Metagenom-Analysen zum PVC-Superphylum

im anoxischen Reisfeldboden

Dissertation

zZur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

dem
Fachbereich Biologie
der Philipps-Universitdt Marburg

vorgelegt von

Jana Sabine Glockner

aus Freiberg/Sachsen

Marburg/Lahn 2008



Die Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit wurden vom August 2005 bis Juli 2008
am Max-Planck-Institut fiir terrestrische Mikrobiologie in Marburg/Lahn unter der

Leitung von Herrn PD Dr. Werner Liesack durchgefiihrt.

Vom Fachbereich Biologie der Philipps-Universitit Marburg als Dissertation

angenommen am: 27.10.2008

Erstgutachter: PD Dr. Werner Liesack
Zweitgutachter: Prof. Dr. Wolfgang Buckel
Tag der Disputation: 30.10.2008



Fiir einen Teil dieser Dissertation ist ein Beitrag zur wissenschaftlichen Publikation

geplant:

Glockner, J., Kube, M., Reinhardt, R. and Liesack, W. First metagenomic data
on members of the candidate divisions OP3 and BRCI. In Vorbereitung fiir die

Einreichung bei ,,Microbiology*

Wissenschaftiche Beitrdge auf Tagungen:

Glockner, J. and Liesack, W. Metagenomic analysis of novel bacterial lineages in

rice paddy soil. Jahrestagung der VAAM. Miérz 2006. Osnabriick (Poster).

Glockner, J., Kube, M., Reinhardt, R. and Liesack, W. Metagenomic analysis of
novel bacterial lineages in rice paddy soil. 1* EuroDIVERSITY Conference.
Oktober 2007. Marne-la-Vallée, France (Poster).



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ADKUrZUngSverzeiChnIis c....coeeeeveeiiseecssencsencsnenssnenssnnesssecsseccssnsssseesseesssesssane 1A%
ZuSAMMENTASSUNG....cveiierraricsseressssnssssassosssssesssssessssssssssssssssssssssnssssssssssssssssss \%
L EINICITUNE «oueeevueeenneiiiniinenisnennsneessnecsnecsanssssessssecssnecsssssssnsssssssssssssasssssssssassnns 1
1.1 Analyse der mikrobiellen Diversitit........ccccoevverrcssssnnrecsscnneccsssnnsrcsssnsseccsnnnes 1
1.2 Entdeckung neuer bakterieller Entwicklungslinien ..........ccceceeeceeeccnercsnnnee 2
1.3 Metagenom-ANALYSe .......ccciveiciiencssnnicssanicssnnissssnesssssesssssosssssssssssssssssosssssssssess 7
1.4 Modellsystem: Gefluteter Reisfeldboden...........ccoceeeevurccscnrccssnrcssnrcsenercsnnees 8
1.5 Ziele der ATDEIL ...cueeecneerisnieisnnnisnnicsneisssecssseesssseessssecsssseesssssssssssssssascses 12
I1. Material und Methoden...........ueeeeeeeisneiissneeissnneissneesssneecssneecsssnescssenes 13
2.1 SterilisationSVerfahren ........oeeeecienneicsennneensennnnecsennsnenssecsssecsesssesssecsnne 13
2.2 Chemikalien und Gase......uecceeineeiseensninsnecsseecssecssnncssnesssesssessssscsssssssssssasnns 13
2.3 Verwendete OrganiSIMeEN ......cccceeeecssssserecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
2.4 Modellsystem: Mikrokosmen von geflutetem Reisfeldboden .................... 14
2.5 Isolierung von NUuKIeINSAUIeN ........cicvveecrsricssnnicssnrisssnnesssnesssnessssressssssssnsees 15
2.5.1 Extraktion von DNA aus Umweltproben..........ccccceceevverieneniineencnncne. 15
2.5.2 Extraktion hochmolekularer DNA .........ccccoociiiiniininiinieeieeeeeee 16
2.6 GeNDANKEN . .....cuueiiineriniiiiniiiinniisinticnnticssticsstisssstesssstesssssesssssessssnesssssssssses 18
2.6.1 GroBenselektion der HMW-DNA ..o 18
2.6.2 Reparatur gescherter Enden der HMW-DNA ... 20
2.0.3 LIGATION ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt esaae e e naeeneeeneeenee 21
2.7 Screening nach 16S rRNA-Genen der Zielgruppen...........ceeeeeecseecsaeesnne 22
2.8 Langfristige Lagerung der Fosmid-Klone............cccuveevvverincercscnrcscnercscnnnes 23
2.9. GroBlenbestimmungen der klonierten genomischen Fragmente............... 23
2.10 FOSMid-SeQUENZIETUNG ...cccceervnrricsissnrrecsssasnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 24
2.11 Genannotation und Vorhersage der abgeleiteten Proteine...................... 25
2.12 AnreicherungseXperimente .........cccceeecsseeccsssnccsssnessssesssnssssssesssssosnssossssses 26
2.13 ChemiScChe ANALYSEN ....ccoueieirueinssnninssnisssanissssnssssnsssssnsssssssssssssssssssssnsssssnssss 28
2.13.1 Gaschromatographische Messungen von Methan und Kohlendioxid...28
2.13.2 Analyse organischer Sduren und Alkohole.........c.ccccoeveviirieniieniennnnnne, 29
2.13.3 Analyse anorganischer Ionen ..........ccccoceveeeviieeiiieeiiee e 30
2.14 PCR-AMPLfiKAtION .cuvereivueiiisninssensssnisssanissssnessssnssssssessssssssssssssssssssssssssssss 31



Inhaltsverzeichnis

2.15 T-RFLP-ADALYSE c.ccccovurriririirsricssricssnnicsssresssssesssssessssesssssssssssosssssssssssssssses 33
2.16 Erstellung von KlonbibliotheKen.........ccccceevueiceverinssercscnrcssercssnercsssescsnnses 34
2.17 SEQUENZICTUNG ...cccvvurrrecsssrnreecsssassesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 34
2.18 Vergleichende Sequenzanalyse ........cceeeeenseecsenssnncssenssnesssecssnesssesssacsssassnne 35
L 00 0 e 1) 11 C N 37
3.1 Mikrobielle Diversitit neuer Entwicklungslinien ..........cccceeeereseercscnercsnnces 37
3.1.1 Untersuchung der mikrobiellen Diversitdt von Planctomycetes............. 37
3.1.2 Mikrobielle Diversitit des BRCI .......cccoviiiiiiiiiiiiieceeeeeeeee 39
3.2 Extraktion von HMW-DNA aus Reisfeldboden..........coueeueeveecruersseensuennne 41
3.3 Aufbau von Genbanken........iiceeineiiseisseinsnennsnnnsninsssinssessssecssnssssesssesnes 43
3.4 Analyse der GenbanKen .......ccoeiicrissnnricsicnniccsssnrncsssssssesssssssssssssssssssssssseses 43
3.4.1 PCR-basiertes SCreENING .........cccueevurerieeirienrieeieerieereesseeereenseeeseenseessnas 43
3.4.2 Phylogenetische Diversitit der Test-positiven Fosmid-Klone................ 44
3.4.3 Groflenbestimmung der Genomfragmente ...........ccccceceeveeveenicneeniennenne. 50
3.5 Analyse sequenzierter Genomfragmente..........ccceeeeccnerecsscnnneccssssssecssssasseces 50
3.5.1 Das Genomfragment IV32F6 (OP3) ....cccooviiiiiiiiiieieeeee e, 51
3.5.2 Das Genomfragment IVI80F6 (OP3) .......cooovviiviiiiiiieecieeeee e 57
3.5.3 Das Genomfragment [V226A8 (NBL-UPA2) .....cccocviiiiiiiiiieeiieeeee, 61
3.5.4 Das Genomfragment V174F5 (BRC1)...c.ccccovviiiiniieiiiiiieeeeeeeeeee, 67
3.5.5 23S rRNA-Gen-basierte Phylogenie .........cccceeeveevieeciienieeieciecieeieeeee, 71
3.5.6 Taxonomische Zuordnung vorhergesagter Gene ...........ccceeecveeeeveeennnennns 72
3.6 Anreicherungskulturen aus geflutetem Reisfeldboden ..........c.ccoeeuerennneee. 75
3.6.1 Strategie der ANTeiCherung..........ccceeviieiiieniiiiiieieeieeee e 75
3.6.2 Charakterisierung der ersten Anreicherungsstufe .............cccceeveeevvenenen. 76
3.6.2.1 Anreicherungen mit Propionat und Butyrat.............cccoevevvivennennne. 77
3.6.2.2 Anreicherungskulturen mit Substratgemisch............cccceceeieninnene. 78

3.6.3 Charakterisierung der zweiten Anreicherungsstufe ............ccccoecueenenee. 82
3.6.4 Selektive AnreicherungseXperimente. ........cueeveereeeveereeeveeneensveenseennnes 86
3.6.4.1 Versuch der Anreicherung neuer RC-I-Archaea...........c..cc.c.......... 87
3.6.4.2 Versuch der Anreicherung von RC-III-Archaea...........c.ccceueeeee. 88

IV, DiSKUSSION...cuuiiieriiiiiiiiiseinsnicsnnicsnnissnnisssecsssecsssncssseesssssssssssssesssssssssessnee 91
4.1 Analyse der GenbanKen .......coueevienneesseensnnssnenssenssnesssensssesssnssssessssssssssssasssns 92
4.1.1 Charakterisierung der Genbanken............ccceeevveercieeniieeniieeciee e, 92
4.1.2 Phylogenetische Verteilung Test-positiver Genomfragmente ................ 93

II



Inhaltsverzeichnis

4.1.3 16S rRNA-Signaturnukleotide ..........ccceeeriieeriieeiiieeieeeee e, 95
4.1.4 Struktur der TRNA-OPETONS ......cc.eoiiriiiiiniiiiieienieieeestee e 96

4.1.5 23S rRNA-basierte Phylogenie ..........ccceevuieiiiniieiieiiieiecieeeeeie e 97

4.2 Charakterisierung der sequenzierten Genomfragmente.........cceceeeeveesueenne 98
4.2.1 GC-GEhAL ... 98
4.2.2 Vergleichende Analyse ausgewdhlter Sequenzinformationen................. 99

4.2.3 Taxonomische Zuordnung der vorhergesagten Proteine....................... 102

4.3 AnreicherungSKultUren ........coeeeicciisnriccsssnnnicssssnnnesssssssnssssssssssssssssssssssnsss 106
LItEIAtUL couueeinueecinieineninecsnecsnessanssssnessneessnssssnssssnsssssssssssssasssssssssssssssssssassnns 112

III



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

BLAST

BRCl1
DNA
dNTP
DSMZ
E-Wert
GC
HMW
HPLC
IFAM

LMP
mcrA
MPN-PCR
NBL-UPA
OP3

ORF

PCR
PFGE

PV

RC

SD

sp.

T-RF
T-RFLP
uQM

v/iv

w/v

Basic Local Alignment Search Tool

Basenpaar

Bacterial Rice Cluster 1

Desoxyribonukleinséure

Desoxy-Nukleosidtriphosphat

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Erwartungswert

Gaschromatograph

“High molecular weight”, hochmolekular

High performance liquid chromatography

Stammsammlung Institut fiir Allgemeine Mikrobiologie,
Universitit Kiel

Low Melting Point

Gen fiir die o-Untereinheit der Methyl-Coenzym-M-Reduktase
“Most probable number”-Polymerase-Kettenreaktion

Novel lineage of uncertain phylogenetic affiliation

Obsidian Pool 3

“Open Reading Frame”, offener Leserahmen
Polymerase-Kettenreaktion

Pulsfeldgelelektrophorese

Planctomycetes-Verrucomicrobia

Rice Cluster

Subdivision

Art

Terminales Restriktionsfragment

Terminaler Restriktionsfragment-Léngen-Polymorphismus
Stammsammlung University of Queensland, Department of
Microbiology, St. Lucia, Queensland, Australia

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

1Y%



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Zuge dieser Arbeit wurden Metagenom-Genbanken des Reisfeldbodens
aufgebaut, die in der Zukunft fiir umfangreiche Fragestellungen zur Verfiigung
stehen. Die Genbanken wurden nach Genomfragmenten von Mitgliedern des
Planctomycetes-Verrucomicrobia-Chlamydiae  (PVC)-Superphylums untersucht.
Neben Fosmid-Klonen der “candidate divisions BRCI1, OP3 und NBL-UPA2
wurden solche von Vertretern der Verrucomicrobia und Planctomycetes,
insbesondere von Mitgliedern der Gattung Pirellula, nachgewiesen. Vier
Genomfragmente von Vertretern des OP3, BRC1 und NBL-UPA2 wurden
vergleichend sequenziert. Die 16S und 23S rRNA-Phylogenien bestétigen einen
monophyletischen Ursprung des PVC-Superphylums. OP3 gruppierte in allen
Phylogenien als Mitglied des PVC-Superphylums. BRC1 und WS3 gehdren
vermutlich ebenfalls diesem Superphylum an, was aber durch zusitzliche Analysen
noch zu bestdtigen ist. Die auf den OP3-Genomfragmenten lokalisierten rRNA-
Operons haben eine typisch bakterielle Struktur mit der Genabfolge 16S, 23S und
5S rRNA. Die Annotation der ORFs ergab keine konkreten Anhaltspunkte, um eine
spezifische Anreicherungsstrategie zu formulieren. OP3-Zellen besitzen vermutlich
eine klassische Gram-negative Zellwand. ORFs auf dem BRCI1-Genomfragment
wurden in BlastP-Analysen vermehrt Mitgliedern der Planctomycetes zugeordnet,
welches konsistent mit dessen vermuteten Zugehorigkeit zum PVC-Superphylum
ist. Die OP3-Genomfagmente zeigten dagegen einen iiberraschend hohen Anteil an
taxonomischen Zuordnungen zu Mitgliedern der Deltaproteobacteria. Es wird daher
spekuliert, dass Mitglieder des OP3 in Analogie zu Syntrophobacter und Pelobacter
einen syntrophen Stoffwechsel besitzen.

Darauf basierend wurden Anreicherungsstrategien formuliert, mit dem Ziel
OP3-Genomfragmente, aber auch des BRC1, mit hoherer Frequenz in Metagenom-
Genbanken dieser biologischen Anreicherungen zu finden. Die Anreicherungen
fithrten mit und ohne Zugabe von M. formicicum als potentiell syntrophen Partner
nicht zum gewiinschten Erfolg. Hingegen wurden mesophile Mitglieder der
archaeellen Entwicklungslinien RC-I und RC-III in den angereicherten Konsortien
nachgewiesen, deren relative Abundanz durch weitergehende Anreicherungs-

versuche erhoht werden konnte.
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I. Einleitung

Im Folgenden wird skizziert, wie sich unser Wissen iiber die mikrobielle Diversitit
mit der Anwendung kultivierungsunabhéngiger = Umweltanalyseverfahren
revolutionierte. Nach einer Einfiihrung in die Mitglieder der Phyla Planctomycetes,
Verrucomicrobia und weiterer neuer bakterieller Hauptentwicklungslinien, welche
moglicherweise ein monophyletisches Superphylum bilden, werde ich die Methode
der Metagenom-Analyse vorstellen. Vor der Prdsentation meiner Aufgabenstellung
werden das Modellsystems des gefluteten Reisfeldbodens sowie die bisher

durchgefiihrten molekulardkologischen Analysen kurz eingefiihrt.

1.1 Analyse der mikrobiellen Diversitit

In der mikrobiellen Okologie wird vor allem das 16S rRNA-Gen als Marker fiir die
Analyse der phylogenetischen Diversitit verwendet. rRNA kommt in allen
Lebensformen ubiquitir vor. Der horizontale Transfer des 16S rRNA-Gens
zwischen verschiedenen Organismen scheint nicht héufig stattgefunden zu haben.
Daher kann die Akkumulation von Sequenzunterschieden in dem 16S rRNA-
Molekiil als ein Marker fiir die organismische Evolution betrachtet werden (Olsen
und Woese, 1993). Das Vorhandensein von hoch konservierten und variablen
Regionen erlaubt die Formulierung von Primern zum universellen Nachweis der
mikrobiellen Diversitit sowie zum spezifischen Nachweis phylogenetisch definierter
Gruppen an Mikroorganismen. Die molekularokologischen Analysen iiber die
Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften mittels vergleichender 16S rRNA-
Sequenzanalyse, T-RFLP- (terminaler Restriktionsfragment-Léngen-Polymorphis-
mus) Analyse oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zeigten, dass die in
den Stammsammlungen hinterlegten Reinkulturen die tatsidchliche phylogenetische
Diversitidt der Mikroorganismen nicht korrekt widerspiegeln (Pace et al., 1997,
Torsvik und @vreas, 2002; Sait et al., 2002; Kirk et al., 2004; Davis et al., 2005). Es
wird daher vermutet, dass mit den traditionellen Standardmethoden weniger als 1%
der Mikroorganismen kultiviert werden kann (Amann et al., 1995; Hugenholtz et al.,
1998, 2002). Donarchie et al. (2007) verdeutlichten in einer Studie fiir verschiedene

Standorte  beispielhaft, dass die Ergebnisse von Kultivierungen und
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Kultivierungsunabhidngigen Analyseverfahren in seltenen Fallen liberlappen, was zu
komplett unterschiedlichen Schlussfolgerungen iiber die Mikrobiologie des
betreffenden Okosystems fiihren kann. Die weit verbreitete Anwendung der 16S
rRNA-basierten Umweltanalyse fiihrte zu dem Nachweis einer Vielzahl von
bakteriellen Hauptentwicklungslinien, welche bisher nicht durch kultivierte
Vertreter reprasentiert sind und als “candidate divisions® bezeichnet wurden
(Abbildung 1, Hugenholtz et al., 1998; Rappe und Giovannoni, 2003). Dabei handelt
es sich um Entwicklungslinien, deren Mitglieder in phylogenetischen Analysen
weniger als 85% Sequenzédhnlichkeit zu 16S rRNA-Sequenzen bekannter Phyla
zeigen und damit das Potential besitzen, eine neue Division darzustellen. Die
Begriffe Division und Phylum werden als Synonym verwendet. Die
Charakterisierung einer neuen candidate division sollte auf Basis mehrerer 16S
rRNA-Gensequenzen erfolgen, welche in phylogenetischen Analysen reproduzierbar
monophyletisch gruppieren und keine Verwandtschaft mit anderen Phyla der
Domine Bacteria aufweisen. Die in den letzten 30 Jahren gewonnenen Erkenntnisse
der vergleichenden 16S rRNA-Sequenzanalyse stehen in guter Ubereinstimmung
mit dem 1977 eingefiihrten phylogenetischen Konzept und der Einteilung aller
Lebensformen in die drei Doménen Bacteria, Archaea und Eukarya (Woese et al.,
1977; Woese et al., 1987; Woese et al., 1990). Dieses phylogenetische Konzept der
Lebewesen ist derzeit die Basis zur Identifikation neuer mikrobieller Isolate und zur

Analyse der Zusammensetzung und Diversitdt mikrobieller Gemeinschaften.

1.2 Entdeckung neuer bakterieller Entwicklungslinien

Die Planctomycetes und Verrucomicrobia reprasentieren zwei
Hauptentwicklungslinien innerhalb der Doméne Bacteria. Das Phylum
Planctomycetes umfasst die vier Gattungen Pirellula, Planctomyces, Gemmata und
Isosphaera. Die als “candidate species* beschriebenen vier Gattungen (Kuenenia,
Brocadia, Scalindua und Anammoxoglobus) wurden auf der Grundlage von hoch
angereicherten Konsortien beschrieben. Reinkulturen konnten bisher nicht erzielt

werden. Diese Organismen sind zur anaeroben Ammonium-Oxidation befdhigt.
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Abbildung 1: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, welche die Hauptent-
wicklungslinien der Doméne Bacteria zeigt (Rappe und Giovannoni, 2003). Der
Stammbaum umfasst 12 Phyla, welche bereits von Carl Woese (1987) benannt wurden
(Entwicklungslinien in schwarz). Weitere 14 Phyla wurden seit 1987 entdeckt und sind
durch entsprechende Reinkulturen definiert (Entwicklungslinien in weil}). Insgesamt 26 der
im  Stammbaum  abgebildeten  Entwicklungslinien sind ausschlieBlich  durch
Umweltsequenzen definiert (sogenannte candidate divisions, Entwicklungslinien in grau).

Das Wissen iiber die phénotypischen Eigenschaften der Planctomycetes ist auf
wenige kultivierte Vertreter beschrdnkt, die hauptsdchlich aus marinen Systemen
isoliert wurden (Fiirst et al., 1995). Exakte Kenntnisse iiber ihre Funktion in der

Umwelt bzw. in den biogeochemischen Kreisldufen sind bisher kaum vorhanden.
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Planctomycetes sind ubiquitdr verbreitet, wie aus der Vielzahl unterschiedlicher
Habitate geschlossen werden kann, aus denen 16S rRNA-Gensequenzen dieses
Phylums erzielt wurden. Zu diesen Standorten gehoren terrestrische und marine
Systeme, Siilwasser, Moore, marine Schwamme und Kliranlagen (Gade et al.,
2004; Chouari et al., 2005; Fieseler et al., 2006; Dedysh et al., 2006; Morris et al.,
2006; Elshahed et al., 2007). Die abgeleiteten Aminosduresequenzen von
annotierten Genen auf den Genomen von Vertretern der Planctomycetes
(Rhodopirellula baltica SH-1", Blastopirellula marina DSM 3645", Planctomyces
maris DSM 8797" und Gemmata obscuriglobus UQM 2246") sowie zweier
Genomfragmente eines marinen Auftriebssystems kodieren vermutlich fiir
Funktionen im C1-Metabolismus (Woebken et al., 2007). Diese Gene wurden bisher
nur bei Mitgliedern der methanogenen Archaea und methylotrophen Proteobacteria
identifiziert. Das fiihrte zu der Vermutung, dass Vertreter der Planctomycetes eine
bislang unbekannte Rolle im biogeochemischen Kreislauf von CIl-Verbindungen
spielen konnten (Bauer et al., 2004; Woebken et al., 2007). Der Nachweis einer
groBen Anzahl an vermutlich Sulfatase-kodierenden Genen in den Genomen mariner
Planctomyceten ist ein Hinweis darauf, dass Mitglieder der Planctomycetes eine
wichtige Funktion beim Recycling von Kohlenstoff komplexer sulfatierter
Heteropolysaccharide besitzen (Woebken et al., 2007).

In der Vergangenheit wurde die phylogenetische Diversitit des Phylums
Verrucomicrobia durch 16S rRNA-Gensequenzen weniger Reinkulturen und durch
eine Vielzahl an Umweltsequenzen definiert. Es wird geschétzt, dass Mitglieder der
Verrucomicrobia etwa 10% der Gesamtzellzahl im Boden ausmachen (Sangwan et
al., 2005). Schlesner et al. (2006) formulierten sieben phylogenetisch kohérente
Unterlinien bzw. Subdivisionen des Phylums Verrucomicrobia. In den letzten Jahren
wurden neue Isolate kultiviert, die vor allem den Unterlinien 1, 3 und 4 zugeordnet
wurden (Josephs et al., 2003; Sangwan et al., 2005; Yoon et al., 2007, 2008). Einzig
die Unterlinien 5 und 6 umfassen ausschlieflich 16S rRNA-Umweltsequenzen. Die
kiirzlich beschriebenen methanotrophen Vertreter “Methyloacida kamchatkensis®,
Candidatus Methylacidiphilum infernorum und “Acidomethylosilex fumarolicum®
reprasentieren eine neue Unterlinie der Verrucomicrobia (Dunfield et al., 2007; Pol
et al., 2007; Islam et al., 2008; Hou et al., 2008). In der Vergangenheit war eine
methanotrophe Lebensweise ausschlielich fiir Mitglieder der Alpha- und

Gammaproteobacteria bekannt.
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Die molekulardkologischen Analysen zur Zusammensetzung mikrobieller
Gemeinschaften in marinen und terrestrischen Standorten weisen auf eine weitaus
groBere phylogenetische Diversitdt der Planctomycetes und Verrucomicrobia hin als
bisher vermutet. Vergin et al. (1998) zeigten, dass die 16S rRNA-Gensequenzen der
Planctomycetes Abweichungen in der hoch-konservierten Bindungsstelle des
Bacteria-Primers 27f aufweisen. Diese Bindungsstelle wurde lange Zeit innerhalb
der Doméne Bacteria als absolut konserviert betrachtet. Die hdufige Verwendung
des Primers 27f in Umweltanalysen konnte die Ursache dafiir sein, dass die
tatsdchliche Abundanz von Vertretern der Planctomycetes und eng verwandter
Mikroorganismen in einigen Standorten nicht entsprechend erfasst wurde.

Mitglieder der Phyla Planctomycetes, Verrucomicrobia und Chlamydia
besitzen gemeinsame Signaturnukleotide in mehreren Abschnitten der 16S rRNA-
Gensequenz, welche fiir die Entwicklung spezifischer PCR-Primer genutzt wurden
[Escherichia coli Positionen: Primer PLA40 (40-60); PLA46 (46-53); PLASS
(58-75); PLA886 (886-904)]. So wurde beispielsweise der spezifische Primer
PLA40f kombiniert mit dem fiir die Doméne Bacteria universellen Primer 1492r als
PVC-Assay bezeichnet (Derakshani et al., 2001). Die Anwendung dieser
spezifischen Primersysteme in Analysen zur phylogenetischen Diversitit fiihrte zum
Nachweis neuer, bakterieller Hauptentwicklungslinien, wie zum Beispiel OP3
(“Obsidian Pool* 3), WWEI (“Wastewater of Evry 1°), WWE2, WWE3, OD1 (OP-
derived 1), WS3 (“Wurtsmith aquifer”) und Poribacteria (Neef et al., 1998; Freitag
et al., 2003; Chouari et al., 2005; Elshahed et al., 2007; Kirkpatrick et al., 2006;
Fieseler et al., 2006). 16S rRNA-basierte Phylogenien von Vertretern der
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae, Lentisphaerae und der candidate
divisions Poribacteria und OP3 fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass sich diese
Phyla monophyletisch von den Hauptentwicklungslinien der Doméne Bacteria

abgrenzen und ein sogenanntes PVC-Superphylum bilden (Wagner und Horn, 2006;
Abbildung 2).
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Abbildung 2: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, welches die
verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den Planctomycetes, Verrucomicrobia,
Lentisphaerae, Chlamydiae sowie den candidate divisions OP3 und Poribacteria als
Mitglieder des PVC-Superphylums zeigt (Wagner und Horn, 2006).

Auf Basis von zwolf 16S rRNA-Gensequenzen aus geflutetem Reisfeldboden
wurde die neue Hauptentwicklungsliniec “Bacterial Rice Cluster 1¢ (BRCI)
beschrieben, die im 16S rRNA-Stammbaum phylogenetisch mit der neuen
Entwicklungslinie WS3 gruppiert (Derakshani et al., 2001). Der Nachweis weiterer
16S rRNA-Gensequenzen des BRCI in anoxischen Standorten, wie beispielsweise
in Kldranlagen, der anoxischen Zone des Schwarzen Meeres, marinem Sediment und
einer hypersalinen mikrobiellen Matte, lieBen vermuten, dass die Mitglieder dieser
Entwicklungslinie einen anaeroben Stoffwechsel besitzen (Freitag et al., 2003;
Chouari et al., 2005; Ley et al., 2006; Kirkpatrick et al., 2006). BRC1 wird aber
bisher vor allem von Umweltsequenzen des Reisfeldbodens dominiert. Der
numerische Anteil von BRC1 im Reisfeldboden wurde mittels MPN- (“most
probable number<) PCR auf 10’ Zellen pro Gramm Boden Trockengewicht
geschitzt (Derakshani, Dissertation).

Derakshani et al. (2001) detektierte in geflutetem Reisfeldboden auch 16S
rRNA-Gensequenzen der neuen Hauptentwicklungslinie OP3. Der Nachweis von
16S rRNA-Gensequenzen des OP3 in verschiedenen aquatischen und terrestrischen
Standorten, marinen Sedimenten, Mooren, Butyrat- und Propionat-abbauenden

Chemostaten und in Proben aus der Ozeankruste deuten auf eine ubiquitire
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Verbreitung hin. Dariiber hinaus wurden von Derakshani et al. (2001) 16S rRNA-
Gensequenzen erzielt, die phylogenetisch keiner bekannten Entwicklungslinie
zugeordnet werden konnten und als neue Linie “novel bacteria of uncertain
phylogenetic affiliation® (NBL-UPA) 1 und 2 bezeichnet wurden. Allerdings
gruppierte NBL-UPA2 in bakteriellen Stammbdumen mit der neuen
Entwicklungslinie OP3, so dass ein gemeinsamer Ursprung flir beide

Entwicklungslinien vermutet wurde (Derakshani et al., 2001).

1.3 Metagenom-Analyse
Die vollstindigen Genome der gesamten Mikrobiota einer Umweltprobe werden als
Metagenom bezeichnet. Der Begriff Metagenom wurde von Handelsmann et al.
(1998) gepriagt. Mittels einer Metagenom-Analyse kann theoretisch die gesamte
mikrobielle Fraktion eines Standortes erschlossen werden. DNA hoher Qualitit und
Reinheit wird aus einer Umweltprobe extrahiert und in einen entsprechenden Vektor
kloniert (Abbildung 3). Die Analyse von Genbanken erfolgt nach zwei prinzipiell
unterschiedlichen Verfahren. Funktionelle Analysen werden vor allem mit der
Zielsetzung durchgefiihrt, neue Antibiotika und Biokatalysatoren fiir medizinische
und industrielle Anwendungen zu identifizieren und zu entwickeln (Handelsman,
2004; Daniel, 2005). Es wird angestrebt, die Expression bestimmter Enzyme oder
Verbindungen {iiber spezifische Assays nachzuweisen. Bei der Sequenz-basierten
Umwelt-Analyse werden die Genbanken entweder in Hinblick auf Genomfragmente
von bestimmten Vertretern der gesamten Mikrobiota mittels phylogenetischen
Markergenen oder komplette Okosysteme mittels Shotgun-Sequenzierung
untersucht (Riesenfeld et al., 2004; Streit und Schmitz, 2004; Venter et al., 2004;
Tyson et al., 2004; Hallam et al., 2004; Tringe et al., 2005; Green und Keller, 2006).
Beja et al. (2000) identifizierten beispielsweise auf einem Genomfragment
eines marinen, nicht-kultivierten Gammaproteobakteriums (SAR86-Gruppe) ein
Protein-kodierendes Gen fiir einen neuen Rhodopsin-Typ (Proteorhodopsin), einer
Licht-betriebenen Protonenpumpe. Die abgeleitete Aminosduresequenz zeigte
signifikante Homologien mit dem bekannten archaeellen Rhodopsin. In weiteren
Studien wurde eine hohe Abundanz dieser Gammaproteobakterien-Gruppe in
marinen Systemen nachgewiesen, welches mit der Beschreibung einer neuen

phototrophen Lebensweise einherging. Die ersten genetischen und physiologischen
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Informationen und die vollstindig rekonstruierten Genome bisher nicht-kultivierter
Mikroorganismen gaben neue Einblicke in die Mikrobiologie der Prokaryoten, deren
Existenz bisher fast ausschlieBlich von 16S rRNA-basierten Umweltanalysen
bekannt war (Vergin et al., 1998; Rondon et al., 2000; Quaiser et al., 2002, 2003;
Ricke et al., 2005; Woyke et al., 2006; Erkel et al., 2006; Strous et al., 2006;
Warnecke et al., 2007; Pelletier et al., 2008).

Umweltnrobc Anreicherungskultur
Extraktion der Umwelt-DNA 4
(Metay.nom) Untersuchung des
Anreicherungsstatus
P A \ « T-RFLP-Analyse
— mid-V .
=+ Q“"T“""_/ Fosmid-Vektor-DNA * Phylogenetische Analyse
Heterologe o « FISH
genomische Ligation. V. " .
DNA igation, Verpackung in . .
(~40 kb) Phagen und Transformation in Anreicherung nicht-

E. coli-Zellen kultivierter
Mikroorganismen ohne

Information iiber die

© @@ dkologische Funktion

Aufbau von Fosmid-Genbanken T
Screening via Hybridisierung oder PCR Strategie fiir die biologische Anreicherung
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auf Basis erster genetischer Informationen

l Sequenzierung des T
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von Metagenom-Analysen und der Formulierung
moglicher Anreicherungsstrategien. Hochmolekulare DNA wird aus einer Umweltprobe
isoliert, welche in BAC- oder Fosmid-Vektoren ligiert und in E. coli-Zellen transformiert
wird. Die Genbanken werden nach Assay-positiven Genomfragmenten untersucht. Mit der
Auswertung der kompletten Sequenzinformation dieser Genomfragmente koénnen
beispielsweise erste Einblicke in die Genome von Vertretern nicht-kultivierter
Mikroorganismen gewonnen werden. Im Idealfall werden Informationen zur selektiven
Anreichung neuer Mikroorganismen erzielt. Dariiber hinaus kénnte der Nachweis einer
biologischen Anreicherung von bisher nicht-kultivierten Zielorganismen Ausgangspunkt fiir
weitere Metagenom-Analysen der angereicherten Konsortien sein.

1.4 Modellsystem: Gefluteter Reisfeldboden
Das Modellsystem des gefluteten Reisfeldbodens ist seit fast zwei Jahrzehnten am

MPI fiir terrestrische Mikrobiologie in der Abteilung Biogeochemie Gegenstand
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vieler Prozessmessungen und Analysen zu Struktur- und Funktionsbeziehungen
mikrobieller Gemeinschaften. Geflutete Reisfelder sind eine wichtige Quelle des
klimarelevanten Spurengases Methan. Daher wird versucht die Prozesse, die zur
Methanproduktion fithren aber auch die Interaktion der Mikroorganismen mit der
Reispflanze besser zu verstehen. Als Treibhausgas ist Methan etwa 20-mal
effizienter als Kohlendioxid. In den letzten 250 Jahren ist die Methankonzentration
in der Atmosphdre um 148% gestiegen (IPCC 2007). Zu den bedeutendsten
Methanquellen zéhlen natiirliche Feuchtgebiete, Reisfelder, Wiederkduer, Termiten
und Methanhydrate. Die Methanemission aus Biomasseverbrennung, Miilldeponien,
Klédranlagen und der Forderung von fossilen Brennstoffen ist hingegen ummittelbar
anthropogenen Ursprungs.

Durch die Anbau-bedingte Flutung von Reis wird der Boden anoxisch und
voriibergehend ein anaerobes SiiBwasserhabitat. Je nach Bewisserungsform lassen
sich vier Kategorien von Reisokosystemen unterscheiden: Beflutung (52% der
globalen Anbaufldchen), Flachland (27%), Tiefwasser (10%) und Hochlandreis ohne
Beflutung (11%) (Minamikawa et al., 2006, Walmann und Renneberg, 1996).
Gefluteter Reisfeldboden wird basierend auf den verschiedenen physikochemischen
Bedingungen in distinkte Kompartimente gegliedert, die eine definierte
Strukturierung des Okosystems mit sich bringt. Diese Kompartimente sind die
oxische Flutungszone, der anoxische Boden sowie die Rhizosphére der Reispflanze
mit den Wurzelexsudaten. Im Fall der Flutung wird Sauerstoff im Boden mikrobiell
schnell aufgezehrt, wodurch sich im Boden ein steiler Sauerstoffgradient einstellt.
Die mikrobiellen Populationen in der etwa 2 mm tiefen oxischen Zone werden vor
allem von Mitgliedern der Alpha-, Beta- und Gammaproteobacteria dominiert
(Luedemann et al., 2000; Noll et al., 2005). Im gefluteten Boden unterhalb der
oxischen Zone wird das organische Material durch die sequentielle Reduktion der
verfiigbaren Elektronenakzeptoren (O, >NOs;~ >Mn(IV) >Fe(Ill) >S5S0, >CO,)
oxidiert (Liesack et al., 2000). In der Interphase kommt es zu einer Regeneration der
alternativen Elektronenakzeptoren. Bei Abwesenheit alternativer
Elektronenakzeptoren wird in der anoxischen Zone Methan als Endprodukt des
anaeroben Abbaus gebildet. Die bakterielle Komponente im anoxischen
Reisfeldboden wird vor allem von Mitgliedern der Clostridia, Bacilli,
Actinobacteria, Bacteroidetes und Verrucomicrobia dominiert (Chin et al., 1998,
1999b; Hengstmann et al., 1999; Luedemann et al., 2000; Weber et al., 2001;
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Akasaka et al., 2003; Scheid et al., 2004; Noll et al., 2005). Die Analyse der
Zusammensetzung der archaeellen Komponente im gefluteten Reisfeldboden fiihrte
zum Nachweis von fiinf neuen Entwicklungslinien (Rice Cluster I-V) innerhalb des
Phylums Euryarchaeota (GroBSkopf et al., 1998b). Mitglieder des Rice Cluster III
(RC-III) gruppieren zum Beispiel mit Vertretern der Thermoplasmatales. Es wird
spekuliert, dass diese Organismen Oligopeptide fermentieren (Kemnitz et al., 2005).
Die archaeelle Komponente wird im Reisfeldboden, vor allem aber in der oxisch-
anoxischen Rhizosphdrenzone, von Vertretern des Rice Cluster I (RC-I) dominiert
(Lueders et al., 2001; Chin et al., 2004; Kriiger et al., 2005). Lu und Conrad
lieferten 2005 einen experimentellen Nachweis fiir diese allgemeine Dominanz.
Dabei wurden geflutete Reispflanzen mit >CO, inkubiert, welche daraufhin das
BC0, in die Blatter aufnahmen. Das markierte BC war relativ schnell im 13CH4 des
Porenwassers und in der Atmosphdre der Kammer, welche iiber die Reispflanze
montiert wurde, nachweisbar. Mittels stabiler Isotopenbeprobung und der
vergleichenden Sequenzanalyse wurde gezeigt, dass in der Rhizosphire vor allem
Mitglieder des RC-I das >CO, inkooperierten. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
RC-I eine bedeutende Rolle bei der Methanproduktion und infolgedessen fiir die
Methanemission im Reisfeldboden spielt. Der erste kultivierte Vertreter
(Methanocella paludicola DSM 17711") des RC-I wurde kiirzlich von Sakai et al.
(2007, 2008) beschrieben. Die Entwicklungslinie RC-I wird jetzt als Order
Methanocellales bezeichnet. In dieser Arbeit wird hingegen die Bezeichnung RC-I
weiterhin verwendet.

Das durch RC-I und andere methanogene Populationen produzierte Methan
entweicht in die Atmosphdre entweder durch diffusiven Transport iiber das
intrazelluldre System bzw. Aerenchym der Reispflanze (~90%) oder in Form von
Gasblasen an der Wasseroberfliche (~10%). Gegenldufig zum Methan diffundiert
Sauerstoff durch das Aerenchym in die Wurzeln der Reispflanze und teilweise auch
in den angrenzenden Boden. In dieser oxisch-anoxischen Interphase innerhalb der
Rhizosphédre wie auch der Flutungszone sind methanotrophe Bakterien aktiv, die
einen erheblich Teil des biogen produzierten Methans zu Kohlendioxid und Wasser
re-oxidieren, noch bevor es in die Atmosphére gelangt.

Der Abbau des organischen Materials im anoxischen Reisfeldboden erfolgt
durch das Zusammenspiel von mikrobiellen Populationen verschiedener trophischer

Ebenen (Abbildung 4). Wihrend des primédren Fermentationsschrittes werden
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Polymere, wie Lignin, Cellulose und Hemicellulosen, zu Oligo- oder Monomeren
hydrolisiert. Diese Zwischenprodukte werden zu Fettsduren, Succinat, Alkoholen,
Lactat, Acetat und H, und CO, fermentiert, dic dann in einem sekundiren
Fermentationsschritt zu Acetat, CO, und H, umgesetzt werden. Wasserstoff und
Kohlendioxid bzw. Acetat werden letztendlich von hydrogenotrophen bzw.
acetoklastischen methanogenen Archaea zu Methan umgesetzt. Die Oxidation von
organischen Siuren, Alkoholen, Acetat und H; ist unter Standardbedingungen (pm2
=1 atm) thermodynamisch sehr ungiinstig. Werden in einem angereicherten
Konsortium beispielsweise hydrogenotrophe Methanogene aktiv, wird der
Wasserstoffpartialdruck deutlich reduziert (py. <1072-10* atm). Unter diesen
Bedingungen ist die Fermentation von organischen Sduren, Alkoholen, Acetat und
H, thermodynamisch giinstiger. Diese besondere Form der symbiotischen
Beziehung, in welcher beispielsweise die Aktivitit eines fermentierenden
Bakteriums von der Kooperation mit einem methanogenen Partnerorganismus

abhéngt, wird als Syntrophie bezeichnet (Traore et al., 1983; Stams et al., 2006).

Polymere
{0

/\ Primiirfermenter

Fettsiiuren, Alkohole

Lactat, Succinat

v / \ v Sekundiirfermenter
C1 Verbindungen @

N -Acetat
H,, CO,, HCOO-, CH,;-R > -

& @ Methanogene

Abbildung 4: Kohlenstofffluss wihrend des anaeroben Abbaus komplexen organischen
Materials durch Mikroorganismen unterschiedlicher trophischer Ebenen. (1) primér
fermentierende Bakterien; (2) sekundédr (syntroph) fermentierende Bakterien; (3)
homoacetogene Bakterien; (4) hydrogenotrophe Methanogene; (5) acetoklastische
Methanogene (nach Schink, 1997; Schink und Stams, 2006)
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1.5 Ziele der Arbeit

Kultivierungsunabhéngige Analysen zur phylogenetischen Diversitit von
Mitgliedern des PVC-Superphylums im gefluteten Reisfeldboden gaben Hinweise
auf die Existenz neuer bakterieller Entwicklungslinien, wie beispielsweise BRC1
und OP3. Da bisher keine Reinkulturen vorliegen, existieren fiir BRC1 und OP3
keine iiber die 16S rRNA-Phylogenie hinausgehenden Informationen. Das primire
Ziel der vorliegenden Arbeit war daher mittels Metagenom-Analyse erste genetische
Informationen iiber diese Organismen zu erzielen. Zu diesem Zweck sollten
Metagenom-Genbanken des gefluteten Reisfeldbodens generiert werden, die in
Zukunft gleichermallen fiir anderweitige Fragestellungen zur Verfiigung stehen. Die
erste Aufgabe war demzufolge eine zuverldBliche Methode zur Extraktion
hochmolekularer DNA aus Reisfeldboden zu etablieren. Mit dem spezifischen 16S
rRNA-basierten PVC-Assay sollten die Genbanken im Anschluss nach
Genomfragmenten von Mitgliedern des PVC-Superphylums untersucht werden. Die
vergleichende Sequenzierung ausgewihlter Genomfragmente der Zielgruppen sollte
erste Hinweise auf mogliche phénotypische Charakteristika und auf Erfolg
versprechende Strategien zur gezielten biologischen Anreicherung von Mitgliedern
des BRC1 und OP3 erbringen.

Parallel dazu sollte eine biologische Anreicherung von Vertretern des BRCI
und OP3 angestrebt werden. Dabei war das Ziel, Metagenom-Analysen von
angereicherten Konsortien durchfiihren zu kénnen, so dass sich die Anzahl der
Genomfragmente der Zielgruppen gegeniiber denjenigen des inkubierten

Reisfeldbodens grundlegend erhoht.
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I1. Material und Methoden

2.1 Sterilisationsverfahren

Die verwendeten Medien, Losungen und Puffer wurden mit vollentsalztem Wasser
angesetzt und durch Autoklavieren (20 min, 121°C) sterilisiert. Nicht
autoklavierbare Bestandteile wurden sterilfiltriert (0,2 pum Porengrofle, CA-S,
Schleicher und Schuell) und unter sterilen Bedingungen verwendet. Thermostabile

Materialien wurden durch Hitzesterilisation (4 h bei 180°C) keimfrei gemacht.

2.2 Chemikalien und Gase

Die Chemikalien wurden in p.A.-Qualitit von den Firmen Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg), Applied Biosystems (Weiterstadt), B. Braun Biotech
International (Melsungen), Bio-Rad Laboratories (Miinchen), Biozym Diagnostik
(Hessisch Oldendorf), Difco Laboratories (Detroit, Michigan, USA), Eppendorf AG
(Hamburg), Epicentre® Biotechnologies (Madison, Wisconsin, USA), Eurogentec
(Ko6ln), Fermentas (St. Leon-Rot), Fluka (Buchs, Schweiz), GE Healthcare
(Miinchen), Invitrogen (Groningen, Niederlande), Kleinfeld (Gehrden), Merck
(Darmstadt), MWG Biotech (Ebersberg), New England Biolabs (Frankfurt),
Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim),
Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) verwendet. Die technischen

Gase wurden von der Messer Group (Sulzbach) bezogen.

2.3 Verwendete Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden Mikroorganismen gearbeitet:
Escherichia coli EPI300™ (Epicentre® Biotechnologies, Madison, USA),
Escherichia coli TOP10 (TOPO-TA Cloning®-Kit, Invitrogen, Groningen,
Niederlande), Methanospirillum hungatei DSM 684" und Methanobacterium
formicicum DSM 1535". Die hydrogenotrophen Methanogenen Methanospirillum
hungatei DSM 684" und Methanobacterium formicicum DSM 1535" wurden in
modifiziertem DSM-Medium 119 angezogen. Dem Mineralsalzmedium (pro Liter:

2 g NaCl, 1 g KCI, 0,8 g MgCl, x 6 H,0, 0,2 g CaCl, x 2 H,0, 0,6 ¢ NH,Cl,
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0,4 g KH,PO4) wurden 30 mM Natriumcarbonat-Puffer, jeweils 1 ml
Spurenelement-Losung SL10, 1 ml der Vitamin-Losungen 3 und 7, 1 ml Se-W-
Losung, 1 ml eines Gemisches aus verzweigten Fettsduren (5 mM Stammldsung:
0,068 g Phenylacetat, 0,075 g Phenylpropionat, 0,076 g 4-Hyroxyphenylacetat,
0,088 g 3-Indolacetat in 20 mM NaOH gelost) und 1 ml eines Gemisches aus
aromatischen Fettsduren (25 mM Stammlosung: 0,22 g i-Buttersidure, 0,255 g
DL-2-Methylbuttersdure, 0,26 g n-Valeriansdure, 0,255 g i-Valeriansdure in 0,1 M
NaOH gelost) zugesetzt. Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI und 0,5 M Na,COs auf
pH 7 eingestellt. Das Medium wurde zusétzlich mit 0,1% Casaminoséuren und 0,1%
Hefeextrakt versetzt. Fiir das Wachstum der hydrogenotrophen Methanogenen
wurde ein Gemisch aus 12 mM Acetat und 29 mM Formiat sowie eine Gasphase aus
H,/CO; (80%/20%) verwendet. Als Reduktionsmittel diente | mM Natriumdithionit.
Die Methanogenen wurden bei 37°C inkubiert. Die beiden E. coli-Stimme wurden
in LB-Medium (1% Trypton, 1% NaCl, 0,5% Hefeextrakt, pH 7) unter Zusatz
verschiedener Antibiotika bei 37°C kultiviert.

2.4 Modellsystem: Mikrokosmen von geflutetem Reisfeldboden

Fir die Untersuchungen wurde Reisfeldboden von einem Versuchsfeld des
italienischen Reisforschungsinstituts in Vercelli (Italien) verwendet. Vor der
Herstellung von gefluteten Mikrokosmen wurde der getrocknete Boden auf eine
Korngrofle von 2 mm gesiebt und anschlieBend in einem Verhiltnis von 2:1 mit
entsalztem Wasser gemischt. Die Bodensuspension wurde in einem Mikrokosmos
mit einem Durchmesser von 6,2 cm und einer Tiefe von 10 cm gefiillt. Die
Mikrokosmen wurden mit einer Wasserschicht von 1 cm {iberflutet und bei 30°C im
Dunkeln inkubiert. Die Messungen von Sauerstoffprofilen in den gefluteten
Mikrokosmen hatten in vorherigen Studien gezeigt, dass die oxische Zone etwa
2 mm tief ist (Luedemann et al., 2000; Noll et al., 2005). Daher wurde der obere
Zentimeter des Bodenkerns mit einem sterilen Spatel entfernt und die anoxische

Zone beprobt. Die Bodenprobe wurde dann homogenisiert.
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2.5 Isolierung von Nukleinsiduren

2.5.1 Extraktion von DNA aus Umweltproben

Die DNA-Extraktion aus dem inkubierten Reisfeldboden wurde entsprechend dem
Protokoll von Henckel et al. (1999) durchgefiihrt. Die Bodenprobe (0,5 g) wurde in
ein Schraubdeckelr6hrchen iiberfiihrt und mit 0,5 g Glaskugeln (¢ 0,17-0,18 mm,
Braun, Melsungen) versetzt. Nach der Zugabe von 800 pl Natriumphosphat-Puffer
(120 mM, pH 8) und 260 pl SDS-Puffer (10% SDS, 0,5 M Tris-HCI, pH 8§, 0,1 M
NaCl) wurde die Suspension kriftig durchmischt. Die Zellen wurden in einer
Zellmithle mechanisch fir 45 s und mit einer Geschwindigkeit von 6,5 ms’
(FastPrep, Bio 101, Savant, Thermo Scientific, Waltham, USA) aufgeschlossen.
Nach der Zentrifugation (15 min, 14000 x g, RT) wurde der Uberstand in ein neues
2-ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Das Pellet wurde in 600 pl Natriumphosphat-Puffer
resuspendiert und das Lyseverfahren wiederholt (15 min, 14000 x g, RT). Die
Uberstinde (=1200 pl) wurden vereint und erneut zentrifugiert (10 min, 14000 x g,
RT), um alle Bodenpartikel zu entfernen. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein
2-ml “Phase Lock®“ Gel Heavy™ Reaktionsgefdll (5 Prime, Eppendorf, Hamburg)
iiberfilhrt. Diese Reaktionsgefile wurden vor der Verwendung nach
Herstellerangaben (5 min, 14000 x g, RT) zentrifugiert. Der DNA-Uberstand
(600 pl) wurde mit 600 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1, Fluka,
Buchs, Schweiz) gut durchmischt. Die wissrige Phase wurde durch Zentrifugation
(5 min, 14000 x g, RT) von der organischen Phase getrennt und in ein neues Phase
Lock Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 600 pl Chloroform:Isoamyl-
alkohol (24:1) zur wissrigen Phase gegeben und erneut zentrifugiert (5 min,
14000 x g, RT). Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt.
Die DNA wurde mit 0,7 Volumen 100%igem Isopropanol gefillt und fiir 60 min bei
14000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-
Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol (-20°C) gewaschen. Nach der Zentrifugation
(15 min, 14000 x g, RT) wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet
getrocknet (Vacufuge Concentrator™ 5301, Eppendorf, Hamburg). Die DNA wurde
in 150-500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8) resuspendiert.
Aufgrund der Koextraktion von Huminsduren und Salzen wurden die DNA-Eluate
mit dem Wizard®DNA Clean-Up Kit (Promega, Mannheim) zusitzlich aufgereinigt.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Elution der
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aufgereinigten DNA erfolgte in TE-Puffer. Die Konzentration der extrahierten DNA
wurde im Spektrophotometer (NanoDrop 1000 Technologies, Delaware, USA)

bestimmt.

2.5.2 Extraktion hochmolekularer DNA

Erarbeitung geeigneter Extraktionsverfahren: Fiir die Extraktion sehr reiner,

hochmolekularer (high molecular weightt HMW) DNA aus inkubierten
Reisfeldboden wurden verschiedene Verfahren fiir die direkte und indirekte Zelllyse
getestet. Um die Scherkrifte bei der HMW-DNA-Extraktion zu minimieren, wurde
das Probenmaterial mit abgeschnittenen Pipettenspitzen pipettiert. Die direkte Lyse
der Zellen in der Boden-Zell-Suspension wurde nach dem Protokoll von Ricke et al.
(2005) durchgefiihrt. Die extrahierte DNA wurde im Anschluss mit verschiedenen
Extraktionskits aufgereinigt [Fast DNA Spin Kit for soil (Qbiogene, Hilden), Soil
Master DNA Extraction Kit (Epicentre), Pesto Spin D DNA Extraction Kit
(Molzym, Bremen), Ultra Clean™ Soil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
Inc, Carlsbad), Power Soil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories) und Genomic
tips 20G (Qiagen, Hilden)]. Die Auftrennung der eluierten DNAs mittels
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) zeigte, dass mit den kommerziellen Kits nur
DNA in einem GroBenbereich zwischen 15 und 20 kbp extrahierbar war. Daher
wurde anschlieBend ein indirektes Lyseverfahren getestet, bei der die Zellen vor der
Lyse von den Bodenpartikeln durch Zentrifugation abgetrennt wurden. Die
Bodenprobe wurde tiber Nacht in Tris-HCI-Puffer (120 mM, pH 7,2) in einem
Verhéltnis 1:5 bei 4°C und 150 rpm inkubiert. Die groeren Bodenpartikel wurden
durch zweifache Zentrifugation (15 min, 800 x g, RT; 15 min, 1000 x g, RT)
abgetrennt. Die mikrobielle Fraktion wurde durch erneutes Zentrifugieren (50 min,
4000 x g, RT) pelletiert. Das Zellmaterial wurde in Phosphatpuffer resuspendiert.
Die Zellen wurden entweder ohne vorhergehende Einbettung entsprechend dem
Protokoll von Ricke et al. (2005) und Padmanabhan et al. (1998) oder nach
Einbettung in “Low melting point“-Agarose (LMP, Certified™ Low Melt Agarose,
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) nach den Protokollen von Quaiser et al.
(2002) und Dedysh et al. (1998) lysiert. Fiir die Quantifizierung und die Kontrolle
der Qualitdt wurden die DNA-Eluate auf 1%igen Pulsfeldgelen [1,5 g PFGE-
Agarose (Bio-Rad) in 0,5 x TBE-Puffer (pro Liter: 10,78 g Tris, 5,50 g Borsdure,
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0,58 g EDTA, pH 8)] mittels PFGE aufgetrennt. Die DNA-L6sungen wurden in eine
Tasche im oberen Teil des Pulsfeldgels pipettiert und mit 1%iger LMP-Agarose
(1,5 g LMP-Agarose in 150 ml 0,5 x TBE-Puffer) verschlossen. Die Agarosewilirfel
wurden in die Taschen des Pulsfeldgels iiberfiihrt und diese ebenfalls mit 1%iger
LMP-Agarose abgedichtet. Fiir die Auftrennung der DNA aus den Agarosenudeln
wurde im Pulsfeldgel etwa 1 cm ober- und unterhalb der Taschen ausgeschnitten.
Jeweils eine Tasche wurde an den beiden AuBlenrdndern des Pulsfeldgels erhalten.
Ein neuer, etwa 0,5 cm hoher Taschenboden wurde mit 1%iger PFGE-Agarose
erzeugt. Die Agarosenudeln wurden auf den neuen Taschenboden iiberfiihrt und mit
1%iger PFGE-Agarose abgedichtet. Fiir die GroBenbestimmung wurden Mid Range
und Low Range PFGE-Marker [New England Biolabs (NEB), Frankfurt] verwendet.
Die PFGE-Marker wurden vom Hersteller in Agarose polymerisiert in Form einer
Spritze geliefert. Ein etwa 1 mm schmales Stiick des Markers wurde mit einem
Skalpell abgeschnitten und in die Taschen am AuBlenrand des Pulsfeldgels iiberfiihrt.
Die Taschen wurden mit 1%iger PFGE-Agarose verschlossen. Nach der
Polymerisation wurde das Pulsfeldgel in die CHEF-III-DR™ Apparatur (Bio-Rad)
iiberfiihrt. Die PFGE erfolgte in 0,5 x TBE-Puffer bei 14°C. Der Winkel zwischen
den beiden Laufrichtungen betrug bei allen wihrend dieser Arbeit durchgefiihrten
PFGE-Léufen 120°. Die Auftrennung der HMW-DNA erfolgte fiir 15 bis 24 h mit
einer Frequenz des Spannungsquellenwechsels von 1 bis 12 s und einer
FlieBgeschwindigkeit von 6 V/cm. Nach Beendigung des Laufs wurde das
Pulsfeldgel in 0,005%iger Ethidiumbromidlosung gefirbt und unter UV-Licht
mittels einer Geldokumentationsanlage (Intas UV Systeme, Science Imaging
Instruments GmbH, Gottingen) dargestellt. Die PFGE =zeigte, dass mit der
Einbettung der Boden-Zell-Suspension in LMP-Agarose HMW-DNA bis zu einer
Grofle von 245 kbp extrahiert werden kann. Damit war diese Methode fiir die
Isolierung von HMW-DNA in einem Grofenbereich von 35 bis 48 kbp und fiir den
Aufbau von Fosmid-Genbanken geeignet.

Quantitative Extraktion von HMW-DNA: Fiir die quantitative HMW-DNA-
Isolierung wurden daher 50 g Reisfeldboden in 300 ml Bodenpuffer (20 mM Tris-
HCl, pH 8§, 10 mM EDTA, 10 mM e&-Aminocapronsdure) in einem 1-1

Erlenmeyerkolben aufgeschlammt und bei 150 rpm und 4°C inkubiert. Das dipolare
Ion e-Aminocapronsdure besitzt eine hydrophobe Bindestelle und soll die

Dissoziation der Zellen von dem gesiebten Bodenpartikeln unterstiitzen. Nach 15 h
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Inkubation wurde die Boden-Suspension in 500 ml BSA-Zentrifugationsgefalen fiir
30 min bei 11000 rpm und 4°C (Sorvall RC 5B Plus Centrifuge, Thermo Scientific)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Boden-Zell-Pellet wurde sehr
vorsichtig, ohne kriftiges Schiitteln, in 8 ml Bodenpuffer resuspendiert. Die
Suspension wurde auf 45°C temperiert. AnschlieBend wurde die Boden-Zell-
Suspension in LMP-Agarose eingebettet. Dafiir wurde die 4%ige LMP-Agarose in
sterilem H,O gelost und auf 45°C temperiert. Die Boden-Zell-Suspension und die
Agaroselosung wurden in einem Verhéltnis von 7:1 vorsichtig, ohne kréftiges
Schiitteln, durchmischt. Das Gemisch wurde in eine 1-ml Spritze aufgezogen und
auf Eis gelagert. Nach 1 h Polymerisation wurden die Agarosenudeln aus der Spritze
gedriickt und in ein steriles 50-ml Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Um die Zellen
aufzuschlieBen, wurden die Agarosenudeln in 50 ml Lysis-Puffer (100 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI, pH 8, 50 mM NaCl, 0,2% Natriumdeoxycholat, 1% Natrium-N-
Lauroylsarcosin, 1 mg/ml Lysozym) bei leichtem Schiitteln (80 rpm) inkubiert.
Nach dreistiindiger Inkubation wurde der Lysis-Puffer dekantiert und durch EPS-
Puffer [0,5 M EDTA, pH 8, 1% Natrium-N-Lauroylsarcosin, 350 ul Proteinase K
(20 mg/ml)] ersetzt. Die Agarosenudeln wurden bei 50°C fiir 24 h inkubiert und das
Gefall gelegentlich per Hand geschiittelt. Der EPS-Puffer wurde nach 24 h
ausgetauscht und fiir weitere 24 h bei 50°C inkubiert. Die Agarosenudeln wurden
dreimal mit TE-Puffer fiir je 1 h bei 150 rpm und 25°C gewaschen. Die
Agarosenudeln wurden in einem definierten Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8, 50 mM
EDTA) bei 4°C bis zur Weiterverwendung gelagert.

2.6 Genbanken

2.6.1 Groflenselektion der HMW-DNA
Quantitative PFGE: Die Auftrennung der HMW-DNA aus den Agarosenudeln

erfolgte mittels PFGE. Huminsduren, die wihrend der Extraktion an die DNA
binden und koextrahiert werden, wurden mit einem Zwei-Phasen-Pulsfeldgel
entfernt. Fiir die Elution der HMW-DNA aus dem Pulsfeldgel wurde das Gel mit
Enzymen verdaut, deren Aktivitit nur bei LMP-Agarose gewihrleistet ist
(Abbildung 5). Dafiir wurde ein 1,5%iges LMP-Agarosegel hergestellt. Nach der

Polymerisation wurde etwa ein Fiinftel des oberen Gels entfernt und mit einer
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Losung aus 1,5%iger PFGE-Agarose und 2%igem Polyvinylpyrrolidon K 90 (Fluka)
aufgefiillt. Ein Kamm wurde in diesen Bereich des Pulsfeldgels eingefiihrt. Ein etwa
0,5 cm groBer Bereich um die Taschen des Pulsfeldgels wurde ausgeschnitten und
der Boden mit 1%iger PFGE-Agarose abgedichtet. Zwei Geltaschen an den
AuBlenrdndern wurden erhalten. Sechs Agarosenudeln wurden in den neu
polymerisierten Boden gelegt und mit 1%iger PFGE-Agarose verschlossen. Die
PFGE-Marker (Mid Range und Low Range PFGE-Marker) wurden in die Taschen
am AuBlenrand des Pulsfeldgels transferiert und mit 1%iger PFGE-Agarose
verschlossen. Die Auftrennung der HMW-DNA erfolgte in 0,5 x TBE-Puffer bei
14°C fiir 20 bis 24 h mit einer Frequenz des Spannungsquellenwechsels von 1 bis
15 s und einer FlieBgeschwindigkeit von 6 V/em. Nach der Elektrophorese wurde
das Pulsfeldgel in vier Teile geschnitten (Abbildung 5).

Abbildung 5: Schematische Darstellung der methodischen Schritte zur Isolierung von
HMW-DNA. Die HMW-DNA wird aus den Agarosenudeln mittels PFGE aufgetrennt. Nach
der GroBenselektion wurde das Pulsfeldgel dokumentiert, um die GroBe und Menge der
aufgetrennten HMW-DNA abzuschitzen.

Die zwei AuBenrdnder mit den PFGE-Markern und ein etwa 1-cm grof3er Abschnitt
mit aufgetrennter HMW-DNA wurde abgeschnitten. Der Gelabschnitt mit den
eingebetteten Agarosenudeln wurde entfernt. Die Teilstiicke des Pulsfeldgels
wurden in 0,005%iger Ethidiumbromidlosung gefarbt. Nach 30 min wurde der
145 bis 245 kbp GroBenbereich der PFGE-Marker unter UV-Licht vorsichtig durch
Einschnitte mit einem Skalpell markiert. Das nicht gefdrbte Hauptstiick wurde
zwischen die markierten und gefirbten Gelabschnitte gelegt. Das Hauptstiick hatte
keinen Kontakt mit Ethidiumbromid oder UV-Licht. Anhand der eingeschnittenen
GroBenbereiche der Marker wurde der etwa 145 bis 245 kbp grole Bereich der
aufgetrennten HMW-DNA ausgeschnitten. Dieses Gelstiick wurde mit dem Skalpell
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in etwa ein Gramm grofle Stiicke geschnitten und in 2-ml Reaktionsgefal3e
iiberfithrt. Der verbliebene Rest des Hauptstiickes wurde mit Ethidiumbromid
gefarbt. Das Pulsfeldgel wurde vollstindig zusammengefiigt und unter der UV-
Lampe dokumentiert (Abbildung 5).

Extraktion der HMW-DNA aus den [LMP-Agarosestiicken: Die Agarosestiicke
wurden mit 0,1 Volumen 10 x B-Agarasepuffer (NEB) fiir 15 min bei 65°C

geschmolzen. Nach Equilibrierung fiir 20 min bei 42°C wurden die Agarosewlirfel
mit B-Agarase (NEB) fiir 2 bis 3 h verdaut. Die Elution der gréfenselektierten
HMW-DNA wurde entsprechend dem Protokoll des Copy Control™ Fosmid
Library Production Kits (Epicentre) durchgefiihrt. Nach der Inaktivierung der
B-Agarase fiir 10 min bei 65 °C wurden etwa 0,5 Volumen (~500 pl) der Suspension
in neue Reaktionsgeféfe liberfithrt. Alle Reaktionsgefd3e wurden fiir 15 min auf Eis
inkubiert, um auf unverdaute LMP-Agarose zu iberpriifen. Im Falle der
Polymerisation wurden die Reaktionsgefifle verworfen. Wurde keine Polymerisation
beobachtet, erfolgte die Zentrifugation (15 min, 10000 rpm, 12°C). Zwei Drittel des
Uberstandes, welcher die HMW-DNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefif
tiberfithrt. Die HMW-DNA wurde mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 7) und
2,5 Volumen absoluten Ethanol fiir 20 bis 30 min bei Raumtemperatur gefillt. Nach
der Zentrifugation (15 min, 10000 rpm, 12°C) wurde der Uberstand verworfen. Die
DNA-Pellets wurden zweimal mit 1 ml eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen und
durch Zentrifugation (15 min, 10000 rpm, 12°C) pelletiert. Das Ethanol wurde
entfernt. Die DNA-Pellets wurden fiir etwa 5 bis 10 min bei 45°C unter Vakuum
getrocknet und iiber Nacht bei 30°C in 15-20 ul TE-Puffer resuspendiert. Fiir den
Aufbau von Fosmid-Genbanken erfolgten drei PFGE-Laufe. Die DNA-Extrakte

wurden vereinigt und bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.

2.6.2 Reparatur gescherter Enden der HMW-DNA

Die durch das Einwirken der Scherkrifte wihrend der Extraktion entstandenen
iiberhdngenden einzelstrangigen Enden der groBenselektierten HMW-DNA mussten
enzymatisch aufgearbeitet werden. Zu dem DNA-Extrakt (52 pl) wurden
8 ul 10 x “End-Repair”-Enzympuffer, 8 pl 2,5 mM dNTPs, 8 ul 10 mM ATP und
4 ul “End-Repair’-Enzymmix (alle Komponenten aus dem Copy Control™ Fosmid

Library Production Kit) gegeben und mit der Pipettenspitze vorsichtig durchmischt.
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Nach einer Inkubation von 45 min bei RT wurde das Enzymgemisch fiir 10 min bei
70°C inaktiviert. Die End-Repair-Reaktionskomponenten wurden mittels Phenol-
Extraktion entfernt. HMW-DNA und Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1;
jeweils 80 pl) wurden in ein 2-ml Phase Lock Reaktionsgefdll tiberfiihrt und
vorsichtig, ohne kriftiges schiitteln, durchmischt. Die organische und die wissrige
Phase wurden durch Zentrifugation (4 min, 10000 rpm, 12°C) getrennt. Die Proteine
wurden durch eine zweite Extraktion mit 80 pl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1)
endgiiltig entfernt. Nach der Zentrifugation (4 min, 10000 rpm, 12°C) wurde die
wiassrige Phase in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Die HMW-DNA wurde mit
0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 7) und mit 2,5 Volumen absolutem Ethanol fiir
20 min bei RT gefallt. AnschlieBend wurde die DNA durch Zentrifugation (13 min,
10000 rpm, 12°C) pelletiert und mit eiskaltem 70%igem Ethanol zweimal
gewaschen. Das getrocknete DNA-Pellet wurde fiir 2 h bei 30°C in 100 pl TE-
Puffer resuspendiert. Die Quantifizierung der extrahierten HMW-DNA erfolgte
mittels horizontaler Gelelektrophorese. Der DNA-Extrakt (10 pl), 1 pl und 5 pl
T7-Marker (Copy Control™ Fosmid Library Production Kit) sowie 2,5 ul Smart-
Ladder (Eurogentec, Kln) wurden auf ein 0,8%iges Agarosegel geladen und fiir 2 h
bei 66 V aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte nach der Ethidiumbromidfarbung
unter der UV-Lampe.

2.6.3 Ligation

Die groBenselektierte HMW-DNA wurde in den pCC1FOS™-Vektor (Abbildung 6)
ligiert. Alle Reaktionskomponenten wurden dem Copy Control™ Fosmid Library
Production Kit entnommen. Fiir die Ligation wurden 1 pl 10 x “Fast-Link*-
Ligationpuffer, 1 pl 10 mM ATP, 1 pl pCC1FOS™-Vektor (0,5 pg/ul), 6 ul DNA
und 1 pl “Fast-Link”-DNA-Ligase vorsichtig mit der Pipettenspitze auf Eis
durchmischt und fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach der Hitzeinaktivierung des Enzyms
(10 min, 70°C) wurde die Ligation mit 50 pl Phagenextrakt (Max Plax Lambda
Packaging Extrakt, Copy Control™ Fosmid Library Production Kit) fiir 3 h bei 30°C
inkubiert. Die Verpackung wurde durch die Zugabe von 940 pul “Phage Dilution®-
Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,) und 25 pl
Chloroform gestoppt. Der Titer der Phagenpartikel wurde durch Verdiinnungsreihen
von 107" bis 10 bestimmt. 10 pl Phagenextrakt wurden mit 90 ul (10™) bzw. 990 pl
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Phage-Dilution-Puffer (10%) durchmischt. 10 ul von der Verdiinnung wurden mit
100 pl E. coli EPI30™-Zellen (Copy Control™ Fosmid Library Production Kit)
durchmischt und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Das E. coli-Zellmaterial wurde
vorher von einer Agarplatte in fliissiges LB-Medium iiberimpft. Die Fliissigkultur
hatte bei 600 nm (ODggo) eine optische Dichte von 0,8 bis 0,9. Die infizierten E.
coli-Zellen wurden auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol (cam) [1% Trypton,
1% NaCl, 0,5% Hefeextrakt, pH 7, 1,5% Agar, 250 pl/l cam (5% cam in 100%igem
absolutem Ethanol gelost)] ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Basierend auf der
geschitzten Anzahl an benétigten Klonen und der Dichte der Klone auf der Platte,
wurde 25 pl verpacktes Phagenmaterial mit 225 ul E. coli EPI 300™ (ODggp= 0,8—
0,9) durchmischt und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Die infizierten E. coli-Zellen

wurden auf LBc,m-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

pars  CopyControl™
pCC1FO5™ Vector

8.1kb

oy

parh
afi2

Abbildung 6: Karte des Vektors Copy Control pCC1FOS™ (Epicentre® Biotechnologies,
Madison, USA), der in dieser Arbeit fiir den Aufbau der Genbanken verwendet wurde.

2.7 Screening nach 16S rRNA-Genen der Zielgruppen

Die Fosmid-Genbanken wurden nach 16S rRNA-Genen von Mitgliedern der
Planctomycetes, Verrucomicrobia und neuer Entwicklungslinien analysiert. Dafiir
wurde der PLA401/1492r-PCR-Assay verwendet (Abschnitt 2.14). Agarplatten mit

mehr als 50 Fosmid-Klonen wurden mit der Lederberg-Stempelmethode dupliziert.
Die Original- und Duplikat-Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Original-Agarplatten wurden bei 4°C gelagert, wahrend die Kolonien der Duplikat-
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Agarplatten mit sterilem Wasser abgeschwemmt und in Reaktionsgefial3e iiberfiihrt
wurden. Die DNA wurde aus 100 pl des abgeschwemmten Zellmaterials mittels
Kochlyse-Priparation extrahiert. Dafiir wurden die Zellen fiir 10 min bei 100°C
erhitzt. Nach der Zentrifugation (10 min, 8000 rpm, RT) wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Konnte ein PCR-Amplikon eines Duplikat-
Agarplattenpools der zu erwartenden GroBe amplifiziert werden, wurden die
Kolonien der Original-Agarplatte in 96er Mikrotiterplatten iiberfiihrt und tiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Fiir das PCR-basierte Screening wurden 8 Reihen der
Mikrotiterplatte zu 8 Reihenpoolen kombiniert. Diese 8 Reihenpoole wurden zu
einem Plattenpool vereint. Konnte mit dem spezifischen PCR-Assay ein 16S rRNA-
Amplikon erzielt werden, wurden die Reihenpoole bzw. einzelne Vertiefungen fiir

die Identifikation der Test-positiven Fosmid-Klone gescreent.

2.8 Langfristige Lagerung der Fosmid-Klone

Die 96er Mikrotiterplatten wurden mit einem Mikrotiterplatten-Replikator repliziert.
Das Zellmaterial wurde in eine neue 96er Mikrotiterplatte iiberfiihrt, die pro
Vertiefung 100 pl Freeze-Medium enthielt [LBcm mit 4,4% (v/v) Glycerin,
1,7 mM MgCl,, 6,8 mM NH4SO4, 13 mM KH,PO4, 36 mM K,HPO,4, 0,4 mM
MgSO4]. Die Mikrotiterplatten wurden {iber Nacht bei 37°C inkubiert und bei -80°C
gelagert. Das abgeschwemmte Zellmaterial der Duplikat-Agarplatten (200 pl) wurde
mit 200 pl Glycerin-Puffer [65% (v/v) Glycerin, 1,2 mM MgSOs, pH 8] vermischt
und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
Vereinzelte Fosmid-Klone wurden auf Agarplatten ausgestrichen und inkubiert.
Nach der Abschwemmung der Kolonien wurden 400 pl des Zellmaterials mit 400 pl
Glycerin-Puffer in Cryorohrchen durchmischt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Représentative Agarplattenpoole in
Glycerinkulturen wurden mehrmals auf frische Agarplatten ausplattiert und der

jeweilige Test-positive Fosmid-Klon erneut nachgewiesen.

2.9. Groflenbestimmungen der klonierten genomischen Fragmente

Extraktion der Fosmid-DNA: Die Extraktion der Fosmid-DNA wurde mit einem

Protokoll des “Qiagen prep” Miniprep Handbook for purification of large plasmids”
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mit Komponenten des Plasmid Midi Kits (Qiagen) durchgefiihrt. Das E. coli-
Zellmaterial des Fosmid-Klons wurde in LBgn-Medium iiberimpft. Die
ReaktionsgefdBle wurden bei 37°C und 150 rpm {iiber Nacht inkubiert. Nach dem
Uberfiihren der Bakteriensuspension in 2-ml ReaktionsgefiBe, erfolgte die
Zentrifugation (17 min, 200 rpm, 12°C). Der Medium-Uberstand wurde verworfen
und das Zell-Pellet in 200 pl Puffer P1 resuspendiert. Die Suspension wurde in ein
neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Mit der Zugabe von
400 pl Puffer P2 erfolgte die Zelllyse. Nach der Inkubation fiir 5 min auf Eis wurden
300 pl Puffer P3 zugegeben und das Reaktionsgefill fiir weitere 7 min auf Eis
inkubiert. Nach der Zentrifugation (25 min, 10000 rpm, 12°C) wurde der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die Fosmid-DNA wurde durch die Zugabe
von 1 ml eiskaltem 80%igem Isopropanol fiir 20 min bei -80°C gefillt. Nach der
Zentrifugation (30 min, 10000 rpm, 12°C) wurde der Uberstand verworfen und das
DNA-Pellet mit 1 ml eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen. Im Anschluss wurde
das DNA-Pellet unter Vakuum bei 45°C getrocknet und in 100 pl TE-Puffer
resuspendiert.

GroBenbestimmung: Die GroBe des in den Fosmid-Vektor ligierten genomischen

Fragments wurde durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym Sbfl bestimmit.
Dafiir wurden 38 pl Fosmid-DNA mit 5,3 pl Puffer 4 (NEB), 5,3 ul BSA (1:10) und
6 pl Restriktionsenzym Sbfl (NEB) durchmischt. Der Restriktionsverdau erfolgte fiir
5 h bei 37°C. Nach der Inaktivierung des Enzyms (20 min, 65°C) wurden 30 ul des
Restriktionsverdaus auf ein 1%iges Pulsfeldgel geladen. Die Mid Range und Low
Range PFGE-Marker wurden in die Taschen am AufBenrand des Pulsfeldgels
geladen. Die Taschen wurden mit 1%iger PFGE-Agarose abgedichtet. Der
Restriktionsverdau wurde mittels PFGE in 0,5 x TBE-Puffer, bei 14°C, einem
Spannungsquellenwechsels von 1 bis 12 s, einer FlieBgeschwindigkeit von 6 V/cm
fir 12 h aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte nach der Férbung mit

Ethidiumbromid unter UV-Licht

2.10 Fosmid-Sequenzierung

Die Komplettsequenzierung der Fosmid-Klon-Inserts wurde in Zusammenarbeit mit
Richard Reinhardt, Michael Kube und dessen Mitarbeitern am MPI fiir molekulare
Genetik (Berlin/Dahlem) mittels der Shotgun-Methode durchgefiihrt. Die Fosmid-
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DNA wurde extrahiert und mittels Ultraschall auf eine durchschnittliche Grofe von
1,5 kbp fragmentiert. Die grofenselektierte DNA wurden in den pUC19-Vektor
kloniert. Die subklonierten Inserts wurden amplifiziert und die PCR-Produkte
mittels eines ABI 3730 Kapillarsequenzierers (Applied Biosystems) sequenziert. Die
Bereiche geringer Qualitdt wurden resequenziert. Nicht vereinigte “Contigs®™ wurden

mittels “Primer walking* verbunden.

2.11 Genannotation und Vorhersage der abgeleiteten Proteine

Die Primérannotation der Genomfragmente wurde vom MPI fiir molekulare
Genetik, Berlin durchgefiihrt. Die Vorhersage der offenen Leserahmen erfolgte mit
dem Programm ORPHEUS. Die vorhergesagten Gene bzw. die abgeleiteten
Aminosduresequenzen wurden anschlieBend mittels der HTGA-Software gegen
nicht-redundante Protein-Datenbanken (BlastP, SWISSPROT, TREMBL, PIR)
sowie die Eintrdge der INTERPRO-Datenbank (EBI) verglichen. Die HTGA-
Software ermoglicht die Identifikation homologer Sequenzen des zu untersuchenden
genomischen Fragments und die Zuordnung der vorhergesagten Proteine zu
Proteinfamilien oder COGs (“Cluster of Orthologous Groups®). Dariiber hinaus
etkennt die HGTA-Software  hochkonservierte  Protein-Doménen  und
Sequenzmuster. Die manuelle Feinannotation sowie die Analyse iibereinstimmender
konservierter genomischer Bereiche mit veroffentlichten Genomsequenzen erfolgte
am MPI fiir terrestrische Mikrobiologie, Marburg. Die offenen Leserahmen ohne
signifikante Ahnlichkeit zu Datenbank-Eintriigen wurden als hypothetisch Protein-
kodierend bezeichnet. Gene mit signifikanter Ahnlichkeit zu Genen unbekannter
Funktion wurden als konserviert hypothetisch bezeichnet. Der GC-Gehalt wurde mit
dem GEECEE-Programm (http://anabench.bcm.umontreal.ca/cgibin/emboss.pl?
action=input& app=geece) bestimmt. Die potentiellen Transmembrandoménen
wurden mit dem TMHMM 2.0 Server (Trans membrane Hidden Markov Model-
TMHMM, http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/, Krogh et al., 2001) und “DAS
Transmembrane Prediction server* (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/maindas.
html, Cserzo et al., 1997) vorhergesagt. Die Visualisierung der vorhergesagten Gene
erfolgte mit dem Programm Artemis (http://www.sanger.ac.uk/Software/

Artemis/) und Clone Manager Vers 6.0 (Sci-Ed-Software).
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2.12 Anreicherungsexperimente

Medium: Fiir die Anreicherungskulturen wurde ein Bicarbonat-gepuffertes
StiBwassermineralmedium nach Widdel und Bak (1992) verwendet. Die
Mineralsalzlosung und 0,4 mg/l Resazurin wurden in einer Schottflasche mit
Butylstopfen iiberfiihrt, mit Stickstoff begast und autoklaviert. Nach dem Abkiihlen
wurden sterile anoxische Stammlosungen von 30 mM Bicarbonat zugegeben. Der
pH-Wert wurde mit 1 M HCI und 0,5 M Na,COs auf 7,2-7,3 eingestellt. Zu dem
Mineralsalzmedium wurden jeweils 1 ml Spurenelement-Lésung SL10, je 1 ml
Vitamin 3- und Vitamin 7-Losungen und 1 ml Se-W-Losung steril zugegeben. Die
Komponenten der Stammldsungen wurden jeweils in einem Liter vollentsalztem
Wasser geldst. Die Gasphase des Mediums wurde durch Stickstoff ausgetauscht. Als
Reduktionsmittel wurde 1 mM Natriumdithionit verwendet. Das anaerobe
SiiBwassermedium wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Das
Mineralmedium (60 ml) wurde im Anaerobenzelt (Megaplex, Grenchen, Schweiz) in
120 ml Serumflaschen iiberfiihrt. Diese Serumflaschen wurden mit einem
Butylstopfen fest verschlossen und vor dem Einschleusen in das Anaerobenzelt mit
Stickstoff gespiilt. Nach dem Ausschleusen wurde die Gasphase zusitzlich gegen N,
ausgetauscht.

Substrate: Fiir die syntrophen Anreicherungsversuche wurden anaerobe, steril
filtrierte 1 M Substratstammldsungen des jeweiligen Substrats hergestellt. Die
Substrate Propionat, Butyrat und ein Substratgemisch (Fumarat, Pyruvat, Lactat,

Acetat und Ethanol) wurden vor dem Beimpfen steril zugegeben (Tabelle 1).

Anreicherungskulturen: Als Inokulum fiir die syntrophen Anreicherungsversuche
wurde anoxischer Reisfeldboden verwendet. Die Probenvorbereitung und die
Verdiinnung des Inokulums erfolgten 1im  Anaerobenzelt. Fir zwei
Verdiinnungsreihen wurden zwei sterile Spritzen mit der breiten Fliche nach unten
in einen fiir 69 Tage inkubierten Reisfeldmikrokosmus gedriickt. Der Bodenkern
(7 g) wurde mit 63 ml anaerobem SiiBwassermedium in 120 ml Serumflaschen
geflillt, mit Butylgummistopfen und Alukappe fest verschlossen sowie
resuspendiert. Das entsprach einer Verdiinnung von 1:10. Die Gasphase in den
Serumflaschen wurde gegen N, ausgetauscht. Die Inkubation erfolgte bei 50 rpm
tiber Nacht bei 30°C. Nach etwa 10 h Inkubation wurden die Serumflaschen in das
Anaerobenzelt eingeschleust. Die Bodenpartikel sedimentierten fiir 2 bis 4 h.

Verdiinnungsreihen der Bodenaufschlimmung von 10" bis 10® wurden mit
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anaerobem SiiBwassermedium hergestellt. Die Probe (1 ml) wurde mit 9 ml Medium

durchmischt.

Mineralsalzlosung
0,25 g NaCl

0,2 g MgCl, x 6 H,O
0,1 g CaCl, x 2 H,O
0,1 g KCl

0,1 g NH4Cl

0,05 g KH,PO4

Spurenelementlosung SL10

10 ml 25%ige HCI

1,5 g FeCl, x 7 H,O

0,190 g CoCl; x 6 HO

0,1 g MnCl, x 4 H,O

0,07 g ZnCl,

0,006 g H;BO4

0,036 g Na,MoO4 x 2 H,O
0,024 g NiCl, x 6 H,O
0,002 g CaCl, x 2 H,O

Vitamin 3-Ldsung

0,005 g Liponsdure
0,005 g Riboflavin
0,002 g Folsédure

Se-W-Losung

0,5 g NaOH

0,003 g Na,SeO3 x 5 H,O
0,004 g Na,WO4 x 2 H,O

Vitamin 7-Losung

0,04 g 4- Aminobenzoat

0,01 g 6-(+) Biotin

0,1 g Nikotinsdure

0,05 g Ca- D-(+) Panthothenat
0,15 g Pyridoxamin-HCl

0,1 g Thiamin-HCI

0,05 g Vitamin By,

Die Anreicherungskulturen wurden mit 1 ml der Verdiinnungsreihe von 107 bis 10™

(1,7%) angeimpft (Tabelle 1). Die Anreicherungskulturen wurden mit 1 ml einer

gewachsenen Kultur des potentiell syntrophen Partners M. formicicum DSM 1535"



Material und Methoden

versetzt. Eine Kontrolle wurde mitgefiihrt, die Substrat und Inokulum, aber keinen

hydrogenotrophen Methanogenen enthielt. Die Anreicherungskulturen wurden bei

30°C stehend und im Dunkeln inkubiert. Die angereicherten Konsortien wurden

nach dem Nachweis ausgewaihlter phylogenetischer Gruppen tiberimpft (Tabelle 1).

Tabelle 1: Uberblick iiber die Anreicherungsexperimente dieser Arbeit.

Anreicherungskulturen Ausgangsmaterial Substrate Konzentration
1. Anreicherungsstufe  fiir 69 Tage inkubierter Substratgemisch 30 mM
(Verdiinnungsreihen, Reisfeldboden (Fumarat, Pyruvat,
Parallele 1 und 2) Lactat, Acetat,
Ethanol)
Propionat 30 mM
Butyrat 30 mM
2. Anreicherungsstufe  angereicherte Konsortien Substratgemisch 30 mM
(2 Parallelen: 1/1, 1/2, in den 10- und 10'4-Verdﬁnnung (Fumarat, Pyruvat,
2/1 und 2/2) sowie Kontrolle mit Substrat- Lactat, Acetat,
gemisch nach 92 Tagen Ethanol)
Inkubation
RC-I-Anreicherung angereicherte Konsortien der Substratgemisch 30 mM und
(Verdiinnungsreihe) Kontrolle Parallele 2/2 aus der 2. (Fumarat, Pyruvat, 60 mM

Anreicherungsstufe mit Substrat-
gemisch nach 40 Tagen Inkubation

Lactat, Acetat,
Ethanol)

RC-I-Anreicherung

(Parallele 1 und 2)

angereicherte Konsortien der 107'-
und 10~ %-Verdiinnung mit 60 mM

Acetat
Propionat

jeweils 10 mM,
30 mM

Substratgemisch nach 35 Tagen und 50 mM
Inkubation
RC-III-Anreicherung angereicherte Konsortien des Gemisch von 20 mM : 2 mM
(2 Parallelen) Substratgemisches in der Acetat : Propionat 30 mM : 3 mM
10°-Verdiinnung Parallele 1 40 mM : 4 mM
nach 158 Tagen Inkubation 20 mM : 20 mM
20 mM : 40 mM

2.13 Chemische Analysen

2.13.1 Gaschromatographische Messungen von Methan und Kohlendioxid

Die  Bestimmung

von Methan und

Kohlendioxid

erfolgte

mittels

Gaschromatographen GC-8A (Shimadzu) mit Flammenionisationsdetektor (FID).
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Injektor: Betriebstemperatur 120°C

Trégergas: Wasserstoff 5,0

Saule: Edelstahlsdule, 2 m Lénge, 1/8 Zoll Durchmesser
Tragermaterial: Poropack QS 50/100 mesh; Betriebstemperatur
40°C

Methanisator: zur Bestimmung von CO; (CO; und CO wurden zu CHy
reduziert), Eigenbau, Séule: NiCr-Ni-Katalysator

(Chromopack, Middelburg, NL), Edelstahlsdule, Linge 20 cm,
Innendurchmesser 1/8 Zoll, Betriebstemperatur 350°C
Nachweisgrenze: 1 ppmv CHy4
Auswertung: Programm Peak Simple (SRI- Instruments, Torrence, USA)
Eichgas: Gemisch aus CH4 und CO; in Stickstoff (1000 ppmv)

Die gemessenen Konzentrationen (ppmv) wurden in Stoffmengen (pumol)
umgerechnet. Die Zustandsgleichung idealer Gase wurde nach der Stoffmenge n

umgerechnet.

n=pxV
RxT

n Stoffmenge [mol]

p Partialdruck des gemessenen Gases [bar, 1 ppmv = 10 bar]
A% Volumen des Gasraumes im Reaktionsgefal3 [1]

R allgemeine Gaskonstante [0,083144 x1 bar K™ mol™])

T Temperatur [K]

2.13.2 Analyse organischer Siuren und Alkohole

Die Konzentrationen der organischen Séuren und Alkohole in den angereicherten
Konsortien wurden mittels HPLC- (High Performance Liquid Chromatography)
Analyse bestimmt. Die Proben wurden zentrifugiert (15 min, 10000 rpm) und der
Uberstand durch einen Membranfilter (0,2 pum PorengroBe, PTFE Membran,
Whatman) filtriert. Die Proben wurden bis zur Analyse bei -20°C gelagert.
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HPLC-Anlage:

Tragermaterial:
Séule:
FlieBmittel:
Detektor:

Nachweisgrenze:
Auswertung:

Eichstandard:

Pumpe S1000, Sdulenofen S41000 (Sykam, Gilching)
Probenaufgeber Jasco 851-AS (Jasco, Japan)
Polystyrol-Divinylbenzol

Edelstahlsdule, 39 cm Linge, 7,8 mm Durchmesser

1 mM Schwefelsdule, Flussrate 0,5 ml/min

Refraktion Index (RI)- Detektor: ERC-7512 (ERMA CR Inc,.
Tokio), Betriebstemperatur 40°C, UV-Detektor: UVis 200
(LINEAR Instruments, Reno, USA), Wellenldnge 206 nm

5 uM (abhingig von der Substanz)

Programm Peak Simple (SRI- Instruments, Torrence, USA)
Mischstandard aus Pyruvat, Fumarat, Lactat, Formiat, Acetat,

Propionat, Butyrat, Ethanol (je 5 mM)

2.13.3 Analyse anorganischer Ionen

Anorganische lonen wurden mit einem ionenchromatographischen System (IC)

nachgewiesen. Dafiir wurden die Proben wie in Abschnitt 2.13.2 zentrifugiert und

filtriert.

IC- Anlage:

Tragermaterial:

Saule:

FlieBmittel:

Ofentemperatur:
Detektor:

Nachweisgrenze:

Auswertung:

Eichstandard:

Pumpe S1121, Sdulenofen S4260B, Supressorsystem S4260A,
Probenaufgeber S5200 (Fa. Schambeck, Bad Honnef)
Polystyrol-Divinylbenzol, 10 pum Korngrof3e
Anionentrennsiule (LCA09, Sykam),

Edelstahlsdure, 6 cm Lange, 4,6 mm Durchmesser

5 mM Na,COs, 1 ml/min Modifier (1 g 4-Hydroxybenzonitril
in 50 ml Methanol); Flussrate: 1,5 ml/min

65°C

Leitfahigkeitsdetektor S3111

UV-Detektor Linear UVis 200, Wellenldnge 220 nm

5 um (abhéngig von der Substanz)

Programm Peak Simple (SRI- Instruments, Torrence, USA)
Mischstandard aus Chlorid, Nitrat, Nitrit, Phosphat, Sulfat (je 1
mM)
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2.14 PCR-Amplifikation

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde das 16S rRNA-Gen als
phylogenetisches Markergen aus den DNA-Extrakten amplifiziert. Anschlieend
wurden die PCR-Produkte entweder fiir die Klonierung und die vergleichende
Sequenzanalyse oder fiir die T-RFLP-Analyse (Terminaler Restriktionsfragment-
Langen-Polymorphismus) verwendet. Das Gen fiir die a-Untereinheit der Methyl-
Coenzym M Reduktase (mcrA), ein Schliisselenzym der Methanogenese, wurde zur
detaillierten Analyse der archaeellen Populationen genutzt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Primer und die entsprechenden PCR-Programme sind in Tabelle 2 und
3 aufgefiihrt. Bei jeder Amplifikation wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die
anstelle der DNA-Matrize das entsprechende Volumen an sterilem Wasser enthielt.
Als Positivkontrolle diente bei der Amplifikation eine DNA-Matrize mit der zu
amplifizierenden Zielsequenz. Die PCR-Reaktionen wurden mit einem Gen Amp
9700 Thermocycler (Applied Biosystems) oder MWG AG Biotech Primus 96 plus
durchgefiihrt.

Das Reaktionsgemisch enthielt in einem Endvolumen von 50 pl:

- 0,5 ul 30 pmol/ul Vorwiérts- und Riickwértsprimer (MWG, Ebersberg bzw.
Sigma, Taufkirchen)

- 2,5 ul 8 mM dNTPs (GE Healthcare, Miinchen)

- 0,5 ul BSA (Roche Biochemicals, Mannheim, 20 mg/ml)

- 3 ul 25 mM MgCl, (Promega)

- 10 pl 5 x Reaktionspuffer (Promega)

- 0,2 pl Tag-Polymerase (Promega)

- 1-20 ul DNA-Matrize

Das Reaktionsgemisch fiir die Amplifikation des mcrA-Gens enthielt 0,5 pl

30 pmol/ul Vorwirts- und Riickwértsprimer, 0,5 ul BSA (20 mg/ml), 25 pl Premix
B (Epicentre) und 0,2 pl Tag-Polymerase (Promega).
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Tabelle 2: Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer.

Primer Sequenz §' — 3' Zielgruppe Referenz
27f GAG TTT GAT CMT GGC TCA G " Bacteria Lane etal., 1991
1492r ACG GYT ACC TTG TTA CGA CTT " Bacteria Lane et al., 1991
Derakshani et al.,

PLA40f  CGG CRT GGA TTA GGC ATG " PVC-Superphylum, 2001

OP3, BRC1, WS3,

OD11, ODI,

NBL-UPA
1492r ACG GYT ACC TTG TTA CGA CTT"  Bacteria Lane et al., 1991

Peter Ricke

UNI_355f AGT CTA GAG GCT TCG BRC1, WS3 (Diplomarbeit)
1492r ACG GYT ACC TTG TTA CGA CTT P Bacteria Lane etal., 1991
M13 CAG GAA AAC AGC TAT GAC pCR®II-TOPO®-Vektor?  TA Cloning Kit
T7 GTT TTC CCCA GTC ACG AC pCR®I-TOPO®-Vektor ?  Invitrogen
Arch109f ACK GCT CAG TAA CAC GT" Archaea GrofBikopfet al., 1998a
Arch934r GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT Archaea GroBikopf et al., 1998a
Merf TAY GAY CAR ATH TGG YT " mcrA (Methanogene) Springer et al., 1995
Mecrb ACR TTC ATN GCR TAR TT " Archaea (Methanogene) Springer et al., 1995
519f ACG CMG CCG CGG TAA TWC P Bacteria Lane etal., 1991
907r CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT " Bacteria Lane etal., 1991
1100r AGG GTT GCG CTC GTT G Bacteria Lane et al., 1991

D Abkiirzungen der Nukleotide: K = G/T; H= A/C/T; M= A/C ; N=A/C/G/T; R=A/G; S=G/C, W

=AT,Y =

C/T,H=A/C/T.

®
? Die Vektorinserts der Umweltklone wurden mit Primern des TOPO-TA-Cloning -Kit (Invitrogen,
Niederlande) amplifiziert.

Tabelle 3: PCR-Bedingungen fiir die entsprechenden PCR-Assays.

Primer Anzahl  Annealing p1” D22  A? DS?  DS2”
Zyklen Temperatur (°C) [min] [s] [min] [min] [min]

27f*%/1492r 30 48 2 45 1 2 6

PLA40f*/

1492r 30-35 65 2 45 1 2 7

Uni_355f*%/

1492r 30-35 56 2 45 1 2 7

M13/T7 27 55 3 45 1 2 7

Arch109f/

Arch943r* 30-32 52 2 45 1 7

Mcrf*/Mrcb 35 50 3 45 0,45 1,3 5

! Dauer der initialen Denaturierungsphase (D1)
? Dauer der Denaturierung (D2)

% Dauer der Primeranlagerung (A)

» Dauer der DNA-Synthese wihrend der zyklischen Wiederholung (DS)

* Dauer der abschlieBenden DNA-Synthese (DS2)

* Primer waren fiir die T-RFLP-Analyse mit FAM markiert.
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Nach der PCR-Reaktion wurden 5 pl des Reaktionsgemisches auf ein 1%iges
Agarosegel geladen. Als Langenmarker wurden 2,5 pl Smart-Ladder aufgetragen.
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese in 1 x TAE-
Puffer (pro Liter: 242 g Tris-Base, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8).
Fiir die Visualisierung der DNA-Fragmente wurde das Agarosegel fiir 30 min in
0,005%iger Ethidiumbromidlosung gefirbt. Die Dokumentation erfolgte unter UV-
Licht. Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurden mit den Aufreinigungskits
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), Gen Elute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma)
oder Wizard® SV Gel und PCR Clean-Up System (Promega) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.15 T-RFLP-Analyse

Mikrobielle Gemeinschaften angereicherter Konsortien wurden mittels T-RFLP-
Analyse untersucht (Liu et al., 1997). Die Methode basiert auf der
GroBenbestimmung der Restriktionsfragmente, die am 5’-Ende mit einem
fluoreszierenden Marker versehen sind. Basierend auf vorhandenen Gensequenzen
konnen die einzelnen terminalen Restriktionsfragmente (T-RFs) mittels in-silico
T-RF-Analyse mit dem Programm TRF-CUT, welches in das ARB Programm-
Packet integriert ist, bestimmten phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden
(Ricke et al., 2005). Die eindeutige Identifizierung der T-RFs kann hingegen nur
mittels T-RFLP-Analyse einer Klonsequenz der Klonbibliothek des jeweiligen
Probenmaterials erfolgen. Ein Primer war fiir die T-RFLP-Analyse mit 6-Carboxy-
fluorescein (FAM) markiert (Tabelle 3).

Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und die Konzentration
spektroskopisch bestimmt. AnschlieBend wurde der Restriktionsverdau mit 120 ng
Matrizen-DNA, 1 pl Puffer, 1 pl BSA (1:10) und 0,25 pl Restriktionsenzym
durchgefiihrt. Die PCR-Produkte bakterieller 16S rRNA-Gene wurden mit Mspl
(Promega) (3 h bei 37°C) und diejenigen von archaeellen 16S rRNA-Genen mit
Taql (NEB) (3 h bei 65°C) verdaut. Der Restriktionsverdau der PCR-Produkte des
mcrA-Gens wurde mit dem Enzym Cfr131 (Fermentas, St. Leon-Roth) bei 37°C fiir
3 h durchgefiihrt. Der Restriktionsverdau wurde mit AutoSeq™ G-50-
Chromotografiesdulen aufgereinigt. Das Eluat wurde bei 4°C gelagert. Der

aufgereinigte Restriktionsverdau (2-4 pl) wurde mit einem internen Léngenstandard
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(0,3 ul, Gene-Scan-1000 ROX, Applied Biosystems) und 11 pl Formamid-
Auftragspuffer gemischt und fiir 3 min bei 100°C denaturiert. Die Auftrennung des
Restriktionsverdaus erfolgte durch Gelelektrophorese auf einem automatischen
Kapillarsequenzierer (ABI3010). Die Auswertung wurde mit der GeneMapper
Analysesoftware Vers 4.0 (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Mit Hilfe des
internen Lingenstandards wurde die Lénge und relative Abundanz einzelner T-RFs

bestimmt.

2.16 Erstellung von Klonbibliotheken

Fir den Aufbau von 16S rRNA-Genbanken wurden die aufgereinigten PCR-
Produkte (PLA40f/1492r und UNI_355{/1492r) kloniert (TOPO-TA-Cloning-Kit",
Invitrogen). Das PCR-Produkt (1,5- bis 2 pl) wurde fiir 5 min bzw. iiber Nacht in
den pCR*II-TOPO®-Vektor ligiert. Kompetente E. coli-Zellen (TOP 10) wurden mit
dem Ligationsprodukt transformiert und fiir 1 h bei 37°C in SOC-Medium
(Invitrogen) inkubiert. Die transformierten Zellen wurden anschlieBend auf LBy,p-
oder LB,mp-Agarplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C.
Die positiven Klone (Blau-Wei3-Selektion) wurden auf eine Masterplatte {iberfiihrt
und erneut bei 37°C inkubiert. Die Kolonien wurden entweder direkt in die PCR
eingesetzt oder die DNA vorher durch eine Kochlyse-Priparation extrahiert. Dazu
wurden Einzelkolonien mit sterilen Zahnstochern in 100 pl steriles Wasser liberfiihrt
und die Zellen durch Aufkochen (10 min, 100°C) lysiert. Nach der Zentrifugation
(10 min, 10000 x g, RT) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif3
tiberfiihrt. Der DNA-Extrakt (1 bis 3 pl) wurde in die PCR-Reaktion eingesetzt. Die
Plasmid-Inserts wurden mit dem Primerpaar M13/T7 amplifiziert. Fiir die
Herstellung von Dauerkulturen wurde der jeweilige Klon in 1 ml LBy,
Fliissigkultur iber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsene Kultur wurde mit 1 ml
Glycerinpuffer durchmischt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung

erfolgte bei -80°C.

2.17 Sequenzierung
Die verwendete Methode der DNA-Sequenzierung basiert auf der Sanger-Methode
(Sanger et al., 1977). Die Sequenzierungsreaktionen wurden mit dem PRISM Ready
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Reaction Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (vl.l und v3.1, Applied
Biosystems, Weiterstadt) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. In das
Reaktionsgemisch wurden 5 pmol des Sequenzierungsprimers (Tabelle 2),
2 pl Ready-Reaction-Premix, 3 pl Big-Dye-Sequencing-Puffer und ca. 100 ng der
Matrizen-DNA eingesetzt. Das Endvolumen des Reaktionsgemischs war 10 pl
(v1.0) bzw. 20 pl (v3.0). Die Sequenzierungsreaktion erfolgte mit 25 bis 30 Zyklen.
Die initiale Denaturierung wurde fiir 30 s bei 96°C, die zweite Denaturierung fiir
10 s bei 96°C, die Primeranlagerung fiir 5 s bei 50°C und die DNA-Synthese fiir
4 min bei 60°C durchgefiihrt. Die Sequenzierungsreaktionen wurden mit AutoSeq™
G-50-Chromotografiesdulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) aufgereinigt.
Das Eluat wurde unter Vakuum getrocknet. Das Pellet wurde in 3 pl Formamid-
Auftragspuffer =~ (Amersham  Pharmacia  Biotech)  resuspendiert. = Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 3 min bei 90°C denatuiert und auf Eis abgekiihlt. Das
Reaktionsgemisch wurde iiber ein Polyacrylamidgel in einem Sequenzierapparat
(ABI Prism 377 DNA Sequenzierer, Applied Biosystems) aufgetrennt. Fiir die
Auftrennung des Reaktionsgemischs auf einen Kapillarsequenzierer (ABI 3010,
Applied Biosystems) wurde der Sequenzierungskit v3.1 verwendet. Das getrocknete
Reaktionsgemisch wurde in 20 pul Formamid-Auftragspuffer (Applied Biosystems)

resuspendiert.

2.18 Vergleichende Sequenzanalyse

Die 16S rRNA-Gensequenzen wurden als Elektropherogramme mit Hilfe des
Programms Seqman II (DNASTAR, Madison, USA) kontrolliert und editiert. Die
Vektorsequenzabschnitte wurden entfernt und die Teilsequenzen wurden zu einer
Gesamtsequenz zusammengefiigt. Alle Sequenzen wurden mit dem Online Tool
Chimera Check der RDP-Datenbank (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) und dem
Bellerophon-Server (http://foo.maths.uq.edu.au/~huber/bellerophon.pl) auf Chiméire
untersucht. Chimére sind Mischprodukte aus Sequenzen phylogenetisch nicht-
identischer Organismen und konnen als Artefakte wahrend der PCR-Reaktion
auftreten. Eine erste phylogenetische Zuordnung von 16S rRNA-Klonsequenzen
erfolgte durch einen Abgleich mit Sequenzen in 6ffentlichen Datenbanken [BlastN
(NCBI), megaBlast (NCBI), Fasta (EMBL) und RDP]. Relevante Referenz-

sequenzen aus diesen Datenbanken wurden in die bereits vorhandene 16S rRNA-
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Datenbank des ARB-Software-Pakets (http://www.arb-home.de, http://www.arb-
silva.de/arb-silva/) importiert (Ludwig et al., 1998). Die Datenbank vom Juni 2005
mit einem 16S rRNA-Datensatz von etwa 60000 Sequenzen diente als Basis fiir
phylogenetische Analyse. Die importierten Sequenzen wurden mit dem Fast Aligner
mit den ndchstenverwandten 16S rRNA-Sequenzen in ein ARB-spezifisches
Alignment gebracht. Homologe Nukleotide wurden untereinander in Spalten
geordnet. Das Alignment wurde manuell iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert.
Die Integration der importieren Sequenzen in die bereits bestechende Datenbank
erfolgte mittels Maximum-Parsimony-Algorithmus unter Anwendung von einem
Konsensusfilter fiir Bacteria (Bacteria rrn5 dec04) oder Phylum-spezifischer Filter
(planctomycetes_rr5 dec04, verrucomicrobia rr5_dec04, verruc_chlamyd plancto
rr5_dec04). Durch den Einsatz der Konsensusfilter wurde die Berechnung der
Phylogenien auf Nukleotidpositionen des 16S rRNA-Gens beschrankt, die mit 50 bis
100% in den entsprechenden Phyla konserviert sind.

Die Berechnung von 23S rRNA-basierten Phylogenien erfolgte mit der ARB-
Datenbank LSURef 94 SILVA 09 04 08 opt.arb (Stand 09.04.2008) unter
Anwendung von Maximum-Likelihood RaxML (Parallel A(x)ccelerated Maximum
Likelihood, Stamatakis et al., 2005), FastDNAml sowie von Neighbor-Joining-
Algorithmen.

Die Aminsduresequenzen ausgewdhlter abgeleiteter Proteine wurden in das
ARB-Programm-Paket integriert. Die Dendrogramme wurden unter Anwendung von
Maximum-Likelihood- (RaxML, protml des Molphy Paket, TREE-PUZZLE) und
von Maximum-Parsimony-Algorithmen konstruiert.

Die endgiiltige grafische Darstellung und Formatierung der Stammbdume

wurde mit der Software Adobe Illustrator CS2 durchgefiihrt.
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I11. Ergebnisse

3.1 Mikrobielle Diversitit neuer Entwicklungslinien

3.1.1 Untersuchung der mikrobiellen Diversitit von Planctomycetes

In einer vorherigen Studie wurde die Diversitdt von Planctomycetes-verwandten
Arten in anoxischem Reisfeldboden mit einem neu entwickelten 16S rRNA-Gen-
basiertem PCR-Assay untersucht (Derakshani et al., 2001). Die phylogenetische
Analyse der Umweltklone veranschaulichte die Existenz neuer Unterlinien der
Planctomycetes, Verrucomicrobia und Spirochaetes. Die erstmalige Entdeckung von
mit WS3- und OP3-verwandten Umweltsequenzen im Reisfeldboden unterstiitzte
den Status dieser beiden Entwicklungslinien als candidate divisions. Die
Untersuchungen zeigten gleichzeitig das Vorhandensein von zwolf 16S rRNA-
Gensequenzen, die in phylogenetischen Stammbaumanalysen eine neue
Hauptentwicklungslinie darstellte und als Bacterial Rice Cluster 1 (BRCI)
bezeichnet wurde. Zu Vergleichszwecken und fiir die Auswahl eines geeigneten
Habitats fiir die metagenomische Analyse neuer bakterieller Entwicklungslinien
wurde anoxischer Reisfeldboden mit dem fiir die Phyla Planctomycetes und
Verrucomicrobia (PV)-spezifischen 16S rRNA-Gen-basiertem PCR-Assay
untersucht.

Nach Extraktion der Gesamt-DNA aus einem fiir zehn Tage inkubierten
Reisfeldmikrokosmus wurden die 16S rRNA-Gene mit dem Primerpaar
PLA401/1492r amplifiziert und kloniert. Die vollstandige Sequenzanalyse von 24
16S rRNA-Gensequenzen zeigte, dass die Umweltklonsequenzen mit bekannten
Hauptentwicklungslinien der Doméne Bacteria gruppierten (Abbildung 7). Die mit
etwa 33% (8 Klone) vorherrschenden bakteriellen Klonsequenzen waren mit BRC1
verwandt. Die Umweltklone A-111-30, A-I11-47, A-II1-50, A-III-52, A-II11-59, A-II-3,
A-II-4 und A-II-5 wiesen 87 bis 97% Sequenzdhnlichkeit zu den Unterlinien A1, A2
und A4 des BRCI1 auf. Eine 16S rRNA-Gensequenz (A-III-31) zeigte eine enge
Verwandtschaft mit WS3. Dariiber hinaus gruppierten weitere Umweltklone mit den

Phyla Planctomycetes, Verrucomicrobia, den Griinen Nicht-Schwefelbakterien
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Abbildung 7: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, das die verwandtschaftliche
Beziehung zwischen den detektierten Umweltklonen dieser Arbeit (blau), einer vorherigen
Studie des Reisfeldbodens (rot) und Mitgliedern verschiedener bakterieller Phyla zeigt. Der
Stammbaum basiert auf der Verrechnung von 987 Nukleotidpositionen und wurde mit dem
Neighbor-Joining-Algorithmus konstruiert. Abkiirzungen: Subdivision (SD), Obsidian Pool
3 (OP3), Bacterial Rice Cluster 1 (BRC1), Wurtsmith aquifer 3 (WS3), Griine Nicht-
Schwefelbakterien (GNS) und Obsidian Pool 11-derived (OD1). Der Malistab reprasentiert
einen Sequenzunterschied von 10%.
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(GNS) sowie mit OP3 und ODI1. Die groflite Anzahl der 16S rRNA-Gensequenzen
wurden dem Phylum Verrucomicrobia (7 Klone) zugeordnet. Die Planctomycetes-
verwandten Sequenzen (5 Klone) stellten in der Klonbibliothek mit moderater
Frequenz (18% der Klone) eine numerisch weniger abundante phylogenetische
Gruppe dar. AuBerdem wurden drei 16S rRNA-Gene detektiert, die keine
Verwandtschaft mit Mitgliedern des PVC-Superphylums zeigten und mit GNS
sowie mit OD1 verwandt sind (Abbildung 7).

Diese vergleichende Sequenzanalyse veranschaulichte, dass 16S rRNA-Gene
des BRC1 und OP3 nachweisbar sind und daher gefluteter Reisfeldboden fiir den

Aufbau von Genbanken geeignet war.

3.1.2 Mikrobielle Diversitit des BRC1

Der von Peter Ricke (Diplomarbeit) entwickelte 16S rRNA Gen-basierte PCR-Assay
mit dem Primerpaar UNI_3551/1492r wurde zum spezifischen Nachweis des BRC1
und WS3 im inkubierten Reisfeldboden verwendet. Das Ziel war es, mit BRCI1-
verwandte Umweltklonsequenzen zu erzielen, die dann bei der Anwendung des
spezifischen PCR-Assays als 16S rRNA-Referenzsequenzen zur Verfiigung stehen.
Die DNA der mikrobiellen Gemeinschaft wurde aus fiir zehn Tage inkubierten
Reisfeldboden extrahiert. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden fiir den Aufbau von
16S rRNA-Klonbibliotheken verwendet. Die phylogenetische Analyse zeigte, dass
alle Umweltklonsequenzen (18) dem BRC1 zugeordnet werden konnten (Abbildung
8). Mit etwa 66% war die Mehrzahl der erhaltenen 16S rRNA-Gene (12) mit der
Unterlinie A1 verwandt. Stammbaumanalysen veranschaulichten, dass die Unterlinie
BRCI-A1 von Umweltklonsequenzen des anoxischen Reisfeldbodens dominiert
wird (Derakshani et al., 2001; Ricke, Diplomarbeit). 16S rRNA-Sequenzen (6
Klone) der Unterlinie BRCI1-A4 stellen den zweitgroBten Anteil in der
Klonbibliothek (33%) dar, welche vor allem Klone des Reisfeldbodens, anaerober

Sedimente und von Kliarschlamm beinhaltet.
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Abbildung 8: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, das die verwandtschaftliche
Beziehung zwischen den detektierten Umweltklonen dieser Arbeit (blau), vorheriger
Studien des Reisfeldbodens (rot), mariner Standorte (griin) des BRC1 und Mitgliedern des
PVC-Superphylums zeigt. Der Stammbaum basiert auf der Verrechnung von 409
Nukleotidpositionen und wurde mit dem Neighbor-Joining-Algorithmus konstruiert. Der
MafBstab représentiert einen Sequenzunterschied von 10%.
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3.2 Extraktion von HMW-DNA aus Reisfeldboden

Bei der metagenomischen Analyse des Reisfeldbodens sollten Fosmid-Vektoren
verwendet werden. Die Fosmid-DNA wurde in A-Phagenkopfe verpackt, wodurch
die Aufnahmekapazitit durch die natiirliche GroBenselektion auf 34 bis 48 kbp
beschrinkt ist. Aus diesen Griinden war das erste Ziel, eine Methode zur Extraktion
von HMW-DNA entsprechender Grole aus dem anoxischen Reisfeldboden zu
entwickeln. Fiir die HMW-DNA-Isolierung wurden drei verschiedene Techniken
getestet. Die direkte Lyse der Zellen in einer Boden-Zell-Suspension nach einem
Protokoll von Ricke et al. (2005) fiihrte zur Extraktion groBBenlimitierter DNA von
nur etwa 15 kbp. Mit der Variation der Extraktionsparameter fiir die Zelllyse und die
DNA-Extraktion, wie beispielsweise den Inkubationszeiten mit Detergenzien und
Enzymen, der Reduktion der Zentrifugationsgeschwindigkeiten sowie -zeiten und
der Verwendung verschiedener Aufreinigungskits, konnte die Grofle der extrahierten
DNA nicht erhoht werden. Die Pulsfeldgele der DNA-Extrakte demonstrierten, dass
die isolierte DNA zu sehr geschert war, um Fosmid-Genbanken aufzubauen.
AnschlieBend wurden die Zellen von den Bodenpartikeln durch mehrere
Zentrifugationsschritte abgetrennt. Die isolierte DNA aus dem Zellmaterial hatte
eine molekulare Grofle von etwa 15 kbp. Zusitzlich wurde das Zellmaterial in LMP-
Agarose eingebettet. Die Auftrennung der DNA aus den Agarosestiicken mittels
PFGE veranschaulichte, dass DNA im hochmolekularen Bereich isoliert wurde.
Allerdings war die quantitative Ausbeute der HMW-DNA sehr gering. Diese
Ergebnisse zeigten, dass die Methode der Einbettung der Zellen mit einer
drastischen Reduktion der Scherkréfte einhergeht und daher geeignet ist, um HMW-
DNA in einer Gréfle von etwa 48 kbp zu extrahieren (Abbildung 9). Die Boden-
Zell-Suspension wurde anschlieBend in Form von Agarosenudeln in LMP-Agarose
eingebettet und die HMW-DNA nach dem Protokoll von Quaiser et al. (2002)
isoliert. Der Aufschluss der Zellen und die Isolierung der DNA erfolgten durch
Behandlung der Agarosenudeln mit zwei Extraktionspuffern. Fiir die Auftrennung
der HMW-DNA wurden sechs Agarosenudeln auf ein zweiphasiges Pulsfeldgel
geladen. Das Zwei-Phasengel bestand aus einer oberen Phase aus 1%iger PFGE-
Agarose mit 2%igem Polyvinylpyrrolidon und einer unteren Phase, die nur 1%ige
LMP-Agarose enthielt. Die Substanz Polyvinylpyrrolidon wurde eingesetzt, um

Humin- und Fulvinsduren abzutrennen, die wihrend der DNA-Extraktion
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koextrahiert werden. Die optimale gelelektrophoretische Auftrennung der HMW-
DNA erfolgte mit einer Laufdauer von 24 h. Die Dokumentation der Pulsfeldgele
zeigte, dass diese Methode die Isolierung von HMW-DNA bis zu einer Grof3e von
245 kbp ermoglichte (Abbildung 9). Anschliefend wurde die HMW-DNA in dem
GroBenbereich von 145 bis 245 kbp aus dem Pulsfeldgel ohne vorherige Bestrahlung
mit UV-Licht ausgeschnitten (Abbildung 10). Nach der Elution aus LMP-Agarose
und den damit verbundenen Scherkriaften wihrend der Zentrifugation wurde HMW-
DNA in einem GroBenbereich von 35 bis 48 kbp extrahiert. Ein Nachteil dieser
Extraktionsmethode war die relativ geringe Ausbeute an extrahierbarer HMW-DNA

(~8 ng pro Pulsfeldgel). Fiir den Aufbau der Genbanken wurden daher die Eluate

aus drei getrennten PFGE-Léufen vereint.

> 245 kb
s 194 kb
4 97 kb
s 48 kb
3 15 kb

Abbildung 9: Einbettung der Boden-Zell-Suspension in LMP-Agarose in Form von
Agarosenudeln (oben). Analytisches Pulsfeldgel zur HMW-DNA-Isolierung (unten). PFGE-

Bedingungen: 6 V/cm, 1-15 s Puls, 24 h, 14°C (rechts und links: MidRange PFGE-Marker I;
Mitte: aufgetrennte DNA aus den Agarosenudeln).

il

Abbildung 10: Auftrennung von HMW-DNA auf einem Zwei-Phasen-Pulsfeldgel. (A) Der
GroBenbereich von 145 bis 245 kbp wurde im aufgetrennten Marker unter der UV-Lampe
eingeschnitten. (B) Die HMW-DNA des entsprechenden GroBenbereichs wurde
ausgeschnitten. (C) Die Quantifizierung der isolierten HMW-DNA erfolgte durch
horizontale Gelelektrophorese auf einem 0,8%igen Agarosegel [links und rechts: Smart-

Ladder (Eurogentec), T7-Marker (36 kbp, Epicentre), Mitte: HMW-DNA nach Reparatur
der Enden].

A

42



Ergebnisse

3.3 Aufbau von Genbanken

Die isolierte HMW-DNA von etwa 45 kbp wurde in einen Fosmid-Vektor mit
glatten Schnittstellen ligiert. Dazu musste die HMW-DNA modifiziert werden, um
glatte und phosphorylierte Enden zu erhalten. Das dafiir verwendete Enzymgemisch
wurde mit drei verschiedenen Methoden von der an den Enden reparierten HMW-
DNA entfernt. Die horizontale Gelelektrophorese der HMW-DNA auf einem
1%igen LMP-Agarosegel zeigte eine schlechte Auftrennung und eine unzureichende
GroBenselektion. Die Elimination des Enzymgemisches mittels PFGE, einer zweiten
GroBenselektion und der Elution fiihrte zu erheblichen Verlusten der isolierten
HMW-DNA. Das Enzymgemisch wurde schlieBlich mittels einer Phenol-Extraktion
und Ethanol-Prizipitation von der HMW-DNA abgetrennt. Die Konzentration der
HMW-DNA wurde durch einen gelelektrophoretischen Vergleich mit dem T7-
Marker auf ca. 300 ng/pl abgeschitzt, was eine Gesamtausbeute von ca. 25 ug
HMW-DNA aus 50 g Boden bedeutete (Abbildung 10C). In die Ligation wurden
50 ng HMW-DNA und 500 ng Vektor-DNA eingesetzt, was einem molaren

Insert:Vektor-Verhidltnis von ca. 1:10 entsprach. Die Ligation wurde in
Phagenpartikel verpackt und nach der Infektion von E. coli-Zellen wurden diese auf
Agarplatten ausplattiert. Die Konstruktion der Fosmid-Bibliotheken erfolgte mit
HMW-DNA-Extrakten aus Reisfeldmikrokosmen, die entweder fiir 10, 70 oder 140
Tage inkubiert wurden. Mehrmalige Ligationen fiihrten zum Aufbau der Genbanken
I-V mit einer Gesamtanzahl von etwa 61000 Fosmid-Klonen. Ingesamt wurden
ungefdhr 10000 Fosmid-Klone in Miktotiterplatten archiviert. Mehr als 50000
Genomfragmente liegen in Form von Agarplattenpoolen vor. Von den archivierten
Agarplattenpoolen wurden bereits reprasentative Fosmid-Klone erneut identifiziert.
Demzufolge stehen die aufgebauten Genbanken des gefluteten Reisfeldbodens fiir

weitere Fragestellungen zur genetischen Diversitét in diesen Standort zu Verfiigung.

3.4 Analyse der Genbanken

3.4.1 PCR-basiertes Screening
Um Fosmid-Klone von Vertretern des BRC1 und OP3 zu erzielen, wurden die

Genbanken I-V mit dem 16S rRNA-Gen-basierten PVC-Assay (PLA401/1492r)

43



Ergebnisse

analysiert. Dafiir wurden die gesamten Kolonien Test-positiver Duplikat-
Agarplatten in Mikrotiterplatten iiberfiihrt. Das Screening der Mikrotiterplatten nach
einem festgelegten Schema fiihrte zur Identifizierung des positiven Fosmid-Klons.
Mit dem PCR-basierten Screening konnten in 61000 Fosmid-Klonen 24 Test-
positive Fosmid-Klone nachgewiesen werden (Tabelle 4). Amplikons mit der
erwarteten GroBe von etwa 1450 bp wurden sequenziert. Der Abgleich mit
Offentlichen Datenbanken (BlastN) =zeigte, dass es sich um 16S rRNA-

Gensequenzen handelte.

Tabelle 4: Zusammenfassung der generierten Genbanken.

Genbank  Gefluteter Reisfeldboden Fosmid- Grofle der Genbank Anzahl Test-
inkubiert fiir Klone (in Mbp) positiver Fosmide
-1 10 Tage 31000 1240 5
v 70 Tage 24000 960 14
\4 140 Tage 8000 320 5
61000 2440 24

3.4.2 Phylogenetische Diversitit der Test-positiven Fosmid-Klone
Die Genbanken I-III des fiir zehn Tage inkubierten Reisfeldbodens beinhalteten fiinf

Genomfragmente von Mitgliedern des PVC-Superphylums (Abbildung 11). Die

phylogenetische Analyse demonstrierte, dass die 16S rRNA-Gensequenzen der zwei
Fosmid-Klone (III39ES, III39E6) mit Umweltsequenzen des Reisfeldbodens, eines
marinen Sediments und eines kontaminierten Aquifers der Unterlinie 5 der
Verrucomicrobia verwandt waren (Doijka et al., 1998; Derakshani et al., 2001;
Freitag et al., 2003). Das 16S rRNA-Gen des Fosmid-Klons I1148C5 wies dagegen
92 bis 95% Sequenzdhnlichkeit zu Umweltsequenzen des Reisfeldbodens, des
gefluteten Bodens von Pappeln und dem Isolat Ellin514 der Verrucomicrobia
Unterlinie 3 auf (Abbildung 12) (Noll et al., 2005; Graff et al., 2005; Sangwan et
al., 2005).

In den Genbanken, die mit HMW-DNA eines fiir 70 (IV) und 140 Tage (V)
inkubierten Reisfeldbodens aufgebaut wurden, konnten mit dem PVC-Assay 14

bzw. finf Genomfragmente nachgewiesen werden. Die phylogenetische Diversitét
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dieser Test-positiven Genomfragmente war bedeutend hoher als derjenigen, welche

aus fiir 10 Tage inkubierten Reisfeldboden erzielt wurden (Abbildung 11).

Genbanken
p— I-111 v A4 - 1-111 v v
80% 80%
[} 60%
10% 40%
20% 20%
0% 0%
5 14 5 2 9 4

Absolute Anzahl Test-positiver Fosmid-Klone

L 2y o i) i
Verrucomicrobia O Planctomyces
Planctomycetes 5

. O Pirellula
Candidate division OP3

O Isosphaera
Neue Linie NBL-UPA2

0O Gemmata

0O0EEm

Candidate division BRC1

Abbildung 11: Grafische Darstellung der phylogenetischen Zuordnungen der 16S rRNA-
Gensequenzen Test-positiver Fosmid-Klone in den Genbanken I-V nach der Analyse von
61000 Fosmid-Klonen. (links: Phylum-Level Zuordnungen aller Test-positiven Fosmid-
Klone; rechts: Zuordnung der mit Planctomycetes-verwandten Genomfragmente zu den
jeweiligen Gattungen).

Die Mehrheit der 16S rRNA-Gensequenzen (11423, II70F8, IV6FS, IV120C2,
IV140A6, IV143C7, IV175A9, IV184F4, V88DS5 und V103C3) wiesen 90 bis 96%
Sequenzédhnlichkeit zu Umweltklonsequenzen der Unterlinien Pirl bis Pir4 der
Gattung Pirellula auf, welche im anoxischen Reisfeldboden und in der
Reiswurzelzone detektiert wurden (Derakshani et al., 2001). Die grofite Anzahl
Pirellula-ghnlicher Genomfragmente wurde in der Genbank IV nachgewiesen. Der
Fosmid-Klon V73F8 gruppierte dagegen in die Gattung Planctomyces. Dariiber
hinaus waren die 16S rRNA-Gene von vier Genomfragmenten (IV56C6, IV215C6,
IV269D6 und V15G3) mit den Gattungen Gemmata und Isosphaera verwandt
(Abbildung 13). Zusétzlich wurde das 16S rRNA-Gen des Fosmid-Klons IV163C8

in die Unterlinie 5 der Verrucomicrobia eingeordnet. Im Gegensatz dazu war die
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Anzahl der Genomfragmente, welche Mitgliedern der Verrucomicrobia zugeordnet
wurden, in dem fiir 10 Tage inkubierten Reisfeldboden deutlich hoher (Abbildung
11).

Insbesondere die Genbank des fiir 70 Tage inkubierten Reisfeldbodens enthielt

Fosmid-Klone von Vertretern neuer Entwicklungslinien (Abbildung 14). Die

Genomfragmente IV32F6 und IV180F6 wurden verschiedenen Unterlinien des OP3
zugeordnet, deren 16S rRNA-Gensequenzen 82,4% Ahnlichkeit aufwiesen

(Abbildung 14). Die néchstverwandten Umweltsequenzen der Fosmid-Klone

IV32F6 und IV180F6 entstammen anoxischen, marinen Standorten (Donachie et al.,
2004; Elshahed et al., 2007; Brieé et al., 2007; Percent et al., 2008). Die in einer
vorhergehenden Untersuchung des Reisfeldbodens detektierten Umweltsequenzen
(PBS-87 und PBS-37) des OP3 waren nur entfernt mit den 16S rRNA-
Gensequenzen der Genomfragmente (83% bzw. 78%) verwandt (Derakshani et al.,
2001). Das Genomfragment IV226A8 trug ein 16S rRNA-Gen, das NBL-UPA2
zugeordnet wurde (Abbildung 14). Der Datenbank-Abgleich der 16S rRNA-

Gensequenz zeigte, dass dieser Entwicklungslinie bisher 21 Umweltsequenzen
verschiedener anoxischer Standorte angehoren, die Sequenzéhnlichkeiten von 86 bis
96% aufweisen. Die Stammbaumanalysen veranschaulichten, dass die Vertreter des
NBL-UPA2 sehr eng mit OP3 verwandt sind (Abbildung 14). Basierend auf den
prozentualen Ahnlichkeiten unterscheiden sich die 16S rRNA-Gensequenzen von
NBL-UPA2 (86-98%) eindeutig von denen von OP3 (72-84%). Die
Entwicklungslinien bilden zwei Cluster, die durch Bootstrap-Werte von maximal
65% unterstiitzt werden. Die 16S rRNA-Gensequenzen der Fosmid-Klone IV17E2
und V174F5 der Genbanken IV und V wiesen hochste Sequenzéhnlichkeitswerte
(96-97%) zu Umweltklonsequenzen der Unterlinie A1 und A4 des BRC1 auf, die in
verschiedenen Studien des Reisfeldbodens detektiert wurden (Abbildung 14) (Ricke,
Diplomarbeit; Derakshani et al., 2001). Die Genomfragmente IV17E2 und V174F5
sind auf Basis des 16S rRNA-Gens mit einer Sequenzédhnlichkeit von 82,1% nur
entfernt miteinander verwandt.

Die Genomfragmente 1V32F6, IV180F6 und IV228A6 (OP3 bzw. NBL-
UPA2) sowie die Fosmid-Klone IV17E2 und V174F5 (BRC1) wurden fiir eine

vollstdndige Sequenzanalyse ausgewéhlt.
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Abbildung 12: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, das die verwandtschaftliche
zwischen den Test-positiven Fosmid-Klonen und Mitgliedern der
Der Stammbaum basiert auf der Verrechnung von 841
Nukleotidpositionen und wurde mit dem Maximum-Likelihood-Algorithmus konstruiert.
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Abbildung 13: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, das die verwandtschaftliche
Beziehung zwischen den Test-positiven Fosmid-Klonen und Mitgliedern der
Planctomycetes =zeigt. Der Stammbaum basiert auf der Verrechnung von 841
Nukleotidpositionen und wurde mit dem Maximum-Likelihood-Algorithmus konstruiert.
Die ausgefiillten Kreise reprisentieren Bootstrap-Werte von >90%. Die leeren Kreise
weisen auf Bootstrap-Werte von >70% hin. Abkiirzung: Pirellula-Cluster 1-4 (Pirl-Pir4).
Der Mal3stab reprisentiert einen Sequenzunterschied von 10%.
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Abbildung 14: Phylogenie basierend auf dem 16S rRNA-Gen, das die verwandtschaftliche
Beziehung zwischen den Test-positiven Fosmid-Klonen (Fettdruck) und Umweltsequenzen
des BRC1, OP3 und NBL-UPA2 zeigt. Der Stammbaum basiert auf der Verrechnung von
841 Nukleotidpositionen und wurde mit dem Maximum-Likelihood-Algorithmus
konstruiert. 16S rRNA-Gensequenzen aus dem Reisfeldboden (rot) und aus einem
Propionat- und Butyrat- abbauenden Chemostaten (blau) sind hervorgehoben. Der Mafstab
reprasentiert einen Sequenzunterschied von 10%.
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3.4.3 Groflenbestimmung der Genomfragmente

Die GroBenabschitzung mittels Sbfl-Restriktionsanalyse und PFGE zeigte, dass die
klonierte DNA in den Test-positiven Genomfragmenten in einem GroBenbereich
von etwa 28 bis 48 kbp lag (Tabelle 5). Die Insert-Groe der sequenzierten Fosmid-
Klone war etwa 5 bis 10 kbp kleiner, als zuvor mittels Restriktionsanalyse/PFGE
bestimmt. Daher besitzen die anderen Fosmid-Klone wahrscheinlich kleinere Inserts

als mittels PFGE ermittelt.

Tabelle 5: InsertgroBe und phylogenetische Zuordnung der Test-positiven
Genomfragmente.

Fosmid- Phylogenetische Insert-Grofie (kbp)
Klone Zuordnung PFGE Sequenzierung
11423 Pirellula 33

1II39E5 Verrucomicrobium 5 38

1I139E6 Verrucomicrobium 5 32

11148C5 Verrucomicrobium 3 38

I1170F8 Pirellula 31,5

IV6F8 Pirellula 38

IV17E2 BRC1-A4 46,5

1V56C6 Gemmata 48

IV32F6 " OP3 41 36,6
1vV120C2 Pirellula 40

IV140A6 Pirellula 39

1V143C7 Pirellula 37

IV163C8 Verrucomicrobium 5 28

IV175A9 Pirellula 45

IV180F6 " OoP3 48 33,2
1V184F4 Pirellula 48

IV215C6 Gemmata 33

IV226A8 " NBL-UPA2 40 34
1IV269D6 Isosphaera 33

V15G3 Isosphaera 40

V73F8 Planctomyces 33

V88D5 Pirellula 33

V103C3 Pirellula 33

V174F5 " BRC1-A1 43 37,5

Y In Fettdruck sind die Fosmid-Klone hervorgehoben, deren 16S rRNA-Gene mit BRC1, OP3 und
NBL-UPA2 verwandt sind.

3.5 Analyse sequenzierter Genomfragmente

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vergleichenden Sequenzanalyse der
Genomfragmente [V17E2, IV32F6, IV180F6, IV226A8 und V174F5 dargestellt.
Abgesehen von den 16S rRNA-Genen handelt es sich um die erste genomische

Information von Vertretern des OP3, NBL-UPA2 und BRCI. Die vorhergesagten
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funktionellen Gene werden in Ubersichten dargestellt und die mdglichen
Charakteristika einzelner abgeleiteter Proteine beschrieben. Im Anschluss werden
die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen auf Basis der 23S rRNA-Gene
und die taxonomischen Zuordnungen der abgeleiteten Proteine vergleichend
analysiert. Auf dem sequenzierten BRCI1-Genomfragment IV17E2 konnte kein
rRNA-Operon vorhergesagt werden. Das korrelierte nicht mit dem Nachweis eines
16S rRNA-Gens bei dem PCR-basierten Screening. Aus diesen Griinden wird die
vergleichende Sequenzanalyse des Genomfragments IV17E2 in dieser Arbeit nicht

dargestellt.

3.5.1 Das Genomfragment IV32F6 (OP3)

Der Fosmid-Klon IV32F6 trug ein Insert von 36584 bp, dessen GC-Gehalt bei 46%
lag. Das rRNA-Operon bestand aus den Genen fiir 16S rRNA, tRNA-Ala, tRNA-Ile,
23S rRNA und 5S rRNA (Abbildung 15). Diese Struktur des rRNA-Operons ist fiir
viele Mitglieder der Doméne Bacteria typisch (Chen et al., 2000). Insgesamt wurden
31 Protein-kodierende Regionen (“open reading frames®, ORFs) vorhergesagt, von
denen 19 ORFs funktionell annotiert werden konnten. Fiir die ORFs 7, 9, 17, 19, 20
und 23 bis 28 wurden keine signifikanten Ahnlichkeiten zu kodierenden Sequenzen
in 6ffentlichen Datenbanken ermittelt und reprasentieren demzufolge hypothetische

Proteine (Abbildung 15, Tabelle 6).

1234 6 8 9 101112 1415 16 1718 202123 rRNA-Operon 24 25 26 27 29 31

s

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Anordnung und der Orientierung der offenen
Leserahmen auf dem Genomfragment IV32F6, welches OP3 zugeordnet wurde. Es besitzt
eine GroBe von 36584 bp. Das rRNA-Operon ist in rot und die Gene, die fiir hypothetische
Proteine kodieren, sind in grau hervorgehoben. Zusétzlich sind die Gene hellblau markiert,
welche Sequenzihnlichkeiten mit Protein-kodierenden Genen des Fosmids bldcf5.1.a06
(Nesbg et al., 2005) aufweisen.

28 30
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Die abgeleiteten Aminoséuresequenzen von 12 Protein-kodierenden Genen wiesen
in BlastP-Analysen die hdochsten Ubereinstimmungen zu korrespondierenden
Proteinsequenzen der Proteobacteria auf, allein acht davon zu Mitgliedern der
Deltaproteobacteria. Andere ORFs zeigten die hochsten prozentualen Ahnlichkeiten
zu Homologen von Vertretern der Firmicutes (3), Chlorobi (1), Chloroflexi (1),
Planctomycetes (1), Euryarchaeota (2) und Eukarya (1).

Auf dem Genomfragment IV32F6 sind Gene lokalisiert, die vermutlich fiir
eine Dihydrofolat-Reduktase (ORF14), eine Thymidylat-Synthase (ORF13) und ein
Membran-assoziertes ApbE-dhnliches Protein (ORF12) kodieren. Diese Enzyme
sind an der dNTP-Synthese beteiligt. Die abgeleiteten Proteine der ORFs 8 und 18
wurden mit prozentualen Ahnlichkeiten von 46% bzw. 53% zu der
nichstverwandten Proteinsequenz als eine Glycosyl-Transferase Familie 2.D
(ORFB) fiir die Zellwandsynthese und eine ADP-L-Glycero-D-Manno-Heptose-6-
Epimerase (HdID, ORF18) identifiziert. Die HdID katalysiert den letzten Schritt in
der Herstellung der Baueinheit Mannoheptose fiir den inneren Kern von
Lipopolysacchariden. Lipopolysaccharide bilden die &uBlere Membran Gram-
negativer Bakterien. Dariiber hinaus kodieren die ORFs 2 und 3 vermutlich einen
Membranproteinkomplex HfIKC. Die HfIC- und HfIK-Proteine zeigen N-terminale
Transmembranregionen, die mit der verbleibenden Domédne in den
periplasmatischen Raum reichen (Kihara et al., 1996, 1998). Die Abbildung 16 zeigt
die vermutliche Lokalisation der Transmembrandomidnen des HfIKC-
Membranproteinkomplexes. Der HfIKC-Komplex bildet mit der ATP-abhédngigen,
Membran-assozierten Protease FtsH einen Superkomplex. FtsH baut falsch gefaltete
Membranproteine und kurzlebige Proteine proteolytisch ab (Saikawa et al., 2004). In
Stammbaumanalysen gruppierten die abgeleiteten Aminosduresequenzen der
potentiellen HfIC- und HflK-Proteine des Genomfragments IV32F6 eng mit
Homologen von Vertretern der Deltaproteobacteria sowie mit Verrucomicrobium

spinosum DSM 4136" und Candidatus Kuenenia stuttgartiensis (Abbildung 17).

ORF6 kodiert vermutlich fiir einen Klasse 1 “peptide chain release factor* PrfA.
Ferner wiesen die ORFs 24, 25 und 28 hohe prozentuale Sequenzihnlichkeiten
(42%, 38% bzw. 52%) zu den Protein-kodierenden Regionen ORF1 und ORF7 auf

dem Genomfragment bldcf5.1.a06 auf. Dieses Genomfragment entstammt einer
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Abbildung 16: In-silico-Analyse der abgeleiteten Proteine HfIC (oben) und HfIK (unten),
die den Membrankomplex HfIKC bilden. Die Transmembrandoméinen wurden mit dem
TMHMM-Server v. 2.0 (links) und mit der DAS transmembrane prediction-Analyse
(rechts) lokalisiert. Die Abszisse zeigt die Lange der Aminosduresequenz und die Ordinate
den Wahrscheinlichkeitswert. Uberschreitet dieser einen Schwellenwert liegt, vermutlich
innerhalb dieses Sequenzabschnittes eine alpha-helikale Transmembrandoméne vor.

Genbank eines marinen Sediments (Nesbo et al., 2005). Fiir diese abgeleiteten
Proteine auf dem  Genomfragment bldcf5.1.a06 wurden homologe
Dominenstrukturen einer Nukleosid-Diphosphat-Kinase, eines Fibronectin Typ III
und einer “PBS-Lyase-HEAT-like repeat“ vorhergesagt, was die Autoren zu
Vermutungen iiber einen photosynthetischen Ursprung des dazu korrespondierenden
Mikroorganismus fiihrte (Nesbo et al., 2005). Die PBS-Lyase-HEAT-like repeats
sind fiir die spezielle Anlagerung von Phycobillinen an die Apophycobillin-
Untereinheiten der Phycobillisome (PBS) verantwortlich. Diese
Lichtsammelkomplexe kommen in Cyanobakterien und roten Algen vor, die tiber
eine oxygene Photosynthese Kohlenstoff assimilieren. Diese PBS-Lyase-HEAT-like
repeats wurden gleichermaflen fiir kodierende Regionen in Genomen von
Mitgliedern der Archaea und Bacteria vorhergesagt, wie zum Beispiel dem RC-I-
Archaeon MRE50 (unkultiviert), Methanospirillum hungatei JF-1, Escherichia coli
09:H4 Stamm HS, Planctomyces maris DSM 8797", Geobacter uraniireducens Rf4

55



Ergebnisse

040 UOA PaIyasIduNzuaNbag uduld 1319z qeIsgRIA 19 I[ISITIBP UNUBLIBA - [JH "MZQq -D[JH 19][oLa1eq
[yemsny uaAaneuaseldal 1oure nz zuapuodsairoy] ul Ist surold-SJH ‘Mzq -DJH ua1aa[asqe (onipnog) 947 AT JUAWSLIJUWoudr) WoA Sap
uonisoJ 211 "(s1yoa1) JIH pun (syur]) DPFH uaropeysSuniainSoy usp Jne pualadiseq WWEISoIPudJ-pooyI[XIT-WNWIXEN L] Sunpqqy

010 +89 NS SUPPINOI2ID SPUOWOAR[INSI(] EAHOLATEAL %89 0ro
0R€T NS SHIIOUIIDS 4219DGO}oy] HOdIN suppixomuny 121o0qoydoauig

. . 7 SNUYIUDX SHIDOI0XAP\
m“_On:Z .».:__Emo.h.ﬂa,_‘__u._‘__tm__\ L.b_...u__un.?x_‘«mc.m__:.._ﬂ_-m' thﬁ Ad _.._.. . N
’ m___.:.x?uwwamﬁ..._?u\u .?uh,u__m.QQ.a.,.____._n_,_ﬁ.._.wut___.nw

RO JNS(] SUBPIXOIAID SDUOOMNIIISI(]

+sag ppydoaysdsd pajprofinsacy

CIHOLATEAL 0RE€T INSA SNAJOUIGIDI 42]IDGOJ]
D-dT SUPUISOIPYIP 121IDGOXAUOIIDU Y psAST ppydoayadsd papprofinsacy
TS SRIIUDY SHIIOIOXAJA] [s LI2f1OPEING D110,
2409 TT91 1A sniyr W OTI0¢] Htaft0pBng pljaLIog €
%8 SISUANIESNNIS CIUSUANY] SIIBpIpUD) 9¢ 1+ NS uinsoutds wuniqodnuosin.Lg, 2408
9z10€ LaftopEing vija.iog SISUDILIESNINIS BIUSUANY SHIBPIPUD.) 2,96
%C6 SOPSE DDV ploonuap vuauodal | SEO[UIIN 1S wnpijnd vuuodal
- . - . HYDIDYS 4D]IDGOANU ) %98
SUDIIPOU WINA2]ODqOAIaN YOB-VVH DLV IHPZDYS A21IDGO1oIUT %Ll ’
g1gsig stanpd spuowopnasdopoyy 260D stsad ruts.iog VoLl
96 piydopdy spuow .o
— anbign 1aoeqISe|ad smippipun) V961 UU.C%, m ___u - v .
N _ qazds sisuozoww vjppupmayg —— logg 04,89
619M Ppuid SPUOUOPRISH 1SS M HHLIPIIDUDJOS DILOISIDY %z6
%I1S S .
1-Ad suppdxoo.iaf snpunfosdimpy P0SZT1 WSA 1-uad ppawpiog
UDPUOADT[IA 1S WNIIDUIUILE DIy Y PAIDUOAD SPUOWOIOJYIA(] %89 Y08
%98 |H 6TST DDLY Supdifiituap snjovqoy | OLLLT DDLY wnagnt wnjjriadsopory
%56 INQd “ds snoupozy 1€8T INDI SUPIJOIOIPD.L WRLIDIIDGOIAY I %6
3qS| suppuauLfoilyd wnipliso) 1-Ad subpAxoo..af snpunfo.idrmpy s
. o
SOFLT DDLV WRJI220ULIDYI WRIPLISO]D) €98+ VI tunjydowat) wniia1o0qoriquudg
. S0
€O8Y | INV] wnjiydouidiy wnii1ongoiquidg 1-€0 snorapyds snjj1ovqiusay 2208
o
Lp-€) snariovyds snjjonguisdy SOFLT DDV WiNJJaD0ULIDY] WRIPLISO]D)
5 supjuautaforiyd winiplasoy; %6
1€1-L 1 1Y Wnsopou wntiappqopiada.y asl out2fo1y IPHISOL) ’
1€-L 1 1LY HNsopou wniiaiongoplaia.g
ol QEISIN PULILIDUE DSOJOULIDY | %89

SESIN PuunjLipu p3ojoULdLY |

56



Ergebnisse

und Lentisphaera araneosa HTCC 2155. Fiir diese Organismen ist jedoch eine
photosynthetische Lebensweise unbekannt. Neben einer Aldolase Klasse IT (ORF21)
wurde zusitzlich ein malQ-Gen (ORF16) identifiziert, das fiir eine Amylomaltase,
ein essentielles Enzym des Maltose- und Maltodextrin-Metabolismus, kodiert. Die
Substrate Maltose und Maltodextrin werden mittels der Aktivitit dreier
cytoplasmatischer Enzyme [Amylomaltase (MalQ), Maltodextrin-Phosphorylase
(MalP), Maltodextrin-Glucosidase (MalZ)] zu Glukose und Glukose-1-Phosphat
gespalten (Boos und Shuman, 1998).

3.5.2 Das Genomfragment IV180F6 (OP3)

Der Fosmid-Klon IV180F6 trug ein Insert von 33757 bp, dessen GC-Gehalt 49%
war. Das rRNA-Operon zeigte eine typisch bakterielle Struktur einschlieBlich den
tRNA-Genen (Alanin, Isoleucin). Auf dem Genomfragment konnten 30 Protein-

kodierende Regionen identifiziert werden. Insgesamt wurden 12 ORFs funktionell

annotiert (Abbildung 18, Tabelle 7). Die ORFs &, 9, 23, 27 und 29 kodieren fiir

hypothetische Proteine, die innerhalb der Doméne Bacteria konserviert sind. Fiinf
abgeleitete Aminosduresequenzen wiesen in BlastP-Analysen die hdchsten
Ubereinstimmungen mit dazu korrespondierenden Proteinsequenzen von
Mitgliedern der Proteobacteria auf, davon allein vier zu den Deltaproteobacteria.
Andere ORFs zeigten die hochste prozentuale Ahnlichkeit mit Vertretern der
Firmicutes (3), Chlorobi (1), Chloroflexi (1), Planctomycetes (1), Nitrospirae (1),
Euryarchaeota (4) und Eukarya (1).

rRNA-Operon 4 56 78 9 10 1112 14 216 17 18 1920 21 22 23 24 2526 28 30
13 15 27 29

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Anordnung und der Orientierung der offenen
Leserahmen auf dem Genomfragment [V180F6, welches OP3 zugeordnet wurde. Es besitzt
eine GroBle von 33757 bp. Das rRNA-Operon ist in rot und die Gene, die fiir hypothetische
Proteine kodieren, sind in grau hervorgehoben.
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Auf dem Genomfragment wurden Gene identifiziert, die vermutlich fiir eine ADP-L-
Glycero-D-Manno-Heptose-6-Epimerase (HdID) und einen Klasse I peptide chain
release factor (PrfA) kodieren. Die abgeleitete Aminosduresequenz von ORF25
wurde als eine FAD-abhéngige Thymidylat-Synthase (ThyX) vorhergesagt, welche
an der Biosynthese von dANTP beteiligt ist. ORF11 kodiert fiir ein SerS-Protein (53%
Ahnlichkeit zur Referenzsequenz), welche aufgrund von Sequenzhomologien zu
Threonin-, Prolin- und Tyrosin-tRNA-Synthetasen in die Klasse Ila der Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen eingeordnet werden. Zusitzlich konnten die abgeleiteten Proteine
der ORFs 20, 21 und 24 als vermutliche Bestandteile eines Zwei-Komponenten-
Systems fiir die Signaltransduktion der bakteriellen Chemotaxis identifiziert werden.
Dieses System ermoglicht es Mikroorganismen auf Verdnderungen in ihrer Umwelt
zu reagieren. In einem chemischen Gradienten bewegen sie sich gerichtet in
Regionen mit hohen Substratkonzentrationen und entfernen sich von schidigenden
Substanzen. Das Zwei-Komponenten-System besteht im wesentlichem aus einer
dimeren Histidin-Protein-Kinase (ORF21) und einem “response regulator* (ORF20)
(Wadhams und Armitage, 2004). Die Histidin-Kinase hat eine Sensordoméne, die
die Cytoplasmamembran durch Transmembranhelices zweimal umfasst und im
Periplasma die extrazelluldren Stimuli erkennt (Abbildung 19). Die Histidin-Kinase-
Doméne katalysiert die Auto-Phosphorylierung des Histidinrests und die
Ubertragung einer Phosphatgruppe auf den Aspartatrest der Empfingerdomine des

Wahrscheinlichkeit fiir Transmembranhelix IV 180F60RF21 “DAS"-Transmembran-Segment-Vorhersage IVI80F60RF21

Wahrscheinlichkeit

“DAS”-Profil-Wert
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Abbildung 19: Die Darstellung der Transmembranhelices unter Verwendung des
TMHMM-Servers (rechts) und DAS (links) der Histidin-Kinase, welche durch das ORF21
auf dem Genomfragment IV180F6 kodiert wird.
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response regulator. Mit der Phosphorylierung des response regulator wird eine
zelluldre Reaktion auf den Stimulus ausgeldst (West und Stock, 2001) (Abbildung
20).

Stimulus
Periplasmatische Dimerizations- ATP-bindende Regulator- Effektor-
Sensordomiine Domiine Kinase-Domiine Domiine Domiine

(D] RR
- / B '
_-f’ v
\‘DP —
— - Antwort

Histidin-Kinase Antwort-Regulator

Abbildung 20: Schematische Darstellung eines typischen Zwei-Komponenten-
Phosphattransfer-Systems (West und Stock, 2001).

3.5.3 Das Genomfragment 1V226A8 (NBL-UPA2)

Der Fosmid-Klon IV226A8 enthielt ein Insert von 34992 bp mit einem GC-Gehalt
von 42%. Das rRNA-Operon zeigte eine typische bakterielle Struktur mit der
Abfolge 16S rRNA, 23S rRNA und 5S rRNA sowie die tRNA-Genen Alanin und
Isoleucin (Abbildung 21, Tabelle 8). Auf dem Genomfragment IV226A8 waren 29

Protein-kodierende Regionen lokalisiert, wobei 25 ORFs funktionell zugeordnet
werden konnten. Eine sehr hohe Anzahl der abgeleiteten Proteinsequenzen (16)
wurden taxonomisch Mitgliedern der Proteobacteria zugeordnet. Insgesamt zeigten
10 ORFs in BlastP-Analysen die hochste Ubereinstimmung mit dazu
korrespondierenden Proteinsequenzen von Vertretern der Deltaproteobacteria.
Andere ORFs wiesen hdchste prozentuale Ahnlichkeiten zu Homologen von
Mitgliedern der Actinobacteria (1), Acidobacteria (1), Chloroflexi (1),
Cyanobacteria (2), Planctomycetes (1), Spirochaetes (2) und Euryarchaeota (1) auf.

Auf einer ca. 8-kbp Region des Genomfragments IV226A8 wurden neun
ORFs identifiziert, die vermutlich fiir Untereinheiten des NADH-Dehydrogenase
Komplexes I kodieren (Proteine NuoA bis Nuol). Der NADH-Ubichinon-
Oxidoreduktase (NADH-Dehydrogenase) Komplex I katalysiert die Ubertragung

von Elektronen von NADH zu Ubichinon. Gleichzeitig wird ein Protonenpotential
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2 4 67 8 9 10 18 20 22 rRNA-Operon 26 27

o

3 5 11 17 19 21

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Anordnung und der Orientierung der offenen
Leserahmen auf dem Genomfragment IV226A8, welches NBL-UPA2 zugeordnet wurde. Es
besitzt eine GroBe von 34992 bp. Das rRNA-Operon ist in rot und die Gene, die fiir
hypothetische Proteine kodieren, sind in grau hervorgehoben.

iiber die Cytoplasmamembran aufgebaut, welches die ATP-Synthese mittels ATPase
antreibt. Die NADH-Dehydrogenase entspricht in ithrem Aufbau und der Funktion
dem mitochondrialen Komplex I und wird von 13 Strukturgenen (nuoA-N) kodiert.
Der NADH-Dehydrogenase-Komplex besteht aus drei verschiedenen Sub-
komplexen, dem peripheren (NuoEFG), dem verbindenden (NuoBCDI) und dem
Membran-Subkomplex (NuoAHIJN), die wiederum aus verschiedenen Unterein-
heiten aufgebaut sind (Leif et al., 1995; Braun et al., 1998; Falk-Krzesinski und
Wolfe, 1998). Das periphere Fragment besitzt die NADH-Dehydrogenaseaktivitit
und oxidiert NADH zu NAD". Das Membranfragment katalysiert die Reduktion von
Ubichinon oder Menachinon zu Ubichinol oder Menachinol (Friedrich, 1998,
Abbildung 22). Gene, welche vermutlich fiir den peripheren, den verbindenden
Subkomplex und fiir zwei Untereinheiten des Membrankomplexes (NuoA und
NuoH) der NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase kodieren, wurden auf dem
Genomfragment vorhergesagt. Die Gene nuoJ bis nuoN konnten auf dem
Genomfragment nicht identifiziert werden. Die abgeleiteten Proteine NuoB bis
NuoD sowie NuoF bis Nuol wiesen in BlastP-Analysen hochste prozentuale
Ahnlichkeit zu  korrespondierenden  Proteinsequenzen der  Gattungen
Anaeromyxobacter und Myxococcus (Deltaproteobacteria) auf. Die abgeleiteten
Proteinsequenzen der kodierenden Gene fiir NuoA und NuoE besitzen Homologe in
Mitgliedern der Nitrospirae bzw. Alphaproteobacteria. Die Lokalisation der
identifizierten nuo-Gene auf den sequenzierten Genomen von Vertretern der
Deltaproteobacteria ist nicht einheitlich. So liegen die Protein-kodierenden Gene
nuoA bis NnuoN zum Beispiel auf den Genomen von Anaeromyxobacter spp. und in

dem Stamm Pelobacter carbinolicus DSM 2380" in einem gemeinsamen Operon
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vor. Im Gegensatz dazu sind die Gene nuoA bis nuoN auf den Genomen von
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB, Myxococcus xanthus DK 1622 und
Geobacter metallireducens GS-15 nicht in einem Operon organisiert, sondern sind

nur teilweise als Fusionsproteine hintereinander geschaltet.

Abbildung 22: NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Nuo) von Escherichia coli. Die groBen
Buchstaben zeigen die Untereinheiten des Enzyms. Die rot umrandeten Untereinheiten sind
solche, dessen Gene auf dem Genomfragment IV226AS8 identifiziert wurden. Abkiirzungen:
4Fe: [4Fe-4S] Cluster; 2Fe: [2Fe-2S] Cluster; FMN: Flavinmononukleotid; FAD,
Flavindinukleotid; Q: Ubichinon oder Menachinon (nach Hedderich und Whitman, 2006).

AuBerdem wurde auf dem Genomfragment ein fumC-Gen (ORF13) vorhergesagt.
Das Fumarase C-Enzym katalysiert die reversible Hydratisierung von Fumarat zu
L-Malat im Citrat-Zyklus. ORF17 kodiert vermutlich fiir die Funktion einer Acetyl-
CoA-Carboxylase. Dieses Enzym katalysiert die erste und die Geschwindigkeit
bestimmende Reaktion in der Fettsdure-Biosynthese. Die Reaktion umfasst zwei
Teilreaktionen. Zuerst wird Biotin mittels Bicarbonat carboxyliert und in der
zweiten Reaktion wird die CO,-Gruppe von Carboxybiotin auf Acetyl-CoA
tibertragen. Es entsteht Malonyl-CoA. Das Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase besteht
aus vier Untereinheiten (AccA-AccD). Die relative genomische Lokalisation der
vier Protein-kodierenden Gene ist je nach bakteriellem Taxon unterschiedlich. So
liegen zum Beispiel bei Mitgliedern der Planctomycetes (Rhodopirellula baltica
SH-1, Gemmata obscuriglobus UQM 2246 und Candidatus Kuenenia

stuttgartiensis) sowie bei Verrucomicrobium spinosum DSM 4136 die Gene accA
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und accD iiber das Genom verteilt vor. Dagegen sind die kodierenden-Gene fiir
AccC und AccB nebeneinander lokalisiert. Im Gegensatz dazu sind die vier Gene
bei den Arten Clostridium acetobutylicum ATCC824", Clostridium kluyveri DSM
555" und Bacillus subtilis sp. subtilis Stamm 168 in einem Operon organisiert. In
BlastP-Analysen = wies die  abgeleitete =~ AccA-Aminosduresequenz  des
Genomfragments 1V226A8 hochste  Ubereinstimmung mit  den  dazu
korrespondierenden Proteinsequenzen von Mitgliedern der Deltaproteobacteria auf.
Die Stammbaumanalysen zeigten dagegen, dass die AccA-Aminosiduresequenz des
Genomfragments [V226A8 keine spezifische Verwandtschaft mit bekannten AccA-
Varianten von ausgewdahlten Mitgliedern der Doméne Bacteria aufweist (Abbildung
23). Zusitzlich wurde eine Glykosyl-Transferase der Klasse 2 (ORF29)
vorhergesagt, die unter Bildung glykosidischer Bindungen den Transfer von
Zuckerresten eines aktivierten Donormolekiils auf ein Rezeptormolekiil katalysiert.
Glykosyl-Transferasen der Klasse 2 sind an sehr diversen Reaktionen beteiligt, unter

anderem am Aufbau der Zellwand.

Aquifex aeolicus VF3 _ .
Leprospivillum sp, Group UBAZ
Roseoflexus castenholziil DSM 13941
Chioroflexus aggregans DSM 9485
Solibacter usitams Ellin 6076
Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 sltaproteobacteri
Geobac: hfl metallireducens GS-15 Deltaproteobacteria
Pelobacter propionicus DSM 2379
Candidains Kuenenia stuttgartiensis
v 226.-\80RI 17
Verrucomircobium spinosum DSM 4136 Planctomyeetes
Planctomyces maris DSM 8797 . S .
fane ‘“ art ohsci :Ufobm UOM 2246 Verrucomicrobia
thmfupmﬂufu baltica SH-1
irelinla maring DSM 3645

Hr:\rm.’mm Klwyveri DSM 555

Staphyloce haemolviicus JCSC 1435
Huc.rﬁm\ subiilis 5uh\p \uhl||U\ str. 168

Geobacillus sp. WCHT0 . —
Rhodobacter sphaericus ATCC 17025

Rhodospiriflum rubrum ATCC 11170 Alphaproteobacteria

Mesaorhizobinm loti MAFF303099

Agrobacterium tumefaciencs str. C58

Chloraflexi

Firmicutes

Prosthecochloris vibrioformis DSM 265 | Chlorobi

- ilorohi
Pelodictyon luteolum DSM 273 ‘
roceibacter atlanticus HTCCC 2559 | Bacteroidetes

Lecwwenhoekiella blandensis MED 217

9% hhi

He s influenzace 3655
- —1_‘|7 Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 Gammaproteobacteria
5% "
F

erinm profimdum 3TCK

s Thiobacillus denitrificans ATCC 25259

0.10 Burkholderia cenocepacia PC184

Ralstonia eutropha H16
Betaproteabacteria

Abbildung 23: Maximum-Likelihood-Dendrogramm basierend auf der Acetyl-CoA-
Carboxylase (AccA). Die Position des vom Genomfragment IV226A8 (Fettdruck)
abgeleiteten AccA-Proteins ist in Korrespondenz zu einer reprisentativen Auswahl
bakterieller AccA-Varianten dargestellt. Der Mal3stab zeigt einen Sequenzunterschied von
10%.
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3.5.4 Das Genomfragment V174F5 (BRC1)

Der Fosmid-Klon V174F5 wies ein Insert von 37515 bp auf, dessen GC-Gehalt 60%
betrug. Das rRNA-Operon zeigte die typisch bakterielle Struktur mit der Genabfolge
16S rRNA, 23S rRNA und 5S rRNA. Es wurden hingegen keine tRNA-Gene
identifiziert. Auf dem Genomfragment V174F5 wurden 20 ORFs identifiziert
(Tabelle 9, Abbildung 24). Insgesamt konnten 10 ORFs funktionell annotiert

werden, wobei sieben ORFs vermutlich fiir hypothetische Proteine kodieren, die in
der Domidne Bacteria konserviert sind. Die Mehrzahl der abgeleiteten
Proteinsequenzen (25%) zeigte in BlastP-Analysen hochste Ubereinstimmungen mit
dazu korrespondierenden Proteinsequenzen von Mitgliedern der Planctomycetes.
Andere ORFs wurden Vertretern der Bacteroidetes (3), Chlorobi (1), Proteobacteria
(2), Cyanobacteria (3) und Euryarchaeota (1) zugeordnet.

’ 11 |:1>1 4 ?5 :6@@9 20
Abbildung 24: Schematische Darstellung der Anordnung und der Orientierung der offenen
Leserahmen auf dem Genomfragment V175F5, welches BRC1 zugeordnet wurde. Es besitzt

eine Grofe von 37515 bp. Das rRNA-Operon ist in rot und die Gene, die fiir hypothetische
Proteine kodieren, sind in grau hervorgehoben.

4 6 8 10 rRNA-Operaqn

ORF3 kodiert vermutlich fiir eine mit GCN5-verwandte N-Acetyltransferase
(GNAT). GNATs katalysieren den Transfer der Acetyl-Gruppen des Acetyl-
Coenzym A (AcCoA) auf ein primédres Amin. Diese Superfamilie beinhaltet viele
nicht verwandte Klassen von Enzymen (~10000), die eine einheitliche
hochkonservierte Strukturfaltung zeigen (Dyda et al., 2000; Vetting et al., 2005).
Dariiber hinaus kodiert ORF19 vermutlich fiir eine Histon-N-Acetyltransferase
(HAT). HATSs sind Mitglieder der GNAT-Superfamilie und sind an der Acetylierung
von Histonen an spezifischen Lysin-Resten beteiligt (Carrozza et al., 2003). Dieser
Prozess ist fiir die Aktivierung der Transkription und der DNA-Replikation
notwendig (Vetting et al., 2005). AuBerdem wurde die abgeleitete
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Aminosduresequenz des ORFs 8 mit 52% Sequenzihnlichkeit als eine a- Isopropyl-
malat-Synthase (LeuA) annotiert. Leucin wird in Bacteria, Archaea und Eukaryota
aus 2-Oxoisovalerat mittels der Aktivitit von vier Enzymen [a-Isopropylmalat-
Synthase (LeuA), 2-Isopropylmalat-Isomerase (LeuCD), 3-Isopropylmalat-
Dehydrogenase (LeuB) und o-Ketoisocaproat-Transaminase (IIVE)] synthetisiert

(Fondi et al., 2007; Abbildung 25).

Pyruvat — 2-Oxoisovalerat —2-Isopropylmalat

leuA l leuCD
ilvE leuB
Leuci 3-1 Imalat
eucin <_Ke toisocaproat -« sopropylmala

Abbildung 25: Biosyntheseweg von Leucin in Bacteria, Archaea und Eukaryota (nach
Patek et al., 1994; Fondi et al., 2007).

ORF9 kodiert vermutlich eine 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-
Synthetase (DAHP, aroG). Die DAHP-Synthetase katalysiert die erste Reaktion des
Shikimat-Weges fiir die Biosynthese aromatischer Aminosiuren in Bakterien, Pilzen
und Pflanzen. Das aus der Glykolyse kommende Phosphoenolpyruvat und das aus
dem Pentosephosphatweg stammende Erythrose-4-Phosphat werden zu DAHP
kondensiert. Die abgeleitete Aminosduresequenz von aroG auf dem Genomfragment
V174F5 gruppierte im Dendrogramm néchst mit AroG-Varianten von Vertretern der
Phyla Planctomycetes und Verrucomicrobia (Abbildung 26). Dariiber hinaus wurde
fir ORF16 ein Chinohdmoprotein-Alkohol-Dehydrogenase-dhnliches Protein
(ADH) vorhergesagt. ADH-Enzyme besitzen Pyrrolochinolin-Chinon (PQQ) als
prosthetische Gruppe und katalysieren die Dehydrogenierung von primidren oder
sekunddren Hydroxy-Gruppen in Alkoholen oder Zuckern. PQQ-abhingige ADHs
wurden im Gegensatz zu ADHs bisher nur in einigen Bakterien der Alpha-, Beta-
und Gammaproteobacteria nachgewiesen (Toyama et al., 2004). Die BlastP-
Analyse der abgeleiteten Aminosduresequenz von ORF16 zeigte 46%
Sequenzdhnlichkeit zu PQQ-abhéngigen ADHs von Vertretern der Planctomycetes
(P. maris DSM 8797", R. baltica SH-1, B. marina DSM 3645") und V. spinosum
DSM 4136". Fiir die abgeleitete Aminosduresequenz des ORFs 10 wurde die

69



Ergebnisse

Funktion einer B-D-Galactosidase der Glykosid-Hydrolase Familie 2 vorhergesagt.
Die Glykosid-Hydrolasen sind eine weit verbreitete Gruppe an Enzymen, die
glykosidische Bindungen zwischen zwei oder mehreren Kohlenhydraten
hydrolytisch spalten. Beispielsweise hydrolisieren die B-D-Galactosidasen (ORF10)
die nicht-terminalen B-D-Galactose-Reste von f-D-Galactosiden. Aullerdem wurde
fir die abgeleitete Aminosduresequenz von ORF14 die Funktion einer
Methioninsulfoxid-Reduktase A (MsrA) vorhergesagt. In fast allen Organismen
wurden Homologe von MsrA und MsrB (Methioninsulfoxid-Reduktase B)
identifiziert. Die bei oxidativen Stress gebildeten reaktiven Sauerstoff-Spezies
(ROS) reagieren mit Bestandteilen der Zellen und fiihren zu Verdnderungen der
Struktur oder Inaktivierung von Proteinen. Methionin ist fiir ROS am sensibelsten
und wird durch deren Einwirkung in Methioninsulfoxid umgewandelt. Die
geschéddigten Methionin-Reste werden durch die Aktivitit der Methioninsulphoxid-
Reduktasen A und B repariert (Weissbach et al., 2005; Ezraty et al., 2005).

93% Chlorobium limnicola DSM 245

Epc!mﬁc{mn luteolum DSM 273
Chlorobium phaebacteroides DSM 266

V174F50RF9
Planctomyces maris DSM 8979
Blastopirellula marina DSM 3645
“Methylokorus infernorum” V4
Lentisphaera araneosa HTCC2155
Pelobacter carbinolicus DSM 2380
Syntrophus acidotrohpicus SB
Geobacter metallireducens GS-15
Protochlamydia amoebophila str. UWE25
Treponema denticola ATCC 35405
Bifidobacterium animalis subsp. lactis H
Corynebacterium efficiens YS-314
Salinispora tropica CNB-440
Bordetella bronchiseptica RB50
Burkholderia cenocepacia H12424

930 Shewanella oneidensis MR-1
81 ",EE\'chm‘imm coli SECEC SMS-3-5
Yersinia bercovieri ATCC 43970

Leptospira biflexa serovar Patoc

o Bradyrhizobium japonicum USDA 110
93% Mesorhizobiu loit MAFF 303099
93%

Rhodopseudomonas palustris CGA 009

=
o

3%

Actino-

T6%

Gamma-  Beta-

Alpha-

Abbildung 26: Maximum-Likelihood-Dendrogramm basierend auf der 3-Deoxy-D-
Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-Synthetase ~ (AroG). Die  Position des vom
Genomfragment V174F5 (Fettdruck) abgeleiteten AroG-Proteins ist in Korrespondenz zu
einer repriasentativen Auswahl bakterieller AroG-Varianten dargestellt. Der MaB3stab zeigt
einen Sequenzunterschied von 10%.
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3.5.5 23S rRNA-Gen-basierte Phylogenie

Die 23S rRNA-Gene der vier Genomfragmente [V32F6, IV180F6, IV226A8 und
VI174F5 wurden einer detaillierten Sequenzanalyse unterzogen. Das 23S rRNA-
(und 5S rRNA-) Gen des Genomfragments IV32F6 wies 85,3% (bzw. 80%)
Sequenzdhnlichkeit zu einem Genomfragment bldcf5.1.a06 auf, welches aus einem
marinen Sediment im Hafen von Baltimore (USA) erzielt wurde (Nesbeo et al.,
2005). Auf Basis einer 23S rRNA-Gen-basierten Analyse der Genbanken des
marinen Sediments war Nesbg und Mitarbeitern (2005) eine phylogenetische
Zuordnung des Genomfragments bldcf5.1.a06 nicht moglich. Die Bestrebungen, die
16S rRNA-Gensequenz zu erhalten, blieben ohne Erfolg. Die im Rahmen dieser
Arbeit  durchgeflihrten Stammbaumanalysen zeigten hingegen, dass das
Genomfragment bldcf5.1.a06 mit den Genomfragmenten des inkubierten
Reisfeldbodens gruppiert und damit phylogenetisch dem OP3 zugeordnet werden
kann (Abbildung 27). Das 23S rRNA-Gen des Genomfragments IV180F6 wies
80,5% bzw. 79% Sequenzihnlichkeit zu den Genomfragmenten bldcf5.1.a06 und

IV32F6 auf und gruppierte gleichermafBlen in OP3. Mit 74,9% Sequenzéhnlichkeit zu
dem Genomfragment IV32F6, 79% zu IV180F6 und 77,4% zu dem Genomfragment
bldcf5.1.a06 gruppierte das 23S rRNA-Gen des Genomfragments [V226A8 néchst
zu den OP3-Genomfragmenten. Die einheitlichen 16S rRNA- und 23S rRNA-
Phylogenien erlauben die Schlussfolgerung, dass die Genomfragmente IV32F6,
IV180F6 und IV226A8 (diese Arbeit) sowie das Genomfragment bldcf5.1.a06
(Nesbg et al, 2005) von Populationen des OP3 abgeleitet sind. In der
vergleichenden Sequenzanalyse der 23S rRNA-Gene zeigten WS3 und BRC1 eine
geringere Verwandtschaft zueinander als in den 16S rRNA-basierten Phylogenien.
Der Ursprung von BRC1 und WS3 in den 23S rRNA Gen-basierten Phylogenien
war von der Auswahl der Referenzsequenzen abhidngig und damit war die
phylogenetische Zuordnung der 23S rRNA-Gene nicht stabil. Die 23S rRNA-Gene
der Genomfragmente von BRC1 und WS3 gruppierten jedoch in der Mehrheit der
phylogenetischen Verrechnungsmethoden mit Mitgliedern des PVC-Superphylums.
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Bacteroidetes
Chlorobi /' candidate division TG1
Acidobacteria
Ep.ﬂmnpmfeo—
Mariprofundus bacteria ?,' ochaetes p  Leptospififum sp.
Serrooxydans PN-1 pelia- . Group
Firmicutes
Alphaproteobacteria mreuhac 1
\ Fusobacteria
Betaproteobacteria . o
“"--._ candidate division TM7
Gammaproteobacteria ) //
Dehalococcoides
Leptospira . candidate divisions WWE3
f— 7
V174F5 (BRC1) Z \ == Cyanobacteria
1V228A8 (NBL-UPA2) \\ Chloroflexi
IVI80F6 (OP3) Actinobacteria
IV32F6 (OP3) Deionococcus/ Thermus

Verrucomicrobia
Chlamydia Aquificae Thermotoga

Planctomycetes

Archaea

0.10

Abbildung 27: Phylogenie basierend auf dem 23S rRNA-Gen, das die verwandtschaftliche
Beziehung zwischen den sequenzierten Fosmid-Klonen (Fettdruck) und ausgewahlten
Mitgliedern der bakteriellen Phyla zeigt. Der Stammbaum basiert auf der Verrechnung von
545 Nukleotidpositionen und wurde mit dem Maximum-Likelihood-Algorithmus
konstruiert. Der Malistab reprisentiert einen Sequenzunterschied von 10%.

3.5.6 Taxonomische Zuordnung vorhergesagter Gene

Die taxonomische Zuordnung erfolgte auf der Basis der vier hochsten
Ubereinstimmungen in BlastP-Analysen, wenn mindestens zwei Ergebnisse eine
identische taxonomische Gruppierung zeigten und der Erwartungswert (E-Wert)
niedriger als ¢'* war. Der E-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit dem der
Treffer in der Datenbank zufillig ist. Je niedriger der E-Wert, umso signifikanter ist
der Treffer. Die taxonomischen Zuordnungen der ORFs auf den vier
Genomfragmente [V32F6, IV180F6, IV226A8 und V174F5 ergaben in der Summe
ein sehr unerwartetes Ergebnis (Abbildung 28).
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Sequenzierte Genomfragmente

V174F5 IVI80F6 IV32F6 IV226A8
(BRC1) (OP3) (OP3) (NBL-UPA2)
e T T E j z i ; ; hypothetisch
O Ewkarvota
80% B Eurvarchaeota
O Spirochactes
B Planctomyeetes
60% O3 Nitrospirae
I O Firmicutes
B8 Cranobacteria
b O Chioroflexi
— B Chiorobi
20% [ Bacteroideres
- d M Acidobacteria
. Actinobacteria
0% > - - T W Proweobacteria

20 ORFs 30 ORFs 31 ORFs 29 ORFs

Anzahl der annotierten ORFs

Abbildung 28: Taxonomische Zuordnung der annotierten ORFs auf den sequenzierten
Genomfragmenten IV32F6, IVI80F6, IV226A8 und V174FS5.

Die vergleichenden 16S rRNA- und 23S rRNA-Gensequenzanalysen deuteten an,
dass die Genomfragmente IV32F6, IV180F6 und IV226A8 Populationen des OP3
reprasentieren konnten (Abbildungen 14 und 27). Eine sehr hohe Anzahl abgeleiteter

Proteinsequenzen auf diesen Genomfragmenten wiesen in BlastP-Analysen hochste
Ubereinstimmungen mit Homologen von Mitgliedern der Deltaproteobacteria auf

(Tabelle 10, Abbildung 28). Dabei wurde eine engere phylogenetische

Verwandtschaft des OP3 mit den Proteobacteria, im Speziellen mit den
Deltaproteobacteria, in den 16S rRNA- und 23S rRNA-basierten Phylogenien nicht
beobachtet (Abbildungen 14, 27). Dariiber hinaus zeigten die abgeleiteten Proteine

wiederholt hohe prozentuale Sequenzéhnlichkeiten mit korrespondierenden
Proteinsequenzen spezifischer Taxa der Deltaproteobacteria, insbesondere mit
Mitgliedern  der  Ordnungen  Myxococcales,  Syntrophobacterales  und
Desulfuromonadales. Im  Gegensatz dazu  wiesen fiinf  abgeleitete
Aminosduresequenzen des BRCI-Genomfragments VI174F5 (25%) hohe
prozentuale Ahnlichkeiten zu korrespondierenden Proteinsequenzen von Vertretern
der Planctomycetes auf und nur ein einziges ORF gruppierte mit den
Deltaproteobacteria.
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3.6 Anreicherungskulturen aus geflutetem Reisfeldboden

3.6.1 Strategie der Anreicherung

In einer vorherigen Studie wurden mogliche Anreicherungsbedingungen fiir
Bakterien des BRCI1 evaluiert (Derakshani, Dissertation). Dazu wurde ein
StiBwassermedium fiir fermentative Mikroorganismen verwendet. Verschiedene
Kohlenstoffquellen, die die wichtigsten Zwischenprodukte des anaeroben Abbaus
organischen Materials im Reisfeldboden reprisentieren, wurden getestet. Die
Anreicherungskulturen mit Pektin, einem Gemisch aus Zuckern und organischen
Séuren plus Ethanol wurden im Format von Verdiinnungsreihen mit Reisfeldboden
inokuliert, welcher fiir 90 Tage inkubiert worden war. Verdnderungen in der
mikrobiellen Zusammensetzung wurden mittels 16S rRNA-Gen-basierter MPN-PCR
und T-RFLP-Analyse {iiber die Dauer der Inkubation verfolgt (Derakshani,
Dissertation). Dafiir wurden die PCR-Assays spezifisch fiir 16S rRNA-Gene der
Planctomycetes und Verrucomicrobia (Primerpaar PLA40/1492r) sowie spezifisch
fiir 16S rRNA-Gene von Mitgliedern des BRC1 Unterlinie A1 (Primerpaar BRC1-
A1-1091/1492r) verwendet. Eine Anreicherung von Vertretern des BRC1 konnte
nach 90 Tagen Inkubation in den angereicherten Konsortien mit Pektin, vor allem
aber mit organischen Séuren plus Ethanol bis zur 6. Verdiinnungsstufe nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse flihrten zu der Hypothese, dass Vertreter des BRC1 gezielt
mit einem Siifwassermedium angereichert werden konnen, welchem Pektin oder
organische Saduren plus Ethanol als Kohlenstoffquellen hinzugefiigt wird.

Die Analyse der Zusammensetzung der angereicherten Konsortien eines
Butyrat- und Propionat-abbauenden Chemostaten zeigte, dass Mikroorganismen des
OP3 in allen Verdiinnungsstufen mit Propionat und nur in hohen Verdiinnungsstufen
mit Butyrat nachweisbar waren (Tang et al., 2007; Shigimatsu et al., 2006). Die
Ergebnisse deuteten an, dass Mikroorganismen des OP3 unter methanogenen
Bedingungen moglicherweise am Abbau von Propionat und/oder Butyrat beteiligt
sind.

Aufgrund dieser Befunde wurde in dieser Arbeit die biologischen Anreicherung
in einem anaeroben SiiBwassermedium durchgefiihrt, dem entweder 30 mM
Propionat, 30 mM Butyrat oder 30 mM eines Substratgemisches (jeweils 5 mM
Pyruvat, Fumarat, Lactat, Acetat, Ethanol) als Kohlenstoffquelle hinzugefiigt wurde.

Als Inokulum wurde ein fiir 69 Tage inkubierter Reisfeldboden verwendet, da aus
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einem entsprechend lang inkubierten Reisfeldmikrokosmus ein Genomfragment des
BRC] erzielt worden war (Genbank IV). Methanobacterium formicicum DSM 15357

wurde den Anreicherungskulturen als potentiell syntropher Partner zugegeben.

3.6.2 Charakterisierung der ersten Anreicherungsstufe

Die erste Serie an Anreicherungskulturen wurde fiir 151 Tage auf
Methanproduktion, Umsetzung des zugefligten Substrats, Auftreten von
Intermediaten und Verdnderungen in der Zusammensetzung der angereicherten

Konsortien untersucht (Abbildung 29). Primédrer Aktivititsmarker war die

Methanproduktion, welche in einem zweiwdchigen Abstand {berpriift wurde.
Probenahmen fiir weitergehende Analysen erfolgten nur dann, wenn
Methanproduktion nachgewiesen wurde. Die angereicherten Konsortien mit Butyrat
und Propionat als Kohlenstoffquellen werden im Folgenden kurz charakterisiert, da
die molekularbiologischen Untersuchungen keine Hinweise auf eine Anreicherung
der Zielgruppen ergaben. 16S rRNA-Gene von Mitgliedern des BRC1 wurden
hingegen in den angereicherten Konsortien der Verdiinnungsstufen 10~, 10 und 10"
> wie auch in den Kontrollen mit Substratgemisch wiederholt zu verschiedenen
Inkubationszeitpunkten = nachgewiesen.  Allerdings  verdnderte sich  die
Zusammensetzung der bakteriellen Komponente im Verlauf der Inkubation
zugunsten anderer Organismengruppen, so dass BRCI-Vertreter molekular-
biologisch nicht mehr nachweisbar waren.

Als Kontrollen sind Anreicherungsanséitze definiert, bei denen dem
StiBwassermedium das Substratgemisch aber nicht der potentiell syntrophe
Partnerorganismus hinzugefiigt wurde. Die Kontrollen wurden mit unverdiinntem
aufgeschlimmtem Reisfeldboden angeimpft. Vom aufgeschlammten Reisfeldboden
wurde eine Verdiinnungsreihe bis 10™ hergestellt. Anreicherungskulturen wurden
anschlieBend mit den 107 bis 10™-Verdiinnungen angeimpft.

Die Detektion von Mitgliedern der Planctomycetes und Verrucomicrobia
mittels des PLA401/1492r-Assays war negativ, auch nach Optimierung der PCR-
Reaktion unter Verwendung eines 12-Puffer-Systems und unterschiedlichen
Polymerasen. Die Experimente mit dem Substratgemisch und der jeweiligen
Kontrolle, aber ohne den potentiell syntrophen methanogenen Partnerorganismus,

zeigten das Potential einer Anreicherung bisher nicht kultivierter Archaea-Gruppen.
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Aus diesen Griinden wurde die Aktivitit und Zusammensetzung der angereicherten

methanogenen Konsortien im Detail analysiert.

Inokulum: Unbepflanzter anoxischer Reisfeldboden, inkubiert fiir 69 Tage

A/ \\

30 mM Substratgemisch

v * \ 30 mM Propionat 30 mM_Butyrat
107 3

AN AN

Abbildung 29: Schematischer Uberblick iiber die erste Anreicherungsphase. Dargstellt sind
die Verdiinnungsstufen und die Kontrollen, in welchen eine Methanproduktion nachweisbar
war. Das Substratgemisch bestand aus Fumarat, Pyruvat, Lactat, Acetat und Ethanol. Als
Kontrolle ist eine Anreicherungskultur mit dem Substratgemisch, aber ohne den potentiell
syntrophen  methanogenen  Partnerorganismus, bezeichnet. Die Parallelen der
Anreicherungskulturen werden mit 1 und 2 benannt.

Die theoretische Zuordnung relevanter 16S rRNA- und mcrA-T-RFs erfolgte
auf Basis vorheriger Studien des Reisfeldbodens. Die Korrelation der T-RFs, die in
diesen angereicherten Konsortien nachgewiesen wurden, mit den vermutlich dazu
korrespondierenden taxonomischen Gruppen sind in Tabelle 11 aufgelistet
(Vergleich Seite 90). Die Verdnderungen in der Zusammensetzung der
angereicherten Konsortien wurden aufgrund des hohen Probenaufkommens

ausschlieBlich mittels T-RFLP-Analyse verfolgt.

3.6.2.1 Anreicherungen mit Propionat und Butyrat

Prozessorientierte Messungen: In den 107-Verdiinnungsstufen waren nach 92 Tagen

Inkubation <0,5 pmol/l Methan nachweisbar. In den Anreicherungen wurden
Propionat und Butyrat sehr langsam umgesetzt (Daten nicht gezeigt). Geringe
Acetat-Konzentrationen (~2 mM) wurden in der Inkubationsperiode von 106 bis 151
Tagen nachgewiesen.

Molekularbiologische Analysen: Die bakteriellen T-RFLP-Muster zeigten eine

geringe Diversitdt und nur geringfiigige Unterschiede zwischen den auf Butyrat und

Propionat angereicherten Konsortien. T-RFs mit einer Lénge von 80, 303 und 485 bp
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dominierten (Daten nicht gezeigt). Im Abgleich mit Daten fritherer Studien wurde
geschlussfolgert, dass diese T-RFs Clostridia, Syntrophomonas bzw.
Rhodocyclaceae zugeordnet werden konnen. Die archacelle Komponente zeigte ein
charakteristisches 88 bp T-RF. Der zugegebene potentiell syntrophe Partner M.
formicicum DSM 15357 gehort zu den Methanobacteriales, deren Mitglieder durch
ein 88 bp T-RF charakterisiert sind.

3.6.2.2 Anreicherungskulturen mit Substratgemisch

Verdiinnungsstufen mit methanogenem Partner

Prozessorientierte Messungen: Nach 151 Tagen Inkubation waren in den

Parallelansitzen der 107-Verdiinnungen etwa 15 pmol/l Methan nachweisbar. Die
Ausgangssubstrate Pyruvat, Lactat und Fumarat waren nach 28 Tagen vollstindig
umgesetzt. Bis zum Ende der Inkubationsperiode wurden etwa 30 mM Acetat
nachgewiesen. Folglich wurde Acetat als Zwischenprodukt gebildet, da das
Substratgemisch des Mediums nur 5 mM Acetat enthielt. Die Propionat-
Konzentrationen blieben iiber den gesamten Verlauf der Inkubation relativ konstant
bei 3 mM. Ethanol wurde bis zu einer Inkubationsperiode von 95 Tagen neu
gebildet, wihrend es nach 120 Tagen nicht mehr nachweisbar war (Abbildung 30).
In den 10™- und 10”-Verdiinnungen waren nach 62 bzw. 106 Tagen sehr geringe
Mengen Methan nachweisbar (~0,1 pmol/l). Fumarat und Pyruvat wurden in den
hoheren Verdinnungsstufen langsam umgesetzt. Eine Besonderheit der 10™*- und
10°-Verdiinnungsstufen war die Bildung von etwa 2-20 mM des Zwischenprodukts
Formiat im Inkubationszeitraum von 90 bis 151 Tagen. In den angereicherten
Konsortien dieser beiden Verdiinnungsstufen wurden etwa 5 mM Propionat und
10 mM Acetat liber den gesamten Inkubationsraum von 151 Tagen nachgewiesen

(Abbildung 30).

Molekularbiologische Analysen: Die mikrobielle Diversitit war in den

angereicherten Konsortien der 10*- und 10°-Verdiinnungen am geringsten und
dnderte sich im Verlauf der Inkubation nur geringfiigig. Beispielsweise wies die
bakterielle Komponente in der 107-Verdiinnung Parallele 1 im Verlauf der

Inkubation ein dominierendes 288 bp T-RF auf. Die relative Abundanz
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Abbildung 30: HPLC-Analyse der Substratumsetzungen (organische Séuren und Alkohole)
in den ersten Anreichungskulturen.
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charakteristischer T-RFs mit einer Linge von 80 und 134 bp war geringer

(Abbildung 31). In vorherigen Untersuchungen des Reisfeldbodens konnten die

80 bp und 288 bp T-RFs Clostridia-verwandten Populationen zugeordnet werden
(Scheid et al., 2004; Erkel et al., 2005). AuBerdem wurde die archacelle
Komponente in der 107-Verdiinnung Parallele 1 nach 130, 151 und 158 Tagen
Inkubation untersucht. Die archaeellen T-RFLP-Profile zeigten ein dominantes T-RF
einer Lénge von 379 bp, das in einer vorherigen Studie dem Rice Cluster III (RC-III)
zugeordnet worden war (Kemnitz et al., 2004). Der relative Anteil der Vertreter der
Methanobacteriales, die wie der zugegebene potentiell syntrophe Partner M.
formicicum DSM 1535" ein charakteristisches T-RF von 88 bp besitzen, war in den
angereicherten Konsortien sehr gering. Zusétzlich wurden die T-RFLP-Muster des
Gens fiir die Methyl-Coenzym M-Reduktase (mcrA) untersucht. Die Diversitéit der
mcrA-Gene der methanogenen Gemeinschaft war nach 158 Tagen Inkubation
deutlich hoher als nach der 16S rRNA-Gen-basierten T-RFLP-Analyse erwartet
worden war (Abbildung 31).

Linge des terminalen Restriktionsfragments
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Abbildung 31: T-RFLP-Analyse der angereicherten Konsortien in der 107°-
Verdiinnungsstufe (Parallele 1). Die Profile zeigen die Verdnderungen der bakteriellen
Komponente nach (A) 74 Tagen, (B) 120 Tagen und (C) 158 Tagen Inkubation. Die
archaeelle Komponente (D) und die Zusammensetzung der mcrA-Gene (E) wurden nach 158
Tagen Inkubation analysiert.
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T-RFs (234 und 423 bp) charakteristisch fiir mcrA-Gene des RC-I bzw. von
Methanosarcina spp. dominierten, wihrend mcrA-Fragmente der
Methanobacteriaceae und bisher nicht identifizierter Reisfeldbodenklone (467, 499
und 504 bp) weniger abundant waren (Lueders et al., 2000, 2001; Chin et al., 1999a,
2004; Ramakrishnan et al., 2001). In Korrespondenz zu der sehr niedrigen Methan-
Produktion konnten in den 10™*- und 10°-Verdiinnungsstufen keine 16S rRNA-Gene

der Archaea oder mcrA amplifiziert werden.

Kontrollen

Prozessorientierte Messungen: In den angereicherten Konsortien ohne den

methanogenen Partnerorganismus wurden in Parallele 2 bis zum Ende der
Inkubationsperiode von 151 Tagen etwa 2,3 mmol/l Methan detektiert, wihrend in
Parallele 1 nur etwa 43 umol/l Methan nachweisbar war. Fumarat, Pyruvat, Lactat
und Ethanol waren nach 28 Tagen Inkubation in den Parallelen 1 und 2 vollstdndig
umgesetzt. Die angereicherten Konsortien produzierten Acetat und Propionat in den
ersten 20 Tagen der Inkubation in einem Verhiltnis von etwa 1:5. Bis zum Ende der
Inkubationsperiode von 151 Tagen waren Acetat und Propionat fast vollstindig

umgesetzt (Abbildung 30).

Molekularbiologische Analysen: Die Diversitit der mikrobiellen Gemeinschaft

dnderte sich in den Kontrollen im Verlauf der Inkubation nur geringfiigig (Daten
nicht gezeigt). Die bakteriellen T-RFLP-Muster deuteten auf eine sehr dhnliche
Zusammensetzung in den Parallelen 1 und 2 hin, die sich aber in der relativen

Abundanz charakteristischer T-RFs unterschieden (Abbildung 32). Beide

angereicherten Konsortien (Parallelen 1 und 2) wurden von T-RFs mit einer Lénge
von 80 und 126 bp dominiert, welche charakteristisch fiir 16S rRNA-Gene von
Mitgliedern der Clostridia bzw. von Bacillus/Geobacter sind (Erkel et al., 2005;
Noll et al., 2005). Die phylogenetischen Gruppen mit einem charakteristischen T-RF
von 288 bp konnten nur in Parallele 1 nachgewiesen werden, wihrend in Parallele 2
eine abundante Organismengruppe mit einem 142 bp T-RF vorkommt. Die
Zusammensetzung der archaeellen Komponenten unterschied sich zwischen den
Parallelen deutlich, was moglicherweise die sehr unterschiedlichen Methan-
Produktionen erklirt (Abbildung 32). Beide Parallelen wurden von einem T-RF mit

einer Lange von 184 bp dominiert, das wahrscheinlich Mitgliedern der
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Methanosarcinaceae zugeordnet werden kann (Lueders et al., 2000). Die relative
Abundanz des T-RFs der RC-I (391 bp) war in den angereicherten Konsortien der
Parallele 2 jedoch deutlich hoher als in denjenigen der Parallele 1. AuBerdem
unterschieden sich die beiden angereicherten Konsortien durch den Nachweis von
227 und 379 bp T-RFs in Parallele 1 und des spezifischen Auftretens eines 794 bp
T-RFs in Parallele 2 (Abbildung 32).

Linge des terminalen Restrikionsfragments

288 Parallele 1 184 Parallele 1
124
Bacteria Archaea

i

0 Parallele 2

,l I I N

184 Parallele 2

Bacteria {rchaea

126
-w L ANJ ) 391 )
5D | 294 794
v A._u“. | - i - - ‘ — A

nalintensitiit in relativen Einheiten

S

Abbildung 32: T-RFLP-Analyse der bakteriellen (links) und archaeellen (rechts)
Komponente in den angereicherten Konsortien der Kontrolle (Parallelen 1 und 2) nach 151
Tagen Inkubation.

3.6.3 Charakterisierung der zweiten Anreicherungsstufe

Aliquots der 10°- und 10 Verdiinnungen sowie der Kontrollen der ersten
Anreicherungen wurden nach 92 Tagen in frisches Medium iiberimpft. Als Substrat
diente erneut ein Gemisch bestehend aus Fumarat, Pyruvat, Lactat, Acetat und
Ethanol in einer Endkonzentration von 30 mM (jedes einzelne 5 mM). Die zweite
Anreicherungsstufe wurde wieder in zwei Parallelen durchgefiihrt. Diejenigen
Parallelen, die von den angereicherten Konsortien der Parallele 1 iiberimpft wurden,
werden mit 1/1 und 1/2 bezeichnet, wihrend die angereicherten Konsortien der
Parallele 2 nach der Uberimpfung mit 2/1 und 2/2 benannt sind (Abbildung 33).
Substratverwertung und  Methanproduktion sowie Anderungen in  der
Zusammensetzung der angereicherten Konsortien wurden regelméBig (alle drei bis
vier Tage) iiber einen Zeitraum von 68 Tagen analysiert. Mitglieder des BRCI1
wurden {iber die gesamte Anreicherungsperiode nicht nachgewiesen. Die

Amplifikation der 16S rRNA-Gene mit dem PLA40{/1492r-PCR-Assay blieb in der
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Kontrolle, den 107°- und 10™*-Verdinnungen wie auch zuvor bei den ersten

Anreicherungen ohne Erfolg.

1. Anreicherungsstufe: 30 mM Substratgemisch — je zwei Parallelen (1 und 2)

10°- Verdiinnung 10™*- Verdiinnung Kontrolle

2. Anreicherungsstufe: Uberimpfung in 30 mM Substratgemisch -je zwei Parallelen (1/1, 1/2,

2/1,2/2)

Abbildung 33: Schematischer Uberblick iiber die zweite Anreicherungsstufe. Dargestellt
sind die Verdiinnungsstufen und die Kontrolle der ersten Anreicherungsstufe, von denen
iiberimpft wurde. Das Substratgemisch bestand aus Fumarat, Pyruvat, Lactat, Acetat und
Ethanol. Der Kontrolle wurde das Substratgemisch aber kein methanogener
Partnerorganismus hinzugefiigt. Die Kulturen der zweiten Anreicherungsstufe beimpft aus
Parallele 1 werden mit 1/1 und 1/2 und diejenigen der Parallele 2 mit 2/1 und 2/2 bezeichnet.

Verdiinnungsstufen mit methanogenem Partner

Prozessorientierte Messungen: In den Parallelen (1/1, 1/2, 2/1 und 2/2) der 107-

Verdiinnung wurden nach einer Inkubationsperiode von 70 Tagen etwa ~0,2 umol/l
Methan nachgewiesen. Die angereicherten Konsortien der 10™*-Verdiinnungen

produzierten kein Methan.

Molekularbiologische Analysen: Eine Sukzession in der Zusammensetzung der
bakteriellen Komponente wurde innerhalb der Inkubationsperiode von 68 Tagen
nicht beobachtet. Die Zusammensetzung der angereicherten Konsortien
unterschieden sich in den Kulturen 1/1 und 2/1, die von den ersten
Anreicherungsparallelen 1 und 2 {iberimpft wurden. Die bakteriellen Komponenten
zeigten charakteristische T-RFs von 81, 126, 288, 428, 470 und 518 bp (Abbildung
34). Die T-RFs mit einer Lange von 81, 288 und 518 bp wurden in vorhergehenden
Analysen Clostridia-verwandten Arten zugeordnet (Erkel et al., 2005; Noll et al.,
2005; Miiller, personliche Mitteilung). Die 428 und 470 bp T-RFs konnten 16S
rRNA-Gensequenzen der Rhodocyclaceae bzw. Actinobacteria représentieren (Noll
et al., 2005; Lu et al., 2006, Miiller, personliche Mitteilung). Die archaeellen
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Komponenten in den 107-Verdiinnungen wurden von einem 88 bp T-RF dominiert,

welches flir Mitglieder der Methanobacteriales charakteristisch ist (Daten nicht

gezeigt).

Linge des terminalen Restrikionsfragments

80 40 4 560 TH R0 L 240 L) 560 720 BE0

|470 10° 11 288 107 2

10 1/1 518 10* 21

428 81

L b, | ” 1 AT | 4 |

Signalintensitiit in relativen Einheiten

Abbildung 34: T-RFLP-Analyse der bakteriellen Komponente in den angereicherten
Konsortien der 10°- (Parallelen 1/1 und 2/2) und 10™*-Verdiinnungen (Parallelen 1/1 und
2/2) nach 40 Tagen Inkubation.

Kontrollen

Prozessorientierte Messungen: In den angereicherten Konsortien der zweiten

Parallele (1/1 und 1/2) war nach einer Inkubationsperiode von 70 Tagen wesentlich
weniger Methan nachweisbar (~5 umol/l) als in den Parallelen 2/1 und 2/2 (~280
umol/l). Nach einer Inkubationszeit von 10 Tagen waren in den Parallelen (1/1, 1/2,
2/1 und 2/2) Fumarat, Pyruvat und Lactat vollstdndig umgesetzt, wihrend iiber einen
Zeitraum von 70 Tagen relativ konstante Mengen von 20-25 mM Acetat und 5 mM
Propionat nachweisbar waren (Abbildung 35).

Molekularbiologische  Analysen: Die bakterielle Zusammensetzung der

angereicherten Konsortien dnderte sich im Verlauf der Inkubation nicht.
Charakteristisch fiir die bakteriellen Komponenten der Parallelen (1/1, 1/2, 2/1 und
2/2) war ein 288 bp T-RF, welches auf Mitglieder der Clostridia hinweisen konnte
(Daten nicht gezeigt). Nach 29 Tagen Inkubation wurde die archaelle Komponente in

der Parallelen 2/2 von Vertretern des RC-I (391 bp) dominiert. Mitglieder der
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2. Anreicherung 1/1 2. Anreicherung 2/1
3 " -3 e
107-Verdiinnung 45 10 -Verdiinnung
— 35 . _
- = 40
g 30 E 35
25 S
= 25 = 30
€ 20 2 25
E 15 £ 20
= =
3 10 g 15]
s s £ 10
2 - S 5
' P — e '
0 20 40 60 0 20 40 60
Inkubation |Tage| Inkubation | Tage|
2 z}nreicherung 1/1 2. Anreicherung 2/1
= 10 " -Verdiinnung - 10 “-Verdiinnung
= 25, S 16
E 2| Er
= =
2 15‘ £
g ] E
£ 10 -
g . | g
= 5 g
J <
¥ g 2o
0 20 40 60 0 20 40 60
Inkubation |Tage| Inkubation |Tage|
2. Anreicherung 1/1 2. Anreicherung 2/1
= 40 Kontrolle — Kontrolle
- 35 E 30
£ E 25
g 25 g 20
£ 20 IS
£ 15 =
= =
g 10 g 10
= 4 = n}
S 51 =
oz 0 PR P S S S S S —, " " z 0 P T S N T S S " " |
0 20 40 60 0 20 40 60
Inkubation [Tage] Inkubation |Tage]

Abbildung 35: HPLC-Analyse der Substratumsetzungen (organische Siduren und Alkohole)
der zweiten Anreichungsstufe und dem Substratgemisch als Kohlenstoffquelle. Die
Parallelen der angereicherten Konsortien zeigten ein nahezu identisches Muster, weshalb die
Ergebnisse einer Parallele als reprasentative HPLC-Analyse dargestellt sind.

Methanosarcinaceae waren zu diesem Inkubationszeitpunkt nur in geringer
Abundanz nachweisbar, nahmen aber im Verlauf der Inkubation in ihrem relativen
Anteil zu. Charakteristisch fiir Methanosarcinaceae war ein 184 bp T-RF. Am Ende
der Inkubation wurde die archaelle Komponente der Parallele 2/2 von 16S rRNA-
Genen mit charakteristischen T-RFs von 789 und 794 bp dominiert (Abbildung 36).
Bei der in-silico T-RF-Analyse mittels TRF-CUT wurden diese 789 und 794 bp
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T-RF-Schnittstellen  beispielsweise bei  Mitgliedern der Methanococcales,
Methanobrevibacter und Methanobacterium ermittelt (Ricke et al., 2005). Die
T- RFLP-Analyse des mcrA-Gens in Parallele 2/2 zeigte, dass T-RFs mit einer Lénge
von 423 bp (Methanosarcinaceae) und 234 bp (RC-I) dominierten. Mit geringer
Abundanz wurden Mitglieder der Methanobacteriaceae bzw. nicht identifizierte

Methanogene (504 bp) nachgewiesen.
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Abbildung 36: Verdnderungen der archaeellen Komponente iiber die Dauer der Inkubation
basierend auf dem 16S rRNA-Gen (links) und mcrA-Gen (rechts). Die T-RFLP-Analysen
reprasentieren die angereicherten Konsortien in den Kontrollen der ersten
Anreicherungsstufe (Parallele 2) und der zweiten Anreicherungsstufe (Parallele 2/2).

3.6.4 Selektive Anreicherungsexperimente

Die bisher durchgefiihrten Kultivierungsansdtze waren in Hinblick auf eine
Anreicherung von Vertretern des BRC1 und OP3 erfolglos. Bei der Analyse der mit
dem Substratgemisch angereicherten Konsortien wurde aber ein relativ hoher Anteil

an den archaeellen Entwicklungslinien RC-I (Methanocellales) und RC-III
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nachgewiesen (Abbildungen 31, 32, 36). Daher sollte im Folgenden iiberpriift
werden, ob der Anreicherungsstatus dieser bisher wenig charakterisierten

Euryarchaeota-Gruppen erhoht werden kann (Abbildung 37).

1. Anreicherungsstufe: 30 mM Substratgemisch — je zwei Parallelen (1 und 2)

10°- Verdiinnung 10™- Verdiinnung Kontrolle

v l v

2. Anreicherungsstufe: Uberimpfung in Substratgemisch -je zwei Parallelen (1/1. 1/2. 2/1 und 2/2)

v

RC-III-Nachweis RC-I-Nachweis

v

v Verdiinnungsreihe in Substratgemisch

Acetat:Propionat-Gemisch [mM]
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der angereicherten Konsortien mit dem
Substratgemisch als Kohlenstoffquelle und die daraus entwickelten Strategien zur selektiven
Anreicherung von RC-I- und RC-III-Archaea.

3.6.4.1 Versuch der Anreicherung neuer RC-I-Archaea

Die T-RFLP-Analysen der archaellen Komponenten der Kontrollen der ersten und
zweiten Anreicherungsstufen (Parallelen 2 und Parallele 2/2) zeigten, dass
Mitglieder der RC-I mit einem charakteristischen T-RF von 391 bp einen relativ

hohen Anteil ausmachten (Abbildungen 32 und 36). Die T-RFLP-Profile des mcrA-

Gens bestitigten die Ergebnisse der 16S rRNA-Gen-basierten Analysen. Es wurde
daher eine 10" bis 10® Verdiinnungsreihe des angereicherten Konsortiums der
Parallele 2/2 hergestellt und die Aliquots der Verdiinnungen in SiiBwassermedium
mit 30 mM bzw. 60 mM {iiberimpft (Abbildung 37).

Prozessorientierte Messungen: Nach 9-wochiger Inkubation konnte in den Ansdtzen

mit 30 mM Substratgemisch keine Methanbildung nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu waren in den angereicherten Konsortien der 107'- bis 107-
Verdiinnungen mit hdherer Substratkonzentration nach 13 Tagen Methan

(~400-800 umol/l) nachweisbar.
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Molekularbiologische Analysen: Die Komplexitit der T-RFLP-Muster verringerte

sich mit Inkubationszeit und iiber die Verdlinnungsstufen gegeniiber der
Ausgangskultur (Daten nicht gezeigt). Die bakterielle Komponente wurde von einer
phylogenetischen Gruppe mit einem charakteristischen 288 bp T-RF dominiert,
welches vermutlich Mitglieder der Clostridia repriasentiert (Scheid et al., 2004). In
der 107'-Verdiinnung, vor allem aber in der 10-Verdiinnung, der angereicherten
Konsortien mit 60 mM Substratgemisch war die Abundanz der Mitglieder von RC-I
deutlich erhoht (Abbildung 38). Mitglieder der Methanosarcinaceae (184 bp T-RF)
wurden bis zum Ende der Inkubation in der 10™'-Verdiinnung detektiert. Hingegen
erhohte sich der relative Anteil eines 123 bp T-RFs nach 42 Tagen Inkubation
deutlich. Die phylogenetische Zuordnung dieses T-RFs ist durch vorherige Studien
des Reisfeldbodens nicht dokumentiert. Die in-silico T-RF-Analyse mittels TRF-
CUT konnte diesem 123 bp T-RF keine phylogenetische Gruppe zuordnen (Ricke et
al., 2005). Die T-RFLP-Analyse des mcrA-Gens bestitigte eine relative
Anreicherung von RC-I (Nachweis eines 234 bp T-RF, Daten nicht gezeigt). In
denjenigen Konsortien, die eine relative Anreicherung des RC-I aufwiesen, wurden
nach 35 Tagen Inkubation etwa 45 mM Acetat und 15 mM Propionat nachgewiesen.
Methanocella paludicola DSM 177117, das erste taxonomisch beschriebene Isolat
des RC-I, wurde aus dem Reisfeldboden mit 20 mM Propionat angereichert (Sakai et
al., 2008). Aliquots der angereicherten Konsortien der zwei Verdiinnungsstufen (10™
und 10?) wurden daher nach 42 Tagen Inkubation in frisches Medium mit Acetat

oder Propionat (je 10, 30 und 50 mM) liberimpft.

3.6.4.2 Versuch der Anreicherung von RC-III-Archaea

Charakteristisch fiir die 10~-Verdiinnung (Parallele 1) der ersten Anreicherungsstufe
war nach 158 Tagen Inkubation ein 379 bp T-RF, welches vermutlich Mitgliedern
des RC-III zugeordnet werden kann (Abbildung 31, Kemnitz et al., 2004, 2005).
RC-III ist bisher ausschlieSlich molekularbiologisch iiber Umweltsequenzen des 16S
rRNA-Gens definiert. Reinkulturen existieren nicht. In Korrespondenz zur
Dominanz eines 379 bp T-RFs wurden nach einer Inkubationsperiode von 137 bzw.
151 Tagen etwa 30 mM Acetat und 3 mM Propionat bzw. 40 mM Acetat und 4 mM
Propionat nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Daher wurden Aliquots dieses

angereicherten Konsortiums in frisches Medium mit Acetat und Propionat als
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Kohlenstoffquellen in zwei Parallelen angeimpft. Verschiedene Mischungs-

verhéltnisse dieser beiden Substrate wurden getestet (Abbildung 37).

Linge der terminalen Restriktionsfragmente

391 i 3.
0's51d N i1d
1 1d 0] 10~ 51d

184 101424 10 424

391

107 20d 641 107 204

Signalintensitiit in relativen Einheiten

107 134 391 107 134

Abbildung 38: T-RFLP-Analyse der archaeellen Komponente in den RC-I-Konsortien,
welche mit 60 mM Substratgemisch angereichert wurden. Dargestellt sind die Ergebnisse fiir
die 107'- (links) und 10 (rechts) Verdiinnungen, welche die Verinderungen in der relativen
Zusammensetzung iiber die Dauer der Inkubation von 51 Tagen zeigt.
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Tabelle 11: Theoretische Zuordnung relevanter T-RFs der archaeellen und bakteriellen
Komponente (16S rRNA-Gen) sowie der methanogenen Population (mcrA-Gen).

Bacteria
T-RF Taxon Referenz
81 Clostridia-Verwandte Erkel et al., 2005
119 Chloroflexi Noll et al., 2005
126 Bacillus/Geobacter Noll et al., 2005
134
142 Desulfosporosinus spp. Lueders et al., 2004
288 Clostridia-Verwandte Scheid et al., 2004
303 Syntrophomonas sp. Lueders et al., 2004
291 Clostridia-Verwandte Scheid et al., 2004
391
428 Rhodocyclaceae Luetal., 2006
470 Actinobacteria Noll et al., 2005
485 Rhodocyclaceae Luedemann et al., 2000
518 Clostridia-Verwandte Scheid et al., 2004
528 Dehalococcoides/Clostridia Noll et al., 2005; Lu et al., 2006
Archaea
T-RF Taxon Referenz
82 Methanomicrobiaceae
88 Methanobacteriales alle T-RFs aus
123 Lueders et al., 2000, 2001;
184 Methanosarcinaceae (RC-VI) Ramakrishnan et al., 2001;
226 Chin et al., 1999, 2004;
381 RC-1II Kemnitz et al., 2004, 2005;
391 RC-I (Methanomicrobiaceae)
494 Crenarchaeota 1.3
789
794 Methanobacteriales
mcrA
T-RF Taxon Referenz
189
234 RC-I (Methanocellales) alle T-RFs aus
423 Methanosarcina spp. Lueders et al., 2000, 2001;
467 Methanobacteriaceae Ramakrishnan et al., 2001;
499 Methanobacteriaceae, nicht identifiziertes Reisfeldboden mcrA Chin et al., 1999, 2004;
504 Methanobacteriaceae, nicht identifiziertes Cluster
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IV. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Metagenom-Genbanken des Reisfeldbodens
aufgebaut, die in Zukunft flir verschiedene Fragestellungen zur genetischen
Diversitdt in diesem Standort zur Verfiigung stehen. Priméres Ziel war es, erste
Einblicke in die Genome von Vertretern der neuen bakteriellen Entwicklungslinien
BRC1 und OP3 zu erzielen. Dafiir wurden die Genbanken auf Fosmid-Klone mit
16S rRNA-Genen untersucht, die die Signaturnukleotide PLA40f von Mitgliedern
des PVC-Superphylums besitzen. Die phylogenetische Verteilung der 24 Test-
positiven Genomfragmente wird im Zusammenhang mit unseren Kenntnissen tliber
die ubiquitire Bedeutung der Planctomycetes, Verrucomicrobia sowie des OP3,
BRC1 und NBL-UPA2 diskutiert. Fiinf Genomfragmente der Zielgruppen OP3,
BRC1 und NBL-UPA2 wurden nach vollstindiger Sequenzierung vergleichend
analysiert. Auf einem sequenzierten BRCI1-Genomfragment konnte kein rRNA-
Operon lokalisiert werden. Fiir die vergleichende Genomanalyse wurde es nicht
hinzugezogen. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen ergaben keine konkreten
Hinweise auf physiologische Eigenschaften, die eine zielgerichtete Anreicherungs-
strategie ermoglicht hitten. Es wurden aber Enzymfunktionen vorhergesagt, die
Riickschliisse auf bestimmte phénotypische Eigenschaften zulassen. Neben den 16S
und 23S rRNA-basierten Phylogenien wird der GC-Gehalt und die Struktur der
rRNA-Operons der vier analysierten Genomfagmente mit denen von komplett
sequenzierten Genomen der Planctomycetes, Verrucomicrobia sowie mit
Genomfragmenten des WS3 und der Poribacteria vergleichend diskutiert. Es steht
dabei die Frage im Mittelpunkt, ob OP3, BRC1 und WS3 dem PVC-Superphylum
zuzuordnen sind.

In dieser Arbeit wurden auflerdem Kultivierungsexperimente durchgefiihrt,
mit dem urspriinglichen Ziel Mitglieder des OP3 und BRC1 biologisch anzureichern,
um effizientere Metagenom-Analysen durchfithren zu konnen. Hinsichtlich der
Zusammensetzung der angereicherten Konsortien wurde die Zielsetzung im Verlauf
der Kultivierungsexperimente zugunsten einer Anreicherung von RC-I-

(Methanocellales) und RC-II1-Archaea geédndert.
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4.1 Analyse der Genbanken

4.1.1 Charakterisierung der Genbanken

Fiir die Konstruktion von Fosmid-Genbanken aus dem anoxischen Reisfeldboden
wurde eine Methode zur reproduzierbaren Extraktion von HMW-DNA etabliert. Mit
dieser konnte etwa 25 pg HMW-DNA einer durchschnittlichen GroBle von etwa
45 kbp aus 50 g Reisfeldboden isoliert werden. Genbanken, die insgesamt 61000
Fosmid-Klone beinhalteten, wurden mit HMW-DNA aus fiir 10, 70 und 140 Tage
inkubiertem Reisfeldboden generiert. Die durchschnittliche Insert-GroB3e der Test-
positiven Fosmid-Klone lag bei 38,5 kbp. Es kann daher abgeschitzt werden, dass
die Genbanken etwa 2,4 Gbp an genomischer Information enthielten. Unter der
vereinfachten Annahme, dass ein prokaryotisches Genom eine durchschnittliche
GroBe von ca. 5 Mbp hat, korrespondieren 2,4 Gbp zu etwa 480 vollstindigen
Genomen. Die theoretischen Abschidtzungen basieren auf der durchschnittlichen
Genomgrofle der bisher sequenzierten Mitglieder der Planctomycetes (5) und
Verrucomicrobia (7), deren Groflen in einem Bereich von ungefdhr 2,2 bis 9,7 Mbp
liegen (NCBI-Genomes, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Andere Studien bezichen
sich gewohnlich auf einen Durchschnittswert aller prokaryotischen Genome von
4 Mbp (Raes et al., 2007b; Liles et al., 2003).

Vorausgesetzt, dass die Fosmid-Genbanken die in-situ Zusammensetzung der
gesamten Mikrobiota im anoxischen Reisfeldboden korrekt widerspiegeln, wiirden
ungefihr 1,3 x 10° Fosmid-Klone benétigt, um theoretisch die Genome der 1000
numerisch bedeutendsten Genotypen in Genbanken abzulegen. Bei einer
herkommlichen sechsfachen Abdeckung wiirde das mit der Analyse von etwa 7,8 x
10° Fosmid-Klonen korrelieren (Rondon et al., 2000). Jedoch wird die tatséchliche
Anzahl an notwendigen Fosmid-Klonen deutlich hoéher sein, da die
Mikroorganismen mit unterschiedlicher Abundanz im Reisfeldboden vorliegen. Im
Vergleich dazu zeigten die Analysen von Reassoziationskinetiken der gesamten
genomischen DNA eines Waldbodens bzw. eines landwirtschaftlich genutzten
Bodens, dass die mikrobielle Gemeinschaft dieser Standorte schitzungsweise 6000

bis 8000 verschiedene bakterielle Genome umfasst (Torsvik et al., 1998).
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4.1.2 Phylogenetische Verteilung Test-positiver Genomfragmente

In den Genbanken konnten mittels PCR-basierter Analyse 24 Fosmid-Klone
nachgewiesen werden, die ein PVC-verwandtes 16S rRNA-Gen tragen. Die Anzahl
der rRNA-Genkopien im Genom von Bakterien korrespondiert zu deren
okologischen Strategien (Klappenbach et al., 2000). Fiir die langsam wachsenden
Mitglieder der Planctomycetes und Verrucomicrobia wurden ein bis zwei
rRNA-Genkopien pro Genom identifiziert (http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/
search.php; NCBI-Genomes, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Entsprechend den
formulierten Annahmen (Abschnitt 4.1.1) miissen theoretisch 130 bzw. 65 [1 bzw. 2

rRNA-Genkopie(n) pro Genom] Fosmid-Klone gescreent werden, um ein
Genomfragment mit 16S rRNA-Gen zu detektieren. Das bedeutet, dass ungefihr
470-940 Genomfragmente in den 61000 Fosmid-Klonen der Genbanken I-V ein 16S
rRNA-Gen tragen. Die tatsdchliche Anzahl ist wahrscheinlich deutlich hdher, da die
Genome vieler Bakterien multiple rRNA-Genkopien besitzen, so wie beispielsweise
Bacillus spp. und Clostridium spp. mit bis zu 14 Genkopien (http://ribosome.mmg.
msu.edu/rrndb/search.php.)

Mit dem PVC-Assay wurden in den Genbanken I-V theoretisch 24
verschiedene Genome nachgewiesen. Gemill der Annahme, dass die Genbanken I-V
ungefiahr 480 vollstindige Genome beinhalten, stellen die Genome von Mitgliedern
des PVC-Superphylums schitzungsweise 5% der genetischen Information in den
Genbanken dar. Fiir anoxischen Reisfeldboden wurde mittels Verdiinnungs-
reihenkultivierung eine Gesamtzahl von 10° Zellen pro Gramm Boden
Trockengewicht bestimmt (Hengstmann et al., 1999). Unter der Voraussetzung, dass
die Genbanken die in-situ Zusammensetzung der gesamten Mikrobiota relativ gut
widerspiegeln, wiirden die Mitglieder des PVC-Superphylums folglich etwa 5 x 10’
Zellen der Gesamtpopulation im Reisfeldboden repréisentieren.

Mit hochster Frequenz wurden Genomfragmente mit 16S rRNA-Genen (10)
der Gattung Pirellula (Planctomycetes) nachgewiesen. Die in Stammsammlungen
hinterlegten Kulturen der Gattung Pirellula wurden aus aquatischen Standorten
isoliert und représentieren fakultativ anaerobe Mikroorganismen (Ward et al., 2006).
Der Nachweis einer sehr hohen Anzahl von Pirellula spp. in verschiedenen
anoxischen marinen Sedimenten, in einer anoxischen Abwasseranlage, in Biofilmen
kontaminierter Fliisse und im Boden fithrte zu der Annahme, dass strikt anaerobe

Vertreter dieser Gattung existieren (Gray und Herwig, 1996; Miskin et al., 1999;
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Chouari et al., 2003; Briimmer et al., 2004; Musat et al., 2006; Buckley et al., 2006).
Die Detektion von Pirellula-verwandten 16S rRNA-Genen im anoxischen
Reisfeldboden ist ein weiteres Indiz dafiir, dass strikt anaerobe Vertreter dieser
Gattung vorhanden sein miissen, welche aber bisher nicht durch Reinkulturen
dokumentiert sind (Derakshani et al., 2001). In molekularbiologischen Studien zur
phylogenetischen Diversitdt der Vertreter des Phylums Planctomycetes wurden in
der Vergangenheit nur wenige 16S rRNA-Gensequenzen erzielt, die den Gattungen
Gemmata und Isosphaera zugeordnet wurden (Ward et al., 1995; Wang et al., 2002;
Chouari et al., 2005). Diese Beobachtungen bestdtigen sich gleichermafBen in dieser
Arbeit, da nur je zwei Genomfragmente von Vertretern dieser Gattungen identifiziert
wurden. In einer vorhergehenden Studie wurden diese Zielgruppen mit dem
gruppenspezifischen PVC-Assay im Reisfeldboden nicht nachgewiesen (Derakshani
etal., 2001).

In den Genbanken wurden vier Genomfragmente mit 16S rRNA-Genen von
Vertretern der Verrucomicrobia identifiziert. Davon ausgehend macht die genetische
Information der Verrucomicrobia in den Genbanken etwa 1% aus, was im
anoxischen Reisfeldboden in-situ mit einer PopulationsgroBe von 107 Zellen pro
Gramm Boden Trockengewicht korreliert. Das steht im Widerspruch zu der mittels
Verdiinnungsreihenkultivierung bestimmten Dominanz von Mitgliedern der
Verrucomicrobia (10® Zellen in einer Gesamtzellzahl von 10° pro Gramm Trocken-
gewicht) in inkubiertem Reisfeldboden (Chin et al., 1999; Hengstmann et al., 1999).
Eine Erkldrung dafiir kdnnten die unterschiedlichen Zeitpunkte der Probenahmen des
Vercelli-Reisfeldbodens sein, welche fiir die Analyse der gesamten Mikrobiota von
Hengstmann et al. (1999) und in dieser Arbeit verwendet wurden. Andererseits
besteht die Maoglichkeit, dass die Genbanken die in-situ Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft im Reisfeldboden nicht korrekt widerspiegeln oder der
relative Anteil der Verrucomicrobia an der Gesamtzellzahl im Reisfeldboden mittels
Kultivierung stark iiberschitzt wurde.

Die Genbanken enthielten fiinf Genomfragmente, die Mitgliedern des BRCI,
OP3 und NBL-UPA2 zugeordnet wurden. Dies entspricht in Analogie zu den
Verrucomicrobia mit etwa 1% der genetischen Information in den Genbanken und
mit einer PopulationsgréBe von 107 Zellen pro Gramm Reisfeldboden
Trockengewicht. In einer quantitativen Analyse wurde die Anzahl der 16S rRNA-
Gene des BRC1 im anoxischen Reisfeldboden mittels MPN-PCR mit einem
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spezifischen Assays auf 3,4x10’ pro Gramm Boden Trockengewicht geschitzt
(Derakshani, Dissertation). Vorausgesetzt, dass Vertreter des BRCI1 eine oder nur
wenige 16S rRNA-Genkopien pro Genom besitzen, wiirde das mit einem Anteil von
1% an der Gesamtzellzahl im Reisfeldboden korrelieren. Im Rahmen der
Metagenom-Analyse wurden zwei Genomfragmente mit 16S rRNA-Genen von
Mitgliedern des BRC1 nachgewiesen. In Korrespondenz zu den formulierten
Annahmen wiirde das mit einer Abundanz von 0,4% und mit einer BRC1-Population
von ungefihr 0,4 x10’ Zellen im inkubierten Reisfeldboden korrelieren. Diese
GroBenordnung stimmt relativ gut mit dem mittels MPN-PCR abgeschitzten
relativen Anteil der Mitglieder des BRC1 an der gesamten Mikrobiota im anoxischen

Reisfeldboden iiberein (Derakshani, Dissertation).

4.1.3 16S rRNA-Signaturnukleotide

16S rRNA-Gensequenzen des OP3 und BRC1 wurden auBlerdem aus einer
hypersalinen mikrobiellen Matte, einem anoxischen SiiBwasserteich und der
anoxischen Zone des karibischen Meeres erzielt. Die PCR-Amplifikation dieser
Umweltsequenzen erfolgte mit fiir Bacteria als universell betrachteten Primer-
Systemen, wie beispielsweise den Primern 27f/1492r (Madrid et al., 2001; Ley et al.,
2006; Briée et al., 2007). Entsprechend zeigen die 16S rRNA-Gensequenzen der
Genomfragmente IV32F6, IV226A8 und VI174F5 keine Fehlpaarungen in den
Zielsequenzen der Primer 27f und 1492r. Das Genomfragment IV180F6 zeigt
hingegen in E. coli-Position 18 eine Basenfehlpaarung zum Primer 27f.
Moglicherweise wird diese Variante des 16S rRNA-Gens daher mit etwas geringer
Effizienz in 271/1492r-basierten Umweltanalysen amplifiziert.

In vergleichbaren Umweltanalysen des Reisfeldbodens wurden jedoch keine
16S rRNA-Gene von Mitgliedern des OP3 und BRC1 nachgewiesen (Hengstmann et
al., 1999; Chin et al., 1999b; Luedemann et al., 2000; Weber et al., 2001; Scheid et
al., 2004; Noll et al., 2005). In der Summe dieser Studien wurde die
Zusammensetzung der bakteriellen Komponente im anoxischen Reisfeldboden
anhand von ungefidhr 400 16S rRNA-Gensequenzen analysiert. Das bestitigt die
geringe Abundanz von BRC1 und OP3 im Reisfeldboden und impliziert, dass bei

Umweltanalysen mit fiir die Bacteria als universell betrachteten Primer-Systemen
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eine hohere Stichprobenzahl fiir den Nachweis von Mitgliedern dieser neuen
Entwicklungslinien erforderlich wire.

Die 16S rRNA-Gensequenzen der vier Genomfragmente 1V32F6, IV180F6,
IV226A8 und V174F5 besitzen keine Abweichungen in den Signaturnukleotiden
PL40f und PLA46f, welche fiir das PVC-Superphylum charakteristisch sind.
Basenfehlpaarungen liegen hingegen bei den Planctomyceten-spezifischen 16S
rRNA-Signaturen PLA886f und PLAS8f vor (Neef et al., 1998; Gade et al., 2004;
Kirkpatrick et al., 2006). Folglich wire ein Nachweis von BRC1 und OP3 iiber die

dazu korrespondierenden Primer vermutlich weniger erfolgreich gewesen.

4.1.4 Struktur der rRNA-Operons

Die OP3 zugeordneten Genomfragmente IV32F6, IVI80F6 und IV226A8 tragen ein
vollstdndiges TRNA-Operon mit der Genabfolge 16S rRNA, 23S rRNA und 5S
rRNA. In der intergenischen Region zwischen den 16S und 23S rRNA-Genen sind
tRNA-Gene fiir Alanin und Isoleucin lokalisiert. Diese Struktur des rRNA-Operons
ist typisch fiir die meisten prokaryotischen Genome (Giirtler und Stanisich, 1996;
Chen et al., 2000). Das rRNA-Operon des Genomfragments V174F5 besitzt
ebenfalls die typische Abfolge der 16S, 23S und 5S rRNA-Gene, aber keine tRNA-
Gene in der intergenischen Region. Mitglieder der Planctomycetes (Planctomyces
limnophilus IFAM 1008, Pirellula marina IFAM 1313, Rhodopirellula baltica SH-1
und Gemmata obscuriglobus IFAM 1439) sowie ein poribakterielles
Genomfragment besitzen eine geteilte Organisation, bei der die 16S und 23S rRNA-
Gene getrennt lokalisiert sind (Liesack et al., 1989; Menke et al., 1991; Gloeckner et
al., 2003; Fieseler et al., 2006). Eine typisch bakterielle Struktur des rRNA-Operons
wurde hingegen fiir Isosphaera spp. und fiir die als candidate species bezeichneten
Anammox-Bakterien der Planctomycetes Brocadia anammoxidans und Kuenenia
stuttgartiensis nachgewiesen (Schmid et al., 2001). Die Vertreter des Phylums
Verrucomicrobia  (Verrucomicrobium spinosum IFAM 1439, Candidatus
Methylacidiphilum infernorum V4, Opitutae terrae PB90-1" und Akkermansia
muciniphila ATCC BAA-835") tragen gleichermafen ein rRNA-Operon mit typisch
bakterieller Struktur (Menke et al., 1991). Die Lokalisation des 23S rRNA-Gens in
direkter Nachbarschaft zum 5S rRNA-Gen und die erfolgreiche Amplifikation eines
16S-23S rRNA-Genfragments einschlieBlich der intergenischen Region fiir zwei
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WS3-Genomfragmente lassen vermuten, dass die rRNA-Operons der dazu
korrespondierenden Mikroorganismen eine typisch bakterielle Struktur besitzen
(Nesbg et al., 2005). Daraus ist zu schlussfolgern, dass die Mitglieder des PVC-
Superphylums keine einheitliche Organisation des rRNA-Operons aufweisen.
Mikroorganismen des OP3, BRC1 und WS3 sind hinsichtlich dieses Merkmals von
Vertretern der Gattungen Planctomyces und Pirellula eindeutig zu differenzieren,
zeigen aber Ubereinstimmungen mit den Anammox-Bakterien des Phylums

Planctomycetes und Mitgliedern der Verrucomicrobia.

4.1.5 23S rRNA-basierte Phylogenie
Alle berechneten 23S rRNA-Stammbdume filhren zu einer stabilen
monophyletischen Gruppierung der Planctomycetes, Chlamydiae, Lentisphaerae und
Verrucomicrobia als Mitglieder des PVC-Superphylums (Ward et al., 2000; Griffiths
und Gupta, 2007; Pilhofer et al., 2008). Die 23S rRNA-Gene der Genomfragmente
IV32F6, IV180F6, IV226A8 und bldcf5.1.a06 (marines Sediment) gruppieren
unabhingig von der Verrechnungsmethode zusammen und bilden eine neue, bisher
nicht durch Reinkulturen repréasentierte Hauptentwicklungslinie des PVC-
Superphylums. Folglich bestitigen die 23S rRNA-Phylogenien die Zugehorigkeit
des OP3 zum PVC-Superphylum, die bereits auf Basis der vergleichenden 16S
rRNA-Sequenzanalyse postuliert wurde (Wagner und Horn, 2006). Die Lokalisation
des BRC1-Genomfragments V174F5 war hingegen in den 23S rRNA-Stammbéumen
nicht stabil und primdr abhingig von der Auswahl der verwendeten
Referenzsequenzen. Ein Grund dafiir ist vermutlich, dass fiir die Berechnung dieser
Stammbdume nur eine einzige 23S rRNA-Sequenz des BRC1 zur Verfiigung stand.
Im Gegensatz dazu waren vier unterschiedliche 23S rRNA-Gensequenzen von OP3
verfligbar, was bereits zu einer stabilen und reproduzierbaren Lokalisation dieser
Entwicklungslinie im 23S rRNA-Stammbaum fiihrte. Allerdings gruppierte das
BRC1-Genomfragment in der Mehrzahl der berechneten Maximum-Likelihood-
Stammbaume mit Mitgliedern des PVC-Superphylums.

Die Topologien der 16S rRNA- und der 23S rRNA-Phylogenien bestétigen
den monophyletischen Ursprung des PVC-Superphylums und erlauben auflerdem die
Annahme, dass neben OP3 auch BRC1 und WS3 diesem Superphylum zuzuordnen

sind.
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4.2 Charakterisierung der sequenzierten Genomfragmente

4.2.1 GC-Gehalt

Vergleichende Analysen metagenomischer Datensdtze unterschiedlicher Habitate
lieBen allgemeine Charakteristika erkennen, die die Sequenzinformationen des
Metagenoms mit den Eigenschaften der mikrobiellen Gemeinschaft des Standortes
verkniipfen (Harrington et al., 2007; Raes et al., 2007a; McHardy et al., 2007).
Metagenom-Analysen eines Agrarbodens zeigten beispielsweise, dass die Genome
relativ grofl sind, langsam evolvieren und einen hohen GC-Gehalt (~60%)
aufweisen. Andererseits scheinen Prokaryoten in marinen Okosystemen (Sargasso
See, “Ocean Sampling Project™) schneller zu evolvieren. So besitzen diese
Mikroorganismen kleinere Genome mit niedrigem GC-Gehalt (~30-40%) (Raes et
al. 2007a, 2007b; Foerster et al., 2005, 2006). Entsprechend weisen marine
Metagenome einen geringeren GC-Gehalt (~34%) auf als die Metagnome von Boden
(~61%) (Foerster et al., 2005). Die Parameter, dic den GC-Gehalt einer gesamten
Mikrobiota eines Standortes konstant in einem dauerhaften Gleichgewicht halten,
wihrend sich die GC-Gehalte individueller prokaryotischer Genome relativ schnell
an verdnderte Umweltfaktoren anpassen, konnten bisher nicht definiert werden
(Naya et al., 2002; Musto et al., 2004, 2006; Foerstner et al., 2005, 2006).

Der GC-Gehalt zwischen den Mitgliedern des PVC-Superphylums variiert
stark und umfasst einen unteren Bereich (40%), den mittleren Bereich (40-55%) und
die obere Spektrumsgrenze (>55%). Die niedrigsten GC-Gehalte innerhalb des PVC-
Superphylums besitzen die Vertreter der Chlamydiae, Lentisphaerae und Candidatus
Kuenenia stuttgartiensis. Die GC-Gehalte der Mitglieder der Planctomycetes,
Verrucomicrobia und eines poribakteriellen Genomfragments liegen im mittleren
Bereich, wihrend diejenigen von Gemmata obscuriglobus und von zwei WS3-
Genomfragmenten der oberen Bandbreite zuzuordnen sind. Entsprechend besitzen
die OP3- und BRCI1-Genomfragmente GC-Gehalte, die das Spektrum des PVC-
Superphylums widerspiegeln (Tabelle 12).

Bohlin et al. (2008) sowie Bentley und Parkhill (2004) zeigten mittels
vergleichender Genomanalyse von 402 bzw. 149 Prokaryoten, dass zwischen dem
GC-Gehalt und der GroBe eines Genoms eine allgemeine Korrelation besteht.
Entsprechend kann spekuliert werden, dass die von den drei OP3-Genomfragmenten

reprasentierten Bakterien ein kleineres Genom besitzen als diejenigen, welche zu
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dem BRC1-Genomfragment korrespondieren. Die Genomgrof3en wiirden im Bereich

von 3 bzw. 4 Mbp liegen.

Tabelle 12: Charakteristika der Genomfragmente einschlieBlich GC-Gehalt.

Phylogenetische Zuordnung OP3 BRC1
Genomfragment 1V32F6 IV180F6 IV226A8 “Nesbo” V174F5
Anzahl ORFs 31 30 29 21 20
Abgeleitete Proteine mit 21 (68%) 17 (57%) 25 (86%) 16 (76%) 10 (81%)
vorhergesagter Funktion

Homologe in den 12 (38%) 5 (17%) 16 (55%) 2 (9,5%) 2 (10%)
Proteobacteria

Davon Deltaproteobacteria 8 (26%) 4 (13%) 10 (34%) 2 (9,5%) 1 (5%)
Homologe in den 1 (3,2%) 1 (3,3%) 1 (3,4%) 1 (4,8%) 5 (25%)
Planctomycetes

GC-Gehalt 46% 49% 42% 46% 60%

4.2.2 Vergleichende Analyse ausgewihlter Sequenzinformationen
Auf den OP3-Genomfragmenten wurden etwa dreilig ORFs und auf dem BRCI-
Genomfragment zwanzig ORFs identifiziert (Tabelle 12). Ein Anteil von 57-86% der
offenen Leserahmen konnte bekannten Funktionen in der Signaltransduktion, dem
Elektronentransport, dem Kohlenstoff-Metabolismus, der Aminosédure-Biosynthese
und der DNA-Reparatur zugeordnet werden. Hypothetische Proteine stellen einen
Anteil von etwa 19-43% der offenen Leserahmen dar (Tabelle 12). Die Anzahl an
funktionell annotierbaren ORFs ist wahrscheinlich von den genomischen Regionen
abhéngig, welche vergleichend analysiert werden. Entsprechend stimmt dieser Anteil
(57-86%) der vier Genomfragmente relativ gut mit den GrdéBenordnungen der
Metagenom-Datensitze eines Agrarbodens (52%), eines Walgerippes auf dem
Ozeanboden (66%) sowie mit Genomfragmenten aus Bdden und marinen Standorten
(54-100%) tiberein (Quaiser et al., 2002, 2003; Fieseler et al., 2006; Moreira et al.,
2006; Harrington et al., 2007).

Die Annotation der Genomfragmente erzielte nur wenige Hinweise auf einen
moglichen Phénotyp der Zielorganismen und keine Informationen, die die

Formulierung von gezielten Anreicherungsstrategien ermoglichen wiirde. Im
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Folgenden wird die Diskussion auf ausgewéhlte Aspekte der vergleichenden
Sequenzanalyse der Genomfragmente IV32F6 und IV180F6 fokussiert.

Auf den OP3-Genomfragmenten IV32F6 und IV180F6 wurden zwei Gene
vorhergesagt, deren abgeleitete Aminosduresequenzen fiir die gleiche Funktion
kodieren. Darunter ist ein Gen, dass auf dem Genomfragment IV32F6 stromaufwiérts
und auf dem Genomfragment IV180F6 stromabwirts des rRNA-Operons lokalisiert
ist und als ein Klasse I peptide chain release factor annotiert wurde. Die Klasse I
und II peptide chain release factor erkennen die Stop-Codons wéhrend der
Translation und beenden damit die Protein-Biosynthese. Aulerdem wurde auf beiden
Genomfragmenten ein ORF stromaufwirts der rRNA-Operons identifiziert, welches
fiir die ADP-L-Glycero-D-Mannoheptose-Epimerase (HdID) kodiert. Das Enzym
katalysiert den letzten Schritt in der Biosynthese einer Baueinheit Mannoheptose,
welches ein wichtiger Bestandteil des inneren Kerns von Lipopolysacchariden ist.
Lipopolysaccharide kommen in der &uBeren Membran Gram-negativer Bakterien
vor. Das erlaubt die Annahme, dass die Mikroorganismen des OP3 eine klassische
Gram-negative Zellwand besitzen, wie sie typischerweise fiir Proteobacteria
bekannt ist. Aufgrund der Tatsache, dass die Mitglieder der Chlamydiae und
Planctomycetes weder eine Peptidoglykanschicht noch Lipopolysaccharide besitzen,
kann OP3 in diesem Merkmal eindeutig unterschieden werden (Ko6nig et al., 1984;
Liesack et al., 1986; Fox et al., 1990; Ward et al., 2006). Allerdings wurden
einzigartige Lipid A-Varianten in Mitgliedern der Gattungen Planctomyces und
Pirellula nachgewiesen (Kerger et al., 1990). Lipid A ist ein Bestandteil der
Lipopolysaccharide klassischer Gram-negativer Zellwdnde und verankert diese in
der duBeren Membran. Die Vorhersage von Genen fiir die Biosynthese des Lipids A
in Rhodopirellula baltica SH-1 fiihrte zu der Vermutung, dass sich dessen Zellwand
aus einer klassischen Gram-negativen Zellwand entwickelte (Gloeckner et al., 2003).
Vertreter der Verrucomicrobia besitzen hingegen eine Gram-negative
Zellwandstruktur (Hedlund et al., 1997). Aus diesen Befunden kann geschlussfolgert
werden, dass OP3 und Verrucomicrobia in diesem Merkmal Gemeinsamkeiten
aufweisen, die sie von anderen PVC-Mitgliedern unterscheiden.

Die aus den annotierten hdID-Genen abgeleiteten Aminosduresequenzen weisen 53%
(IV32F6; E-Wert: 3¢, hoch signifikant) bzw. 49% (IV180F6; E-Wert: 2¢”°, hoch
signifikant) Ahnlichkeit zu Homologen von Desulfuromonas acetoxidans DSM 684"

bzw. Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1 auf, die den Deltaproteobacteria bzw.
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Aquificae zuzuordnen sind (Abbildung 39). Das Dendrogramm der abgeleiteten
Aminosduresequenz von HdID-Varianten repriasentativer Mitglieder der Doméne
Bacteria ist konsistent mit der 16S rRNA-basierten Phylogenie (Abbildung 39). Das
trifft hingegen nicht auf die hdID-Gene der Genomfragmente IV32F6 und IV180F6
zu. Die Genomfragmente repriasentieren mit 16S rRNA-Sequenzéhnlichkeiten von
82,4% sicherlich verschiedene Populationen innerhalb des OP3-Phylums
(Hugenholtz et al., 1998). Die unterschiedliche Lokalisation der beiden
Genomfragmente im HdlID-Dendrogramm konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass

ein Genomfragment das hdID-Gen durch horizontalen Gentransfer erhalten hat.

G0V Chlorobium chlorochromatii CaD

Chlorohi

Chlorobium phaebacteroidetes BS|1

Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586
Desulfovibrio desulficans G20

Syntrophobacter fumaroxidans MPOB

Pelobacter propionicus DSM2379

H0% 602

Deltaproteo-

50% Geobacter lovelvi SZ
Desulfococeus multivorans
IV32F6ORFI18

Desulfiromonas acetoxidans DSM 684

607

6%
Leptospira borgpetersenii servor Hardjo-bovis L550
Verrucomicrobium spinosum DSM 4136

Opitutaceae Bakterium TAV2

B0% Bakterium Ellin 514

60% Bradyrhizobium japonicum USDA 110

Rhodopseudomonas palustris HaA2
85% Escherichia coli O157:H7 EDL933

Haemophilus influenzae PittA

Gamma- Alpha-

Ralstonia eutropha H16
Burkholderia cepacia AMMD

Methanococcus aeolicus Nankai-3

Bera-

Mariprofundus ferroxydans PV-1
Leptospirillum Group 11 UBA
IVI80F6ORF3
Heliobacter pylori

Nitratiruptor sp. DB155-2

Epsilon-

Campylobacter jejeunii
Hydrogenobaculum sp. YO4AAS
Aguifex aeolicus VF5

60%

Aguificae

60% Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1

Abbildung 39: Maximum-Likelihood-Dendrogramm basierend auf der ADP-L-Glycero-D-
Mannoheptose-Epimerase (HdID). Die Positionen der von den Genomfragmenten IV32F6
und IV180F6 (Fettdruck) abgeleiteten HdID-Proteine sind in Korrespondenz zu einer
repriasentativen Auswahl bakterieller HdID-Varianten dargestellt. Der Maf3stab zeigt einen
Sequenzunterschied von 10%.
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Die in Abbildung 39 dargestellte Topologie wiirde dabei mehr auf das

Genomfragment I[V32F6 hindeuten, da dessen hdID-Gen innerhalb der
Deltaproteobacteria gruppiert.

Ein weiteres Indiz, dass die Genomfragmente IV32F6 und IVI180F6
unterschiedliche Populationen des OP3 représentieren, sind zwei Gene, welche
vermutlich fir Enzymfunktionen in der Biosynthese des Nukleotids Thymidylat
kodieren. Thymidylat (dTMP) ist fiir die DNA-Synthese und die DNA-Reparatur
essentiell. Auf dem Genomfragment IV32F6 sind Gene lokalisiert, die eine
Thymidylat-Synthase (ThyA; E-Wert: 3¢™2, hoch signifikant) und eine Dihydrofolat-
Reduktase (FolA; E-Wert: ¢, signifikant) kodieren. Erstaunlicherweise konnte das
folA-Gen in ungefidhr 30% der komplett sequenzierten Genome nicht identifiziert
werden (Myllykallio et al., 2003). Diese Mikroorganismen besitzen wahrscheinlich
einen alternativen Reaktionsweg fiir die Biosynthese von dTMP. Auf deren
Genomen wurde ein Gen lokalisiert, welches vermutlich fiir eine neue Klasse Flavin-
abhéngiger Thymidylat-Synthasen (ThyX) kodiert (Myllykallio et al., 2002). Ein
solches thyX-Gen (E-Wert: 8¢, hoch signifikant) wurde auf dem OP3-
Genomfragment IV180F6 annotiert. Die Thymidylat-Synthasen ThyX und ThyA
sind keine Homologen und weisen entsprechend keine Sequenzéhnlichkeiten auf
(Leduc et al., 2003, 2007). Bisher wurden auf den komplett sequenzierten Genomen
entweder thyX- oder thyA- Gene identifiziert. Die einzige Ausnahme sind bisher die
Genome von Mitgliedern der Gattungen Mycobacterium und Corynebacterium, bei
denen beide Genvarianten vorkommen (Galperin et al., 2000; Leduc et al., 2003;
Myllykallio et al., 2003). Dementsprechend korrespondieren die Genomfragmente
IV32F6 und 1IV180F6 wahrscheinlich zu Populationen des OP3 mit

unterschiedlichen Reaktionswegen fiir die Synthese von dTMP.

4.2.3 Taxonomische Zuordnung der vorhergesagten Proteine

Basierend auf den hdchsten prozentualen Ahnlichkeiten konnten die von den
annotierten Genen abgeleiteten Aminosduresequenzen definierten phylogenetischen
Gruppen zugeordnet werden. In BlastP-Analysen wurden 8 ORFs (26%), 4 ORFs
(13%) und 10 ORFs (35%) der OP3-Genomfragmente IV32F6, IV180F6 und

IV226A8 taxonomisch zu Homologen von Mitgliedern der Deltaproteobacteria,
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insbesondere der Ordnungen Syntrophobacterales, Desulfuromonadales und

Myxococcales, zugeordnet (Tabelle 12, Abbildung 40).

Mit dem Ziel einen hoch aufgelosten Stammbaum des Lebens zu
rekonstruieren, haben Ciccarelli et al. (2006) und Bapteste et al. (2008) eine
Kerngruppe an Genen identifiziert, die im Verlauf der Evolution nicht durch
horizontalen Gentransfer iibertragen worden sind. Diese Gene sind in allen
Mikroorganismen universell verbreitet und kodieren fiir Funktionen der
Proteinbiosynthese, insbesondere der Translation. Die Gene hfIC, hIfK, accA und
hdID, welche in der vorliegenden Arbeit fiir die Illustration taxonomischer
Zuordnungen ausgewéhlt wurden, wéren folglich fiir die Ableitung phylogenetischer
Verwandtschaften nicht geeignet. Das auf dem Genomfragment IV180F6 lokalisierte
serS-Gen ist hingegen dieser Kerngruppe zuzuordnen. Ein mdglicher horizontaler
Gentransfer wurde bereits fiir das hdID-Gen des OP3-Genomfragments 1V32F6
diskutiert.

Allerdings erscheint eine zufillige Anhdufung von taxonomischen
Zuordnungen zu Mitgliedern der Deltaproteobacteria auf den OP3-
Genomfragmenten unwahrscheinlich. Alle drei Genomfragmente sind durch ein
rRNA-Operon definiert. Daher werden vermutlich identische genomische Regionen
verglichen. Eine mogliche Erkldrung fir die Anhdufung von taxonomischen
Zuordnungen zu Mitgliedern der Deltaproteobacteria wire ein sehr urspriinglicher
horizontaler Transfer einer Genregion aus einem Bakterium der Deltaproteobacteria
in einen Vorfahren des OP3-Phylums mit Inserierung im Bereich des rRNA-
Operons. Gegen diese Annahme spricht allerdings die Tatsache, dass keine
Homologien zwischen den Deltaproteobakterien-dhnlichen Genen der drei OP3-
Genomfragmente identifiziert worden sind. Dabei stellt sich die Frage, ob diese
Anhdufung von Deltaproteobakterien-dhnlichen Genen einen phylogenetischen
Hintergrund hat. Diese Uberlegung wire in Konflikt mit den 16S rRNA- und 23S
rRNA-Phylogenien, die keine spezifische Verwandtschaft zwischen den
Deltaproteobacteria und OP3 zeigen. Eine alternative Erkldrung wire eine im Laufe
der Evolution stattgefundene spezifische Selektion von OP3-Bakterien hin zu
Physio- und Phénotypen, die auffallende Gemeinsamkeiten mit Mitgliedern der
Deltaproteobacteria aufweisen. Letzteres konnte zu vermehrten horizontalen
Gentransferereignissen zwischen Deltaproteobacteria und Mitgliedern des OP3
gefiihrt haben.
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Abbildung 40: Uberblick iiber die Verteilung der offenen Leserahmen auf den Genom-
fragmenten IV32F6, [IV180F6, 1V226A8 und VI174F5, deren abgeleitete
Aminosduresequenzen hochste Ubereinstimmungen mit korrespondierenden
Proteinsequenzen von Mitgliedern der Deltaproteobacteria (blau) und der Planctomycetes
(griin) zeigen. Die rRNA-Operons sind in rot und die hypothetischen Proteine in grau
hervorgehoben.

In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass bei der vergleichenden
Genomanalyse mehrere dieser taxonomischen Zuordnungen zu Homologen von
Mitgliedern der Gattungen Syntrophobacter und Syntrophus erfolgten. Diese
Bakterien besitzen die Fahigkeit, Alkohole und Fettsduren syntroph zu oxidieren

(Tabelle 13, Abbildung 40). Weitere taxonomische Zuordnungen waren zu

Homologen von Mitgliedern der Gattungen Pelobacter, Desulfuromonas und
Desulfovibrio (Tabelle 13). Wihrend Pelobacter spp. beispielsweise an der
syntrophen Oxidation von Polyethylenglykol oder 2,3-Butandiol beteiligt sind,
wurde fiir den Ethanol-oxidierenden Desulfovibrio vulgaris in der Abwesenheit von
Sulfat bzw. bei sehr geringen Sulfatkonzentrationen eine Syntrophie mit einem
hydrogenotrophen methanogenen Partner beschrieben (Bryant et al., 1977). Biebl
und Pfennig beschrieben bereits 1978 die syntrophe Assoziation von
Desulfuromonas acetoxidans mit den phototrophen Sulfid-oxidierenden Chlorobium
sp. und Prosthecochloris aestuarii, in welcher ein Redox-Kreislauf des Schwefels
stattfindet. Desulfuromonas acetoxidans reduziert dabei elementaren Schwefel zu

Sulfid in Verbindung mit der Oxidation von Acetat. Sulfid wird dann von
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Chlorobium spp. unter der Einwirkung von Licht und CO, wieder zu Schwefel
oxidiert und der Kohlenstoff wird in das Zellmaterial eingebaut. Eine &hnliche
syntrophe Assoziation im Schwefelkreislauf kommt in der Natur zwischen Sulfat-
reduzierenden Desulfovibrio sp. und Chlorobium sp. vor. Der Ethanol-oxidierende
Desulfovibrio sp. reduziert Sulfat zu Sulfid, welches dann von Chlorobium sp. unter
der Einwirkung von Licht nicht nur von Sulfid zu Schwefel, sondern auch zu Sulfat

oxidiert werden kann (Biebl und Pfennig, 1978).

Tabelle 13: Metabolische Eigenschaften der Mikroorganismen, deren korrespondierende
Proteinsequenzen  bei  den  taxonomischen  Zuordnungen der  abgeleiteten
Aminoséuresequenzen der Genomfragmente IV32F6, IV180F6 und 1V226A8 wiederholt
hochste Ubereinstimmungen zeigen.

Ordnung Gattung Eigenschaft des Stoffwechsels Quelle
Syntrophobacterales Syntrophus Syntrophe Oxidation von priméren, Hatamoto et al., 2007
Syntrophobacter sekundéren aliphatischen Mclnerney et al., 1981
Alkoholen bzw. lang- oder Sousa et al., 2007
kurzkettigen Fettsauren Jackson et al., 1999
Desulfuromonadales Pelobacter Syntrophe Oxidation von Schink, 1984

Polyethylenglykol, 2,3-Butandiol,

Acetylen Schink und Stieb, 1983
Desulfuromonas Schwefel-Reduzierer Pfennig und Biebl, 1977
Eisen-Reduzierer Coates et al., 1995
Vandieken et al., 2006
Desulfovibrio Sulfat-Reduzierer Kluyver und van Niel, 1936

Baleetal., 1997
Postgate und Campbell, 1966

Myxococcales Myxococcus Priméar-und Sekundédrmetabolite Sanford et al., 2002

Anaeromyxobacter Aryl-Halorespirierend

Diese iiberraschenden taxonomischen Zuordnungen zu Mitgliedern der
Deltaproteobacteria werden ergidnzt durch die Tatsache, dass Populationen des OP3
in methanogenen Bioreaktoren nachgewiesen wurden, in welchen Propionat und
Butyrat syntroph oxidiert wurde (Shigimatsu et al., 2006; Tang et al., 2007). Die
Ergebnisse der vergleichenden Genomanalyse erlauben daher die Spekulation, dass
die zu den OP3-Genomfragmenten korrespondierenden Bakterien syntroph sind, mit

der Féahigkeit Propionat, Butyrat oder andere Fettsduren zu oxidieren.
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Ein anderes Beispiel fiir vermehrte Ereignisse an horizontalen Gentransfers
bedingt durch eine im Laufe der Evolution wirkende Selektion hin zu einem
bestimmten Phanotyp konnte fiir Candidatus Cloacamonas acidaminovorans, einen
repriasentativen Vertreter der neuen Entwicklungslinie WWEI1, zutreffen. Das
Genom des bisher nicht in Reinkultur befindlichen Mikroorganismus wurde mittels
Metagenom-Analyse von Klarschlamm rekonstruiert (Pelletier et al., 2008). WWEI1
stellt eine Hauptentwicklungslinie innerhalb der Doméne Bacteria dar und gruppiert
in 16S rRNA-Phylogenien mit dem Phylum Spirochaetes. WWE1 umfasst auch zwei
Umweltsequenzen des anoxischen Reisfeldbodens, die Derakshani et al. (2001) mit
“SP lineage* bezeichnete. Interessanterweise wurde der grofte Anteil der Protein-
kodierenden Gene auf dem Genom von Candidatus Cloacamonas acidaminovorans
taxonomisch Homologen von Pelobacter carbinolicus, Syntrophobacter
fumaroxidans und Syntrophus aciditrophicus der Deltaproteobacteria zugeordnet
(Pelletier et al., 2008). Diese Anhdufung von Deltaproteobakterien-dhnlichen Genen
wiirde wie im Falle der OP3-Genomfragmente auf vermehrte horizontale
Gentransferereignisse zwischen WWE1 und Deltaproteobacteria hinweisen, die
unter bestimmten Bedingungen im Lauf der Evolution zur spezifischen Selektion
von WWEI1-Populationen fiihrte.

Die taxonomischen Zuordnungen erfolgten bei dem BRCI1-Genomfragment
V174F5 vermehrt zu Homologen von Mitgliedern der Planctomycetes (Abbildung
40). Dies ist konsistent mit den rRNA-Phylogenien, die eine Zugehorigkeit des
BRC1 zum PVC-Superphylum andeuten.

4.3 Anreicherungskulturen

Die ersten genetischen Informationen von Mitgliedern des BRC1, OP3 und NBL-
UPA2 gaben keine direkten Hinweise auf phinotypische Merkmale, die eine
selektive Anreicherung dieser Organismen ermdglicht hétten. Die taxonomischen
Zuordnungen annotierter offener Leserahmen auf den Genomfragmenten IV32F6,
IV180F6 und IV226A8 fiihrten zu der Hypothese, dass Populationen des OP3 die
Fahigkeit besitzen, Fettsduren oder Alkohole syntroph zu oxidieren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher Versuche zur biologischen Anreicherung von
Mitgliedern des OP3, wie auch von BRCI, durchgefiihrt. Die

Anreicherungsversuche erfolgten in einem SiiBwassermedium, dem entweder
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Butyrat, Propionat oder ein Substratgemisch als Kohlenstoffquelle hinzugefiigt
wurde. Als potentiell syntropher Partner wurde den Kulturen M. formicicum DSM
15357 zugegeben. Entsprechende Kontrollen ohne M. formicicum wurden
mitgefiihrt.

Der Nachweis von OP3 erfolgte prinzipiell mit dem spezifischen 16S rRNA-
basierten PVC-Assay (PLA40f/1492r), mit welchem OP3 bereits in der
Klonbibliothek und in den Genbanken erfolgreich identifiziert worden war. In den
angereicherten Konsortien mit Butyrat, Propionat und einem Substratgemisch war
der molekularbiologische Nachweis mit dem PVC-Assay negativ. Eine Optimierung
der PCR-Bedingungen verdnderte nichts an diesem Befund. Folglich waren
Mitglieder des PVC-Superphylums, einschlieBlich OP3, in den angereicherten
Konsortien nicht nachweisbar. Das galt sowohl fiir die Anreicherungen mit dem
potentiell syntrophen Partner M. formicicum wie auch fiir die Kontrollen.

In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, dass Versuche zur biologischen
Anreicherung von Candidatus Cloacamonas acidoaminovorans von WWE1 mit
synthetischem Medium und Lysin als Kohlenstoff- und Energiequelle wie auch in
Kokulturen mit den potentiell syntrophen Partnern M. formicium und Desulfovibrio
desulfuricans nicht zum Erfolg fiihrten (Pelletier et al., 2008). Mittels 16S rRNA-
basiertem Screening mit spezifischen Primern fiir WWE1 wurden zwar in einigen
angereicherten Konsortien WWEI-Populationen nachgewiesen, jedoch nicht
kontinuierlich iiber die gesamte Inkubationsperiode von einem Jahr. WWEI war in
der Mehrzahl der biologischen Anreicherungen nicht prdsent. Es besteht die
Moglichkeit, dass fiir eine erfolgreiche Anreicherung von OP3 wie auch von WWEI1
andere potentiell syntrophe Partner getestet werden miissten. Die Ergebnisse der
vergleichenden Genomanalysen in Hinblick auf die taxonomischen Zuordnungen als
auch erste Proteomanalysen deuten im Fall von Candidatus Cloacamonas
acidoaminovorans darauf hin, dass es sich um syntrophe Mikroorganismen handelt
(Pelletier et al., 2008).

Wiéhrend BRCI1 in den Anreicherungen mit Propionat und Butyrat nicht
nachweisbar war, zeigten die Kultivierungen mit dem Substratgemisch einen
geringfiigigen Anreicherungseffekt. BRC1 wurde in der Kontrolle (ohne
Methanogenen) nach einem Monat Inkubation und in den Verdiinnungsstufen (107,
10" und 10°) der ersten Anreicherungsstufe nach 90 Tagen Inkubation

nachgewiesen. Jedoch war eine kontinuierliche Detektion {iiber die gesamte
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Inkubationsperiode nicht moglich. BRC1 war in den angereicherten Konsortien der
zweiten Anreicherungsstufe mit Substratgemisch nicht mehr nachweisbar. Damit
unterscheiden sich diese Befunde von den Ergebnissen, welche Manigee Derakshani
in ihrer Dissertation beschreibt. Mittels spezifischem PCR-basierten Screening
wurde BRC1 in Kulturen mit Substratgemisch bis zur 5. Verdiinnungsstufe nach 28
Tagen Inkubation und bis zur 6. Verdiinnungsstufe nach 90 Tagen Inkubation
nachgewiesen. Es stellte sich somit die Frage, wie die unterschiedlichen Befunde zu
erkliren sind. Das Medium plus Reduktionsmittel, Substrate sowie
Inkubationsbedingungen entsprachen exakt den Vorgaben von Manigee Derakshani
(Dissertation), jedoch nicht die Zugabe des potentiell syntrophen Partners M.
formicicum. So ist wahrscheinlich, dass der Zusatz dieses Methanogenen die Ursache
fiir die unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse ist.

T-RFLP-Analysen zeigten, dass nur wenige der molekularbiologisch
iberpriiften Anreicherungskulturen Mitglieder der Methanobacteriales und
Methanomicrobiales enthielten. Die archaeelle Komponente der angereicherten
Konsortien war in der Mehrzahl der Kulturen beispielsweise von Mitgliedern der
Methanosarcinaceae sowie des RC-I und RC-III dominiert. Folglich hatte die
Préasenz von M. formicicum unter den gegebenen Anreicherungsbedingungen keinen
positiven Effekt auf die Anreicherung von Mitgliedern des BRC1.

Die bakterielle Komponente in den angereicherten Konsortien wurde von
Mitgliedern der Clostridia dominiert. Dieser Befund steht in guter Ubereinstimmung
mit der numerischen Bedeutung dieser Organismen in gefluteten Reisfeldboden
sowie der wiederholten Anreicherung und Isolierung aus diesem Standort
(Hengstmann et al., 1999; Luedemann et al., 2000; Weber et al., 2000; Scheid et al.,
2004; Lueders et al., 2004; Noll et al., 2005; Erkel et al., 2005). Vertreter der
Bacillaceae und Rhodocyclaceae wurden zuvor in den Reisfeldboden-Studien von
Hengstmann et al. (1999), Noll et al. (2005) und Lu et al. (2006) ebenfalls relativ
hiufig nachgewiesen.

Unerwartet war die Anreicherung mesophiler Mitglieder des RC-I
(Methanocellales), welche iiber drei Anreicherungsstufen in den Kulturen mit
Substratgemisch beobachtet wurde. Allerdings dominierte RC-I die archaeelle
Komponente nur in den Kontrollen, in denen M. formicicum nicht zugegeben worden
war und welche mit unverdiinnter Bodenaufschlimmung angeimpft wurden. Im

Gegensatz dazu war M. formicicum DSM 1535" in der archaeellen Komponente

108



Diskussion

vorherrschend, wenn er als potentiell syntropher Partnerorganismus den
Anreicherungskulturen hinzugefiigt worden war. Die einzige Ausnahme stellte die
10~-Verdiinnung der ersten Anreicherungsstufe dar, in welcher nach 131 Tagen
Inkubation RC-III detektiert wurde. Methanogene des RC-1 und M. formicicum
konkurrieren mit hoher Affinitdt um das methanogene Substrat Wasserstoff. RC-I ist
wahrscheinlich unter den gegebenen experimentellen Bedingungen in Kulturen mit
M. formicicum nicht mehr konkurrenzfzhig.

Die T-RFLP-Analysen der angereicherten Konsortien in den Kontrollen
zeigten, dass die archaeelle Komponente wéihrend der ersten Inkubationsperiode stets
von RC-I dominiert wurde. Im weiteren Inkubationsverlauf reduzierte sich jedoch
der Anteil an RC-I zugunsten von Mitgliedern der Methanosarcinaceae und von
phylogenetischen Gruppen mit 789 bp und 794 bp T-RFs sowie einem 123 bp T-RF.
Diese T-RFs konnten bisher durch die in-silico T-RFLP-Analyse nicht exakt
zugeordnet werden. Wihrend die T-RFs von 789 bp und 794 bp Mitglieder der
Methanococcales, Methanobrevibacter und Methanobacterium reprisentieren
konnten, war die Zuordnung des 123 bp T-RFs nicht méglich. Letztlich kann die
archaeelle Komponente in den angereicherten Konsortien nur mit einer Klonierung
und der vergleichenden Sequenzanalyse des archaeellen 16S rRNA-PCR-Produkts
identifiziert werden.

Damit stellte sich die Frage, wie die Abundanz des RC-I erhoht werden kann.
Es ist bekannt, dass bei der Inkubation von anoxischem Reisfeldboden in einem
Temperaturgradienten von 10° bis 80°C ein Maximum der Methanproduktion bei
ungefdhr 41°C und 50°C vorliegt (Fey et al., 2001). Bei einer Temperatur-
verschiebung von gefluteten Reiswurzeln und anoxischem Reisfeldboden von 25°C
auf 50°C wurde beobachtet, dass die archaeelle Komponente eine zunehmend
geringere phylogenetische Diversitit aufwies und von hydrogenotrophen RC-I
dominiert wurde (Fey et al., 2001; Chin et al., 2004; Peng et al., 2008). Dieses
Temperaturoptimum der Methanproduktion verbunden mit einer hohen Abundanz
des RC-I im Reisfeldboden bei 50°C (Fey et al., 2001) wurde zur selektiven
Anreicherung von thermophilen Vertretern des RC-I genutzt (Lueders et al., 2001).
Das angereicherte Konsortium wurde als MRESO (methanogenic rice field soil
enrichment at 50°C) bezeichnet. Bei dem Transfer eines Aliquots des angereicherten
Konsortiums MRES0 von einer Inkubationstemperatur von 50°C auf 30°C fand kein
Wachstum mehr statt. Folglich sind diese Vertreter des RC-I strikt thermophil
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(Lueders et al., 2001). Das erklart das Maximum der Methanproduktion bei 50°C im
anoxischen Reisfeldboden. Die Temperatur in Reisfeldboden wvariiert jedoch
naturgemall von 15°C bis 30°C, so dass die Mehrheit der RC-I-Populationen eher
mesophiler Natur ist, welche vermutlich das zweite Temperaturoptimum der
Methanproduktion bestimmen (Schiitz et al., 1990). Einerseits wiirde eine
Temperaturverschiebung des angereicherten Konsortiums dieser Arbeit von jetzt
30°C auf 50°C sicherlich vor allem die Abundanz der Methanosarcinaceae
reduzieren (Erkel et al., 2005). Verbunden damit wére aber eine Selektion zugunsten
thermophiler Mitglieder des RC-I. Da die Experimente eine biologische
Anreicherung mesophiler Vertreter des RC-1 zum Ziel haben, war eine Erhohung der
Inkubationstemperatur auf 50°C folglich nicht geeignet.

Damit stellte sich die Frage, unter welchen Bedingungen der
Anreicherungsstatus von RC-I gezielt erhoht werden kann. Die thermophilen
Vertreter des RC-I sind obligat hydrogenotroph (Erkel et al., 2006). Die vollstindige
Rekonstruktion des Genoms eines dominierenden RC-I-Genotyps in der
Anreicherungskultur MRES0 zeigte, dass die genetischen Voraussetzungen fiir die
Verwertung von Formiat vorhanden sind (Erkel et al., 2006). Das wurde bereits
experimentell bestitigt (Kemnitz, Dissertation). Diese physiologischen Merkmale
waren bei der strategischen Planung fiir die Anreicherung von RC-I-Vertretern mit
20 mM Propionat unter mesophilen Bedingungen aus dem Reisfeldboden und der
gezielten Isolierung von Methanocella paludicola DSM 17711" mit 40 mM Formiat,
H, (ca. 150 kPa) in Syntrophie mit dem Propionat-Verwerter Syntrophobacter
fumaroxidans MPOB von Bedeutung (Sakai et al., 2007, 2008). Es wurde bereits
vermutet, dass RC-I in Syntrophie mit sekundér fermentierenden Mikroorganismen
vorkommt. RC-I hilt dabei die Wasserstoffkonzentration gering, so dass der Abbau
von Fettsduren thermodynamisch begiinstigt wird (Lueders et al., 2004).
Populationen des RC-I haben unter diesen Bedingungen einen selektiven Vorteil,
wobei RC-I dabei theoretisch wieder mit Methanobacterium spp. konkurriert und
sich bei hoheren Wasserstoffkonzentrationen andere hydrogenotrophe Methanogene
durchsetzen wiirden. Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit versucht, die
Erhohung des Anreicherungsstatus durch eine syntrophe Assoziation mit Acetat- und
Propionat-verwertenden Bakterien durchzufithren. Ein Aliquot der biologischen

Anreicherung mit RC-I wurde folglich in Acetat und Propionat {iberimpft.
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Mitglieder des RC-III wurden kultivierungsunabhéngig vor allem im
Reisfeldboden, Marschland und Kompostbergen nachgewiesen (Kemnitz et al.,
2004, 2005; Thummes et al., 2007; Peng et al., 2008). Reinkulturen existieren bisher
nicht. Anreicherungsexperimente mit Proben aus Marschland fiihrten zu der
Schlussfolgerung, dass diese Euryarchaeota-Gruppe an der Fermentation von
Oligopeptiden beteiligt ist (Kemnitz et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit war in
einem angereicherten Konsortium der 107-Verdiinnung mit Substratgemisch RC-III
nach 130 Tagen spezifisch nachweisbar. Der potentiell syntrophe Partnerorganismus
M. formicicum war zu Beginn der biologischen Anreicherung hinzugefiigt worden.
Dabei zeigten Analysen der Substratumsetzungen, dass Fumarat, Pyruvat und Lactat
nach ungefdhr 20 Tagen Inkubation umgesetzt war. Das Intermediat Ethanol war
nach einer Inkubationsperiode von 95 Tagen nicht mehr detektierbar. Der Nachweis
einer Methanproduktion und die Verfiigbarkeit von ausschlieBlich Acetat und
Propionat bis zum Ende der Inkubationsperiode von 158 Tagen filihrten zu
Spekulationen {iber eine mdgliche syntrophe Assoziation, bei welcher Acetat- und
Propionat-fermentierende Bakterien beteiligt sein konnten. Nach Uberimpfen eines
Aliquots in Kulturen mit Acetat und Propionat in verschiedenen
Mischungsverhiltnissen konnte RC-III nach einer Inkubationsperiode von 40 Tagen
allerdings nicht mehr detektiert werden. Aus diesen Befunden ist zu schlussfolgern,
dass unter den gegebenen Anreicherungsbedingungen kein Wachstum von
Mitgliedern des RC-III stattfand, so dass diese Organismengruppe moglicherweise

andere Substratpriferenzen hat.
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