
produzieren Trichoderma und Fusarium effiziente celluloseabbauenden Enzyme (Endo- und
Exo-Glucanasen, B-Glucosidase) (Zyani et al., 2009) und sind daher sehr schédlich fiir das
Holz. In Norddeutschland wurde die hochste Anzahl an Pilzgenkopien bei der CuTriQAC-
Behandlung in der zweiten Holztiefe nachgewiesen, die von Mitgliedern der nicht
klassifizierten Nectriaceae dominiert wurde. Zur Familie Nectriaceae gehort auch die Gattung
Fusarium, die bei allen Behandlungen in Norddeutschland beobachtet, aber die hochste relative
Abundanz bei der Cu-Behandlung in der zweiten Holztiefe ermittelt wurde. Ebenso wurde die
Cu-Behandlung in der zweiten Holztiefe von Mitgliedern der Gattung Mrakia dominiert, die
dariiber hinaus bei keiner weiteren Behandlung in hoher und zunehmender relativer Abundanz
vorhanden war. Fusarium und Mrakia sind tolerant gegeniiber Schwermetallen (Torres-Cruz et
al., 2018; Martorell et al., 2019) und waren wahrscheinlich fiir die Verschiebung in der
Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft verantwortlich (Abbildung 22). Zusétzlich zu ihrer
saprobiellen Lebensweise umfasst die Gattung Fusarium mehrere Arten opportunistischer
potenzieller Phytopathogene, die weltweit in der Landwirtschaft und im Gartenbau vorkommen
(Summerell et al., 2010), die stark sporenbildend und sehr gut an stressige Umweltvariationen
angepasst sind (M'Barek et al., 2020). Zudem hat die Basidiomycota-Gattung Mrakia die
Fahigkeit, verschiedene extrazellulire Enzyme wie Lipasen, Amylasen, Proteasen, Pektinasen,
Cellulasen, Chitinase und ligninolytische Enzyme zu produzieren (Tasselli et al., 2017; Yurkov
et al., 2020), sodass sie auch an Holzabbauprozessen beteiligt sind.

Sowohl bei der Cu- als auch bei der CuTriQAC-Behandlung in Mitteldeutschland dominierten
in der zweiten Holztiefe die Mitglieder der Ordnung Hypocreales. Dazu gehoren die nicht
klassifizierten Nectriaceae und die Gattungen /lyonectria und Clonostachys, die sich durch eine
hohe relative Abundanz auszeichneten. Die Gattung [lyonectria galt bisher als nicht
schwermetalltolerant, was kiirzlich widerlegt wurde (Torres-Cruz et al., 2018). Dariiber hinaus
gelten einige Ilyonectria-Arten als Erreger der SchwarzfuBBkrankheit bei Weinreben oder der
Wurzelfdule der Kiwis (Reis ef al., 2013). Die Gattung Clonostachys war zwar nicht in
vergleichsweiser grofler Abundanz vorhanden wie Ilyonectria, aber wéhrend der Cu- und
CuTriQAC-Behandlung in zunehmender relativer Abundanz. So hat Clonostachys eine Cu(Il)-
Toleranz und weist eine hohe Féahigkeit der Cu(Il)-Bioakkumulation auf (Zotti et al., 2014).
Nahe Verwandten dieser Gattung werden als starke Konkurrenten beschrieben, da sie
celluloseabbauend und antagonistisch gegeniiber anderen Pilzen sind (Deacon et al., 2006).
Interessanterweise wurden sie zuvor auch in metallkontaminierten Bodenumgebungen
gefunden (Cecchi et al., 2017). Obwohl nur wenige Mitglieder der Gattung Phialophora
nachgewiesen wurden, sind sie in der Lage, Holzschutzmittel-Verbindungen im Holz, wie z.B.
Kupfer, intrazelluldr zu entgiften (Daniel & Nilsson, 1988). Wenngleich sie weniger hiufig
vorkommen, konnten solche entgiftenden Mikroorganismen die Entwicklung einer Reihe von
Mitgliedern der mikrobiellen Gemeinschaft ermoglichen, die empfindlicher gegeniiber
Holzschutzmittel sind (Jakobs-Schonwandt et al., 2010).

89



Diskussion

Bemerkenswerterweise waren die dominanten Bakteriengattungen in den Cu- und CuTriQAC-
Behandlungen in Nord- und Mitteldeutschland auch im Holz &hnlich (Tabelle C 3 und Tabelle
C 4 im Anhang). Alle diese dominanten Bakteriengattungen wurden in Kiefer und anderen
Holzarten gefunden (Folman et al., 2008; Moll et al., 2018). AuBBerdem wiesen Moll et al.
(2018) darauf hin, dass Proteobacteria, Acidobacteria und Actinobacteria die dominantesten
bakteriellen Phyla sowohl im Splint- als auch im Kernholz der Kiefer sind. Somit weist
Kiefernholz keine nennenswerten rdumlichen Unterschiede in der Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft auf. Mitglieder dieser dominanten Bakteriengattungen sind als
kupfertolerant beschrieben worden (Mellano & Cooksey, 1988; Kim ef al., 1996; Noisangiam
et al., 2010). Dariiber hinaus tragen Pseudomonas (Mellano & Cooksey, 1988) und Mitglieder
der Familie Bradyrhizobiaceae (Noisangiam et al., 2010) eine Metallresistenz gegen Kupfer
oder sind in der Lage, Kupfer zu adsorbieren wie Methylobacterium (Kim et al., 1996). Studien
zufolge sind Sphingomonas dafiir bekannt, gegen hohe Cu?’-Konzentration (>2.8 mM) und
andere Schwermetalle resistent zu sein (Altimira et al., 2012). Diese hohen
Schwermetallresistenzen kénnen fiir das Uberleben und die Anpassung an akute
Schwermetallkontaminationen im Boden niitzlich sein. Das copA-Gen, das fiir die Multi-
Kupfer-Oxidase kodiert, ist eine der wichtigsten genetischen Determinanten der Kupfer-
Resistenz (Nies, 1999; Rensing & Grass, 2003; Lejon et al., 2007), die in Sphingomonas-
Stimmen nachgewiesen wurde, die aus kontaminierten landwirtschaftlichen Bdoden isoliert
wurden (Altimira et al., 2012). Das copA-Gen befindet sich auf Plasmiden, was vermuten lésst,
dass mobile genetische Elemente an der Ausbreitung von Kupferesistenz-Determinanten
beteiligt sein konnten und so die Anpassung von Bakteriengemeinschaften an Kupfer
erleichtern. Auf diese Weise konnen Bakterien das cop4-Gen erwerben, wenn sie iiber einen
langen Zeitraum Kupfer ausgesetzt sind, und dadurch zu kupferresistenten Bakterien werden.
Dies trifft wahrscheinlich eher auf die Bakteriengemeinschaft in Norddeutschland zu, in der
Kupfer seit vielen Jahren verwendet wird (Kaiser & Schiirmann, 2009).

AuBlerdem haben Mitglieder der Gattungen Sphingomonas (Fredrickson et al., 1995),
Pseudomonas (Evans & Fuchs, 1988) und der Familie Bradyrhizobiaceae (Parke & Ornston,
1984) die Fihigkeit, komplexe aromatische Verbindungen abzubauen. Diese Fahigkeit
ermoglicht es ihnen, in Umgebungen zu iberleben, die mit verschiedenen organischen
Schadstoffen belastet sind, einschlielich einiger Komponenten von Holzschutzmitteln. Bei der
Resistenz gegen quaternidre Ammoniumverbindungen (Quats), die hdufig in Bioziden und
Desinfektionsmitteln verwendet werden, spielen sowohl strukturelle als auch funktionelle
Mechanismen eine Rolle. Zum einen ist die natiirliche Struktur der bakteriellen Zellwand ein
wichtiger Faktor fiir die Quat-Toleranz. Gramnegative Bakterien sind im Allgemeinen weniger
empfindlich gegeniiber Quats als grampositive Bakterien, da ihre duflere Membran eine
zusdtzliche Barriere darstellt, die es Bioziden erschwert, ihre Zielstruktur (die
Zytoplasmamembran) zu erreichen (Denyer & Maillard, 2002). Zum anderen besitzen viele
Bakterien Effluxpumpen, die in der Lage sind, Substanzen wie Quats und verschiedene
Antibiotika aktiv aus dem Zytoplasma und der Zytoplasmamembran zu entfernen (Buffet-
Bataillon ef al., 2016). Diese Pumpen tragen wesentlich zur Multidrug-Resistenz bei.

Es wird daher angenommen, dass diese Bakterientaxa keine passiven Bewohner, sondern aktive
Gemeinschaftsmitglieder beim Abbau von Holzbestandteilen und/oder organischen Co-
Bioziden sind. Letzteres trifft auf Mitglieder der Gattung Pseudomonas zu, da sie in der Lage
sind, Tebuconazol abzubauen (Obanda & Schupe, 2009). Mitglieder der Gattung
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Methylobacterium waren in der Lage, lignocellulosehaltige Hydrolysate zu entgiften und auf
dem einzigen aromatischen Substrat Furan zu wachsen (Lopez ef al., 2004). Dies konnte fiir
den Abbau von Tebuconazol-dhnlichen Verbindungen und Holzbestandteilen von Vorteil sein.
In einer Studie wurden Mitglieder der Gattungen Burkholderia, Pseudomonas und Varivorax
sowie der Familien Oxalobacteriaceae und Sphingomonaceae durch einen Stable Isotope
Probing -Ansatz direkt mit dem Abbau von Cellulose, Hemicellulose oder Lignin in
Verbindung gebracht (Wilhelm et al., 2019), was mit unserer Studie libereinstimmt.

Diese Mechanismen verdeutlichen die Anpassungsfiahigkeit von Mikroorganismen an
verschiedene antimikrobielle Substanzen. Die Fahigkeit zum Abbau komplexer aromatischer
Verbindungen, kombiniert mit strukturellen Barrieren und aktiven Entgiftungsmechanismen,
ermoglicht es bestimmten Bakterienarten, in Umgebungen zu {berleben, die mit
Holzschutzmitteln und anderen Bioziden behandelt wurden. Daher wurde der Abbau des
geschiitzten Holzes hochstwahrscheinlich von Mitgliedern der bakteriellen Gemeinschaft
zusitzlich zur Pilzgemeinschaft durchgefiihrt.
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5. Zusammenfassung

Hvpothese 1 und Hypothese 2

Der Einsatz kupferhaltiger Holzschutzmittel verdndert nicht nur, wie schnell Holz im Boden
abgebaut wird, sondern auch, welche Mikroorganismen es besiedeln, wie vielféltig diese sind
und wie sich ihre Gemeinschaften im Laufe der Zeit entwickeln. Dieser Einfluss zeigte sich
auch in den Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen mikrobieller Bodengemeinschaft
und den Eigenschaften der Holzpriitkorper, wobei insbesondere deutlich wurde, dass die
Abnahme des MOE mit dem Masseverlust korrelierte — unabhéngig von der Herkunft des
Bodens. Die Abnahme des MOE wurde signifikant von den Holzschutzmittelbehandlungen und
der Inkubationszeit beeinflusst. Somit wiesen die CuTriQAC- und Cu-behandelten
Holzpriitkorper nicht nur den niedrigsten Abbau auf, sondern im Gegensatz zu H>O- und
TriQAC-behandelten Holzpriifkérpern auch einen schiitzenden Effekt gegeniiber der
mikrobiellen Gemeinschaft im Boden. Die Anzahl der Genkopien der pilzlichen ITS-Gen-
Region und der bakteriellen 16S rRNA-Gene nahmen wihrend der Inkubationszeit signifikant
zu. Insgesamt wurde jedoch nur die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft durch die
Behandlung der Holzpriifkdrper maf3geblich beeinflusst und verschob sich signifikant wéhrend
der Inkubationszeit. Demzufolge wurde berichtet, dass dominante bakterielle Gruppen in
kupferkontaminierten Boden eine hohe Ahnlichkeit und geringe Variation aufwiesen (Deng et
al., 2009; Altimira et al, 2012) und wihrend des Holzabbaus weniger drastische
Verinderungen erfahren als pilzliche Gemeinschaften (Kielak et al., 2016). Verschiebungen in
der Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft deuten auf Selektions- und Anpassungsprozesse
hin, wie sie zuvor fiir kupferhaltige Umgebungen postuliert wurden (Parry & Wood, 1958). Die
hiufigsten Gattungen waren ligninolytische und/oder cellulolytische Ascomycota
(Sordariomycetes) und Basidiomycota (Agaricomycetes). Zu Beginn des Holzabbaus bestand
die Pilzgemeinschaft nicht nur aus holzabbauenden saprophytischen Pilzen (Mortierella und
Pezizaceae), sondern auch aus Vertretern der Weilfaule (Coprinellus, Lacrymaria und Pluteus)
und Pilzen mit der Féhigkeit zum Abbau von organischen Bioziden (Scedosporium und
Pseudallescheria). Anschliefend wurde das Holz vor allem von Sordariomycetes und
Eurotiomycetes dominiert, darunter auch Celluloseabbauer wie Chaetomium und Penicillium.
Dariiber hinaus sind Mitglieder der Familie Trichocomaceae bekannt fiir ihre Produktion von
organischen Sduren und verschiedenen Enzymen, die eine Vielzahl komplexer Biomolekiile
abbauen konnen (Geiser et al., 2006; Pitt & Hocking, 2009; Samson et al., 2010). Zum Ende
der Inkubationszeit traten vermehrt Gattungen auf, die mit Ligninabbau in Verbindung gebracht
werden konnen (Penicillium und Fusarium). Die Verschiebungen in der Zusammensetzung der
Pilzgemeinschaft gingen mit einer Zunahme der Masseverluste einher. An jedem Standort war
somit eine sehr heterogene Zusammensetzung der Pilz- und Bakteriengemeinschaften
vorhanden, die jedoch &hnliche Holzabbauraten verursachte. Die vorhandenen Pilzgattungen
haben demnach Fahigkeiten zum Abbau von verschiedenen organischen Verbindungen, was
eine sehr vorteilhafte Eigenschaft im Hinblick auf den potenziellen Abbau von CuTriQAC
sowie TriQAC sein kann.
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Hypothese 3

Die Zusammensetzung und Vielfalt der mikrobiellen Gemeinschaft unterscheiden sich deutlich
zwischen Kupfer-geschiitztem und ungeschiitztem Holz sowie zwischen Holzinnerem und der
Boden-Holz-Grenzflache, wobei sich insbesondere eine geringere saprotrophe Diversitdt und
eine hohere Haufigkeit kupfertoleranter Mikroorganismen im Kupfer-geschiitzten Holz zeigen.
Um diese Unterschiede rdumlich aufzuldsen und den Einfluss kupferhaltiger Holzschutzmittel
auf die Zusammensetzung der holzbewohnenden Bakterien- und Pilzgemeinschaft genauer zu
erfassen, wurden in den Freilandstudien sowohl Proben von der Boden-Holz-Grenzflache als
auch aus zwei unterschiedlichen Holztiefen entnommen und untersucht. Das Vorhandensein
von Holz erhohte die Anzahl der pilzlichen und bakteriellen Genkopien an der Holz-Boden-
Grenzfliche im Vergleich zum Boden ohne Holzkontakt signifikant in Norddeutschland, jedoch
nicht in Mitteldeutschland. Dariiber hinaus waren die pilzlichen und bakteriellen
Genkopienzahlen in der H.O-Behandlung in Norddeutschland nach 17 Wochen Inkubation
signifikant hoher als in Mitteldeutschland. Im Gegensatz zu der Boden-Holz-Grenzfldche
besiedelte die kupferadaptierte mikrobielle Gemeinschaft in Norddeutschland das Holz mit
einer geringeren Genkopienzahl nach 17 Wochen Inkubation. Demnach war die Besiedlung der
Pilz- und Bakteriengemeinschaft in Mitteldeutschland durch einen Besiedlungserfolg in
Abhidngigkeit von den kupferhaltigen Behandlungen gekennzeichnet. In CuTriQAC-
behandeltem Holz verringerten sich die Genkopienzahlen von Pilzen und Bakterien in einer
Tiefe von 1 mm an beiden Standorten, jedoch nur von Pilzen in einer Tiefe von 7 mm, nicht
aber in Cu-behandeltem Holz. Daraus wird deutlich, dass Cu- und CuTriQAC-behandeltes Holz
die Zusammensetzung der Bakterien- und in geringerem Male auch der Pilzgemeinschaft im
Holz verénderte. Sowohl die Diversitit der Pilz- als auch der Bakteriengemeinschaft nahmen
von der Holz-Boden-Grenzfldche bis ins Holz hinein ab, insbesondere bei den kupferhaltigen
Behandlungen. Somit wurden auch hier einige Pilz- und Bakteriengattungen durch die Cu- und
CuTriQAC-Behandlungen selektiert. Zudem scheint die Cu-Co-Biozid-Kombination
CuTriQAC als Holzschutzmittel im Vergleich zur reinen Kupferbehandlung tiberlegen zu sein,
da die Pilzkopienzahlen in diesem Holz signifikant niedriger waren. Obwohl es zu einem
Verlust der Diversitdt kam, blieben Pilze und Bakterien im Holz vorhanden, die sowohl die
Fahigkeit zum Holz- als auch zum Biozidabbau besitzen sowie metallresistente Muster teilen.
Daher wurde der Abbau des geschiitzten Holzes hochstwahrscheinlich nicht nur von
Mitgliedern  der  Pilzgemeinschaft  durchgefiihrt, sondern auch von aktiven
Gemeinschaftsmitgliedern der Bakterien. Insbesondere gehdren zu den dominierenden Pilzen
in der Zusammensetzung im Holz Mitglieder der Ascomycota, die zur Ordnung Hypocreales
zahlen. Bemerkenswerterweise waren die dominierenden Bakteriengattungen in den Cu- und
CuTriQAC-Behandlungen in Nord- und Mitteldeutschland im Holz dhnlich und gehoéren zu
diazotrophen Gemeinschaftsmitgliedern, insbesondere Pseudomonas und Sphingomonas. Der
Abbau des geschiitzten Holzes wurde hochstwahrscheinlich von Mitgliedern beider
Gemeinschaften durchgefiihrt, sowohl von Pilzen als auch von Bakterien. Dennoch wurden
Verénderungen in der rdumlichen Variation im Holz zwischen den Standorten festgestellt.

Um weitere Erkenntnisse beim Abbau von Holzschutzmittel-geschiitztem Holz zu erlangen,
wire eine Auflosung der enzymatischen Reaktion mittels Enzymmessung gekoppelt mit
Metaproteomik von Vorteil. Dariliber hinaus konnten Mesokosmen-Experimente Aufschluss
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iber die Holzabbau-Aktivititen der mikrobiellen Gemeinschaft in den verschiedenen
Standorten geben. Damit konnte differenziert werden, ob das Mikrobiom oder die

Vorgeschichte der Bodenbehandlung fiir den entscheidenden Unterschied zwischen den beiden
Standorten verantwortlich sind.
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6. Ausblick

Eine Kombination aus bewahrten Holzschutzmittel-Priifverfahren und Amplikonsequenzierung
ermdglichte die Identifizierung der abundanten mikrobiellen Gemeinschaft an der Boden-Holz-
Grenzfliche und in zwei Holztiefen. Durch Literaturrecherche konnten den abundanten
mikrobiellen Gemeinschaftsmitgliedern Funktionen zugeordnet werden, die auf einen
potenziellen Holz- und Biozidabbau sowie auf Metallresistenzmuster hinweisen. Riickschliisse
auf die Aktivitdt der mikrobiellen Gemeinschaft konnten in dieser Arbeit nur anhand eines sehr
groben Summenparameters in Form der Abbaugeschwindigkeit des Holzes, die durch
Masseverlust und MOE aufgeldst wurde, gezogen werden.

Aus diesem Grund sind weitere Untersuchungen erforderlich, um das tatsidchliche mikrobielle
Potenzial zu ermitteln, das die mikrobielle Gemeinschaft beim Holz- und Biozidabbau in ihrer
natiirlichen Umgebung ausiibt.

In diesem Zusammenhang ist die Untersuchung von Proteinen, die von allen zu einem
bestimmten Zeitpunkt in einem Okosystem vorhandenen Mikroorganismen exprimiert werden
(Metaproteomik), nicht nur entscheidend, sondern kann auch Einblicke in die mikrobielle
Funktionalitét liefern (Siggins et al., 2012). Somit wire die Auflosung der enzymatischen
Reaktion mittels Metaproteomik im System Boden und Holz von Vorteil, um die Erkenntnisse
beim Abbau zu erweitern. Dementsprechend wire dies eine ideale Ergéinzung zur bestehenden
Methodik. Mit Hilfe von Extraktionsverfahren und LC-MS/MS-Ansétzen lieen sich
Zehntausende von Peptiden und > 10.000 Proteine pro Probe identifizieren und quantifizieren
(Siggins et al., 2012). Um die abbauenden Enzymsysteme zu untersuchen, sollten die
metaproteomischen Datensdtze hinsichtlich ausgewihlter holzabbauender extrazelluldrer
Enzyme, wie z.B. Lipasen, Amylasen, Proteasen, Pektinasen, Cellulasen, Chitinasen und
ligninolytischer Enzyme, und hinsichtlich ihrer taxonomischen Herkunft analysiert werden. Da
Proteine den Zellen unter einer bestimmten Bedingung Struktur und Aktivititen vermitteln,
liefert die Kenntnis ihrer Haufigkeit ein Bild der zelluldren Phénotypen auf molekularer Ebene
und kann zu entscheidenden Erkenntnissen und bedeutenden Fortschritten bei der Analyse des
Holzabbaus fiihren (Kleiner, 2019). So konnten mit einer gut gepflegten
Proteinsequenzdatenbank diese Proteine einzelnen Arten oder hdoheren Taxa zugeordnet
werden, um die funktionellen Rollen und Interaktionen der einzelnen Mitglieder in der
Gemeinschaft zu verstehen. Auf diese Weise wire es moglich, die Interaktion zwischen
Bakterien und Pilzen und deren Beitrag zum Abbau von geschiitztem Holz zu verstehen.
Dariiber hinaus konnten Untersuchungen an Holzpriifkdrpern, die mit verschiedenen
Holzschutzmitteln imprégniert wurden, die funktionelle Reaktion natiirlich gemischter
mikrobieller Gemeinschaften erfassen. Um den Biozidabbau in Abhingigkeit von der Zeit zu
kldren, sollte die Konzentration von Bioziden in Holzschutzmitteln systematisch tiberwacht
werden. Dies sollte eine korrekte Bewertung der Abbaukapazitit der untersuchten mikrobiellen
Gemeinschaften ermdglichen.

Zusitzlich bieten Metabolomics-Studien ein erhebliches Potenzial, unser Verstdndnis des
mikrobiellen Holzabbaus zu vertiefen und damit zur Entwicklung nachhaltigerer
Holzschutzstrategien beizutragen. Diese Analysen ermoglichen eine umfassende Untersuchung
von Metaboliten in biologischen Systemen und kénnen im Kontext des mikrobiellen
Holzabbaus detaillierte Einblicke in die Stoffwechselprozesse beim Abbau von bspw.
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Lignocellulose liefern (Martinez et al., 2005). Die Identifizierung spezifischer Metaboliten und
Stoffwechselwege, die fiir den Holzabbau entscheidend sind, konnte neue Ansatzpunkte fiir
gezieltere Holzschutzmittel aufzeigen.

Schilling et al. (2022) untersuchten einen wichtigen Weillfaulepilz, der fiir die Holzfaule der
Weinrebe verantwortlich ist. Dieser Pilz ist in der Lage, alle Strukturpolymere des Holzes
abzubauen, indem er spezifische Enzyme wie kohlenhydrataktive Enzyme und Peroxidasen
ausscheidet. Die Studie analysierte die molekularen Mechanismen des Holzabbaus und eine
mogliche Anpassung an das Holz der Weinrebe.

Ein &hnlicher Ansatz konnte fiir den Abbau von geschiitztem und ungeschiitztem Holz durch
Pilze und Bakterien verwendet werden. Hier wire es von Vorteil, die dominanten
Mikroorganismen zu isolieren und auf Holz zu kultivieren, das mit verschiedenen Mitteln (z.
B. Kupfer, Triazole, quaterndre Ammoniumverbindungen) behandelt wurde. Dabei kdnnten
Parameter wie Masseverlust, Polymergehalt, Kupfertoleranz/-resistenz und sekretierte Proteine
gemessen werden. Dies wiirde die Identifizierung und Quantifizierung von Metaboliten
ermoglichen, die wihrend des Holzabbaus entstehen und als potenzielle Ziele fiir neue
Holzschutzmittel dienen konnten. Dariiber hinaus kdnnte ein besseres Verstindnis der
mikrobiellen Interaktionen durch die Untersuchung der metabolischen Interaktionen zwischen
verschiedenen Mikroorganismen beim Holzabbau gewonnen werden.

Die Ergebnisse solcher Studien konnten zur Entwicklung spezifischerer Holzschutzmittel
beitragen, die gezielt auf bestimmte Stoffwechselprozesse oder Schliisselmetabolite wirken.
Dies konnte zu wirksameren und umweltfreundlicheren Schutzmethoden fiihren, die mit
geringeren Schadstoffmengen auskommen. Beispielsweise konnten Holzschutzmittel
entwickelt werden, die spezifische enzymatische Prozesse hemmen oder die Produktion von
Schliisselmetaboliten blockieren. Solche Ansédtze konnten einen schonenderen und
nachhaltigeren Holzschutz ermdglichen, der die Umweltbelastung minimiert und gleichzeitig
eine hohe Wirksamkeit gewihrleistet.

Weiterer Forschungsbedarf ergibt sich aus dem Vergleich der Bodenstandorte der
Freilandstudie, da Unterschiede zwischen Nord- und Mitteldeutschland sowohl in der raumlich-
zeitlichen Penetration im Holz als auch in der Anzahl der Genkopien wihrend der
Inkubationszeit auf dem Feld festgestellt wurden. In diesem Zusammenhang wire es lohnend
zu untersuchen, ob das Mikrobiom oder die Vorgeschichte der Bodenbehandlung fiir den
entscheidenden Unterschied zwischen den beiden Standorten verantwortlich sind. Ein
Mesokosmen-Experiment konnte demnach Informationen zu der Aktivitit der mikrobiellen
Gemeinschaft liefern. Hierfiir bietet es sich an, sterilisierte und unbehandelte Béden aus Nord-
und Mitteldeutschland zu verwenden und durch Zugabe zu kombinieren.
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A. Mikrobielle Gemeinschaft der Standorte
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Abbildung A 1 Zuordnung der abundanten pilzlichen OTUs zum jeweiligen taxonomischen Phylum der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Stidfrankreich; PO: Portugal). Insgesamt wurden 52.178
verschiedene Sequenzen analysiert und auf 7070 Sequenzen pro Probe normiert. Die Legende fasst die Farbkennung der Phyla
zusammen. Die folgenden Phyla sind unter ,,Andere* aufgefiihrt: Zygomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota und nicht

klassifizierbare oder identifizierte Taxa.
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Abbildung A 2 Zuordnung der abundanten bakteriellen OTUs zum jeweiligen taxonomischen Phylum der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Stidfrankreich; PO: Portugal). Insgesamt wurden 16.547
verschiedene Sequenzen analysiert und auf 657 Sequenzen pro Probe normiert. Die Legende fasst die Farbkennung der Phyla
zusammen. Die folgenden Phyla sind unter ,,Andere* werden aufgefiihrt: Armatimonadetes, Verrucomicrobia, Nitrospirae,
Elusimicrobia, Fibrobacteres, Chlorobi, Spirochaetes; neu postulierte Phyla wie WPS-2, OD1, AD3, WS3, WS4, OP11, OP3,
TM7, WYO, WS2 und nicht klassifizierbare oder identifizierte Taxa.
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B. Mikrobielle Gemeinschaft aus den Labor-Inkubationsstudien

1007

relative Abundanz (%)

NG CG NE SF PO

Phylogenetische Zuordnung

B Ascomycota [ nicht klassifizierter Pilz
™ Basidiomycota M Andere
B 7yoomycota

Abbildung B 1 Verteilung der abundanten Pilz OTUs auf das jeweilige taxonomische Phylum der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Sidfrankreich; PO: Portugal) aus den
Inkubationsversuchen. Insgesamt wurden 0,64 X 10° Sequenzen analysiert und auf 557 Sequenzen pro Proben normiert. Die
Legende fasst die Farbkennung der Phyla zusammen. Die folgenden Phyla wurden unter ,,Andere” aufgefiihrt:
Chytridiomycota, Glomeromycota, Rozellomycota und nicht klassifizierbare oder identifizierte Taxa.
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100

relative Abundanz (%)

NG CG NF SF PO

Phylogenetische Zuordnung

I Actinobacteria I WD272

[ proteobacteria Bl Bacteroidetes

B Chloroflexi I Nitrospirae

[ Acidobacteria I Verrucomicrobia

I Candidate division TM7 M Candidate division ODI1
[ IFirmicutes [ Candidate division WS3
I Planctomycetes B Andere

Bl Gemmatimonadetes

Abbildung B 2 Verteilung von abundanten bakteriellen OTUs auf das jeweilige taxonomische Phylum der fiinf Standorte (NG:
Norddeutschland; CG: Mitteldeutschland; NF: Nordfrankreich; SF: Siidfrankreich; PO: Portugal) aus den
Erdinkubationsversuchen. Insgesamt wurden 2,85 X 10° Sequenzen analysiert und auf 7155 Sequenzen pro Probe normiert.
Die Legende fasst die Farbkennung der Phyla zusammen. Die folgenden Phyla wurden unter ,,Andere* aufgefiihrt: SM2F11,
TM6, Chlamydiae, WCHB1-60, Deinococcus-Thermus, Armatimonadetes, BD1-5, BHI80-139, Candidate division BRCI,
Candidate division OP11, Candidate division OP3, Chlorobi, Cyanobacteria, Elusimicrobia, Fibrobacteres, JL-ETNP-Z39,
NPL-UPA2, SHA-109 und nicht klassifizierbare oder identifizierte Taxa.
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Anhang

Tabelle B 1 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewdhlter Pilztaxa im Boden aus Norddeutschland wihrend der Inkubationszeit
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Tabelle B 2 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewéhlter Pilztaxa im Boden aus Mitteldeutschland wahrend der Inkubationszeit

(8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.
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Tabelle B 3 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewahlter Pilztaxa im Boden aus Nordfrankreich wéhrend der Inkubationszeit

(8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.
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Tabelle B 4 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H:20) auf die relative Abundanz ausgewéhlter Pilztaxa im Boden aus Siidfrankreich wéhrend der Inkubationszeit

(8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.
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Cryptococcus (Tremellales family Incertae sedis) { 0.3%
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Anhang

Tabelle B 5 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewahlter Pilztaxa im Boden aus Portugal wéhrend der Inkubationszeit (8, 16,

24 und 32 Wochen). Ref:

Referenzboden.

Ref
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Criptacoceus (Tremellales family Incertae sedis) 1 43%
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Anhang

Tabelle B 6 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H2O) auf die relative Abundanz ausgewihlter Bakterientaxa im Boden aus Norddeutschland wéhrend der
Inkubationszeit (8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC TriQAC H,0 Ref
BWo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. B8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. 8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. B8Wo. I16Wo. 24Wo. 32Wo. 0Wo. 8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo.
Acidobacterium | 1.0%  25%  23%  33% | L1%  L7% 1%  27% | 14%  32%  14% 1% | 14%  22%  20%  30% | L1%  53%  30%  31%  271%
Acidothermus | 15.3%  1L0%  12.5%  154% | 19.0%  152%  13.8%  162% | 12.0% 8%  138%  R&% | 13.6%  102% 134%  R&% | 127% 11.0% 108% 167% 184%
tmaerolinea | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  01%  02%  00%  00%
Angeromyxobacter { 00%  00% 0%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  01%  00% | 00%  00%  00% 0% | 00%  01%  03%  00%  00%
Bacilles | 47%  30%  36%  S55% | 45%  35%  33%  36% | 42%  19%  65%  46% | 32%  35%  52%  38% | S7%  20%  26%  62%  68%
Bradyrhizobium | 05%  10%  L0%  LS% | 05%  09%  08%  LS% | 06%  05%  07%  10% | 05%  05%  07%  09% | 03%  0l%  05%  06%  08%
Candidatus Koribacter | 01%  O1%  01%  00% | 02%  01%  00%  00% | 0%  01%  01%  00% | 0%  01% 01% 0% | 02% 01% 01% 00%  00%
Favisolibacter | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00% 01%  00%  00%
Gaiellad 21%  10%  09%  06% | 16%  08%  07%  06% | L6% 0%  12%  08% | L%  08%  09%  08% | 26% 0%  08%  09%  05% %
Gemmatimonas | 05%  03%  02%  0I% | 04%  02%  02%  00% | 06%  03%  0I% 0% | 05%  03%  02% 0% | 07% 07%  05%  01%  01%
Hyalangium | 00%  00%  00%  00% | 00%  0.0%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%
Microlmats { 10%  01%  00%  01% | 01%  00%  00%  00% | 06%  01%  02%  01% | 05%  01%  00%  0I% | 14%  02%  02%  00%  00%
Pird lineage | 12%  12%  L6%  25% | 09%  LI%  14%  20% | 08%  08%  12% L% | 08%  07%  09%  10% | 05%  02% 1%  Li% 1%
Peudolabrys | 13%  09%  08%  04% | 12%  09%  07%  05% | 14%  08%  05%  08% | L7%  L0%  06%  06% | 12%  06%  07%  04%  04%
Ramiibacter | 00%  00%  00%  00% | 00%  0.0%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00% 00% 01%  00%  00%
Rhizomicrobium | 17% 2% 2% L1% | 21%  29%  31%  17% | 28%  37%  25%  24% | 3%  32%  23%  23% | 10%  L7%  33%  20%  25%
Roseiffesus { 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00% - 30%
Shingomonas | 0S% 1A%  08%  04% | 06% L%  LI%  0S% | 06%  1S%  09% 0% | 08%  21%  LI%  12% | 06%  13%  06%  03%  02%

100%

Telmatobacter { 1,4% 20% 23% L7% 1.4% 23% 26% 25% 20% 23% 21% 23% 23% 24% 27% 26% 18% 20% 24% 25% 31%
unkl. Acidobacteriaceae (SG 1)4 1.1% 16% 1,8% 0,8% L1% 1 7% 1,2% 0.7% 1.4% 20% L0% L1% 1.4% 23% 13% 1.5%

=

&

b
¥ b b b b % b b Y 17% 1,8% 20% L1% L1%
unkl. Anaerolineaceae { 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,00 0,0% 0,0% 0,00 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0,0%
unkl. Chitinophagaceae{ 0.1% 0,3% 0.2% 0.4% 0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 05% 0.9% 0.2% 0,2% 0.4% 06% 0.2% 0.2% 0.2% 0.9% 0.5% Yo 0.1%
unkl. Comamonadaceae { 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,1% 0,0% 0.0% 0,00 0,0% 0.0% 0,00 0,0% 0.0% 0,1% 0.0% 0,0%
unkl. DAT0! soil group | 0.2% 0.0% 0.0% 0,0% 01% 0.0% 0,0% 0.0% 0.2% 0.0% 0,0% 0.0% 0.3% 0.1% 0.0% 0.0% 12% 0.2% 0,0% 0.0% 0.0%
unkl. DAL 21% 35% 3.9% 4,0% 20% 8% 3.9% 4,0% 1% 29% 3,6% 4.7% 24% 8% 38% 3,8% 18% L% 7% 32% 4,8% - 5%
unkl. Gemmatimonadaceac4{ 1.2% 33% 28% 1.9% 1,3% 3.9% 4.2% 23% 16% 26% 17% 24% 1.6% 3.3% 3.0% 3.0% 0,9% 29% 27% 13% 20%
unkl. Geodermatophilaceae 1 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0%
unkl. HSB OF33-F074 0.6% 0.4% 0.4% 0.2% 0.6% 0.2% 0.3% 0.1% 0.5% 0.3% 0.3% 0.2% 0,6% 0.3% 0.3% 0,1% 0,8% 0.3% 0.2% 0.2% 0,1%
unkl. Nitrosomenadaceae {  0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 01% 0.1% 0,1% 0.0% 0,0%
unkl. Pseudonocardiaceac { 1% 01% 0.0% 0,0% 01% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.1% 0.1% 0.3% 0.1% 0.1% 01% 0.1% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0%
unkl. RB414 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,1% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.1% 0.0% 0,0%:
unkl. YNPFFP] 1 1.4% 0.7% 0.8% 0.9% L0% 0.7% 0.6% 0.9% 0.9% 0.5% 0.9% 0.6% L0% 0.6% 0.9% 0.6% 12% 0.5% 0.6% 0.6% 0.6%
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Tabelle B 7 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewéhlter Bakterientaxa im Boden aus Mitteldeutschland wahrend der
Inkubationszeit (8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC TriQAC H,0 Ref

& Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. & Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. & Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. & Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. 0 Wo. EWo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo.

Acidobacterium O,II %% O,II% 0._’: %% O,RI\% O,II %% O,II % 0,2I% 0,4I% CLII %% 0, II % O,ZI% 0,_’: Y O,IZI'% O,IZI!% 0,_’: Y O,ZI% O,II % O,II % O,IZI'% 0,_’: Y O,‘BI‘% 100%
Acidothermus 4 3.3% 4.5% 6,6% B7% 3.9% 5.5% 6.3% 10,3% 28% 32% 44% 4.1% 28% 3% 51% 3.9% 23% 26% 44% 4.2% 7.2%
Anaerolinea 1 0.0% 0% 0,0% 01% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0% 01% 0.0% 0% 0.1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0% 0,0% 0,0% 0.0%
Anaeromyxobacter 4 0.3% 0,2% 0,2% 01% 0,3% 0,2% 0,2% 0,0% 0,3% 0,3% 03% 0,1% 0,4% 02% 0,2% 01% 03% 0,2% 0,2% 0,2% 0,1%
Bacillus 4 1.0% 1,3% 1,7% 20% 0,9% 0,8% 0.8% 1,3% 1,0% L1% 0.9% 0,9% 0.8% 1,0% 1.5% L1% 1,0% 1,0% 1,5% 1.5% 20%
Bradyrhizobium 1 22% 1,9% 1,3% 07% 3,2% 2,0% 1,4% 1,6% 21% 1,5% 1,2% 1,2% 25% 1,8% 1,2% 1,8% 3,0% 1,9% 1,8% 1.4% 0,5%
Candidatus_Koribacter 1,2% 1,0% 1,2% 0.7% 0,9% 1.0% 1,3% 1,3% 1,2% L1% 1,5% 22% 0.9% L1% 1,0% 1,5% 0.5% L 1% 0.9% 1.2% 0.7%
Favisolibacter { 0.0% 0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0% 0,0% 0.0% 0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0% 0.0% 0,0% 0.0%

Gaiella 4 1.2% 1,5% 1,7% 22% 1,2% 1.4% 1,7% 28% 1,2% 1,1% 1,4% 1,3% 1,4% 1,1% 1,5% 1,2% 1,7% 0,9% 1,6% 1,3% 2.6% 5%

Gemmatimonas  0.8% 0.6% 0.5% 0.4% 0.5% 0.5% 0.3% 0.3% 0.6% 0.6% 0.5% 0.5% 0,6% 0.7% 0.5% 0.7% 0.4% 1.2% 0.4% 0.4% 0.3%
Hyalangium 1  0.2% 0.0% 0,0% 0,0% 0.1% 0.0% 0,0% 0.0% 01% 0,0% 0,0% 0.0% 0,2% 0,0% 01% 0,0% 01% 0.1% 0,0% 0.0% 0,1%

Microlunatus 1 1L.1% L5% 0.9% 10% 0.3% 0.1% 0.1% 01% 0.9% 0.9% 0.9% 0.5% 1,2% 12% 0.8% 0.5% 15% 0.8% 1.3% 0.5% 0.6%

Pird_lincage 1 0.6% L0% L1% L1% 0.7% 0.7% 1,2% 1.9% 0.6% 0,8% 10% 16% 0,6% 0,8% 0.8% L1% 0.6% 0.6% 1,2% 12% L1%

FPseudolabrys 1 04% L1% 25% 3.2% 0.5% 0.8% 1.9% 26% 0.5% 0,9% 24% 25% 0,7% 1,2% L6% 24% 01% 0.8% 1,0% 32% 29%

Ramfibacter 1 0.0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Rhizomicrobium 1 20% 18% 1,9% 20% 3.3% 26% 25% 26% 24% 26% 29% 6,4% 3.6% 26% 31% 4,00 23% 26% 1, 7% 19% 23%
Roseiflexus 1 0.6% 0.3% 0.0% 0,0% 0.4% 0.2% 0,0% 0.0% 0.6% 0.3% 0.1% 0.0% 0.5% 0.3% 01% 0.0% 0.8% 0.4% 0.3% 0.0% 0.0% -50%

Sphingomonas 4 0.5% L0% 0.8% 0.7% 0.5% 0.8% 0,8% 0.3% 0.5% 1.8% L1% 15% 0,6% 1.6% 14% 1.3% 0.5% 1,6% 0.4% L1% 0.3%
Telmatobacter 1 03% 0.4% 0,6% 0.4% 0.4% 0.5% 0,5% 0.3% 0.4% 0,7% 0,6% 0.6% 0,5% 0,7% 0.6% 0,6% 0.3% 0.8% 0,4% 0.5% 0,6%

unkl. Acidobacteriaceae (SG 1) 4 3.1% 4.3% 4.1% 25% 3.8% 4.9% 53% 29% 3.0% 4.4% 53% 25% 27% 3.7% 3% 26% 16% 31% 31% 4.9% L7%
wnkl. Anaerolineaceae { 0.1% 0.0% 0,0% 0,0% 0.2% 0,0% 0,0% 0.0% 01% 0,0% 0.0% 0.0% 0,1% 0.0% 0.0% 0,0% 0.4% 0.1% 0,0% 0.0% 0,0%:
unkl. Chitinophagaceae{ 1.0% 0.5% 1,0% 1,5% 0.7% 0.6% 1.6% 24% 1,2% 0,9% 1,2% 4.7% 1,0% 10% 1,9% 4,00 1,2% 0.8% 0,4% 1,9% L1%
unkl, Comamonadaceae { 02% 0,1% 0,0% 0,0% 0,1% 0,1% 0,0% 0,0% 0.2% 0,1% 0,0% 0,0% 0,3% 0,1% 0,0% 0,0% 0,3% 0.2% 0,1% 0,0% 0,0%
wnkl. DAT0I soil group {  5.6% 53% 53% 3.3% 34% 4.2% 3,5% 23% 4.7% 57% 53% 3.6% 37% 53% 58% 3,6% 6,4% 4.5% 20% 3% 5.9%
unkl, DALIT 4 22% 3.5% 3.9% 3.6% 23% 27% 28% 34% 26% 25% 34% 27% 25% 25% 3.3% 25% 20% 20% 3.0% 3.3% 31% - 5%

unkl. Gemmatimonadaceae 1 0.9% 0.9% 0,6% 0,9% 0.9% 0.8% 0,7% 0.8% 0.9% 10% 0,8% 0.8% 0,9% 0,9% 0.9% L1% 0,5% 0.7% 0,7% 0.7% 10%
unkl. Geodermatophilaceae {  0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,00 0,0% 0.0% 0,00 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0%
unkl. HSB OF33-FO74 14% 1.9% 1.9% 29% 1.9% 22% 24% 25% 1,2% Lo% 20% 14% 13% 10% 1.9% 1,2% 13% L0% 18% L% 27%

unkl. Nitrosomonadaceae 1 1.6% L1% 0.5% 0.2% 0.8% 0.5% 0.2% 0.1% 1,6% 1.3% 0.7% 0.7% 1.5% 1.3% 0.6% 0,6% 1.2% 1,8% 0,9% 0.4% 0.3%
unkl. Pseudonocardiaceae 4 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0%
unkl. RB414 03% 0.2% 0.1% 0,0% 0.2% 0.2% 0.1% 0.0% 03% 0.3% 0.2% 0.0% 0.3% 0.2% 01% 0.0% 0.5% 0.3% 0.2% 0.0% 0.0%

unkl. YNPEFP] { 03% 0.3% 0.4% 0.6% 0.3% 0.3% 0.4% 0.5% 03% 0.2% 0.3% 0.3% 0,3% 0.2% 0.3% 0,2% 0.3% 0.4% 0.3% 02% 0,5%:
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Tabelle B 8 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewihlter Bakterientaxa im Boden aus Nordfrankreich

Inkubationszeit (8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.

CuTriQAC TriQAC H,0 Ref

BWo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. B8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. 8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. B8Wo. I16Wo. 24Wo. 32Wo. 0Wo. 8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo.

Acidobacterium | 00%  00%  00%  00% | 00%  0.0%  00%  00% | 05%  07%  07%  07% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  0.0%
Acidothermus | O1%  02%  01%  01% | 01%  00%  00%  00% | 33%  24%  15%  25% | 03%  0l%  03%  00% | 0%  01%  00%  00%  00%
Amaerolinea | 20%  09%  30%  40% | 47%  24%  39%  53% | 00%  00%  00%  00% | 32%  15%  14%  32% | 04%  02%  02%  00%  02%
Angeromyxobacter { TS%  34%  99%  80% | 109%  49%  45%  22% | 00% 0%  01%  01% | 125%  SI%  40%  41% | L6%  18%  12%  02%  09%
Bacilles | 07%  03%  03%  03% | 05%  02%  04%  03% | 04%  04%  02%  03% | 06%  03%  01%  02% | LI%  04%  02%  02%  05%

Bradyrhizobium | 04%  04%  02%  02% | 0S5%  04%  03%  04% | 08%  06%  04%  07% | 04%  03%  05% 0% | 04%  03%  02%  01%  02%
Candidatus Koribacter | 17%  19%  17%  17% | 21%  35%  20%  12% | 05%  12%  29%  21% | 19%  16%  LS%  L0% | 03%  LT%  1S%  LI%  06%
Favisolibacter | 15%  07%  14%  15% | 23%  18%  07%  07% | 00%  00%  00%  00% | 23%  12%  L0%  22% | 13%  14%  07%  05%  04%

Gaiella{ 06%  05%  03%  04% | 06%  03%  05%  04% | 04%  05%  06%  06% | 07%  04%  04%  02% | 17%  08%  06%  04%  06%

Gemmatimonas | L1%  08%  06%  04% | 08%  07%  04%  04% | 14%  21%  18%  12% | 06%  05%  07%  04% | L0%  21%  12%  05%  05%
Hyalangium | 09%  21%  03%  04% | 06%  21%  31%  21% | 00%  00%  01%  00% | 03%  18% L% L% | 03%  22%  19%  18%  35%

Microhmats { 08%  03%  02%  03% | 02%  00%  O1%  00% | 02%  01% 0%  01% | 08% @ 03%  01% 0% | 19% 08% 03% 01%  02%

Pird lineage | 02%  02%  01%  01% | 02%  01%  02%  02% | 08%  LS%  13%  L8% | 02%  01%  02%  02% | 03%  03%  03%  02%  03%
Peudolabrys | O1%  O1%  00%  00% | 01%  00%  00%  00% | 13%  25%  25%  21% | 1%  01%  00%  0l% | 01%  01% 01% 0l% 0%
Ramiibacter | 39%  A46%  44%  38% | 42%  S0%  30%  43% | 00%  00% 0%  00% | 40%  60%  RO%  49% | 10%  18%  31%  49%  30%
Rhizomicrobium | 01%  00%  00%  00% | 00%  01%  O1%  01% | 20%  32%  35%  27% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%
Roseiflesus { LT% L% 0%  L0% | L8%  LI%  13%  19% | 00%  00%  00%  00% | LS%  L8%  23%  34% | 32%  14%  10%  12%  21%
Shingomonas | 14%  L0% 0%  07% | 06%  06%  04%  D3% | 0S%  08%  09%  06% | 08%  04%  04%  03% | 14%  L6%  10%  10%  06%
Telmatobacter | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 09%  13%  L6%  L&% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%

wnkl Acidobacteriaceac (G 1) 08%  08%  L1%  07% | 07%  06%  06%  03% | 26%  35%  47%  3T% | 0%  06%  08%  03% | 03%  L0%  12%  06%  05%
wnkd, Anaerolineaceae | 04%  06%  LI%  L0% | L% L% LT%  33% | 00% @ 00% @ 00%  00% | 05% @ Lo%  12%  LI% | 05% @ 05%  Lo%  LS%  15%
wnkl, Chitinophagaceae | 03%  06%  03%  05% | 02%  05%  03%  05% | 05%  LS%  12%  LT% | 02%  05%  0S%  0T% | 03% 0%  07% L% 0%
wnkl. Comamonadaceae | 37%  18%  3.6%  22% | 26%  24%  13%  LI% | 00%  00%  00%  00% | 24%  14%  13%  12% | L7%  L7%  13%  13%  10%
wnkl, DAIOI soil group { 02%  02%  02%  O01% | O1%  00%  OI%  00% | 00%  0l%  00%  00% | 02%  01%  O1%  0l% | 05% 03%  02%  03% 0%
wnkl DAIITA 02% 6%  01%  02% | 01%  04%  05%  04% | 25%  68%  112%  B9% | 02%  02%  04%  01% | 03% 03%  07% 0%  04%

wnll. Gemmatimonadaceae | 27%  T3%  23%  33% | 21%  S51%  65%  38% | 05%  07%  09%  09% | 21%  33%  54%  23% | 26%  75%  82%  BO%  64%
wnkl, Geodermatophilaceae | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | L7%  08%  05%  05% | 00%  00%  00%  00% | 02% 00%  00%  00%  00%
wnkl, HSB OF53-F07{ 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 01%  00% 00% 0I% | 00% 00%  00%  00% | 00% 00%  00% 00%  00%
wnkl. Nitrosomonadaceae 4 3T%  38%  30%  30% | 23% 2%  32%  24% | 07%  09%  09%  06% | 23% 4%  53%  31% | 40%  48%  49%  42%  44%
unkl. Pseudomocardiaceae | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 12%  L1%  08%  12% | 00%  00%  00%  00% | 01%  00%  00%  00%  00%
wobl RB4I{ 13%  LI%  07%  04% | 07% 0%  10%  04% | 00%  00%  00%  00% | L1%  06%  08%  06% | 21%  20%  12%  16%  12%

wkd YNPFFPI] 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 28%  1S%  L0%  12% | 00%  00%  00%  00% | 0I%  00%  00%  00%  00%
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Tabelle B 9 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewdhlter Bakterientaxa im Boden aus Siidfrankreich wahrend der
Inkubationszeit (8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC TriQAC H,0 Ref
& Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. & Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. & Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. & Wo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo. 0 Wo. EWo. 16 Wo. 24 Wo. 32 Wo.
Acidobacterium O,l.'ll% O,OI% O.IZI'% O,IZI'% O,IZI'% OJZI'% O,IZI'% O,IZI'% CLIZ"% O,ZI% O,I.'Il% O,IZI'% O,IZI'% O,IZI!% O,IZI'% O,OI% O,IZI'% O,IZI'% O,IZI'% O,IZI'% O,CI'% 100%
Acidothermus 1 0.6% 8% 0.7% 0.7% 0,6% 0,8% 1,0% 07% 6% 0.8% 0.4% 02% 0.5% 0.6% 04% 0.2% 0.5% 0,6% 0.5% 0.5% 0.8%
Anaerolinea 1 0.0% 0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0% 0.0% 0.0% 0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0% 0,0% 0,0% 0.0%
Anaeromyxobacter 4 0.3% 0,3% 0,3% 02% 0,2% 0,3% 03% 0,3% 0,2% 0,2% 02% 0,2% 0,2% 02% 0,2% 01% 01% 0,3% 04% 0,3% 0,3%
Bacillus { 0.3% 03% 0.4% 0.3% 04% 0,5% 0.4% 03% 3% 0.3% 0.3% 02% 0.3% 0.3% 04% 0.2% 0.3% 02% 0.2% 02% 0.3%
Bradyrhizobium 1 0.6% 0,5% 0,6% 0,6% 1,1% 0,9% 08% 0,9% 0,5% 0,5% 0,4% 0,2% 0,6%: 0,5% 0,4% 0,3% 08% 0,5% 0,4% 0,4% 0,6%
Candidatus_Koribacter 01% 1% 1% 01% 01% 01% 0.2% 02% 1% 01% 01% 1% 01% 01% 01% 0,0% 01% 1% 01% 01% 01%
Favisolibacter { 0.1% 1% 01% 0.1% 0,0% 01% 0.1% 0,0% 1% 01% 0.0% 0% 0.1% 0.1% 1% 0,0% 0.1% 1% 0.1% 1% 01% 250,
gl )

Gaiella{ 1.5% 14% L5% L7% 20% 21% 18% L7% L5% 12% 1.2% L1% L6% 12% 1.2% 0.9% 20% L7% 16% 1.9% L6%

Gemmatimonas { 1.5% 15% 1,6% 1.8% 1,6% 19% 1.9% 1.8% 1,5% 1.4% 1.3% L0% 1.5% 1.5% 14% 0,9% L1% L7% 23% 19% 1.4%
Hyalangium 1  0.1% 0.1% 0,1% 01% 0.1% 0.1% 0,1% 0.1% 01% 0,2% 0,0% 0.1% 0,1% 0,1% 01% 0,1% 01% 0.1% 0,1% 01% 0,1%

Microlunatus 1 17.8% 16,5% 14.3% 14.6% 8,0% 6,4% 5.8% 4.4% 17,1% 13,2% 12,7% 10.3% 15,8% 14,1% 15.0% 8.3% 154% 17.0% 140%  145%  13.9%

Pird_lincage 1 0.3% 0.4% 0.5% 0.5% 0.4% 0.6% 0.5% 0.6% 03% 0,5% 0.6% 0.8% 0,4% 0.3% 0.3% 1,2% 0.2% 0.3% 0.3% 0.4% 0,5%:

FPseudolabrys 1 0.1% 0.3% 0,2% 0.2% 0.2% 0.3% 0,2% 0.2% 0.2% 0,6% 0.4% 0.7% 0,2% 0.4% 0.4% 0,5% 0.2% 0.2% 0,2% 0.3% 0,3%

Ramfibacter 1 0.0% 01% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Rhizomicrobium 1 0.4% 0.8% 1,2% 1,2% 1,0% 1,3% 1,3% 1,3% 0.5% 10% 0,7% 0.5% 0,7% 0,8% 0.6% 0,3% 0.2% 0.5% 0,8% 0.7% 0,8%
Roseiflexus 1 0.7% 0.4% 0.3% 0.3% 0.8% 0.3% 0.3% 0.2% 05% 0.3% 03% 0.2% 0.8% 0.4% 0.3% 0.2% 0.5% 0.8% 0.4% 0.3% 0.1% -50%

Sphingomonas 4 0.9% 1.4% 1,7% 1.9% L1% 1.5% 1.6% 1.4% 1L0% 20% 20% 1,6% 1.3% 23% 23% 23% 3,8% L0% 1,2% 0.9% 1.3%
Telmatobacter 1 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.1% 0,0% 0.0% 0.0% 0,1% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0%

unkl. Acidobacteriaceae (SG 1) 4 03% 0.6% 0.8% 0.9% 0.7% 0.8% 12% 1.4% 05% 0.7% 0.7% 0.5% 0.6% 0.8% 0.7% 0.4% 0.6% 0.6% 0.9% 0.9% 0.7%
wnkl. Anaerolineaceae { 0.1% 0.1% 0,0% 0,0% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.0% 0,0% 0,1% 0.1% 0,1% 0,1% 0.1% 0,1% 0,0% 0.1% 0.1% 0.1% 0,1%
unkl. Chitinophagaceae { 04% 0.4% 0.4% 0,5% 0.3% 0.5% 0,4% 0.4% 0.3% 0,6% 0,5% 0.5% 0,4% 0.4% 0.4% 1,0% 0,5% 0.3% 0,4% 0.3% 0,3%
unkl. Comamonadaceae { 0.1% 0.2% 0,1% 0,1% 0.2% 0,1% 0,1% 0,0% 01% 0,2% 0,1% 0,0% 0,2% 0,2% 0,1% 0,1% 0,2% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
wnkl. DAT0I soil group {  1.6% 1,2% 1,3% 1,2% 0.7% 0.9% 0,7% 0.7% 1,3% 10% 1,0% 0.6% 1,5% L1% 0.9% 0,6% 25% 1,5% 1.5% 1.4% 0,9%
unkl, DALIT 4 08% L3% Lo% 20% 1.2% L7% L7% 21% L0% 12% 1.2% L0% L0% 12% 1.2% 0.8% 12% L0% 1.4% 1.2% 15% - 5%

unkl. Gemmatimonadaceae 1 3% 3.0% 3,2% 3% 31% 34% 41% 4.2% 3% 28% 38% 3% 3% 29% 34% 4,0% 5% 26% 3.9% 34% 28%
unkl. Geodermatophilaceae 1 0.1% 0.1% 0,1% 01% 0.1% 0,1% 0,0% 0.0% 01% 0,1% 0,0% 0.0% 0,1% 0,1% 0.1% 0,00 01% 0.1% 0,0% 0.0% 0,1%
unkl. HSB OF53-F07 4 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0%

unkl. Nitrosomonadaceae 1 1.5% L7% 1.4% 1.5% 1,7% 1.5% 1,2% 1.2% 20% 1.6% 1.6% 13% 1,8% 1.5% 15% 1.3% L1% 20% 24% L% 1.3%
unkl. Pseudonocardiaceae 4 0.0% 0.1% 0,1% 01% 0.0% 0.0% 0,1% 0.0% 01% 0,0% 0,1% 0.0% 0,1% 0,0% 0.0% 0,1% 01% 0.1% 0,1% 0.0% 0,0%
unkl. RB414 26% 28% 4% 3.3% 28% 32% 31% 27% 27% 3.3% 4.5% 4.4% 31% 34% 3.9% 3.4% 3.6% 29% 4.4% 47% 4.9%,

unkl. YNPEFP] { 01% 0.1% 0,1% 01% 0.2% 0.1% 0.1% 0.1% 01% 0,1% 0,1% 0.0% 0,1% 0,1% 0.1% 0,0% 01% 0.1% 0.1% 0.1% 0.2%
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Tabelle B 10 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC, TriQAC, H20) auf die relative Abundanz ausgewihlter Bakterientaxa im Boden aus Portugal wihrend der Inkubationszeit
(8, 16, 24 und 32 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC TriQAC H,0 Ref
BWo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. B8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. 8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo. B8Wo. I16Wo. 24Wo. 32Wo. 0Wo. 8Wo. 16Wo. 24Wo. 32Wo.
Acidobacterium | 05%  05%  05%  08% | 04%  05%  05%  05% | 05%  07%  07% 0% | 05%  04%  04%  06% | 0%  04%  03%  05%  00% 100%
Acidothermus | 44%  36%  44%  50% | 50%  43%  50%  52% | 33%  24%  15%  25% | 27%  L8%  24%  26% | 48%  36%  30%  44% 5%
Amaerolinea | 0.0%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%
Angeromyxobacter { 01%  O1% 0%  00% | 00%  00%  00%  01% | 00% 0%  01% 0% | 01%  01%  00% 0% | 01%  00%  0I%  01%  01%
Bacilles | 06%  04% 0%  06% | 06%  04%  08%  06% | 04%  04%  02%  03% | 04%  02%  05%  04% | 13%  07%  07%  05%  02%
Bradyrhizobium | 07%  04%  04%  04% | 08%  07%  04%  06% | 08%  06%  04%  07% | 12%  05%  08%  09% | 10%  06%  05%  05%  06%
Candidatus Koribacter | 05% 0%  09%  07% | 06%  08%  18%  09% | 05%  12%  29%  21% | 0%  LI%  19%  20% | 06%  03%  1S%  26%  19%
Favisolibacter | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%
Gaiella{ 05%  06%  06%  07% | 06%  06%  06%  05% | 04%  05%  06%  06% | 0%  05%  06%  05% | 07%  06%  06%  04%  06% %
Gemmatimonas | 18%  21%  18%  LI% | 10%  Le%  12%  13% | 14%  21%  18%  12% | 12%  21%  18%  14% | 07%  Lé%  21%  14%  09%
Hyalangium | 00%  00%  01%  00% | 00%  0.0%  00%  00% | 00%  00% 1%  00% | 00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%
Microhmats { 02%  01%  01%  01% | 01%  00%  01%  00% | 02%  01% 0% 0% | 02%  01%  01%  00% | 04% 05%  02%  O1%  00%
Pird lineage | L1%  19%  20%  32% | 06%  LO%  19%  23% | 08%  LS%  13%  L8% | 09%  10%  L0%  L$% | 02%  09%  18%  27% 1%
Peudolabrys | 12%  21%  L8%  L6% | 09%  13% L% LS% | 13%  25%  25%  21% | 13%  20%  24%  L§% | 07%  LI%  1S%  19%  L1%
Ramiibacter | 00%  00%  01%  00% | 00%  0.0%  00%  00% | 00%  00% 0%  00% | 02%  00%  00%  00% | O1%  00%  00%  00%  00%
Rhizomicrobium | 18%  18%  14%  L1% | 20%  28%  24%  22% | 20%  32%  35%  27% | 27%  30%  27%  28% | 04%  12%  L6%  15%  13%
_50%

Roseiflexus 1 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 01% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

Sphingomonas 4 0.3% 0.8% 0,5% 0.4% 0.5% 0.9% 0,7% 0.3% 0.5% 0,8% 0,9% 0.6% 0,5% 0.6% 0.7% 0,8% 1.4% 0.5% 0.2% 0.2% 0.2%
Telmatobacter { 0.9% L0% 1,2% L1% 0.5% 0.9% 0.8% 1.4% 0.9% 13% L6% La% 0.9% 1.3% L1% 1.4% 0.9% 0.8% 12% L3% 22%

unkl. Acidobacteriaceae (SG 1) 24% 3.8% 4,0% 3.3% 24% 3.5% 4.5% 6,3% 26% 3.5% 4.7% 37% 25% 3,7% 4.0% 3,6% 3,5% 23% 29% 4.1% 4.2%
unkl. Anaerolineaceae { 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,00 0,0% 0,0% 0,00 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0,0%

unkl. Chitinophagaceae{ 03% 0.7% 0,4% 0,2% 0.2% 0,5% 0,4% 0.2% 0.5% 1,5% 1,2% 1, 7% 0,7% 21% 1,3% 29% 0,1% 0.3% 0,2% 0.4% 0,1%
unkl. Comamonadaceae { 0,1% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,1% 0,0% 0.0% 0,00 01% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0%
unkl. DAT0! soil group | 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.1% 0,0% 0.0% 0.0% 0.1% 0.2% 0.0% 0.1% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0%
wnkl DAL 3% 5% 9.2% 94% 28% 4.7% 6,0% 9.3% 5% 6,8% 11,2% 89% 5% 53% 72% 7,6% 3% 28% 6,9% 10.8%  244% - 5%

unkl. Gemmatimenadaceae 1 0.4% 0.7% 0,6% 0.3% 0.3% 0.5% 0.4% 0.2% 0.5% 0,7% 0,9% 0.9% 0,5% L1% 0.9% 0,7% 0,5% 0.5% 0.4% 0.4% 0.2%
unkl. Geodermatophilaceae 1 25% 14% 1.3% 1.4% 27% Lo% L1% 0.9% L7% 0.8% 0.5% 0.5% 18% 10% 0.8% 0.5% 34% 21% 16% L3% L1%
unkl. HSB OF33-F074 0.1% 0.1% 0,1% 01% 0.1% 0.1% 01% 0.2% 01% 0.0% 0.0% 0.1% 0,1% 01% 0.1% 0,0% 01% 0.1% 01% 0.1% 0,1%

unkl. Nitrosomenadaceae { 0.9% 0.8% 0,5% 0.4% 0.4% 0.5% 0.3% 0.2% 0.7% 0.9% 0.9% 0.6% 0,8% 1.5% 0.8% 0,6% 0.4% 0.7% 0,7% 0.6% 0,3%
unkl, Pseudonocardiaceae 1 1.5% 13% 22% 22% L0% 1,2% 10% L7% 1,2% L1% 0.8% 1,2% L0% 0.8% 14% 0.9% 1.4% L3% 15% L3% 4.4%
unkl. RB414 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0%:

unkl. YNPFFPI 1 37% 21% 24% 24% 3.8% 23% 23% 3.0% 28% 15% L0% 1,2% 24% 1.3% L3% L1% 4.4% 3.8% 3.0% 22% 21%
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C. Mikrobielle Gemeinschaft aus den Freilandstudien
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Abbildung C 1 Verteilung der abundanten Pilz OTUs zu dem jeweiligen taxonomischen Phylum der beiden Standorte (NG:
Norddeutschland, CG: Mitteldeutschland) aus den Freilandstudien. Die Proben unterscheiden sich wie folgt:
Ref = Referenzboden (ohne Kontakt zu Holz und Behandlung), Bo = Bodenprobe (Boden-Holz-Grenzfliche), HT1 = erste
Holztiefe (1 mm im Holz), HT2 = zweite Holztiefe (7 mm im Holz). Insgesamt wurden 1,05 X 10° Sequenzen analysiert und
auf 1455 Sequenzen pro Proben normiert. Die Legende fasst die Farbkennung der Phyla zusammen. Die folgenden Phyla
wurden unter ,,Andere aufgefiihrt: Chytridiomycota, Glomeromycota, Rozellomycota und nicht klassifizierbare oder
identifizierte Taxa.
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Abbildung C 2 Verteilung der abundanten Bakterien OTUs auf das jeweilige taxonomische Phylum der beiden Standorte (NG:
Norddeutschland, CG: Mitteldeutschland) aus den Freilandstudien. Die Proben unterscheiden sich wie folgt:
Ref = Referenzboden (ohne Kontakt zu Holz und Behandlung), Bo = Bodenprobe (Boden-Holz-Grenzfliche), HT1 = erste
Holztiefe (1 mm im Holz), HT2 = zweite Holztiefe (7 mm im Holz). Insgesamt wurden 1,03 X 10° Sequenzen analysiert und
auf 8420 Sequenzen pro Proben normiert. Die Legende fasst die Farbkennung der Phyla zusammen. Die folgenden Phyla
wurden unter ,,Andere* aufgefithrt: WD272, WCHB1-60, Cyanobacteria, Armatimonadetes, Nitrospirae, Elusimicrobia,
SM2F11, TM6, BDI1-5, Candidate divisionBRCI1, Candidate division SR1, Chlorobi, Deinococcus-Thermus, Candidate
division OP11, Candidate division OP3, Candidate division WS3, Candidate division WS6, Fibrobacteres, Fusobacteria, JL-
ETNP-Z39, Lentisphaerae, NPL-UPA2, SHA-109, Spirochaetae, Tenericutes, Thermotogae, Candidate division ODI,
Chlamydiae sowie nicht klassifizierbare Taxa.
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Tabelle C 1 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC und H20) auf die relative Abundanz ausgewdhlter Pilztaxa aus Norddeutschland in drei rdumlichen Kompartimenten (Boden-
Holz-Grenzflache (Boden), 1 mm Holztiefe und 7 mm Holztiefe) wihrend der Inkubationszeit (17 und 36 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC H,O Ref
Boden 1 mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden | mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden | mm Holztiefe 7 mm Holztiefe
17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. O0Wo. 17 Wo. 36 Wo.
Alternaria l,é% 3.["% 1?,I?% 16,;’:% 13,6% I,RI\% L1% 4,!."% 1?,;1% 16,5% 14-% 12,%‘% 24,I2% O,RI% 6.2I% 3,SI% 11,I3% ZO‘% Z';I'% 1l II% CLII%
Aureobasidium | 0.6% 3.6%  1,7% 29% 0,0% 0.4% 0,3% 20% 134%  53% 0,0% 01% 23%  25% 17.6% 93% 57%  17.8% | 04%  00%  00%
Chactomium 4 1.4% 0.8% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 22% 0.2% 0,0% 0,0% 0,0% 0.0% 02%  05% 00%  00% 0.1% 0,0% L4%  29%  34%
Clonostachys { 0.5% 0,0% 01% 0.2% 0,3% 0,0% 01% 0.1% o1% 0.8% 0,0% 0,0% 00% 01% 0% 00% 0,0% 00% | 00% 0% 00%
Cryptococeus (Filobasidiaceae) 1 46% 6,9% 0.2% 0.1% 0,0% 0.0% 14.1%  59% 0.0% 0.4% 0.0% 0.0% 08%  1L5%  05% 03% 0.0% 27T | 10.7%  11.9% 17.1%
Cryptacoccus (Tremellales family Incertae sedis) { 80%  10.9%  56% 3.9% 01% 0.3% 134%  10,0%  53% 42% 0,0% 01% 0% 67% 4,6% L1% 0.8% TA% | 133% 12.6% 17.2%
Exophiala { 83% 53% 0.9% 0.7% 01% 01% 8.6% 4.6% 05% L1% 0.0% 0,0% 22%  106%  47% 55% 3.6% 23% | 104%  83%  11.8% 75%
Fusarium { 25% L1% 0.8% T1% | 43.0% 1,0% 1,9% 1,0% 5,6% 2% 4.7 10.1% | 02%  01% 6% 08% 3.3% 0,0% 1,5% L5%  1,2%
Haematonectria 1 04% 02%  27% 1L7%  13,.9% 1,3% 01% 0.2% 2,8% 11% 7,7% 2,6% 00% 00% 02%  00% 0.1% 00% | 0l1%  00%  00%
Ivonectria 4 0.1% 01% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.2% 0.3% 0.3% 0.6% 0.3% 2,0% 00%  00% 0% 00% 0,0% 00% | 0l1%  04%  0l%
Mortierella 1 3.1% 80% 01% 0.1% 0,0% 59% 22% 0,0% 0.6% 0,0% 0,0% 4,6% 7.0% L6%  42% 0,0% 08% | 27%  90%  51%
Mrakia { 0.0% 0,0% 0,0% 0,6% 0,0% 0,0% 0.1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 00%  00% 00%  44% 0,0% 4,5% 0% 0% 06%
Oidiodendron { 0.6% 0.7% 0.3% 0,0% 0,0% 0.5% 0.3% 0,4% 0.1% 0,0% 0,0% 129%  49% 54% 41% 144%  09% | 04% 12%  03%

100%

Phialophora { 0.3% 0.3% 0.1% 0.3% 0.0% 0.0% 0.1% 01% 0.0% 01% 0,0% 0.0% 0,1% 3.0% 1,3% 57% 0.0% 23% 0% 0% 0% %
Pochonia 4 1.3% 05%  20% 0,9% 0.1% 01% 1,3% 6,0% 0.8% 184%  01% 0.5% 00%  0.0% 00% 01% 0,0% 0% | ol%  03% 02%
Pseudeurativm 1 0L1% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 01% 0,0% 0,1% 0,0% 0.0% 00%  02% 03%  0.0% 0,0% 00% | 0%  00%  O1%
Ramariopsis { 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 00%  00% 00%  00% 0,0% 00% | 00%  00%  00%
Rhodotorula 1 0.4% 07%  2T% 13% 0.0% 0.2% 01% 0.2% 0.4% 0.3% 0.0% 0.0% 0% 03% Lo%  05% 0.1% 06% | 0l1%  00%  00%
Talaromyces 1 0.6% 0.4% 0.1% 0,0% 0.0% 0.1% 0.9% 0.2% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 05%  01% 25%  175% 137%  00% | 07% L0%  09%

Trichoderma | 0.6% 0.4% 0.3% 0.1% 0.0% 0.1% L0% 13% 08% 0.3% 0.1% 0.0% 06%  02% 50% 7.3% 157%  07% | 02%  02%  02% - 2504

Trichosporon 4 8% 10% 0.2% 0.0% 0.1% 0.0% 04%  123%  00% 0.6% 0,0% 0.0% 0,1% 1,2% 0.3% 0.5% 0.0% Lo% | 00% O1% 00%

unkl. Bionectriaceae 1 34% 0.7% 7.7% 21% 42% 0.4% 0.8% 18% 32% 3.8% 0.3% 0.4% 0.0% 0.2% 0.5% 0.0% L1% 00% | 0%  02%  0ld%

unkl. Chaetomiaceae { 1.6% 0.5% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 13% 0.5% 01% 01% 0,0% 0.0% 1,7% 0.6% 26% 0.2% 23% 01% 3,0% L7 3%

unkl. Hypocreaceae 1 0.1% 0.2% 0.2% 0,0% 0.0% 0,0% 0.2% 01% 01% 0,1% 0,0% 0.0% L1% 0.2% 3.8% 3.0% 55% 03% | 0%  00%  00%

unkl, Nectrigceae { 4.9% 3,3% 74% 1% 179% 51% 4.2% 33%  23.0%  187% 0,4% 0.7% 0,7% 1,3% 55% 0,6% 31% 23% 20%

unkl. Pleosporales family Incertae sedis { 1,0% 3.3% 54% 103%  06% L1% 1,3% 23% 0.4% 0,8% 0,0% 0.0% 57% 0.5% 3.6% 0.7% 0,7% 18% 5,0% L1%  02%
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Tabelle C 2 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC und H20) auf die relative Abundanz ausgewéhlter Pilztaxa aus Mitteldeutschland in drei rdumlichen Kompartimenten (Boden-
Holz-Grenzflache (Boden), 1 mm Holztiefe und 7 mm Holztiefe) wiahrend der Inkubationszeit (17 und 36 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC H,O Ref
Boden 1 mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden I mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden I mm Holztiefe 7 mm Holztiefe

17TWo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo 17Wo. 36Wo. [7Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 0OWo 17 Wo. 36 Wo.
Alternaria O,I.'Il% 0, II Yo 'D,".:’% 0, II Y ZSI% O,IZI'% 0,(;“;6 O,IZI'% CLI.'I'% 0, II Yo O.I.'I'% '[),2I Yo O,I.'I'% O,I.'I'% 0,?;% O,OI% 0, II Yo 0,(;“;6 O,I.'Il% O,l.'lt% O,OI%
Aureobasidium { 0.0% 0,0% 01% 0.2% 0.3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0.2% 0.3% 0.7% 0.2% 0,0% 9,9% 0.3% 0.3% 0.2% 0,00 0% 00%
Chaetomium 4 0.0% 1,3% 00% 0.0% 00% 0.0% 0% 0.0% 0% 0.0% 0.0% 00% 01% 00% 0.0% 00% 0.0% 0% 0.0% 00% 0%
Clanostachys { 24% 04%  10.7% 15%  128% 1L.0% | 33% 0.1% 7.3% 43% 11.2%  42% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0% 00%
Cryptococcus (Filobasidiaceae) { 0.8% 1.6% 10% 1,2% 01% 0.0% 05% 0.8% 3% 0.3% 0.0% 06% 1,2% 08% 01%% 00% 0.0% 0% 24% 30% 22%
Cryptacoccus (Tremellales family Incertae sedis)  3.3% 3.5% 0.6% 0.7% 0.0% 0.1% 3.0% 3.6% 20% 0.6% 0.0% 0.4% 28% 6,6% 01% 0.2% 0.1% 0.0% 68% 10.3%  59%
Exophiala { 44% 4,2% L1% T.6% 0,0% 0.1% 4,1% 42% 3.1% 57% 0,0% 0.4% 29% 34% 4,0% 44% 3.4% 0,5% 1,9% 32%  24% 75%
Fusarium { 41% 3.9% 51% 9, 7% 0.9% 10% 22% 18% 36% 5% 0.2% 0.3% L4% L3% 0.7% 0.7% 4% 0.4% 0.2% 02%  03%
Haematonectria 4 0.7T% 0.4% 2,0% 4.4% 2,0% 6,7% 0.4% 0.3% 6% 08%  289%  03% 0,0% 0,0% 01% 0,0% 0.8% 0.5% 0,00 0% 00%
diyonectria { 1,3% 1.6% 50% 35% | 36,1% @ 43.2% 1.4% 0.8% 21% 14%  22,3% e 0.5% 08% 0.3% 03% 55% 25% 0.2% 02%  01%
Moriierella { 33% 4,6% 01% 0.4% 0,0% 0,0% 4,0% 9,9% 23% 0.4% 0,0% 0.6% 1.5% 5,8% 0.2% 0.3% 0,0% 0,0% 88% 1.2% 9%
Mrakia { 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 3.5% 0% 0.0% 0% 0.0% 0.0% 04% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0% 0.0% 00%  00%
Oidiodendron 4 0.0% 0.3% 0.0% 0.1% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.1% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.1% 03%  02%
Phialophora { 11% 10% 03% 1,9% 00% 0.3% 03% 0.8% 0n2% 0.3% 0.0% 00% 1,6% 4.0% 0.7% 29% 0.0% 0% 25% 32% 1,7%
Pochonia 1 0.3% 0.2% 0.9% L6% 0.7% 0.0% L1% 0.4% 25% 20% 0.2% 0.8% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0% 00%
Pseudeurotium 4 124%  4.1% 0.7% 7.3% 0,0% 1,5% 14.6%  99% 2,7% 0.5% 0.2% 01% 24% 29% 01% 0.2% 0,0% 2.8% 1, 7% 07%  09%
Ramariopsis { 0.1% 0.6% 00% 0.0% 00% 0.0% 1% 0.6% 0% 0.0% 0,0% 00% 0.2% 1,0% 0.0% 00% 0.0% 00% | 153% 12,0%% E8%
Rhodotorula 1 0.4% 0.2% 52% 1,3% 01% 0.1% 01% 0.1% 0,0% 01% 0,0% 0,0% 0.3% 01% 3.9% 0.2% 1B% L1% 0.2% 05%  03%
Talaromyces 1 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0% 0.0% 0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0% 0.0% 00%  00%
Trichoderma | 23% 20% 0.3% 13% 0.5% 0.5% 24% 41% 6,3% 0.8% 0,0% 0.7% 3.5% 0.6% 4.2% L3%  B3.0%  11.4% | 02% 03%  04% ~ 250y,
Trichosporon  32.0%  28.7% 10% 50% 01% 02% | 22.8% 214% 34% 38% 01% 1,3% 9.9% 6,4% 1,3% 29% 0.2% 1,0% 01% 04%  02%
wnkl. Bionectrigeeae 4 3.9% 1,2% 82% 6,8% L6% 0.7% 17.3% 33%  365% 394% 22.1% 5.8% 0.1% 0,0% 0.0% 01% 0.0% 01% 0.1% 02% 0%
unkl. Chaetomiaeeae 1 27% 27% 01% 0.9% 00% 0.0% 1,0% 3.5% 23% 0.2% 01% 00% 29% 1.4% 0.5% 0.5% 0.0% 0% 0.9% 08%  07%
unkl. Hypocreaceae 1 1% 1% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 01% 0.0% 05% 0.0% 0.0% 01% 0.2% 0.0% 01% 0.0% 1,0% 0.2% 0,0% 0% 00%
unkl. Nectriaceae 1 2.5% 3.1% 0.9% 22%  26.8%  26% 1.4% 1,2% 6% 0.8% 10L1%% 08% 0.6% 0.8% 0.5% 0.3% 1,5% 0.2% 0.3% 03%  02%
unkl. Pleosporales family Incertae sedis 1 0.3% 0.5% 57% 0.2% 1,5% 01% 05% 0.9% 5% 0.3% 0,0% 03% 0.7% 01% 26% 0.5% 01% 0% 0.5% 0% 00%

100%

- 50%%
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Tabelle C 3 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC und H20) auf die relative Abundanz ausgewéhlter Bakterientaxa aus Norddeutschland in drei rdumlichen Kompartimenten
(Boden-Holz-Grenzfliache (Boden), 1 mm Holztiefe und 7 mm Holztiefe) wihrend der Inkubationszeit (17 und 36 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC H,O Ref
Boden | mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden | mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden | mm Holztiefe 7 mm Holztiefe

17Wo. 36 Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. [17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. [17Wo. 36Wo. 17 Wo. 36 Wo. O0Wo. 17 Wo. 36 Wo.

dcidisoma | 00%  00%  00%  00%  00%  00% | 01%  00%  00%  00%  00%  00% | 00%  00%  06%  04%  04%  32% [ 00%  00%  0.0%
Acidothermus | 74%  53%  O1%  00%  00%  00% | 84%  69%  00%  OI1%  00%  00% | S53%  58%  02%  01%  01%  00% | 1.5% 84w 93%
Bradychizobium | 12%  LT%  08%  08%  14%  OI% | L%  L8%  13%  22%  O1%  00% | 09%  14%  LI%  09%  08%  07% | 12%  12%  14%
Briobacter{ 18%  10%  00%  00%  00%  00% | 30%  12%  00%  00%  00%  00% | 13%  LI%  0l%  01%  00%  00% | 18%  32%  25%
Bukholderia 0%  05%  05%  03%  01%  00% | 06%  07%  22%  05%  02%  00% | 08%  09%  134%  R4%  109%  39% | 02%  03%  01%
Chitinophaga { 08%  02%  01%  05%  04% 1% | 01%  09%  02%  21%  O1% 0% | 02%  03% L%  57%  00%  09% | 00%  00%  00%
Favobacterim | 02%  49%  18%  02%  02%  03% | 01%  24%  01%  03%  00%  04% | 105% 15%  0l1%  02%  14%  0l1% | ol%  ol%  02%
Gemmata | 0.6%  03%  00%  00%  01%  00% | 05%  03%  00%  00%  00%  00% | 04%  03% 0%  0I%  00%  00% | Lo%  o06%  06% 75%
Herminiimonas | 00%  02%  02%  02%  08% 0% | 00%  02%  01%  02%  02%  45% | 02%  01%  04%  00%  01%  00% | 00%  00%  00%
Luteibacter | 03%  00%  04%  02%  03%  00% | 01%  02%  44%  04%  40%  04% | 04%  02%  63%  62%  T7%  21% | 00%  00%  00%
Methylobacterium | 04% 0% T6%  123%  34%  05% | 01%  06%  104%  102%  10%  03% | 0I%  02%  L7%  L4%  30%  L6% | 0I%  00%  00%
Modestobacter | 33%  20%  00%  00%  00%  00% | LI%  L6%  00%  OI%  00%  00% | 07%  25%  01%  00%  01%  00% | 30%  08%  14%
Mucilaginibacter | 1% 14%  78%  34%  0S%  T9% | 0%  32%  18%  21%  03%  14% | 09%  27%  27%  L4%  35%  29% | 02%  03%  04%
Pedobacter | 0% 18% 3%  50%  09%  149% | 02%  L6%  19%  34%  01%  72% | 21%  05%  03%  06%  Lo%  06% | o1%  0l%  00%
Peeudomonas | 1% Lé%  31%  05% | 40%  160% | 01%  04%  214%  15% B 00% | 14%  06%  36%  39%  30%  107% | o1%  00%  01% | o
Rahmelle | 00%  00%  00%  00%  00%  00% | 00%  00%  00%  00%  00%  00% | 01%  00% 0%  05%  37%  12% | 0o0%  o0o0%  00%
Rhizomicrobium { 17%  27%  01%  03%  O1%  00% | 24%  28%  02%  04%  00%  00% | L0%  35%  LI%  L7%  03%  06% | LI%  26% 2%
Rhodanobacter | 28%  1T%  L0%  02%  00%  00% | 13%  21%  06%  04%  00%  00% | 12%  26%  L1%  04%  L1%  13% | 09%  10%  03%
Rhodoplanes { 08% 0%  00%  00%  04%  00% | 24%  10%  00%  01%  00%  00% | LI%  07%  00%  00%  01%  00% | 20%  18%  19%
Sphingobium | 03%  04%  26%  LI%  12%  01% | 01%  09% L% 27%  0l%  00% | 04%  01%  03%  07%  04%  02% | 00%  00%  00%
Shingomonas | 32%  L6% | Bs% | 364%  09% 207% | 32%  26%  252% 207% 164% [EARN| 24% 4%  144%  97%  98%  10.0% | 14%  20% 1%

wnkl. Acetobacteraceae{ 19%  LI%  04%  02%  04%  00% | O7% 0%  0l1%  02%  00%  00% | 05%  25%  35%  45%  36%  14% | 07%  0d%  08%
wnkl, Bradyrhizobiaceae | 04% 6% 3%  72%  30%  239% | 02%  08%  113%  116%  20%  44% | 02%  04%  61%  23%  58%  75% | 00%  00%  00%
unkl. Chitinophagaeeae{ 13%  08%  02%  02%  02%  00% | 12%  L0%  03%  03%  00% 00% | LI% L%  06%  08%  L0%  06% | 07% 1%  08%
wnkl DAIOIsoil group | 04%  OS%  00%  00%  01%  00% | 12%  08%  00%  00%  00%  00% | 09%  0S%  00%  00%  00%  00% | 13%  18% 1%
unkl. Oxalobacteraceae{ 01%  12%  02%  03%  01%  05% | 01%  04%  03%  02%  00%  03% | Le%  07%  19%  22%  LS%  65% | 00%  00%  00%
wnkl, Planctomyeetaceae | 09%  04%  00%  00%  00%  00% | 08%  04%  00%  0l1%  00%  00% | 04%  06%  01%  01% 0%  0l% | 12% L% 09%
wnkl. Sphingomonadaceae | 09%  19%  R6%  46%  20% 0% | 06%  37%  41%  113% 0%  08% | 14%  10%  13%  14%  14%  23% | 00%  01%  00%
tariovorax | O1%  05%  06%  06%  21%  0.5% | 01%  06%  05%  21%  00%  06% | LI%  03%  03%  06%  07%  09% | 00%  00%  00%

100%

-25%
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Tabelle C 4 Einfluss von Holzschutzmittelbehandlungen (Cu, CuTriQAC und H20) auf die relative Abundanz ausgewéhlter Bakterientaxa aus Mitteldeutschland in drei rdumlichen Kompartimenten
(Boden-Holz-Grenzfliche (Boden), 1 mm Holztiefe und 7 mm Holztiefe) wihrend der Inkubationszeit (17 und 36 Wochen). Ref= Referenzboden.

Cu CuTriQAC H,O Ref
Boden I mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden | mm Holztiefe 7 mm Holztiefe Boden I mm Holztiefe 7 mm Holztiefe

17Wo.  36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo 17TWo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. [7Wo. 36Wo. 17Wo. 36Wo. O0Wo 17Wo 36 Wo.

Acidisoma O.I.'I'% O,l.'lt% O,OI% 'D,l.'l' Yo O,I.'I'% O.I.'I'% O,l.'lt% O,IZI'% 'D,l.'l' Yo O,I.'I'% CI,I.'I'% O,OI% 0, II Yo 'D,OI Yo Z".:’% 0,".:’% o II Yo 1’.-;% 'D,l.'l' Yo CI,I.'I'% O,IZI'%

Acidothermus 4 0.8% 10% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.5% 0.7% 0.3% 0,0% 0.0% 0.0% 0.9% 0.6% 0.0% 01% 0,0% 0.0% 0.9% 1.2% 0.8%

Bradyrhizobium 1 5.2% 40% 1.4% 34% 0,0% 0.2% 3.0% 42% 34% 3,3% 01% 0.2% 41% 28% 1,9% 3.1% 0.1% 0,0% 25% 3.1% 24%

Bryobacter{  0.7% L1% 01% 02% 00% 0,0% 0.6% 1,0% 04% 01% 0% 0.0% 0.5% 08% 02% 0.4% 0.0% 0.0% 0.5% 1.3% L1%

Burkholderia {4 04% 0.5% 01% 0,0% 0.0% 0,0% 0.3% 0.3% 01% 0.0% 0.0% 01% 0.9% 0.4% 7.5% 8.9% 5% 50% 01% 03% 0.4%

Chitinophaga { 24% 0.7% 0.5% 3.6% 0.3% 01% 4.8% 1,5% 1,2% 1,7% 01% 0.1% 0.1% 02% 01% 0.2% 0,0% 0,0% 0,0% 01% 0.1%

Flavobacterium {  1.7% 0.8% 0.6% 06% 00% 0.2% 6,0% 1,5% 06% 06% 0% 01% 1,7% 22% 02% 0.5% 0.0% 01% 0.9% 11% 1,6%
Gemmata | 1.3% 1, 7% 0.0% 01% 00% 0,0% 0.8% 1,5% 03% 01% 0% 0.0% 21% 23% 03% 0.6% 0,0% 0.0% 29% 3.0% 26% 5%
Herminiimonas 4 0.1% 0.2% 1.3% 0.7% 47% 6,6% 0.1% 0.0% 0.3% 0.4% 1.7% 0.9% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Luteibacter {  0.0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 8.4% 0.9% 0.1% 0,0% L7% 0.5% 87% 1,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Methylobacterium {  0.3% 01% 6,7% 83% 24% L1% 0.7% 01% 43% 10.3% 23% T.4% 01% 00% 06% 0.5% 01% 0.2% 00% 0% 0.0%
Modestobacter 1 01% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 01% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 01% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 01% 0.0% 0.0%
Mucilaginibacter{ 1.0% 0,6% 21% 21% 0.3% 27% 1, 7% 0.3% 0.5% 1,6% 01% 0.7% L1% 02% L1% 0.9% 1, 7% 1,0% 02% 0.4% 0.3%
Pedobacter 1 0,8% 0.2% 10.2% 55% 1,7% 12.3% 1,3% 0.5% 34% 7.0% 21% 15.3% 0.3% 00% 01% 0.3% 0.0% 0.2% 00% 0% 01%
Pseudomonas 1 0.1% 0.2% 4.9% 04% 18.4% 10.2% 0.3% 0.2% 3.6% 1.4% 26.8% 3.6% 0.5% 01% 3.0% 0.7% 9.9% 26% 00% 0% 01% - 50%,
Rahnella 1 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.2% 0.4% 10.7% 9. 7% 0.0% 0.0% 0.0%
Rhizomicrobium {  0.8% 1,2% 0.2% 0.4% 0,0% 0,0% 0.8% 1,0% 0.4% 0,2% 0,0% 0,0% 1,0% 0.9% 1,2% 21% 0,0% 0,0% 0.6% 08% 1,0%
Rhodanobacter{ 0.7% 1,0% 0.0% 01% 00% 0,0% 0.5% 0.6% 02% 00% 0% 0.0% 0.4% 04% 06% 0.2% 0.2% 0.2% 02% 4% 0.4%
Rhodeplanes {  1.4% L6% 0.0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.8% 1.4% 0.3% 01% 0.0% 0.0% 1.9% 15% 01% 0.4% 0.0% 0.0% 35% 24% 1.9%
Sphingobium 1 0.7% 0.2% 6,5% 25% 10.6% 0.8% 14% 0.4% 29% 27% TA4% 4 1% 0.1% 0,0% 0.6% 0.4% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Sphingomonas 1 1.2% L1% 82% 6,1% 8% 29.8% 1, 7% L1% 1% 7.9% 21.5% 17.1% 0.9% 04% 2% 3.2% 21.6% | 49.7% 03% 1% 0.2%
unkl, Acctobacteraceae{  0.2% 0,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0.2% 0.2% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0.7% 0.3% L5% 1,9% 0,5% 1,7% 0,1% 0,3% 0.2%
unkl. Bradyrhizobiaceac{ 0.4% 0.1% 6,1% 6,3% 34% 10% 0.8% 0.4% 9.3% 9.5% 3.9% 6,3% 0.2% 01% T7.8% 24% 1,5% 0.9% 01% 0,0% 0.1%
unkl. Chitinophagaceae { 2.9% 20% 0.3% 1,0% 0,0% 0,0% 27% 23% 1,0% 0,5% 0,0% 0,0% 27% 2,0% 0.9% 21% 0.1% 0.1% 15% 22% 21%
unkl. DAI0I soil group{  1.8% 28% 0.0% 00% 00% 0,0% 1,6% 28% 02% 01% 0% 0.0% 32% 51% 00% 0.3% 0.0% 0.0% 58% 5,0% 57%
wnkl, Oxalobacteraceae{  0.1% 0.3% 0.3% 0.7% 0.0% 29% 0.1% 0.2% 0.5% 0.7% 3.5% L4% 0.1% 01% 0.3% 0.2% 0.9% 26% 01% 0.0% 0.1%
unkl. Planctomyeefaceae {  1.6% 20% 0,0% 01% 0,0% 0,0% 10% 1.8% 0.3% 01% 0,0% 0,0% 22% 23% 0.4% 0.6% 0,0% 0,0% 3.0% 3.1% 27%
wnkl. Sphingomenadaceae{ 1.9% 1,6% 9.5% 6,8% 42,5% 25% 3.6% 3.6% 0.8% 7.9% 16.8% 24% 0.9% 04% L6% 1.3% 20% 01% 00% 0% 01%
Variovarax 1 0.7% 0,4% 10,7% 6,5% 0,6% 51% 20% 0,6% 4,6% 74% 1,5% 4.3% 03% 0.3% 0,6% 0.8% 0,0% 0,1% 0,0% 01% 0,1%

100%

-25%
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(Eidesstattliche) Versicherungen und Erklirungen

(§ 8 Satz 2 Nr. 3 PromO Fakultt)

Hiermit versichere ich eidesstattlich, dass ich die Arbeit selbststindig verfasst und keine
anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe (vgl. Art. 97 Abs. 1
Satz 8 BayHIG).

(§ 8 Satz 2 Nr. 3 PromO Fakultét)

Hiermit erkldre ich, dass ich die Dissertation nicht bereits zur Erlangung eines akademischen
Grades eingereicht habe und dass ich nicht bereits diese oder eine gleichartige Doktorpriifung
endgiiltig nicht bestanden habe.

(§ 8 Satz 2 Nr. 4 PromO Fakultét)

Hiermit erkldre ich, dass ich Hilfe von gewerblichen Promotionsberatern bzw. —vermittlern
oder dhnlichen Dienstleistern weder bisher in Anspruch genommen habe noch kiinftig in
Anspruch nehmen werde.

(§ 8 Satz 2 Nr. 7 PromO Fakultt)

Hiermit erkldre ich mein Einverstindnis, dass die elektronische Fassung der Dissertation unter
Wahrung meiner Urheberrechte und des Datenschutzes einer gesonderten Uberpriifung
unterzogen werden kann.

(§ 8 Satz 2 Nr. 8 PromO Fakultét)

Hiermit erkldre ich mein Einverstindnis, dass bei Verdacht wissenschaftlichen Fehlverhaltens

Ermittlungen durch universitdtsinterne Organe der wissenschaftlichen Selbstkontrolle
stattfinden kénnen.

Ort, Datum, Unterschrift
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