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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Totholz ist ein strukturgebendes Habitat und Substrat fiir viele Makro- und Mikroorganismen. Die
diversen Totholzgemeinschaften (Biozonosen) beinhalten saprotrophe Organismen, die das
Pflanzenmaterial kontinuierlich (iber mehrere Zersetzungsstadien in Humus transformieren. Dadurch
stellt Totholz eine entscheidende Kohlenstoff- und Nahrstoffquelle dar, deren Zersetzung die
Okosysteme strukturiert und zahlreiche Okosystemfunktionen beeinflusst. Trotz dieser 6kologischen
Relevanz sind groBangelegte Langzeitstudien zur natirlichen Totholzzersetzung weiterhin selten.
Bisherige Studien untersuchten vielfaltige Einflussfaktoren eher in regionalen Malstaben und
betrachteten die Diversitdt nur einzelner Artengruppe. Zudem basieren viele Erkenntnisse zu
enzymatischen Aktivitidten auf Laborstudien mit Reinkulturen, was ihre Ubertragbarkeit auf natiirliche
Bedingungen einschrankt.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Totholzzersetzung unter realen 6kologischen Bedingungen zu untersuchen
sowie die komplexen Wechselwirkungen der Zersetzungsprozesse mit intrinsischen Einflussfaktoren
(Baumart) und extrinsischen Einflussfaktoren (Umweltfaktoren und anthropogene Einfliisse) zu
analysieren. Zudem wird ein mechanistisches Verstandnis durch die Erfassung der Artenvielfalt und
enzymatischen Aktivitditen der Totholzgemeinschaften angestrebt. Die zugehérigen Experimente
gehorten zur BELongDead-Studie der Biodiversitats-Exploratorien, was ein standardisiertes
Versuchsdesign in verschiedenen geografischen Regionen Deutschlands sowie zwei Okosystemen
(Wald und Griinland) ermoglichte. Die Einflussfaktoren der Totholzzersetzung wurden anhand
standardisierter Holzkl6tze von 13 gemaligten Baumarten untersucht. Diese Holzkl6tze durchliefen
eine einjahrige Zersetzung und danach wurden die Zersetzungsraten anhand des Masseverlusts
ermittelt. Parallel dazu wurde die mikrobielle Aktivitdt der Totholzbiozénosen analysiert, wobei die
Emissionsraten von Kohlendioxid (CO,) und Methan (CH,) zur Quantifizierung herangezogen wurden.
Fiir beide Zersetzungsprozesse wurden die Einflussfaktoren mithilfe linearer gemischter Modelle
bestimmt. Eine metaproteomische Untersuchung fiihrte schlieBlich zum mechanistischen Verstandnis
des Lignocelluloseabbaus und der dabei sezernierten Enzyme. Diese Untersuchung konzentrierte sich
auf die Pilzgemeinschaften nach 8% Jahren der Zersetzung von Totholzstdmmen.

Das Holzklétze-Experiment belegte die Totholzzersetzung in beiden Okosystemen. Die Zersetzung und
die daran beteiligten mikrobiellen Aktivitaten wurden nicht nur im Wald, sondern auch im Grinland
beobachtet. Dabei erwies sich die Baumart als zentraler und 6kosystemuibergreifender Einflussfaktor,
der sowohl den Masseverlust als auch die CO,-Emissionsraten beeinflusste. Allerdings variierte die
Stiarke dieses Einflusses zwischen den Okosystemen. Wihrend der Masseverlust in beiden
Okosystemen durch &dhnliche Holzeigenschaften geprigt wurde, zeichnete sich bei den CO,-
Emissionsraten eine Verschiebung hin zu einem starkeren Einfluss extrinsischer Faktoren ab. Die
Emissionsraten wurden von den Umweltbedingungen und Managementintensitdten beeinflusst,
wahrend zugleich der Masseverlust lediglich Unterschiede zwischen den geographischen Regionen
und den damit verbundenen klimatischen Bedingungen zeigte.

Die Zersetzungsraten der Holzkl6tze waren im Wald insgesamt hoher als im Grinland, was auf
deutliche Unterschiede in den Totholzbiozénosen zuriickzufiihren war. Die Analysen von Masseverlust
und CO,-Emissionsraten deuteten darauf hin, dass im Wald vor allem Pilze mit einem genetischen
Potenzial zum Lignocelluloseabbau vorherrschten. Im Griinland hingegen verschob sich das
Artenspektrum zugunsten holzbewohnender Organismen, die nicht direkt am Zersetzungsprozess
beteiligt waren. Bestarkt wurden diese Ergebnisse durch eine Metabarcoding-Analyse der Holzklotze



Zusammenfassung

aulerhalb dieser Dissertation. Diese detektierte im Wald vorwiegend Basidiomycota, wahrend im
Grinland hauptsachlich Ascomycota die Holzklotze besiedelten. Die Beteiligung dieser Pilze beim
Lignocelluloseabbau wurde durch die Metaproteom-Analyse der Totholzstamme belegt.
Basidiomycota produzierten in Angiospermen und Gymnospermen eine bedeutende Menge an
ligninolytischen Enzymen, wahrend ligninolytische Aktivitdten bei Ascomycota liberwiegend auf
Angiospermen beschrdankt waren. Cellulolytische Enzyme wurden hingegen von allen Faulnisarten
produziert. Der hohe Anteil von Ascomycota am Celluloseabbau war durchaus neu und erklarte die
moderaten Zersetzungsraten der Holzklotze im Griinland, die vorrangig von dieser Pilzgattung
besiedelt wurden. Dies verdeutlicht, dass im Grinland ein effizienter Celluloseabbau stattfand,
wahrend die mikrobiellen Gemeinschaften eine geringere Spezialisierung fir den Ligninabbau
aufwiesen.

Interessanterweise wiesen Grinlandflachen trotz geringerer Zersetzungsraten einen hdoheren
Artenreichtum auf als Walder. Diese Beobachtung lieR auf kompetitive Interaktionen innerhalb der
Totholzbiozonosen schlieBen und &duBerte sich in steigendem Artenreichtum mit reduzierten
lignocellulolytischen Enzymproduktionen. Wahrend saprotrophe Pilze mit anderen Mikroorganismen
um die Ressource Holz konkurrierten, traten untereinander Koexistenz und Interaktionen auf, um
Okosystemfunktionen, wie die Totholzzersetzung, aufrechtzuerhalten. Solche Koexistenz und
Interaktionen wurden innerhalb der metaproteomischen Totholzgemeinschaften beobachtet. In allen
Proben der Totholzstamme wurde trotz Baumartspezifitat und der damit verbundenen Spezialisierung
der Pilze das gleichzeitige Vorkommen von cellulolytischen, hemicellulolytischen und ligninolytischen
Enzymen festgestellt. Vor allem Generalisten sekretierten ein umfassendes Spektrum an Enzymen, die
sowohl Polysaccharide als auch Lignin modifizieren. Der bedeutendste Generalist und die
abundanteste Pilzgattung auf Metaproteomebene war Armillaria (> 20 %). Weitere Pilzgattungen wie
Mycena, Hyaloscypha und Sistoterma, die ebenfalls ein breites Enzymspektrum sekretierten, waren
zudem in allen Experimenten und beiden Okosystemen prasent. Diese Beobachtung zeigte, dass die
taxonomischen Gemeinschaften zwar Spezialisierungen in Bezug auf die Zielsubstrate und
Okosystemfunktionen aufwiesen, innerhalb der Kerngemeinschaft jedoch eine latente funktionelle
Redundanz bestand, die das genetische Potenzial fir den Lignocelluloseabbau teilte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Baumart ein zentraler Einflussfaktor der
Totholzzersetzung war, wahrend die mikrobiellen Aktivitdten der Totholzbiozénosen gleichzeitig
einem starkeren Einfluss extrinsischer Faktoren unterlagen. Dies resultierte in baumartspezifischen
Biozonosen, die eine Kerngemeinschaft aus generalistischen Saprophyten aufwiesen. Diese
Generalisten ermoglichten den Lignocelluloseabbau und unterstiitzen die 6kosystemibergreifende
Totholzzersetzung im Grinland. Insgesamt deuten diese Beobachtungen auf eine ausgepragte
Widerstandsfahigkeit und Resilienz der Okosystemfunktion hin und bieten Ansatzpunkte fiir
zuklnftige Bewertungen der Auswirkungen anthropogener Einflisse auf den Kohlenstoff- und
Nahrstoffkreislauf.
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Abstract

Abstract

Deadwood is a structuring habitat and substrate for many macro- and microorganisms. The diverse
deadwood communities (biocoenoses) include saprotrophic organisms that continuously transform
plant material into humus through multiple decomposition stages. Consequently, deadwood
represents a crucial carbon and nutrient source, shaping ecosystems and influencing numerous
ecosystem functions. Despite this ecological relevance, large-scale long-term studies on natural
deadwood decomposition remain rare. Most previous studies have examined various influencing
factors at regional scales and have focused on the diversity of only individual species groups.
Moreover, current findings on enzymatic activities are often derived from laboratory studies with pure
cultures, limiting their applicability to natural conditions.

This study investigates deadwood decomposition under real ecological conditions, analysing the
complex interactions between decomposition processes and both intrinsic factors (tree species) and
extrinsic factors (environmental and anthropogenic influences). Additionally, a mechanistic
understanding is obtained by assessing the diversity and enzymatic activities of deadwood
communities. The related experiments were part of the BELongDead subproject within the Biodiversity
Exploratories, which enabled a standardized experimental design across various geographical regions
of Germany and two ecosystems (forest and grassland). Key decomposition factors were examined
using standardized woodblocks from 13 temperate tree species. These blocks underwent a one-year
decomposition period, after which decay rates were determined based on mass loss. Simultaneously,
the microbial activity of deadwood biocoenoses was quantified by measuring emission rates of carbon
dioxide (CO,) and methane (CH,4). The factors influencing both decomposition processes were then
analysed using linear mixed models. Additionally, metaproteomic analysis provided insights into the
functional processes and the enzymes involved in lignocellulose degradation, with a particular focus
on fungal communities after 8% years of deadwood log decomposition.

The woodblock experiment confirmed deadwood decomposition in both ecosystems. Decomposition
and the associated microbial activities occurred not only in forests but also in grasslands. Tree species
emerged as a key cross-ecosystem influencing factor, affecting mass loss and CO, emission rates.
However, the strength of this influence varied between ecosystems. While mass loss was shaped by
similar wood properties in both ecosystems, CO, emission rates shifted towards a stronger influence
of extrinsic factors. Emission rates were affected by environmental conditions and management
intensities, whereas mass loss primarily differed between geographical regions and their associated
climatic conditions.

Decomposition rates were generally higher in forests than in grasslands, reflecting substantial
differences in the deadwood biocoenoses of these ecosystems. The analysis of mass loss and CO,
emission rates revealed that forests were dominated by fungi with genetic potential for lignocellulose
degradation. In contrast, grassland communities consisted mainly of wood-inhabiting organisms, not
directly involved in decomposition. An external metabarcoding analysis of the woodblock,
independent of this dissertation, confirmed these findings, detecting primarily Basidiomycota in
forests and Ascomycota in grasslands Further, the involvement of these fungi in lignocellulose
degradation was shown by the metaproteomic analysis of deadwood logs. Basidiomycota produced
significant amounts of ligninolytic enzymes in angiosperms and gymnosperms, while ligninolytic
activity in Ascomycota was mainly restricted to angiosperms. In contrast, cellulolytic enzymes were
secreted by all decay types. The strong involvement of Ascomycota in cellulose degradation was a
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novel finding and explained the moderate decomposition in grasslands, where this fungal group
dominated. This highlights the efficient cellulose degradation in grasslands, while microbial
communities exhibited lower specialization in lignin degradation.

Interestingly, grasslands exhibited higher fungal species richness than forests, despite lower
decomposition rates. This could be attributed to competitive interactions within wood-dwelling fungal
communities, leading to higher species richness and reduced decomposition rates. While saprotrophic
fungi competed with other microorganisms for wood resources, coexistence and interactions among
themselves maintained ecosystem functions such as deadwood decomposition. Such interactions
were evident in the metaproteomic analysis of deadwood communities. Despite tree species specificity
and the resulting fungal specialization, all deadwood logs exhibited a simultaneous presence of
cellulolytic, hemicellulolytic, and ligninolytic enzymes. Generalists, in particular, secreted a broad
spectrum of enzymes that modified both polysaccharides and lignin. The dominant generalist and most
abundant fungal genus at the metaproteome level was Armillaria (> 20 %). Other fungal generalists,
such as Mycena, Hyaloscypha, and Sistotrema, which also secreted a broad enzymatic spectrum, were
detected across all experiments and ecosystems. This observation indicated that although taxonomic
communities exhibited substrate and function-specific specialization, a latent functional redundancy
existed within the core community, sharing the genetic potential for lignocellulose decomposition.

In summary, the results demonstrate that tree species were key factors in deadwood decomposition,
while microbial activities within deadwood biocoenoses were more strongly influenced by extrinsic
factors. This resulted in tree species-specific biocoenoses containing a core community of generalist
saprotrophs. These generalists enabled lignocellulose degradation and supported cross-ecosystem
deadwood decomposition in grasslands. Overall, these findings indicate a pronounced resilience and
resistance of this ecosystem function and provide a foundation for future assessments of
anthropogenic impacts on carbon and nutrient cycling.
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Einleitung

1. Einleitung

In den letzten Jahren haben Veranderungen der globalen Artenvielfalt, bedingt durch Klimawandel und
anthropogene (menschengemachte) Einfliisse, zunehmende Aufmerksamkeit in der Biodiversitats-
forschung erhalten (Johnson et al. 2017). Deutliche Verdnderungen der Biodiversitat wirken sich
unmittelbar auf die Funktionalitit von Okosystemen aus (Schulze et al. 2016). Trotz intensiver
Forschung bestehen weiterhin erhebliche Wissensliicken, insbesondere im Hinblick auf die
taxonomische und funktionelle Diversitat, rdaumliche Muster und zeitliche Dynamiken. Die
Biodiversitats-Exploratorien stellen eine vielversprechende Forschungsplattform dar, um diese
Wissensliicken zu schlieRen. Seit ihrer Einrichtung im Jahr 2009 ermoglichen sie die langfristige
Untersuchung der Biodiversitdt in verschiedenen Regionen Deutschlands. Jede Region umfasst
natlirliche und landwirtschaftlich genutzte Flachen, die sich in Geologie, Vegetation und
Klimabedingungen unterscheiden (Fischer et al. 2010).

Ein zentraler Bestandteil dieser Biodiversitats-Exploratorien ist die Untersuchung von Totholz, das
einen aulerst diversen und artenreichen Lebensraum fiir zahlreiche Organismen darstellt. Zu diesen
Arten gehodren saprotrophe Organismen, die etwa 20-25% der waldbewohnenden Biodiversitat
ausmachen (Siitonen 2001). Diese saprotrophen Organismen spielen eine entscheidende Rolle im
globalen Kohlenstoff- und Nahrstoffkreislauf, indem sie gebundenen Kohlenstoff aus abgestorbenem
Pflanzenmaterial durch Zersetzungsprozesse freisetzen. Die Kohlenstoffaufnahme und -speicherung in
Pflanzen, insbesondere in Baumen, erfolgen zuvor wahrend der Photosynthese. Dabei nehmen
Pflanzen Kohlendioxid (CO,) aus der Atmosphare auf, setzen molekularen Sauerstoff (O) frei und
speichern den verbleibenden Kohlenstoff in ihrer Biomasse. Diese Kohlenstoffspeicher variieren
erheblich zwischen den drei groRen Lebensrdumen und geografischen Regionen. In terrestrischen
Okosystemen stellen Feuchtgebiete, wie Feuchtwiesen, Moor- und Sumpfgebiete oder Gewasser, mit
einem durchschnittlichen Gehalt von 247 Megagramm Kohlenstoff pro Hektar (Mg C ha™) den gréRten
Kohlenstoffspeicher dar (Hendriks et al. 2020). Walder folgen mit einer Speicherkapazitidt von 115 Mg
C ha™, wobei 44 % im Boden, 42 % in ober- und unterirdischer Biomasse, 8 % in Totholz und 5 % in
Streu gebunden sind (Pan et al. 2011). Im Vergleich dazu speichern sparlich bewachsene Flachen wie
Heidelandschaften (88 Mg C ha™), Gebiische (12 Mg C ha™) und Grinland (5 Mg C ha™) deutlich
weniger Kohlenstoff (Hendriks et al. 2020).

In gesunden Okosystemen wird der Kohlenstoffkreislauf durch ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen der Kohlenstoffaufnahme durch Photosynthese (Harmon et al. 1986) und der Zersetzung von
abgestorbenem Pflanzenmaterial aufrechterhalten (Holzwarth et al. 2013). Dieses Gleichgewicht ist
jedoch empfindlich gegeniiber Veranderungen, die dazu fiihren kénnen, dass Okosysteme von einer
Kohlenstoffsenke zu einer Kohlenstoffquelle werden (Kurz et al. 2008). Der Mittelpunkt dieser Arbeit
liegt darin, ein Verstdndnis daflr zu gewinnen, welche Einflussfaktoren das Gleichgewicht durch
veranderte Zersetzungsprozesse beeintrachtigen.

1.1 Anatomische und chemische Struktur des Holzes

Die Zersetzungsdynamik abgestorbener Pflanzenmaterialien wird durch deren strukturellen,
anatomischen und chemischen Aufbau bestimmt. Insbesondere Totholz bietet eine groRe strukturelle
Vielfalt hinsichtlich Form (z. B. diinne Zweige vs. dicke Stdmme), Position (stehend/liegend) und
Zersetzungsgrad (frisch/vermodert), was heterogene Abbauprozesse bedingt (Harmon et al. 1986).

Ein Baumstamm weist eine komplexe anatomische Organisation auf, die sich im Querschnitt von auBen
nach innen in Rinde (Cortex), Kambium, Holz (Xylem) und Mark (Medulla) gliedert. Die Rinde besteht
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aus einer duReren Borke und einer inneren Bastschicht. Zwischen Bast und Holz liegt das Kambium,
eine diinne, teilungsfahige Wachstumsschicht, die das sekundare Dickenwachstum ermdoglicht. Den
groRten Anteil des Stammes nimmt das Holz ein, das sich meist in Splint- und Kernholz unterteilen
lasst. Das Splintholz enthalt noch lebende Zellen und ist flir den Wassertransport verantwortlich. Das
Kernholz ist grundsatzlich physiologisch inaktiv, zeigt eine dunklere Farbung und durchlauft den
Prozess der Verkernung, bei dem die parenchymatischen Zellen absterben. In geméaRigten Breiten kann
das Holz infolge der jahreszeitlichen Vegetationsphasen charakteristische Jahresringe bzw.
Zuwachszonen ausbilden. Diese entstehen durch die Bildung von hellem, porésem Friihholz und
dunklerem, dichterem Spatholz. Das im Frihjahr gebildete Friihholz gewahrleistet einen effizienten
Wassertransport zu Beginn der Vegetationsperiode. Das im Sommer angelegte Spatholz dient vor
allem der mechanischen Stabilisierung des Stammes (Fengel und Wegener 2003; Grosser 2007).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal des Baumstammes ist die funktionelle Differenzierung der
Gewebe. Grundsatzlich werden drei Haupttypen funktioneller Gewebe unterschieden:
Festigungsgewebe zur Stabilisierung, Leitgewebe fiir den Transport von Wasser (H.0) und Nahrstoffen
sowie Speichergewebe zur Einlagerung von Reservestoffen. Die Ausdifferenzierung der spezifischen
Gewebetypen erfolgt in Anpassung an die physiologischen Anforderungen der jeweiligen Baumart.
Deutliche Unterschiede sind dabei zwischen Nadel- und Laubbdumen erkennbar (Grosser 2007).
Laubbdume, die Uberwiegend zu den zweikeimblattrigen Bedecktsamern (Angiospermen) gehoren,
verfligen Uber ein komplexes Leitgewebe mit weitlumigen Tracheen und spezialisierten Stitzzellen.
Die morphologische Anordnung und GroRRe der GefalRe ermoglicht zudem eine Einteilung in ringporige,
zerstreutporige und halbringporige Laubhdlzer. Ringporige Holzarten (wie Edelkastanie, Eiche, Esche
und Ulme) besitzen im Friihholz besonders weite und ringférmig angeordnete GefdaRe, denen zum
Spatholz hin deutlich kleinere GefaRRe folgen. Zerstreutporige Holzer (wie Ahorn, Birke, Linde, Pappel
und Rotbuche) zeigen dagegen ilber den gesamten Jahrring hinweg geringe Unterschiede in der
Verteilung und GréRe der GefaRe. Im Gegensatz zu den Laubbdumen zdhlen Nadelbdume meist zu den
Nacktsamern (Gymnospermen) und besitzen ein anatomisch einfacheres Holz, in dem Tracheiden
sowohl Leitungs- als auch Stltzfunktionen (ibernehmen. Zusatzlich werden Harzkanile als
Schutzmechanismus gegen biotische Angriffe ausgebildet. In Nadelhdlzern sind die Zellen des
Friihholzes weitlumig und dinnwandig, wahrend im Spatholz englumige, dickwandige Zellen
dominieren. Diese Unterschiede fiihren zu den charakteristischen Farb- und Harteunterschieden
innerhalb der Jahresringe.

Obwohl Angio- und Gymnospermen in ihrer anatomischen Struktur deutliche Unterschiede aufweisen,
ist die chemische Zusammensetzung weitgehend &hnlich. Holz besteht (berwiegend aus den
polymeren Verbindungen Cellulose, Hemicellulose und Lignin, die gemeinsam das komplexe Netzwerk
der Lignocellulose (Abb. 1) bilden (Petridis und Smith 2018). Diese Komponenten stellen die
Hauptbestandteile der pflanzlichen Zellwande dar und verleihen dem Holz seine Stabilitat. Je nach
Baumart variiert jedoch deren Anteil sowie das Vorkommen von Nebenbestandteilen wie
Strukturproteinen, Pektinen, Terpenen, Harzen und phenolischen Verbindungen (Fengel und Wegener
2003).

Der Hauptbestandteil von Lignocellulose und die haufigste Strukturfaser von Pflanzen ist Cellulose, die
etwa 40-50 % der Trockenmasse ausmacht (Bidlack 1992; Eriksson et al. 2012). Die Cellulose besteht
aus linearen, langkettigen Homopolysacchariden von D-Glucose-Untereinheiten (Abb. 1B), die durch
B-1,4-glycosidische  Bindungen miteinander verbunden sind (Sjostrom  2013). Diese
Homopolysaccharide bilden dichte Mikrofibrillen durch intermolekulare Wasserstoffbriicken-
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bindungen und Van-der-Waals-Krafte, deren Ausrichtung in den pflanzlichen Zellwandschichten
unterschiedlich ist. Zwischen diesen teilweise kristallinen Cellulose-Mikrofibrillen sind
Hemicelluloseeinheiten, aromatische Lignineinheiten oder Pektin eingelagert, was die komplexe und
starre Struktur der Holzzellen bedingt (Bidlack 1992; Eriksson et al. 2012). Das kurze, komplexe
Kohlenhydratpolymer Hemicellulose besteht aus einer Vielzahl von Monomeren wie D-Xylose, D-
Mannose, D-Galactose, D-Glucose, L-Arabinose, 4-O-Methyl-Glucuronsaure, D-Galacturonsdure und
D-Glucuronsdure (Abb. 1B) (Sjéstrom 2013). Diese Monomere sind durch B-1,4- und gelegentlich B-
1,3-glycosidische Bindungen miteinander verbunden, welche eine amorphe Struktur verursachen. Die
Hauptbestandteile der Hemicellulose variieren zwischen Baumarten. In Angiospermen dominieren
Xylane und einige Glucomannane, wahrend in Gymnospermen hauptsachlich Galactoglucomannane
und Arabinoglucuronoxylan enthalten sind (Thompson 2000). Lignin stellt den besonders
rekalzitranten Bestandteil der Lignocellulose dar (Higuchi 1990). Dieses aromatische Heteropolymer
besteht aus Phenylpropaneinheiten (Abb. 1B), die durch Kohlenstoff-Kohlenstoff- und Arylether-
Bindungen miteinander verbunden sind. Diese Bindungen entstehen durch enzymkatalysierte
Radikalkopplung (Vanholme et al. 2010), was Lignin besonders resistent gegen den mikrobiellen Abbau
macht, da es von hydrolytischen Enzymen nur schwer oder gar nicht aufgespalten werden kann.

00000000 Cellulose (B1) «%, Ligninmonomere (B3)

TEST LS

mwmw o

o \j@* oH p-Cumaryl- Conifer- Sinapyl-
Hc—0 Ho alkohol alkohol alkohol

HooC

A.Pflanzenzellwand B. Lignocellulose-Komplex

Pflanzenzelle

Hemicellulose Lignin  Cellulosefibrille

Abbildung 1. Vereinfachte schematische Darstellung der pflanzlichen Zellwand und des Lignocellulose-Komplexes. Die
Pflanzenzellwand (A) setzt sich aus verschiedenen Schichten zusammen: Mittellamelle, Primdrwand, Sekunddrwand und
Tertiérwand (von innen nach auflen). lhre Hauptbestandteile sind Cellulose, Hemicellulose, Pektin und Lignin sowie
Strukturproteine und verschiedene Extraktstoffe. Das lineare Homopolysaccharid Cellulose (B1), das komplexe
Kohlenhydratpolymer Hemicellulose (B2) und das Heteropolymer Lignin (B3) bilden gemeinsam das komplexe Netzwerk der
Lignocellulose (B) (modifiziert nach Petridis und Smith (2018) und erstellt in BioRender. Kipping, L. (2024)
BioRender.com/y22a679).
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1.2 Holzzersetzende Pilze und ihre 6kophysiologische Einteilung

Totholz dient als Lebensraum fiir zahlreiche Organismen, darunter Pilze, Prokaryoten, Nematoden und
Arthropoden (Seibold et al. 2019; Baldrian et al. 2016; Moll et al. 2018), sowie flr Siugetiere,
Amphibien und Vogel (Rondeux und Sanchez 2010; Baldrian 2017). Die Gesamtheit dieser Arten, die
innerhalb des abgegrenzten Lebensraums Totholz miteinander interagieren, wird als Totholzbiozénose
bezeichnet. Innerhalb dieser Biozonose nehmen Pilze eine zentrale Rolle ein, da sie zum Abbau von
Lignocellulose befdhigt sind. Mithilfe eines breiten Repertoires an extrazellularen Enzymen und
radikalbasierten Oxidationsmechanismen kdnnen sie sowohl die polymeren Kohlenhydrate als auch
Lignin abbauen (Floudas et al. 2012; Stokland et al. 2012; Lundell et al. 2014). Die artspezifischen
Praferenzen der Pilze fiir bestimmte Lignocellulosekomponenten flihren wahrend der Zersetzung zu
charakteristischen Veranderungen der physikochemischen Eigenschaften (Freschet et al. 2012) und
der verbleibenden Farbe des Holzes. Entsprechend dieser Unterschiede wird die Pilzfaule in die
Faulnistypen WeiR-, Braun- und Moderfaule eingeteilt (Abb. 2) (Stokland et al. 2012).

WeiBfaulepilze gehdren zum Phylum Basidiomycota und werden (iberwiegend der artenreichen Klasse
der Agaricomycetes zugeordnet (Kijpornyongpan et al. 2022). Sie spalten Lignin und verstoffwechseln
teilweise Hemicellulose und Cellulose (Hatakka und Hammel 2011). Fir den effizienten Abbau des
aromatischen Polymers Lignin produzieren WeiRfaulepilze die notwendigen Peroxidasen mit hohem
Redoxpotential sowie Peroxid-produzierende Enzyme und Laccasen (Riley et al. 2014; Lundell et al.
2014; Martinez et al. 2018). Zudem besitzen sie kohlenhydrataktive Enzyme, wie lytische
Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMOs), Glycosidhydrolasen und Esterasen, um gleichzeitig
Hemicellulose und Cellulose zu modifizieren (Lundell et al. 2014; Couturier et al. 2018). Es werden zwei
Formen der WeilRfaule unterschieden: die simultane Weilifaule und die selektive WeiRfaule. Bei der
simultanen WeilRfaule werden Cellulose, Hemicellulose und Lignin in vergleichbarer Geschwindigkeit
abgebaut (Schwarze et al. 2000). Dieser Typ wird haufig bei Angiospermen beobachtet. Bei der
selektiven Weiltfaule wird bevorzugt Lignin zersetzt, wahrend Cellulose und Hemicellulose vorerst
unverdndert bleiben (Blanchette 1984). Dies fiihrt zu dem charakteristischen weilen Aussehen des
zersetzten Holzes (Abb. 2B) (Hatakka und Hammel 2011).

Braunfaule (Destruktions- oder Wirfelfaule) wird ausschlieBlich durch Pilze der Basidiomycota
(Ordnungen der Polyporales, Gloeophyllales und Boletales) verursacht und tritt, mit wenigen
Ausnahmen, nur bei Gymnospermen auf (Krah et al. 2018a). Die charakteristischen Verdnderungen
des Holzes, wie die dunkel bis braune Verfarbung und wirfelartigen Risse entlang der Holzfasern (Abb.
2A), entstehen durch modifiziertes Lignin und angereichertes Eisen (Jellison et al. 1997; Hatakka und
Hammel 2011). Im Gegensatz zum enzymatischen Abbau von WeiRfaulepilzen besitzen Braunfaulepilze
weniger lignocellulytische Enzyme (Floudas et al. 2012). Insbesondere fehlen ihnen die hochredoxen
Peroxidasen (Kohler et al. 2015), weshalb das Lignhin hochstens modifiziert wird, beispielsweise durch
Demethylierung (Kirk 1975). Ebenso werden nur wenige hydrolytische Enzyme zum Abbau von
Polysacchariden eingesetzt (Eastwood et al. 2011). Stattdessen erfolgt der schnelle und effektive
Abbau von Cellulose und Hemicellulosen durch den Einsatz hochreaktiver Oxidationsmittel. Dazu
gehoren niedermolekulare freie Radikale, einschlieflich der durch die Fenton-Reaktion gebildeten
Hydroxylradikale (Jellison et al. 1997; Arantes et al. 2012).
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Abbildung 2. Féulnistypen der Holzzersetzung und ihre typischen physikochemischen Verdnderungen. (A) Braunfdule:
bevorzugter Celluloseabbau unter Verbleib von modifiziertem Lignin, was zu einer braunen Verfdrbung und wiirfelartigen
Rissen im Holz fiihrt. (B) Basidiomycetale Weif3féule: Abbau des modifizierten Lignins, wobei faserige Cellulose zurtickbleibt
und das Holz ein weifliches Aussehen erhdlt. (C) Ascomycetale Moderfdule: Celluloseabbau in der sekunddren Zellwand,
wodurch das Holz eine brédunlich-graue, schwammige Konsistenz annimmt (Fotos: eigene Aufnahmen, 2025).

Die dritte Form der Holzfaule, die auch an lebenden Bdumen vorkommt, ist die Moderfaule. Sie wird
hauptsachlich beim Phylum Ascomycota (Ordnungen der Xylariales, Sordariales) beobachtet
(Blanchette et al. 2004). Moderfaulepilze zersetzen bevorzugt Cellulose und Hemicellulose der
sekundaren Zellwand, was die braunlich-graue, schwammige Konsistenz des Totholzes bedingt (Abb.
2C) (Savory 1954; Stokland et al. 2012). Darliber hinaus sind Ascomycota der Familie Xylariaceae in der
Lage, sowohl Polysaccharide durch die Verwendung verschiedener Glycosidhydrolasen als auch teils
Lignin durch Feruloylesterase und Laccase zu modifizieren und abzubauen (Liers et al. 2006).

1.3 Enzymatischer und hydrolytischer Totholzabbau der Pilze

Unabhangig davon, ob es sich um stark lignifiziertes Holz oder weniger widerstandsfahiges
Pflanzenmaterial wie Laub handelt, unterliegt deren Zersetzung denselben grundlegenden Prozessen
(Swift et al. 1979). Dazu zahlt die (i) physikalische Fragmentierung, die durch Austrocknung oder
tierische Aktivitaten wie die Nahrungssuche verursacht wird. Diese Fragmentierung erleichtert die
Besiedlung des Totholzes durch Mikroorganismen und beglinstigt mikrobielle Prozesse, die eine
Schlisselrolle in der Zersetzung einnehmen. Diese Mikroorganismen geben durch die (ii) heterotrophe
Respiration organisch gebundenen Kohlenstoff in Form von CO; in die Atmosphare ab (Magnusson et
al. 2016; Covey et al. 2016). Parallel dazu erfolgt die (iii) biologische Fragmentierung, bei der
saprotrophe Mikroorganismen die polymeren Holzbestandteile in I6sliche Komponenten spalten.
Diese konnen anschlieRend im H,0 geldst und ausgewaschen werden (Harmon et al. 1986). Im Verlauf
der Zersetzung verschiebt sich die Beteiligung der einzelnen Prozesse. Zu Beginn werden leicht
verfligbare Substrate wie Zucker, Stirke und Aminosduren rasch von der Bodenfauna und
endophytischen Pilzen abgebaut (Adair et al. 2008; van der Wal et al. 2016; Song et al. 2017).
Entsprechend (iberwiegt die heterotrophe Respiration, wahrend die Auswaschungsprozesse noch
marginal sind (Kahl 2008; Lagomarsino et al. 2021). Mit fortschreitender Zersetzung und dem
einhergehenden Feuchtigkeitsverlust des Holzes dominieren saprotrophe Pilze und Prokaryoten
(Baldrian et al. 2016; Moll et al. 2018). Diese saprotrophen Mikroorganismen spalten die Lignocellulose
enzymatisch (Lundell et al. 2014), was zu einem deutlichen Masseverlust (Kahl 2008) und einer
zunehmenden Fragmentierung des Holzes fihrt (Harmon et al. 1986; Herrmann et al. 2015).

Insbesondere saprotrophe Pilze besitzen die Fahigkeit, sowohl polymere Polysaccharide als auch das
heterogene, aromatische Lignin mit seinen unterschiedlichen Vernetzungen und Seitengruppen zu
spalten (Higuchi 1990; Baldrian et al. 2016). Die hierfiir sekretierten Enzyme zahlen zu den ,plant cell
wall degrading enzymes" (PCWDE) und sind in der CAZy-Datenbank (,,carbohydrate-active enzymes®)
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verzeichnet. Diese Datenbank klassifiziert kohlenhydrataktive Enzyme (CAZymes) anhand von
Sequenz- und Strukturdhnlichkeiten in mehrere Familien (Drula et al. 2022). Zu diesen Familien
gehoren Glycosidhydrolasen (,glycoside hydrolases” — GH), Kohlenhydrat-Esterasen (,carbohydrate
esterases” — CE), Polysaccharid-Lyasen (,,polysaccharide lyases” — PL), Glycosyltransferasen (,glycosy!
transferases” — GT) und Oxidoreduktasen mit ligninolytischen Aktivitdten sowie Hilfsaktivitaten
(,auxiliary activities” — AA) (Lombard et al. 2014).

1.3.1 Oxidativer Abbau von Lignin und Lignocellulose

Zu den ligninmodifizierenden und ligninabbauenden Enzymen gehoren Oxidoreduktasen, wie die
Laccasen (AA1) und die Peroxidasen der Klasse Il (AA2). Unterstiitzt wird deren Aktivitdt durch
Reaktionsprodukte von Oxidoreduktasen der AA3-Familie, die neben Lignin auch Cellulose angreifen
(Abb. 3). Laccasen (CAZy-Subfamilie AA1l) sind Phenoloxidasen, die zur Superfamilie der
Multikupferoxidasen gehoéren (Solomon et al. 1996). Sie werden hauptsachlich von ligninolytischen
Basidiomycota und Ascomycota, aber auch von pflanzenpathogenen Arten gebildet (Baldrian 2006;
Hoegger et al. 2006). Laccasen besitzen ein niedriges Redoxpotential (Solomon et al. 1996) und
katalysieren daher selektiv die Oxidation der phenolischen Untereinheiten des Lignins, wobei O; als
Elektronenakzeptor dient (Abb. 3) (K&arik 1965). Nichtphenolische Untereinheiten weisen im
Gegensatz dazu ein hoheres Redoxpotential auf und sind fiir eine direkte Oxidation durch Laccasen
unempfindlich (Bourbonnais und Paice 1990; Singh et al. 2023). Die indirekte Oxidation
nichtphenolischer Strukturen kann jedoch in Anwesenheit eines geeigneten Redox-Mediators
erfolgen, was letztlich zur Depolymerisierung des Lignin-Polymers flihrt (Baiocco et al. 2003).

Die Oxidoreduktasen der ligninmodifizierenden Ham-Peroxidasen (CAZy-Subfamilie AA2) (Lombard et
al. 2014) werden groRtenteils von Weilfaulepilzen gebildet (Glenn et al. 1983; Martinez 2002). Diese
Klasse-ll Peroxidasen katalysieren die Oxidation zahlreicher Substrate unter Verwendung eines
Elektronenakzeptors, wie Wasserstoffperoxid (H,02) oder organischer Peroxide (Abb. 3). Dabei
reduziert der Elektronenakzeptor das Enzym, welches anschliefend zur Bildung von oxidierten oder
gekoppelten (oligomeren) Produkten fihrt (Makeld et al. 2021). Funktionell werden die
Manganperoxidasen (MnP), Ligninperoxidasen (LiP) und Versatile Peroxidasen (VP) unterschieden.
Aufgrund ihrer Fahigkeit, Elektronen von lignindhnlichen-aromatischen Strukturmolekiilen zu
abstrahieren, werden sie als Peroxidasen mit hohem Redoxpotential kategorisiert (Ruiz-Duenas et al.
2009; Hofrichter et al. 2010). Generische Peroxidasen (GP) von Pilzen sind ebenfalls ham-
einschlieRende Enzyme, denen jedoch die Manganbindungsstelle oder das Redoxzentrum an der
Proteinoberflache fehlt. Aufgrund dieser strukturellen Eigenschaften sind sie nicht in der Lage,
Lignineinheiten zu oxidieren, und gehoren zu den Peroxidasen mit niedrigem Redoxpotential (Ruiz-
Duenas et al. 2013). Weiter Enzymgruppen innerhalb der Peroxidase-Subklasse, die bislang jedoch
nicht der AA2-Subfamilie zugeordnet sind, umfassen die , dye-decolorizing” Peroxidase (DyP) und die
unspezifische Peroxidase (UPO). DyPs ermoglichen die effiziente Oxidation von Farbstoffen und
Aromaten (Linde et al. 2015; Adamo et al. 2022). UPOs werden ebenfalls dem Ligninabbau zugeordnet
(Liers et al. 2013; Kellner et al. 2014) und katalysieren ein breites Spektrum von Peroxid-abhangigen
Oxyfunktionalisierungsreaktionen, wie die Epoxidierung/Hydroxylierung von aromatischen Ringen und
Alkylketten, Ethen-Spaltungen, sowie Oxidationen von Alkoholen, Aldehyden und Phenolen
(Hofrichter et al. 2015).
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Abbildung 3. Auswahl prozessrelevanter Enzyme von saprotrophen Pilzen fiir den Abbau des Lignocellulosekomplexes. Zu
den ligninmodifizierenden und ligninabbauenden Enzymen zdhlen Oxidoreduktasen, wie Laccasen (AA1) und Hdm-
Peroxidasen der Klasse Il (AA2). Dieser Prozess wird durch Peroxid-produzierende Oxidoreduktasen der CAZyme-Familie AA3
unterstlitzt. Cellulose und Hemicellulose werden hydrolytisch durch Glycosidhydrolasen (GHs) sowie oxidativ durch Cellobiose-
Dehydrogenasen und kupferabhdngige lytische Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMOs) abgebaut (modifiziert nach Lundell
etal. (2014)).

Unterstlitzende Enzyme des Lignocelluloseabbaus sind die Oxidoreduktasen der FAD-anhangigen
Glucose-Methanol-Cholin-Superfamilie (CAZy-Subfamilie AA3) (Cavener 1992). Diese Enzyme wirken
indirekt durch die Reduktion von niedermolekularen Bestandteilen. Zu ihren Hauptprodukten gehoren
extrazellulares H,0,, das durch die Oxidation von O; entsteht, und Hydrochinon (H.Q), das infolge der
Reduktion von Chinonen mittels Dehydrogenase-Aktivitdten gebildet wird (Abb. 3) (Sutzl et al. 2018).
Das extrazelluldre H,O, (Daniel et al. 2007; Martinez et al. 2009) aktiviert anschlieBend die
ligninmodifizierenden Klasse-ll Peroxidasen (AA2) und die lytischen Polysaccharid-Monooxygenasen
(LPMO) (Bissaro et al. 2017). H,Q kann ebenfalls als direkte Elektronenquelle fiir LPMOs fungieren (Li
et al. 2021). Beide Hauptprodukte sind zudem an der Fenton-Reaktion beteiligt, die den
Lignocelluloseabbau anregt (Hammel und Cullen 2008). Innerhalb der AA3-Subfamilien unterstiitzen
die Arylalkohol-Oxidasen (AA3_2), die Alkohol-(Methanol)-Oxidasen (AA3_3) und Pyranose 2-Oxidasen
(AA3_4) den Lignocelluloseabbau (Lombard et al. 2014), wahrend die Cellobiose-Dehydrogenase
(AA3_1) gezielt am Celluloseabbau beteiligt ist (Kracher und Ludwig 2016).

1.3.2 Enzymatische Hydrolyse und Oxidation der Polysaccharide

In der Literatur wurden urspriinglich zwei Systeme zum Abbau von Pflanzenzellen unterschieden: das
oxidative ligninolytische System, das fiir die Lignindepolymerisation ausschlaggebend ist, und das
hydrolytische System, das den Kohlenhydratabbau steuert (van den Brink und de Vries 2011; Rytioja
et al. 2014). Wahrend die Enzyme des Kohlenhydratabbaus durch ihre hydrolytische Aktivitat eine
subtile Spezifitat zeigen, zeichnen sich die oxidativen ligninolytischen Enzyme durch die Erzeugung
hochreaktiver und unspezifischer freier Radikale aus. Neben diesen urspriinglichen Systemen
existieren jedoch auch alternative Enzyme fiir den Kohlenhydratabbau, welche die oxidative Spaltung
von Cellulose katalysieren (Levasseur et al. 2013). Zu diesen Enzymen gehoéren die zuvor genannte
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Cellobiose-Dehydrogenase und die kupferabhangige lytische Polysaccharid-Monooxygenase (LPMO)
(Stepnov et al. 2022). Die kupferhaltige LPMO spaltet die glycosidischen Bindungen von
Polysacchariden wie Cellulose (Quinlan et al. 2011), Chitin (Bissaro et al. 2018) und Xylan (Couturier et
al. 2018) durch Oxidation (Abb. 3). Der exakte Wirkungsmechanismus ist jedoch noch nicht vollstandig
aufgeklart. Es wird angenommen, dass die katalytische Aktivitdt der LPMOs die Anwesenheit von O,
oder H,0, sowie eines externen Reduktionsmittels erfordert (Quinlan et al. 2011; Forsberg et al. 2019).
Die Aktivierung des Enzyms ermoglicht anschlieRend die Spaltung der B-1,4-Glycosidbindung zwischen
Celluloseketten (Beeson et al. 2012; Bissaro et al. 2017).

Zum hydrolytischen System des Kohlenhydratabbaus gehoren die Glycosidhydrolasen (CAZy-Familie
GH), eine der grofRten und strukturell vielseitigsten Enzymfamilien der CAZymes (Lombard et al. 2014).
Diese Enzyme sind fir die Hydrolyse und/oder Umlagerung von glycosidischen Bindungen in
Glycokonjugaten, Oligo- und Polysacchariden verantwortlich (Henrissat 1991). Der vollstindige
enzymatische Abbau von Cellulose wird durch folgende Glycosidhydrolasen (Cellulasen) erméglicht:
Endoglucanasen, Cellobiohydrolasen und B-Glucosidasen (Abb. 3). Diese Enzyme hydrolysieren und
spalten die B-1,4-Verkniipfungen in amorphen Regionen der Celluloseketten an beliebigen Positionen
(Teeri 1997; Kleywegt et al. 1997; Baldrian und Valaskova 2008). Die amorphen Bereiche der
Cellulosemikrofibrillen werden durch Endoglucanasen (GH5_5, GH12, GH45) hydrolysiert. Die
Cellobiohydrolasen greifen die Enden der Celluloseketten an, wobei die verschiedenen Untergruppen
synergistisch wirken (Zhang et al. 2022). Entweder schneiden Cellobiohydrolasen an den
nichtreduzierenden Enden (GH6) oder den reduzierenden Enden (GH7) der Celluloseketten ab (Floudas
et al. 2012). Die verbleibende Cellobiose (Oligosaccharide) wird schlieRlich durch B-Glucosidase (GH1,
GH3, GH5_22) zu monomerer Glucose gespalten (Eriksson et al. 2012).

Die Spaltung aller weiteren Polysaccharide, darunter Hemicellulosen, erfordert aufgrund ihrer
Seitenketten zusatzliche Enzyme wie Xylanasen, Xyloglucanasen, Mannosidasen und Galactosidasen
(Abb. 3). Zu den bekannten Xylanasen gehéren GH10 und GH11, welche die B-1,4-Bindungen des
Xylans im Hemicellulose-Rickgrad spalten (Labourel et al. 2016). Die resultierenden
Xylooligosaccharide werden durch B-Xylosidasen (GH3) zu Monosacchariden abgebaut.
Xyloglucanasen unterteilen sich in unspezifische (GH5_7, GH12) und spezifische Enzyme (GH74), wobei
letztere keine Aktivitat gegeniliber Carboxymethylcellulose und B-Glucan zeigen (Martinez-Fleites et al.
2006; Gloster et al. 2007). Um Hemicellulose effizient abzubauen, wird die Hydrolyse von Xylanen und
Mannanen durch weitere Enzyme unterstitzt. Zu diesen zahlen die Kohlenhydrat-Esterasen (CAZy-
Familie CE), die Ester-basierte Modifikationen von Mono-, Oligo- und Polysacchariden entfernen.
Indem sie die De-O- oder De-N-Acylierung von Polysacchariden spalten, kénnen diese Enzyme den
Abbau dieser Polymere beschleunigen, den Zugang fiir Glycosidhydrolasen erleichtern (Christov und
Prior 1993) und bei der Verzuckerung von Biomasse helfen. Esterasen, die den Lignin-Kohlenhydrat-
Komplex angreifen, werden der CAZy-Subfamilie CE1 (Acetyl-Xylan & Feruloyl-Esterase) und CE16
(Acetyl-Esterase) zugeordnet. Es existieren weitere kohlenhydrataktive Enzyme, die im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht berucksichtigt werden.
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1.4 Stand der Totholzforschung in gemaRBigten Breiten

Aus Dbisherigen Laboruntersuchungen und Feldversuchen konnten bereits fundierte und
allgemeingiiltige Erkenntnisse zur Totholzzersetzung gewonnen werden. Unabhdngig von den
klimatischen, geographischen oder methodischen Rahmenbedingungen zeigen sich dabei universelle
Einflussfaktoren, die den Zersetzungsprozess steuern. Diese Einflussfaktoren werden hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die Okosystemfunktion in intrinsische und extrinsische Faktoren unterteilt (Schaefer
2012). Intrinsische Faktoren umfassen Eigenschaften, die der biologischen Einheit —in diesem Fall dem
Totholz —innewohnen. Dazu zdhlen die Baumarten mit ihren charakteristischen Holzeigenschaften, die
FragmentgrofRe der Holzbestandteile sowie das jeweilige Zerfallsstadium (Weedon et al. 2009; Kahl et
al. 2017; Hu et al. 2018). Extrinsische Faktoren bezeichnen Einfllisse, die von auRen auf das 6kologische
System einwirken. Hierzu gehoren abiotische Umweltfaktoren, wie Temperatur und Feuchtigkeit
(Herrmann und Bauhus 2013), sowie biotische Einflussfaktoren, die aus Wechselwirkungen mit
anderen Organismen hervorgehen. Letztere schlieBen anthropogene Einflisse ein, wie die
Landnutzungsintensitdt oder den Bewirtschaftungsgrad von Waéldern und Griinlandflachen (Blaser et
al. 2013). Insgesamt resultiert daraus ein komplexes Zusammenspiel, in dem diverse Einflussfaktoren
die Totholzzersetzung, Einzelprozesse und die Struktur der beteiligten Totholzbiozénosen formen.

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick Giber den aktuellen Forschungsstand zur Totholzzersetzung
in gemaRigten Breiten. Erganzend werden zentrale Methoden zur Untersuchung der Zersetzungs-
prozesse vorgestellt.

1.4.1 Methoden und Versuchsdesigns in der Totholzforschung

In der Totholzforschung existieren methodische Ansatze, die entweder die Gesamtzersetzung,
spezifische Einzelprozesse oder die Artengemeinschaften untersuchen. Die groRe Herausforderung
besteht jedoch in der Analyse dieser Zersetzungsprozesse iber diverse Regionen, Okosysteme und
Klimazonen hinweg. Bislang konzentrieren sich viele Studien auf kleinrdumige Areale, da integrative
und standardisierte Studiendesigns, die flir groRflachige Vergleiche notwendig sind, haufig nur
eingeschrankt realisierbar sind.

Methoden zur quantitativen Bewertung der Zersetzungsraten analysieren die Volumenreduktion des
Totholzes lber definierte Zeitraume hinweg (Russell et al. 2015). Dazu zéhlt die visuelle Einordnung
des Zersetzungsgrades, beginnend bei festem Totholz von frisch abgestorbenen Baumen bis hin zum
lockeren Mulmholz. Ein weiterer Ansatz ist die dynamische Verlustmessung, bei der die Veranderung
des Totholzmaterials im Verlauf des Zersetzungsprozesses erfasst wird. Zu Beginn und in regelmaRigen
Abstanden werden daflir die Gesamtmasse, das Volumen oder die Dichte (Masse im Verhaltnis zum
Volumen) des Totholzes bestimmt (Russell et al. 2015).

Demgegeniiber stehen methodische Verfahren, die sich auf einzelne Zersetzungsprozesse
konzentrieren. Veranderungen in der chemischen Zusammensetzung lassen sich beispielsweise durch
die Bestimmung des Lignin-, Kohlenstoff-, Stickstoff- oder Phosphorgehalts erfassen. Zur Analyse des
Artenreichtums der Totholzgemeinschaften werden Fruchtkdrperanalysen, Kultivierungsansatze oder
molekularbiologische Verfahren wie die Hochdurchsatzsequenzierung eingesetzt (Halbwachs et al.
2016; Kahl et al. 2017; Krah et al. 2018b; Moll et al. 2018). Direkte Messungen der Emissionsraten des
Totholzes liefern zudem wertvolle Einblicke in die Aktivitdt der holzzersetzenden Mikroorganismen, da
diese bei der heterotrophen Respiration CO, emittieren (Harmon et al. 1986). Ein weiteres
Forschungsfeld befasst sich mit dem enzymatischen Abbau des lignocellulosehaltigen Holzes. Diese
Prozesse werden bislang vorrangig in Laborstudien unter kontrollierten Bedingungen untersucht,
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haufig unter Verwendung von Reinkulturen holzabbauender Pilze (Fackler et al. 2006; Hofrichter et al.
2010; Liers et al. 2011; Hahn et al. 2013). Die Ubertragbarkeit derartiger Ergebnisse auf natiirliche
Systeme ist jedoch nur eingeschrankt moglich. Die Metaproteomik eréffnet in diesem Zusammenhang
neue Perspektiven, da sie eine detaillierte Analyse sowohl der funktionellen als auch der
taxonomischen Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften erlaubt (Hettich et al. 2012). Dennoch
mangelt es bislang an umfassenden Feldstudien, die diesen Ansatz im Kontext der natirlichen
Totholzzersetzung systematisch anwenden.

1.4.2 Intrinsischer Einfluss der Baumartenidentitdt und substratspezifischer Eigenschaften

Zu den zentralen Einflussfaktoren von Zersetzungsprozessen zahlen intrinsische Eigenschaften, also
innere, systemeigene Merkmale (Weedon et al. 2009; Freschet et al. 2012; Hu et al. 2018). Im Fall von
Totholz werden diese durch die Baumart und deren spezifische Holzeigenschaften, wie die chemische
Zusammensetzung und die morphologische Struktur, gepragt (Kahl et al. 2017). Je nach Baumart
besiedeln daher unterschiedliche Mikroorganismen das Totholz, was zu individuellen
Totholzbiozénosen flihrt (Purahong et al. 2018b; Leonhardt et al. 2019; Yang et al. 2022). Die jeweilige
Artenvielfalt dieser Biozonosen spiegelt sich schliel$lich in der Effizienz des mikrobiellen Abbaus wider
(Kahl et al. 2015; Warner et al. 2017) und (bt dadurch einen indirekten Einfluss auf die
Zersetzungsraten aus (Kahl et al. 2017; Harmon et al. 2020).

Baumarten der Gymnospermen weisen generell geringere Zersetzungsraten auf als Angiospermen
(Weedon et al. 2009). Ein wesentlicher Grund hierfir liegt in den Eigenschaften des Lignins, das in
Gymnospermen im Vergleich zu Angiospermen schwerer oxidierbar ist. Das Lignin der Gymnospermen
besteht zu Gber 90 % aus Guaiacyl-Einheiten, wahrend der Anteil bei Angiospermen lediglich zwischen
0 und 33 % liegt (Higuchi 2006). Diese Guaiacyl-Einheiten machen das Lignin besonders kompakt, was
den enzymatischen Angriff erschwert (Hatakka and Hammel, 2011). Das Lignin der Angiospermen
enthélt einen héheren Anteil an Sinapyl-Einheiten, die leichter abgebaut werden (Higuchi 2006).
Neben den Geriist- und Stiitzsubstanzen Lignin, Cellulose und Hemicellulose enthalt Holz sogenannte
Extraktstoffe. Hierbei handelt es sich um Zwischenprodukte des Stoffwechsels lebender Zellen, die als
Energielieferanten, chemische Schutzstoffe (Biozide) und Katalysatoren fiir den pflanzlichen
Stoffwechsel (metallische Enzymbestandteile) dienen (Fengel und Wegener 2003). Bei Gymnospermen
bestehen diese Extraktstoffe hauptsachlich aus Terpenen und ihren Derivaten, die das Pilzwachstum
und die Abbauaktivitit hemmen (Pearce 1996). Im Gegensatz dazu ist die chemische
Zusammensetzung der Extraktstoffe bei Angiospermen vielfdltiger. Sie reicht von harzahnlichen
Stoffen aus Kohlenhydratgummi im Kirschbaum (Pearce 1996), die méglicherweise keinen Einfluss auf
die Faulnis haben, bis hin zu phenolischen Verbindungen (z. B. Quercetin) und Tanninen in der Eiche,
die das Pilzwachstum hemmen (Aloui et al. 2004).

Die baumartspezifische Nahrstoffverfligbarkeit beeinflusst ebenfalls die Zersetzungsraten. Eine
Stickstoff-Limitierung gekoppelt mit einem hohen Ligningehalt (Weedon et al. 2009) sowie ein hohes
Kohlenstoff/Stickstoff-Verhéltnis (Taylor et al. 1989) fiihren zu einem verlangsamten Abbau von
Pflanzenmaterial. Stickstoffarme Materialien sind folglich auf exogene Stickstoffquellen, wie den
Boden oder Stickstoff-fixierende Bakterien, angewiesen (Bonanomi et al. 2017; Roy et al. 2023).
Untersuchungen zu weiteren Nahrstoffen und Metallen wie Phosphor, Calcium, Kalium, Magnesium,
Mangan und Eisen liefern je nach Waldoékosystem und Studiendesign teilweise heterogene Ergebnisse
(Kaspari et al. 2007; Bonanomi et al. 2010; Kahl et al. 2017). In tropischen und gemaRigten Waldern
haben Makronahrstoffe wie Phosphor, Calcium und Kalium héaufig einen positiven Einfluss auf die
Totholzzersetzung (Geffen et al. 2010; Kahl et al. 2017). In mediterranen Waldern hingegen wird ein
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geringer bis negativer Zusammenhang vermutet (Bonanomi et al. 2021). Mikrondhrstoffen wie
Natrium, Mangan, Eisen, Zink und Kupfer wurde bisher nur geringfiigig Aufmerksamkeit geschenkt.
Beispielsweise soll Mangan die Aktivitdit der Manganperoxidase, eines Schlisselenzyms im
Ligninabbau, steigern (Fujii et al. 2013). Natriumverbindungen wird haufig eine toxische Wirkung auf
Pflanzen sowie in hohen Konzentrationen auf Insekten und Tiere zugeschrieben. In moderaten
Konzentrationen beeinflussen sie die Pilz- und Insektenaktivitat jedoch positiv und fordern somit die
Zersetzungsrate von Blattern und Holz (Kaspari et al. 2014).

Neben chemischen Unterschieden weisen Baumarten auch morphologische Merkmale auf, welche die
Zersetzungsraten beeinflussen (Cornwell et al. 2009; Kahl et al. 2017). Ein entscheidender Faktor ist
dabei die FragmentgroRRe des Totholzes (Kahl et al. 2017; Leonhardt et al. 2019). Mit zunehmendem
Durchmesser steigt der Anteil an Kernholz, was die Zersetzung verlangsamt (Harmon et al. 1986). Ein
weiterer Einflussfaktor ist die anfangliche Holzdichte. Baumarten mit geringer Dichte zersetzen sich
schneller als solche mit hoher Holzdichte. Die Abnahme der Holzdichte erfolgt gemaR der
artspezifischen Ausgangsdichte bei Gymnospermen langsamer als bei Angiospermen (Cornwell et al.
2009; Bani et al. 2018). Dariber hinaus ist die Porositdt des Holzes relevant. Zerstreutporige
Angiospermen weisen die hochsten Zersetzungsraten auf, wahrend ringporige Angiospermen dhnliche
Abbauraten wie Gymnospermen aufzeigen (Edelmann et al. 2023). Interessanterweise wirken sich
diese morphologischen Unterschiede maRgeblich auf die Methan (CHs)-Emissionen in lebenden
Bdaumen aus (Moisan et al. 2024). Ein erhohter Kernholzanteil sowie eine gesteigerte Holzdichte und
Porositat beglinstigen die CHs-Emissionen durch methanogene Archaeen (Covey und Megonigal 2019;
Yip et al. 2019). Es wird angenommen, dass vergleichbare Effekte ebenfalls im Totholz auftreten,
insbesondere in den frithen Stadien des Zersetzungsprozesses. Fiir ein umfassendes Verstandnis dieser
Zusammenhange sind jedoch weiterflihrende Untersuchungen erforderlich.

1.4.3 Extrinsischer Einfluss definiert durch die Okosysteme Wald und Griinland

Abiotische Umweltfaktoren umfassen klimatische Einflliisse (wie Temperatur, Licht, Feuchtigkeit,
Niederschlage und Wind), edaphische Faktoren (physikalische und chemische Bodeneigenschaften)
sowie geografische Merkmale (Lage, Exposition und Neigung des Gelandes) (Schaefer 2012). Auf
Grundlage dieser Faktoren lassen sich einheitliche GroRklimabereiche, sogenannte Biome, abgrenzen
(Schaefer 2012). Charakterisiert werden diese durch dhnliche Hauptmerkmale, die vorherrschend
durch das Klima, die Geologie und die lebenden Organismen definiert werden. Biome kdnnen
wiederum mehrere Okosysteme und Lebensrdume umfassen. Ein Okosystem wird dabei als
funktionales System verstanden, in dem lebende Organismen miteinander interagieren und in
Wechselwirkung mit ihrer unbelebten Umgebung stehen.

Die Untersuchungsflachen dieser Arbeit liegen in der gemaRigten Zone Europas und umfassen die
Biome bzw. die Okosysteme Wald und Griinland. Walder sind Flichen mit hoher Baumdichte. Nach
Okologischer Definition entsteht ein Wald, wenn die Bdume so dicht stehen, dass sich ein typisches
Waldinnenklima entwickelt (Murray et al. 2025). Dieses ist durch ausgeglichene Temperaturen,
geringere Luftbewegung und Lichtintensitdt sowie eine erhohte Luftfeuchtigkeit im Vergleich zu
offenen Landschaften gekennzeichnet (Ehbrecht et al. 2019; De Frenne et al. 2019). Walder bieten
vielfaltige Lebensraume fiir zahlreiche Tier- und Pflanzenarten, was eine hohe Biodiversitdt und
komplexe Stoffkreislaufe ermoglicht. Grasland hingegen umfasst offene Regionen, die von Grasern und
krautigen Pflanzen dominiert werden und nur sparlichen oder keinen Baumwuchs aufweisen (Dixon et
al. 2014). Charakteristisch fiir Graslandschaften sind ein warmes, oft eher trockenes Klima, ein offener
Himmel mit hoher Lichtverfligbarkeit sowie fruchtbare Béden und eine vielfiltige Vegetation (Brandt
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et al. 2010). Diese Okosysteme zeichnen sich durch eine hohe Produktivitat, aber auch durch eine
rasche Reaktion auf Umweltveranderungen aus (Shorohova und Kapitsa 2014; Harmon et al. 2020).
Der Begriff Grasland subsumiert sowohl natirliche, urspriingliche Graslander (Urgrasland) als auch
vom Menschen geschaffene Kulturgrasldander (Griinland). Letztere entstanden durch intensive
Landwirtschaft ohne standortschonende Bewirtschaftung in Regionen, deren Biome vorrangig aus
Wildern bestanden (Dirkx 1998; Centeri et al. 2016).

1.4.3.1 Abiotische Umweltfaktoren: Temperatur, Feuchtigkeit und Bodeneigenschaften

Die Totholzzersetzung wird von den abiotischen Umweltfaktoren gepragt. In der aktuellen Forschung
wird dabei zunehmend der dominante Einfluss extrinsischer Faktoren (Herrmann und Bauhus 2013;
Harmon et al. 2020) gegeniber der Relevanz der Baumart fiir die Totholzzersetzung diskutiert
(Herrmann et al. 2015; Hu et al. 2018). Die multivariate Auswertung von Edelmann et al. (2023) zeigte,
dass insbesondere Bodeneigenschaften, Temperatur und Niederschlag signifikante Auswirkungen auf
den sukzessiven Massenverlust in Waldern haben. Im Griinland liegt der Forschungsschwerpunkt zwar
Uberwiegend auf der Zersetzung von Laub und Wurzeln, doch auch hier sind klimatische Bedingungen
wie Temperatur und Niederschlag zentrale EinflussgroRen auf die Zersetzungsraten (Aerts 1997;
Portillo-Estrada et al. 2016). Allerdings manifestieren sich zwischen beiden Okosystemen heterogene
Wirkungen der abiotischen Einflussfaktoren. Das Griinland reagiert empfindlicher auf Umwelteinflisse
als Walder (Blanco et al. 2023) und unterliegt schnelleren Veranderungen der lokalen Wetterlage
(Shorohova und Kapitsa 2014; Harmon et al. 2020). Durch seine Offenheit ist es zudem starker der
Photodegradation durch direkte Sonneneinstrahlung ausgesetzt (Brandt et al. 2010). Hingegen
gewahrleistet das Kronendach in Waldern ein stabileres Mikroklima. Dieses reduziert die maximale
Lufttemperatur, erhoht die Luftfeuchtigkeit und beeinflusst dadurch die Bodeneigenschaften positiv
(von Arx et al. 2012). Diese unterschiedlichen Mikroklimata pragen 6kosystemspezifische mikrobielle
Gemeinschaften (Santos-Silva et al. 2011; Lang et al. 2023), deren Totholzbiozonosen wiederum
indirekt die Zersetzungsprozesse beeinflussen (A’Bear et al. 2014).

Die Aktivitat der Mikroorganismen korreliert dabei stark mit Umweltfaktoren wie Temperatur und
Feuchtigkeit (Bradford et al. 2014). Steigende Temperaturen férdern die mikrobielle Respiration im
Totholz (Herrmann und Bauhus 2013; Mukhortova et al. 2021). Besonders in der mittleren
Zersetzungsphase sind die CO;-Emissionsraten stark temperaturabhangig (Ohtsuka et al. 2014).
Bakterien und Pilze bevorzugen Temperaturen im Bereich von 25 bis 30 °C. Aulerhalb dieses
Temperaturbereiches besalRen Bakterien eine gute Anpassungsfahigkeit an hohere Temperaturen,
wahrend Pilze niedrigere Temperaturen besser tolerieren kdnnen (Pietikdinen et al. 2005). Neben
optimalen Temperaturen sind fiir die mikrobiellen Zersetzungsprozesse ebenfalls H,O und O, essenziell
(Brischke und Alfredsen 2020). Eine hohere Totholzfeuchte und héhere Niederschldge fiihren zu
gesteigerten CO;-Emissionsraten (Herrmann und Bauhus 2013; Hu et al. 2020). Dabei wurden
steigende Zersetzungsraten beobachtet, solange die Holzfeuchte zwischen 20 und 80 % (Vol./Vol.) lag
(Cornelissen et al. 2012a). Uberschreitet der H,0-Gehalt jedoch 55 % im Kernholz, kann dies zu O2-
Mangel fihren und anaerobe Bedingungen férdern, die moglicherweise zur CH4-Produktion beitragen
(Wang et al. 2017; Covey und Megonigal 2019). Dabei bietet das Holzinnere aufgrund seiner O,-armen
Bedingungen ein potenzielles Habitat fiir methanogene Mikroorganismen, insbesondere bei erhéhter
Feuchtigkeit (Covey et al. 2012; Hietala et al. 2015). Erste Studien haben Zusammenhange zwischen
der Zersetzung und den CH4-Emissionsraten von Totholz nachgewiesen (Covey et al. 2016; Warner et
al. 2017). Die genauen Auswirkungen von Temperatur und Feuchtigkeit auf die CHs-Emissionen von
zersetzenden Mikroorganismen wurden bisher vorrangig in Bodenproben untersucht (Liu et al. 2019;
Zhang et al. 2020). Eine Studie zur Zersetzung von Birke (Betula) und Larche (Larix) belegte, dass die
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CH4-Produktion und der CH4-Verbrauch auch im Totholz von Feuchtigkeit und Temperatur abhangen
(Mukhortova et al. 2021). Uberschreitet die Lufttemperatur in friilhen Zersetzungsphasen 15 °C,
fungiert das Totholz als CH,-Quelle (Mukhortova et al. 2021). Zudem beschleunigt der Bodenkontakt
des Totholzes die Zersetzung, was mit einer erhéhten CO,-Emission sowie einer Verlagerung zur CHy-
Produktion einhergeht (Oberle et al. 2018).

1.4.3.2 Biotische Einflussfaktoren: Waldbewirtschaftungsintensitit und Landnutzungsintensitat

Die Landschaft in Deutschland wird liberwiegend von Laubwaldern sowie gemischten Nadel- und
Laubwaldern gepragt. Allerdings wurden fast alle Waldbestande im Laufe der letzten Jahrhunderte
durch biotische Einfllsse, insbesondere anthropogene Eingriffe, verandert (Bengtsson et al. 2000;
Europe und Unece 2015). Bereits seit dem friihen Mittelalter kam es zur gezielten Entwaldung, um
offene Waldstrukturen und Grinlandflachen zu schaffen (Dirkx 1998). Diese Flachen dienen heute vor
allem als Weideland oder landwirtschaftliche Nutzflachen (Vera et al. 2006; Centeri et al. 2016) und
pragen mittlerweile einen erheblichen Teil der deutschen Kulturlandschaft (Bohn et al. 2000). Die
heutigen Walder werden von den Baumarten Fichte (Picea), Kiefer (Pinus), Buche (Fagus) und Eiche
(Quercus) dominiert (Polley et al. 2010). Einige dieser Baumarten — darunter Quercus, Fagus und Picea
— befinden sich gemeinsam mit Ahorn (Acer), Linde (Tilia) und Ulme (UImus) in geringen Anteilen auch
auf Griinlandflachen. Die einzelnen Baume dienen dabei als Schattenspender und Nahrungsquelle fir
Mensch und Tier (Centeri et al. 2016). Neben Waldweiden werden Griinlandflichen zudem als
Streuobstwiesen genutzt, auf denen Baume gezielt angepflanzt wurden.

Die Intensitat der Waldbewirtschaftung hat erhebliche Auswirkungen auf die Biodiversitat von Flora
und Fauna und beeinflusst somit die Funktionsweise des gesamten Okosystems (Meyer und Schmidt
2011; Schulze et al. 2016). In bewirtschafteten Waldern stellt die Ernte lebender Bdume eine der
Hauptaktivitaten dar, wodurch sowohl die Baumartenvielfalt als auch die maximale Bestandsdichte
reduziert werden (Pretzsch 2009). Der damit einhergehende Riickgang des Kronendaches verandert
die klimatischen Bedingungen im Waldinneren (Paillet et al. 2010). Zudem reduziert die regelmalige
Holzentnahme den Eintrag organischer Stoffe in den Boden und verdndert die Qualitat und Quantitat
des Totholzes verglichen mit unbewirtschafteten Waldern. Diese von der Bewirtschaftung induzierten
strukturellen und mikroklimatischen Veranderungen fungieren als Lebensraumfilter und wirken sich
auf die Biodiversitat in Waldern aus (Gossner et al. 2016b). Davon betroffen ist auch die Diversitat der
Totholzbiozénosen (Blaser et al. 2013), wobei eine intensive Bewirtschaftung haufig einen negativen
Einfluss auf die saprotrophen Mikroorganismen hat (Purahong et al. 2014; Betts et al. 2017). Im
Gegensatz dazu bieten unbewirtschaftete Walder oder solche mit natirlicher Dynamik, wie der
Nationalpark Bayerischer Wald, wertvolle 6kologische Nischen fiir bedrohte Arten (Miller et al. 2011).
Allerdings sind solche Walder anfalliger fir natirliche Storungen wie Stirme, Brande oder
Schadlingsbefall, was haufig zu einer erhdhten Menge an abgestorbenem Pflanzenmaterial und
Totholz fuihrt (Kurz et al. 2008; Hendriks et al. 2020; BMEL 2022). Die anschlieRende Zersetzung dieses
Materials bewirkt eine verstarkte Freisetzung von Kohlenstoff, welche die Speicherung durch die
lebenden Pflanzen (ibersteigen kann. Diese Unterschiede in der Waldbewirtschaftung spiegeln sich
letztlich in der mikrobiellen Produktivitdt beim Totholzabbau wider (Paletto et al. 2014) und
beeinflussen indirekt die Prozesse und die Geschwindigkeit der Totholzzersetzung (Arnstadt et al.
2016a).

Die Auswirkungen lokaler Landnutzung und Landschaftspflege auf Artengemeinschaften, wie sie fir
Walder beschrieben wurden, werden ebenfalls im Griinland beobachtet (Attwood et al. 2008; Allan et
al. 2014; Manning et al. 2015). Im landwirtschaftlich genutzten Griinland werden ein drastischer
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Rickgang des Artenreichtums (Newbold et al. 2015; Beckmann et al. 2019) und eine Homogenisierung
der mikrobiellen, pflanzlichen und tierischen Gemeinschaften festgestellt (Gossner et al. 2016a).
Einerseits wirkt der Riickgang des Pflanzenreichtums Uber kaskadenartige Interaktionen (Simons et al.
2014), andererseits beeinflussen Bewirtschaftungspraktiken, wie Mahen oder Viehweiden, direkt die
Grinlandfauna (Humbert et al. 2009; Socher et al. 2012). Zusatzlich zu lokalen
Landnutzungsintensitiaten, wie Dilngung, Beweidung und Bodenbearbeitung, beeinflusst die
umgebende Landschaft die Artenvielfalt (Reitalu et al. 2010). Die oberirdische Artenvielfalt im
Grinland profitiert dabei von der Artenvielfalt der umgebenden Landschaften, wahrend weniger
mobile, unterirdische Organismen positiv mit einer hohen permanenten Waldbedeckung in der
Umgebung korrelieren (Le Provost et al. 2021). Besonders deutlich zeigt sich dieser Zusammenhang
bei den Zersetzungsraten, die auf Griinlandflachen in unmittelbarer Nahe zu Waldern erhoht sind
(Smith und Peay 2021). Insgesamt scheint der Einfluss der Landnutzung auf Okosystemfunktionen,
einschlieRlich der Zersetzung, im Grinland stark Uber Veranderungen in der Biodiversitat der
Artengemeinschaften zu wirken.

1.4.4 Totholzbiozénosen und funktionelle Mechanismen der Totholzzersetzung

Wie bereits dargelegt, unterliegen die Artenvielfalt und Aktivitat der Totholzbiozonosen intrinsischen
und extrinsischen Einflussfaktoren (Blaser et al. 2013; Baldrian 2017; Kahl et al. 2017; Leonhardt et al.
2019; Yang et al. 2022). Zur Untersuchung dieser Zusammenhange und zur Erfassung der Artenvielfalt
wird haufig die Fruchtkorperkartierung eingesetzt. In den gemaRigten Breiten — insbesondere in
Deutschland —werden die Giberwiegenden Fruchtkérper den Basidiomycota zugeordnet, insbesondere
den Polyporales, Agaricales, Russulales. Die haufigsten Vertreter der Ascomycota entstammen den
Ordnungen Xylariales und Helotiales (Krah et al. 2018b; Zibold et al. 2024). Ergdnzend liefern
Hochdurchsatzsequenzierungen konkrete Daten Uber Pilze und Prokaryoten (Hoppe et al. 2016; Moll
et al. 2018; Purahong et al. 2018c). Diese zeigen, dass die Artenvielfalt der Totholzbiozénose groRer ist
als bisher angenommen, wobei bestimmte Arten ausgeprdgte Praferenzen fir spezifische
Wirtsbaumarten aufweisen (Purahong et al. 2018b). Solche substrat- und ressourcenspezifischen
Besiedler deuten auf spezialisierte Organismen hin, die unterschiedliche Funktionen im
Zersetzungsprozess erfillen (Moll et al. 2021a).

Ein funktionelles Merkmal saprotropher Mikroorganismen besteht darin, tote organische Substanz als
Energie- und Nahrstoffquelle zu nutzen und in anorganische Verbindungen zu mineralisieren (Schaefer
2012). Dafur nutzen sie leistungsstarke Enzyme. Laborstudien ergaben, dass die entsprechenden
Enzyme an der Spaltung von polymeren Polysacchariden und dem heterogenen, aromatischen Lignin
beteiligt sind (Higuchi 1990; Baldrian 2006). Arnstadt et al. (2016b, a) erweiterten dieses Wissen durch
eine umfassende Untersuchung, die erstmals die Enzymaktivitdten im natirlichen Totholz von
Rotbuche (Fagus sylvatica), Fichte (Picea abies) und Waldkiefer (Pinus sylvestris) analysierte. Die
Ergebnisse belegen, dass Laccasen und Peroxidasen mafigeblich am Ligninabbau beteiligt sind. Ihre
Sekretion folgt jedoch einem variablen Muster, das durch komplexe Wechselwirkungen zwischen den
Holzeigenschaften und der Struktur der Pilzgemeinschaften bestimmt wird (Arnstadt et al. 2016b).
Zudem sind Basidiomycota der Familie Meruliaceae eng mit der ligninolytischen Manganperoxidase-
Aktivitat assoziiert (Leonhardt et al. 2019). Fiir hydrolytische Enzyme, die den Kohlenhydratabbau
ermoglichen, liegen Untersuchungen aus gemaRigten Breiten von Baldrian et al. (2016) vor. Diese
bestatigen die Aktivitaten hydrolytischer Enzyme wie Phosphatase, Cellobiohydrolase, Chitinase, B-
Glucosidase und B-Xylosidase im natiirlichen Totholz.
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Die Verteilung und Aktivitat lignocellulolytischer Enzyme variieren in Abhangigkeit von den Baumarten.
Ligninolytische Enzyme wie Laccasen und Peroxidasen (berwiegen in Angiospermen, wahrend
Hydrolasen in allen Arten von morschem Holz zu finden sind (Noll et al. 2016). Diese Unterschiede sind
jedoch nicht allein durch die Wirtsspezifitdit der Pilzgemeinschaften erklarbar. Obwohl sich die
Artengemeinschaften zwischen den Baumarten unterscheiden, erfolgt die Totholzzersetzung,
einschlieRlich des Ligninabbaus, grundsatzlich in allen Baumarten. Dies deutet darauf hin, dass ein
breites Spektrum lignocellulolytischer Enzyme stets vorhanden ist, jedoch durch unterschiedliche Taxa
produziert wird. Die Koexistenz verschiedener Taxa, die dhnliche Funktionen ausfiihren kénnen, wirft
die Frage nach einer moglichen funktionellen Redundanz auf. Diese beschreibt die Fahigkeit
verschiedener mikrobieller Taxa, gleiche oder ahnliche Funktionen innerhalb einer Gemeinschaft
auszufiihren (Wohl et al. 2004; Glassman et al. 2018). Fiir weit verbreitete Funktionen, wie die Atmung,
den Gesamtkohlenstoffabbau und die Biomasseproduktion, ist dies bereits bekannt (Louca et al. 2018).
Solche Funktionen zeigen eine bemerkenswerte Resistenz gegeniliber Veranderungen in der
taxonomischen Zusammensetzung. Dieses Phdanomen wird als Entkopplung von Funktion und
Taxonomie bezeichnet (Louca et al. 2016). Um dies jedoch eindeutig zu belegen, sind detaillierte
Untersuchungen der Totholzgemeinschaften erforderlich, insbesondere in Bezug auf die
enzymatischen Zersetzungsprozesse und Auswirkungen taxonomischer Verschiebungen auf die
Okosystemfunktion.
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1.5 Zielsetzung und Forschungsfragen

Ziel dieser Arbeit ist es, die Totholzzersetzung unter natlirlichen Bedingungen in unterschiedlichen
Regionen und Okosystemtypen systematisch zu untersuchen. Im Mittelpunkt steht die Erfassung der
Einflussfaktoren und inwiefern komplexe Wechselwirkungen mit der Diversitat und funktionellen
Aktivitdat der Totholzbiozénosen bestehen. Die Totholzzersetzung wird durch intrinsische
Einflussfaktoren wie die Baumart und extrinsische Einflussfaktoren wie Klima und anthropogene
Einflisse bestimmt (Weedon et al. 2009; Herrmann und Bauhus 2013; Blaser et al. 2013; Kahl et al.
2017; Harmon et al. 2020). Regionale Studien heben vor allem die Bedeutung intrinsischer
Einflussfaktoren fiir die Okosystemfunktion hervor, beschridnken sich jedoch meist auf einzelne
Regionen oder Klimazonen, was ihre Generalisierbarkeit einschrankt. Im Gegensatz dazu zeigen
globale Analysen, dass Unterschiede in der Totholzzersetzung primar auf extrinsische Einflussfaktoren
wie Klima, Ressourcenverfiigbarkeit oder anthropogene Eingriffe zurlickzufiihren sind (Seibold et al.
2021).

Aus diesem Forschungsstand ergeben sich drei zentrale Forschungsfragen, die einen koharenten und
mehrdimensionalen Untersuchungsansatz bilden. Betrachtet wird die Totholzzersetzung sowohl im
Hinblick auf den Gesamtprozess, Uber die mikrobielle Aktivitdt als Einzelprozess, bis hin zu den
spezifischen lignocellulolytischen Abbauprozessen der beteiligten Mikroorganismen. Zur gezielten
Beantwortung dieser Forschungsfragen werden spezifische Hypothesen entwickelt und die Ergebnisse
jeweils in separaten Publikationen dokumentiert.

Forschungsfrage 1: Wie unterscheiden sich die Einflussfaktoren der Totholzzersetzung -
insbesondere Baumart, Umweltfaktoren und Managementintensitit — zwischen Wald- und
Griinlandokosystemen, und inwieweit sind die im Wald identifizierten Faktoren auch im Griinland
wirksam?

H1.1: Die Zersetzungsrate von Totholz (gemessen am Masseverlust) ist in Waldern signifikant
héher als im Griinland, da Wélder durch ihre spezifischen Okosystembedingungen eine gréRere
Diversitat saprotropher Mikroorganismen beglinstigen.

H1.2: Die Baumart des Totholzes (intrinsischer Faktor) beeinflusst die Totholzzersetzung in beiden
Okosystemen (Wald/Griinland) signifikant, wobei insbesondere Baumarten mit hohem
Ligninanteil (Gymnospermen) langsamer abgebaut werden als solche mit niedrigerem Ligninanteil
(Angiospermen).

H1.3: Extrinsische Faktoren wie Umweltfaktoren und Managementintensitat haben im Grinland
einen starkeren Einfluss auf die Totholzzersetzung als im Wald, da dort das Kronendach ein
ausgeglicheneres und vergleichsweise stabileres Mikroklima bedingt, wodurch die Wirkung
extrinsischer Faktoren abgemildert wird.

Ziel dieser Forschungsfrage ist es, die Totholzzersetzung unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Okosystembedingungen im Wald und im Griinland vergleichend zu untersuchen. Im Mittelpunkt
stehen dabei die unterschiedlichen Auswirkungen intrinsischer und extrinsischer Einflussfaktoren
sowie die Ubertragbarkeit waldspezifischer Faktoren auf Griinlanddkosysteme. Hierfiir werden
standardisierte Holzkl6tze von 13 Baumarten auf insgesamt 300 Untersuchungsflachen in drei
geographischen Regionen und in beiden Okosystemtypen ausgelegt. Nach einer Expositionsdauer von
etwa einem Jahr wird der Masseverlust als Mald fiir die Zersetzungsrate bestimmt und hinsichtlich
relevanter Einflussfaktoren ausgewertet. Die detaillierten Ergebnisse sind in der Publikation 1 sowie
im Kapitel 3.1 dargestellt.
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Forschungsfrage 2: Haben extrinsische Einflussfaktoren (Umweltfaktoren, Managementintensitat)
im Vergleich zu intrinsischen Faktoren (Baumart, substratspezifische Eigenschaften) einen stirkeren
Einfluss auf die mikrobielle Aktivitdt der Totholzbiozénosen wahrend des Zersetzungsprozesses in
Wald- und Griinland6kosystemen?

H2.1: Die mikrobielle Aktivitit (gemessen an der CO,-Emission) korreliert in beiden Okosystemen
positiv mit dem Masseverlust des Totholzes, wobei diese Korrelation im Wald aufgrund eines
héheren Artenreichtums saprotropher Mikroorganismen starker ausgepragt ist als im Griinland.

H2.2: Die extrinsischen Faktoren bzw. spezifischen Okosystembedingungen des Waldes und
Grunlandes sind von groRerer Bedeutung fir die mikrobielle Aktivitat (CO,-Emission) der
Totholzbiozénosen als fiir den Masseverlust.

H2.3: Anaerobe Bedingungen im Totholz, die insbesondere bei hoherer Holzfeuchte auftreten,
fordern die Aktivitdit methanogener Mikroorganismen, wodurch vermehrt Methan (CH,4) als
Nebenprodukt der Totholzzersetzung freigesetzt wird.

Die zweite Forschungsfrage fokussiert die mikrobielle Aktivitdt als zentralen Einzelprozess der
Totholzzersetzung. Ziel ist es, zu untersuchen, wie sich die relative Bedeutung intrinsischer und
extrinsischer Faktoren verdndert, wenn ausschliefSlich ein isolierter Prozess der Zersetzung betrachtet
wird. Zur methodischen Vergleichbarkeit werden erneut standardisierte Holzkl6tze von 13 Baumarten
ausgelegt. Diesmal auf insgesamt 100 Untersuchungsflichen in beiden Okosystemtypen, jedoch auf
eine Region beschrdankt. Die mikrobielle Aktivitat wird anhand der CO2- und CHs-Emissionsraten
ermittelt, und die Ergebnisse werden in der Publikation 2 und im Kapitel 3.2 diskutiert.

Forschungsfrage 3: Welche saprotrophen Pilze sind die Hauptakteure beim Totholzabbau und
welche funktionellen Mechanismen werden durch ihre lignocellulolytischen Enzyme (Laccasen,
Peroxidasen, Oxidoreduktasen und Glycosidhydrolasen) gesteuert?

H3.1: Basidiomycota sind die Hauptakteure der Totholzzersetzung, da sie Uber ein breites
Spektrum an Enzymen verfligen, die sowohl Lignin als auch Cellulose effizient abbauen kénnen.

H3.2: Funktionelle Interaktionen zwischen verschiedenen lignocellulolytischen Pilzen,
insbesondere durch den kombinierten Einsatz von Oxidoreduktasen und peroxidabhangigen
Enzymen, ermdglichen simultane und komplementare Abbauprozesse des Totholzes.

H3.3: Trotz der Wirtsspezifitdt zeigen saprotrophe Pilze eine hohe funktionelle Redundanz
hinsichtlich der eingesetzten Abbauenzymfamilien.

Die dritte Forschungsfrage befasst sich mit den funktionellen Beitrdgen einzelner Organismen
innerhalb der Totholzbiozonosen. Ziel ist es, die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der
Zersetzung auf funktioneller Ebene zu erfassen. Zur Charakterisierung der mikrobiellen
Pilzgemeinschaften im Totholz sowie ihrer Rolle beim Lignocelluloseabbau wird die Metaproteomik
eingesetzt. Die hierflir gewonnenen Proben stammen von Totholzstimmen von 12 Baumarten aus
Waldokosystemen, die bereits Gber 8% Jahre dem Zersetzungsprozess unterlagen. Die detaillierten
Ergebnisse sind in der Publikation 3 und im Kapitel 3.3 zusammengefasst.
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2 Untersuchungsflichen, Material und Methoden

Die vorliegenden Experimente sind Teilprojekte (FunWood IV, BEL-FFD-HZG) des Totholz-Experiments
BELongDead (Biodiversity Exploratories Longterm Deadwood), welches im Rahmen der Biodiversitats-
Exploratorien etabliert wurde (Fischer et al. 2010).

BELongDead April 2017 Mai 2018

1. Experiment Exposition im Feld N Probennahme Masseverlust
Biodiversity Exploratories Masseverlust et besisiine i
Y EXP e N durch « Klimakammer zur
Longterm Deadwood « 3 Exploratorien stenl[slerte Totholzklotze holzbewohnende Masseverlust: 3669 Proben Bestimmung der
(50 [langs] x 25 x 15 mm) i) Emissionsmessung: 793 Proben Gewichtskonstante
+ 150 Waldflachen ) holzzersetzende .  Division durch initiales

150 Grinlandfliachen Gewicht zur Bestimmung

des Masseverlusts

Organismen

2. Experiment Emissionsraten

Emissionsraten . .
+ Konzentrationsbestimmung

von CO, und CH, mittels
Gaschromatographen mit
Flammenionisationsdetektor
und Methanisierungs-

Mai 2017 katalysator
Probennahme

* Schorfheide-Chorin

* 50 Waldflachen
50 Griinlandflachen

Januar 2009
Exposition im Feld

frisch geschlagene Stamme
(Durchmesser: 30-40 cm;
Lange: 4 m)

Metaproteomik: 127 Proben

3. Experiment
Metaproteomik

Metaproteomik

* Messung mittel
Q Exactive HF-
Massenspektrometer mit
einer TriVersa NanoMate-
Quelle gekoppelt im LC-Chip-
Kopplungsmodus

Schwabischo Alb * Nationalpark Hainich
= cum und das umliegende
Gebiet Hainich-Diin

* 12 Waldflachen

Abbildung 4. Uberblick iiber die drei Experimente zur Untersuchung der Forschungsfragen und Hypothesen. Im Rahmen des
BELongDead-Projekts wurden Experimente in drei Regionen Deutschlands mit jeweils zwei Okosystemen durchgefiihrt. Zur
Untersuchung der ersten beiden Forschungsfragen wurden im Jahr 2017 sterilisierte Totholzkl6tze ausgelegt. Etwa ein Jahr
spdter wurden diese eingesammelt und fiir die Bestimmung des Masseverlusts und der Emissionsraten verwendet. Fiir die
dritte Forschungsfrage wurden Proben von Totholzstimmen entnommen, die 8% Jahre im Wald exponiert waren. Diese Proben
dienten der Metaproteom-Analyse (Fotos: Harald Kellner, Nico Jehmlich, Matthias Noll).

2.1 Biodiversitats-Exploratorien

Die Biodiversitats-Exploratorien sind ein groBangelegtes, langfristiges Forschungsprojekt, das die
Wechselwirkungen zwischen Biodiversitit und Okosystemprozessen in Abhingigkeit von
Waldbewirtschaftungs- und Landnutzungsintensitdaten untersucht. Das Projekt umfasst drei Regionen
in Deutschland: den Nationalpark Hainich-Diin (Mitteldeutschland, Thiringen), die UNESCO-
Biospharenreservate Schorfheide-Chorin (Norddeutschland, Brandenburg) und die Schwabische Alb
(Siddeutschland, Baden-Wirttemberg). Zwischen 2006 und 2009 wurden in diesen Regionen bzw.
Exploratorien jeweils 50 standardisierte Untersuchungsflachen im Wald und Grinland eingerichtet
und einer umfassenden Inventur unterzogen (Tab. 1; weitere Einzelheiten siehe Fischer et al. (2010)).

Auf allen Untersuchungsflichen wurden umfassende Bodeninventuren der Wald- und
Grunlandflaichen durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die Waldbewirtschaftungsform und die
Hauptbaumarten erfasst sowie die Landnutzungsintensitat durch Befragungen von Landwirten und
Landbesitzern ermittelt. Um die Waldbewirtschaftungsintensitdt zu bewerten, wurde ein
Waldbewirtschaftungsintensitatsindex (ForMl) definiert. Dieser ist die Summe aus folgenden
Komponenten: dem Anteil des lebenden Holzvolumens nicht standortheimischer Baumarten (Inonat),
dem Anteil des geernteten Holzvolumens (lharv) und dem Anteil des Totholzvolumens mit
Sageschnitten  (Idwcut) (Kahl und Bauhus 2014). Fir Grinlandflichen wurde ein
Landnutzungsintensitatsindex (LUI) definiert (Vogt et al. 2019), der die Summe der standardisierten
Komponenten Mahaktivitit, Beweidungsaktivitdt und Dlingeaktivitat erfasst (Bluthgen et al. 2012).

Seit der Initiierung des Projekts werden zudem taglich Wetterdaten aufgezeichnet (Tab. 1), wodurch
eine Charakterisierung der Umweltfaktoren ermdoglicht wird. Im Zentrum jeder Untersuchungsflache
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befindet sich entsprechend ein 3 x 3 m groRes Wetterdokumentationssystem (Klimastation), welches
der taglichen Erfassung der folgenden Wetterdaten dient: die relative Luftfeuchtigkeit (%, Vol./Vol.) in
2 m Hohe Gber dem Boden, die Bodenfeuchtigkeit (%, Vol./Vol.) in 10 cm Tiefe, die Lufttemperatur (°C)

in 2 m Hohe, die Bodentemperatur (°C) in 5, 10, 20 und 50 cm Tiefe und der pH-Wert des Bodens.

Tabelle 1. Informationen zu den Biodiversitdits-Exploratorien. Diese umfassen drei grofirdumige Exploratorien in
Deutschland: Schorfheide-Chorin, Nationalpark Hainich-Diin und Schwdébische Alb. Die Regionen unterscheiden sich in ihrer
landschaftlichen Beschaffenheit und in den klimatischen Bedingungen, deren mittlere Reichweite (min — max) fiir den
Expositionszeitraum des Holzkl6tze-Experiments dargestellt ist. Charakteristisch fiir alle Exploratorien ist die land- und
forstwirtschaftliche Nutzung mit variierenden Managementintensitéten. Zur Bewertung dieser Managementintensitdten

wurden  fiir  jede

Untersuchungsfiiche  der

Landnutzungsintensitdtsindex (LUI) ermittelt.

Waldbewirtschaftungsintensitdtsindex

(ForM!)  oder der

Regionen Schorfheide-Chorin Nationalpark Hainich und das Schwabische Alb
umliegende Gebiet ,,Hainich-
Din“

Fliche 1300 km? 1300 km? 422 km?

Hohendifferenz

Niederschlag pro Jahr
Vorrangiger Waldtyp

Griinlandfldchen

Bodentyp

Besonderheiten

3-140 m 0. NN

480 - 580 mm

Kiefern-Traubeneichen-Waélder,
Buchen- und Buchenmischwalder

GroBraumige Acker- und kleinere
Grunlandfladchen

Leptosol, Cambisol

eiszeitlich gepragte
Jungmordnenlandschaft mit Seen,
zahlreichen Kleingewassern und
Mooren

258 - 550 m 4. NN

500 - 800 mm

Buchen- und Buchenmischwalder

Grinlandflachen und
Wacholderheiden

Cambisol, Stagnosol, Vertisol,
Luvisol

GroBte zusammenhangende
Laubwaldgebiet (39 % sind
bewaldet)

460 - 860 m . NN

700 -1000 mm

Buchen- und Buchenmischwaélder,
Fichtenwalder

Wiesen, Schafweiden und
Halbtrockenrasen

Lehmige und schluffige Tone

Kleinraumiges Maosaik von Waldern
mit dazwischen liegenden
Grinlandfldchen

Einflussfaktoren

Boden pH
Bodenfeuchtigkeit (%)
Bodentemperatur (°C)
Relative Luftfeuchte (%)
Lufttemperatur (°C)

Charakteristische
Managementtypen

Bereich des ForMI
Bereich des LUI

3.4-73
11.4-43.4
7.8-13.0
77.5-89.7
8.2-11.3

GroBflachiger Holzeinschlagim
Wald (friiher Kahlschlag); Extensive
Grunlandbewirtschaftung,
Uberwiegend gemahte Weiden mit
Rinderbeweidung, Schafbeweidung
auf Trockenrasen

0.0-2.8
0.6-3.3

39-75
15.2-43.9
6.1-124
76.0-90.6
8.7-11.8

In Forstgenossenschaften
organisierte Auslesewalder (sog.
"Plenterwald"); extensiv
bewirtschaftetes, von Schafen
beweidetes Griinland, das
Wacholderheiden bildet

0.0-2.2
0.2-3.3

3.3-71
8.5-21.7
9.4-12.3
79.2-87.3
9.9-12.3

Wanderschéferei

0.0-2.3
0.9-1.5

2.2 Untersuchung des Masseverlusts und der Emissionsraten

Zur Beantwortung der ersten Forschungsfrage (Masseverlust) und der zweiten Forschungsfrage
(Emissionsraten) wurden Totholzklétze von 13 gemalRigten Baumarten untersucht (Abb. 4). Diese
umfassten neun Angiospermen: Ahorn (Acer spp.), Birke (Betula pendula Roth), Hainbuche (Carpinus
betulus L.), Rotbuche (Fagus sylvatica L.), Eberesche (Fraxinus excelsior L.), Pappel (Populus spp.),
Wildkirsche (Prunus avium L.), Eiche (Quercus spp.) und Linde (Tilia spp.). Die Gymnospermen
beinhalteten: Europaische Larche (Larix decidua Mill.), Gemeine Fichte (Picea abies L., H. Karst.),
Waldkiefer (Pinus sylvestris L.) und Douglasie (Pseudotsuga menziesii (Mirb.), Franco). Fir jede
Baumart wurden Duplikate der Totholzklétze auf insgesamt 300 Untersuchungsflachen verteilt, wobei
in jeder Region 50 Wald- und 50 Griinlandflaichen genutzt wurden. Insgesamt wurden fiir den
Masseverlust 3900 Holzklotze in allen Regionen und fiir die Emissionsraten 1900 Holzklotze in der
Region Schorfheide-Chorin ausgelegt. Um die immense Probenanzahl und den umfangreichen
Versuchsaufbau vergleichbar zu gestalten, wurden alle Holzkl6tze in den gleichen AbmaRen (50 [Langs]
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X 25 x 25 mm) aus dem Splintholz eines Baumes erstellt. Zudem wurde jeder Holzklotz vor seiner
Exposition mittels Gamma-Bestrahlung sterilisiert, um die endophytischen Mikroorganismen zu
inaktivieren (Sharman und Smith 1970; Song et al. 2017; Muszynski et al. 2021) und einheitliche
Ausgangsbedingungen fir die Besiedlung der Totholzproben in den Exploratorien zu realisieren.

Nach einer ca. einjahrigen Exposition (Schorfheide-Chorin: 397 Tage, Hainich-Din: 460 Tage,
Schwabische Alb: 414 Tage) wurden die Totholzkl6tze wieder eingesammelt und mit einer Blirste von
anhaftender Erde und Pilzmyzel gereinigt. Ein Holzklotz wurde fiir das erste Experiment zur
Bestimmung des Masseverlustes verwendet. Dieser Totholzklotz wurde in einer Klimakammer bei
Temperaturen von 103°C £2°C getrocknet und die Gewichtskonstante bestimmt. Der prozentuale
Masseverlust wurde anschlieBend berechnet, indem die Gewichtskonstante durch das initiale Gewicht
vor dem Ausbringen in die Exploratorien dividiert wurde. Der zweite Holzklotz diente zur Bestimmung
der Emissionsraten im zweiten Experiment. Hierflir wurden die Totholzkl6tze direkt aus dem Feld in
eine 100 mL Glasflasche tberfiihrt und gasdicht verschlossen. Nach einer Inkubationszeit von etwa
90 min wurden 3 mL des Gasgemisches mithilfe einer gasdichten Spritze in ein evakuiertes 3 mL-
Flaschchen (Exetainer®) lberfiihrt. Die Gasproben wurden mit einem Gaschromatographen (8610C,
SRI Instruments, Torrance, USA) mit Flammenionisationsdetektor analysiert, der an einen
Methanisierungskatalysator gekoppelt war. Die absoluten CO,- und CHs-Konzentrationen wurden mit
der Software PeakSimple ermittelt. AnschlieRend wurden die Emissionsraten berechnet, indem die
Konzentrationen nach 90 min Inkubation mit den anfanglichen atmosphéarischen Konzentrationen
verglichen, auf das Gesamtvolumen des Glasgefalles extrapoliert und schlieBlich in Relation zur Masse
der Holzkl6tze gesetzt wurden.

Die statistischen Analysen und Visualisierungen beider Experimente erfolgten in R 4.0.2 (Core Team
2016). Zur Untersuchung der Einflussfaktoren flir den Masseverlust und die Emissionsraten wurden
lineare gemischte Modelle verwendet, die mit der Imer-Funktion des ImerTest-Pakets (Kunzetsova et
al. 2017) berechnet wurden. Im ersten Modell wurde die Abhéngigkeit des Masseverlusts und der
Emissionsraten vom Okosystem (Wald/Griinland), der Region, der Managementintensitit und der
Baumart getestet. Um detailliertere Einblicke zu erhalten, wurden in einem zweiten Modell die
spezifischen Holzeigenschaften, Umweltfaktoren und Komponenten der Managementintensitat
separat fur die Wald- und Grinlanddkosysteme untersucht. Aufbauend auf diesen Experimenten
fihrten Moll et al. (2024) eine Metabarcoding-Analyse der Holzkl6tze der Baumarten Fagus, Pinus und
Picea durch. Diese extern erhobenen Daten liefern wichtige Informationen zur Artenvielfalt der
Totholzbiozénosen und wurden in die Diskussion einbezogen.

2.3 Metaproteomische Analyse der Totholzgemeinschaften

Das dritte Experiment untersuchte die taxonomische und funktionelle Zusammensetzung der
Totholzgemeinschaften zur Beantwortung der dritten Forschungsfrage. Dafiir wurden Baumstamme
der oben genannten 13 Baumarten verwendet, die bereits im Januar 2009 frisch geschlagen und in den
Exploratorien platziert worden waren (Abb. 4). Nach etwa 8% Jahren Zersetzungszeit erfolgte im Mai
2017 die Probennahme — mit Ausnahme der Carpinus. Dazu wurden mit einem Schlangenbohrer
(Durchmesser 2 cm) Holzspane entnommen. Ein Teil der Proben wurde fiir eine Metabarcoding-
Analyse genutzt, um die Artenvielfalt anhand charakteristischer kurzer DNA-Sequenzen zu bestimmen.
Hierfiir wurde die genomische DNA aus den pulverisierten Holzproben mithilfe eines Quick-DNA-Kits
isoliert. Die ITS2-Regionen (Internal Transcribed Spacer) wurden anschlieBend mit standardisierten
Pilz-Primerpaaren (fITS7/ITS4) amplifiziert und sequenziert (Leonhardt et al. 2019; Moll et al. 2021a).
Diese Ergebnisse dienten als Datengrundlage fiir die anschlieBende Metaproteom-Analyse, die das
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gesamte Proteinkomplement der Proben untersuchte. Daflir wurde der zweite Teil der Holzspane zu
einem feinen Puder homogenisiert, die Zellen lysiert und die Proteine anschlieBend durch Phenol
extrahiert. Die extrahierten Proteine wurden mit Trypsin proteolytisch zu Peptiden gespalten. Das
aufgereinigte Peptidlysat wurde anschlieBend in der nanoHPLC (UltiMate 3000 RSLCnano, Dionex,
Thermo Fisher Scientific) separiert. Die nachfolgende massenspektrometrische Analyse der eluierten
Peptidlysate erfolgte mit einem Q Exactive HF-Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), das im LC-Chip-Kopplungsmodus mit einer TriVersa NanoMate-Quelle (Advion,
Ltd., Harlow, UK) verbunden war (Kipping et al. 2020).

Zur Proteinidentifizierung wurden die gemessenen MS/MS-Spektren mit der Software Proteome
Discoverer (v2.5, Thermo Scientific) gegen die erstellte Datenbank bioinformatisch abgeglichen. Diese
Datenbank war speziell auf holzbewohnende und -assoziierte Pilze ausgerichtet und basierte auf den
haufigsten Pilzarten der zugehoérigen Metabarcoding-Analyse sowie dem aktuellen Wissen uber
Fruchtkorper in gemaBigten Waldern. Die meisten Genome stammten aus grofien
Genomsequenzierungsprojekten wie dem DOE-JGI Mycocosm (Grigoriev et al. 2014) und den
Sequenzierungsanalysen innerhalb des BELongDead Experiments der letzten zehn Jahre (Bittner et al.
2017, 2019; Reina et al. 2019). Ergédnzend wurden die Genome der Pilze Hypholoma capnoides,
Kuehneromyces mutabilis, Ischnoderma benzoinum und Megacollybia platyphylla sequenziert.
Insgesamt umfasste die Datenbank 84 Pilztaxa, davon 45 Ascomycota und 39 Basidiomycota. Nach der
Proteinidentifizierung wurden die Proteine mit dem Tool Pout2Prot (Schallert et al. 2022) gruppiert
und mit dem Tool Prophane (Schiebenhoefer et al. 2020) taxonomisch und funktionell annotiert. Die
Quantifizierung der Proteingruppen erfolgte innerhalb des Prophane-Workflows anhand des
normalisierten spektralen Abundanzfaktors (NSAF), der aus den Peptid-Spektralibereinstimmungen
berechnet wurde. Die nachfolgende Metaproteom-Auswertung konzentrierte sich ausschlieBlich auf
die zersetzenden Pilzgemeinschaften und deren lignocellulolytischen Enzymapparat. Die
bericksichtigten extrazellularen Enzyme, die am Lignocelluloseabbau beteiligt sind, sind im Anhang im
Enzymverzeichnis zusammengefasst und wurden entsprechend der CAZy-Datenbank (Lombard et al.
2014) kategorisiert. Die statistische Auswertung und Visualisierung dieser Ergebnisse erfolgten mit der
Software R 4.0.2 (Core Team 2016). Zur Berechnung der funktionellen Redundanz wurde die
uniqueness-Funktion des adiv-Pakets verwendet (Pavoine 2020).

21



Synopsis

3 Synopsis

3.1 Okosystemspezifische Einflussfaktoren der Totholzzersetzung

Im ersten Experiment wurden die Zersetzungsraten anhand des Masseverlusts von sterilisierten
Holzklotzen nach einjahriger Exposition in den Exploratorien quantifiziert (Abb. 5). Zur Untersuchung
des intrinsischen Einflusses auf die Okosystemfunktion wurde Holz von 13 verschiedenen Baumarten
aus gemaRigten Breiten verwendet. Diese Holzklétze wurden in unterschiedlichen Okosystemen (Wald
und Grinland) sowie in verschiedenen Regionen (Schorfheide-Chorin, Nationalpark Hainich und
Umgebung, Schwabische Alb) ausgelegt und anschlieRend von der regionalen Biodiversitat besiedelt.
Die jeweiligen Umweltbedingungen und Landnutzungs- bzw. Waldbewirtschaftungsintensitaten dieser
Regionen und Okosysteme wurden dokumentiert und als extrinsische Einflussfaktoren der Zersetzung

bericksichtigt.
1. Forschungsfrage April 2017 Totholzbesiedlung Mai 2018 Ergebnisse
Masseverlust Exposition in den Exploratorien durch Probennahme + Analyse
holzbewohnende .
« sterilisierte Totholzklétze und * 3669 Proben * Masseverlust war im
(50 [langs] x 25 x 15 mm) holzzersetzende ¢ Masseverlust: Bestimmung der Wald groRer als im
Schorfheide-Chorin * 3 Exploratorien Organismen G.e‘f‘”_‘:thO"Stf‘ﬂt.e und X Granland
« 150 Waldflachen Division durch initiales Gewicht
¢ Baumarten wichtigster

potsdam 150 Grinlandflachen

7 Einflussfaktor,
unabhangig vom
Okosystem

* Umuweltfaktoren waren
die einzigen externen
EinflussgroRen

Schwibische Alb

Exploratorien

Abbildung 5. Uberblick des Experiments zur Beantwortung der 1. Forschungsfrage. Im Jahr 2017 wurden standardisierte
Totholzkl6tze in allen drei Biodiversitdts-Exploratorien ausgelegt. Nach etwa einem Jahr wurden diese eingesammelt und der
Masseverlust ermittelt.

Die Baumart gilt als entscheidender Einflussfaktor fiir die Okosystemleistung der Totholzzersetzung,
was insbesondere fiir Walder nachgewiesen wurde (Weedon et al. 2009; Kahl et al. 2017). Das
vorliegende Experiment bekraftigt die Abhangigkeit des Masseverlusts von den Baumarten (Anhang,
Tab. Al). Von den 13 untersuchten Baumarten verzeichneten die vier Gymnospermen den geringsten
Masseverlust (Abb. 6). Unter den Angiospermen zeigten ringporige Baumarten wie Fraxinus und
Quercus ahnliche Masseverlustraten wie Gymnospermen, wahrend zerstreutporige Angiospermen
den hochsten Masseverlust aufwiesen (Abb. 6). Ein dahnliches Muster der Zersetzungsraten wurde in
einer Studie zur sukzessiven Totholzzersetzung innerhalb der Biodiversitats-Exploratorien beobachtet
(Edelmann et al. 2023). Der Einfluss der Baumarten wird auf deren substratspezifische
Holzeigenschaften zurilickgefiihrt. Dieses Experiment ergab, dass ein hoher Gehalt an Lignin und
Phenol den Masseverlust verzégerte, wohingegen Kohlenstoff, Calcium und Schwefel diesen forderten
(Anhang, Tab. A2). Da Lignin ein sehr rekalzitrantes Polymer ist, sind spezifische Enzyme fiir dessen
Abbau erforderlich, um schlieBlich Pflanzenmaterial als Kohlenstoff- oder Nahrstoffquelle zu nutzen
(Lundell et al. 2014; Arnstadt et al. 2016b). Entsprechend wird die Totholzzersetzung durch einen
hoheren Ligningehalt verlangsamt, sowie von der Zusammensetzung des Lignins beeinflusst. Speziell
die Lignin-Komponenten von Gymnospermen sind durch einen héheren Gehalt an Guaiacyl-
Untereinheiten enzymatisch schwerer zu spalten als das Lignin von Angiospermen (Higuchi 2006;
Warner et al. 2017). Die daflir benétigten ligninolytischen Enzyme werden von hochspezialisierten
Mikroorganismen sekretiert, die in den friihen Zersetzungsstadien nur in geringer Anzahl vorkommen
und erst mit fortschreitender Zersetzung die Biozonosen dominieren (Baldrian et al. 2016; Moll et al.
2018; Pastorelli et al. 2020). Daher nutzen mikrobielle Holzgemeinschaften zunachst leicht abbaubare
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und zugéngliche Kohlenstoffverbindungen (van der Wal et al. 2016; Song et al. 2017). Dies wurde fir
einen positiven Zusammenhang zwischen dem Masseverlust und dem Kohlenstoffgehalt sprechen, wie
er in diesem Experiment beobachtet wurde (Anhang, Tab. A2). Es sollte jedoch beriicksichtigt werden,
dass bei der statistischen Analyse der Gesamtkohlenstoffgehalt der jeweiligen Baumarten einbezogen
wurde. Eine Differenzierung in leicht abbaubare und komplexe Kohlenstoffverbindungen erfolgte
nicht. Wie in friheren Studien gezeigt (Kahl et al. 2017), beeinflussten zudem die Makronahrstoffe
Schwefel und Calcium den Masseverlust positiv. Schwefel und schwefelhaltige Verbindungen wie
Cystein, Sulfonat und Sulfat beschleunigen die Zersetzungsraten durch Férderung des Wachstums und
der Vermehrung des Pilzmyzels (Schmalenberger et al. 2011). Calcium wird die Bildung von Oxalat-Salz
durch heterotrophe Pilze und Bakterien zugeschrieben, welches zur Aufrechterhaltung des
mikrobiellen Metabolismus unter ungiinstigen Bodenbedingungen dient (Cromack et al. 1979). Zudem
fliihren erhohte Sduregehalte zur Auslaugung von Calcium, was die Pflanzenmembran durchlassiger
macht (Zhao et al. 1987). Der genaue Wirkmechanismus von Calcium ist jedoch nicht eindeutig geklart
(Silver und Miya 2001), da kontrare Effekte auf die Zersetzung beobachtet wurden (Bonanomi et al.
2021). Darliber hinaus hemmen hohe Konzentrationen phenolischer Extrakte (z. B. Quercitin) die
Aktivitat extrazelluldrer Enzyme und verlangsamen somit den enzymatischen Abbau von Lignin und
Polysacchariden (Valette et al. 2017). Dies trifft insbesondere auf Baumarten wie Fraxinus, Prunus und
Quercus zu, die hohe initiale Phenolgehalte aufweisen (Kahl et al. 2017) und in diesem Experiment
unter den Angiospermen die geringsten Masseverluste aufwiesen.
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Abbildung 6. Prozentualer Masseverlust der 13 Baumarten gemdfigter Breiten. Die Totholzklétze (n = 3669) wurden in
verschiedenen Okosystemen und Regionen iiber einen Zeitraum von etwa einem Jahr exponiert. Graue Boxplots zeigen die
gemessenen Feldbeobachtungsdaten, wéihrend in Gelb/Blau die modellbereinigten Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle
der einzelnen Mittelwerte dargestellt sind. Signifikante Unterschiede im Massenverlust wurden auf der Grundlage des linear
gemischten Modells unter Verwendung der Methode von Satterthwaite ermittelt. Signifikanzwerte <0,001 sind mit ***
dargestellt.

Eine Besonderheit dieses Experiments ist die gleichzeitige Untersuchung des Masseverlusts in einem
weiteren Okosystem, dem Griinland. Dort war der Masseverlust um 43,9 % geringer als im Wald (Abb.
6), was sich in signifikanten Unterschieden fiir alle Baumarten widerspiegelte — mit Ausnahme von
Quercus. Diese Ergebnisse bekraftigen, dass auch im Grinland Totholzzersetzung stattfindet, und
stltzen zugleich die Hypothese H1.1, die einen hoheren Masseverlust im Wald im Vergleich zum
Grinland postulierte. Die Ursache fir diese Differenz liegt vermutlich in den individuellen
Totholzbiozénosen, insbesondere den saprotrophen Mikroorganismen, die durch die Gamma-
Bestrahlung ausschlieBlich von den lokalen Bodengemeinschaften geprdgt wurden. Das Vorkommen
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von Saprophyten mit lignocellulolytischen Fahigkeiten ist fir Waldokosysteme gut dokumentiert
(Baldrian et al. 2016; Leonhardt et al. 2019). Fiir saprotrophe Organismen im Griinland spricht deren
Entstehungsgeschichte. Die meisten Grinlandflaichen in Deutschland sind durch Entwaldung
entstanden (Hejcman et al. 2013), wodurch diese Boden weiterhin ein geeignetes Substrat fir
saprotrophe Organismen bieten (Kaiser et al. 2016). Dementsprechend finden sich im Grinland
bekannte saprotrophe Mikroorganismen, die typischerweise in Waldern vorkommen. Zu diesen Arten
zahlen beispielsweise die Ascomycota Pezizella, Tetracladium, Mollisia, Hypoxylon und Cladosporium
sowie die Basidiomycota Mycena, Coprinellus, Cotylidia und Trichoderma (Deacon et al. 2006; Francioli
et al. 2021; Harder et al. 2024). Eine Studie aus der Schwabischen Alb belegte sogar, dass saprotrophe
Pilze mineralische Griinlandflaichen besiedeln und dort effizient an der Zersetzung beteiligt sind
(Kandeler et al. 2019). Mit zunehmender Distanz vom Wald kommt es allerdings zu einer Verschiebung
und einem Riickgang der saprotrophen Organismen (Smith und Peay 2021). Den eindeutigen Nachweis
flir deren Besiedlung der untersuchten Holzklotze im Griinland ermdglichte die Studie von Moll et al.
(2024). Die dort durchgefiihrte Metabarcoding-Analyse detektierte saprotrophe Mikroorganismen in
Holzkltzen von Fagus, Pinus und Picea aus beiden Okosystemen. Gleichzeitig zeigten sich jedoch fiir
jedes Okosystem individuelle Totholzbiozénosen. Wahrend die Bakteriengemeinschaften zwischen
Wald und Griinland dhnlich waren, unterschieden sich die Pilzgemeinschaften deutlich, besonders im
Hinblick auf die saprotrophen Pilze. Diese Unterschiede sind hdchstwahrscheinlich auf die lokale
Substratverfiigbarkeit und die daraus resultierenden Bodengemeinschaften zurlckzufiihren. In
Waldern stellt Totholz eine bedeutende Kohlenstoffquelle dar und bietet eine optimale Umgebung fir
die Entwicklung lokaler saprotropher Pilze. Im Gegensatz dazu sind die zersetzenden Mikroorganismen
im Grinland effizienter an die Nutzung von Kohlenstoff aus toten Wurzeln angepasst (Crowther et al.
2019). Die Spezialisierung der Pilze im Wald fiihrte folglich zu einem effizienteren Masseverlust und
untermauert die Hypothese H1.1 erneut. Bemerkenswert ist, dass die Totholzzersetzung, trotz des
generell niedrigeren Masseverlusts im Griinland, in beiden Okosystemen von der Baumart bestimmt
wurde (Anhang, Tab. Al). Die gleichen substratspezifischen Holzeigenschaften wie der Gehalt an
Lignin, Phenol und Makrondhrstoffen (Anhang, Tab. A2) beeinflussten den Masseverlust
Okosystemibergreifend. Damit wird auch die Annahme der Hypothese H1.2 bestatigt, der zufolge
intrinsische Holzmerkmale die Zersetzung in beiden Okosystemen steuern.

Die Gesamtleistung der Totholzzersetzung wurde zudem durch extrinsische Einflussfaktoren gepragt.
Unter den Umweltfaktoren waren die Feuchtigkeit und der Boden-pH relevant, daneben die
verschiedenen Regionen mit ihrem charakteristischen Mikroklima. Friihere Studien belegten bereits,
dass die Beschaffenheit des Bodens die Zersetzungsraten beeinflusst (Minnich et al. 2021). In diesem
Experiment bestand ein negativer Zusammenhang, wobei ein hoherer Boden-pH mit einem geringeren
Masseverlust in Waldern einherging. Die Feuchtigkeit wirkte dagegen positiv auf den Masseverlust.
Ausschlaggebend waren dabei die Luftfeuchtigkeit im Wald und die Bodenfeuchtigkeit im Griinland
(Anhang, Tab. A2). Mdoglicherweise bedingt die schnellere Verdnderung der lokalen Wetterlage im
Grinland (Shorohova und Kapitsa 2014; Harmon et al. 2020), dass die Bodenfeuchtigkeit dort eine
groRere Rolle spielte, wahrend im Wald die hohe Baumdichte den Einfluss der Luftfeuchtigkeit
verstarkte (Ehbrecht et al. 2019; De Frenne et al. 2019). Damit zeigt sich, dass das Mikroklima — gepragt
durch Umweltfaktoren und geographische Merkmale — ebenfalls ein wichtiger Einflussfaktor ist, was
durch die signifikanten Unterschiede des Masseverlusts zwischen den drei Regionen bestarkt wurde.
Die Region Schwabische Alb wies den groRten Masseverlust auf, gefolgt von Schorfheide-Chorin und
Hainich-Diin (Abb. 6). Trotz der héchsten jahrlichen Niederschlagsraten in der Schwabischen Alb waren
die gemessenen Feuchtigkeitswerte im Boden und in der Luft dhnlich oder teilweise geringer als in den
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anderen Regionen (Tab. 1). Die Feuchtigkeit begiinstigt einerseits die Aktivitdt der zersetzenden
Mikroorganismen, andererseits konnen zu hohe Feuchtigkeitsgehalte im Holz zu O,-Mangel filhren und
somit die Zersetzungsraten hemmen (Sierra et al. 2017). Die regional variierenden Masseverluste
wurden vermutlich auch durch die Temperaturen beeinflusst (Edelmann et al. 2023). Im Jahr des
Experiments waren die durchschnittlichen Luft- und Bodentemperaturen in der Region Schwabische
Alb am hoéchsten, was mit den dort hochsten Masseverlusten einherging. Bereits geringfiigige
Temperaturerh6hungen kénnen den Masseverlust stark steigern (Chambers et al. 2000). Es ist jedoch
festzuhalten, dass die Region Schorfheide-Chorin, abweichend vom hier betrachteten Zeitraum, im
Durchschnitt die hdéchsten Temperaturen aufweist. In  Ubereinstimmung mit den hohen
Durchschnittstemperaturen verzeichnete Edelmann et al. (2023) in der Region Schorfheide-Chorin
nach 9% Jahren auch die hochsten Abbauraten. Dies verdeutlicht, dass dieses Experiment mit kurzer
Expositionsdauer von nur einem Jahr starker von Kurzzeiteffekten gepragt war.

Uberraschenderweise hatten die anthropogenen Managementintensititen in den friihen
Zersetzungsphasen keine Auswirkungen, weder die Landnutzung im Griinland noch die
Waldbewirtschaftung im Wald (Anhang, Tab. A2).

Expositionszeitraum zu kurz, um signifikante Unterschiede durch die Managementintensitdten

Moglicherweise war der einjahrige

erkennen zu kénnen. Dies deckt sich mit einer Studie, die zeigte, dass friihe Zersetzungsstadien in
unterschiedlich bewirtschafteten Waldtypen vorkommen, wahrend fortgeschrittene Stadien haufiger
in natirlicheren Waldern auftreten (Asplund et al. 2024). Zudem verdeutlichen andere Experimente
sehr komplexe und variable Reaktionen der Zersetzungsraten auf anthropogene Einfliisse (Latterini et
al. 2023; Guo et al. 2025), wobei die Waldstruktur oft nur einen kleinen Teil der Variabilitat erklart
(Edelmann et al. 2023). Schlussfolgernd kann die Hypothese H3 nur teilweise bestatigt werden. Von
den extrinsischen Faktoren hatten lediglich die Umweltfaktoren einen Einfluss auf die
Okosystemfunktion. Dieser Einfluss resultierte primar aus unterschiedlichen Niederschlagsmengen,
die durch die spezifischen Okosystembedingungen und regionalen Unterschiede entstanden. Der
geringe Einfluss extrinsischer Faktoren auf den Masseverlust stiitzt zudem die Hypothese H1.2,
wonach die initiale Totholzzersetzung Uberwiegend von den intrinsischen Eigenschaften der
Baumarten bestimmt wird.

3.2 Intrinsische versus extrinsische Einflussfaktoren der mikrobiellen Aktivitdt in
Totholzbiozonosen

2. Forschungsfrage
Emissionsraten

April 2017
Exposition in den Exploratorien

« sterilisierte Totholzkltze
(50 [langs] x 25 x 15 mm)

* Schorfheide-Chorin

* 50 Waldflachen

Totholzbesiedlung
durch
holzbewohnende
und
holzzersetzende
Organismen

Mai 2018
Probennahme + Analyse

* 793 Proben
* Gaschromatographen mit

Flammenionisationsdetektor
und Methanisierungs-

Ergebnisse

¢ CO,-Emissionsraten

korrelierten mit dem
Masseverlust und
waren ebenfalls im

Wald hoher als im
Griinland

50 Griinlandflachen katalysator

* Intrinsische und
extrinsische Faktoren
beeinflussten die CO,-
Emissionsraten
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waren eine CH,-Quelle.

Exploratorien
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Abbildung 7. Uberblick des Experiments zur Beantwortung der 2. Forschungsfrage. Im Jahr 2017 wurden standardisierte
Totholzklétze im Biodiversitéts-Exploratorium Schorfheide-Chorin ausgelegt. Nach etwa einem Jahr wurden diese
eingesammelt und die Emissionsraten von Kohlendioxid (CO,) und Methan (CH4) analysiert.

Aufbauend auf dem ersten Experiment wurde der mikrobielle Abbau als eigenstandiger Prozess der
Totholzzersetzung untersucht. Dafiir dienten die CO,- und CHg-Emissionsraten der Holzklotze als
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Indikatoren fiir die Aktivitat der Totholzbiozonosen. Die Messungen erfolgten an Proben aus der
Region Schorfheide-Chorin des Holzklotze-Experiments zum Masseverlust (Abb. 7). Nach einem Jahr
im Wald und im Grinland wurden die Emissionsraten erfasst und anschlieBend in Beziehung zu
intrinsischen Holzeigenschaften sowie extrinsischen Einflussfaktoren gesetzt.

3.2.1 Beziehung zwischen Emissionsraten und Masseverlust

Insgesamt emittierten alle Holzkl6tze sowohl CO; als auch CHa, wobei die CHs-Emissionsraten um drei
Zehnerpotenzen geringer ausfielen. Beide Gase entstehen bei der mikrobiellen Atmung, wenn
Mikroorganismen organisches Material zersetzen und dabei Kohlenstoff in Form von CO, oder CH,4
freisetzen (Harmon et al. 1986; Magnusson et al. 2016; Lagomarsino et al. 2021). Die gemessenen
Emissionsraten dienen somit als Indikatoren fiir die respiratorische Aktivitat der Totholzbiozonose. Im
Gegensatz dazu reprasentiert der Masseverlust die Gesamtheit der Zersetzungsprozesse, zu denen
neben dem mikrobiellen Abbau einschlieflich der Respiration auch Fragmentierung und
Auswaschungsprozesse zahlen (Harmon et al., 1986). Durch die Kombination beider Messwerte
konnen folglich Riickschliisse auf den Beitrag des mikrobiellen Abbaus zur Totholzzersetzung gezogen
werden.

Im vorliegenden Experiment wurde ein positiver Zusammenhang zwischen den CO,-Emissionsraten
und dem Massenverlust festgestellt (Abb. 8). Die Starke dieses Zusammenhangs variierte jedoch
zwischen den untersuchten Baumarten. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Roy et al. (2023)
gemacht, die berichteten, dass Angiospermen eine starkere positive Korrelation zwischen
Masseverlust und CO,-Emissionen aufweisen als Gymnospermen. Diese Unterschiede werden
vermutlich durch die jeweiligen Totholzbiozénosen verursacht, deren Artenvielfalt und Diversitat in
Abhédngigkeit von der Baumartenidentitat variieren (Purahong et al. 2018b). Insgesamt deutet die
Zunahme des Masseverlusts in Verbindung mit einer gesteigerten mikrobiellen Atmung darauf hin,
dass der Grof3teil der Mikroorganismen am Totholzabbau beteiligt war (Witkamp 1966; Pastorelli et al.
2020). Weitere Studien stiitzen diese Beobachtung und zeigten, dass eine hohere Abundanz von
Totholzbewohnern die Emissions- und Zersetzungsraten steigert (Kahl et al. 2015; Pastorelli et al.
2020). Zu beachten ist jedoch, dass die gemessenen Emissionsraten lediglich den Zeitpunkt der
Probennahme widerspiegeln, wahrend der Masseverlust die Zersetzungsprozesse liber die gesamte
Expositionsdauer abbildet. Zusatzlich unterliegen die CO,-Emissionsraten jahrlichen Schwankungen
(Yang et al. 2016) und Umweltfaktoren wie Temperatur und Feuchtigkeit (Herrmann und Bauhus
2013). Um den Einfluss der Umweltfaktoren tiber die verschiedenen Untersuchungsflachen hinweg zu
standardisieren, wurden die Emissionsmessungen in gasdichten GefalRen unter Laborbedingungen
durchgefiihrt. Diese Methode fiihrte jedoch gleichzeitig zu Abweichungen von den tatsachlichen in situ
Bedingungen, weshalb die Emissionsraten als Naherungswerte fiir die mikrobiellen Aktivitdten zu
interpretieren sind. Trotz dieser Einschrankungen bleibt die Aussagekraft der Ergebnisse erhalten.
Entsprechend der Hypothese H2.1 bestand ein direkter Zusammenhang zwischen der mikrobiellen
Aktivitat und dem Masseverlust: Je hoher die Aktivitat der saprotrophen Mikroorganismen in der
Totholzbiozbnose, desto groRer waren die Zersetzungsraten. Dies wird durch den Vergleich der beiden
Okosysteme bestérkt, indem sowohl der Masseverlust als auch die CO,-Emissionsraten im Wald héher
ausfielen als im Grinland (Abb. 8).
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Abbildung 8. Korrelationen zwischen Masseverlust und Emissionsraten (CO, und CH;) sowie zwischen den Emissionsraten
beider Gase. Die Analysen umfassen 340 Holzklétze aus Wald- und 453 aus Griinlandékosystemen, die von 13 Baumarten
gemdfigter Breiten stammten und etwa ein Jahr in der Schorfheide-Chorin exponiert wurden. Der Masseverlust zeigte positive
Zusammenhdnge mit den Emissionsraten beider Gase, wéhrend die Korrelation zwischen Emissionsraten von Kohlendioxid
(CO;) und Methan (CH4) schwéicher ausgeprdgt war. Die gelben und blauen Linien reprdsentieren die linearen Spearman-
Korrelationen fiir Proben aus dem Wald bzw. dem Griinland, einschlieflich entsprechender p-Werte.

Im Gegensatz zu den CO,-Emissionsraten zeigten die CHs-Emissionsraten sehr variable
Zusammenhinge mit dem Masseverlust. Uber alle Baumarten betrachtet, lieR sich eine geringe
positive Korrelation beobachten (Abb. 8). Bei separater Analyse der einzelnen Baumarten wurde
deutlich, dass dieser Effekt lediglich bei Acer, Betula und Fagus auftrat. Zudem war die positive
Korrelation im Griinland starker ausgepragt, obwohl dort der Masseverlust insgesamt geringer war.
Dies konnte auf eine Entkopplung der methanogenen Aktivitdten und CHs-Produktion vom
eigentlichen Zersetzungsprozess hindeuten. Die Unterschiede zwischen den CO,- und CH4-Emissionen
lassen sich im Wesentlichen auf die beteiligten Mikroorganismen zurlickfihren. Wahrend die CO,-
Produktion Uiberwiegend aeroben Mikroorganismen zuzuordnen ist, entsteht CH; im Zuge der
Methanogenese durch prokaryotische Archaeen unter anaeroben Bedingungen im Holz (Mukhin und
Voronin 2009; Makipaa et al. 2018). Es wird angenommen, dass dabei symbiotische Interaktionen
stattfinden. Die methanogenen Archaea nutzen einfache Kohlenstoffverbindungen, die durch die
Abbau- und/oder Fermentationsaktivitit anderer Mikroorganismen, wie xylophage Insekten oder
holzbewohnende Protisten und Pilze, gebildet wurden (Mukhin und Voronin 2009; Covey et al. 2016).
Fir die Existenz solcher Interaktionen spricht die gefundene Korrelation zwischen CO,- und CH,-
Emissionsraten (Abb. 8), wie bereits von Mukhortova et al. (2021) beschrieben. Darliber hinaus gibt es
Anhaltspunkte, dass saprotrophe Pilze zur CHs-Produktion beitragen kénnen, was als zusatzliche
Methanquelle fungieren konnte (Lenhart et al. 2012; Ernst et al. 2022). Aus beiden Prozessen resultiert
CH, als Abbauprodukt, das in die Atmosphéare abgegeben wird (Covey et al. 2012). Dies bestarkt die
Feststellung einer partiellen CHs-Produktion in jedem Holzklotz im vorliegenden Experiment.
Gleichzeitig wird Totholz von Methanotrophen besiedelt (Makipaa et al. 2018), die zur Reduktion von
CH, beitragen. Unter aeroben Bedingungen waren deswegen auch methanotrophe Aktivitaten zu
erwarten gewesen, insbesondere da methanotrophe Bakterien in den Holzkl6tzen nachgewiesen
wurden (Moll et al. 2024). Diese Ergebnisse konnten auf den experimentellen Versuchsaufbau
zurickzufiihren sein, bei dem die Proben in geschlossenen GefaRen inkubiert wurden. Fir eine
fundierte Aussage ist eine zusatzliche Quantifizierung des Anteils von Archaeen erforderlich. Archaea
bestimmen einen GroRteil der methanogenen Gemeinschaften (Yip et al. 2019), wurden jedoch von
Moll et al. (2024) nicht erfasst.
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3.2.2 Einflussfaktoren auf die CO-Emissionsraten

Von den untersuchten Einflussfaktoren erwiesen sich die Okosysteme, die Baumarten, die Feuchtigkeit
und anthropogenen Waldbewirtschaftungsintensitaten als ausschlaggebend fiir die CO,-
Emissionsraten (Anhang, Tab. A3). Durchschnittlich waren die CO,-Emissionsraten im Griinland um
31,5 % geringer als im Wald (Abb. 9). Die hoheren Emissionen im Wald lassen sich durch den groRReren
Anteil saprotropher Mikroorganismen mit lignocellulolytischen Fahigkeiten erklaren (Moll et al. 2024).
Obwohl die Differenz der CO,-Emissionsraten zwischen den beiden Okosystemen signifikant war, fiel
sie geringer aus als beim Masseverlust, dessen Unterschied bei 43,9 % lag (Abb. 6). Dies unterstreicht,
dass der mikrobielle Abbau zwar einen dominierenden Prozess der Totholzzersetzung darstellt (Lasota
et al. 2018; Lagomarsino et al. 2021), der Masseverlust jedoch weitere Prozesse miteinschlieSt. Aus
diesem Grund glichen sich die CO,-Emissionsraten zwischen den Okosystemen stirker an, wahrend
der Masseverlust im Wald merklich héher ausfiel. Eine weitere Erkldrung dafir ist, dass nicht
ausschlieBlich holzzersetzende, sondern auch holzbewohnende Mikroorganismen CO, produzieren.
Die gemessenen Emissionsraten reprasentieren entsprechend die Gesamtatmung der mikrobiellen
Totholzbiozonose. Bemerkenswert ist, dass die Holzklotze im Griinland einen héheren Artenreichtum
an holzbesiedelnden OTUs (operational taxonomic units) von Pilzen und Bakterien aufwiesen als jene
im Wald (Moll et al. 2024). Der geringere Artenreichtum im Wald trotz héherer Emissionsraten
verdeutlicht, dass der GroRteil der CO,-Emissionen auf die Aktivitdt der saprotrophen Mitglieder der
Totholzbiozbnose zurlickzufiihren war. Alle weiteren Mikroorganismen waren nicht direkt am
Totholzabbau beteiligt und ibernahmen andere Okosystemfunktionen. lhr Beitrag zur mikrobiellen
Atmung war entsprechend geringer, was erklart, warum sich trotz hoheren Artenreichtums im
Griinland die CO,-Emissionsraten denen des Waldes anndherten.

Der Einfluss der Baumarten wurde bereits durch friihere Studien belegt. Diese detektierten
unterschiedliche CO,-Emissionsraten zwischen Gymnospermen und Angiospermen (Kahl et al. 2015;
Warner et al. 2017; Roy et al. 2023). Das vorliegende Experiment erweiterte diese Erkenntnisse auf
eine grolere Vielfalt von Baumarten und zeigte, dass die Unterschiede auf die jeweiligen
substratspezifischen Holzeigenschaften zurlickzufiihren sind. In Waldern férderten folgende
Holzeigenschaften die CO,-Emissionen: ein niedriger Ligningehalt, ein geringer Anteil an organischen
Extraktstoffen sowie ein hoher Gehalt an Makrondhrstoffen (Anhang, Tab. A4). Diese
baumartspezifischen Eigenschaften wurden bereits im Experiment zum Masseverlust beobachtet und
belegen nun ihren Einfluss auf die Aktivitat der zersetzenden Mikroorganismen im Wald. Auch fir die
Holzklotze im Grinland konnte ein Baumarteneffekt nachgewiesen werden. Es bestand jedoch nur ein
negativer Zusammenhang mit der steigenden Holzdichte, wahrend weitere Holzeigenschaften keinen
signifikanten Einfluss hatten (Anhang, Tab. A4). Im Grinland koénnte die Holzdichte aufgrund des
geringeren Vorkommens saprotropher Mikroorganismen eine grofRere Bedeutung fiir die Besiedlung
von Totholz haben. Diese Mikroorganismen kdnnen das Totholz fiir andere Mikroorganismen
zuganglicher machen, indem sie spezifische Enzyme zum Lignocelluloseabbau sekretieren. In den
Waldproben waren saprotrophe Mikroorganismen starker vertreten (Moll et al. 2024), was vermutlich
die Besiedlungsprozesse erleichterte. Diese Prozesse waren hingegen im Griinland reduziert, wodurch
eine hohe initiale Holzdichte ein groReres Hindernis bei der Besiedlung durch Mikroorganismen
darstellte. Insgesamt waren jedoch die CO;-Emissionsraten und der damit verbundene mikrobielle
Abbau in beiden Okosystemen baumartspezifisch und bekraftigen somit die Substratspezifitat der
Mikroorganismen in Bezug auf die Baumart des Totholzes (Purahong et al. 2018b).
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Abbildung 9. Kohlendioxid (CO,) Emissionsraten von 13 Baumarten gemdfigter Breiten. Die Analysen basieren auf 340
Holzkl6étzen aus Wald- und 453 aus Griinland6ékosystemen, die iiber einen Zeitraum von etwa einem Jahr in der Schorfheide-
Chorin exponiert wurden. Graue Boxplots stellen die Feldbeobachtungsdaten dar, wéhrend in Gelb/Blau die modellbereinigten
Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle der einzelnen Mittelwerte dargestellt sind. Signifikante Unterschiede innerhalb und
zwischen Griinland- und Waldékosystem sind angegeben und basieren auf dem linear gemischten Modell nach der Methode
von Satterthwaite. Signifikanzniveaus sind wie folgt gekennzeichnet: * < 0,05, ** <0,01; *** <0,001.

Zudem pragen lokale Lebensraumstrukturen die Umweltfaktoren, auf die mikrobielle Aktivitdten
empfindlich reagieren (Bassler et al. 2010; Herrmann und Bauhus 2013; Miiller et al. 2020). Im
vorliegenden Experiment erhohte eine gesteigerte Luftfeuchtigkeit die CO,-Emissionsraten in
Waldern, wahrend im Griinland eine héhere Bodenfeuchte von zentraler Bedeutung war (Anhang, Tab.
4). Ahnliche Zusammenhinge wurden bereits fiir den Masseverlust beobachtet und stiitzen die
Vermutung, dass der Waldboden durch das Kronendach vor direkten Wettereinfliissen geschiitzt wird,
wahrend diese Schutzfunktion im Griinland fehlt. Dadurch variieren die Luftbedingungen im Griinland
starker, und das Wetter hat folglich einen direkteren Einfluss auf die Bodenfeuchtigkeit (Scharenbroch
und Bockheim 2007). Zudem stellen Niederschlag und Bodenbedingungen bekannte Einflussfaktoren
fur die mikrobiellen Abbauprozesse in Wald (Olajuyigbe et al. 2012; Zelinka et al. 2020) und Griinland
(Bontti et al. 2009) dar.

Es liegen Studien vor, die eine Reduktion der Abundanz und Diversitdt mikrobieller Destruenten bei
zunehmender Managementintensitdt wahrnehmen (Gossner et al. 2014, 2016a; Purahong et al. 2014).
Aufbauend darauf ergab dieses Experiment, dass sich anthropogene Veranderungen der Diversitat in
der Aktivitdt von Totholzbiozonosen widerspiegeln. Es wurde ein negativer Zusammenhang zwischen
den CO,-Emissionsraten und der Waldbewirtschaftungsintensitat festgestellt, der in Waldern mit
einem hohen Anteil nicht-einheimischer Baumarten besonders stark ausgepragt war (Anhang, Tab. 4).
Walder, die von einheimischen Baumarten wie Fagus und Quercus dominiert wurden, hatten im
Vergleich zu Misch- oder Kiefernwaldern hohere CO,-Emissionsraten. Jede Baumart stellt spezifische
Okologische Nischen bereit, die vorrangig von Organismen mit entsprechender Spezialisierung
besiedelt werden (Purahong et al. 2018b). Einheimische Baumarten scheinen 6kologische Nischen zu
bieten, die besser an die Bedirfnisse saprotropher Mikroorganismen angepasst sind. Nadelbdume
wurden hingegen aus wirtschaftlichen Griinden angepflanzt (Schall und Ammer 2013; Kahl und Bauhus
2014) und bieten weniger geeignete Ressourcen fiir die lokalen mikrobiellen Gemeinschaften (Ayres
et al. 2009). Besonders betroffen sind Mikroorganismen mit hoher Wirtsspezifitdt, wie Mutualisten
und Destruenten (Lee et al. 2020; Moll et al. 2021a), die sehr empfindlich auf Veranderungen in der
Vegetation reagieren (Lauber et al. 2008). Folglich hangt die Diversitat saprotropher Mikroorganismen
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stark von der lokalen Baumartenvielfalt ab, was darauf hindeutet, dass Walder mit einheimischen
Baumarten bevorzugt besiedelt werden. Zudem pragen die Blatter der Hauptbaumarten den
Niederschlagseintrag in den Boden. Gymnospermen sorgen durch ihre Kronendacher fiir einen
geringeren Niederschlagseintrag im Vergleich zu Angiospermen. Dies flihrt zu trockeneren
Bodenbedingungen und einem geringeren Wasserabfluss (Augusto et al. 2015), was wiederum die
mikrobielle Aktivitat verandert. Diese Unterschiede kdonnten ein weiterer Grund sein, warum die CO»-
Emissionsraten in Waldern mit einheimischen Baumarten gesteigert waren.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass extrinsische Einflussfaktoren eine groRere Bedeutung
fir die mikrobielle Aktivitat im Totholz haben als fiir den Masseverlust. Wahrend der Masseverlust der
Holzklotze tberwiegend durch intrinsische Einflussfaktoren beeinflusst wurde, bestimmten sowohl
intrinsische als auch extrinsische Faktoren die mikrobielle Aktivitat. Darliber hinaus wurde die
Diversitat der totholzbewohnenden Gemeinschaften, die wesentlich zur mikrobiellen Aktivitat
beitrdgt, von extrinsischen Bedingungen dominiert (Moll et al. 2024). Da aber nicht alle Mitglieder der
Biozonose am Totholzabbau beteiligt sind, spielen extrinsische Einflussfaktoren zwar eine bedeutende,
jedoch keine Schlisselrolle fiir die CO,-Emissionsraten. Die Hypothese H2.2 kann somit nur teilweise
bestatigt werden.

3.2.3 Totholz als CHs-Quelle

Wie zuvor erwahnt, kann Totholz sowohl als potenzielle Senke oder Quelle fiir CHs fungieren
(Mukhortova et al. 2021). Wahrend einige Studien ein Gleichgewicht innerhalb der
Totholzgemeinschaften zu Gunsten der oxidativen Zersetzung und des CHs-Verbrauchs zeigten
(Carmichael et al. 2024), wurde in anderen Studien ein hoher Anteil an Methanogenen festgestellt
(Moll et al. 2018; Yip et al. 2019). Dieses Gleichgewicht zwischen CH4-Produktion und -Verbrauch
reagiert dabei empfindlich auf vielzdhlige Einflussfaktoren. Im vorliegenden Experiment waren alle
Totholzkl6tze eine CH;-Quelle (Abb. 10), was mit friiheren Ergebnissen (ibereinstimmt (Covey et al.
2016; Lagomarsino et al. 2021; Mukhortova et al. 2021). Diese CH4-Produktion wurde sowohl durch
intrinsische Holzeigenschaften als auch extrinsische Einflussfaktoren beginstigt (Anhang, Tab. A5),
insbesondere jene, die anaerobe Bedingungen im Holz férdern. Die betrachteten Okosysteme hatten
hingegen keinen signifikanten Einfluss. Die Hypothese H2.3 kann somit groRtenteils bestatigt werden,
da CH, tatsachlich von den totholzbewohnenden Gemeinschaften produziert wurde und mit der
Holzfeuchte in Zusammenhang stand. Die genaue Beteiligung an der Totholzzersetzung bleibt jedoch
weiterhin unklar.

Der Zusammenhang zwischen CHs-Emissionsraten und den Baumarten, wie bereits zuvor publiziert
(Covey et al. 2016; Warner et al. 2017; Mukhortova et al. 2021), konnte auf bestimmte
Holzeigenschaften zuriickgefliihrt werden. Dabei stiegen die CHs-Emissionen mit abnehmender
Holzdichte und zunehmendem Schwefelgehalt an (Anhang, Tab. A4). Eine geringe Holzdichte erhoht
die Wasserhaltekapazitat des Totholzes (PFivétivy und Samonil 2021), was die Bildung eines anoxischen
Milieus beglinstigt und wahrscheinlich die methanogene Aktivitdt fordert. Der Zusammenhang
zwischen dem positiven Einfluss von Schwefel auf die CHs-Emission ist hingegen bislang nicht
vollstandig verstanden. Methanogene Mikroorganismen sind fiir die CHs-Freisetzung auf das
Schlisselenzym Methyl-Coenzym-M-Reduktase angewiesen (Thauer 1998), das empfindlich auf
Schwefeldioxid und andere Schwefelverbindungen reagiert (Khan und Trottier 1978). Insbesondere
nicht-bioverfiigbare Schwefelverbindungen hemmen den methanogenen Abbau. Wird Schwefel
jedoch in bioverfiigbarer Form vorgefunden, kann er von den Mitgliedern der zersetzenden
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Gemeinschaft direkt assimiliert werden (Schmalenberger et al. 2011) und den biologischen Abbau
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Abbildung 10. Methan (CH,;) Emissionsraten von 13 Baumarten gemdpfigter Breiten. Die Analysen basieren auf 340
Holzkl6tzen aus Wald- und 453 aus Griinland6kosystemen, die liber einen Zeitraum von etwa einem Jahr in der Schorfheide-
Chorin exponiert wurden. Graue Boxplots stellen die Feldbeobachtungsdaten dar, wihrend in Gelb/Blau die modellbereinigten
Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle der einzelnen Mittelwerte dargestellt sind. Signifikante Unterschiede innerhalb und
zwischen Griinland- und Waldékosystem sind angegeben und basieren auf dem linear gemischten Modell nach der Methode
von Satterthwaite. Signifikanzniveaus sind wie folgt gekennzeichnet: * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001.

Unter den Umweltfaktoren zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen einer hohen relativen
Luftfeuchtigkeit und den CHs-Emissionsraten der Holzkl6tze aus dem Griinland (Anhang, Tab. A5). Eine
hohe Luftfeuchtigkeit beglinstigt anoxische Bedingungen im Totholz und fordert dadurch
methanogene Aktivitaten (Mukhortova et al. 2021). Im Gegensatz dazu wurden in Waldern niedrigere
CHs-Emissionsraten bei hoher Lufttemperatur beobachtet. Verschiebungen im Temperaturregime
haben direkte Auswirkungen auf die Zusammensetzung und Funktion der Archaeengemeinschaft
(Conrad et al. 2009), einschlieRlich der dominanten Methanogenen und Methanotrophen. Sowohl die
CHas-Produktion als auch der CHs-Verbrauch sind temperaturempfindlich und arbeiten gegenlaufig
(Mukhortova et al. 2021). Wird die Oxidation von CH; durch héhere Temperaturen starker stimuliert
als die Methanogenese, kann dies zu den beobachteten negativen Auswirkungen der Temperatur auf
die CHs-Produktion fiihren.

Zudem wurden die CH4-Emissionsraten von den einzelnen Komponenten der Managementintensitaten
- Totholzentnahme, Diingung und Beweidung - beeinflusst (Anhang, Tab. 5). Allerdings kompensierten
sich diese Effekte gegenseitig, sodass die Gesamtheit der Managementintensitaten keinen Einfluss
hatte (Anhang, Tab. A3). Insgesamt demonstrierte das Experiment, dass die CHs-Emissionsraten sehr
empfindlich auf extrinsische Einfliisse reagieren. Bereits kleinste Verdanderungen kénnen die Dynamik
innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaften so beeinflussen, dass entweder methanogene oder
methanotrophe Aktivitdten Uberwiegen. Weiterfihrende Untersuchungen sind jedoch erforderlich,
um zu klaren, ob der experimentelle Versuchsaufbau die CH4-Produktion begiinstigt hat.
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3.3 Funktionelle Mechanismen saprotropher Pilze beim Totholzabbau

Im dritten Experiment wurden Proben von 8% Jahre altem Totholz aus der Region Hainich-Diin
entnommen. AnschlieRend wurden die Pilzgemeinschaften und deren enzymatische Maschinerie fir
den vollsténdigen Lignocelluloseabbau mittels Metaproteomik analysiert (Abb. 11). Als Grundlage fir
die taxonomische und funktionelle Zuordnung diente das a priori Wissen lber die Pilzgemeinschaft auf
Fruchtkorperebene, molekulare Analysen (Purahong et al. 2018c; Leonhardt et al. 2019; Moll et al.
2021b; Rieker et al. 2022) und die Sequenzierung neuer Pilzgenome.

3. Forschungsfrage
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Abbildung 11. Uberblick des Experiments zur Beantwortung der 3. Fragestellung. Dafiir wurden mit einem Schlangenbohrer
Proben von Totholzstimmen entnommen, die etwa 8% Jahre im Wald exponiert waren. Diese Proben dienten der
Metaproteom-Analyse zur Bestimmung der taxonomischen und funktionellen Zusammensetzung der Totholzbiozénosen.

3.3.1 Okophysiologische Struktur der Pilzgemeinschaften

Die taxonomische Charakterisierung der Pilzgemeinschaften basierte auf der Analyse von DNA-
Sequenzen und der gesamten Proteinvielfalt. Einen ersten Uberblick tiber die Totholzbiozdnosen
ermoglichte die DNA-basierte Metabarcoding-Analyse. Dabei wurden 1184 OTUs Uber alle
Totholzproben identifiziert, welche 389 verschiedene Pilzgattungen reprasentierten. Aus diesen
wurden die haufigsten saprotrophen Pilze ausgewdahlt und mit bekannten Genomen aus aktuellen
Forschungsdaten erganzt. Daraus entstand ein Datensatz von 84 Pilzgattungen, darunter 45
Ascomycota und 39 Basidiomycota, der als Grundlage fiir die folgende Metaproteom-Analyse diente.
Diese Methode erfasste das gesamte Proteinspektrum der Holzproben, wobei insgesamt 97.490
Pilzproteingruppen annotiert und den 84 Pilzgattungen zugeordnet werden konnten. Der Vergleich
von DNA- und proteinbasierten Methoden wurde dadurch beeinflusst, dass diese aufeinander
aufbauten. Die bemerkenswert hohe Ubereinstimmung auf Gattungsebene, bestétigt durch einen
Mantel-Test fiir die gepoolten Baumarten (Anhang Tab. A6), zeigte dennoch die Replizierbarkeit von
DNA- und Proteinanalysen. Auf Ebene der relativen Ranghaufigkeit traten hingegen Unterschiede
zwischen den beiden Methoden auf. So dominierte Armillaria (22,6 %) den metaproteomischen
Ansatz, wahrend die entsprechende OTU im Metabarcoding eine geringe Haufigkeit von 0,08 %
aufwies. Diese Diskrepanz basiert vermutlich darauf, dass Armillaria aufgrund seiner groRen ITS2-
Sequenz schwerer zu amplifizieren ist und moglicherweise wahrend der bioinformatischen Filterung
im Metabarcoding entfernt wurde. Im Gegensatz dazu erreichte Cadophora eine Metabarcoding-
Haufigkeit von 5,4 %, jedoch nur eine geringere Haufigkeit von 0,4 % im Metaproteom.

Im analysierten Metaproteom stellten Basidiomycota die dominierende Pilzgruppe dar und
bestimmten etwa 67 % der nachgewiesenen Pilzpeptide. Diese Dominanz wurde bereits in friiheren
molekularbiologischen Untersuchungen ermittelt (Ottosson et al. 2015; Hoppe et al. 2016). Der
Grof3teil der identifizierten Basidiomycota gehorte zu den Weiltfaulepilzen, die 67,4 % der gesamten
Proteinhaufigkeit ausmachten. Im Vergleich dazu entfielen nur 8,8 % auf Braunfaulepilze, 8,5 % auf
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Moderfaulepilze und 15,3 % auf holzassoziierte endophytische und saprotrophe Pilze. Die detaillierte
Analyse der Pilzgattungen ergab, dass die vorherrschende Gattung Armillaria ein bedeutender
Vertreter der Basidiomycota ist. Diese Pilze sind sowohl aggressive Baumparasiten (z. B. Verursacher
der Wurzelfaule) als auch leistungsstarke Destruenten (Sipos et al. 2017; Coetzee et al. 2018; Sahu et
al. 2023). Sie besitzen ein groBes Ausbreitungspotential, indem sie sich im Boden durch wurzelartige
Rhizomorphe vermehren (Anderson und Kohn 1995) und anschlieend Wurzeln oder Baumstamme
besiedeln. Dabei verfligen sie liber das gesamte enzymatische Repertoire fiir den Abbau holziger
Biomasse, einschlieRlich Lignin (Sahu et al. 2023). Zu den nachsthaufigsten Gattungen gehdrten
beispielsweise Fomitopsis, Hypholoma, Mycena, Ischnoderma, Antrodia, Resinicium, Trametes,
Annulohypoxylon. Diese Gattungen sind bekannte Holzfaulepilze und in den geméRigten Waldern
Eurasiens und Nordamerikas weit verbreitet (Wu und Mueller 1997; Lumbsch et al. 2008; Baldrian et
al. 2016; Leonhardt et al. 2019).

Diese Ergebnisse stiitzen die in Hypothese H3.1 formulierte Annahme, dass Basidiomycota die
Hauptakteure bei der Totholzzersetzung sind. Sie untermauern damit frithere Studien, die auf der
Analyse des Genoms oder Transkriptoms mikrobieller Totholzgemeinschaften basierten. Wahrend
diese Ansatze lediglich potenzielle oder indirekte Hinweise auf die funktionellen Aktivitdten der
Organismen liefern, ermoglicht die Metaproteomik eine direkte Erfassung der funktionellen
Aktivitaten. Die in dieser Untersuchung betrachteten Enzyme stammten aus der CAZy-Datenbank fir
kohlenhydrataktive Enzyme und gehoren zur Gruppe der lignocellulolytischen CAZymes (Drula et al.
2022). Mit Ausnahme der Gattung Sugiyamaella konnte jede der metaproteomisch identifizierten
Pilzgattungen mit der Sekretion dieser Enzyme assoziiert werden (Abb. 12). Die wichtigsten
lignocellulolytischen CAZyme machten 2,6 % der funktionellen Proteingruppen des gesamten
Metaproteoms aus. Den groRten Anteil dieser Enzyme produzierte die Gattung Armillaria, die eine
relative Haufigkeit von 0,6 % aufwies. Die Metaproteom-Analyse belegt somit, dass die Basidiomycota
nicht nur haufig vertreten sind, sondern zudem aktiv am Totholzabbau beteiligt sind und damit
essenzielle Akteure in diesem Prozess darstellen.

3.3.2 Lignocellulolytische Enzyme der pilzlichen Totholzbiozénosen

Die Untersuchung des enzymatischen Totholzabbaus konzentrierte sich auf den Lignocelluloseabbau.
Daher wurden Enzyme der CAZy-Datenbank anhand ihrer Aktivitaten gegeniber Lignin, Cellulose und
Hemicellulose sowie damit verbundenen Funktionen, wie der Peroxidproduktion, ausgewahlt
(Anhang: Enzymverzeichnis). Unter den identifizierten ligninolytischen Enzymen waren Laccasen (AA1)
und Klasse-ll-Peroxidasen (AA2), wobei letztere die zentrale Enzymgruppe fiir den Ligninabbau
darstellten. Deren Aktivitat wurde durch Reaktionsprodukte von Oxidoreduktasen der AA3-Familie
unterstitzt, die zugleich die abundanteste Enzymklasse lber alle Holzproben waren. Vermutlich waren
AA3-Enzyme so haufig vertreten, weil sie sowohl den Lignin- als auch den Celluloseabbau férdern. Der
Kohlenhydratabbau wurde von einer Vielzahl hydrolytischer Enzyme katalysiert, insbesondere von B-
Glucosidasen und Cellobiohydrolasen. Erganzend wurden alternative Enzymklassen nachgewiesen, vor
allem LPMOs, die eine oxidative Spaltung der Cellulose ermdoglichten (Abb. 12).
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Abbildung 12. Heatmap der pilzlichen Gemeinschaften und deren lignocellulolytischen Enzyme (CAZyme). Dargestellt sind
ausgewdhlte CAZymes, die entweder auf Lignin und/oder andere Aromaten, Cellulose und Hemicellulosen wirken oder
unterstiitzende Funktionen im Zusammenhang mit der Modifikation und dem Abbau von Lignocellulose aufweisen
(Lignocellulose-assoziiert, H,O,-bildend); modifiziert nach Hage und Rosso (2021). Die CAZymes sind den jeweiligen
Pilzgattungen aus der zugrundeliegenden Datenbank zugeordnet. Dabei sind Weiffdulepilze griin, Braunfédulepilze braun,
Moderfiulepilze blau und andere saprotrophe Pilze schwarz gekennzeichnet. Zudem sind sie den zersetzenden Baumarten
zugeordnet und unterteilt in Angiospermen und Gymnospermen. Jeder Wert stellt den mittleren NSAF (normalisierten

spektralen Abundanzfaktor) dar.

Die groRere Bedeutung fiur den Ligninabbau hatten jedoch die Klasse-Il Peroxidasen (AA2). Die
Manganperoxidase erwies sich als eines der abundantesten Enzyme in diesem Experiment (Abb. 12)

und stammte von verschiedenen Basidiomycota (Hofrichter 2002; Lundell et al. 2014). Andere Klasse-

Il Peroxidasen, wie die Ligninperoxidase und Versatile Peroxidase, wurden lediglich von einzelnen
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Basidiomycota gebildet und waren nur in geringen Mengen nachweisbar. Im Gegensatz zur
Manganperoxidase sind diese Enzyme in den meisten Pilzgenomen seltener vertreten (Floudas et al.
2012; Ruiz-Duefias et al. 2021). Die vorliegenden Ergebnisse bekraftigen somit die Schlisselrolle der
Manganperoxidase beim Ligninabbau durch Basidiomycota, was bereits in friiheren Feldstudien und
Laborexperimenten vermutet wurde (Hofrichter et al. 1999, 2010; Leonhardt et al. 2019). Das
Vorkommen ascomycetaler Peroxidasen, wie die generische Peroxidase, UPO und DyP, war in den
untersuchten Holzproben gering. Eine bemerkenswerte Ausnahme bildeten einige Moderfaulepilze
der Ordnung Xylariales und zwei Phytopathogene, die DyP-Proteine in moderaten Mengen in
Angiospermen sekretierten. Bisher konnte DyP nur aus dem ascomycetalen Moderfaulepilz Xylaria
grammica isoliert werden (Kimani et al. 2021). Durch umfassende phylogenetische Analysen von
Peroxidasen wurde jedoch das Vorkommen von DyP in weiteren Ascomycota belegt (Adamo et al.
2022; Yoshida und Sugano 2023).

Der ligninolytische Abbau wurde durch Oxidoreduktasen der CAZyme-Familie AA3 unterstiitzt, die
Uber alle Holzproben hinweg die abundanteste Enzymklasse darstellten (Abb. 12). Den groRten Anteil
bestimmten die Alkohol-Oxidasen, daneben wurden Arylalkohol-Oxidasen und Cellobiose-
Dehydrogenasen nachgewiesen. Bemerkenswerterweise wurden diese Enzyme von vielfiltigen
Pilzgattungen sekretiert, darunter sowohl Basidiomycota als auch Ascomycota. Dieses verbreitete
Vorkommen beruht vermutlich auf ihrer umfassenden funktionalen Reichweite bei der
Lignocellulolyse und ihren Interaktionen mit anderen Enzymen. Obwohl AA3-Oxidoreduktasen nicht
direkt Lignocellulose spalten, reduzieren sie niedermolekulare Pflanzenbestandteile und erzeugen
damit Elektronenquellen fir lignocellulolytische Enzyme (Sttzl et al. 2018). Eine wichtige
Elektronenquelle ist extrazelluldares H,O, (Daniel et al. 2007), das als Co-Substrat fiir Klasse-ll
Peroxidasen, LPMOs und die Fenton-Reaktion dient (Hammel und Cullen 2008; Bissaro et al. 2017). Die
unterstitzende Funktion der AA3-Enzyme im Ligninabbau wurde durch positive Korrelationen mit den
detektierten Klasse-ll Peroxidasen belegt (Anhang: Abb. Al). Dieser Zusammenhang zeigte sich
insbesondere bei Basidiomycota aus angiospermen und gymnospermen Totholz. Bei Ascomycota
dagegen korrelierte die hohe Sekretion von AA3-Enzymen nicht mit Klasse-Il Peroxidasen. Dies kdnnte
auf eine starkere Beteiligung an der Aktivierung von LPMOs fiir den Celluloseabbau (Qin et al. 2023)
oder an alternativen, radikalbasierten Mechanismen hinweisen (Hyde und Wood 1997). Insgesamt
verdeutlichen diese Ergebnisse die zentrale Bedeutung der AA3-Oxidoreduktasen als unterstiitzendes
Enzym beim ligninolytischen Abbau und deren ubiquitdres Vorkommen im Totholz gemaRigter Walder.

Die Beteiligung der AA3-Oxidoreduktasen am Celluloseabbau wurde durch deren positive
Korrelationen mit den LPMOs gezeigt (Anhang: Abb. Al). LPMOs sind kupferhaltige Biokatalysatoren,
die als Monooxygenasen und Peroxygenasen/Peroxidasen fungieren kénnen (Tandrup et al. 2018;
Stepnov et al. 2022). Die Interaktion mit H,O,-bildenden Enzymen wie den AA3-Oxidoreduktasen kann
dabei den Celluloseabbau férdern. Zum Beispiel oxidiert die Cellobiose-Dehydrogenase (AA3) Zucker
zu den entsprechenden Lactonen und gibt die abstrahierten Elektronen direkt an Partnerenzyme
weiter oder reduziert O, zu H,0, (Csarman et al. 2020; Wang et al. 2021). Das gebildete H,0, versorgt
wiederum die LPMOs und férdert deren Peroxygenase-Modus (Kont et al. 2020; Rieder et al. 2021),
was zur Spaltung der B-1,4-Glycosidbindung von Cellulose fiihrt (Beeson et al. 2012; Bissaro et al.
2017). Zusammenfassend katalysieren LPMOs den initialen Abbau kristalliner Cellulose durch oxidative
Spaltung glycosidischer Bindungen und erhéhen zuséatzlich die Effizienz hydrolytischer Cellulasen
(Bissaro et al. 2018). In diesem Experiment gehorten die hdufigsten LPMOs zur Familie AA9, wurden in
allen Baumarten nachgewiesen und stammten neben Basidiomycota vor allem von Ascomycota der
Gattung Xylaria (Abb. 12).
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Die zuvor erwahnten Cellobiose-Dehydrogenasen und LPMOs sind am Celluloseabbau beteiligt und
zahlen zur alternativen Enzymklasse des Kohlenhydratabbaus. Der eigentliche Abbau wird hingegen
von hydrolytischen Enzymen durchgefiihrt, die sowohl Cellulose als auch Hemicellulose spalten
(Lundell et al. 2014). Fur den Celluloseabbau sind vor allem Cellulasen entscheidend, die in Synergie
mit LPMOs sowohl amorphe als auch kristalline Bereiche der Cellulose zersetzen (Martinez et al. 2017,
Tokin et al. 2020). Cellulasen spalten dabei den amorphen Bereich der Cellulose durch das
Zusammenspiel dreier zentraler Enzymgruppen: Endoglucanasen, Exoglucanasen (Cellobiohydrolasen)
und B-Glucosidasen. Diese Enzymgruppen wurden in allen Holzproben nachgewiesen. Die
Endoglucanasen (GH5_5), Cellobiohydrolasen (GH6 und GH7) und B-Glucosidasen (GH3 und GH5_22)
wurden in groRen Mengen von Ascomycota und Basidiomycota sekretiert (Abb. 12). Entsprechend
kann angenommen werden, dass die Pilzgemeinschaft in allen Holzproben Cellulose vollstandig zu
Glucose metabolisierte. Hemicellulose, ein weiterer Bestandteil der Pflanzenzelle, ist sowohl
hinsichtlich der Monomere als auch ihrer Bindungszusammensetzung wesentlich heterogener als die
Cellulose. Entsprechend erfordert der hemicellulolytische Abbau eine groRere Vielfalt an Enzymen. In
geringem Umfang waren hemicellulolytische Enzyme wie Xylanasen (GH10, GH11), B-Xylosidasen
(GH3), Mannosidasen (GH5_7) und Xyloglucanasen (GH74) in den Totholzproben vorhanden. Diese
Enzyme spalten Monosaccharide wie Xylose und Mannose aus dem Riickgrat verschiedener
Hemicellulose-Bausteine (Hori et al. 2018). Zudem wurde in den Totholzproben die Acetyl-Esterase
(CE16) nachgewiesen (Abb. 12), welche Essigsdure aus acetylierten Xylose- oder Mannoseanteilen im
Rickgrat der Hemicellulosen (Xylane, Glucomannane) freisetzt. Wahrend der Verzuckerung schaffen
Acetylgruppen in Xylanen und Mannanen sterische Hindernisse, die das AusmaR der Hydrolyse
begrenzen, indem sie die Bindung vieler hydrolytischer Enzyme verringern. Die Deacetylierung von
Hemicellulosen ist daher eine Voraussetzung fiir ihre Verzuckerung, die wiederum wichtig fir die
Offnung der Celluloseoberfliche fiir cellulolytische Enzyme ist (Zhang et al. 2011). Die in dieser Studie
identifizierten cellulolytischen und hemicellulolytischen Enzyme sind bereits aus grofRen
Genomsequenzierungsprojekten und zahlreichen Laborstudien bekannt (Baldrian und Valaskova 2008;
Leonhardt et al. 2019; Ruiz-Duefias et al. 2021). Mit diesem Experiment konnten diese Enzyme nun
erstmals in einem Feldversuch nachgewiesen werden.

Die Metaproteom-Analyse lieferte eine detaillierte Aufschlisselung der lignocellulolytischen Enzyme
und deren pilzlicher Herkunft. Wie bereits anhand der Artenvielfalt gesehen, dominierten
Basidiomycota und produzierten einen erheblichen Anteil dieser Enzyme. Gleichzeitig waren
zahlreiche Ascomycota am Celluloseabbau beteiligt. Die Hypothese H3.1, die Basidiomycota als
primare Akteure der Totholzzersetzung beschreibt, kann daher nur teilweise bestatigt werden.

3.3.3 Funktionelle Redundanz der lignocellulolytischen Enzyme trotz Wirtspezifitat

Die Metaproteom-Analyse ermdglichte die Identifizierung lignocellulolytisch aktiver Pilzgattungen, die
direkt am Abbauprozess beteiligt waren. Diese Pilzgattungen produzierten in allen untersuchten
Totholzproben die notwendigen Enzyme fiir den vollstdndigen Lignocelluloseabbau. Erst bei der
detaillierteren Analyse der Enzymzusammensetzung und Pilzgattungen traten baumartspezifische
Unterschiede hervor (Anhang, Tab. 7). Zum Zeitpunkt der Probennahme lagen die Totholzstdmme
bereits 8% Jahre im Exploratorium und befanden sich in sehr variablen Zersetzungsstadien. Da sich im
Verlauf der Zersetzung die Totholzbiozonosen und deren funktionale Merkmale verdandern (Boddy
2001; Fukasawa et al. 2009; Boddy und Hiscox 2016), wurde Uberprift, ob der beobachtete
Baumarteneffekt auf die taxonomische und funktionelle Diversitat indirekt durch den Zersetzungsgrad
beeinflusst wurde. Hierzu wurde fir jede Holzprobe ein geschatzter Masseverlust berechnet,
basierend auf Zerfallsmodellen aus Daten von 1.066 Stammen des BELongDead-Experiments
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(Edelmann et al. 2023). Die berechneten Masseverluste variierten baumartenspezifisch zwischen
17,1 % und 78,1 % (Anhang: Abb. A2), mit den geringsten Werten bei Fraxinus (34 £11 %) und héchsten
bei Betula (67 8 %) und Fagus (65 £3 %). Obwohl sowohl der geschatzte Masseverlust als auch die
normalisierte  Abundanz/NSAF der lignocellulolytischen Enzymklassen baumartspezifische
Unterschiede aufwiesen, ergab deren Korrelation keinen signifikanten Zusammenhang innerhalb der
einzelnen Baumarten. Erst bei Vernachldssigung der Baumartidentitdit konnte ein positiver
Zusammenhang zwischen Masseverlust und der summierten Abundanz/NSAF aller CAZymes
festgestellt werden (Anhang: Abb. A2). Dieses Ergebnis unterstreicht, dass die
Enzymzusammensetzung durch die Baumart gepragt wurde und nicht ausschlieBlich durch die
Zersetzungsraten.

Der Einfluss der Baumarten wurde auf taxonomischer Ebene sowohl fiir die gesamte
totholzbewohnende Pilzbiozonose anhand der Metabarcoding-Analyse als auch allein fir die
lignocellulolytisch aktiven Pilzgattungen auf Basis des Metaproteoms nachgewiesen (Anhang, Tab. 7).
Beide Analysen wiesen insbesondere starke Unterschiede zwischen den Pilzbiozonosen von
angiospermen und gymnospermen Totholzstdammen auf. Diese signifikanten Baumarteneffekte
sprechen fiir eine Wirtsspezialisierung der Pilze (Purahong et al. 2018c, b). Jede Pilzart besetzt eine
artspezifische 6kologische Nische, die sich grundlegend von den Nischen anderer Arten im selben
Habitat unterscheidet (Polechovd und Storch 2008). Diese Nischensonderung ermoglicht eine
effiziente Ressourcenaufteilung zwischen konkurrierenden Arten und spricht fiir hochspezialisierte,
wirtsspezifische Organismen. Unklar bleibt jedoch, inwieweit Nischenliberlappungen zwischen
konkurrierenden Arten toleriert werden. Diese Frage stellt sich, da innerhalb einer Holzprobe
verschiedene Pilzgattungen entscheidende Enzyme fiir den Lignocelluloseabbau — wie Laccasen,
Manganperoxidasen, Alkohol-Oxidasen, Endoglucanasen, Cellobiohydrolasen und B-Glucosidasen —
produzierten. Konkurrenzen um die Ressource Totholz schienen in den Proben insbesondere zwischen
totholzabbauenden Pilzen und totholzbewohnenden Pilzen zu bestehen. Gezeigt wurde dies durch die
separate Betrachtung der gesamten Pilzbiozénosen und der CAZyme-aktiven Pilze. Eine erhohte
Artenanzahl der gesamten totholzbewohnenden Pilzgemeinschaft, gemessen anhand der OTUs in der
Metabarcoding-Analyse, stand dabei im Verhaltnis zu einer geringeren CAZyme-Enzymhaufigkeit (Abb.
13A). Je hoher die Populationsdichte im Totholz, desto groRer war die Konkurrenz fir saprotrophe
Pilze, was zu einer verringerten Produktion lignocellulolytischer Enzyme fihrte. Methodisch ist
hinzuweisen, dass die Metabarcoding-Analyse auch ,,tote” DNA erfasst, was die Ergebnisse beeinflusst
haben kénnte. Dennoch lasst dies Konkurrenzen innerhalb der Pilzgemeinschaften vermuten, was
bereits in Laborversuchen zu unterschiedlichen Abbaustadien deutlich wurde (Fukasawa und
Matsukura 2021). Im Gegensatz dazu deuten die Ergebnisse fiir die CAZyme-aktiven Pilzgattungen auf
Koexistenz hin, die auf eine gewisse Nischeniberlappung schlielen lassen. Die positive Korrelation
zwischen den ,aktiven” enzymproduzierenden Pilzgattungen und den CAZyme-Enzymhaufigkeiten
(Abb. 13A) bekraftigt, dass eine erhOhte Anzahl saprotropher Pilze mit einer gesteigerten
Enzymproduktion assoziiert ist. Ahnliche positive Zusammenhinge wurden bereits in Feldstudien
beobachtet, bei denen aktive holzzersetzende Arten eine erhohte mikrobielle Aktivitat aufwiesen (Kahl
et al. 2015; Pastorelli et al. 2020). Es scheint, dass taxonomisch unterschiedliche Pilzarten koexistieren
oder interagieren, um den Totholzabbau aufrechtzuerhalten. Fiir diese Koexistenz spricht das
gleichzeitige Auftreten von cellulolytischen, hemicellulolytischen und ligninolytischen Enzymen in den
Totholzproben. Zusatzlich deuten die positiven Korrelationen von AA3-Oxidoreduktasen mit Klasse-ll
Peroxidasen oder LPMO auf ineinandergreifende Wirkmechanismen der Enzyme hin. Bei der Analyse
von Enzymen und Pilzarten basierend auf dem gleichen Metaproteom-Datensatz sind jedoch

37



Synopsis

Autokorrelationen nicht auszuschlieSen. Dies sollte beriicksichtigt und durch erganzende Methoden,
wie beispielsweise Transkriptomik, Uberpriift werden. Trotzdem stitzen diese Ergebnisse die
Hypothese H3.2, welche simultane und gegenseitige Abhdngigkeiten zwischen Pilzen und ihren
enzymatischen Prozessen postulierte.
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Abbildung 13. (A) Auswirkungen des Metabarcoding- und des Metaproteomik-basierten Pilzartenreichtums auf die
Aktivitidt der CAZyme (NSAF - normalisierter spektraler Abundanzfaktor) und deren substratspezifische Enzymklassen. Die
Linien stellen Anpassungen des linearen gemischten Modells dar, wobei die Baumart als Zufallsfaktor diente. Signifikante
Beziehungen (p < 0,05) sind als farbige Punkte dargestellt, wiahrend graue Punkte nicht signifikante Beziehungen anzeigen.
(B) Die funktionelle Redundanz der lignocellulolytischen CAZyme wurde fiir Baumarten und getrennt nach
substratspezifischen Enzymklassen bewertet. Die Berechnung erfolgte gemdf3 Ricotta und Pavoine (2016), wobei die
funktionelle Redundanz auf Gemeinschaftsebene bestimmt wurde.
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Die Fahigkeit verschiedener Organismen, gleiche oder dhnliche Funktionen auszufiihren, weist auf eine
funktionelle Redundanz hin (Allison und Martiny 2008; Louca et al. 2018) und ist ein weithin
anerkannter Mechanismus zum Erhalt von Okosystemfunktionen (Louca et al. 2018; Mascarenhas et
al. 2020). Bei der Totholzzersetzung gelten WeiRfaulepilze und in gewissem MaRe Braunfaulepilze und
Weichfaulepilze als Hauptakteure. Verdanderungen oder Manipulationen dieser Gemeinschaften
dirften demnach nur begrenzte Auswirkungen auf den Zersetzungsprozess haben (Purahong et al.
2018a). Im vorliegenden Experiment lag der Fokus auf dem aktiven Anteil der Destruenten, indem nur
die vorhandenen lignocellulolytischen Enzyme und ihr Pilzursprung analysiert wurden. Uber alle
Holzproben hinweg bestand eine gewisse funktionelle Redundanz fiir diese Enzyme (Abb. 13B), die
sicherlich von Schlisselenzymen wie Manganperoxidasen, Alkohol-Oxidasen und mehreren
Hydrolasen angetrieben wurde. Die hochste funktionelle Redundanz wurde fiir H,0,-produzierende
AA3-Oxidoreduktasen festgestellt (Abb. 13B). Da AA3-Oxidoreduktasen Peroxid als Co-Substrat fir
andere ligninolytische Enzyme wie Peroxidasen und LPMOs bereitstellen, erscheint dies weitgehend
nachvollziehbar. Des Weiteren sind Genduplikationen fiir AA3-Oxidoreduktasen innerhalb eines
Organismus bekannt (Taylor 2011; Sutzl et al. 2018). Wird ein Enzym durch mehrere Gene kodiert,
kann dies eine funktionelle Kompensation von Defiziten ermdglichen (Salame et al. 2013) und dient
hochstwahrscheinlich der Anpassung von Pilzorganismen an unterschiedliche Ressourcen. Die
weiteren lignocellulolytischen Enzyme kamen eher punktuell zum Einsatz, was sich in entsprechend
geringeren funktionellen Redundanzen &uRerte (Abb. 13B). Angesichts des ausgepragten
Baumarteneffekts und der damit verbundenen Spezialisierung der Pilzgemeinschaften war lediglich
die Kerngemeinschaft funktionell dhnlich und setzte redundante Enzyme ein. Dies weist auf ein
Zusammenspiel von Wirtsspezifitat und funktioneller Redundanz der lignocellulolytischen Enzyme hin,
wie es in der Hypothese H3.3 postuliert wurde.

3.4 Synthese und Schlussfolgerung

Die zuvor beschriebenen Experimente wurden als Teilprojekt der BELongDead-Studie durchgefiihrt,
um systematisch die Zersetzungsraten, die Rolle mikrobieller Aktivitdten und die funktionelle
Beteiligung der Pilzgemeinschaften zu untersuchen. Trotz methodischer Unterschiede — wie der
Einsatz von sterilen Holzklotzen mit einjahriger Exposition im Vergleich zu Holzstammen mit 8%-
jahriger Expositionsdauer — ermoglichte die Integration der Experimente in die Biodiversitats-
Exploratorien eine robuste und replizierbare Analyse. Dies gewahrleistete sowohl die Bearbeitung
einer hohen Probenanzahl im Holzkl6tze-Experiment als auch ein tiefgehendes, mechanistisches
Verstandnis des lignocellulolytischen Enzymapparats unter in situ Bedingungen.
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Forschungsfrage 1: Wie unterscheiden sich die Einflussfaktoren der Totholzzersetzung — insbesondere Baumart, Umweltfaktoren und
Managementintensitit — zwischen Wald- und Griinlandékosystemen, und inwieweit sind die im Wald identifizierten Faktoren auch im Griinland wirksam?

Forschungsfrage 2: Haben extrinsische Einflussfaktoren (Umweltfaktoren, Managementintensitét) im Vergleich zu intrinsischen Faktoren (Baumart,
substratspezifische Eigenschaften) einen stérkeren Einfluss auf die mikrobielle Aktivitdt der Totholzbiozénosen wihrend des Zersetzungsprozesses in Wald-
und Griinlandékosystemen?

Forschungsfrage 3: Welche saprotrophen Pilze sind die Hauptakteure beim Totholzabbau und welche funktionellen Mechanismen werden durch
ihre lignocellulolytischen Enzyme (Laccasen, Peroxidasen, Oxidoreduktasen und Glycosidhydrolasen) gesteuert?

Abbildung 15. Zusammenfassung der drei Forschungsfragen. Im Rahmen der BELongDead-Studie wurden drei Experimente
durchgefiihrt, um (F1) die Zersetzungsraten (Masseverlust), (F2) die mikrobiellen Aktivititen (CO,-Emissionsraten) und (F3)
die funktionelle Bedeutung von Pilzgemeinschaften (Metaproteom) systematisch zu untersuchen. Es zeigte sich, dass die
Baumarten 6kosystemiibergreifend den Masseverlust beeinflussten. Hingegen wurden die mikrobiellen Aktivitdten durch ein
Zusammenspiel von intrinsischen und extrinsischen Einflussfaktoren gesteuert, insbesondere im Griinland. Zu den zentralen
Akteuren des Totholzabbaus zdhlten die Basidiomycota, die einen erheblichen Anteil der lignocellulolytischen Enzyme
produzierten, widhrend Ascomycota vor allem Enzyme fiir den Celluloseabbau sekretierten. Ergédnzt wurden diese Erkenntnisse
durch Moll et al. (2024).

Diese Experimente erlaubten eine fundierte Beantwortung der aufgestellten Forschungsfragen und
bilden die Grundlage fiir die Synthese. Zur ersten Forschungsfrage zeigte sich, dass die Effizienz der
Zersetzung, gemessen am Masseverlust, primar durch die Baumart bestimmt wurde. Dieser
intrinsische Einflussfaktor wirkte oOkosystemiibergreifend und beeinflusste auch im Grinland
mafRgeblich die Zersetzungsraten. Dabei waren die zugrundeliegenden substratspezifischen
Holzeigenschaften in beiden Okosystemen identisch. Die mikrobielle Aktivitdt wurde hingegen durch
ein Zusammenwirken von intrinsischen und extrinsischen Einflussfaktoren gesteuert, was die zweite
Forschungsfrage beantwortet. Extrinsische Bedingungen, wie spezifische Umweltfaktoren und
Managementintensitaten, hatten dabei einen starkeren Einfluss auf die CO,-Emissionsraten als auf den
Masseverlust. Dieser Effekt manifestierte sich insbesondere im Grinland. Die dritte Forschungsfrage
zu den Hauptakteuren des Lignocelluloseabbaus wurde durch die metaproteomische Analyse
beantwortet. Basidiomycota dominierten den Totholzabbau, da sie einen erheblichen Anteil der
lighocellulolytischen Enzyme produzierten. Gleichzeitig trugen zahlreiche Ascomycota und
Basidiomycota zur effizienten Metabolisierung von Cellulose bei. Dieses breite Enzymspektrum
verdeutlichte die simultanen und gegenseitigen Abhangigkeiten, die fiir den vollstandigen Abbau von
Lignocellulose erforderlich sind. Insgesamt wurde der Totholzabbau durch ein Zusammenspiel von
Wirtsspezifitat und funktioneller Redundanz innerhalb der Pilzgemeinschaften gepragt.
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3.4.1 Einfluss der 6kosystemabhangigen Totholzbesiedlung auf die Zersetzungsprozesse

Untersucht wurde die Totholzzersetzung im Wald- und Griinlandékosystem mithilfe standardisierter
Holzkl6tze, die vor der Exposition einer Gamma-Bestrahlung unterzogen wurden. Diese Behandlung
eliminierte die im lebenden Holz vorhandenen Endophyten vollstandig (Sharman und Smith 1970; Song
et al. 2017) und ermoglichte eine gezielte Untersuchung der Totholzbesiedlung durch die
Bodenmikrobiome von zwei sehr unterschiedlichen Okosystemen. Beide Bodenmikrobiome weisen
charakteristische Merkmale auf, die wiederum spezifische Okosystemfunktionen bedingen. Die
Zersetzung stellt eine gemeinsame Okosystemfunktion dar, die das Vorkommen saprotropher
Mikroorganismen voraussetzt. Es bestehen jedoch taxonomische und funktionelle Unterschiede
zwischen den Saprophyten der beiden Okosysteme, die auf den jeweiligen Zielsubstraten beruhen
(Kaiser et al. 2016; Smith und Peay 2021). Im Grinland konzentriert sich die Zersetzung primar auf
Wurzeln und Graser, wahrend Totholz nur in geringem MaRe verfiligbar ist. Folglich dominieren dort
bakterielle Gemeinschaften, die effizienter labile Substrate abbauen (Crowther et al. 2019). Hingegen
bieten Walder eine optimalere Umgebung fiir Gemeinschaften mit einem genetischen Potential fir
den Lignocelluloseabbau (Argiroff et al. 2023).

Uber die Herkunft saprotropher Mikroorganismen im Griinland sowie iiber deren Fahigkeit zum
effizienten Ligninabbau ist bislang wenig bekannt. Einen ersten Hinweis flir den gezielten Ligninabbau
im Grinland lieferte die Studie von Smith und Peay (2021). Diese zeigte, dass saprotrophe Organismen,
die eigentlich in Waldern heimisch sind, aufgrund eines vorteilhaften Ausbreitungspotenzials
angrenzende Lebensrdume besiedeln kénnen. Allerdings sanken sowohl die Besiedlungs- als auch die
Zersetzungsraten der saprotrophen Pilze mit zunehmender Entfernung vom Wald. Es existieren
weitere Belege fiir das Vorkommen saprotropher Mikroorganismen im Griinland (Kaiser 2016), wobei
insbesondere seltenere, nicht-heimische Spezies am Ligninabbau beteiligt waren (Deacon et al. 2006).
Diese Spezies wiesen eine hohere Gesamtaktivitat auf, konnten ein breiteres Spektrum an Substraten
nutzen und waren kompetitiver als die heimischen Mikroorganismen. Diese Eigenschaften sprechen
fir hohere Anpassungsfihigkeiten oder Generalitdt im Zersetzungsprozess und gehorten zu
Pilzgattungen wie Mycena, Trichoderma, Coprinellus und Aureobasidium (Deacon et al. 2006; Francioli
et al. 2021). Diese Pilzgattungen wurden ebenfalls in der externen Metabarcoding-Analyse des
Holzklotze-Experiments fur Fagus, Pinus und Picea nachgewiesen, in dessen Rahmen der Masseverlust
und die Emissionsraten gemessen wurden (Moll et al. 2024). Unter den abundantesten
Mikroorganismen in Waldern waren typische Holzzersetzer wie Mycena, Chaetosphaeria und
Hyaloscypha, wahrend Exophiala und Dinemasporium dominanter im Grinland auftraten.
Holzabbauende Generalisten und Endophyten wie Coniochaeta, Phialocephala, Mollisia und
Sistotrema waren zu dhnlichen Anteilen in beiden Okosystemen vertreten (Moll et al. 2024). Fiir einige
dieser Gattungen konnte durch die Metaproteom-Analyse deren Beteiligung am lignocellulolytischen
Totholzabbau festgestellt werden (Abb. 12). Dabei produzierten die Pilzgattungen Mycena,
Coniochaeta und Sistotrema moderate Mengen der Enzyme Alkohol-Oxidase und B-1,4-Glucosidase.
Somit bestdrken diese Ergebnisse, dass der mikrobielle Holzabbau auch aulRerhalb seines typischen
Okosystems, dem Wald, stattfinden kann.

Trotz der Prasenz saprotropher Mikroorganismen im Grinland war der Masseverlust im Wald
signifikant hoéher (Abb. 6). Gleichzeitig wiesen die Holzklétze im Griinland &hnlichere CO,-
Emissionsraten (Abb. 9) und einen héheren durchschnittlichen Artenreichtum auf (Moll et al. 2024).
Die Kombination aus einem hohen Artenreichtum und einer mikrobiellen Aktivitat, die sich jener im
Wald annaherte, bei insgesamt geringeren Zersetzungsraten, deutet darauf hin, dass im Griinland
weniger Saprotrophe das Totholz kolonisierten. Folglich trug lediglich ein geringer Anteil der
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Gemeinschaft aktiv zur Zersetzung bei. Die Holzbesiedlung ist somit ein Wettbewerb um Ressourcen,
definiert von dem genetischen Potenzial der Mitglieder sowie Konkurrenz und Interaktionen zwischen
den Arten (Maynard et al. 2018; Fukasawa und Matsukura 2021; Argiroff et al. 2023). Genombasierte
Studien publizierten bereits den positiven Zusammenhang zwischen den Zersetzungsraten und dem
Potenzial der Pilzgemeinschaften fiir den Abbau pflanzlicher Biomasse (Floudas et al., 2012; Nagy et
al., 2016; Riley et al., 2014). Der Artenreichtum kann daher bereits erste Hinweise auf die
Funktionalitat einer Gemeinschaft liefern. Entscheidend fiir die Zersetzungsraten sind jedoch die
tatsachlich sekretierten lignocellulolytischen Enzyme.

Hinweise, inwieweit sich das genetische Potential der Pilzarten schlussendlich in den sekretierten
Enzymen aullert, lieferte die Metaproteom-Analyse. Das Holzklotze-Experiment bekraftigend, nahm
dabei mit steigendem Artenreichtum der gesamten totholzbewohnenden Pilzgemeinschaft (OTUs des
Metabarcoding) die lignocellulolytische Enzymproduktion ab (Abb. 13). Ein solcher Zusammenhang
wurde bereits beschrieben (Fukasawa und Matsukura 2021; Moll et al. 2024) und auf kompetitive
Interaktionen innerhalb der Totholzbiozonosen zuriickgefiihrt (Smith und Peay 2021). Neben
konkurrierenden Beziehungen bestehen zwischen den Arten auch forderliche Interaktionen und
Komplementarititen. Fiir die Totholzzersetzung bedeutet dies, dass die Okosystemfunktion positiv mit
dem steigenden Artenreichtum saprotropher Pilze korreliert. Fiir die Wurzelfdule wurde dies bereits
gezeigt, insbesondere fiir Pilzgemeinschaften mit einem hohen genetischen Potenzial fiir den Abbau
von Cellulose und Hemicellulose (Argiroff et al. 2023). Ergdnzend dazu detektierte die Metaproteom-
Analyse im Totholz einen positiven Trend zwischen den saprotrophen Pilzen und den
lignocellulolytischen Enzymhéaufigkeiten (Abb. 13). Voraussetzung fir solche positiven
Zusammenhdnge sind eine gewisse Koexistenz und Interaktion der beteiligten Mikroorganismen. Um
eine Koexistenz zu ermoglichen, haben sich die saprotrophen Pilze offenbar auf unterschiedliche
Bestandteile der Lignocellulose spezialisiert, wodurch Nischenlberlappungen reduziert werden.
Hierauf verweist das gleichzeitige Vorkommen von cellulolytischen, hemicellulolytischen und
ligninolytischen Enzymen innerhalb der Totholzproben. Interessanterweise scheint diese Koexistenz
sogar bis hin zu wechselseitigen Interaktionen optimiert worden zu sein, mit dem Ergebnis einer
effizienteren Zersetzung. Ein Beispiel dafiir sind die positiven Korrelationen zwischen H,0;-
produzierenden AA3-Oxidoreduktasen und peroxidabhdngigen Enzymen (Anhang Abb. Al). Die AA3-
Oxidoreduktasen erzeugen extrazelluldres H,0, (Sitzl et al. 2018), das entweder von Klasse-II-
Peroxidasen der AA2-Familie oder von LPMOs als Substrat genutzt werden kann (Bissaro et al. 2017),
wodurch der Lignocelluloseabbau gefordert wird. Zusatzlich bestanden positive Korrelationen
zwischen Polysaccharid-abbauenden Enzymen und ligninolytischen Enzymen (Anhang Abb. Al). Da
Lignin eng mit Cellulosemikrofibrillen verknipft ist, erhéhen ligninolytische Enzyme in stark
lignifizierten Substraten wie Holz die Zuganglichkeit der Polysaccharide fiir den mikrobiellen Abbau.
Zusammenfassend deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass saprotrophe Pilze eher in
Konkurrenz zu holzbewohnenden Mikroorganismen stehen, wahrend sie untereinander durch
Koexistenz und Interaktionen zur Aufrechterhaltung von Okosystemfunktionen, wie der
Totholzzersetzung und dem Nahrstoffkreislauf, beitragen.

3.4.2 Okosystembedingte Gewichtung der intrinsischen und extrinsischen Einflussfaktoren

Diese Arbeit untersucht 13 gemaRigte Baumarten reprasentativ fur die intrinsischen Einflussfaktoren,
wobei Carpinus in der Metaproteom-Analyse fehlte. Die zentrale Bedeutung der Baumart fir die
Zersetzungsprozesse wurde bereits belegt — sowohl fiir die Zersetzungsraten (Weedon et al. 2009;
Freschet et al. 2012; Kahl et al. 2017; Hu et al. 2018; Edelmann et al. 2023), als auch fiir die Biodiversitat
der totholzbesiedelnden Gemeinschaften (Purahong et al. 2018b) und deren Aktivitdt gemessen an
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den CO,-Emissionsraten (Kahl et al. 2015; Warner et al. 2017; Harmon et al. 2020). Die vorliegenden
Ergebnisse bestarken die Schllsselrolle der Baumart fiir die Totholzzersetzung (Anhang, Tab. A2, A4).
Bemerkenswert ist, dass dieser Einflussfaktor 6kosystemuibergreifend wirkte, wie das groBangelegte
Holzkl6tze-Experiment belegt. Sowohl im Wald als auch im Griinland beeinflussten die Baumarten den
Masseverlust und die CO,-Emissionen. Beide Prozesse wurden im Wald von denselben
substratspezifischen Holzeigenschaften gesteuert. Im Grinland bestimmten diese Holzeigenschaften
ebenfalls den Masseverlust, wahrend auf die CO,-Emissionen ausschlielich die Holzdichte einen
messbaren Einfluss hatte (Anhang Tab. A4). Stattdessen zeigten extrinsische Faktoren einen
zunehmend groeren Einfluss.

Warum jedoch unterlag der Masseverlust in beiden Okosystemen denselben Holzeigenschaften,
wahrend im Griinland nur die Holzdichte die mikrobielle Aktivitdt bestimmte? Ziel der Zersetzung ist
stets der vollstandige Abbau abgestorbener, organischer Substanzen. Da sich die intrinsischen
Eigenschaften des Substrats nicht durch das Okosystem verdndern, liegt es nahe, dass die
Holzeigenschaften die grundlegenden Zersetzungsprozesse beeinflussen. Unterschiede ergeben sich
vielmehr in der Geschwindigkeit der Zersetzung, welche in engem Zusammenhang mit der Diversitat
und Aktivitat der mikrobiellen Gemeinschaften steht. Die Metabarcoding-Analyse der Holzklotze
detektierte individuelle Biozdnosen fiir die Okosysteme (Moll et al. 2024). Wihrend die
Bakteriengemeinschaften in beiden Okosystemen keine klaren Unterschiede aufwiesen,
unterschieden sich die Pilzgemeinschaften deutlich. Im Griinland dominierten Ascomycota mit einem
Anteil von liber 80 %, wahrend im Wald Basidiomycota, insbesondere Agaricales, mit iber 50 %
vorherrschten (Moll et al. 2024). Setzt man diese Ergebnisse in Beziehung zu den Metaproteomdaten
zur Enzymaktivitat, lassen sich Zusammenhange zwischen Totholzbiozénosen und substratspezifischen
Holzeigenschaften erkennen. Basidiomycota produzierten sowohl in Angiospermen als auch in
Gymnospermen eine bedeutende Menge an ligninolytischen Enzymen, wahrend diese bei Ascomycota
eher auf Angiospermen beschrankt waren (Abb. 12). Cellulolytische Enzyme wurden hingegen von
allen Faulnisarten gebildet und waren in jeder Baumart vorhanden. Der hohe Anteil an Ascomycota
war durchaus neu. lhre cellulolytische Enzymaktivitdt war sogar in Angiospermen vergleichbar mit der
von Basidiomycota (Abb. 12), was ihren wesentlichen Beitrag zum Celluloseabbau in situ unterstreicht
(Chen et al. 2018). Cellulose als lineares Homopolysaccharid (Sjostrom 2013) zahlt zu den leichter
zuganglichen Kohlenstoffverbindungen (van der Wal et al. 2016; Song et al. 2017) und wird von
zahlreichen Mikroorganismen als Energiequelle genutzt (Lundell et al. 2014). Dies erklart die
vorangeschrittene Totholzzersetzung der Holzkldtze in beiden Okosystemen. Im Griinland war jedoch
der Anteil an Basidiomycota, die fiir den Ligninabbau entscheidend sind (Lundell et al. 2014; Arnstadt
et al. 2016b), reduziert. Ein verminderter Ligninabbau verlangsamt die Besiedlung durch weitere
Organismen und konnte erkldaren, warum die CO,-Emissionsraten im Grinland primar von der
Holzdichte und nicht durch andere Holzeigenschaften beeinflusst wurden. Die Pilzbiozénosen im Wald,
die reich an ligninolytischen Basidiomycota waren, zeigten stattdessen einen negativen
Zusammenhang mit einem hohen Ligninanteil, sowohl fiir die Zersetzungsraten als auch fiur die
mikrobielle Aktivitdt (Anhang Tab. A2, A4).

Die hochspezialisierten Totholzbiozonosen der Walder unterliegen offenbar (berwiegend
intrinsischen Einflussfaktoren. Neben Lignin wirkten dort weitere Holzmerkmale wie Nadhrstoffgehalte
und Holzdichte sowohl auf den Masseverlust als auch auf die CO,-Emissionsraten (Anhang Tab. A2,
A4). Demgegenliber stehen die saprotrophen Generalisten und rein totholzbewohnenden
Mikroorganismen im Griinland, deren Aktivitat vor allem durch die Holzdichte gepragt wurde. Dies
deckt sich mit den CHs-Emissionen, die nicht auf hochspezialisierte Saprophyten zurilickzufiihren sind
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(Mukhin und Voronin 2009; Makipaa et al. 2018) und in beiden Okosystemen ausschlieBlich von
Holzdichte und Schwefelgehalt bestimmt wurden (Anhang, Tab. A5). Stattdessen wurde die Ausbildung
der anaeroben Bedingungen fiir die CHs-Produktion verstdrkt durch Umweltfaktoren reguliert.
Basierend auf diesen Ergebnissen stellt sich die Frage, ob extrinsische Faktoren insgesamt einen
starkeren Einfluss auf die nicht lignocellulolytischen, totholzbewohnenden Mikroorganismen austiben.
Die Ergebnisse von Moll et al. (2024) unterstiitzen diese Annahme, indem sie publizierten, dass die
Diversitat der Totholzbiozonosen starker von extrinsischen Faktoren als von der Baumart gepragt wird.
Die Aktivitat dieser mikrobiellen Biozonosen wird wiederum auch durch Umweltfaktoren reguliert, da
ihre Mitglieder artspezifische Feuchtigkeits- und Temperatur-Optima besitzen, innerhalb derer sie ihre
maximale Aktivitdt erreichen (Pietikdinen et al. 2005; Cornelissen et al. 2012b). Vor allem
hochspezialisierte Arten weisen eine geringe Nischenbreite auf und reagieren besonders sensibel auf
Umweltveranderungen. Das Mikroklima im Griinland kénnte demnach als Filter fiir hochspezialisierte
Pilze gewirkt haben, was deren Anteil verringerte und den mikrobiellen Abbau starker von
extrinsischen Einflussfaktoren abhangig machte. Ein eindeutiger Nachweis ist jedoch schwierig, da die
gemessenen Emissionsraten lediglich Momentaufnahmen der jeweiligen Gemeinschaft widerspiegeln
und stark vom Messzeitpunkt abhdngen. Insgesamt standen die Einflussfaktoren auf die
Zersetzungsprozesse eng im Zusammenhang mit der Diversitdat und dem Spezialisierungsgrad der
Arten. Hochspezialisierte Saprophyten sind dabei effizienter als Generalisten, jedoch oft wirtspezifisch
und an enge Umweltanspriiche gebunden. Folglich bleibt die Baumart in den vorliegenden
Experimenten ein zentraler Einflussfaktor fiir die Zersetzung, insbesondere fiir den Masseverlust und
teilweise fiir die CO,-Emissionen.

3.4.3 Funktionale Redundanz lignocellulolytischer Enzyme als Grundlage der Stabilitdt von
Okosystemfunktionen

Jede oOkologische Kategorie von Mikroorganismen verflgt lber funktionelle Merkmale, die zu
definierten Okosystemfunktionen beitragen, und spezifische Anpassungsmechanismen, die
beeinflussen, wie dieser Organismus auf anthropogene Einfliisse und Umweltverdnderungen reagiert.
Um die Okosystemfunktionen unter diesen vielfiltigen Einfliissen aufrechtzuerhalten, ist ein gewisses
Mal an Resilienz und Widerstandsfahigkeit notwendig. Eine vorteilhafte Dynamik von Kolonisierung
und Aussterben (Moor et al. 2021), aber auch funktionelle Redundanz innerhalb der Gemeinschaften
(Biggs et al. 2020), sind dabei forderlich.

Konzeptionell betrachtet, wird der Grad der funktionellen Redundanz durch das betrachtete
Okosystem und von den jeweiligen Funktionen definiert. Weit verbreitete Funktionen wie Atmung,
Gesamtkohlenstoffabbau und Biomasseproduktion zeigen haufig eine hohere Resistenz gegeniiber
Veranderungen in der taxonomischen Zusammensetzung als definierte Funktionen, wie der Abbau
bestimmter Verbindungen (Louca et al. 2018). Die vorliegenden Experimente bestarken dieses Muster
anhand der ubiquitdren Funktion der Totholzzersetzung verglichen mit dem spezifischen
Lignocelluloseabbau. Totholzzersetzung wurde sowohl im Wald als auch im Griinland beobachtet,
obwohl sich die taxonomischen Gemeinschaften der beiden Okosysteme deutlich unterscheiden. Die
zugrunde liegende Okosystemfunktion wird somit von saprotrophen, jedoch taxonomisch variablen
Mikroorganismen ausgeiibt. Dies verweist auf eine teilweise Entkopplung von Taxonomie und
Funktion, wie sie bereits flir das Meeresmikrobiom beschrieben wurde (Louca et al. 2016). Bestéarkt
wird die Entkopplung durch die Analyse der Einflussfaktoren. Die taxonomische Zusammensetzung der
Holzklotze wurde vor allem von extrinsischen Faktoren bestimmt (Moll et al. 2024), welche zudem die
mikrobielle Aktivitat beeinflussten, jedoch nur begrenzte Auswirkungen auf die Gesamtleistung der
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Zersetzung hatten. Hingegen wurden die Zersetzungsraten in beiden Okosystemen vorwiegend von
intrinsischen Einflussfaktoren gesteuert. Insgesamt deutet dies auf ein hohes Mals an funktioneller
Redundanz fiir den Totholzabbau hin.

Im Vergleich dazu, konnte fiir den spezifischen Lignocelluloseabbau nur eine latente funktionelle
Redundanz nachgewiesen werden (Abb. 13). Angesichts der hohen Anzahl an Mikroorganismen,
welche potenziell an der Holzzersetzung beteiligt sind, wird die eigentliche Lignocellulolyse nur von
wenigen spezialisierten Pilzen durchgefiihrt. Dies bestatigen sowohl das Holzklotze-Experiment als
auch die Metaproteom-Analyse. Ersteres detektierte, dass spezialisierte Pilze bevorzugt Walder
besiedelten, wahrend saprotrophe Generalisten im Griinland dominierten (Moll et al. 2024), was mit
reduzierten Zersetzungsprozessen einherging (Abb. 6, 9). Einige dieser Generalisten wurden in der
Metaproteom-Analyse identifiziert (Abb. 12), welche ergab, dass diese generalistischen Arten
hochspezialisierten Pilzen funktionell dhneln. Pilzgattungen wie Mycena, Coniochaeta, und Sistotrema
sekretierten moderate Mengen der Enzyme Alkohol-Oxidase und B-1,4-Glucosidase, was deren
Beteiligung am lignocellulolytischen Totholzabbau, insbesondere fiir Cellulose, belegte. Die
generalistischen Arten im Griinland scheinen damit das Fehlen hochspezialisierter Pilze teilweise
kompensieren zu kénnen, um so den Erhalt der Okosystemfunktion zu erméglichen. Ihre Besiedlung
eines waldnahen Lebensraums deutet zudem auf vorteilhafte Kolonisierungsstrategien hin. Dies
erfordert eine hohe Nischenbreite und geht mit einer geringeren Spezialisierung beziglich ihrer
Umweltanspriiche einher (Schaefer 2012). Solche generalistischen Strategien sind jedoch oft mit einer
reduzierten funktionellen Effizienz verbunden (Louca et al. 2018). Dies wurde auch durch die
vorliegenden Experimente bestdrkt. Wahrend die Generalisten vorwiegend am Celluloseabbau
beteiligt waren, fehlte ihnen gemaR Metaproteomanalyse die Spezialisierung fiir den Ligninabbau.
Zusammenfassend lasst dies auf funktionale Redundanz im Lignocelluloseabbau schlieRen, jedoch nur
latent, da die Zersetzungsraten im Griinland niedriger ausfielen. Bestarkt wurde dies durch das
Metaproteom, das fiir die Enzyme des Ligninabbaus eine sehr geringe funktionelle Redundanz, fiir
AA3-Oxidoreduktasen hingegen eine hohe Redundanz auswies (Abb. 13). Verstandlich, da diese durch
die H,0,-Produktion mit dem Lignin- und Cellulose-Abbau interagieren. Neben ihrer Rolle im
Zersetzungsprozess tragen Pilze auch zu zentralen Okosystemfunktionen wie dem Nahrstoffkreislauf
und Mpykorrhiza-Assoziationen bei und bilden komplexe Wechselwirkungen innerhalb der
Okosysteme. Faktoren wie die Stickstoffversorgung durch andere Mikroorganismen kénnten dabei die
Pilzaktivitat beeinflussen. Entsprechend komplex ist die Verknlpfung von Funktion und Taxonomie fir
die Totholzzersetzung. Dies erschwert die Bewertung der funktionalen Redundanz und
Widerstandsfahigkeit der Okosystemfunktion. Dennoch liefern diese Experimente als erste in situ
Studie detaillierte Einblicke in die molekularen Mechanismen der Holzzersetzung. Die Ergebnisse
bieten eine Grundlage fiir zukiinftige Untersuchungen zur Resilienz und Widerstandsfahigkeit von
Okosystemfunktionen, wie der Totholzzersetzung angesichts anhaltender Umweltverdnderungen.
Dies ist entscheidend fiir die Erhaltung der Gesundheit und Stabilitdt von Okosystemen (Biggs et al.,
2020).
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3.5 Fazit

Totholz ist eine zentrale Quelle fir Kohlenstoff und Nahrstoffe, deren Zersetzung die Struktur von
Okosystemen formt und zahlreiche Okosystemfunktionen beeinflusst. Ziel dieser Arbeit war es, die
natirlichen Abbauprozesse von Totholz unter realistischen 6kologischen Bedingungen umfassend zu
untersuchen. Besonderes Augenmerk lag dabei auf den komplexen Wechselwirkungen zwischen
intrinsischen und extrinsischen Einflussfaktoren sowie auf der Diversitdt und den enzymatischen
Aktivitaten der an der Zersetzung beteiligten Gemeinschaften.

Diese Arbeit hebt sich von bisherigen Studien ab, indem sie eine breite Palette von Baumarten
(Angiospermen: Acer, Betula, Carpinus, Fagus, Fraxinus, Populus, Prunus, Quercus und Tilia;
Gymnospermen: Larix, Picea, Pinus und Pseudotsuga), zwei unterschiedliche Okosysteme (Wald und
Grasland) und drei geografische Regionen (Schorfheide-Chorin, Nationalpark Hainich und Schwabische
Alb) einbezieht. Diese Vielfalt ermoglichte eine hohe Generalisierbarkeit und Replizierbarkeit der
Ergebnisse. Die Ergebnisse liefern wertvolle Einblicke in die komplexen Prozesse der Totholzzersetzung
und zeigen, dass intrinsische Einflussfaktoren eine wesentliche Rolle spielen. Hervorzuheben ist, dass
selbst im Griinland die Baumart einen signifikanten Einfluss auf die Zersetzung hat, was die
Okosystemubergreifende Bedeutung dieses Faktors unterstreicht. Die Diversitat und Aktivitat der
Totholzgemeinschaften wurden indes sowohl von der Baumart als auch, in starkerem MaRe, von
extrinsischen Einflussfaktoren beeinflusst. Ein weiterer zentraler Beitrag dieser Arbeit liegt in der
erstmaligen prazisen in situ Analyse bisher unbekannter molekularer Mechanismen, durch die
Schliisselenzyme identifiziert wurden, die essentiell fir die lignocellulolytischen Abbauprozesse sind.

Mit diesen Erkenntnissen leistet die Arbeit einen bedeutenden Beitrag zum Verstandnis der
Kohlenstoffdynamik in Okosystemen und bildet eine solide Grundlage fiir zukiinftige Forschungen zur
Resilienz und Anpassungsfahigkeit dieser Prozesse angesichts wachsender anthropogener Einfllsse.
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Deadwood provides an important carbon source in forests and wooded
ecosystems and, accordingly, forest management strategies discuss the
enrichment of deadwood amount and diversity by different tree species.
To investigate the decomposition processes of enriched deadwood, we
simultaneously placed 3,669 size-standardized and gamma sterilized wood
specimens of 13 tree species (Populus tremula, Tilia cordata, Prunus avium,
Betula pendula, Carpinus betulus, Fraxinus excelsior, Quercus robur, Fagus
sylvatica, Acer platanoides, Larix decidua, Pinus sylvestris, Picea abies, and
Pseudotsuga menziesii) at a total of 300 forest and grassland plots in three
regions in Germany covering large gradients of management intensity and
environmental conditions. After 1 year, mass loss was calculated and its
relationship with wood traits and environmental conditions was assessed to
determine the most important factors. Mass loss was overall higher in forest
compared to grassland habitats, with wood traits as the most important
driver, followed by region and environmental factors related to microclimate.
However, management intensity was less relevant to explain the mass loss in
both habitats. Our results suggest that decomposition of enriched deadwood,
even after removal of endophytes, is influenced by the same drivers (positively
by moisture and abundance of macronutrients, negatively by lignin and
phenol concentration) as naturally occurring wood. Furthermore, due to the
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immense and standardized experimental setting, our study contributes to a
better understanding of the important drivers of mass loss in different tree
species and thus provides the basis for predictions of the carbon cycle in a

changing world.

KEYWORDS

deadwood decomposition, mass loss, forest and grassland habitats, management
intensities, region, wood traits, model averaging approach

Introduction

Temperate and boreal forests store approximately 500
megatons of carbon in above-ground biomass (Myneni et al,,
2001). After tree death, much of the carbon remains as
deadwood, which is slowly decomposed (Franklin et al., 1987).
Decomposition processes of deadwood convert carbon and
micronutrients (including nitrogen) that are mainly transferred
into the atmosphere in the form of carbon dioxide (CO,)
(Kipping et al., 2022), are incorporated into biomass (Harmon
et al, 1986) or enter the soil as organic material through
leaching (Russell et al,, 2015). European forest and grassland
environments are governed by anthropogenic management
strategies that strongly influence the amounts and quality
of coarse woody debris (Josefsson et al,, 2010; Ruokolainen
et al,, 2018). Recent studies recommended strategies of active
deadwood enrichment with higher importance on deadwood
quality and diversity (Baber et al,, 2016; Vogel et al,, 2020).
Deadwood is an important habitat for saproxylic species and
changes the functional composition of these communities
(Seibold etal., 2015). Therefore deadwood enrichment promotes
the maintenance of forest biodiversity (Doerfler et al,
2018) and studies have already shown positive effects on
biodiversity for microorganisms and beetles (Baber et al,, 2016;
Vogel et al., 2020).

The main important drivers of natural deadwood
decomposition were ranked on a global scale, and tree
species had the strongest impact, followed by exogenous factors
such as climate and location-specific parameters, deadwood size
and the openness of canopies (Harmon et al., 2020). Tree species
as the main driver of decomposition process was described
frequently (Cornwell et al., 2009; Weedon et al., 2009; Freschet
etal., 2012; Pietsch et al., 2014; Hu et al., 2018; Parisi et al., 2018)
and are based on respective wood traits, which differ in their
chemical composition and morphology. Wood traits are more
important at the initial deadwood decay while their influence
fades along successional decay (Oberle et al., 2020). Wood traits
such as nitrogen, sulfur, and magnesium concentration promote
deadwood decomposition process, while higher concentrations
of extractives, lignin and phenol have an inhibitory effect
(Kahl et al., 2017).
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Exogenous factors such as edaphic conditions, macro- and
microclimate have been shown to shape the occurrence of
wood dwelling organisms and deadwood decaying microbial
communities, which in turn affect the rate of deadwood decay
(Chambers et al,, 2000; Zanne et al,, 2015). Empirical studies
have shown that local environmental conditions, particularly
temperature and moisture, exert a strong positive effect
on the deadwood decomposition rate (Moore et al, 1999;
Kueppers and Harte, 2005). The strong positive correlation
between temperature and wood decay is directly linked to
microbial community compositions (Bradford et al, 2014),
which indirectly alters decomposition processes (Harmon et al.,
2020). Moreover, increasing decomposition rates were observed
with increasing moisture, as long as the wood moisture content
was between 20 and 80% (vol./vol.) (Cornelissen et al., 2012).
The effects of temperature and moisture were controversial
in different forest ecosystems, indicating a need for further
research. Temperature showed the strongest effect on decay
rates and tends to be more important than tree species and
decomposer diversity in subtropical forests (Pietsch et al., 2019).
In turn, moisture had a greater effect in mediterranean forests
(Criquet et al., 2002).

Furthermore, habitat structure may affect deadwood
decomposition, which is caused directly or indirectly by
habitat-related environmental factors. For example, deadwood
exposed in forest stands of the same tree species decomposes
faster than in forest stands of other tree species, as postulated
by the home-field advantage hypothesis (Ayres et al,, 2009).
In addition, forests with increasing canopy openness showed
higher decomposition rates (Janisch et al., 2005; Shorohova and
Kapitsa, 2014; Harmon et al., 2020). Open canopies and open
habitats such as grasslands lead to increased photodegradation
by solar radiation (George et al,, 2005) and faster alterations
of local weather situations. Few studies examined deadwood
decomposition rates across a gradient from mature forest to
open land (Dossa et al,, 2020), where mass loss and termite
infestation of deadwood increased in open tropical montane
compared to closed tropical forest sites. In contrast, wood
decomposition across a gradient at a forest to shrubland ecotone
in temperate regions showed increased microbial community
activities near forests, which were decreasing with increasing
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distance (Smith and Peay, 2021). These correlative approaches
provide indications for potential mechanisms, but conclusions
about causal relationships are limited. Standardized, systematic
field experiments on wood decomposition of multiple tree
species under different environmental conditions based on a
highly replicated design would allow for a better mechanistic
understanding of wood decay but were lacking so far.

Most of Europe is dominated by deciduous broadleaved
forests or mixed coniferous and broadleaved forests, but also
grassland is partly used as pasturelands and agricultural sites,
and open woodland makes up a substantial proportion of the
cultural landscape (Bohn et al, 2000). German forests are
dominated by the tree species Picea, Pinus, Fagus, and Quercus
(BMEL, 2021), with most of these tree species and additionally
Acer, Tilia, or Ulmus occur in small proportions in grasslands
(Vera et al,, 2006; Centeri et al,, 2016). Majority of grasslands
are the consequence of deforestation (Feurdean et al, 2018),
and are partly used as woodland pastures or orchard meadows
where trees were left or planted for shading and fruit food source
for humans and animals (Centeri et al., 2016). As trees occur
in semi-natural grassland, wood decomposition is a relevant
process in these habitats which greatly differs from forests
in terms of environmental conditions and thus is of great
importance to understand the main drivers of carbon cycling.

In this study, we aim to investigate the degradation processes
of enriched deadwood from 13 different tree species. In
addition, we expect to gain a deeper mechanistic understanding
of natural deadwood decomposition concerning wood traits
and environmental conditions by using a highly replicated
and well-standardized experiment. This is conducted as part
of the Biodiversity Exploratories with 300 standardized field
plots in three different regions of Germany (Fischer et al,
2010). Each region contains field plots in grassland and forest
habitats for which highly resolved data on anthropogenic
management intensity and environmental data are available.
This enabled us to analyse plot-associated factors on early stage
deadwood decomposition processes between both habitat types
(grassland and forest habitat) with the same macroclimate and
edaphic conditions and under defined gradients of management
intensity. Standardized deadwood specimens of 13 tree species
were exposed (Lasota et al, 2019; Noll et al, 2019), which
minimize the complexity of deadwood and enable a more
reliable analysis (Lasota et al,, 2019) of factors that govern
deadwood mass loss. Moreover, deadwood specimens were
sterilized (hereinafter referred to as enriched wood) to eliminate
wood-inhabiting endophytes, as these have been found to
contribute to the home-field advantage hypothesis in the
early deadwood decay phase (Carroll, 1988; Song et al,
2017). Thus, the deadwood specimens of the 13 tree species
could only be colonized by the local plot-specific decomposer
community. Therefore, we were interested in whether the
current biodiversity of each of the 300 plots is equally capable
of decomposing the deadwood and what plot-associated factors
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may explain any deviations. We hypothesize that enriched
deadwood undergoes the same decomposing processes as
naturally occurring deadwood and, consequently, wood traits
are the most important driver of deadwood decay in both habitat
types, followed by environmental factors. However, we expect
mass loss to be higher in forest habitats compared to grassland
habitats, as habitat conditions like temperature, moisture, soil
conditions and the presence and abundance of saprotrophic
organisms are more favorable in forest habitats.

Materials and methods
Field plots

The study was conducted within the Biodiversity
Exploratories, a large-scale and long-term project to investigate
the relationship between biodiversity and ecosystem processes
in response to land-use intensity. In 2006-2009, three study
regions were established in different German protected areas
(Figure 1B). For these three regions, a detailed inventory of the
forest and grassland habitats was carried out, as well as the forest
management type and main tree species or the land use intensity
was determined by interviewing farmers and landowners [for
additional details, see Fischer et al. (2010)]. To study deadwood
decomposition, this work used a total of 300 study plots (100
plots per region, including 50 plots in forest of 100 x 100 m each
and 50 plots in grassland of 50 x 50 m each) which provided
additional information on biodiversity and were subject to
regular environmental monitoring (Figures 1A, C). The size
differences between grassland and forest plots are based on the
selection criteria of consistency and constancy within a plot.

The Exploratory UNESCO Biosphere Reserve Schorfheide-
Chorin ~ (52°47'25"-53° 13/26'N/13°23/27'-14°08'53"'E,
3-140 m asl) is characterized by extensive hilly young
moraine landscape with numerous lakes, small bodies of water
and bogs, as well as dry sandy knoll with subcontinental
dry grassland. Forest range from pine-durmast-oak forest,
to mixed beech forest and beech forest. The Exploratory
National Park Hainich and surrounding Hainich-Diin area
(50°56'14""-51°2243""N/10°10'24""-10°46'45"'E, 285-550 m
a.s.l.) are one of the largest continuous deciduous forest areas
that are dominated by European beech forests. Forest areas
are surrounded by small settlements, arable land, meadows
and pastures and limestone grassland. The Exploratory
UNESCO Biosphere Reserve Swabian-Alb (48°2028"-
48°32/02'/N/9°10'49”7-09°35'54"E, 460-860 m asl) is
located on sub-montane and montane plateaus. This region is
characterized by small-scale mosaic of forests with in-between
meadows, sheep pastures and semi-arid grasslands. Forest
types range from natural old beech forests, mixed beech-spruce
forests and beech or spruce monocultures.

frontiersin.org

69



Darstellung des Eigenanteils und Publikationen

70

Kipping et al. 10.3389/ffgc.2022.1020737
A factors horin Hainich-Diin Swabian-Alb B
Area (km?) 1300 1300 422
Annual precipitation sum 480 — 580 mm 500 - 800 mm 700 - 1000 mm ‘
Dominatet forest type Pine - durmast oak European (mixed) beech  Beech forests, mixed 5
forests, beech and mixed ~ forests beech forests, spruce Germany.
beech forests forests v
Soil type Leptosol, Cambisol Cambisol, Stagnosol, soil types are loamy and dona
Vertisol, Luvisol silty clays
cl Larg le logging in the  Selection-cutting forests ~ Migratory sheep farming
management types forest (historically it was  (so-called “Plenterwald”)
clear-cutting); Extensive  organized in forest >V
grassland i i
predominantly mowed  managed grasslands
pasture with cattle grazed by sheep forming
grazing, sheep grazing on  juniper heath C Example Plot
dry grasslands
* Location of wood specimens
Range of ForMI 0.0-28 0.0-22 00-23 Monitoring &
Assessment
Range of LUI 06-33 02-33 09-15 - Vegetation
- Soil sampling
Grassland  Forest Grassland  Forest Grassland  Forest Climate station - Microbes
Soil pH 46-74 33-38 55-75 39-71 51-71  34-66 8 S(ec’\:‘:gm
Soil moisture (%) 148-56.1 85-217 19.6-421 152-439 185-434 114-411 o
Soil temperature (°C) 93-123 94-112 9.1-124 6.1-10.2 7.8-115 84-13.0
Relative air humidity (%) 78.8-85.2 79.3-87.3 76.0-90.6 81.8-900 77.5-87.0 782-89.7
Air temperature (°C) 94-121 99-114 98-114 87-105 82-102 89-113 Grassland 50 x50 m
Forest 100 x 100 m
FIGURE 1

Range of environmental factors (A) and region (B) of the Exploratories Schorfheide-Chorin, Hainich-Dun, and Swabian-Alb in Germany. Each
region consists of 50 forest and 50 grassland plots, which are structured in a similar pattern, each with a climate station where all wood
specimens were placed (see Supplementary Figure 1) and additional stations for monitoring and assessment (C). LUI, land-use intensity, ForMI
forest management intensity. Details for the indices can be found in Table 1 and Supplementary Tables 2, 3 and the definition of indices by

Bluthgen et al. (2012), Kahl and Bauhus (2014)

Sample collection

In total, 3,900 deadwood
(longitudinal) x 25 x 15 mm] from 13 different tree species

were prepared from the outer part of the corresponding tree

specimens [50

trunk without bark. To eliminate potential endophytes, all
specimens were sterilized in airtight packages by gamma
radiation of 70 kGy (Gammaservice, Radeberg, Germany)
as outlined earlier (Muszynski et al,, 2021). Thereafter each
deadwood specimen was precisely weighed under kiln-dried
conditions (48 h at 103°C) to record its initial mass (see mass
loss). In April 2017, wood specimens (13 tree species x 50
grassland plots and 50 forest plots x 3 regions) were placed
above ground so that the transverse surface was exposed to both
soil and air. For safety and recovery, the samples were covered
with a net (mesh size of 0.5 cm, please see Supplementary
Figure 1) and exposed for approximately 1 year in the region
Schorfheide-Chorin (397 days), Hainich-Diin (460 days), and
Swabian-Alb (414 days). However, 3,669 deadwood specimens
were recovered after exposure from a total of 300 specimens per
tree species (Populus tremula (n = 280), Tilia cordata (n = 286),
Prunus avium (n = 285), Betula pendula (n = 285), Carpinus
betulus (n = 293), Fraxinus excelsior (n = 285), Quercus robur
(n = 280), Fagus sylvatica (n = 279), Acer platanoides (n = 286),
Larix decidua (n = 276), Pinus sylvestris (n = 277), Picea abies
(n = 270), and Pseudotsuga menziesii (n = 287) (for details see
Supplementary Tables 2, 3).
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Mass loss

After exposure, each deadwood specimen was collected from
each plot and cleaned of adhering soil and/or fungal mycelium
with a brush. Each wood specimen was then separately packed,
transported to the laboratory, dried for over 48 h in a climatic
chamber at 103 & 2°C, and then placed in a desiccator (Lasota
et al, 2019). Thereafter, the weight of wood specimen was
measured, and drying was repeated until a weight constancy was
revealed. The percentage mass loss was determined by dividing
the dry weight after exposure from the initial dry weight from
every single wood specimen.

Environmental factors

Since the beginning of the Biodiversity Exploratories,
environmental factors have been recorded on each plot in all
three regions (Figure 1). Each plot contains a 3 x 3 m weather
documentation system (climate station) in the plot center,
where all weather data were collected and also our deadwood
specimens were placed (see Figure 1C). These weather data
included relative air humidity (%, vol/vol) at 2 m above
ground, soil moisture (%, wt/wt) at 10 cm below surface, air
temperature (°C) at 10 cm above surface, soil temperature
(°C) at 10 cm below surface and soil pH. The average value
of each environmental factor per plot was calculated for our
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exposure year and used for further statistical analyses (see
Figure 1 for macroclimate and Supplementary Data Sheet 2 for
microclimate).

Management intensities

The forests of the Biodiversity Exploratories include three
main management groups: (1) unmanaged, mature forests,
which are not used and mostly protected for at least 60 years, (2)
uneven-aged selection cutting forest where trees are harvested
selectively, and (3) age-class forests, where harvest occur at
80 years intervals for coniferous forests and 100-120 years
intervals for beech forests (Table 1). For anthropogenic
management intensity calculation, the forest plots were
characterized by the combined forest management index ForMI
(Kahl and Bauhus, 2014), and its components: proportion of
harvested wood volume (ITharv), proportion of tree species that
are not part of the natural community (Inonat), and proportion
of deadwood including saw cuts (Idwcut). Each component
was ranked in a range between 0 (no sign of management)
and 1 (intensive management) and then summarized to the
ForMIL

Grasslands are divided into three main categories of land
use: (1) meadows, (2) pastures and (3) mown pastures, and were
characterized by the combined land-use intensity index LUI
(Bliithgen et al., 2012). The LUI summarizes the standardized
intensity of the components of total grazing, total mowing, and
total fertilization.

Tree species-specific wood traits

As part of the Biodiversity Exploratories, Kahl et al.
(2017) analysed the wood properties of the 13 tree species
used in this study (Kahl et al, 2017). To test the potential
effect of wood traits in detail, concentrations of carbon,
nitrogen, phosphorous, sulfur, potassium, calcium, magnesium,
manganese, organic extractives, phenol, and lignin were taken
from Kahl et al. (2017), which calculated the average value
per tree species (Supplementary Table 1). In addition, initial
wood density was analysed within this study (see above section
“Sample collection”) by measuring the weight of each deadwood
specimen before and after exposure at kiln-dried conditions.
Our wood density findings were in line with previous findings

(Fengel and Wegener, 2011).

Statistical analyses
The statistical analyses and data visualization were

performed using R v4.0.2 (R Core Team, 2016). In the first
step (Model 1), we tested for the total effect of tree species,
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habitat type (forest and grassland), region (Schorfheide-
Chorin, Swabian-Alb, and Hainich-Diin), and anthropogenic
management intensities (LUI and ForMI) on mass loss.
Therefore, we conducted linear mixed effects models using the
Imer function in ImerTest package (Kuznetsova et al, 2017).
For the first model, mass loss was used as response factors.
Tree species, habitat type, region and management intensity
and their interaction were used as fixed factors and PlotID as
random factor. Anthropogenic management intensity values
in forest and grassland habitats were normalized within each
habitat type to achieve comparable scales. Continuous factors
were standardized (scaled to zero mean and unit variance) using
the decostand function in the vegan package (Oksanen et al,,
2017). The first model results were presented as type IIl ANOVA
(analysis of variance) table with p-values for F-tests after single
term deletions (dropl function) and by using Satterthwaite’s
method for denominator degrees of freedom. Based on these
model results, the adjusted mean effect size and corresponding
95% confidence intervals, were additionally generated with
emmeans function in the package emmeans (Lenth et al,, 2018)
and illustrated with the field observed data using the ggplot2
package (Wickham et al,, 2016). Associated significances were
also performed using the emmeans function and denominator
degrees of freedom are determined based on Satterthwaite’s
method.

To examine in detail the influencing drivers underlying
the overall effects, the second step (Model 2) assessed the
importance of wood traits, environmental factors, region,
and management intensity for mass loss to subsequently
determine their estimated effect size. Accordingly to the strong
influence of habitat types, all of the following analyses of
the second model were conducted separately for forest and
grassland habitats. To avoid multicollinearity, we first evaluated
the Spearman correlations among all fixed-effect factors and
excluded one of each factor pair with a correlation >0.7
(Tabchnick and Fidell, 1996). As potassium and sulfur, calcium
and phosphorus, and carbon and phosphorus concentration
were highly correlated (0.91, 0.73, and —0.78, respectively)
only sulfur, calcium and carbon concentrations were kept for
subsequent analyses. Thereafter, we used all selected variables
and conducted separate models based on the combined
management intensities ForMI/LUT and its components. These
separate models resulted in the following variables used in
the global model: ForMI (Tharv, Inonat, Idwcut)/LUI (grazing,
mowing, fertilization), main tree species, wood density, carbon,
nitrogen, sulfur, calcium, magnesium and lignin concentration,
soil pH, relative air humidity, soil moisture, air temperature, and
soil temperature. In a second step, we applied the multimodel
inference approach as proposed by Grueber et al. (2011)
based on a global model (Imer) including all selected and
standardized (see above) fixed-effect factors with mass loss as a
dependent factor and PlotID and TreeSpecies as random effects.
We conducted automated model selection with subsets of the
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TABLE 1 Number of individual plots with contrasting land-use and management types for grassland and forest habitats in three regions.

Hainich-Diin Swabian-Alb

Components of the land use intensity (LUI) of grassland plots

Region Schorfheide-Chorin
Meadows

fertilized 7

unfertilized 11

Pastures

fertilized -

unfertilized 22

Mown pastures
fertilized 3

unfertilized 7

7 18
- 4
2 2
18 17
15 9
8 -

Components of the forest management intensity (ForMI) of forest plots

Unmanaged forest 5

Age class forest

Fagus (Beech) 16
Quercus (Oak) 7
Picea (Spruce) -
Pinus (Pine) 22

Selection forest (trees harvested selectively) -

global model by the dredge function based on AICc (small-
sample-size corrected version of Akaike information criterion)
in the R package MuMIn (Barton, 2020). We subsequently
selected the best models based on AAIC < 2 (substantial
support) and AAIC < 4 and AAIC < 7 (some support)
as suggested by Burnham et al. (2011) using the get.models
function. The relative importance of each independent factor
was assessed by calculating the cumulative Akaike weights of
models containing a particular predictor. In the last step, we
used all factors with an importance value >0.75 in a final model
with a model structure like the global model to calculate their
estimated effect size. The model estimates of the important fixed
effects were plotted using the package sjPlot (Liidecke, 2020).
Additionally, to determine the predictive capacity of all models,
the R-Squared was calculated by using r2_nakagawa function
(Liidecke et al., 2020).

Results

Decay rate of 13 different tree species
differed in grassland and forest plots
(model 1)

Mass loss differed significantly among tree species
(Figure 2). Region, tree species identity and habitat type, and the
interactions with tree species were the important drivers of mass
loss (Table 2). The effect of tree species identity on mass loss
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strongly depended on region, habitat type, and anthropogenic
management intensity (Table 2), indicating that the effect of tree
species was affected by these environmental factors to varying
degrees. Moreover, anthropogenic management intensity alone
did not show a significant effect on mass loss (Table 2), nor
the interaction of habitat type and management intensity
(Table 2). In summary, the first model after single-term deletion
had a prediction capacity of 65%, including the interactions
(Supplementary Table 5).

Mass loss of all tree species was significantly higher in forest
than in grassland habitats (Figure 2). The four gymnosperms
L. decidua, P. sylvestris, P. abies, and P. menziesii had a much
lower mass loss in grassland as well as in forest habitats than
the majority of angiosperm trees (Figure 2 and Supplementary
Table 4). In addition, Q. robur and P. menziesii had the lowest
mass loss in forest and grassland habitats, respectively. In
contrast, A. platanoides and C. betulus had the highest mass
loss in grassland habitats, while C. betulus, A. platanoides and
B. pendula had the highest mass loss in forest habitats.

Degree of mass loss in each habitat
type is linked to region, plot specific
and tree species-specific traits
(model 2)

After reducing the variables following a model average
procedure separately for each habitat, we investigated important
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FIGURE 2

Mass loss of deadwood of 13 temperate tree species exposed in 150 grassland and 150 forest habitats (n = 3,669). Gray dots indicates measured
field observation data and yellow/blue symbols the model-adjusted mean and 95% confidence intervals of each mean. Plot details were
summarized in materials and methods section. Significant differences in mass loss within, between grassland and forest habitats and regions
based on linear mixed effect model using Satterthwaite’s method (***p < 0.001). Tree species-specific phylogenetic information (above mass
loss) was taken from Kahl et al. (2017). For detailed significance results see Table 2 and Supplementary Table 4.

TABLE 2 Results of linear mixed effect model for regions (Schorfheide-Chorin, Swabian-Alb, and Hainich-Duin), habitat types (grassland and forest),
management intensity (LUI, land use intensity index or ForMI, forest management intensity) and their interactions on the mass loss of deadwood

from 13 temperate tree species (Model 1; n = 3669).

Factor Sum Sq Mean Sq NumDF
Habitat type 71.19 71.193 1
LUI/ ForMI 0.52 0.518 1
Region 7.52 3.762 2
Tree species 1150.64 95.887 12
Habitat type x LUI/ForMI 0.03 0.026 1
Tree species x Habitat type 62.27 5.189 12
Tree species x LUI/ForMI 7.41 0.617 12
Tree species x Region 12.04 0.502 24

DenDF F value Pr(>F) Significance

293.4 270.0129 <22x1071¢
295.2 1.9660 0.16192

293.2 14.2680 1.22x106
3318.5 363.6672 <22x1071¢
294.8 0.1001 0751877

3318.6 19.6805 <22x1071¢
33185 23408 0.005508 >
33187 1.9025 0.005082 l

ANOVA is based on Satterthwaite’s method (Sum Sq, Sum of square; Mean Sq, Mean of square; Num DF, Numerator degrees of freedom; Den Df, Denominator degrees of freedom). The
LUI and ForMI index was standardized for this purpose. Significance-values <0.05 are shown with *; Significance-values <0.01 are shown with **; and Significance-values <0.001 are

shown with ***.

factors of regions, tree species-specific traits as well as
plot-associated environmental factors (weather and edaphic
conditions) as the main drivers of mass loss in both habitat
types (Figures 3, 4). Based on AAIC < 2 region, relative air
humidity, soil pH, wood density and concentration of lignin,
carbon, calcium, sulfur and phenol showed high importance
in forests, whereas region, soil moisture, and concentration
of lignin, carbon, calcium and sulfur were most important in
grassland habitats (Figure 3 and Supplementary Figures 2-5).
Based on the second model including these factors, mass loss
was positively affected by the wood traits such as carbon,
sulfur and calcium concentrations in a similar pattern for both
habitat types (Figure 4 and Table 3). Moreover, high phenol

Frontiers in Forests and Global Change

07

concentrations and wood density were positively associated with
mass loss, but negatively with soil pH in forest habitats (Figure 4
and Table 3). In addition, mass loss was positively associated
with soil moisture in grasslands and relative air humidity in
forest habitats. In both habitat types, mass loss was negatively
affected by lignin concentration, and was lower in the regions
Hainich-Diin and Schorfheide-Chorin compared to Swabian-
Alb. Mass loss in Hainich-Diin was higher than in Schorfheide-
Chorin in grasslands, but lower in forests (Figures 2, 4 and
Table 3). The final model had a predictive capacity of 62 and 61%
for grassland and forest habitats, respectively (Supplementary
Table 5).
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the Supplementary material.

Importance factors (assessed by the cumulative Akaike information criterion (AIC) weights of models containing a particular predictor) of fixed
variables in explaining decay rates of the 13 different tree species based on model averaging with AAIC < 2. Values are shown separately for
grassland and forest habitat and used with an importance value > 0.75 in a final model (Figure 4). For details see Supplementary Figures 2—-5 in

FIGURE 4

(all models included). Detailed results of the fina

Estimate

| model are shown in Table 3.
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Model estimates of the final linear mixed effect model (Model 2) to elucidate drivers of mass loss in forest and grassland habitats.
Model-averaging procedure based on Akaike information criterion (AIC) and calculation for selection of importance factors (value > 0.75;
details see Supplementary Figures 2-5). Effect mean size and confidence intervals are indicated for the parameters included in the model set
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TABLE 3 Results of final models for importance variables of tree species traits, environmental factors and land-use intensity on mass loss (Model 2).

Forest

Variable Estimate Standard error Degrees of freedom T value P value Significance
Region
(Intercept) 2.516 0.08 12.56 33.32 123x10°1 o
Hainich-Diin —0.304 0.06 147.51 —5.11 9.67x1077 b
Schorfheide-Chorin —0.468 0.07 146.58 —6.36 2.39x107° e
Environmental factors
Relative air humidity 0.070 0.02 146.92 2.96 0.0035 h
Soil pH —0.100 0.03 147.52 —3.30 0.0012 o
Wood traits
Lignin —0.350 0.07 5.99 —4.65 0.0035 h
Wood density 0.145 0.08 6.00 1.75 0.1304
Calcium concentration 0.177 0.09 6.00 2.00 0.0919
Carbon concentration 0.255 0.10 6.00 2.52 0.0456 *
Phenol concentration —0.277 0.07 6.00 —3.80 0.0090 >
Sulfur concentration 0.371 0.08 6.00 4.52 0.0040 o

Grassland
Variable Estimate Standard error Degree of freedom T value P value Significance
Region
(Intercept) 1.808 0.06 18.75 27.95 9.63x10°17 il
Hainich-Diin —0.286 0.06 145.01 —4.99 1.73x107° b
Schorfheide-Chorin —0.058 0.06 141.44 —1.03 0.3060
Environmental factors
Soil moisture 0.139 0.02 140.08 5.83 3.57x1078 o
Wood traits
Lignin —0.276 0.06 7.98 —4.518 0.0012 ha
Calcium concentration 0.355 0.07 7.99 5.14 0.0009 e
Carbon concentration 0.354 0.08 7.99 4.47 0.0021 h
Sulfur concentration 0.498 0.06 7.98 7.91 4.83x107° o

Analysis was performed separately for different habitats (150 grassland plots, 150 forest plots) containing deadwood specimens of 13 tree species (total: 1806 grassland plots and 1863
forest plots). Calculation of fixed effects based on weights by Akaike information criterion (AIC) and selection of all variables with an importance value > 0.75 (see Supplementary

5).

Figures 2

Discussion

This study serves to investigate decomposition of enriched
deadwood and validate reported drivers of mass loss by
using a highly replicated experimental setting. The experiment
was carried out in all three regions during the same time
frame, so that seasonal cycle was similar for all samples. The
results revealed, that the rate of enriched deadwood decay
is most strongly affected by tree species due to different
respective wood traits, regardless of habitat type, i.e., forest
and grassland and region. In addition, mass loss is shaped by
environmental factors differing between habitat type and region.
In contrast, management intensity was less important for mass
loss (Table 2). These findings indicate similar decomposing
processes for enriched and naturally occurring deadwood
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and support previous observational studies conducted in
forest habitats. Furthermore, it shows their generalizability of
processes across habitats and regions and thus contributes
substantially to a better mechanistic understanding of the
drivers of deadwood decomposition.

Globally, microbes are the key deadwood decay agents
(Lee et al, 2020) and they are already partly present as
endophytes in many tree species (Magaudda et al., 2001; Song
et al,, 2017; Purahong et al, 2019). Gamma sterilization was
applied to all standardized deadwood specimens, which is a
very effective treatment to inactivate all endophytes and other
wood inhabiting organisms (Sharman and Smith, 1970; Freitag
and Morrel, 1998). Therefore, the decomposing substrates were
only exposed to saprotrophic communities without any prior
presence of endophytes. Cline and colleagues showed that the
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effect of endophytes was more pronounced in the early stage
of deadwood decay than in the late stage (Cline et al,, 2018),
indicating the priority effect of pivotal importance in the early
stage of deadwood decay. Since our study addresses the early
stages of decay, gamma radiation ensured a valuable method to
establish equal initial conditions.

Early stage deadwood degradation was more efficient in
forest than in grassland habitats (Figure 2 and Table 2),
indicating that the functional guilds for deadwood decay were
also present in grassland, but more abundant or with increased
activity in forest habitats as described earlier in the same
environments (Kaiser et al, 2016). According to the home-
field advantage hypothesis tree species-specific decomposer
communities were more frequent in forests with the same tree
species identity than in forests of other tree species identities
(Purahong et al, 2019), indicating that the presence and
abundances also in forest habitats are unequally distributed.
Moreover, a recent study revealed that these 13 tree species
were mainly resource-specific colonized by a defined set of fungi
and prokaryotes as revealed by bipartite interaction networks in
forest habitats (Moll et al,, 2021). The presence of specialized
deadwood decaying fungi is of higher importance for deadwood
decay than respective accompanying prokaryotic community
compositions (Moll et al,, 2021). Therefore, the colonization
patterns of deadwood decomposing microorganisms are of
pivotal importance for mass loss. While the effect of the
deadwood decaying fungal communities during the conversion
from forest habitats to grassland habitats by diebacks (Fukasawa
et al, 2019) or after wildfires (Molinas-Gonzalez et al,
2017) has been studied, knowledge on deadwood decay in
grassland, which is less connected to the forest source of wood
decomposing organisms, is so far scarce. Recently a study on the
same Swabian-Alb plots showed that fungi were superior in the
colonization of mineral grassland plots. These fungi were more
efficient to incorporate dead root-derived carbon into their
biomass compared to bacterial community members (Kandeler
etal, 2019). Therefore, a broad diversity of fungal decomposing
community members is also present in these grassland habitats
but less productive in the deadwood decomposition. However,
to assess these decomposing microorganisms exact relevance
and productivity in grassland, further studies for phylogenetic
identity and productivity are required.

The variance in deadwood mass loss within tree species
across plots was much higher in the forest habitats than in
the grassland habitats (Figure 2). As the experimental setting
was similar for all sterilized deadwood specimens, this can
be mainly attributed to plot-specific colonization patterns
of deadwood decomposing microorganisms and their biotic
interactions (Figure 4). Interestingly the variability in mass loss
of gymnosperms was lower compared to angiosperms in both
habitat types (except for Q. robur) (Figure 2), which is in line
with the annual decay rate of similar wood logs exposed at the
same plots (Kahl et al., 2017).
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Besides, mass loss at the early decay stage showed region-
based differences. The mean mass loss and estimated effect
size were higher in both forest and grassland habitats of
Swabian-Alb than those of Schorfheide-Chorin or Hainich-
Diin, but was more similar to each other in grassland habitats
(Figures 2, 4). Swabian-Alb had the highest precipitation
rates, followed by Hainich-Diin and Schorfheide-Chorin
leading to higher soil moisture and air humidity. As the
region Schorfheide-Chorin is placed on sandy soils with
moraines, the water holding capacity is lower compared to
Hainich-Diin or Swabian-Alb. Soil moisture in grassland
and air humidity in forest habitats were positive drivers
of mass loss (Figure 4), which is in line with previous
studies as increased moisture content had a linear or
almost linear relationship to mass loss of deadwood
(Kubartova et al., 2015; Zelinka et al, 2020).

increasing soil pH was a negative driver for mass loss in forest

Moreover,

habitats, which was attributed in another study for leaching
from phenolic compounds of silver fir and beech deadwood
(Stutz et al., 2017).

Surprisingly, anthropogenic management intensity showed
no effect in the early decay stages, neither overall nor
separately for forest or grassland habitats (Figure 4 and
Table 2). Because fresh wood is usually colonized by a
large set of organisms and biodiversity is directly affected by
management intensity (Béssler and Miiller, 2010), we expected
a biodiversity-based effect of management intensity. Moreover,
the decomposition rate is strongly affected by microbial
activity in the early stage of deadwood decay, which in turn
depends on environmental factors (Kueppers and Harte, 2005).
Therefore, even if the biodiversity was not changed in each
plot an activity-based effect of management intensity was
expected subordinate effect. It is possible, that these effects
would be minimized by prior sterilization of the deadwood
samples.

As tree species was an important driver of mass loss
(Table 2), the majority of tree species-specific traits were also
significantly correlated to mass loss (Figure 4 and Table 3),
which was shown previously (Kahl et al, 2017). Lignin
concentration was negatively correlated to mass loss in both
habitat types (Figure 4), supporting early research on deadwood
decomposition (Meentemeyer, 1978). Lignin is a recalcitrant
carbon compound and requires specific enzymatic cleavage for
its degradation, which is mainly produced by members of the
division Basidiomycota (Janusz et al., 2017). Also, the quality
of lignin addressed as phenol concentration was negatively
correlated in forest habitats (Figure 4), which is in line with
previous findings (Talbot et al, 2012; Kahl et al, 2017). In
turn, carbon concentration was positively correlated to mass
loss in both habitats (Figure 4). As deadwood decomposing
communities gain their energy by carbon metabolism, a positive
correlation to carbon concentration is evident. In the early
stages of decomposition, readily degradable and accessible
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carbon compounds are primarily degraded, promoting a
positive correlation with total carbon concentration. Lignin,
on the other hand, is degraded less rapidly and conversion
rates are known to be low, explaining the opposite effects of
lignin content on mass loss. In addition, other macronutrients
such as sulfur and calcium also had a positive effect on
mass loss. Sulfur and compounds like cysteine, sulfonates and
sulfate are known to increase fungal mycelium growth and
proliferation, which could support a higher decomposition rate
(Schmalenberger et al., 2011; Kahl et al, 2017), but further
information is required to fully understand the underlying
processes. An increased calcium concentration contribute to
enzyme activities and osmoregulation in microorganisms,
indicating that these concentrations are rate-limiting for
deadwood decay. As deadwood is composed of a large set
of abiotic tree species-specific traits, single parameters can
hardly be disentangled from each other. Additionally, mass
loss in forest habitats correlated positively with wood density
(Figure 4), as already found previously (Kahl et al., 2017; Hu
et al, 2018). Such relationship between mass loss and high
wood density changes during decomposition stages (Oberle
et al, 2020). Since the higher mass loss in forest habitats
is associated with advancing decomposition, the positive
relationship with wood density could already be observed here,
while nothing was yet visible in grassland. In general, mass
loss was lower in grassland than in forest habitats, but was
influenced by similar wood traits as well as environmental
factors.

Conclusion

The paradigm that tree species-specific wood traits are
of pivotal importance for decay and hence mass loss (Lee
et al, 2020; Oberle et al, 2020) is supported and extended
by our study to more tree species and more habitats, i.e.,
forest and grassland plots. Therefore, the generalized findings
from forest habitats can also be used to predict mass
loss in grassland habitats, which was to the best of our
knowledge, not addressed in such a highly replicated study
so far.

In addition, a detailed analysis of decomposition drivers
revealed the same direction of influence factors for enriched
deadwood compared to naturally occurring deadwood (Kahl
et al,, 2017). Environmental factors such as temperature and
moisture and wood traits such as macronutrients were positively
related to accelerated deadwood decay, while lignin and phenol
were negatively related. Future research should clarify which
microbial communities are able to colonize enriched deadwood
to link phylogenetic identity to ecosystem service productivity,
which will help predict future management strategies in a world
with biodiversity loss and climate change.
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1 Supplementary Data

Data Sets. Datasets are uploaded at “BExXIS — Biodiversity Exploratories Information System”
(www.bexis.uni-jena.de), and can be found by entering the Data Set ID in the webpage.

“PlotID” of Data Set 1 correspond to:

- “Plots” in Data Set 2

- “EP_Plot_ID” in Data Set 3

- “EP_PlotID” in Data Set 4

- “PlotID” in corresponding Publication of Data Set 5
- “EP_Plotid” in Data Set 6.

Data Set 1. ID 30908: Loss of wood mass for 3900 woodblocks from 13 different tree species decayed
on Hainich, Swabian Alb & Schorfheide research plots of the BEshortDead - FunWood IV Project,
2017-2018

Data Set 2. ID 24766: Open Climate Data of the Exploratories Project (https://www.bexis.uni-
jena.de/sws/PublicClimateDataLink/Index)

Data Set 3. ID 1000: Basic information and coordinates of field plots of the Biodiversity Exploratories
project

Data Set 4.

For Bexis: ID 24646: ForMI dynamics — Forest Management Intensity Index Dynamics of all forest
Eps

For publication: Kahl T, Bauhus J (2014) An index of forest management intensity based on assessment
of harvested tree volume, tree species composition and dead wood origin. Nature Conservation-
Bulgaria 7 (7):15-27. https://doi.org/10.3897/natureconservation.7.7281

Data Set 5.

For Bexis: ID 26487: Land use in grasslands: raw data of yearly owner interviews

For Publication: Vogt J, Klaus VH, Both S, Furstenau C, Gockel S, Gossner MM, Heinze J, Hemp A,
Holzel N, Jung K, Kleinebecker T, Lauterbach R, Lorenzen K, Ostrowski A, Otto N, Prati D, Renner
S, Schumacher U, Seibold S, Simons N, Steitz I, Teuscher M, Thiele J, Weithmann S, Wells K, Wiesner
K, Ayasse M, Bluthgen N, Fischer M, Weisser WW (2019) Eleven years' data of grassland
management in Germany. Biodivers Data J 7:¢36387. https://doi.org/10.3897/BDJ.7.e36387

Data Set 6. ID 22246: MinSoil 2017 - Soil pH.
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2 Supplementary Figures and Tables

The supporting information includes additional results for the first model and second model based on linear mixed effects models:

. Interaction test of significance for the first model;
. Test of the predictive power for both models;
. Selection of important variables based on the multimodel inference approach for the second model

2.1 Supplementary Tables

Supplementary Table 1. Tree specific wood traits from the publication of Kahl et al. (2017).

Tree. Calcium Carbon  Lignin M?gne Mangan  Nitrogen Orgal}ic Phenol Phosph Potassium  Sulfur Woo.d
Species sium extractives rous Density
ng/g % % ng/g ng/g % % % ng/g ng/g nglg g/em®
Acer 2307.6 46 28.4 357 30.8 0.14 0.8 0.05 202.5 1569 172 9.6
Betula 1288.4 45.6 23.4 111 11.1 0.06 1.2 0.04 125.7 1034 120 10.3
Carpinus 1850.3 45.4 23.6 190 68.2 0.19 0.8 0.1 133.9 1350 160 12.2
Fagus 1017.3 45.8 26.9 291 96.3 0.12 0.5 0.03 93.6 1416 125 13.0
Fraxinus 726.1 46 26.6 206 49 0.12 1.88 0.17 85.5 1836 129 11.4
Larix 44113 45.1 28.4 202 26.6 0.19 1.4 0.1 1459 343 47 10.0
Picea 1316.6 46.6 27.6 134 138.1 0.07 0.9 0.05 37.3 436 61 8.1
Pinus 916.5 483 28.7 141 94.9 0.03 72 0.05 25.5 330 43 8.9
Populus 1697.6 45.7 25.5 511 6.7 0.08 0.9 0.03 116.6 2213 126 7.7
Prunus 820.7 46 24 151 12.2 0.13 33 0.12 67.2 871 69 9.1
Pseudotsuga 282.7 46.6 28.8 27 65.9 0.05 1.7 0.1 37.4 435 49 8.7
Quercus 866.5 46.1 26.7 44 19.1 0.13 1.6 0.49 23 592 109 11.9
Tilia 949.6 46.8 23.1 206 131.8 0.13 2.8 0.04 68.2 686 74 8.9
3
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Supplementary Table 2. Number of plots by collection for the different land use types in the grassland habitat in the three biodiversity
exploratories separated by tree species.

84

Acer Betula Carpinus Fagus Fraxinus Larix  Picea  Pinus  Populus ~ Prunus Pseudo  Quercus  Tilia
-tsuga
Schorfheide- Meadows
Chorin fertilized 7 7 7 6 6 7 7 7 7 7 5 7 7
unfertilized 11 10 11 11 9 11 9 10 10 11 9 11 10
Pastures
fertilized
unfertilized 22 21 22 21 21 20 20 20 20 21 22 22 21
Mown
pastures
fertilized 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 3 3
unfertilized 7 7 7 6 6 7 7 7 7 7 7 6 7
Hainich-Diin  Meadows
fertilized 7 7 7 6 6 4 6 7 6 7 7 6 6
unfertilized
Pastures
fertilized 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2
unfertilized 18 17 17 18 18 13 16 15 13 17 17 15 17
Mown
pastures
fertilized 13 12 13 14 14 12 11 14 13 12 13 11 11
unfertilized g 7 7 8 8 7 6 7 6 7 7 6 6
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Acer Betula Carpinus Fagus Fraxinus Larix  Picea Pinus  Populus ~ Prunus Pseudo  Quercus  Tilia
-tsuga
Schwabian Meadows
Alb fertilized 17 18 18 15 18 17 17 17 17 18 18 16 17
unfertilized 3 4 4 3 4 4 4 3 4 3 4 3 4
Pastures
fertilized 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
unfertilized 17 17 17 17 16 17 16 16 17 15 17 16 17
Mown
pastures
fertilized 8 9 9 8 9 9 7 7 9 9 9 9 9
unfertilized
Supplementary Table 3. Number of plots by collection for the different management intensity types in the forest habitat in the three
biodiversity exploratories separated by tree species.
Acer Betula Carpinus Fagus Fraxinus Larix  Picea Pinus  Popu-  Prunus Pseudo Quercus Tilia
lus -tsuga
Schorfheide- Unmanaged
Chorin forest 5 5 5 5 4 5 5 5 4 5 3 5 5
Age class forest
Fagus (Beech) 16 16 16 16 16 15 15 16 16 16 16 14 16
Quercus (Oak) 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Picea (Spruce)
Pinus (Pine) 22 22 22 22 22 22 22 21 22 22 22 21 22
Selection forest
(trees harvested
selectively)
5

85



Darstellung des Eigenanteils und Publikationen

86

Acer Betula Carpinus Fagus Fraxinus Larix  Picea Pinus  Popu-  Prunus Pseudo Quercus Tilia
lus -tsuga

Hainich- Unmanaged

Diin forest 13 13 13 12 13 13 12 12 13 12 12 13 13
Age class forest
Fagus (Beech) 23 22 23 23 21 20 22 23 23 23 24 24 23
Quercus (0ak)
Picea (Spruce) 4 4 4 4 4 3 3 3 4 4 3 4 4
Pinus (Pine)
Selection forest 9
(trees harvested 9 9 8 7 9 9 9 9 9 8 9 8
selectively)

Schwabian ~ Unmanaged

Alb forest 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Age class forest
Fagus (Beech) 30 30 33 27 31 31 28 28 31 32 33 33 32
Quercus (0ak)
Picea (Spruce) 9 11 11 11 11 11 11 12 11 12 12 11 11
Pinus (Pine)
Selection forest
(trees harvested
selectively)

6
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Supplementary Table 4. Model based test of mass loss between the habitats forest and grassland of
deadwood separate by tree species identity (Model 1). Adjusted p-values and significances were
calculated using Satterthwaite’s method.

Tree species

Identity Ratio SE Df Z ratio P value Significance
Acer platanoides 0.695 0.048 25259 -5.280 1.29x 107 wk
Betula pendula 0.354 0.025 2550.3 -14.946 <2x107'° ok
Carpinus betulus 0.588 0.040 2475.4 -7.803 6.06x 107'% *okk
Fagus sylvatica 0.418 0.029 2572.8 -12.521 <2x1071° ok
Fraxinus excelsior  0.521 0.036 2541.6 -9.412 <2x107"° ok
Larix decidua 0.766 0.054 25893  -3.811 0.0001 sk
Picea abies 0.611 0.043 2635.4 -6.950 3.66 x 102 ook
Pinus sylvestris 0.672 0.047 25759  -5.701 1.19x 108 wo
Populus tremula 0.597 0.042 2578.8 -7.385 1.52x 101 Rk
Prunus avium 0.508 0.035 2544.0 -9.765 <2x 1071 Hokk
Pseudotsuga 0.501 0.035 25323 -10.006  <2x 107 o
menziesii
Quercus robus 0.943 0.066 2562.5 -0.847 0.3971 n.s.
Tilia cordata 0.388 0.027 25283 -13.708 <2 x 107 ok
Hainich- Diin 0.561 0.020 2934 -16.439 <2x 107 P
Schorfheide-Chorin 0.561 0.020 293.4 -16.439 <2x 1071 Hokk
Swabian-Alb 0.561 0.020 2034 -16.439 <2x 106 ok

Supplementary Table 5. The predictive capacity of model 1 and 2 to describe our data by
calculation of the R-squared (R?). Conditional R? s related to both fixed and random factors and
marginal R describes only fixed factors.

Main Model after single term deletion (Model 1)

Forest and Grassland combined

Conditional R’ 0.651
Marginal R’ 0.562
Final Model (Model 2)
Forest Grassland
Conditional R’ 0.612 0.624
0.495 0.476

Marginal R’
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2.2 Supplementary Figures

Supplementary Figure 1. Exposure (A, C) and recovery (B, D) of deadwood from 13 tree species in
forest (A, B) and grassland (C, D) plots.
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Region

variable
ForMI I AIC<2
B AIC<4
Main tree species B AIC<7

Air temperature (°C)
Relative air humidity (%)
Soil temperature (°C)
Soil moisture (%)

Soil pH

Wood density

Lignin

Carbon concentration
Nitrogen concentration
Calcium concentration
Magnesium concentration
Sulfur concentration
Phenol concentration

Organic extractives
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Supplementary Figure 2. Relative importance of independent variables for the best model of forest
with combined forest management intensity (ForMI). Calculation based on weights by Akaike
information criterion (AIC) and selection of variables with an importance value > 0.75 (Model 2).
Definition of the ForMI index can be found by Kahl and Bahus (2014).
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Region

lharv

Inonat

ldwcut

Main tree species

Air temperature (°C)
Relative air humidity (%)
Soil temperature (°C)
Soil moisture (%)

Soil pH

Wood density

Lignin

Carbon concentration
Nitrogen concentration
Calcium concentration
Magnesium concentration
Sulfur concentration
Phenol concentration

Organic extractives
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Supplementary Figure 3. Relative importance of independent variables for the best model of forest
with single forest management intensity (ForMI) components; proportion of tree species that are not
part of the natural community (Inonat), proportion of harvested wood volume (Tharv), proportion of
deadwood wit saw cuts (Idwcut). Calculation based on weights by Akaike information criterion
(AIC) and selection of variables with an importance value > 0.75 (Model 2). Definition of the ForMI
index and its components can be found by Kahl and Bahus (2014).
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Region

LUI

Air temperature (°C)
Relative air humidity (%)
Soil temperature (°C)
Soil moisture (%)

Soil pH

Wood density
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Calcium concentration
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Organic extractives
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I AIC<7
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Supplementary Figure 4. Relative importance of independent variables for the best model of
grassland with combined land use intensity (LUI). Calculation based on weights by Akaike
information criterion (AIC) and selection of variables with an importance value > 0.75 (Model 2).
Definition of the LUI index can be found by Bliithgen et al. (2012).
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Region .
variable
Total grazing I AIC<2
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Total mowing Il AIC<7

Total fertilization

Air temperature (°C)
Relative air humidity (%)
Soil temperature (°C)
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Supplementary Figure SS. Relative importance of independent variables for the best model of
grassland with single land-use intensity (LUI) components; total grazing, total mowing and total
fertilization. Calculation based on weights by Akaike information criterion (AIC) and selection of
variables with an importance value > 0.75 (Model 2). Definition of the LUI index can be found by
Bliithgen et al. (2012).
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5.3 Publikation 2

Emission of CO; and CH,4 from 13 deadwood tree
species is linked to tree species identity and
management intensity in forest and grassland habitats

Kipping L, Gossner MM, Koschorreck M, Muszynski S, Maurer F,Weisser WW, Jehmlich N, Noll M
Global Biogeochemical Cycles, 36. Jg., Nr. 5, S. e2021GB007143

DOI: https://doi.org/10.1029/2021GB007143

Eingegangen: 5. August 2021. Angenommen: 19. April 2022. Veroffentlicht: 25. April 2022.

MN, NJ und TK entwickelten die Ideen und entwarfen die Methodik; FM, NJ, SM und MN fiihrten die
Probensammlung durch; LK und MK (ibernahmen die Datenerhebung, wahrend LK und MMG die Daten
analysierten. MN, LK und MMG Ubernahmen die Hauptverantwortung fir die Erstellung des
Manuskripts. Alle Autoren trugen kritisch zu den Entwiirfen bei und gaben die endgiiltige Freigabe zur
Veroffentlichung.

© 2022. The Authors. This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License,
which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Key Points:

e Tree species identity is an important
driver of CO, and CH, emission rates

e CO, emission is two-thirds higher in
forest compared to grassland habitats

e Forest management intensity
decreased CO, emission rates,
whereas CH, was only affected by
single management components
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Emission of CO, and CH, From 13 Deadwood Tree Species Is
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Abstract Deadwood is an important component of the global carbon cycle, and its decomposition releases
carbon dioxide (CO,) and methane (CH,) into the atmosphere. However, the main drivers of these greenhouse
gas emissions from deadwood are not well understood. We investigated drivers that govern the CO, and CH,
emission rates of 793 deadwood specimens from 13 different tree species, which were exposed on 27 forest
and 38 grassland plots at Schorfheide-Chorin (Germany) for one year. Tree species identity was an important
driver for emissions of both gases, whereas habitat type and management intensity were only important for
CO, emission rate. CO, emission rates were positively linked to mass loss and were one-third higher in forest
compared to grassland habitats. The wood traits organic extractives, lignin, and sulfur content were negatively
associated with CO, emission rates, whereas carbon, nitrogen, and magnesium content showed the opposite
effect. Among climate variables, air humidity in forest and soil moisture in grassland habitats positively
affected CO, emission rates. CH, emission rates showed a negative relationship with increasing wood density
exposed in both habitat types but were positively related to tree species with higher sulfur contents. Taken
together, CO, emission rates from deadwood were well predicted by wood traits, management intensity and
climatic variables, whereas CH, emission rates were less well predictable and were influenced only by wood
traits that differed from those of CO, emissions. Our results provide a deeper insight into the mineralization
processes of deadwood and should be considered in further carbon cycle assessments.

Plain Language Summary Living trees are an essential reservoir for carbon storage. While the
process of photosynthesis describes the ability of plants to fix atmospheric carbon, the decomposition of
deadwood is the first stage of recycling this nutrient. Aerobic decomposition of deadwood is mainly carried
out by specialized fungi that release carbon into the atmosphere during their respiration processes. Most
microorganisms require oxygen to utilize deadwood and form carbon dioxide during respiration. In addition,
archaea can respire carbon dioxide in the absence of oxygen, which leads to methane production. In our study,
we determined the gas emission rates of carbon dioxide and methane for 13 tree species and investigated the
influence of regional climate and habitat conditions and types (grassland and forest). The emission rates of
carbon dioxide and methane largely differed among tree species, which probably depended on their wood traits.
Both gas emission rates were higher under humidity, while higher temperatures increased only carbon dioxide
emission rates. Methane emission rates were independent of habitat conditions, while carbon dioxide in forest
habitats were higher and influenced by naturally existing tree species. Our results improve future assessment of
the impact of deadwood on the global carbon cycle.

1. Introduction

Forests are one of the largest reservoirs of carbon (C) and are of eminent importance to the global terrestrial C
cycle. The total global forest C stock is 861 Pg, of which 44% is stored in soil, 42% in above- and belowground
biomass, 8% in deadwood, and 5% in litter (Pan et al., 2011). Intact forests are a C net sink because C sequestration
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(e.g., by photosynthesis) is more prominent compared to forest ecosystem respiration (Luyssaert et al., 2007). The
latter is based on autotrophic respiration by living matter such as trees or heterotrophic respiration by microorgan-
isms, as well as biological transformation processes (Magnisson et al., 2016; Yoon et al., 2015). Heterotrophic
respiration is caused by a variety of decomposition processes that, in addition to carbon dioxide (CO,) emission
into the atmosphere, lead to C transformation and partly to C storage in soils (Cornwell et al., 2009; Harmon &
Franklin, 1989; Russell et al., 2015).

Deadwood decomposition occurs through biological transformation, physical fragmentation, and leaching
processes (Harmon et al., 1986; Magnisson et al., 2016), all of which cause mass loss. Such mass loss is the
result of decomposition over time and reflects the overall ecosystem service of deadwood decomposition (Russell
etal., 2015). To compare mass loss after exposure time with the current decomposition rate from deadwood, CO,
emission rates were measured (Kahl et al., 2015). Studies of deadwood emission rates have focused primarily
on CO, emissions and less attention has been paid to methane (CH,) emissions (Covey & Megonigal, 2019).
Interestingly, two different studies observed a positive correlation of both gas emission rates during decompo-
sition indicating deadwood as a biological source for CH, emission (Mukhin & Voronin, 2009; Mukhortova
et al., 2021). CH, emission rates from deadwood can originate from anaerobic microbial decomposition by
methanogens (Covey et al., 2012; Hietala et al., 2015) and are attributed to oxygen-depleted habitat conditions,
which can be found in the inner parts of wood. As deadwood can act as a net source or net sink of CH, (Warner
etal., 2017), the overall link to biotic and abiotic variables during decomposition processes is important to under-
stand but is still unclear.

CO, and CH, emission rates of deadwood from forest habitats are affected by tree species identity (Kahl
et al., 2015; Warner et al., 2017) and the present microbial community composition (Kahl et al., 2015). Such
microbial composition patterns change successively during decomposition processes (Hu et al., 2017; Valentin
et al., 2014), with their activity promoted by higher macronutrients, low lignin and extractive contents (Kahl
et al., 2017), and facilitated by increasing temperature and moisture (Herrmann & Bauhus, 2013; Mukhor-
tova et al., 2021). For CO, emission rates, the importance of temperature was shown to increase in the mid-stage
of decomposition (Gough et al., 2007; Ohtsuka et al., 2014; Russell et al., 2014). In addition, higher deadwood
moisture and rainfall led to increased CO, emission rates (Herrmann & Bauhus, 2013; Hu et al., 2020) and
decomposition rates as long as the wood moisture content was between 20% and 80% (vol./vol.; Cornelissen
et al., 2012). Effects of temperature and moisture on CH, emission from decomposing organisms were so far
mostly estimated in soil (Tang et al., 2017; Zhang et al., 2020). A recent study about the decomposition of birch
(betula) and larch (larix) showed that CH, production and consumption are moisture and temperature dependent
(Mukhortova et al., 2021). When air temperature rises above 15°C in the early decay stage then deadwood act as
a CH, source (Mukhortova et al., 2021). In addition, soil contact accelerated deadwood decomposition, leading
to increased CO, emission as well as a shift to CH, production (Oberle et al., 2018).

Land use and forest management have been shown to have a significant impact on biodiversity patterns and
ecosystem processes (Felipe-Lucia et al., 2020; Gossner et al., 2014). In particular, declining microbial species
richness in response to habitat loss resulted in decreased microbial activity and thus decreased rates of deadwood
decomposition (Tomao et al., 2020; Young et al., 2005). In turn, CO, emission rates were shown to be directly
correlated with fungal and bacterial richness (Pastorelli et al., 2021), which are influenced by different manage-
ment strategies. The factors that govern respiration processes from deadwood decomposition are not fully under-
stood and the majority of existing studies focus on forest environments with closed canopies or old-growth forests
with high levels of deadwood (Harmon et al., 2020).

A few studies in tropical regions have examined wood decomposition under open canopies or open land (Dossa
et al., 2020; Harmon et al., 2020), characterized by warmer and drier conditions, which increases the decompo-
sition rates. On the other hand, opening canopies might dry and heat deadwood to a point, which inhibits micro-
bial activities and leads to reduced decomposition rates (Erickson et al., 1985). For temperate regions, canopy
openness leads to decreasing moisture and increasing temperature, which is mostly beneficial to overall diversity
and resulting in a saproxylic community that is distinct from more shaded conditions (Seibold et al., 2016; Vogel
et al., 2020). In addition, Smith and Peay (2021) showed a shift and decrease in decomposing fungi with a forest
to shrubland gradient. As deforestation has led to an increased grassland area in temperate regions (Hoekstra
et al., 2005), these habitats coming into focus. Isolated trees or groups of trees in European and North American
grasslands are common to provide shelter and food for livestock. Pasture trees were historically nut-bearing
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species such as Quercus, Fagus, and Castanea, or fleshy-fruited species such as Pyrus in silvopastoral systems
that combine animal pasturing with fruit production (Hartel et al., 2013). Such trees in open environments spread
laterally in response to light availability, resulting in large individuals that periodically lose deadwood, mainly
by falling branches. However, the abundance of deadwood and deadwood decomposing organisms is much lower
in grasslands compared to forests, and predictions about the impact on the terrestrial C cycle are so far scarce.

To gain a better understanding of the main drivers of CO, and CH, emission rates from deadwood mineralization
in the early stage of decay, we placed deadwood specimens of standardized size and surface area-to-volume ratio
(SA/V) in forest and grassland habitats along gradients of management intensities. Prior to infield exposure,
specimens were gamma-sterilized to exclude wood-inhabiting decaying organisms, as these have been shown to
affect deadwood decomposition in the early stages. Accordingly, the specimens could only be colonized by the
local, plot-specific microbial communities, emphasizing the environmental characteristics and anthropogenic
management regime from the respective plot.

This study addresses five a priori hypotheses (I) CO, emission rates are higher in forest compared to grassland
habitats (II) management intensity, higher temperatures and higher moisture conditions of the environmental
plots facilitate CO, emission rates in both habitat types (IIT) CO, emission rates are affected by tree species iden-
tity and their wood traits, with lignin and organic extractive in particular having negative effects, and macronu-
trients having positive effects on emission rates (IV) deadwood is an important source of CH, emission which is
linked to tree species, temperature and moisture, while habitat type and management intensity are less important,
and finally (V) CO, emission rates better reflect the cumulative mass loss of the respective tree species than CH,
emission rates.

2. Materials and Methods
2.1. Study Area and Sample Exposure

This study was performed within the large-scale and long-term project “Biodiversity Exploratories” (www.biodi-
versity-exploratories.de) which investigates the relationship between management intensity, biodiversity and
ecosystem processes in Germany (Fischer et al., 2010). It comprises a hierarchical set of standardized field plots
in different regions covering a variety of management types and intensities in grassland and forest habitats. In this
study, we focused on the UNESCO Biosphere Reserve Schorfheide-Chorin, as one of the “Exploratories”, which
is located in North-Eastern Germany (52°47'25"-53°13'26"N/13°23'27"-14°08'53"E) and covers an area of
1,300 km?, characterized by outwash plains as well as hilly ground and terminal moraines with numerous lakes,
an altitude of 3-140 m a.s.l, mean annual precipitation of 500-600 mm, and mean annual temperature from 8 to
8.5°C (Fischer et al., 2010).

All deadwood specimens (50 [longitudinal] x 25 X 15 mm) with the same surface area to volume were made
from the outer part of the same corresponding tree (e.g., sapwood) without bark and were gamma sterilized at
25 kGy (Synergy Health GmbH, Radeberg, Germany) to eradicate potential endophytes as previously explained
(Jakobs-Schonwandt et al., 2010; Muszynski et al., 2021). All deadwood specimens of one tree species originated
from the same tree trunk. Thereafter each deadwood specimen was kiln dried, weighted to determine the initial
mass and labeled by pencil for assignment before and after exposure. In May 2017, 845 deadwood specimens
were exposed on 38 grassland and 27 forest plots in Schorfheide-Chorin, well-spread across the spatial distribu-
tion of the habitats within the region. Two deadwood specimens for each tree species were placed aboveground
on each plot that the transverse surfaces were exposed to both air and soil.

2.2. Sampling of Wood Specimen and Preparing for Gas Analysis

After exposure in the field from May 2017 to late June/early July 2018 (370 days of exposure), deadwood speci-
mens were collected and transported to the laboratory. In total, 793 pairs were unambiguously assigned to 13 tree
srasstand = 305 Mores = 26), Betula pendula (n gy, .04 = 34,
=37, ng,. = 26), Fagus sylvatica (ngri\~>]and = 34, ng,., = 26), Fraxinus
= 36, ng,. = 27), Prunus avium (ngm&lamd = 36,
= 38, Ny = 27) and four

species including nine angiosperms: Acer platanoides (n,
Noreq = 26), Carpinus betulus (n
excelsior (n,

orassland
= 35, ng,.y = 27), Populus tremula (ngm‘\)slmI
= 37, N = 26), Tilia cordata (n

grassland

Ny = 27), and Quercus robur (ny,4ng grassland
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gymnosperms: Larix decidua (n,
(n

=38, Nyyey = 27), Picea abies (N300 = 35, Nyyeq = 27), Pinus sylvestris
= 38, Njpreq = 27)-

grassland

= 38, ng = 25), and Pseudotsuga menziesii (n

grassland grassland

One deadwood specimen was cut in half to transfer it into a 100 mL glass vial with a septum cap and gastight
closed. After an incubation of 90 min at room temperature, 2 mL of the headspace were transferred twice by a
gastight syringe (Syringe 1,000, removable needle, Hamilton, Bonaduz, Switzerland) into an evacuated 3 mL vial
(Exetainer®, Labco, Lampeter, United Kingdom). The vials were stored at room temperature until gas analyses.
Our procedure was cross-checked before the sampling campaign with similar deadwood specimen and 100 mL
reaction volume by gas flux measurements (Licor 8100-A) as explained earlier (Knohl et al., 2003), which did
not indicate saturation during the 90 min. incubation period. Since gas emission rates were measured at a single
time point, we selected a standardized incubation temperature to answer the question of how exposure over
1 year under different conditions affects instantaneous emission rates. In addition, the standardized temperature
compensates for variable temperatures at the collection time due to a large number of samples and exploratory
size. The average temperature on collection days was 18.7°C with a maximum of 24.8°C throughout the day.
Therefore, we selected room temperature, which in some cases could underestimate the results.

The second deadwood specimen from the same plot and tree species was dried for over 48 hr in a climatic cham-
ber (103°C) and then placed in a desiccator until the weight of each specimen was determined. The percentage
mass loss was determined by dividing the dry weight after exposure from the initial dry weight from each wood
specimen.

2.3. Gas Analysis

CO, and CH, mixing ratios in the gas samples were simultaneously analyzed by using a gas chromatograph
(8610C, SRI Instruments, Torrance, USA) with a flame ionization detector (Tabachnick & Fidell) coupled to a
methanizer catalyst as explained in detail by Koschorreck et al. (2008). Briefly, a stainless steel packed column,
HayeSepD was used for separating the gaseous components. The temperature of the column oven was kept
constant at 50°C, while the temperature of the methanizer and detector was kept at 380°C. Nitrogen gas with a
flow rate of 1.5 mL min~! was used as carrier gas. The sample pressure was adjusted to the atmospheric pressure
and 300 pL gas sample was injected. The gas analysis was calibrated with a certified gas mixture (10 ppm CH,,
1,000 ppm CO,, Nippon Gases). The mixing ratios of CO, and CH, were computed using the software PeakSim-
ple (SRI instruments, Torrance, USA) and fitted to the following equation:

o ((%-(COz0rCHy) v P
t Meampte ) (R*(T + 273.15))

The emission rate E represents the CO, or CH, concentration after an incubation time () of 90 min compared to
the initial atmospheric concentration, was extrapolated to the total volume (V; 100 mL vial minus initial speci-
men volume) and divided by the mass of associated deadwood specimen (m,,,,,,). P is the atmospheric pressure

(101,325 kg m~" s72), R is the ideal gas law constant (8.31447 kg m? mol~! K~! s72), T is the incubation temper-
ature (20°C), and 273.15 is the conversion factor from Celsius to Kelvin.

2.4. Environmental Variables, Management Intensities, and Wood Properties

Environmental variables such as relative air humidity (%, vol/vol) at 2 m above ground, soil moisture (%, wt/wt)
at 10 cm below surface, air temperature (°C) at 10 cm above surface, soil temperature (°C) at 10 cm below surface
and soil pH were collected by the Biodiversity Exploratories for each plot during the exposed year as previously
described (Hénsel et al., 2019). The average values were calculated for each variable and used in further statistical
analyses.

The management intensities, land use intensities in grassland and forest management intensities (Bliithgen
et al., 2012; Kahl & Bauhus, 2014) were included as drivers in subsequent analyses (Supplementary Table S1 in
Supporting Information S1). Briefly, forest management intensity index (ForMI) was defined as the sum of three
components including the proportion of living wood volume consisting of tree species non-natural to the sites
(Inonat), the proportion of harvested wood volume (Iharv), and the proportion of deadwood volume with saw
cuts (Idwcut; Kahl & Bauhus, 2014). The land use intensity index (LUI) of grassland plots (Vogt et al., 2019)
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was defined as the sum of three components including mowing, grazing, and fertilisation activities according to
Bliithgen et al. (2012).

In addition, wood properties of each of the 13 tree species were used as additional drivers based on literature data
(Kahl et al., 2017), which calculated the average value per tree species (Supplementary Table S2 in Supporting
Information S1). We used lignin, phenol, organic extractives, wood density, and the content of sulfur, nitrogen,
carbon, calcium and magnesium of each tree species, as their relevance in wood decomposition has already been
shown (Kahl et al., 2017).

2.5. Statistical Analysis

All statistical analyses were conducted in R v4.0.2 (Team, 2016). In a first approach (main model), we tested
whether CO, and CH,, emission of wood specimens depend on habitat type (forest vs. grassland; hypothesis 1, 4),
management intensity (hypothesis 2) and tree species (hypothesis 3, 4) by conducting linear mixed effects models
using the Imer function in ImerTest package (Kuznetsova et al., 2017). Either log CO, or log CH, was used as
response variables, tree species, habitat type and management intensity and their interaction as fixed factors and
PlotID as random factor. Type III analysis of variance (anova) with p-values for F-tests after single term dele-
tions (drop! function) using Satterthwaite's method were carried out. Management intensity values in forest and
grassland plots were normalized within each habitat type to achieve comparable scales. Continuous variables
were standardized (scaled to zero mean and unit variance) using the decostand function in the vegan package
(Oksanen et al., 2019). Additionally, the main model results of CO, and CH, emission rates were displayed
separately by tree species and habitat type (grassland and forest). The adjusted model-predicted mean and 95%
confidence interval were generated in the package emmeans (Lenth et al., 2018) and illustrated together with the
field observation data displayed as boxplots using the R package ggplot2 (Wickham et al., 2016). Corresponding
significance was tested using emmeans function and based on Satterthwaite's method.

In a second approach (trait model), we evaluated the importance of tree species traits, environmental variables
and management intensities for CO, and CH, emissions separately by habitat type (hypotheses 2, 3 and 4). To
avoid multicollinearity, we first evaluated the Spearman correlations among all variables and excluded one of
each variable pair with a correlation >0.7 as introduced earlier (Tabachnick & Fidell, 1996). This resulted in two
analyses; one with combined management intensities (either ForMI or LUI) and another one with its components:
ForMI (Iharv, Inonat, Idwcut) or LUI (grazing, mowing, fertilization). The variables wood density, carbon, sulfur,
calcium, magnesium, nitrogen, phenol, lignin, soil pH, relative air humidity, soil moisture, air temperature, and
soil temperature were used as additional drivers. Subsequently, we applied a multimodel inference approach
(Grueber et al., 2011) based on a global model (Imer) including all selected and standardized (see above) fixed
variables with either log CO, or log CH, as dependent variables and PlotID and tree species identity as random
effect. Therefore, we used the dredge function based on AICc (small-sample-size corrected version of Akaike
information criterion) in the R package MuMIn (Barton & Barton, 2015). We subsequently selected the impor-
tant variables based on models with delta AIC <2 (substantial support), AIC <4 and AIC <7 (some support) as
suggested by Burnham et al. (2011) (Burnham et al., 2011) using the get. models function. The relative impor-
tance of each independent variable was assessed by calculating the cumulative Akaike weights of models contain-
ing a particular predictor. Next, we used all variables with an Importance value >0.75 in a final trait model with a
model structure consistent with the global model (Supplementary Figures S1-S4 in Supporting Information S1).
The standardized model estimates of the fixed effects were plotted using the package sjPlot (Liidecke, 2018).
To compute the predictive power of both models the marginal and conditional r-squared values were calculated
using r2_nakagawa function in the performance package (Liidecke et al., 2020). To address the potential issue of
multicollinearity, we checked our final trait model for multicollinearity by using the collinearity function in the
performance package. Variance inflation factor was below 10 in all cases indicating low correlation.

In addition, CO, and CH, emission rates, which represented a current measurement of decomposition rates, were
correlated with mass loss as a result of overall deadwood decomposition over time (hypothesis 5). To visualize
this relationship within and between tree species identity, we used ggscatter function in the ggpubr package
(Kassambara, 2018). Tests for linear relationships were based on spearman correlation and performed using
stat_cor function.
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Figure 1. Carbon dioxide (CO,) and methane (CH,) emission rates of deadwood for 13 tree species exposed in different
habitats (n, =453, ng., = 340). Gray boxplots represent the field observation data. Circles and error bars are the

arassland
mean and 95% confidence intervals of each mean predicted by the main model and illustrated separately for grassland (blue)
and forest (red). Significant differences within and between grassland and forest sites are indicated and based on the linear
mixed effect model using Satterthwaite's method (Table 1, Supplement Table S3 in Supporting Information S1). Significance

values < 0.05 are shown with *; Significance values < 0.01 are shown with **; Significance values < 0.001 are shown with
ek

3. Results
3.1. Effects of Tree Species, Habitat Type and Management Intensity on CO, and CH, Emission Rates

All sterilized deadwood specimens emitted both CO, and CH, (Figure 1). Average emission rates of CO, were
about one order of magnitude higher than the average CH, emission rates. Emission rates for both gases varied
strongly among the 13 tree species and between habitat types (Table 1). Average CO, emission rates were signif-
icantly higher for specimens exposed to forest than for specimens in grassland habitats, which was not found for
CH, emission rates (Figure 1, Supplementary Table S3 in Supporting Information S1). Results from the main
model also indicated that management intensity affects CO, emission rates (Table 1). In total, the main model
explained 48.6% of the variability for CO, and 58.1% for CH, emission rates (conditional R?; Supplementary
Table S4 in Supporting Information S1).

CO, emission rates were significantly affected by the interaction of tree species identity and habitat type or
management intensity, indicating that the emission rates of certain tree species depend on environmental condi-
tions (Table 1). The observed significant difference in CO, emission rates between forest and grassland habi-
tats varied across all 13 tree species and was particular confirmed by P. sylvestris, F. excelsior, T. cordata, A.
platanoides, P. tremula, C. betulus and F. sylvatica (Figure 1).

Only tree species identity was significantly associated with CH, emission rates (Table 1). No significant interac-
tions were observed for either habitat types or management intensities (Table 1). Accordingly, only the two tree
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Table 1

Linear Mixed Effect Model Testing on Whether Carbon Dioxide (CO,) and Methane (CH,) Emission Rate Depend on Tree Species, Habitat Type (Grassland and
Forest), and Management Intensity (LUI = Land Use Intensity Index or ForMI = Forest Management Intensity Index)

CO, emission rates

Variable Sum sq Mean sq Num DF Den DF F Value P Value Significance
Habitat 3.825 3.825 1 65.9 12.81 0.00065 Rt
Tree Species 76.028 6.336 12 693.9 21.22 <2x10-16 Rt
Management Intensity (LUI/ForMI) 2.594 2.594 1 64.6 8.69 0.00445 5
Habitat: Tree Species 14.313 1.193 12 694.7 4.00 5.27 x 10-6 R
Tree Species: Management Intensity 8.095 0.675 12 693.3 2.26 0.00828 £
Habitat: Management Intensity 0.082 0.082 1 64.6 0.28 0.60128
CH,, emission rates

Variable Sum Sq Mean Sq Num DF Den DF F value P value Significance
Habitat 0.187 0.187 1 66.4 1.29 0.25993

Tree Species 85.713 7.143 12 689.1 49.44 <2x10-16 IS
Management Intensity (LUI/ForMI) 0.024 0.024 1 65.2 0.16 0.68761

Habitat: Tree Species 2.435 0.203 12 689.9 1.40 0.15830

Tree Species: Management Intensity 1.309 0.109 12 688.6 0.75 0.69751

Habitat: Management Intensity 0.115 0.115 1 65.2 0.80 0.37585

Note. ANOVA results of the variables and separated plots of habitat as random factor (n,

rassland = 385 Nprey = 27) based on Satterthwaite's method (Sum Sq = Sum of

square, Mean Sq = Mean of square, Num DF = Number of degrees of freedom, Den Df = Denominator degree of freedom). Significance-values < 0.05 are shown with
*; Significance-values < 0.01 are shown with **; Significance-values < 0.001 are shown with *#*,

species T. cordata and F. sylvatica showed significantly higher CH, emission rates in forest compared to grass-
land habitats (Figure 1, Supplementary Table S3 in Supporting Information S1).

3.2. Tree Species-Specific Traits, Components of Management Intensity and Environmental Variables as
the Driver of Gas Emission Rates

To disentangle the importance of different variables in explaining CO, and CH, emission rates, we reduced the
global model by a model averaging procedure (Supplementary Figures S1-S4 in Supporting Information S1) to
retrieve a trait model for each habitat type. Exposed in forest habitats, CO, emission rates increased with decreas-
ing ForMI, increasing relative air humidity, and with the following tree species-specific traits: decreasing content
of lignin, organic extractives, and sulfur, but increasing content of carbon, nitrogen, and magnesium (Figure 2,
Supplementary Table S5 in Supporting Information S1). The final model including the components of ForMI
indicated that mainly tree species non-natural to the sites (Inonat) caused the influence of management inten-
sity on CO, emission rates (Supplementary Table S6, Supplementary Figure S5 in Supporting Information S1).
Exposed in grassland habitats, CO, emission rates increased with decreasing wood density and increasing soil
moisture (Figure 2, Supplementary Tables S5 in Supporting Information S1).

CH, emission rates from specimens exposed in forest habitats increased with decreasing air temperature and
wood density, and increasing sulfur content using the combined ForMI (Figure 2, Supplementary Table S7 in
Supporting Information S1). Using the components of ForMI, CH, emission rates were additionally positively
affected by decreasing proportion of deadwood volume with saw cuts (Idwcut), decreasing air temperature,
decreasing soil pH, decreasing wood density, and increasing sulfur content (Figure 3, Supplementary Table S8
in Supporting Information S1). For specimens exposed in grassland habitats, CH, emission rates were positively
associated with air humidity and sulfur content, but negatively with wood density, when using the combined LUI
(Figure 2, Supplementary Table S7 in Supporting Information S1). In addition, the model based on the single
LUI components showed a positive relationship between CH, emission rates and fertilization, air humidity, soil
temperature, and sulfur content, but a negative relationship with grazing, air temperature, and wood density
(Figure 3, Supplementary Table S8 in Supporting Information S1).
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Figure 2. Important variables for carbon dioxide (CO,) and methane (CH,) emission rates are based on the trait models with %
combined land use intensity index (LUI) or forest management intensity index (ForMI), separated by habitat types. Selection g
of variables was based on weights by Akaike information criterion and importance values > 0.75 (Details for CO, emission Z
rates see supplement Figure S1 and CH, see supplement Figure S3 in Supporting Information S1). Black circles and lines IS
show the standardized model estimates and +95% confidence interval. g.
g
g
3.3. Relationship Between CO, or CH, Emissions Rates With Mass Loss g

In the case of deadwood decay, gas emission rates reflect a snapshot of ecosystem respiration whereas mass loss
represents a rather overall effect of decomposition over the entire exposure time. Mass loss correlated signifi- 7
cantly with CO, emission rates exposed in both habitat types (Figure 4). In particular, CO, emission rates of A. &

platanoides, F. sylvatica, P. avium and Tilia platyphyllos were positively correlated with mass loss in both habitat

types. Some tree species exhibited only a significant relationship for forest (C. betulus, P. sylvestris, P. tremula
and Q. robur) or grassland (B. pendula, F. excelsior, L. decidua, P. abis) habitats. In contrast, a significant but Y
g
grassland forest §
o
Idwcut o —— ES
Total fertilization - —— &
Total grazing —— -;
Relative air humidity (%) 4 —— ;}
Air temperature (°C) 4 —— —— ;‘
Soil temperature (°C) —— ;O;
Soil pH 4 —— g
Wood density 4 ——e—— — é
P
Sulfur concentration - — —— H
T T T T T T H
-0.2 0.0 0.2 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 g
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E
Figure 3. Important variables for methane (CH,) emission rate based on the trait model with components of land use f;
intensity index and forest management intensity index, separated by habitat type. Selection of variables was based on weights o
by Akaike information criterion and importance values > 0.75. Details for CH, emission rates see supplement Figure S4 in %
Supporting Information S1). Black circles and lines show the standardized model estimates and +95% confidence interval. é;
H
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Figure 4. Relationship between CO, emission rates and deadwood mass loss of 13 tree species (ng,,. = 340, n, =453).

grassland =

The red and blue lines represent the linear Spearman correlation with p values of samples derived from forest and grassland
plots, respectively.

marginal correlation was observed between CH, emission rates and mass loss (Figure 5). Overall, the positive
correlation was slightly lower for specimens exposed in forest than for specimens exposed in grassland habitats.
Regarding individual tree species, CH, emission rates of A. platanoides, P. avium and T. platyphyllos were
significantly associated with mass loss in grassland habitats. Additionally, CO, emission rates were significantly
correlated to CH, emission rates (Supplementary Figure S6 in Supporting Information S1).

4. Discussion

We used this experimental design to combine an incubation analysis of standardized and sterilized wood spec-
imens in the field experiment with a laboratory measurement of gas emission rates and weight loss. Because
the primary focus was on differences in emission rates among tree species, habitat types, and environmental
conditions, standardized start and end conditions were used. The sterilization of the wood specimens inactivates
all endophytes and wood-inhabiting organisms (Freitag & Morrell, 1998; Sharman & Smith, 1970) and offers a
similar starting point for all specimens before the subsequent colonization of saprotrophic microorganisms during
field exposure. To provide similar incubation conditions, the gas measurements were conducted at room temper-
ature and field temperatures at collection time were neglected.

To identify various drivers, literature-based tree-specific wood traits associated with the exploratory site Schorf-
heide-Chorin, as well as environmental variables of the exposure year and management intensities values were
included in our data analyses. As all specimens were retrieved from one tree trunk per tree species, uniform wood
traits were present at the start of exposure.

Our results underestimated the real infield effect because the wood traits were not from the actual samples and
using the mean of environmental variables minimized the seasonal effect. Thus, our models could only explain
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Figure 5. Relationship between CH, emission rates and deadwood mass loss of 13 tree species (ng,,. = 340, Ny ing = 453).
The red and blue lines represent the linear Spearman correlation with p values of samples derived from forest and grassland
plots, respectively.

48.6% for CO, emission rates and 58.1% for CH, emission rates. Nevertheless, these results underline several
known observations and therefore represent a valid method.

Our findings support that deadwood decay in the early stage was a source of both CO, and CH, with tree species
identity as an important driver. CO, emission rates were additionally shaped by environmental conditions vary-
ing between habitat types and management intensities (Table 1). In addition, the effect of tree species identity
was particularly linked to tree species-specific wood traits (Figures 2 and 3), accompanied by the effects of a
few site-specific environmental variables. In the upcoming sections, each driver will be discussed for both gases
separately.

4.1. CO, Emission Rates From Deadwood Were Driven by Tree Species Identity and Environmental
Conditions

The averaged deadwood CO, emission rates were one-third higher exposed in forest compared to grassland
habitats as the principal finding for hypothesis 1 (Figure 1). During deadwood decay, CO, is formed by the
respiration processes of decomposing microorganisms (Lagomarsino et al., 2021), while their activity determines
the magnitude of emission rates. As already shown for forest habitats, this activity is sensitive to environmental
changes (Herrmann & Bauhus, 2013), particularly local environmental conditions shaped by forest habitat struc-
ture. Furthermore, these microorganisms exhibit substrate specificity leading to tree species-dependent diversity,
as shown in the German exploratories (Purahong et al., 2018). In this context, the home-field hypothesis was put
forward, postulating that deadwood is faster decomposed when exposed in forest stands of the same tree species
than in forest stands of other tree species (Ayres et al., 2009). Such increased decomposition rates in home-field
habitats have already been detected for litter (Austin et al., 2014; Ayres et al., 2009) or deadwood of the same
exploratories (Purahong et al., 2019), and support our findings of higher CO, emission rates in forests as a natural
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source of deadwood compared to grassland habitats. Such trees in open environments provide a habitat for a
large number of individuals and, through the periodic loss of dead matter, influence the microorganisms present
by shifting to increased saprotrophic activity (Smith & Peay, 2021). The saprotrophic communities for efficient
deadwood decomposition were potentially less frequent in grassland compared to forest habitats. However, this
home-field hypothesis was so far only postulated for forest sites with co-occurring similar deadwood substrates,
for example, decomposition of beech deadwood in a beech forest stand (Purahong et al., 2019). Our results
suggest that this hypothesis can also be applied to a forest-grassland comparison, where forest stands are home-
fields for all tree species compared to grasslands most likely because of the presence of effective decomposer
communities (Figure 1). Our forest plots faced a history of more than 50 years as forests (Fischer et al., 2010) with
continuous bioavailable deadwood as substrate, which enabled an adaptation of native saprotrophic community
members to deadwood substrates (Di Lonardo et al., 2018; Gao et al., 2016). As the deadwood specimens were
sterilized prior to exposure, biogenic inoculum from the particular habitat was potentially crucial for the CO,
emission rates, as saprotrophic communities colonized deadwood specimens more frequently in forest compared
to grassland habitats.

Differences in CO, emission rates were also affected by management intensity showing a negative relationship
with ForMI, confirming hypothesis 2 (Table 1, Figure 2). This might be explained by a loss of microbial decom-
poser abundance and diversity with increasing management intensity, as shown in previous studies of German
forest sites (Gossner et al., 2014; Purahong et al., 2014). As the main deadwood decomposers were less frequently
present with increasing ForMI, CO, emission rates were reduced. Moreover, the effect of ForMI was mainly
attributed to the proportion of tree species non-natural to the site (Inonat; Figure 3, Supplementary Table S6
in Supporting Information S1). Our study sites would be naturally composed of indigenous broadleaved forests
(mainly beech), whereas conifers (e.g., pines) were planted by humans for economic reasons and thus are defined
as non-natural and exposed to a higher forest management regime (Kahl & Bauhus, 2014). The main effect of
Inonat suggests, that the composition of tree species of the forest ecosystem is more important than the propor-
tion of harvested wood volume (Iharv) or proportion of deadwood volume with saw cuts (Idwcut). Moreover,
forests dominated by beech and oak caused higher CO, emission rates compared to mixed forests or pine forests
(Supplementary Figure S5 in Supporting Information S1), indicating that forests of both main tree species serve
as a source of potent deadwood decomposing microorganisms that accelerate the decomposition of all 13 tree
species. In addition, the main tree species in these forests shaped deadwood decomposing microorganisms by
different percentages of leaf to soil surface area, which is lower in angiosperm-dominated forest stands compared
to gymnosperm forest stands (lio et al., 2014). These proportions caused higher water precipitation on the angio-
sperm forest floors (Augusto et al., 2015), positively increasing air humidity below the canopy (Scharenbroch &
Bockheim, 2007) and thus enhanced CO, emission rates in our study (Figure 2). Angiosperm-dominated forests
corresponding to a low Inonat showed correlations with increasing soil moisture and decreasing soil tempera-
ture (Supplementary Figure S7 in Supporting Information S1). These results are in-line with previous studies in
Germany as higher moisture concentrations stimulated the microbial activities in a beech and spruce forest envi-
ronment of southern Germany (Herrmann & Bauhus, 2013). Moreover, higher moisture caused higher respiration
rates in an Irish forest environment (Olajuyigbe et al., 2012) and increase CO, emission rates of larix and betula
in Russian forest environment (Mukhortova et al., 2021). Therefore, the effect of moisture on CO, emission rates
was in line with our hypothesis 2. In summary, the higher respiration rates of deadwood decomposing microor-
ganisms in more natural forest environments indicate their increased activity, which was likely associated with
increased decomposition of deadwood.

In addition, we found higher soil moisture to increase CO, emission rates of specimens exposed in grassland
habitats, indicating that moisture was also of pivotal importance in grassland habitats and water availability was
better retained in the soil. Unlike forests, the soil in the grassland is not protected by a canopy, which leads to
different soil conditions and a more direct weather input (Scharenbroch & Bockheim, 2007). Precipitation and
soil conditions as drivers of decomposition processes have already been shown in temperate forests (Oberle
et al., 2018) and grassland habitats for litter (Bontti et al., 2009). As the soil microbial community can influence
the decomposing microbial community (Wu et al., 2019), colonization of deadwood specimens likely occurs from
belowground. Further investigations are needed to fully understand and predict CO, emission rates from dead-
wood in grassland habitats. However, the temperature had no significant effect on CO, emissions contradicting
our hypothesis 2.
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CO, emission rates were significantly affected by tree species identity in our study, supporting previous studies
and our hypothesis 3 (Kahl et al., 2015; Purahong et al., 2016; Warner et al., 2017). Each tree species is consti-
tuted by tree species-specific wood traits, which all affect their degradability and mineralization rate (Freschet,
Aerts, & Cornelissen, 2012). Exposed in forest habitats, we found a negative effect of lignin on CO, emission
rates (Figure 2). The quantity of lignin is typically higher in gymnosperms compared to angiosperms (Fengel
& Wegener, 2011). Moreover, the quality of lignin structures differed as guaiacyl moieties were more frequent
in gymnosperms (Hatakka & Hammel, 2011) and sinapyl moieties more frequent in angiosperms, with latter
moieties being more frequent and faster biodegradable (Freschet, Weedon, et al., 2012; Higuchi, 2006). However,
the negative effect of lignin on CO, emission rates could also be observed within angiosperms. Deadwood from
T. platyphyllos with low lignin content compared to other tree species in this study (Figure 2; Kahl et al., 2017)
showed the highest CO, emission rates (Figure 1). In contrast, F. excelsior is characterized by high lignin contents
(Kahl et al., 2017), and consequently had the lowest emission rates (Figure 1). However, B. pendula showed the
same low CO, emission rates as F. excelsior, but has a low lignin amount. This unexpected effect was possibly
caused by the occurring high wood density of B. pendula compared to other tree species in this study (Kahl
et al., 2017). Wood density changes during decomposition and correlates with increasing porosity (Btoriska
et al., 2018; Piaszczyk et al., 2020), which makes deadwood more accessible for deadwood decomposers.

We found wood traits such as higher content of decomposer nutrients (carbon, nitrogen and magnesium) had a
positive effect on CO, emission rates, while organic extractives and sulfur content had a negative effect (Figure 3).
Organic extractives, as the sum of diverse compounds involved in plant defense mechanisms, can inhibit fungal
decomposition activity (Gierlinger et al., 2004; Kahl et al., 2017), which would explain the observed negative
effect on CO, emission rates. In contrast, the natural abundance of nitrogen and magnesium promoted dead-
wood decomposing microorganisms and enzyme activities (Bebber et al., 2011; Hu et al., 2020; Rosenstock
et al., 2016; Zak et al., 2019), which consequently increased CO, emission rates.

4.2. CH, Emission Depends Mainly on Tree Species

Overall deadwood was a source of CH, (Figure 1), as recently observed in other studies of temperate forest
environments (Covey et al., 2016; Lagomarsino et al., 2021; Mukhin & Voronin, 2009; Mukhortova et al., 2021;
Oberle et al., 2018), as well as standing dead trees in tropical forests (Kumar et al., 2021), Australian diebacks
(Jeffrey et al., 2019) and wetlands (Carmichael et al., 2018; Carmichael & Smith, 2016). Therefore, our hypoth-
esis 4 in temperate regions was supported. Based on the high variability of CH, emission rates, it was previously
concluded that deadwood act as a net source but also as a net sink and thereby annulling emissions (Warner
et al., 2017). Deadwood was found to be inhabited by a broad diversity of methanotrophs (Makipai et al., 2017)
that contribute to consuming CH,, as the majority of these methanotrophs rely only on this C-source. In contrast,
CH, is released into the atmosphere as a breakdown product of deadwood decay (Covey et al., 2016; Kolb
etal., 2005; Taumer et al., 2021) and as part of the methanogenic activity (Covey et al., 2012; Hietala et al., 2015).

Tree species influenced the CH, emission rates (Table 1), which has been indicated in previous studies, but
these were based on different experimental settings, such as larger sample size or direct measurement with a
portable gas analyzer (Covey et al., 2016; Lenhart et al., 2012; Mukhortova et al., 2021; Warner et al., 2017). In
our study, this effect is attributed to the following specific wood traits. Decreasing wood density and increasing
sulfur content correlated positively with CH, emission rates exposed in both habitat types (Figure 2). Low wood
density is associated with higher porosity, which increases the internal diffusion ratio (Schwarze, 2007), which
in turn facilitates the efflux of CH, produced in the inner wood. Wood density also influences the water dynamic
of deadwood leading to a better water holding capacity with decreasing density (Zhao et al., 2014). Higher water
content has a positive effect on the establishment of anoxic environments and thus enables methanogenic activi-
ties. Probably, such lower density conditions caused higher methanogenic activities in deadwood. Next to wood
density, sulfur content was a strong driver in both habitat types (Figure 2). Methanogens rely on the key enzyme
Methyl-coenzyme M reductase to release CH, (Thauer, 1998), which is sensitive to sulfur dioxide and other
sulfur species (Karhadkar et al., 1987; Khan & Trottier, 1978). However, if sulfur is bioavailable, it is directly
assimilated by decomposing community members (Schmalenberger et al., 2011) leading to increased biodegrada-
tion on the one hand and almost non-bioavailable sulfur species to inhibit methanogenic breakdown.
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High relative air humidity was positively associated with CH, emission rates of specimens exposed in grass-
land (Figure 2), favoring anoxic conditions in deadwood and thus promoting methanogenic activities (Covey &
Megonigal, 2019). In turn, CH, emission rates decreased with high air temperature exposed in forest habitats
(Figure 2). Shifts in the temperature regime directly affected the archeal community composition and function
(Conrad et al., 2009; Ding & Cai, 2003), including dominant methanogens as well as methanotrophs. Both CH,
production and CH, consumption are temperature sensitive and have been shown to operate contrary (Mukhortova
et al., 2021). If the oxidation was more stimulated by higher temperature than methanogenesis, this would lead
to the observed negative impact of temperature. In addition, neither management intensities based on ForMI nor
LUI affected CH, emission rates, but their respective components (Figure 3). Exposed in forest habitats, a higher
proportion of deadwood originated from management activity (Idwcut) decreased CH, emission rates (Figure 3,
Supplementary Table S6 in Supporting Information S1), indicating that methanogenic activity is more produc-
tive in non-managed forest environments. Exposed in grassland habitats, CH, emission rates were increased by
fertilization but reduced by grazing (Figure 3, Supplementary Table S6 in Supporting Information S1). Fertili-
zation causes an exogenous supply of nitrogen and other macronutrients which potentially remove fermentation
limitations, thereby offering more methanogenic substrates to increase CH, emission rates or directly support
methanogenic activity (Murray & Zinder, 1984). On the other hand, grazing activity reduced CH, emission rates,
indicating that tremendous shifts in the habitat conditions by grazing reduced the methanogenic activity. Possibly
grazing reduces soil pH as well as its moisture but leads to an increase in soil temperature (Supplementary Figure
S7 in Supporting Information S1).

4.3. Mass Loss Is Linked to CO, and Less Linked to CH; Emission Rates

Overall CO, emission rates were positively correlated to mass loss, which underlines our hypothesis 5. However,
this relationship depended on tree species identity (Figure 4). So far CO, emission rates were linked to respira-
tion in short-term observations, which were directly connected to environmental conditions (Yang et al., 2016).
As mass loss is not only correlated to respiration but also with leaching and fragmentation, our results suggest
that snapshot analyses of gas emission rates in the early stage of decay are linked to mass loss and can be used
to predict overall deadwood decay processes. Interestingly, the overall contribution of mass loss to CH, emis-
sion rates from all deadwood specimens was higher exposed in grassland habitats compared to forest habitats
(Figure 5), which is in contrast to CO, emission rates (Figure 4). Previously, a correlation between CH, emission
rate and overall decay rate was shown only for Fraxinus (Oberle et al., 2018), which was confirmed for grassland
in our study. Detailed analyses of CH, emission rates between and within deadwood tree species varied strongly
and showed only a marginal correlation to mass loss. Accordingly, it can be assumed that the decomposition of
our sterilized deadwood specimens on forest and grassland soils was mainly determined by aerobic processes,
which were only partially accompanied by methanogenic decomposition processes. Another indication that CH,
production and decomposition activity are linked to each other was the positive correlation between CH, and CO,
emission rates (Supplementary Figure S6 in Supporting Information S1), which was also reported by Mukhor-
tova et al. (2021). Therefore, CH, emission rates provide rather supplementing information and are not a reliable
predictor for deadwood decomposition processes. However, if once anoxic environments were long-term present
such CH, emission rates are more relevant (Covey & Megonigal, 2019).

5. Conclusions

In our study, we identified important drivers of CO, emission rates from 13 tree species exposed in forest habitats,
which were extended to grassland habitats and substantially improved our understanding of deadwood decom-
position. Our findings suggest that the home-field hypothesis can be extended, as many deadwood tree species
showed a higher CO, emission rate in forest habitats compared to grassland habitats. Therefore, deadwood
decomposition productivity is higher in forest habitats due to more suitable habitat conditions and potentially
higher abundance and diversity of decomposer communities. CO, emission rates are linked to mass loss, suggest-
ing that current emissions directly reflect early stage decay processes. In contrast, CH, emission rates were highly
variable in both habitat types and are thus rather indicative of methanogenic activity in anaerobic decomposition
situation. We observed that forest management intensity decreased CO, emission rates, whereas CH, was only
affected by management components. We highlight the complex interactions during deadwood mineralization,
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Introduction

The supporting information include additional results for the first approach (main model) and
second approach (trait model) based on linear mixed effects models:

e Interaction test of significance for the main model;

e Test of the predictive power for both models;

e Selection of important variables based on the multimodel inference approach for the
trait model;

e Any known imperfections or anomalies in the data.]

4 o] . ° = -
Main re species| toonat| ... Alc
Air temperature °C)| [T o AIC<T
Main tree species| B
Retai ir gy ()
E Air temperature (°C)|
Soil temperature (°C)| [ s
clative air humidiy 06)| [ —
Soil moisture (%)| Soil temperature (°C)|
soil phi| Soil moisture (%)| I
Wood density - Soil pH| ™
Calcium concentration| [
Calcium concentration [
msme————— | ) )
Magnesium concenision] NN
Phenol concentration | [N Phenol concentration | N
Organic cxrcives| | Organic cxrcives| .
.00 035 050 075 T.00 000 025 050 075 T.00
value value

Supplementary Figure S1. Relative importance of independent variables for the best
model of methane (CO») emission rates from deadwood of 13 tree species exposed in
forest plots (n = 340). Independent variables are tree species traits, environmental
variables and combined forest management intensity index (ForMI) (A) or separate
ForMI components; proportion of tree species that are not part of the natural community
(Inonat), proportion of harvested wood volume (Iharv), proportion of deadwood wit saw
cuts (Idwcut) (B). The calculation of the relative important variables based on the sum of
weights by Akaike information criterion (AIC).
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Supplementary Figure S2. Relative importance of independent variables for the best

model of carbon dioxide (CO2) emission rates from deadwood of 13 tree species exposed
in grassland plots (n = 453). Independent variables are tree species traits, environmental
variables and combined land-use intensity index (LUI) (A) or separate LUI components;

total grazing, total mowing and total fertilization (B). The calculation of the relative

important variables based on the sum of weights by Akaike information criterion (AIC).
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Supplementary Figure S3. Relative importance of independent variables for the best
model of methane (CH4) emission rates from deadwood of 13 tree species exposed in
forest plots (n = 340). Independent variables are tree species traits, environmental
variables and combined forest management intensity index (ForMI) (A) or separate
ForMI components; proportion of tree species that are not part of the natural community
(Inonat), proportion of harvested wood volume (lharv), proportion of deadwood wit saw
cuts (Idwecut) (B). The calculation of the relative important variables based on the sum of
weights by Akaike information criterion (AIC).
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Supplementary Figure S4. Relative importance of independent variables for the best
model of methane (CH4) emission rates from deadwood of 13 tree species exposed in
grassland plots (n = 453). Independent variables are tree species traits, environmental
variables and combined land-use intensity index (LUI) (A) or separate LUI components;
total grazing, total mowing and total fertilization (B). The calculation of the relative
important variables based on the sum of weights by Akaike information criterion (AIC).
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Supplementary Figure S5. Relationship of carbon dioxide (COz) emission rates and
Inonat (the proportion of living wood volume consisting of tree species non-natural to the
sites) of 13 tree species deadwood (nforest = 340) exposed in different forest types.
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Supplementary Figure S6. Relationship between CH4 and CO; emission rates of 13 tree
species (Ngrassland = 453, Nforest= 340). The red and blue lines represent the correlation of
samples derived from forest and grassland plots, respectively.
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Supplementary Figure S7. Spearman Correlation between management intensities and
environmental variables in forest and grassland plots. Only significant correlations are
shown. Significant was set as < 0.05.
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Supplementary Table S1. Land-use and management types for grassland and forest
habitats in the biodiversity Exploratory Schorfheide Chorin.

Grassland

Meadows

fertilized 7

unfertilized 11
Pastures

fertilized -

unfertilized 22
Mown pastures

fertilized 3

unfertilized 7

Forest

Unmanaged forest 5
Age class forest

beech 16

oak 7

spruce -

pine 22
Selection forest (trees harvested
selectively) )
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Supplement Table S2 Tree specific wood traits from the publication of Kahl et al. (2017).

Tree Phosph Magne

Carbon  Nitrogen Organic Wood

Sulfur  Calcium Potassium Mangan Phenol Lignin

Species orous sium extractives  Density
% % nglg  nglg ng/g ng/g ng/g ng/g % % % g/em’
Quercus 46.1 0.13 23 109 866.5 592 44 19.1 0.49 26.7 1.6 11.9
Fagus 458 0.12 93.6 125 1017.3 1416 291 96.3 0.03 26.9 0.5 13.0
Betula 45.6 0.06 125.7 120 1288.4 1034 111 11.1 0.04 23.4 1.2 10.3
Carpinus 454 0.19 133.9 160 1850.3 1350 190 68.2 0.1 23.6 0.8 122
Prunus 46 0.13 67.2 69 820.7 871 151 122 0.12 24 33 9.1
Populus 45.7 0.08 116.6 126 1697.6 2213 511 6.7 0.03 25.5 0.9 7.7
Acer 46 0.14 202.5 172 2307.6 1569 357 30.8 0.05 28.4 0.8 9.6
Tilia 46.8 0.13 68.2 74 949.6 686 206 131.8 0.04 23.1 2.8 89
Fraxinus 46 0.12 85.5 129 726.1 1836 206 49 0.17 26.6 1.88 11.4
Picea 46.6 0.07 373 61 1316.6 436 134 138.1 0.05 27.6 0.9 8.1
Pinus 48.3 0.03 25.5 43 916.5 330 141 94.9 0.05 28.7 7.2 8.9
Pseudotsuga 46.6 0.05 374 49 282.7 435 27 65.9 0.1 28.8 1.7 8.7
Larix 45.1 0.19 145.9 47 4411.3 343 202 26.6 0.1 28.4 1.4 10.0
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Supplementary Table S3. Interaction test of significance by linear mixed model for
carbon dioxide (CO3) and methane (CH4) across habitats and fixed for tree species.
Adjusted p-values and significances were calculated using Satterthwaite’s method.
Significance-values <=0.05 are shown with *; Significance-values <=0.01 are shown
with **; Significance-values <=0.001 are shown with ***,

CO:
Ratio SE Df Tratio Pvalue  Significance
Acer platanoides 0.552  0.103  439.1 -3.188  0.0015 o
Betula pendula 0.732  0.141  466.8 -1.622  0.1055
Carpinus betulus 0.679  0.123  408.4 -2.135  0.0333 *
Fagus sylvatica 0.660  0.123  436.0 -2.225  0.0266 *
Fraxinus excelsior  0.652  0.121  435.6 -2.298  0.0221 *
Larix decidua 0.895  0.162  406.2 -0.616  0.5383
Picea abies 0.704  0.128  416.5 -1.932  0.0540
Pinus sylvestris 0.508 0.094 427.1 -3.670  0.0003 wEE
Populus tremula 0.567 0.104 427.1 -3.082  0.0023 **
Prunus avium 0.814  0.145  399.7 -1.150  0.2510
Pseudotsuga 1.080  0.198 4187 0420  0.6746
menziesii
Quercus robur 1.084  0.193  396.2 0.452 0.6514
Tilia cordata 0.358  0.065 402.8 -5.701  2.31E-08  ***
CH4
Ratio SE Df T ratio P value Significance
Acer platanoides 1.087  0.144  403.6 0.626 0.5317
Betula pendula 1.098  0.150 428.1 0.686 0.4934
Carpinus betulus 0.905 0.116 3719 -0.775 0.4389
Fagus sylvatica 0.744  0.098 3983 -2.235 0.0260 *
Fraxinus excelsior  1.009  0.134  397.9 0.068 0.9458
Larix decidua 0.883  0.113 3699 -0971  0.3323
Picea abies 1.028  0.133  379.2 0.215 0.8298
Pinus sylvestris 0.877  0.115  389.7 -1.000  0.3181
Populus tremula 0911  0.119 3913 -0.714  0.4757
Prunus avium 0.842  0.107  363.0 -1.355  0.1764
Pseudotsuga 0.898 0.117 3817  -0.826  0.4090
menziesii
Quercus robur 1.019  0.129 3599 0.146 0.8843
Tilia cordata 0.721  0.097  409.5 -2.445  0.0149 *
10
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Supplementary Table S4: Test of the predictive power by calculation of the R-squared
(R?) for the main model and trait model. Conditional R? is related to both fixed and Plot-
ID by habitats as random factors and marginal R’ describes only fixed factors.

CO: CH4

Main Model Main Model
Conditional R 0.485 0.581
Marginal R? 0.262 0.371

Trait Model Trait Model

forest grassland forest grassland
Conditional R?  0.422 0.507 0.498 0.668
Marginal R 0.298 0.221 0.174 0.244

11

121



Darstellung des Eigenanteils und Publikationen

122

Supplementary Table S5. Effect of important species traits, environmental variables
and combined land use intensity index (LUI) or forest management intensity index
(ForMI) on carbon dioxide (CO;) emission rates based on trait model for importance
variables. Analysis was performed separately for different habitat types (50 grassland
plots, 50 forest plots) containing deadwood logs of 13 different tree species (ngrassiand =
453, Norest = 340). Model fit variables are calculated on weights by Akaike information
criterion (AIC) and selection of all variables with an importance value > 0.75
(supplementary figure S1-S2).

CO
Grassland
Degrees
Variable Estimate lsziil:)(:ard of T value P value Significance
freedom
(Intercept) 1.342 0.074 27.89 18.18 5.34E-17 ***
Soil moisture 0.269 0.055 36.67 4.89 2.02E-05 ***
Wood density -0.160 0.055 10.99 -2.92 0.0139 *
Forest
Variable Estimate Standard - Degrees of T value P value Significance
Error freedom
(Intercept) 1.588 0.072 15.79 21.95 2.96E-13 ***
ForMI -0.144 0.063 26.08 -2.27 0.0314 *
Relativeair ;59 0.064 25.62 249 00195  *
humidity
Lignin -0.261 0.058 6.05 -4.53 0.0039 *E
Organic 0237 0.100 6.09 236 0.0554
extractives
Carbon = 553 0.117 6.03 474 00032  **
concentration
Nitrogen 503 0.073 6.12 279 00308 *
concentration
Magnesium 53 0.061 6.00 500 0.0024  **
concentration
Sulfur 5560 0.072 6.09 373 00095
concentration
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Supplementary Table S6. Effect of important species traits, climate variables and
components of land use intensity index (LUI) or forest management intensity index
(ForMI) on carbon dioxide (CO;) emission rates based on trait model for importance
variables. Analysis was performed separately for different habitat types (50 grassland
plots, 50 forest plots) containing deadwood logs of 13 different tree species (Ngrassiand =
453, Norest = 340). Model fit variables are calculated on weights by Akaike information
criterion (AIC) and selection of all variables with an importance value > 0.75
(supplementary figure S1-S2).

CO
Grassland
Degrees
Variable Estimate :iil;gard of T value P value Significance
freedom
(Intercept)  1.342 0.074 27.89 18.18 5.34E-17  ***
Soil moisture 0.269 0.055 36.67 4.89 2.02E-05 %
Wood density -0.160 0.055 10.99 -2.92 0.0139 *
Forest
Variable Estimate Standard - Degrees of T value P value Significance
Error freedom
(Intercept)  1.590 0.074 16.41 21.61 1.74E-13  ***
Inonat -0.123 0.065 25.81 -1.88 0.0713
Relativeair , | ¢, 0.066 25.46 245 0.0214  *
humidity
Lignin -0.262 0.057 6.06 -4.56 0.0038 **
Organic 0237  0.100 6.10 238 0.0543
extractives
Carbon ) 553 0.116 6.03 476 0.0031  **
concentration
Nitrogen 504 0072 6.12 2.81 0.0300  *
concentration
Magnesium ., 53 460 6.00 5.03 0.0024  **
concentration
Sulfur 570 0072 6.10 3.76 0.0092  **
concentration

13
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Supplementary Table S7. Effect of important species traits, environmental variables
and combined land use intensity index (LUI) or forest management intensity index
(ForMI) on methane (CHy) emission rates based on trait model for importance variables.
Analysis was performed separately for different habitat types (50 grassland plots, 50
forest plots) containing deadwood logs of 13 different tree species (Ngrassiand = 433, Hforest
= 340). Model fit variables are calculated on weights by Akaike information criterion
(AIC) and selection of all variables with an importance value > 0.75 (supplementary

figure S3-S4).

CH4
Grassland
Degrees
Variable Estimate ISEtral-l:)gard of T value P value Significance

freedom
(Intercept)  1.874 0.092 14.37 20.31 5.52E-12  ***
Relative air
humidity 0.076 0.041 39.03 1.84 0.0741
Wood density -0.259 0.097 10.01 -2.67 0.0235 *
Sulfur *
concentration 0.302 0.098 9.99 3.08 0.0116

Forest
Variable Estimate ISEtandard Degrees of T value P value Significance
rror freedom
(Intercept) 1.976 0.082 20.46 23.90 2.00E-16 ~ ***
Air "
temperature -0.138 0.054 26.98 -2.55 0.0166
Wood density -0.211 0.077 9.96 -2.73 0.0214 *
Sulfur %
concentration 0.209 0.077 10.00 2.73 0.0211
14
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Supplementary Table S8. Effect of important species traits, environmental variables
and components of land use intensity index (LUI) or forest management intensity index
(ForMI) on methane (CHy) emission rates based on trait model for importance variables.
Analysis was performed separately for different habitat types (50 grassland plots, 50
forest plots) containing deadwood logs of 13 different tree species (Ngrassiand = 433, Hforest
= 340). Model fit variables are calculated on weights by Akaike information criterion
(AIC) and selection of all variables with an importance value > 0.75 (supplementary

figure S3-S4).

CH4
Grassland
Degrees
Variable Estimate ]S;ril:)gard of T value P value Significance
freedom
(Intercept) 1.872 0.090 13.25 20.71 1.76E-11  *%*
Total grazing -0.126 0.045 34.10 -2.81 0.0081 w%
Total = 065 0.038 34.92 1.71 0.0964
fertilization
Relativeair —, ;q, 0.038 35.15 2.16 0.0374  *
humidity
Soil 0.186 0081 3455 231 00273 *
temperature
Air 20.150  0.075 33.98 200  0.0538
temperature
Wood density -0.259 0.097 10.01 -2.67 0.0235 *
Sulfur - 303 0.098 9.99 3.09 00115  *
concentration
Forest
Variable Estimate Standard - Degrees of T value P value Significance
Error freedom
(Intercept) 1.972 0.080 18.45 24.62 1.43E-15 %
Idwcut -0.093 0.050 25.37 -1.86 0.0738
Air -0.144 0.050 24.80 -2.87 0.0082 **k
temperature
Soil pH -0.091 0.051 24.55 -1.79 0.0856 .
Wood density -0.211 0.077 9.96 2.72 0.0217 *
Sulfur 519 0.077 10.00 2.73 0.0211  *
concentration
15
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Supplementary Table S9. Test of multicollinearity based on the trait model for CHy
emission rates for grassland and forest habitats.

Grassland
Compound index Components
Parameter VIF SE_factor VIF SE_factor
Total grazing 1.855 1.362
LUI Total mowing 1.471 1.213 1.164 1.079
Total fertilization 1.225 1.107
Air temperature 4.106 2.026 4.205 2.051
Relative air humidity 1.052 1.026 1.094 1.046
Soil temperature 4.667 2.160 4.993 2.235
Soil moisture 1.737 1.318 2.118 1.455
Seil pH 1.773 1.332 1.814 1.347
Wood density 2.953 1.718 2.953 1.718
Lignin 2.359 1.536 2.359 1.536
Carbon concentration 8.435 2.904 8.435 2.904
Nitrogen concentration 3.626 1.904 3.626 1.904
Calcium concentration 4.195 2.048 4.195 2.048
Magnesium concentration 2.791 1.671 2.791 1.671
Sulfur concentration 3.559 1.887 3.559 1.887
Phenol concentration 1.860 1.364 1.860 1.364
Organic extractives 5.117 2.262 5.117 2.262
Forest
Compound index Components
Parameter VIF SE factor  VIF SE_factor
Inonat 2.259 1.503
ForMI TIharv 1.984 1.408 1.476 1.215
Idwcut 1.194 1.093
Air temperature 4.464 2.113 4.646 2.155
Relative air humidity 1.486 1.219 1.492 1.222
Soil temperature 4.449 2.109 4.563 2.136
Soil moisture 1.513 1.230 1.567 1.252
Soil pH 1.216 1.103 1.243 1.115
Wood density 2.954 1.719 2.954 1.719
Lignin 2.356 1.535 2.356 1.535
Carbon concentration 8.400 2.898 8.400 2.898
Nitrogen concentration 3.624 1.904 3.624 1.904
Calcium concentration 4.190 2.047 4.191 2.047
Magnesium concentration  2.793 1.671 2.793 1.671
Sulfur concentration 3.559 1.887 3.559 1.887
Phenol concentration 1.859 1.364 1.859 1.363
Organic extractives 5.094 2.257 5.094 2.257
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Data Sets. Datasets are uploaded at “BExIS — Biodiversity Exploratories Information System”
(www.bexis.uni-jena.de) under “Open Data”.

“PlotID” of Data Set 1 and 2 correspond to:

- “Plots” in Data Set 3

- “EP_Plot_ID” in Data Set 4

- “EP_PlotID” in Data Set 5

- “PlotID” in corresponding Publication of Data Set 6
- “EP_Plotid” in Data Set 7.

Data Set 1. ID 30983: Carbon dioxide and methane emission rates of 1300 woodblocks from 13
different tree species for grassland and forest EP (Schorfheide)

Data Set 2. ID 30908: Loss of wood mass for 3900 woodblocks from 13 different tree species
decayed on Hainich, Swabian Alb & Schorfheide research plots of the BEshortDead - FunWood
IV Project, 2017-2018

Data Set 3. ID 24766: Open Climate Data of the Exploratories Project (https://www.bexis.uni-
jena.de/sws/PublicClimateDataLink/Index)

Data Set 4. ID 1000: Basic information and coordinates of field plots of the Biodiversity
Exploratories project

Data Set 5.

For Bexis: ID 24646: ForMI dynamics — Forest Management Intensity Index Dynamics of all
forest Eps

For publication: Kahl T, Bauhus J (2014) An index of forest management intensity based on
assessment of harvested tree volume, tree species composition and dead wood origin. Nature
Conservation-Bulgaria 7 (7):15-27. https://doi.org/10.3897/natureconservation.7.7281

Data Set 6.

For Bexis: ID 26487: Land use in grasslands: raw data of yearly owner interviews

For Publication: Vogt J, Klaus VH, Both S, Furstenau C, Gockel S, Gossner MM, Heinze J, Hemp
A, Holzel N, Jung K, Kleinebecker T, Lauterbach R, Lorenzen K, Ostrowski A, Otto N, Prati D,
Renner S, Schumacher U, Seibold S, Simons N, Steitz |, Teuscher M, Thiele J, Weithmann S,
Wells K, Wiesner K, Ayasse M, Bluthgen N, Fischer M, Weisser WW (2019) Eleven years' data of
grassland management in Germany. Biodivers Data J 7:e36387.
https://doi.org/10.3897/BDJ.7.e36387

Data Set 7. ID 22246: MinSoil 2017 - Soil pH
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Abstract

Deadwood provides habitat for fungi and serves diverse ecological functions in forests. We already have profound knowledge of fungal
assembly processes, physiological and enzymatic activities, and resulting physico-chemical changes during deadwood decay. However,
in situ detection and identification methods, fungal origins, and a mechanistic understanding of the main lignocellulolytic enzymes are
lacking. This study used metaproteomics to detect the main extracellular lignocellulolytic enzymes in 12 tree species in a temperate
forest that have decomposed for 8 ]/2 years. Mainly white-rot (and few brown-rot) Basidiomycota were identified as the main wood
decomposers, with Armillaria as the dominant genus; additionally, several soft-rot xylariaceous Ascomycota were identified. The key
enzymes involved in lignocellulolysis included manganese peroxidase, peroxide-producing alcohol oxidases, laccase, diverse glycoside
hydrolases (cellulase, glucosidase, xylanase), esterases, and lytic polysaccharide monooxygenases. The fungal community and enzyme
composition differed among the 12 tree species. Ascomycota species were more prevalent in angiosperm logs than in gymnosperm
logs. Regarding lignocellulolysis as a function, the extracellular enzyme toolbox acted simultaneously and was interrelated (e.g.
peroxidases and peroxide-producing enzymes were strongly correlated), highly functionally redundant, and present in all logs. In
summary, our in situ study provides comprehensive and detailed insight into the enzymatic machinery of wood-inhabiting fungi in
temperate tree species. These findings will allow us to relate changes in environmental factors to lignocellulolysis as an ecosystem
function in the future.
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Introduction

Microbial communities exhibit overwhelming diversity; how this
diversity relates to ecosystem functioning has been intensely
researched, but many aspects remain unknown. Metaproteomics
is a powerful tool for revealing the hidden aspects of microbial
communities and functions in environmental samples. This
sophisticated method can link species diversity to activities and
ultimately to resulting ecosystem processes [1]. Metaproteomics
has been primarily applied to describe the functionality of
microbes, mainly prokaryotic communities, in studies using pure
or enriched cultures and less so in in situ studies [2, 3], with only
a few examples for fungi [4].

Deadwood is a complex substrate and a crucial component
of forests, sequestering 73 +6 Pg or ~8% of the global terrestrial
carbon stock [5]. It provides habitat and nutrients for numerous
specialized organisms, including deadwood-colonizing fungi, bac-
teria, archaea, arthropods, and nematodes. Intensive surveys and
amplicon sequencing have steadily increased our understanding
of microbial and invertebrate diversity in deadwood [6-9]. It has
become evident that varying wood properties among tree species
and exogenous parameters such as climate, soil traits, and forest
structure affect colonization and decay dynamics in temperate
forests [6, 10-12].

Deadwood, which has a low nutrient content and a recalcitrant
lignin barrier that protects polysaccharides from decomposition,
is difficult to exploit as a resource for most microorganisms. Fila-
mentous fungi have well-adapted decomposition strategies, mak-
ing them the dominant decomposers for this substrate. Depend-
ing on the target polymers and the color of the wood residues,
these fungi are generally divided into four ecological groups:
(i) white-rot fungi (WRF) (Basidiomycota), which attack lignin,
metabolize hemicelluloses and some cellulose but leave behind
whitish fibers; (ii) brown-rot fungi (BRF) (Basidiomycota), which
attack and metabolize cellulose, including crystalline moieties
and hemicelluloses, and leave behind mostly brownish lignin
cubicles; (iii) soft-rot fungi (SRF) (Ascomycota), which attack cellu-
lose, and to a lesser extent lignin, and metabolize hemicelluloses,
leaving behind a brownish grey, spongy wood-like structure; and
(iv) wood-associated fungi, which are mostly commensal and
belong to Ascomycota, utilize low-molecular-mass wood ingredi-
ents and the products of wood decomposers [13, 14]. Each ecologi-
cal group of fungi has specific underlying mechanisms, including
the use of specific extracellular enzymes and radical-based oxi-
dation mechanisms, which are also evident in differences in their
genomes [15-17]. In laboratory studies, WRF were found to use a
variety of peroxidases, peroxide (H,0,)-producing enzymes, lac-
cases, lytic-polysaccharide monooxygenases (LPMOs), glycoside
hydrolases (GHs), and esterases to simultaneously break down
lignin, hemicelluloses, and cellulose [13, 18, 19]. In contrast, BRF
mainly use hydroxyl radicals (*OH) released by Fenton reactions
and a few hydrolases to attack cellulose and hemicelluloses [20,
21]. Furthermore, xylariaceous SRF contribute to cellulose and
hemicellulose decomposition via diverse GHs, and they also par-
tially degrade some lignin via the use of feruloyl esterase and
laccase [22]. Enzymes that act on polymeric cell wall polysac-
charides and lignin are classified in the CAZy database [23].
Various specialized wood-inhabiting fungi have been observed,
isolated, and genome-sequenced [15-17], or their proteomes have
been analyzed [24]. These findings provide the necessary basis
for metaproteomic studies of the fungal enzyme repertoire and
associated activities in environmental samples.

The decomposition process is divided into different stages
marked by changes in fungal communities, ecological guilds, and

wood quality [25-27]. Molecular taxonomy-based studies have
revealed strong community differences between host tree species,
indicating that specialized organisms contribute to the decom-
position process [28, 29]. The relatively high number of wood
colonizers and their changes during the decay process, along
with the specificity of fungal taxa, raise questions about how the
fungal community composition is related to the decomposition
process and whether widespread functional redundancy occurs.
Functional redundancy is the ability of different microbial taxa to
carry out equal or similar functions [30, 31]. This theory assumes
that shifts in community composition do not affect ecosystem
processes as different members of the same functional group
would replace each other. Knowledge of functional redundancy
during the decomposition process of wood, especially regarding
fungal contributions and the lignocellulolytic digestion enzymes
deployed in situ, is scarce and needs clarification [32, 33]. Forest
ecosystems are under pressure from anthropogenic impacts, and
understanding the underlying molecular mechanisms, particu-
larly the enzymatic mechanisms in their natural environment
and their ecosystem relevance to higher levels, such as carbon
sequestration, is important.

The main objective of this study was to determine the com-
plex relationship between fungi and their extracellular lignocel-
lulolytic enzyme machinery during deadwood decomposition. To
achieve this goal, we applied an in situ metaproteomic approach to
the deadwood of twelve common tree species after ~8 1/2 years of
decay in a temperate forest. This experiment is part of a long-term
deadwood experiment with a focus on biodiversity, management,
and ecosystem processes [10]. We aimed to identify the key fungal
drivers involved in deadwood decomposition and to characterize
the types of lignocellulolytic enzymes they employ across 12
different tree species. We investigated the impact of mass loss
in individual logs on the fungal metaproteome and explored the
correlation between fungal richness and their metaproteome.
Because of the presence of numerous active fungal species after
~8%, years of wood decomposition, we also investigated if func-
tional redundancy within the lignocellulolytic enzymatic machin-
ery occurs in situ.

Methods
Study area and deadwood sampling

This study was conducted within the Biodiversity-Exploratories
Long-term Deadwood (BELongDead) Experiment, which is an
interdisciplinary effort investigating the diversity and function of
deadwood-inhabiting organisms during the entire decay process
[10]. BELongDead is part of the DFG-funded research platform
Biodiversity-Exploratories in three German regions with stan-
dardized study plots [34], where logs of 12-13 tree species (from
one donor location) with a diameter of 30-40 cm and length of 4 m
were placed in 100 x 100 m forest plots at the beginning of 2009
(official start: 1. January 2009). For this study, wood samples were
collected from 12 plots in one region (Hainich National Park and
surrounding Diin; 51.097324N 10.458212E) in central Germany
in May 2017 after ~8 1/2 years of exposure. The region covers an
area of 1300 km?, ranges between 285 and 550 m above sea level,
and is one of the largest continuous deciduous forest areas in
central Germany. Because of its status as a strictly protected area,
most of the forest stands are not used for forestry. The main tree
species, Fagus sylvatica, covers 83% of the forest area, whereas the
remaining 17% is coniferous forest dominated by Picea abies [34].
Wood chips of 12 temperate tree species (eight angiosperms
and four gymnosperms) per 12 plots were collected without
bark using a power drill with a 2-cm auger 25 cm in length
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(Supplementary Table S1). Between each sampling, the auger was
flame sterilized. Because of losses during laboratory handling
and subsequent processing, a total of 127 wood samples were
further subjected to metaproteomic and amplicon sequencing of
the microbial community.

Estimation of mass loss

Mass loss was estimated for individual logs based on decay func-
tions published previously [35] as part of the entire BELongDead
Experiment encompassing 1066 logs. By recording the density,
mass, and volume loss of the exposed logs, the mass loss of
all individual logs was calculated as the relative difference (%)
between January 2009 and October/November 2018 (9.8 years).
By determining the deadwood densities of the logs in 2012, 2015,
and 2018, the mathematical models were refined to calculate the
mass loss over time. The sigmoidal model best described the mass
loss of Fraxinus, Pinus, and Quercus, whereas the linear model was
best for all the other tree species. Based on these models, we esti-
mated the relative mass loss separately for our 127 samples after
~8 1/2 years of exposure.

Amplicon sequencing for proteomics database
selection

An amplicon sequencing approach using standard fungal primers
[11, 36] was performed to (i) identify the most abundant wood-
decomposing fungi as the basis for the metaproteomic database
and (ii) compare both meta-approaches. Briefly, genomic DNA
was isolated from ~100 mg of each milled wood sample (i.e. a
fine powder) using a Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Kit (Zymo
Research, Irvine, CA, USA). The fungal ITS2 region was ampli-
fied using the primers fITS7/ITS4 and sequenced using MiSeq
(Mumina, Inc., San Diego, CA, USA). Amplified sequence variants
(ASVs) were generated using DADA?2 [37] implemented in the
“dadasnake” pipeline [38] as previously described [39], but the
maximum number of “expected errors” was set to 2, and the reads
were truncated at the first nucleotide with a quality score of
10. To consider potential intraspecific sequence variation, fungal
ASVs were clustered into operational taxonomic units (OTUs)
at 97% sequence similarity using VSEARCH [40]. Taxonomy was
assigned using the Bayesian classifier implemented in “mothur”
[41] against the UNITE database (version 9.0) [42], and fungal
ecology was assigned using “FungalTrait” [43].

Protein extraction and sample preparation

The collected wood chips were handled according to a previously
described procedure [44] (exhaustively described in the Supple-
mentary Methods). Briefly, the wood chips were fine milled and
extracted using a cell lysis step that included thaw—freeze cycles
and ultrasonication. Phenolic extraction was then performed,
followed by subsequent precipitation, centrifugation, and pellet-
washing steps. The pellets were dissolved in SDS buffer, heated,
and separated via SDS-PAGE. The protein bands were cut from the
SDS-PAGE gel, destained, dehydrated, and proteolytically cleaved
using trypsin. The peptide lysates were desalted using ZipTip-
1C18 tips prior to nanoLC-MS/MS.

Mass spectrometric measurement and data
analysis

Peptide lysates were resuspended and injected into a nanoHPLC
(UltiMate 3000 RSLCnano, Dionex, Thermo Fisher Scientific). The
samples were then trapped in a C18 reverse-phase trapping
column. The peptide lysates were separated by a C18 reverse-
phase analytical column (Supplementary Methods). Subsequent
mass spectrometric analysis of the eluted peptides was performed

on a Q Exactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) coupled with a TriVersa NanoMate ion
source (Advion, Ltd, Harlow, UK) in LC chip coupling mode.
The ionization and mass spectrometric settings are described
elsewhere [45]. The acquired MS/MS spectra were searched
against the constructed fungal database using the “Sequest HT”
search algorithm (Proteome Discoverer, v2.5; Thermo Scientific).
The constructed database included data from 90 fungal genomes
differentiated into 84 fungal taxa representing 50 fungal genera
(Supplementary File 1). Database selection was based on the most
abundant species identified from the tailored amplicon sequenc-
ing experiment, their presence in a previous study conducted in
the same geographical region [11], and our knowledge of common
wood-associated fruiting bodies in these temperate forests [39].
Our database also included protein data from contaminants, tree
species (UniProt release August 2021), and the most abundant
bacteria (UniProt release January 2021) (Supplementary File 2).
Data processing was performed using “Percolator” to assign
reliable statistical confidence values [46] and “Pout2Prot” for
protein grouping [47] exclusively of proteins assigned to fungi
and prokaryotes. The resulting list of protein groups was imported
into “Prophane” [48] for taxonomic annotation against the NCBI
database and functional annotation against EggNOG (v5.0)
and CAZy/dbCAN (Supplementary Methods). Protein group (PG)
abundance quantification was performed by the normalized
spectral abundance factor (NSAF) calculated from peptide
spectral matches.

In total, 109305 PGs were annotated, 97490 of which were
assigned to fungi and 11476 to prokaryotes (Supplemen-
tary Table S3). Subsequent analyses exclusively involved PGs
from fungi. The functional annotation focused on putative
main extracellular enzymes involved in lignocellulolysis, which
were categorized according to the CAZy database and their
corresponding substrates [23]. These included enzymes that
act on ‘lignin and related/derived aromatics” (laccase AA1 and
several class-II peroxidases (PODs), AA2; unspecific peroxygenase,
UPO; dye-decolorizing peroxidase, DyP); enzymes that are
“lignocellulose associated” (i.e. H,O,-producing oxidoreductases,
mostly oxidases of the CAZyme class AA3: (aryl) alcohol oxidase
(AOs), pyranose 2-oxidase); enzymes that attack “cellulose”
(cellobiose dehydrogenase (CDH), B-glucosidase GH3, and GH5_22;
cellobiohydrolase (CBH): GH6 and GH7; endoglucanase: GH5_5
and GH45; LPMO: AAs 9, 10, and 15); and “hemicelluloses,” such
as xylan/glucomannan (8-xylosidase GH3, mannanase GH5_7,
xylanase GH10, GH11, xyloglucanase GH74, acetyl xylan/feruloyl
esterase CE1, and acetylesterase CE16) (Supplementary Table S2).
These enzymes were cross-validated for their functional charac-
teristics based on an inspection of their amino acid sequence and
a neighbor-joining phylogenetic analysis (Supplementary File 2).
Furthermore, the GH3 and GHS enzymes were annotated and
separated into subclasses using dbCAN3 [49] with default settings
(Supplementary Methods).

Data analysis and statistics

Data analysis, visualization, and statistical tests were performed
in R (v4.2.2, [50]). The quality-controlled metaproteome data set
included 50 fungal genera that were selected according to their
abundance in the amplicon sequencing data set, which initially
included 389 genera. To visualize the correspondence between
the amplicon sequencing and metaproteomic data, a butterfly
diagram was created using “ggplot2” [51], featuring the 50
most abundant overlapping fungal genera. Correlation analysis
between the two methods was conducted using the function
“mantel” (“vegan” package) [52]. Furthermore, an analysis of
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the potential impact of tree species, tree clade (angio- vs. gym-
nosperms), and forest stand (i.e. plot) on community composition
was tested for both methods by a three-way permutational
multivariate analysis of variance (three-way PERMANOVA) based
on Bray-Curtis distance using the function “adonis2” (‘vegan”
package) [52].

Subsequent steps analyzed particular wood-inhabiting fungal
genera in lignocellulose degradation, and therefore NSAFs of the
PGs were logl0-transformed. To identify the decomposing fungi
and their enzymes, we created heatmaps with “ggplot2” to visu-
alize the taxonomic assignment at the genus level, the involved
tree species, and their corresponding decomposition functions.
Detailed insights into the relevant correlations between enzymes
and substrate types are illustrated in scatter plots (“ggplot2”). The
relationships between substrate-specific enzymes were analyzed
using the “Im” function (“stats” package). Previously, the normality
of the distribution of variables was assessed using histograms
(“hist” function) for the variables and QQ plots (“gggqgplot” func-
tion) for the model residuals in the “ggpubr” package.

To investigate the relationship between mass loss or species
richness and CAZyme abundance (NSAF), we used a linear mixed
effect model (LMM) with tree species as a random factor. Mod-
els were fitted with the “Ime4” package for all the summarized
CAZymes and substrate-specific enzymes, specifically those that
act on lignin, are lignocellulose associated (H,O,-producing) or
attack cellulose and hemicelluloses [53]. The quantitative predic-
tors are scaled to zero mean and associated variance to allow
comparison of estimates. The resulting estimates were subse-
quently visualized, and the predicted slopes, calculated with the
“predict” function, were plotted against the raw data points. Nor-
mal distributions were checked by visual inspection with a QQ
plot using the “ggqgplot” function (“ggpubr” package).

The functional redundancy was calculated with respect to
fungal lignocellulose degradation. These were assessed based
on the abundance-based fungal functional dissimilarities using
Bray-Curtis dissimilarity. Using the “uniqueness” function (“adiv”
package) [54, 55], the number of fungal species (N), Simpson
index (D), Rao diversity (Q), and functional redundancy (R) were
calculated. The scale of functional redundancy ranges from 0
(no redundancy) to 1 (high redundancy). For visualization, box-
plots were generated based on tree species and substrate-specific
enzyme types per tree species. An ANOVA was performed to
examine the influence of tree clade and species on community-
level functional redundancy.

Results

Comparison of amplicon sequencing and
metaproteomic data

Using amplicon sequencing, 1184 OTUs were obtained: 757
(63.9%) belonged to Ascomycota, 316 (26.7%) belonged to
Basidiomycota, and the remainder belonged to other or unknown
fungal taxa (Supplementary Table S3). A total of 389 fungal
genera were identified. The most abundant genus was Cadophora
(5.4%; Ascomycota, putative endophytes/parasites), followed
by Ischnoderma (5.1%; basidiomycetous WREF), Ascocoryne (4.3%;
ascomycetous endophytic wood saprotroph), and several other
wood-rot fungi (Supplementary Fig. S1). A PERMANOVA for
amplicon sequencing analysis revealed a strong tree species effect
(P=.001) and strong differences between tree clades (P=.001)
but no plot effect (P=.332) for the fungal OTU-based community
(Supplementary Table S5).

Metaproteomics revealed more than 223000 unique peptides,
subsequently used for parsimony-principle protein grouping.
Leveraging the respective fungal database, we annotated 97 490
fungal PGs (Supplementary Table S3). Our findings indicate
that Armillaria (basidiomycetous WRF) was the most abundant
genus, representing 22.6% of the total protein abundance. It was
followed by typical wood-decomposing fungal genera, such as
Fomitopsis (5.2%, BRF), Hypholoma (4.9%, WREF), Mycena (3.9%, WRF),
Ischnoderma (3.8%, WRF), Antrodia (3.6%, BRF), Resinicium (3.6%,
WRE), Trametes (3.3%, WRF), and the abundant xylariaceous SRF
Annulohypoxylon (2.5%) (Supplementary Fig. S1). Overall, 67.4% of
the total protein abundance was related to WRF, 8.8% to BRF, 8.5%
to SRF, and the remaining 15.3% to wood-associated endophytic
and saprotrophic fungi (Supplementary Fig. S1).

The rank-abundance of the metaproteomic approach slightly
differed from the amplicon sequencing approach (Supplemen-
tary Fig. S1). However, a Mantel test revealed a significant corre-
lation (P <.001) in the mean abundance of fungal genera among
the decomposing tree species (Supplementary Table S4 and Sup-
plementary Fig. S2) but not in the comparisons of all single-log
samples. Distinct differences were observed for Armillaria, which
had a correspondingly low OTU frequency of 0.08%, and several
genera that remained undetected via amplicon sequencing (Sup-
plementary Fig. S1). In contrast, Cadophora had an amplicon fre-
quency of 5.4%, compared with a 0.4% metaproteome abundance
(Supplementary Fig. S1).

Detection of fungal lignocellulolytic CAZymes

Overall, 49 fungal PGs accounting for 2.6% of the total relative
abundance were linked to the main lignocellulolytic CAZymes
(i.e. Supplementary Table S2), of which Armillaria was the most
abundant, with a 0.6% relative abundance (Supplementary Figs S1
and S3). For all the fungal genera, lignocellulolytic CAZymes were
assigned based on their activity toward lignin, cellulose, hemicel-
luloses, or associated functions (Fig. 1, Supplementary Table S2).

The spectra of enzymes from Ascomycota and Basidiomycota
exhibited distinct differences (Fig. 1). High-redox potential ligni-
nolytic class-11 PODs originated exclusively from basidiomycetous
WRF and included mainly manganese peroxidase (MnP) and, to a
lesser extent, versatile peroxidase (VP) and lignin peroxidase (LiP)
(Fig. 1). Many peptides of lignin-modifying laccases derived from
both fungal phyla were observed in the decaying logs. Peptides of
DyPs and UPOs, which systematically belong to their own protein
(super)families, were less frequently detected (Fig. 1). Peroxide-
supplying enzymes of the CAZy group AA3 were also found (Fig. 1),
namely, various AOs from both phyla and aryl-alcohol oxidase
(AAO), which is specific for Basidiomycota. Pyranose 2-oxidases
(i.e. glucose oxidase) play only a minor role in this process (Fig. 1).
Key enzymes involved in cellulose decomposition and subsequent
metabolism came from Asco- and Basidiomycota and included
B-glucosidase (GH3, including dbCAN-defined subtypes el, el6,
e32, e51, elle, el47, €180, and e223; GH5_22), CBH (GH7), and
endoglucanase (GH5_5), as well as, in lower abundance, CBH from
the family GH6, oxidoreductase LPMO (AA9), and CDH (AA3).
LPMOs from families AA10 and AA1S5 and ascomycetous endoglu-
canases from family GH45 were identified to a lesser extent
(Fig. 1). The specific hemicellulolytic enzymes included frequently
B-xylosidase (GH3, including subtypes €0, e21, e73, and e88),
xylanases (especially the GH10 family), mannanase (GH5_7), and
acetyl esterase (CE16) from Ascomycota and Basidiomycota. In
addition, xyloglucanase (GH74) and acetyl xylan/feruloyl esterase
(CE1) were less frequently observed (Fig. 1).
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Figure 1. Heatmap showing the mean NSAF of selected fungal CAZymes that act on lignin and/or other aromatics, cellulose, and hemicelluloses or
exhibit supportive activities related to lignocellulose modification and degradation (lignocellulose-associated, H,O;-forming); modified according to
Reference [94]. Fungal CAZymes are related to each fungal genus and ecology according to our underlying genome database. Additionally, they are
linked to decomposing trees (logs) categorized into angiosperms and gymnosperms.
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Figure 2. Correlations of lignocellulolytic CAZymes (i.e. ligninolytic class-11 PODs/AA2 and other peroxidases, H>O,-generating oxidoreductases/AA3,
hemicellulolytic and cellulolytic GHs and LPMOs) with their target substrates. The data points represent the cumulative NSAF of the different
enzymes per sample separated at the fungal phylum level (Ascomycota and Basidiomycota) and according to occurrence in logs of angiosperms and
gymnosperms. The significant regressions (P < .05) are displayed, whereas nonsignificant regressions are omitted from the plot.

PERMANOVA revealed a strong tree species effect (P=.001)
and plot effect (P=.012) for the fungal genera linked to lig-
nocellulolytic CAZymes (Supplementary Table S5, Supplemen-
tary Fig. S3). However, considering the principal function of
maintaining lignocellulolysis, it became evident that all the main
extracellular enzymes were present in each tree species (Figs 1
and S4).

CAZyme correlations in angiosperm and
gymnosperm wood

Correlative analyses provided insights into the interplay of differ-
ent substrate-dependent enzyme types among Ascomycota and
Basidiomycota and between angiosperms and gymnosperm logs
(Fig. 2). Many of the analyzed enzyme (sub)classes and individual
enzyme types exhibited strong simultaneity (Fig. 2). Specifically,
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enzyme correlations for Basidiomycota occurred in angio- and
gymnosperm logs, whereas for (mostly xylariaceous) Ascomycota,
they appeared exclusively in angiosperm logs (Figs 2 and S6-5S13).

A significant correlation with high abundance was detected
between peroxide-producing enzymes (oxidases, AA3) and ligni-
nolytic heme peroxidases in Basidiomycota (Fig. 2A and B), high-
lighting the interrelated action of these enzyme types during
wood decay. However, ascomycetous heme peroxidases (i.e. low-
redox potential generic class-II PODs, DyPs, and UPOs) were only
moderately abundant in the angiosperm samples (up to 18 cumu-
lative NSAF compared with up to 250 NSAF for Basidiomycota;
Fig. 2A and B). Generally, lignin-modifying enzymes, including
peroxide-providing oxidases (AA3), correlated significantly posi-
tively with enzymes responsible for polysaccharide degradation
(i.e. cellulose and hemicelluloses) (Fig. 2C and D). A comparison
of cellulolytic and hemicellulolytic enzymes revealed significant
positive correlations (Fig. 2E and F). Furthermore, significant cor-
relations of peroxide-providing enzymes (AA3) with LPMOs were
observed for Ascomycota and Basidiomycota only in angiosperm
logs (Fig. 2G and H), indicating a distinct role of LPMOs during
wood decay.

The contribution of each fungal genus differed, especially when
comparing the logs per tree clade (Supplementary Figs S6-5S13).
Among the Basidiomycota, the genera Armillaria, Hypholoma, and
Resinicium exhibited considerable ligninolytic potential because
of the significant correlations between H,0,-delivering enzymes
and high-redox potential peroxidases (MnP, VP, LiP) in angiosperm
and gymnosperm logs (Supplementary Fig. S6). Bjerkandera,
Coprinellus, Fomes, Ganoderma, Ischnoderma, and Trametes exhibited
similar patterns exclusively in angiosperm logs and Heterobasidion
in gymnosperm logs (Supplementary Fig. S6). All abovementioned
fungi possess the necessary enzymes to substantially degrade
cell wall polysaccharides, as do Antrodia and Fomitopsis (both BRF)
in gymnosperm logs (Supplementary Figs S8 and S10). Within
Ascomycota, mainly Annulohypoxylon, Hypoxylon, Kretzschmaria,
Nemannia, and Xylaria, exhibited high enzyme abundances
and significant correlations between different enzyme types.
These genera are almost exclusively found in angiosperms
and belong to the order Xylariales, which are classified as SRF
(Supplementary Figs S7, S9, S11, and S13).

Effects of mass loss and species richness on the
metaproteome

The estimated mass loss, ranging from 17.1% to 78.1%, was
lowest in Fraxinus (344 11%) and highest in Betula (67 £8%) and
Fagus (65 % 3%) (Supplementary Fig. S5), which was reflected by a
significant tree species effect (P <.001, Supplementary Table S6).
In general, the gymnosperms (46 +12%) exhibited lower mass
loss than the angiosperms (5948.5%, P<.001; Supplemen-
tary Table S6) after 8 1/2 years of decomposition. However, no
significant correlations were found between the total CAZymes
or between CAZymes separated according to their substrates
and the estimated mass loss as a decay proxy if the tree
species were considered (Supplementary Table S6). These
correlations varied distinctly among the tree species, revealing
both positive and negative directions (Supplementary Fig. S5,
Supplementary Table S6). Only considering all samples irre-
spective of tree species, a significant positive correlation was
observed between mass loss and all the CAZymes (P=.0053;
Supplementary Table S6, Supplementary Fig. S5).

OTU-based species richness ranged from 6 to 100 per sample
and was lowest in Tilia (21+7) and highest in Picea (56 25).
The metaproteome-based species richness ranged from 28 to

78, with the lowest occurring in Quercus (56 & 16) and the highest
occurring in Populus (75 + 3). For both approaches, species richness
exhibited significant tree species effects (OTU: P <.001, proteome:
P=.004; Supplementary Table S7), but no significant differences
were detected among the plots (OTU: P=.076, proteome: P=.319;
Supplementary Table S7). When the species richness of both
approaches was compared against that of the lignocellulolytic
metaproteome (i.e. CAZyme NSAF), an opposite trend was
observed. The OTU-based species richness was negatively
correlated (Fig. 3), particularly significantly for ligninolytic and
hemicellulolytic enzymes (P<.05; Supplementary Table S8).
The metaproteome-based enzyme-producing species richness
(counted based on the 84 taxa in the underlying database)
was positively correlated with the enzyme abundance (Fig. 3)
and was significant for all CAZymes (P<.001), ligninolytic
enzymes (P<.05), and peroxide-producing enzymes (P <.001;
Supplementary Table S8).

Functional redundancy

The presence and high abundance of many main lignocellulolytic
enzymes (e.g. laccase, MnP, AOs, endoglucanase, CBH, and
B-glucosidase) in all the tree species indicated functional
redundancy (Fig. 1). Generally, a high functional redundancy
of all lignocellulolytic CAZymes was observed across the 12
tree species (Fig. 4); it was lowest in Fraxinus (0.53+0.04) and
highest in Picea (0.62 4 0.04), resulting in a significant tree species
effect (P<.001) (Supplementary Table S9). Gymnosperm logs
generally exhibited slightly greater redundancy (0.60 +0.04) than
angiosperm logs (0.57+0.06, P<.01; Fig. 4). However, distinct
differences were noted considering the enzyme substrates, with
the highest redundancy for enzymes that provide peroxide (AA3)
(0.72+0.08) as a cosubstrate for various other enzymes (PODs,
DyPs, UPOs, LPMOs) as well as for Fenton chemistry, followed
by enzymes that are active on cellulose, specifically diverse
GHs and LPMOs (0.52+0.04), and followed by lignin-modifying
enzymes, specifically laccases and peroxidases (0.48+0.1) and
hemicellulolytic enzymes (GHs and CEs, 0.45 #+0.13) (Fig. 4).

Discussion

Key fungi and lignocellulolytic enzymes

This study provides detailed insight into the fungal deadwood
community and its enzymatic machinery that causes a complete
breakdown of the lignocellulosic complex. The basis is the a priori
knowledge of the fungal community composition at the molecular
and fruiting body levels from the BELongDead Experiment [11, 28,
36, 39]. In addition, the constant inflow of new fungal genomes
into databases derived from large genome-sequencing projects
such as DOE-JGI Mycocosm [56] and our own sequencing efforts
over the past decade [57-59] has provided the necessary data for
this broad metaproteomic approach. Our database-dependent
metaproteomic approach relies on amplicon sequencing results
and is remarkably consistent and correlative (e.g. the Mantel test
results). With both approaches, we see strong tree species effects,
as shown in previous amplicon sequencing studies [11, 28, 36],
and large differences between the rotting process in angiosperm
and gymnosperm logs. This finding supports the assumption
that most fungi are adapted to specific substrates, except for
ubiquitous generalists such as the honey mushrooms Armillaria
[60]. Generally, the analyzed metaproteome was dominated by
Basidiomycota (accounting for ~67% of the identified fungal
peptides), specifically WRF, although more Ascomycota taxa were
included in the underlying proteome database. The predominant
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Figure 3. Effects of fungal amplicon sequencing- and metaproteomics-based species richness on the CAZymes (NSAF) and substrate-specific
subgroups. Lines represent fits of the linear mixed-effects model with tree species as a random factor. Significant relationships (P < .05) are shown as
colored points, whereas grey points indicate no significant relationships. See Supplementary Table S8 for details on the fitted models.

fungal genus Armillaria comprises notorious tree parasites
(e.g. those causing root rot) and powerful wood decomposers,
known to harbor one of the largest and oldest organisms on earth
[60-63]. The next most abundant genera (e.g. Fomitopsis, Hypholoma,
Mycena, Ischnoderma, Antrodia, Resinicium, Trametes, Annulohypoxy-
lon) are also well-known wood-rot fungi and are widely dis-
tributed across temperate forests in Eurasia and North America
[6,11, 64, 65].

In addition, we gained detailed information about their
function, including the enzymes they secrete to digest and
process polymeric wood components and their preferred target
substrates (angiosperm vs. gymnosperm wood, cellulose vs. hemi-
celluloses vs. lignin vs. low-molecular-mass fragments and wood
ingredients). Basidiomycetous MnP was the most prominent and

abundant ligninolytic enzyme [13, 66] found in all decaying tree
species in this study and was derived from diverse WRF species.
This was expected, although not to this extent, as previous
detections of MnP activities (via oxidation of Mn?* into Mn**) in
field samples have been highly variable and scattered compared
with measurements of other enzymes such as laccase or GHs
[67, 68]. Thus, these results confirm the key role of MnP in lignin
degradation by Basidiomycota, as predicted by previous field stud-
ies and laboratory experiments with fungal cultures or isolated
enzymes [11, 67, 69-71]. Laccases, which have a polymerizing
(coupling of phenolics) and, under certain circumstances (i.e.
in the presence of suitable redox mediators), depolymerizing
effect on lignin fragments, are frequently observed during wood
decomposition [67, 72, 73]. Laccases, which generally have lower
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Figure 4. The functional redundancy of lignocellulolytic CAZymes was assessed across tree clades (A), tree species (B), and separately by
substrate-specific enzyme classes (C). The data were processed according to Ricotta and Pavoine [55], and the community-level functional redundancy

was calculated. For detailed statistical analysis, see Supplementary Table S9.

redox potentials than peroxidases (<0.82 V vs. 0.9-1.5 V), were
highly abundant in almost all the wood samples in our study and
originated from a wide variety of Basidiomycota, but also from
many Ascomycota (primarily Xylariales but also Helotiales and
Sordariales). Reportedly, laccases contribute to the detoxification
of phenolic compounds present in wood or released during
lignin decay, which may explain their widespread occurrence
and use by both Ascomycota and Basidiomycota [13, 74]. Two
other ligninolytic class-II PODs (AA2) of Basidiomycota, namely,
LiP and VP, were also present in all the logs; however, they were
found in much lower abundances than MnP and originated
exclusively from a few basidiomycetous genera (e.g. LiP: Trametes,
Phanerochaete, Schizopora; VP: Bjerkandera, Fomes, Ischnoderma),
which has already been indicated in several genomic studies [15,
17]. Other ligninolytic enzymes, such as generic peroxidase, DyP,
and UPO, were infrequently detected and seemed to play only
minor roles.

The most important enzymes for cellulose degradation were
endocellulases and CBHs (GH5_5, GH6, and GH7), LPMOs (mainly
from AA9), CDH (AA3), and B-glucosidase (GH3 and GHS5_22),
which are secreted in large quantities, ultimately providing glu-
cose that is metabolized by the Ascomycota and Basidiomycota
fungal communities. Furthermore, hemicellulolytic enzymes
such as xylanase (GH10, GH11), g-xylosidase (GH3), mannanase
(GH5_7), xyloglucanase (GH74), and esterases were present (CE1,
CE16), with GH3 and CE16 being the most predominant enzymes
from Ascomycota and Basidiomycota, eventually delivering
other monosaccharides (xylose, mannose) derived from the
backbone of diverse hemicellulose constituents. The importance
of these detected cellulolytic and hemicellulolytic enzymes is
well known from larger genome-sequencing projects and multiple
laboratory studies of Ascomycota and Basidiomycota, and these
enzymes were also found in deadwood field experiments [6,
11, 17]. Peroxide-producing AA3 oxidoreductases such as AOs
and basidiomycetous AAO were the most abundant enzyme
groups in this study and were present in almost all the logs.
Along with other enzyme types, these enzymes were strongly
positively correlated with ligninolytic peroxidases (for which

they provide the necessary peroxide as a cosubstrate) as well
as with ascomycetous and basidiomycetous LPMOs. LPMOs are
copper-containing biocatalysts that can act as monooxygenases
and peroxygenases [75, 76]. These enzymes are thought to play
a crucial role in the initial attack of crystalline cellulose by
oxidatively cleaving glycosidic bonds to form amorphic moieties,
allowing hydrolytic cellulases to break down biomass more
efficiently [76]. LPMOs were shown to interact with CDH, a flavin
and heme-containing enzyme that oxidizes sugars (e.g. cellobiose)
to the correspondinglactones (thereby removing excess cellobiose
and avoiding negative feedback loops) [77] while donating the
abstracted electrons directly to partner enzymes (e.g. LPMOs
whose active site copper is reduced; Cu** =» Cu*) or generating
H,0, by reducing dioxygen (O,) [78-80]. Thus, CDH and AA3-
type oxidases (AOs, pyranose oxidase) may fuel LPMOs with H,0,
and thus force the peroxygenase mode [81]. LPMOs were found
along with CDH in all decomposing log species, and in addition to
Basidiomycota, they particularly originated from the xylariaceous
Ascomycota. In addition, CDH was postulated to be involved
in complex redox cycling and Fenton chemistry, during which
hydroxyl radicals (*OH) are formed; these radicals are the most
potent oxidants in biological systems, and they are also active
during lignocellulolysis.

Taken together, the results of this metaproteomic approach
highlight wood-rot Basidiomycota as the main driver of wood
decay, although Ascomycota, especially Xylariales, may also play
a relevant role, except in substantial lignin decomposition. It is
known from the literature that lignin is less mineralized dur-
ing the rotting process by Xylaria (<10% degradation to CO,,
compared with up to 75% lignin mineralization by basidiomyce-
tous WRF) [71] and rather released in the form of large water-
soluble lignin-polysaccharide fragments [22]. This study revealed
the strong simultaneity of the different substrate-acting enzyme
types and, further, the strong interrelatedness of the enzymes
when peroxide-producing and peroxide-using enzymes were con-
sidered. However, it is essential to exercise caution and bear in
mind that this approach used ~5 g of wood collected across
the entire log diameter. Therefore, enzymes may be present at
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different spots and scales and originate from different fungal
organisms in decomposing wood.

Role of mass loss and species richness

The estimated mass loss after ~8 1/2 years is primarily tree species
dependent, as shown in several previous studies [10, 35, 82]. How-
ever, across the 12 tree species, we did not observe a significant
relationship between mass loss and the metaproteome for the
CAZymes or the substrate-specific enzyme subgroups. We could
only observe a trend toward increased CAZyme abundance with
increasing mass loss by analyzing all samples independent of
the tree species. However, our sampling approach prevents larger
generalization and needs to be further tested with replicated
measurements over time of the same decomposing logs and in
a wider geographical setting. Nevertheless, the ubiquitous pres-
ence of diverse CAZymes already indicates substantial functional
redundancy across a wide range of mass losses as a proxy for
different decay stages. This was supported by the observed high
enzymatic activities during several decay stages in three different
tree species in another study [6].

In this study, species richness was not correlated with mass
loss, but strong correlations with CAZymes or substrate-specific
subgroups were observed. The OTU-based species richness was
negatively related to the metaproteome, indicating increasing
CAZyme abundance with decreasing fungal species. Similar
negative correlations were observed for ligninolytic [83] and
(hemi)cellulolytic enzymes (both indicative of microbial activity)
as well as for fungal biomass [11]. Furthermore, negative
correlations between richness and mass loss were ascertained
in laboratory experiments, indicating greater competition when
multiple species are involved in the decay process [84]. However,
positive correlations have also been observed under near-natural
conditions [85] and are known for other ecosystem processes [86].
In this study, a comparable positive correlation was observed
between the metaproteomic-calculated active fungal species
richness and the abundance of CAZymes or substrate-related
subgroups. In deadwood, a similar positive relationship was
revealed for fungal fruiting body richness indicating active
species and microbial respiration [87]. Although our findings may
include autocorrelated behavior because of the use of a selected
database for deadwood-degrading fungi, the results should be
compared with other approaches covering the active fungal
community, such as transcriptomic methods. Nevertheless, our
study suggested that a higher richness of active fungal species
corresponds to greater amounts of CAZymes and consequently
a higher microbial activity. The contrasting results between our
two approaches, amplicon sequencing and metaproteomics, are
certainly related to the fact that DNA-based techniques capture
inactive or dead species and consider a broader range of species
than metaproteomics because of current data limitations. DNA-
based techniques might also be biased when transcriptional
activity is considered. Future improvements to genomic and
proteomic databases and larger sample sizes will improve our
knowledge.

Functional redundancy

Microbial functional redundancy is a widely recognized mecha-
nism for understanding ecosystem processes but always depends
on the considered functions [31, 88]. During deadwood decom-
position, WRF and BRF, and to some extent SRF, are consid-
ered the main drivers, and it seems that replacing, changing, or
manipulating this community has little effect on this process (e.g.

[89], general concepts in Reference [31]). Often, the entire poten-
tial metabolic functions based on metagenomes or functional
assignments of OTUs via databases serve as a basis for revealing
functional redundancy [90]. In our study, we focused on the truly
active fraction by analyzing the present lignocellulolytic enzymes
and their fungal origin. Across different decomposing logs, we
found rather high functional redundancy for lignocellulose degra-
dation, which was certainly driven by key enzymes such as MnP,
AOs, and several GHs. Considering the strong tree species effect
and resulting specialization of the fungal community, the core
community likely contains similar redundant enzymes. There are
still several limitations: (i) different enzymes of the same CAZy
family or with identical EC numbers nevertheless have different
physicochemical and kinetic properties (e.g. in terms of substrate
affinity, reaction rate, and catalytic efficiency), (ii) the detected
enzymes could be readily inactivated, and (iii) polysaccharide
hydrolases often show side activities toward other substrates or
whose actual activity is not yet known. However, the key enzymes
of this study have well-documented activities and have been
characterized in laboratory studies [23]. The highest redundancy
was observed for peroxide-producing (AA2) enzymes, but since
they supply peroxidases and LPMOs with their cosubstrate (H,0,)
and the latter is involved in the formation of reactive oxygen
species (radicals), these findings have a plausible background.
Other enzymes, which may be more context specific and used
only occasionally, exhibit activities that are highly spatially vari-
able in field studies [91].

From a conceptual point of view, the question arises whether
lignocellulolysis in deadwood is a narrow or a broad functional
process [31]. Given the large number of microbes (filamentous
fungi, yeasts, protists, bacteria, and archaea) that benefit from
wood decomposition and the fact that substantial lignocellulol-
ysis is mainly carried out by only a few specialized fungi, this
process is rather narrow. However, this statement is debatable
because lignocellulolysis still involves hundreds of adapted fungal
taxa from different fungal groups with considerable niche widths
and competitive capabilities [92] and also relies on other taxo-
nomic groups involved in deadwood fragmentation (e.g. arthro-
pods) or nutrient acquisition (e.g. nitrogen-fixing bacteria), which
broadens this process and likely makes it more resilient to poten-
tial disturbance. This in situ study elucidated the molecular pro-
cesses related to fungi during wood decomposition, enabling us to
address future questions about changing environmental factors
and the resulting relevance and resilience of ecosystem functions,
such as lignocellulolysis, to sustain the health and stability of
ecosystems in the face of ongoing anthropogenic changes [93].
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1. Supplementary methods

Protein extraction and sample preparation for mass spectrometric analysis

The collected wood chips were handled according to a previously described procedure [44]. Initially, the
wood chips were roughly sliced with a blade and then homogenized to a fine powder with an analytical
mill (IKA A11 basic, IKA grinder) using liquid nitrogen. 5 g of wood powder were transferred into 50 mL
tubes for cell lysis with 20 mL sodium dodecyl sulfate (SDS) buffer (5% (w/v) SDS, 20 mM DTT, 100 mM
Tris). After rotation overnight, three thaw-freeze cycles and ultrasonication (UP50H, Hielscher, Teltow,
Germany) were applied. Next, the supernatant was collected for protein extraction, and 5 mL phenolic
extraction buffer was added. The mixture was shaken for 30 minutes at room temperature, and the
phases were separated by centrifugation (7,200 x g, 10 min, 4°C). After transferring the phenolic phase
into a new 50 mL tube, the extraction procedure was repeated, and the resulting phenolic phases
pooled in one tube. Extracted proteins were precipitated overnight at —20°C in precipitation solution (4-
fold of 100 mM ammonium acetate in methanol) and harvested by centrifugation (7,200 x g, 10 min,
4°C). The remaining protein pellets were washed three times with 1 mL precipitation solution and finally
once with 1 mL ice-cold acetone. Then, the dried pellets were dissolved in SDS sample buffer (2% w/v
SDS, 2 mM B-mercaptoethanol, 4% v/v glycerol, 40 mM Tris—HCl pH 6.8, 0.01% (w/v) bromophenol
blue), heated to 90°C for 4 min and separated by SDS polyacrylamide gel electrophoresis. The protein
bands were cut from the gel, destained, dehydrated, and proteolytically cleaved with trypsin (Promega)
at 37°C overnight. The digested peptides were extracted and desalted using ZipTip-uC18 tips (Merck

Millipore, Darmstadt, Germany).

Mass spectrometric measurement

Peptide lysates were resuspended in 0.1% formic acid prior to injection into nanoHPLC (UltiMate 3000

RSLCnano, Dionex, Thermo Fisher Scientific). First, 5 uL lysate was trapped in a C18 reverse-phase
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trapping column (C18 PepMap100, 300 um x 5 mm, particle size 3 um, Thermo Fischer Scientific) for

5 min at 4% mobile phase B (80% acetonitrile in nanopure water with 0.08% formic acid) and 96%
mobile phase A (nanopure water with 0.1% formic acid). Then, the peptides were separated by a C18
reverse-phase analytical column (Acclaim PepMap® 100, 75 um x 25 cm, particle size 3 um, nanoViper,
Thermo Fischer Scientific) with a two-step gradient (90 min, 4% solvent B to 30% B, followed by 30 min
from 30% B to 55% B; solvent A: 0.1% formic acid; solvent B: 80% acetonitrile, 0.1% formic acid) at

300 nL/min flow rate and a column temperature of 35°C [45]. Subsequent mass spectrometric analysis
of the eluted peptides was performed on a Q Exactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) coupled with a TriVersa NanoMate source (Advion, Ltd., Harlow, UK) in LC chip
coupling mode. The ionization and mass spectrometric settings are previously described (see

Supplementary section [45]).

Metaproteomic data analysis

The acquired MS/MS spectra were searched against the constructed fungal database using Sequest HT
(Proteome Discoverer, v2.5; Thermo Scientific). To investigate wood-inhabiting and associated fungi, the
constructed database included data from 90 fungal genomes (merged amino acid fasta file),
differentiated into 84 fungal taxa representing 50 fungal genera (Supplementary File 1, “Fasta-
fungi_information.xIsx”). The selection was based on the most abundant species identified from the
tailored amplicon sequencing study, their presence in a previous study conducted in the same
geographical region [11], and our knowledge of common wood-associated fruiting bodies in these
temperate forests [39]. To improve annotation accuracy, our database incorporates protein data from
contaminants, tree species (UniProt release August 2021), and the most abundant bacteria (UniProt

release January 2021) (Supplementary File 2, “Fasta_TaxonlD_bacteria_tree-species.csv”).

Search settings were as follows: enzyme specificity set for trypsin (Full) or Asp-N (Full) with up to two

missed cleavages, a precursor mass tolerance of 10 ppm, and a fragment mass tolerance of 0.02 Da
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MS/MS. Carbamidomethylation of cysteines was specified as a fixed modification. False discovery rates
(FDR) were determined using Percolator [46]. The proteins were filtered according to high confidence
<0.01 FDR and further processed using Pout2Prot [47]. Therefore, we removed proteins from the list of
identified proteins assigned to tree species and common laboratory contaminants such as keratins or
trypsin. Only proteins assigned to fungi and prokaryotes were further processed in this study using
Pout2Prot [47] to perform protein grouping. The output list was imported into the open-source software
Prophane [48] for taxonomic and functional assignment of the protein groups. The protein groups (PG)
were searched against the NCBI database for taxonomic annotation and the EggNOG (v5.0) and
CAZy/dbCAN database for functional annotation. Annotations were based on the lowest common
ancestor approach (setting 0.6) per protein group. The protein group abundance quantification was
done by the normalized spectral abundance factor (NSAF) calculated from peptide spectral matches

(PSMs).

In the study, 109,305 protein groups were annotated, 97,490 of which were assigned to fungi and
11,476 to prokaryotes (Supplementary Table S3). Since further analysis focused on deadwood-
inhabiting and associated fungi, the dataset was separated and only used for fungi (97,490 protein
groups) in all following analyses. The Prophane-based NCBI annotations were additionally checked
against JGI (https://genome.jgi.doe.gov), and the taxonomy was manually edited if necessary.
Functional annotation focused on putative main extracellular enzymes involved in lignocellulolysis (i.e.,
direct or indirect participation in the degradation and/or chemical modification of lignin, cellulose,
hemicelluloses (mainly xylan, glucomannan)), which were categorized according to the CAZy database
and the substrates they act on [23]. These included enzymes that act on “lignin and related/derived
aromatics” (laccase AA1 and several class-Il peroxidases PODs/AA2, unspecific peroxygenase UPO, dye-
decolorizing peroxidase DyP), enzymes that are “lignocellulose associated” (i.e., H,O»-producing

oxidoreductases, mostly oxidases of the CAZyme class AA3: (aryl) alcohol oxidase, pyranose 2-oxidase)
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as well as enzymes attacking “cellulose” (cellobiose dehydrogenase CDH, B-glucosidase GH3 and
GH5_22, cellobiohydrolase GH6, GH7, endoglucanase GH5_5, and GH45, LPMO AAs 9, 10 and 15) and
“hemicelluloses”, e.g. xylan/glucomannan (B-xylosidase GH3, mannanase GH5_7, xylanase GH10, GH11,
xyloglucanase GH74, acetyl xylan/feruloyl esterase CE1, and acetylesterase CE16) (Supplementary Table
$2). These enzymes, which were assigned to a protein group based on the Prophane search, were cross-
validated for their functional characteristics based on inspection of their amino acid sequence and a NJ-
phylogenetic analysis using Clustal Omega 1.2.2 [95] for alignment (Supplementary File 2, “CAZymes.
fasta”). In addition, the GH3 and GH5 enzymes were also annotated and separated into subclasses using

dbCANS3 [49] with default settings (dbCAN HMMdb v12, E-Value < 1e-15, coverage > 0.35).
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109 2. Supplementary tables

110 Supplement Table S1. Number of samples of 12 temperate tree species available in the field and number of final samples for
111 subsequent analysis by metaproteomics and amplicon sequencing. Due to losses in laboratory handling and subsequent
112 processing, a total of 127 wood samples were used for the analyses. Due to scarcity, Prunus included only eight replicates, whereas
113 all other 11 tree species included 10 to 12 replicates each.

Tree species Logs available in the Samples with
field metaproteome result

Angiosperm:

Acer spp., maple 11 10

Betula pendula Roth, birch 12 11

Fagus sylvatica L., European beech 12 10

Fraxinus excelsior L., European ash 11 11

Populus spp., aspen 12 12

Prunus avium L., wild cherry 8 8

Quercus spp., oak 12 11

Tilia spp., lime tree 12 11

Gymnosperm:

Larix decidua Mill., European larch 11 10

Picea abies L., H. Karst., Norway spruce 12 10

Pinus sylvestris L., Scots pine 12 12

Pseudotsuga menziesii (Mirb.), Franco, Douglas fir 12 11

Sum 137 127

114

115 Supplement Table S2. Classification and function of the analyzed lignocellulolytic CAZymes of deadwood-colonizing fungi (wood-
116 rot and wood-associated fungi). *DyP and UPO have not yet been classified in the CAZy system, but were included because of their
117 ability to cleave lignin model dimers and to oxidize other recalcitrant aromatics. Ligninolytic peroxidases, specifically MnP, LiP,
118 and VP, occur exclusively in Basidiomycota, as do certain types of AAO. GH45 is only found in Ascomycota, while all other enzymes
119 occur in Basidiomycota and Ascomycota. The GH3 family was phylogenetically and dbCAN3-based divided into f-1,4-glucosidase
120 and [-1,4-xylosidase. The CAZy family GH5 was also separated into subfamilies using dbCAN3. CDH is not able to attack cellulose
121 on its own but only in combination with LPMOs, which is why it is referred to as a CDH/LPMO system [77].

Enzyme names EC numbers | CAZy Enzyme functions
(action on / activity towards) families

Lignin and aromatics

Laccase (p-diphenol oxidase) 1.10.3.2 AA1 Oxidation of phenolic substrates with redox
potentials E° <0.8 V (incl. phenolic lignin subunits)
using O: as electron-accepting co-substrate,
coupling of lignin fragments

Manganese peroxidase (MnP) 1.11.1.13 AA2 Oxidation of Mn?* into Mn3* that is chelated by
dicarboxylic acids and serves as lignin-oxidizing
redox mediator (E° 0.9-1,2 V); use of H202 as
electron-accepting co-substrate; lignin breakdown
(depolymerization and mineralization)
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Lignin peroxidase (LiP)

1.11.1.14

AA2

Oxidation of nonphenolic substrates (3-O-4 lignin
subunits; E° up to 1,5 V) using H20: as electron-
accepting co-substrate; lignin breakdown
(depolymerization)

Versatile peroxidase (VP)

1.11.1.16

AA2

Functional hybrid of MnP, LiP, and GP; direct and
indirect oxidation of phenolic and nonphenolic
substrates (incl. lignin subunits) as well as of Mn?*
using H20: as electron-accepting co-substrate;
lignin breakdown (depolymerization)

Generic peroxidase (GP)

1.11.1.7

AA2

Oxidation of phenolic substrates (E° <0.9 V) using
H20: as electron-accepting co-substrate, coupling
of lignin fragments

Dye-decolorizing peroxidase

1.11.1.19

DyP*

Oxidation of phenolic and nonphenolic substrates
(incl. lignin dimers, E° up to 1,4 V) and recalcitrant
anthraquinone compounds (dyes) using H202as
co-substrate

Unspecific peroxygenase

1.11.21

UPO*

Oxidation and/or oxygenation of aromatic and
aliphatic substrates (incl. lignin dimers, E° up to
1,5 V), using H20: as co-substrate (electron
acceptor and oxygen source), O-demethylation

Support of lignocellulose degradation (H:0: production)

Pyranose 2-oxidase

1.1.3.10

AA3

Oxidation of pyranoses (e.g., D-glucose, D-Xylose)
into corresponding sugar lactones (e.g.,
gluconolactone) and reduction of O2to H202

Aryl alcohol oxidase (AAO)

1.1.3.7

AA3

Oxidation of aryl alcohols (e.g., benzyl alcohol,
veratryl alcohol) into corresponding aromatic
aldehydes and reduction of Oz to H202

Alcohol oxidase (AO)

1.1.3.13

AA3

Oxidation of primary alcohols (e.g., ethanol) into
corresponding aliphatic aldehydes and reduction
of 02 to H202

Cellulose

Cellobiose dehydrogenase
(acceptor; CDH)

1.1.99.18

AA3

Oxidation of cellobiose (or other sugars) into
cellobionolactone (or other sugar lactones) and
reduction of Oz (acceptor) to H20: or transfer of
the electrons to other acceptors such as quinones,
oxidized metal ions (e.g., Fe?*) or the active site of
partner enzymes (e.g., Cu?* in LPMOs — then
referred as CDH/LPMO system [77])

Lytic polysaccharide
monooxygenases (LPMOs)

1.14.99.54,
1.14.99.56

AA9, 10,
15

Oxidative cleavage of cellulose chains to
fragments with either C1-lactone or C4-
ketoaldose moieties at the reducing and non-
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150

reducing ends, respectively; use of O2
(monooxygenase mode, under delivering of
electrons, e.g., from CDH) or H20: (electron
acceptor & oxygen source; peroxygenase mode)

B-1,4-glucosidase, 3.2.1.21, GH3 Release of D-glucose units by hydrolysis of

bi/multifunctional glycosidases 3.2.1.x subtypes | terminal B-1-4 glycosidic bonds from the non-
el, els, reducing ends of cellulose chains (exocellulase
e32, e51, | activity), as well as fission of cellobiose
ellse,
eldy,
€180,
e223

B-1,4-endoglucanase 3.2.1.4 GH5_5, Hydrolytic cleavage of B-1-4 glycosidic bonds
GH5_22 | within cellulose chains in amorphic regions

(endocellulase), beside CMCase activity GH5_22
also includes B-xylosidase activity [94-96]

cellobiohydrolase (non-reducing 3.2.1.91, GH6 Cleavage/release of cellobiose units from the non-

end) (CBH), also B-1,4- 3.2.1.4 reducing ends of cellulose chains (exocellulase);

endoglucanase hydrolytic cleavage of B-1-4 glycosidic bonds
within cellulose chains in amorphic regions
(endocellulase)

Cellobiohydrolase (reducing end; 3.2.1.176 GH7 Hydrolytic cleavage/release of cellobiose units

CBH) from the reducing ends of cellulose chains
(exocellulase)

B-1,4-endoglucanase 3.2.14 GH45 Hydrolytic cleavage of B-1-4 glycosidic bonds
within cellulose chains in amorphic regions
(endocellulase)

Hemicelluloses (xylan, glucomannan)

B-1,4-xylosidase 3.2.1.37 GH3 Release of D-xylose units by hydrolysis of terminal
subtypes | B-1-4 glycosidic bonds from the non-reducing
e0, e21, ends of the xylan backbone and xylo-
e73,e88 | oligosaccharides (exoxylanase)

B-1,4-mannan-cleaving enzymes 3.2.1.78, GH5_7 Hydrolytic degradation or modification of B-

3.2.1.25 mannan-containing polysaccharides (B-
mannosidase and endomannosidase activities)

B-1,4-endoxylanase 3.2.1.8 GH10 Hydrolytic cleavage of -1-4 glycosidic bonds
GH11 within the xylan backbone under formation of

xylo-oligosaccharide fragments (endoxylanase)
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123

Xyloglucanase 3.2.1.151 GH74 Endohydrolysis of xyloglucans under formation of

(xyloglucan-specific endo-B-1,4- xyloglucan fragments (xylogluco-oligosaccharides)

glucanase)

Acetyl xylan esterase; 3.1.1.72 CE1 Hydrolytic deacytelation of xylans and xylo-

feruloyl esterase 3.1.1.73 oligosaccharides (release of acetic acid);
hydrolytic cleavage and release of ferulic acid
from the end of hemicellulose branches that form
linkages to lignin

Acetylesterase 3.1.16 CE16 Unspecific hydrolysis of acetyl esters (release of

acetic acid)
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Supplement Table S3. Overview of metaproteomics and amplicon sequencing analyses performed on 127 deadwood samples from
12 tree species in Hainich National Park and the surrounding Diin region. Includes the number of peptides and protein groups
identified in the metaproteomics analysis for both fungi and prokaryotes. The number of operational taxonomic units (OTUs) of
the corresponding amplicon sequencing analyses from the same samples is also listed.

Metaproteomics Fungi Bacteria Sum
Peptides 179,813 42,567 223,030
Protein groups 97,490 11,476 109,305

Amplicon sequencing Fungi - -

OTUs 1,184 - -

Supplement Table S4. Manteltest for the comparison of amplicon sequencing and metaproteomics data matrices (abundance)
based on fungal genera. Only fungal genera identified using both methods were used for Spearman correlation. For an overview,
see Supplement Fig. S2.

Mantel statistic Upper quantiles of permutation
Statistic r Significance 90% 95% 97.5% 99%
Per Samples 0.039 0.164 0.052 0.067 0.078 0.095
Per Tree Species 0.565 4x10* 0.223 0.292 0.343 0.396

Supplement Table S5. PERMANOVA to analyze the impact of tree species, tree clade (angio- vs. gymnosperms), and forest stand
(i.e., plot) on the fungal community composition. 127 deadwood samples from 12 tree species of the Hainich National Park and
surrounding Diin region (12 plots) were tested by a three-way permutational multivariate analysis of variance (three-way
PerMANOVA) based on Bray—Curtis distance for both methods. Amplicon sequencing based on the OTU abundance matrix and
metaproteome on the fungal species abundance matrix.

Degrees of Sum of square R? Fvalue p value

freedom

Matrix: Samples * Fungi on OTU level

Tree Species 11 14.443 0.255 3.584 0.001 Hoxx
Tree Clade 1 2.844 0.050 6.616 0.001 *oxx
Plot ID 11 5.063 0.089 1.027 0.332

Matrix: Samples * Lignocellulolytic fungal species (Proteome)

Tree Species 11 4.608 0.289 4.251 0.001 Hkx
Tree Clade 1 1.267 0.079 10.791 0.001 *xE
Plot ID 11 1.907 0.12 1.421 0.016 *

Matrix: Samples * Lignocellulolytic substrate-specific enzymes (Proteome)

Tree Species 11 1.400 0.326 5.053 0.001 *Ek
Tree Clade 1 0.353 0.082 11.203 0.001 *E*
Plot ID 11 0.211 0.049 0.54 0.98
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Supplement Table S6. Analysis of estimated mass loss for each sample based on a previously published method [35] as part of the
BELongDead Experiment. To test the correlation between the estimated mass loss and tree species, tree clade (angio- vs.
gymnosperms), forest stand (i.e. plot) or CAZymes (NSAF) and substrate-specific subgroups, an ANOVA based on linear model or
linear mixed-effect model (tree species as random factor) was performed for the metaproteomics analysis of 127 deadwood
samples from 12 tree species of the Hainich National Park and surrounding Diin region (12 plot).

Degrees of  Sum of Mean of F value p value
freedom square square
Im(Massloss ~ Tree Species, data)
11 1.367 0.123 22.97 2.2x10° *okx
Im(Massloss ~ Tree Clade, data)
1 0.463 0.463 37.79 9.9x10°° rokx
Im(Massloss ~ Plot_ID, data)
11 0.083 0.008 0.454 0.927
Im(Massloss ~ Sum CAZymes (NSAF), data)
1 0.124 0.124 8.246 0.00481 **
Sum of Mean of Numerator Denominator Fvalue p value
square Square degrees of degrees of
freedom freedom
Imer(Massloss ~ Sum CAZymes (NSAF) + (1| Tree Species), data)
0.004 0.004 1 120.0 0.748 0.3888
Imer(Massloss ~ Lignin (NSAF) + (1| Tree Species), data)
6.92x107 6.92x107 1 117.0 0.0004 0.991
Imer(Massloss ~ Lignocellulose (NSAF) + (1| Tree Species), data)
0.0032 0.0032 1 118.0 0.6000 0.4401
Imer(Massloss ~ Cellulose (NSAF) + (1| Tree Species), data)
0.0028 0.0028 1 121.0 0.5110 0.4761
Imer(Massloss ~ Hemicellulose (NSAF) + (1| Tree Species), data)
0.0087 0.0087 1 117.3 1.6203 0.2056

Supplement Table S7. Correlation between species richness and tree species, tree clade (angio- vs. gymnosperms), forest stand
(i.e., plot). ANOVA based on a linear model for the observed species richness based on OTUs of amplicon sequencing or fungal
species of metaproteomics of 127 deadwood samples from the 12 tree species of the Hainich National Park and surrounding Diin
region (12 plot). Prior to ANOVA, the species richness of the metaproteomics was transformed to correct its left-skewed

distribution.
Degrees of  Sum of Mean of F value p value
freedom square square
Amplicon sequencing

Im(Species Richness ~ Tree Species, data)

11 10412 946.6 4.194 3.3x10° HAk
Im(Species Richness ~ Tree Clade, data)

1 4027 4027 15.55 0.0001 FEE
Im(Species Richness~ Plot ID, data)

11 5167 469.8 1.729 0.0756

Metaproteome

Im(Species Richness ~ Tree Species, data)

11 3.588 0.326 2.702 0.004 *k
Im(Species Richness ~ Tree Clade, data)

1 0.039 0.039 0.281 0.597
Im(Species Richness ~ Plot ID, data)

11 1.626 0.147 1.071 0.391
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Supplement Table S8. Effect of fungal amplicon sequencing- and metaproteomics-based species richness on the CAZymes (NSAF)
and substrate-specific subgroups divided into lignin and/or other aromatics, cellulose, and hemicelluloses, or exhibit supportive
activities related to lignocellulose modification and degradation (lignocellulose-associated, H.O.-forming). Species richness was
calculated for amplicon sequencing per OTUs and metaproteomics per fungal species. Results are based on a linear mixed-effect
model with tree species as a random factor and the corresponding ANOVA of 127 deadwood samples from 12 tree species of the

Hainich National Park and surrounding Diin region (12 plots).

Sum of Numerator Denominator Fvalue pvalue Estimates
square degrees of degrees of
freedom freedom
Sum CAZymes. Imer(species richness ~ Sum CAZymes + (1| Tree Species), data)
Species Richness (OTU) 89193 1 125.26 3.59 0.060 -
Species Richness (Proteome) 512284 1 121.33 24.39 2.54x10°° +
Lignin: Imer(species richness ~ Lignin + (1| Tree Species), data)
Species Richness (OTU) 15301 1 125.38 5.33 0.023 -
Species Richness (Proteome) 13637 1 124.74 4.77 0.031 +
Lignocellulose: Imer(species richness ~ Lignocellulose + (1| Tree Species), data)
Species Richness (OTU) 1209 1 125.86 0.43 0.513 -
Species Richness (Proteome) 143250 1 122.14 90.66 2.2x1016 +
Cellulose: Imer(species richness ~ Cellulose + (1| Tree Species), data)
Species Richness (OTU) 10410 1 123.68 1.20 0.275 -
Species Richness (Proteome) 32221 1 120.53 3.81 0.053 +
Hemicellulose: Imer(species richness ~ Hemicellulose + (1| Tree Species), data)
Species Richness (OTU) 2345 1 124.13 4.78 0.031 -
Species Richness (Proteome) 1444 1 125.44 2.93 0.090 +
12
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Supplement Table S9. ANOVA is based on a linear model to test the effect of tree clade and tree species on community-level
functional redundancy, according to Ricotta and Pavoine [55]. Functional redundancy was calculated for all CAZymes (NSAF) as
well as separately for the substrate-specific subgroups, i.e., lignin and/or other aromatics, cellulose, and hemicelluloses, or
supporting activities related to lignocellulose modification and degradation (lignocellulose-associated, H,0,-forming).

Degrees of Sum of square Mean of Fvalue p value
freedom square
Sum CAZyme

Im(Functional Redundancy ~ Tree Clade, data)

1 0.016 0.016 10.86 0.0013 **
Im(Functional Redundancy ~ Tree Species, data)

11 0.058 0.005 4.37 1.8x10° *oxk

Significant/marginal significant Coefficients

Fraxinus 0.0369 *

Picea 0.0175 *

Fagus 0.0638

Pseudotsuga 0.0971

Tilia 0.0829

Sum of square  Numerator Denominator  Fvalue p value

degrees of degrees of
freedom freedom
Lignin

Im(Functional Redundancy ~ Tree Clade, data)

1 0.024 0.024 2.662 0.105
Im(Functional Redundancy ~ Tree Species, data)

11 0.157 0.014 1.657 0.0927

Lignocellulose
Im(Functional Redundancy ~ Tree Clade, data)

1 0.05 0.05 9.477 0.0026 **
Im(Functional Redundancy ~ Tree Species, data)

11 0.2 0.018 4.024 5.6x10° *Ex

Cellulose

Im(Functional Redundancy ~ Tree Clade, data)

1 0.012 0.012 8.98 0.0033 *x
Im(Functional Redundancy ~ Tree Species, data)

11 0.041 0.004 3.131 0.0010 roxk

Hemicellulose
Im(Functional Redundancy ~ Tree Clade, data)

1 0.324 0.324 20.76 1.2x10° rxk
Im(Functional Redundancy ~ Tree Species, data)
11 0.499 0.0453 2.93 0.0019 **
13
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3. Supplementary figures
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Supplement Figure S1. Comparison of 50 fungal genera based on their relative abundances in OTUs (Operational Taxonomic Units)
determined by amplicon sequencing (green bars) and their corresponding relative protein abundances in metaproteomics (light
purple bars). In addition, the relative abundances of fungi producing lignocellulolytic CAZymes are shown in light purple. White-
rot fungi (WRF) are shown in green, brown-rot fungi (BRF) in brown, soft-rot fungi (SRF) in blue, and other saprotrophic fungal
genera in black.
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Supplement Figure S2. Comparison of relative abundance of selected fungal genera unique between the amplicon sequencing and
metaproteomics approach. The mean relative abundance of OTU (operational taxonomic unit) or NSAF (normalized spectral
abundance factor) is shown per deadwood tree species.
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Supplement Figure S3. Heatmap showing the normalized spectral abundance factor (NSAF) of fungal genera producing
lignocellulolytic CAZymes. The data include 127 deadwood samples taken from 12 tree species and 12 different plots in Hainich
National Park and the surrounding Diin exploratory.
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Supplement Figure S4. Heatmap showing the normalized spectral abundance factor (NSAF) of selected fungal CAZymes that act
on lignin and/or other aromatics, cellulose, and hemicelluloses, or exhibit supportive activities related to lignocellulose
modification and degradation (lignocellulose-associated, H.O.-forming), calculated for the analyzed 127 samples in the Hainich
National Park and surrounding Diin exploratory.
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Supplement Figure S5. Analysis of estimated mass loss for each sample based on a previously published method [35] as part of
the BELongDead Experiment. Boxplots show the relative mass loss per tree species (A). Relationship between relative mass loss
and CAZymes (B) or for substrate-specific subgroups, including lignin and/or other aromatics, cellulose and hemicelluloses, or
exhibit supportive activities related to lignocellulose modification and degradation (lignocellulose-associated, H.O-forming) were
performed over samples (C), separated by color for the tree species. Regression line (B) represents the slope of a linear model that
shows a significant interaction (p = 0.0048) between mass loss and CAZymes, independent of tree species. Relationship of mass
loss and separate per substrate-specific enzyme class (C) shows regression lines per tree species. An associated linear mixed-effect
model with random factor tree species does not reveal significant interaction. For details of statistical analysis, see Supplement

Tab. S6.
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sample, separated by fungal genus and colored within the plots according to occurrence in angiosperm (yellow) and gymnosperm
logs (blue).
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Supplement Figure S8. Correlations of enzymes modifying lignin and polysaccharides (cellulose, hemicelluloses) of
basidiomycetous genera. The data points represent the cumulative normalized spectral abundance factor (NSAF) of the different
enzymes per sample, separated by fungal genus and colored within the plots according to occurrence in angiosperm (yellow) and
gymnosperm logs (blue).
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Supplement Figure S9. Correlations of enzymes modifying lignin and polysaccharides (cellulose, hemicelluloses) of ascomycetous

genera. The data points represent the cumulative normalized spectral abundance factor (NSAF) of the different enzymes per

sample, separated by fungal genus and colored within the plots according to occurrence in angiosperm (yellow) and gymnosperm
logs (blue).
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Supplement Figure S10. Correlations of cellulolytic and hemicellulolytic enzymes of basidiomycetous genera. The data points
represent the cumulative normalized spectral abundance factor (NSAF) of the different enzymes per sample, separated by fungal

genus and colored within the plots according to occurrence in angiosperm (yellow) and gymnosperm logs (blue).
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represent the cumulative normalized spectral abundance factor (NSAF) of the different enzymes per sample, separated by fungal

genus and colored within the plots according to occurrence in angiosperm (yellow) and gymnosperm logs (blue).
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represent the cumulative normalized spectral abundance factor (NSAF) of the different enzymes per sample, separated by fungal
genus and colored within the plots according to occurrence in angiosperm (yellow) and gymnosperm logs (blue).
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6 Anhang

6.1 Enzymverzeichnis

CAZyme
Familie

EC
numbers

Enzymbezeichnung

Enzymfunktionen

Lignin und Aromaten

AAl

1.10.3.2

Laccase
(p-diphenol Oxidase)

Oxidation von phenolischen Substraten mit
Redoxpotentialen EO < 0,8 V (einschlieflich
phenolischer Lignin-Untereinheiten) unter
Verwendung von O, als Elektronenakzeptor.

AA2 - MnP

1.11.1.13

Manganperoxidase

Abbau von Lignin durch Depolymerisation und
Mineralisierung. Oxidation von Mn?* zu Mn3*,
was als ligninoxidierender Redox-Mediator
fungiert.

AA2 - LiP

1.11.1.14

Ligninperoxidase

Abbau von Lignin durch Depolymerisation.
Oxidation von nicht-phenolischen Substraten
(B-O-4 Lignin-Untereinheiten) unter
Verwendung von H,0, als Elektronenakzeptor.

AA2 - VP

1.11.1.16

Versatile Peroxidase

Abbau von Lignin durch Depolymerisation.
Direkte und indirekte Oxidation von
phenolischen und nicht-phenolischen
Substraten.

AA2 - GP

1.11.1.7

generische
Peroxidase

Oxidation von phenolischen Substraten (Eo <
0,9 V) unter Verwendung von H,0; als
Elektronenakzeptor.

DyP

1.11.1.19

»,Dye-decolorizing"
Peroxidase

Oxidation von phenolischen und nicht-
phenolischen Substraten (einschlieRlich Lignin-
Dimeren, Eo bis zu 1,4 V) sowie schwer
abbaubaren Farbstoffen unter Verwendung
von H,0, als Co-Substrat.

UPO

1.11.2.1

unspezifische
Peroxidase

Oxidation und/oder Oxygenierung von
aromatischen und aliphatischen Substraten
(einschliefRlich Lignin-Dimeren, Eo bis zu 1,5 V).

Unterstiitzung des Lignocelluloseabbaus (H,0»-Produktion)
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AA3 2 1.1.3.7 Arylalkohol-Oxidasen | Oxidation von Arylalkoholen (z. B.
Benzylalkohol, Veratrylalkohol) zu den
aromatischen Aldehyden und Reduktion von
O, zu H,0,.

AA3 3 1.1.3.13 Alkohol-Oxidase Oxidation von primaren Alkoholen (z. B.
Ethanol) zu den entsprechenden aliphatischen
Aldehyden und Reduktion von O, zu H,0..

AA3 4 1.1.3.10 Pyranose 2-Oxidase | Oxidation von Pyranosen (z. B. D-Glucose, D-
Xylose) zu den entsprechenden
Zuckerlactonen (z. B. Gluconolacton) und
Reduktion von O; zu H,0..

Cellulose

AA3 1 1.1.99.18 Cellobiose- Oxidation von Cellobiose (oder anderen

Dehydrogenase Zuckern) zu Cellobionolacton (oder anderen
(CDH) Zuckerlactonen) und Reduktion von O, zu H,0,
oder Transfer der Elektronen an andere
Akzeptoren wie Chinone, oxidierte
Metallionen oder die aktive Stelle von
Partnerenzymen.
LPMO - 1.14.99.54, | lytischen Oxidative Spaltung von Celluloseketten in
AA9, 10,15 | 1.14.99.56 | Polysaccharid- Fragmente mit entweder Cl-Lacton- oder C4-
Monooxygenasen Ketoaldosestrukturen an den reduzierenden
bzw. nicht-reduzierenden Enden Verwendung
von O, im Monooxygenase-Modus oder H,0,
im Peroxygenase-Modus.
GH3 3.2.1.21, B-1,4-Glucosidase, Freisetzung von D-Glucose-Einheiten durch
subtypes 3.2.1.x bi/multifunktionale Hydrolyse der terminalen B-1-4-glycosidischen
Glucosidasen Bindungen an den nichtreduzierenden Enden
der Celluloseketten (Exocellulase-Aktivitat)
sowie Spaltung von Cellobiose.
GH5_5, 3.2.14 B-1,4- Hydrolytische Spaltung der B-1-4-
GH5_22 Endoglucanase, glycosidischen Bindungen innerhalb der
B-1,4-Glucosidase Celluloseketten in amorphen Regionen
(Endocellulase).
GH6 -CBH | 3.2.1.91, Cellobiohydrolase Spaltung/Freisetzung von Cellobiose-Einheiten
3.2.14 (nicht-reduzierendes | von den nichtreduzierenden Enden der

Ende)

Celluloseketten (Exocellulase). Hydrolytische
Spaltung der B-1-4-glycosidischen Bindungen
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innerhalb der Celluloseketten in amorphen
Regionen (Endocellulase).
GH7-CBH | 3.2.1.176 Cellobiohydrolase Hydrolytische Spaltung/Freisetzung von
(reduzierendes Ende) | Cellobiose-Einheiten von den reduzierenden
Enden der Celluloseketten (Exocellulase).
GH45 3.2.14 B-1,4-Endoglucanase | Hydrolytische Spaltung der 3-1-4-
glycosidischen Bindungen innerhalb der
Celluloseketten in amorphen Regionen
(Endocellulase).
Hemicellulosen (Xylan, Glucomannan)
GH3 3.2.1.37 B-1,4-Xylosidase Freisetzung von D-Xylose-Einheiten durch
subtypes Hydrolyse der terminalen B-1-4-glycosidischen
Bindungen an den nichtreduzierenden Enden
des Xylan-Riickgrats und der Xylo-
Oligosaccharide (Exo-Xylanase).
GH5_7 3.2.1.78, B-1,4-Mannosidase Hydrolytischer Abbau oder Modifikation von
3.2.1.25 B-Mannan-haltigen Polysacchariden (B-
Mannosidase- und Endomannosidase-
Aktivitaten).
GH10 3.2.1.8 B-1,4-Endoxylanase Hydrolytische Spaltung der B-1-4-
GH11 glycosidischen Bindungen innerhalb des Xylan-
Riickgrats unter Bildung von Xylo-
Oligosaccharid-Fragmenten (Endoxylanase).
GH74 3.2.1.151 Xyloglucanase Endohydrolyse von Xyloglucanen unter
(xyloglucan- Bildung von Xyloglucan-Fragmenten
spezifische Endo-B- | (Xylogluco-Oligosacchariden).
1,4-Glucanase)
CE1 3.1.1.72 Acetyl-Xylan- Hydrolytische Deacetylierung von Xylanen und
3.1.1.73 Esterase;  Feruloyl- | Xylo-Oligosacchariden; hydrolytische Spaltung
Esterase und Freisetzung von Ferulasdure von den
Enden der Hemicellulose-Seitenketten.
CEl6 3.1.1.6 Acetyl-Esterase Unspezifische Hydrolyse von Acetylestern
(Freisetzung von Essigsaure).
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6.2 Tabellen

Tabelle Al. Ergebnisse des linearen gemischten Modells fiir den Masseverlust der Holzkl6tze. Das erste Modell untersucht,
ob der Massenverlust (Modell 1; n = 3669) von den folgenden Variablen beeinflusst wird: Baumart, Region (Schorfheide-
Chorin, Schwdbisch Alb, Hainich-Diin), ~Okosystem (Griinland, Wald) und Managementintensitit (LUl =
Landnutzungsintensitdtsindex oder ForMI = Waldbewirtschaftungsindex). Die ANOVA-Tabelle zeigt die p-Werte fiir F-Tests
nach Streichung einzelner Terme (drop1-Funktion) und unter Verwendung der Satterthwaite-Methode fiir die Berechnung der
Nenner-Freiheitsgrade. Der LUI- und ForMI-Index wurden zu diesem Zweck standardisiert. Signifikanzniveaus sind wie folgt
gekennzeichnet: * < 0,05; ** < 0,01, ***<0,001.

Quadrat- Mittlere FreiheitsgradFreiheitsgrad

Variable summe Quadrate Zahler Nenner F-Wert  P-Wert Signifikanz

Region 7,52 3,762 2 293,2 14,27 1,22x10° ok
<2,2x10

Baumart 1150,64 95,887 12 3318,5 363,67 16 ok
<2,2x10

Okosystem 71,19 71,193 1 293,4 270,01 16 ok

LUI / ForMI 0,52 0,518 1 295,2 1,97 0,1619

Tabelle A2. Ergebnisse des linearen gemischten Modells zur Bedeutung von Baumartenmerkmalen, Umweltfaktoren und
Managementintensitiit fiir den Massenverlust von Holzklétzen. Die Analyse wurde getrennt fiir die beiden Okosysteme (150
Griinlandparzellen, 150 Waldparzellen) durchgefiihrt und umfasst Totholzklétze von 13 Baumarten (nGriinland = 1806, nWald
= 1863). Die Auswahl der Modellvariablen basierte auf einer Gewichtung mittels des Akaike-Informationskriteriums (AIC). Alle
Variablen mit einem Wichtigkeitswert > 0,75 wurden in das Modell aufgenommen. Signifikanzniveaus sind wie folgt
gekennzeichnet: . <0,1; * < 0,05, ** < 0,01, *** <0,001.

Wald

Estimate/ Standard- Freiheits-

Variable Schatzung abweichung grade T-Wert P-Wert Signifikanz
Region
Schwabische Alb 2,516 0,08 12,56 33,32 1,23x 101 ok
Hainich-Diin -0,304 0,06 147,51 -5,11 9,67 x 10”7 ok
Schorfheide-
Chorin -0,468 0,07 146,58 -6,36 2,39x 10° ok
Umweltfaktoren
Relative
Luftfeuchte 0,070 0,02 146,92 2,96 0,0035 ok
Soil pH -0,100 0,03 147,52 -3,30 0,0012 ok
Holzeigenschaften
Lignin -0,350 0,07 5,99 -4,65 0,0035 ok
Holzdichte 0,145 0,08 6,00 1,75 0,1304
Kohlenstoff Gehalt 0,255 0,10 6,00 2,52 0,0456 *
Calcium Gehalt 0,177 0,09 6,00 2,00 0,0919 .
Phenol Gehalt -0,277 0,07 6,00 -3,80 0,0090 ok
Schwefel Gehalt 0,371 0,08 6,00 4,52 0,0040 ok
Griinland
Variablen Estl'r.nate/ Stan.d ard- Freiheits- T-Wert P-Wert Signifikanz
Schitzung  abweichung grade
Region
Schwibische Alb 1,808 0,06 18,75 27,95 9,63x10Y ok
Hainich-Diin -0,286 0,06 145,01 -4,99 1,73 x10°® Hokk
Schorfheide -0,058 0,06 141,44 -1,03 0,3060

Umweltfaktoren
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Bodenfeuchtigkeit 0,139 0,02 140,08 5,83 3,57 x10% *kk
Holzeigenschaften

Lignin -0,276 0,06 7,98 -4,518 0,0012 *k
Kohlenstoff Gehalt 0,354 0,08 7,99 4,47 0,0021 ok
Calcium Gehalt 0,355 0,07 7,99 5,14 0,0009 ok
Schwefel Gehalt 0,498 0,06 7,98 7,91 4,83 x 10 rokx

Tabelle A3. Ergebnisse des linearen gemischten Modells fiir die Emissionsraten von Kohlendioxid (CO;) und Methan (CH,).
Das Modell untersucht, ob die Kohlendioxid- (CO,) und Methan- (CH,4) Emissionsrate (Modell 1; n = 793) von den folgenden
Variablen  beeinflusst wird: Baumart, Okosystem (Griinland, Wald) und Managementintensitdt (LUl =
Landnutzungsintensitétsindex oder ForMI = Waldbewirtschaftungsindex). Die ANOVA-Tabelle zeigt die p-Werte fiir F-Tests
nach Streichung einzelner Terme (drop1-Funktion) und unter Verwendung der Satterthwaite-Methode fiir die Methode der
Nenner-Freiheitsgrade. Der LUI- und ForMI-Index wurden zu diesem Zweck standardisiert. Signifikanzniveaus sind wie folgt
gekennzeichnet: * < 0,05; ** < 0,01, *** <0,001.

CO,-Emissionsraten

Variable Quadrat- Mittlere Freiheitsgrad Freiheitsgrad  F- P-
summe Quadrate Zahler Nenner Wert Wert Signifikanz
Okosystem 3,825 3,825 1 65,9 12,81 0,0007 oA
Baumart 76,028 6,336 12 693,9 21,22 <2 1(610_ *Ex
LUI / ForMi 2,594 2,594 1 64,6 8,69 0,0045 ok
CHs-Emissionsraten
Variable Quadrat- Mittlere Freiheitsgrad Freiheitsgrad Signifikan
summe Quadrate Zdhler Nenner F-Wert P-Wert z
Okosystem 0,187 0,187 1 66,4 1,29 0,2599
Baumart 85,713 7,143 12 689,1 49,44 <2 1(610_ oA
LUI / ForMi 0,024 0,024 1 65,2 0,16 10,6876

Tabelle A4. Ergebnisse des linearen gemischten Modells zur Bedeutung von Baumartenmerkmalen, Umweltfaktoren und
Managementintensitiit fiir die CO,-Emissionsraten der Holzklétze. Die Analyse wurde getrennt fiir die beiden Okosysteme
(150 Griinlandparzellen, 150 Waldparzellen) durchgefiihrt und umfasst Totholzklétze von 13 Baumarten (nGriinland = 453,
nWald = 340). Die Auswahl der Modellvariablen basierte auf einer Gewichtung mittels des Akaike-Informationskriteriums
(AIC). Alle Variablen mit einem Wichtigkeitswert > 0,75 wurden in das Modell aufgenommen. Signifikanzniveaus sind wie folgt
gekennzeichnet: . <0,1; *<0,05; **< 0,01, *** <0,001.

CO,-Emissionsraten

Wald

Variable Estl'r.nate/ Stan_d ard- Freiheits- T-Wert P-Wert Signifikanz

Schitzung abweichung grade
(Intercept) 1,588 0,072 15,79 21,95 2,96E-13 *okk
Umweltfaktoren ‘
ForMiI -0,144 0,063 26,08 -2,27 0,0314 *
Relative 0,159 0,064 25,62 2,49  0,0195 *
Luftfeuchte
Holzeigenschaften
Lignin -0,261 0,058 6,05 -4,53 0,0039 ok
Organische 0,237 0,100 6,09 236 0,0554
Extraktstoffe
Kohlenstoff Gehalt 0,553 0,117 6,03 4,74 0,0032 ok
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Stickstoff Gehalt 0,203 0,073 6,12 2,79 0,0308 *
Magnesium 0,303 0,061 6,00 500  0,0024 *
Gehalt
Schwefel Gehalt -0,269 0,072 6,09 -3,73 0,0095 *E
Griinland
Variable EStI.'.“ ate/ Stan.d ard- Freiheits- T-Wert P-Wert Signifikanz
Schatzung abweichung grade
(Intercept) 1,342 0,074 27,89 18,18 5’341;( 10 * Ak
Umweltfaktoren
Bodenfeuchte 0,269 0,055 36,67 4,89 2,02x107 Ak
Holzeigenschaften
Holzdichte -0,160 0,055 10,99 -2,92 0,0139 *

Tabelle A5. Ergebnisse des linearen gemischten Modells zur Bedeutung von Baumartenmerkmalen, Umweltfaktoren und
Managementintensitiit fiir die CHs-Emissionsraten der Holzklétze. Die Analyse wurde getrennt fiir die beiden Okosysteme
(150 Griinlandparzellen, 150 Waldparzellen) durchgefiihrt und umfasst Totholzklétze von 13 Baumarten (nGriinland = 453,
nWald = 340). Die Auswahl der Modellvariablen basierte auf einer Gewichtung mittels des Akaike-Informationskriteriums
(AIC). Alle Variablen mit einem Wichtigkeitswert > 0,75 wurden in das Modell aufgenommen. Signifikanzniveaus sind wie folgt

gekennzeichnet: . <0,1;

*<0,05;, **<0,01, ***<0,001.

CHs-Emissionsraten

Wald
Variable E::::za::g asbtna/:i(i::xdl;g Fr;:::s- T-Wert P-Wert Signifikanz
(Intercept) 1,972 0,080 18,45 2462 1,43x10% ok
Umweltfaktoren
Boden pH -0,091 0,051 24,55 -1,79 0,0856
Lufttemperatur -0,144 0,050 24,80 -2,87 0,0082 *x
Totholzentnahme -0,093 0,050 25,37 -1,86 0,0738
Holzeigenschaften
Holzdichte -0,211 0,077 9,96 -2,72 0,0217 *
Schwefel Gehalt 0,210 0,077 10,00 2,73 0,0211 *
Grinland
Variable :::;::ut:é asb:::i(i::’r;g Fr:::::s- T-Wert P-Wert Signifikanz
(Intercept) 1,872 0,090 13,25 20,71 1,76 x 10! oA
Umweltfaktoren
Beweidung -0,126 0,045 34,10 -2,81 0,0081 ok
Bodentemperatur 0,186 0,081 34,55 2,31 0,0273 *
Diingung 0,065 0,038 34,92 1,71 0,0964
Lufttemperatur -0,150 0,075 33,98 -2,00 0,0538
Relative
Luftfeuchte 0,082 0,038 35,15 2,16 0,0374 *
Holzeigenschaften
Holzdichte -0,259 0,097 10,01 -2,67 0,0235 *
Schwefel Gehalt 0,303 0,098 9,99 3,09 0,0115 *
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Tabelle A6. Mantel-Test zum Vergleich der Metabarcoding (OTU Level) und Metaproteomik-Ergebnisse (Protein-Abundanz)
basierend auf Pilzgattungen. Es wurden nur Pilzgattungen beriicksichtigt, die mit beiden Methoden identifiziert wurden und
eine Spearman-Korrelation durchgefiihrt.

Mantel-Statistik Obere Quantile der Permutation
Statistik r  Signifikanz 90 % 95 % 97,5 % 99 %
Per Probe 0,039 0,164 0,052 0,067 0,078 0,095
Per Baumart 0,565 4x10™ 0,223 0,292 0,343 0,396

Tabelle A7. PERMANOVA zur Analyse des Einflusses von Baumarten, Baumrang (Angiospermen vs. Gymnospermen) und
Waldstandort (d. h. Untersuchungsfléichen) auf die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaft. 127 Totholzproben von 12
Baumarten aus dem Nationalpark Hainich und der umliegenden Diin-Region (12 Untersuchungsfléchen) wurden mittels einer
dreifaktoriellen permutativen multivariaten Varianzanalyse (dreifaktorielle PERMANOVA) auf Basis der Bray-Curtis-Distanzen
analysiert. Dabei wurden zwei Methoden verwendet: Metabarcoding basierend auf der OTU-Abundanz und
Metaproteomanalyse basierend auf der Abundanz der Proteine. Signifikanzniveaus sind wie folgt gekennzeichnet: * < 0,05;
**<0,01;, ***<0,001.

Freiheits- Quadratsumme R? F-Wert P-Wert Signifikanz

grade

Metabarcoding: totholzbewohnende Pilz (OTU Level)

Baumart 11 14,443 0,255 3,584 0,001 Hokok
Baumrang 1 2,844 0,050 6,616 0,001 Hokok
Untersuchungs- 11 5,063 0,089 1,027 0,332

flache

Metaproteomik: Lignocellulolytisch aktive Pilze (NSAF)

Baumart 11 4,608 0,289 4,251 0,001 Hokok
Baumrang 1 1,267 0,079 10,791 0,001 Hokok
Untersuchungs- 11 1,907 0,12 1,421 0,016 *
flache

Metaproteomik: Lignocellulolytische Enzyme (NSAF)

Baumart 11 1,400 0,326 5,053 0,001 ook
Baumrang 1 0,353 0,082 11,203 0,001 ook
Untersuchungs- 11 0,211 0,049 0,54 0,98

flache
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6.3 Abbildungen
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Abbildung A1. Korrelationen zwischen lignocellulolytischen Enzymklassen. Dargestellt sind die Abundanzen (z. B.
ligninolytische Klasse-1I-PODs/AA2 und andere Peroxidasen oder H202-erzeugende Oxidoreduktasen/AA3 oder
Glycosidhydrolasen), d. h. Abundanzen entsprechend ihren Zielsubstraten. Die Datenpunkte stellen den kumulierten NSAF
(normalized spectral abundance factor) der verschiedenen Enzyme bzw. Enzymklassen pro Probe dar, getrennt nach
Pilzstimmen (Ascomycota, Basidiomycota) und eingeférbt in den Diagrammen entsprechend dem Vorkommen in Stimmen

von Angiospermen (blau) und Gymnospermen (cyan).
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Abbildung A2. Analyse des geschdtzten Massenverlustes fiir jede Probe. Der geschitzte Masseverlust basiert auf den
Modellen der Zerfallsfunktionen von Edelmann et al. [35]. Boxplots zeigen den relativen Masseverlust pro Baumart (A). Die
Beziehung zwischen dem relativen Massenverlust und der Summe der CAZymes (B) oder lignocellulolytischen Enzymklassen
(Lignin und/oder andere Aromastoffe, Cellulose und Hemicellulosen oder ,unterstiitzende” Aktivitdten im Zusammenhang mit
der Lignocellulose-Modifikation und dem Lignocellulose-Abbau aufweisen) (C) ist fiir jede Probe getrennt nach Baumarten
dargestellt. Die Regressionslinie (B) stellt die Steigung des linear gemischten Modells dar, das eine signifikante Interaktion (p
= 0,0048) zwischen dem Massenverlust und den summierten CAZymen pro Probe zeigt, unabhdngig von der Baumart. Die
Beziehung zwischen Massenverlust und den einzelnen lignocellulolytischen Enzymklassen (C) ist durch die Regressionslinien
fiir jede Baumart dargestellt. Die zugehérigen linear gemischten Modelle mit Zufallsfaktor Baumart zeigen keine signifikanten

Interaktione
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