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Zusammenfassung
1 Ziele

Die Gewinnung von Biogas aus nachwachsenden Rohstoffen und landwirtschaftlichen
Reststoffen ist wesentlicher Baustein einer nachhaltigen und CO,-neutralen Energieer-
zeugung. Der anaerobe Abbau von Biomasse zu Biogas erfolgt durch eine komplexe
und dynamische Lebensgemeinschaft bestehend aus einer Vielzahl von Bakterien und
Archaeen. Zur Aufklarung der mikrobiologischen Strukturen und funktionellen Zusam-
menhange gewinnen Hochdurchsatztechnologien zur DNA-Analyse zunehmend an Be-
deutung. Grundlegend hierfiir ist der Aufbau einer Referenzdatensammlung fur das
Kern- (,core“) Mikrobiom von exemplarischen Biogasanlagen. Im Rahmen von funf Teil-
vorhaben sollten dazu folgende Teilziele erreicht werden:

(1) Gewinnung von Isolaten fur cellulolytische, acidogene, acetogene und stickstoffum-
setzende Bakterien sowie fur methanogene Archaea unter Etablierung neuartiger
Verfahren zur Isolierung von Mikroorganismen aus Biogasreaktoren,

(2) Sequenzierung und bioinformatische Auswertung der Genome der Isolate ausge-
wahlter, insbesondere neuartiger mikrobieller Arten,

(3) erganzende Erhebung, Analyse und Interpretation des mikrobiellen Metagenoms
von ausgewahlten Biogasreaktoren und Abgleich mit bereits vorhandenen Metage-
nomdaten und den erzeugten Isolaten.

2 Partner

An dem Verbundvorhaben waren folgende Partner beteiligt:

e Leibniz-Institut fir Agrartechnik und Biotkonomie e.V. (ATB), Abt. Bioverfahrens-
technik
Teilvorhaben 1 - Stickstoff-Umsetzer und MALDI-TOF MS Analytik
Kontakt: Dr. Michael Klocke (mklocke @atb-potsdam.de)

e Universitéat Bielefeld, Centrum fur Biotechnologie (CeBiTec)
Teilvorhaben 2 - Genom-Sequenzierung bisher unbekannter Spezies aus Fermenta-
tionsproben ausgewahlter Biogasanlagen
Kontakt: Dr. Andreas Schliter (aschluet@cebitec.uni-bielefeld.de)

e Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Institut fir Mikrobiologie und Weinforschung
Teilvorhaben 3 - Acido- und acetogene Bakterien
Kontakt: Prof. Dr. Helmut Konig (hkoenig@uni-mainz.de)

e Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg, Fakultat Life Sciences
Teilvorhaben 4 - Methanogene Archaeen
Kontakt: Prof. Dr. Paul Scherer (paul.scherer@haw-hamburg.de)

e Technische Universitat Mlinchen, Lehrstuhl fir Mikrobiologie
Teilvorhaben 5 - Hydrolytische Bakterien
Kontakt: Prof. Dr. Wolfgang Liebl (wliebl@wzw.tum.de)
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Die MALDI-TOF MS Analysen zur Identifizierung von Isolaten wurden im Unterauftrag
von der RIPAC-LABOR GmbH Potsdam durchgefihrt.

3

Untersuchte landwirtschaftliche Biogasanlagen und Laborfermenter

Im Rahmen dieses Vorhabens erfolgten Probennahmen aus insgesamt 16 mesophilen
und thermophilen landwirtschaftlichen Biogasanlagen sowie aus sechs unterschiedli-
chen Modellfermentern im Labormal3stab (Tabelle 1).

Tabelle 1: Im Rahmen dieser Studie beprobte landwirtschaftliche Biogasanlagen und La-
borfermenter. Die Probennahme erfolgte sofern nicht anders angegeben aus den Hauptfermen-
tern der jeweiligen Anlage.

Nr. Interne Standort Koordinaten Betriebs-  Gérsubstrate Anlagentyp Raumbelastung Bearbeitet
Bezeichnung temperatur durch®
Praxisanlagen
1 ATB-1 Leer 53,248599° N 40 °C Mais-, Roggen-, Grassilage, Nassfermentation, 13 kggrs m™ d* TUM
(BGA 03) 7,515641° E Ferkelmist, Rindergtille Plugflow
2 ATB-2 Hille 52,355196° N 40 °C Maissilage, Griinroggen, Nassfermentation, 5 kgors m™ ot TUM
(BGA07) 8,731620° E Rinder- und Schweinegiille  Riihrkesselreaktor
3 TuMm-1 Windorf- 48,670414° N 43 °C Mais-, Grassilage k. A2 k. A TUM
(18/E) Rathsmannsdorf 13,250140° E
4  TUM-3 Freising 48,362185° N 38 °C Mais-, Grassilage Nassfermentation, k. A TUM
(Eggertshofen) 11,716570° E Ruhrkesselreaktor
5 JGU-1 Zweibriicken 49,285734° N 43 /53 °C  Mais-, Grassilage Nassfermentation, k. A. TUM, JGU
(Bioenergie Glahn) 7,380477° E Schweinegtille Ruhrkesselreaktor
6 JGU-2 Oberthal 49,508641° N 40 °C Mais-, Grassilage, Nassfermentation, k. A TUM, JGU
(Obere Blies) 7,060937° E Rindergille Riihrkesselreaktor
7 JGU-3 Steinweiler 49,105083° N 45/46 °C  Maissilage Nassfermentation, k. A. TUM, JGU
(Wagner) 8,134044° E Riihrkesselreaktor
8 JGU-4 Kaschenbach 49,87839°N  40°C Mais-, Grassilage,
6,482587° E Rindergille
9 HAW-1 Viersen 51,225648° N 54 °C Maissilage, Gerste, Nassfermentation, 8,0 kgors m2d* TUM, JGU,
(Butschen) 6,328076° E Rindermist, Schweinegille NOVA-Fermenter HAW, ATB
10 HAW-2 Schuby 54,525559° N 40 °C Zuckerribensilage Riihrkesselreaktor k. A TUM, HAW
(Beta-Biomethan) 9,461097° E
11 HAW-3 Hohenwart 48,597670° N 42 °C Gras-, Maissilage Ruhrkesselreaktor 15,5td? in 800 m* TUM, HAW
(Agrarferm 11,381838° E Fermenter
Technologies)
12 HAW-5 Hamburg 53,584989° N 41 °C Speisereste Nassfermentation, 3 Kgors m>d* HAW
(Biowerk) 9,909038° E stehender Rihrreaktor
13 HAW-6 Tangstedt 53,724706° N 37 °C Griine kommunale Trockenfermentation, k. A HAW
(Butzberg) 10.102454° E Bioabfalle Garagenform
14 HAW-7 Nord-Italien k. A 47°C Maissilage, Getreide Trockenfermentation, 3,5 kgors md™* HAW
(Agrartech Italia, liegender Riihrreaktor
Schutzname Dario)
15 HAW-8 Nord-lItalien k. A 41°C Maissilage, Getreide Trockenfermentation, 3,5 kgors md™* HAW
(Agrartech Italia, liegender Riihrreaktor
Schutzname Ernesto)
16 HAW-9 Benz 53,918825° N 40 °C Mais-, Grassilage, Nassfermentation, 20tdtin 1.700 m? HAW
(Hocke) 11,582895° E Rindergiille stehender Rihrreaktor Fermenter
Laborfermenter
17 ATB-3 Potsdam-Bornim 52,438566° N 37 °C Maissilage, Weizenstroh Nassfermentation, 3,0 kgors M d, batchweise ATB
13,013446° E zweistufiges Aufstrom-Verfahren
18 ATB-4 Potsdam-Bornim 52,438566° N 37 °C Maissilage, Nassfermentation, 3,0 kggrs m* d* ATB
13,013446° E Rinder-, Schweinegiille einstufiger Rihrkessel-Reaktor
19 ATB-5 Potsdam-Bornim 52,438566° N 37 °C Maissilage, Nassfermentation, 8,5 kgors m™ d™* ATB
13,013446° E Rinder-, Schweinegtille einstufiger Rihrkessel-Reaktor
20 UHoh-50bar Stuttgart-Hohenheim 48,712138° N 38 °C Maissilage Hochdruck-Batch-Fermenter k. A JGU
9,204532° E
21 UHoh-100bar Stuttgart-Hohenheim 48,712138° N 38 °C Maissilage Hochdruck-Batch-Fermenter k. A JGU
9,204532° E
22 TUM-4 Freising 48,362185° N 55 °C Grassilage, Rindergille einstufiger Riihrkessel-Reaktor k. A. TUM
(BM2T) 11,716570° E

1 TUM, Technische Universitit Miinchen; JGU, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz; HAW, Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften Hamburg; ATB, Leibniz-Institut fiir
Agrartechnik und Biodkonomie; UHoH, Universitat Hohenheim

? keine Angaben
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Neben der Betriebstemperatur war weiteres Auswahlkriterium die Art des Uberwiegend
eingesetzten Garsubstrats. Neben Anlagen, welche Mais als hauptsachliches Garsub-
strat verwendeten, wurden ebenfalls Anlagen, die Grassilage oder andere pflanzliche
Garguter bis hin zu Landschaftspflegegut und Haushaltsbioabféllen fir die Biomethani-
sierung einsetzten, beprobt. Als Wirtschaftsdiinger wurden von den beprobten Anlagen
Rinder- und/oder Schweinegtille bzw. -festmist verwendet. Ebenfalls untersucht wurden
Anlagen, die die Biomethanisierung ohne Verwendung von tierischen Exkrementen
durchfiihrten.

4 Isolate aus Biogasreaktoren mit Wachstum bei mesophilen Temperaturen

Zur Isolierung mesophiler Bacteria und Archaea mit Wachstum bei Temperaturen unter
< 40°C wurden uber elf verschiedene Kultivierungsverfahren mit unterschiedlichen Mo-
difikationen angewandt. Eine Ubersicht tber die jeweils angewandten Verfahren kann
den Schlussberichten der jeweiligen Teilprojekte enthommen werden. Entsprechende
Zusammenfassungen finden sich bei CiBis et al. [2016] und MAusS et al. [2016a]. Artspe-
zifische Kultivierungsbedingungen wurden in den jeweiligen Fachartikeln im Detail be-
schrieben.

Fur Bacteria wurden Isolate fir insgesamt 78 Arten von zwolf Klassen entwickelt (Ta-
belle 2). Alleine fur die Familien Clostridiaceae und Bacilliaceae konnten Vertreter von
jeweils zwolf bzw. elf Arten isoliert werden. Es wurden sowohl Vertreter fur hydroly-
tisch/cellulolytisch aktive Bakterienarten als auch acido-/acetogene Spezies kultiviert.
Beispiele hierfur sind die erstmals in dieser Studie beschriebenen Arten Petrimonas
mucosa, Fermentimonas caenicola und Proteiniphilum saccharofermentans [HAHNKE et
al. 2016]. Fur mehrere Arten konnten zudem unterschiedliche Isolate mit von einander
abweichenden 16S rRNA Gensequenzen kultiviert werden (Tabelle 2).

Fur die Doméne Archaea wurden Vertreter von acht Arten aus zwei Klassen kultiviert
(Tabelle 2). Die Stammsammlung umfasste sowohl Methanogene mit hydrogenot-
rophem Stoffwechsel (Methanobacterium spp., Methanoculleus spp., Methanospirillum
sp.) als auch Spezies mit mixotropher Methanogenese (Methanosarcina spp.).

5 Isolate aus Biogasreaktoren mit Wachstum bei thermophilen Temperaturen

In Ergédnzung zu den unter 1.4 genannten Kultivierungsstrategien wurden vergleichbare
Verfahren auch zur Gewinnung von thermophilen Mikroorganismen angewandt (Uber-
sicht siehe MAuUs et al. [2016a]). Die Isolierung dieser Mikroorganismen erfolgte Uber-
wiegend aus einem Biogasfermenter mit thermophiler Prozesstemperatur (54°C)

Fur die Doméanen Bacteria und Archaea wurden lIsolate fur 32 mikrobielle Arten der
Klassen Clostridia, Bacill, Thermotogae, Methanomicrobia und Methanobacteria er-
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zeugt (Tabelle 3). Auch hier konnte fir eine Reihe von Arten genetisch bzw. physiolo-
gisch unterschiedliche Isolate kultiviert werden.

Die bioinformatische Auswertung der molekularen Struktur der Isolate fihrte zu der Hy-
pothese, dass neben den bekannten Arten Clostridium thermocellum und Clostridium
stercorarium auch die bislang nicht beachtete Art Defluviitoga tunisiensis an der Hydro-
lyse von Hemicellulose und der Produktion von Ethanol, Acetat und H,/CO, beteiligt ist.
Fur thermophile methanbildende Archaea wurden hauptsachlich Vertreter der Gattun-
gen Methanothermobacter und Methanoculleus isoliert. Diese Mikroorganismen bilden
Methan ausschlief3lich mittels hydrogenotropher Methanogenese auf Basis von H,/COx.
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ktoren mit Wachstum bei Temperaturen < 40°C (Literaturanga-

logasrea

. Isolate aus Bi

Tabelle 2

ben s. Kap. 1.8).
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ktoren mit Wachstum bei Temperaturen = 50°C (Literaturanga-

logasreal

. Isolate aus Bi

Tabelle 3

ben s. Kap. 1.8).
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Da in den untersuchten Biogasfermentern keine Akkumulation von Acetat und Ethanol
zu beobachten war, missen diese Intermediate mittels syntropher Oxidation umgesetzt
worden sein. In dieser Studie wurden Mikroorganismen aus der Gattung Tepidanaero-
bacter isoliert, die u.U. in der Lage sind, sowohl mit Vertretern der Gattung Me-
thanothermobacter als auch der Gattung Methanoculleus solche syntrophen Gemein-
schaften einzugehen. Ebenfalls wurden molekulare Hinweise auf die Anwesenheit von
Vertretern der Gattung Syntrophaceticus gefunden. Fur diese Gattung sind ebenfalls
Arten beschrieben, die in Syntrophie mit Vertretern der Gattung Methanoculleus leben.
Die Uberpriifung dieser Beziehungen muss jedoch erst noch im Rahmen einer folgen-
den Studie erfolgen.

DarUber hinaus konnten ebenfalls aus mesophilen Biogasfermentern Stamme isoliert
werden, welche in der Lage waren bei thermophilen Temperaturen = 50°C zu wachsen
(s. Tabelle 3). Beispiele hierfur sind das hydrolytisch aktive Bakterium Petrimonas mu-
cosa und ein thermophiles Isolat fur die methanogene Art Methanosarcina mazei (vgl.
Schlussbericht zu Teilvorhaben 4). Ebenso konnte aus einer mesophilen Praxisanlage
ein Isolat fur Methanothermobacter thermoautotrophicus entwickelt werden.

6 Erstmals beschriebene Mikroorganismen und Genome von Mikroorganis-
men aus meso- und thermophilen Biogasfermentern

Im Rahmen dieser Studie wurden acht neue Arten von Mikroorganismen beschrieben
(Tabelle 4). Die Charakterisierung einer weiteren neuen Bakterienart, Proteiniborus sp.,
ist in Vorbereitung. Vier Arten, Fermentimonas caenicola (Familie Porphyromonad-
aceae, Klasse Bacteroidia), Herbinix hemicellulosilytica und Herbinix luporum (Familie
Lachnospiraceae, Klasse Clostridia) sowie Herbivorax saccincola (Familie Rumioncoc-
caceae, Klasse Clostridia), wurden bislang unbekannten Gattungen zugeordnet. Zudem
wurde die Gattung Proteiniphilum erweitert beschrieben.

Teil der mikrobiologischen Charakterisierung war die Sequenzierung und Annotierung
der zugehdrigen mikrobiellen Genome (Tabelle 4). Fir insgesamt 16 Arten aus der
Domane Bacteria und funf Arten aus der Domane Archaea liegen draft-Genome vor.
Funf dieser Genome sind derzeit ausfuhrlich charakterisiert, u.a. von den celluloly-
tisch/hydrolytisch aktiven Bacteria Clostridium thermocellum und Defluviitoga tunisien-
sis, den acidogenen Bacteria Peptoniphilus elegans und Clostridium bornimense sowie
von dem hydrogenotroph methanogenen Archaeon Methanoculleus bourgensis.

Grundlage der Einordnung eines Isolats als neue Art ist neben strukturellen und physio-
logischen Eigenschaften unter anderem auch die Nukleotidsequenz des 16S rRNA
Gens. Allgemein akzeptiert ist, dass Sequenzunterschiede > 3% zu dem nachst ver-
wandten Typstamm auf das Vorliegen einer neuen Art hinweist (STACKEBRANDT & GOE-
BEL 1994). Neuere Studien zeigten jedoch, dass bereits Sequenzahnlichkeiten
< 98,65% ein Indiz fur unterschiedliche Arten sind (Kim et al. 2014). Wie aus den Tabel-
len 2 und 3 ersichtlich, wurden fur eine Reihe von Isolaten aus mesophilen und thermo-
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philen Biogasanlagen deutlich geringere Sequenzéhnlichkeiten zu bisher bekannten
Typstammen gefunden. Beispiele fir thermophile Mikroorganismen sind Stamm AS46
mit 96,2% Ahnlichkeit zu Tepidanaerobacter syntrophicus, Stamm D1 mit 96,2% Ahn-
lichkeit zu Tepidimicrobium ferriphilum sowie die Stamme Neu23 und N1F mit 94,2%
Ahnlichkeit zu Clostridium putrefaciens. Im Falle der Isolate aus mesophilen Biogasre-
aktoren sind die Stamme M3/9 mit 89,8% Ahnlichkeit zu Clostridium lactatifermentans,
PP17-6a mit 89,8% zu Sporanaerobacter acetigenes und SG1.4B mit 90,5% Ahnlichkeit
zu Gallicola barnesae besonders bemerkenswert, da sie wahrscheinlich sogar neuen
Gattungen zugeordnet werden kdnnen.

Tabelle 4: Erstmals beschriebene Mikroorganismenarten und Genome von Mikroorganismen
aus meso- und thermophilen Biogasfermentern (Literaturangaben s. Kap. 1.8).

Taxonomische Einordnung

Erstbeschreibung (Erst-) Beschreibung
Bemerkung
Doméne Klasse Familie Art der Art des Genoms
Archaea Methanobacteria Methanobacteriaceae  Methanobacterium congolense Friihere Studien anderer Autoren  Maus et al. eingereicht,
Torres et al. eingereicht
Methanobacterium formicicum Friihere Studien anderer Autoren  Maus et al. 2014,
Maus et al. eingereicht
Methanothermobacter wolfeii Friihere Studien anderer Autoren  Maus et al. eingereicht
Methanomicrobia Methanomicrobiaceae Methanoculleus bourgensis Fruhere Studien anderer Autoren  Maus et al. 2012,
Maus et al. 2015b,
Maus et al. eingereicht
Methanoculleus chikugoensis Friihere Studien anderer Autoren  Maus et al. eingereicht
Bacteria Bacilli Bacillaceae Bacillus thermoamylovorans Friihere Studien anderer Autoren  Koeck et al. 2014a
Bacteroidia Porphyromonadaceae  Fermentimonas caenicola Hahnke et al. 2016 Hahnke et al. 2015, Neue Gattung
Maus et al. eingereicht
Petrimonas mucosa Hahnke et al. 2016 Maus et al. eingereicht Neue Art
Proteiniphilum saccharofermentans  Hahnke et al. 2016 Maus et al. eingereicht Erweiterte
Beschreibung
der Gattung
Clostridia Clostridiaceae Clostridium sp. str. N3C Bislang nicht publiziert Maus et al. eingereicht Neue Art
Clostridium bornimense Hahnke et al. 2014a Hahnke et al. 2014b, Neue Art
Tomazetto et al. 2016,
Maus et al. eingereicht
Lachnospiraceae Herbinix hemicellulosilytica Koeck et al. 2015b Koeck et al. 2015a Neue Gattung
Herbinix luporum Koeck et al. 2016d Koeck et al. 2016a Neue Gattung
Ruminococcaceae Clostridium thermocellum Fruhere Studien anderer Autoren  Koeck et al. 2013,
Koeck et al. 2014c,
Maus et al. eingereicht
Herbivorax saccincola Koeck et al. 2016b Beschreibung in Vorbereitung  Neue Gattung
Ruminoclostridium cellulosi Frihere Studien anderer Autoren  Koeck et al. 2014a,
Maus et al. eingereicht
Unclassified Proteiniborus sp. str. BA2-13 Beschreibung in Vorbereitung - Neue Art
Proteiniborus sp. str. DW1 - Maus et al. eingereicht Gleiche Art wie
Proteiniborus
sp. str. BA2-13
Sporanaerobacter sp. str. PP17-6a  Bislang nicht publiziert Maus et al. eingereicht Vermutlich
neue Gattung
Tissierellia Peptoniphilaceae Peptoniphilus elegans Tomazetto et al. eingereicht ~ Tomazetto et al. 2014, Neue Art
Tomazetto et al. eingereicht,
Maus et al. eingereicht
Negativicutes Sporomusaceae Propionispora sp. str. 2/2-37 Bislang nicht publiziert Koeck et al. 2016¢ Vermutlich
neue Gattung
Thermotogae Petrotogaceae Defluviitoga tunisiensis Friihere Studien anderer Autoren  Maus et al. 2015a,

Maus et al. 2016b,
Maus et al. eingereicht
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7 Fazit

Durch die Kombination von traditionellen Techniken zur Kultivierung repréasentativer
Arten von Mikroorganismen fur alle Stoffwandlungsprozesse wéahrend der Biomethani-
sierung von Biomasse mit modernen Hochdurchsatzverfahren zur Sequenzierung mik-
robieller Genome und Metagenome wurden erste Schritte zur Identifizierung und Defini-
tion eines Kern-Mikrobioms unternommen. Deutlich muss dabei zwischen den Gemein-
schaften von mesophilen und thermophilen Biogasfermentern unterschieden werden.

Bei dieser Studie konnten dartiber hinaus erstmals eine Reihe bislang nicht charakteri-
sierter mikrobieller Arten taxonomisch und funktionell beschrieben werden. Durch die
parallele Analyse von exemplarischen Metagenomen fiir verschiedene Biogas-
Mikrobiome konnte die Abundanz dieser neuen Arten ermittelt werden.

Die Analyse der mikrobiellen Metagenome wies zugleich auf einen sehr hohen Anteil
unbekannter Arten hin. Lediglich 17,5% der sequenzierten 16S rRNA Gene konnten
bekannten Gattungen zugeordnet werden. Dieses unterstreicht die Bedeutung des in
dieser Studie angewandten kombinierten Ansatzes insbesondere hinsichtlich der An-
wendung und weiteren Entwicklung von Kultivierungsstrategien und klassischen mikro-
biologischen Arbeiten.

8 Auswahl von Veroffentlichungen zu den Ergebnissen des Verbunds

Die Ergebnisse dieses Verbundvorhabens wurden in bislang 29 Fachartikeln veroffent-
licht. Weitere Manuskripte befinden sich in Vorbereitung oder sind derzeit zur Begutach-
tung eingereicht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse in deutscher Sprache erfolgt
in den Schlussberichten der einzelnen Teilprojekte.

Manuskripte eingereicht zur Begutachtung

(1) MAus I., BREMGES A., STOLZE Y., HAHNKE S., CiBIS K. G., KOECK D.E., KIM Y.S., KREUBEL
J., HASSA J., WIBBERG D., WEIMANN A., OFF S., STANTSCHEFF R., ZVERLOV V.V., SCHWARZ
W.H., KONIG H., LIEBL W. SCHERER P., MCHARDY A.C., SCZYRBA A., KLOCKE M., PUHLER A.,
SCHLUTER A. (eingereicht): Genome characteristics of bacterial and archaeal isolates from
anaerobic digestion microbiomes and their prevalence in industrial biogas plants

(2) MAus ., Kim Y.S., WIBBERG D., STOLZE Y., OFF S., ANTONCZYK S., PUHLER A., SCHERER P.,
SCHLUTER A. (eingereicht): Biphasic study to characterize agricultural biogas plants by
high-throughput 16S rRNA gene amplicon sequencing and microscopic analysis

(3) ToMAZETTO G., HAHNKE S., LANGER T., WIBBERG D., BLOM J., MAUS |., PUHLER A., KLOCKE
M., SCHLUTER A. (eingereicht): The completely annotated genome, comparative genomics
and description of Peptoniphilus elegans sp. nov., a novel acidogenic bacterium isolated
from a mesophilic biogas reactor

(4) TORRES G., KIM Y.S., MAUS |., WIBBERG D., WINKLER A., OFF S., PUHLER A., SCHERER P.,
SCHLUTER A. (eingereicht): Genome sequence of Methanobacterium congolense strain
Buetzberg, a hydrogenotrophic, methanogenic archaeon, isolated from a mesophilic indus-
trial-scale biogas plant utilizing bio-waste
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2016

(5 CiBIs K.G., GNEIPEL A., KONIG H. (2016): Isolation of acetic, propionic and butyric acid-
forming bacteria from biogas plants. Journal of Biotechnology 220: 51-63. DOI:
10.1016/j.jbiotec.2016.01.008

(6) HAHNKE S., LANGER T., KOECK D.E., KLOCKE M. (2016): Description of Proteiniphilum sac-
charofermentans sp. nov., Petrimonas mucosa sp. nov. and Fermentimonas caenicola gen.
nov., sp. nov. isolated from mesophilic laboratory-scale biogas reactors, and emended de-
scription of the genus Proteiniphilum. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 66: 1466-1475. DOI: 10.1099/ijsem.0.000902

(7) Koeck D.E., MAUS |., WIBBERG D., WINKLER A., ZVERLOV V.V., LIEBL W., PUHLER A.,
SCHWARZ W.H., SCHLUTER A. (2016a). Complete genome sequence of Herbinix luporum
SD1D, a new cellulose degrading bacterium isolated from a thermophilic biogas reactor.
Genome Announcements 4: e00687-16. DOI: 10.1128/genomeA.00687-16

(8) Koeck D.E., MECHELKE M., ZVERLOV V.V., LIEBL W., SCHWARzZ W.H. (2016b): Herbivorax
saccincola gen. nov.; sp. nov.; a cellulolytic, anaerobic, thermophilic bacterium isolated via
in sacco enrichments from a lab scale biogas reactor. International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology, im Druck. DOI: 10.1099/ijsem.0.001374

(9) Koeck D.E., MAUS I., WIBBERG D., WINKLER A., ZVERLOV V.V., LIEBL W., PUHLER A.,
SCHWARZ W.H., SCHLUTER A. (2016c): Draft genome sequence of Propionispora sp. 2/2-37,
a new xylan degrading bacterium isolated from a mesophilic biogas reactor. Genome An-
nouncements 4: e00609-16. DOI: 10.1128/genomeA.00609-1

(10) Koeck D.E., HAHNKE S., ZVERLOV V.V. (2016d): Herbinix luporum sp. nov.; a thermophilic
cellulose-degrading bacterium isolated from a thermophilic biogas reactor. International
Journal of Systematic and Evolutionary  Microbiology, im Druck. DOI:
10.1099/ijsem.0.001324

(11) MAus |, KoEck D.E., CiBIS K.G., HAHNKE S., KIM Y.S., LANGER T., KREUBEL J., ERHARD M.,
BREMGES A., OFF S., STOLZE Y., JAENICKE S., GOESMANN A., SCZYRBA A., SCHERER P., KO-
NIG H., SCHWARz W.H., ZVERLOV V.V., LIEBL W., PUHLER A., SCHLUTER A., KLOCKE M.
(2016a): Unraveling the microbiome of a thermophilic biogas plant by metagenome and
metatranscriptome analysis complemented by characterization of bacterial and archaeal
isolates. Biotechnology for Biofuels 9:171. DOI: 10.1186/s13068-016-0581-3

(12)Maus I., CiBIs K.G., BREMGES A., STOLZE Y., WIBBERG D., TOMAZETTO G., BLOM J., SCZYRBA
A., KONIG H., PUHLER A., SCHLUTER A. (2016b): Genomic characterization of Defluviitoga
tunisiensis L3, a key hydrolytic bacterium in a thermophilic biogas plant and its abundance
as determined by metagenome fragment recruitment. Journal of Biotechnology 232: 50-60.
DOI: 10.1016/j.jbiotec.2016.05.001

(13) Tomazetto G., Hahnke S., Koeck D.E., Wibberg D., Maus |I., Puhler A., Klocke M.,
Schliter A. (2016): Complete genome analysis of Clostridium bornimense strain M2/40T: a
new acidogenic Clostridium species isolated from a mesophilic two-phase laboratory-scale
biogas reactor. Journal of Biotechnology 232: 38-49. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2015.08.001

2015

(14) HAHNKE S., MAUS |., WIBBERG D., TOMAZETTO G., PUHLER A., KLOCKE M., SCHLUTER A.
(2015): Complete genome sequence of the novel Porphyromonadaceae bacterium strain
ING2-E5B isolated from a mesophilic lab-scale biogas reactor. Journal of Biotechnology
193: 34-36. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2014.11.010

(15) Koeck D.E., MAuUsS I., WIBBERG D., WINKLER A., ZVERLOV V.V., LIEBL W., PUHLER A,
SCHWARZ W.H., SCHLUTER A. (2015a): Draft genome sequence of Herbinix hemicellulosily-
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9 Offentlich verfugbare Isolate und verfiigbares Datenmaterial

Die im Rahmen dieser Studie erzeugten Isolate wurden in verschiedenen Stammsamm-
lungen hinterlegt und sind u.a. Gber das Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (www.dsmz.de) erhéltlich. Entsprechende
Stammsammlungsnummern finden sich in den Tabelle 2 und 3. Weitere Isolate sind
Uber die Bearbeiter der jeweiligen Teilprojekte verfugbar.

Die im Rahmen dieser Studie fur Referenzarten erzeugten MALDI-TOF MS Spektren
(Tabelle 5) sind in der offentlichen Datenbank MALDI-TOF MS User Platform heraus-
gegeben durch das Chemische und Veterinaruntersuchungsamt Stuttgart (http://maldi-
tof-ms-user-platform.ua-bw.de/) hinterlegt. Alle MALDI-TOF MS Spektren fir Isolate

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 92
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik und Biodkonomie e.V. (ATB)



BIOGAS-CORE 21
Schlussbericht

(Anhang 3 zum Schlussbericht von Teilvorhaben 1) liegen in einer Replikation vor und
kénnen auf Anfrage bei dem Verbundkoordinator (Kontakt: mklocke@atb-potsdam.de)
an Dritte weitergeben und in anderen Datenbanken eingespielt werden.

Tabelle 5: MALDI-TOF MS Spektren fur Referenzarten

Taxonomische Einordnung Stamm- Online
sammlungs- 1
Doméne Klasse Familie Art nr. am
Bacteria Bacilli Bacillaceae Bacillus thermoamylovorans DSM 13307 12.09.2016
Lactobacillaceae Lactobacillus brevis DSM 200547 12.09.2016
Lactobacillus buchneri DSM 20057" 12.09.2016
Lactobacillus kefiri DSM 205877 12.09.2016
Lactobacillus parafarraginis  DSM 183907 12.09.2016
Lactobacillus rapi DSM 199077 12.09.2016
Lactobacillus rossiae DSM 15814" 12.09.2016
Pediococcus acidilactici DSM 202847 12.09.2016
Pediococcus parvulus DSM 203327 12.09.2016
Bacteroidia Porphyromonadaceae Fermentimonas caenicola DSM 28696" 12.09.2016
Petrimonas mucosa DSM 28695" 12.09.2016
Clostridia  Clostridiaceae/Ruminococcaceae Clostridium sp. DSM 7072 12.09.2016
Eubacteriaceae Eubacterium barkeri DSM 12237 12.09.2016
Ruminococcaceae Clostridium sporosphaeroides pDsSM 12947  12.09.2016
Clostridium stercorarium DSM 85327  12.09.2016

Clostridium thermocellum ATCC 27405" 12.09.2016
DSM 2360 12.09.2016
DSM 4150 12.09.2016

T Typstamm
! http:/maldi-tof-ms-user-platform.ua-bw.de/
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I Ziele
1.1 Aufgabenstellung

Die Gewinnung von Biogas aus nachwachsenden Rohstoffen und landwirtschaftlichen
Reststoffen ist wesentlicher Baustein einer nachhaltigen und CO,-neutralen Energieer-
zeugung. Der anaerobe Abbau von Biomasse zu Biogas im Zuge der Biomethanisie-
rung wird durch eine komplexe und dynamische Lebensgemeinschaft bestehend aus
einer Vielzahl von Bakterien und Archaeen bewirkt. Die mikrobiellen Prozesse kénnen
dabei in vier Stufen eingeteilt werden: Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und Me-
thanogenese. Bei der Hydrolyse werden polymere Ausgangssubstrate wie Kohlenhyd-
rate, Eiweil3e und Fette in einfache organische Verbindungen gespalten. Die gebildeten
Zwischenprodukte werden dann in der Acidogenese durch séurebildende Bakterien
Uberwiegend zu niederen S&uren wie beispielsweise Essigsaure, Propionsaure, Butter-
saure, Ameisensaure oder Milchsdure sowie zu Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff ab-
gebaut. Bei der Acetogenese entstehen Essigsaure, Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid.
Im letzten Schritt des anaeroben Abbaus, der Methanogenese, werden Essigsaure,
Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid zu Methan, Wasser und Kohlenstoffdioxid umge-
wandelt (WEILAND 2010, MERLIN CHRISTY et al. 2014). Die Mehrheit der in den verschie-
denen Abbaustufen beteiligten Mikroorganismen ist ebenso wie ihre Stoffwechselleis-
tungen bislang nicht wissenschaftlich untersucht. Die Kenntnis der Biogas-Mikrobiologie
wird jedoch allgemein als Schltissel fur die weitere technologische Optimierung der Bio-
gasproduktion angesehen.

Zur Aufklarung der mikrobiologischen Zusammenhéange gewinnen Hochdurchsatztech-
nologien zur DNA-Analyse zunehmend an Bedeutung. Jedoch sind die hiermit erhalte-
nen Datenmengen bislang nur ansatzweise auswertbar, da es haufig an Referenzdaten
mangelt. Um die Hochdurchsatz-DNA-Analytik auch fir die Biogasforschung zu er-
schlieBen, sollte im Rahmen dieses Verbundvorhabens eine Referenzdatensammlung
fur das Kern- (,core®) Mikrobiom von Biogasanlagen aufgebaut werden. Hierzu sollten
gemaln der Vorhabenbeschreibung folgende Arbeitspakete durchgefihrt werden:

(AP 1) Auswahl und Beprobung von reprasentativen Biogasanlagen

(AP 2) Gewinnung von Isolaten fur cellulolytische, acidogene, acetogene und stick-
stoffumsetzende Bakterien sowie flir methanogene Archaea

(AP 3) Etablierung neuartiger Verfahren zur Isolierung von Mikroorganismen aus Bio-
gasreaktoren

(AP 4) Sequenzierung der Genome der Isolate und bioinformatische Auswertung

(AP 5) Strukturierung der Referenzdatenbank anhand bereits vorhandener Metage-
nomdaten

(AP 6) Abgleich der Daten und Aufbau einer Referenzdatenbank fiir den Kernbestand
an Mikroorganismen

(AP 7) Etablierung einer zeitnahen Diagnostik des Reaktorzustandes mittels MALDI-
TOF MS
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Zur Umsetzung des Vorhabens wurde ein Konsortium bestehend aus Partnern mit einer
langjahrigen Expertise auf dem Gebiet der Mikrobiologie anoxischer Habitate, der kul-
turunabhéngigen Charakterisierung mikrobieller Lebensgemeinschaften in Biogasfer-
mentationen, der Genom- und Metagenomsequenzierung sowie der Verfahrenstechnik
und Anlagentechnik von Biogasfermentationen aufgebaut (Abbildung 1). Im Einzelnen
waren folgende Parter beteiligt:

e Leibniz-Institut fir Agrartechnik und BioGkonomie e.V., Abt. Bioverfahrenstechnik
[ATB]

Universitat Bielefeld, Centrum fir Biotechnologie [CeBiTec]

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Institut fur Mikrobiologie und Weinforschung
[JvGU]

Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg, Fakultat Life Sciences [HAW]

Technische Universitat Minchen, Lehrstuhl fir Mikrobiologie [TUM]

Zudem war ein privatwirtschaftliches Labor, die RIPAC-LABOR GmbH Potsdam, mit
langjahriger Erfahrung auf dem Gebiet der mikrobiologischen Auftragsanalytik im Be-
reich Landwirtschaft als Unterauftragnehmer beteiligt, welches die erarbeiteten Ergeb-
nisse zur Verbesserung der analytischen Verfahren und Befundbeurteilung sowie zur
Entwicklung von Schnelltests nutzen wird. Die RIPAC-LABOR GmbH ist spezialisiert
auf die Kultivierung, Gewinnung und Identifizierung von Mikroorganismen im Bereich
der Veterinar-, Human- und Umweltmikrobiologie. Das RIPAC-LABOR verfiigt dabei
Uber spezielle Kenntnisse zur Kultivierung anspruchsvoller, insbesondere anaerober
Bakterien und kann diese durch spezifische Selektiv- und Anreicherungsmedien isolie-
ren. Zur Identifizierung werden alle Isolate mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
analysiert und die typischen Massenspektrenmuster in einer Datenbank identifiziert und
gespeichert.

GEWINNUNG VON Cellulolyt!sche Acido—fAce_togene Methanogene Stickstoff-Umsetzer
ISOLATEN Bakterien Bakterien Archaea (ATB. RIPAC)
(TUM, JGU) (JGU, TUM, RIPAC) (JGU, HAW, ATB) '

Molekulare Marker
FISH-Mikroskopie
(ATB, HAW, JGU, TUM)

PRIMARE Kulturtechniken Mikropraparation
ANALYTIK (TUM, JGU, HAW, ATB) (JGU)

MALDI-TOF/MS
(RIPAC, ATB)

ENTWICKLUNG Genom- Bioinformatische
CORE- Sequenzierung Auswertung
MIKROBIOM (CeBiTec) (CeBiTec)

Abbildung 1: Zusammenfassung der geplanten Arbeiten sowie der Arbeitsverteilung zwischen
den Verbundpartnern.
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Im Rahmen von Teilvorhaben 1 wurden am ATB in Kooperation mit der RIPAC-LABOR
GmbH als Unterauftragnehmer sowie der tbrigen Verbundpartner Arbeiten mit folgen-
der Schwerpunktsetzung durchgefuhrt:

e Koordination des Forschungsverbundes

¢ Isolierung von an der Umsetzung von stickstoffhaltigen Substanzen beteiligten Mik-
roorganismen

e [solierung von methanogenen Archaea

e Methodenentwicklung zur Kultivierung von o. g. Mikroorganismen (z. B. unter An-
wendung spezifischer anaerober Anreichungsverfahren)

¢ Identifizierung kultivierter Mikroorganismen mittels MALDI-TOF MS Analytik und 16S
rRNA Gensequenzierung

= Anlage einer MALDI-TOF MS Datenbank, phylogenetische Auswertung
o Entwicklung molekularer Marker fir ausgewéahlte Arten bzw. Isolate

1.2 Planung und Ablauf des Vorhabens
[.2.1 Organisatorische MaBhahmen am ATB

Fur die wissenschaftliche Bearbeitung des am ATB angesiedelten Teilprojekts sowie
zur As-sistenz bei der wissenschaftlichen Koordination des Forschungsverbundes wur-
de mit Beginn der Forderperiode zum 01.08.2012 Dr. Sarah Hahnke als wissenschaftli-
che Mitarbeiterin eingestellt. Als technische Assistenz zur Durchfihrung der Isolie-
rungsarbeiten sowie der technischen Organisation des Anaerobierlabors wurde eine
Fachkraft mit der Qualifikation Umweltschutztechnikerin und Biologielaborantin, Jutta
Striesow, eingestellt. Frau Striesow schied aufgrund einer beruflichen Neuorientierung
zum 31.11.2012 aus dem ATB aus. Als Nachfolger wurde zum 01.01.2013 Dipl.-Biol.
Thomas Langer eingestellt.

1.2.2 Organisation und wissenschaftlich-technische Planung im Verbund

Um die Arbeiten im Verbund zu planen und koordinieren, fand am 05.11.2012 ein Auf-
taktsymposium am ATB in Potsdam statt, an dem mindestens ein Vertreter jedes Ver-
bundpartners teilnahm. Wahrend der Projektlaufzeit wurden dartber hinaus Projekttref-
fen im jahrlichen Abstand durchgefiihrt, auf denen die Arbeiten und Ergebnisse eines
jeden Teilprojekts vorgestellt und diskutiert wurden. Das erste Statustreffen fand am
18./19.04.2013 am CeBiTec der Universitat Bielefeld statt, das zweite Treffen wurde am
04.04.2014 an der JvGU in Mainz abgehalten, und das dritte Statusseminar wurde am
12./13.03.2015 von der HAW in Hamburg ausgerichtet. Neben der Ergebnisauswertung
erfolgte jeweils auch die Planung der weiteren Vorgehensweise im Projekt (siehe Proto-
kolle in der Anlage).
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Der Ablauf des Vorhabens orientierte sich an der im Projektantrag dargestellten Ar-
beitsplanung. Wahrend des Auftaktsymposiums wurden von den Verbundpartnern die
zu Beginn des Vorhabens auszufiihrenden Arbeiten zur Umsetzung der Arbeitspakete
AP 1-7 wie folgt prazisiert:

Arbeitsschwerpunkt 1: Untersuchung der Diversitat cellulolytischer Bakterien in Biogas-
anlagen

Nach dem Stand der Literatur ist ein reprasentativer Vertreter fur in Biogasreaktoren
auftre-tende cellulolytische Bakterien Clostridium thermocellum. Es ist zu vermuten,
dass diesem Bakterium oder hierzu eng verwandte Mikroorganismen eine zentrale Be-
deutung bei dem anaeroben Abbau pflanzlicher Biomasse zukommt. In diesem Arbeits-
paket sollen daher die in Biogasanlagen auftretenden Varianten dieser Art untersucht
werden, insbesondere die Bandbreite deren genetischer Variation. Hierzu soll eine
Auswahl von unterschiedlichen Praxisanlagen mit verschiedenen Garsubstraten und
unterschiedlichen Temperaturregimen getroffen werden. Probenmaterial soll dann dem
Partner TUM zur Isolierung von Clostridium thermocellum bereitgestellt werden. Die
dabei gewonnenen lIsolate sollen auRerdem mittels MALDI-TOF MS-Analysen durch
das RIPAC-LABOR in Potsdam identifiziert werden. Basierend auf den erhaltenen Da-
ten sollen dann Isolate fur die Genomsequenzierung und die bioinformatische Erstel-
lung von Draft-Genomen (CeBiTec) ausgewahlt werden.

Arbeitsschwerpunkt 2: Untersuchung der mikrobiellen Diversitat in einer thermophilen
Modellanlage

Ziel dieses Arbeitsschwerpunktes ist eine mdglichst umfassende kulturbasierte Analyse
eines exemplarischen Biogasreaktors. Als Modellanlage soll die thermophile Praxisan-
lage am Standort Viersen beprobt werden. Ziel ist die Isolierung von Mikroorganismen
der vier anaeroben Abbaustufen (Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und Methano-
genese) mittels der unterschiedlichen Isolierungsstrategien der Projektpartner. Gleich-
zeitig solle dieses Arbeitspaket zur Etablierung der Kultivierungsplattformen bei den
verschiedenen Projektpartnern dienen.

1.2.3 Wissenschaftlich-technischer Ablauf im Teilprojekt 1 (ATB)

Zur Umsetzung des Arbeitsschwerpunktes 1 wurde vom ATB dem Partner TUM Pro-
benmaterial aus zwei Praxisanlagen fir die Isolierung von Clostridium thermocellum zur
Verfigung gestellt. Fir am ATB stattfindene Isolierungsarbeiten wurden insgesamt vier
Reaktorproben aus drei verschiedenen Biogasreaktoren verwendet. Als gemeinsame
Biogasanlage gemal} Arbeitsschwerpunkt 2 wurde zu Projektbeginn die thermophil be-
triebene Praxisanlage in Viersen von allen Verbundpartnern beprobt. Fur die Arbeiten
am ATB wurden aul3erdem zwei mesophile Laborreaktoren beprobt.

Im Rahmen von Teilprojekt 1 wurden diverse Anreicherungs- und Isolierungsansatze
zur Gewinnung von mikrobiellen Isolaten erstellt und tUber den Projektzeitraum kontinu-
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ierlich weitergefiihrt. Die Anreicherungen wurden im Hinblick auf die enthaltenen mikro-
biellen Gemeinschaften untersucht, und es wurden Reinkulturen erzeugt. Drei der Isola-
te, die als Bakterien identifiziert wurden, die haufig in Biogasanlagen vorkommen und
dem Phylum Bacteroidetes zuzuordnen sind, wurden umfangreich physiologisch, mor-
phologisch, genotypisch und chemotaxonomisch charakterisiert und als neue Bakte-
rienarten bzw. als neue Bakteriengattung beschrieben.

Alle im Rahmen des Projekts gewonnenen Isolate wurden von dem ATB dem Partner
RIPAC-LABOR GmbH fir eine MALDI-TOF MS-Analytik bereitgestellt. Ziel war die Er-
stellung und Einspeisung von Proteinprofilen neuer Bakterienisolate in eine MALDI-TOF
MS-Datenbank zum Ausbau der Datenbank fir die Schnelldiagnostik von Biogasanla-
gen. Weiterhin erfolgte die Etablierung einer zeithahen Diagnostik des Reaktorzustan-
des mittels MALDI-TOF MS durch den Partner RIPAC-LABOR GmbH.

Fur die Erstellung von Referenzgenomen zur Interpretation von Genomdaten aus der
Hochdurchsatz-DNA-Analytik (= Aufbau einer Referenzdatenbank) wurden 11 Isolate
des ATB ausgewahlt, deren Genome dann von dem Partner CeBiTec sequenziert wur-
den. Grundlage der bioinformatischen Auswertung solcher hochauflésender Genomda-
tensatze ist die Kenntnis modernster Software-Applikationen erforderlich. Zur entspre-
chenden Einarbeitung aller Projektpartner wurde durch das CeBiTec vom
02. - 04.07.2014 ein Workshop in Bielefeld veranstaltet. In Folge dessen konnte am
ATB das Genom eines Bakterienisolats aus dem Phylum Bacteroidetes vollstandig an-
notiert werden als Grundlage zur umfassenden Auswertung des Genoms. In enger Zu-
sammenarbeit mit dem Partner CeBiTec wurde auRerdem das Genom der am ATB cha-
rakterisierten neuen Bakterienart Clostridium bornimense ausgewertet und veroffent-
licht.

1.3 Stand der Wissenschaft und Technik

Die Vergarung von nachwachsenden Rohstoffen und landwirtschaftlichen Reststoffen
zu Biogas gewinnt als essentieller Bestandteil von Wertschdpfungsketten im Bereich
der Landwirtschaft und von Konzepten fir eine nachhaltige und CO,-neutrale Energie-
erzeugung zunehmend an Bedeutung. Mittlerweile werden in Deutschland tber 8.000
Biogasanlagen mit einer installierten Leistung von mehr als 3,9 GWqek betrieben [FNR].
Nach einer Schatzung des Fachverbandes Biogas wurde 2015 durch die Nutzung von
Biogas alleine in Deutschland die Emission von mehr als 21 Millionen Tonnen CO; aus
fossilen Quellen vermieden.

Die Biogasfermentation als mikrobiologischer Prozess

In Biogasanlagen bewirkt eine komplexe und dynamische mikrobielle Biozénose den
Aufschluss und Abbau der organischen Biomasse zu Biogas. Die in pflanzlicher Bio-
masse gespeicherten langkettigen Kohlenhydrate wie z. B. Cellulose oder Starke wer-
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den dabei zuerst in Oligo- und Monomere der jeweiligen Zuckerverbindungen gespalten
(Hydrolyse). Diese wiederum sind Substrate fir die Vergarung zu verschiedenen Car-
bonséauren, sog. leichtflichtigen Fettsauren (volatile fatty acids, VFA) (Acidogenese). Im
Zuge einer sekundaren Garung kénnen diese Sauren zu anderen Carbonsauren um-
gewandelt werden, in erster Linie entsteht dabei Essigsédure (Acetogenese). Unter be-
stimmten, unglnstigen Fermentationsbedingungen ist Essigsaure das Endprodukt der
Garung. In diesem Fall kommt es zur Anreichung der Essigsaure in dem Reaktor und
dadurch zu einer Versauerung. Dieses fuhrt in der Folge zum Erliegen der Biogaspro-
duktion und zu einem Stopp der Abbauprozesse.

Unter normalen Prozessbedingungen wird Essigsaure allerdings weiter oxidiert, entwe-
der zu Kohlendioxid und molekularem Wasserstoff (Acetat-Oxidation) oder zu Methan
und Kohlendioxid (acetoklastische Methanogenese). Das Kohlendioxid gast aus und
bildet einen Hauptbestandteil des Biogases (bis zu 50%). Alternativ kann das Kohlendi-
oxid mit Hilfe von molekularem Wasserstoff als Reduktionsmittel zu Methan reduziert
werden (hydrogenotrophe Methanogenese). Methan ist die brennbare Komponente des
Biogases und kann unter optimalen Bedingungen bis zu 80% des Biogases ausma-
chen.

Wahrend die fermentativen Prozesse durch eine Reihe verschiedener Bakterien haupt-
sachlich aus den Phyla Firmicutes und Bacteroidetes, aber auch durch Proteobacteria
umgesetzt werden, besitzen nur Archaeen des Phylums Euryarchaeota die notwendige
enzymatische Ausstattung zur Methanogenese. Jeder der Schritte von der Biomasse
bis zum Biogas kann im Prozess ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt sein.

Trotz einer Reihe von Studien u.a. durch die Antragsteller muss die Biogas-
Mikrobiologie im Allgemeinen noch als ,black box“, also als weitestgehend unbekannter
Mikrokosmos angesehen werden. Dennoch wird die Aufklarung der mikrobiellen Zu-
sammenhange allgemein als Schlussel fir die weitere verfahrenstechnische Optimie-
rung der Biogasfermentation betrachtet. So weist eine Studie des Bundesministeriums
fur Wirtschaft und Technologie (BMWi) zu den Schwerpunkten fur Forschung und Ent-
wicklung in den Energietechnologien fur den Bereich der Biogasproduktion explizit auf
den Forschungsbedarf auf dem Gebiet der Analyse der Stoffwechselvorgange und der
beteiligten Organismen sowie den notwendigen Anpassungen der Verfahren an die An-
forderungen der Biozénose hin [BMWi 2010: Energietechnologien 2050 — Schwerpunk-
te fur Forschung und Entwicklung. S. 72; Forderschwerpunkt des BMELV (2011) zum
Thema: "Mikrobiologische Prozesse in Biogasanlagen”].

Analyse mikrobieller Gemeinschaften

Die mikrobiologische Analytik wird dadurch erschwert, dass (1) die mikrobiologische
Gemeinschaft aus Hunderten der unterschiedlichsten Arten von Mikroorganismen be-
steht, welche aufgrund der anaeroben Lebensweise, &hnlicher Nahrstoffanforderungen
und syntropher bzw. symbiotischer Wechselbeziehungen haufig nicht oder nur schwer
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kultivierbar sind, (2) daher viele der auftretenden Arten bislang weder taxonomisch noch
physiologisch beschrieben sind, (3) die mikrobiologische Gemeinschaft zeitlich und in
Abhangigkeit der Betriebsweise des Biogasreaktors stark variiert.

In den letzten Jahren konnten in der mikrobiologischen Analytik gewaltige technologi-
sche Durchbruche erzielt werden, welche es moglich erscheinen lassen, die , black box*
der Biogas-Mikrobiologie zu entschlisseln. Insbesondere wurden verschiedene kultur-
unabhangige Hochdurchsatzverfahren zur molekularen Analyse etabliert, welche die
Bearbeitung von komplexen mikrobiellen Lebensgemeinschaften ermdglichen. Hierzu
zéhlen insbesondere sog. OMIK-Technologien, wie Genomik (Analyse des gesamten
Erbguts einer Zelle), Transkriptomik (Analyse der exprimierten Gene einer Zelle), Pro-
teomik (Analyse der Proteine in einer Zelle) und Metabolomik (Analyse des Stoffwech-
sels einer Zelle). Zur Aufklarung komplexer mikrobieller Strukturen kénnen solche
Hochdurchsatzverfahren auch als Meta-Analyse eingesetzt werden z. B. zur Entschlis-
selung des gesamten Erbgutes einer mikrobiellen Gemeinschaft (z. B. Metagenomik).
Auf Basis solcher, sehr umfangreicher Datenpakete zur Struktur und zu dem geneti-
schen Potential mikrobieller Gemeinschaften lassen sich mit bioinformatischen Auswer-
tungsverfahren funktionelle Netzwerke erstellen, die wesentlich sind fir die Aufklarung
der Stoffwandlungsprozesse innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft, des Mikrobioms.

Im Rahmen der BMBF/PtJ gefdrderten Vorhaben FABES (03SF0346B) und Bio-
gasPlusProjekt (03SF0349C) wurden in Zusammenarbeit von ATB und CeBiTec mehre-
re Metagenom-Analysen von Biogasfermentationen durchgefihrt. Bislang resultierten
aus diesen Arbeiten DNA-Sequenzinformationen im Umfang von 441 Mio. Basenpaaren
(Mb) verteilt auf 1,1 Mio. DNA-Stlicken (environmental gene tags, EGTs). Ein grof3er
Anteil dieser Sequenzen (ca. 40 - 50%) ist bislang jedoch nicht interpretierbar, da in den
verfugbaren Datenbanken keine vergleichbaren DNA-Sequenzen hinterlegt sind. Weite-
re Sequenzen kdnnen nur ,ungenau” bestimmten taxonomischen Gruppen und metabo-
lischen Funktionen zugeordnet werden, da sie gro3ere Unterschiede zu den verfiigba-
ren Referenzsequenzen aufweisen. Eine Ursache hierfur liegt darin, dass bislang nur
wenige Mikroorganismen aus Biogasanlagen isoliert und mikro- bzw. molekularbiolo-
gisch charakterisiert wurden. Wesentlich haufiger finden sich in den Datenbanken In-
formationen von Mikroorganismen aus naturlichen, teilweise sogar extremen Lebens-
raumen.

Methoden zur Detektion und Identifizierung von Mikroorganismen

Zur spezifischen Detektion von Mikroorganismen stehen grundsatzlich drei alternative
Analyseverfahren zur Verfigung: (1) der Nachweis der Mikroorganismen in situ, (2) die
Kultivierung der Mikroorganismen mittels spezieller Nahr- und Selektionsmedien, (3) der
kultur- bzw. kultivierungsunabhangige Nachweis der Mikroorganismen auf Basis artspe-
zifischer Molekile (z. B. der PCR-gestutzte Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen).
Die Generierung umfassender Sequenzdatenbanken speziell fir Biogas-
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Fermentationen erlaubt die Entwicklung von molekularen Markern, welche zum art- evtl.
auch stammgenauen Nachweis mittels FISH-Mikroskopie und PCR sowie evtl. auch zur
zielgerichteten Isolierung nutzbar sind.

Alternativ kann eine zeitnahe Identifizierung von Isolaten (,Agarplatten-Kolonien“) auch
auf Basis der Erzeugung spezifischer Zellproteinprofile mittels MALDI-TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) erfolgen. Hier-
bei wird das zu untersuchende Isolat mit einer speziellen Matrix zur Kristallisierung
vermischt. Mithilfe eines UV-Lasers wird diese Mischung dann verdampft, wobei insbe-
sondere aus den Bestandteilen der Mikroorgansimen ionisierte Partikel unterschiedli-
cher GroRe und Ladungen entstehen. Die ionisierten Partikel, vorrangig Peptide, be-
sonders ribosomale Proteine mit wachstums-unabhéngiger Zusammensetzung, werden
in einem elektrischen Feld in eine vorgegebene Richtung beschleunigt. Abhangig von
dem Masse/Ladungsverhéltnis erhalten die unterschiedlichen Partikel individuelle Ge-
schwindigkeiten, wobei leichtere Partikel schneller ,fliegen® als schwerere Partikel. Die-
ses ermdoglicht die getrennte Detektion dieser Partikel am Ende der Flugstrecke (time-
of-flight Prinzip). Mittels geeigneter Detektoren ist parallel auch die Ermittlung der jewei-
ligen Partikelzahl méglich, so dass bei einer in MALDI-Systemen standardisierten La-
dungszahl von 1 als Endergebnis ein Profil der PartikelgrofRe (X-Wert) und -haufigkeit
(Y-Wert) erhalten wird (Spektrum). Dieses Spektrum ist erwiesenermal3en einzigartig
fir jeden Mikroorganismus. Uber den Vergleich der erhaltenen Spektren mit Referenz-
spektren kann somit fast unmittelbar eine Identifizierung des Testkeims erfolgen (Mess-
dauer 15 - 45 s).

Die MALDI-TOF MS-Analyse ermdglicht ein Screening vieler hundert Isolate innerhalb
weniger Tage. So kann rasch eine Identifizierung unbekannter Isolate erfolgen, welche
dann mittels PCR-gestutzter Verfahren taxonomisch eingeordnet und daraufhin ggf. zur
Genomsequenzierung genutzt werden kénnen.

Schutzrechte

Schutzrechte Dritter wurden durch die im Rahmen dieses Projektes umgesetzten Arbei-
ten nicht berthrt.
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1.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Teilprojekts 1 wurde mit allen Verbundpartnern insofern zusammenge-
arbeitet, dass bei regelmafigen Treffen eine Ergebnisvorstellung und -diskussion sowie
die gemeinschaftliche Planung Uber das weitere Vorgehen im Verbund stattfand. Unter
anderem wurden gemeinsam mit allen Verbundpartnern eine (thermophile) Praxisanla-
ge beprobt und mit den bei den jeweiligen Partnern etablierten bzw. optimierten Metho-
den untersucht (AP 1 - 3). Die hierbei erhaltenen Ergebnisse werden derzeit in einem
Manuskript zusammengestellt. Solch eine umfangreiche polyphasische Charakterisie-
rung der mikrobiellen Gemeinschaft einer (thermophilen) Praxisanlage ist bisher einzig-
artig.

Mit den Projektpartnern RIPAC-LABOR GmbH, CeBiTec und TUM wurde im Einzelnen
wie folgt zusammengearbeitet:

e Dem RIPAC-LABOR wurden gewonnene Bakterienisolate fur MALDI-TOF MS-
Analysen bereitgestellt, wodurch Zellproteinspektren verschiedener neuer Bakteri-
enisolate erstellt und in die Datenbank zur Schnelldiagnostik von Biogasanlagen mit
eingespeist werden konnten (Aufbau der Datenbank, AP 6 und 7).

e Vom CeBiTec in Bielefeld wurde von der gemeinschaftlich beprobten Biogasanlage
eine Metagenombank des gesamten Geninventars der mikrobiellen Gemeinschaft
erstellt. Um ein mdglichst genaues Bild der mikrobiellen Gemeinschaft im Reaktor zu
erhalten, hat jeder Projektpartner hierzu aus einer Rickstellprobe des Reaktormate-
rials eine DNA-Extraktion vorgenommen und die extrahierte DNA dem CeBiTec be-
reitgestellt. Dieses Vorgehen sollte einen moglichen Bias durch unterschiedliche
DNA-Extraktionsmethoden oder verschieden lange Transportzeiten der Probe bis zur
Lagerung ausgleichen.

e Fur den Aufbau einer Referenzdatenbank zur Interpretation von Genomdaten aus
der Hochdurchsatz-DNA-Analytik wurden seitens des ATB 11 Isolate ausgewéhlt und
die fur die Genomsequenzierung bendtigten DNA-Mengen bereitgestellt (AP 4
und 5). Die Sequenzierung der Genome erfolgte durch den Projektpartner CeBiTec.
In Zusammenarbeit von ATB und CeBiTec wurden hierzu bereits drei Genome An-
nouncements im Journal of Biotechnology veroffentlicht (HAHNKE et al. 2014b und
2015, TOMAZETTO et al. 2014).

e Zur bioinformatischen Auswertung der erzeugten Genomdaten wurde fur alle Pro-
jektpartner ein Workshop vom 02. - 04.07.2014 am CeBiTec in Bielefeld veranstaltet,
an dem Vertreter aller Verbundpartner teilnahmen.

e Das Genom des am ATB isolierten und charakterisierten Bakteriums Clostridium
bornimense M2/40 wurde am CeBiTec ausgewertet, am ATB wurden zusatzliche
physiologische Experimente durchgefuhrt, und es wurde eine gemeinschftliche Pub-
likation erstellt (TOMAZETTO et al. 2015). Die Auswertung weiterer Genome in Zu-
sammenarbeit mit dem CeBiTec ist in Planung (AP 4 und 5).

e Zur Bearbeitung des Arbeitsschwerpunktes 1 (siehe Abschnitt 1.2.2) wurde der TUM
durch das ATB Probenmaterial von zwei Praxisanlagen bereitgestellt (AP 1 und 2).
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e Fur die Beschreibung neuer Bakterienarten, die am ATB isoliert wurden, hat der Pro-
jektpartner der TUM Messungen extrazellularer Enzymaktivitaten mit den vor Ort
etablierten Methoden durchgefiihrt. Die Ergebnisse flossen in ein Manuskript zur
Charakterisierung von zwei neuen Bakterienarten und einer neuen Bakteriengattung
ein. Das Manuskript ist derzeit beim International Journal of Systematic and Evoluti-
onary Microbiology eingereicht.

e Fur die Charakterisierung einer neuen cellulolytischen Bakterienart der Klasse Clos-
tridia, die von dem Projektpartner der TUM durchgefiuhrt wurde, wurde am ATB die
bakterielle Bildung von Wasserstoff nachgewiesen. Das Manuskript zur Artbeschrei-
bung ist derzeit beim International Journal of Systematic and Evolutionary Microbio-
logy eingereicht.
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Il Ergebnisse
.1  Erzielte Ergebnisse
[1.1.1 Beprobte Biogasreaktoren und -anlagen

Thermophile Praxisanlage Viersen

Bei der Praxisanlage Viersen (Abbildung 2) handelte es sich um eine thermophile An-
lage mit einer Betriebstemperatur von 54°C, fur die als Garsubstrate eine Mischung aus
Mais- und Grassilage sowie Schweinegiille eingesetzt wurden. Weitere Betriebsdaten
zu dieser Anlage sind in Tabelle 6 aufgefuhrt. Der Fermenterinhalt dieser Anlage wurde
sowohl fur die Bakterien- als auch fir die Archaeenkultivierung verwendet.

&
¢ toom
Gas Storage
2500 m*
Digestate Storage
A
Substrate <
C:“ ;
‘ -

Manure Tank

Abbildung 2: a) Thermophile Biogasanlage in Viersen mit drei identischen zylindrischen Fer-
mentern (HOhe: 14 m, Durchmesser 3 m). b) Schematische Darstellung der Biogasanlage. F1 -
F3: Fermenter 1 - 3.

Tabelle 6: Betriebsdaten BGA Viersen. TS: Trockensubstanz, HRT: hydraulische Verweilzeit.

Betriebsparameter

Substrat Festsubstrat 1200 kg/Tag/Fermenter + fliissige Gille 550 L/Tag/Fermenter:
55% Maissilage (32% TS), 6% Gral3silage (30% TS) und 32% Schweinegdille
(2% TS).

Temperatur 54°C

HRT 21 Tage

Methangehalt 56%

Futterung 6 Mal pro Tag
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Zweistufiges mesophiles Labor-Aufstrom-Verfahren

Das zweistufige Aufstrom-Verfahren (Abbildung 3) wurde mesophil betrieben und be-
stand aus einem Aufstromfeststoffreaktor (AFR) mit nachgeschaltetem Festbettreaktor
(FBR). Das System war zweiphasig, d. h. dass teilweise eine rdumliche und zeitliche
Trennung von Hydrolyse/Acidogenese und Methanogenese erfolgte. Als Garsubstrat
wurde eine Mischung aus Maissilage und Weizenstroh eingesetzt. Das Reaktormaterial
wurde fur die Isolierung von Bakterien verwendet.

Betriebsparameter

Substrat Maissilage, Weizenstroh
Temperatur 37°C

AFR: Nutzvolumen 29 L, Arbeitsvolumen 27 L
FBR: Nutzvolumen 23 L, Arbeitsvolumen 22 L
MVoTS 95:5

Raumbelastung 3,0goSL*'d?

Abbildung 3: Links: Zweistufiger Aufstromfeststoffreak-
tor (AFR) mit nachgeschaltetem Festbettreaktor (FBR);
zweiphasig, d. h. teilweise rdumliche und zeitliche Tren-
nung von Hydrolyse/Acidogenese und Methanogenese.
Rechts: Betriebsdaten des Reaktors. MvoTS: Mi-
schungsverhéltnis der Substrate bezogen auf die orga-
nische Trockensubstanz.

Betriebsparameter

Rinder- und Schweinegille, Maissi-

Substrat

lage
Temperatur 37°C
Nutzvolumen 11L

Arbeitsvolumen 8L
MVoOTS 45:45:10
Raumbelastung 3,0 bzw. 8,5goS L™ d*

Abbildung 4: Links: Einstufiger Ruhrkessel-Reaktor
(CSTR). Rechts: Betriebsdaten des Reaktors. MvoTS:
Mischungsverhéltnis der Substrate bezogen auf organi-
sche Trockensubstanz, Bg: Raumbelastung.
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Einstufiger mesophiler Labor-Rihrkessel-Reaktor

Der mesophile Ruhrkessel-Reaktor (Abbildung 4) wurde kontinuierlich mit einer Mi-
schung aus 10% Maissilage (% bezogen auf die organische Trockenmasse) und je 45%
Schweine- und Rindergulle gefittert, wobei die Raumbelastungen tber den Versuchs-
zeitraum stetig erhoht wurde. Fur die Kultivierung wurde der Reaktor zu zwei unter-
schiedlichen Zeitpunkten beprobt. Zum Zeitpunkt der Probenahmenen betrug die
Raumbelastung 3,0 gos L™ d™* (Probenmaterial fir die Bakterien- und Archaeenkultivie-
rung) bzw. 8,5 gos L™ d™* (Probenmaterial fiir die Bakterienkultivierung).

[1.1.2 Kultivierungsarbeiten zur Isolierung von Stickstoff-umsetzenden Bakterien
aus der thermophilen Praxisanlage Viersen

Far die Kultivierung von Bakterien aus der Praxisanlage in Viersen wurden in der Litera-
tur beschriebene Kulturmedien fir Denitrifizierer aus Boden basierend auf PATUREAU et
al. (2000), Su et al. (2001) und FALK et al. (2010) verwendet. Alle in den Medien enthal-
tenen Substrate sowie die anorganischen Stickstoffverbindungen sind in Tabelle 7 auf-
gefluhrt.

Tabelle 7: Medien fur Denitrifizierer fur die Isolierung von Stickstoff-umsetzenden Bakterien aus
der thermophilen Praxisanlage Viersen. Es sind jeweils die Konzentrationen der Substrate so-
wie der anorganischen Stickstoffverbindungen angegeben.

Enthaltene N-
Verbindungen und Sub- Konzentration

Name des Mediums

(Referenz) strate
R2A-Medium: KNO; 5mM
(FALK et al. 2010) Na-Pyruvat 2,7mM
Glucose 2,8 mM
Lésliche Starke 05¢glL*
Caseinhydrolysat 05¢glL*
Proteosepepton 05¢glL*
Hefeextrakt 05gL*
Bodenmedium: NH4NO4 100 mM
(FALK et al. 2010) NaNO; 5 mM
Nahrbouillon 1:10000
Na-Formiat 10 mM
Glucose 10 mM
Nitrat Broth: KNO; 15 mM
(PATUREAU et al. 2000) Pepton 86glL™
Na-Acetat 55 mM
EtOH 0,025%
Na-Propionat 3,6 mM
Basalmedium: NH,CI 5,6 mM
(Su et al. 2001) KNO3; 19,8 mM
Na-Succinat 52 mM
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Die Kultivierungsansatze wurden in zwei Parallelen in Flissigmedien in verschiedenen
Verdinnungen angesetzt. Dabei wurde Medium mit dem Probenmaterial beimpft und
jeweils 1:10 weiter verdiinnt bis zu einer Verdiinnung von 10, Die Kulturen wurden bei
50°C inkubiert und monatlich in frisches Medium tberimpft.

Die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften in den Flissigkulturen erfolgte mittels
denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) und anschlieRender Reamplifi-
zierung und Sequenzierung der erhaltenen DNA-Banden (Fa. GATC Biotech).

Uber mehrere Monate fortgefiihrte Anreicherungen wurden, sofern Wachstum in den
Kulturen detektiert werden konnte, auf Agarplatten ausgestrichen, um durch Vereinze-
lungsausstriche Isolate zu gewinnen. Von den zu Beginn erstellten Verdinnungsreihen
wurde direkt nach dem Beimpfen der Kulturen Material aus den héheren Verdinnungs-
stufen auf Agarplatten mit dem entsprechenden Medium ausplattiert. Aus einigen Ver-
dinnungen wurden zusatzlich Tiefagarverdlinnungskulturen (,Agarshakes®) hergestelit.
Einzelne Kolonien wurden ausgewahlt (,gepickt‘) und auf frischem Medium ausgestri-
chen bzw. aus den Agarshakes in Flissigmedium Uberfuhrt und zur Vereinzelung weiter
kultiviert. Ergdnzend wurde ein weiterer Isolierungsansatz fur fakultative Anaerobier auf
10% DEV-Nahragar (Fa. Merck) durchgefuhrt.

Die Inkubation unter aeroben Bedingungen sollte Wachstum von strikten Anaerobiern
unterdriicken und Wachstum von fakultativ anaeroben Mikroorganismen stimulieren. Es
wurden Verdinnungen ausplattiert und dann Kolonien auf Agarplatten vereinzelt. Ein
Ubersichtsschema der durchgefiihrten Kultivierungsarbeiten ist in Abbildung 5 darge-
stellt. DarUber hinaus wurden die Archaeenanreicherungen (Details siehe Abschnitt
[1.1.3), in denen einige Bakterien selektiv angereichert wurden, ebenfalls auf Agarplat-
ten mit BBL™ Columbia Agar Medium + 5% Pferdeblut ausplattiert.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die aus der BGA Viersen gewonnenen bakteriellen Isolate. Boden:
Bodenmedium; Basal: Basalmedium; NOj: Nitrat Broth; R2A: R2A-Medium; DEV: 10% DEV-
Nahragar.

Isolatbe- Taxonomische Zuordnung* Isolierungsme- Anzahl der Iso-

zeichnung (16S rDNA Sequenzéhnlichkeit) dium late
C2A Bacillus thermoamylovorans (99,6%) Boden, Basal 5
M1A Bacillus coagulans (99,4%) R2A 2
E2C Bacillus infernus (99,9%) Basal 3
L2C Bacillus licheniformis (100%) NOs, R2A, DEV 9
J2B Geobacillus thermodenitrificans (100%) NOs, R2A 2
ABA Ureibacillus thermosphaericus (100%) DEV 3
YP4-6A Paenibacillus barengoltzii (99,9%) R2A 6
Z2-16 Tepidimicrobium ferriphilum (97,6%) R2A 1
XP2-13-3 Sporanaerobacter acetigenes (98,7%) NO; 1
BA2-13 Proteiniborus ethanoligenes (96%) Columbia 2
N3C Clostridium spp. (94%) R2A 5
N1F Clostridium spp. (94%) NOs, R2A 17

*N&chster beschriebener Verwandter auf Ebene der 16S rRNA Gensequenz (Ahnlichkeit in %)
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Reaktorprobe
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Inkubation anaerob bei 50°C

Verdunnungsreihen
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Ausstriche (105 - 10°7)
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Abbildung 5: Ubersichtsschema der Kultivierungsansétze zur Isolierung von Bakterien aus der
BGA Viersen. Die Anséatze wurden jeweils in Duplikaten mit vier verschiedenen Medien fur De-
nitrifizierer durchgefiihrt. Die Charakterisierung der Anreicherungen in Flussigmedium erfolgt
mittels denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE).

Mittels der angewendeten Kultivierungstechniken und der verwendeten Medien wurden
insgesamt 56 Isolate gewonnen. Die Identifizierung der Isolate erfolgte zuné&chst tber
die MALDI-TOF MS-Analyse (RIPAC-LABOR GmbH). Fir weitere phylogenetische
Analysen wurde das 16S rRNA Gen von jeweils einem Referenzstamm der identifizier-
ten Phylotypen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und universellen Bakterienpri-
mern (Fa. Biomers) vervielfaltigt, aufgereinigt (QIAquick PCR Purification Kit, Fa. Qi-
agen) und anschlieRend sequenziert (Fa. GATC Biotech). Ebenfalls sequenziert wurden
die 16S rRNA Gene von unbekannten, d. h. durch die MALDI-TOF MS-Analyse nicht
identifizierten Isolaten. Durch Abgleich der Gensequenz mit der GenBank Datenbank
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des NCBI (National Center for Biotechnology Information) wurden die Mikroorganismen
phylogenetisch eingeordnet. Die Isolate konnten 12 verschiedenen Bakterienstdmmen
(d. h. auf 16S rDNA Sequenzebene unterschiedliche Bakterien) aus den Klassen Bacilli
und Clostridia zugeordnet werden (Tabelle 8).

In und auf dem Boden- und Basalmedium (FALK et al. [2010] mit erh6hter Ammonium-
nitrat-Konzentration und Su et al. [2001] mit Succinat als einzigem Substrat), also Me-
dien, die keine bzw. nur in Spuren komplexe Substrate enthielten, konnte insgesamt
kaum Wachstum festgestellt werden. In den Flussigkulturen mit diesen beiden Medien
konnte spatestens nach der sechsten Uberimpfung kein Wachstum mehr festgestellt
werden. Auf Agarplatten wuchsen nur vereinzelt Kolonien, von denen die meisten nach
der vierten Uberimpfung kein Wachstum mehr zeigten.

Einige der isolierten Bakterien konnten mittels DGGE-Analysen auch in den Flussigkul-
turen detektiert werden (Abbildung 6). Hierzu wurden die erhaltenen DGGE-Banden
ausgeschnitten, mittels PCR und universellen Bakterienprimern (Fa. Biomers) reamplifi-
ziert, aufgereinigt (QIAquick PCR Purification Kit, Fa. Qiagen) und anschlieend se-
guenziert (Fa. GATC Biotech). Die Analyse der bakteriellen Gemeinschaften in den An-
reicherungskulturen zeigte auch das Vorhandensein einiger Organismen, die nicht als
Reinkultur gewonnen werden konnten, da diese Organismen auf Agarmedium keine
Kolonien bildeten und das Wachstum in den Flissigkulturen mit zunehmender Uberimp-
fung ebenfalls ausblieb.
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Néachste verwandte 16S rDNA Sequenz It. NCBI

55 E,_.’ AR DGGE-Bande Blast Analyse
EEg” = 7 — (Lane.Bande) (Ahnlichkeit in %)
2355 55 5 . . :
T35 9 99 9 44 Bakterien-Klon aus einem thermophilen anaeroben
EES @ m o o Reaktor (99%)
B 3« & B OO Nachster beschriebener Verwandter: Desulfitibacter
S8 EEEE alkalitolerans (91%)
R R ‘6‘ 7 15 1.3, 14, identisch mit Bande 1.1
51 Bakterien-Klon aus einem thermophilen anaeroben
- ' Reaktor (99%)
Nachster beschriebener Verwandter: Desulfitibacter
alkalitolerans (91%)
22,2324 identisch mit Bande 2.1
1 5t B i 3.1 Paenibacillus barengoltzii (99%) = Isolat YP4-6A
2 - 8921 1 . 79> 4.1 Bacillus thermolactis (99%)
2:;'-'3 3 S 4.3, 4.4 identisch mit Bande 4.1
sTUe,; BN 5.1 Geobacillus thermodenitrificans (99%) = Isolat J2B
i:_“__g —3; 52,53 identisch mit Bande 5.1
6.1 Tepidimicrobium ferriphilum (99%)
6.2,6.3,6.4 identisch mit Bande 6.1
7.1 Bacillus thermoamylovorans (99%) = Isolat C2A
7.2 identisch mit Bande 7.1

Abbildung 6: DGGE-Fingerprint Analyse der Bakteriengemeinschaften in Flussigkulturen. Bei-
spielhafte Darstellung fiir Anreicherungen verschiedener Verdiinnungsstufen in Basalmedium
(nach der siebten Uberimpfung), in R2A-Medium (nach der sechten Uberimpfung) und in Nitrate
Broth (nach der siebten Uberimpfung). Die Sequenzen der markierten Banden wurden mit den
16S rDNA Sequenzen aus der GenBank Datenbank (http://blast.ncbi.nim. nih.gov/Blast.cgi)
abgeglichen. Die nachsten beschriebenen Verwandten sind jeweils angegeben. Blau gekenn-
zeichnet sind Organismen, die in Reinkultur gewonnen werden konnten

Mittels der verwendeten Medien und Kultivierungstechniken wurden aus der Biogasan-
lage in Viersen uUberwiegend bekannte Arten isoliert, d. h. Arten, die >97% 16S rDNA
Sequenzahnlichkeit zum nachsten beschriebenen Verwandten aufwiesen. Drei Stamme
entsprachen unbekannten Arten, unter anderem einem Bakterium der Gattung Proteini-
borus, das 96% 16S rDNA Sequenzahnlichkeit zu dem né&chsten Verwandten P. etha-
noligenes aufwies, sowie zwei Stammen aus der Gattung Clostridium, Isolat N3C und
N1F, die mit 99,4% Sequenzahnlichkeit zu einander enge Verwandschaft zeigten. Da
es sich bei diesen beiden Isolaten um Clostridien-Arten handelt, die eine sehr grol3e
phylogenetische Distanz zu bisher bekannten Arten aufwiesen und selbst offensichtlich
in unterschiedlichen Varianten in Biogasanlagen vorkommen, wurde einer der beiden
Vertreter (Isolat N3C) fur den Aufbau der Referenzdatenbank fiir das Mikrobiom von
Biogasanlagen ausgewahlt und dessen Genom durch das CeBiTec sequenziert.
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Da aus der beprobten Biogasanlage mit den verwendeten Medien, die in der Literatur
fur die Isolierung von Stickstoffverbindungen umsetzender Bakterien aus Bdden be-
schrieben sind, nur relativ wenig verschiedene Bakterienisolate gewonnen werden
konnten, wurden flr die Bakterienisolierung aus den anderen Laborreaktoren nur Voll-
medien verwendet, auf denen erfahrungsgemal zahlreiche verschiedene Bakterienar-
ten kultiviert werden kdnnen. Ziel war es, moglichst viele bisher unbekannte Bakterien-
arten zu isolieren und deren Genomsequenzen mit in die Referenzdatenbank zur Inter-
pretation von Daten aus der Hochdurchsatz-DNA-Analytik aufzunehmen.

[1.1.3 Kultivierungsarbeiten zur Anreicherung von Archaeen aus der thermophi-
len Praxisanlage Viersen

Fur die Probe aus der thermophilen Praxisanlage mit Standort Viersen wurde neben der
Bakterienkultivierung auch ein Ansatz zur Kultivierung von Archaeen durchgefihrt.
Hierzu wurde ein Archaeen-Standardmedium, das Medium DSMZ 287, basierend auf
STANTSCHEFF et al. (2014) verwendet. Zusatzlich wurde Reaktorflussigkeit (5% v/v Re-
aktorflissigkeit) hinzugefugt, was eventuell notwendige, bisher nicht bekannte Wachs-
tumskomponenten bereitstellen sollte. AuRerdem wurde zusétzlich Wolfram (1 mg L™
Na,WO, x H,0) hinzugefligt, da einige methanogene Archaeen Wolfram-abhangige En-
zyme besitzen und bekannt ist, das Wolfram archaeelles Wachstum stimulieren kann
(DRrIDI et al. 2012). Da die Proteine einiger Archaeen die sog. zweiundzwanzigste Ami-
nosaure Pyrrolysin enthalten (Hao et al. 2002), wurde aufRerdem dem Medium 1 mg L™
e-Cyclopentyloxycarbonyl-L-Lysine zugegeben. Diese Verbindung ist eine Vorstufe des
Pyrrolysins; Pyrrolysin selbst ist derzeit nicht kommerziell erhaltlich. Damit zun&chst
moglichst viele verschiedene Archaeen anwachsen kdnnen, wurden dem Medium des
Weiteren verschiedene Kohlenstoff-Quellen zugesetzt: 0,5% Methanol sowie jeweils
10 mM Na-Acetat und Na-Formiat sowie H,/CO, (Abbildung 7).

Flassigkulturen wurden jeweils in drei Parallelen mit Probenmaterial beimpft und vier
Wochen lang bei 50°C inkubiert. Zur Eliminierung von Bakterien wurden die Kulturen
nach dieser Vorinkubation sukzessive in Medium mit drei verschiedenen Antibiotik-
akombinationen tberimpft: zunachst in Medium mit 100 pg mL™ Vancomycin x HCI und
60 ug mL™*  Streptomycin, nach weiterer vierwdchiger Inkubation in Medium mit
100 pg mL™* Na-Aampicillin und 60 pg mL™ Kanamycin. Nach erneuter Inkubation er-
folgte ein Transfer in frisches Medium mit Vancomycin x HCI und Na-Ampicillin (jeweils
100 pg mL™). Danach, d. h. beim nachsten Transfer wurde wieder die erste Antibiotik-
akombination eingesetzt und so fort.
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Abbildung 7: Schema des Kultivierungsansatzes zur
Kultivierung von Archaeen aus Probenmaterial aus
der thermophilen Praxisanlage in Viersen. Es wurden
Triplikate mit modifiziertem DSMZ 287 Medium ange-
setzt, vorinkubiert und dann in Medium mit Antibio-
tikazusatz weiteriberimpft.

Abbildung 8: DGGE-Fingerprint-Analyse der Archaeen- und
Bakteriengemeinschaften in den Flissiganreicherungen aus
der thermophilen Biogasanlage in Viersen. Alle drei angeset-
zen Parallelen (1 - 3) wurden a) mittels universeller Ar-
chaeen- und b) mittels universeller Bakterienprimern analy-
siert. Die unterschiedlichen Bandenmuster zeigen, dass die
drei Kulturen unterschiedliche Mischungen angereicherter
Archaeen und Bakterien enthielten.

Die molekularbiologische Untersuchung der Anreicherungen mittels DGGE ergab, dass
die Kulturen zum Projektende neben einigen wenigen Archaeenarten auch noch Bakte-
rien enthielten, wobei die drei angesetzten Parallelen zum Teil unterschiedliche Orga-
nismengemeinschaften aufwiesen (Abbildung 8). Aufgrund des Projektendes konnte
die Vereinzelung jedoch nicht weiter fortgesetzt werden. Die weitere Vereinzelung der
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Archaeen und Bakterien wirde weiteren Kultivierungsaufwand mit selektiveren Medien
(z. B. Medien mit jeweils nur einer Substratquelle) erfordern.

11.1.4 Kultivierungsarbeiten zur Bakterienisolierung aus einem zweistufigen me-
sophilen Labor-Aufstrom-Reaktor

Im Rahmen des 2012 abgeschlossenen Projektes ,Aufbau einer Ex-situ-Sammlung von
methanbildenden Archaea aus Biogasanlagen im landlichen Raum (Methanogenic Ar-
chaea Culture Collection, MACC)“, BMEL/FNR 22020308, wurden am ATB bereits eine
Vielzahl an Bakterienisolaten aus einem mesophilen Labor-Aufstrom-Reaktor gewon-
nen und verschiedene Anreicherungskulturen angesetzt. Im BIOGAS-CORE Projekt
wurden nun diese Anreicherungskulturen weitergefuihrt sowie Kryokulturen von den ge-
wonnenen Isolaten fur eine langerfristige Lagerung angelegt und der Stammsammlung
des ATB zugeflihrt.

Durch Vereinzelungsausstriche auf verschiedenen Medien (BBL™ Columbia Agar + 5%
Pferdeblut, Sabouraud-4% Glucose Agar mit Chloramphenicol, Anaerobier-Agar nach
Brewer, GS2-Medium, LB-Agar, Endo-Agar) wurden insgesamt 100 Bakterienisolate
gewonnen. Die Isolate umfassen 34 verschiedene Stdmme (d. h. auf Ebene der
16S rRNA Gene unterscheidbare Bakterienstimme) aus sechs phylogenetischen Klas-
sen (Tabelle 9).

Laut geltender taxonomischer Richtlinien fir Prokaryoten weist ein Unterschied von
mehr als 3% in der 16S rRNA Gensequenz zweier Stamme darauf hin, dass es sich um
verschiedene Arten handelt (GEVERS et al. 2005). Unter Bertcksichtigung dieses Krite-
riums entsprachen also mindestens drei der erhaltenen Isolate bisher unbekannten Ar-
ten. Dazu gehort insbesondere auch das Isolat M2/40, das im Rahmen dieses Vorha-
bens als neue Bakterienart beschrieben und als Clostridium bornimense benannt wurde
(HAHNKE et al. 2014a).

Fur die Genomsequenzierung zum Aufbau der Referenzdatenbank fir das Mikrobiom
von Biogasanlagen wurden verschiedene Isolate bisher unbekannter Arten ausgewahlt.
Das Genom von Stamm Clostridium bornimense M2/40 wurde durch den Partner Ce-
BiTec vollstandig annotiert. Dazu wurde jedes einzelne Gen mit den in 6ffentlichen Da-
tenbanken hinterlegten, bereits bekannten Genen abgeglichen. Soweit moglich, konnte
dadurch den Genen bzw. deren Genprodukten die entsprechenden Funktionen im
Stoffwechsel des Mikroorganismus* zugeordnet werden, wodurch eine erste Charakteri-
sierung des Stoffwechselpotentials des Organismus’ moglich wurde (HAHNKE et al.
2014b, ToMAZETTO et al. 2015).

Die Isolate M3/3 und M3/9, die ebenfalls bisher unbekannten Arten entsprechen (>3%
16S rRNA Gensequenzunterschied zur nachsten beschriebenen Art) wurden ebenfalls
fur die Genomsequenzierung ausgewahlt. Das Isolat M3/6 zeigte zwar nur etwas weni-
ger als 3% Unterschied in der 16S rDNA Sequenz zum nachsten bekannten Verwand-
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ten, jedoch konnte mittels einer hdher auflésenden Methode, der DNA-DNA Hybridisie-
rung, eine Abgrenzung zur nachsten beschriebenen Art ermittelt werden (siehe Kapitel
[1.1.9). Im Rahmen dieses Projekts wurde das Genom dieses Stamms ebenfalls se-

quenziert.

Tabelle 9: Ubersicht tber die gewonnenen Isolate aus dem zweistufigen mesophilen Labor-
Aufstrom-Verfahren.

Isolat- Taxonomische . Sequenzahn- Anzahl
. . Nachster Verwandter : :
bezeich- Einordnung auf Artebene lichkeit der
nung (Klasse) (16S rRNA Gen) Isolate
M2/5a Actinobacteria Leucobacter aridicollis 98%) 2
M1/2 Bacilli Bacillus pumilus 100% 3
M1/3 Streptococcus infantarius 99% 22
M1/11 Bacillus subtilis 99% 2
M1/17 Bacillus licheniformis 100% 2
M1/20 Bacillus sporothermodurans 99% 3
M1/25 Bacillus oleronius 100% 1
M1/34 Lactobacillus ruminis 99% 1
M1/41 Enterococcus aquimaris 99% 1
M1/42 Bacillus circulans 99% 2
M1/46 Enterococcus hirae 99% 1
M2/8 Streptococcus henryi 100% 11
M2/35 Staphylococcus warneri 100% 1
M2/36 Bacillus cereus 99% 4
M3/1 Paenibacillus spp. 99% 5
M3/6 Bacteroidia Proteiniphilum acetatigenes 97% 3
M1/36 Clostridia Clostridium perfringens 99% 1
M1/43 Clostridium bifermentans 99% 1
M2/26 Clostridium aurantibutyricum 99% 3
M2/40* Clostridium cellulovorans 94% 1
M3/3 Clostridium sporosphaeroides 96% 1
M3/9 Clostridium propionicum 91% 1
M1/6 B-Proteobacteria Tetrathiobacter kashmirensis 97% 2
M2/5b Hydrogenophaga sp. 97% 1
M2/14 Brachymonas denitrificans 99% 1
M2/15 Comamonas spp. 98% 1
M2/19 Advenella spp. 98% 1
M1/5 y-Proteobacteria Pseudomonas formosensis 100% 3
M1/12 Proteus mirabilis 99% 5
M1/37 Escherichia spp. 99% 1
M2/1 Acinetobacter baumannii 100% 1
M2/2 Eschericha coli 100% 4
M2/3 Citrobacter koseri 99% 2
M2/4 Acinetobacter spp. 99% 6

* Das Isolat wurde bereits als neue Bakterienart charakterisiert, Clostridium bornimense (HAHNKE et al.

2014a)
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[1.1.5 Kultivierungsarbeiten zur Archaeen- und Bakterienisolierung aus einem
mesophilen Labor-Riihrkessel-Reaktor (Raumbelastung 3,0 gos L™ d™)

Zur Isolierung von Archaeen wurden mit dem Impfmaterial aus dem mesophilen Labor-
Ruhrkessel-Reaktor (Raumbelastung von 3,0 gos L™ d™) Verdinnungsreihen in zwei
verschiedenen Flissigmedien flr Archaeen angesetzt und bei 37°C inkubiert. Verwen-
det wurden die Medien DSMZ 120 und DSMZ 287 aus der ,List of recommended media
for microorganisms® des Leibniz-Instituts DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH, wobei die zugegebenen Substrate zum Teil variiert
wurden, um das Wachstum unterschiedlicher Archaeen zu stimulieren. Nach mindes-
tens vierwochiger Inkubation wurden die Kulturen jeweils in frisches Medium transfe-
riert. Eine langere Inkubation erfolgte in den Fallen, wenn nach vier Wochen noch kei-
nerlei Wachstum zu erkennen war. Ab dem zweiten Anreicherungszyklus wurden den
Medien Antibiotika zugesetzt, um das Wachstum von Bakterien zu hemmen.

Die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften sowie die Reinheitstberprifung der An-
reicherungen erfolgte mittels denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE).
Sofern nur noch wenige unterschiedliche Mikroorganismen in den Kulturen detektiert
wurden, wurden ,Agarshakes® mit dem jeweiligen Medium erstellt. Im Agar gewachsene
Kolonien wurden gepickt und in frisches Fliissigmedium transferiert. Auf3erdem wurden
einige Archaeen-Anreicherungen auf verschiedene Agarmedien ausplattiert (DSMZ
Medium 120 und 287, Nitrat Broth Medium, Brain Heart Infusion Medium, R2A Medi-
um). Gewachsene Kolonien wurden ,gepickt* und durch weitere Vereinzelungsausstri-
che wurden Reinkulturen gewonnen.

In den verschiedenen Variationen der Flussigmedien wurden unterschiedliche Mischun-
gen von Bakterien und Archaeen gefunden. Insgesamt konnten sechs unterschiedliche
Archaeenstamme aus vier verschiedenen Gattungen detektiert werden, die in DGGE-
Fingerprint-Analysen unterschiedliche Muster aus ein bis drei Banden bildeten (Abbil-
dung 9). In den meisten Anreicherungen wurden neben ein bis drei Archaeenstammen
auch Bakterien gefunden.
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"‘ Abbildung 9: DGGE-Fingerprinting der unterschiedlichen

__‘@ —— Archaeenstamme in den Flissiganreicherungen aus dem
mesophilen Rihrkessel-Reaktor. Die aufgetragenen PCR-

—_ Produkte wurden mit archaeen-spezifischen Primern er-
| T zeugt, in den Kulturen enthaltene Bakterien wurden nicht
Methanosarcina detektiert. Die Banden konnten verschiedenen Archaeen

aus den Gattungen Methanoculleus, Methanobacterium,
Methanosarcina und Methanomethylovorans zugeordnet
werden.

In Reinkultur konnten Archaeen der Arten Methanobacterium formicicum, Methanocul-
leus chikugoensis, Methanosarcina mazei und Methanosarcina thermophila gewonnen
werden (Abbildung 10). Die Isolate zeigten jeweils 99 - 100% 16S rRNA Gensequen-
zéhnlichkeit zu den nachst verwandten Arten. Der zu Beginn der Kultivierung nachge-
wiesene Mikroorganismus der Gattung Methanomethylovorans konnte mit zunehmen-
den Uberimpfungen nicht mehr in den Kulturen detektiert werden. Ebenso wird darauf
hingewiesen, dass zum Projektende die Uberwiegende Mehrzahl der Anreicherungen
noch Mischungen aus Archaeen und Bakterien enthielt. Auch in diesem Falle waren
weitere Arbeiten zur Gewinnung von Reinkulturen erforderlich.
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Abbildung 10: Epifluoreszensmikroskopische Aufnahmen exemplarischer Isolate von metha-
nogenen Archaea. Sichtbar ist die fir methanogene Archaeen typische Autofluoreszenz nach
Anregung mit UV-Licht. a) Methanobacterium formicicum Isolat L21-2, b) Methanoculleus
chikugoensis Isolat L21-11-0, c) Methanosarcina mazei Isolat GS14-2aM, d) Methanosarcina
thermophila Isolat 0S9-2-13.

Tabelle 10: Ubersicht tber die gewonnenen Bakterienisolate aus dem mesophilen Rihrkessel-
Reaktor (Raumbelastung 3,0 gos L™ d™).

Isolatbe- Tgxonomlsche Nichster Verwandter Sequenzahnllch- Anzahl
zeichnung Einordnung auf Artebene et der
(Klasse) (16S rRNA Gen) Isolate
PP17-6a Clostridia Sporanaerobacter acetigenes 91% 3
BSP7-1-6 Mollicutes Acholeplasma equifetale 93% 2
MSP8-1-8b Spirochaetia  Sphaerochaeta globosa 91,4% 1
MP17-1a Synergistia Aminobacterium colombiense 99,3% 2
P17-6¢ Aminobacterium mobile 99,3% 1

Durch die Vereinzelungsausstriche auf Agarplatten wurden neben dem Archaeon Me-
thanobacterium formicium, das auch aus Flissigmedium isoliert werden konnte, funf
unterschiedliche Bakterienarten aus vier phylogenetischen Klassen isoliert (Tabelle 10).
Drei der Isolate, PP17-6a, BSP7-1-6 und MSP8-1-8b, zeigten >3% Sequenzunterschied
im 16S rRNA Gen verglichen mit den néachsten beschriebenen Verwandten. Es handelt
sich bei diesen Stammen folglich um neue Arten. Das Isolat PP17-6a wurde aufgrund
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seiner Neuartigkeit zur Genomsequenzierung zum Aufbau der Referenzdatenbank fur
das Mikrobiom von Biogasanlagen ausgewahlt. Die beiden ebenfalls als unbekannte
Arten einzustufenden Isolate BSP7-1-6 und MSP8-1-8b konnten fur die Genomsequen-
zierung nicht bertcksichtigt werden, da aufgrund sehr schlechten Wachstums keine
entsprechende Massenanzucht fur die DNA-Isolierung erfolgen konnte. Die hierfur er-
forderlichen experimentellen Arbeiten zur Optimierung der Kultivierungsbedingungen
konnten aufgrund der begrenzten Projektlaufzeit nicht durchgefiihrt werden.

[1.1.6 Kultivierungsarbeiten zur Bakterienisolierung aus einem mesophilen
Labor-Riihrkessel-Reaktor (Raumbelastung 8,5 gos L™ d™?)

Der mesophile Ruhrkessel-Reaktor betrieben mit 10% Maissilage und 90% Rinder-
/ISchweinegille (Anteile bezogen auf die organische Trockensubstanz) und einer
Raumbelastung von 8,5 gos L™ d* zeichnete sich durch eine erhéhte Propionséaure-
Konzentration aus, wobei die Prozessparameter inklusive der Biogasausbeute in einem
sehr guten Bereich lagen. Zur Bakterienisolierung aus diesem Reaktor wurden Verein-
zelungsausstriche auf BBL™ Columbia Agar (Fa. Th. Geyer) mit 5% Pferdeblut (Fa.
Oxoid) durchgefihrt, da sich dieses Medium bei den unter Punkt 11.1.4 beschriebenen
Kultivierungsarbeiten als das fur die meisten Isolate geeignetste Medium herausgestellt
hatte. Dem Medium wurden auRerdem 1,7 g L™ Na-Propionat zugesetzt, was der im
Reaktor gemessenen Konzentration entsprach.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die gewonnenen Isolate aus dem mesophilen Riihrkessel-Reaktor
(Raumbelastung 8,5 gos L™ d™).

Taxonomische Sequenzéhnlich- Anzahl

Isqlatbe- Einordnung Nachster Verwandter keit der
zeichnung (Klasse) auf Artebene (165 rRNA Gen) Isolate
ING2-E5C Actinobacteria  Actinomyces spp. 90% 2
ING2-D1F Bacilli Enterococcus spp. 99,9% 1
ING2-D5A Streptococcus spp. 98,5% 5
ING2-E1D Bacteroidia Bacteroides ovatus 99,5% 1
ING2-E5A Petrimonas sulfuriphila 97% 5
ING2-E5B Proteiniphilum acetatigenes 94,2% 2
ING2-D1D Clostridia Peptostreptococcus russellii 99,6% 3
ING2-D1G Peptoniphilus spp. 92% 1
ING2-E1C Clostridium bifermentans 99,8% 1
ING2-D1E Clostridium spp. 99,9% 4
ING2-E5F Eisenbergiella tayi 97,3% 1
ING2-E1K Clostridium aminovalericum 91% 3
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Insgesamt wurden aus diesem Biogasreaktor 29 Isolate von 12 verschiedenen Stam-
men gewonnen (Tabelle 11). Legt man den Richtwert von >3% Sequenzunterschied im
16S rRNA Gen als Artgrenze zugrunde (GEVERS et al. 2005), so reprasentieren davon
vier Isolate neue Arten bzw. Gattungen. Fiur das Isolat ING2-E5A, das zum néachsten
Verwandten 97% Sequenzunterschied aufwies, konnte mittels der DNA-DNA Hybridisie-
rung ebenfalls eine Artabgrenzung erfolgen. Dieser Stamm wurde im Rahmen dieses
Projekts als neue Art der Gattung Petrimonas beschrieben, das Isolat ING2-E5B wurde
als neue Art einer neuen Gattung charakterisiert (s. Kapitel 11.1.9). Fir die Genomse-
guenzierung wurden die Isolate ING2-D1G, -E5A, -E5B und -E5F ausgewahlt.

[1.1.7 Diversitat aller gewonnenen Isolate

Mittels anaerober Kultivierung in Flussigmedium (Hungate-Technik), auf Agarplatten
und in Tiefagarverdinnungskulturen und durch die Verwendung diverser Medien und
Substratkombinationen wurden aus vier verschiedenen Biogasreaktoren insgesamt 197
Isolate verschiedener Bakterien und Archaeen gewonnen, die insgesamt 64 verschie-
denen Arten und Stammen aus 10 phylogenetischen Klassen zuzuordnen sind (Abbil-
dung 11). Davon waren mindestens 15 Isolate repréasentativ fur bisher unbekannte Ar-
ten.

11.1.8 Genomsequenzierungen fur den Aufbau einer Referenzdatenbank zur Er-
schlieBung kultivierungsunabhéngig erzeugter Sequenzdaten

Grundsatzlich dienen mikrobielle Genome als Referenzen fur kultivierungsunabhéngig
erzeugte Sequenzdaten (Metagenom- und Metatranskriptomdaten), also solchen Daten,
die zur Aufklarung von Struktur, Dynamik und Funktion der mikrobiellen Gemeinschaf-
ten in Biogasreaktoren dienen. Darlber hinaus liefern mikrobielle Genome Informatio-
nen Uber das metabolische Potenzial der einzelnen Mikroorganismen und somit tGber
deren Funktion innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft in Biogasanlagen.
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Abbildung 11: Phylogenetischer Stammbaum basierend auf 16S rRNA Gensequenzen. Die
Positionen der gewonnenen Isolate sowie deren Ursprung sind farblich gekennzeichnet. Lila:
zweistufiger Aufstrom-Reaktor (Maissilage, Weizenstroh; 37°C); griin: Rihrkessel-Reaktor
(Rinder- und Schweinegulle, Maissilage; 37°C); rot: thermophile Praxisanlage am Standort
Viersen.

Seitens des ATB wurden 11 Isolate zur Sequenzierung des jeweiligen Genoms durch
den Projektpartner CeBiTec ausgewahlt (Tabelle 12). Bei der Auswahl der Isolate wur-
de darauf geachtet, dass es sich um solche Mikroorganismen handelt, von denen bis-
lang noch keine Genomsequenzen existieren und die moglichst schon mehrfach in Bio-
gasreaktoren oder ahnlichen methanogenen Habitaten gefunden bzw. nachgewiesen
wurden. Dazu wurden die 16S rRNA Gensequenzen der Isolate mit den Sequenzen aus
der GenBank Datenbank des NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) abgeglichen
und die nachsten Verwandten und deren Herkunft Gberprift.

Die Genomsequenzierung der Isolate Clostridium bornimense M2/40, ING2-E5B und
ING2-D1G wurde abgeschossen. In Zusammenarbeit von ATB und CeBiTec wurden
hierzu entsprechende Bekanntmachungen (,Genome Announcements®) publiziert
(HAHNKE et al. 2014b & 2015a, TOMAZETTO et al. 2014). Die Sequenzen wurden in der
offentlich zuganglichen EMBL Datenbank des European Molecular Biology Laboratory
hinterlegt. Das Genom von C. bornimense M2/40 wurde seitens des CeBiTec vollstan-
dig annotiert (d. h. jedes einzelne Gen wurde mit den bekannten Genen aus 6ffentlichen
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Datenbanken abgegelichen und soweit moglich entsprechenden Funktionen zugeord-
net) und im Hinblick auf das Stoffwechselpotential des Mikroorganismus‘ ausgewertet
(TomazETTO et al. 2015). Die rekonstruierten Stoffwechselwege in Kombination mit den
am ATB experimentell festgestellten physiologischen Eigenschaften, klassifizieren den
Stamm M2/40 als Zucker fermentierendes, organische Sauren produzierendes, acido-
genes Bakterium.

Tabelle 12: Seitens des ATB im Rahmen von Teilprojekt 1 ausgewahlte Isolate fiir die Refe-
renzdatenbank fur den Kernbestand an Mikroorganismen in Biogasanlagen.

Isolat- Taxonomische Nachster Verwandter Sequenzahnlichkeit
bezeichnung Einordnung (Klasse) auf Artebene (16S rRNA Gen)
ING2-E5A Bacteroidia Petrimonas sulfuriphila 97%
ING2-E5B Bacteroidia Proteiniphilum acetatigenes 94,2%
ING2-D1G Clostridia Peptoniphilus indolicus 91%
ING2-E5F Clostridia Eisenbergiella tayi 91%

M3/3 Clostridia Clostridium sporosphaeroides 96%

M3/6 Bacteroidia Proteiniphilum acetatigenes 97,3%
M3/9 Clostridia Clostridium propionicum 91%
M2/40* Clostridia Clostridium cellulovorans 93,8

N3C Clostridia Clostridium spp. 94%
PP17-6a Clostridia Sporanaerobacter acetigenes 91%
L21-11-0 Methanomicrobia Methanoculleus chikugoensis 99,5%

*Das Isolat wurde bereits als neue Bakterienart der Gattung Clostridium beschrieben (HAHNKE et al.
2014a).

Die manuelle Annotation des gesamten Genoms des Isolats ING2-E5B ist am ATB er-
folgt, das Isolat ING2-D1G wurde am CeBiTec annotiert. Die Auswertung beider Geno-
me einschliel3lich unterstiitzender Experimente zur Bakterien-Physiologie soll Gber das
BIOGAS-CORE Projekt hinaus in Zusammenarbeit von ATB und CeBiTec erfolgen.

[1.L1.9 Charakterisierung neuer Porphyromonadaceae-Arten

Aus den mesophilen Riuhrkessel- und Aufstrom-Reaktoren wurden drei Stamme aus der
Familie Porphyromonadaceae (Klasse Bacteroidia, Phylum Bacteroidetes) isoliert, die
bislang unbekannte Bakterienarten reprasentierten - Isolat M3/6, ING2-E5A und ING2-
E5B (Abbildung 12). Im Rahmen des BIOGAS-CORE Projekts wurden diese Stamme
als neue Arten der Gattungen Proteiniphilum und Petrimonas sowie als neue Art einer
neuen Gattung beschrieben.
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Abbildung 12: Mikroskopische Phasenkontrast-Aufnahmen von Reinkulturen der Porphyromo-
nadaceae-Isolate: a) Isolat M3/6, b) Isolat ING2-E5A und c) Isolat ING2-E5B.

Kultivierungsunabhéangige Analysen mikrobieller Gemeinschaften in Biogasreaktoren
zeigten, dass Vertreter des Phylums Bacteroidetes oft die zweitgréf3te Gruppe der ge-
samten Mikroorganismen ausmachen. In manchen Reaktoren wurden Bacteroidetes
sogar als vorherrschendes Phylum beschrieben (HANREICH et al. 2013, KLANG et al.
2015, KROBER et al. 2009, RADEMACHER et al. 2012, SCHLUTER et al. 2008, ST-PIERRE &
WRIGHT 2014, THEUERL et al. 2015, ZAKRZEWSKI et al. 2012, ZIGANSHIN et al. 2013). Bac-
teroidetes repréasentieren eine physiologisch heterogene Gruppe, deren Vertreter diver-
se physiologische Eigenschaften aufweisen, wie z. B. die Fahigkeit zur Hydrolyse von
Polysacchariden und Proteinen, die Fermentation von Zuckern sowie die Produktion
von Sauren wie z.B. Essigsaure, Propionsaure, Bernsteinsdure oder Buttersaure
(KRIEG et al. 2010). Aufgrund dieser bereits bekannten physiologischen Eigenschaften
der Bacteroidetes scheinen die Vertreter dieser Gruppe in Biogasreaktoren eine bedeu-
tende Rolle wahrend des anaeroben Abbaus von Pflanzenmaterial zu spielen, insbe-
sondere bei der priméren Spaltung von langkettigen Polymeren (Hydrolyse) und der
anschlieBenden Produktion fliichtiger Fettsauren (Acidogenese).

Die Familie Porphyromonadaceae innerhalb der Bacteroidetes weist viele, iberwiegend
aber bislang unkultivierte Bakterien auf, die in verschiedenen Biogasreaktoren und an-
deren methanogenen Habitaten Kkultivierungsunabhéngig detektiert wurden. Diese
Nachweise zeigen die groRte Ahnlichkeit zu den bereits beschriebenen Arten Pro-
teiniphilum acetatigenes und Petrimonas sulfuriphila (KAMPMANN et al. 2012, 2014,
KLANG et al. 2015, KRAUSE et al. 2008, LI et al. 2009, Liu et al. 2009, THEUERL et al. 2015,
ZAKRZEWSKI et al. 2012). Einige dieser Bakterien bilden in phylogenetischen Baumen
Cluster mit den in dieser Studie gewonnenen Isolaten M3/6, ING2-E5A und ING2-E5B
(Abbildung 13), wobei diese Isolate derzeit die einzigen isolierten Vertreter dieser ta-
xonomisch unbekannten Gruppen sind.

Das haufige Vorkommen der Mikroorganismen weist darauf hin, dass es sich um be-
deutende Vertreter der mikrobiellen Gemeinschaften handelt, die an Biomethanisie-
rungprozessen beteiligt sind. Aufgrund dieser Relevanz wurden die neuen Porphyro-
monadaceaen-Isolate detailliert hinsichtlich ihrer physiologischen Leistung untersucht.
Ebenfalls wurden ausfuhrliche Artbeschreibungen angefertigt. Ferner wurden die Mikro-
organismen in Offentlichen Stammsammlungen hinterlegt, um sie fir die wissenschaftli-
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che Gemeinschaft verfigbar zu machen. Da Referenzgenome zu diesen Organismen
bisher nicht vorlagen, wurden alle drei Isolate vom Projektpartner CeBiTec genomse-
guenziert.

Uncultured bacterium clone CP-23 (AB889877)

Uncultured bacterium clone M35_D8_L_B_EO03 (EF586001)

Uncultured bacterium clone E98 (FJ205860)

Uncultured Bacteroidetes bacterium clone QEEA3BB03 (CU918989)
Uncultured prokaryote clone 08031003-Z7EU_2TH_2_ 2 G04 (HQ155986)

Uncultured bacterium clone G35_D8_H_B_A05 (EF559173)
Uncultured Bacteroidetes bacterium clone VS-B9 (AB742056)
Uncultured bacterium clone VHW_D_R14 (JQ085714)

Isolat ING2-E5B (KP233810)

Uncultured compost bacterium clone 1B27 (DQ346459)
Uncultured compost bacterium clone 1B10 (DQ346489)

Uncultured bacterium clone CP-22 (AB889876)

985 Uncultured bacterium clone 03f09 (GQ136531)
100 Uncultured bacterium clone B010 (HG007890)
98k Uncultured bacterium clone CP-26 (AB889880)

Uncultured bacterium clone ATB-AR-23773 (HE804913)
Uncultured bacterium clone JKBO75 (LN624302)
Uncultured bacterium clone CP-25 (AB889879)
Uncultured bacterium clone CP-24 (AB889878)
37 Uncultured bacterium clone B101 (JX843536)
57t Uncultured bacterium clone B99 (JX843700)
69 |~ Uncultured bacterium clone B198 (JX843619)
Uncultured bacterium clone B34 (JX843638)
98¢ Isolat M3/6 (KP233809)
100 Uncultured bacterium clone ATB-KH-22046 (KF630714)
100 Proteiniphilum acetatigenes TB107" (AY742226)
481 Isolat ING2-E5A (KP233808)
40 Uncultured bacterium clone GZKB32 (AJ853526)
60k Uncultured anaerobic bacterium clone XA3 (JQ268616)
Uncultured bacterium clone B-1 (AB233994)
98| Uncultured bacterium clone ATB_TO_1492 81 (KP151229)
Uncultured bacterium clone JKBO76 (LN624303)
1P ¢ 37 Uncultured bacterium clone B043 (HG530297)
81 *——— Petrimonas sulfuriphila BN3" (AY570690)
100 Dysgonomonas gadei CCUG 42882 (Y18530)
LZJ_: Dysgonomonas mossii CCUG 43457 (AJ319867)
84 Paludibacter propionicigenes JCM 13257" (AB078842)
10 ¢ Parabacteroides distasonis ATCC 8503 (AB238922)
80 T———— Parabacteroides merdae ATCC 43184" (AB238928)
47 Tannerella forsythia JCM 10827" (AB035460)
00_g— Porphyromonas asaccharolytica ATCC 25260 (L16490)
/4100 ¥ Porphyromonas uenonis ATCC BAA-906 (AY570514)
100 =— Barnesiella intestinihominis DSM 21032" (AB370251)
"T—— Barnesiella viscericola DSM 181777 (AB267809)

85

5%

Abbildung 13: Phylogenetischer Neighbour-Joining Stammbaum basierend auf 16S rRNA
Gensequenzen. Der Baum zeigt die Verwandschaftsverhéltnisse einiger Vertreter der Familie
Porphyromonadaceae und der Isolate M3/6, ING2-E5A und ING2-E5B mit nah verwandten Ver-
tretern aus methanogenen Habitaten. Hierbei sind nur nicht-redundante verwandte Sequenzen
>99% aus der NCBI-Datenbank gezeigt, die ein Cluster mit den neuen Isolaten bildeten.
Bootstrap-Werte stammen aus der Berechnung von 1.000 Replikaten. Schwarze Kreise markie-
ren Knotenpunkte, die mittels der Maximum-Likelihood Methode reproduziert werden konnten.
Die Sequenz von Escherichia coli (X80725) wurde als Outgroup verwendet (nicht dargestellt).
Mal3stab: 5% Sequenzunterschied.
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Isolierung und routinemaRige Kultivierung der Porphyromonadaceae Stamme

Das Isolat M3/6 stammt aus dem mesophilen zweistufigen Aufstrom-Reaktor (Kapitel
I1.1.4, Reaktor 2). Zur Isolierung wurde 10fach verdiinnte Reaktorfliissigkeit auf BBL™
Columbia Agar Medium (Becton Dickinson) mit 5% Pferdeblut ausgestrichen und bei
37°C inkubiert. Gebildete Kolonien wurden auf frischem Medium in Vereinzelungsaus-
strichen weiter kultiviert. Nach mehreren Wiederholungen wurde die Reinheit der Kultur
mikroskopisch und mittels denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE)
tiberpriift. Die Stamme ING2-E5A and ING2-E5B wurden aus einer 10°-fachen Verdiin-
nung der Reaktorflissigkeit aus dem mesophilen Rihrkessel-Reaktor mit einer Raum-
belastung von 8,5 gos L™ d™ isoliert (Kapitel 11.1.4, Reaktor 3). Zur Kultivierung bei 37°C
wurde BBL™ Columbia Agar Medium mit 5% Pferdeblut und 1,7 g L™ Natrium-
Propionat verwendet. Alle Agarplatten wurden unter oxischen Bedingungen hergestellt,
in die Anaerobierbank transferiert (Whitley MG 500, Meintrup DWS Laborgeréate) und in
dem anoxischen Milieu fur mindestens 24 Stunden gelagert, bevor sie fir Ausstriche
verwendet wurden.

Nach der Isolierung der Organismen erfolgte die routineméalfiige Kultivierung der Orga-
nismen in Basalmedium mit folgender Zusammensetzung (L™"): 0,8 g NH4CI; 0,3 g
K2HPOy4; 0,6 g NaCl; 0,1 g CaCl; x 2 H,0O; 0,2 g MgCl, x 6 H,0; 0,1 g KCI; 10 mL Spu-
renelementldosung (It. DSMZ Medium 318); 0,5 g Cysteine-HCI x H,O und 1 mg Resazu-
rin. Vor dem Autoklavieren wurde der pH Wert mit NaOH auf 7 eingestellt, und das Me-
dium wurde in Hungate-R6hrchen mit N,-Atmosphéare abgefullt. Nach der Sterilisation
wurde das Medium mit einer Vitaminldsung (It. DSMZ Medium 141) und mit Vitamin K1
und Hamin (It. DSMZ Medium 104) versetzt. Die Konzentrationen der zugegebenen
Substrate variierten leicht je nach Kultivierungszweck und sind im Folgenden fur die
jeweiligen Analysen angegeben.

Molekularbiologische Identifizierung der Isolate, DNA-DNA Hybridisierung zur
phylogenetischen Abgrenzung der Arten und G+C Gehaltsbestimmung

Zur ldentifizierung der Isolate wurde jeweils das 16S rRNA Gen mittels PCR und den fur
Bakterien universellen Primern 27F und 1492R amplifiziert. Die Nukleotidsequenz der
Amplifikate wurde von der Firma GATC Biotech ermittelt. Die phylogenetische Analyse
der Sequenzen erfolgte mittels Stammbaum- und Ahnlichkeitsberechnungen mit dem
Phylogenieprogramm ARB (http://www.arb-home.de [LubDwIG et al. 2004]). Die Bestim-
mung des genomischen G+C Gehalts sowie die DNA-DNA Hybridisierung der Isolate
M3/6 und ING2-E5A mit ihren jeweils n&chsten beschriebenen Verwandten Proteiniphi-
lum acetatigenes TB107' (=DSM 18083") und Petrimonas sulfuriphila BN3" (=DSM
165477) wurde vom Leibniz-Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Germany) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Re-
ferenzorganismen von der DSMZ bezogen und die Mikroorganismen kultiviert. An-
schlieBend wurde die fir die DNA-DNA Hybridisierung benodtige Biomasse dem Identifi-
zierungsservice der DSMZ bereitgestellt.
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16S rRNA Gensequenzanalysen zeigten, dass der Stamm M3/6 mit 97,3% Sequen-
zahnlichkeit die engste Verwandtschaft zu Proteiniphilum acetatigenes TB107" aufwies.
Die DNA-DNA Hybridisierung ergab 43,3 bis 45,6% Hybridisierung der Genome beider
Mikroorganismen.

Der Stamm ING2-E5A zeigte den hdchsten Verwandtschaftsgrad zu Petrimonas sul-
furiphila BN3™ mit 97% 16S rRNA Gensequenzahnlichkeit und DNA-DNA Hybridisie-
rungswerte mit P. sulfuriphila von 23,8 bis 25,7%.

In phylogenetischen Baumen zeigten beide Isolate Clusterbildung mit den jeweiligen
nachsten Verwandten (Abbildung 14). Laut geltender taxonomischer Richtlinien flr
Prokaryoten weist ein Unterschied von mehr als 3% in der 16S rRNA Gensequenz
zweier Stamme darauf hin, dass es sich um verschiedene Arten handelt (GEVERS et al.
2005). Bei 16S rRNA Gensequenzahnlichkeiten von 297% miussen zusatzliche Analy-
sen, wie z. B. eine DNA-DNA Hybridisierung, durchgefiihrt werden, um eine Artabgren-
zung oder -zugehorigkeit ermitteln zu kénnen. Da bei der DNA-DNA Hybridisierung
komplette Genome miteinander verglichen werden, bietet diese Methode eine entspre-
chend hoéhere ,Auflosung” als der Sequenzvergleich eines einzelnen Gens (ROSSELLO-
MORA & AMANN 2001, TINDALL et al. 2010). Ein Hybridisierungswert von 270% wurde
festgelegt, um zwei Mikroorganismen als Stamme ein und derselben Art zu definieren
(BRENNER 1973, JOHNSON 1984, WAYNE et al. 1987). Die neuen Isolate M3/6 und ING2-
E5A kdénnen demnach von den néachst verwandten beschriebenen Arten eindeutig ab-
gegegrenzt und als neue Arten beschrieben werden.

Der Stamm ING2-E5B zeigte mit 94,5% die grof3te 16S rRNA Gensequenzéahnlichkeit
zu Proteiniphilum acetatigenes TB107" (und 94,1% zu Petrimonas sulfuriphila). Mit
5,5% Sequenzunterschied liegt der Wert jenseits der Artgrenze und im Stammbaum
bildet das Isolat einen Ast nachst zu der Gattung Proteiniphilum (Abbildung 14).

Die genomischen G+C Gehalte der Stamme M3/6, ING2-E5A und ING2-E5B lagen bei
45,1, 48,2 bzw. 38,2 mol% (HPLC).
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100 —————— Butyridmonas faecihominis 180-3" (AB916501)

100 [ ———————— Butyricdimonas synergistica MTO1' (AB443948)
99 Odoribacter laneus YIT 12061" (AB490805)
Odoribacter splanchnicus ATCC 29572 (L16490)
91 Porphyromonas asaccharolytica ATCC 25260" (L16490)
Porphyromonas endodontalis HG370" (AY253727)

Falsiporphyromonas endometrii LMM 40" (HF969314)
100 ——— Bamesiella intestinihominis DSM 21032" (AB370251)
T Barnesiella viscericola DSM 18177" (AB267809)
Coprobacter fastidiosus NSB1' (JN703378)
Parabacteroides distasonis ATCC 8503' (AB238922)
Parabacteroides goldsteinii WAL 12034" (AY974070)
Macellibacteroides fermentans LIND7H' (HQ020488)
Candidatus Vestibaculum illigatum (AY540335)

/100 Tannerella forsythia JCM 10827" (AB035460)

100

Proteini philum acetatigenes TB107" (AY 742226)
iﬁ$——‘: Isolat M3/6 (KP233809)
100 Isolat ING2-E5B (KP233810)
100 Isolat ING2-E5A (KP233808)
83§ Petrimonas sulfuriphila BN3' (AY570690)
98 ' Dysgonomonas gadei CCUG 42882 (Y18530)
Dysgonomonas macrotermitis Dys-CH1" (HG315620)
91 Microbacter margulisiae ADRI" (LM643867)

Paludibacter propionicigenes JCM 13257" (AB078842)

36

73

5%

Abbildung 14: Phylogenetischer Neighbour-Joining Stammbaum basierend auf 16S rRNA
Gensequenzen. Der Baum zeigt die Verwandschaftsverhaltnisse der Isolate M3/6, ING2-E5A
und ING2-E5B innerhalb der Familie Porphyromonadaceae. Bootstrap-Werte stammen aus der
Berechnung von 1.000 Replikaten. Schwarze Kreise markieren Knotenpunkte, die mittels der
Maximum-Likelihood Methode reproduziert werden konnten. Die Sequenz von Bacteroides fra-
gilis (CR626927) wurde als Outgroup verwendet (nicht dargestellt). Maf3stab: 5% Sequenzun-
terschied.

Ermittlung von Temperatur-, pH- sowie NaCl-Toleranzbereichen und -Optima und
Untersuchung der Substratverwertung

Die Temperaturprofile der Isolate wurden in Basalmedium mit 0,2% Hefeextrakt und
10 mM Glucose bei 10, 15, 20, 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 und 55°C bestimmt. Die pH-
Toleranz wurde in dem Basalmedium mit Zugabe von 10 mM verschiedener Puffer
(MES, HEPES, TAPS, und CHES) untersucht. pH-Werte von 3,5, 5,4, 5,7, 6,3, 6,6, 7,1,
7,5, 7,8, 8,6, 9,1 und 9,9 wurden mit NaOH bzw. HCI eingestellt. Die Untersuchung der
NaCl-Toleranz erfolgte ebenfalls in Basalmedium mit Hefeextrakt und Glucose, wobei in
dem Medium unterschiedliche NaCl Konzentrationen eingestellt wurden (0, 0,55, 1, 2, 3,
4 and 5%) unter Beibehaltung der anderen im Medium enthaltenen Salze. Die Verwer-
tung verschiedener Substrate wurde in Basalmedium unter Zugabe von 0,2% Hefeex-
trakt getestet. Einzelne Substrate wurden von sterilen Stammldésungen in folgenden
Konzentrationen zugesetzt: Monosaccharide (20 mM), Disaccharide und Ethanol
(10 mM), I6sliche Starke (0,16 g L), Proteosepepton (Carl Roth) und Trypton (Pepton
aus Casein [Merck]) (2 g L"). Wachstum auf Proteosepepton und Trypton wurde auch
ohne Zugabe von Hefeextrakt getestet. Wachstum auf Aminosauren wurde in einem
Gemisch aus 20 Aminosauren untersucht (je Aminoséure 2,5 mM). Die Tests wurden
jeweils in Duplikaten angesetzt und mit einer auf Columbia Blutagar gewachsenen Vor-
kultur beimpft. Zellkulturen mit 0,2% Hefeextrakt dienten als Negativkontrollen. Zell-
wachstum bei 37°C wurde anhand der optischen Dichte bei 600 nm (ODggp) verfolgt.
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Die Substratverwertung wurde als negativ gewertet, wenn das Wachstum geringer oder
genauso grofd war wie das Wachstum in der Negativkontrolle.

Die Temperaturprofile der Isolate zeigten, dass die Stamme M3/6 und ING2-E5B im
Temperaturbereich von 15 bis 45°C wuchsen mit einem Optimum bei 35 bis 40°C bzw.
37 bis 40°C. Der Stamm ING2-E5A zeigte Wachstum bei 20 bis 50°C und ein Optimum
bei 45°C. Alle drei Stamme wuchsen bei pH-Werten zwischen 6,3 und 9,1, optimales
Wachstum erfolgte bei pH 7,5 bis 7,8 bzw. 7,1 (Tabelle 8). Stamm M3/6 wuchs bei
NaCl-Konzentrationen von 0 bis 5% mit einem Optimum bei 0,55 bis 1%. Die Stamme
ING2-E5A und ING2-E5B wuchsen nur bei geringerem NaCl-Gehalt (0 bis 2% bzw.
0 bis 1%) mit einem Optimum bei 0%. Auf Columbia Blutagar wuchsen alle drei Isolate
sowohl strikt anaerob als auch unter Luftsauerstoff, d. h. sie sind als fakultativ anaerob
einzuordnen. Alle drei Isolate zeigten sehr ahnliche Substratspektren. Wachstum wurde
sowohl durch Mono- und Disaccharide gefordert als auch durch Starke und komplexe
proteinreiche Substrate wie Hefeextrakt und Pepton (Tabelle 8). Auf einzelnen Substra-
ten ohne Zugabe von Hefeextrakt zeigten alle Stamme nur schwaches Wachstum.

Fir Proteiniphilum acetatigenes TB107" wurde in der Literatur beschrieben, dass dieser
Mikroorganismus keine Zucker verwerten kann (CHEN & DONG 2005). In dieser Studie
wurde das Wachstum des Bakteriums jedoch durch alle getesteten Mono- und Disac-
charide (Arabinose, Cellobiose, Fructose, Galactose, Glucose, Lactose, Maltose, Man-
nose, Rhamnose, Sucrose, Trehalose) stimuliert. Die Diskrepanz der Ergebnisse kann
durch Unterschiede in der Testmethode erklart werden: Im Rahmen dieses Forschungs-
vorhabens wurde die Substratverwertung unter Zugabe von Hefeextrakt getestet, wo-
hingegen CHEN & DONG nur Wachstum auf Einzelsubstraten untersucht haben. Wahr-
scheinlich kénnen einzelne Zucker nicht als einzige Kohlenstoffquelle dienen, jedoch
mit anderen Verbindungen zusammen co-metabolisiert werden. Eine weitere Erklarung
ware, dass durch das zugegebene Hefeextrakt Wachstumsfaktoren wie Vitamine oder
Spurenelemente breitgestellt werden, die fir den Organismus essentiell sind, jedoch
nicht im reinen Medium enthalten sind.

Extrazellulare Enzymaktivitaten

Extrazellulare Enzymaktivitaten der Stamme wurden von dem Projektpartner TUM mit
den dort etablierten Methoden analysiert. Dazu wurden die Isolate bei 37°C in GS2 Me-
dium (KoEeck et al., 2014) mit Zugabe von 0,5% Glucose kultiviert und abzentrifugiert
(5.000 g, 30 min, 4°C). Die Proteine >10.000 Dalton wurden aus dem Uberstand mittels
Vivaspin 500 Ultrafiltration Spin Saulen (Sartorius) aufkonzentriert. Die Proteinkonzent-
rationen wurden mittels des Bradford Protein Assay Kits (Thermo Scientific) bestimmt.
Zur Messung von Enzymaktivitdten wurden die Ansatzen wie bei KOeEck et al. (2014)
beschrieben mit 10 ul Proteinlésung (0,1-0,4 pg plI™* Protein) in Triplikaten angesetzt
und bei 37°C fur 24 h inkubiert. Die enzymatische Hydrolyse der eingesetzen Substrate
(s. Tabelle 8) wurde anhand der Quantifizierung reduzierender Zucker gemessen, die
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durch die Spaltung von Polysacchariden freigesetzt werden. Die Messung der Zucker
erfolgte mittels eines DNSA Assays hach MILLER (1959). Enzymatischer Abbau von Cel-
lobiose, Lactose und Starke wurde anhand freigesetzter D-Glucose mittels des
D-Glucose Assay Kits (Megazyme) gemessen.

Alle drei Isolate zeigten schwache extrazellulare Enzymaktivitat beim Abbau von Cello-
biose, Starke, Arabinogalactan, Carboxymethylcellulose (CMC) und von mittels Phos-
phorsaure aufgequollener Cellulose (PASC). Keiner der Stamme hydrolysierte kristalli-
ne Cellulose (Avicel). Stamm M3/6 zeigte leicht erhéhte Hydrolyse von [B-Glucan,
Stamm ING2-E5A von Lactose und Stamm ING2-E5B von Xylan und Arabinoxylan (Ta-
belle 13).
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Tabelle 13: Charakteristika der neuen Isolate und ihrer nachsten beschriebenen Verwandten.
Soweit nicht anders gekennzeichnet, basieren die Daten fir Proteiniphilum acetatigenes
TB107" auf CHEN & DONG (2005) und die Daten fiir Petrimonas sulfuriphila BN3" auf
GRABOWSKI et al. (2005). +, positives Resultat bzw. Wachstum; -, negatives Resultat bzw. kein
Wachstum; w, schwaches Wachstum (ODg <0,2) oder schwache Reaktion (in Bezug auf die
Enzymaktivitdten <0,1 U mg'l); nb, nicht bestimmt.

Proteiniphilum ING2- Petrimonas
M3/6 acetatigenes E5B ING2-E5A sulfuriphila
TB107' BN3'
G+C (mol%) 45,1 46,6 38,2 48,2 40,8
Katalase + - [+]* + + +*
Oxidase w - w w +*
Temperaturbereich (°C) 25-40 20-45 25-40 25-40 15-40
Temperaturoptimum (°C) 35-40 37 37 40-45 37-40
pH-Bereich 6,3-9,1 6,0-9,7 6,3-9,1 6,391 nb
pH-Optimum 7,5-7,8 7,5-8,0 7,1 7,5-7,8 nb
NaCl-Bereich (%) 0-5 0-5 0-1 0-2 0-4
NaCl-Optimum (%) 0-3 nb 0 0 0
Wachstum auf:
Hefeextrakt + + + + +
Pepton w + w w -
Pepton als Einzelsubstrat - + w - nb
Trypton als Einzelsubstrat - w w - nb
Pepton + Trypton w nb w nb
Ethanol - - - - -
Mix aus 20 Aminosauren w nb - - nb
Arabinose + - [+]* - - +
Cellobiose + - [+]* + + +
Fructose + - [+]* + + +
Galactose + - [+]* + + +
Glucose + - [+]* + + +
Lactose + - [+]* + + +
Maltose + - [+]* + + +
Mannose + - [+]* + + +
Rhamnose + - [+]* + + +
Sucrose + -[+]* + + +
Trehalose + - [+]* + + nb
Starke w nb w w nb
E, P, E,P,v,
Fermentationsproduktet E, P, v, E P CO,, COy, E, H,, CO,
CO,, H (v, H2) (b, Hp)
Extrazelluldare Enzymaktivitat:
Cellobiose w nb w w nb
Lactose w nb w + nb
Starke w + w w nb
Arabinogalactan w nb w w nb
Arabinoxylan (mittlere Viskositat) w nb + w nb
Xylan (aus Laubholz) w nb + w nb
Cellulose (Avicel) - nb - - nb
Carboxymethylcellulose (CMC) w nb w w nb
PASC (mittels Phosphorsaure
w nb w w nb
aufgequollen Cellulose)
B-Glucan + nb w w nb

* Daten aus dieser Studie.
T Kleine Buchstaben geben geringe Konzentrationen an, Produkte in Klammern wurden nur in Spuren detektiert. E,
Essigsaure; P, Propionsaure; v, Isovaleriansaure; b, Buttersaure.
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Messung der bakteriellen Fermentatinsprodukte

Fur die Analyse von Fermentationsprodukten wurden die Stdmme in Basalmedium mit
Hefeextrakt und Proteosepepton (jeweils 0,5%) einmal mit und einmal ohne Zusatz von
20 mM Glucose kultiviert. Die Anséatze erfolgten in Duplikaten, Medium ohne Zellen
diente als Negativkontrolle. Wasserstoff und CO; in der Gasphase der Kulturen wurden
mit einem Shimadzu GC-2014 Gaschromatographen mit den Chromatographiesaulen
HayeSep D 80/100 (4 m x 1/8“ x 2,1 mm SS; Supelco) und MS-5A 60/80 (2,5 m x 1/8" x
2,1 mm, SS; Supelco) gemessen. Tragergas war Stickstoff bei einer Flussrate von
25 mL mint. Wasserstoff und CO, wurden mit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD)
bzw. einem Flammenionisationsdetektor (FID) detektiert. Methanol, Ethanol und Propa-
nol sowie die Carbonsauren Propionsaure, Essigsaure, Buttersdure, Isobuttersaure,
Valeriansaure, Isovaleriansaure und Capronsdure wurden nach Abzentrifugation der
Zellen im Mediumuberstand mit einem Agilent 7890A Gaschromatographen gemessen.
Dazu wurden die Proben mit Phosphorséaure (0,85% final) angesauert, die Auftrennung
und Detektion der Capronséauren erfolgte durch eine Permabond FFAP Chromatogra-
phieséule (30 m x 0,32 mm, 0,5 um; Macherey-Nagel) bzw. einen Flammenionisations-
detektor (FID). Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von 3,4 mL min™ ver-
wendet. Messungen von Formiat und Lactat wurden mit einem Dionex UltiMate
3000 Hochleistungsflussigkeitschromatographen (HPLC) mit einer Eurokat H Sé&ule
(300 x 8 mm, 10 um; Knauer) aufgetrennt und anschlieRend mittels Shodex RI-101
Brechungsindexdetektor erfasst. Schwefelsdure (0,01 M) diente als Laufmittel bei einer
Flussrate von 0,8 mL min™.

Nach Wachstum auf Hefeextrakt und Pepton produzierten die Stamme M3/6 und ING2-
E5A Propionsaure, Essigsaure, CO, und geringere Konzentrationen an Isovaleriansau-
re und H,, wobei Stamm ING2-E5A lediglich Spuren von H;, produzierte. Stamm ING2-
E5B produzierte Essigsaure, geringere Mengen an Propionsaure und CO, sowie Spu-
ren von Isovaleriansaure und H,. Nach Zugabe von Glucose produzierte Stamm M3/6
Essigsaure, Propionsaure, CO, und Spuren von H,. Stamm ING2-E5A hingegen produ-
zierte Essigsaure und geringere Mengen an Propionsaure, Isovaleriansdure und CO,
sowie Spuren von Buttersaure. Fur Stamm ING2-E5B wurden Essigsaure, Propionsau-
re und CO, sowie Spuren von H, detektiert.

Biochemische Tests und morphologische Untersuchung

Zur morphologischen Untersuchung der Zellen der Mikroorganismen sowie fur die
Gramfarbung und Cytochromoxidase- und Katalase-Tests wurden Zellen in Basalmedi-
um mit Hefeextrakt und Proteosepepton (je 0,5%) und 20 mM Glucose angezogen. Die
Zellen wurden mit einem Optiphot-2 Mikroskop (Nikon) im Phasenkontrast bei einer
630fachen VergroRerung vermessen. Die Gramfarbung wurde nach CLAUS (1992)
durchgefuhrt. Die Cytochromoxidase-Reaktion wurde mit 20 pl einer dichten Zellsus-
pension mittels Oxidase Test Disks (Fluka) getestet. Der Katalase-Test wurde basierend
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auf SMIBERT & KRIEG (1994) durchgefuhrt. Vor der Zugabe von 0,5 ml 3% H,0, zu dem-
selben Volumen Zellkultur wurden die Zellen fir 1 h Luftsauerstoff ausgesetzt.

Alle Isolate farbten sich Gram-negativ und wiesen Katalase- und schwache Oxidase-
Aktivitat auf. Die Zellen waren stéabchenférmig. Die Bildung von Sporen wurde nicht be-
obachtet. Die Zellgréf3en sind in Tabelle 8 aufgefiuhrt.

Chemotaxonomische Analysen

Fur die Analyse zellularer Fettsauren wurden die neuen Isolate und die Referenzorga-
nismen Proteiniphilum acetatigenes TB107" (= DSM 18083") und Petrimonas sulfuriphi-
la BN3" (= DSM 16547") in anoxischem Basalmedium mit Hefeextrakt und Prote-
osepepton (je 0,5%) bei 37°C kultiviert und in der exponentiellen Wachstumsphase ge-
erntet. Fur die Analyse der zellularen Chinone wurden die Isolate in demselben Basal-
medium angezogen. Proteiniphilum acetatigenes TB107' wurde in Caso Bouillon
(Merck) mit 0,4% Hefeextrakt kultiviert. Die Analysen wurden vom Leibniz-Institut DSMZ
— Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH durchgefuhrt.

Tabelle 14: Zellulare Fettsduren der neuen Isolate im Vergleich zu denen der nachsten be-
schriebenen verwandten Arten. Angegeben sind prozentuale Anteile am Gesamtfettsduregeh-
alt. Es sind nur Fettsauren aufgefihrt, die in mindestens einem der Stamme >1% ausmachen,
Werte >5% sind fett gedruckt. tr, trace = in Spuren detektiert (<0,5%); -, nicht detektiert.

. Proteiniphilum ING2- ING2-  Petrimonas sul-
Fettsauren M3/6  cetatigenes TB107"  E5B ESA  furiphila BN3'
Geradkettig
C14;0 1,0 Tr 6,3 3,6 1,2
Cis.0 6,8 9,4 2,5 1,3 2,5
Cis:0 2,7 3,2 1,7 1,0 1,5
Ci7:0 Tr 2,3 - tr tr
Verzweigt
anteiso-Cq1 .o Tr Tr 1,9 1,8 tr
iIS0-C15 . g Tr 0,5 2,0 0,6 1,2
iS0-Ci3. ¢ 0,6 Tr 6,4 2,0 2,2
anteiso-Cis. g 2,3 1,6 8,3 55 5,7
iSO'C14;0 4,7 4.0 7,2 9,2 6,4
iS0-C15. o 9,6 55 21,1 18,1 15,0
anteiso-Cis . g 49,5 46,6 24,5 459 47.4
iSO'Cle;o 1,7 1,9 tr 0,6 0,7
is0-C17. ¢ Tr 1,2 tr tr 1,4
anteiso-Ci7. ¢ 1,2 0,9 - tr 1,1
Hydroxy
is0-Cy5.9 3-OH 1,0 1,5 3,7 1,8 2,7
Ci5.03-OH 0,9 1,4 1,3 tr tr
iSO'Cle;o 3-OH 4,3 5,4 1,9 1,8 1,6
Ci6.0 3-OH 1,9 0,8 3,0 1,3 0,8
iS0-C47.9 3-OH 4.0 4.9 2,1 1,0 2,4
Ci7.02-OH 4.6 3,4 0,6 0,5 2,1
Sum In Feature 3* tr 2,1 0,7 tr 0,6

* Sum In Feature 3 enthalt C.s.,; w7c und/oder iso-Cys .o 2-OH
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In den drei Isolaten und in Proteiniphilum acetatigenes TB107" wurde als einziges Chi-
non Menachinon MK-8 detektiert, welches von GRABOWSKI et al. 2005 auch fur Petrimo-
nas sulfuriphila als vorherrschendes Chinon beschrieben wurde. Die zellularen Fettsau-
reprofile aller Stamme zeigten eine komplexe Mischung aus geradkettigen, verzweigten
(iso- und anteiso-) und Hydroxy-Fettsauren (Tabelle 14). In den neuen Isolaten bildete
die Fettsdure anteiso-Cjs.¢ den grofdten Anteil. Dies ist ein Charakteristikum, das sie
mit Arten aus mehreren Gattung der Familie Porphyromonadaceae teilen, wohingegen
Arten anderer Gattungen iso-Cis - ¢ als vorherrschende Fettsaure aufweisen.

Das Fettsaureprofil von Stamm M3/6 &hnelte dem des nachsten Verwandten Pro-
teiniphilum acetatigenes (Tabelle 9). Neben der Fettsdure anteiso-Cis.0 (48,1 £ 1,5%)
enthalten beide Stdmme erhebliche Mengen an iso0-Cis5.0 (7,6 £ 2%) und Cis.9
(8,1 + 1,3%), die am starksten vertretenen Hydroxy-Fettsduren waren iso-Cis:9 3-OH
(4,9 £ 0,5%) und C17.0 2-OH (4 £ 0,6%). Das Fettsaureprofil von Stamm ING2-E5A &h-
nelte dem des néchsten Verwandten Petrimonas sulfuriphila. Die in beiden Stammen
am starksten vertretenen Fettsduren waren anteiso-Cis.¢ (46,7 = 0,8%), is0-Cis.9
(16,6 £ 1,6%), is0-C14:0 (7,8 £ 1,4%) und anteiso-Ci3.¢ (5,6 + 0,1%).

Verglichen mit den Isolaten M3/6, ING2-E5B und Proteiniphilum acetatigenes enthielten
die Petrimonas Stamme geringere Mengen an Hydroxy-Fettsauren. Stamm ING2-E5B
wies im Vergleich zu den anderen Isolaten erhebliche Unterschiede im Fettsduremuster
auf. Die Fettsduren anteiso-C;s . o und iso-Cis . o waren zu fast gleichen Anteilen vorhan-
den (24,5 und 21,1%). Weitere abundante Fettsauren waren anteiso-Ci3.¢ (8,3%), iso-
Cis:0 (7,2%), is0-Ci3.9 (6,4%) und Ci4:0 (6,3%). Die hauptsachlichen Hydroxy-
Fettsauren waren iso-Cis: o 3-OH (3,7%) und Cs5. ¢ 3-OH (3%) (Tabelle 9).

Zusammenfassung

Basierend auf 16S rRNA Gensequenzen ergab sich fur die Stamme M3/6 und ING2-
E5A eine enge Verwandtschaft zu Proteiniphilum acetatigenes bzw. Petrimonas sul-
furiphila mit 97,3 bzw. 97% Sequenzahnlichkeit. DNA-DNA Hybridisierungen der Isolate
mit ihrem jeweils nachsten Verwandten ergaben Hybridisierungswerte von <70%, was
die Abgrenzung zweier Arten kennzeichnet (WAYNE et al. 1987). In Ubereinstimmung
mit physiologischen Unterschieden, geringen Abweichungen in den Fettsaureprofilen
und im genomischen G+C Gehalt (Tabelle 8 und 9) unterstitzen die Ergebnisse dieser
Studie eine Abgrenzung der beiden Isolate zu ihren nachst verwandten beschriebenen
Arten und deren Klassifizierung als neue Arten innerhalb der Gattungen Proteiniphilum
und Petrimonas. Die Isolate M3/6 und ING2-E5A werden dementsprechend als Pro-
teiniphilum saccharofermentans sp. nov und Petrimonas mucosa sp. nov. benannt und
beschrieben.

Das Isolat ING2-E5B zeigte mit 5,5% 16S rRNA Gensequenzunterschied nur entfernte
Verwandtschaft zu seinem nachsten Verwandten Proteiniphilum acetatigenes. Eine um-
fangreiche Studie von YARzA et al. (2008) zeigt auf, dass eine 16S rRNA Gensequen-
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zahnlichkeit von <95% einen sinnvollen Schwellenwert fur eine Gattungsabgrenzung
bildet. Um einen neuen Mikroorganismus als neue Art einer neuen Gattung beschreiben
zu konnen, mussen neben einem phylogenetischen Anhaltspunkt allerdings auch
chemotaxonomische Charakteristika vorhanden sein, die eine eindeutige Abgrenzung
zur nachsten beschriebenen Gattung zeigen. Innerhalb der Familie Porphyromonad-
aceae sind wesentliche chemotaxonomische Charakteristika die in den Zellen vorkom-
menden Chinone, die Zusammensetzung und die Anteile der einzelnen zellularen Fett-
sauren sowie das Verhdltnis der Fettsauren anteiso-Cjs.o und iso-Cis.o zueinander
(Tabelle 15). Der Stamm ING2-E5B sowie die nachsten verwandten Gattung Pro-
teiniphilum und Petrimonas weisen anteiso-Cs . ¢ als vorherrschende Fettsaure auf und
Menachinon MK-8 als vorherrschendes Chinon. Das neue Isolat ING2-E5B weist jedoch
ein etwas geringeres Verhaltnis der Fettsduren anteiso-Cis.¢ zu iso-Cis.o auf sowie
generelle Unterschiede in der Fettsaurezusammensetzung.
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Die Fettsaureprofile der verschiedenen Arten einer Gattung zeigen hingegen sehr hohe
Ahnlichkeiten zueinander (Tabelle 9). Im Allgemeinen weisen die Fettsaurezusammen-
setzungen innerhalb taxonomischer Gruppen nur unerhebliche Schwankungen auf
(TINDALL et al. 2010). Die deutlichen Unterschiede im Fettsaureprofii von Stamm
ING2-E5B im Vergleich zu den Arten der nachsten beschriebenen verwandten Gattun-
gen lassen somit eine klare Abgrenzung des Organismus zu den Gattungen Proteiniphi-
lum und Petrimonas erkennen. Verglichen mit den n&chsten Verwandten zeigte der
Stamm ING2-E5B aulRerdem einen geringeren G+C Gehalt. Basierend auf einer Kom-
bination aus phylogenetischen, genotypischen und chemotaxonomischen Unterschie-
den kann der Stamm ING2-E5B deutlich von verwandten Gattungen abgegrenzt wer-
den. Infolgedessen kann der in dieser Studie isolierte Stamm ING2-E5B als neue Art
einer neuen Gattung mit dem Namen Fermentimonas caenicola gen. nov., sp. nov. be-
nannt und beschrieben werden.

Alle drei Isolate zeigten in der Laborkultur nur schwache hydrolytische Aktivitaten, so
dass sie in Biogasreaktoren vermutlich nicht maf3geblich bei der Hydrolyse von Polyme-
ren beteiligt sind. Die phénotypischen Eigenschaften der Organismen klassifizieren sie
vielmehr als zuckerfermentierende, organische Sauren produzierende, acidogene Bak-
terien. Jedoch muss bei dieser Einschatzung bertcksichtigt werden, dass die in einem
natirlichen Habitat vorherrschenden Bedingungen sich nicht oder nur sehr schwer in
einem Labor simulieren lassen. Das Wachstum bzw. die Stoffwechselaktivitat der Isola-
te konnte daher in Biogasreaktoren ganzlich anders als in Laborkulturen ausfallen und
sollte in einer gesonderten Studie untersucht werden. Insbesondere sollte hierbei die
Interaktion der Isolate mit anderen Mikroorganismen untersucht werden

Beschreibung von Proteiniphilum saccharofermentans sp. nov.

Proteiniphilum saccharofermentans (sac.cha.ro.fer.men’tans. Gr. n. skchar sugar; L.
part. adj. fermentans fermentierend; N.L. part. adj. saccharofermentans zuckerfermen-
tierend).

Die Zellen sind stdbchenférmig, 1,1 bis 4,4 um lang und 0,6 bis 0,7 um breit, vereinzelt
kommen filamentdse Zellen bis zu 20 um Lange vor. Nach zweitdgigem anaerobem
Wachstum bei 37°C auf Columbia Blutagar bilden die Zellen 0,5 bis 0,8 mm grof3e Ko-
lonien (altere Kolonien sind bis zu 1,8 mm grof3). Die Kolonien sind weil3, undurchsich-
tig, kreisrund, ganzrandig und konvex. Wachstum erfolgt bei Temperaturen von 15 bis
45°C mit einem Optimum bei 35 bis 40°C und bei pH-Werten von 6,3 bis 9,1 mit dem
Optimum bei pH 7,5 bis 7,8. NaCl-Konzentrationen von 0 bis 5% werden toleriert, die
optimale NaCl-Konzentration liegt bei 0,55 bis 1%. Gram-negativ, fakultativ anaerob.
Katalase-positiv, schwach Oxidase-positiv. Auf Einzelsubstraten erfolgt nur schwaches
Wachstum, Hefeextrakt stimuliert Wachstum. Pepton, Glucose, Arabinose, Cellobiose,
Fructose, Galactose, Lactose, Maltose, Rhamnose, Sucrose, Trehalose und Starke sti-
mulieren Wachstum, geringes Wachstum erfolgt auf einer Mischung aus 20 Aminosau-
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ren. Es erfolgt kein Wachstum auf Ethanol. Zeigt leicht erhéhte extrazellulare Enzymak-
tivitat auf B-Glucan und schwache Aktivitat auf Cellobiose, Lactose, Starke, Arabino-
galactan, Arabinoxylan (mittlere Viskositat), Xylan (aus Laubholz), Carboxymethylcellu-
lose (CMC) und auf durch Phosphorsaure aufgequollene Cellulose (PASC). Kristalline
Cellulose (Avicel) wird nicht abgebaut. Nach Wachstum auf Hefeextrakt und Pepton
bilden die Zellen Essigsaure, Propionsaure, geringe Mengen Isovaleriansaure, CO, und
geringe Mengen an H,. Die vorherrschenden Fettsduren sind anteiso-Cis . o (ca. 50%),
iS0-C15.0 und Cis.0, die hauptséachlichen Hydroxy-Fettsduren sind Ci7.¢9 2-OH, iso-
Ci6:0 3-OH und iso-C17.¢ 3-OH. Das einzige detektierte Chinon ist Menachinon MK-8.
Der genomische G+C Gehalt des Typenstamms ist 45,1 mol% (HPLC). Der Typen-
stamm M3/6" wurde in drei 6ffentlichen Stammsammlungen hinterlegt (= DSM 28694" =
CECT 8610" = LMG 28299").

Beschreibung von Petrimonas mucosa sp. nov.

Petrimonas mucosa (mu.co’sa. L. fem. adj. mucosa Schleim, schleimig, eine Eigen-
schaft der Zellkolonien).

Die Zellen bilden unregelméfige Stdbchen mit einer Grofie von 0,9 bis 3,4 x 0,7 bis
1,2 um, vereinzelt kommen filamentése Zellen bis zu 19,5 pm vor. Nach zweitdgigem
anaerobem Wachstum bei 37°C auf Columbia Blutagar bilden die Zellen punktférmige
(ca. 0,1 mm im Durchmesser) creme-farbene, undurchsichtige, kreisrunde, ganzrandi-
ge, konvexe und glanzende Kolonien. Nach drei Wochen sind die Kolonien weil3,
schleimig und 0,5 bis1,0 mm grof3. Wachstum erfolgt bei Temperaturen von 20 bis 50°C
mit einem Optimum bei 45°C und bei pH-Werten von 6,3 bis 9,1 mit dem Optimum bei
7,5 bis 7,8. NaCl-Konzentrationen von 0 bis 2% werden toleriert, die optimale NaCl-
Konzentration liegt bei 0%. Gram-negativ, fakultativ anaerob. Katalase-positiv, schwach
Oxidase-positiv. Auf Einzelsubstraten erfolgt nur schwaches Wachstum, Hefeextrakt
stimuliert Wachstum. Pepton, Glucose, Cellobiose, Fructose, Galactose, Lactose, Mal-
tose, Rhamnose, Sucrose, Trehalose und Starke stimulieren Wachstum. Es erfolgt kein
Wachstum auf Arabinose, Aminosauren und Ethanol. Zeigt leicht erhdhte extrazellulare
Enzymaktivitat auf Lactose und schwache Aktivitdt auf Cellobiose, Starke, Arabino-
galactan, Arabinoxylan (mittlere Viskositat), Xylan (aus Laubholz), Carboxymethylcellu-
lose (CMC), auf durch Phosphorsaure aufgequollene Cellulose (PASC) und auf
B-Glucan. Kristalline Cellulose (Avicel) wird nicht abgebaut. Nach Wachstum auf Hefe-
extrakt und Pepton bilden die Zellen Essigséure, Propionsaure, geringe Mengen Isova-
leriansaure und CO, und Spuren von Hs; durch Zugabe von Glucose wird Buttersaure in
Spuren gebildet. Die vorherrschenden Fettsauren sind anteiso-Cis.o (ca. 50%), iso-
Ci5.0, 1S0-C14.0 and anteiso-Ci3.9. Das einzige detektierte Chinon ist Menachinon
MK-8. Der genomische G+C Gehalt des Typenstamms ist 48,2 mol% (HPLC). Der Ty-
penstamm ING2-E5AT wurde in zwei 6ffentlichen Stammsammlungen hinterlegt (= DSM
28695" = CECT 8611").
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Beschreibung von Fermentimonas gen. nov.

Fermentimonas (Fer.men.timo’nas. L. v. fermenti fermentieren; L. fem. n. monas Zelle;
N.L. fem. n. Fermentimonas fermentierende Zelle).

Gerade, Gram-negative Stabchen. Fakultativ anaerob. Zucker und komplexe proteinrei-
che Substrate werden fermentiert. Enthalt Menachinone MK-8. Die zellularen Fettsau-
ren enthalten sowohl geradkettige als auch verzweigte Fettsauren sowie 2-OH und
3-OH Hydroxy-Fettsauren. Die vorherrschenden Fettsauren sind anteiso-Cis. ¢ und iso-
Cis5:0 (beide zu etwa gleichen Anteilen), anteiso-Ci3. o, i1S0-Ci4: 0, iS0-C13:.0 und Ci4 - o.
Die hauptsachlichen Hydroxy-Fettsauren sind iso-Cis5.9 3-OH und Ci:0 3-OH. Basie-
rend auf 16S rRNA Genesequenzvergleichen ist die Gattung Fermentimonas am engs-
ten mit der Gattung Proteiniphilum verwandt (Phylum Bacteroidetes). Der Typenstamm
ist Fermentimonas caenicola.

Beschreibung von Fermentimonas caenicola sp. nov.

Fermentimonas caenicola (cae.ni’.co.la. L. n. caenum Schlamm; L. suff. -cola (von L. n.
incola) Bewohner; N.L. n. caenicola Schlammbewohner).

Die Zellen bilden Stabchen mit einer Grél3e von 0,9 bis 8,8 x 0,7 bis 1,0 um, vereinzelt
kommen filamentése Zellen bis zu 15,5 um vor. Nach zweitagigem anaerobem Wachs-
tum bei 37°C auf Columbia Blutagar bilden die Zellen ca. 0,8 mm grol3e, leicht greme-
farbene, schwach durchscheinende, runde, ganzrandige, konvexe und glanzende Kolo-
nien. Nach drei Wochen sind die Kolonien weif3 und ca. 1 mm im Durchmesser. Wachs-
tum erfolgt bei Temperaturen von 15 bis 45°C mit einem Optimum bei 37 bis 40°C und
bei pH-Werten von 6,3 bis 9,1 mit dem Optimum bei 7,1. NaCl-Konzentrationen von
0 bis 1% werden toleriert, die optimale NaCl-Konzentration liegt bei 0%. Katalase-
positiv, schwach Oxidase-positiv. Auf Einzelsubstraten erfolgt nur schwaches Wachs-
tum, Hefeextrakt stimuliert Wachstum. Peptone, Glucose, Cellobiose, Fructose, Galac-
tose, Lactose, Maltose, Rhamnose, Sucrose, Trehalose und Starke stimulieren Wachs-
tum. Es erfolgt kein Wachstum auf Arabinose, Aminosauren und Ethanol. Zeigt leicht
erhohte extrazellulare Enzymaktivitdt auf Arabinoxylan (mittlere Viskositat) und Xylan
(aus Laubholz) und schwache Aktivitdt auf Cellobiose, Lactose, Starke, Arabino-
galactan, Carboxymethylcellulose (CMC), auf durch Phosphorsaure aufgequollene Cel-
lulose (PASC) und auf B-Glucan. Kristalline Cellulose (Avicel) wird nicht abgebaut.
Nach Wachstum auf Hefeextrakt und Pepton bilden die Zellen Essigsaure, Propionsau-
re, CO,, Spuren von Isovaleriansaure und Spuren von H,. Der genomische G+C Gehalt
des Typenstamms ist 38,2 mol% (HPLC). Der Typenstamm ING2-E5B" wurde in drei
offentlichen Stammsammlungen hinterlegt (= DSM 28696 = CECT 8609' = LMG
28429").
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11.L1.10 Entwicklung eines qPCR-Systems zur quantitativen Bestimmung von
Petrimonas mucosa in Biogasanlagen

Da der Mikroorganismus Petrimonas mucosa mittels kultivierungsunabhangiger, DNA-
basierter Verfahren héaufig in Biogasanlagen nachgewiesen wird, sollte fur diese Bakte-
rienart ein molekulares Markersystem zur verbesserten kultivierungsunabhangigen
Quantifizierung entwickelt werden. Dieses Markersystem sollte insbesondere die
Grundlage eines speziesspezifischen Schnellnachweises auf Basis der quantitativen
Polymerasekettenreaktion (QPCR) bilden. Es wird beabsichtigt, dieses Markersystem
zukilnftig bei der Untersuchung von Praxisanlagen einzusetzen, um Korrelationen zwi-
schen den Abundanzen dieses Phylotyps und dem Reaktorzustand zu ermdglichen.

Artspezifische Primer fur das phylogenetische Markergen (16S rRNA Gen) wurden mit
Hilfe des probe design tools des Phylogenieprogramms ARB entwickelt (http://www.arb-
home.de [LubwIG et al. 2004]). Die erhaltenen Primersequenzen wurden anschliel3end
durch einen Abgleich mit der RDP Datenbank (Ribosomal Database Project,
https://rdp.cme.msu.edu) auf ihre Spezifitdt hin Uberprift. Fur folgendes Primerpaar,
das einen Genabschnitt der Gro3e 183 bp amplifiziert, wurde in silico eine Spezifitat fur
die Art Petrimonas mucosa ermittelt: Forward-Primer 472f (TAC CGT TTT GCA TGT
ACC C), Reverse-Primer 635r (TCA AGG AAA CCA GTA TCG AAG). Als non-target
Mikroorganismus mit den wenigsten Mismatches zu der Zielsequenz wurde der Bakte-
rienklon ATB-KH-29163 (NCBI Acc.-Nr. KF630721) gefunden, der einer bisher unbe-
kannten Art innerhalb der Porphyromonadaceae zuzuordnen ist und 95,5% 16S rRNA
Gensequenzahnlichkeit zu P. mucosa aufweist. Der Bakterienklon ATB-KH-29163 wies
zwei Mismatches im Forward-Primer und ein Mismatch im Reverse-Primer auf:

Zielsequenz Primer 472f: TAC|CGT TTT GCA TGT ACC
Klon ATB-KH-29163: TAC|[TET TTT GCA TGT ACC|T
Zielsequenz Primer 635r: TCA AGG AAA CCA GTA TCG ‘

Klon ATB-KH-29163: TCA AGG AAA CCA GTA TCG AT(

Um die optimale Bindungstemperatur fur die Primer zu ermitteln, wurde zunachst ein
Standard-PCR-Protokoll mit einem Temperatur-Gradienten angewendet. Dabei wurden
Primer-Bindungstemperaturen von 57 bis 66°C eingestellt. Als Zielorganismus wurde
das Isolat P. mucosa ING2-E5A verwendet, in die Negativkontrollen wurde kein DNA-
Template eingesetzt. Durch das Primersystem konnte das 16S rRNA Genfragment des
Zielorganismus amplifiziert werden, wobei sich eine Bindungstemperatur von 62°C als
hdchstmdgliche Temperatur herausstellte, um ein optimales Produkt zu erhalten (Ab-
bildung 15). In den Negativkontrollen wurden keine PCR-Produkte festgestellt.
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- ING2-E5A Neg-Kontrollen (H,O)
GroRe (bp) } | | |
21226 —' !
5148 — !
3530 — :
2027 — .
1584 _ L
1375 1
24— |
564 — ;
- e ED GD D e S8 = :

1
°C 57,0 57,3 579 588 59,9 61,0 62,0 63,1 64,2 651 657 66,0 57,0 57,3 57,9 58,8 59,9 61,0 62,0 63,1 64,2 65,1 65,7 66,0
1

Abbildung 15: Agarose-Gel mit aufgetragenen PCR-Produkten aus der Gradienten-PCR. Der
Zielorganismus, Isolat ING2-E5A, wurde bis zu einer Annealingtemperatur von 62°C optimal
amplifiziert (links), die Negativkontrollen wiesen keine PCR-Produkte auf (rechts).

Um die Spezifitat der Primer zu testen wurde die PCR aul3erdem mit verschiedenen
Isolaten durchgefihrt, die aus Biogasanlagen gewonnen wurden und die nicht in die
phylogenetische Zielgruppe fallen. Ebenso wurde das klonierte 16S rRNA Gen des Bak-
terienklons ATB-KH-29163 eingesetzt, der als Nicht-Zielorganismus die wenigsten
Mismatches zu den entwickelten Primern aufwies. Als Annealingtemperatur wurden
62°C verwendet. Die eingesetzten Isolate wurden mit dem PCR-System nicht amplifi-
ziert, fur den Klon ATB-KH-29163 wurde jedoch eine schwache Amplifizierung festge-
sellt (Abbildung 16). Da in der qualitativen PCR also auch ,falsch-positive“ Organismen
detektiert werden, wirde das Vorkommen solcher Organismen auch die Quantifizierung
von P. mucosa in einem qPCR-Ansatz entsprechend beeinflussen. Um ein spezifisches
Markersystem zu erhalten, ist es notwendig in silico andere mdgliche Primer und/oder
sog. TagMan-Sonden zu designen, die dann erneut getestet werden mussen. Da die
hier vorgestellten Arbeiten den Stand zum Projektende darstellen, kann die Weiterent-
wicklung des qPCR-Systems nicht mehr im Rahmen des BIOGAS-CORE Projekts er-
folgen.

Abbildung 16: Agarose-Gel mit aufgetragenen PCR-Produkten. Die PCR wurde mit den entwi-
ckelten P. mucosa Primern 472f und 635r und einer Annealingtemperatur von 62°C durchge-
fahrt. Der Nicht-Zielorganismus Klon ATB-KH-29163 bildete schwache Banden, diverse nicht zu
den Zielorganismen gehdrende Isolat wurden nicht amplifiziert. Zusatzliche Negativkontrollen
waren Anséatze ohne DNA-Template. Als Positivkontrolle wurde das Isolat ING2-E5A eingesetzt.
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Probenvor-

bereitung

‘4&”19

SARAMIS Datenbank und Software

Auswertung \

Identifikation Referenzdatenbank der Cluster- und Biomarker-
Spektren (Archivierung) analysen

Abbildung 17: Schema zum Arbeitsablauf der MALDI-TOF MS Analysen. Erhaltene Massen-
spektren wurden mit der SARAMIS Datenbank abgeglichen, wobei bekannte Spektren zu einer
Identifizierung der Isolate fuhrten. Unbekannte Spektren wurden zum Aufbau der Datenbank
gespeichert.

[1.L1.11 Etablierung einer zeitnahen Diagnostik des Reaktorzustandes mittels
MALDI-TOF MS

Zur Etablierung einer zeitnahen mikrobiologischen Diagnostik des Reaktorzustands
entsprechend der Vorhabensbeschreibung wurde von dem Teilprojektpartner RIPAC-
LABOR GmbH eine Datenbank fur die MALDI-TOF Massenspektrometrie (Matrix As-
sisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) als Grundlage
zur Schnellidentifizierung von Mikroorganismen aus Biogasreaktoren aufgebaut. Die
Identifizierung der Mikroorganismen mittels MALDI-TOF MS basiert auf der Erzeugung
stammspezifischer Zellproteinprofile, die durch einen Abgleich mit Referenzspektren
identifiziert werden konnen. Um die Datenbank der Referenzspektren zu erweitern,
wurden vom RIPAC-LABOR Isolierungen von Bakterien und Pilzen durchgeflhrt. Von
den Isolaten (Eigenisolate sowie Isolate aller Projektpartner) wurden MALDI-TOF MS
Analysen nach einem Standard-Protokoll fir Kolonien von Agar-Platten (Abbildung 17)
und nach einem in dieser Studie entwickelten Protokoll zum Transport von inaktivierten
Proben vorgenommen (siehe Anlage 2).

Um zun&chst zu untersuchen, ob unterschiedliche Kultivierungsbedingungen einen Ein-
fluss auf die Massenspektrenmuster und damit auf die phylogenetische Zuordnung von
Mikroorganismen haben, wurden von dem Verbundpartner TUM zwei Clostridien-
Stamme unterschiedlicher Arten (Clostridium stercorarium DSM 8532 und Clostridium
thermocellum DSM 2360) jeweils bei unterschiedlichen Temperaturen und Inkubations-
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zeiten kultiviert, die dann mittels MALDI-TOF MS analysiert wurden. Die Variationen in
den Wachstumsbedingungen ergaben die ,normalen® erwarteten Schwankungen in den
Spektren, was eine taxonomische Zuordnung dieser Mikoorganismen jedoch nicht be-
einflusste. In der phylogenetischen Analyse konnten beide Arten eindeutig voneinander
getrennt werden (Abbildung 18). Die artspezifischen Proteinprofile und somit die Identi-
fizierung von mikrobiellen Isolaten werden durch unterschiedliche Kultivierungsbedin-
gungen also nicht beeinflusst. Unterschiedliche Stamme ein und derselben Art konnten
Uber eine Clusteranalyse der Massensprektren ebenfalls unterschieden werden (Abbil-
dung 19), was eine hohe Auflésung der Identifizierung auf Stammebene zeigt.
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G52 D12-1755-2-1-1_CLO-5TE

G52 D12-1755-2-1-1_CLO-STE

G582 D12-1755-10-1-1_CLO-STE
G52 D12-1755-1-1-1_CLO-5TE

G52 D12-1755-1-1-1_CLO-STE

G52 D12-1755-10-1-1_CLO-STE
(52777 D12-1755-11-1-1_CLO-STE
(52777 D12-1755-11-1-1_CLO-STE
G52 D12-1755-3-1-1_CLO-STE

G52 D12-175518-1-1_CLO-STE
G582 D12-175518-1-1_CLO-STE
G52 D12-1755-26-1-1_CLO-STE
G52 D12-1755-26-1-1_CLO-STE
G582 D12-1755-25-1-1_CLO-STE
G582 D12-1755-25-1-1_CLO-STE
G52 D12-1755-17-1-1_CLO-STE
G52 D12-1755-17-1-1_CLO-STE
(52 D12-1755-8-1-1_CLO-STE

G582 D12-1755-30-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-30-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-6-1-1_CLO-THE

G582 D12-1755-5-1-1_CLO-THE

G52 D12-1755-5-1-1_CLO-THE

G52 D12-1755-14-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-22-1-1_CLO-THE
G582 D12-1755-21-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-13-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-21-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-29-1-1_CLO-THE
G582 D12-1755-28-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-13-1-1_CLO-THE
G52 D12-1755-22-1-1_CLO-THE

Species

stercorarium
stercorarium
stercoranum
stercorarium
stercorarium
stercorarium
stercoranum
stercorarium
stercorarium
stercorarium
stercoranum
stercorarium
stercorarium
stercoranum
stercoranum
stercorarium
stercorarium
stercoranum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum
thermocellum

Genus

Clostridium
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridium

Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm
Clostridium
Clostridium
Clostridiurm

Abbildung 18: Dendrogramm basierend auf Unterschieden in MALDI-TOF Massenspektren.
Unterschiedliche Wachstumsbedingungen (Inkubationszeit, Temperatur) zeigten die ,normalen®
erwarteten Schwankungen innerhalb eines Clusters; die beiden Clostridienarten C. stercorarium
und C. thermocellum zeigten eine eindeutige Trennung voneinander. Alle Stamme wurden je-

weils in Duplikaten analysiert.

40 50 60 70 80 80

% name

RIPAC_001_2219_211[c]
RIPAC_001_2219_214{c]
RIPAC_001_2219_213]c]
RIPAC_001_2219_212]c]
RIPAC_001_2219_2H3{c]
RIPAC_001_2219_2H4[c]
RIPAC_001_2219_2H2[c)
RIPAC_001_2219_2H[c]

RIPAC_001_2219_2J1[c]

RIPAC_001_2219_2J3[c]

datacount

136
165
161
156
116
154
115
125
‘1

130

sample

Species

Genus

D13-0652-5-1-1_Probe05_BAC-TAO_Extrakt
D13-0652-6-1-1_Probe6_BAC-TAO_Extrakt_02
D13-0652-6-1-1_Probel6_BAC-TAO_Exirakt
D13-0652-5-1-1_Probel5_BAC-TAO_Exirakt_02
D13-0652-4-1-1_Probe04_BAC-TAO_Extrakt
D13-0652-4-1-1_Probe04_BAC-TAO
D13-0652-3-1-1_Probel3_BAC-TAO
D13-0652-3-1-1_Frobe3_BAC-TAO_Exirakt
D13-0652-7-1-1_Probe7_DSM13307_Extrakt
D13-0652-8-1-1_Probe08_DSM13307_Extrakt

Strain
_Extrakt_02
_Exirakt_02
DSM 13207
DSM 13307

thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans
thermoamylovorans

thermoamylovorans

Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus

Abbildung 19: Dendrogramm basierend auf Unterschieden in MALDI-TOF Massenspektren.
Unterschiedliche Isolate der Art Bacillus thermoamylovorans bildeten drei verschiedene Sub-
cluster und sind somit eindeutig als drei Stamme derselben Art voneinander zu trennen. Alle
Stamme wurden jeweils in Duplikaten analysiert.
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Da eine Schnellidentifizierung bisher unbekannter Isolate (d. h. Mikoorganismen, zu
denen kein Spektrum in der Datenbank hinterlegt ist) nicht Uber die MALDI-TOF MS
maoglich ist, wurde die Datenbank entsprechend der in den Biogasreaktoren nachgewie-
sen unbekannten Mikroorganismen entsprechend erweitert. Hierzu wurden die Mikroor-
ganismen auf Basis der Nukleotidsequenz fiir das 16S rRNA Gen taxonomisch einge-
ordnet. Die gewonnene Information zur taxonomischen Zuordnung wurde entsprechend
in die Datenbank eingespeist, wodurch zukinftig eine Schnellidentifizierung dieser
Stamme erfolgen kann.

Neben den lIsolaten, die durch alle Projektpartner bereitgestellt wurden, wurden auch
Eigenisolate analysiert. Hierzu sowie zur Durchfihrung einer generellen Reaktordiag-
nostik wurden vom Partner RIPAC-LABOR Kaultivierungsansatze fir zwei Praxisanlagen
durchgefiihrt. Es wurden die thermophile Biogasanlage in Viersen ausgewahlt, zu der
vom Kooperationspartner CeBiTec bereits umfassende kultivierungs-unabhangige ta-
xonomische Profile vorlagen, sowie die mesophile Biogasanlage der Stadtwerke Biele-
feld.

Durchfihrung von Anreicherungskultivierungen

Von jeder Biogasreaktorprobe wurde eine Bestimmung der aeroben und anaeroben
Gesamtkeimzahl einschlie3lich Hefen, Schimmelpilze und Clostridien vorgenommen.
Zu diesem Zweck wurde das Untersuchungsmaterial in physiologischer Kochsalzlésung
verdinnt. Von jeder Verdunnungsstufe wurden vier Columbia-Agarplatten mit 7,5%
Schafblutzusatz (Oxoid) mit je 0,2 ml beimpft und je zwei Platten 48 Stunden bei 30 und
37°C (fur die thermophilie Anlage in Viersen zusatzlich bei 50°C) fur die aerobe Ge-
samtkeimzahlbestimmung bzw. 96 Stunden bei 37 und 50°C fiur die anaerobe Gesamt-
keimzahlbestimmung bebrutet. Zudem wurde von jeder Verdinnungsstufe zum direkten
Nachweis von Enterobakterien (Enteroh&morrhagische Escherichia coli, Salmonellen
u. a.) eine Wasserblau-Metachromgelb-Laktose-Agarplatte nach Gassner (Oxoid) und
eine Brilliantgriin-Phenolrotagarplatte (Oxoid) sowie zum Nachweis von Hefen und
Schimmelpilzen eine Sabouraud-Dextroseagarplatte mit Zusatz von Chloramphenicol
beimpft, 48 h bei 37 und 50°C bzw. 96 h bei 30 und 50°C bebritet. Da Clostridien- und
Clostridium perfringens-Sporen nicht bzw. nur selten auf Agarplatten wachsen, wurde
von jeder Verdlinnungsstufe zusatzlich 1 mL in eine Leberbouillon (Oxoid) anaerob ver-
impft und nach 24 h (37 und 50°C) auf Columbia-Schafblutagarplatten mit Neomycin-
und Gentamycin-Zusatz ausgestrichen (anaerob, 48 h, 37 und 50°C). Aul3erdem wurde
von jeder Verdunnungsstufe 1 mL in verflissigten Hochschicht-Eisensulfitagar nach
Angelotti gegeben und 48 h bei 37 und 50°C bebritet, wobei gasbildende, sulfitreduzie-
rende Clostridium spp. eine Schwarzfarbung sowie Gasblasen verursachten. Zum
Nachweis von Salmonellen wurden 25 mL Untersuchungsmaterial im Verhéltnis von
1:10 in ein Voranreicherungsmedium (gepuffertes Peptonwasser) gegeben, tber Nacht
18 bis 24 h bei 37°C angereichert und danach 3x fraktioniert 1:10 in Tetrathionat-
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Bouillon (Oxoid) Uberimpft (18 bis 24 h, 37°C) und ausschlie3lich auf Brillantgriin-
phenolrotagar (BGP-Agar) und XLD/Brilliance-Salmonella-Agar (Oxoid) ausgestrichen.

Ablesen der Platten und Isolierung relevanter Keime

Entsprechend den bei Keimzahlbestimmungen ublichen Untersuchungsmethoden er-
folgte die Auszahlung der Kolonien nur von den Platten, auf denen der Keimgehalt 220
bzw. <200 KBE/Platte betrug (KBE = koloniebildende Einheiten). Da von jeder Verdin-
nungsstufe zwei Platten beimpft wurden, ist von beiden Platten der Mittelwert flr den
Keimgehalt gebildet worden. Zum Zweck des Ablesens wurden die Morphologien der
gewachsenen Bakterienkolonien mit dem Auflichtmikroskop (Motic) bei 3 bis 15facher
VergrofRerung begutachtet. Die verschiedenen Kolonietypen wurden gezahlt, so dass
sie auch quantitativ bewertet werden konnten. Von den vorherrschenden typischen Ko-
lonien der Umweltmikroflora, von Kolonien bekannter, hygienisch relevanter Indikator-
keime (z. B. Enterokokken, E. coli u. a.), von Kolonien verdachtiger pathogener Erreger
sowie neuartiger unbekannter Keime wurden Reinkulturen auf Columbia-Schafblutagar
abgeimpft. Die Bebritung der Subkulturen erfolgte 24 bis 48 h bei 37 bzw. 50°C unter
anaeroben bzw. mikroaerophilen Bedingungen je nach Anzuchtbedingungen der Pri-
marplatten.

Differenzierung der isolierten Kulturen

Die Differenzierung der isolierten Stamme erfolgte auf der Grundlage phanotypischer
und morphologischer Eigenschaften (Farbung nach Gram), konventioneller Verfahren
zur Prifung des biochemischen Leistungsvermogens und mit der MALDI-TOF Massen-
spektrometrie. Fur die Durchfuhrung der Differenzierung mittels MALDI-TOF-Verfahren
stand ein SHIMADZU-AXIMA-Confidence-Gerat zur Verfiigung. Von jeder Probe wur-
den zwischen 5 bis 42 Stamme je nach Keimspektrum mittels MALDI-Verfahren diffe-
renziert, wobei auch ausgewahlte Stamme von bereits mittels konventioneller Verfahren
identifizierter Kulturen einer Uberprifung mit dem MALDI-Verfahren unterzogen worden
sind.

Aufbau der MALDI-TOF MS-Referenzdatenbank

Insgasamt wurden von der RIPAC-LABOR GmbH ~4.000 unterschiedliche Bakterien-,
Archaeen- und Pilzisolate mittels MALDI-TOF Massenspektren analysiert und in der
SARAMIS Datenbank ausgewertet. Bei den untersuchten Isolaten handelte es sich um
~3.000 selbst isolierte und ~1.000 durch die Projektpartner bereitgestellte Mikroorga-
nismen. Dabei wurden neben den klassischen Keimen auch methanogene Archaeen
und Cellulose-Abbauer untersucht. Bei den ~3.000 selbst untersuchten Stammen konn-
ten groRtenteils die bekannten Leitkeime wie Clostridien spp., Streptococcus bo-
vis/eginus, Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Bacillus spp., Bacteroides spp.,
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Streptomyces spp., Hefen und Schimmelpilze identifiziert werden. Alle Spektren von
unbekannten und seltenen Spezies wurden in der SARAMIS Datenbank gespeichert.
Lagen Referenzidentifizierungen in Form von Sequenzierungsergebnissen des 16S
Gens durch die Projektpartner vor, wurden die Speziesnamen in die SARAMIS Daten-
bank Gbernommen. Dieser Teil der Datenbank (Replikation) kann anderen Partnern zur
Verfligung gestellt und in andere SARAMIS Systeme importiert werden. Alle Spektren
von bereits bekannten, identifizierten und typischen Stammen wurden nicht in der SA-
RAMIS Datenbank gespeichert.

Ergebnisse der Reaktoruntersuchungen

Mittels verschiedener Kultivierungsverfahren und anschliel3ender MALDI-TOF MS Iden-
tifizierung wurden in der thermophilen Biogasanlage (BGA) in Viersen bzw. in der me-
sophilen Anlage der Stadtwerke Bielefeld eine Reihe unterschiedlicher Bakterien und
Pilze identifiziert (Tabelle 16 und 17). Die Ergebnisse der Analysen beider Biogasanla-
gen zeigten, dass keine Anreicherung CI. botulinum-Neurotoxin-bildender Stamme in
den Biogasproben nachgewiesen werden konnten. In beiden Anlagen gelang der
Nachweis von Cl. sporogenes, der eine mit Cl. botulinum eng verwandte Art darstellt,
jedoch uber kein Botulinum-Neurotoxinbildungsvermogen verfligt. Die bakteriologische
Untersuchung der BGA Viersen bei einer dem Garprozel3 nachempfundenen Kultivie-
rungstemperatur von 50°C zeigte eine Verringerung der Diversitat und Konzentration
der bakteriellen Mikroflora zugunsten aerober sowie anaerober Sporenbildner an. Im
Allgemeinen entsprachen die festgestellten Konzentrationen der bakteriellen und myko-
logischen Mikroflora der in Biogasanlagen typischerweise vorkommenden Keimzahlen
(Tabelle 16 und 17).
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Halothermg

Thermoanaerobacterales Family Ill. Incerate Sedis

Thermoanaerobactet

Tepidanaerobacter

Syntrophomonadacegs
Peptococc

Desulfotomaculul

Alkaliphilus

Abbildung 20: Taxonomisches Profil der prokaryotischen Gemeinschaft der BGA Viersen. Die
zugrundeliegenden Metagenomdaten beruhen auf finf Datenséatzen, die auf Grundlage von funf
DNA-Extrakten erstellt wurden. Mittels der unterschiedlichen DNA-Extraktionsmethoden, die
durch die unterschiedlichen Projektpartner durchgefiihrt wurden, sollte ein méglicher Bias durch
verschiedene DNA-Extraktionsprotokolle oder verschieden lange Transportzeiten der Probe bis
zur Lagerung ausgleichen.
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Tabelle 16: Ergebnisse der RIPBA-LABOR Diagnostik der thermophilen Biogasanlage Viersen.

Unsere Nr. Bakteriologische Untersuchung Zusatzuntersuchung
D14 0848 : ;
— Keim- Salmo-| Parasito-
(Ihre Angaben) Genat Erreger Typ APEC EHEC ESBL nellen | logie
-1 A | Salmonella enterica subsp. negativ 3
PSR
Biogasprobe enterica ¥
(Schweinegiil- | 1,4 x 10° | unbekannte Hefe
le/ Frischgtille) 4 . 1)
37 °C 1,0 x 10" | unbekannter Schimmelpilz
5,0 x 10° | Pichia fermentans ¥
1,0 x 10° | Escherichia coli ¥ negativ ? | positiv ? | negativ ¥
. 3)
4,0 x 10* | Providencia rettgeri ¥ negativ
9,0 x 10 | Klebsiella pneumoniae * negativ ¥
>10*<10°| Clostridium perfringens A, <4 NE,
B2 positiv
2,0x10° | Lactobacillus reuteri ¥ o
; ) Kokzidien
4,0x 10" | Lactobacillus amylovorus/ positiv
kitasatonis
3,0x10" | unbekannter Keim ¥ Wurmeier
>10° <10’| Proteus mirabilis ” negativ ¥ __ [positiv
) positiv
7 = a1
1,0 x 10" | Bacteroides coprosuis Maden
1,0 x 10° | Clostridium bifermentans positiv
1,0 x 107 | Streptomyces albus
ptomy Milben
1,0 x 10" | Enterococcus D11-1092-8-1-2 positiv
2,0 x 10" | Bacillus spp.
3,0 x 10° | Wautersiella D12-1179-1-1-4"
50°C >10° <10°| unbekannter Keim
>10* <10°| Clostridium perfringens
>10° <10%| Clostridium cochlearium *
>10° <10*| Enterococcus faecium
3,0 x 10*| Bacillus spp.
1,0 x 10*| Lysinibacillus fusiformis/
sphaericus
-2 A Salmonella enterica subsp. negativ ¥
Biogasprobe enterica ”
(Fermenter 3,0 x 10? | Rhodotorula mucilaginosa
F2) 37°C >10* <10°| Clostridium sporogenes o
4 Kokzidien
>10* <10°| Clostridium perfringens A, 232 NE, positiv
B2 negativ positiv
2,0x 10" | Bacillus cereus Bacil- Wurmeier
5,0x 10’ | lus licheniformis positiv
3,0x 10" | unbekannter Keim
3,0x 10" | Ureibacillus
thermosphaericus

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 92
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut fur Agrartechnik und Biookonomie e.V. (ATB)



78

Teilvorhaben 1:

Stickstoff-Umsetzer und MALDI-TOF MS Analytik

Tabelle 16 (Forts.)

Unsere Nr. Bakteriologische Untersuchung Zusatzuntersuchung
(|hili;(;ii,8en) Zz'h”;” Erreger Typ | APEC | EHEC |ESBL | S3MO- E)agriaes'to'
50°C 1,0 x 10" | Bacillus oleronius ¥

1.0x 10" | Bacillus thermoamviovorans®
>10* <10’ | Clostridium perfringens
>102<10° | Aneurinibacillus spp. ”
>10°<10° | Clostridium D11-0088-1-1-16"
>10"<10° | Enterococcus faecium
-3 1,0 x 10> | Salmonella enterica subsp. | Typhimu- negativ ¥
Biogasprobe enterica ” rium
(Garrest/Endla- | 1,0 x 10° | Scopulariopsis brevicaulis ¥
g(;?C 1,0x10° | unbekannter Schimmelpilz ¥
1,2x10° | Escherichia coli negativ ? | positiv 2 | negativ
4,0 x 10> | Morganella morganii ¥ negativ ¥
>10*<10° | Clostridium perfringens A, <4 NE,
B2 positiv
1,0 x10° | unbekannter Keim ¥
>10"<10° | Clostridium sordellii
1,0x10" | Lactobacillus amylovorus/
kitasatonis ¥ )
Wurmeier
>10°<10° | Lactobacillus reuteri ” positiv
2,0x10° | Bacteroides coprosuis positiv
2,0x10° | Paenibacillus macerans Kokzidien
>10°<10° | Clostridium D13-0312-1-1-9 ¥ negativ
50x10° | Hydrogenophaga spp.
1,0 x 10° | Bacillus licheniformis
7,0x10° | Bacillus oleronius
>10?<10° | Proteus pennerifvulgaris * negativ ¥
50°C >10°<10° | unbekannter Keim ¥
>10*<10° | Clostridium perfringens
>10°<10* | Clostridium cochlearium ¥
2,0x10° | Brevibacillus borstelensis
>10*<10° | Bacillus licheniformis
>10°<10" | Bacillus amyloliquefaciens
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Tabelle 17: Ergebnisse der RIPAC-LABOR Diagnostik der mesophilen Biogasanlage Stadtwer-
ke Bielefeld.

Unsere Nr. Bakteriologische Untersuchung Zusatzuntersuchung
D14 0885 Keim- Salmo- | Parasito-
— Erreger T APEC | EHEC | ESBL h
(Ihre Angaben) | gehalt 9 P nellen logie
-1 1,0x10° | Pseudomonas citronellolis/
Biogasprobe delhiensis R
2,6 x10* | unbekannter Schimmelpilz ¥
>10°<10* | Clostridium perfringens A, <4 NE,
B2 positiv

>10"<10® | unknown 16S Sequence
D11-1410-6-1-5 ¥

Wurmeier:
1,8 x 107 | Streptococcus bovis/equinus® nicht nicht nicht positiv
negativ
2,0x10" | Enterococcus cecorum ¥ nach- | nach- | nach- .
weisbar | weisbar | weisbar Kokzidien:

1,0 x 10° | Aneurinibacillus spp. ¥ positiv

1,0 x 10° | Staphylococcus capitis ¥

5,0 x 10° | Bacillus spp.

>10° <10* | Aneurinibacillus

aneurinilyticus ¥
>102<10° | Proteus mirabilis ¥
A Clostridium sporogenes H
+++ hochgradiger Keimgehalt: >100 Kolonien pro Platte 5) Ergebnisse eines externen Labors
++ mittelgradiger Keimgehalt: 20-100 Kolonien pro Platte NE g—(;l’r%gﬂuantlﬂﬂerung in Naglereinheiten pro ml
+ niedriger Keimgehalt: <20 Kolonien pro Platte 2 beta 2-Toxingen
(+) vereinzelt Kolonien pro Platte * Angaben in méuseletale Dosen pro ml Medium
1K eine Kolonie pro Platte o >2 mauseletale Dosen pro ml Medium
negativ ok < 2 mauseletale Dosen pro ml Medium
A Anreicherung spp. Spezies/Art nicht bestimmt
1) Ergebnisse mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie ub Uberschwarmender Keim
2) Ergebnisse mittels PCR n.d. nicht differenziert
3) Ergebnisse mittels Brilliance T ESBL Agar (OXOID) n.a. nicht abimpfbar
2 MALDI-TOF Massenspektrometrie einer unbekannten
Spezies

5) Ergebnisse eines externen Labors

Im Gegensatz zur kultivierungsbasierten Reaktoruntersuchung wurde vom Projekt-
partner CeBiTec eine kultivierungsunabhangige DNA-basierte Metagenomanalyse des
gesamten Geninventars der mikrobiellen Gemeinschaft der BGA Viersen durchgefuhrt.
Die taxonomische Auswertung des Metagenoms ergab ein diverses Spektrum unter-
schiedlicher Bakterien und Archaeen (Abbildung 20). Ein Grol3teil der gefundenen
Gruppen von Mikrorganismen war mit dem kulturbasierten und DNA-basierten Nach-
weis identisch. Die Archaeen konnten mittels Standardverfahren nicht kultiviert werden.
Andererseits wurden Pilze nicht in den DNA-basierten Analysen erfasst. Damit erganz-
ten sich beide Methoden und bestatigten die jeweils anderen Analyseergebnisse.

Insgesamt ist die von der RIPAC-LABOR GmbH etablierte kultivierungsbasierte Unter-

suchung des Reaktorzustandes also eine Methode, die durch die Schnellidentifizierung

der Mikroorganismen mittels MALDI-TOF MS eine zeitnahe Diagnostik des Reaktors
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erlaubt. Umfangreiche kultivierungsunabhéngige Analysen liefern zusatzliche Informati-
onen, sind jedoch auch deutlich aufwendiger.

[1.L1.12 Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse

Im Rahmen des am ATB bearbeiteten Teilprojekts wurden aus vier Biogas-
Reaktorproben insgesamt 197 Isolate gewonnen, die 64 verschiedenen Stammen bzw.
Arten von Bakterien und Archaeen aus 10 phylogenetischen Klassen zuzuordnen wa-
ren. Mindestens 15 der erhaltenen mikrobiellen Isolate entsprachen bislang unbekann-
ten Bakterienarten. Drei Bakterien aus dem Phylum Bacteroidetes, die haufig in Bio-
gasanlagen gefunden wurden, wurden umfangreich charakterisiert und als neue Arten
bzw. als neue Art einer neuen Gattung beschrieben. Fir eine dieser Arten, Petrimonas
mucosa, wurde mit der Entwicklung eines quantitativen PCR-Systems begonnen. Die-
ses molekulare Markersystem soll zukinftig bei der Untersuchung von Praxisanlagen
eingesetzt werden, um Korrelationen zwischen den Abundanzen dieses Phylotyps und
dem Reaktorzustand zu erfassen.

Fur die Erstellung von Referenzgenomen zur Interpretation von Genomdaten aus der
Hochdurchsatz-DNA-Analytik wurden 11 Isolate ausgewéahlt und deren Genome durch
den Projektpartner CeBiTec sequenziert. Innerhalb des gesamten Verbundes wurden
fur den Aufbau der Referenzdatenbank 34 Genome sequenziert. Das Genom der am
ATB isolierten und beschriebenen neuen Bakterienart Clostridium bornimense wurde im
Rahmen des Projekts in Zusammenarbeit von ATB und CeBiTec ausgewertet und pu-
bliziert. Das Genom eines weiteren Bakterienisolats aus dem Phylum Bacteroidetes
wurde als Grundlage zur umfassenden Auswertung vollstdndig manuell annotiert.

Alle im Rahmen des Verbundes gewonnenen Isolate wurden von dem Partner RIPAC-
LABOR GmbH mittels MALDI-TOF MS analysiert. Proteinprofile neuer Bakterienisolate
wurden in die MALDI-TOF MS-Datenbank zur Schnellidentifizierung von Mikroorganis-
men eingespeist und trugen so zu dem Ausbau der Datenbank fur die Schnelldiagnostik
von Biogasanlagen bei. Es erfolgte die Etablierung einer zeitnahen kultivierungsbasier-
ten mikrobiologischen Diagnostik des Reaktorzustandes mittels MALDI-TOF MS durch
den Partner RIPAC-LABOR GmbH. Ein Abgleich der erhaltenen Ergebnisse mit denen
aus einer kultivierungsunabhangigen DNA-basierten Analyse durch das CeBiTec hat
ergeben, dass ein Grof3teil der nachgewiesenen Gruppen von Mikroorganismen iden-
tisch waren. Obwohl die Auflosung beider der methodischen Ansatze unterschiedlich
ist, ergdnzen sich jedoch die beiden Methoden und bestatigten in dieser Studie die je-
weils anderen Ergebnisse.
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1.2 Verwertung
[1.2.1 Verwertung der wissenschaftlichen Erkenntnisse

Primar resultierten aus dieser Studie

(1) wissenschatftliche Fachpublikationen,
(2) Beitrage zu internationalen Sammlungen von DNA-Sequenzen,

(3) mikrobielle Isolate bzw. Anreicherungskulturen fur die mikrobiologische und biotech-
nologische Forschung bzw. Anwendung und eine

(4) Datenbank mit einem (ausbaufahigen) Core-Metabiom fur Biogasfermentationen.

Letzteres bezieht sich in diesem Teilprojekt 1 auf die kultivierungsbasierte Identifizie-
rung von Mikroorganismen mittel MALDI-TOF Massenspektrometrie.

Die erlangten wissenschaftlichen Erkenntnisse werden in Form von wissenschaftlichen
Fachartikeln publiziert und somit o6ffentlich zugénglich gemacht (Ubersicht siehe
Kap. I1.4). Bereits eingereicht oder in Planung sind Fachartikel Uber die Charakterisie-
rung der drei neuen Bacteroidetes-Arten, Genom-Bekanntmachungen (,Genome An-
nouncements®) zu den im Rahmen dieser Studie generierten Genomsequenzen sowie
umfassende Genomauswertungen einzelner Stamme. Ebenfalls in Vorbereitung befin-
det sich eine Gemeinschaftspublikation tGber die polyphasische Charakterisierung der
mikrobiellen Gemeinschaft in der thermophilen Biogasanlage mit Standort Viersen.

Im Rahmen dieser Studie wurde eine Reihe von DNA-Sequenzen ermittelt. Diese Se-
quenzen sind in der Datenbank GenBank des National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) hinterlegt und via Internet unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
Offentlich verfugbar.

Die in dieser Studie charakterisierten und die genomsequenzierten Bakterienisolate
wurden in mehreren 6ffentlichen Stammsammlungen wie dem Leibniz-Institut DSMZ -
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH hinterlegt und ste-
hen somit der internationalen wissenschaftlichen Gemeinschaft zur Verfligung.

Im Rahmen dieses Teilprojekts wurden in Zusammenarbeit mit dem Unterauftragneh-
mer RIPAC-LABOR GmbH Potsdam MALDI-TOF Massenspektren von ca. 4.000 unter-
schiedlichen Bakterien-, Archaeen- und Pilzisolaten aus Biogasreaktoren erzeugt und in
eine Datenbank eingespeist. Bei unbekannten Spektren erfolgte eine Identifizierung der
Ursprungsorganismen mittels Analyse der 16S rRNA Gensequenz. Diese Datenbank
kann jederzeit zur Schnellidentifizierung von Mikroorganismen aus Biogasreaktoren so-
wie zur Schnelldiagnostik der Prozessmikrobiologie von Biogasanlagen in Form einer
Dienstleistung durch RIPAC-LABOR GmbH genutzt werden.
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I1.2.2 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Die im Rahmen dieser Studie erarbeiteten Ergebnisse bilden die Grundlage fur eine
Reihe von Anschlussarbeiten. Hierzu zahlen insbesondere Arbeiten

(1) zur Nutzung des Datenmaterials zur Modellierung der Biogasfermentation (z. B. Er-
weiterung des ADM1-Modells),

(2) zur Entwicklung von molekularen Markern fur prozessbeeinflussende Mikroorganis-
men und Validierung der Marker in Labormodellen,

(3) zur Prifung der Eignung von Isolaten als Hilfskulturen fir Biogasfermentationen zur
Steigerung des Biogasertrags bzw. der Abbaurate pflanzlicher Biomasse, darauf
aufbauend

(4) zur Entwicklung von Produktionsverfahren fur prozessfordernde Mikroorganismen
sowie

(5) zur Verfeinerung der Draft-Genome und Erweiterung der Referenzdatenbank.

Die Nutzung des erarbeiten Datenmaterials fliel3t bereits jetzt in Forschungsvorhaben
zur Modellierung der Biogasfermentation ein, z. B. in das durch die DFG geforderte
Vorhaben ,Bio-MetModell - Analyse und Modellierung der Biomethanisierung von
pflanzlicher Biomasse® (GZ KL 2069/3-1) in enger Kooperation mit der Ruhr-Universitat
Bochum, Lehrstuhl fur Siedlungswasserwirtschaft und Umwelttechnik. Weitere Projekte
hierzu befinden sich in Vorbereitung, u. a. mit der Leibniz-Universitat Hannover, Institut
fur Elektrische Energiespeicher, Fachgebiet Elektrische Energiespeichersysteme.

Arbeiten zur Entwicklung von molekularen Markern fir speziesspezifische Schnell-
nachweisverfahren wurden im Rahmen dieses Teilvorhabens bereits begonnen (s. Kap.
11.1.10). Diese Arbeiten konnten jedoch aus Kapazitatsgriinden bislang nicht erfolgreich
abgeschlossen werden. Es ist jedoch beabsichtigt, diese Arbeiten zeitnah als Grundla-
ge fur ein Folgeprojekt zu der 2015 abgeschlossenen Wirtschaftskooperation ,META-
GENE - Entwicklung eines PCR-basierten Analyse-Kits fur Faulungsanlagen® (FKZ
16KN017629, Forderung durch das Bundesministerium fur Wirtschaft und Energie im
Rahmen des Forderprogramms Zentrales Innovationsprogramm Mittelstand) zu nutzen.
Gegenstand dieses Folgevorhabens kénnte z. B. die Entwicklung von molekularen Mar-
kern zum Nachweis und zur Quantifizierung der im Rahmen dieses Vorhabens isolier-
ten und charakterisierten Bacteroidetes-Stdmme in Biogasreaktoren sein als Basis fur
ein analytisches Tool zur Analyse und Uberwachung von Biogasreaktoren. In diesem
Zusammen sollte insbesondere die in diesem Projekt begonnene Entwicklung eines
gPCR-Systems zur Quantifizierung der neuen Bakterienart Petrimonas mucosa fortge-
fuhrt werden und zukinftig bei der Untersuchung von Praxisanlagen eingesetzt werden,
um Kaorrelationen zwischen der Abundanz dieses Phylotyps und dem Reaktorzustand
zu erfassen.

Im Rahmen des Projekts wurde eine Reihe bislang unbekannter Bakterienarten isoliert,
deren vollstdndige Charakterisierungen die Projektlaufzeit bei weitem tberschritten hat-
te. Die Untersuchung und Beschreibung dieser bisher unbekannten Mikroorganismen
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wirde jedoch einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der ,black box" der Biogas-
Mikrobiologie leisten. Die gewonnenen mikrobiellen Isolate sowie vorhandene Anreiche-
rungen konnen daher als Grundlage fir weitere Projekte dienen, beispielsweise fir ein
etwaiges Anschlussprojekt. Bevor jedoch die Entwicklung grofl3technischer Produktions-
verfahren in Angriff genommen werden kann, ist eine ausfiihrlichere Beschreibung der
gewonnenen Isolate sowie der Anreicherungskulturen dringend erforderlich. Hierzu zah-
len insbesondere die Aufklarung des Stoffwechsels der Isolate, die Erfassung der me-
tabolischen Aktivitat unter den Bedingungen im Biogasreaktor sowie die Betrachtung
der Interaktion mit anderen im Biogasreaktor auftretenden Mikroorganismen. Im Falle
der Anreicherungskulturen ist dartuber hinaus die Identifizierung der beteiligten mikro-
biellen Arten essentiell. Neben den Leistungen beim Abbau von Stickstoffverbindungen
ist bei den im Rahmen dieser Studie isolierten neuen Arten von Mikroorganismen bzw.
der gewonnenen Anreicherungskulturen insbesondere deren Féahigkeit zum Abbau von
prozesstechnisch ,schwierigen” organischen Sauren wie Propionsaure biotechnologisch
und wirtschaftlich hoch interessant.

Eine Sequenzierung der Genome von neuartigen Arten konnte im Rahmen dieses Ver-
bundvorhabens bereits fir 34 Genome durchgefiihrt werden. Wie zuvor beschrieben
konnten jedoch wesentlich mehr potentiell biotechnologisch geeignete Isolate und An-
reicherungskulturen gewonnen werden, fir die aus Kosten- und Kapazitatsgriinden bis-
lang keine weiteren Charakterisierungsarbeiten, insbesondere Genomsequenzierungen,
durchgeflihrt werden konnten. Diese Arbeiten sollten unbedingt in einem Folgevorhaben
fortgefuhrt werden.

Ebenso ist eine wesentlich umfassendere bioinformatische Auswertung der vorhande-
nen Genomdaten dringend erforderlich. Hierzu wurde dem Projekttrager FNR am
8.12.14 eine Ideenskizze fur ein entsprechendes Forschungsvorhaben zum Thema
,BIOGAS-GeneMining - Metaanalyse des Biogas-Mikrobioms — Charakterisierung von
Okologischen Zusammenhangen, ldentifizierung des genetischen und enzymatischen
Potentials und Ableitung von Biomarkern (,gene mining“) auf Basis einer bioinformati-
schen Metaanalyse vorliegender Genom- und Metagenomdatensatze® zur Prufung vor-
gelegt.

Des Weiteren muisste die Referenzdatenbank fir externe Nutzer besser und leichter
verfugbar gestaltet werden. Hierzu besteht ggf. Potential zur Verknupfung mit ,de.NBI -
German Network for Bioinformatics Infrastructure (https://www.denbi.de/, gefordert
durch das Bundesministerium fir Bildung und Forschung).

Die Ergebnisse dieses Vorhabens haben deutlich gezeigt, dass nach wie vor viel mikro-
biologische Grundlagenarbeit notwendig ist, um das System ,Biogasreaktor” zu verste-
hen. Viele der an der Biomethanisierung beteiligten Mikroorganismen sind auf Artebene
unbekannt oder auf genetischer und physiologischer Ebene unzureichend charakteri-
siert. Teilweise zahlen die Mikroorganismen eines Biogasreaktors sogar zu bislang un-
bekannten Familien wenn nicht sogar (wesentlich) hoheren unbekannten taxonomi-
schen Einheiten. Aus Sicht der Autoren ist daher die Fortsetzung der mikrobiologischen
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und molekularbiologischen Arbeiten essentiell um eine Grundlage fir mdgliche biotech-
nologische Anwendung. Hierbei sollte idealerweise die Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) als Partner mit einbezogen werden.

1.3 Ergebnisse von Seiten Dritter

Am 07.12.2015 erfolgte eine Abfrage der Literaturdatenbank Web-of-Knowledge der Fa.
Thompson-Reuters fur die Stichworter ,core AND microbiome® und ,biogas AND geno-
me“ in der Rubrik , Topic* fur die Jahre 2013 bis 2015. Die Abfrage des ersten Suchbe-
griffs ergab 218 Publikationen, keine dieser Publikationen bezog sich jedoch auf die
Untersuchung von Biogasreaktoren. Die Abfrage des zweiten Suchbegriffs ergab 47
Publikationen, darunter elf Veroffentlichungen von mikrobiellen Genomen aus Biogas-
anlagen. Zehn dieser Publikationen sind im Rahmen des BIOGAS-CORE-Projekts ent-
standen. In der einzigen Publikation ohne BIOGAS-CORE Beteiligung von RUAN et al.
(2014) wurde die Genomsequenz eines Bakteriums der Klasse Bacilli aus ,Biogas-
Schlamm® veroffentlicht.

1.4  Vero6ffentlichungen

Im Rahmen bzw. unter Beteiligung von Teilprojekt 1 wurden folgende Fachartikel ver6f-
fentlicht oder sind derzeit bei renommierten Fachzeitschriften eingereicht:

(1) MAus I., BREMGES A., STOLZE Y., HAHNKE S., CiBIS K.G., KOECK D.E., KIM Y.S., KREUBEL J.,
HASSA J., WIBBERG D., WEIMANN A., OFF S., STANTSCHEFF R., ZWERLOV V.V., SCHWARZ
W.H., KONIG H., LIEBL W., SCHERER P., MCHARDY A.C., SCZYRBA A., KLOCKE M., PUHLER A.,
SCHLUTER A. (eingereicht zur Begutachtung): Genome characteristics of bacterial and ar-
chaeal isolates from anaerobic digestion microbiomes and their prevalence in industrial bi-
ogas plants.

(2) TOMAZETTO G., HAHNKE S., LANGER T., WIBBERG D., BLOM J., MAUS |., PUHLER A., KLOCKE
M., SCHLUTER A. (eingereicht zur Begutachtung): The completely annotated genome, com-
parative genomics and description of Peptoniphilus elegans sp. nov., a novel acidogenic
bacterium isolated from a mesophilic biogas reactor.

(3) HAHNKE S., LANGER T., KOECK D.E., KLOCKE M. (2016): Description of Proteiniphilum sac-
charofermentans sp. nov., Petrimonas mucosa sp. nov. and Fermentimonas caenicola gen.
nov., sp. nov. isolated from mesophilic laboratory-scale biogas reactors, and emended de-
scription of the genus Proteiniphilum. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 66: 1466-1475. DOI: 10.1099/ijsem.0.000902

(4) Koeck D.E., HAHNKE S., ZVERLOV V.V. (2016): Herbinix luporum sp. nov.; a thermophilic
cellulose-degrading bacterium isolated from a thermophilic biogas reactor. International
Journal of Systematic and Evolutionary  Microbiology, im  Druck. DOI:
10.1099/ijsem.0.001324

(5) Maus I., KoEck D.E., CiBIS K.G., HAHNKE S., KIM Y.S., LANGER T., KREUBEL J., ERHARD M.,
BREMGES A., OFF S., STOLZE Y., JAENICKE S., GOESMANN A., SCZYRBA A., SCHERER P., KO-
NIG H., SCHWARZ W.H., ZVERLOV V.V., LIEBL W., PUHLER A., SCHLUTER A., KLOCKE M.
(2016): Unraveling the microbiome of a thermophilic biogas plant by metagenome and
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metatranscriptome analysis complemented by characterization of bacterial and archaeal
isolates. Biotechnology for Biofuels 9:171. DOI: 10.1186/s13068-016-0581-3

(6) TOMAZETTO G., HAHNKE S., KOECK D.E., WIBBERG D., MAUS |., PUHLER A., KLOCKE M.,
SCHLUTER A. (2016): Complete genome analysis of Clostridium bornimense strain M2/40T:
a new acidogenic Clostridium species isolated from a mesophilic two-phase laboratory-
scale biogas reactor. Journal of Biotechnology  232: 38-49. DOI:
10.1016/j.jbiotec.2015.08.001

(7) HAHNKE S., MAUS |., WIBBERG D., TOMAZETTO G., PUHLER A., KLOCKE M., SCHLUTER A.
(2015): Complete genome sequence of the novel Porphyromonadaceae bacterium strain
ING2-E5B isolated from a mesophilic lab-scale biogas reactor. Journal of Biotechnology
193: 34-36. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2014.11.010

(8) HAHNKE S., STRIESOW J., ELVERT M., MOLLAR X.P., KLOCKE M. (2014): Clostridium born-
imense sp. nov., isolated from a mesophilic, two-phase, laboratory-scale biogas reactor. In-
ternational Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 64: 2792-2797. DOI:
10.1099/ijs.0.059691-0

(9) HAHNKE S., WIBBERG D., TOMAZETTO G., PUHLER A., KLOCKE M., SCHLUTER A. (2014):
Whole genome sequence of Clostridium bornimense strain M2/40 isolated from a lab-scale
mesophilic two-phase bio-gas reactor digesting maize silage and wheat straw. Journal of
Biotechnology 184: 199-200. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2014.05.026

(10) ToMAZETTO G., HAHNKE S., MAUS I., WIBBERG D., PUHLER A., SCHLUTER A., KLOCKE M.
(2014): Complete genome sequence of Peptoniphilus sp. strain ING2-D1G isolated from a
mesophilic lab-scale completely stirred tank reactor utilizing maize silage in co-digestion
with pig and cattle manure for biomethanation. Journal of Biotechnology 192: 59-61. DOI:
10.1016/j.jbiotec.2014.09.011
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Abkurzungsverzeichnis

AP Arbeitspacket

ATB Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-Bornim e. V.

BGA Biogasanlage

Bp Basenpaare

Ca. Circa

CeBiTec Centrum fur Biotechnologie der Universitat Bielefeld

CoA Coenzym A

DNA Desoxyribonukleinséure (engl. deoxyribonucleic acid)

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

EC-Nummern Numerisches Klassifikationssystem fur Enzyme

HAW Hochschule fur angewandte Wissenschaft Hamburg

JGU Johannes-Guttenberg Universitat Mainz

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
RIPAC RIPAC-Labor GmbH, Potsdam-Golm

rRNA Ribosomale Ribonukleinsaure

TUM Technische Univeristat Minchen

z. B. Zum Beispiel
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1 Aufgabenstellung
1.1 Aufgabe des Centrums fiur Biotechnologie (CeBiTec)

Das CeBiTec arbeitet im Rahmen des Verbundvorhabens 'Etablierung eines Core-
Mikrobioms fur Biogasanlagen — (BIOGAS-CORE)' im Arbeitspacket 2 (AP2) an der
Ermittlung der Struktur und Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft einer
thermophilien Biogas-Produktionsanlage sowie an der Genom-Sequenzierung bisher
unbekannter Spezies aus Biogasproben ausgewahlter Fermenter. Komparative Be-
trachtungen der gewonnenen Isolate mit taxonomisch nah verwandten und bereits se-
quenzierten Vertretern schlieen sich an. Ein weiteres Ziel ist die Bestimmung der A-
bundanzen der gewonnenen Isolate mittels Fragment Recruitments von korrespondie-
renden Metagenom-Datenséatzen auf die Genomseqzenzen der jeweiligen Stdmme.
Erkenntnisse aus diesem Projekt sollen als Basis fur die Entwicklung von rationalen
Strategien zur Optimierung der Biogas-Produktion genutzt werden. Im Folgenden wer-
den die Projektergebnisses des Arbeitspakets 2 dargestellt.

2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiuhrt wurde

Die taxonomische Charakterisierung der mikrobiellen Lebensgemeinschaften einer
thermophilen Praxisbiogasanlage sowie die Genom-Sequenzierung bisher unbekannter
Spezies aus Fermentationsproben ausgewahlter Biogasanlagen sollte am CeBiTec der
Universitat Bielefeld durchgefiihrt werden. Die Verfugbarkeit der Plattform fir die Hoch-
durchsatz-Sequenzierung von Genomen und Metagenomen auf dem lllumina MiSeq
System war eine wesentliche Voraussetzung fiur die Durchfuhrung des Projekts. Des
Weiteren wurden Software-Losungen fur die Analyse und Interpretation von Genom-
und Metagenom-Sequenzdaten genutzt, die in der Technologie-Plattform Bioinformatik
am CeBiTec zuvor entwickelt wurden.

2.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

2.1.1 Genom-Sequenzierung und Assemblierung unbekannter Spezies aus Fermenta-
tionsproben

Im Rahmen des 'BIOGAS-CORE' Projektes wurden von den Partnern HAW, TUM, JGU,
RIPAC und ATB Anreicherungen und Isolate fur hydrolytische, cellulolytische und sau-
rebildende Bakterien und methanogene Archaea gewonnen. Nach der Auswahl geeig-
neter Isolate durch die Partner wurde das Genom interessanter Stamme am CeBiTec
vollstandig sequenziert.

Nach der Praparation der Gesamt-DNA der Isolate bei den Partnern, sind am CeBiTec
Sequenzierbibliotheken erstellt und die Genome der ausgewahlten Stamme sequenziert
worden. Zunachst wurden die DNA-Extrakte verschiedenen Qualitats- und Quantitats-
kontrollen unterzogen. Die Bestimmung der DNA Konzentration fand unter Verwendung
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eines Tecan Infinity Instruments (Tecan, USA) statt. Gleichzeitig wurden die Proben auf
ihren RNA-Gehalt mit dem Xpose Geréat (Trinean) untersucht. Das Vorhandensein von
RNA ist unerwiinscht, da sie bei der Herstellung von Sequenzierbibliotheken stort. Au-
Berdem fuhrt ihre Anwesenheit in einem DNA-Extrakt zu einer fehlerhaften Bestimmung
der DNA-Konzentration. Im letzten Schritt fand die Uberprifung der mittleren GroRe der
DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese statt. Wurden 4 pg einer hochmolekularen
(Fragmentlangen > 40 kb), RNA-freien DNA-Probe geliefert, konnte eine Nextera Mate
Pair Library hergestellt werden. Hierfiir wurde der Nextera Mate Pair Library Preparation
Kit (llumina, USA) verwendet. Das besondere Merkmal dieser Art von Bibliothek ist die
Generierung von langen Mate-Pair Fragmenten, die die spatere Assemblierung der Se-
guenzen erleichtern. Im Falle einer fragmentierten DNA wurde eine PCR-freie Sequen-
zierbibliothek hergestellt und im paired-end Modus sequenziert.

Die nach der Sequenzierung erhaltenen Sequenzen wurden einer Qualitatskontrolle
unterzogen. Im nachsten Schritt wurde das Programm GS de novo Assembler 2.8 (Ro-
che) angewandt, um die Sequenzen automatisch zu assemblieren. Ein in silico Fi-
nishing-Prozess schliel3t sich an, um Licken im Genom zu schlie3en. Im Falle eines
nicht vollstandig geschlossenen Genomes wurde eine PCR basierte Strategie fur den
Lickenschluss angewandt. Des Weiteren wurde die Genomsequenz mit dem Pro-
gramm GenDB (MEYER et al. 2003) annotiert, analysiert und visualisiert. Eine verglei-
chende Analysen der sequenzierten Stamme wurde mit dem Programm EDGAR (BLomM
et al. 2009) durchgefuhrt. Die Hinterlegung der Genomsequenzen in einer offentlichen
Datenbank wie EBI (http://www.ebi.ac.uk/) oder NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/)
stellte den letzten Arbeitsschritt dar. Die Abbildung 1 skizziert das Vorgehen der Erstel-
lung einer Whole-Genome-Sequenzierbibliothek fur die Hochdurchsatz-Sequenzierung
nach Lieferung der DNA-Probe.
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Abbildung 1: Arbeitsschritte zur Erstellung einer Whole-Genome-Sequenzierbibliothek fir die
Hochdurchsatz-Sequenzierung am CeBiTec und bioinformatische Analyse der Genomsequen-
zen fur ausgewahlte Biogas-Isolate (n&here Erklarungen im Text).

In der Tabelle 1 sind Sequenz-Datenbanken und bioinformatorische Tools, die fir Ge-
nom-Sequenzanalysen eingesetzt wurden, aufgelistet.
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Tabelle 1: Liste der verwendeten bioinformatischen Tools und Datenbanken im 'BIOGAS-
CORE' Projekt.

Programm Beschreibung Referenz
ACT Analyse von Sequenzhomologien zwischen Genomen | CARVER et al. 2008
ARB Erstellung von phylogenetischen Baumen LuDwiIG et al. 2004
Consed 27.0 | Genom Finishing-Tool GORDON et al. 1998
CAzy Carbohydrate-Active Enzymes database YIN et al. 2012
EDGAR 2.0 | Komparative Genomanalysen BLowm et al. 2009
GenDB 2.4 Annotationsplattform flr Bakterien MEYER et al. 2003
GS Mapper Mapping von Sequenzen Roche Inc.

MGX Analyse-Plattform flir metagenomische Sequenzen JAENICKE et al. in
Vorbereitung
PHAST Detektion von integrierten Phagen ZHou et al. 2011
RDP Ribosomal Database Project COLE et al. 2005
SINA Berechnung eines multiplen Sequenzalignments PRUESSE et al. 2012
SILVA SILVA ribosomal RNA gene database project QUAST et al. 2013

2.1.2 Herstellung und Sequenzierung von Whole-Metagenom-Sequenzierbibliothek
und bioinformatische Aufarbeitung der Sequenzdaten

Die thermophile Biogas-Produktionsanlage (BGA) Viersen (NRW, Deutschland) wurde
vom 'BIOGAS-CORE' Konsortium zur gemeinsamen Beprobung und Charakterisierung
ausgewahlt. Die BGA Viersen wurde am 19.12.2013 vom CeBiTec beprobt und die
Fermentationsprobe wurde anschlieRend zur Aufarbeitung und DNA-Extraktion ins La-
bor (Bielefeld) transportiert. Die zu analysierende Probe stammte aus dem ersten
Hauptfermenter, dessen Grundeigenschaften zusammenfassend im Schlussbericht des
Teilvorhabens 4 (HAW) dargestellt sind.

Im ersten Schritt wurde die Gesamt-DNA der mikrobiellen Gemeinschaft isoliert. Um
den Zellaufschluss effektiv zu gestalten und die DNA von mdglichst vielen verschiede-
nen Bakterien zu gewinnen, sind funf verschiedene DNA-Extraktionsprotokolle ange-
wandt worden. Vier kommerzielle Kits mit einem mechanischen Zellaufschluss und ein
Hausprotokoll mit einer enzymatische Lyse kamen zur Anwendung: (A) Fast DNA spin
kit for Soil (MP Biomedicals, Frankreich); (B) NucleoSpin Soil (Macherey und Nagel,
Deutschland); (C) PowerLyzer DNA isolation kit (MoBio, USA); (D) PowerSoil DNA iso-
lations kit (MoBio, USA); (E) CTAB-Methode der DNA Extraktion (u.a. beschrieben in
Schliter et al. 2008). Fur die Herstellung einer Whole-Metagenom Sequenzierbibliothek
wurde je Probe 1 ug Gesamt-DNA eingesetzt.

Zunachst wurde die genomische DNA mittels GS Rapid Library Nebulizer (Roche) und
unter Verwendung von mechanischen Scherkraften zu ca. 550 bp kurzen Sticken
fragmentiert. Mittels eines lllumina TruSeq DNA PCR-free sample preparation Kits (ll-
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lumina, USA) wurden glatte Enden an den DNA-Fragmenten geschaffen und anschlie-
Rend adenyliert. Im letzten Schritt wurden tber den A-Uberhang am Fragmentende Se-
quenzier-Adaptoren sowie Rapid-Library-Multiplex-Identifier (MIDs) mit den ca. 550 bp
langen DNA-Stlcken verknupft. Die zehn Nukleotide langen MIDs erlauben die spatere
Proben-spezifische Trennung der erhaltenen Sequenzen. Die Befreiung der gewonne-
nen Sequenzierbibliotheken von nicht ligierten MIDs und Sequenzier-Adaptoren erfolgte
anschlieBend mit dem Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter). Eine Konzentrati-
ons- und Qualitatskontrolle fur die anstehende Sequenzierung auf dem lllumina MiSeq
System schloss sich an. Die Illumina V3 Chemie mit 600 Cyclen (2 x 300 bp) im paired-
end Modus kam zur Anwendung.

Die nach der Sequenzierung erhaltenen Sequenzen wurden zunachst einer Qualitats-
kontrolle unterzogen und entsprechend ihrer MID-Sequenzen in flnf verschiedene Me-
tagenomdatensatze getrennt. Als nachstes sind Uberlappende paired-end Sequenzen
mittels des Tools Flash (MAGOC et al. 2011) zusammengefiigt worden. Des Weiteren
sind je Datensatz 1,3 Millionen Sequenzen zufallig extrahiert worden und zu einem
kombinierten Datensatz, bestehend aus insgesamt 6,5 Millionen Sequenzen, vereinigt
worden. Die Metagenom Annotationsplatform MGX (JAENICKE et al. in Vorbereitung) kam
zur Anwendung, um diesen kombinierten Metagenomdatensatz taxonomisch und funk-
tionell zu analysieren. In diesem Kontext sind metagenomische 16S rDNA Sequenzen
taxonomisch klassifiziert worden. Dies geschah durch Abgleich mit der Ribosomal
Database Project (RDP) Datenbank (http://rdp.cme.msu.edu/taxomatic/main.spr). Die
'16S-Pipeline’' in MGX wurde hierfur verwendet. Die funktionelle Charakterisierung der
mikrobiellen Gemeinschaft erfolgte mittels Anwendung der sog. 'COG-Pipeline’' in MGX,
die die metagenomischen Sequenzen mit der COG (Cluster of Orthologous Groups of
proteins) Datenbank (TATusov et al. 2000, TATUsovV et al. 2001) abgleicht. Die Abbil-
dung 2 gibt eine schematische Ubersicht der grundlegenden Schritte zur Erstellung
einer Whole-Metagenome-Sequenzierbibliothek.
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht zur Erstellung einer Whole-Metagenome-Sequenzier
bibliothek fur die Hochdurchsatz Sequenzierung (nahere Erklarungen im Text).

2.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Aus verschiedenen Forschungsvorhaben unserer Arbeitsgruppe sowie aus der wissen-
schaftlichen Literatur ist die grundsatzliche Struktur der mikrobiellen Biogasgemein-
schaften bestehend aus den Hauptgruppen Firmicutes, Euryarchaeota, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria usw. (auf der taxonomischen Ebene Phylum) bekannt
(KRAUSE et al. 2008, SCHLUTER et al. 2008, ZAKRzEWSKI et al. 2012, SToLzE et al. 2015).
Im Gegensatz zu mesophilen Fermentern ist die mikrobielle Zusammensetzung einer
thermophile Biogasanlage bislang nur unzureichend untersucht worden (RITARI et al.
2012, LEBUHN et al. 2014). Des Weiteren sind die meisten beteiligten Mikroorganismen
aus Praxisanlagen bislang unbekannt. Ebenso sind ihre Stoffwechselleistungen wenig
charakterisiert worden. Die Kenntnis der Biogas-Mikrobiologie wird jedoch als Schlissel
fur die weitere technologische Optimierung der Biogasproduktion angesehen.

2.3 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die direkte Zusammenarbeit umfasste alle Mitglieder des 'BIOGAS-CORE'-
Konsortiums. Gemeinsam wurden Biogasisolate fur die Sequenzierung ausgewahlt und
Protokolle fur die Isolierung geeigneter Gesamt-DNAs erarbeitet. Schliel3lich erfolgte die
gemeinsame Analyse der Sequenzierergebnisse. In Kooperation mit Prof. Dr. Helmut
Konig, Dr. Robbin Stantscheff und Katharina Cibis (Johannes-Gutenberg-Universitat
Mainz, AP3) wurden die Genome der Isolate Methanoculleus bourgensis MS2', Deflu-
viitoga tunisiensis L3 und von mehreren Stammen der Gattung Methanobacterium se-
guenziert, manuell annotiert und analysiert. In Zusammenarbeit mit Dr. Michael Klocke
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und Dr. Sarah Hahnke vom Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (AP1)
wurden u.a. die Genome der Stamme Clostridium bornimense M2/40" und Peptoniphi-
lus sp. ING2-D1G sequenziert, manuell annotiert und im Detail ausgewertet. Die Kolle-
gen von der Technischen Universitat Minchen (Prof. Dr. Wolfgang Schwarz, Dr. Vladi-
mir Zverlov und Daniela Kdck von der technischen Universitat Minchen, AP5) lieferten
zahlreiche Isolate des Phylums Firmicutes zur Genomsequenzierung. Die Kooperation
mit Prof. Dr. Scherer, Dr. Sandra Off und Young Sung Kim von der HAW Hamburg
(AP4) mindete in der Sequenzierung von drei methanogenen Archaea, deren Se-
guenzdaten zurzeit in Bearbeitung sind.

3 Eingehende Darstellung der Projektergebnisse

3.1 Genom-Sequenzierung von Isolaten aus Biogasanlagen

In Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern ATB, JGU, HAW und TUM wurden am
CeBiTec die Genome von 18 bakteriellen Organismen und 7 methanogenen Archaea
sequenziert. Die entsprechenden Isolate stammen aus unterschiedlichen Biogasanla-
gen, die in der Tabelle 2 aufgefuhrt werden. Nach der Sequenzierung wurden die ge-
wonnenen Sequenzdaten assembliert und die Genome automatisch und in einigen Fal-
len manuell annotiert. Vergleichende Genomanalysen mit nah verwandten Stdmmen
schlossen sich an und wurden mit dem Programm EDGAR (BLowm et al. 2009) durchge-
fuhrt. Die Genomsequenzen von 11 der 25 Stamme wurden bereits in Form eines Ge-
nome Announcements publiziert (Tabelle 2). Die Genome Announcements fur zwei
weitere Isolate, ndmlich Herbinix sp. SD1D und Propionispora sp. 2/2 37 sind zurzeit in
Vorbereitung. Im Weiteren werden die Ergebnisse der Genomsequenzierungen fur 13
Biogas-Isolate im Detail vorgestellt.
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* Nach der Sequenzierung stellte sich heraus, dass die Kultur stark kontaminiert war. Die Auswertung

dieser Genomdaten war daher nicht mdglich.
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3.1.1 Sequenzierung des Clostridium thermocellum BC1 Isolats aus einer Biogas-
Produktionsanlage

Das Isolat Clostridium thermocellum BC1 wurde in der Gruppe von Dr. W.H. Schwarz
(Technische Universtat Minchen, AP5) gewonnen und am CeBiTec auf dem lllumina
MiSeq System nach dem Paired-end Verfahren sequenziert. Die anschlieRende As-
semblierung erfolgte mit dem GS Assembler (Version 2.6.). Die erzielten Ergebnisse
der Sequenzierung und Assemblierung sind in der Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des C. thermocellum BC1 Draft-
Genoms.

Feature C. thermocellum BC1
Number of reads 3,150,495
Number of sequenced bases 787.62 Mb
Number of assembled reads 3,014,770 (96.65%)
Number of assembled bases 710.28 Mb (96.45%)
Paired-end distance 361 — 1150 bp
Average distance 722.9 bp
Number of Scaffolds 80

Number of Scaffold-bases 3,528,172 bp
Average Scaffold size 44,102 bp
Largest Scaffold 402,730 bp
Number of contigs 568
Number of bases within contigs 3,617,295 bp
Genome coverage 225x
Largest contig 180,222 bp

Die erwartete C. thermocellum GenomgréRe von ca. 3,6 Mb wurde erreicht. Fir die Sor-
tierung und Anordnung der Scaffolds konnten zwei bereits fertige C. thermocellum Ge-
nome herangezogen werden. Beide Referenzen zeigen eine hohe Ahnlichkeit zu dem
neu sequenzierten Stamm. Insgesamt konnten an dem C. thermocellum ATCC27405
Genom 72 von 80 Scaffolds orientiert werden. Ein Vergleich des neu sequenzierten
Stamms mit den Referenzsequenzen bestatigt die enge Verwandtschaft dieser Stam-
me. Das neue Isolat kann folglich zwanglos der Spezies C. thermocellum zugeordnet
werden. Das Vorliegen von vielen repetitiven Elementen erschwert ein in silico Finishing
des Genoms. Dennoch wird angestrebt, die Lucken im C. thermocellum BC1 Genom zu
schlie3en, damit die Genomarchitektur mit den Referenzsequenzen verglichen werden
kann. Eine weitergehende Analyse der Genomsequenz erfolgte ebenfalls mit Hilfe der
Annotationsplattform GenDB. Die Genomgrof3e betragt 3.451.682 bp mit einem GC-
Gehalt von 39,10%. In dem C. thermocellum BC1 Draft-Genom konnten 3.096 Gene,
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52 tRNA Gene und vier rrn Operons vorhergesagt werden (Tabelle 4). Die Genomse-
guenz wurde als Genome Announcement veroffentlicht (Koeck et al. 2013).

Tabelle 4: Eigenschaften des Clostridium thermocellum BC1 Genoms.

Feature C. thermocellum BC1
Genome size 3,454,918 bp
DNA coding 80%

GC content 39.10%
Replicons 1
Plasmids 0

Total genes 3,159
rRNA operons 4
tRNAs 52
Protein coding genes 3,095
Genes with predicted function 2,044

Analyse und Interpretation der C. thermocellum BC1 Genomsequenz fihrte zur Identifi-
zierung aller bekannten Gene, die fir das Wachstum des Stammes BC1 auf Cellulose
und Cellodextrin notwendig sind. Des Weiteren sind Gene gefunden worden, die fur den
Abbau von kristalliner Cellulose verantwortlich sind. Die Suche nach Genen, die fur
Kohlenhydrat-aktive Enzyme (CAZymes) kodieren lieferte 358 Treffer. Des Weiteren
sind im Genom von C. thermocellum BC1 Gene gefunden worden, die flr Restriktions-
enzyme und verschiedene Antibiotika-Resistenz-Determinanten kodieren. Diese Gene
fehlen z.T. in anderen C. thermocellum Stammen reprasentieren damit spezifische Ei-
genschaften des Stammes BC1.

3.1.2 Sequenzierung des Ruminoclostridium cellulosi DG5 Isolats aus einer Biogas-
Produktionsanlage

Das Isolat Ruminoclostridium cellulosi DG5 wurde in der Gruppe von Dr. W.H. Schwarz
(TUM, AP5) isoliert. Das Genom wurde auf dem lllumina MiSeq System unter Verwen-
dung des Mate-Pair-Verfahrens am CeBiTec sequenziert (Koeck et al. 2014). Die As-
semblierung der Sequenzdaten erfolgte mit dem GS Assembler (Version 2.8). Die Er-
gebnisse der Sequenzierung und Assemblierung sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Ruminoclostridium cellulosi

DG5 Genoms.

Feature
Number of reads
Number of sequenced bases

R. cellulosi DG5
2,513,979
576,818,571 bp

Number of assembled reads

2,503,395 (99.58%)

Number of assembled bases

Paired-end distance

573,911,338 bp (99.50%)
3,032 — 9,096 bp

Average distance 9,9060.3 bp
Number of Scaffolds 1
Number of Scaffold-bases 2,215,402 bp
Largest Scaffold 2,206,713 bp
Number of contigs 14
Number of bases within contigs 2,215.,83 bp
Largest contig 468,812 bp

Nach dem Schlie3en der Licken in der Genomsequenz ergab sich fur das Isolat DG5
eine ChromosomgroéfRe von 2.229.578 Basen und ein durchschnittlicher GC-Gehalt von

44,15%. Auf dem R. cellulosi

DG5 Chromosom konnten mittels GenDB 2.017

Kodierregionen vorhergesagt werden. Ferner konnten 59 tRNA Gene und vier rrn
Operons identifiziert werden (Tabelle 6). Die Erstellung des R. cellulosi DG5 Genoms
ist letztes Jahr in Form eines Genome Announcements vergffentlicht worden (KOECK et

al. 2014).

Tabelle 6: Eigenschaften des Ruminoclostridium cellulosi DG5 Genoms.

Feature R. cellulosi DG5
Genome size 2,229,578 bp
GC content 44.15%
Replicons 1
Plasmids 0

Total genes 2,088
rRNA operons 4

tRNAs 59
Protein coding genes 2,017
Genes with predicted function 1,069

Die Analyse und Interpretation der R. cellulosi DG5 Genomsequenz mit dem Programm
GenDB sowie mittels des Carbohydrate-active-enzyme Annotation Web-Servers dbCAN
fuhrte zur Identifizierung von 136 Genen, die fir Kohlenhydrat-aktive Enzyme kodieren.
Diese gehoren verschiedenen Familien von Glycosid-Hydrolase an, die die Hydrolyse
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von glycosidischen Bindungen katalysieren. Des Weiteren wurden im DG5 Genom alle
Gene gefunden, die fir das Wachstum des Stammes auf Cellulose erforderlich sind. Im
Vergleich zu C. thermocellum BC1 (Koeck et al. 2013) besitzt R. cellulosi DG5 keine
Gene, die Cellulosom-Komponenten kodieren. Wie bei dem Stamm R. cellulosi CS 4-4
(ZHANG et al. 2014) wurden auch im R. cellulosi DG5 Genom Gene gefunden, die flur
Endoglucanasen und Xylanasen kodieren. Dariiber hinaus lieferte der Vergleich von R.
cellulosi CS 4-4 und R. cellulosi DG5 mit dem Programm EDGAR Core-Gene, die im
Durchschnitt 99% Sequenzahnlichkeit zueinander aufweisen. Weitere Analysen zeigten
groRe Ubereinstimmungen in den Genomen der Stamme R. cellulosi DG5 und CS 4-4.
Dies deutet darauf hin, dass beide Stamme sehr ahnlich sind und sich nur geringfugig in
ihren charakteristischen Eigenschaften unterscheiden.

3.1.3 Sequenzierung der Lachnospiraceae Vertreter, Herbinix sp. SD1D und Herbinix
hemicellulosilytica T3/55" aus der thermophilen Biogasanlage Viersen

Aus der thermophilen Biogasanlage Viersen wurden von der Gruppe von Dr. W. H.
Schwarz zwei neue Cellulose-abbauende bakterielle Organismen, namlich die Stamme
T3/55 und SD1D, isoliert. Phylogenetische Analysen auf Basis von 16S rRNA Gense-
guenzen haben gezeigt, dass beide Stamme einer neuen Gattung innerhalb der Familie
Lachnospiraceae (Klasse Clostridia) zugeordnet werden kdnnen. Fur das Isolat T3/55
wurde eine 93,9%ige Sequenzéhnlichkeit zu Mobilitalea sibirica P3M-3" festgestellt,
wohingegen der Stamm SD1D eine Ahnlichkeit von 92% zu dem Stamm Lachnoclostri-
dium phytofermentans ISDg zeigte. Basierend auf diesen Befunden konnte der Stamm
T3/55 als eine neue Spezies innerhalb der Gattung Herbinix, namlich Herbinix hemicel-
lulosilytica T3/55', beschrieben werden (Koeck et al. 2015). Die 16S rRNA-
Gensequenz des Isolates SD1D zeigt eine Sequenzahnlichkeit von 96.4% zu H. hemi-
cellulosilytica T3/55'. Daher reprasentiert der Stamm eine neue Art (Herbinix sp.
SD1D). Lachnospiraceae Bakterien wurden bisher als Teil der mikrobiellen Gemein-
schaften des Gastrointestinaltraktes von Menschen und Wiederk&uern beschrieben
(MEEHAN & BEIKO 2014 und GOSALBES et al. 2011) und sind dort fir den Abbau von
komplexen Polysacchariden verantwortlich.

Die Genome der beiden Herbinix Stamme wurden auf dem lllumina MiSeq System se-
guenziert. Zur Anwendung kam das Mate-Pair Verfahren. Die Assemblierung der Se-
guenzdaten wurde mit dem GS de novo Assembler (Version 2.6.) durchgeftuihrt. Die Er-
gebnisse der Sequenzierung und Assemblierung sind in den Tabellen 7 und 8 zusam-
mengefasst.

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 92
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik und Biodkonomie e.V. (ATB)



BIOGAS-CORE 107

Schlussbericht

Tabelle 7: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Herbinix hemicellulosilytica

T3/55" Genoms.

Feature
Number of reads
Number of sequenced bases

H. hemicellulosilytica T3/55"

3,683,015
829,162,008 bp

Number of assembled reads

3,665,340 (99.52%)

Number of assembled bases
Paired-end distance

824,815,644 bp (99.48%)
3,485 — 10,445 bp

Average distance 6,970.3 bp
Number of Scaffolds 10
Number of Scaffold-bases 3,088,458 bp
Largest Scaffold 2,543,764 bp
Number of contigs 113
Number of bases within contigs 2,976,987 bp
Largest contig 292,615 bp

Tabelle 8: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Herbinix sp. SD1D Genoms.

Feature
Number of reads

Herbinix sp. SD1D
1,766,358

Number of sequenced bases

357,174,077 bp

Number of assembled reads
Number of assembled bases
Paired-end distance

1,738,081 (98.40%)
351,355,881 bp (98.37%)
3,804 — 11,413 bp

Average distance 7,609.3 bp
Number of Scaffolds 1
Number of Scaffold-bases 2,586,895 bp
Largest Scaffold 2,586,895 bp
Number of contigs 19
Number of bases within contigs 2,632,804 bp
Largest contig 802,815 bp

Die anschlieRende Assemblierung der Genomsequenzen von H. hemicellulosilytica
T3/55" und Herbinix sp. SD1D filhrte zur Etablierung von zwei Draft-Genomen. Das
Draft-Genom des Bakteriums T3/55" hat die GréRe von 3.037.031 Basen und einen
durchschnittlichen GC-Gehalt von 36,69%. Mittels des Softwar-Tools GenDB wurden im
T3/55" Genom 2.681 Protein-kodierende Sequenzen, sowie 35 tRNA Gene und vier rrn
Operons identifiziert (Tabelle 9). Die Erstellung des H. hemicellulosilytica T3/55" Draft-
Genoms ist kdrzlich in Form eines Genome Announcements veroffentlicht worden
(Koeck et al. 2015). Im Vergleich hierzu besitzt das Draft-Genom von Herbinix sp.
SD1D eine Grol3e von 2.609.352 Basen und einen durchschnittlichen GC-Gehalt von
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35,25%. Hier wurden 2.362 Protein-kodierende Sequenzen, 53 tRNA Gene und vier rrn
Operons detektiert (Tabelle 9). Es ist beabsichtigt die Draft-Genomsequenz des Stam-
mes Herbinix sp. SD1D in Kurze beim Journal of Biotechnology zu veréffentlichen
(KoEck et al. in Vorbereitung).

H. hemicellulosilytica T3/55" und Herbinix sp. SD1D besitzen 155 bzw. 174 Gene fiir
Kohlenhydrat-abbauende Enzyme. Diese konnten verschiedenen Glycosid-Hydrolase
Familien zugeordnet werden. Darlber hinaus flihrte diese Analyse zur Identifizierung
von denjenigen Genen, die dem Isolat T3/55' das Wachstum auf Cellulose erlauben.
Das cellulolytische System von H. hemicellulosilytica T3/55" besteht aus drei Cellula-
sen, einer Endoglucanase (Glycosid-Hydrolase Familie 9 - GH9) und zwei Cellobiohyd-
rolasen (GH5 und GH48), die vermutlich in den Cellulose-Abbau involviert sind. Fir den
Stamm SD1D wurde vorhergesagt, dass er funf potentielle Endoglucanasen (GH9) und
funf Cellulasen (GH5) im Genom kodiert. Darliber hinaus wurden Gene fur zwei putative
Exoglucanasen (GH48) gefunden. Des Weiteren sind im SD1D Genom vier Gene iden-
tifiziert worden (2x GH9, GH48, GH11), die Teil eines Cellulosoms bilden kénnten. Die
entsprechenden Proteinsequenzen verfigen tber eine Dockerin 1 Doméne. Ein Scaf-
foldin Protein bestehend aus funf Typ 1 Cohesinen und vier Kohlenhydrat-bindenden
Motiven CBM_X2 wird ebenfalls im Genom kodiert. Die fiinf Cohesin-Module vermitteln
den Kontakt zu den Dockerinen der Glycosid-Hydrolasen. Mit Ausnahme eines En-
doglucanase Gens, sind alle anderen Cellulosom-Gene in einem Cluster zusammenge-
fasst. Einfache Cellulosom-Systeme wurden auch in anderen Bakterien, wie Clostridium
bornimense (TomAzETTO et al. 2015) oder Clostridium cellulovorans (TAMARU et al.
2000) gefunden und beschrieben.

Tabelle 9: Eigenschaften der H. hemicellulosilytica T3/55" und Herbinix sp. SD1D Draft-
Genome.

Feature Chromosome of H. hemi- Chromosome of Herb-
cellulosilytica T3/55" inix sp. SD1D

Genome size (bp) 3,037,031 2,609,352

GC content (%) 36.69 35.25

No. of protein-coding sequences 2,681 2,362

No. of functional protein-coding 1,187 555

sequences

rrn operons 4 4

No. of tRNAs 35 53

3.1.4 Sequenzierung der Bacteroidetes Vertreter Porphyromonas sp. ING-E5A und
Proteiniphilum sp. ING-E5B aus einem Biogas-Laborfermenter

Bei den Isolaten Porphyromonas sp. ING-E5A und Proteiniphilum sp. ING-E5B handelt
es sich um Vertreter des Phylums Bacteroidetes, die aus einem Biogas-Laborfermenter
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der Gruppe ATB (Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V., AP1) gewon-
nen wurden. Beide Genome wurden auf dem lllumina MiSeq System sequenziert. Zur
Anwendung kam das Mate-Pair Verfahren. Die Assemblierung der Sequenzdaten wur-
de mit dem GS de novo Assembler (Version 2.6.) durchgefihrt. Die Ergebnisse der Se-
quenzierung und Assemblierung sind in den Tabellen 10 und 11 zusammengefasst.

Tabelle 10: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Porphyromonas sp. ING-E5A

Genoms.

Tabelle 11: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Proteiniphilum sp. ING-E5B

Genoms.

Feature
Number of reads
Number of sequenced bases

Porphyromonas sp. ING-E5A
1,080,978
235,989,691 bp

Number of assembled reads

1,075,647 (99.51%)

Number of assembled bases
Paired-end distance

234,584,016 bp (99.40%)
3,715 — 11,145 bp

Average distance 7,430.2 bp
Number of Scaffolds 9
Number of Scaffold-bases 3,646,281 bp
Largest Scaffold 1,722,768 bp
Number of contigs 157
Number of bases within contigs 3,360,433 bp
Largest contig 148,790 bp

Feature

Proteiniphilum sp. ING-E5B

Number of reads
Number of sequenced bases
Number of assembled reads

2,824,175
631,163,403 bp
2,806,112 (99.36%)

Number of assembled bases

630,088,853 bp (99.83%)

Paired-end distance

4,857 — 14,572 bp

Average distance 9,714.7 bp
Number of Scaffolds 5
Number of Scaffold-bases 2,800,680 bp
Largest Scaffold 750,982 bp
Number of contigs 38
Number of bases within contigs 2,782,994 bp
Largest contig 750,982 bp
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Die Genomanalyse des Isolates Porphyromonas sp. ING-E5A ist noch nicht abge-
schlossen und bendtigt eine tiefergehende Auswertung. Aus diesem Grund werden nur
die Ergebnisse der Genom-Sequenzierung und Assemblierung vorgestellt.

Nach der Sequenzierung und dem Schlie3en der Liicken in der Genomsequenz ergab
sich fur das Isolat ING-D1G eine Chromosomgréfie von 2.808.926 Basen und ein
durchschnittlicher GC-Gehalt von 37,30%. Auf dem Chromosom von Proteiniphilum sp.
ING-E5B konnten mittels GenDB 2.405 Kodierregionen vorhergesagt werden. Ebenso
konnten 44 tRNA Gene und zwei rrn Operons identifiziert werden. Die Erstellung des
Proteiniphilum sp. ING-E5B Genoms ist dieses Jahr verotffentlicht worden (HAHNKE et al.
2015).

Die Analyse der im Genom von Proteiniphilum sp. ING-E5B kodierten Kohlenhydrat-
abbauenden Enzyme mittels eines Abgleichs der Proteiniphilum sp. ING-E5B Pro-
teinsequenzen gegen die Carbohydrate-Active Enzymes Database, ermdglichte die
Identifizierung von 105 Genen, deren Genprodukte unterschiedlichen Glykosid-
Hydrolase Familien zugeordnet werden konnten (Abbildung 3). Glykosid-Hydrolasen
katalysieren die Hydrolyse von glykosidischen Bindungen. Die Liste der Proteiniphilum
sp. ING-E5B Enzyme mit einer vorhergesagten GH-Domane beinhaltet putative Cellula-
sen der Familien GH9 und GH5. Cellulasen sind Enzyme, die Cellulose abbauen.

Eine weitere Auffalligkeit stellen Gene dar, deren Genprodukte der GH-Familie 109 zu-
geordnet werden konnten. Vertreter dieser Familie reprasentieren a-N-
Acetylgalactosaminidasen, die die Hydrolyse von N-Acetylgalactosamin oder N-
Acetylglycosamin, einer strukturellen Komponente des Chitins, bewerkstelligen. Des
Weiteren wurden im Genom mehrere Gene gefunden, die Peptidasen, Di- und Oligo-
peptidasen kodieren. AuRerdem konnten im Proteiniphilum sp. ING-E5B Genom Gene
identifiziert werden, die flr eine Acetat- und Butyrat-Kinase sowie eine Fumarat-
Reduktase kodieren. Diese Enzyme sind in die Synthese von Acetat, Butyrat und Suc-
cinat involviert. Darauf aufbauend wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Stamm
ING-E5B acidogen ist. Das Genom von Proteiniphilum sp. ING-E5B wird zurzeit manu-
ell von der Gruppe ATB (Leibniz-Institut flr Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V., AP1)
annotiert, um konkretere Aussagen Uber das metabolische Potential dieses Mikroorga-
nismus zu ermdaglichen.
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Abbildung 3: Verteilung von Genen im Genom von Proteiniphilum sp. ING-E5B, die fir putative
Glykosid-Hydrolasen kodieren. Die Familien GH5 und GH9, deren Vertreter potentielle Cellula-
sen reprasentieren, sind in der Farbe lila gekennzeichnet. Eine im Genom des Stammes ING-
E5B sehr prominente Familie ist GH109 (orange Sé&ule). Die Familie GH109 beinhaltet N-a-
Acetylgalactosaminidasen.

3.1.5 Genomsequenz des Isolats Propionispora sp. 2/2 37 aus einem mesophilen, ein-
phasigen Biogasreaktor

Der Stamm 2/2 37 wurde von der Gruppe von Dr. W.H. Schwarz aus einem mesophi-
len, einphasigen Biogasreaktor, der eine Mischung aus Maissilage, Weizenstroh und
Gulle als Substrat bekommt, isoliert. Das Isolat gehort zur Gattung Propionispora inner-
halb der Ordnung Selenomonadales (Klasse Negativicutes) und zeigt eine 95%ige 16S
rRNA Gen Sequenzahnlichkeit zu Propionispora hippei DSM 15287. Zurzeit kann der
Stamm 2/2 37 nicht eindeutig zu einer beschriebenen Familie zugeordnet werden und
wurde deshalb dem Taxon Selenomonadales Incertae Sedis zugewiesen. Die phyloge-
netische Einordnung der Gattung Propionispora innerhalb der Familie Veillonellaceae
wird zurzeit kontrovers diskutiert. Eine exakte taxonomische Klassifizierung von Propio-
nispora sp. 2/2 37 gestaltet sich daher momentan als schwierig. Nur wenige Vertreter
der Klasse Negativicutes sind bisher sequenziert worden. Es besteht daher ein grol3es
Interesse, die Genominformation von neuen Negativicutes Mitgliedern fir weitergehen-
de Analysen zu nutzen.

Die Isolierung von genomischer DNA zur Erstellung einer Sequenzier-Bibliothek und

Sequenzierung auf lllumina MiSeq System wurde wie von KOEck et al. (2015) beschrie-

ben durchgefihrt. Die Assemblierung der Sequenzdaten erfolgte mit dem GS Assemb-

ler (Version 2.8). Die Ergebnisse der Sequenzierung und Assemblierung sind in Tabel-
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le 12 zusammengefasst. Nach einem in silico Finishing mit dem Programm Consed
(GOoRDON et al. 1998) konnte ein Draft-Genom fur den Stamm Propionispora sp. 2/2 37
erstellt werden. Das Draft-Genom besitzt eine Grof3e von 4.122.013 Basen und einen
durchschnittlichen GC-Gehalt von 45,58%. Die Annotation des Genoms mit GenDB
fuhrte zur Identifikation von 3.960 Protein-kodierenden Sequenzen, 76 tRNA Genen und
einem rrn Operon (Tabelle 13).

Tabelle 12: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Propionispora sp. 2/2 37 Draft-
Genoms.

Feature Propionispora sp. 2/2 37
Number of reads 7,619,324
Number of sequenced bases 2,048,864,807 bp
Number of assembled reads 7,452,878 (98.82%)
Number of assembled bases 1,006,005,360 bp (94.13%)
Paired-end distance 273 —902 bp
Average distance 546.3 bp
Number of Scaffolds 38

Number of Scaffold-bases 4,122,722 bp
Largest Scaffold 350,329 bp
Number of contigs 78

Number of bases within contigs 4,130,776 bp
Largest contig 317,657 bp

Tabelle 13: Eigenschaften des Propionispora sp. 2/2 37 Draft-Genoms.

Feature ropionispora sp. 2/2 37
Genome size (bp) 4,122,013
GC content (%) 45.58
Number of genes 3960

rrn operons 1

tRNA genes 76

Genes with a predicted function 912

Die Interpretation der Genomdaten sowie die Suche nach Genen, die Kohlenhydrat-
aktive Enzyme kodieren, fuhrte zur Identifikation von 150 entsprechenden genetischen
Determinanten. Darunter sind Gene gefunden worden, deren Enzyme das Wachstum
des Stammes 2/2 37 auf vielen Mono-, Di- und Polysacchariden wie Cellobiose, Sorbit,
Xylan und Xylooligosaccharid erlauben. Propionséure und Essigsaure stellen die mogli-
chen Endprodukte dieses fermentativen Stoffwechsels dar. Alle hierfir notwendigen
Gene sind im 2/2 37 Genom gefunden worden. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass
das Isolat 2/2 37 ein hydrolytisches und saurebildendes Bakterium représentiert. Dar-
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Uber hinaus konnten unter Verwendung des Programm PHAST (ZHou et al. 2011) drei
Prophagen (etwa 32 bis 54 kb jeweils) im Genom des Stammes 2/2 37 vorhergesagt
werden. Anwesenheit von Prophagen-Regionen im Propionispora sp. 2/2 37 Genom
zeigt, dass die mikrobielle Biogasgemeinschaft einer Infektionen durch Phagen ausge-
setzt sein kénnte, was eine potentielle Gefahr fir den gesamten Biogasprozess dar-
stellt.

3.1.6 Genomsequenz des Isolats Bacillus thermoamylovorans 1Al aus einer thermo-
philen Biogasanlage

Das thermophile Bakterium Bacillus thermoamylovorans 1A1 wurde aus Fermenterpro-
ben einer thermophilen Biogasanlage in der Nahe von Minchen isoliert. Der Stamm
1A1 wurde auf einem GS-Medium mit Cellobiose als Kohlenstoffquelle angereichert und
von den Verbundpartnern Dr. W. Schwarz und D. Kdck zur Sequenzierung vorgeschla-
gen. Die Erstellung des B. thermoamylovorans 1A1 Genoms ist kirzlich in Form eines
Genome Announcements veroffentlicht worden (Koeck et al. 2014). Das Genom wurde
auf dem Illumina MiSeq System nach dem Mate-Pair Verfahren sequenziert. Zur As-
semblierung der Sequenzdaten wurde der GS de novo Assembler (Version 2.8) ange-
wandt. Eine Zusammenfassung Utber die Sequenzier- und Assemblierungsstatistik ist in
der Tabelle 14 zu finden.

Tabelle 14: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des B. thermoamylovorans 1Al
Genoms

Feature
Number of reads

B. thermoamylovorans 1A1
2.412.074

Number of sequenced bases

546.768.830 bp

Number of assembled reads

2.394.520 (99,27%)

Number of assembled bases
Paired-end distance

542.150.637 bp (99,16%)
4.935 — 14.805 bp

Average distance 9870,2 bp
Number of Scaffolds 5
Number of Scaffold-bases 3.868.695 bp
Largest Scaffold 773.739 bp
Number of contigs 3,858.769 bp
Number of bases within contigs 139
Largest contig 3.747.954 bp

Die Assemblierung der B. thermoamylovorans 1A1 Sequenzdaten fiihrte zur Erstellung
eines Draft-Genoms mit der Gro3e von 3.708.331 Basen und einem durchschnittlichen
GC-Gehalt von 37,28% (Tabelle 15). Die Annotation des 1Al Draft-Genoms mit dem
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Programm GenDB resultierte in der Identifizierung von 3.472 Protein-kodierenden Se-
guenzen, 59 tRNA Genen und 10 rrn Operons.

Der Vergleich des B. thermoamylovorans 1A1 16S rRNA Gens mit nah verwandten Or-
ganismen zeigte eine 99% Sequenzédhnlichkeit zu dem B. thermoamylovorans Typ-
stamm DKP' (COMBET-BLANC et al. 1995). Im Gegensatz zu dem Stamm DKP, der aus
Wein isoliert wurde, ist der Stamm 1Al das erste Isolat aus einer Biogas-
Produktionsanlage. Im Genom des Isolates B. thermoamylovorans 1A1 wurden alle
Gene gefunden, die das Wachstum dieses Stammes auf verschiedenen Polysacchari-
den wie Xylan, Pektin und Stéarke erlauben. Dies lasst vermuten, dass B. thermoamylo-
vorans 1A1 ein hydrolytisches Bakterium ist und in der Hydrolysephase des Biogaspro-
zesses eine Rolle spielt.

Tabelle 15: Eigenschaften des B. thermoamylovorans 1Al Draft-Genoms.

Feature Chromosome
Genome size (bp) 3,707,331

GC content (%) 37.28

Number of genes 3,472

rrn operons 10

tRNAs 59

3.1.7 Genomsequenz des Isolats Clostridium bornimense M2/40"

Das Isolat M2/40T wurde in der Gruppe von Dr. M. Klocke (ATB, AP1) isoliert und als
neue Spezies beschrieben (HAHNKE et al. 2014a). Der Stamm wurde nach dem Stand-
ort des ATBs, Potsdam-Bornim benannt und tragt jetzt den Namen Clostridium borni-
mense M2/40". Das Genom wurde auf dem lllumina MiSeq System unter Verwendung
des Mate-Pair-Verfahrens am CeBiTec sequenziert (TOMAZETTO et al. 2015). Die As-
semblierung der Sequenzdaten erfolgte mit dem GS Assembler (Version 2.8). Die Er-
gebnisse der Sequenzierung und Assemblierung sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
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Tabelle 16: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Clostridium bornimense
M2/40" Genoms.

Feature Clostridium bornimense M2/40"
Number of reads 798,042

Number of sequenced bases 191,346,246 bp
Number of assembled reads 1,360,023 (94.95%)
Number of assembled bases 271,307,791 bp (93.66%)
Paired-end distance 3,063 - 9,190 bp
Average distance 6,127 bp
Number of Scaffolds 6

Number of Scaffold-bases 3,596,489 bp
Largest Scaffold 2,885,337 bp
Number of contigs 50

Number of bases within contigs 3,551,200 bp
Largest contig 664,315 bp

Das M2/40" Genom wird durch 50 Contigs in 6 Scaffolds reprasentiert. Aufgrund der
geringen Contig-Anzahl konnte mittels in silico Finishing eine lickenlose Genomse-
guenz erstellt werden. Das Genom besteht aus zwei Replikons, einem Chromosom und
einem Chromid. Zur weiteren Analyse des M2/40" Genoms wurden beide Replikons in
die Annotationsplattform GenDB importiert, manuell annotiert und ausgewertet (Tabel-
le 17). Das erste M2/40" Replikon hat eine GroRRe von 2.917.864 bp, einen GC-Gehalt
von 29,78% und kodiert 2,694 Gene (Abbildung 3). Es reprasentiert ein typisches pri-
mares Chromosom, welches alle bekannten Haushaltsgene kodiert. Das zweite M2/40"
Replikon (GroRe: 699.161 bp, GC Gehalt: 28,09%, Gene: 680) ist ein sekundares Rep-
likon. Dabei wird aus der Sequenz nicht deutlich, ob es sich dabei um ein sekundares
Chromosom, ein Chromid oder ein Megaplasmid handelt. Dieses Replikon beinhaltet
nur wenige vermutlich essentielle Gene und auch typische Plasmideigenschaften konn-
ten bisher nicht gefunden werden. Der GC-Skew deutet allerdings auf einen chromo-
somalen Hintergrund hin.

Tabelle 17: Eigenschaften des Clostridium bornimense M2/40" Genoms.

Feature Chromosome Chromid
Genome size (bp) 2,917,864 699,161
GC content (%) 29.78 28.09
Number of genes 2,694 680

rrn operons 8 0

tRNAs 56 0
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Abbildung 3: Eigenschaften des Clostridium bornimense M2/40" Chromosoms (links) und
Chromids (rechts). Der auf3ere Kreis zeigt die Koordinaten des Genoms in Kilo-Basenpaaren
(kb). Die nachsten beiden Kreise reprasentieren die kodierten Gene, die im Uhrzeigersinn und
entgegen des Uhrzeigersinns transkribiert werden. Die Farbgebung entspricht der COG Klassi-
fikation (Clusters of Orthologous Groups of Proteins) der Gene. Kreis 4. GC-Gehalt, Kreis 5:
GC-Skew. Braune Vierecke bezeichnen die kodierten Prophagen-Regionen (1, 2 und 3), grine
Pfeile reprasentieren Transposase Gene, das blaue Viereck steht fir ein CRISPR-cas System.

Eine detaillierte phylogenetische Analyse basierend auf einem 16S rRNA Gen-
Alignment hat gezeigt, dass C. cellulovorans 743B der nachste Verwandte zu C. borni-
mense M2/40" ist (Abbildung 4). Beide zusammen bilden eine ‘Geschwistergruppe’ zu
dem Cluster mit den Isolaten C. amylolyticum, C. putrefaciens und C. algidicarnis. Die
genannten Spezies gehéren dem sog. Clostridium Cluster | an.

Biomasse-abbauende Mikroorganismen produzieren Kohlenhydrat-aktive Enzyme
(CAZymes), die in der Lage sind, Cellulose- und Hemicellulose-haltiges Pflanzenmate-
rial in einfache Zucker wie z.B. Glucose zu zerlegen. Diese werden im weiteren Fer-
mentationsprozess zum Aufbau von Zellbiomasse und zur Erzeugung von Energie und
Biokraftstoffen verwendet. Das Genom von C. bornimense M2/40" wurde mit Hilfe des
Carbohydrate-active-enzyme Annotation Web-Servers dbCAN (YIN et al. 2012) auf das
Vorhandensein von Genen, die Kohlenhydrat-aktive Enzyme kodieren, Gberprift. Insge-
samt wurden 89 Gene vorhergesagt, die Kohlenhydrat-abbauende Enzyme kodieren.
Darunter befinden sich 29 GHs, 36 Glycosyltransferasen (GT), 14 Kohlenhydratestera-
sen (CE) und 5 Polysaccharidlyasen (PL). Zusatzlich wurden 5 Gene gefunden, deren
Genproduke eine Kohlenhydrat-bindende Domane (CBM) kodieren (Tabelle 18).
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C. sartagoformume DSM 1292" (Y18175)

_|:c. tertium DSM2485 T (Y18174)

C. quinii DSM 67367 (X76745)

99 C. celatum DSM 17857 (X77844)

C. aurantibutyricum NCIMB 10659 T (X68183)

C. paraputrificum ATCC 257807 (X75907)
100 I-C. botulinum B Eklund 17B (CP001056)

LC. botulinum E3 Alaska (CP001078)

C. butyricum DSM 107027 (AJ458420)

C. perfringens SM 101 (CP000312)

100 C. perfringens 13 (BA000016)
94[0. perfringens ATCC 131247 (CP000246)

C. borminense M2/407

C. cellulovorans 743B (NR_102875)

C. amylolyticum SW 408 (EU037903)

C. putrefaciens DSM 12917 (AF127024)

100 L_C. algidicarnis NCFB 2931 (AF127023)
C. novyi NT (CP000382)

100 L C.botulinum BKT 015925 (CP002410)

100 Ic. kluyveri DSM 5557 (NR_074165)

IC. kluyveri NBRC 12016 T (NR_074447)
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Abbildung 4: Phylogenetische Einordnung des Stammes Clostridium bornimense M2/40" im
Vergleich zu bekannten Typstdmmen der Gattung Clostridium auf Basis von 16S rRNA Gen-

Sequenzen.
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Tabelle 18: Glycosid-Hydrolase Familien, die im Clostridium bornimense M2/40" Genom kodiert

sind.
GH* | Known activities Annotated gene product | Localization
GH1 | B-glucosidase, B-galactosidase, 6- | 6-phospho-B3-glucosidase | CM240_1050;
phospho-B-glucosidase, others (EC: 3.2.1.86) CM240_1755
GH3 | Xylan 1,4-B-xylosidase, - B-N- CM240 1792
glucosylceramidase, others acetylhexosaminidase
(EC: 3.2.1.52)
GH5 | Cellulase, chitosanase, others Putative cellulase CM240_1811
Endo- B-mannanase M2/40_chr2_21
(EC: 3.2.1.78)
Endoglucanase A M2/40_chr2_202;
(EC: 3.2.1.4) M2/40_chr2_285
GH9 | Endoglucanase, cellobiohydrolase, | Cellulose 1,4-beta- M2/40 _chr2_19
others cellobiosidase
(EC: 3.2.1.91)
GH13 Glucan 1,6-a-glucosidase | CM240_0329
(EC:3.2.1.70)
Oligo-1,6-glucosidase M2/40_chr2_324
(EC:3.2.1.10)
Cyclomaltodextrinase CM240_1115/
(EC: 3.2.1.54) M2/40_chr2_9
a-amylase, pullulanase, others a-amylase (EC: 3.2.1.-) CM240_0876;
CM240_0420
Pullulanase CM240_2198;
(EC: 3.2.1.41) CM240_2616;
CM240_2617
Trehalose-6-phosphate CM240_2555
hydrolase (EC: 3.2.1.93)
GH18 Chitinase Al family pro- CM240_1107
tein (EC:3.2.1.14)
Chitinase, lysozyme, others Glycosyl hydrolases fa- | CM240_0629;
mily 18 (EC: 3.2.1.-) CM240_0688;
CM240_1378
GH23 | G-type lysozyme, peptidoglycan Transglycosylase, SLT CM240 2196
lyase, others Family
GH30 | Endo-B-1,4-xylanase, 3- Glucuronoxylanase M2/40_chr2_286
glucosidase, others (EC: 3.2.1.136)
GH44 | Endoglucanase and xyloglucanase | Glycoside hydrolase fami- | M2/40_chr2_446
ly 44
GHA48 | Endo-B-1,4-glucanase, chitinase Endoglucanase A (EC: M2/40_chr2_24
3.2.1.4)
GH74 | Endoglucanase, xyloglucanase, Xyloglucanase M2/40_chr2_20
others (EC:3.2.1.151)
GH77 | Amylomaltase or 4-a- 4-alpha- CM240_1993
glucanotransferase activity glucanotransferase
(EC:2.4.1.25
GH94 | Cellobiose phosphorylase, cello- Glycosyltransferase fa- CM240_0906

dextrin phosphorylase, others

mily 36

% GH — Glycoside hydrolase family
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Des Weiteren fiel auf, dass auf dem zweiten Replikon ein Gencluster kodiert ist, dessen
Genprodukte fur eine Cellulosom-&hnliche Struktur kodieren (Abbildung 5A). Ein Cellu-
losom stellt einen extrazellularen Enzymkomplex dar, der fur den Abbau von Cellulose
zustandig ist. Der Cellulose-Abbau durch Cellulosomen wird als eine der effizientesten
naturlichen Strategien zur Nutzung der Pflanzenzellwandbiomasse betrachtet (Dol
2008, JUTURU & WU 2014, SMITH & BAYER 2013). Das Chromid des Stammes M2/40"
tragt funf cellulosomale Gene, namlich xghA, cipA, celA2, celA und celK, die in einem
Cluster organisiert sind. In den Aminosauresequenzen der Genprodukte der Gene
xghA, celA2, celA und celK wurden mit Hilfe des doCAN Web-Servers die Doménen der
Glycosid-Hydrolase Familien GH74, GH44, GH48 und GH9 sowie eine Dockerindoma-
ne Typ | vorhergesagt (Abbildung 5B). Das Gen celK kodiert zusatzlich eine Kohlen-
hydrat-bindende Domé&ne CBM_4-9. Das Protein des Gens cipA repréasentiert ein mog-
liches Scaffoldin, das drei Kohlenhydrat-bindende Domé&nen (zwei CBM3- und eine
CBM_X2 Domane), sowie drei Cohesin-Module besitzt. Es wird angenommen, dass die
Cohesin-Module mit Dockerinen der Glycosid-Hydrolasen XghA, CelA2, CelA und/oder
CelK in Verbindung treten.

A
celK celA celA2 CipA XghA

F— " r Yt}

B

Cek > = G o

CBM_4-9 CelD GH9 Dockerin_|

celr CEEEEEEEEEEEEEEEEED 6O

GH48 Dockerin_|

Colt? — QuE oo

GH44 Dockerin_|

CipA @ L <@ B el e

CBM3 CBM3 CBM_X2 Cohesin Cohesin Cohesin

XohA  QEEEEEEEED 00

GH74 Dockerin_|

uio zxin 300 400 500 600 700 800 900 1000

1 1 1 L 1 1 1 1

0
(scale in amino acids)

Abbildung 5: Putatives Cellulosom-Gencluster auf dem zweiten C. bornimense M2/40" Repli-
kon (Chromid). A: Die Anordnung der Cellulosom-Gene auf dem Chromid. B: Domé&nenstruktur
der jeweiligen Cellulosom Proteine: CBM_4 9, Kohlenhydrat-bindende Doméane; CelD,
N-terminale ig-ahnliche Domé&ne einer Cellulase; GH9, Cellulose 1,4-beta-Cellobiosidase; Do-
ckerin_l, Dockerin type | repeat; GH48, Endoglucanase A; GH44, Endo-B-Mannanase; CBMS3,
Cellulose-bindende Doméne; CBM_X2, Kohlenhydrat-bindende Doméne X2; Cohesin, Cohesin-
Doméne, GH74, Xyloglucanase.
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Unter den bekannten mesophilen Clostridien besitzen nur C. bornimense M2/40" und C.
acetobutylicum kein vollstandiges Cellulosom (NOLLING et al. 2001, SABATHE et al. 2003,
HAHNKE et al. 2014). Des Weiteren wurden bei C. cellulovorans, C. cellulolyticum und C.
bornimense keine Gene gefunden, die Cellulosom-Ankerproteine kodieren. Zusatzlich
wurden im Falle von C. bornimense M2/40" keine Signalpeptid-Sequenzen in den Cellu-
losom-Proteinen identifiziert. Somit bleibt unklar, ob die C. bornimense M2/40" Cellulo-
som-Proteine ausgeschleust werden kdénnen.

Um zu untersuchen, ob die Glycosid-Hydrolasen XghA, CelA2, CelA und CelK aus dem
Isolate C. bornimense M2/40" aktiv sind, wurden die Enzyme (iberexprimiert und in En-
zymassays getestet. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Daniela Kéck, Dr.
Vladimir Zverlov und Prof. Dr. W.H. Schwarz (Technische Universitat Minchen, TUM)
durchgefiihrt. Es wurde keine cellulolytische Aktivitat des Stammes M2/40" auf kristalli-
ner Cellulose (Avicel) oder amorpher Cellulose (z.B. PASC) beobachtet. Das CelK Pro-
tein zeigte jedoch eine schwache Aktivitat auf Beta-Glucan, Carboxymethylzellulose
(CMC) und Phosphorsaure gequollener Cellulose (PASC) (Abbildung 6). Alle vier En-
zyme vermittelten den Abbau der Polysaccharide Xylan und Xyloglucan. Dabei zeigten
die Xylanasen XghA und CelA2 die hochste Aktivitat. Die hydrolytische Aktivitat von
XghA in Bezug auf den Xyloglucan-Abbau war um den Faktor 50 bis 100 héher als die
der anderen vier Enzyme. Die vorhergesagte Funktion des Enzyms XghA als eine puta-
tive Xyloglucanase konnte somit bestatigt werden. Das Genprodukt des Gens celA2
wurde als eine putative B-Mannanase annotiert. Auch hier konnte durch Expressions-
experimente bestatigt werden, dass die Annotation des celA2 Gens richtig ist, da das
CelA2 Enzym eine hohe Aktivitat auf Glucomannan zeigte.

Basierend auf der Tatsache, dass der Stamm C. bornimense M2/40" nicht in der Lage
war, Mannose, Cellulose oder Xylan als einzige Kohlenstoffquelle zu verwerten, bleibt
die Funktion des M2/40" Cellulosome-Genclusters weiterhin unklar. Weitere Arbeiten
sind erforderlich, um die Funktion der mdglichen cellulosomalen Komponenten aufzu-
klaren.
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M Celk (GHO) M CelA (GH48) B CelA2 (GH44) H XghA (GH74)

0.025
0.0215 3.04 287
| 0.0207
0.0189
0.020 2.5
0.0183
0.0178 20
E
» 15
~
£ o015 B
2 Z 10
Z 2
= B
© ©
o
S 0.010 &
£ ® 04-
Q.
2 *
) 03
0.004
0.005 02
0.0027
01 0.082 0.084 0.088
I 0.036. 0.063 0.042 0.02 g.ozs .
0 o 0 . : 0
0.000 | : : | ‘ [ [l ‘
Xylan  Xyloglucan PASC CMC  R-Glucan Xylan Xyloglucan R-Glucan PASC Glucomannan

Abbildung 6: Enzymatische Aktivitat von C. bornimense M2/40" Glykosylhydrolasen. Die Aktivi-
tat wurde auf verschiedenen Polymer-Substraten untersucht und auf Basis der Freisetzung von
Glucose in mmol pro mg Zellprotein pro Minute (U / mg) bestimmt. Drei technische Replikate
wurden pro Datenpunkt gemessen. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. Abkdr-
zungen: PASC, Phosphorsaure gequollene-Cellulose; CMC, Carboxymethylzellulose.

Die detaillierte Analyse der C. bornimense M2/40" Genomsequenz ermdglichte die Re-
konstruktion des Metabolismus des Isolates. Die Abbildung 7 fasst die entsprechenden
Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 7: Uberblick (ber die prominenten Stoffwechselwege von Clostridium bornimense
M2/40". Die M2/40" Enzyme sind durch braune GroRbuchstaben représentiert. Pfeile stehen fiir
enzymatische Reaktionen. Durchgestrichene Pfeile markieren Reaktionen sowie daran beteiligte
Enzyme, fiir die kein passendes Gen im M2/40" Genom gefunden wurde. Die Metabolite in den grii-
nen Boxen stellen die Fermentationsendprodukte dar. Verwendete Abkirzunegn: ATP, Adeno-
sintriphosphat; ADP, Adenosindiphosphat; CO,, Kohlenstoffdioxid; FD_red, Ferredoxin (reduziert);
NAD, Nicotinamidadenindinucleotid (oxidiert); NADH, Nicotinamidadenindinucleotid (reduziert);
NADP, Nicotinamidadenindinucleotid-Phosphat (oxidiert); NADPH, Nicotinamidadenindinucleotid-
Phosphat (reduziert); TCA, Tricarbonsaure-Zyklus. Acetyl-CoA (Wood-Ljungdahl) pathway:
CODH, CO-Dehydrogenase; FDH, Formatdehydrogenase; FTS, Formyl-THF-Synthase; MTC, Me-
thenyl-THF-Cyclohydrolase; MTD, Methylene-THF-Dehydrogenase; MTRS, Methylene-THF-
Reduktase; MTR, Methyltransferase; ACS/CODH, Acetyl-CoA-Synthase/CO-Dehydrogenase. Gly-
colysis: GK, Hexokinase; GP, Phosphoglucose-lsomerase; PFK, Phosphofructokinase; ALDO,
Fructose-Bisphosphat-Aldolase; TPI, Triosephosphat-lsomerase; DHAK, DHA-Kinase; DHAD, Gly-
cerol-dehydratase; GAPDH, Glyceraldehyd-phosphat-Dehydrogenase; PGK, Phosphoglycerat-
Kinase; PGM, Phosphoglycerat-Mutase; ENO, Enolase. Central pyruvate metabolism: PK,
Pyruvat-kinase; PPD, Pyruvat-Phosphatdikinase; MLE, Malat-Enzym; PEPCK, PEP-Carboxykinase.
PFOR, Pyruvate: Ferredoxin-Oxidoreduktase; PFL, Pyruvat-Format-lyase. Incomplete TCA cycle:
CS, Citratsynthase, Citratlyase; AH, Aconitat-Hydratase; IDH, Isocitrat-dehydrogenase; FM, Fuma-
rase; FR, Fumaratreduktase. Hydrogen production: [FeFe]-Hydrogenase. Lactate fermentation
pathway: LDH, Lactatdehydrogenase. Propionate fermentation pathway: CAT, CoA-Transferase,
LCDH, Lactoyl-CoA-Dehydrogenase; ACR, Acrylyl-CoA-Reduktase. Ethanol fermentation path-
way: AAD, Alkohol/Aldehyd-dehydrogenase; ADH, Alcohol-dehydrogenase. Acetate fermentation
pathway: PTA, Phosphotransacetylase; AK, Acetat-Kinase. Butyrate fermentation pathway: THL,
Thiolase; HCDH, 3-hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase; BK, Butyrat-Kinase; ACDH, Acyl-CoA-
Dehydrogenase; PTB, Phosphotransbutyrylase. Maltose and PTS permease: Zucker-
Phosphotransferase System. Trehalose fermentation pathway: TH, Trehalose-6-Phophat. Fruc-
tose fermentation pathway: PPF, 1-Phosphofructokinase. Starch fermentation pathway: PUL,
Pullulanase; MP, Maltodextrinphosphorylase; GT, 4-a-Glucanotransferase; PPG, Phosphogluco-
mutase; AP, Aldose 1-Epimerase.
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Die Gene des Tricarbonsaurezykluses (TCA), der Glykolyse (Embden-Meyerhof-Weg)
sowie der nicht-oxidative Zweig des Pentosephosphat (PP) Weges wurden im C. bor-
nimense M2/40" Genom identifiziert. Die Umsetzung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu
Pyruvat kann durch Pyruvatkinase (PPD) oder Pyruvat-Phosphatdikinase (PPD) be-
werkstelligt werden. Entsprechende Gene sind im M2/40" Genom kodiert. AnschlieRend
kann Pyruvat in Acetyl-CoA, Ethanol und organische Sauren, wie Lactat, Formiat, Buty-
rat und Acetat Uberfilhrt werden. Alle hierfiir notwendigen Gene sind im M2/40" Genom
vorhergesagt worden.

Kultivierungsansatze mit C. bornimense M2/40" auf Glucose (HAHNKE et al. 2014a) ha-
ben gezeigt, dass der Stamm in der Lage war, Wasserstoff (H,), Ethanol sowie die or-
ganischen Sauren Formiat, Propionat und Laktat zu produzieren. Die Produktion von
Acetat und Butyrat konnte experimentell nicht nachgewiesen werden, obwohl alle hier-
fur notwendigen Gene im Genom identifiziert wurden. Andererseits konnte die Propion-
saure-Synthese in kultivierungsbasierten Ansatzen gezeigt werden, obwohl der Propi-
onsaurestoffwechselweg in C. bornimense M2/40" nicht vollstandig kodiert ist. Diese
Beobachtung fiihrte zu der Hypothese, dass im C. bornimense M2/40" Genom ein al-
ternativer Propionsauresyntheseweg kodiert ist.

Der Wood-Ljungdahl (WL) Stoffwechsel spielt eine wichtige Rolle in der bakteriellen
Acetogenese, wodurch Kohlenstoffmonoxid (CO) und/oder Kohlenstoffdioxid (CO,) fi-
xiert werden und anschlieBend Acetyl-CoA gebildet wird. Acetyl-CoA kann in Folgereak-
tionen zu Butyrat, Butanol, Ethanol und Acetat (TRACY et al. 2012, RAGSDALE 2008,
BROwN et al. 2014) umgewandelt werden. Mit Aulinahme der Formiatdehydrogenase
und Acetyl-CoA-Synthase, die in den ersten beiden Schritten des WL-
Stoffwechselweges eine Rolle spielen, sind alle anderen Enzyme dieses Weges in C.
bornimense M2/40" gefunden worden. Somit bleibt unklar, welche Rolle der unvollstan-
dige WL-Stoffwechselweg in C. bornimense M2/40" spielt. Weitere Analysen sind an
dieser Stelle notwendig.

Basierend auf den oben dargestellten Ergebnissen in Zusammenhang mit phanotypi-
schen Eigenschaften von C. bornimense M2/40", beschrieben durch HAHNKE et al.
(2014a), wurde der Stamm als ein Kohlenhydrat-fermentierendes, acidogenes Bakteri-
um klassifiziert (TOMAZETTO et al. 2015).

3.1.8 Sequenzierung und Analyse von Defluviitoga tunisiensis L3 aus einer thermophi-
len Biogas-Produktionsanlage

Die taxonomische Profilierung der thermophilen BGA Viersen (Kapitel 3.2.1) Ende des
Jahres 2013 hat gezeigt, dass Vertreter der Familie Thermotogaceae eine abundante
Gruppe der Doméane Bacteria in dieser BGA bilden. Der Stamm Defluviitoga tunisiensis
L3 reprasentiert ein bakterielles Isolat, das aus dieser Biogasanlage durch den
Kooperationspartner JGU (Prof. Dr. Helmut Konig und Katharina Cibis, Johannes-
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Gutenberg-Universitat Mainz) gewonnen wurde. Aufgrund der unzureichenden
Information Uber die Rolle der Thermotogaceae im Biogasprozess, ist dieses Isolat zur
Genomsequenzierung ausgewahlt worden. Die erstellte Genomsequenz sollte das
metabolische Potential dieses Stammes aufzeigen, sowie neue Erkenntnisse Uber die
Rolle des Isolates im Biogasprozess liefern.

Die Erstellung des D. tunisiensis L3 Genoms ist kirzlich von unserer Gruppe
veroffentlicht worden (Maus et al. 2015). Das Genom wurde auf dem lllumina MiSeq
System nach dem Mate-Pair Verfahren sequenziert. Zur Assemblierung der
Sequenzdaten wurde der GS de novo Assembler (Version 2.8) angewandt. Eine
Zusammenfassung Uber die Sequenzier- und Assemblierungsstatistik ist in der
Tabelle 19 zu finden.

Tabelle 19: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des D. tunisiensis L3 Genoms.

Feature D. tunisiensis L3
Number of reads 4,812,240
Number of sequenced bases 1,039,158,288 bp
Number of assembled reads 4,743,541 (98.57%)
Number of assembled bases 1,027,604,239 bp (98.89%)
Paired-end distance 4,298 — 12,895 bp
Average distance 8,596.7 bp
Number of Scaffolds 1

Number of Scaffold-bases 2,059,338 bp
Largest Scaffold 2,054,760 bp
Number of contigs 150
Number of bases within contigs 2,035,741bp
Largest contig 210,880 bp

Fertigstellung des D. tunisiensis L3 Genoms ergab eine Genomgrol3e von 2.053.097 bp
sowie einen GC-Gehalt von 31,38%. Eine nachfolgende Genvorhersage unter
Verwendung der GenDB Annotationsplattform 2.0 fur prokaryontische Genome (MEYER
et al. 2003) ermoglichte die Identifizierung von 1.815 Genen, 47 tRNA Genen sowie drei
rrn Operons (Tabelle 20). Die Abbildung 8 zeigt den Genomplot fir den Stamm D.
tunisiensis L3.
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Abbildung 8: Eigenschaften des D. tunisiensis L3 Genoms. Der auf3ere Kreis zeigt die
Koordinaten des Genoms in Kilo-Basenpaaren (kb). Die nachsten beiden Kreise reprasentieren
die kodierten Gene, die im Uhrzeigersinn und entgegen des Uhrzeigersinns transkribiert
werden. Die Farbgebung entspricht der COG Klassifikation (Clusters of Orthologous Groups of
Proteins) der Gene. Kreis 4: GC-Gehalt, Kreis 5: GC-Skew.

Tabelle 20: Eigenschaften des Defluviitoga tunisiensis L3 Genoms.

Feature Chromosome
Genome size (bp) 2,053.097

GC content (%) 31.38

Total number of genes 1,881

rrn operons 3

tRNAs 47

Protein coding genes (cds) 1,815

Genes with a predicted function 1,270

Seit der Sequenzierung und Publikation des ersten Thermotogae Genoms (Thermotoga
maritima MSB8") sind 33 weitere Genome von Vertretern dieses Phylums inklusive D.
tunisiensis L3 vollstandig sequenziert worden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/).
Zur Untersuchung der Verwandtschaftsverhaltnisse von 33 sequenzierten Thermotogae
Organismen und D. tunisiensis L3 wurde das Programm EDGAR angewandt. Ein phy-
logenetischer Baum basierend auf 250 Core-Genen konnte berechnet werden (Abbil-
dung 9). Der prasentierte phylogenetische Baum ist in drei Cluster gegliedert (I, Il und
[l1). Diese reprasentieren die Ordnungen Thermotogales (I), Petrotogales (lI) and Kos-
motogales (lll). Innerhalb dieser drei Ordnungen sind funf Familien vorhanden: Thermo-
togaceae, Fervidobacteriaceae, Petrotogaceae, Kosmotogaceae und Mesoaciditoga
lauensis DSM 25116 mit keiner weiteren taxonomischen Zuweisung. Der thermophile
Stamm Petrotoga mobilis DSM 10674 (LIEN et al. 1998), der urspriinglich aus einer
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Nordsee Ol-Produktionsstatte stammt, reprasentiert den nachsten Verwandten zu D.
tunisiensis L3. Nur der Stamm L3 wurde bisher aus einer Biogas-Produktionsanlage
isoliert, wohingegen alle anderen vollstdndig sequenzierten Thermotogae Bakterien aus
unterschiedlichen Habitaten wie z.B. einem hydrothermalen Tiefseesediment, Hoch-
temperatur-Olreservoir oder einem tunesischen Fermenter, der mit Phosphorgips gefiit-
tert wurde, stammen.

Das thermophile Bakterium P. mobilis DSM 10674", das sehr nah mit dem Isolat D. tu-
nisiensis L3 verwandt ist, wurde im Jahr 2007 sequenziert. Das 10674" Genom ist
2.169.548 bp groR und hat einen GC-Gehalt von 34.1% (accession number:
CP000879.1). Die Analyse der Genom-Sequenzen der Stamme D. tunisiensis L3 und P.
mobilis DSM 10674" mit dem Programm Artemis Comparison Tool (ACT) (CARVER et al.
2008) zeigte eine mosaikartige Genomorganisation. Viele genomische Reorganisatio-
nen, Deletionen und Insertionen von neuen DNA-Sequenzen konnten in den untersuch-
ten Stammen identifiziert werden (Abbildung 10). Auch bei anderen Thermotogae
Spezies wurden zuvor zahlreiche genomische Reorganisationen beobachtet. Diese sah
man im Zusammenhang mit Anpassungen an das jeweilige Habitat (MONGODIN et al.
2005). Basierend auf diesem Literaturbefund wird angenommen, dass auch die Genom-
Organisation des Isolates L3 die Anpassung an einen spezifischen Lebensraum wie-
derspiegelt.

Die Identifizierung von Core- sowie Stamm-spezifischen Genen in den Isolaten D. tuni-
siensis L3 and P. mobilis DSM 10674" mit dem Programm EDGAR hat gezeigt, dass
beide Organismen 1,351 homologe Gene besitzen (69% des Genoms von DSM 10674 "
und 74% des Genoms von L3) (Abbildung 11). Darunter sind 325 Gene, die hypotheti-
sche Proteine kodieren, aber auch Gene, die den vollstdndigen Glycolyse Stoffwech-
selweg reprasentieren. Des Weiteren gehéren Gene, die in die Aufnahme und Fermen-
tation von verschiedenen Zuckern involviert sind, zum Core-Genom der Spezies. Das
Isolat D. tunisiensis L3 kodiert 437 stammspezifische Gene, die keine Homologie zu P.
mobilis DSM 10674" Genen aufweisen. Ein groRRer Teil dieser Gene (238) kodiert fiir
hypothetische Proteine und Enzyme, die eine Rolle fur den Peptidabbau und Zucker-
transport spielen.
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Abbildung 9: Taxonomische Klassifikation von Defluviitoga tunisiensis L3. Der phylogenetische
Baum basiert auf 250 Core-Genen von vollstandig sequenzierten Thermotogae Isolaten. Die
drei Hauptgruppen links reprasentieren die Ordnungen Thermotogales, Petrotogales and Kos-
motogales. Der Genus Thermotoga wurde zusétzlich in zwei Sub-Gruppen, Thermotoga sub-
group | und Thermotoga sub-group II, unterteilt.
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Petrotoga mobilis DSM 106741
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Defluviitoga tunisiensis L3

Abbildung 10: Genomarchitektur von Defluviitoga tunisiensis L3 und Petrotoga mobilis DSM
10674". Das Programm ACT wurde angewandt, um die vergleichende Analyse der beiden
Genome durchzufiihren. Rote Linien zeigen ahnliche Sequenzen zwischen den Stammen L3
und DSM 10674", wohingegen blaue Linien invers komplementire Regionen anzeigen.

1: Defluviitoga tunisiensis 1.3
2: Petrotoga mobilis DSM 106741

Abbildung 11: Die Anzahl von orthologen und Stamm-spezifischen Genen von Defluviitoga
tunisiensis L3 und Petrotoga mobilis DSM 10674" dargestellt in einem Venn-Diagramm.

Manuelle Annotation des D. tunisiensis L3 Genoms hat gezeigt, dass dieses Bakterium
115 Gene kodiert, die mit der Verwertung von Mono- sowie Polysacchariden wie z.B.
Arabinose, Galactose, Maltose, Mannose, Fructose, Raffinose, Ribose, Cellulose,
Cellobiose, Chitin, Stahyose, Lactose, Xylose, Xylan und Lactose in Verbindung
gebracht werden konnen (Abbildung 12). Acetat, Ethanol, CO, und H; sind als
Abbauprodukte dieses fermentativen Stoffwechsels vorhergesagt worden. Alle Gene,
die fur die Entstehung der genannten Endprodukte notwendig sind, konnten im L3
Genom identifiziert werden. Dieser Befund lasst vermuten, dass dem Isolat D.
tunisiensis L3 die Rolle eines hydrolytischen Bakteriums im Biogasprozess zukommt
(MAus et al. 2016). Es ist sehr wahrscheinlich, dass D. tunisiensis L3 eine wichtige
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Rolle beim Abbau von Pflanzenmaterial spielt. Die beim Abbau von Pflanzenmaterial
erzeugten Endprodukte Acetat, CO, und H, dienen den methanogenen Archaea als
Substrate fir die Methanogenese.
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Abbildung 12: Uberblick tiber die prominenten metabolischen Eigenschaften von D. tunisiensis
L3, die aus der genomischen Sequenz abgeleitet wurden. Farbcode: Orange, Mono- bzw.
Polysaccharide; blau, Zuckertransporter; gelb, Gene, die fur abbauende Enzyme kodieren;
grau, das entsprechende Gen konnte bisher nicht im Genom gefunden werden. Die zwei
wichtigsten Stoffwechselwege, die Glykolyse und der Pentosephosphatweg sind farblich
gekennzeichnet und so hervorgehoben.

Im Folgenden sollte die Bedeutung des Stammes D. tunisiensis L3 in der mikrobiellen
Gemeinschaft der Biogas-Anlage Viersen bestimmt werden. Fir diese Anlage liegen
metagenomische Sequenzdaten vor (Metagenomdaten stehen unter den IDs
Gb0056840 and Gb0056841 in der GOLD Datenbank zur Verfiigung). Es sollte ermittelt
werden, welcher Anteil der metagenomischen Sequenzen das Genom des Stammes D.
tunisiensis L3 reprasentiert. Hierzu wurden die metagenomischen Sequenzen auf das
Genom des Isolates L3 gemappt. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 13
dargestellt. Insgesamt konnten 251.729 von 4 Millionen Sequenzen (6.29%) mit einer
Sequenzahnlichkeit von mindestens 75% auf das L3 Genom gemappt werden. Etwa
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4.8% der metagenomischen Sequenzen zeigen eine Sequenzéhnlichkeit von 97% bis
100% zu der Genomsequenz von D. tunisiensis L3. Ungefahr 3% der metagenomi-
schen Sequenzen passen perfekt auf das L3 Genom. Dieser Befund belegt, dass die
Spezies D. tunisiensis abundant in der mikrobiellen Gemeinschaft der BGA Viersen
vorhanden ist.

Eine konservierte Region an der Position 1.202.500 im L3 Genom wurde besonders
betrachtet. Diese Region ist 34 kb lang und kodiert fur einen Prophagen. Dieser Pro-
phagen scheint in anderen D. tunisiensis L3 Stammen der Anlage ebenfalls vertreten zu
sein, denn viele metagenomische Sequenzen passen zu dieser Prophagenregion mit
einer Ahnlichkeit von 87% bis 100%.

Die Position von 1.036.000 bp bis 1.084.000 bp im D. tunisiensis L3 Genom ist nicht mit
metagenomischen Sequenzen abgedeckt. Diese Licke ist 48 kb grol3 und enthalt
43 Gene, die fur verschiedene Glycosyltransferasen, Transposasen, hypothetische Pro-
teine und Enzyme des Aminozuckermetabolsimus kodieren. Genau diese Gene unter-
scheiden das Isolat L3 von allen anderen Thermotogae Stdmmen in der thermophilen
Anlage Viersen.

300- B

& 200-
X
S 1500-
=
Sy
£ 1000-
o Percent identity
£ s00- 75+%
© 97+%
IL o 100%

100- Fragment length

-50

-100

95- 150
200
250
90-

Recruitments
= W10+
5 % . i i
el ' ] i
T  80- ‘ l l |
8 \ | \ f
5 | | |
Q75 ! ; :

0 500000 1000000 1500000 2000000 "

Defluviitoga tunisiensis L3

Abbildung 13: A: Fragment recruitment von metagenomischen Sequenzen der thermophilen
Gemeinschaft der BGA Viersen auf die Defluviitoga tunisiensis L3 Genomsequenz. Die X-
Achse zeigt die Genomsequenz des Stammes L3, wohingegen die Y-Achse die Sequenz&hn-
lichkeit der gemappten Metagenomsequenzen reprasentiert. B: Balken reprasentieren die
Coverage von gemappten Metagenomsequenzen auf die L3 Genomsequenz. Die vergrol3erte
Teilregion des D. tunisiensis Genoms ist im Mittel schlechter abgedeckt als das Ubrige Genom.

Aus der Genomsequenz des Stammes D. tunisiensis L3 konnte letztlich abgeleitet wer-
den, dass das Bakterium eine Rolle bei der Hydrolyse des Substrats spielt. Es ist sehr
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vielseitig in Bezug auf die Verwertung unterschiedlichster Zuckerquellen, die schlief3lich
zu Metaboliten abgebaut werden, die in die Methanogenese einfliel3en.

3.1.9 Sequenzierung von Peptoniphilus sp. ING2-D1G (Firmicutes) aus einem Biogas-
Laborfermenter

Taxonomische Profilierungen der Biogas-produzierenden Gemeinschaften zeigten,
dass Mitglieder des Phylums Firmicutes eine abundante Gruppe im Biogas-Prozess
sind (SToLzE et al. 2015, SCHLUTER et al. 2008). Mikroorganismen dieses Phylums sind
weit in anaeroben Habitaten verbreitet (Weiss et al. 2008) und bauen ein breites Spekt-
rum an komplexen organischen Makromolektlen (Proteine und Kohlenhydrate) ab. Ein
neuer Vertreter der Firmicutes, namlich der Stamm Peptoniphilus sp. ING2-D1G wurde
in Zusammenarbeit mit Dr. Michael Klocke und Dr. Sarah Hahnke (ATB, AP1) aus ei-
nem mesophilen Rihrkesselreaktor, der Maissilage in Co-Fermentation mit Schweine-
und Rindergulle fermentiert, isoliert. Peptoniphilus sp. ING2-D1G ist die erste Spezies
aus der Gattung Peptoniphilus (Phylum Firmicutes, Ordnung Tissierella), die aus einem
Biogasreaktor isoliert wurde. Bisher kennt man Peptoniphilus Isolate als eine bakterielle
Gruppe des menschlichen Mikrobioms, die haufig in Verbindung mit Infektionen wie
chronische Rhinosinusitis, Wundinfektionen und postoperative Infektionen gebracht
werden (ULGER-TOPRAK et al. 2012, CHo et al. 2015). Aufgrund der Tatsache, dass bis-
her noch wenig tUber Peptoniphilus Vertreter aus Biogasfermentern bekannt ist, wurde
der Stamm ING2-D1G am CeBiTec sequenziert und im Detail analysiert (TOMAZETTO et
al. 2014). Das Genom des Stammes ING2-D1G wurde auf dem lllumina MiSeq System
sequenziert. Zur Anwendung kam das Mate-Pair Verfahren. Die Assemblierung der Se-
guenzdaten wurde mit dem GS de novo Assembler (Version 2.6.) durchgeftihrt. Die Er-
gebnisse der Sequenzierung und Assemblierung sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 21: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Peptoniphilus sp. ING2-D1G
Genoms.

Feature

Peptoniphilus sp. ING2-D1G

Number of reads

2,999,211

Number of sequenced bases
Number of assembled reads

678,196,305 bp
19977082 (99,74%)

Number of assembled bases
Paired-end distance

676,131,848 bp (99,70%)
4,363 — 13.091 bp

Average distance 8,727.8 bp
Number of Scaffolds 2
Number of Scaffold-bases 1,591,398 bp
Largest Scaffold 795,699 bp
Number of contigs 19
Number of bases within contigs 1,578,915 bp
Largest contig 288,372 bp
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Nach der Assemblierung der Sequenzdaten und dem Schlief3en der Licken in der
Genomsequenz ergab sich flr das lIsolat ING2-D1G eine Chromosom-Gréfde von
1.601.846 Basen und ein durchschnittlicher GC-Gehalt von 34,85%. Das Chromosom
des Stammes ist in einem zirkularen Plot in Abbildung 14 graphisch veranschaulicht.
Die Annotation des Genoms wurde mit Hilfe des Programms GenDB durchgefiihrt und
ergab 1.541 kodierende Sequenzen, 53 tRNA Gene und vier rrn Operons (siehe auch
Tabelle 22).
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Abbildung 14: Eigenschaften des Peptoniphilus sp. ING2-D1G Genoms. Der auRRere Kreis
zeigt die Koordinaten des Genoms in Kilo-Basenpaaren (kb). Die nachsten beiden Kreise
reprasentieren die kodierten Gene, die im Uhrzeigersinn und entgegen des Uhrzeigersinns
transkribiert werden. Die Farbgebung entspricht der COG Klassifikation (Clusters of
Orthologous Groups of Proteins) der Gene. Kreis 4: GC-Gehalt, Kreis 5: GC-Skew. Das rote
Viereck kennzeichnet die Prophagenregion auf dem ING2-D1G Chromosom.

Viele der kodierenden Gene (69,24% des Genoms) konnten einer COG-Kategorie
(Clusters of Orthologous Groups of proteins) zugeordnet werden. Des Weiteren konnte
mittels des Programms PHAST (ZHou et al. 2011) eine Prophagenregion im Genom
des Stammes ING2-D1G identifiziert werden (Abbildung 14), die 28.261 bp lang ist
und 1,76% des ING2-D1G Genoms ausmacht.
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Tabelle 22: Eigenschaften des Peptoniphilus sp. ING2-D1G Chromosoms.

Feature Value % of total
Genome size (bp) 1,601,846 100.00
DNA coding (bp) 1,460,250 91.16
DNA G + C (bp) 558,171 34.85
DNA scaffolds 1 100.00
Total genes 1,541 100.00
Protein coding genes 1,476 95.78
RNA genes 12 0.77
Pseudo genes 0 0
Genes in internal clusters 394 26.69
Genes with function prediction 1,068 69.30
Genes assigned to COGs 1,017 65.99
Genes with Pfam domains 1,139 77.16
Genes with signal peptides 64 4.33
Genes with transmembrane helices 381 25.81
CRISPR 0 0

Eine manuelle Annotation des Peptoniphilus sp. ING2-D1G Genoms hat gezeigt, dass
dieses Bakterium keine Gene besitzt, deren Produkte in den Abbau von komplexen
Kohlenhydraten, wie Cellulose oder Hemicellulose involviert sind. Das Isolat ING2-D1G
sollte jedoch in der Lage sein, Glucose, Pentosen und Glycerin zu fermentieren (Abbil-
dung 15). Alle hierfir notwendigen enzymkodierenden Gene wurden gefunden. Des
Weiteren gibt es im ING2-D1G Genom einige Gene, deren Proteine dem Butanoat und
Butanol Stoffwechsel zugeordnet werden kénnen. Dem Stamm ING2-D1G fehlen je-
doch Gene fir eine Phosphotransbutyrylase (EC 2.3.1.19) und Butyrat-Kinase
(EC 2.7.2.7), die die Umwandlung von Butanoyl-CoA in Butanoat katalysieren. Auch die
Gene fir eine Butanal-Dehydrogenase (EC 1.2.1.57) und Butanol-Dehydrogenase
(EC 1.1.1.-) fUr die Synthese von Butanoyl-CoA/Butanol sind nicht vorhanden. Demzu-
folge ist Peptoniphilus sp. ING2-D1G nicht in der Lage, Butanoat und Butanol zu produ-
zieren. Im Genom von Peptoniphilus sp. ING2-D1G ist keine Alkohol-Dehydrogenase
kodiert. Damit ist Ethanol sehr wahrscheinlich kein Garungsprodukt.
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Abbildung 15: Rekonstruktion des Zentralstoffwechsels des Isolates Peptoniphilus sp. ING2-
DG1 aus Genom-Sequenzdaten. Folgende Stoffwechselwege sind im Chromosom des Stam-
mes ING2-DG1 kodiert: Glykolyse, Glycerin Abbau, Pentosephosphatweg, Pyruvatstoffwech-
selweg und der unvollstandige Trikarbonsaure-Zyklus. Pfeile symbolisieren enzymatische Reak-
tionen. Durchgestrichene Pfeile markieren enzymatische Reaktionen, fur die keine Gene im
ING2-DG1 Genom gefunden wurden. Grine Metabolite stellen Fermentationsendprodukte
(Lactat, Acetat und Wasserstoff) dar. Graue Metabolite (Ethanol, Butanol und Butanoat) werden
sehr wahrscheinlich aufgrund der Abwesenheit einschlagiger Gene nicht synthetisiert.

Derzeit existieren 18 vollstandig sequenzierte Genome von Stammen der Gattung Pep-
toniphilus (Tabelle 23) inklusive Peptoniphilus sp. ING2-D1G. Diese Isolate wurden aus
dem menschlichen Mikrobiom isoliert und sind mit Infektionen assoziiert. 13 von 18 Ge-
nomen haben eine GroRe von 1,5 bis 2,0 Mb mit AuBnahme des Genoms des Stammes
P. lacrimalis DNF00528 (GCA_000759145.1), das eine Chromosomgrof3e von 3,5 Mb
besitzt. Der GC-Gehalt dieser Genome liegt im Bereich von 30% bis 34%, mit Ausnah-
me von Peptoniphulis sp. FO436 mit einem GC-Gehalt von 41,4%. Peptoniphilus sp.
ING2-D1G ist die erste Spezies der Gattung Peptoniphilus fiir die ein geschlossenes
Genom vorliegt. Dartiber hinaus repréasentiert der Stamm ING2-D1G die erste Art dieser
Gattung, die aus einem Biogasreaktor isoliert wurde.
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Tabelle 23: Sequenzierte Stamme der Gattung Peptoniphilus.
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Zur Untersuchung der Verwandtschaftsverhaltnisse von 17 sequenzierten Peptoniphilus
Isolaten und Peptoniphilus sp. ING2-D1G wurde das Programm EDGAR angewandt.
Der berechnete phylogenetische Baum basiert auf 448 Core-Genen und ist in Abbil-
dung 16A dargestellt. Der Stamm Peptoniphilus obesi ph1' reprasentiert den néchsten
Verwandten zu Peptoniphilus sp. ING2-D1G. Beide Stamme teilen 1.013 orthologe Ge-
ne (68,63% der Gene von ING2-D1G und 58,96% von ph1"). Darunter sind Gene identi-
fiziert worden, die fur die Synthese von H, und Acetat kodieren. Wie in Peptoniphilus
sp. ING2-D1G sind auch im Peptoniphilus obesi phl" Genom die Fermentationswege
fur die Synthese von Ethanol, Butanol und Butyrat nur unvollstandig kodiert.

/A P. sp. ING2-DG1 (GCA_000952975) B \

P. obesi ph1T (GCA_000311865)

> i T
P. sp. oral taxon 386 FO131 (GCA_000090945) P. obesi phl

P.sp. ChDC B134 (GCA_000468535) “ e, ' EA
P. indolicus ATCC 294277 (GCA_000227315)
P. sp. oral taxon 836 FO141 (GCA_000179335)
P. lacrimalis DSM 74557 (GCA_000378725) *
P. lacrimalis 315B (GCA_000176955) or L. s * ’
P. lacrimalis DNF003528 (GCA_000759145) c wf, . +t ”
P. grossensis phS (GCA_000311825) _ * /
P. senegalensis JC140 (GCA_000321025) ' ’ 7 . T
P. hareiACS-146 -V-Sch2b (GCA_000183565) A Lt : . |

P. timonensis JC401 (GCA_000312025) b ™R M * e

“ P. rhinitidis 1-13 (GCA_000246925) i A v ’
P. duerdenii ATCC BAA-1640T (GCA_000146345) . A\
4[:2 sp. BV3AC2 (GCA_000478945) or RN
P.sp. BV3C26 (GCA_000478985) 0 : :

P. sp. oral taxon 375 FO436 (GCA_000221563)

£, sp. ING2-DGI

Abbildung 16: Taxonomische Klassifikation von Peptoniphilus sp. ING2-D1G (A) und ein Syn-
teni-Plot der Stamme Peptoniphilus sp. ING2-D1G und Peptoniphilus obesi ph1' (B). Der phy-
logenetische Baum wurde auf Basis von 488 Core-Genen von vollstandig sequenzierten Pep-
toniphilus Isolaten konstruiert. Der Stamm P. obesi phl1' représentiert den nachsten Verwand-
ten zu Peptoniphilus sp. ING2-D1G.

Komparative Analyse der Stamme Peptoniphilus sp. ING2-D1G und P. obesi phl' hat
gezeigt, dass beide Isolate wenig Ahnlichkeit zueinander aufweisen (Abbildung 16B).
In den Chromosomen der beiden Stdmme sind viele Deletionen, Insertionen und Reor-
ganisationen vertreten. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die Genome der Stdmme
Veranderungen im Zuge der Anpassung an die jeweiligen, bevorzugten Habitate erfah-
ren haben.
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3.1.10 Sequenzierung und Analyse des Methanoculleus bourgensis MS2™ Genoms

Das Genom des hydrogenotrophen, methanogenen Archaeons Methanoculleus
bourgensis MS2" wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Helmut Kénig und Dr. Robbin
Stantscheff (JGU, Mainz) am CeBiTec erstellt. Da M. bourgensis bereits in
unterschiedlichen Biogas-produzierenden mikrobiellen Gemeinschaften als abundante
Spezies identifiziert wurde, sollte die Genominformation dieses Stammes auch in das
'‘BIOGAS-CORE' Projekt einflieen und die Genomsequenz weitergehend interpretiert
und analysiert werden.

Das Genom des methanogenen M. bourgensis MS2" wurde auf dem GS Junior System
(Roche) mit Hilfe des shotgun- und paired-end Sequenzierverfahrens erstellt. Die As-
semblierung der kombinierten Sequenzdaten mit dem GS de novo Assembler 2.6 (Ro-
che) in Kombination mit einer PCR-basierten Strategie fuhrte zur Erstellung eines zirku-
laren Chromosoms der Lange 2.789.773 bp und einem GC-Gehalt von 60,64% (Abbil-
dung 17). Die Ergebnisse der Sequenzierung und Assemblierung sind in Tabelle 10
zusammengefasst. Die Annotation des Genoms wurde mit dem Programm GenDB
durchgeflihrt und ergab 2,619 kodierende Sequenzen mit einer durchschnittlichen Gen-
lange von 877 bp, sowie 45 tRNA Gene und ein rrn Operon. Die Erstellung des M.
bourgensis MS2" Genoms wurde bereits verdffentlicht (Maus et al. 2012, Maus et al.
2014a). Die wichtigsten Ergebnisse der Sequenzierung des Stammes M. bourgensis
MS2" sind in der Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 24: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des M. bourgensis MS2" Genoms.

Feature M. bourgensis MS2'
Number of reads 122,030
Number of sequenced bases 577,864,764 bp
Number of assembled reads 120,890 bp (99,07%)
Number of assembled bases 57,231,058 bp (99,04%)
Paired-end distance 1,435 - 4479 bp
Average distance 2870.6 bp
Number of Scaffolds 1

Number of Scaffold-bases 12,790,001 bp
Largest Scaffold 290,002 bp
Number of contigs 42

Number of bases within contigs 2,780,407 bp
Largest contig 290,002 bp
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Abbildung 17: Eigenschaften des M. bourgensis MS2" Genoms. Der &uRere Kreis zeigt die
Nummerierung und die Position der Liicken, die diirch die Metagenomsequenzen (Erklarung im
Text) nicht abgedeckt wurden. Der nachste Kreis reprasentiert die Koordinaten des Genoms in
Kilo-Basenpaaren (kb). Der dritte Kreis stellt die Metagenomsequenzen dar, die auf das MS2'
Genom gemappt wurden. Die nachsten beiden Kreise reprasentieren die kodierten Gene, die im
Uhrzeigersinn und entgegen des Uhrzeigersinns transkribiert werden. Die Farbgebung
entspricht der COG-Klassifikation (Clusters of Orthologous Groups of Proteins) der Gene. Kreis
4: GC-Gehalt, Kreis 5: GC-Skew.

Tabelle 25: Eigenschaften der M. bourgensis MS2" und M. marisnigri JR1Chromosome.

Feature Chromosome of M. Chromosome of

bourgensis MS2" | M. marisnigri JR1
Genome size (bp) 2,789,773 2,478,101
GC content (%) 60.64 62.1
No. of protein-coding sequences 2,586 2,560
No. of functional protein-coding sequences 1,632 1,629
No. of hypothetical protein-coding sequences 844 910
No. of orphan protein-coding sequences 110 21
rrn operons 1 1
No. of tRNAs 45 54

Die Genomsequenz des hydrogenotrophen Archaeons Methanoculleus marisnigri JR1
(ANDERSON et al. 2009) wurde 2009 veroffentlicht und ermdglichte komparative
Analysen mit dem M. bourgensis MS2" Genom. Das M. marisnigri JR1 Chromosom
besitzt eine Lange von 2.48 Mbp und hat einen GC-Gehalt von 62.1% (Tabelle 25). Zur

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 92

ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik und Biodkonomie e.V. (ATB)



BIOGAS-CORE 139

Schlussbericht

Analyse der Organisation der Genome der Stamme MS2" und JR1, wurde ein globales
Sequenz-Alignment mit dem Programm M-GCAT durchgefiihrt. Es zeigte sich eine
mosaikartige Struktur (Abbildung 18), was als Hinweis auf die Plastizitdt des Genoms
gedeutet werden kann. Viele Reorganisationen, aber auch Deletionen und Insertionen
wurden identifiziert. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits fir Isolate des Genus
Methanosarcina beschrieben (MAEDER et al. 2006). Es ist denkbar, dass sich die
Struktur der Chromosomen der methanogenen Archaea schnell umorganisieren lasst,
um Anpassungen an spezifische Umweltbedingungn zu erméglichen.

M. marisnigri JR1 619Kk8 1239xb 1858Kb 2478 kb

M. bourgensis MS2' 619Kkb 12395 1888k 2789 kb

Abbildung 18: Vergleichende Analyse von M. bourgensis MS2' and M. marisnigri JR1
Genomarchitektur. Die horozontalen Linien (grau) representieren die jeweilige Genomsequenz.
Die vertikalen Linien zeigen maximale Sequenziibereinstimmung, die wahrend des Verglechs
gefunden wurde, die invertierten Linien/Rechtecke weisen auf Regionen mit Reorganisation hin.
Farbgradient visualisiert die conservierten Regionen, die in beiden Chromosomen enthalten
sind.

Das Programm EDGAR wurde anschlieRend verwendet, um die Core- und uniguen Ge-
ne der Stamme M. bourgensis MS2" and M. marisnigri JR1 zu bestimmen. Beide besit-
zen 1898 Gene, die eine starke Homologie zueinander haben und damit das Core-
Genom reprasentieren. M. bourgensis MS2" besitzt 677 sogenannte Singletons, wohin-
gegen M. marisnigri JR1 579 unique Gene aufweist. Innerhalb der M. bourgensis MS2"
Singletons wurden viele Gene identifiziert, die fur hypothetische Proteine kodieren. Des
Weiteren, sind Gene gefunden worden, die fir ein Zwei-Komponenten-
Regulationssystem kodieren. Weitere MS2" Singleton Gene sind in die Synthese von
Osmoprotektanten involviert. Unter den Genen, die fiir M. bourgensis MS2" spezifisch
sind, werden diejenigen Determinaten vermutet, die die Anpassung des Isolates an sein
Habitat vermitteln.

Die Rekonstruktion des Methanogenese-Stoffwechsels aus dem M. bourgensis MS2"
Genom hat gezeigt, dass alle Gene, die fir die Synthese von Methan Uber den
hydrogenotrophen Weg nétig sind, identifiziert werden konnten (Abbildung 19). Des
Weiteren sind Gene, die fir Hydrogenasen kodieren, im Genom vorhanden.
Hydrogenasen spielen sehr wahrscheinlich fir die Reduktion von Cofaktoren im Zuge
der Methanogenese eine wichtige Rolle.
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Abbildung 19: Rekonstruktion des hydrogenotrophen Methanogenese-Stoffwechsels in M.
bourgensis MS2" (modifiziert nach THAUER et al. 2008). Koenzyme (griin), Hydrogenasen (blau)
ebenso wie Proteine, die am Methanogenese-Stoffwechsel beteiligt sind (gelb), sind farblich
gekennzeichnet. Verwendete Abkirzungen: MF, Methanofuran; H4MPT, 5,6,7,8-Tetrahydro-
methanopterin; CoM-SH, Coenzym M; HTP-SH, N7-Mercaptoheptanoyl-I-Threonin-Phosphat;
CoM-S-S-HTP, Heterodisulfid von CoM-SH und HTP-SH; Ech, [NiFe]-Hydrogenase; Mvh,
Methylviologen-reduzierende Hydrogenase; Frh, Fso-reduzierende-Hydrogenase; Hdr,
Heterodisulfid-Reduktase; Fwd, Formylmethanofuran-Dehydrogenase; Ftr, Formylmethanofuran
-Tetrahydromethanopterin-N-Formyltransferase;  Mch,  N5,N10-Methenyltetrahydromethan-
opterin-Cyclohydrolase; Mtd, F4»-Methyltetrahydromethanopterin-Dehydrogenase; Mer, N5,N10
-Methylenetetrahydromethanopterin-Reduktase; Mtr, N5-Methyltetrahydromethanopterin: Co-
enzym M Methyltransferase; Mcr, Methyl-coenzyme-M-Reduktase.

Anpassung an hohe Salzkonzentrationen in der Umgebung kann in Biogas-Anlagen
sehr wichtig sein, da haufig Gille als Substrat verwendet wird. Im Genom von M.
bourgensis MS2" sind insgesamt 35 genetische Determinanten gefunden worden, die
potentiell in die Akkumulation und den Transport von Osmoprotektanten, sogenannten
kompatiblen Soluten, involviert sind. Darunter sind Gene, die fur Glycin-Betain, Ne-
acetyl-B-Lysin, Trehalose oder K Transportsysteme kodieren, gefunden worden
(Tabelle 26). Die Prasenz von Genen fir Osmoprotektionssysteme in den Genomen
der analysierten Methanomicrobiaceae Spezies weist deutliche Unterschiede auf. Fur
den Genus Methanoculleus wurden mehr Gene gefunden, die fur die Synthese
kompatibler Solute kodieren, als z.B. fir M. hungatei JF-1 oder M. tarda NOBI-1.
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Tabelle 26: Genetische M. bourgensis MS2™ Determinanten, die in Osmoprotektion involviert

sind.

Putative gene products
involved in osmor egulation

Genesfound in
M. bourgensis M S2"

Genesfound in
M. marisnigri JR1

Genesfound in
M. hungatei JF-1

Genesfound in
M. tarda NOBI-1

Accu

mulation of inorganicions

Uptake system for K+ ions
(Kdp)

BN140_1994 to 1997

Uptake system for K+ ions

BN140_0330,

Memar_1156, MettaDRAFT_1426,
BN140_1240, Memar_1936 ) MettaDRAFT_1783
(Trk-like) BN140_3035 - =
Membrane bound K+/H+ ions BN140_1402, )
antiporter BN140_1841 Memar_0764 MettaDRAFT_0755
Choline/Carnitine/Betaine BN140_0084 Memar 0160 ) )

transporter

Glycine betaine/proline
transporter (Ota-like)

BN140_1922 to 1925

Memar_0991 to 0994

NA-+/prolin symporter

BN140_2233,
BN140_2293

Memar_1158,
Memar_1255

Phosphate transport system (Pts)

BN140_1305 to 1308

Memar_2276 to 2279

Mhun_2981 to 2984

MettaDRAFT_1024 to 2027

Sugar and polyhydric alcohols

Trehalose synthase (Tps) BN140_0628 Memar_1255 - -

Trehalose phosphatase (Tpp) BN140_1446 Memar_2216 - -
Memar_1763,

Trehalose phosphorylase (TreP) g“ﬂgzgggi - -
Memar_2023

I-P-synthase (DIP synthesis) BN140_1905 Memar_0974 - -

g/ln';gg)dy'"anﬁerase Gl BN140_2402 Memar_2296 Mhun_2404 MettaDRAFT_0800

DIP-synthase (DIP synthesis) BN140_1898 Memar_0967 Mhun_0903 MettaDRAFT_1282

a-Amino acids and derivatives

Glutamate synthase

BN140_1564 to 1565

Memar_0332 to 0333,

Mhun_0781 to 0782

MettaDRAFT_1815 to 1816

BN140_1562 Mermar 0335,

Glutamine synthetase BN140:2412 Mhun_0779 MettaDRAFT_1818
Memar_2135
Aspartate aminotransferase BN140_1489 Memar_0056 Mhun_2475 MettaDRAFT_1004
H H €

Lysine 2,3 aminomutase (N*- BN140_0596 Memar_1790 - -
acetyl-L-lysine synthesis) - -
Lysine 2,3 acetyltransferase (N*- | BN140_0318, } }
acetyl-L-lysine synthesis) BN140_0409 Memar_1941

Um zu untersuchen, ob M. bourgensis MS2" eine abundante Rolle in der Biogas-
produzierenden Gemeinschaft spielt, wurden Metagenomsequenzen einer mesophilen
Biogasanlage (JAENICKE et al. 2011) auf das Genom des Stammes MS2"™ gemappt (Ab-
bildung 20). Insgesamt konnten 6,71% aller Metagenomsequenzen auf das Genom
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des Stammes MS2" mit einer Sequenzéhnlichkeit von mindestens 95% gemappt wer-
den. Des Weiteren wurden diese Sequenzen mit dem Programm GS de novo Assemb-
ler (Version 2.8) zu 2.728 Contigs assembliert und ergaben zusammen eine Sequenz-
lange von 3.14 Mb. Ein Abgleich der assemblierten Contigs mit dem MS2" Referenzge-
nom ergab, dass etwa 88% der M. bourgensis MS2" Genomsequenz abgedeckt sind.
Das Ergebnis zeigt, dass der Stamm MS2' sehr nah mit den dominanten methanoge-
nen Archaea der analysierten Biogas-Gemeinschaft verwandt ist. Die Methanoculleus
Stamme der untersuchten Anlage teilen mit dem Referenzstamm 2.254 Gene (87%).
Dieses Ergebnis fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass der Stamm MS2T fast vollstandig
die genetische Information der dominanten Archaea in der analysierten Biogas-
Gemeinschaft reprasentiert.

3.1.11 Comparative Analysen fiur Isolate aus dem Genus Methanobacterium unter be-
sonderer Berucksichtigung des Isolates Methanobacterium formicicum Mb9

Methanogene Archaea sind das letzte Glied in der Biogas-Prozesskette, da sie fur die
Methan-Produktion verantwortlich sind. Basierend auf den metabolischen Eigenschaf-
ten dieser Gruppe, werden acetoklastische und hydrogenotrophe Vertreter unterschie-
den. Letztere verwenden CO; und H; als Substrate fur die Methanogenese, wahrend
acetoklastische Archaea Methan aus Acetat herstellen.

Es existieren Studien, die die Wettbewerbsfahigkeit hydrogenotropher Archaea der Gat-
tung Methanobacterium mit einer Adaptation an hohe Salz- und/oder Ammoniumkon-
zentrationen in Biogas-Fermentern erklaren (LEBUHN et al. 2014). Damit stellt sich die
Frage, welche genomischen Eigenschaften die Gattung Methanobacterium im Vergleich
zu anderen methanogenen Archaea auszeichnen. Die ldentifizierung von genetischen
Merkmalen, die potenziell dem Stress, verursacht durch hohe Salz- und/oder Ammoni-
umkonzentrationen eines solchen Habitats, entgegenwirken konnen, ist von grol3em
Interesse.

Der Stamm Methanobacterium formicicum Mb9 repréasentiert ein methanogenes Ar-
chaeon, das aus einer mesophilen Biogasanlage von den Verbundpartnern der JGU
(Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz, AP3) gewonnen wurde. Um mogliche geneti-
sche Determinanten, die fur die Adaptation an spezifische Habitatbedingungen eine
Rolle spielen kénnen, zu identifizieren, wurde das Isolat Methanobacterium formicicum
Mb9 fir eine Genomsequenzierung ausgewahlt. Die erzielten Ergebnisse der Sequen-
zierung und Assemblierung sind in der Tabelle 27 zusammengefasst.
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Tabelle 27: Statistik der Sequenzierung und Assemblierung des Methanobacterium formicicum
Mb9 Genoms.

Feature M. formicicum Mb9
Number of reads 2,835,051
Number of sequenced bases 378,234,041 bp
Number of assembled reads 2,797,084 (98.66%)
Number of assembled bases 372,207,544 bp (98.41%)
Paired-end distance 3,911 -11,753 bp
Average distance 7,823.6 bp
Number of Scaffolds 4

Number of Scaffold-bases 2,486,354 bp
Largest Scaffold 2,472,201 bp
Number of contigs 41

Number of bases within contigs 2,455,730 bp
Largest contig 288,837 bp

Die Fertigstellung des Methanobacterium formicicum Mb9 Genoms resultierte in einem
geschlossenen Chromosom der Lange 2.494.510 bp sowie einem GC-Gehalt von
41,14%. Eine nachfolgende Genvorhersage in der Annotationsplattform GenDB 2.0
ergab die Identifizierung von 2.416 Genen, 43 tRNA Genen sowie drei rrn Operons. Die
Abbildung 20 zeigt den Genomplot fur das Isolat M. formicicum Mb9.
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Abbildung 20: Zirkuldre Reprasentation des Chromosoms von Methanobacterium formicicum

Mb9. Von aul3en nach innen zeigen die Ringe: (1) die DNA-Basenposition, (2 und 3) die kodie-
renden Gene (CDS) fur beide Ableserichtungen; (4) den GC-Plot und (5) den GC-Skew.
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Tabelle 28: Sequenzierte Stamme der Gattung Methanobacterium.
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Fur vergleichende Zwecke innerhalb der Gattung Methanobacterium sind auf3er dem
Stamm M. formicicum Mb9 auch die Isolate Methanobacterium sp. Mb1l (MAus et al.
2013) sowie der Typstamm M. formicicum MF' (MAus et al. 2014) im Rahmen dieses
Projektes sequenziert worden. Zurzeit liegen insgesamt 10 Genomsequenzen fir Ver-
treter aus der Gattung Methanobacterium vor (Tabelle 28). Fur eine komparative Ana-
lyse wurden alle verfugbaren Methanobacterium Genome in das Programm EDGAR
importiert. Phylogenetische Analysen aller Methanobacterium Stdmme basierend auf
1.219 Core-Genen (36-60% des Genoms der jeweiligen Isolate) hat gezeigt, dass die
betrachteten Isolate entsprechend ihres Ursprungshabitats im phylogenetischen Baum
clustern (Abbildung 21).

M. arcticum M2

Permafrost sediments
M. veterum MK4

M. paludis SWAN-1 | Peatland habitat
l M. lacus AL-21 =
| | :
Methanobacterium sp. SMA-27 )

M. formicicum DSM 3637 ]- Amoeba endosymbiont

Methanobacterium sp. Mb1 ]

M. formicicum MF
— Biogas plant related habitat

| M. formicicum BRM9

M. formicicum Mb9

Abbildung 21: Phylogenetische Analyse von vollstandig sequenzierten Isolaten der Gattung
Methanobacterium basierend auf 1.219 Core-Genen (36-60% des Genoms der jeweiligen Isola-
te). Das Habitat des Stammes Methanobacterium sp. SMA-27 ist zurzeit nicht bekannt. Alle
Isolate clustern im phylogenetischen Baum entsprechend ihres urspriinglichen Habitats.

Des Weiteren wird ersichtlich, dass innerhalb der analysierten M. formicicum Isolate der
Stamm Methanobacterium sp. Mb1l naher mit den M. formicicum Stdmmen verwandt ist
als der Stamm DSM3637. Damit stellt sich die Frage, ob der Stamm DSM3637 tatsach-
lich der Spezies M. formicicum zuzuordnen ist. Eine in diesem Kontext durchgeftihrte
Digitale-DNA-DNA Hybridisierungsanalyse (DDH) zeigte, dass der Vergleich zwischen
dem Typstamm M. formicicum MF" und M. formicicum DSM3637 einen DDH-Wert von
69% ergab. Da Stamme, die zu einer Art gehoren, gewdhnlich einen DDH-Wert von >
70% aufweisen, ware der Stamm DSM3637 einer anderen Methanobacterium Art zuzu-
ordnen. Da der Stamm in Symbiose mit der Amobe Pelomyxa palustris lebt und sich
daher an eine endosymbiontische Lebensweise angepasst hat, ware eine neue Spe-
zies-Zuweisung zu diskutieren.
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Eine weiterfihrende Core-Gen Analyse mit dem Programm EDGAR hat gezeigt, dass
die Methanobacterium Gruppe, deren urspriingliches Habitat eine Biogas-Anlage (oder
ahnliches) ist, insgesamt 1.470 Gene gemeinsam hat. Dies ist graphisch in der Abbil-
dung 22 dargestellt. Neben vielen Haushaltsgenen sind auch Gene gefunden worden,
die dem vollstdndigen Methanogenese Stoffwechselweg zugeordnet werden konnten.
Alle vier untersuchten Methanobakterien verwenden CO, und H als Substrate fir die
Synthese von Methan (hydrogenotrophe Methanogenese).

Die weitere Analyse der stammspezifischen Gene aller Isolate aus einem Biogas-
produzierenden Habitat ermdglichte die Identifizierung eines Gen-Clusters, das fur die
Synthese eines kompatiblen Solutes, namlich Ectoin, verantwortlich ist. Kompatible So-
lute werden von Mikroorganismen zur Stabilisierung von Enzymen, DNA und auch
Membranen sowie der gesamten Zelle hergestellt. Die Synthese von kompatiblen Solu-
ten in methanogenen Archaea wird als Adaptationsmechanismus diskutiert, um dem
Stress, verursacht durch hohe Salz- und/oder Ammoniumkonzentrationen, zu begeg-
nen.

I Biogas palnt related habitat |

MFT Mbe

Mb1 BRM9
108
2 N\ 340
SWAN-1 202 ) SMA-27
1

303 J .

2 M2
AL-21
MK4
Peatland habitat [ Permafrost habitat ]

Abbildung 22: Flowerplot basierend auf Core- und uniquen Genen fir sequenzierte Isolate der
Gattung Methanobacterium. Einzelne lIsolate sind entsprechend ihres natirlichen Habitats
gruppiert worden, was durch die Verwendung von unterschiedlichen Farben kenntlich gemacht
wird. Die Anzahl der Core-Gene aller analysierten Isolate der Gattung Methanobacterium ist im
Zentrum des Flowerplots angegeben. Unique Gene sind am Rand jedes Ovals, das fir ein Iso-
lat steht, dargestellt.
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3.2 Taxonomische und funktionelle Charakterisierung der mikrobiellen Ge-
meinschaft der thermophilen Biogasanlage Viersen

Die thermophile Biogas-Produktionsanalge Viersen (NRW, Deutschland) wurde am
19.12.2013 beprobt. Nach dem Zellaufschluss unter Verwendung von funf unterschied-
lichen DNA-Extraktionsmethoden und erfolgreicher Herstellung von finf Whole-
Metagenome-Sequenzierbibliotheken wurden diese auf dem Illumina MiSeq sequen-
ziert. Die gewonnenen Sequenzdaten sind anschlieend einer im Abschnitt 2.1.1 be-
schriebenen bioinformatischen Verarbeitung und Analyse unterzogen worden. Tabel-
le 29 fasst die Sequenzier-Statistik der metagenomischen Datenséatze zusammen.

Tabelle 29: Statistik der Sequenzierergebnisse der erzeugten Whole-Metagenome-
Sequenzierbibliotheken

, , Number of

* -
Applied Obtained Obtained bases Q30* value of se merged paired-

protocol reads guenced bases [%]

end reads

A 4,054,984 1,058,350,824 88.71 1,777,661

B 5,521,480 1,441,106,280 89.62 2,689,150

C 5,975,856 1,559,698,416 89.34 2,890,795

D 3,933,006 1,026,514,566 89.10 1,793,876

E 2,803,170 731,627,370 89.92 1,323,234

Angewandte DNA-Extraktionsprotokolle:

A: FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, France)

B: NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Germany)

C: PowerLyzer DNA lIsolation Kit (MoBio, USA)

D: PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio, USA)

E: Classical chloroform-isoamyl alcohol DNA extraction (SCHLUTER et al. 2008)
* Die Wahrscheinlichkeit einer falsch detektierten Base (1:1000)

3.2.1 Taxonomische Charakterisierung der thermophilen mikrobiellen Biogasge-
meinsachft auf Basis der metagenomischen 16S rDNA Sequenzen

Nach der bioinformatorischen Prozessierung der Sequenzdaten konnten insgesamt
21.888 16S rDNA Sequenzen aus dem Metagenomdatensatz erkannt, exportiert und
analysiert werden. Davon konnten 18.817 Sequenzen (85% von allen metagenomi-
schen 16S rDNA Sequenzen) mittels des MGX Programms taxonomisch klassifiziert
werden (Abbildung 23). Fur die verbleibenden 3.071 Sequenzen (15%) konnte keine
taxonomische Zuweisung erreicht werden, da diese Sequenzen vermutlich eine neue
Art reprasentieren die in den Sequenzdatenbanken nicht vorhanden ist.

Die mikrobielle Biogasgemeinschaft der thermophilen BGA Viersen wird von der Doma-

ne Bacteria (95% von allen klassifizierten 16S rDNA Squenzen) dominiert, wahrend die

Ubrigen 5% der Sequenzen der Domane Archaea zugewiesen wurden. Die bakterielle

Gemeinschaft ist hauptsachlich durch die Phyla Firmicutes (37%), Thermotogae (7%)

und Bacteroidetes (4,5%) vertreten. Die Klassen Clostridia (22%), Thermotogae (7%)
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und Negativicutes (0,8%) zahlen zu den prominentesten in dieser mikrobiellen Gemein-
schaft. Weiter in der hierarchischen Ordnung konnten die Familien Thermotogaceae
(6,3%) (Phylum Thermotogae), Halaerobiaceae (4,7%), Clostridiaceae 1 (2,9%) und
Ruminococcaceae (2,8%) (alle angehorig dem Phylum Firmicutes) als abundant identi-
fiziert werden. Die Genera Petrotoga (5,5%) gefolgt von Halocella (3,5%), Clostridium
sensu stricto (1,8%), Clostridium 11l (1,5%) und Tepidimicrobium (0,6%) sind die abun-
dantesten Genera im Viesen Mikobiom.

Die Doméane Archaea wird vom Phylum Euryarchaeota (100%) repréasentiert. Hierbei
wurden die Ordnungen Methanomicrobiales (3,5%) und Methanobacteriales (1,3%)
identifiziert, mit Methanoculleus (2,7%) und Methanothermobacter (0,8%) als dominante
Genera innerhalb dieser Ordnungen.
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Abbildung 23: Prominente Taxa der mikrobiellen Gemeinschaft der untersuchten Biogas-
Produktionsanlage Viersen auf der Familien Ebene. Die taxonomische Klassifikation erfolgte
anhand von metagenomischen 16S rDNA Sequenzen gegen die RDP Datenbank mit Hilfe des
Programms MGX.

3.2.2 Funktionelle Profilierung der mikrobiellen Gemeinschaft der Biogasanlage Vier-
sen basierend auf Metagenom-Sequenzdaten

Die Umwandlung von organischem Material zu Biogas ist ein komplexer Prozess beste-
hend aus einer Reihe von biochemischen Reaktionen. Zunachst wird die Zellulose der
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Pflanzenzellwand in weniger komplexe Zucker abgebaut. Diese werden anschlieRend
zu Fermentations-Endprodukten wie CO,, H, und Acetat metabolisiert, die unter ande-
rem das Substrat fir methanogene Archaea darstellen. Um das metabolische Potenzial
der mikrobiellen Biogasgemeinschaft Viersen zu untersuchen, wurde das Metagenom
dieser Gemeinschaft mit dem Programm MGX funktionell profiliert und analysiert. Ins-
gesamt konnten 3.777.965 metagenomische Sequenzen (58,1% aller Metagenomse-
guenzen) einem Cluster von Orthologen Gruppen von Proteinen (COG) zugeordnet
werden (Abbildung 24). Insgesamt wurden 25 Ubergeordnete COG Gruppen definiert.

L Replication, recombination and repair

A RNA processing and modification R General function prediction only
W Extracellular structures "‘5§ﬂ’644 G Carbohydrate transport and metabolism
\
Z Cytoskeleton T 443,7 5.&\ E Amino acid transport and metabolism
B Chromatin structure and dynamics T 332/786.4 J Translation, ribosomal structure
and biogenesis
21,8576 /|
/
Q Secundary metabilotes biosyntesis, / .
transport and catabolism S Function unknown
0,928.8 \
\
D Cell cycle control, cell division, A S . . . M Cell wall/membrane/
chromosome partitioning —7 / envelope biogenesis
U Intracellular trafficking, secretion L S C Energy production and
and vascular transport conversation
I Lipid transport andmetabolism K Transcription
N Cell motility P Inorganic ion transport and
T metabolism
H Coenzyme transport and metabolism T Signal transduction mechanisms
F Nucleotide transport and metabolism O Posttranslational modification, protein turnover,
chaperones

V Defense mechanisms

Abbildung 24: COG-Klassifizierung von Metagenomsequenzen der thermophilen Biogas-
produzierenden Gemeinschaft der BGA Viersen (COG - Cluster of Orthologous Groups of pro-
teins). Die einzelnen COG Kategorien sind auf3en bezeichnet. Die Anzahl der klassifizierten
Sequenzen, die der jeweiligen COG Kategorie zugewiesen wurden, ist in der Mitte der Abbil-
dung zu sehen.

Die COG-Kategorien ‘carbohydrate transport and metabolism’ (G), ‘amino acid transport
and metabolism’ (E) und ‘energy production and conversion’ (C) sind gut durch Meta-
genomsequenzen reprasentiert. Sie sind von besonderem Interesse, da bei der Um-
wandlung von Biomasse zu Methan komplexe Polymere in Oligomere und Monomere,
wie Oligosaccharide, Monosaccharide, Fettsduren und Aminosauren abgebaut werden.
Daruber hinaus wurden in der COG-Kategorie ‘carbohydrate transport and metabolism’
(G) Sequenzen gefunden, die Gene fur Cellobiose Phosphorylase (COG3459), Gluco-
sidase (COGO0366), alpha-Glucosidase (COG1501), Beta-Glucosidase (COG1472) und
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Cellulase M (COG1363) kodieren. Das Vorhandensein von diesen Genen deutet darauf
hin, dass die untersuchte Biogasgemeinschaft in der Lage ist, cellulosehaltiges Pflan-
zenmaterial abzubauen (Tabelle 30). Weitere metagenomische Sequenzen kodieren
Gene fir Xylanase/Chitindeacetylase (COG0726), beta-1,4-Xylanase (COG3693), Beta-
Xylosidase (COG3507), ABC-Typ-Xylose-Transportsystem (COG4213) und Pektatlyase
(COG3866). Die genannten Enzyme sind am Abbau der Pflanzenzellwandkomponenten
Hemicellulose, Xylan und Pektin beteiligt. Des Weiteren wurden im Metagenom Gene
gefunden, die fur Formyl-Methanofuran Dehydrogenase (FMD) Untereinheiten (ABCD)
(COG1229, COG1029, CO0OG2218, COG1153) kodieren. Das Enzym Formyl-
Methanofuran Dehydrogenase katalysiert die reversible Reduktion von CO, zu
N-Formyl-Methanofuran, einem Zwischenprodukt der hydrogenotrophen Methanbildung.

Eine anschlieRende taxonomische Charakterisierung der Metagenomsequenzen, die
den funktionellen Kategorien G, E und C zugeordnet wurden, hat gezeigt, dass Petroto-
ga, Clostridium, Halothermotrix, Ruminoclostridium und Tepidanaerobacter die domi-
nanten Gattungen innerhalb dieser Kategorien sind.
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Tabelle 30: Funktionelle Profilierung der Gemeinschaft der BGA Viersen auf Basis von COG-

Kategorien (COG - Cluster of Orthologous Groups of proteins).
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3.2.3 Beurteilung der Abundanz von Isolaten aus der thermophilen BGA Viersen auf
Basis von Metagenom-Sequenzdaten

Die Biogas-Produktionsanlage Viersen wurde im Jahr 2012 von den Verbundpartnern
ATB, JGU, HAW, RIPAC und TUM gemeinsam beprobt und die entnommene Fermen-
tationsprobe wurde zur Herstellung von Anreicherungskulturen und zur Gewinnung von
Isolaten verwendet. Isolate wurden mittels Sequenzierung ihres 16S rRNA Gens taxo-
nomisch eingruppiert. Die Tabelle 31 vermittelt einen Uberblick tUber alle Isolate, die
aus der BGA Viersen stammen. Da fur die BGA Viersen auch Metagenom-
Sequenzdaten vorliegen (siehe oben) konnte die Abundanz der 16S rRNA Sequenzen
der Isolate aus der Anlage im korrespondierenden Metagenom bestimmt werden. Fir
diesen Zweck wurde das Programm GS Mapper 2.8 (Roche) angewandt. Metagenomi-
sche Sequenzen wurden auf die 16S rRNA Sequenzen der einzelnen Isolate gemappt,
um auszuzahlen, wie oft eine bestimmte Sequenz durch metagenomische Reads ge-
troffen wird. Um maoglichst aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurden stringente
Programmeinstellungen fiir das Mapping gewahlt: 97% Sequenzéhnlichkeit und eine
Sequenzibereinstimmung tUber 90% der gemappten metagenomischen Sequenz.
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Tabelle 31: Ubersicht tiber die vorliegenden Isolate aus der BGA Viesen sowie Beurteilung ih-
rer Abundanzen durch Mapping von korrespondierenden Metagenom-Sequenzen auf die 16S
rRNA Gene der Isolate.

Nearest related NCBI Genbank entry

Isolates from the thermophilic biogas plant

Class Family Species Accession number Maximum  Reference Number of mapped
indentity of isolate metagenome
16S rDNA sequences

Cellulolytic Bacteria

Clostridia Lachnospiraceae Herbinix hemicellulosilytica LN626355 94 % T3/55 17

LN626355 95 % SD1D
Ruminococcaceae Clostridium cellulosi NR_044624 99 % DG5 0
Clostridium clariflavum AB684439 99 % K50/50 826
Clostridium stercorarium L09174 98-99 % Neul4 28
Clostridium thermocellum L09173 99 % HAW2/1 1279
Acidogenic/acetogenic Bacteria
Bacilli Bacillaceae Bacillus cereaus -
Bacillus licheniformis CP000002 100% L2c 2
Bacillus oleronius -
Bacillus thermoamylovorans NR_117028 99 % Neul9 1
Bacillus coagulans AB271752 99 % MIA 3
Bacillus infernus U20385 100 % E2C 3
Geobacillus thermodenitrificans AY608961 100 % 2B 0
Enterococcaceae Enterococcus faecium -
Paenibacillaceae Aneurinibacillus spp. -
Paenibacillus barengoltzii AY167814 100% YP4-6A 0
Planococcaceae Ureibacillus thermosphaericus AB101594 100 % A6A 2
Clostridia Clostridiaceae Clostridium isatidis X98395 99 % MVI 738
Clostridium perfringens -
Clostridium putrefaciens Y18177 94 % Neu23 281
94 % NIF
Clostridium sporogenes -
Clostridium thermopalmarium NR_026112 99 % Neu4 11
Lutispora thermophila NR_041236 99 % XV1 3
Tepidimicrobium ferriphilum NR_043077 97 % GRX2 9
NR_043077 99 % GRM1
NR_043077 96% DI
Tepidimicrobium xylanilyticum NR_116042 99 % GRC4 27
NR_116042 97 % GRCl1
NR_116042 93 % GRC3
Defluviitaleaceae Defluviitalea saccharophila HQ020487 96% GRX3 12
Peptococcaceae Desulfotomaculum australicum M96665 99 % L14 1
Ruminococcaceae Clostridium staminisolvens BAVR01000144 98 % Neul8 37
Clostridium caenicola AB221372 97% Neu21 9
Clostridium thermosuccinogenes Y18180 98 % Iso4/1b 7
Thermoanaerobacteraceae  Tepidanaerobacter syntrophicus AB106353 96 % AS34 23
96 % AS46
Inc. sed.' Sporanaerobacter acetigenes AF358114 99 % XP2-13-3 0
Thermoanaerobacterium EF680277 99 % Is06/1b
thermosaccharolyticum CP002171 100 % Gluc2 0
99 % Gluc4
Tissierella creatinini NR_117378 96% DG3 1
Unclassified Proteiniborus ethanoligenes EF116488 96 % BA2-13 0
Thermotogae Petrotogaceae Defluviitoga tunisiensi NR_122085 100 % L3 968
99 % AS30
Methanogenic Archaea
Methanobacteria ~ Methanobacteriaceae Methanothermobacter marburgensis NR_028241 100% HAW-Viersen 13
Methanothermobacter wolfeii AB104858 100 % SIV6 39
Methanomicrobia ~ Methanomicrobiaceae Methanoculleus thermophilus AB065297 100 % V2.1 389

1 . .
Inc. sed. = incertae sedis

Die Tabelle 31 zeigt, dass die vorliegenden Isolate der BGA Viersen die Phyla Firmicu-
tes, gefolgt von Thermotagae und Euryarchaeota reprasentieren. Die Klassen Clostridi-
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a, Bacilli, Thermotogae, Methanobacteria und Methanomicrobia sind demnach in der
Anlage vertreten. Das Mapping von metagenomischen Sequenzen der thermophilen
Biogasgemeinschaft auf die 16S rDNA Sequenzen der Isolate zeigt, dass die Stamme
Clostridium thermocellum HAW2/1, Clostridium clariflavum K50/50, Defluviitoga tunisi-
ensis L3 und Methanoculleus thermophilus HAW-Viersen haufig in der Gemeinschatft
vorkommen. Die Anzahl der gemappten Metagenomsequenzen auf die 16S rDNA Se-
guenzen dieser Stamme ist im Vergleich zu den anderen Isolaten in der Tabelle 4 am
hochsten. Es wird ersichtlich, dass die meisten Isloate, die in der Tabelle 31 gelistet
sind, nur eine untergeordnete Rolle in der mikrobiellen Gemeinschaft spielen.

3.2.4 Phylogenetische Einordnung bakterieller und archaealer Isolate unter Bertck-
sichtigung nah verwandter Typstamme

Zur Ermittlung phylogenetischer Verwandtschaftsverhaltnisse von gewonnenen Isolaten
wurden die 16S rDNA Sequenzen der Isolate mit entsprechenden Sequenzen der
Typstamme aus der SILVA Datenbank (http://www.arb-silva.de/) verglichen. Zunachst
wurde ein multiples Alignment der 16S rDNA Sequenzen der Isolate mit dem Programm
SINA (PRUESSE et al. 2012) berechnet. Das Programm ARB (LubwiG et al. 2004) wurde
eingesetzt, um aus dem Alignment die phylogenetischen Distanzen und den entspre-
chenden Baum zu berechnen. Zur Orientierung wurden die 16S rRNA Sequenzen der
verwandten Typstdamme ebenfalls in den phylogenetischen Baum eingeftigt. Der resul-

tierende phylogenetische Baum ist in der Abbildung 25 gezeigt.

n 23 Methanomicrobia

4' Isolate V2.1

AB065297, Methanoculleus thermophilus

Methanomicrobia

ﬂ4 Methanomicrobiaceae

- 37 Methanosarcinales and Methanocellales

35 Methanobacteria

4 Methanobacteriaceae

AB104858, Methanothermobacter wolfeii
Isolate SIV6
X15364, Methanothermobacter marburgensis
Isolate Viersen-HAW

0.01 4'7 2 Methanobacteriaceae

Methanobacteria
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| AYB0B961, Geobacillus thermodenitrificans subsp. thermodenitrificans
“ Isolate J2B

L [~ L27478, Bacillus thermoamylovorans
Isolate Neul19
r— U20385, Bacillus infernus

" Isolate E2C
AB101594, Ureibacillus thermosphaericus
‘ — Isolate ABA

Bacilli

| CP0O00002, Bacillus licheniformis
= Isolate L2C
— Isolate M1A
AB271752, Bacillus coagulans
[ AY167814, Paenibacillus barengoltzi
Isolate YP4-6A
[ Isolate MV1
“ X98395, Clostridium isatidis
X71849, Clostridium cellulovorans

—— lsolate Neu23

‘ [~ X72889, Clostridium thermopalimarium
| - Isolate Neud
X72868, Clostridium thermobutyricum

— FRB70449, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
— Isolate Iso6/1b

[ XT3436, Clostridium aminovalgricum
! Isolate T3/55
HQO20487, Defluviitalea saccharophila
Isolate GRX3
| AB1BB36D, Lutispora thermaphila
= lsolate XV1

EF116488, Proteiniborus ethanoligenes
Isolate BA2-13
Isolate GRC4
EF522948, Tepidimicrobium xylaniyticum
‘ —— Isolate GRX2

Firmicutes

AYB56718, Tepidimicrobium ferriphilum
Isolate DG3

Clostridia

FR749955, Tissierella creatinini
— AF358114, Sporanaerobacter aceligenes
Isolate XP2-13-3
L L09177, Clostridium cellulos
Isolate DG5
|_ ¥18180, Clostnidium thermosuccinogenas
Isolate Isod4/1b
FJB15191, Cellulosibacter alkalithermaphilus

 Isolate K50/5

AB186359, Clostridium clarifiavum

Isolate HAW2/1
CP000568, Clostridium thermocelium
1 AB125279, Clostridium straminisolvens
| “— Isolate Neuls

’— AJ310082, Clostridium stercorarium subsp. slercorarium
Isolate Neu14
AB221372, Clostridium caenicola

Isolate Neu21

- Isolate L14
M86665, Desulfotornaculum australicum

AB106353, Tepidanaerobacter syntrophicus
Isolate AS34
FR&50184, Defluviitoga tunisiensis

0.01 — Isolate L3

Thermotogae

L

Abbildung 25: Phylogenetische Einordnung der archaealen (oben) und bakteriellen (unten)
Stamme, die aus Fermentationsproben der thermophilen Biogasanlage Viersen gewonnen wur-
den. Verwandte Typstamme wurden ebenfalls in den Baum eingruppiert. Der phylogenetische
Baum basiert auf den 16S rDNA Sequenzen der Isolate und Typstamme. Die eckigen Klam-
mern aul3en zeigen die taxonomische Zuweisung der Isolate auf Phylum und Klassen Ebene.

Insgesamt sind in dem gezeigten phylogenetischen Baum 32 unterschiedliche Spezies
reprasentiert. Die dargestellten Isolate konnten den Phyla Firmicutes, Thermotogae und
Euryarchaeota zugeordnet werden. Von den 32 Biogas-Isolaten wurden 22 Stamme der
Klasse Clostridia zugeordnet; neun Stammen davon gehéren dem Genus Clostridium
an. Viele Costridien Arten wie C. thermocellum oder C. cellulosi reprasentieren celluloly-
tische (Cellulose abbauende) Bakterien, die die ersten Schritte des Lignocellulose-
Abbaus der pflanzlichen Biomasse durchfiihren. Einige Cellulose-abbauende Clostri-
dien besitzen Cellulosomen (ScHwARz 2001), Multienzym-Komplexe, die fir eine effizi-
ente Degradation von Cellulose sorgen (BAYER et al. 1994). Die gebildeten Monomere
werden meistens direkt vom Bakterium verwertet.

Eine zweite Isolat-Gruppe wurde der Klasse Bacilli zugeordnet, mit Bacillus als promi-
nentestem Genus innerhalb dieser Gruppe. Einige Bacillus Arten wie z.B. Bacillus spp.
besitzen ein vollstdndiges Enzymsystem fur den Xylan-Abbau und stellen somit eine
wichtige Gruppe fur die Substrathydrolyse in einem Biogasreaktor dar.
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Die letzte bakterielle Gruppe im phylogenetischen Baum représentiert das Isolat Deflu-
viitoga tunisiensis (Phylum Thermotogae). Die Annotation des Defluviitoga tunisiensis
L3 Genoms hat gezeigt, dass dieser Stamm Gene kodiert, deren Produkte in den Ab-
bau von unterschiedlichen, komplexen Zuckermolektlen involviert sind (MAus et al.
2015). Die im Rahmen dieses fermentativen Stoffwechsels erzeugten Endprodukte Ace-
tat, CO, und H, dienen den methanogenen Archaea als Substrat flr die Methanerzeu-

gung.
Der Phylum Euryarchaeota ist durch die Isolate Methanothermobacter marburgensis,
Methanothermobacter wolfeii und Mtehanoculleus thermophilus reprasentiert. Alle drei

Spezies betreiben eine hydrogenotrophe Methansynthese und verwenden hierfir CO»
und H; als Substrate.

Der Vergleich der phylogenetischen Zuweisung der Isolate mit dem taxonomischen Pro-
fil der mikrobiellen Gemeinschaft der Anlage Viersen (Kapitel 3.2.1) lasst erkennen,
dass keine Vertreter der dominanten Genera Petrotoga, Halocella oder Clostridium
sensu stricto isoliert wurden. Sehr wahrscheinlich stellen Vertreter dieser Genera sehr
spezifische Anforderungen in Bezug auf ein Wachstumsmedium und die Kultivierungs-
bedingungen, die mdglicherweise in den durchgefiihrten Kultivierungen nicht getroffen
wurden. Es ist allgemein bekannt, dass ein gro3er Anteil der in der Natur vorkommen-
den Mikroorganismen bisher nicht kultiviert werden konnte. Des Weiteren sind einige
Prokaryonten des untersuchten Habitats auf einen syntrophen Partner angewiesen und
kénnen daher nicht in Reinkultur Gberleben.
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4

Fazit zu Teilvorhaben 2

Die folgenden Aufgaben im Rahmen dieses Teilvorhabens konnten erfolgreich bearbei-
tet werden:

(1)

(2)

3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

Nach der Isolierung von bisher unbekannten Spezies aus Biogasproben ausge-
wahlter Fermenter sowie Extraktion der DNA der jeweiligen Isolate bei den Ver-
bundpartnern konnten die Genome dieser Stdmme mittels Hochdurchsatz-
Sequenzierung erfolgreich erstellt und analysiert werden. Insgesamt sind im
Laufe des 'BIOGAS-CORE' Projektes 25 bakterielle und archaeale Genome se-
guenziert worden.

Die Annotation der sequenzierten Genome wurde mit dem Programm GenDB
durchgefuhrt. Fur alle Projektpartner stehen die Genomsequenzen der Isolate in
der GenDB-Plattform zur weiteren Bearbeitung und Analyse zur Verfigung. Alle
Partner haben uber ein GenDB Web-Front-End Zugang zu allen Biogas-Core
Genomprojekten. Mit Hilfe der GenDB-Plattform kdénnen die Annotationen der
erstellten Genomsequenzen jederzeit manuell verfeinert und vervollstandigt
werden.

Zum Zweck der komparativen Analyse wurden die Genome mit dem Programm
EDGAR analysiert. Eingerichtete EDGAR-Projekte stehen allen Projektpartnern
fur weitere Analysen zur Verfugung. Dies ist deshalb wichtig, weil erwartet wird,
dass in Zukunft Genomsequenzen zur Verfigung stehen werden, die fir Ge-
nom-Vergleiche mit den Biogas-Core Genomen herangezogen werden kdnnen.

Die Genomsequenzen von 11 Isolaten konnten im Journal of Bacteriology und
Journal of Biotechnology in Form von Genome Announcements veroffentlicht
werden. Zwei weitere Genome Announcements sind zurzeit in Vorbereitung und
werden demnéchst eingereicht.

Dariiber hinaus sind die Genome der Stamme M. bourgensis MS2" und C. bor-
nimense M2/40" komparativ im Detail analysiert worden. Die Ergebnisse dieser
Studien sind kurzlich publiziert worden (MAus et al. 2014, TOMAZETTO et al.
2015). Das Manuskript Uber die Genomanalyse des Stammes D. tunisiensis L3
ist kirzlich beim Journal Plos One eingereicht worden und befindet sich zurzeit
unter Revision.

Die Ermittlung der Struktur und Zusammensetzung der mikrobiellen Gemein-
schaft der thermophilien Biogas-Produktionsanlage Viersen, die im Rahmen die-
ses Projektes von allen Verbundpartnern beprobt wurde, konnte erfolgreich ab-
geschlossen werden. Eine entsprechende Publikation wird derzeit zusammen-
gestellt. Es ist geplant, diese Anfang des Jahres 2016 zur Publikation einzu-
reichen.

Taxonomische und funktionelle Charakterisierungen der thermophilen Biogas-
Gemeinschaft der Anlage Viersen wurden mit Hilfe der Metagenomics Analyse-
Plattform MGX durchgefihrt.

Das gemeinsame Manuskript zur taxonomischen Profilierung der Biogas-
Produktionsanlage Viersen ist zurzeit in Arbeit und soll Anfang des Jahres 2016
fertiggestellt werden.

Die Bestimmung der Abundanzen der gewonnenen Isolate mittels Fragment Re-
cruitments von korrespondierenden Metagenom-Datensétzen auf die Genomse-
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guenzen der jeweiligen Isolate konnte ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt werden.
Ein Teil der erhaltenen Ergebnisse ist in den oben genannten Manuskripten ver-
offentlicht worden.

(9) Detaillierte Genomanalysen flr einige Isolate bieten weitere Mdglichkeiten fur
Vero6ffentlichungen interessanter Aspekte, die fir den Biogasprozess eine wich-
tige Rolle spielen kdnnen.

4.1  Wichtigsten Positionen des zahlenmé&Rigen Nachweises

Der zahlenmafige Gesamtverwendungsnachweis lag zum Projektende noch nicht vor.
Er wird schnellstmdglich nachgereicht.

4.2 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die fur das Projekt bewilligten Mittel wurden ausschlief3lich zur Erreichung der oben
aufgefuhrten Projektziele eingesetzt. Die Auflistung der im Rahmen des Projekts erziel-
ten Ergebnisse zeigt, dass der Mitteleinsatz angemessen war. Die durchgefuhrten Ar-
beiten lieferten grundlegenden Erkenntnisse zur technischen Herangehensweise sowie
zur Erfassung der Struktur und Funktion der mikrobiellen Lebensgemeinschaften in Bi-
ogasanlagen und stellt somit eine solide Basis fur weiterfihrende Analysen dar. Erzielte
Ergebnisse sind wie oben dargelegt 6ffentlich zuganglich.

4.3 Nutzen und Verfugbarkeit des Ergebnisses

Die im Rahmen dieses Projektes erzielte taxonomische Profilierung der BGA Viersen
ermdglichte eine umfassende Charakterisierung der mikrobielle Diversitat in dem unter-
suchten Fermenter. Dartber hinaus geben die Genomsequenzen von korrespondieren-
den Isolaten Einblicke in das metabolische Potential der jeweiligen Mikroorganismen.
Basierend auf der mikrobiellen Zusammensetzung der Gemeinschaft und der Abundanz
der jeweiligen Stamme lasst sich ein Uberblick Gber die mikrobiologischen Prozesse
(Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese, Methanogenese) gewinnen. Projektergebnisse
wurden in wissenschaftlichen Zeitschriften veréffentlicht und stehen damit 6ffentlich zur
Nutzung zur Verfugung. Ebenso wurden alle in diesem Projekt erhobenen Sequenzda-
ten in offentlich zugangliche Datenbanken eingestellt und stehen damit der wissen-
schaftlichen Gemeinschaft ebenfalls zur Nutzung zur Verfigung. Im Rahmen des Pro-
jekts gewonnene Isolate sind bei der DSMZ (Leibniz-Institut — Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und zellkulturen GmbH) hinterlegt worden und kénnen damit von dort
bezogen werden. Im Rahmen des Projekts gewonnene und charakterisierte Isolate ste-
hen fir biotechnologische Anwendungen zur Verfiigung, z.B. als Impfkulturen (Inocula),
Starterkulturen oder Supplemente. Ebenso kann die genetische Information der Isolate
(ist Uber Datenbanken abrufbar) fur die Produktion von Enzymen flr biotechnologische
Prozesse genutzt werden. Des Weiteren liefern die ermittelten Ergebnisse die Basis fur
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die Beurteilung der Performance von Biogas-Prozessen und kénnen letztlich auch fur
die Erkennung von Prozessstérungen genutzt werden.

Sowohl Genom- als auch Metagenomsequenz-Daten sind in den Datenbanken EBI (Eu-
ropean Bioinformatics Institute) und NCBI (National Center for Biotechnology Informati-
on) hinterlegt und stehen anderen Nutzern damit bereits zur Verfiigung.

4.4  Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Zurzeit ist keine andere Studie bekannt, die sich mit der systematischen Isolierung, Kul-
tivierung und Genomsequenzierung von unbekannten Spezies aus Biogasanlagen be-
schaftigt. Des Weiteren ist die taxonomische Charakterisierung einer thermophilen Bio-
gas-Produktionsanlage bisher noch nicht unter Verwendung von tief sequenzierten Me-
tagenomen durchgefuhrt worden.

4.5 Geplante Veroffentlichung der erzielten Ergebnisse

Im Rahmen des 'BIOGAS-CORE' Projektes sind bereits gemeinsame Publikation mit
den Projektpartnern vom Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (AP1),
der Johannes-Gutenberg-Universitait Mainz (AP3) und der Technischen Universitat
Minchen (AP5) Uber die Genomanalyse von Isolaten aus Biogasanlagen veréffentlicht
worden (Tabelle 32). Drei weitere Manuskripte sind in Arbeit und sollten Anfang des
Jahres 2016 fertiggestellt werden.
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Tabelle 32: Ubersicht uber die erzielten Veréffentlichungen im Rahmen des 'BIOGAS-CORE'

Projektes.
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Titel der Prasentation: ,Comparative analyses of biogas producing communities
based on genome and metagenome approaches®.

-Teilnahme und Posterprasentation im Rahmen der Konferenz ,2"4 International Con-
ference on Biogas Microbiology“ (Uppsala, Schweden, 2014).

Titel der Prasentation: “Insights into the completely annotated genome of Meth-
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