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Zusammenfassung

Die Erzeugung von Biogas, einem Gemisch aus hauptsachlich Methan und Kohlenstoffdioxid, aus
organischer Biomasse erfolgt mikrobiell und ist eine nachhaltige Methode der Gewinnung eines

wertvollen, CO;-neutralen Energietragers.

In dieser Arbeit wurden die mikrobiellen Gemeinschaften in mesophil und thermophil betriebenen
Labor-Biogasfermentern mit dem Fokus auf hydrolytischen Bakterien, welche fiir den Abbau des
Ausgangssubstrates verantwortlich sind, analysiert. 16S rRNA Amplikonsequenzierungen
identifizierten im mesophilen Prozess die bakteriellen Phyla Firmicutes und Bacteroidetes als
besonders abundant. Vertreter dieser Phyla konnten auch erfolgreich in cellulolytischen
Anreicherungen kultiviert werden. Im thermophilen Prozess war die Dominanz von Firmicutes noch
deutlicher. Thermophile cellulolytische Anreicherungen setzten sich zum Teil komplett aus
Organismen dieses Phylums zusammen. Dabei resultierte die angewandte Strategie zur Kultivierung
anaerober Bakterien mit drei verschiedenen Medien (GS2, GS2.5GR und GR20) und zwei
verschiedenen Probenahmeverfahren [Garrest (GR) und in sacco (IS) Anreicherung] in einem
besonders hohen Anteil an bis dato nicht bekannten Bakterien. So konnten zum Beispiel in den
Anreicherungen GR-GR20-Il und IS-GR20-1 (mesophil) bzw. GR-GS2.5GR-I und IS-GR20-I (thermophil)
>80% der zero-radius operational taxonomic units nicht auf Genus-Ebene identifiziert werden. Auch in
Folge dessen konnten neuartige hydrolytische Spezies isoliert, phanotypisch charakterisiert und deren

Genomsequenz analysiert werden.

Insgesamt wurden sieben Reinkulturen aus dem mesophilen Prozess und finf aus dem thermophilen
Prozess isoliert. Cellulolyse durch Reinkulturen wurde bei insgesamt funf dieser Isolate festgestellt,
darunter die beiden Vertreter neuer mesophilen Bakterienarten N2K1" und MA18". Acetivibrio
mesophilus sp. nov., N2K1" kann analog zu den nichst-verwandten thermophilen Organismen
A. thermocellus und A. straminisolvens Cellulosomen bilden, wodurch eine effiziente Hydrolyse
insbesondere von kristalliner Cellulose erméglicht wird. Ruminiclostridium herbifermentans sp. nov.,
MA18T ist ein mesophiler bis moderat thermophiler cellulolytischer Organismus und kann dhnlich zu

anderen Vertretern innerhalb der Gattung Ruminiclostridium ebenfalls Cellulosomen bilden.

Zudem werden drei cellulolytische Mischisolate (S4MN4, 253c-K6 und MA7c) beschrieben. Die stabile
Mischkultur S4MN4 aus vier dominierenden Spezies wurde hinsichtlich ihrer Eigenschaft zum Abbau
organischer Biomasse charakterisiert. Die Vereinzelung einzelner Organismen aus S4MN4 fiihrte zu
einem cellulolytischen Isolat (N2K1"), einem weiteren saccharolytischen Isolat (MD1) sowie weiteren
moglicherweise asacharolytischen Organismen. In Bezug auf den Celluloseabbau war Stamm N2K17
der hier neu beschriebenen Art A. mesophilus entscheidend. Der saccharolytische Organismus MD1

reprasentiert moglicherweise eine neue Gattung innerhalb der Familie Lachnospiraceae. Verwandte
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Organismen wie Mobilitalea sibirica, Anaerotania torta und Herbinix spp. sind bekannt fiir ihre

Bedeutung hinsichtlich der Hydrolyse organischer Biomasse.

Das synergistische Zusammenwirken verschiedener Bakterien ist ein Treiber fur den effizienten Abbau
kristalliner Cellulose in Biogasanlagen. Dies wird in dieser Arbeit durch die Entdeckung der
thermophilen Co-Kultur 253c-K6 aus Defluviitalea raffinosedens und A. thermocellus, sowie SAMN4
bestatigt. Beschrieben werden die positiven Effekte von 253c-K6 auf den maximalen Celluloseabbau
und damit einhergehend die erhdhte Produktion fliichtiger Metaboliten. Zusatzlich erweitert die
Genomsequenz von D. raffinosedens Stamm 249c-K6 die Erkenntnisse zur Bedeutung dieser Spezies
im Biogasprozess und ermoglichte die eindeutige ldentifizierung metagenomischer Sequenzen aus

anderen Studien.

Cellulolytische Bakterien wurden gezielt iber die Diversitdt und Quantitat prozessiver Exoglucanase-
Gene der Glykosidhydrolase (GH) Familie 48 analysiert, die Leitenzyme fiir den Abbau kristalliner
Cellulose durch Bakterien sind. Cellulolytische Bakterien stellen im gesamten Biogas-Mikrobiom
typischerweise nur einen kleinen Teil der Gesamtpopulation dar. Dennoch ist deren gezielte Analyse
von grolter Bedeutung, da diese flr den ersten Schritt, der Hydrolyse von Pflanzenbiomasse,
verantwortlichen Organismen auch entscheidend fiir den Methan-Ertrag des gesamten Prozesses sind.
Die Quantifizierung von GH48 Genkopien im Verhaltnis zu 16S rRNA Genkopien zeigte, dass mittels der
in sacco Methode gezielt Organismen mit GH48-Gensequenzen angereichert werden konnten. Zudem
deuten die Resultate dieser Arbeit unabhdngig von der Prozessstabilitdt auf eine gleichbleibende
Anzahl an GH48 Genkopien hin. Die Gesamtheit der mikrobiellen Population, quantifiziert anhand 16S
rRNA Genkopien, schwankte jedoch abhangig von der Probe (GR oder IS) sowie der Fermenterzustande
(stabil oder instabil). Zur taxonomischen Klassifizierung von GH48-Gensequenzen wurde zunachst eine
Datenbank erstellt, welche bekannte GH48 Gensequenz-Informationen mit 16S rRNA Gensequenz-
Informationen kombiniert. GH48 Amplikonsequenzierungen identifizierten eine cellulolytische
Gemeinschaft, die abhdngig von den analysierten Prozesszustdanden und der Betriebstemperatur war.
Dabei konnten neben Sequenzen unbekannter Organismen auch bekannte cellulolytische Vertreter
wie Acetivibrio (friiher Clostridium) oder Herbinix identifiziert werden, diese jedoch vermehrt im
thermophilen  Fermenterbetrieb. Insgesamt bestatigte sich auch durch die GH48
Amplikonsequenzierungen, dass insbesondere im mesophilen Biogasprozess die cellulolytische
bakterielle Gemeinschaft sehr vielfaltig und noch weitgehend unbekannt ist. Dies geht Hand in Hand

damit einher, dass in dieser Arbeit alle neuartigen Isolate aus dem mesophilen Prozess isoliert wurden.



Abstract

Biogas, a mixture of mainly methane and carbon dioxide, is a sustainable, carbon neutral energy source

produced via microbial fermentation of organic biomass.

In this work, the microbial communities of mesophilically and thermophilically operated lab-scale
biogas fermenters was analysed focusing on the hydrolytic community responsible for the degradation
of the raw substrate. For the mesophilic process, 16S rRNA gene amplicon sequencing identified the
Firmicutes and Bacteroidetes as particularly abundant phyla. These phyla were also successfully
enriched in cellulolytic cultures. In the thermophilic process, the phylum Firmicutes dominated even
more. Consequently, this was the only phylum detected in some of the thermophilic, cellulolytic
cultures. Cultivation was performed using three different media (GS2, GS2.5GR and GR20) and two
different sampling procedures [digestate (GR, german: Gdrrest) or in sacco (IS) enrichment]. In general,
this resulted in a very high proportion of hitherto unknown bacteria. For example, the relative
abundance of zero-radius operational taxonomic units that were not identified at genus level in the
enrichments GR-GR20-Il and 1S-GR20-I (mesophilic) or GR-GS2.5GR-I und I1S-GR20-I (thermophilic) was
>80%. As a result, novel hydrolytic organisms were successfully isolated, followed by characterization

of their phenotypes and analysis of their genome sequences.

In total, seven and five clonal pure isolates were retrieved from the mesophilic and the thermophilic
biogas processes, respectively. Of these, five cultures hydrolysed crystalline cellulose also including the
two novel, mesophilic strains N2K1™ and MA18" which are representatives of new species. Acetivibrio
mesophilus sp. nov. strain N2K1" is capable of cellulosome production, which is the most efficient
enzyme system for the hydrolysis of crystalline cellulose, similar to its closest relatives A. thermocellus
and A. straminisolvens. Ruminiclostridium herbifermentans sp. nov. strain MA18" is a mesophilic to
moderately thermophilic, cellulolytic organism and also can produce cellulosomes, similar to other

members of the genus Ruminiclostridium.

Further, three cellulolytic mixed cultures (S4MN4, 253c-K6 und MA7c) are described. The stable mixed
culture SAMN4 is composed of four dominating species and was characterized regarding the
degradation of organic biomass. Separation of single organisms from S4MN4 resulted in a cellulolytic
isolate (N2K1"), another saccharolytic isolate (MD1), and several possibly asaccharolytic isolates. For
cellulose hydrolysis, the novel organism N2K1T was crucial. Further, the saccharolytic isolate MD1
possibly represents a novel genus within the family Lachnospiraceae. Related organisms, Mobilitalea
sibirica, Anaerotaenia torta und Herbinix spp., are well-known for their contribution to the hydrolysis

of organic biomass.



Synergistic effects drive the interplay of organisms within the biogas microbiome. Microbial interaction
was detected in S4MN4 and the co-culture 253c-K6 composed of Defluviitalea raffinosedens and
A. thermocellus. This work describes the positive effects of 253c-K6 regarding the maximum biomass
hydrolysis and subsequent production of volatile metabolites. Additionally, genome sequencing of
D. raffinosedens strain 249¢-K6 enabled the detailed genetic analysis of this species with regard to the
biogas process and also with regard to the identification of metagenomic sequences from other

studies.

Specifically the cellulolytic bacteria were analysed via targeting the diversity and quantity of genes
encoding for processive exoglucanases of glycoside hydrolase (GH) family 48, which are key enzymes
of the bacterial hydrolysis of crystalline cellulose. Cellulolytic bacteria are typically only a minor part
within the total biogas-microbiome, but are essential for the first metabolic step, the hydrolysis of the
raw substrate, and in consequence they are also essential for the overall methane yield of the process.
Quantification of GH48 gene copies in relation to 16S rRNA gene copies showed the specific
enrichment of GH48 genes via the in sacco method. Further, it was shown that the GH48 gene copy
numbers did not vary between different process conditions. In contrast, the total microbial
community, assessed via quantification of 16S rRNA genes, fluctuated dependent of the sample (GR or
IS) or the process stability (stable or instable). For the taxonomic classification of GH48 gene
sequences, a dedicated database combining GH48 gene sequence information along with 16S rRNA
gene sequence information was established. GH48 amplicon sequencing revealed that the cellulolytic
community was dependent on process conditions and process temperature. Beside unknown genera
also well-known cellulolytic key players such as Acetivibrio (previously: Clostridium) or Herbinix were
identified with high relative abundances mainly in the thermophilic process. GH48 amplicon
sequencing also confirmed that cellulolytic bacteria are highly diverse and mostly unknown in
particular within the mesophilic biogas process. In agreement, all novel organisms described in this

work originated from the mesophilically operated biogas fermenter.
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Einleitung

1.1 Biogas, eine erneuerbare Energie

Die Richtlinie 2009/28/EG des europdischen Parlamentes und Rates vom 23. April 2009 fordert
MalRnahmen zur Verringerung der Treibhausemission sowie eine  Starkung der
Energieversorgungssicherheit (Absatz 1). Hierbei wird die Energieproduktion aus erneuerbaren
Quellen explizit erwdhnt (Absatz 3). Biogas ist nach Richtlinie 2003/54/EG (Artikel 2a) neben anderen
(z.B. Wind, Sonne, Wasserkraft) eine der erneuerbaren nichtfossilen Energiequellen und bietet zudem
,aufgrund des hohen Einsparpotentials bei Treibhausemissionen signifikante Umweltvorteile sowohl
bei der Warme- und Elektrizitdtserzeugung als auch bei der Verwendung als Biokraftstoff” (Absatz 12).

(Europaisches Parlament und Rat 05.06.2009)

Deutschland hat als europdischer Mitgliedsstaat diese Richtlinie im Erneuerbare Energie Gesetz (EEG)
auf nationaler Ebene umgesetzt. Ziel dieses Gesetztes ist es, den Anteil des aus erneuerbaren Energien
erzeugten Stroms am Bruttostromverbrauch auf 65% bis 2030 zu steigern und zudem auf einen

netzvertraglichen Ausbau zu achten (§1 Absatz 2). (Bundesamt fiir Wirtschaft und Energie 2017)

Die Erzeugung erneuerbarer Energie aus Biomasse stieg zunachst nach Inkrafttreten des Gesetzes im
Jahr 2000 sprunghaft an, stagnierte jedoch in den Jahren 2015-2019 (Bundesnetzagentur 2019).
Allerdings konnte der Ausbau flexibilisierter Biogasanlagen zu einer erneut steigenden Bedeutung
flhren. Diese Anlagen kdnnen den Strompreisen und der Residuallast folgen und bei Bedarf das Netz
fir Wind- und Solarenergie freimachen. Somit kdnnen Biogasrohstoffe zu ,Batterien” der
Stromversorgungen in Engpasszeiten werden. (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e. V.

09.11.2020)

Brennbares Biogas ist ein Gemisch aus mehrheitlich Methan (50-75%) und Kohlendioxid (25-45%),
sowie geringen Mengen Wasser (2-7%) und Spurengasen wie Schwefelwasserstoff, Sauerstoff,
Stickstoff, Ammoniak und Wasserstoff. Biogas entsteht durch die anaerobe, mikrobielle Fermentation
von organischer Biomasse mit Methan als der vorwiegende energietragende Bestandteil. Dieses wird
entweder vom CO; getrennt und als Biomethan ins Erdgasnetz eingespeist oder zu Strom und Warme
umgewandelt. Nach der anaeroben Vergarung der Biomasse kann das im Fermenter zurlickbleibende
Substrat, auch Garrest genannt, als Diinger auf landwirtschaftlichen Flachen ausgebracht werden. So
entsteht ein geschlossener Stoffkreislauf (Abb. 1). (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR)
27.12.2020)
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Abb. 1: Schema einer landwirtschaftlichen Biogasanlage. Pressegrafik der Fachagentur Nachwachsende
Rohstoffe e.V. 2011, abb 172.

Aus Maissilage kann knapp 200 Nm?3/trm Biogas (Normkubikmeter pro Tonne Frischmasse) mit einem
Methangehalt von 52% erzeugt werden. Maissilage ist damit neben Getreide-Ganzpflanzensilage und
Grasssilage besonders gut zur Biogaserzeugung geeignet. Deutschlandweit wurde im Anbaujahr 2019
hierfiir auf knapp 1 Mio. Hektar Ackerflache (entspricht 37% der gesamten Maisflache) Energiemais
angepflanzt. Insgesamt nahm der massenbezogene Substrateinsatz nachwachsender Rohstoffe in
deutschen Biogasanlagen 2018 47% ein, knapp hinter tierischen Exkrementen wie Giille oder Mist

(48%). (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR) 27.12.2020)

Hinsichtlich sozio6konomischen und Nachhaltigkeits-Aspekten ist der Einsatz von Energiepflanzen wie
Mais fraglich. Lebuhn et al. (2014b) beschreiben bereits die Notwendigkeit der gesellschaftlichen
Akzeptanz fir erneuerbare Energien. Unter diesem Aspekt bekommt die Vergarung von Abfallen zu
einem Energietrager (hier Methan) besondere gesellschaftliche und umweltpolitische Bedeutung. Es
muss jedoch auch bericksichtig werden, dass die Vergdrung von Maissilage im Vergleich zu z.B.
tierischen Exkrementen zu héheren Ertrdgen fiihrt. Trotzdem wird die Entwicklung hin zu einer

effizienten Nutzung vermehrt Lignocellulose-haltiger Biomasse und biologischer Abfalle fiir die
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anaerobe Fermentation zu Biogas, und hier auch der Abbau der schwer zugadnglichen Cellulose,

zukunfts-entscheidend sein.

1.2 Metabolische Prozesse in der Biogasanlage

Die Biomasse wird im Biogasprozess durch Mikroorganismen zu Biogas fermentiert. Ausschlaggebend

fiir die metabolischen Prozesse ist zunachst das Ausgangssubstrat, die organische Biomasse.

1.2.1 Aufbau und Struktur von Pflanzenbiomasse

Ausgehend von der organischen Biomasse produzieren anaerobe Mikroorganismen Methan und
Kohlenstoffdioxid. Hierbei sind die Bestandteile des Substrates ausschlaggebend fiir Prozessstabilitat
und Biogasertrag. In dieser Arbeit wurden Experimente mit dem am meisten verbreitenden Substrat,
der Maissilage, durchgefiihrt. Diese besteht nach Tab. 1, entnommen aus Lebuhn et al. 2014b, Table
2, zu grolRen Anteilen aus Hemicellulose (26,1%), Cellulose (23,5%) und Fasern (31,3%). (Lebuhn et al.
2014b)

Tab. 1: Bestandteile von Maissilage in Bayern, Deutschland, entnommen aus Lebuhn et al. (2014b), Table 2.

Proteine Fasern Lipide Cellulose Hemicellu- Lignin C N ¢/N
[%] [%] [%] [%] lose [%] [%] [%] [%]
Maissilage
(Mittelwert 7,4 21,3 2,4 23,5 26,1 3,6 46,2 1,2 38,7
aus n =98)
Minimum - 5,7 - 16,4 - 1,1- 19,0 - 41,3- 0,1- 26,5 -
Maximum 10,4 39,0 3,7 39,9 145-356 16-70 471 1,7 51,5

C, Kohlenstoff; N, Stickstoff; C/N; Verhaltnis Kohlenstoff zu Stickstoff
Gezeigt wird der Auszug zu Maissilage entnommen aus Lebuhn et al. (2014b), Table 2.

Cellulose ist das haufigste natiirlich vorkommende Biomolekil und setzt sich aus B-1,4-glykosidisch
verkniipften Glukosemolekiilen mit Cellobiose als kleinste Struktureinheit zusammen (Klemm et al.
2005; Schwarz 2001). Cellulosepolymere konnen in der pflanzlichen Zellwand eine Lange aus bis zu
8.000 (primdre Zellwdnde) oder 15.000 (sekunddre Zellwdnde) aufeinanderfolgenden
Glukosemolekiilen erreichen (Brown 2004). Die parallelen Cellulosemolekile lagern sich (ber
Wasserstoffbriickenbindungen sukzessive zu Elementar- und Mikrofibrillen bis zu einer Lange von
einigen 100 nm zusammen. Dabei wechseln sich zumeist kristalline mit wenigen amorphen Regionen
ab (Chinga-Carrasco 2011). Aufgrund der hohen Kristallinitdt ist Cellulose mikrobiell ein schwer

abbaubares Ausgangssubstrat (Koeck et al. 2014a).

Verschiedene lineare und verzweigte Polysaccharide werden unter dem Begriff Hemicellulose, dem
zweithdufigsten natirlichen Biopolymer, zusammengefasst. Dieses setzt sich aus Pentosen (Xylose und
Arabinose), Hexosen (Glucose, Galactose, Mannose), sowie Zuckersduren ((Methyl-)Glucuronsaure
und Galacturonsdure) zusammen und kann, basierend auf dem haufigsten Monosaccharid im

Riickgrat, in vier strukturell verschiedene Klassen unterteilt werden: i) Xylane, ii) Mannane, iii) B-
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Glucane mit gemischten Bindungen und iv) Xyloglucane, mit Xylan als haufigstem Vertreter (Girio et
al. 2010; Scheller und Ulvskov 2010). Wegen seiner zumindest partiellen Loslichkeit ist Hemicellulose
trotz der strukturellen Vielfalt und der dadurch notwendigen verschiedenen Hemicellulasen mikrobiell
leichter abbaubar als kristalline Cellulose (Himmel et al. 2007; Pérez et al. 2002), und bietet eine

metabolische Quelle fiir Cs und C¢ Zucker.

Lignin ist ein wasser-unlésliches, aromatisches Polymer, das der Pflanze unter anderem mechanische
Stabilitat verleiht (Pérez et al. 2002). Obwohl Lignin zusammen mit Hemicellulose nach Cellulose das
haufigste Biopolymer in der Natur ist, ist der relative Anteil in Energiepflanzen wie Mais gering (Tab. 1;

Tab. 2, entnommen aus Broker 2019, Tabelle 1.1).

Tab. 2: Ungefdhre Zusammensetzung von Maisstroh und Maiskolben in % Trockenmasse, entnommen aus
Broker (2019), Tabelle 1.1.

Cellulose Hemicellulose Lignin

%] [%] %] Referenz
Alvarez et al. (2016); Otieno und Ahring (2012);
Maisstroh 33-42 14-33 15-20 Pauly und Keegstra (2008); Saha (2003); van Dyk
und Pletschke (2012)
Maiskolben 35-45 35-42 5-15 Saha (2003); van Dyk und Pletschke (2012)

Gezeigt wird ein Ausschnitt zu Mais aus Broker (2019), Tabelle 1.1.
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Abb. 2: Struktur von Lignocellulose Yousuf et al. (2020), Figure 1. Reproduziert mit Genehmigung von Elsevier
Lizenz Nummer 5021331271719.

Strukturell lagern sich die Grundbestandteile pflanzlicher Biomassen, Cellulose (33-55%),
Hemicellulose (13-33%) und Lignin (13-32%) wie in Abb. 2 beschrieben zusammen. Cellulose
Mikrofibrillen sind hierbei von Hemicellulose-Polymeren verknipft mit Lignin umgeben, wobei vor

allem die Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe eine besondere Rolle in der Unzuganglichkeit dieser
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pflanzlichen Biomasse fiir den Abbau durch mikrobielle Enzyme spielen. (Yousuf et al. 2020; Volynets

etal. 2017)

Aufgrund der kritischen Bewertung der Anzucht von Energiepflanzen wie Mais wird vor allem in
Deutschland pflanzliche Biomasse aus verschiedensten Quellen (Ganzpflanzen-Silage, biologische
Abfille etc.) mit Lignocellulose als Hauptbestandteil (~50%) als Ausgangssubstrat zur
Energieerzeugung weiter an Bedeutung gewinnen (Antoni et al. 2007; Claassen et al. 1999; Pérez et al.

2002).

1.2.2 Stoffwechselwege der anaeroben Fermentation

Die anaerobe Fermentation von Hexosen wie z.B. Glucose-Einheiten aus Cellulose zu Methan resultiert
in einem Energiegewinn von AG°®‘ = - 390 kJ/mol. Dies ist im Vergleich zur aeroben Verstoffwechselung
von Hexosen zu Kohlenstoffdioxid und Wasser nur 15% der Gibbs-Energie. Folglich ist bei der
Methanogenese ein groller Teil der Energie aus Glucose in Methan gespeichert und bietet somit auch
die Grundlage fir die biotechnologische Nutzung dieses Gases. Aufgrund dieser energetisch
unglinstigen Rahmenbedingungen ist die anaerobe Fermentation von organischer Biomasse zu Biogas
ein enges Zusammenspiel aus einer Vielzahl von Mikroorganismen, welche syntroph miteinander

interagieren. (Schink 1997)

Organische Biomasse (Polymer)

- Oligo- und Monosaccharide, 1. Hydrolyse
Organische Fettsduren, Alkohole,  Saccharolytische / hydrolytische
Succinat, Laktat, H, und CO, Bakterien oder Pilze

—> Acetat, H, und CO, 2./ 3. Acidogenese und Acetogenese
Acidogene und acetogene Bakterien

4. Methanogenese
Methanogene Archaeen

- CH, und CO,

Abb. 3: Biologische und metabolische Prozesse der anaeroben Fermentation von organischer Biomasse,
modifiziert nach Zverlov et al. (2015), Figure 2.

Die metabolischen Prozesse in der anaeroben Fermentation kdnnen in folgende vier Schritte unterteilt
werden: i) Hydrolyse, ii) Acidogenese, iii) Acetogenese und iv) Methanogenese (Abb. 3). Diese
einzelnen Schritte werden durch drei verschiedene Gruppen von Mikroorganismen geleistet. Zunachst
vergdren im ersten Schritt (Hydrolyse) saccharolytische und hydrolytische Bakterien oder anaerobe
Pilze (primare Garer) die organische Biomasse zu Oligo- und Monosacchariden, organischen Sauren,

Alkoholen, H; und CO.. Der finale Methanertrag korreliert hierbei direkt mit dem abbaubaren Anteil
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des vorhandenen Biomassesubstrats, insbesondere der Hydrolyse vorhandener Polysaccharide in die
einzelnen Zuckerbestandteile. Dadurch kann dieser erste Schritt der anaeroben Fermentation
limitierend fir den weiteren Biogasprozess sein (Zverlov et al. 2015; Angelidaki et al. 2011). Im
Anschluss folgt Uber acidogene und acetogene Bakterien (sekundare syntrophe Fermentation) die
Bereitstellung von Acetat, H, und CO; fir die abschlieBende Methanogenese lber methanogene
Archaeen. Diese erfolgt nach aktuellen Erkenntnissen von Evans et al. (2019) Uber ein diverses
Spektrum an Stoffwechselwegen wie z.B. acetiklastisch, hydrogenothroph oder methylotroph. Vor
allem die acetiklastische Methanogenese kann neben der Hydrolyse ein limitierender Faktor fiir die

Methanerzeugung sein (Angelidaki et al. 2011). (Zverlov et al. 2015; Schniirer 2016)

1.2.3 Mikrobielle Diversitat in Biogasfermentern

Der Abbau der Biomasse und die anaerobe Fermentation werden von einer Vielzahl an
Mikroorganismen bewerkstelligt. Basierend auf dem Inokulum und dem zugefiihrten Substrat etabliert
sich im Biogasfermenter eine Mikrobiota (Liu et al. 2017), welche selbst-optimiert anhand der
angelegten Prozessbedingungen syntroph agiert (Lebuhn et al. 2014b; Angelidaki et al. 2011). lhre
Zusammensetzung und Anpassungsfahigkeit ist entscheidend fir die Stabilitdt und den Ertrag dieses
Prozesses (Lebuhn et al. 2014b). Deshalb wurden bereits zahlreiche Studien zur Analyse der

mikrobiellen Flora in Biogasfermentern durchgefihrt.

Amplikonsequenzierungen

Die Entwicklung hin zu next-generation-sequencing, sowie die Etablierung von molekularen Markern
machte die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft im Hochdurchsatz méglich und 16ste zum Teil die
Arbeiten zur Isolierung und Kultivierung der anaeroben Organismen ab. Angewandt wurden i.d.R. 16S
rDNA Sequenzierungen zur ldentifizierung von Bakterien (siehe dazu auch 1.4.1) und Archaeen (Zverlov
et al. 2015; Wirth et al. 2012; Schniirer 2016; Maus et al. 2016), oder auch die gezielte Analyse
funktioneller Gruppen liber spezifische Markergene. So kdnnen die in relativen Zahlen nur sehr gering
vertretenen methanogenen Archaeen gezielt Uber die Amplifizierung von Methyl-Koenzym M
Reduktase Genen (mcrA) Uber quantitative PCR (qPCR) quantifiziert oder (ber
Amplikonsequenzierungen identifiziert werden (Lebuhn et al. 2014b; Lebuhn et al. 2014a; Ozbayram
et al. 2017). Gezielt analysiert wurde auch die cellulolytische Bakterien-Gemeinschaft, welche
aufgrund der strukturellen Abbauresistenz der kristallinen Cellulose eine bedeutende Rolle fir die
Hydrolyse des Ausgangssubstrates einnimmt (Zverlov et al. 2015). Sun et al. (2016) analysierte hierzu
neben 16S rRNA gezielt Gene der Glykosidhydrolasefamilien 5 und 48 (siehe dazu auch 1.3.2), welche

fir entscheidende Enzyme der bakteriellen Cellulose-Hydrolyse kodieren (Koeck et al. 2014a).
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Abb. 4: Mikrobielle Gemeinschaften exemplarischer Biogasanlagen (thermophil und mesophil) nach Hassa et
al. (2018), Figure 2. Die 16S rRNA Amplikonsequenzierungen wurden zunachst von Maus et al. (2016)
beschrieben. Gezeigt wird sowohl die taxonomische Zusammensetzung der Bakterien (links) und Archaeen
(rechts) jeweils auf Klasse- bzw. Familien-Ebene.

Hassa et al. fassten 2018 die Erkenntnisse aus einer Vielzahl von metagenomischen,
metatranskriptomische und metaproteomischen Studien zur mikrobiellen Gemeinschaft in
Biogasanlagen zusammen. Demnach sind die Prozessparameter wie Temperatur, pH und Art der
Fermentation entscheidend fiir die mikrobielle Gemeinschaft. Dabei ist der Hauptteil der Mikroben
(80-100%) dem Reich der Bakterien zuzuordnen, wahrend methanogene Archaeen den Rest der
Gemeinschaft ausmachen. 16S rRNA Amplikon-Analysen nach Maus et al. (2016) identifizierten die
Phyla Firmicutes und Bacteroidetes, sowie zusatzlich Thermotogae ausschlieRlich bei thermophilen
Prozessen, als dominierend. In mesophilen Anlagen wurde insgesamt eine hohere bakterielle
Diversitat, und damit einhergehend ein geringerer Anteil abundanter Taxa, beobachtet (Abb. 4; Hassa
et al. 2018). In mesophil sowie thermophil betriebenen Anlagen, gefiittert mit Maissilage oder Giille,
wurde innerhalb des Phylum Firmicutes die Klasse Clostridia als dominierend beschrieben. Dazu
gehoren fur den thermophilen Prozess auch bekannte cellulolytische Vertreter des Genus Clostridium
(Clostridium thermocellum nach Koeck et al. 2014b; Akinosho et al. 2014) oder Herbinix (Herbinix

hemicellulosilytica nach Koeck et al. 2015b), die fiir den Abbau des Ausgangssubstrates relevant sind.

Shotgun Metagenomseguenzierungen

Neben der in Hassa et al. (2018) angesprochenen Mikrobiom-Analysen (iber 16S rRNA Amplikon-
Analysen haben aufgrund des laufenden Fortschrittes des Sequenzierungstechnologien auch shotgun
Metagenomanalysen eine wachsende Rolle. Diese Sequenzierungs-Technologien ermdglichen neben

der zielgerichteten Amplikon-basierten Analyse bestimmter Gene eine Alternative zur Analyse der
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taxonomischen Zusammensetzung sowie der funktionellen Potentiale einer mikrobiellen

Gemeinschaft (Quince et al. 2017).

Campanaro et al. fassten 2020 im Kontext des Biogas-Mikrobioms Daten aus 134 offentlich
zuganglichen Metagenomsequenzierungen zusammen und konnten daraus 1.635 metagenome-
assembled genomes (MAGs) assemblieren. Die Daten inkludieren lllumina Sequenzierungen aus
Biogasreaktoren im Labormalistab, Batch-Fermentationen und industriellen Anlagen geflttert mit
verschiedenen Substraten. Aus den taxonomischen Analysen ergab sich, wie aus friiheren Analysen
erwartet (Lebuhn et al. 2014b; Liu et al. 2017; Angelidaki et al. 2011), eine hochflexible Mikrobiota
angepasst an die verschiedene Prozessbedingungen. Die taxonomische Klassifizierung deutete auf
einen hohen Anteil unbekannter Taxa hin, so dass die funktionelle Analyse weitreichende Erkenntnisse
hinsichtlich des mikrobiellen Zusammenspieles der anaeroben Fermentation von organischer
Biomasse ermoglichte. So konnten z.B. 92,1% der MAGs nicht auf Genus-Ebene identifiziert werden,
jedoch trotzdem aufgrund der vorhandenen Genom-Annotationen deren funktionelle Rolle im
Biogasprozess analysiert werden. Hinsichtlich der Hydrolyse des Ausgangssubstrates durch
saccharolytische Bakterien wurde eine erhohte relative Abundanz von MAGs mit carbohydrate-active
enzymes (CAZymes) in mit Cellulose gefiitterten Biogasreaktoren beobachtet (siehe dazu auch 1.3.2).
Im Durchschnitt machte diese flir den gesamten Prozess relevante funktionelle Gruppe an Bakterien
i.d.R. einen Anteil von >2% aus, wobei diese Zahl jedoch nichts Giber deren transkriptionelle Aktivitat
aussagt. Die assemblierten MAGs wurden als Referenzdatenbank 6ffentlich unter http://microbial-
genomes.org/projects/biogasmicrobiome zuganglich gemacht und ermdglichen so eine Grundlage fur

weiterflihrende Analysen. (Campanaro et al. 2020)
1.3 Cellulolytische Organismen

1.3.1 Bedeutung cellulolytischer Organismen

Biomasseabbau ist ein natiirlicher und notwendiger Prozess innerhalb des Kohlenstoff-Kreislauf; somit
haben sich evolutionar sowohl Vertreter der Eukaryoten als auch der Prokaryoten auf den Abbau von
Cellulose spezialisiert (Lynd et al. 2002). Der Celluloseabbau ist aus den vorangegangenen
Beschreibungen relevant flr den Ertrag eines biotechnologischen Prozesses aus organischer Biomasse.
Mikroorganismen, welche diese Kohlenstoffquelle effizient abbauen, spielen daher in vielen
biotechnologischen Anwendungen und somit auch im Biogasprozess eine tragende Rolle. Innerhalb
der Eukaryoten sind viele effiziente Pflanzenbiomasseabbauer dem Reich der Pilze zuzuordnen
(Mé&kela et al. 2014). Zunachst wurde eine Dominanz von aeroben Pilzen beschrieben (Lynd et al. 2002).
Jedoch spielen nach neueren Erkenntnissen anaerobe Pilze in der Hydrolyse von Pflanzenbiomasse im
Verdauungstrakt von Herbivoren eine Rolle (Gruninger et al. 2014). Obwohl Pilze die Hauptakteure im

natirlichen Biomasseabbau sind, aerob wie anaerob, wird angenommen, dass die anaerobe Cellulose-
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Hydrolyse im Biogasreaktor zumeist von hydrolytischen Bakterien bewerkstelligt wird (Zverlov et al.
2015). In den letzten Jahren wurden aber auch vermehrt Studien zur biotechnologischen Nutzung
anaerober Pilze hinsichtlich der Biogas-Erzeugung durchgefiihrt (Cheng et al. 2018). Diese kénnten
unter Umstdnden die Bedeutung cellulolytischer Bakterien fiir den anaeroben Biogasprozess

redefinieren.

Uber cellulolytische Spezies aus dem Reich der Archaeen ist unter anderem in Bezug auf den
Biogasprozess trotz intensiver Suche bislang wenig bekannt (Lynd et al. 2002; Koeck et al. 2014a).
Stattdessen wird von einer spezialisierten syntrophen Interaktion cellulolytischer anaerober Bakterien
oder Pilze mit methanogenen Archaeen ausgegangen (siehe 1.2.2). Diese Bakterien und Pilze haben
spezialisierte Systeme zum Abbau von Pflanzenbiomasse. Pilze nutzen neben extrazellularen Enzymen
auch mechanische Herangehensweisen zur Zersetzung von Pflanzen-Biomasse (Gruninger et al. 2014).
Die spezifischen Enzyme, welche die Pflanzenbiomasse anhand der zuvor beschriebenen
Zusammensetzung und Struktur zersetzen, werden jedoch von allen cellulolytischen Organismen

sekretiert.

1.3.2 Enzymsysteme anaerober cellulolytischer Bakterien

Innerhalb der Bakterien beobachteten Lynd et al. (2002) eine Differenz in den Celluloseabbau-
Systemen aerober oder anaerober Bakterien. Wahrend aerobe Bakterien zumeist freie Enzyme in den
extrazellularen Raum sekretieren, haben anaerobe Bakterien mit nur wenigen Ausnahmen
membranstdandige Enzymkomplexe auf der Zelloberflache, mit denen sie direkt an das Substrat
anheften. Diese Notwendigkeit der physischen Interaktion mit dem Substrat kann aufgrund der
geringen Energieausbeute der anaeroben Glykolyse herriihren, womit im Vergleich zur Atmung nur 2
ATP anstatt 30-32 ATP erzeugt werden (Kollmann 2021). Durch die direkte Interaktion kann verhindert
werden, dass Diffusion oder benachbarte Mikroorganismen die Ausbeute aus dem Substrat

reduzieren.

CAZymes

Aufgrund der Bedeutung der Enzymsysteme zum Abbau pflanzlicher Biomasse wurde bereits 1998 eine
spezialisierte Datenbank far Kohlenhydtrat-abbauende Enzyme (sog. CAZymes),
http://www.cazy.org/Welcome-to-the-Carbohydrate-Active.html, ins Leben gerufen. CAZy.org gibt
Auskunft Gber flnf verschiedene Enzymklassen und assoziierte Module basierend auf der Aminosaure-
Sequenz, der 3D-Struktur und der Enzymspezifitdt. Die Datenbank beinhaltet i) Glykosidhydrolasen
(GH), welche glykosidische Bindungen hydrolytisch spalten; ii) Glykosyl-Transferasen (GT), welche
Kohlenhydrat-Komponenten (bertragen; iii) Polysaccharid-Lyasen (PL), welche Uronsaure-
derivatisierte Kohlenhydrate spalten; vi) Kohlenhydrat-Esterasen, welche die de-O- oder de-N-

Acetylierung substituierter Zucker katalysieren; v) andere Aktivitdten, d.h. Redox-Enzyme, welche mit
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anderen CAZymes interagieren, und vi) carbohydrate-binding-modules (CBMs), Module, welche i.d.R

innerhalb eines CAZymes mit einer abgegrenzten Faltung auftreten. (Lombard et al. 2014)

Relevant fiir die Cellulose-Hydrolyse sind vor allem GHs und assoziierte CBMs. Die Sequenz-basierte
Klassifizierung nach Henrissat und Davies (1997) beinhaltet aktuell (Stand 02.01.2021) 168
verschiedene GH-Familien (GHF) und mehrere Subfamilien fir einige GHF (GH5, GH13, GH16, GH30
und GH43). Koeck et al. (2014a) fassten basierend auf den Genomsequenzen cellulolytischer Bakterien
die Erkenntnisse zu bakteriellen Cellulasen zusammen. Cellulasen sind GHs, welche B-1,4-glykosidische
Bindungen in Cellulose hydrolytisch spalten. In Bakterien wurden Cellulasen aus sechs verschiedenen
GHF identifiziert (GH5, GH6, GH8, GH9, GH48 und GH124). Hierbei kann nach Schwarz (2001) und
Zverlov et al. (2005b) wiederum in drei verschiedene Mechanismen unterschieden werden: i)
Endoglucanasen, welche zufallig entlang des B-1,4-Glukans spalten; ii) prozessive Exoglucanasen,
welche entweder am reduzierenden oder nicht-reduzierenden Ende des B-1,4-Glukans agieren, oder
iii) prozessive Endoglucanasen, welche Cellobiose oder Cellotetraose Einheiten prozessiv vom neu

entstehenden Ende des B-1,4-Glukans abspalten.

Prozessive Exoglukanasen sind essentiell fir die Spaltung von Cellulose-Molekilen und wurden nur in
den bakteriellen GHF 5, 6, 9 und 48 identifiziert (Koeck et al. 2014a). Dabei sind GHs der Familie 5 mit
56 Subfamilien und insgesamt 18.074 identifizierten Proteinen (Stand 02.01.2021) die am weitest
verbreitete GHF mit potentieller Exoglukanase-Aktivitdt. Enzyme der GHF 5 agieren in einem
Mechanismus, der die Konformation des anomeren C-Atoms im Glucose-Polymer beibehalt
(retaining), wahrend alle anderen erwahnten GHFs die Konformation invertieren (inverting). Insgesamt
sind GHs der Familien 5, 6, 9 und 48 vor allem in Bakterien vertreten, konnen jedoch zum Teil auch in

Archaeen oder Eukaryoten detektiert werden (Tab. 3).

Extrazelluldre Enzyme sind haufig multimodulare Enzyme aus katalytischen und nicht-katalytischen
Modulen, von denen die CBMs fiir die Adhdsion der katalytischen GH-Module an das Substrat relevant
sind. Dabei sind hier CBMs des Typ A (z.B. CBM1, 3, 5 und 10), welche an kristallin-strukturierte
Oberflachen von unléslichen Polysacchariden wie Cellulose oder Chitin binden (Boraston et al. 2004;
Armenta et al. 2017; Gilbert et al. 2013), von besonderer Relevanz, da sie einerseits das Enzym in der
Nahe ihres Substrats halten und andererseits die Oberflache des kristallinen Substrats modifizieren

kénnen.

Bakterien mit mindestens einem Vertreter der GHF 48 sind cellulolytisch. Zudem werden i.d.R. nur ein
bis maximal zwei Gene fiir GH48 in Bakteriengenomen identifiziert (Koeck et al. 2014a; Tab. 2), so dass
diese Gene auch in anderen Arbeiten als molekulare Marker fiir cellulolytische Bakterien genutzt

wurden (Pereyra et al. 2010; Sun et al. 2016; Liu et al. 2017).
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Tab. 3: Ubersicht aller GHF mit potentieller Exoglukanase-Aktivitit nach CAZy.org, Stand 02.01.2021 (Lombard
etal. 2014).

Aktivitdten Mechanismus N(Archaea) N(Bacteria) N(Eukaryota)

3D-
Struktur

- Endo-B-1,4-glucanase /
cellulase
- Endo-B-1,4-xylanase

GH5 -  B-Glucosidase Retaining

- B-Mannosidase

- B-Glucosylceramidase

- und weitere

- Endoglucanase

- Cellobiohydrolase

- Lichenase / endo-B-
1,3-1,4-glucanase

- Endoglucanase

- Endo-B-1,3(4)-
glucanase / Lichenase-
laminarinase

- B-Glucosidase

- Lichenase / Endo-B-
1,3-1,4-glucanase

- Exo-B-1,4-glucanase /
cellodextrinase

- und weitere

- reducing end-acting
Cellobiohydrolase

- Endo-B-1,4-glucanase

- Chitinase

(B/a)s

118 14.908 2.907
Barrel

GH6 Inverting - - 2.057 213

(a/a)s

GH9 Barrel

Inverting 13 2.196 1.340

Inverting (0/a) 1.179 34

GH48 Barrel

Cellulosomen

Cellulasen konnen als freie Enzyme, multifunktionale Enzyme oder organisiert in Enzymkomplexen,
den sogenannten Cellulosomen, membranstandig oder frei im extrazellularen Raum auftreten
(Himmel et al. 2007). Hierbei ist die Organisation von Cellulasen in Cellulosomen hinsichtlich des
Substratabbaus am effizientesten. Das Cellulosom des cellulolytischen Bakteriums Clostridium
thermocellum (auch Acetivibrio thermocellus) wurde bis dato am eingehendsten studiert (Lamed und

Bayer 1988; Zverlov et al. 2005a; Hirano et al. 2016).

Das zentrale Strukturprotein des Cellulosoms, auch scaffoldin CipA genannt, von C. thermocellum
bindet (iber eine Cohesin-Dockerin Protein-Protein-Interaktion des Typs Il an ein membranstandiges
Protein und ist damit mit der Zelle verankert. Neun Cohesin Typ 1 Module ermdglichen die
Assemblierung von bis zu neun katalytischen Einheiten (iber eine Cohesin-Dockerin Protein-Protein-
Interaktion des Typ I. Eine CBM 2 (friiher cellulose binding domain) ermoglicht die direkte Interaktion

mit dem Substrat Cellulose. (Abb. 5; Raman et al. 2009)
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Abb. 5: Ausschnitt der vereinfachte schematische Darstellung des Cellulosoms von C. thermocellum,
modifiziert nach Raman et al. (2009), Figure 1. Gezeigt werden vier aus sechs membranstandigen Proteinen.
Darunter auch SdbA, welches mit CipA als Strukturprotein des Cellulosoms interagiert.

Genomsequenz-Analysen von C. thermocellum ATCC 274057 identifizierten 70 Proteine mit Dockerin-
Modulen, welche dadurch putativ cellulosomal organisiert sein kdnnen (Zverlov et al. 2005a). Die
guantitative Proteom-Analysen von Raman et al. (2009) zur ldentifizierung der cellulosomalen
katalytischen Module in Abhangigkeit verschiedener Substrate wiesen die Expression von 80% der
Proteine mit Dockerin- sowie aller Proteine mit Cohesin-Modulen nach. Ahnliche Studien von Gold und
Martin (2007) zeigten eine Substrat-spezifische Expression einzelner katalytischer Module. Im
Verhaltnis der CAZymes pro Strukturprotein CipA wurden bei Wachstum auf Cellulose Cellulasen der
GHF 9 sowie unter anderem das Protein CelS starker exprimiert als bei Wachstum auf Cellobiose. Bzgl.
CelS, das der GHF 48 angehort, zeigten auch Studien auf mRNA-Level die erhdhte Transkription in
Abhadngigkeit des Substrates und der Generationszeit, wobei langsameres Wachstum mit Cellulose als
schwer zuganglichem Substrat die Transkription von Cellulase-Genen wie celS beglinstigte (Stevenson

und Weimer 2005; Dror et al. 2003).

1.3.3 Biotechnologische Einsatzmoglichkeiten

Die biotechnologische Nutzung von Cellulasen, gewonnen aus dem Zellliberstand aerober Bakterien
oder Pilze, hat lange Tradition (Lynd et al. 2002), und entsprechende Enzympraparaten sind
kommerziell erhéltlich (z.B. Celluclast® aus Trichoderma reesei von Novozymes). Aufgrund der hohen
Effizienz cellulosomaler Komponenten anaerober Mikroorganismen hinsichtlich des Celluloseabbaus
wurden zunachst basierend auf C.thermocellum als Modellorganismus diverse Studien zur

biotechnologischen Anwendung durchgefiihrt. Leis et al. (2017) charakterisierten z.B. alle
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cellulosomalen Cellulasen von C. thermocellum und vertieften dadurch das Verstandnis der
synergistischen Effekte im Enzymkomplex. Darauffolgend wurde basierend auf dem C. thermocellum
Cellulosom ein synthetischer Enzymkomplex aus bis zu 47 einzelnen Komponenten mit Aktivitat auf
Weichholz-Pulpe zusammengesetzt, der in der Aktivitat vergleichbar mit natirlichen Enzym-Cocktails
aus Pilzen war (Leis et al. 2018). Leis et al. (2018) schlussfolgerten daher, dass bakterielle Multi-
Enzymkomplexe auf Basis des C. thermocellum Cellulosoms eine vielseitig einsetzbare Plattform zur
enzymatischen Hydrolyse komplexer Substrate bieten. Allerdings sind nicht alle Versuche zur gezielten
Entwicklung von ,Designer-Cellulosomen” bis dato erfolgreich im Vergleich zu natirlichen
Enzymsystemen gewesen (Gilmore et al. 2015). Im Gegensatz zu bakteriellen Cellulosomen ist, auch
aufgrund der hohen Diversitat, wenig zu Cellulosomen anaerober Pilze bekannt. Diese bieten daher

noch Potential hinsichtlich der biotechnologischen Nutzung (Gilmore et al. 2015).

Neben der Anwendung einzelner Organismen oder einzelner Protein(komplex)e ist auch die gezielte
Co-Kultivierung mehrere Organismen eine Moglichkeit. Du et al. (2020) fassten die vielféltigen
Anwendungen von Co-Kulturen mit Organismen der Klasse Clostridia zusammen und gingen dabei auch
auf die Vorteile des Cellulosoms von C. thermocellum am Beispiel einer Co-Kultur mit
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum nach Liu et al. (2008) oder Pang et al. (2018) ein. Co-
Kulturen zeigten demnach eine erhéhte Substratverwertung und produzierten zudem vermehrt
metabolische Produkte wie H,, organische Sduren und Ethanol. Neben vielen weiteren Vorteilen
erhoht die Co-Kultivierung aus anaeroben mit fakultativ anaeroben oder aeroben Organismen die
Robustheit dieser Kultivierung, da das fiir anaerobe Bakterien potentiell schadliche O, durch die

aerobe Atmung eliminiert wird. (Du et al. 2020)

1.4 Bakterielle Phylogenien

Gensequenz-Ahnlichkeiten erméglichten die Analyse evolutionirer Distanzen zweier Organismen
unabhangig von deren Kultivierung (Rappé und Giovannoni 2003). rRNA Gene stellten hierzu aufgrund
ihrer molekularen Eigenschaften (hoch konservierte Funktionalitdt, ubiquitdr vorhanden) eine
geeignete Grundlage zur molekularen Klassifizierung von Bakterien dar (Woese 1987). Der Fortschritt
in den Sequenzierungstechnologien ermoglicht heutzutage zusatzlich die Klassifizierung auf
kompletten Genomsequenzen (Parks et al. 2018). Beides erméglicht die Kombination der friiheren

Klassifizierung basierend auf phanotypischen Eigenschaften mit dieser sequenzbasierten Phylogenie.
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1.4.1 Phylogenie, basierend auf 16S rRNA Gensequenz-Homologien

Ribosome sind essentiell fiir die bakterielle Proteinbiosynthese und werden aus mehrere Proteinen
und ribosomalen RNAs (rRNA) assembliert. Die entsprechenden bakteriellen rRNA Gene 165, 23S und
5S sind dabei in einem Operon organisiert (Abb. 6; Fukuda et al. 2016). Das 16S rRNA Gen kodiert flr
die RNA-Komponente der small subunit (SSU), auch 30S genannt, des bakteriellen Ribosoms, und ist
mit 1,500 bp kurz genug, um Uber Sequenzierungen analysiert zu werden, und lang genug, um

ausreichend evolutionédre Informationen zu geben (Woese et al. 1990; Woese 1987).

Basierend auf den konservierten Bereichen des 16S rRNA Gens konnten Primer zur Amplifikation
verschiedener Genabschnitte unter Abdeckung einer Vielzahl an Taxa entwickelt werden (Abb. 6;
Fukuda et al. 2016). Unter anderem aufgrund dieser Vorteile sind fiir 16S rRNA Gensequenzen neben
etablierten Primersequenzen zur Amplifikation einzelner variabler Regionen oder des gesamten Gens
auch eine Vielzahl an Referenzdaten in verschiedenen Datenbanken frei zuganglich und ermoglichen
so eine valide Identifizierung eines bakteriellen Taxons (Pace 2009). Stand 05.01.2021 enthalt die NCBI
16S RefSeq Datenbank 20.801 16S rRNA Gensequenzen von Bakterien
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=33175%5BBioProject%5D; BioProject 33175;
abgerufen am 05.01.2021). Die manuell validierte Datenbank SILVA nach Quast et al. (2012) enthalt
aktuell 1.983.0212 Sequenzen in SSU Ref (https://www.arb-silva.de/documentation/release-1381/;
abgerufen am 05.01.2021). Daneben wird auch das Ribosomal Database Project (RDP) nach Cole et al.
(2014) und Wang et al. (2007) regelmaRig aktualisiert (RDP Classifier 2.13 veroffentlicht im Juli 2020).
Allgemein anerkannt sind Grenzwerte von >= 97% bzw. >= 99% 16S rRNA Gensequenz-
Ubereinstimmung zur Abgrenzung bakterieller Taxa auf Genus bzw. Spezies-Ebene (Petti 2007).
Allerdings sollte hierzu nach Méglichkeit das komplette 16S rRNA Gen berlicksichtig werden (Edgar
2018; Johnson et al. 2019).

Ribosome

]— 30S subunit

} 50S subunit

16S ribosomal RNA

-

- L 1
Bacterial genome /,/ l 16S I I 238 I l l ’/
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Abb. 6: Schema bakterieller Ribosomen und des 16S rRNA Gens mit verschiedenen Primerbindestellen nach
Fukuda et al. (2016), Figure 1.
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Nach erfolgreicher Isolierung, DNA Extraktion und Amplifikation des 16S rRNA Gens eines potentiell
neuartigen bakteriellen Taxons ist die Rekonstruktion der evolutiondren Zusammenhange
vergleichsweise einfach. Die molekulare Phylogenie ist eine graphische Darstellung der
Verwandschaftsbeziehung von Organismen bzw. Molekilen und beinhaltet i) die Auswahl von
Vergleichs-Sequenzen, ii) ein multiples Alignement dieser Sequenzen, und iii) die Berechnung und
graphische Darstellung der Sequenzunterschiede z.B. nach der Maximum Likelihood-Methode nach
Felsenstein (1981) zusammen mit bootstrapping zur Kalkulation der statistischen Signifikanz

(Felsenstein 1985). (Pace 2009)

Aufgrund der wachsenden technologischen Moglichkeiten zur Sequenzierung von DNA werden
vermehrt bakterielle Gemeinschaften und nicht nur Reinisolate Giber 16S rRNA Gensequenzanalysen
beschrieben (siehe dazu auch 1.2.3) und detektierten dabei eine Vielzahl neuartiger Bakterien
unabhangig von deren Kultivierung (Lloyd et al. 2018). Roche 454, die lllumina Technologie (HiSeq und
MiSeq), sowie Pacific Bioscience (PacBio) ermdglichen die Sequenzierung einzelner Regionen bzw. der
kompletten 16S rRNA Gensequenz im Hochdurchsatz (Abb. 7). Die Auswahl der Primer, und damit
unter anderem auch der variablen Region, kann allerdings zu signifikanten Unterschieden hinsichtlich
der Interpretation der taxonomische Zusammensetzung einer mikrobiellen Gemeinschaft fihren
(Fischer et al. 2016; Fouhy et al. 2016). Zudem kann auch die Sequenzvariation verschiedener 16S rRNA
Genkopien im Genom eines einzelnen Organismus zu Problemen in der Hochdurchsatzanalyse flhren.
Sie sollte demnach immer kritisch im Hinblick auf ihre Vergleichbarkeit bewertet werden. (Winand et

al. 2019)

68 136 433 576 821 980 1117 1243 1435

V1-V3 ~510 bp for Roche 454
V3-v4 ~428 bp for MiSeq PE
V3-V5 ~548 bp for Roche 454
\"Z ~252 bp for HiSeq
~562 bp for Roche 454 V6-V9

V1-V9 (Full-length)
Pacific Biosciences

Abb. 7: Bakterielles 16S rRNA Gen mit variablen Regionen, V1 bis V9, Primerbindestellen und mogliche
Sequenziermethoden. Abbildung von https://help.ezbiocloud.net/wp-content/uploads/2017/05/16s_var_pcr-
1024x521.png, zuletzt modifiziert am 06.08.2020, abgerufen am 03.03.2021, nach Chunlab Inc. (2017).
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1.4.2 Phylogenie, basierend auf Genomsequenzen

Bereits Wolf et al. (2002) erkannten die Vorteile der Rekonstruktion evolutiondrer Zusammenhéange
basierend auf kompletten Genomsequenzen im Vergleich zur Analyse einzelner Gensequenzen.
Einzelne Gene konnen auch horizontal oder lateral libertragen werden und erschweren so die
Kalkulation von Verwandtschaftsbeziehungen (Pace 2009). Im Fall der bakteriellen 16S rRNA ist auch
die Analyse der kompletten Sequenz, die ausschliefSlich aus Genomsequenzen ohne einen PCR-Schritt

gewonnen werden kann, von Vorteil (Edgar 2018).

Zur Klassifizierung einer neuen prokaryotischen Spezies oder eines neuen Genus werden verschiedene
Grenzwerte basierend auf der Genomsequenz vorgeschlagen. Einerseits kann die average nucleotide
identitiy (ANI) nach Konstantinidis und Tiedje (2005) Gber zwei verschiedene Algorithmen, MUMmer
(Kurtz et al. 2004; ANIm) oder BLAST+ (Camacho et al. 2009; ANIb), berechnet werden. Diese in situ
Berechnungen ersetzten nach und nach die DNA-DNA Hybridisierungs-Technologie und ermdoglichen
eine Abgrenzung von Spezies auf Nukleotidsequenzebene mit 95% Sequenziibereinstimmung als
Grenzwert (Goris et al. 2007). Zur Abgrenzung von Genera wird die Kalkulation konservierter Proteine
(POCP, percentage of conserved proteins) nach Qin et al. (2014) mit 50% Ubereinstimmung als
Grenzwert vorgeschlagen. Diese Richtwerte sind etabliert zur Einordnung neuer Bakterien-Isolate
basierend auf deren Genomsequenz. Zur graphischen Darstellung von Verwandtschaftsbeziehungen
kann auf Grundlage der kompletten Genomsequenz ein phylogenetischer Baum mit hoherer
Redundanz kalkuliert werden. Na et al. (2018) postulierten, dass die genomsequenzbasierte
Phylogenie die 16S rRNA Phylogenie ablésen wird und stellten auf
ttps://www.ezbiocloud.net/tools/ubcg eine Moglichkeit zur Kalkulation der bakteriellen Phylogenie
basierend auf 92 up-to-date bacterial core genes (UBCG) ausgehend von Genomsequenzen auf
Nukleinsdure-Ebene zur Verfligung. Der abschlieRende Baum ist der Konsensus-Baum aus 92 einzelnen
Phylogenien und ermoglicht so evolutiondre Prozesse gemittelt (iber essentielle Gene darzustellen.
Allerdings ist auch hier die Auswahl der analysierten Gene entscheidend fiir das Ergebnis. Die Plattform
EDGAR - "Efficient Database framework for comparative Genome Analyses using BLAST score Ratios"
von Blom et al. (2009) nutzt hierzu eine andere Herangehensweise und bestimmt das Kerngenom
jeweils ausgehend von den zu analysierenden Genomen. Damit kann die Phylogenie innerhalb nah
verwandter Taxa basierend auf einem groBeren Anteil der kodierenden Gene berechnet werden und

ist nicht limitiert auf eine zuvor bestimmte Anzahl an Genen.

Durch die wachsende Anzahl von MAGs (siehe dazu auch 1.2.3) oder single-cell-genomes (Gawad et al.
2016) wird eine taxonomische Einordnung von Genomen, ohne zuséatzliche phanotypische Daten
gewonnen aus der Kultivierung des Organismus, immer bedeutender. Hierzu sind neben

Referenzdaten auch die zugrundeliegenden bioinformatischen Methoden entscheidend. Chaumeil et
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al. (2019) entwickelten hierzu das Genome Taxonomy Database Toolkit (GTDB-Toolkit) zur
taxonomischen Klassifizierung bakterieller und archaealer Genome basierend auf der GTDB nach Parks
et al. (2020). Demnach sind allerdings knapp 40% aller Genomsequenzen nicht valide beschrieben und
kénnen somit nicht valide benannt werden. Zur validen Benennung und Beschreibung eines neuen
prokaryotischen Taxons ist, Stand heute, die Charakterisierung des Organismus noch immer

Voraussetzung.

1.5 Charakterisierung neuer bakterieller Taxa

Obwohl neue bakterielle Taxa auch tGber molekulare Marker wie die 16S rRNA Gensequenzanalyse
innerhalb mikrobieller Gemeinschaften definiert werden konnen, ist die phanotypische
Charakterisierung neuartiger Organismen von Bedeutung. Einzig die Kombination aus Genotyp und
Phanotyp ermoglicht eine valide Beschreibung eines neuen Taxons. Die List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature (LPSN) wurde von Euzéby 1997 begriindet und ist unter
http://www.bacterio.net zugénglich (Parte 2014). Seit Februar 2020 inkludiert diese Datenbank unter
DSMZ auch Genomsequenz-Informationen von Typstdmmen zusammen mit allen Informationen zur

prokaryotischen Nomenklatur (Parte et al. 2020; Parte 2018).

Zur validen Beschreibung eines neuen prokaryotischen Taxons ist die Veroffentlichung im International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) essentiell. Zudem muss die Benennung
dem International Code of Nomenclature of Prokaryotes 2019 folgen. Zur Publikation eines neuen
Taxons schreibt IJSEM unter anderem folgende Kriterien vor: i) Zusammenfassung aller Stamme
innerhalb des neuen Taxons; ii) Zusammenfassung aller Charakteristika eines jeden Stammes innerhalb
des Taxons ; iii) Beschreibung der Unterschiede zur Abgrenzung des neuen Taxons; iv) Benennung des
neuen Taxons; v) Die Genomsequenz; vi) die 16S rRNA Gensequenz separat von der Genomsequenz,
und vii) das Depot des Organismus in internationalen Stammsammlungen
(https://www.microbiologyresearch.org/journal/ijsem/scope; ,Publication of new taxa“; abgerufen
am 05.01.2021). Weiterfiihrend sind Leitfaden zur Charakterisierung neuartiger Spezies (Tindall et al.

2010) oder der Interpretation der Genomsequenz-Informationen (Chun et al. 2018) beschrieben.

Hinsichtlich der phanotypischen Charakterisierung neuartiger, bakterieller Spezies oder Genera ist vor
allem die vergleichende Charakterisierung unter den gleichen Laborbedingungen entscheidend.
Charakteristika wie die optimalen Wachstumsbedingungen (Temperatur, pH, C-Quellen etc.) sind zum
Teil abhdngig vom verwendeten Medium. Auch die Morphologie, die Motilitat und das Gram-Verhalten
eines Bakteriums kdnnen abhéangig von der Kultivierung und der analysierten Wachstumsphase der
entsprechenden Stamme variieren. Zudem ist, vor allem fiir die anaerobe Kultivierung, die Herstellung
der Medien, das verwendete Gasgemisch sowie die reduzierenden Agenten entscheidend (Narihiro

und Kamagata 2016). Auch chemische Analysen der Zellen, wie z.B. die Bestimmung des
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Peptidoglykan-Typs oder zelluldrer Fettsdauren zur ldentifizierung von Bakterien nach dem Sherlock
MIS system (MIDI Inc.), sind Bestandteil einer validen Beschreibung eines neuartigen Bakteriums.

(Tindall et al. 2010)

Eine problematische Voraussetzung fir die phéanotypische Charakterisierung ist jedoch die
Kultivierbarkeit. Nach den Erkenntnissen aus 16S rRNA Gensequenzierung und Metagenom-Analysen
ist ein GroRteil der bakteriellen Gemeinschaft unbekannt und kann potentiell nicht unter
Laborbedingungen angezogen werden (Lloyd et al. 2018). Auch ein groRer Anteil der mikrobiellen
Gemeinschaft in Biogasreaktoren ist, auch aufgrund der herausfordernden anaeroben Kultivierung, bis
heute unbekannt (siehe 1.2.3). Die Charakterisierung neuartiger Taxa sollte zudem nach Moglichkeit
aus Reinkulturen erfolgen. Allerdings ist dafiir die Kultivierbarkeit in Reinkultur eine Voraussetzung.
Die Tatsache, dass nach Lloyd et al. (2018) bis dato der GroRteil der Mikroorganismen unter
Laborbedingungen in Reinkultur nicht proliferiert, legt nahe, dass Charakterisierungen gegebenenfalls
auch in Co-Kultur erfolgen miissen. Hierzu kann die Genomsequenz-Information eine Grundlage zur
Zuordnung phanotypischer Eigenschaften einer Co-Kultur zu einzelnen Organismen bieten. Des
Weiteren ist denkbar, dass wie zum Beispiel in den Arbeiten von Romano et al. (2013), Sheng et al.
(2016) oder Kanokratana et al. (2018) auch die Analyse von Anreicherungskulturen mit einer Vielzahl

an Mikroorganismen biotechnologische Anwendung finden kénnen.

Die genomsequenzbasierte Charakterisierung kann nicht nur zur Abgrenzung eines neuen Taxons
dienen (siehe 1.4.2 oder Chun et al. 2018). Die Annotation der assemblierten Genomsequenz bietet
die Moglichkeit, funktionelle Eigenschaften des neuen Organismus in silico zu beschreiben und kann
zusammen mit den phanotypischen Charakteristika ein umfassendes Bild Uber die potentiellen
Eigenschaften des neuen Taxons geben. Die Vorhersagen von Stoffwechselwegen mittels Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; https://www.genome.jp/kegg/pathway.html; Ogata et al.
1999) ist hierzu eine Moglichkeit. Die Vorhersage moglicher CAZymes, welche neuartige Taxa relevant
fir Abbauprozesse organischer Biomasse machen (siehe dazu 1.3.2), kann z.B. ausgehend von
annotierten Genomsequenzen lber dbCAN2 erfolgen (Zhang et al. 2018a). Basierend auf diesen
genotypischen Informationen kénnen weiterfiihrend gezielt phanotypische Charakterisierungen
geplant und durchgefihrt werden. Eine Kombination der genannten Methoden erméglicht es, neben
standardisierten Analysen zur Bestimmung des Phanotyps auch taxonspezifische oder

prozessspezifische (hier Substrathydrolyse im Biogasprozess) Charakterisierungen durchzufiihren.
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1.6 Zielsetzung der Dissertation

In dieser Arbeit wurden gezielt Analysen zu hydrolytischen Bakterien in Biogasfermentern
durchgefiihrt. Dazu wurden Arbeiten der klassischen Mikrobiologie zur Isolierung und phanotypischen
Charakterisierung von Bakterien mit molekularbiologischen und bioinformatischen Methoden
kombiniert. Die analysierten Laborfermenter wurden mit Maissilage gefiittert und thermophil (50-
55 °C) bzw. mesophil (38 °C) praxisnah am Institut fiir Landesamt fir Landwirtschaft (LfL), Institut far

Landtechnik und Tierhaltung (ILT), Freising, Deutschland betrieben.

Zunachst wurde die mikrobielle Gemeinschaft mittels 16S rRNA und gezielter Analyse eines
molekularen Markers fiir cellulolytische Bakterien (GH48), welcher in dieser Arbeit etabliert wurde,
Gber gPCR und Amplikonsequenzierungen zu verschiedenen Zeitpunkten der Fermentation analysiert.
Parallel dazu erfolgten Anreicherungen cellulolytischer Organismen unter Laborbedingungen, die
unter anderem gezielt die natirlichen Bedingungen im Biogasfermenter imitieren sollten. Zudem
erfolgte die Selektion auf echt-cellulolytische mikrobielle Gemeinschaften tiber das Substrat, kristalline
Cellulose in Form von Filterpapier. Neben der Isolierung von Rein- und Mischisolaten wurden die

Anreicherungen erneut iber 16S rRNA Amplikonsequenzierung analysiert.

Ziel dieser Arbeit war es, die mikrobiologischen Prozesse zur Hydrolyse des Ausgangssubstrates im
Biogasprozess weiter aufzuklaren. Hierzu wurden die gewonnenen Isolate hinsichtlich ihrer Bedeutung
innerhalb dieses Prozesses eingeordnet. Ahnlich zu den synergistischen Effekten im Biogas-Mikrobiom
spielten auch unter Laborbedingungen Mischisolate insbesondere hinsichtlich einer effizienten
Cellulose-Hydrolyse eine entscheidende Rolle. Neuartige Isolate wurden dazu zunachst phanotypisch,
genotypisch und biochemisch beschrieben. Der Fokus lag neben der sequenzbasierten
phylogenetischen Einordnung auch auf der Kombination aus Genotyp und Phanotyp. Hierzu wurde
neben der Analyse der hydrolytischen Eigenschaften von Rein- oder Mischisolaten in Bezug auf den
Abbau pflanzlicher Biomasse, mit Fokus auf Cellulose, auch die Genomsequenz hinsichtlich des
Auftretens spezifischer Stoffwechselwege oder CAZymes analysiert. Zudem ermoglichte die
Sequenzierung, Assemblierung, Analyse und 6ffentliche Beschreibung von Genomsequenzen von bis
dato nicht beschriebenen Spezies eine Verbesserung von Referenzdaten. Die valide Beschreibung und

Benennung der gewonnenen Organismen war dabei ein essentieller Bestandteil dieser Arbeit.
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Material und Methoden

2.1 Verwendete Gerate, Kits, Chemikalien und Puffer

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gerdte sowie spezielle Verbrauchsmaterialien sind in Tab. 4

zusammen mit deren Herstellern aufgelistet.

Tab. 4: Verwendete Gerate oder Verbrauchsmittel und deren Hersteller.

Gerat

Hersteller

Absorptions-Mikroplatten-Reader Sunrise™

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

Alphalmager MINI

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Aluminium-Boérdelkappe

Diagonal, Miinster, Deutschland

Anaerobierzelt Type A Anaerobic Chamber

COY Laboratory Product, Grass Lake, MI, USA

Autoklav VX-150

Systec, Linden, Deutschland

BioSpektrometer® fluorescence

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brutschranke:
- New Brunswick™ Innova® 42/42R Shaker
- Heraeus Function Line
- Venticell

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
MMM Medcenter Einrichtungen, Planegg,
Deutschland

Biolog Universal Anaerobe (BUA)-Agar

Biolog, Hayward, CA, USA

Butyl-Gummistopfen

Glasgeratebau Ochs, Bovenden, Deutschland

Elektrophoreseapparatur EPS 600

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Elektronenmikroskope:
- EM912
- Auriga

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Faltenfilter 597 %

Whatman™, GE Healthcare Life Science, UK

FastPrep24 Bead Beater

MP Biomedicals, Eschewege, Deutschland

Gaschromatograph Nexis GC-2030 und GC-2010

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan

Gefriertrocknungsanlage

Labconco Corporation, Kansas City, USA

Heizplatte Accublock™

Labnet International, Edison, USA

Kieselgelplatten TLC Silica gel 60

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Lichtmikroskop: Axio Scope.Al

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Lyse-Matrix E

MP Biomedicals, Eschewege, Deutschland

Magnetriihrer Stuart® US152

Cole-Parmer, Wertheim, Deutschland

Mikrowelle privileg 8018E

Bauknecht Hausgerate, Stuttgart, Deutschland

NanoDrop

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA

PCR Thermo-Cycler Biometra Tabvancep

Analytik Jena, Géttingen, Deutschland

gPCR-Cycler MxPro

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

pH-Meter 902

Berrytec, Harthausen, Deutschland

Photometer SmartSpec™ 3000

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, Deutschland

Reinstwasseranlage Purlab’

ELGA LabWater, High Wycombe, UK

Reagenzspriihgerat Chromalet DS 20

Desaga Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Schittelheizplatte MHR23

Ditabis, Pforzheim, Deutschland

Sterilbank

BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl,
Deutschland
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Gerit Hersteller

Vortexer:
Vortex Genie 2™ Bender&Hobein, Miinchen, Deutschland
- ZX3 Advanced Vortex Mixer VELP Scientifica Srl, Usmate, Italien
Waagen:
- 1204 MP Sartorius, Gottingen, Deutschland
-  Feinwaage Precisa 125 A SCS Precisa Gravimetrics, Dietikon, Schweiz

Zentrifugen:
* Mini-Zentrifuge ROTILABO®
Mini-Zentrifuge SU1550
Mikroliterzentrifuge Biofuge Pico
Mikroliterzentrifuge Biofuge Fresco

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Labdiscount, Mannheim, Deutschland
Heraeus Holding, Hanau, Deutschland
Heraeus Holding, Hanau, Deutschland

- Rotina 420R
. Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland
- _ ™ ™ 4 ’
Z:ggrspeed Zentrifuge Sorvall ™ LYNX Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.2 Kits, Enzyme, Plasmide und Langenstandards

Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits, Enzyme und Langenstandards und deren Hersteller sind in Tab.

5 aufgelistet.

Tab. 5: Verwendete Kits, Enzyme, Plasmide und Langenstandards und deren Hersteller.
Kit Hersteller

Affinity Script Multiple Temperature cDNA Synthesis Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)

Kit

AMPure XP PCR-Aufreinigungssystem Beckmann Coulter (Krefeld, Deutschland)

AN Micro Plate Biolog (Hayward, CA, USA)

DNA-free Turbo Kit Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
DNA Soil Roboklon (Berlin, Deutschland)

EURx GeneMATRIX DNA+RNA+Protein Roboklon (Berlin, Deutschland)

New England Biolabs (Frankfurt am Main,
Deutschland)
New England Biolabs (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Gel Loading Dye Purple

Monarch® Genomic DNA Purification

MagAttract HMW DNA Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
QIAquick PCR Purification Mini-Elute Qiagen (Hilden, Deutschland)
Langenstandard DNA GeneRuler 1kb Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Langenstandard DNA GeneRuler 1kb plus Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Langenstandard Protein Page Ruler Prestained

Protein Ladder Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Lysozym AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)
uMpa;?terey-Nagel NucleoSpin™ Gel and PCR Clean- Machery Nagel (Diiren, Deutschland)

OneStep PCR Inhibitor Removal Kit Zymo Research (Freiburg, Deutschland)

TU Minchen, Lehrstuhl fir Mikrobiologie (Freising,
Deutschland)

pET24c:celd48S

Proteinase K AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Phusion DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Platinum Taq DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
RNase A Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
TruSeq DNA PCR-free sample preparation kit Illumina Inc. (San Diego, CA, USA)
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2.1.3 Chemikalien und Kohlenhydrate

In dieser Arbeit wurden folgende Chemikalien (Tab. 6) und Kohlenhydrate (Tab. 7) in Arbeiten am

Lehrstuhl fir Mikrobiologie, TU Miinchen, verwendet.

Tab. 6: Verwendete Chemikalien und deren Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Agar

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ammoniumsulfat

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Anthron

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Bromphenolblau

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Casamino acids (CAA)

BD Bacto™, Franklin Lakes, NJ, USA

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-

1-propanesulfonat)

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Chloroform

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Coomassie PlusTM Protein Assay Reagent

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

EvaGreen® Jena Bioscience (Jena, Deutschland)
Ethanol AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland
Glycerol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Kristallviolett

Merck (Darmstadt, Deutschland)

L-Cysteinhydrochlorid-1-hydrat

Alfa Aesar von Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Lugol‘sche Lésung

Merck (Darmstadt, Deutschland)

B-Mercaptoethanol

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

y-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Natriumacetat Trihydrat

VWR International (Radnor, PA, USA)

PEG-6000

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol 25:24:1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,

Resazurin Deutschland)

Roti®-C/I Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
ROTI-Phenol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
RNAlater Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,

Deutschland)

Safraninlosung

Merck (Darmstadt, Deutschland)

sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Trizol (Invitrogen™ TRIzol™ Reagent)

Ambion von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,

USA)
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Tab. 7: Verwendete Kohlenhydrate und deren Hersteller.

Kohlenhydrat

Hersteller

Arabinose Bio Chemika Int (Lahore, Pakistan)
Cellobiose AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Cellulose:

- Whatman™ Filterpapier Nr.1
- MN301 fibrous cellulose
- Cellulose microcrystallin

- PASC (engl.: phosphoric acid swollen

cellulose)

GE Healthcare GmbH (Solingen, Deutschland)
Machery Nagel (Duren, Deutschland)

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Eigene Herstellung nach Wood (1988)

Maltodextrin10

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,

Fructose Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Galactose

Deutschland)
Glucose AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Lactose- Monohydrat

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

LM-Pektin

Carbosynth Ltd von Biosynth AG (Staad, Schweiz)

Maltose Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Mannitol AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)
SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Mannose
Deutschland)
. Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Ribose
Deutschland)
Saccharose Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Starke (l6slich)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Trehalose-Dihydrat

Bio Chemika Int (Lahore, Pakistan)

Xylan aus Buchenholz

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,

Xylose Deutschland)

Herstellung von PASC nach Wood (1988)

10 g Avicel wurden in 50 ml ddH,0 eingeweicht und anschliefend mit 85%-iger Phosphorsdure unter
Rihren auf 11| aufgefillt und 1 h auf Eis bei 4 °C geriihrt. Im Anschluss wurden 41| kaltes ddH,0
zugegeben, kurz aufgeriihrt, 30 min auf Eis inkubiert, erneut kurz aufgerihrt und durch einen
Faltenfilter bei 4 °C filtriert. Das im Filter gesammelte PASC wurde in 2 | kaltem ddH,O gewaschen,
erneut filtriert und mit 2 | kaltem ddH,0 nachgewaschen. Nachfolgend wurde in 2 | NaHCO3 (1%, w/v)
gewaschen, erneut filtriert und so lange mit ddH,0 nachgewaschen, bis der pH-Wert des Durchflusses
neutral war. Das PASC wurde in ddH,0 suspendiert und es erfolgte eine Konzentrationsbestimmung

der Suspension durch Trocknung von 1 ml bei 60 °C auf einem Uhrglas und anschlieRender Riickwaage.
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2.1.4 Puffer und Farbeldsungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Pufferlésungen sind im Folgenden aufgelistet.

Tab. 8: Zusammensetzung 10x PBS-Puffer.

NaCl 80 g/l
KCl 2g/l
NazHPO4 x 7H20 26,8 g/
KH2PO4 2,4 g/l

Tab. 9: Zusammensetzung 50x TAE-Puffer.

TRIS 2M
Naz EDTA (pH 8,0) 0,05 M
Essigsdure 1M

Tab. 10: Zusammensetzung Zell-Lysepuffer.

Tris/HCl pH 7,5 20 mM
EDTA 25 mM
NaCl 75 mM
Lysozym 1 mg/ml

Tab. 11: Zusammensetzung 10x MOPS Puffer.

MOPS
NacCl
CaCl2x 2 H20

1M
0,5M
0,1M

Tab. 12: Zusammensetzung DNSA-LOsung.

3,5-Dinitrosalicylsaure 10 g/

NaOH 10g/1
Kalium-Natrium-Tartrat 200 g/I
Phenol 2g/l
Natriumsulfat 0,5 g/l

Tab. 13: Zusammensetzung der DC-Farbeldsung.

Diphenylamin 10g
Anilin 1,0 ml
Aceton 100 ml

Tab. 14: Zusammensetzung des 4x Auftragspuffers fiir die SDS-PAGE.

TRIS 0,25 M
Glycerol 40% (w/v)
SDS 8,4% (w/v)
B-Mercaptoethanol 0,57 M

Bromphenolblau 0,02% (w/v)
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Tab. 15: Pipettierschema der Gele fiir die SDS-PAGE.
Sammelgel 4%

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 330 ul
Sammelgelpuffer 625 pl
MQ 1,55 ml
APS 37,5l
TEMED 4,5 ul
Trenngel 12%

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 2ml
Trenngelpuffer 1,25 ml
MQ 1,75 ml
APS 52,5 ul
TEMED 7,5 ul

Tab. 16: Zusammensetzung des Lauf-, Sammel- und Trenngelpuffers der SDS-PAGE.

Laufpuffer

TRIS 0,25 M
Glycin 1,92 M
SDS 1% (w/v)
Sammelgelpuffer

TRIS-HCI 0,5M

SDS 0,4% (w/v)
Trenngelpuffer

TRIS-HCI 1,5M

SDS 0,4% (w/v)

Der Extraktionspuffer zur Extraktion hochmolekularer DNA aus Fermenterproben setzt sich aus
Kaliumphosphatpuffer (Tab. 17) und CTAB/NaCl 1:1 (v/v) zusammen. Die CTAB/NaCl-Lésung setzt sich
aus 0,7 M NaCl und 10% (w/v) CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) in H,O zusammen. Der Préazipitationspuffer enthalt PEG-6000 (30% w/v; Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) und 1,6 M NacCl in H,0.

Tab. 17: Kaliumphosphatpuffer, 240 mM, pH 8

K2HPO4 393g
KH2PO4 196¢g

2.2 Biogasfermenter

Die Biogasfermenter wurden am Landesamt fiir Landwirtschaft (LfL), Institut fir Landtechnik und
Tierhaltung (ILT), Freising, Deutschland unter der wissenschaftlichen Betreuung von Bernhard Munk,
LfL, Abteilung Qualitatssicherung und Untersuchungswesen (AQU) betrieben. Die Fermenter mit
einem 50 | Gesamtvolumen liefen bei einem Fillstand von ca. 40 | mesophil (38 °C) bzw. thermophil

(50-55 °C). Als Inokulum fiir den mesophilen Fermenterbetrieb diente Garrest aus der industriellen
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Biogasanlage Pellmeyer in Pulling (Landkreis Freising), welche mit Gras- und Maissilage betrieben wird.
Fir den thermophilen Betrieb wurde als Inokulum Garrest aus der industriellen Biogasanlage
Hockmeier in Wolnzach (Landkreis Pfaffenhofen an der lim), welche zu 70% mit Maissilage, zu 20% mit
Getreide-Ganzpflanzensilage und mit 10% Hihnermist betrieben wird, verwendet. Die Fermenter
wurden taglich mit zerkleinerter Maissilage gefiittert. Alle Prozessparameter wurden am LfL

dokumentiert.

2.3 Verwendete Medien

Die Anzucht von Mikroorganismen erfolgte, je nach Organismus, aerob oder anaerob in verschiedenen
Medien, welche vor Erstgebrauch bei 121 °C fiir 15 min bei 2 atm autoklaviert wurden. Zur Herstellung

von Festmedien wurde 1,8% (w/v) Agar vor dem Autoklavieren hinzugegeben.

Anaerobe Organismen wurden in Sauerstoff-freien Medien in einer No/H>-Atmosphére (98:2%, v/v) in
Rollrandflaschen aus Glas, welche mit einem Butyl-Gummistopfen und einem Aluminium-Crimp
verschlossen wurden, angezogen. Als Standard-Medium fiir anaerobe Organismen wurde GS2-
Medium nach Johnson et al. (1981) in Modifikation nach Koeck et al. (2015b) verwendet (Tab. 18).
Hierbei diente L-Cystein als Sauerstoff-reduzierendes Agens und gewadhrleistete zusammen mit
Resazurin als Farbindikator die anaeroben Bedingungen. Die Salzlosung (Tab. 19) wurde nach dem
Autoklavieren steril zugegeben. Weitere 16sliche, nicht autoklavierbare Zusatze, wie z.B. Mono- oder
Disaccharide als Kohlenstoff-Quelle (C-Quelle), wurden separat steril-filtriert und nach dem
Autoklavieren zugegeben. Agarplatten wurden aerob gegossen und anaerob im Anaerobenzelt (Coy
Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA mit einer No/H-Atmosphére (98:2%, v/v)) mindestens 48 h
vor Erstgebrauch zur Entfernung von Restsauerstoff gelagert. Zuséatzlich wurde Top-Agar (GS2
Medium, 0,5% (w/v) Cellulosepulver MN301, 0,02% (w/v) Cellobiose, 0,8% (w/v) Agar) zur
Uberschichtung von Agarplatten im Zuge der Isolierung cellulolytischer Organismen verwendet (2.5.3

Isolierung und Identifizierung von Mikroorganismen in Reinkultur).

Tab. 18: Zusammensetzung GS2 Medium.

KH2PO4 1,5 g/l
K2HPO4 2,9g/l
Harnstoff 2,1g/l
L-Cystein 1g/l
MOPS 10g/l
Hefeextrakt 6 g/l
Natriumcitrat 2,9 g/l
Resazurin 0,002 g/l

Der pH-Wert wurde i.d.R. mit 10 M NaOH-Lésung auf 7.2 justiert.
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Tab. 19: Zusammensetzung der 100x GS2-Salzldsung.

MgCl2x 6H20 100g
CaClx x 2H.0 15¢g
FeSOa (1,25%; w/v) 1ml
MQ 100 ml

Tab. 20: Zusammensetzung GS2_CAA Medium.

KH2PO4 1,5 g/l
K2HPO4 2,9¢g/l
Harnstoff 2,1g/l
L-Cystein 1g/l
MOPS 10g/l
Hefeextrakt 1g/l
CAA 6g/l
Natriumcitrat 2,9 g/l
Resazurin 0,002 g/l

CAA, Casamino Acids

Des Weiteren wurde zur Nachahmung des natirlichen Habitats der zu analysierenden
Mikroorganismen, dem Biogasfermenter, Garrest (GR) dem Kultivierungsmedium zugesetzt. Hierzu
wurde, wie in Rettenmaier et al. (2019a) beschrieben, der GR direkt aus dem beprobten
Biogasfermenter, mesophil bzw. thermophil, entnommen. Zur Entfernung fester Bestandteile, welche
in der Kultivierung auf spezifischen Substraten keine Energie-Quelle darstellen sollten, wurde der GR
vor der Verwendung durch Nylongewebe (40 Denier) gepresst und im Anschluss 30 min bei 8.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Folgenden zweimal 20 min bei 6.000 rpm zentrifugiert. Zur
Entfernung von feinen Partikeln wurde der Uberstand auf 20% (v/v) verdiinnt mit Leitungswasser,
nochmals 20 min bei 6.000 rpm abzentrifugiert und anschieRend durch einen Faltenfilter (Whatman™
597 1/2) gefiltert. Dieser 20%-ige GR in Leitungswasser diente direkt als Medium (GR20-Medium; Tab.
21) oder wurde mit 1-2,5% (v/v) zu GS2-Medium zugegeben (GS2.5GR Medium).

Tab. 21: Zusammensetzung GR20-Medium.

Gérrest gefiltert 20% (v/v)
Cystein 1g/l
Leitungswasser 80% (v/v)

Zur langfristigen Aufbewahrung von aktiven Kulturen wurde 1 ml Glycerin-Lésung (Tab. 22) mit 1 ml

Bakterienkultur anaerob gemischt und bei -80 °C eingefroren.

Tab. 22: Zusammensetzung Glycerin-Losung.

Glycerin 50% (w/v)
Cystein 1g/l
Resazurin 2g/l
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Die Kultivierung der aeroben Organismen E. coli und B. subtilis erfolgte in LB-Medium (Tab. 23) mit

pH7.0.

Tab. 23: Zusammensetzung LB-Medium.
Hefeextrakt 5g/l
Trypton 10 g/l
NaCl 5g/l

2.4 Verwendete Mikroorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten, aber nicht im Zuge dieser Arbeit isolierten Mikroorganismen und

deren Bezugsquellen, sind in Tab. 24 zusammengefasst.

Tab. 24: Verwendete Mikroorganismen und deren Bezugsquelle.

Bakterienstamm Bezugsquelle

Clostridium thermocellum TU Minchen, Lehrstuhl fiir Mikrobiologie, Freising, Deutschland

ATCC 274057

Bacillus subtilis W23 TU Minchen, Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Freising, Deutschland
Escherichia coli DSM 300837 TU Minchen, Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Freising, Deutschland
E.coli K13 Landesamt fiir Landwirtschaft, Abteilung Qualitatssicherung und

Untersuchungswesen, Freising, Deutschland

2.5 Anreicherung und Isolierung von cellulolytischen Mikroorganismen aus Biogas

Fermentern

2.5.1 Probennahme aus Biogas Fermentern

Zur Probennahme von mikrobiologischen Proben aus den Fermentern wurde eine kleine Menge
frischer Fermenterinhalt, hier genannt Garrest (GR), entnommen und diese zur Anreicherung
cellulolytischer Organismen im Labor weiterverwendet. Zudem erfolgte eine Anreicherung
cellulolytischer Organismen direkt im Fermenter. Hierzu wurde analog der in sacco (IS) Methode nach
Mohamed und Chaudhry (2008) die Modifikation nach Koeck et al. (2016b) angewandt: Es wurden
jeweils zwei Nylon-Sackchen (5x10 cm und einer PorengrofRe von 50 um) als biologische Replikate mit
2-3 g Filterpapierschnippsel (Whatman No.1) gefillt und diese fiir eine Inkubationszeit von 5 Tagen in
den Fermenter Uber den Keimtrager eingehangt. Die Sackchen wurden nach der Entnahme aus dem
Fermenter umgehend anaerob eingeschweifit und entweder zur Inokulation von
Anreicherungskulturen (siehe 2.5.2) oder zur Extraktion von Nukleinsduren (siehe 2.8.2) verwendet.
Dazu erfolgte zur Eliminierung von GR ein zweimaliger anaerober Waschschritt mit 0,9% NaCl (w/v),

um so mit den direkt an das Papier-anhaftenden Mikroorganismen weiter zu arbeiten.
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2.5.2 Anreicherung von cellulolytischen Mikroorganismen aus Biogasfermenterproben

Zur Anreicherung von cellulolytischen Mikroorganismen aus Biogasfermenterproben wurden jeweils
biologische Triplikate anaerob mit einer Spatelspitze frischem GR oder 100-300 mg gewaschenem
Papier aus der IS Voranreicherung (siehe ,2.5.1 Probennahme aus Biogas Fermentern®) in 10 ml
Medium inokuliert. Danach erfolgte eine serielle 1/10-Verdiinnung in der mit dem GR angeimpften
Flaschen bis die Verdiinnungsstufe 10® erreicht wurde. Die Anreicherungen mit der IS-Methoden
wurden zunachst nicht weiter verdinnt. Verwendet wurden jeweils drei verschiedene Medien, GS2,
GS2.5GR und GR20 (siehe ,2.3 Verwendete Medien”). Die Inkubation erfolgte, entweder mesophil
(37 °C) oder thermophil (50-55 °C), abhangig von der Betriebstemperatur des Fermenters. Wachstum
von Mikroorganismen wurde einerseits durch Triibung der Medienlésung (anwendbar nur bei GS2 und
GS2.5GR Medium) sowie durch die Gasbildung beobachtet. Zudem deutete Filterpapierabbau auf die

Aktivitat cellulolytischer Organismen hin.

2.5.3 Isolierung und Identifizierung von Mikroorganismen in Reinkultur

Bakterien wurden aus Anreicherungen (siehe 2.5.2) mit deutlichem Papierabbau isoliert. Hierzu wurde
die hochste Verdiinnung mit cellulolytischer Aktivitat Gberimpft und erneut seriell in Schritten von
1/10 verdinnt, und zudem auf entsprechendem Festmedium, je nach Wachstumsdichte in
Verdiinnungen von 10*107, ausgestrichen. Die Agarplatten wurden mit temperiertem (42 °C,
mesophil, bzw. 60 °C, thermophil) Top-Agar Uberschichtet. Durch Bildung von Klarhéfen im Top Agar
konnten einzelne cellulolytische Kolonien mit Hilfe einer sterilen Kaniile von der Platte gepickt und in
frisches Flussigmedium Uberfihrt werden. Nach erneuter Inkubation wurde die cellulolytische

Eigenschaft der Kultur Giberpriift.

Die Identifizierung cellulolytischer Kulturen erfolgte molekularbiologisch iber die Amplifizierung der
bakteriellen 16S rRNA (siehe ,2.8.4 Amplifikation von Zielgenen liber Polymerasekettenreaktion®) aus
genomischer DNA (gDNA) (siehe ,2.8.2 Extraktion von Nukleinsduren”) und anschlieBender Sanger-
(siehe ,,2.9.1 Sanger-Sequenzierung von PCR-Produkten”) oder Hochdurchsatz-Sequenzierung (siehe
,2.9.2 Hochdurchsatz-Sequenzierung von PCR-Produkten”). Mit den generierten Sequenzdaten
wurden ein Abgleich zu 6ffentlichen Datenbanken (NCBI, EzBioCloud) durchgefiihrt (siehe ,2.10.2

Verwendete Datenbanken®).

Wichtige Isolate wurden bei zwei internationalen Stammsammlungen hinterlegt und sind unter
,Hinterlegung neuartiger Isolate in internationalen Stammsammlungen” zusammengefasst. In dieser
Arbeit wurde hierzu mit den Stammsammlungen in Deutschland (DSMZ, Braunschweig, Deutschland),
Spanien (Spanish Type Culture Collection (CECT), Valencia, Spanien) und Japan (Japan Collection of

Micoorganisms (JCM), Ibaraki, Japan) zusammengearbeitet.

40



2.6 Mikrobiologische Arbeiten zur Charakterisierung ausgewahlter Isolaten

2.6.1 Optische Bestimmungen der Kolonie- und Zellmorphologie

Lichtmikroskopische Untersuchungen wurden am Axio Scope.Al Mikroskop bei 1.000-facher
VergrofRerung zur Bestimmung der Zellform, Motilitat, der Sporenbildung oder Beobachtungen nach
Gram-Farbung durchgefiihrt (2.6.2 Ermittlung des Gram-Verhaltens). Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Prof. Dr. Andreas Klingl am Lehrstuhl fir pflanzliche
Entwicklungsbiologie und Elektronenmikroskopie der Ludwig-Maximilian-Universitait Minchen in
Planegg-Martinsried, Deutschland. Es wurde sowohl Rasterelektronenmikroskopie (SEM, engl.
Scanning Electron Microscope), welche Oberflachen von Strukturen mit Langen bis 50 nm auflést, als
auch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), welche eine Auflésung subzelluldrer Strukturen bis
zu 0,1 nm erlaubt, durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung erfolgte aus Fllssigkulturen am Lehrstuhl fir
pflanzliche Entwicklungsbiologie und Elektronenmikroskopie: fir TEM am EM912 erfolgte eine
Negativkontrastrierung mit 2% (w/v) Uranyl-Acetat nach Klingl et al. (2011); fiir SEM am Auriga wurden
die Kulturen mit 2.5% (w/v) Glutaraldehyd chemisch fixiert, Gber Aceton-Waschschritte entwdssert,

kritisch-Punkt-getrocknet und mit Platinum (iberschichtet (Schuster et al. 2019).
2.6.2 Ermittlung des Gram-Verhaltens

Gram-Farbung

Ein Tropfen Bakteriensuspension wurde aerob auf einem Objekttrager mit einem Tropfen
Reinstwasser (MQ) suspendiert und anschlieBend hitzefixiert. Nach Farbung fir 3 min mit
Kristallviolett (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde mit Lugol‘scher Losung nachgespiilt und 2 min
inkubiert. Die Lugol‘sche Losung (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde mit MQ abgespult und mit
einer Entfarbe-Losung aus Ethanol und Aceton (80:20 v/v) 15 s entfarbt, ehe nochmals mit MQ gesplilt
und anschlieRend fiir 1 min mit Safraninlésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) gegengefarbt wurde.
Die gefarbten Zellen wurden im Anschluss lichtmikroskopisch im Hellfeld bei 1.000x VergrofRerung
mittels Olimmersion am Axio Scope.Al (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) untersucht. Gram-positive
Bakterien behalten aufgrund ihrer dicken mehrschichtigen Peptidoglykanschicht die dunkelblauen
Farbkomplexe der ersten beiden Farbeschritte. Die Peptidoglykanschicht Gram-negativer Bakterien ist
dagegen einschichtig und diinn, weshalb die Farbkomplexe mit Ethanol ausgewaschen werden und die
Zellen nach Gegenfarbung mit Safranin rétlich erscheinen. Die Stdmme E. coli DSM 30083 (Gram-
negativ) und B. subtilis W23 (Gram-positiv) wurden als Kontrollen fiir eine erfolgreiche Farbung

mitgefihrt.
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KOH-Test

Der KOH-Test bietet neben der Gram-Farbung ein weiteres Verfahren zur Bestimmung des zelluldren
Gram-Verhaltens. Hierzu wurde etwas Zellmaterial von Platte anaerob in einer 3%-igen (w/v) KOH-
Losung suspendiert. Die diinne Peptidoglykanschicht Gram-negativer Bakterien lysiert und somit wird
deren chromosomale DNA freigesetzt. Dadurch erhoht sich die Viskositat der Losung und Fadenbildung
ist zu beobachten. Gram-positive Zellen lysieren aufgrund ihrer dickeren Peptidoglykanschicht nicht;
somit bleibt die Viskositit der wéssrigen Lésung unverindert. Die Stimme E. coli DSM 30083" (Gram-

negativ) und B. subtilis W23 (Gram-positiv) wurden als Kontrollen mitgefiihrt.

2.6.3 Bestimmung der optimalen Wachstumsbedingungen

Die Bestimmung des Wachstums erfolgte je nach Organismus nach 2-7 Tagen photometrisch. Es wurde
entweder die optische Dichte bei 600 nm (ODgoo) oder die Gesamt-Zellproteinmenge eines thermisch
lysierten Zellpellets (20 min bei 95 °C im Wasserbad suspendiert in 1% CHAPS (w/v), pH 11) nach
Bradford (Bradford 1976; Compton und Jones 1985) bestimmt.

Temperatur-Optimum

Zur Bestimmung der optimalen Wachstumsbedingungen wurde zunachst die optimale
Wachstumstemperatur mit 2-3 biologischen Replikaten und zwei unabhangigen Versuchsdurchgangen
durchgefiihrt. Der Temperaturbereich wurde zunachst in 5 °C-Schritten eingegrenzt und zum Teil
wurde ein genaueres Optimum in 2 °C Schritten bestimmt. Alle weiteren Wachstumsversuche wurden

bei der optimalen Wachstumstemperatur durchgefihrt.

pH-Optimum

Zur Bestimmung des optimalen pH wurde GS2-Medium mit pH 5 bis pH 9.5 mit den Puffer-Substanzen
Natriumacetat Trihydrat, MOPS und TRIS (Tab. 25) hergestellt. Nach dem Autoklaviervorgang wurde
der pH erneut gemessen und bei Bedarf auf die finalen pH-Werte nachjustiert (Tab. 26). Alle weiteren

Wachstumsversuche wurden bei dem optimalen pH durchgefihrt.

Tab. 25: Eingesetzte Puffersysteme.

pH-Bereich 50-5,5 6,0-38,0 8,5-9,5

Puffer (50 mM) Natriumacetat Trihydrat MOPS TRIS
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Tab. 26: Gemessene und eingestellte pH-Werte vor und nach dem Autoklavieren.

Eingestellter pH (vor dem Gemessener pH (nach dem Eingestellter pH (nach dem
Autoklavieren) Autoklavieren) Autoklavieren)
5,0 6,2 51
5,5 6,6 5,7
6,0 6,4 6,1
6,5 6,7 -

7,0 7,1 -

7,5 7,7 -

8,0 7,7 -

8,5 8,7 -

9,0 9,1 -

9,5 9,4 -

Hitze-Resistenz / Sporenbildung

Der Test auf Hitzeresistenz bzw. Sporenbildung erfolgte mittels Pasteurisierung fiir 10 min bei 60, 70
oder 80 °C im Wasserbad. Wachstum wurde nach maximal 2 Wochen Inkubation in pasteurisierten

und, zur Kontrolle, nicht erhitzten Kulturen dokumentiert.

NaCl-Toleranz
Fiir die Ermittlung der maximal tolerierten Salzkonzentration wurde vor dem Autoklavieren dem GS2-
Medium (enthélt 0,29% w/v Na*) zusatzlich 0,2 bis 10% (w/v) NaCl hinzugefligt und das Wachstum

nach maximal 2 Wochen dokumentiert.

2.6.4 Bestimmung der Verwertung von C-Quellen

Screening mit AN Micro PlatesTM

AN Micro Plates™ wurden fiir das Screening von 95 biochemischen Test zur Charakterisierung
ausgewahlter Spezies nach Hersteller-Angaben verwendet. Die Anzucht der Mikroorganismen erfolgte
auf Biolog Universal Anaerobe (BUA)-Agar fir 3-5Tage anaerob bei 37 °C. Die Inokulation der
Testplatte erfolgte nach Hersteller-Angaben und wurde im Anschluss fiir 48 h anaerob bei 37 °C
inkubiert. Die Auswertung erfolgte visuell, sowie mit dem Absorptions-Mikroplatten-Reader Sunrise™
bei 595 nm. Getestet wurde jeweils in biologischen Duplikaten. Als positiv gewertet wurden

Reaktionen, die in beiden Versuchsdurchgangen einen eindeutigen Farbumschlag zeigten.

Wachstumsversuche

Zur Bestimmung des Wachstums auf verschiedenen C-Quellen (Tab. 7) erfolgte die Kultivierung in
10 ml GS2 mit i.d.R. 0,5% (w/v) C-Quelle fur ein bis maximal 14 Tage bei der optimalen
Wachstumstemperatur. Unlosliche C-Quellen (Cellulose, Starke, Pectin, Xylan) wurden vor dem
Autoklavieren abgewogen und dem Medium zugegeben. Getestet wurde in biologischen Duplikaten
oder Triplikaten, welche stark verdinnt (1:50 oder 1:100) aus einer gut bewachsenen Vorkultur
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angezogen wurden. Wachstum wurde in zwei unabhangigen Versuchsdurchgangen optisch durch die
dichtere Tribung im Vergleich zu einer unbeimpften Mediums-Kontrolle sowie vermehrter Gasbildung
beurteilt. Bewachsene Kulturen wurden hinsichtlich der Stirke des Wachstums (ODeoo oder
Bestimmung der Gesamt-Zellproteinmenge nach Bradford (1976)) und Compton und Jones (1985)
bewertet und zur Verifizierung erneut bei gleichen Bedingungen tiberimpft. Weiterfiihrende Analysen

erfolgten je nach Organismus mit der 1. oder 2. Uberimpfung.

Quantifizierung verbleibender C-Quellen

Die Quantifizierung verbleibenden Substrates nach der Kultivierung ausgewahlter Isolate erfolgte
einerseits Uber die Quantifizierung reduzierender Enden I6slicher C-Quellen oder dem Anthron-Assay

nach Dische (1962) zur Quantifizierung von verbliebenem Cellulosepulver nach saurer Hydrolyse.

- DNSA-Assay

Die Quantifizierung loslicher C-Quellen (z.B. Glucose, Xylose oder Cellobiose) im Kulturiberstand
erfolgte Uber die Quantifizierung reduzierender Ende mittels 3,5-Dinitrosalicylsdure nach Miller (1959)
in Modifikation nach Koeck et al. (2015b). Zu 50 pl Kulturiiberstand in entsprechenden Verdiinnungen
wurde 75 pl DNSA-L6sung gegeben und der Reaktionsansatz fiir 5 min bei 95 °C im PCR Thermocycler
gekocht. Im Anschluss wurde die OD bei 540 nm (Absorptions-Mikroplatten-Reader Sunrise™, Tecan
Group Ltd.) von 100 pl Reaktionsansatz gemessen. Die Quantifizierung erfolgte einerseits anhand eines
externen Standards der gleichen C-Quellen im linearen Konzentrationsbereich, sowie relativ von einer

bewachsenen Kultur zu einer nicht beimpften Mediums-Kontrolle. (Rettenmaier et al. 2020c)

- Anthron-Assay

Die Etablierung und Durchfiihrung des Anthron-Assays erfolgte im Rahmen der Betreuung der
Masterarbeit von Schneider (2019) am Lehrstuhl fiir Mikrobiologie. Bestimmt wurde die cellulolytische
Aktivitat Gber die Quantifizierung des verbleibenden Substrates. Hierzu wurde das verbleibende
Cellulose-Pulver MN301, aus 2-4 ml Kultur oder Mediums-Kontrolle abzentrifugiert, gewaschen (2mal
mit 1 ml MQ) und getrocknet (1 ml EtOH, 50 °C), mit 175 pl Schwefelsdure (72% v/v) fur 1 h bei
Raumtemperatur (RT) zu Furfural und Hydroxymethylfurfural, welche mit dem Anthron-Reagenz in
einer Farbstoffbildung reagieren (Dische 1962), hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden mit MQ auf 1 ml
Reaktionsvolumen aufgefiillt und 30 min bei 100 °C gekocht. Gemessen wurde die Absorption bei
620 nm (Absorptions-Mikroplatten-Reader Sunrise™) von 100 pl Probe mit 200 ml eiskaltem Anthron-
Reagenz (0,2% w/v in 96% v/v H2S04) nach Inkubation (30 min, 80 °C im Wasserbad). Quantifiziert

wurde anhand eines Glucose-Standards im Bereich 0,02-0,2 mg/ml. (Rettenmaier et al. 2020c)
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Im Anschluss konnte die cellulolytische Aktivitat einer Kultur im Vergleich zur unbeimpften Mediums-

Kontrolle wie folgt berechnet werden:

c ums—
cellulolytische Aktivitat (%) = (1 _ ~Glukose Mediums K‘mm’”e) -100

C Glukose Kultur

Formel 1: Berechnung cellulolytischer Aktivitdt nach Anthron-Assay nach Rettenmaier et al. (2020c).

- Dinnschicht-Chromatographie

Die Uberpriifung der Verwertung der von den lIsolaten genutzten C-Quellen erfolgte (ber
Dinnschichtchromatographie (DC). Aufgetragen wurde 1 pl Kulturliberstand bewachsener Kulturen,
1 pl einer Mediums-Kontrolle (0,5% w/v C-Quelle in GS2 Medium), sowie eine Zuckerlésung (0,1-0,25%
w/v) als Standard auf eine Kieselgelplatte (Kieselgelplatten TLC Silica gel 60, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland). Als Laufmittel wurde Acetonitril:H,O (80:20, v/v) oder eine Gemisch aus Ethanol, n-
Butanol und H,O (5:4:1; v/v/v) verwendet. Die Farbung jeder Platte wurde mithilfe des
Reagenzspriihgerats Chromalet DS 20 mit 4 ml DC-Farbelosung (Tab. 13), welche im Verhaltnis 1:10
mit 85%-iger Phosphorsdure (HsPOa) versetzt wurde, durchgefiihrt. Durch einen anschliefenden

Hitzeschritt wurden die Platten fiir ca. 5 min auf einer Heizplatte bei 200 °C entwickelt.

2.6.5 Bestimmung fllichtiger Metabolite via Gaschromatographie

Zur Bestimmung freigesetzter Metabolite in Kulturiiberstand-Proben wurde Gaschromatographie (GC)
wie in Koeck et al. (2015b) beschrieben (GC-2010) angewandt oder am Gaschromatograph Nexis GC-
2030 mit einer 30 m Stabilwax®-Sdule (Durchmesser 0,25 mm und 0,25 um Filmdicke) und 1 pl
Injektionsvolumen der Probe bei einer Injektionstemperatur von 250 °C und einem Split von 1:10
durchgefiihrt. Die Uberstiande wurden zur Probenaufbereitung aufgetaut, erneut zentrifugiert (13.000
rom, 20 min, RT, Zentrifuge Biofuge Pico) und in ein neues Mikroreaktions-gefall transferiert.
Gemessen wurde in einem 500 ul Ansatz in den Verdiinnungen 1:2-1:10 mit 0,05% (w/v) 1-Propanol
als internen Standard in MQ (pH 2, eingestellt mit konzentrierter HCl). Zur Bestimmung der Art und
Konzentration der im Probeniberstand befindlichen freien Metabolite wurde ein externer
Standardmix aus jeweils 0,5% (w/v) Ethanol, Butanol, 2-Propanol, Propionsdure, Methanol, Isobutanol,
Essigsaure, Buttersaure und Aceton eingesetzt. Folgendes Temperaturprogramm wurde verwendet:
42-50 °C fiir 4 min, 50-240 °C fiir 7 min, 240 °C fiir 1 min, Flammenionisationsdetektor bei 260 °C. Die
Quantifizierung der identifizierten Bestandteile erfolgte nach Abzug der Messwerte der Negativproben

(unbeimpftes Medium). Zudem wurden lediglich Konzentrationen Gber 0,01% (w/v) gewertet.
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2.6.6 Bestimmung von zelluldren Fettsduren und der Peptidoglykanstruktur

Die Bestimmung bakterieller Fettsdaureprofile, welches fiir vergleichende Charakterisierungen
verschiedener Spezies bei gleichen Kultivierungsbedingungen entscheidend ist (Tindall et al. 2010),
erfolgte durch die DSMZ, Braunschweig, Deutschland aus 15 mg gefriergetrockneter Zellmasse. Hierzu
wurde aus 0,5-1 | einer bakteriellen Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase und optimalen
Wachstumsbedingungen das Zellpellet Gber Zentrifugation (4.800 rpm, 8 °C, 10 min, Zentrifuge Rotina
420R) und zweimaligem Waschen mit 0,9% (w/v) NaCl hergestellt und zunichst bei -80 °C eingefroren.
Die Gefriertrocknung erfolgte am Lehrstuhl fiir Technische Mikrobiologie der TU Minchen offen in
einer Gefriertrocknungsanlage (Labconco Corporation) Uber Nacht. Die Arbeiten bei DSMZ
Braunschweig, Deutschland beinhalteten die Umwandlung der zelluldren Fettsduren zu
Fettsduremethylester (FAME, engl.: fatty acid methyl ester) Gber Verseifung und Methylierung nach
Kuyenkendall et al. (1988) und Miller (1982) sowie anschlieRender Analyse (iber GC. Auf Basis des
Sherlock Microbial Identification Systems (MIDI) erfolgte ein Datenbankabgleich des detektierten
Fettsduremusters. Der kalkulierte Similarity Index gibt die Ahnlichkeit des Fettsiduremusters des
Testorganismus zu einem Organismus der Datenbank mit 1,000 fiir eine 100%-ige Ubereinstimmung
zu einem bekannten Organismus an (http://www.midi-inc.com/pdf/MIS_Similarity _Index.pdf, Stand

August 2020).

Die Bestimmung der Peptidoglykanstruktur, welche vor allem fiir die Beschreibung neuer Genera
Gram-positiver Bakterien wichtig ist (Tindall et al. 2010), erfolgte aus 3-4 g feuchter Zellmasse
resuspendiert in Isopropanol:MQ (1:1, v/v) Gber GC/MS durch die DSMZ, Braunschweig, Deutschland
nach Schumann (2011). Das Zellpellet wurde aus 0,5-11 einer Kultur in der logarithmischen
Wachstumsphase und optimalen Wachstumsbedingungen Gber Zentrifugation (9.0006, 8 °C, 15 min)

und zweimaligem Waschen mit 0,9% (w/v) NaCl hergestellt.
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2.7 Proteinbiochemische Arbeiten zur Charakterisierung ausgewahlter Isolate

2.7.1 Féllung und Renaturierung von Uberstand-Proteinen

Die jeweiligen Kulturen wurden zentrifugiert (20 min, 4 °C, 4.500g) und der Kulturliberstand erneut
zentrifugiert. Die gesattigte Ammoniumsulfat Lésung wurde bei 4 °C unter Rihren, tropfchenweise zu
dem Kulturiberstand bis zu einer Endkonzentration von 60% (v/v) zugegeben. Die L6sung wurden Gber
Nacht bei 4 °C weitergeriihrt und am Folgetag zentrifugiert (30 min, 4 °C, 4.500g). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 25 ml 1x MOPS, pH 6,5 (Tab. 11) mit 60% (v/v) gesattigter

Ammoniumsulfatlésung resuspendiert.

Zur Renaturierung der Proteine wurden je 4 ml der Ammoniumsulfat-Suspension zentrifugiert (15 min,
4 °C, 20.800g), der Uberstand verworfen und das Proteinpellet in 100 pl 1x MOPS, pH 6,5 (Tab. 11)
resuspendiert. Zur Renaturierung der Proteine wurden die Lésungen vor Gebrauch ber Nacht bei 4 °C
gelagert. Die Proteinkonzentration wurde spektrophotometrisch am BioSpektrometer® fluorescence

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt.

2.7.2 SDS-PAGE

Zur Analyse sekretierter Proteine ausgewahlter Kulturen wurde die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) durchgefihrt. Hierfir wurden
Kulturiiberstande (15 ul Uberstand) mit 5 pl 4x Auftragspuffer (Tab. 14) gemischt und 5-15 min bei
95 °Cinkubiert. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte pro Gel (Tab. 15) bei 15 mA
fir 1,5 bis 1,75 h in Laufpuffer (Tab. 16) mit 10 ul Probe und 4 pl Langenstandards Page Ruler
prestained. Die Farbung des Gels erfolgte Gber 0,05% (v/v) Coomassie-Brilliantblau G-250, 10% (v/v)
Essigsaure und 25% (v/v) Ethanol schwenkend fiir 30 min bei RT. Die Entfarbung erfolgte mit 10%-iger
wassriger Essigsdure (v/v) ebenfalls schwenkend bei RT fiir 30 min. Danach wurden die Gele gescannt

und ausgewertet.
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2.7.3 Analyse von sekretierten Proteinen via Massenspektroskopie

Massenspektrometrische Analysen wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Christina Ludwig am
Bayerischen Zentrum fir Biomolekulare Massenspektrometrie (BayBioMS), TU Minchen, Freising,
Deutschland durchgefiihrt. Vorbereitende Arbeiten, wie die Anzucht der Kulturen, erfolgten am

Lehrstuhl fiir Mikrobiologie, TU Miinchen, Freising, Deutschland.

Probenherstellung

Die Anzucht erfolgte in biologischen Triplikaten in 10 ml GS2-Medium (Tab. 18) oder GS2_CAA-
Medium (Tab. 20). Nach 7 Tagen, wurde 2 ml Kultur abzentrifugiert (30 min, 5.000 rpm, 8 °C), der
Uberstand in ein frisches Eppendorf-Tube iiberfiihrt und erneut zentrifugiert (5 min, 13.000 rpm, 8 °C).
Aliquots mit 15 ul Uberstand und 15 pul SDS-Probenpuffer (4x-konzentriert; Tab. 14) wurden fiir 15 min

bei 95 °C inkubiert und direkt analysiert oder bei -20 °C gelagert.
LC-MS/MS

Die Arbeiten am BayBioMS beinhalteten eine in-Gel (NUPAGE 4-12% Bis-Tris Protein Gel, 3 min
Einlaufzeit) Reduzierung (50 mM DTT), Alkylierung (10 mM Chloracetamid) und einen Trypsin Verdau
(Trypsin-Gold, Promega) nach Shevchenko et al. (2006). Die Tandem Massenspektrometrie mit
vorgeschalteter Flissigchromatografie (LC-MS/MS) erfolgte mit 5 pl Peptidprobe nach Trocknung der
Probe und Aufnahme in 20 ul Ameisensaure (0,1% w/v). Nach nano electrospray ionization erfolgte die
massenspektrophometrische Detektion im Modus Data-dependend-aquisition und positiven
lonisierungsmodus. Die detektierten Oligopeptide wurden mittels MaxQuant (Version 1.6.3.4) und
dessen Suchmaschine Andromeda (Cox et al. 2011; Tyanova et al. 2016) basierend auf den automatisch
annotierten Proteinsequenzen des zu analysierenden Organismus mit Trypsin als proteolytischen

Enzym ohne match-between-run identifiziert und quantifiziert.
2.8 Molekularbiologische Arbeiten mit Nukleinsauren

2.8.1 Primer

Zur Amplifikation von Zielgenen wurden in dieser Arbeit folgende Primer verwendet (Tab. 27). Die

Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch Eurofins Genomics MWG, Ebersberg, Deutschland.

Zur Anwendung in der Hochdurchsatz-Sequenzierung von PCR-Produkten (16S rRNA Gene oder GH48
Gene; siehe 2.9.2) wurden folgende Adapter-Sequenzen angefiigt: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTA-
TAAGAGACAG (Forward) bzw. GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG (Reverse).
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Tab. 27: Verwendete Primer.

ID Sequenz Zielgen / Anwendung Referenz
616F AGAGTTTGATYMTGGCTC
Bakterielle 16S rRNA Juretschko et al.
630R CAKAAAGGAGGTGATCC (1998)
341F CCTACGGGNGGCWGCAG Bakterielle 16S rRNA, V3-  Klindworth et al.
785R GACTACHVGGGTATCTAATCC v4 (2013)
Lebuhn et al. (2014a)
F919mod GAATTGACGGGGRYCCGCACAAG modifiziert nach Rudi
Bakterielle 16S rRNA, V6- et al. (1997)
V8 Lebuhn et al. (2014a)
R1378mod CGGTGTGTACAAGRCCCGRGAACG modifiziert nach Costa
et al. (2006)
Cel48_490FI T[IJATGGTTGAAGCTCCDGAYTAYGG Rettenmaier et al.
. (2020b) modifiziert
Bakterielle GH48
Cel48_920RI CCAAA[I]CCRTACCAGTTRTCAACRTC nach Pereyra et al.
(2010)
Celas-Mix2F 1.6 verschiedene Forward-Primer; .
sieche Tab. A1 . Rettenmaier et al.
- - Bakterielle GH48
Cela8-Mix2R 9 verschiedene Reverse-Primer; (2020b)
sieche Tab. A1
S4MN4 N1 CCTGAAGCTTTTCATCAGAATA .
Genom MD1 Contig 1
S4MN4 Nlc CCCATGTCCGAGAGTTTATAA
SAMN4 N2 CCCTTCAGGAGTTCCATAAA
Genom MD1 Contig 2
SAMN4 N2c GGAGTACTTCTCTATTCCAATA
Eigene Arbeit in
MD1_End_F2
- = CCAGATTCTTCAGAACGCAG it mi
(EF2) Genom MD1 Verbindung Eusanl;mBer:ﬁrbelt mit
Contig 2 zu 1 uca Di Bello
:\SIR);)_End_RZ TTCTCCATCTATCTTAAGGCAC ontig 2 zu (Bachelorarbeit)
MD1_Start F1
- - GATCCAATTCTTGGACCGGAG
(SF1) Genom MD1 Verbindung

MD1_Start_R2
(SR2)

GTTCTATGGTTTTCCAGCCCC

Contig 1 zu 2

Sanger-Sequenzierung

16S_MD1 AACGATGAATACTAGGTGTTGGGGG 165 rRNA PCR MD1 Eigene Arbeit
F_MA18_ 16S ATGTCGTAGCCCTTCGGGG Spezifischer Nachweis

der 165 rRNA von Schmidt (2019)
R_MA18 _16S CCACTTTACAGCTTTGCTTCTCATTG Ruminiclostridium

herbifermentans MA18T
F_MAS8_Hel4 TGCAATTGAATGGGAGCCAGG Spezifischer Nachweis

eines GH16 Gens von Schmidt (2019)
R_MA8 Hel4 CTTGATCAAATGGCGCTGGAAAAG

Clostridium sartagoforme

Degenerative Positionen sind entsprechend der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
Kodierung (International Union of Pure and Applied Chemistry 2009) angegeben: D, AGT; H, ACT; N, ATGC; R,
AG; V, ACG; Y, CT. |, Deoxy-Inosin.

49



2.8.2 Extraktion von Nukleinsduren

Ergebnisse aus der metagenomischen und metatranskriptomischen Analyse sind stark abhangig von
der Nukleinsdure-lsolierung, da die Extraktionsmethode, sowie nachfolgende Verfahren zur
Amplifikation, zu einer Verzerrung der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft fiihren kann (Sjoling S.,
Stafford W., Cowan D. A. 2006; Miao et al. 2014; Stagnati et al. 2017). Neben einer guten Ausbeute,
spielt auch die Qualitat der Nukleinsduren eine wichtige Rolle. Neben der MolekiilgroRe, welche tiber
eine Agarosegelelektrophorese oder, bei RNA, lber den RIN Wert (RNA Integrity Number, RIN)
bestimmt werden kann, wird auch die Verunreinigung mit Proteinen (Azso/As0) oder

Pufferbestandteilen wie Ethanol oder anderen Losungsmitteln (Azs0/A230) berlcksichtigt.

Extraktion von Nukleinsduren aus Fermenterproben (Lehrstuhl fir Mikrobiologie, TU Miinchen)

Nukleinsduren aus Fermenterproben wurden in dieser Arbeit entweder aus GR oder gewaschenen IS
Proben (2.5.1 Probennahme aus Biogas Fermentern) extrahiert. Hierzu wurde das Kit EURxX
GeneMATRIX DNA+RNA+Protein (Roboklon, Berlin, Deutschland) mit Abanderungen im Schritt der
Zell-Lyse verwendet. Die entsprechende Methode wurde von Bernhard Munk (Landesamt fir
Landwirtschaft, Freising, Deutschland) entwickelt und ist in gemeinsamen Publikationen im Detail
beschrieben (Rettenmaier et al. 2020c; Rettenmaier et al. 2020b). Zusammengefasst wird die Zell-Lyse
von ca. 300 mg Probe mit 300 ul ROTI-Phenol (Carl-Roth, Karlsruhe, Germany) in einem Lyse-Gefal}
(2 ml) mit der Lyse-Matrix E (MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland), bead-beating (2x20 s bei
5 m/s) und anschlieRender Zentrifugation (10 min, 10,000xg bei RT) durchgefiihrt. Klarer Uberstand
(100 p) wird mit 200 pL Lyse ALL und 300 pL DRP auf die DNA-Binde-Saule gegeben und weiterfihrend
nach Hersteller-Angaben (Roboklon, Berlin, Deutschland) mit den bereitgestellten Puffer-Losungen
gereinigt. DNA wurde in 40 pL Elutions-Puffer, RNA in 40 uL RNase-freiem Wasser (beides Roboklon,
Berlin, Deutschland) eluiert. Ausbeute und Reinheit der Extrakte wurde am BioSpektrometer®

fluorescence (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt.

Extraktion von Nukleinsduren aus Fermenterproben (AQU, LfL)

Des Weiteren wurde fir Hochdurchsatz-Sequenzierungen im Verbundprojekt Modisto aus
ausgewahlten Fermenterproben DNA und RNA am LfL, Abteilung AQU, Bernhard Munk, extrahiert.

Hierfir wurde die DNA und RNA jeweils nach spezifischen Protokollen extrahiert.

- DNA-Extraktion nach Griffiths et al. (2000)

Die DNA-Extraktion basiert auf einem Protokoll nach Griffiths et al. (2000). Die in RNAlater
stabilisierten Proben wurden 2mal mit je 1 ml KCl-Lésung (0,85% w/v) gewaschen und der Uberstand
jeweils verworfen. Das gewaschene Pellet wurde in ein Lyse-GefaR (2 ml) mit der Lyse-Matrix E (MP

Biomedicals, Eschwege, Deutschland) mit 200 ul Extraktionspuffer (60°C) und 200 pl
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Phenol:Chloroform:lsoamyl-Alkohol (25:24:1 v/v) Uberfihrt und nach 5 s bei 6 m/s bead-beaten fiir 5
min auf Eis gekiihlt. Der Uberstand wurde nach Zentrifugation (10 min; 15.000g, 4 °C) in ein steriles
Eppendorf-Tube Uberfiihrt und der Lyse-Schritt mit dem Zellpellet erneut wiederholt. Zum Schluss
wurde 500 pl Phenol:Chloroform:lsoamyl-Alkohol (25:24:1 v/v) dem Pellet zugegeben und 10 min
geschwenkt, und auch dieser Uberstand nach erneuter Zentrifugation mit den Uberstinden aus
Zentrifugation 1 und 2 zusammengefiihrt. Dieser Uberstand wird 2mal mit 500 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v; Carl-Roth, Karlsruhe, Germany) gewaschen und zentrifugiert.
Die Prazipitation der Nukleinsduren erfolgte aus der wassrigen Phase mit doppeltem Volumen
Prazipitationspuffer fiir 2 h bei 4 °C. Nach Zentrifugation (30 min; 18.000g, 4 °C) wurde 2mal mit
eiskalten Ethanol (70% v/v) gewaschen und das Pellet bei RT getrocknet. Zur Hydratisierung in 50 pl
DNase- und RNase-freiem H,O wurde das Pellet 5 min bei 65 °C schiittelnd erhitzt und im Anschluss

auf Eis gestellt.

Zur Gewinnung von RNA-freier DNA wurde im Anschluss an die Extraktion ein RNase-A Verdau
durchgefiihrt. Dieser erfolgte durch Zugabe von 10 pl RNase A zu 200 pl Probe und anschlieBender
Inkubation fir 60 min bei 37 °C. Die erneute Fallung der DNA erfolgte nach Zugabe von 20 pul Na-Acetat
(3 M) und 200 pl Isopropanol (100%), Schwenken fiir 2 min bei RT und Zentrifugation (20 min; 18.000g,
4 °C). Das DNA-Pellet wurde mit 700 pl eiskalten Ethanol (70% v/v) gewaschen, bei RT getrocknet und
in 150 ul DNase- und RNase-freiem H,O mit erneutem Hitzeschritt (5 min bei 65 °C) geldst. Die

Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C.

- RNA-Extraktion mit Trizol

Die in RNAlater-stabilisierten Proben wurden 2mal mit je 1 ml KCI-Lésung (0,85% w/v) gewaschen und
der Uberstand jeweils verworfen. Das gewaschene Pellet wurde in ein Lyse-GefaR (2 ml) mit der Lyse-
Matrix E mit 500 pl Trizol transferiert. Es folgte 2mal 10 s bei 6 m/s bead-beaten (Fast Prep 24 Bead
Beater) und anschlieRende Zentrifugation (10 min; 12.000g, 4 °C). Im Anschluss folgte eine kurze
Inkubation (2-3 min) bei RT und Zentrifugation (15 min; 12.000g, 4 °C). Der Uberstand wurde jeweils
in ein steriles Eppendorf-Tube zusammengefiihrt und 500 ul Isopropanol zugegeben. Es folgten 10 min
bei RT und Zentrifugation (10 min; 12.000g, 4 °C). Das Pellet wurde in 1 ml eiskalten Ethanol (70% v/v)
gewaschen, zentrifugiert (5 min; 7.500g, 4 °C) und in 50 pl RNase-freiem H,O mit einem Hitzeschritt

(10 min bei 55 °C) gelost und danach auf Eis gekiihlt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

Zur Gewinnung von DNA-freier RNA wurde ein DNase-Verdau mit Turbo DNA-free Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) nach Hersteller-Angaben durchgefihrt. Zuséatzlich wurden PCR-
Inhibitoren tber das OneStep PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo Research, Freiburg Deutschland) nach

Hersteller-Angaben entfernt.
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- Extraktion von Nukleinsduren aus bakteriellen Kulturen

Die Extraktion von gDNA aus bakteriellen Kulturen erfolgte einerseits mit Hilfe des Monarch® Genomic
DNA Purification Kits (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) oder des DNA Soil Kits
(Roboklon, Berlin, Deutschland) jeweils aus einem Zellpellet aus 2 ml Flissigkultur, zentrifugiert (3 min,
13.000 rpm) und resuspendiert in 100 ul 1x PBS Puffer (Tab. 8). Die Zell-Lyse fiir die Extraktion mit DNA
Soil Kit erfolgte mechanisch in einem Lyse-GefaR (2 ml) mit der Lyse-Matrix E, bead-beating (2x20 s bei
5 m/s) und anschlieRender Zentrifugation (10 min, 10,000xg bei RT). Die Zell-Lyse fir die Extraktion
mit Monarch® Genomic DNA Purification Kit erfolgte enzymatisch durch die Zugabe von 5 ul Lysozym
(100 mg/ml) und 20 min Inkubation bei 37 °C. Die weiteren Schritte wurden jeweils nach

Herstellervorgaben durchgefihrt.

Des Weiteren wurden Zellpellets aus 1 ml bakterieller Fllssigkultur in 600 ul RNAlater an das ZIEL, Core
Facility Microbiome, TU Minchen, Freising (ibergeben, um weiterfihrend 16S rRNA
Amplikonsequenzierungen durchzufiihren (2.9.2 Hochdurchsatz-Sequenzierung von PCR-Produkten).
Dazu wurde am ZIEL, Core Facility Microbiome, TU Minchen, Freising zunachst folgende gDNA
Extraktion durchgefiihrt: Zu den homogenisierten Proben wurden 250 pl 4 M Guanidiniumthiocyanat,
500 ul 5%-iges (w/v) Lauroylsarcosin Natriumsalz gegeben und 60 min bei 37 °C im schiittelnd
(700 rpm) inkubiert. Die Zell-Lyse erfolgte mechanisch Uber beat-beating mit Hilfe von 500 mg
Glasperlen (3x6,5m/s fur 40s; FastPrep von MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland). Nach
Behandlung mit 15 mg Polyvinylpyrrolidon, Vortexen und Zentrifugation (15.000g, 3 min, 4 °C) wurde
der Uberstand mit RNase (finale Konzentration 10 mg/ml) 20-50 min bei 37 °C schiittelnd (700 rpm)
inkubiert. Die Reinigung der DNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery
Nagel, Diiren, Deutschland) nach Herstellerprotokoll. Die Konzentration und Reinheit wurde am

NanoDrop (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt.

Fir die Hochdurchsatz-Sequenzierung bakterieller Genome (siehe ,2.9.3 Hochdurchsatz-
Sequenzierung von gDNA aus Reinkulturen”) wurde aus bakteriellen Kulturen hochmolekulare gDNA
Uber zwei verschiedene Methoden extrahiert. Einerseits wurde Kit-basiert mit dem MagAttract HMW
DNA Kit (Qiagen, Hilde, Deutschland) aus 2-10 ml bakterieller Kultur nach Herstellerangaben
extrahiert. Anderseits wurde aus groReren Mengen bakterieller Kulturen (50-100 ml) nach
Rettenmaier et al. (2020c) basierend auf einer enyzmatischen Zell-Lyse und nachfolgendem

Ausschtteln der DNA tber Choroform/Isoamylalkohol (Roti®-C/1) extrahiert.

2.8.3 Reverse Transkription von RNA zu cDNA

Zur Amplifikation von genspezifischer cDNA aus RNA wurde eine reverse Transkription (RT) mit dem
Affinity Script Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

nach Herstellervorgaben durchgefiihrt. Hierzu wurde zunéchst RNA aus drei Extraktionen (technische
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Replikate) volumengleich gepoolt und verbliebene DNA mit dem DNA-free Turbo Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) nach Herstellerangabe verdaut. Im Anschluss wurden je 5 ul RNA Probe
fir die RT mit Enzym bzw. MQ als Negativkontrolle verwendet. Die RNA Probe wurde zunachst mit
Mastermix 1 (Tab. 28) 5 min bei 65 °C und anschliefend 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde
7 ul Mastermix 2 (Tab. 28) zugegeben und die RT fiir 1 h bei 45 °C gefolgt von 15 min bei 70 °C im
Thermocycler durchgefiihrt. Als Primer wurden R1378mod (16S rRNA Gene, V6-V8) und cel48 930RI
oder cel48-Mix2R (GH48 Gene) verwendet (Tab. 27).

Tab. 28: Reaktionsansatz der RT.

Mastermix 1

Nukleasefreies H20 9,5 ul
Reverse-Primer (100 pmol/ul) 0,5-1 ul
Mastermix 2

dNTPs (je 10 uM) 2 ul
DTT 2 ul
Reverse Transkiptase / H.0 1l
RT-Affinity Script Buffer 2 ul

2.8.4 Amplifikation von Zielgenen Gber Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation von Zielgenen Gber Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden je nach Zielgen zwei
verschiedene DNA-Polymerasen eingesetzt. Als Template wurde 2 ul gDNA in Konzentrationen

zwischen 2-20 ng/ul oder genspezifische cDNA eingesetzt.

Die Amplifikation bakterieller 16S rRNA Genen (16S-rRNA-PCR) erfolgte durch die Phusion DNA-

Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Der Ansatz und das Temperaturprofil

wurden nach Herstellervorgaben entwickelt und sind in Tab. 29 und Tab. 30 zusammengefasst.

Tab. 29: 25 ul Ansatz der 16S-rRNA-PCR.

Phusion 0,25 ul
dNTPs (je 10 uM) 0,5 ul
Forward-Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
Reverse-Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
Template (2-20 ng/ul) 2 ul
Puffer 5xHF 5ul
MQ 14,75 ul

Tab. 30: Temperaturprofil der 16S-rRNA-PCR.

Temperatur Zeit Zyklen
98 °C 30s

98 °C 20s

57 °C 20s 30
72°C 45s

72°C 2 min
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Die Amplifikation bakterieller GH48 Gene (GH48-PCR) erfolgte liber die Platinum Tag DNA-Polymerase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und folgendem Temperaturprofil (Tab. 31). Der PCR

Ansatz (Tab. 32) wurde nach Herstellervorgaben entwickelt und in dieser Arbeit laufend optimiert.

Tab. 31: Temperaturprofil der GH48-PCR.

Temperatur Zeit Zyklen
98 °C 30s

98 °C 20s

60 °C 20s 26-30
72 °C 20s

72°C 2 min

Tab. 32: 25 ul Ansatz der GH48-PCR.

Platinum Tag 0,25 pl
dNTPs (je 10 uM) 0,5 ul
Forward-Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul
Reverse-Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul
Template (2,5-25 ng/ul) 2 ul
10xPuffer 2,5 ul
MgCl2 (50 mM) 3ul
MQ 15,75 pl

2.8.5 Agarosegelelektrophorese

Zur Visualisierung von gDNA oder einzelner, gezielt iiber PCR amplifizierter DNA-Abschnitte wurde eine
Agarosegelelektrophorese mit 1% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (Tab. 9) durchgefihrt. Das
analytische Gel wurde mit 4 pl Probe, gemischt mit 1 pl Auftragspuffer (Gel Loading Dye Purple),
beladen. Zuséatzlich wurde ein Langenstandard (3 pl GeneRuler 1 kb bzw. 1 kb Plus) aufgetragen. Die
Gelelektrophorese erfolgte fiir 40 min bei 100 V am EPS600. Zur anschlieBenden Visualisierung wurde
fir 10 min in 0,1% (v/v) Ethidiumbromid-Losung gefarbt und das Gel unter UV-Licht am Alphalmager

MINI analysiert.

2.8.6 Quantifizierung von Zielgenen Uber Polymerasekettenreaktion

Die Quantifizierung von GH48 oder 16S rRNA Genen in DNA oder cDNA erfolgte mittels quantitativer
PCR (qPCR). Die qPCR wurde nach den Temperaturprofilen in Tab. 33 und Tab. 34 am PCR-Cycler MxPro
(Agilent Technologies) am LfL durchgefiihrt. Eingesetzt wurden 2-3 ul Template in einem 25 ul Ansatz
(Tab. 35). Quantifiziert wurde anhand eines externen Standards und dem Fluoreszenz-Farbstoff
EvaGreen® (Jena Bioscience). Zur Quantifizierung von GH48 Genen wurde linearisierte Plasmid-DNA
PET24c:cel48S mit 50 ng/ul gDNA von E. coli als Hintergrund verwendet und die GH48-Genkopienzahl

anhand der eingesetzten Menge an Plasmid-DNA berechnet. Zur Quantifizierung von 16S rRNA Genen
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wurde thermisch lysierte E.coli K13 Suspension verwendet und die 16S rRNA-Genkopienzahl anhand

der most probable number Methode abgeschatzt.

Tab. 33: Temperaturprofil der GH48-qPCR.

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 10 min

95 °C 20s

60 °C 20s

40

72 °C 20s

83 °C+F 10s

95 °C+F 60 s

55 °C +F 30s

95 °C +F 20s

+F, Fluoreszenz-Messung nach diesem Schritt

Tab. 34: Temperaturprofil der 165-qPCR.

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 5 min

95 °C 15s

70°C 1 min 45

84 °C+F 10s

95 °C +F 60 s

55°C+F 30s

95 °C +F 20s

+F, Fluoreszenz-Messung nach diesem Schritt

Tab. 35: gPCR Ansatz

Platinum Tag 0,2 ul
dNTPs (je 10 uM) 0,5 ul
Forward-Primer (10-100 pmol/pul) 0,5 ul
Reverse-Primer (10-100 pmol/pul) 0,5 ul
Template (2,5-25 /ul) 2-3 ul
10xPuffer 2,5 ul
MgCl2 (50 mM) 3ul
EvaGreen 0,25-1 pl
MQ /DEPC-H,0 add to 25 pl

DEPC, Diethylpyrocarbonat

2.9 DNA Sequenzierung und Assemblierung

2.9.1 Sanger-Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung nach Sanger, oder auch Didesoxymethode oder Kettenabbruchmethode genannt,
ist eine etablierte, kostenglinstige Methode zur Sequenzierung von dsDNA und ssDNA und wurde
bereits im Jahr 1977 von Frederick Sanger und Kollegen entwickelt (Sanger et al. 1977). Die zu
sequenzierende DNA wird zu diesem Zweck in einen Vektor kloniert und mittels einer DNA-

Polymerase, vier verschiedenen Desoxyribonucleosid-5'-triphosphaten und des geeigneten Primers
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repliziert und Giber die Bestimmung der jeweils zuletzt eingefligten Base sequenziert (Tipu und Shabbir

2015).

Zur Analyse der Nukleotidsequenz von PCR-Produkten wurde in dieser Arbeit die PCR mit einem PCR-
Clean up Kits (QlAquick PCR Purification Mini-Elute, Qiagen, Hilden, Deutschland oder NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up, Machery Nagel, Diren, Deutschland) nach Herstellerangaben gereinigt und in MQ
eluiert. Im Anschluss wurde die Konzentration, sowie die Reinheit (Axso/A0 und Azso/Az30) am
BioSpektrometer® fluorescence bestimmt. Die DNA-Sequenzierung nach Sanger erfolgte entweder bei
Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) aus insgesamt 15 pl PCR Produkt mit einer Konzentration
von 10 ng/ul, oder bei GeneWiz (Leipzig, Deutschland) aus 5 ul PCR Produkt mit einer Konzentration
von 10-50 ng/ul. Zur Sequenzierung wurde einer der Primer, welcher zur Amplifikation der Ziel-DNA
diente, zu dem gereinigten PCR-Produkt wie folgt zugegeben: 2 ul Primer mit 10 pmol/ul (Eurofins
Genomics) oder 5 pul Primer mit 5 pmol/ul (GeneWiz). Die Auswertung und Assemblierung der
Sequenzier-Chromatogramme erfolgte mit Chromas v2.6.6 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane,

Australia).

2.9.2 Hochdurchsatz-Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Hochdurchsatz-Sequenzierung erfolgte mittels lllumina MiSeq Technologie, welche innerhalb der

Illumina-Sequenzier-Technologien eine hohe Read-Ldange (PE300) erreichen kann (Besser et al. 2018).

16S rRNA Amplikonsequenzierung

16S rRNA Amplikonsequenzierungen erfolgten am ZIEL, Core Facility Microbiome, TU Minchen,
Freising, Deutschland aus DNA und cDNA (2.8.3 Reverse Transkription von RNA zu cDNA) nach
standardisierten Methoden (Lagkouvardos et al. 2015). Amplikon-Bibliotheken der V3-V4 Region der
bakteriellen 16S rRNA Gene werden lber PCR [25 Zyklen; Primer 431F und 785R (Klindworth et al.
2013)] aus 24 ng DNA erstellt und tber AMPure XP (Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) gereinigt.
Die Sequenzierung erfolgte nach einer zweiten PCR nach Berry et al. (2011) im paired-end Modus
(PE275) an einer MiSeg-Anlage nach Herstellerangaben. Die Analyse der Rohdaten erfolgte mit der
IMNGS (engl. Integrated Microbial Next Generation Sequencing) Plattform bzw. dem NGS Toolkit
Version 3.3., welche vom ZIEL, Core Facility Mikrobiom bereitgestellt wurden. (Reitmeier et al. 2020b;

Reitmeier et al. 2020a)

- IMNGS.org

Diese Auswertungs-Pipeline wurde an der TU Minchen von Lagkouvardos et al. (2016) gezielt als
einfach zugangliche Pipeline fiir die Analyse prokaryotischer 16S rRNA Amplikonsequenzierungen
entwickelt. Die Pipeline umfasst ein Assembly der paired reads und quality filtering, sowie length,

chimeras & redundancing filtering, auch demultiplexing genannt. Im Anschluss erfolgt eine
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taxonomische Klassifizierung. In dieser Arbeit wurden dazu folgende Software einer UPARSE (Edgar
2013) basierten Pipeline kombiniert: Demultiplexing erfolgte mit demultiplexor_v3.pl (nicht
publiziertes Perl script); Pairing, quality filtering und OTU clustering mit 97% ldentitat Gber USEARCH
Version 8.0 (Edgar 2010); Filtern von Chimaren via UCHIME (RDP Set 15 als Referenz) (Edgar et al.
2011); taxonomische Klassifizierung mit RDP classifier version 2.11 training set 15 (Wang et al. 2007);
Sequenz-Alignment mit MUSCLE (Edgar 2004); treeing via Fasttree (Price et al. 2010). Zusatzlich zur
standardisierten Pipeline wurden folgende Einstellungen vorgenommen: Die Anzahl an erlaubten
missmatches der Barcodes, 2; minimaler Fastg-Qualtitats-Score zum Trimmen ungepaarte Reads, 3;
Lange einzelner Reads oder Amplikone fir gepaarte, (iberlappende Sequenzen, 350-600 bp; Trimmen

(forward und reverse), 10 bp; minimale relative Abundanz von OTUs, 0,0001-0,0025.

- NGS-Toolkit Version 3.3

Diese Auswertungs-Pipeline generiert (iber USEARCH v11 (Edgar 2016) aus demultiplexed Fastg-Daten
zOTUs (zero-radius OTUs) basierend auf 97% Sequenziibereinstimmung. Analysiert wurden Reads mit
folgenden Parametern: Die Anzahl an erlaubten missmatches der Barcodes, 1; minimaler Fastg-
Qualtitats-Score zum Trimmen ungepaarte Reads, 20; Ldnge einzelner Reads oder Amplikone fir
gepaarte, liberlappende Sequenzen, 300-600 bp; Trimmen (forward und reverse), 5 bp; minimale
relative Abundanz von zOTUs, 0,0025. Die taxonomische Klassifizierung erfolgt Uber die SILVA

Datenbank (Quast et al. 2012). (Reitmeier et al. 2020b)

GH48 Amplikonsequenzierung nach Rettenmaier et al. (2020b)

GH48 Amplikonsequenzierungen erfolgte die Aufreinigung der 1. PCR (siehe ,,2.8.4 Amplifikation von
Zielgenen (iber Polymerasekettenreaktion“) Uber AMPure XP (Beckmann Coulter, Krefeld,
Deutschland) am ZIEL, Core Facility Microbiome, TU Miinchen, Freising, Deutschland. Im Anschluss

erfolgte die Bibliothek-Herstellung und Sequenzierung analog zu 16S rRNA Amplikonen.

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit einer spezifisch angepassten, UPARSE-basierten (Edgar
2013) Pipeline, welche in Kooperation von llias Lagkouvardos, ZIEL-Core Facility Microbiome, TU
Minchen, Freising, Deutschland entwickelt wurde. Diese Pipeline umfasste ein demultiplexing Gber
demultiplexor_v3.pl; pairing, filtering & OTU clustering basierend auf 94% Sequenz-ldentitat liber
USEARCH 8.0 (Edgar 2010) und eine taxonomische Zuordnung (iber die eigens entwickelte GH48

Referenzdatenbank (siehe ,2.10.2 Verwendete Datenbanken®).

Die Auswertung der Rohdaten tiber IMNGS.org (16S) oder der GH48-Pipeline (GH48) ermdoglichte im
Anschluss eine statistische Auswertung via RHEA (Lagkouvardos et al. 2017) in R (https://www.r-

project.org/).
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2.9.3 Hochdurchsatz-Sequenzierung von gDNA aus Reinkulturen

Genomsequenzierung mittels Illumina HiSeq 2500 Technologie ermdglicht bei einem hohen Durchsatz
(10-1.000 Gb) auch eine hohe Genauigkeit der Sequenzierung (Besser et al. 2018). Die Sequenzierung
erfolgte am ZIEL-Core Facility Microbiome, TU Miinchen, Freising, Deutschland aus 1 pg gDNA einer
Reinkultur. Die DNA-Bibliothek wurde iber TruSeq DNA PCR-free sample preparation Kit (lllumina, Inc.,
San Diego, CA, USA) erstellt und ein Protokoll zur Optimierung der DNA-Scherung und Fragment-
Langen-Selektion angewandt (Huptas et al. 2016). Die Sequenzierung nach Herstellerangaben am
Ilumina HiSeq 2500 erzeugte etwa 3,2 Millionen Reads im PE150 Modus. Die Assemblierung der
Rohdaten erfolgte mit Unicylcer v4.6 (Wick et al. 2017) oder SPAdes v3.11.1 (Bankevich et al. 2012).

Genomsequenzierung mittels PacBio RSIl Technologie ermoglicht Read-Langen von bis zu 60 kbp und
durchschnittlich 10 kbp (Besser et al. 2018). Die PacBio-Sequenzierung aus gDNA einer bakteriellen
Reinkultur erfolgte bei Novogene, UK aus hochmolekularer DNA (FragmentgrofRen >= 20 kbp). Die
Assemblierung der Rohdaten nach einem Schritt zur Qualitats-Filterung der Reads erfolgte mit SMRT

portal v3.2.0 (https://www.pach.com/support/software-downloads/).
2.10 Bioinformatik

2.10.1 Verwendete Software

In dieser Arbeit wurden Rohdaten mit folgender Software und, wenn nicht anders angegeben, mit

Standard-Einstellungen analysiert (Tab. 36).

Tab. 36: Software.

Software Hersteller

Chromas v2.6.6 Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia

dbCAN2 http://bcb.unl.edu/dbCAN2/; Zhang et al. (2018a)

Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Albuquerque, NM, USA

Galaxy https://usegalaxy.eu/ oder https://usegalaxy.org/; Afgan et al. (2018)
Graph Pad Prism 7 https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/;

IMNGS https://www.imngs.org/; Lagkouvardos et al. (2016)

MEGA7 https://www.megasoftware.net/; (Kumar et al. 2016)

NGS-Toolkit v3.3 Reitmeier et al. (2020b)

R https://www.r-project.org/

RHEA https://github.com/Lagkouvardos/Rhea; Lagkouvardos et al. (2017)
Signal P Version 5 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; Almagro Armenteros et al. (2019)
SMRT portal v3.2.0 https://www.pach.com/support/software-downloads/

SPAdes v3.11.2 oder v3.13.0 https://github.com/ablab/spades/releases; (Bankevich et al. 2012)
UBCG v3 https://www.ezbiocloud.net/tools/ubcg; Na et al. (2018)

Unicycler v4.6 Wick et al. (2017)
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2.10.2 Verwendete Datenbanken

In dieser Arbeit wurden Rohdaten mit folgender Datenbanken analysiert (Tab. 37).

Tab. 37: Datenbanken.

Datenbank URL Anwendung Referenz
All ine Recherch
CAZy (Carbohydrate gemeine Recherche zur
Active Enzvmes http://www.cazy.org/ Vorhersagen von Lombard et al.
¥ P -cazy-org Enzymaktivitdten nach dbCAN2 (2014)
database) .
Annotation
Identifikation bakterieller Isolate Yoon et al
EZbiocloud https://www.ezbiocloud.net/ basierend auf 16S rRNA (2017) )
Gensequenzen
. . Identifikation bakterieller GH48 Rettenmaier et
GHas eigene Arbeit Amplikonsequenzen al. (2020b)
Vorhersagen von
Kyoto Encyclopedia Stoffwechselwegen nach
. . . Ogata et al.
of Genes and https://www.genome.jp/kegg/ automatischer Protein- (1999)

Genomes (KEGG)

Annotation bakterieller
Genomsequenzen

Micorbial Genome
Atlas (MiGA) —
Biogas microbiome

http://microbial-genomes.org/

Identifikation bakterieller Isolate
basierend auf Genomsequenzen
in andere Biogasanlagen

Campanaro et
al. (2020)

Allgemeine Recherche;
Vergleichende Analysen von

NCBI Resource

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Nukleotid- (BLASTN) und (Czooolrg)lnators
Proteinsequenzen (BLASTP)
UniProt
UniProt https://www.uniprot.org/ Analyse von Proteinsequenzen Consortium
2019
Identifikation bakterieller Isolate
. . Quast et al.
SILVA https://www.arb-silva.de/ basierend auf 16S rRNA (2012)

Amplikon-Gensequenzen
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2.10.3 Funktionelle Auswertung bakterieller Genomsequenzen

Die funktionelle Auswertung bakterieller Genomsequenzen erfolgte lGber eingehende Analysen der
automatisch annotierten Proteinsequenzen. Diese automatische Annotation erfolgte entweder liber
die Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) von NCBI (Haft et al. 2018; Tatusova et al. 2016)
oder eine Prokaryotic genome annotation (PROKKA; Galaxy Version 1.14.5+galaxy0) Annotation via

https://usegalaxy.eu/.

Weiterfliihrend wurden die annotierten Proteinsequenzen hinsichtlich der metabolischen Bedeutung
analysiert. Hierzu erfolgte einerseits die Annotation von Stoffwechselwegen mittels KEGG (Tab. 37) mit
KEGG mapping liber die Algorithmen BlastKOALA (Kanehisa et al. 2016) oder KofamKOALA (Aramaki et
al. 2020), sowie die automatische Vorhersage von Carbohydrate-active enzymes (CAZymes) mittels
dbCAN2 (Tab. 37). Gewertet wurden CAZymes, welche mit beiden Algorithmen, HMMER (Finn et al.
2011) zur Annotation von CAZyme Modulen, sowie Diamond (Buchfink et al. 2015) flr BLAST Hits in
CAZy.org, vorhergesagt wurden. Zudem erfolgte die Vorhersage von Signalpeptiden via SignalP 4.0
(Petersen et al. 2011). Zusatzlich erfolgte die Vorhersage von CAZymes speziell fur das Isolat N2K17
auch in Kooperation mit Dr. Vincent Lombard, CNRS - Aix-Marseille Université, AFMB UMR 7257 Case
932, AFMB, Marseille, Frankreich, und http://www.cazy.org/ (Carbohydrate Active Enzymes database;
(Lombard et al. 2014)).

Die gezielte Analyse einzelner Protein-Sequenzen erfolgte via BLASTP (protein-protein BLAST) und
Abgleich mit der NCBI Datenbank Non-redundant protein sequences), sowie Signal P Version 5

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; Almagro Armenteros et al. (2019)).

2.10.4 Berechnung phylogenetischer Distanzen

Berechnung phylogenetische Distanzen basierend auf 16S rRNA Gensequenzen

Die phylogenetische Einordnung neuartiger Isolate erfolgte Gber 16S rRNA Gensequenzanalysen.
Hierzu wurden uber EZBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/identify) die 30 nachstverwandten
Organismen, welche valide veroffentlicht sind, ausgewahlt und die 16S rRNA Gensequenz
heruntergeladen (NCBI Datenbank). Das Alignment in MEGA7 (Kumar et al. 2016) erfolgte mit MUSCLE
(Edgar 2004). Die Berechnung der phylogenetischen Distanzen erfolgte in MEGA7 durch die Maximum
Likelihood Methode (Felsenstein 1981) mit 1.000 Wiederholungen zu statistischen Validierung
(Felsenstein 1985).
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Berechnung phylogenetische Distanzen basierend auf Genomsequenzen

Die Berechnung phylogenetischer Distanzen basierend auf bakteriellen Genomsequenzen erfolgte
Uber die UBCG-Pipeline Version 3 (UBCG, engl.: up-to-date bacterial core genes) von EZBioCloud
((https://www.ezbiocloud.net/tools/ubcg). Die Pipeline von Na et al. (2018) basiert auf dem multiplen
Alignment von 92 Genen, welche aus 1.492 Spezies zusammengefasst wurden, und nachfolgend der
Berechnung von 92 phylogenetischen Baumen. Aus diesen 92 Bdumen wird ein Consensus-Baum

erstellt.

Die Auswahl der Referenzgenome erfolgte in dieser Arbeit Uber den Abgleich der 16S rRNA
Gensequenz mit der EZBioCloud-Datenbank. Die Genomsequenzen der ndchstverwandten

Organismen (bis maximal 90% 16S rRNA Identitdt) wurden von der NCBI Datenbank bezogen.

Zusatzlich wurden Genomsequenzen hinsichtlich der Average Nucleotide Identity (ANI) Uber
http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/ (Richter et al. 2016) Gber den ANIb Algorithmus analysiert.
ANI-Werte geben neben 16S rRNA Gensequenz-ldentitaten Aufschluss liber die Taxonomie eines
Organismus. Der Grenzwert fiir die Identifikation auf Spezies-Ebene nach Tindall et al. (2010) ist 95%

Genomsequenziibereinstimmung.

Neben ANI ist auch die Analyse der Proteinsequenzen entscheidend fiir die taxonomische Einordnung.
Eine Moglichkeit hierzu ist die Berechnung der Percentage Of Conserved Proteins (POCP) nach Qin et

al. (2014) mit einem vorgeschlagene Grenzwert fir die Identifikation auf Genus-Ebene von 50%.
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Ergebnisse

3.1 Identifizierung, Anreicherung und Isolierung von (cellulolytischen) Leitorganismen

aus Biogasfermentern

3.1.1 Analyse der bakteriellen Diversitat zur Bewertung der Kultivierungsmethoden

Um die in dieser Arbeit angewandten Kultivierungsmethoden zu bewerten, wurde zunachst eine
Analyse der mikrobiellen Diversitdt in den Anreicherungskulturen mittels Hochdurchsatz-
Sequenzierung der bakteriellen 16S rRNA, variable Regionen V3-V4, mit anschlieBender Isolierung und
Identifizierung einzelner Organismen durchgefiihrt. Hierzu wurden mikrobiologische Proben aus dem
thermophilen Fermenterbetrieb in 2018 verwendet. Verglichen wurde einerseits die Entnahme von
frischem GR und andererseits die Voranreicherung cellulolytischer Mikroorganismen direkt im
Fermenter Uber die IS Methode (2.5.1 Probennahme aus Biogas Fermentern). Zudem erfolgte die
Anreicherung und Isolierung in drei verschiedenen Medien, GS2, GS2.5GR und GR20 (2.3 Verwendete
Medien). Die Ergebnisse wurden im Detail in Systematics and Applied Microbiology publiziert
(Rettenmaier et al. 2019a). Fir diese Arbeit relevante Ergebnisse aus dieser Publikation werden hier

nochmals aufgefiihrt.

Die Diversitat innerhalb einer Anreicherungskultur (a-Diversitat) lag flir Sequenzen mit einer relativen
Abundanz >=0,001, jeweils gemittelt Uber biologische Triplikate, zwischen 34 OTUs fiir die
Anreicherung aus GR in GR20 und 71 OTUs fir die Anreicherung aus IS in GS2.5GR (Tab. 38). Dariiber
hinaus sind auch Verdnderungen der einzelnen getesteten Bedingungen (B-Diversitat) entscheidend.
Hierzu konnten signifikante Unterschiede je nach verwendetem Medium (p = 0,004) oder
Anreichungsmethode (p = 0,002) beobachtet werden. Dariiber hinaus war der Anteil an bis dato nicht
kultivierten Organismen unterschiedlich, der u.a. fir die Isolierung neuartiger cellulolytischer
Organismen entscheidend ist. Die taxonomische Einordnung der einzelnen OTUs deutete auf einen
groBen Anteil nicht identifizierte Genera hin (11,9-45,3%; Tab. 39). In den Proben GR20-GR, GR20-IS
und GS2-IS konnte sogar ein hoher Anteil an OTUs nicht einmal auf Familien-Ebene eingeordnet

werden (21,5%, 18,5% und 44,4%; Tab. 39). (Rettenmaier et al. 2019a)
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Tab. 38: a-Diversitat aller Anreicherungskulturen nach Rettenmaier et al. (2019a), Tab. 1.

Medium Inokulum r Mittelwert (r) e Mittelwert (e)
GR1 34 0,35
GR20 GR2 27 34 0,11 0,27
GR3 42 0,36
GR1 40 0,35
GS2.5GR GR2 45 42 0,30 0,33
GR3 41 0,32
GR1 53 0,40
GS2 GR2 47 48 0,39 0,37
GR3 45 0,34
IS1 30 0,33
GR20 1S2 29 36 0,22 0,22
1S3 48 0,12
IS1 65 0,32
GS2.5GR 1S2 72 71 0,36 0,34
1S3 75 0,34
IS1 63 0,36
GS2 1S2 56 56 0,34 0,31
1S3 49 0,25

Richness (r): Anzahl detektierter OTUs in einer Probe. Evenness (e): Verteilung einzelner OTUs in einer Probe.
Mittelwerte wurden fiir biologischen Triplikate bestimmt.

Tab. 39: Durchschnittliche relative Abundanz unbekannter Familien oder Genera nach Rettenmaier et al.
(2019a), Tab. 2.

Medium Inokulum | Familien | Genera

GR20 GR 21,5% 33,6%
GS2.5GR | GR 5,4% 11,9%
GS2 GR 6,8% 18,2%
GR20 IS 18,5% 20,7%
GS2.5GR | IS 7,9% 19,2%
GS2 IS 44,4% 45,3%

3.1.2 Analyse der bakteriellen Gemeinschaft in Abhdngigkeit verschiedener Fermenterzustdande

Bakterielle Diversitat und deren transkriptionelle Aktivitdt in Biogasfermentern mit verschiedenen

Prozessbedingungen

In DNA und RNA, isoliert durch Bernhard Munk, LfL-AQU, aus dem mesophilen und thermophilen
Fermenterbetrieb zu verschiedenen Probenahme-Zeitpunkten (siehe dazu Tab. A 14), konnten mit
NGS-Toolkit Version 3.3 insgesamt 264 verschiedene zOTUs basierend auf 97%
Sequenziibereinstimmung und einer relativen Abundanz >=0,0025 detektiert werden. Hierbei ist die
Diversitat in DNA der Proben aus dem mesophil-stabilen Fermenterbetrieb (MS) mit einer Richness
von 183-197 zOTUs am hochsten (Tab. 40). Die Richness ist wie erwartet bei mesophilen

Prozessbedingungen, stabil (MS) oder instabil (Ml), signifikant héher (p = 0,002) als bei thermophil
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stabilen (TS) oder instabilen (TI) Bedingungen. Der Anteil unbekannter Taxa nach Klassifizierung mit
der SILVA Datenbank auf Genus-Ebene lag im Mittel Gber alle Probe bei 81,3% +/- 3% und verdeutlicht

die noch immer geltende Theorie der ,,Black Box Biogas Microbioms”.

Tab. 40: a-Diversitat der 16S rRNA, Region V3-V4 Amplikonsequenzierung in DNA des mesophilen und
thermophilen Fermenterbetriebes.

Anteil Anteil
Probe Richness Evenness unbekannter bekannter

Genera [%] Genera [%)]
MS-PN2 196 0,58 78,08 21,92
MS-PN14-1 197 0,57 79,35 20,65
MS-PN14-2 183 0,57 80,63 19,37
MI-PN2 148 0,57 73,48 26,52
MI-PN19-1 154 0,56 84,72 15,28
MI-PN19-2 145 0,58 83,05 16,95
TS-PN2 130 0,55 82,60 17,40
TS-PN8-1 141 0,51 84,29 15,71
TS-PN8-2 138 0,52 82,19 17,81
TI-PN2 115 0,54 82,47 17,53
TI-PN8-9-1 119 0,54 81,74 18,26
TI-PN8-9-2 118 0,54 82,51 17,49

Die DNA Extraktion, sowie die Amplifikation der Zielgene erfolgte durch Bernhard Munk, LfL-AQU.

Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rhea
(Lagkouvardos et al. 2017) in R.

Zusatzlich erfolgte ein beidseitiger T-Test unter Annahme gleicher Varianz in Excel 2016 mesophil vs.
thermophil: p = 0,002.

M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; |, instabil; PN, Probenahme.

Im Detail wurde 13 verschiedene bakterielle Phyla und, trotz gezielter Amplifikation der bakteriellen
16S rRNA, ein archaeelles Phylum in sehr geringer Abundanz (Euryarchaeota) detektiert (Abb. 8). Die
relative Abundanz dieser variierte innerhalb der Replikate (1 und 2) zu einem Fermenterbetrieb kaum.
Ebenfalls wurden kaum Unterschiede zwischen zwei Probenahme-Zeitpunkten (PN) festgestellt. 165
rRNA Sequenzen des Phylums Firmicutes dominierten vor allem im thermophilen Fermenterbetrieb
mit im Mittel 83% im stabilen Betrieb und im Mittel 75% im instabilen Betrieb. Fiir den mesophilen
Fermenterbetrieb ist der relative Anteil dieses Phylums nur bei 46% fiir den stabilen Betrieb und 23%
im instabilen Betrieb. Stattdessen sind im mesophilen Fermenterbetrieb auch 16S rRNA Sequenzen
des Phylums Bacteroidetes mit im Mittel 35% fiir den stabilen Betrieb und 44% im instabilen Betrieb
stark abundant, wahrend diese Phylum im thermophilen Fermenterbetrieb nur mit geringer Abundanz
von im Mittel 6% detektiert wurde. Deutlich zu beobachten war auch, dass die mikrobielle
Gemeinschaft des thermophilen Fermenterbetriebes unabhangig von der Prozessstabilitat konstant
blieb. Im Gegensatz dazu war eine deutliche Veranderung beim mesophilen Fermenterbetrieb von MS

zu Ml zu beobachten.
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Abb. 8: Relative Abundanz einzelner Phyla, ermittelt iiber 16S rRNA, Region V3-V4, Amplikonsequenzierung
mit DNA. Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Grafik wurde mit Graph Pad Prism 7 erstellt. Die Roh-Daten sind
unter PRINA682319 6ffentlich zuganglich. M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; I, instabil; PN, Probenahme.

In RNA wurde im mesophilen Prozess im Vergleich zum thermophilen Prozess wiederum mit
statistischer Signifikanz eine diversere mikrobielle Gemeinschaft detektiert (p = 0,0001). Im Mittel
betrug die Richness 175 oder 154 zOTUs fir MS oder Ml und 128 bzw. 132 fir TS oder Tl (Tab. 41). Der
Anteil unbekannter Genera lag dhnlich zu den Beobachtungen mit DNA bei 80% +/- 6%. Die aktive
bakterielle Gemeinschaft, sichtbar in RNA, variierte in der Regel zwischen den einzelnen PN kaum. Nur
flr M1 wurde eine deutliche Abnahme von Vertretern des Phylums Verrucomicrobia von PN3 zu PN19-
1 und -2 beobachtet. (Abb. 9), welche im Gegenzug mit einer Zunahme der relativen Abundanz anderer
Phyla wie z.B. Bacteroidetes korrelierte. Im Vergleich zu den Ergebnissen mit DNA war das Auftreten

und die relative Abundanz mit RNA vergleichbar.

Nur fur einzelne Phyla wurde eine hdhere relative transkriptionelle Aktivitat detektiert. 16S rRNA
Amplikonsequenzen des Phylum Thermotogae wurde in RNA des thermophil-instabilen Prozesses mit
im Mittel 10,45% detektiert, wahrend diese in DNA nur 0,58% im Mittel fir den gleichen
Fermenterbetrieb betrug. Im Gegensatz dazu war die transkriptionelle Aktivitat unbekannter Bakterien

(Unknown_Bacteria) in TS und Tl geringer als deren relative Abundanz in DNA.
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Tab. 41: a-Diversitat der 16S rRNA, Region V3-V4 Amplikonsequenzierung mit RNA isoliert aus den mesophilen
und thermophilen Fermenterbetrieben.

Probe Richness Evenness Anteil unbekannter Genera [%] Anteil bekannter Genera [%]
MS-PN3 179 0,53 86,11 13,89
MS-PN14-1 172 0,55 85,92 14,08
MS-PN14-2 175 0,56 81,98 18,02
MI-PN3 152 0,53 84,66 15,34
MI-PN19-1 157 0,56 86,91 13,09
MI-PN19-2 154 0,56 85,31 14,69
TS-PN3 139 0,52 75,55 24,45
TS-PN8-1 119 0,53 75,77 24,23
TS-PN8-2 126 0,53 80,49 19,51
TI-PN3 132 0,52 73,07 26,93
TI-PN8-9-1 131 0,52 71,65 28,35
TI-PN8-9-2 132 0,51 71,80 28,20

Die RNA Extraktion, sowie RT und Amplifikation der Zielgene erfolgte durch Bernhard Munk, LfL.

Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rhea
(Lagkouvardos et al. 2017) in R.

Zusatzlich wurde ein beidseitiger T-Test unter Annahme gleicher Varianz in Excel 2016 mesophil vs. thermophil
durchgefiihrt: p = 0,0001.

M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; I, instabil; PN, Probenahme.
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Abb. 9: Relative Abundanz einzelner Phyla, ermittelt iiber 16S rRNA, Region V3-V4, Amplikonsequenzierung
mit RNA. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Roh-Daten sind
unter PRINA682384 6ffentlich zuganglich. M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; I, instabil; PN, Probenahme.
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Abb. 10: Multidimensional-Scaling (MDS) der B-Diversitdts-Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung,
identifiziert mittels 16S rRNA, Region V3-V4, Amplikonsequenzierung mit DNA und RNA (cDNA) isoliert aus
den mesophilen oder thermophilen Fermenterbetrieben. Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-
Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte Gber Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Roh-Daten sind
unter PRINA682319 (DNA) und PRINA682384 (cDNA) 6ffentlich zugénglich.

B-Diversitats-Analysen bestdtigen die vorab beschriebenen Beobachtungen. Es wurden statistisch
signifikante Unterschiede (p = 0,001) zwischen der mikrobiellen Gemeinschaft abhangig von der
Prozesstemperatur beobachtet (Abb. 10). Zudem ist eine deutliche Korrelation zwischen detektierten
Taxa in DNA und deren transkriptionelle Aktivitat zu beobachten. Ein de novo clustering der 16S rRNA
Amplikonsequenzierung bestatigte dies. Basierend auf einem Clustering in vier Gruppen wurden
jeweils alle Proben, DNA und RNA, eines Fermenterbetriebes zusammengefiigt (Abb. A 1; p = 0,001).

Zudem waren die Unterschiede zwischen MS zu Ml deutlich hoher als zwischen TS und TI.
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Bakterielle Diversitat in cellulolytischen Anreicherungskulturen aus Biogasfermenterproben

Die Anreicherung und Isolierung cellulolytischer Mikroorganismen erfolgte wie in Rettenmaier et al.
(2019a) beschrieben (siehe auch ,3.1.1 Analyse der bakteriellen Diversitat zur Bewertung der
Kultivierungsmethoden”) im Rahmen der Masterarbeit von Schmidt (2019) zu mehreren Zeitpunkten
des mesophil-stabilen Fermenterbetriebes (MS1, MS2, MS3), sowie jeweils einmal zu MI, TS und TI
(Tab. A 13). Hierbei konnten die statistisch signifikanten Unterschiede in der mikrobiellen
Gemeinschaft im Fermenterbetrieb abhangig von der Temperatur auch fiir die Anreicherungskulturen
bei 37 °C (mesophil) oder 55 °C (thermophil) bestatigt werden (p=0,001; (Schmidt 2019)). Die Roh-
Daten der 16S rRNA, Region V3-V4, Amplikonsequenzierung sind unter den Identifikationsnummern

PRINA674617 (mesophil) und PRINA674481 (thermophil) 6ffentlich zuganglich.

Im Weiteren werden die Ergebnisse der Anreicherungen der stabilen Prozesse (MS3 und TS) nach

Schmidt (2019) flr zOTUs mit relativer Abundanz >=0,0025 dargestellt.

- Diversitat in mesophilen cellulolytischen Anreicherungskulturen

In mesophilen cellulolytischen Anreicherungskulturen wurden insgesamt 300 zOTUs basierend auf 97%
Sequenziibereinstimmung und einer relativen Abundanz >=0,0025 detektiert. Im Mittel lag die
Richness bei 133 mit einer Evenness von 0,51 (Tab. 42). Der Anteil unbekannter Genera lag zwischen
16 bis 86% (Mittelwert 40%). Starke Abweichungen zwischen den Replikaten | und Il wurden hier vor

allem fir Kulturen angereichert in GR20 Medium oder angereichert aus GR beobachtet.

Tab. 42: a-Diversitat der 16S rRNA, Region V3-V4 Amplikonsequenzierung von DNA isoliert aus
Anreicherungskulturen des mesophil-stabilen Fermenterbetriebes.

Anteil Anteil
Inokulum Medium Replikat Richness Evenness unbekannter bekannter
Genera [%] Genera [%]
| 119 0,53
GR20 53,91 46,09
Il 124 0,46 85,16 14,84
| 133 0,45
GR GS2.5GR 16,39 83,61
Il 93 0,53 60,50 39,50
| 100 0,56
6S2 21,28 78,72
Il 99 0,55 35,87 64,13
| 121 0,45
GR20 85,98 14,02
Il 137 0,48 16,28 83,72
| 199 0,54
IS GS2.5GR 28,34 71,66
Il 150 0,47 28,14 71,86
G2 | 169 0,57 28,30 71,70
Il 147 0,57 18,17 81,83

Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rhea
(Lagkouvardos et al. 2017) in R.
GR, Garrest; IS; in sacco
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Abb. 11: Relative Abundanz einzelner Familien, ermittelt {iber 16S rRNA, Region V3-V4,
Amplikonsequenzierung mit DNA isoliert aus cellulolytischer Anreicherungskulturen des mesophil-stabilen
Fermenterbetriebes MS3. Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Grafik wurde mit Graph Pad Prism 7 erstellt.
Die Roh-Daten sind unter PRINA674617 6ffentlich zuganglich. GR, Garrest; IS, in sacco.

Die detaillierte Analyse der angereicherten Taxa verdeutlicht die Variabilitdt in den mikrobiellen
Gemeinschaften. Innerhalb der einzelnen biologischen Duplikate | und Il wurden starke Unterschiede
detektiert (Abb. 11). Dennoch wurde eine Tendenz abhangig von Inokulations-Probe, GR oder IS, bzw.
dem verwendeten Medium beobachtet. In Kulturen angereichert mit GR in GR20 oder GS2.5GR
konnten in hoher Abundanz unter anderem zOTUs der Familie Lachnospiraceae detektiert werden
[39%, 55% oder 18% in GR-l und —Il (GR20) bzw. GR-Il (GS2.5GR)]. Zudem sind zOTUs der Familie
Mariniliabiliaceae vor allem in Anreicherungen mit GR20 oder GS2.5GR Medium detektiert worden
(22,14/-19,7% fur GR20 und GS2.5GR; 1,5+/-1% in GS2). Eine starke Abweichung ist fur die
Anreicherung IS-1l (GR20) zu beobachten. Hier wurde im Gegensatz zu allen anderen Proben zOTUs der

Familie Fibrobacteraceae mit hoher relativer Abundanz (57,3%) detektiert.

- Diversitat in thermophilen Anreicherungskulturen

In thermophilen Anreicherungskulturen wurden insgesamt 196 zOTUs basierend auf 97%
Sequenziibereinstimmung und einer relativen Abundanz >=0,0025 detektiert. Im Mittel lag die
Richness bei 93 mit einer Evenness von 0,49 (Tab. 43). Der Anteil unbekannter Genera lag zwischen 13
und 88% (Mittelwert 58%). Starke Abweichungen zwischen den Replikaten | und Il wurden hierzu vor

allem fiir Kulturen angereichert in GR20 oder GS2.5GR Medium beobachtet.
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Tab. 43: a-Diversitat der 16S rRNA, Region V3-V4 Amplikonsequenzierung mit DNA isoliert aus

Anreicherungskulturen des thermophil-stabilen Fermenterbetriebes.

Anteil Anteil
Inokulum Medium Replikat Richness Evenness unbekannter bekannter
Genera [%] Genera [%]
|
GR20 61 0,59 15,93 84,07
Il 92 0,59 62,25 37,75
I 111
R 62.5GR 0,41 81,74 18,26
Il 110 0,58 12,85 87,15
62 | 92 0,53 72,04 27,96
Il 103 0,43 73,43 26,57
|
GR20 67 0,41 87,60 12,40
Il 76 0,41 29,02 70,98
I 124
s GS2.5GR 0,55 44,62 55,38
Il 63 0,44 74,06 25,94
G2 | 108 0,49 65,42 34,58
Il 103 0,49 75,92 24,08

Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rhea
(Lagkouvardos et al. 2017) in R.

GR, Garrest; IS, in sacco.

Die geringere Diversitat in thermophilen Kulturen erlaubte die Analyse der zOTUs auf Genus-Ebene
(Abb. 12). Die Anreicherung in GS2 Medium, sowohl mit GR als auch IS, resultierte in einer signifikant
héheren relativen Abundanz von zOTUs der Familie Ruminococcaceae (p = 0,0002; beidseitiger
heterosketastischer T-Test in Excel 2016). Im Gegenzug dominierten in GR20 oder GS2.5GR Medium
zOTUs der Klasse Clostridiales (im Mittel 40% relative Abundanz flir GR20 und GS2.5GR) oder zOTUs

des Genus Clostridium Cluster 1, welche vor allem eine hohe relative Abundanz bei der Anreicherung

aus GR erreichten (GR-I und —Il (GR20), 26% und 21%; GR-Il (GS2.5GR), 45%).
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Abb. 12: Relative Abundanz einzelner Genera, ermittelt iiber 16S rRNA, Region V3-V4, Amplikonsequenzierung
mit DNA isoliert aus cellulolytischen Anreicherungskulturen des thermophil-stabilen Fermenterbetriebes TS.
Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rhea
(Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Grafik wurde mit Graph Pad Prism 7 erstellt. Die Roh-Daten sind unter
PRINA6744816ffentlich zuganglich. GR, Garrest; IS, in sacco.

Zusammenfassung der bakteriellen Diversitat in  Biogasfermentern und cellulolytischen

Anreicherungskulturen

Vergleichende Analysen der bakteriellen Gemeinschaft in den Biogasfermentern und in den gezielten
Anreicherungen cellulolytischer Gemeinschaften ist aufgrund der Komplexitat nur auf Phylum-Ebene
moglich. Insgesamt wurden 264 zOTUs in DNA und RNA der Biogasfermenter zu verschiedenen
Zustanden, 300 zOTUs in mesophilen, cellulolytischen Anreicherungen und 196 in thermophilen,
cellulolytischen Anreicherungen identifiziert. Die Diversitat der mikrobiellen Gemeinschaften ist
jeweils bei mesophilen Bedingungen deutlich héher als bei thermophilen. Auf Phylum-Ebene blieben
Uber die Anreicherung in allen drei verwendeten Medien die Phyla Firmicutes und Bacteroides des
mesophilen Fermenterbetriebes erhalten. zOTUs des Phylums Fibrobacteres wurden in GR-1 (GS2.5GR)
stark angereichert, konnten jedoch im Fermenter nicht detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurden
die transkriptionell aktiven unbekannten Bakterien (,Unknown_Bacteria“) oder auch zOTUs des
Phylums Verrumicrobia in den Anreicherungen nicht detektiert. Unter thermophilen Bedingungen wird
die relative Abundanz des Phylums Firmicutes im Fermenter Uber die Anreicherung unter den
verwendeten Bedingungen nochmals deutlich erhoht. Die Phyla Synergistetes und Baceroidetes,
welche im Fermenter sowohl in DNA als auch in RNA detektiert wurden, waren in den Anreicherungen

nicht mehr nachweisbar. (Abb. 13)
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Abb. 13: Zusammenfassung der Relative Abundanz einzelner Phyla, ermittelt Giber 16S rRNA, Region V3-V4,
Amplikonsequenzierung. Die Auswertung der Roh-Daten erfolgte mit NGS-Toolkit v3.3. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Grafik wurde mit Graph Pad Prism 7 erstellt.
Die Roh-Daten sind unter PRINA682319 (DNA), PRINA682384 (RNA), PRINA674617 (MS) und PRINA674481 (TS)
offentlich zuganglich. M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; I, instabil; PN, Probenahme; GR, Géarrest; IS, in sacco.

3.1.3 Isolierung von (cellulolytischen) Leitorganismen aus Biogasfermentern

Die Isolierungsversuche starteten mit dem Fermenterbetrieb 2017; bis einschlieRlich 2019 resultierten
in dieser Arbeit in sieben Reinkulturen aus dem mesophilen Prozess bzw. fiinf aus dem thermophilen
Prozess. Cellulolyse wurde bei insgesamt flinf dieser Reinkulturen festgestellt, darunter die beiden
neuartigen mesophilen Spezies N2K1" und MA18". Zudem werden drei cellulolytische Mischisolate
(S4MN4, 253c-K6 und MA7c) im Folgenden im Detail beschrieben. Eine Zusammenfassung ist in Tab.
44 dargestellt.
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Tab. 44: Zusammenfassung interessanter Reinkulturen, sowie Mischisolate isoliert im Rahmen dieser Doktorarbeit zusammen mit studentischen Arbeiten.

16S rRNA Gensequenz

Isolat- Glycerin- | Identifizierter 165 rRNA oder
y . Ubereinstimmung e L Medium Temperatur | C Referenz
ID Kultur ID | Organismus Identifikationsnummer
[%]
NCBI
. Rettenmaier
SAMN4 264 Mischkultur - - GS2 M J (2017)
Acetivibrio Rettenmaier
N2K1 232 nmoeglsophllus sp. 100 MK138666 GS2 M J et al. (2019b)
Clostridium . .
S1 283-285 jeddahense >99 >S1 16S rRNA GS2 M N Diese Arbeit
S4MN4- . Clostridium . .
31 178; 181 aminovalericum 97 >S4AMN4-3-1_16SrRNA  GS2 M N Diese Arbeit
S4MN4- Clostridium . .
3.3 179, 180 merdae 98 >S4AMN4-3-2_16SrRNA  GS2 M N Diese Arbeit
Anaerotaenia torta
MD1 292; 293 / Mobilitalea 97 MW 180938 GS2 M N Diese Arbeit
sibirica
249c- Defluviitalea Rettenmaier
K6 265 raffinosedens >99 MN744427 GS2 T N et al. (2020c)
Mischkultur aus
253c- D. raffinosedens Rettenmaier
K6 275 und - - GS2 T J et al. (2020c)
A. thermocellus
Rettenmaier
et al.
2020c);
250c- ( P
K4 und 2”.' und A. thermocellus >99 - GS2 T J Rettenmaier
weitere weitere et al.
(2019a);
Schmidt
(2019)
Ruminiclostridium .
MA18T 291 . ) ] Rettenmaier
MSII 1 567 herbifermentans 100 MK935571 GR20; GS2.5GR; GS2 M J et al. (2021)
Sp. Nov.
MA7nc 208 Clostridium >99 MW 229081 GS2 M N Diese Arbeit
sartagoforme
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16S rRNA 16S rRNA Gensequenz

Isolat- Glycerin- | Identifizierter - S oder .
ID Kultur ID | Organismus Ubereinstimmung Identifikationsnummer Medium Temperatur | C S | Referenz
[%]
NCBI

Clostridium

sartagoforme in
MATc 282 Co-Kultur mit - - GS2 M J J Diese Arbeit

Ruminiclostridium

josui
MS-GR-
1.2 Clostridium Schmidt

- . . 2
MILGR- MV sartagoforme 100 >MS-GRII.2_16SrRNA  GR20; GS2.5GR; M J?) J (2019)
1.3
2?2 Rettenmaier
' . Herbinix MK431709; . et al. (2019a)

Iﬁ;s-” 226, 268 hemicellulosilytica >98 >TS-IS-11_16S rRNA GR20; GS2 T J J und Schmidt
weitere (2019)
[>15 269 Herbinix luporum 99 >TS-IS-1.2 16SIRNA  GS2.5GR T 3 (Sz%hlrg;dt

C, cellulolytisch; S, saccharolytisch; M, mesophil, T, thermophil; J, Ja; N, Nein; J(?), unsicher; n.V.; nicht vorhanden
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3.2 Physiologische und genomsequenzbasierte Charakterisierung ausgewahlter Isolate

und deren Einordnung in den Biogasprozess

3.2.1 Mischkultur SAMN4

Zusatzlich zur Gewinnung von Reinkulturen wurde eine cellulolytische Mischkultur, genannt S4MN4,
eingehend analysiert. Die Mischkultur S4MN4 wurde im Rahmen der Masterarbeit von Rettenmaier

(2017) am Lehrstuhl fir Mikrobiologie, TU Miinchen, im Vorfeld dieser Doktorarbeit isoliert.

Zur Bestimmung der enthaltenden Organismen wurde neben der Vereinzelung der Organismen auf
Platte eine 16S rRNA Amplikonsequenzierung durchgefiihrt. Die Vereinzelung der Organismen aus
S4MN4 fithrte zu einem cellulolytischen Isolat (A. mesophilus, N2K1T), einem saccharolytischen Isolat
(MD1, ein neuer Vertreter innerhalb der Familie Lachnospiraceae), sowie weiteren moglicherweise
asacharolytischen Organismen (S1, Clostridium jeddahense; S4MN4-3-1, 97% 16S [rRNA
Ubereinstimmung zu Clostridium aminovalericum; SAMN4-3-2, 98% 16S rRNA Ubereinstimmung zu
C. merdae). Fur asacharolytische Isolate wurde Wachstum in GS2-Medium ohne extra zugegebene C-
Quelle beobachtet. DC Analysen der Kultivierung von S1 bestatigten, dass auch bei Anzucht in GS2-
Medium mit 0,5% (w/v) Zucker dieser nach Wachstum von S1 komplett im Medium zuriickbleibt. Im
Gegensatz dazu deuten allerdings Screening-Analysen von S4MN4-3-1 und S4MN4-3-2 via AN Micro
Plates zumindest auf eine saccharolytische Enzymausstattung hin, auch wenn fiir Wachstum in GS2-
Medium zusatzlich zu Hefe-Extrakt keine weitere C-Quelle nétig ist. SAMN4-3-1 zeigte positive
Reaktionen fiir b/L-Fructose, D-Galacturonsaure, D-Glucosamininsdure, Palatinose, L-Rhamnose und
Uridine. S4MN4-3-2 zeigte positive Reaktionen fiir 2'-Deoxy-Adenosin, 3-Hydroxybuttersaure, 3-
Methyl-D-Glucose, a-D-Glucose, o-Ketovaleriansdure, bD/L-Apfelsdure, D-Cellobiose, Dextrin, i-
Erythritol, b/L-Fructose, D-Galacturonsaure, Gentibiose, Glycerol, Inosin, b-Mannose, L-Milchsaure, b-
Milchsdaure-Methylester, Palatinose, Pyruvat(-Methylester), L-Rhamnose, L-Serin, D-Sorbitol, Thymidin,
Turanose, sowie Uridin. Vor allem S4MN4-3-2 scheint demnach neben der proteolytischen Lebensform
(Wachstum auf Hefeextrakt, im Screening positive Reaktionen fiir Aminosduren) auch eine vielfaltige

Enzymausstattung zur Fermentation von Kohlenhydraten, wie z.B. Cellobiose, zu besitzen.

16S rRNA Amplikon-Analysen

Amplikonsequenzierungen der 16S rRNA Gensequenz, Region V3-V4, deuteten auf eine stabile
Mischkultur aus drei bis vier dominierenden Organismen hin. Die relative Abundanz einzelner Genera
variierte innerhalb der biologischen Duplikate kaum. Die taxonomische Einordnung der OTUs via
IMNGS.org mit einer relativen Abundanz >=0,0001 identifizierte Organismen des Genus Clostridium
(Cluster XlIVa, IV und lll), sowie unbekannte Organismen in der Familie Lachnospiraceae (Abb. 14).

Interessanterweise wurden OTUs des Genus Clostridium 1ll nur bei Kultivierung mit Cellulose (FP,
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FP+Cb oder PASC) detektiert. Direkt damit korrelierte die Abundanz von OTUs des Genus Clostridium
IV, welcher bei der Kultivierung mit Cellulose weniger stark vertreten ist als im Vergleich zur
Kultivierung mit Cellobiose oder Xylan. OTUs des Genus Clostridium XIVa waren in allen Proben am
starksten vertreten. Die Dominanz trat allerdings verstarkt bei der Kultivierung mit Cellulose in den
Vordergrund. OTUs klassifiziert als unbekannte Organismen in der Familie Lachnospiraceae traten bei

allen Bedingungen in gleichbleibender Abundanz auf.

Einzelne OTU Sequenzen konnten mit hoher Ubereinstimmung einzelnen Isolaten zugeordnet werden.
Die OTUs 1, 6, 11 und 31 (siehe Anhang: ,16S rRNA Amplikonsequenzierung, Region V3-V4, SAMN4:
OTUs mit Ubereinstimmung zu Isolaten”) zeigten hohe Ubereinstimmung (>98%) zu den 16S rRNA
Gensequenzen der lsolate MD1, S1, N2K1™ und S4MN4-3-1, respektive, und wurden den Genera
Clostridium XIVa (OTU_1 und _31), Clostridium IV (OTU_6) und Clostridium 11l (OTU_11) zugeordnet.
OTU_523 wird als unbekannter Organismus innerhalb der Familie Lachnospiraceae eingeordnet und
hat eine geringe Ubereinstimmung (<98%) zur 16S rRNA Gensequenz des Isolates MD1.
Interessanterweise ist S4MN4-3-2 trotz der im Screening beobachteten saccharolytischen Kapazitat

des Isolates nicht eindeutig in den 16S rRNA Amplikonsequenzen detektierbar.
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Abb. 14: Zusammenfassung der 16S rRNA Amplikonsequenzierung, Region V3-V4, von DNA isoliert aus SAMN4
auf Genus-Ebene. Analysiert wurde S4AMNA4 kultiviert bei 45 °C in GS2 Medium mit verschiedenen C-Quellen (FP,
0,5%; FP+Cb, 0,5%+0,2%; Ch, 0,5%; PASC, 0,5%; Xylan, 0,5% jeweils w/v) in biologischen Duplikaten. Die
Kultivierung erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von Scheitz (2019). Die Auswertung der Sequenzier-Daten
erfolgte mit IMNGS.org (Lagkouvardos et al. 2016) flir OTUS mir relativer Abundanz >=0,0001. Die statistische
Auswertung erfolgte via Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Grafik wurde mit Graph Pad Prism 7 erstellt.
Die Rohdaten sind unter der Identifikationsnummer PRINA672848 bei NCBI 6ffentlich zuganglich.
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Genomsequenzierung

Zur genomsequenzbasierten Analyse dieses cellulolytischen und xylanolytischen Mischisolates mit bis
dato unbekannten Organismen wurde eine Multi-Genomsequenzierung mit der PacBio-Sequenzier-
technologie in Kooperation mit ZIEL-Core Facility Microbiome, TU Miinchen, Freising durchgefihrt.
Hierfir wurde gDNA von S4AMN4 Kultivierung in GS2 Medium mit FP als einziger C-Quelle (S4MN4_FP)
verwendet. Die resultierenden Genomsequenzen (SRR12990413) entsprachen allerdings nicht den
Erwartungen, da nur zwei verschiedene 16S rRNA Gensequenzen mit Ahnlichkeiten zu C. jeddahense
(entspricht Clostridium IV [Abb. 14] bzw. Isolat S1 [Tab. 44]) und Mobilitalea sibirica mit 96,8% 16S
rRNA Ubereinstimmung (entspricht Clostridium XIVa [Abb. 14] bzw. Isolat MD1 [Tab. 44]) detektiert
wurden. lllumina-Sequenzierungen der gDNA von S4AMN4_FP im Vergleich zu gDNA von S4MN4 nach
Kultivierung in GS2 Medium mit PASC als einziger C-Quelle (S4MN4_PASC), isoliert und analysiert im
Rahmen der Masterarbeit von Scheitz (2019), verdeutlichten die Problematik. Nach Scheitz (2019)
resultierte die Sequenzierung von S4MN4_PASC im Vergleich zu S4AMN4_FP in der doppelten Anzahl
an gesamten Nukleinsduren; zudem konnten alle vier erwarteten 16S rRNA Gensequenzen detektiert
werden (Tab. 45). Die héhere Anzahl an CAZymes, insbesondere von GHs mit SP, in SAMN4_PASC
deutete auf eine nicht-reprasentative Abreicherung der cellulolytischen Organismen in S4MN4_FP hin.
Cellulolytische Organismen kénnen an das Substrat anhaften und deshalb wurden dieser bei der
Entfernung des verbleibenden unléslichen Substrates (FP) durch Zentrifugation abgereichert; im
Folgenden waren diese Organismen in der gDNA unterreprasentiert. PASC ist dagegen eine amorphe
Form von Cellulose und ist leichter abbaubar. Zudem konnte verbleibendes, unlosliches Substrat vor
der gDNA Extraktion mittels enzymatischer Hydrolyse entfernt werden und so eine Abreicherung durch
Zentrifugation vermieden werden (Scheitz 2019). Die Roh-Daten der beschriebenen
Genomsequenzierungen sind bei NCBI unter der ldentifikationsnummer PRINA672905 offentlich
zuganglich.

Tab. 45: Vergleich der lllumina-Sequenzierungen von S4MN4_FP und S4MN4_PASC.
S4MN4_FP (SRR12990415) S4MN4_PASC (SRR12990414)

bp gesamt 8.478.781 15.858.137
Contigs >=1.000 bp 302 1.691
Anzahl verschiedener 16S rRNA Gene 2 4
CAZymes (HMMER+Diamond) 125 270

GHs mit SP 8 39

SAMNA4_FP, SAMN4 kultiviert mit FP als einzige C-Quelle, gDNA Extraktion erfolgte wie in ,Extraktion von
Nukleinsduren aus bakteriellen Kulturen“ beschrieben.

S4MN4_PASC, SAMN4 kultiviert mit FP als einzige C-Quelle, gDNA Extraktion erfolgte nach Scheitz (2019)
CAZymes, darunter auch GHs, wurden via dbCAN2 (Zhang et al. 2018a) nach automatischer Annotationen der
Genomsequenzen via PROKKA Version 1.13.3 identifiziert.
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Analyse sekretierter CAZymes

Zur weiteren Analyse der Bedeutung fiir den Abbau von Cellulose oder Hemicellulose einzelner Spezies
bzw. einzelner, extrazelluldrer GHs von S4MN4 wurden die sekretierten Proteine von S4MN4
angezogen auf den C-Quellen FP, PASC und Xylan Gber LC-MS/MS analysiert (Kooperation mit Dr.
Christina Ludwig, BayBioMS, TU Miinchen). Nach Scheitz (2019) variiert die Menge an sekretierten
Proteinen innerhalb der biologischen Triplikate kaum, allerdings ist ein deutlicher Unterschied vor
allem zwischen FP oder PASC zu Xylan zu beobachten, welcher sich auch in der Anzahl der

identifizierten Proteinen Gber LC-MS/MS wiederspiegelt (Tab. 46).

Tab. 46: Analyse sekretierter Proteine von SAMN4.

Probe Proteinkonzentration Summe identifizierter
nach Bradford [mg/ml] Proteine nach LC-MS/MS

S4MN4-FP1 0,334 1.412

S4MN4-FP2 0,319 1.403

S4MN4-FP3 0,322 1.360

S4MN4-PASC1 0,222 1.389

S4MN4-PASC2 0,203 1.384

S4MN4-PASC3 0,204 1.281

S4MN4-Xylanl 0,047 592

S4MN4-Xylan2 0,046 627

S4MN4-Xylan3 0,051 492

Die Mischkultur S4MN4 wurde in biologischen Triplikaten (Nr. 1-3) 7 Tage in GS2 Medium mit 0,5% (w/v) FP,
PASC oder Xylan bei 45 °C angezogen. Die Datenerhebung erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von Scheitz
(2019).

Die Auswertung der Roh-Daten der LC-MS/MS Analysen erfolgte in Kooperation mit Dr. Christina Ludwig,
BayBioMS, TU Miinchen. Die Identifizierung einzelner Proteine erfolgte Uber die Proteinsequenzen aus
S4MN4_PASC, annotiert Glber PROKKA Version 1.13.3.

Die oben beschriebenen 16S rRNA Amplikonsequenzierungen identifizierten das Isolat N2K1" in
SAMNA4_FP und S4MN4_PASC, jedoch nicht in S4MN4_Xylan. Die Analyse der sekretierten Proteine
bestatigt dies. Die Analyse der relativen Abundanz der ,reducing end cellulose 1,4-beta-
cellobiosidase”, zugeordnet zur GH Familie 48 mit Dockerin-Modul (RXE59309.1), war im Mittel aus
drei biologischen Replikaten besonders abundant in den Proben S4MN4_FP (3,2x108, Rang 25) und
S4MN4-PASC (9,9x107, Rang 72), jedoch nicht in S4MN4_Xylan. Dies unterstiitzt die essentielle Rolle

dieses Isolates fir die Hydrolyse von Cellulose.

Neben N2K1" wird auch das Isolat MD1 in allen analysierten Bedingungen von S4MN4 identifiziert.
MD1 besitzt zwar eine Vielzahl von CAZymes, jedoch nur vier Enzyme mit SP (siehe ,Funktionelle
Analyse der Genomsequenz®). Interessanterweise ist aus diesen vier Enzymen (Tab. 51) nur das Protein
MBB2184454.1 (CE4) ausschlieRlich im Sekretom von S4MN4_PASC mit einer mittleren Abundanz von
1,9x10° (Rang 807) vertreten. Das Isolat MD1 scheint deshalb keine tragende Rolle im Abbau von

unloslicher Cellulose oder Hemicellulose zu haben.
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Eine Textsuche in den automatischen Benennungen der Protein-Sequenzen abgeleitet aus der Multi-
Genomsequenzierung nach ,,Cellulo” oder ,Cellulase” ergab fiinf Treffer (Tab. 47). Keines dieser vier
Proteine wurde in S4MN4_Xylan detektiert. Fiir drei Proteine wurde ein Signalpeptid vorhergesagt,
diese Proteine sind nach BLASTP Analysen GHs der Organismen N2K1"und MD1. Fir MHPJIEBC_06249,
einer moglichen GH5 aus MD1 wurde Giber dbCAN2 kein Signalpeptid detektiert; die Analyse mit Signal
P Version 5 deutet allerdings auf ein Signalpeptid mit der Schnittstelle zwischen Aminosaure 19 und
20 hin (Wahrscheinlichkeit von 0,9989 fir Lipoprotein signal peptide (Sec/SPIl)). Das Protein
MHPJIEBC_07988 deutet auf cellulosomale Komponenten eines weiteren Bakteriums der Klasse
Clostridiales hin, welches noch nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Méglicherweise deutet dies
auf cellulolytische Eigenschaften des bis dato nicht kultivierten bzw. identifizierten Organismus
,2Unknown_Lachnospiraceae” aus den 16S rRNA Amplikon-Analysen hin. Dies verdeutlicht die
Problematik von Multigenom-Analysen von Mischkulturen mit unbekannten Spezies. Um eindeutige
Schlussfolgerungen hinsichtlich der Relevanz der einzelnen Organismen fiir den Abbau spezifischer
Substrate, hier Cellulose und Hemicellulose, machen zu koénnen, ist die Identifizierung,

Charakterisierung und Genomsequenzierung auf Spezies-Ebene unbedingt erforderlich.
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Tab. 47: ,,Cellulasen” detektiert in den sekretierten Proteinen von S4MN4.

Mittlere relative

Mittlere relative

BLASTP Ergebnis

Automatische Protein ID Abundanz S4MN4_FP Rangin Abundanz Rangin (_Benennung; Signalpeptid
Benennung und S4AMN4_FP S4MN4_PASC und S4MN4_PASC  Ubereinstimmung [%]; [J/N]
Standardabweichung Standardabweichung Identifikationsnummer)
Cellulose 1,4-beta- endogluc.anase. .
cellobiosidase MHPJIEBC_10548 3,0x10%+/- 1,1x10° 25 9,9x107+/-6,2x10"  _, Hungateiclostridium )
(reducing end) mesophilum; 100;
WP_128705948.1
glycoside hydrolase family 9
CeIIuIc.)se' 1,4-beta- MHPJIEBC_11610  1,0x10°+/- 2,7x107 30 8,2x107 +/- 4,0x107 83 protein Hungateic/ostridium )
cellobiosidase mesophilum; 100;
WP_128705743.1
MULTISPECIES: S-layer
Cellulosome- homo'lo.gy domai.n-
anchoring protein MHPJIEBC_07988 2,0x107 +/- 7,3x10° 275 - - containing protein N
Clostridiales; 100;
WP_069196093.1
glycoside hydrolase family 5
EZ:'EU"ase/ eSIerase  MHPIEBC_06249  3,7x10°+/-1,3x10° 684 2,4x10° +/- 9,5x10° 747 E;‘Zi'r?uﬁc&';o;pﬁé ey
MBB2184729.1
Cellulase/esterase GDSL family lipase
MHPJIEBC_06024 - - 5,2x10* +/- 3,7x10* 1.496 Lachnospiraceae bacterium N

CelE

MD1; 100; MBB2184451.1

Die Annotation und Benennung der Protein-Sequenzen erfolgte automatisch mit PROKKA Version 1.13.3.
Die Aminosaure-Sequenzen (siehe Anhang: Proteinsequenzen S4MN4 detektiert im Sekretom nach Textsuche ,,Cellulo” / ,Cellulase”) wurde mittels BLASTP mit der NCBI
Datenbank (non-redundant protein sequences (nr)) abgeglichen. Signalpeptide wurden mit Signal P Version 5 fir Gram-positive Bakterien vorhergesagt (Almagro Armenteros

et al. 2019).
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3.2.2 Acetivibrio mesophilus sp. nov., N2K1T

Isolierung, Sequenzierung und Phylogenie

Das Isolat N2K1T wurde aus der cellulolytischen Mischkultur S4MN4 isoliert und konnte (iber 16S rRNA-
Gensequenzierung zu 97-98% Acetivibrio straminisolvens (Tindall 2019b) [friher: Hungateiclostridium
straminisolvens (Zhang et al. 2018b) und urspriinglich Clostridium straminisolvens (Kato et al. 2004)]

zugeordnet werden.

Acetivibrio clariflavus DSM 197327 (CP003065)
Acetivibrio thermocellus ATCC 27405 (CP000568)
Acetivibrio straminisolvens JCM 215317 (BAVR01000144)
Acetivibrio mesophilus N2K1T (MK138666)

— Acetivibrio aldrichii DSM 6159 (X71846)
99 L— Acetivibrio cellulolyticus CD2T (AEDB01000143)

| L Acetivibrio alkalicellulosi Z-7026T (AY959944)
Acetivibrio saccincola GGR1T (LN868252)

] _|—7 Anaerobacterium chartisolvens T-1-35T (AB793710)
Pseudobacteroides cellulosolvens DSM 2933 T (LGTC01000001)

Cellulosibacter alkalithermophilus A6T (FJ815191)

97

74 Ruminiclostridium cellobioparum subsp. termitidis DSM 5398T (FR733680)

’9_7r Ruminiclostridium cellobioparum subsp. cellobioparum DSM 13517 (X71856)

59 Ruminiclos tridium sufflavum CDT-17 (AB267266)
100
Ruminiclostridium hungatei DSM 14427 T (MZGX01000062)
Ruminiclostridium papyrosolvens DSM 27827 (ACXX02000011)

51 Ruminiclostridium cellulolyticum H10T (CP001348)
76 L= Ruminiclostridium josui JCM 17888 (JAGE01000001)

Mageeibacillus indolicus CCUG 59143 T (GQ900632)
99 Ercella succinigenes ZWBT(HG003571)
70 Saccharofermentans acetigenes P67 (AY949857)

Thermoclostridium caenicola EBR596" (AB221372)
% Thermoclostridium stercorarium subsp. stercorarium DSM 85327 (CP004044)
4100{ Thermoclostridium stercorarium subsp. leptospartum DSM 92197 (CP014673)

Thermoclos tridium stercorarium subsp. thermolacticum DSM 2910 T (CP014672)

Papillibacter cinnamivorans DSM 12816 (FWXW 01000005)

Petroclostridium xylanilyticum SK-Y3T (KT630605 )

Monoglobus pectinilyticus 14T (KY978733)

Anaerotignum faecicola KGMB 03357 T (MK439508)

79 Carboxydocella manganica SLM 617 (GU584133)

—
0,02

Abb. 15: Phylogenetischer Baum, basierend auf 16S rRNA Gensequenz Analysen, von N2K17. Die 16S rRNA
Gensequenzen wurden mit Uber MUSCLE aligniert und die phylogenetischen Distanzen mit 1.000
Wiederholungen (Felsenstein 1985) nach der Maximum Likelihood Methode (Felsenstein 1981) basierend auf
dem Tamura-Nei Modell (Tamura und Nei 1993) in MEGA7 (Kumar et al. 2016) berechnet. Gezeigt ist der
wahrscheinlichste Baum (highest log likelihood: -9202,11) zusammen mit der Wiederholbarkeit (>50) an den
Verzweigungen. Balken, 0,02 Substitutionen. Die Analyse beinhaltete 30 16S rRNA Gensequenzen
(Identifikationsnummern angegeben) mit einer Lange von 1.207 bp.
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16S rRNA Gensequenzanalysen erméglichten die phylogenetische Einordnung von N2K1T (Abb. 15).
N2K1" ist demnach Teil eines Clusters mit allen bekannten Spezies des Genus Acetivibrio und hat
zudem einen gemeinsamen Vorfahren mit dem nachstverwandten Organismus A. straminisolvens JCM

215317, Bootstrap fiir diese Verzweigung ist 56.

Die Genomsequenz von N2K1T umfasst 4,04 Mbp, aufgeteilt auf 93 Contigs mit einem Nso von
113.652 bp und einem G+C Gehalt von 38.36 mol%. Phylogenetisch bestatigte die Analyse der
kompletten Genomsequenz die vorangegangene ldentifizierung basierend auf 16S rRNA Genen (Abb.
15). N2K1" zeigt die héchste Homologie zu A. straminisolvens JCM 215317 mit einem Bootstrap-Wert
von 100, sowie 47 aus 92 Gensequenzen, die diese Verzweigung unterstitzen (Abb. 16). Zudem
konnten in 6ffentlichen Datenbanken zwei weitere Genomsequenzen der Isolate Bc-iso-3 und link-BC1
mit hoher Ubereinstimmung zu N2K1" identifiziert und somit der Spezies A. mesophilus zugeordnet

werden.

Acetivibrio thermocellus ATCC 27405T (CP000568.1)
100/ 92

Acetivibrio thermocellus DSM 1313 (CP002416.1)
100/ 91

Acetivibrio straminisolvens JCM 21531" (BAVRO01.1)

100/ 47 Acetivibrio mesophilus N2K1" (RLII01.1)

100/ 92 |Acetivibrio mesophilus Bc-iso-3 (LXSB01.1)

100/ 22 Lo . .

Acetivibrio mesophilus link-BC1 (LSMZ01.1)

Acetivibrio alkalicellulosi DSM 17461" (VLTHO01.1)

100/ 74 Acetivibrio saccincola GGR1™ (CP025197.1)
100792 Acetivibrio saccincola A7 (NEMBO01.1)

Acetivibrio cellulolyticus CD2™ (AEDB02.1)

100/ 85

Acetivibrio clariflavus DSM 197327 (CP003065.1)

100734 Petroclostridium xylanilyticum SK-Y3T (NPMLO01.1)

100764 Pseudobacteroides cellulosolvens DSM 2933T (LGTCO01.1)

Abb. 16: Phylogenetischer Baum, basierend auf 92 up-to-date bacterial core genes in Genomsequenzen, von
N2K1'". Der Baum wurde aus 13 Genome (Identifikationsnummern angegeben) iiber UBCG Version 3 (Na et al.
2018)berechnet. An den Verzweigungen ist die statistische Relevanz aus 1.000 Wiederholungen (Bootstrap),
sowie die Anzahl an Genen die diese Topologie unterstiitzen (Gene Support Index, GSI) wie folgt angegeben:
Bootstrap / GSI.
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Tab. 48: ANI-Werte, bestimmt tber jspecies.org (Richter et al. 2016), der Genomsequenz von N2K1" (RLII01.1)
zu 12 anderen Genomen.

Anzahl GC

Genom (Organismus, GroRe . Anzahl ANIb Aligniert  Aligniert
Identifikationsnr.) [bp] Contigs /  Gehalt [%] [%] [bp]

) P Scaffolds [mol%] ? ? P
Acetivibrio mesophilus 4, g3g o3 38,1 0 100 100 4.044.838
N2K17, RLIIO1.1 ’ ’ ! ' ’
A. mesophilus Bc-iso-3, 4
LXSBO1.1 4.327.139 4 38,2 0 99,13 92,09 3.724.882
A. mesophilus link-BC1, M
LSMZ01.1 4.202.104 192 38,2 27 99,11 91,78 3.712.282
A. straminisolvens JCM
215317 BAVROL.1 3.907.117 195 38,3 0 85,15 68,23 2.759.615
A. thermocellus ATCC
27405 CP000568.1 3.186.534 1 40,3 0 82,64 41,58 1.681.654
A. thermocellus DSM
1313, CP002416.1 2.959.377 1 40,6 0 82,53 41,02 1.659.114
A. cellulolyticus CD2T,
AEDB02.1 6.146.535 10 35,5 24 70,24 37,32 1.509.689
A. alkalicellulosi DSM
174617, VLTHO1.1 5.307.226 3 31,7 7100 69,86 32,18 1.301.497
A. clariflavus DSM 3.886.140 1 37,0 0 72,12 30,86 1.248.397

197327, CP003065.1
Pseudobacteroides
cellulosolvens DSM 5.925.138 1 36,4 0 68,48 23,47 949.492
29337, LGTCO01.1

A. saccincola GGR1T,

CP025197.1 3.000.963 1 35,9 0 70,77 24,28 982.107
A. saccincola A7,

NEMBO1.1 3.759.855 4 34,9 0 71,15 30,68 1.240.839
Petroclostridium

xylanilyticum SK-Y3T, 3.863.184 41 37,2 0 67,26* 17,36 702.100
NPMLO1.1

#, Uber Grenzwert fir Identifikation auf Spezies-Ebene
* nicht vertrauenswirdiges Alignment

ANI Analysen bestdtigen die phylogenetischen Analysen. Das Genom von N2K1' zeigt >95%
Ubereinstimmung zu den Genomen der Isolate Bc-iso-3 und link-BC1, sowie deutlich <95% zu anderen
Spezies innerhalb des Genus Acetivibrio oder anderen Organismen mit phylogenetisch gréRerer

Distanz (Tab. 48).

Einordung in den Biogasprozess

Die Isolate Bc-iso-3, abgelegt bei NCBlI am 31.08.2016 unter dem Projektnamen ,Sequencing
cellulolytic bacteria isolated from anaerobic digesters” und link-BC1, abgelegt bei NCBl am 20.07.2017
unter dem Projektnamen ,Cellulolytic Clostridium strain link-BC1 that produces cellulosomes”
verdeutlichen, dass Isolate derselben Spezies wie N2K1" bereits aus einem dhnlichen natiirlichen
Habitat (Biogas Fermenter) und mit dhnlichen Eigenschaften (cellulolytisch) isoliert und sequenziert
wurden. Jedoch fehlten bis dato eine physiologische und phylogenetische Charakterisierung, welche

entscheidend fir weiterfihrende Hypothesen hinsichtlich der Bedeutung dieser Spezies sind.
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Des Weiteren erméglichte der Abgleich der Genomsequenz von N2K1"™ mit der 6ffentlich zugénglichen
Datenbank ,biogas microbiome’ nach Campanaro et al. (2020) (2.10.2 Verwendete Datenbanken) die
Zuordnung eines metagenome-assembled genome (MAG) zur gleichen Spezies. Der MAG METABAT
AS05jafATM 73, welcher aus den Rohdaten (SRR2312703) des Metagenom-Projektes PRINA294734
[NCBI; ,,Metagenomic characterization of metabolic network from an ammonia rich biogas reactor with
emphasis on cellulose degrading bacteria.”; (Sun et al. 2014)] assembliert wurde, hat einen ANI-Wert
von 99.75% zur Genomsequenz von N2K1" und kann demnach eindeutig derselben Spezies zugordnet
werden. Auch hier verdeutlich sich die putative Rolle von Isolaten derselben Spezies wie N2K1" in

Bezug auf die Cellulolyse im Biogasprozess.

Physiologie

Zellen von N2K1T waren stidbchen-férmig, nicht beweglich, sporenbildend und Gram-positiv.
Wachstum wurde in einem Temperaturbereich von 30-50 °C und bevorzugt bei neutralem pH
(Optimum pH 7,5) beobachtet. Zudem tolerierte N2K1T7 zusétzliche Salzkonzentrationen von bis zu
1,8% NaCl im Medium und zeigte ein sehr eingeschranktes Substratverwertungsspektrum. Eindeutig
metabolisiert wurden nur die C-Quellen Cellobiose und Cellulose (Filterpapier Whatman No.1), jeweils
0,5% (w/v). Fermentationsprodukte waren hauptsachlich Essigsdure und Ethanol als fllichtige
Metabolite. Kein Wachstum wurde mit den C-Quellen Arabinose, Fructose, Glucose, Lactose, Mannitol,
Mannose, Ribose, Starke, Saccharose, Trehalose, Xylan and Xylose, jeweils 0,5% (w/v), beobachtet.
Chemotaxonomisch sind Cis zelluldre Fettsduren in der Zellwand von N2K1' dominierend. Bei
Wachstum in GS2 Medium wurde hauptsachlich Cig.0 iso (46,6%), Cis.0 DMA (7,1%) und Cie:0 (5,7%),
sowie eine nicht eindeutig identifizierbare Fettsdure (UN16.107 16i DMA; 20,0%) detektiert.
(Rettenmaier et al. 2019b)
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Abb. 17: Analyse zur Substrat-Verwertung von N2K1" via DNSA. Gemessen wurde die Menge an verbleibender
C-Quelle nach Inkubation im Vergleich zu nicht-inokuliertem Medium aus zwei biologischen Replikaten,
gemessen in jeweils drei technischen Replikaten.

Weiterfiihrend wurde fiir ausgewahlte C-Quellen zum Test der Verwertung von Pentosen (hier: Xylose
und Arabinose) der Einfluss der Substratkonzentration getestet. N2K1" zeigt Wachstum mit Xylose zum
Teil ab einer Konzentration von 1% (w/v) Xylose im Medium. Deutliches Wachstum zusammen mit
einer gelblich-orangen Verfarbung des Mediums wurde ab einer Konzentration von 1,25% mit einem
Optimum bei 1,75% (w/v) Xylose im Medium beobachtet (Abb. A 2). Hierbei werden allerdings trotz
langerer Inkubation (5 Tage, 45 °C) geringere Zelldichten im Vergleich zu Wachstum (4 Tage, 45 °C) mit
0.5% (w/v) Cellobiose erreicht. Zusatzlich zum Wachstum wurde die Substratverwertung von Xylose
Gber DC und DNSA gemessen. Ab einer Konzentration von 1,25% (w/v) Xylose verbleibt nach der
Inkubation 75-90% der eingesetzten Substratmenge im Medium. Demnach korreliert das Wachstum
von N2K1" mit der Verwertung von Xylose. Im Vergleich zu Cellobiose (50% verbleibendes Substrat
nach Inkubation) ist der Anteil an verwerteter Xylose sehr gering (Abb. 17). Fiir die Konzentration 0,5-
1,0% (w/v) Xylose wurden in der beimpften aber nicht angewachsenen Kultur zum Teil mehr Xylose
detektiert als in der sterilen Mediums-Kontrolle, welche die gleiche Menge Xylose beinhaltete und
ebenfalls inkubiert wurde. Dies kdnnte durch mogliche Wechselwirkungen des Nachweisreagenz
(DNSA) mit Zellriickstanden erklart werden. Bei den eingesetzten Arabinose-Konzentrationen (0-2%

w/v) wurde auch nach 10 Tagen Inkubation kein Wachstum beobachtet.
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Funktionelle Analyse der Genomsequenz

Die automatische Annotation der Genomsequenz von N2K1™ mit PGAP Version 4.6 (15.11.2018) ergab
3.299 kodierende Gene und 67 RNA Gene (54 tRNAs, 9 rRNAs und 4 non-coding RNAs). Weiterfiihrend
ermoglichte die automatische Annotation die Analyse vorhandener Stoffwechselwege, sowie

CAZymes.

Die KEGG Annotation via KofamKOALA (durchgefiihrt am 15.10.2020) ordnete aus 3.299 kodierenden
Genen 1.803 Proteine zu 1.349 Orthologen zu. Daraus konnten z.B. insgesamt 13 Kohlenhydrat-

Stoffwechselwege komplett oder mit nur einem fehlenden Modul annotiert werden (Tab. A 2).

Insgesamt wurden 122 CAZymes via dbCAN2 in den Proteinsequenzen von N2K1" identifiziert. Davon
haben mehr als die Halfte, 64 Proteine (Tab. A 4), putativ ein Signalpeptid, was auf eine hohe
Enzymaktivitdt hinsichtlich Kohlenhydratabbau im extrazelluldren Raum von N2K1" hindeutet. Neben
51 GHs sind auch drei Proteine (RXE57906.1, RXE58351.1 und RXE60086.1) mit Cohesin-Modulen als
extrazellular annotiert worden. Dies lasst auf cellulosomale Enzymkomplexe schliefen. Das Protein
RXE57906.1 ist mit 1.825 Aminosauren das groflte der drei cellulosomalen Strukturproteine
(Scaffoldin) und setzt sich aus insgesamt acht Cohesin-Typ-I-Modulen und einer CBM3 zusammen.
Zudem konnten zwei Proteine der GHF 48 (RXE59061.1 und RXE59309.1), welche entscheidend fiir den
Abbau von vor allem kristalliner Cellulose ist, annotiert werden. Das Protein RXE59309.1 ist putativ
extrazelluldr mit einem GH48-Modul und einem N-terminalen Dockerin-Modul und hat eine
Aminosaure-Sequenzadhnlichkeit von 80,7% zu A. thermocellus (WP_080547391.1). Das Protein
RXE59061.1 ist ebenfalls putativ extrazelluldar mit einem GH48-Modul und einem N-terminalen CBM3
und einer Aminosdure-Sequenzahnlichkeit von 83,5% zu A. thermocellus (WP_003512026.1). Die
hohen Aminosdure-Sequenzdhnlichkeiten zu dem bekannten und sehr effektiven cellulolytischen
Organismus A. thermocellus deuten auch fiir N2K1" auf eine hohe cellulolytische Aktivitat hin. Das
Genus Acetivibrio umfasst mehrere bedeutende Cellulose-Verwerter, unter anderem den bekannten
und sehr effektiven cellulolytischen Organismus A. thermocellus. Deshalb wurden CAZymes von N2K1"
neben der automatischen Annotation auch manuell geprift (Kooperation mit Dr. Vincent Lombard,
CNRS, Aix-Marseille Université, AFMB, Marseille, Frankreich und http://www.cazy.org/). Diese
Analysen identifizierten 171 Proteine als mogliche CAZymes, darunter 71 mit Dockerin-Modulen,
welche fir die Interaktion funktioneller CAZymes mit dem cellulosomalen Strukturprotein erforderlich
sind. Dies deutet auf eine Ahnlichkeit der Cellulosom-Ausstattung mit A. thermocellus [72 Dockerin-

Module (Pinheiro et al. 2009)] hin.

Analysen der sekretierten Proteine von N2K1" via LC-MS/MS nach Wachstum in GS2_CAA Medium mit
Filterpapier als C-Quelle detektierten cellulosomale Komponenten unter den abundantesten

Proteinen. Das cellulosomale Strukturprotein RXE57906.1 ist anhand der relativen Quantifizierung das
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acht-haufigste Protein und RXE59309.1 (GH48) auf Rang flinf (Tab. A 3). Dies bestatigte die Relevanz
der automatisch vorhergesagten CAZymes hinsichtlich ihrer Bedeutung fir den Abbau kristalliner

Cellulose (hier: Filterpapier).
Taxonomie

Physiologische und phylogenetische Unterschiede ermoglichten die Abgrenzung des Isolates N2K17
von anderen Vertretern innerhalb des Genus Acetivibrio. Demzufolge wurde das Isolat N2K1T als neue
Spezies, Hungateiclostridum mesophilum sp. nov. N2K1" =DSM 107956 =CECT 97047, im International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology beschrieben (Rettenmaier et al. 2019b) und im
Zuge der Umbenennung nach Tindall (2019a) im Marz 2020 als Acetivibrio mesophilus N2K1" in die List
of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN; https://www.bacterio.net/; abgerufen am
17.09.2020; (Euzéby 1997)) aufgenommen (Oren und Garrity 2020). Die 16S rRNA Gensequenz, sowie
die Genomsequenz von N2K1" wurde bei NCBI mit den Identifikationsnummern MK138666 und

RLII00000000 offentlich zuganglich gemacht.

3.2.3 MD1, ein neuer Vertreter innerhalb der Familie Lachnospiraceae

Isolierung und Genomsequenzierung

Die vorangegangene 16S rRNA Amplikon- und Genomsequenzierung der cellulolytischen Mischkultur
S4MN4 (3.2.1 Mischkultur SAMN4) ermdoglichte in Zusammenarbeit mit Dr. Christian Zinser, Precigen
Bioinformatics Germany GmbH die Assemblierung des Genoms eines bis dato nicht kultivierten
Organismus. Das kombinierte Assembly aus lllumina und PacBio Reads mit SPAdes v3.13.0 resultierte
in finf Contigs >=1.000 bp und ermdglichte einen Einblick in die Physiologie des Organismus. Die
Annotation von kodierenden Genen und zusatzlich die automatische Vorhersage von CAZymes mittels
dbCAN2 gab Aufschlisse Uber den Stoffwechsel des bis dato unkultivierten Organismus. Interessant
war, dass kaum extrazellulare CAZymes vorhergesagt wurden. Demnach mussten zur Isolierung
|6sliche Substrate eingesetzt werden. Die hohe Abundanz von a-Amylasen deutet auf Starke-
Verwertung hin. MD1 konnte Uiber die Verwendung von Maltodextrin 10 aus Stdrke in Reinkultur
isoliert werden und wurde bei DSMZ, Braunschweig, Deutschland (DSM 110715) und JCM, Japan (JCM
39125) hinterlegt. Die 16S rRNA Gensequenz des Reinisolates hat 100% Ubereinstimmung zur 165
rRNA des assemblierten Genoms (>Unclassified bacterium, Isolate MD1 16S rRNA gene) und 96.1-
96.9% Ubereinstimmung zu Mobilitalea sibirica P3M-3" bzw. Anaerotaenia torta FHO52". Eine erneute
Sequenzierung der gDNA isoliert aus der Reinkultur mittels lllumina HiSeq 2500 am ZIEL-Core Facility
Microbiome, TU Miinchen, Freising, bestatigte das zuvor assemblierte Genom. Die ANI-Analyse ergab

eine Ubereinstimmung von 100%.
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Weiterfiihrend konnten die beiden groBten der fiinf Contigs >=1.000 bp aus oben beschriebener
Assemblierung mittels PCR und Sanger-Sequenzierung der PCR Produkte geschlossen werden. Primer
an den jeweiligen Enden der Contigs N1 (4,1 Mbp) und N2 (34 kbp) ermdglichten die Anordnung dieser
beiden Contigs: Bei der Kombination der Primer S4MN4 N1c + S4MN4 N2 sowie S4MN4 N2c + SAMN4
N1 (Tab. 27) wurde jeweils eine Bande bei ~700 bp beobachtet (Abb. A 3). Die Assemblierung dieser
beiden Contigs wurden im Anschluss Gber PCR und Sequenzierung mit den Primern MD1_End_F2 +
MD1_End_R2 sowie MD1_Start_F1+ MD1_Start_R2 verifiziert. Das resultierende Genom aus 4 Contigs
>= 1.000 bp und insgesamt 4.163.427 bp mit einem Nso von 4.147.987 bp wurde bei NCBI unter der

Identifikationsnummer JACEGAO1.1 6ffentlich zuganglich gemacht.

Die 16S rRNA Gensequenz nach Amplifikation tiber PCR mit den Primern 616F und 630R konnte in
Volllange nur Uber Sanger-Sequenzierung mit den Primer 616F und 16S_MD1 sequenziert und
assembliert werden (Clone Manager 9). Diese Sequenz ist unter der lIdentifikationsnummer

MW180938 bei NCBI 6ffentlich zuganglich.

Phylogenie

16S rRNA Gensequenzanalysen ermdoglichten die phylogenetische Einordnung von MD1 (Abb. 18).
MD1 ist demnach zu M. sibirica P3M-3" und A. torta FH052" am nachsten verwandt. Evolutionar teilen
sich MD1, P3M-3" und FHO52" einen gemeinsamen Vorfahren mit Spezies des Genus Herbinix.

Bootstrap fir diese Verzweigung ist 84.
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Unclassified bacterium, Isolat MD1 (MW180938)
Mobilitalea sibirica P3M-3T (KF931641)
84| 73 Anaerotaenia torta FH052T (AB298768)

I_— Herbinix hemicellulosilytica T3/55T (LN626355)
65 99 Herbinix luporum SD1D™ (PRJEB10631)

68 Anaerocolumna cellulosilytica SN021T (AB298755)
_|7— Anaerocolumna aminovalerica DSM 12837 (X73436)
] 81 Anaerocolumna xylanovorans HESP1T (AF116920)

—96|:Anaerocolumna jejuensis HY-35-12T (AY494606)

Caecibacterium sporoformans LMG 27730T (HQ452857)
l Clostridium phytofermentans ATCC 700394 T (CP000885)

Anaerostipes butyraticus LMG 247247 (FJ947528)
Acetivibrio ethanolgignens DSM 30057 (FR749897)

Anaerosacchariphilus polymeriproducens MCWD5T (KU886099)
91— Enterocloster lavalensis CCRI-9842T (EF564277)

L Enterocloster asparagiformis DSM 159817 (ACCJ01000522)

Clostridium nexile DSM 17877 (X73443)

| L —————— Ruminococcus gauvreauii CCRI-161107 (EF529620)

Bacteroides xylanolyticus X5-17 (HF558386)

Lacrimispora saccharolytica WM1T (CP002109)

99 | Lacrimispora indolis DSM 7557 (AZUI01000001)
Clostridium methoxybenzovorans SR3™ (ATX D01000006)

99

62

Clostridium indicum PI-S10-A1B T (MH193004)
93 L Lacrimispora amygdalina BR-10T (AY353957)

Clostridium populeti ATCC 352957 (X71853)
Lachnotalea glycerini DSM 288167 (QICS01000028)

471|— Anaerobium acetethylicum GIluBS117 (jgi.1102270)

Mobilisporobacter senegalensis DSM 265377 (JX999366)

T Anaerosporobacter mobilis IMSNU 400117 (AY534872)

Eubacterium xylanophilum ATCC 359917 (L34628)
57 Coprococcus eutactus ATCC 27759T (ABEY02000028)

Abb. 18: Phylogenetischer Baum, basierend auf 16S rRNA Gensequenz Analysen, von MD1. Die 16S rRNA
Gensequenzen wurden mit Gber MUSCLE aligniert und die phylogenetischen Distanzen mit 1.000
Wiederholungen (Felsenstein 1985) nach der Maximum Likelihood Methode (Felsenstein 1981) basierend auf
dem Tamura-Nei Modell (Tamura und Nei 1993) in MEGA7 (Kumar et al. 2016) berechnet. Gezeigt ist der
wahrscheinlichste Baum (highest log likelihood: -7859.74) zusammen mit der Wiederholbarkeit (>50) an den
Verzweigungen. Balken, 0,02 Substitutionen. Die Analyse beinhaltete 31 16S rRNA Gensequenzen
(Identifikationsnummern angegeben) mit einer Lange von 1.327 bp.
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Phylogenetisch bestatigte die Analyse der kompletten Genomsequenz die Klassifizierung basierend auf
16S rRNA Gensequenzen. MD1 zeigte die héchste Homologie zu A. torta FH052" und teilt sich
wiederum eine gemeinsame Verzweigung mit den Vertretern des Genus Herbinix (Abb. 19). Diese
Verzweigungen werden von 72 bzw. 83 aus 92 analysierten Genen und jeweils einem Bootstrap-Wert

von 100 unterstitzt. Fir M. sibirica P3M-3" lag keine Genomsequenz vor (Stand Oktober, 2020).

Anaerotaenia torta FH052" (SRR12223062)

100/ 72
Unclassified bacterium, Isolat MD1 (JACEGAO1.1)
Herbinix luporum SD1D"(LN879430.1)
100/ 89 L . P—
Herbinix hemicellulosilytica DSM 29228T (QNRWO01.1)
Anaerocolumna aminovalerica DSM 1283T (OAOG01.1)
100/91
Anaerocolumna aminovalerica srcl (FOWDO01.1)
Anaerocolumna xylanovorans DSM 12503" (FRFDO01.1)

100/ 92 . -
Anaerocolumna jejuensis DSM 159297 (FRACO01.1)

Clostridium phytofermentans ISDg™ (CP000885.1)

100/ 83

100/ 28

100739 11029

Mobilisporobacter senegalensis DSM 265377 (RJIVG01.1)
Clostridium populeti 743AT (FOYZ01.1)
100/38 L N
Anaerosacchariphilus polymeriproducens MCWD5™ (QRCTO1.1)

—
0.050

Abb. 19: Phylogenetischer Baum, basierend auf 92 up-to-date bacterial core genes in Genomsequenzen, von
MD1. Der Baum wurde aus 12 Genome (ldentifikationsnummern angegeben) iber UBCG v3 (Na et al. 2018)
berechnet. An den Verzweigungen ist die statistische Relevanz aus 1.000 Wiederholungen (Bootstrap), sowie die
Anzahl an Genen die diese Topologie unterstitzen (Gene Support Index, GSI) wie folgt angegeben: Bootstrap /
GSI.

Die Assemblierung (SPAdes Galaxy Version 3.12.0) und Annotation (PROKKA Galaxy Version 1.14.5) des
Genoms von A. torta FHO52" aus den Roh-Daten (verfiigbar bei NCBI unter SRR12223062) ermdglichte
neben der UBCG Phylogenie auch die Berechnung eines ANI-Wertes und des POCP. MD1 teilt sich,
neben einem ANI-Wert von 70%, der deutlich unter dem Schwellenwert zur Spezies-Abgrenzung liegt,
50,58% der konservierten Proteine mit A. torta FH052" (Tab. 49). Dieser Wert liegt knapp tiber dem
von Qin et al. (2014) vorgeschlagenen Grenzwert von 50% zur Abgrenzung auf Genus-Ebene und
widerspricht damit der Hypothese, MD1 als neuen Genus innerhalb der Familie Lachnospiraceae
einzuordnen. Die Genomsequenz von M. sibirica P3M-3T kdnnte Aufschluss Gber die Klassifizierung von

MD1 geben.
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Tab. 49: Berechnung des POCP von MD1 zu A. torta FH052".
A. torta FH052" (SRR12223062) MD1 (JACEGAO01.1)
T 4.647 3.511
C 2.118 2.008
POCP 50.58%

T, Anzahl Proteine; C, Anzahl konservierter Proteine
POCP = (C1+C2)/(T1+T2) nach Qin et al. (2014)

Physiologie

Abb. 20: Zellmorphologie von MD1. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in Kooperation mit
Prof. Dr. Andreas Klingl, Dept. Biologie | — Botanik, LMU, Planegg-Martinsried, Deutschland erstellt. A-D) SEM
Aufnahmen von MD1 nach 24 h bei 45 °Cin 10 ml GS2+0,5% (w/v) Maltodextrin10 (A und C) oder 48 bei 45 °C in
10 ml GS2+0,5% (w/v) Maltodextrin10 (D) bzw. 0,5% (w/v) Cellobiose (B); E) TEM Aufnahme von MD1 nach 24 h
bei 45 °C in 10 ml GS2+0,5% (w/v) Maltodextrin10.

Das Isolat MD1 ist polymorph, wird aber in vitaler Form zumeist als nicht-beweglich, stadbchen-férmig
in langen, gebogenen Ketten beobachtet (Abb. 20). Die TEM-Aufnahmen (Abb. 20, E) deuten auf das
Vorhandensein von Flagellen hin. Physiologische Charakterisierungen deuten auf optimale
Wachstumsbedingungen von MD1 bei 40 °C, pH 7.1 mit bis zu 1% (w/v) zusatzlichem NaCl in GS2
Medium hin. Aus 20 getesteten C-Quellen (0,5% w/v) konnten die Monosaccharide Arabinose,
Galactose, Glucose und Xylose, die Disaccharide Cellobiose, Lactose und Maltose, sowie die
Polysaccharide Maltodextrin10, Starke und Xylan verwertet werden. Dabei produzierte MD1
hauptsachlich Isopropanol und Essigsaure als fliichtige Metabolite. Wachstum in GS2 Medium ohne
zusatzliche C-Quelle oder mit den C-Quellen Cellulose in Form von Filterpapier oder PASC, Fructose,
Mannose, Saccharose, Trehalose oder Pektin wurde nicht beobachtet. MD1 wurde als Gram-negativ
mit einem Peptidoglykan-Typ Aly-meso-Dpm-direkt klassifiziert. Die abundanten zelluldren Fettsduren

(>5%) sind in Tab. 50 aufgefiihrt.
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Tab. 50: Zellulére Fettsduren (>5%) von MD1 kultiviert in GS2 Medium + 0,5% (w/v) Cellobiose, pH 7.1 nach
24 h bei 40 °C.

Fettsdure Relative Abundanz
Ci4.0 FAME 6,38%

Cia0 DMA 16,05%

Cie:0 FAME 35,31%

Ci1 CIS9DMA  7,48%

Ci6:0 DMA 7,73%

Cis1 CIS11 DMA  8,45%

Die Analyse wurde bei DSMZ, Braunschweig, Deutschland nach TSBA40, Calc. ANAER6 durchgefiihrt: Total
Response, 337.112; Percentage Named, 97,46. Der Abgleich mit der Referenzdatenbank BHIBLA ergab keinen
Treffer.

Funktionelle Analyse der Genomsequenz

Die automatische Annotation der Genomsequenz von MD1 mit PGAP Version 4.12 (21.07.2020)
resultierte in 3.511 kodierende Gene und 71 RNA Gene (52 tRNAs, 5 komplette rRNA Operone aus 5S,
16S und 23S, und 4 non-coding RNAs). Weiterfiihrend ermdglichte die automatische Annotation die

Analyse vorhandener Stoffwechselwege, sowie CAZymes.

Die KEGG Annotation via BlastKOALA (durchgefiihrt am 13.08.2020) der 3.511 kodierenden Gene war
flr 53,4% (1.875) Proteine erfolgreich. Daraus konnten insgesamt elf Kohlenhydrat-Stoffwechselwege
(Tab. A 5) und drei Energie-Stoffwechselwege (Kohlenstoff-Fixierung, Stickstoff-Fixierung und ATP
Synthese) komplett rekonstruiert werden. Die hohe Anzahl an Kohlenhydrat-Stoffwechselwegen
korreliert mit der beobachteten saccharolytischen Lebensform. Zudem wurden 50 Proteine der
bakteriellen Motilitdat zugeordnet. Dies konnte die elektronenmikroskopische Beobachtung von

Flagellen bestatigen (Abb. 20, E).

Insgesamt wurden 97 CAZymes via dbCAN2 in den Proteinsequenzen von MD1 identifiziert. Fir nur
vier der potentiellen CAZymes wurde ein Signalpeptid vorhergesagt. Nur diese CAZymes kdnnen
demnach in den extrazelluldren Raum sekretiert werden. Diese vier Proteinen beinhalten nach
HMMER und Diamond Annotation eine GH18, eine GH13, eine CE1+GH10 mit mehreren CBM9
Modulen, sowie eine CE4. Nach CAZy.org deuten diese CAZymes auf Chitinase Aktivitat (GH18), a-
Amylase Aktivitat (GH13 Subfamilie 36), Xylanase Aktivitat (GH10) und Acetyl-Xylan-Esterase Aktivitat
(CE4) hin (Stand 13.10.20). Ein Vergleich der Proteinsequenzen dieser vier Enzyme Gber BLASTP mit
der NCBI Datenbank deutet auf Homologie zu Proteinen von Mobilisporobacter senegalensis, Herbinix
hemicellulosilytica und Herbinix luporum hin (Tab. 51). Intrazelluldr wurde eine Vielzahl an CAZymes
annotiert. Die insgesamt 93 Proteine setzen sich aus 62 GHs, 26 GTs und 5 CEs zusammen. Innerhalb
der GHs ist die Familie GH2, welche auf B-Galactosidase Aktivitat hindeuten kann (cazy.org, 13.10.20),

mit sieben Vertretern am abundantesten, gefolgt von GH43 (B-Xylosidase Aktivitat; cazy.org, 13.10.20)
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mit sechs Vertretern und GH51 (Endoglucanase Aktivitat; cazy.org, 13.10.20) mit finf Vertretern (Tab.
A 6).

Tab. 51: BLASTP Analyse der CAZymes mit Signalpeptid, identifiziert Giber dbCAN2 (Zhang et al. 2018a), von
MD1.

dbCAN2 Analyse BLASTP Analyse
. Bester Treffer .
Protein insti
ote HMMER DIAMOND  [Proteinname, ID Ubereinstim

ID . mung [%]
Organismus]
Ig-like domain-containing

MBB2182 protein, WP_17016

410.1 GH18 GH18 Mobilisporobacter 4338.1 26,23
senegalensis
hypothetical protein

MBB2182 !

GH13_36 GH13_36 Herbinix WP_10320 65,98

564.1 ; _— 3143.1
hemicellulosilytica

MBB2183 CBM9+CBM9+CE1+C CBMO9+CE1 endo-1,4-beta-xylanase, = WP_05825 77 58

261.1 BM9+GH10 +GH10 Herbinix luporum 8264.1 ’
polysaccharide
deacetylase family

MBB2184

454.1 CE4 CE4 protein, 3\222112361 75,66

: Mobilisporobacter ’

senegalensis

ID, Identifikationsnummer

3.2.4 Zusammenspiel von Defluviitalea raffinosedens 249c-K6 mit A. thermocellus in einer

cellulolytischen Mischkultur

Isolierung und Charakterisierung

Die Arbeiten zur Bewertung der Kultivierungsmethoden resultierten neben Reinkulturen auch in
cellulolytischen Mischkulturen. Im Detail wurde in den Kulturen GR20_GR1, GR20_MN2, GS2.5GR_T4,
GS2_QR3 und GS2_MNS3 (iber 16S rRNA Amplikonsequenzierung OTUs mit Homologie zu Vertretern
des Genus Defluviitalea mit bis zu 91,3% relativer Abundanz detektiert (Tab. A 7). Demnach sind
Defluviitalea Spezies in cellulolytischen Co-Kulturen aller verwendeten Medien vertreten.

(Rettenmaier et al. 2019a)

Das haufige Auftreten und die hohe Abundanz von Vertreten des Genus Defluviitalea in diesen
Mischkulturen deutete auf ein synergistisches Zusammenspiel mit den bekannten cellulolytischen
Organismen H. hemicellulosilytica oder A. thermocellus hin. Weiterfiihrende Isolierungsversuche
resultierten in mehreren Reinkulturen verschiedener A. thermocellus Isolate. Aus GS2.5GR_T4 wurde
Uber den Wechsel des Medium zu GS2 eine stabile Co-Kultur aus A. thermocellus und D. raffinosedens,
genannt 253-K6, isoliert. Weiterfiihrend konnte daraus Uber den Wechsel der C-Quelle zu Xylose
D. raffinosedens in Reinkultur, genannt 249c-K6, isoliert werden. D. raffinosedens kann, im Gegensatz
zu A. thermocellus (Koeck et al. 2015a), die Pentose Xylose fiir den Energiestoffwechsel nutzen (Ma et

al. 2017). Somit wurde iiber mehrmaliges Vereinzeln und Uberimpfen gewihrleistet, keine
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A. thermocellus Kontamination in 249¢-K6 mehr vorzufinden. Die 16S rRNA Gen-Sequenz des Isolates
249c-K6, offentlich zuganglich in der NCBI Datenbank unter der Identifikationsnummer MN744427,
hat 99,86% Ubereinstimmung zu D. raffinosedens A6'. 16S rRNA Identitidten zu anderen Spezies
innerhalb dieses Genus ist deutlich unterhalb des Schwellenwerts zur Spezies-Abgrenzung (96,47% zu
D. saccharophila LIND6LT2" bzw. 94,35% zu D. phaphyphila AlglT). Das Isolat 249¢-K6 kann demnach

eindeutig der Spezies D. raffinosedens zugeordnet werden. (Rettenmaier et al. 2020c)

A B
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Abb. 21: Charakterisierung von D. raffinosedens in Co-Kultur mit A. thermocellus nach Rettenmaier et al.
(2020c). A) Bestimmung des verbleibenden Substrates und B) Bestimmung fliichtigen Metabolite mittels GC von
A. thermocellus 1solaten (hier: 250c-K4) im Vergleich zum Typstamm A. thermocellus ATCC27405", sowie der Co-
Kultur #253¢-K6 (A. thermocellus mit D. raffinosedens). Alle Kulturen wurden in biologischen Duplikaten in drei
verschiedenen Medien mit 0,2% (w/v) Cellulose Pulver MN301 angezogen. Die Daten wurden auf eine
Inkubationszeit von zwei Tagen normalisiert. Gezeigt werden die Teilabbildungen A) und B) nach Ubersetzung
auf Deutsch.

Nach Rettenmaier et al. (2020c) ist D. raffinosedens, lIsolat 249c-K6, wie aus der Stamm-
Charakterisierung von Ma et al. (2017) zu erwarten, zwar nicht cellulolytisch, jedoch saccharolytisch.
Es wurde gezeigt, dass die Prasenz dieses saccharolytischen Organismus einen starken Einfluss auf die
Cellulose-Hydrolyse cellulolytischer Organismen, hier A. thermocellus, hatte. In allen drei getesteten
Medien konnte die Co-Kultur aus A. thermocellus und D. raffinosedens deutlich mehr Cellulose in Form
von Cellulose Pulver MN301 hydrolysieren als Reinkulturen von A. thermocellus (Isolat 250c-K4 und
ATCC 27405"; Abb. 21, A). Parallel dazu produziert die Co-Kultur deutlich mehr der auch fiir den Biogas

Prozess bedeutenden fliichtigen Metabolite Essigsaure und Ethanol (Abb. 21, B).

Genomsequenzierung

Die Genomsequenz von D. raffinosedens wurde am ZIEL—Institute for Food & Health, Core Facility
Microbiome, TU Miinchen, Freising Deutschland mittels Illlumina HiSeq 2500 im PE150 Modus
sequenziert und Gber SPAdes v3.11.1 assembliert. Die Assemblierung resultierte in 31 Contigs mit einer
Gesamtlange von 3.092.124 bp und einem GC Gehalt von 35.67 mol% und ist unter der
Identifikationsnummer PRINA591875 in der NCBI Datenbank 6ffentlich zuganglich. Nach Rettenmaier
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et al. (2020c) reprasentiert diese Genomsequenz das erste Genom dieser Spezies und das zweite
Genom innerhalb des Genus Defluviitalea. Die phylogenetische Einordnung (iber 16S rRNA
Gensequenz-ldentitat wird basierend auf der kompletten Genomsequenz bestatigt. Innerhalb 14

Referenzorganismen ist das Genom von D. phaphyphila Algl™ am dhnlichsten zu 249¢-K6 (Abb. 22).

Die automatische Annotation der Genomsequenz von 249c-K6 mit PGAP Version 4.10 (12.12.2019)
resultierte in 2.806 kodierenden Genen und 86 RNA Genen. Die funktionelle Analyse hinsichtlich der
Existenz von CAZymes identifizierte nach Rettenmaier et al. (2020c) insgesamt 53 CAZymes, davon 32

GHs und davon wiederum nur 6 GHs mit Signalpeptid.

E Blautia luti DSM 14534 (WMBCO01)
Lactonifactor longoviformis DSM 17459 (FQVI01)
Faecalimonas umbilicata DSM 103426 (SLZV01)

Anaerostipes hadrus DSM 3319 (AMEY01)

37 {Herbinix luporum SD1D (LN879430)
— Herbinix hemicellulosilytica T3/55 (CVTD02)

24 ——— Petrocella atlantisensis 70B-A (LR130778)
- Natranaerovirga pectinivora DSM 24629 (SMAL01)
=l %{ Defluviitalea raffinosedens 249c-K6 (WSLF01)
Defluviitalea phaphyphila Algl (JWID01)

13

Vallitalea guaymasensis L81 (QMDOO01)
Anaerobium acetethylicum GluBS11 (FMKAOQ1)
D Parasporobacterium paucivorans DSM 15970 (FQYTO1)
Cuneatibacter caecimuris DSM 29486 (SGXF01)
Eineothrix alysoides DSM 100556 (SLUOO1)
0.10

Abb. 22: Phylogenetischer Baum, basierend auf 92 up-to-date bacterial core genes in Genomsequenzen, von
D. raffinosedens 249c-K6 nach Rettenmaier et al. (2020c), Figure 1. Der Baum wurde aus 15 Genome
(Identifikationsnummern angegeben) iber UBCG Version 3 (Na et al. 2018) berechnet. An den Verzweigungen

ist die statistische Relevanz aus 1.000 Wiederholungen (Bootstrap), sowie die Anzahl an Genen die diese
Topologie unterstiitzen (Gene Support Index, GSI) wie folgt angegeben: Bootstrap / GSI.

Defluviitalea spp. in Biogasanlagen

Amplikonsequenzierungen der bakteriellen 16S rRNA Gene, Region V6-V8 der Biogasfermenter, aus
denen 249c-K6 isoliert wurde, ermoglichten die Abschatzung der relativen Abundanz von Defluviitalea
spp. in diesen thermophil betriebenen Fermentern sowie den Vergleich zum mesophilen
Fermenterbetrieb. OTUs mit Ahnlichkeit zu Defluviitalea wurden ausschlieRlich im thermophilen
Fermenterbetrieb mit einer relativen Abundanz von 0,003-1,310 in DNA oder cDNA detektiert (Tab. A
8). Die hochste Abundanz wurde in cDNA des Fermenters T2 unter hoch-effizienten
Prozessbedingungen festgestellt. Somit konnte die transkriptionelle Aktivitat von Defluviitalea spp. mit

der Effizienz des Biogasprozesses korrelieren. (Rettenmaier et al. 2020c)

95



Der Abgleich der Genomsequenz von 249c-K6 mit der o6ffentlich zugdnglichen Datenbank ,biogas
microbiome’ nach Campanaro et al. (2020) ermoglichte die Zuordnung eines MAG zur Spezies
D. raffinosedens. Der MAG METABAT AS04akNAM 106, assembliert aus dem Metagenom eines im
Labor-Malstab bei 55 °C mit Acetat und Hefe-Extrakt betriebenen Biogasreaktors, hat einen ANI-Wert
von 99.5% zur Genomsequenz von 249¢-K6 und kann demnach eindeutig derselben Spezies zugordnet

werden. (Rettenmaier et al. 2020c)
3.2.5 Ruminiclostridium herbifermentans sp. nov., MA18T

Isolierung

Das Isolat MA18™ wurde zuerst aus dem mesophilen Fermenterbetrieb 2017 in GR20 Medium isoliert.
16S rRNA Gensequenzanalysen deuteten auf eine neue Spezies innerhalb des Genus Ruminiclostridium

hin. Die héchste Ubereinstimmung wurde mit 97,23% zu R. sufflavum beobachtet.

Eine stabile Kultivierung in Reinkultur wurde im Rahmen der Masterarbeit von Scheitz (2019) erreicht
und ermoglichte die weiterfiihrende physiologische Charakterisierung und Genomsequenzanalysen
von Kowollik (2020). Interessanterweise wurde in 2019 erneut ein Isolat (MS-GRII.1) derselben Spezies

aus dem mesophilen Fermenterbetrieb in GR20 Medium isoliert (Schmidt 2019).

Das lIsolat MA18™ = DSM 109966" = JCM 391247 wurde demzufolge als Ruminiclostridium
herbifermentans sp. nov. im International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology
beschrieben. Relevante Ergebnisse aus Rettenmaier et al. (2021) werden im Folgenden erneut

beschrieben.

Sequenzierung und Phylogenie

16S rRNA Gensequenzanalysen ermdglichten die phylogenetische Einordnung von MA18" (Abb. 23
nach Rettenmaier et al. (2021), Figure 1). MA18" ist demnach Teil eines Clusters mit allen bekannten
Spezies des Genus Ruminiclostridium und hat zudem einen gemeinsamen Vorfahren mit dem
nachstverwandten Organismus R. sufflavum CDT-1" = DSM 19573". Bootstrap fir diese Verzweigung

ist 90.

Die Genomsequenz von MA18" wurde (iber die PacBio RSIl Technologie sequenziert (Novogene, UK)
und die Assemblierung iber SMRT portal Version 3.2.0 resultierte in einem zirkularen Genom der
Lange 4.817.678 bp mit einem GC-Gehalt von 33,16 mol%. Die phylogenetische Analyse basierend auf
der kompletten Genomsequenz bestatigte die vorangegangene Analyse basierend auf 16S rRNA
Gensequenzen. Die Genomsequenz von MA18T ist basierend auf 89 von 92 analysierten Genen am
dhnlichsten zur Genomsequenz von R. sufflavum DSM 195737 (Abb. 24). Des Weiteren wird tiber 90

aus 92 analysierten Genen auch die Einordnung von MA18" zum Genus Ruminiclostridium bestatigt.
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Der ANI-Wert dieser beiden Genome ist 76,88% und unterstiitzt somit die Abgrenzung von MA18" als

neue Spezies.

Ruminiclostridium herbifer MA18T (MK935571)

Ruminiclostridium sufflavum CDT-17 (AB267266)
Ruminiclostridium hungatei DSM 144277 (MZGX01000062)
Ruminiclostridium josui JCM 178887 (JAGE01000001)
Ruminiclostridium papyrosolvens DSM 27827 (ACXX02000011)
Ruminiclostridium cellulolyticum H10T (CP001348)

Ruminiclostridium cellobioparum subsp. termitidis DSM 53987 (FR733680)

a7 Ruminicilostriditm ceffobioparum subsp. cellobioparum DSM 13517 (X71856)

@ Celiutosibacter alkalithermophilus A6 (FJ815191)

Anaercbacterium chartisolvens T-1-357 (AB793710)

Pseudobacteroides celltiosolvens DSM 29337 (LGTC01000001)

Acetivibrio saccincola GGR1T (LN868252)

Mageeibacillus indolicus CCUG_58143" (GQS00632)

Thermoclostridium caenicola EBR596" (AB221372)

Thermociostridium stercorarium subsp. stercorarium DSM 85327 (CP004044)
67 100

Thermociostridium stercorarium subsp. feptospartum DSM 9219 (CP014673)
100
Thermociostridium stercoraritm subsp. thermolacticum DSM 29107 (CP014672)

100 [ Acetivibrio cellulolyticus CD2™ (AEDB01000143)
Acetlivibrio_aldrichif DSM 61597 (X71846)

Acetivibric alkaliceliuiosi Z-70267 (AY959944)

Acetivibrio clariffavus DSM 197327 (CP003065)
Acetivibrio thermocellus ATCC_274057 (CP000568)
Acetivibrio straminisolvens JCM_215317 (BAVR01000144)

66 Acetivibrio mesophifus N2K1T (MK138666)

Petroclostridium xylanityticum SK-Y3" (KT630605)
100 Massitiimaiia timonensis Marseille-P3753" (FYDD01000001)
1 100 I: Massilimalia massiliensis Marseille-P29637 (FUHT01000001)

Paludicola psychrotolerans NC1253T (KY777734)

99 ———————— Bulyricicoccus porcorum BB10T (MF489066)

o |- Agathobacufum butyriciproducens SR79T (KP889099)
100 | Butyricicoccus faecihominis YIT_12789T (LC082228)

0.020

Abb. 23: Phylogenetischer Baum, basierend auf 16S rRNA Gensequenz Analysen, von MA18" nach Rettenmaier
et al. (2021), Figure 1. Die 16S rRNA Gensequenzen wurden mit Giber MUSCLE aligniert und die phylogenetischen
Distanzen mit 1.000 Wiederholungen (Felsenstein 1985) nach der Maximum Likelihood Methode (Felsenstein
1981) basierend auf dem Tamura-Nei Modell (Tamura und Nei 1993) in MEGAX (Kumar et al. 2018) berechnet.
Gezeigt ist der wahrscheinlichste Baum (highest log likelihood: -8409.12) zusammen mit der Wiederholbarkeit
(>50) an den Verzweigungen. Balken, 0,02 Substitutionen. Die Analyse beinhaltete 31 16S rRNA Gensequenzen
(Identifikationsnummern angegeben) mit einer Lange von 1.315 bp.
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Ruminiclostridium herbifermentans MA18T (CP061336.1)

Ruminiclostridium sufflavum DSM 19573™ (QKMRO1.1)

Ruminiclostridium josui JCM 17888 (JAGE01.1)

100/90 | 100752

Ruminiclostridium papyrosolvens DSM 2782 (ACXX02.1)

Ruminiclostridium cellulolyticum H10™ (CP001348.1)

100/ 38 Ruminiclostridium cellobioparum subsp. termitidis CT1112T (AORV01.1)

100/91

Ruminiclostridium cellobioparum subsp. cellobioparum DSM 13517 (JHYDO1.1)
100/ 85
Ruminiclostridium hungatei DSM 144277 (MZGX01.1)

Anaerobacterium chartisolvens DSM 27016 (QPJT01.1)

Pseudobacteroides cellulosolvens DSM 2933" (LGTCO1.1)
100/35 Acetivibrio cellulolyticus CD2™ (AEDB02.1)

Acetivibrio straminisolvens JCM 215317 (BAVR01.1)

Abb. 24: Phylogenetischer Baum, basierend auf 92 up-to-date bacterial core genes in Genomsequenzen, von
MA18". Der Baum wurde aus 12 Genome (ldentifikationsnummern angegeben) iber UBCG Version3 (Na et al.
2018) berechnet. An den Verzweigungen ist die statistische Relevanz aus 1.000 Wiederholungen (Bootstrap),
sowie die Anzahl an Genen die diese Topologie unterstiitzen (Gene Support Index, GSI) wie folgt angegeben:
Bootstrap / GSI.

Physiologie

Die Arbeiten von Kowollik (2020) beschreiben MA18" als mesophile bis moderat thermophile,
cellulolytische und xylanolytische Spezies. Zellen von MA18" sind leicht gebogene, bewegliche
Stabchen, die einzeln oder gepaart auftreten (Abb. 25) und Sporen bilden kénnen. Optimales
Wachstum wurde bei 40-48 °C (Bereich 20-55 °C) und neutralem pH (pH 6,5-8,5; Bereich 6,0-8,5)
beobachtet. MA18" wurde hauptsichlich Gram-negativ gefarbt und verhielt sich auch im KOH-Test
Gram-negativ. Chemotaxonomische Analysen wiesen den Peptidoglykan-Typ Aly-meso-Dpm-direkt
nach, welcher charakteristisch fiir Gram-negative Organismen ist (Schleifer und Kandler 1972). Des
Weiteren wurden hauptsachlich die zelluldaren Fettsduren Ci4.0 ISO FAME, Cis.0 ANTEISO FAME und Ciso
ISO DMA detektiert.

Die Substrate Arabinose, Ribose, Cellobiose, Cellulose in Form von Filterpapier und PASC, und Xylan
wurden zu den Stoffwechselprodukten Essigsdure und Ethanol vergoren. Nicht verstoffwechselt
wurden die C-Quellen Fructose, Galactose, Glucose, Lactose, Maltose, Maltodextrin 10, Mannose,
Pektin und Stdrke. DC Analysen zeigten, dass MA18" bei Wachstum auf Cellobiose Glucose sekretierte.
Glucose-Sekretion bei Wachstum auf Cellulose wurde auch fiir A. thermocellus beschrieben (Ozpinar
und Ozkan 2007). MA18" kdénnte demnach, dhnlich wie in den Beobachtungen zu ,3.2.4
Zusammenspiel von Defluviitalea raffinosedens 249c-K6 mit A. thermocellus”, synergistisch mit
Glucose-verwertenden Organismen in seinem natlrlichen Habitat, dem Biogasfermenter,

zusammenspielen.
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Abb. 25: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zellmorphologie von MA18™ nach Rettenmaier et al.
(2021), Figure 5 B) und C). A) SEM-Aufnahme nach Kultivierung mit 0,5% (w/v) Cellobiose (2 d, 40 °C). B) TEM-
Aufnahme nach Kultivierung mit 0,5% (w/v) FP (5 d, 40 °C). Die Aufnahmen wurden in Kooperation mit Prof. Dr.
Andreas Klingl, Dept. Biologie | — Botanik, LMU, Planegg-Martinsried, Deutschland erstellt. Balken, 1 um.

Funktionelle Analyse der Genomsequenz

Die automatische Annotation der Genomsequenz von MA18™ mit PGAP Version 4.12 (13.09.2020),
offentlich zuganglich in der NCBI Datenbank unter der Identifikationsnummer CP061336.1, resultierte
in 3.707 Protein-kodierenden Genen und 79 RNA-Genen, davon 5 rRNA Operons.

Die automatische Annotation von CAZymes detektierte 134 Gene, darunter 64 putative, extrazelluldre
GHs (Tab. A 9). Am héaufigsten vertreten waren GHs der Familien 43, 5 und 9, welche nach cazy.org
Enzyme der Klassen Xylosidase, endo-B-1,4-Glucanase oder Endoglucanasen beinhalten (Tab. 52). Dies

unterstiltzt die zuvor beschriebene cellulolytische und xylanolytische Lebensweise.

Die Detektion von Dockerin-Modulen deutete auf cellulosomale Organisation hin. Dassa et al. (2017)
beschrieb eine charakteristische Organisation der cellulosomalen Gen-Cluster in mesophilen
Clostridien. Auch fir das Isolat MA18™ konnte ein solches cellulosomales Gencluster identifiziert
werden, welches am dhnlichsten zum Cluster von R. sufflavum war (Abb. 26). In diesem Cluster sind
analog zu R. sufflavum Gene in rdaumlicher Ndhe zu den cellulosomalen Strukturproteinen (cip,
cellulosome-integrating protein) angeordnet, die fir GHs der Familien 9, 5, 8 und 48 kodieren.
Interessanterweise enthilt dieses Cluster im Genom von MA18" die beiden einzigen Gene, die fur
GH48 Enzyme kodieren, welche die Klasse der reducing end-acting Cellobiohydrolasen zusammenfasst
(Lombard et al. 2014) und damit auch entscheidend fiir den Abbau kristalliner Cellulose sind (Koeck et
al. 2014a). Zudem umfasst das Gen-Cluster von MA18 vier, anstatt wie bei R. sufflavum zwei, Cips.
Dies konnte auf eine besonders hohe Aktivitdt hinsichtlich des Abbaus von Cellulose oder

Hemicellulose hindeuten und korreliert mit den physiologischen Beobachtungen zu diesem Isolat.
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Tab. 52: Abundante GH-Familien, vorhergesagt fiir Isolat MA18" via dbCAN2 (Zhang et al. 2018a), und deren
mogliche Enzymklassen nach Lombard et al. (2014).

Protein-IDs GH-Familie Putative Enzymklasse (cazy.org)

e QNU65851.1 2579
e QNU66658.1_3479
e QNU66660.1_3481
e QNU67712.1_855

e QNU68671.1 1917
e QNU68673.1 1919
e QNU65955.1 2697

B-xylosidase (EC 3.2.1.37); a-L-
GH43 arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55);
xylanase (EC 3.2.1.8);

e QNU66059.1_2812 endo-B-1,4-glucanase / cellulase
e QNU66064.1_2817 GH5 (EC 3.2.1.4); endo-B-1,4-xylanase
e (QNU66065.1_2818 (EC 3.2.1.8); B-glucosidase (EC

e (QNU67298.1_352 3.2.1.21);

e QNU67685.1 821
e QNU65468.1 2149

e QNU65790.1_2507

e QNU66061.1_2814

e QNU66062.1_2815

e QNU67290.1_341

e QNU67291.1 342

e QNU67293.1_344

e QNU67294.1 346 GH9
e QNU67297.1_350

e QNU67895.1_1056

e QNU68135.1 1324

e QNU68136.1_1325

e QNU68137.1_1326

e QNU68703.1_345

* _QNU68902.1_2880

st DD EDC
s I DD D>

Abb. 26: Anordnung des cellulosomalen Gen-Clusters von MA18™ nach Rettenmaier et al. (2021), Figure 3.
Gezeigt wird nur MA18" nach Rettenmaier et al. (2021) im Vergleich zu R. sufflavum nach Dassa et al. (2017). Die
Graphik fir MA18T visualisiert die Anordnung folgender Proteine lcl|CP061336.1 prot_ QNU67288.1 338,
_QNU67289.1 339, _QNU68702.1 340, _QNU67290.1 341, _QNU67291.1 342, _QNU67293.1_344,
_QNU68703.1_345, _QNU67294.1 346, _QNU67295.1 347, _QNU67297.1_350, _QNU67298.1 352,
_QNU67299.1 353, QNU67300.1_354, QNU67301.1 356, QNU67302.1_357, siche auch Tab. A 9.

endoglucanase (EC 3.2.1.4); endo-
B-1,3(4)-glucanase / lichenase-
laminarinase (EC 3.2.1.6); B-
glucosidase (EC 3.2.1.21);

Die Einteilung des damals breit gefacherten Genus Clostridium wurde hier bereits vorgestellt. Spezies
der Clostridium Group | nach Dassa et al. (2017) werden in der bereits 2013 von Yutin und Galperin
vorgeschlagene Reklassifizierung einiger Clostridium spp., inklusive bekannter cellulolytischer
Vertreter, der Gattung Ruminiclostridium zugeteilt. Diese auf Genomsequenzanalysen basierende
Umbenennung der Clostridium Group | zu Ruminiclostridium spp. wurde allerdings erst durch Zhang et
al. (2018b) valide (Oren und Garrity 2019). Basierend darauf ordnet die Genomsequenz-Analyse von

MA18" diese Spezies eindeutig dem Genus Ruminiclostridium zu.
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Einordnung in den Biogasprozess

Die Isolierung von MA18" aus zwei unabhingigen, aber dhnlich durchgefiihrten Fermenterbetrieben
(2017 und 2019 bei LFL-ILT) deuten auf einen Zusammenhang der Hydrolyse des Roh-Substrates
(jeweils Maissilage), der Prozesstemperatur (jeweils 38 °C) und dem Auftreten von MA18" hin. Die
Arbeit von Schmidt (2019) analysierte deshalb PCR-basiert die relative Abundanz von MA18" in
Anreicherungskulturen sowie DNA und RNA des Biogasfermenters. Der spezifische Nachweis des
Isolates mit den Primern F_MA18 16S und R_MA18 16S ermoglichte den Nachweis in der
Anreicherungskultur MS1-GRII-GR20. 16S rRNA Amplikon-Analysen der Anreicherungskulturen
(PRINA674481 und PRINA674617) deuteten auch auf eine relativ hohe Abundanz [22,7%; siehe
Anhang ,16S rRNA Amplikon, V3-V4, mit 100% Ubereinstimmung zu Ruminiclostridium
herbifermentans, MA18" aus Analyse der Anreicherungskulturen 2019 (Schmidt 2019) “] dieser Spezies
in MS1-GRII-GR20, aus der auch das Isolat MS-GRII.1 gewonnen werden konnte, hin. In allen weiteren
mesophilen Anreicherungskulturen konnte das Isolat nicht spezifisch Giber PCR nachgewiesen werden
und die 16S rRNA Amplikon-Analysen deuteten auf eine geringe relative Abundanz bzw. Abwesenheit
von Spezies des Genus Ruminiclostridium hin (2,8-3,0% in MI-GR-II-GR20 und MS1-GR1-GS2.5GR;
<0,25% in allen anderen Anreicherungen). In den 16S rRNA Amplikon-Sequenzen des
Fermenterbetriebes (siehe ,Bakterielle Diversitdt und deren transkriptionelle Aktivitdt in
Biogasfermentern mit verschiedenen Prozessbedingungen®) konnten Spezies-spezifische zOTUs weder
in DNA noch in cDNA (iber BLASTN Abgleich mit der 16S rRNA Gensequenz von MA18T (MK935571)

detektiert werden.

Die Anreicherung und Isolierung der Isolate MA18" und MS-GRII.1 basierten jeweils auf dem Inokulum
GR mit GR20 als Medium. Dies verdeutlicht, wie bereits in Rettenmaier et al. (2019a) beobachtet, die
Bedeutung der Imitation des natirlichen Habitats, welche vor allem fiir den ersten Kultivierungsschritt
entscheidend scheint. Im Zuge der Isolierung und Charakterisierung von MA18" in Zusammenarbeit
mit Scheitz (2019) und Kowollik (2020) wurde beobachtet, dass fiir eine stabile Kultivierung von MA18"
GRin geringen Mengen (1-2,5% v/v) supplementiert zu GS2 einen positiven Effekt auf die Vitalitat des

Isolates hat.

101



3.2.6 Clostridium sartagoforme (in Co-Kultur mit Ruminiclostridium josui)

Isolierung und Identifizierung

Der Organismus Clostridium sartagoforme wurde sowohl aus dem mesophilen Fermenterbetrieb 2017
(Isolat MA7), als auch in 2019 (Isolate MS-GR .2 und MI-GR III.3; Schmidt (2019)) aus
Anreicherungskulturen inokuliert mit GR in allen drei Medien mit Filterpapier als C-Quelle isoliert. Die
Isolate MA7 (GS2), MS-GR 11.2 (GR20) und MI-GR I11.3 (GS2.5GR) haben >99% 165 rRNA Gensequenz
Ubereinstimmung zu Clostridium sartagoforme JCM 1413 und kénnen demnach eindeutig diesem
Organismus zugeordnet werden. Reprasentativ wurde das Isolat MA7 weiter analysiert und die
entsprechende 16S rRNA Gensequenz bei NCBI unter der Identifikationsnummer MW229081

veroffentlicht.

Nathani et al. (2016) beschreibt die erste Genomsequenz eines C. sartagoforme lsolates (hier: AAU1)
und stellt die Rolle dieses Organismus bei der anaeroben Fermentation von Cellulose und Chitin
heraus. Allerdings wurden im Genom von AAU1 keine der nach Koeck et al. (2014a) relevanten
Cellulasen beschrieben. In der Arbeit von Gerbaulet (2019) wurde nach der cellulolytischen
Komponente von C. sartagoforme geforscht. Hierbei wurde beobachtet, dass das Isolat MA7 in einer

cellulolytischen (MA7c) und einer nicht cellulolytischen Form (MA7nc) vorliegen kann.
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Abb. 27: Zusammenfassung der 16S rRNA Amplikonsequenzierung, Region V3-V4 mit DNA isoliert aus MA7c
und MA7nc. Analysiert wurde MA7c und MA7nc kultiviert bei 37 °C in GS2 Medium mit verschiedenen C-Quellen
(FP, 0,5%; PASC, 0,5%; Cb, 0,5% jeweils w/v oder ohne C-Quelle (noC)). Die Auswertung der Sequenzier-Daten
erfolgte mit IMNGS.org (Lagkouvardos et al. 2016) fiir OTUs mit einer relativen Abundanz >=0,0025. Die
generierten OTUs wurden zur ldentifizierung auf Spezies-Ebene mit der NCBI Datenbank abgeglichen und
zusatzlich Giber genspezifische PCR und Sanger-Sequenzierung verifiziert. Die statistische Auswertung erfolgte via
Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R. Die Grafik wurde mit Graph Pad Prism 7 erstellt. Die Rohdaten sind unter
der Identifikationsnummer PRINA675478 bei NCBI 6ffentlich zuganglich.
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16S rRNA Amplikon-Analysen identifizierten nach Analyse via IMNGS.org drei verschiedene OTUs mit
einer relativen Abundanz >=0,0025 und Ahnlichkeiten >99% zu C. sartagoforme, Ruminiclostridium
cellulolyticum und Bacteroides vulgatus in den Kulturen (siehe Anhang: ,,16S rRNA OTUs der Region
V3-V4 des Isolates MA7“). Die 16S rRNA Gensequenzierung via PCR und Sanger-Sequenzierung ergab
zuvor keinen Hinweis auf eine Mischkultur und identifizierte eindeutig C. sartagoforme. Eine
Sequenzierung der GH48 Gene nach PCR mit cel48-Mix2 und Sanger-Sequenzierung mit cel48-Mix2-
Rev (siehe Anhang: ,GH48-Gensequenzierung MA7“) deutete auf GH48 Gene von Ruminiclostridium
josui hin. Der Abgleich mittels BLASTN mit der NCBI Datenbank ergab einen Treffer zu AB506688.1
(,,Clostridium josui cipA, cel48A, cel8A, cel9A, cel9B, orfX, cel9C, cel9D, man5A, cel9E, cel5B genes for
scaffolding protein, cellulase, cellulase, hypothetical proteins, mannanase, hypothetical proteins,
complete cds”) mit 99,45% Sequenz-Ubereinstimmung. Demnach ist MA7c eine Co-Kultur aus
C. sartagoforme mit Ruminiclostridium josui, welche vor allem bei der Kultivierung mit Cellulose (FP
oder PASC) zu Tage tritt (Abb. 27). Im Gegensatz dazu steht die Kultivierung mit Cellobiose, da hier der
Anteil an R. josui in MA7c mit 0,12% relativer Abundanz sehr gering ist und dieser demnach tber PCR
mit anschlieBender Sanger-Sequenzierung nicht nachgewiesen wurde. Weitere Passagen des Isolates
MAY7 in Flissig- und Festmedium in GS2 mit Cellobiose flihrten zu einer weiteren Reduktion von R. josui
(0%, 0,03% bzw. 0,07% relative Abundanz in Cb, noC bzw. PASC), so dass Cellulolyse nicht mehr
beobachtet werden konnte. Spontane Uberfiihrung von MA7nc zuriick zu einer cellulolytischen Form
wurde trotzdem in Gerbaulet (2019) beobachtet. Dies kann auf Uberdauerungsformen von R. josui,
welcher bekanntlich Sporen bilden kann (Sukhumavasi et al. 1988), welche zufillig in einer

entsprechenden Menge auskeimen konnten.

Die Erkenntnis, dass MA7 keine Reinkultur aus C. sartagoforme ist, konnte auch fir die Isolate MS-GR
I1.2 und MI-GR [ll.3 aus Schmidt (2019) zutreffen, da auch hier der FP-Abbau erst nach langer
Inkubationszeit (2-3 Wochen bei 37 °C) beobachtet wurde. Dies wird auch durch die geringe Abundanz
dieses Organismus in den Anreicherungskulturen mit FP als selektive C-Quelle gestiitzt. Nach Schmidt
(2019) konnte C. sartagoforme spezifisch in den Anreicherungen MS-I GR20 und IS-Il GS2
nachgewiesen werden. Zudem war die relative Abundanz, ermittelt {ber 16S rRNA
Amplikonsequenzierungen nur zwischen 0-1,3%. Somit muss die tragende Rolle von C. sartagoforme
hinsichtlich des Celluloseabbaus, wie er von Nathani et al. (2016) postuliert wurde, zumindest fir den

Biogasprozess angezweifelt werden.
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Analyse sekretierter Proteine

Zur weiteren Uberpriifung, ob C. sartagoforme eine Bedeutung fiir den Abbau von Cellulose hat,
wurden die sekretierten Proteine von MA7c angezogen in biologischen Triplikaten mit den C-Quellen
FP, PASC und Cellobiose, und tiber LC-MS/MS in Kooperation mit Dr. Christina Ludwig, BayBioMS, TU
Minchen analysiert. Zur Identifizierung der sekretierten Proteine wurden die annotierten
Proteinsequenzen der Organismen R. josui JICM 17888" und C. sartagoforme AAU1, jeweils verfligbar

bei NCBI oder UniProt unter den Identifikationsnummern GCA_000526495.1 und 1202534, verwendet.

Die detektierten Proteine wurden mit der Annotation von CAZymes via dbCAN2 (siehe Anhang: Tab. A
10 und Tab. A 11) verglichen. In keiner der analysierten Bedingungen wurden CAZymes von
C. sartagoforme in den Uberstandsproteinen detektiert. Im Gegenzug konnten 30 CAZymes von
R. josui identifiziert werden (Tab. 53). Diese 30 CAZymes waren in MA7c kultiviert mit FP ausnahmslos
in ihrer relativen Abundanz signifikant erhoht im Vergleich zur Kultivierung mit Cellobiose oder ohne
zusatzliche C-Quelle (p<0,05). Interessanterweise waren unter diesen 30 CAZymes auch vier mogliche
Cellulasen der GH Familien 5, 8 und 9. Somit bestatigte dies die aus der 16S rRNA Amplikon-Analyse
entwickelte Hypothese, dass C. sartagoforme in der Co-Kultur MA7c keine Rolle im Abbau der Cellulose
hat, jedoch den cellulolytischen Organismus R. josui bei der Kultivierung mit einfacher zugéanglichen C-
Quellen, hier Cellobiose, verdrangt. Diese Beobachtung geht Hand in Hand mit den Analysen zur Co-

Kultur aus D. raffinosedens mit A. thermocellus beschrieben in 3.2.4.
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Tab. 53: CAZymes von R. josui JCM 17888 detektiert in den Uberstandproteinen von MA7c.

. . MA7c- MA7c- MA7c- T-Test* FP  T-Test”
Protein ID dbCAN2 (HMMER-Annotation) EP1 FP2 EP3 2u CB EP 2u oC
WP_024832326.1 GH11(44-218)+CBM®6(271-369)+CE4(394-515) 2,0E+08 2,8E+08 5,6E+08 0,016 0,016
WP_024832026.1 CBM9(249-419)+CE1(543-805) 3,5E+07 4,6E+07 5,4E+07 0,001 0,001
WP_024833512.1 CBM22(35-157)+CBM22(197-329)+GH10(360-691)+CBM9(719-891)+SLH(928-969)  1,9E+07  2,4E+07  4,6E+07 0,011 0,011
WP_024833259.1 GH43_1(10-319) 1,7E+07 3,2E+07 1,7E+07 0,005 0,005
WP_024833878.1 GH44(35-542)+CBM44(632-693) 7,1E+06 1,6E+07 9,8E+06 0,008 0,008
WP_024833394.1 GH3(106-291) 4,6E+06 6,1E+06 5,8E+06 0,000 0,000
WP_024833667.1 GH94(2-781) 3,3E+06 5,0E+06 4,7E+06 0,001 0,001
WP_024832715.1 CBM50(475-517) 3,1E+06 3,7E+06 4,9E+06 0,049 0,024
WP_024831565.1 GT35(124-650) 1,7E+06 3,2E+06 2,3E+06 0,002 0,002
WP_024832605.1 GH94(2-820) 1,5E+06 3,0E+06 3,1E+06 0,004 0,004
WP_024834442.1 GH9(53-535)+CBM3(562-650)+CBM3(739-819) 1,5E+06 6,1E+06 3,4E+06 0,027 0,027
WP_024832963.1 CBM54(192-305) 1,4E+06 2,2E+06 3,7E+06 0,011 0,011
WP_024832888.1 CE7(4-315) 1,2E+06 3,5E+06 3,8E+06 0,013 0,013
WP_024832638.1 GH43_12(11-295) 8,1E+05 8,9E+05 1,4E+06 0,003 0,003
WP_024831717.1 GH39(12-436) 7,4E+05 2,5E+06 2,7E+06 0,017 0,017
WP_024831697.1 GH8(77-398) 7,3E+05 4,2E+06 1,8E+06 0,047 0,047
WP_024833403.1 GH8(55-367) 6,7E+05 1,2E+06 9,7E+05 0,002 0,002
WP_024833189.1 GH10(42-345) 4,6E+05 2,8E+06 1,4E+06 0,043 0,043
WP_024834545.1 GH120(312-402) 4,6E+05 1,6E+05 7,8E+05 0,030 0,030
WP_024832884.1 GH3(39-279) 4,5E+05 4,8E+05 6,3E+05 0,000 0,000
WP_024831756.1 GH51(3-500) 4,0E+05 2,2E+05 6,5E+05 0,014 0,014
WP_117385193.1 GH10(80-358) 3,4E+05 1,4E+05 5,8E+05 0,023 0,023
WP_024831842.1 GH31(236-664) 3,4E+05 3,0E+05 2,4E+05 0,000 0,000
WP_024831663.1 GT5(5-477) 2,5E+05 3,1E+05 2,9E+05 0,000 0,000
WP_024832821.1 GH67(12-690) 2,4E+05 2,5E+05 4,8E+05 0,007 0,007
WP_024834501.1 GH5_2(66-320)+CBM17(353-556)+CBM28(566-751) 2,2E+05 2,8E+06 3,2E+06 0,045 0,045
WP_024833024.1 GH15(265-633) 2,0E+05 2,5E+05 2,2E+05 0,000 0,000
WP_024834090.1 GT5(9-480) 7,4E+04 9,0E+04 1,5E+05 0,006 0,006
WP_024831841.1 GH3(36-255) 6,4E+04 1,3E+05 9,7E+04 0,003 0,003

GH10(354-777) 6,3E+04 6,5E+04 1,5E+05 0,015 0,015

WP_024832028.1

#Der ,Students T-Test’ wurde in Excel 2007 einseitig mit gleicher Varianz (Typ 2) durchgefiihrt. GHs der Familie 5, 8 und 9 (Cellulasen) sind fett markiert.
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3.3 Etablierung von GH48 als molekularer Marker zur Identifizierung cellulolytischer

Organismen

In den Vorarbeiten von Rettenmaier (2017) wurde das degenerative Primer-Gemisch cel48-Mix2
entwickelt (Tab. A 1), und optimale gPCR Bedingungen im Vergleich zu den Primern Cel48_490F! und
Celd8 920RI, modifiziert nach Pereyra et al. (2010), wurden etabliert. Dies zusammen mit
weiterflihrenden Arbeiten in Kooperation mit Yat Kei Lo (Praktikum, Lehrstuhl fiir Mikrobiologie, TU
Miinchen), Schmidt (2019) und Dr. Klaus Neuhaus, sowie Dr. lllias Lagkouvardos (beide ZIEL — Core
Facility Microbiome, TU Minchen) wurde 2020 in Microorganisms publiziert. Relevante Teil-
Ergebnisse aus Rettenmaier et al. (2020b) werden im Folgenden (3.3.1 GH48-Datenbank und 3.3.2

Taxonomie iber GH48 Gene) beschrieben.

3.3.1 GH48-Datenbank

Das Gen der prozessiven Glucanase GH48 wurde als molekularer Marker zur Identifizierung
cellulolytischer Organismen definiert, und ein Nukleotidprimer-Set fiir die Hochdurchsatz-Analyse von
DNA und RNA wurde entwickelt. Diese Methode beinhaltet auch die taxonomische Zuordnung
einzelner Nukleotidsequenzen, dhnlich wie bei den bereits etablierten molekularen Markern wie z.B.
16S rRNA Gensequenzen. Dazu wurde zunichst eine Datenbank erstellt, welche die Taxonomie,
basierend auf der NCBI Datenbank, mit der GH48 Nukleotid- und Proteinsequenz sowie der 16S rRNA

Gensequenz kombiniert (siehe dazu ,File S1 GH48_database.xIsx” aus Rettenmaier et al. (2020b)).

Nach Rettenmaier et al. (2020b) fihrt die Datenbank aus insgesamt 944 Eintragen bakterielle GH48
und 16S rRNA Gensequenzen aus 104 verschiedenen Genera bzw. 42 verschiedenen Familien der
Eubacteria zusammen. Dabei dominieren Sequenzen der Genera Streptomyces und Paenibacillus (Tab.
A 12). Dabei wurden 45 bzw. 109 Gensequenz-Paare mit identischen GH48 Gensequenzen bzw. GH48
Amplikonsequenzen festgestellt. Allerdings beinhalten alle identischen GH48 Gensequenzen
Sequenzen aus verschiedenen Stammen dergleichen Spezies. Die identischen GH48
Amplikonsequenzen (344 bp) wurden i.d.R. nur innerhalb verschiedener Spezies desselben Genus
beobachtet. Damit bietet die GH48-Amplikonsequenzierung, analog zu 16S rRNA
Amplikonsequenzierungen der bakteriellen 16S rRNA, Region V3-V4, die Moglichkeit einer

taxonomischen Zuordnung auf Genus-Ebene, jedoch nicht auf Spezies-Ebene.
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3.3.2 Taxonomie Uber GH48 Gene

Zur Anwendung von GH48 Gensequenzen im Hochdurchsatz muss, neben der PCR, eine geeignete
Pipeline zur Auswertung von Amplikonsequenzen bereitstehen. Entscheidend fiir das Clustering
einzelner Reads zu OTUs ist ein genspezifischer Schwellenwert, welcher bis dato fir GH48
Gensequenzen nicht bekannt war. Als Basis zur Abschiatzung wurde in Rettenmaier et al. (2020b)
einerseits die Korrelation von GH48 Gensequenz-Ahnlichkeiten zu 16S rRNA Gensequenz-
Ahnlichkeiten zweier Organismen durch ein paarweises Alignment und Berechnung einer
Distanzmatrix herangezogen. Dies war moglich, da fir 165 rRNA Gensequenz-Ahnlichkeiten von
Bakterien eingehende Analysen bekannt sind (siehe dazu auch 1.4.1). Demnach entsprachen nach
polynomischer Modellierung fiir den Datensatz aus GH48 Gensequenzen, fiir die jeweils Volllangen
16S rRNA Gensequenzen vorhanden waren, die Grenzwerte zur taxonomischen Einordnung von 16S
rRNA Gensequenzen von 95, 97 oder 99% einer GH48-Amplikon-Ahnlichkeit von respektive 80, 84 oder
88%.

Des Weiteren wurde ein Clustering Agreement fiir GH48 Amplikonsequenzen bestimmt. Diese Analyse
bestitigte jedoch nicht die kalkulierten Ahnlichkeitswerte aus der vorangegangenen Modellierung: bei
einem Grenzwert von 84% Sequenziibereinstimmung wurden nur 85% der GH48-Amplikone
taxonomisch korrekt eingeordnet. Die eingehende Betrachtung, welche Sequenzen nicht korrekt
eingeordnet werden konnten, deutete auf gewisse AusreilRer hin. Nach Ausschluss solcher AusreiRer
konnte bei einem Grenzwert von 94% Sequenzibereinstimmung eine korrekte taxonomische

Zuordnung gemacht werden.

Diese Analysen ermoglichten die Anwendung von GH48 Amplikonsequenzierungen und deren
Auswertung im Hochdurchsatz und werden in darauffolgenden Kapitel zur Identifizierung

cellulolytischer Bakterien angewandt.
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3.4 Quantifizierung und Identifizierung cellulolytischer Bakterien im Biogasprozess tber

kultivierungs-unabhangige Methoden

Die Analyse cellulolytischer Organismen im Biogasprozess, hier der Vergleich von verschiedenen
Fermenterzustanden, (iber molekularbiologische Methoden wird in dieser Arbeit (iber zwei Marker-
Gene gel6st: GH48 zur Analyse cellulolytischer Bakterien und 16S rRNA Gene zur taxonomischen
Analyse von Bakterien. Die Herangehensweise basiert, wie schon in Rettenmaier (2017) beschrieben,
einerseits auf der Quantifizierung dieser Zielgene tber gPCR und einer daraus folgenden Bewertung
des cellulolytischen Aktivitat in einem Fermenterzustand. Andererseits wird diese Analyse in dieser
Arbeit auch tGber Amplikonsequenzierungen der beiden Marker Gene gel6st. Teil-Ergebnisse hierzu

sind bereits in Rettenmaier et al. (2020b) publiziert.

Analysiert wurden die Fermenterbetriebe aus 2019 zu verschiedenen Zeitpunkten. Verglichen wurde
sowohl die Betriebstemperatur (mesophil oder thermophil), als auch die Prozessstabilitat (stabil oder
instabil). Analog zu den Analysen, beschrieben in 3.1.1 nach Rettenmaier et al. (2019a), wurde sowohl
Fermenterinhalt, hier genannt Garrest (GR), als auch die in sacco Methode (IS) zur Anreicherung
cellulolytischer Organismen in drei verschiedenen Medien (GR20, GS2.5GR, GS2) eingesetzt. Zusatzlich
wurde im Rahmen der Masterarbeit von Schmidt (2019) aus diesen Biogasfermenterproben (GR, 1S)
DNA und RNA in technischen Triplikaten isoliert und diese Replikate fiir weitere molekularbiologische
Analysen zusammengefiihrt. Parameter der Biogasfermenter und Zeitpunkte dieser Probenahmen

sind in Tab. A 13 zusammengefasst.

Zudem wurden GH48 Amplikonsequenzierungen auch in Kooperation mit LfL, AQU durchgefiihrt. Die
zugrundeliegende DNA und RNA Extraktion musste, aufgrund von weiterfiihrenden Arbeiten hierzu,
angepasst werden und erfolgte nach den Beschreibungen in DNA-Extraktion nach Griffiths et al. (2000)
und RNA-Extraktion mit Trizol. Neben GH48 Amplikonen wurden hieraus auch 16S rRNA Amplikone
der Region V3-V4 generiert und sequenziert. Die Ergebnisse hierzu sind in ,Bakterielle Diversitat und
deren transkriptionelle Aktivitdt in Biogasfermentern mit verschiedenen Prozessbedingungen

beschrieben. Die Zeitpunkte der PN sind in Tab. A 14 zusammengefasst.

3.4.1 Quantifizierung GH48 und 16S rRNA Gene in DNA

Die Quantifizierung der GH48 und 16S rRNA Genkopien in DNA wurden nach den Erkenntnissen aus
Rettenmaier (2017) im Zuge der Masterarbeit von Schmidt (2019) durchgefiihrt und bereits in
Rettenmaier et al. (2020b) veroffentlicht. Die IS Methode fiihrte hier eindeutig zu einer Anreicherung
cellulolytischer MO. Der Anteil an GH48 Genkopien zu 16S rRNA Gene ist in jeder analysierten IS Probe
im Vergleich zur GR Probe des gleichen Fermenterzustandes um ein Mehrfaches erhéht und lag

zwischen 1,2% in MI-IS bis 3,7% in MS2-IS (Tab. 54). Neben dieser bereits bekannten Beobachtung
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korreliert der Anteil an GH48 Genen zum Anteil an 16S rRNA Genen auch mit dem Fermenterzustand.
Die effizienteren Fermenterzustande MS3 und TS weisen einen geringeren Anteil an GH48 zu 16S rRNA
Genkopien auf als die ineffizienteren oder instabilen Prozesse MS1, MS2 und Tl. Demnach scheinen
GHA48 Gene, und damit cellulolytische MO, einerseits eine wichtige Rolle zu Prozessbeginn (MS1 und
MS2) einzunehmen. Andererseits nimmt der Anteil bei instabilerem Betrieb im Verhaltnis zu anderen
Bakterien wieder zu. Daraus kann geschlossen werden, dass ein erhéhter Anteil an cellulolytischen
Mikroorganismen moglicherweise zu einer Versdauerung der Biogas Fermenter fiihrt. Zudem ist
denkbar, dass cellulolytische Mikroorganismen im Vergleich zur Gesamtheit der mikrobiellen Flora im
Biogas Fermenter weniger stark durch die Prozessstorung betroffen sind. Die Resultate im Rahmen
dieser Arbeit deuteten unabhangig von der Prozessstabilitat auf eine gleichbleibende Anzahl an GH48
Genkopien hin. Stattdessen wurde eine Variation in der Gesamtheit der mikrobiellen Population

abhingig von der Probe (IS oder GR) sowie der Fermenterzustiande beobachtet.

Neben der Quantifizierung in DNA erfolgten auch Experimente mit RNA. Hier erwies sich jedoch der
valide Nachweis von GH48 Transkripten als schwierig, da die Anzahl oftmals unter der

Detektionsgrenze lag (Schmidt 2019).

Tab. 54: Quantifizierung von GH48 und 16S rRNA in DNA nach Rettenmaier et al. (2020b), Tab. 3.
Standard Standard

Fermenter- GHas Abweichun 165 rRNA Abweichun Verhiltnis
Probenmaterial [Genkopien . & [Genkopien . & GH48/16S
zustand Jul] [Genkopien Jul] [Genkopien FRNA [%]
(1)
/ul] /ul]
MS1 IS 6,8x10° + 8,7x10° 2,2x108 +5,1x107 3,1
GR 5,7x10° +1,1x10° 7,1x108 +1,8x108 0,8
MS2 IS 2,4x107 +9,6x10° 6,4x108 +1,1x107 3,7
GR 4,8x10° +3,1x10° 1,5x10° + 3,6x108 0,3
MS3 IS 3,8x10° +1,4x10° 1,9x108 +2,0x107 2,0
GR 3,6x10° +4,7x10° 1,2x10° +1,5x108 0,3
M IS 9,1x10° +1,3x10% 7,8x10° + 8,4x10° 1,2
GR 5,4x10° +4,0x10° 6,7x108 +1,5x107 0,8
TS IS 3,4x10° + 4,0x10° 2,4x108 +4,1x107 1,4
GR 2,9x10° +2,9x10° 8,0x108 +2,6x108 0,4
- IS 5,8x10° +1,5x10° 1,7x108 +1,4x107 3,5
GR 7,9x10° +8,1x10° 1,2x10° +6,8x107 0,7

Gemessen wurde jeweils in drei technischen Replikaten
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3.4.2 GH48 Gene in DNA

Amplikonsequenzierungen zur Identifizierung cellulolytischer Organismen in DNA isoliert aus GR oder
IS Proben des Fermenterbetriebes 2019 nach Rettenmaier et al. (2020b) detektierten insgesamt 41
verschiedenen OTUs basierend auf einem Clustering mit 94% Sequenziibereinstimmung und >=0,01
relativer Abundanz. Im Mittel wurden 17 OTUs in den einzelnen Proben nachgewiesen. Dabei wurden
signifikante Unterschiede in der Evenness der OTUs im mesophilen bzw. thermophilen
Fermenterbetrieb festgestellt (p=0,006; beidseitiger T-Test unter Annahme gleicher Varianz in Excel
2016). Die detaillierten Ergebnisse der a-Diversitat einzelner Proben ist in Tab. 55 zusammengefasst.
Interessanterweise waren 50-99% der detektierten GH48 OTUs im mesophilen Fermenterbetrieb
keinem bekannten Genus zuzuordnen. Der Anteil an nicht klassifizierbarer GH48 OTUs in thermophilen
Proben war hingegen nur 7-18%. Dies deutet darauf hin, dass vor allem im mesophilen Biogasprozess

bis dato unbekannte Organismen fiir die hydrolytische Spaltung von Cellulose verantwortlich sind.

Tab. 55: a-Diversitat der GH48 Amplikonsequenzierung mit DNA isoliert aus Garrest oder in sacco
Anreicherungen des mesophilen und thermophilen Fermenterbetriebes.

Fermenterzustand Probenmaterial Richness Evenness

IS 13 0,41
MS1

GR 19 0,43

IS 16 0,24
MS2

GR 18 0,42

IS 11 0,35
MS3

GR 17 0,43

IS 22 0,36
Mi

GR 17 0,40

IS 19 0,20
TS

GR 21 0,26
T IS 13 0,11

GR 14 0,33

Die DNA Extraktion, sowie die Amplifikation der Zielgene erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von Schmidt
(2019) und die Daten sind ebenfalls in Rettenmaier et al. (2020b) beschrieben.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R.

GR, Garrest; IS, in sacco

Im Detail setzte sich die cellulolytische Mikrobiota in den Proben MS1, MS2 und MS3 des mesophilen,
stabilen Fermenterbetriebs hauptsachlich aus unbekannten Vertretern der Familie Lachnospiraceae
(73,9%, 49,3% und 33,4% in IS bzw. 38,1%, 47,4% und 29,0% in GR) bzw. Oscillospiracea (24,5%, 50,2%
und 64,0% in IS bzw. 11,3%, 29,7% und 20,0% in GR) zusammen [Abb. 28 nach Rettenmaier et al.
(2020b)]. Die GH48 OTUs detektiert im mesophilen instabilen Fermenterbetrieb wichen stark vom
stabilen Betrieb ab. Hier wurden, sowohl in IS als auch GR, hauptsachlich unbekannte Vertreter der
Familie Clostridiacea detektiert (90,7% in IS bzw. 84,0% in GR). Dementsprechend hat sich die

cellulolytische Mikrobiota vermutlich aufgrund des herbeigefiihrten instabilen Betriebs deutlich
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verandert. Im thermophilen Betrieb dominieren GH48 OTUs des Genus Acetivibrio, welcher auch den
bereits gut beschriebenen cellulolytischen Schliisselorganismus A. thermocellus beinhaltet (Krause et
al. 2008; Wirth et al. 2012). Die relative Abundanz dieses Genus variiert zwischen 60,3% in TI-GR und
91,5% in TI-IS. Zudem wurden durch die in sacco Anreicherung auch unbekannte Vertreter der Familie
Lachnospiraceae im stabilen und instabilen Fermenterbetrieb mit 14,2% in TS-IS und 6,0% in TI-IS im
Verhaltnis zu den entsprechenden GR Proben (2,9% bzw. 0,4% fiir TS-GR und TI-GR) angereichert. Fir
GH48 OTUs des Genus Herbinix verhielt sich die Verteilung anders. Sowohl in mesophilen als auch
thermophilen Proben wurde dieses Genus vermehrt in DNA aus GR Proben detektiert. Zum Beispiel ist
die relative Abundanz dieses Genus 16,0% bzw. 19,7% in TS-GR bzw. TI-GR, jedoch nur 1,5% in TI-IS
bzw. 0,1% in TS-IS. Dies korreliert mit den physiologischen Eigenschaften der beschriebenen Spezies
innerhalb des Genus Herbinix, welche zwar als cellulolytisch, jedoch ohne Ausbildung eines
Cellulosoms, und zum Teil auch als hemicellulolytisch charakterisiert sind (Koeck et al. 2015b; Koeck et

al. 2016a).

Unknown_ Thermoanaerobacterales Family IV
Unknown_ Streptomycetaceae
Unknown_ Ruminococcaceae
Unknown_ Lachnospiraceae
Unknown_ Oscillospiraceae
Unknown__ Clostridiaceae
Unknown__taxonomy
g_Thermoclostridium
g_Thermobifida

g_Acetivibrio

g_Herbinix

g_Clostridium

g_Bacteroides

g_Bacillus

100+

80+

60+

Relative Abundanz [%)]

R IR RCIRCIRCRE S S S 8
ORI OO ONC
CAN I SINS P S ARSI
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Abb. 28: Zusammenfassung der GH48 Amplikonsequenzierung mit DNA isoliert aus Garrest (GR) bzw. in sacco
Proben (IS) auf Genus-Ebene modifiziert nach Rettenmaier et al. (2020b), Figure 3. Die Abbildung wurde
hinsichtlich der Taxonomie nach Tindall (2019b) abgeandert: Hungateiclostridiaceae = Oscillospiraceae;
Hungateiclostridium = Acetivibrio. Die Graphik wurde der Formatierung dieser Arbeit mit Graph Pad Prism 7
angepasst. Die Roh-Daten sind unter PRINA625239 o6ffentlich zugénglich.

Die Diversitat der GH48-Amplikone in den einzelnen Proben, sequenziert im Rahmen der Kooperation
mit LfL, AQU war unerwartet gering. In DNA wurden basierend auf einer OTU Clustering mit 94%
Sequenz-Ubereinstimmung und einer relativen Abundanz >=0,05 nur 5-7 genspezifische OTUs
detektiert (Tab. 56). Die Verteilung dieser OTUs in den Proben der mesophilen Fermenter oder des
thermophil-stabilen Prozesses lag im Mittel zwischen 0,42 fir Ml und 0,59 fiir TS. Fir Tl kam es im

Gegensatz dazu zu einer selektiven Anreicherung einzelner OTUs (Evenness 0,07).
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Tab. 56: a-Diversitdt der GH48 Amplikonsequenzierung mit DNA isoliert aus dem mesophilen und thermophilen
Fermenterbetrieb.

Probe Richness Evenness Mittelwert
MS-PN14-1 7 0,52

MS-PN14-2 7 0,52 0,52
MS-PN2 6 0,51

MI-PN19-1 7 0,37

MI-PN19-2 6 0,39 0,42
MI-PN2 7 0,49

TS-PN2 6 0,60

TS-PN8-1 6 0,59 0,59
TS-PN8-2 6 0,57

TI-PN2 6 0,09

TI-PN8-9-1 5 0,08 0,07
TI-PN8-9-2 6 0,05

Die DNA Extraktion, sowie die Amplifikation der Zielgene erfolgte durch Bernhard Munk, LfL.
M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; I, instabil; PN, Probenahme.

Detektiert wurden GH48 Gensequenzen der Genera Acetivibrio, Bacillus, Clostridium, Herbinix und

Thermobifida. Innerhalb der Replikate zu einem Fermenterzustand wurde eine hohe Ubereinstimmung

beobachtet, jedoch variierte die relative Abundanz einzelner Genera abhangig vom Zeitpunkt der PN.

So werden fiir MS und Ml zu PN2 jeweils weniger GH48-Gensequenzen von Herbinix detektiert (44,2%

bzw. 54,1%) als im Vergleich zu PN14 bzw. PN19 (im Mittel 55,1 bzw. 85,0%). Fiir TS wurde eine

Abnahme von GH48 OTUs des Genus Herbinix im Verlauf des Prozesses beobachtet. Stattdessen stieg

2.B. der relative Anteil des Genus Acetivibrio von 24,6% (PN2) auf im Mittel 37,4% (PN8-1 und -2). Fir

Tl wurde hingegen eine selektive Anreicherung einer einzelnen cellulolytischen Gattung, GH48 OTUs

des Genus Clostridium, unabhangig vom Zeitpunkt der Probenahme beobachtet. (Abb. 29)
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Abb. 29: Zusammenfassung der GH48 Amplikonsequenzierung mit DNA isoliert aus dem mesophilen und
thermophilen Fermenterbetrieb auf Genus-Ebene. Die DNA-Extraktion, sowie Amplifikation der Zielgene
erfolgte durch Bernhard Munk, LfL, Das OTU Clustering erfolgte auf 94% Sequenziibereinstimmung. Analysiert
wurden ausschlieBlich genspezifische OTUs nach manuellen Abgleich mit der GH48-Datenbank und einer
relativen Abundanz >=0,05. Die Roh-Daten sind unter PRINA680694 6ffentlich zuganglich.

3.4.3 GH48 Gene in RNA

Bereits die Arbeiten zur Quantifizierung von GH48 Gensequenzen [3.4.1 Quantifizierung GH48 und 16S
rRNA Gene in DNA; Schmidt (2019)] stellte die Problematik der Arbeiten mit RNA heraus. GH48
Gensequenzen in cDNA nach genspezifischer reverser Transkription (RT), konnte nicht in allen Proben
erfolgreich detektiert werden. Erfolgreich waren die GH48 Amplikonsequenzierungen aus RNA isoliert
aus IS-Anreicherungen des mesophil-stabilen Fermenterbetriebes. Dies korrelierte auch mit den
Erwartungen aus der Quantifizierung von GH48-Genen, welche in DNA die selektive Anreicherung von

Spezies mit GH48 Genen im Vergleich zur Gesamtzahl an bakteriellen Spezies in IS aufzeigte.

Nach RT mit cel48_920RI bzw. cel48-Mix2R wurden mit cel48-Mix2R doppelt so viele OTUs detektiert
als mit cel48 920RI (Tab. 57). Dementsprechend kdnnte die RT, die mit einem diversen Primer-
Gemisch moglicherweise noch herausfordernde Optimierung hinsichtlich der Reaktionsbedingungen
bendtigt, im Gegenzug aber mutmaRlich zu einer weniger starken Verzerrung der mikrobiellen

Diversitat cellulolytischer Organismen durch die Amplifikation der analysierten Probe fiihren.

Im Detail wurden OTUs der Genera Thermoclostridium und unbekannte Vertreter der Familie
Clostridiacea ausschlieBlich nach RT mit cel48-Mix2R detektiert. Zudem stieg der relative Anteil von
OTUs des Genus Acetivibiro von im Mittel 0,02% nach RT mit cel48_920RI zu 34% nach RT mit cel48-
Mix2R. Der relative Anteil an OTU Sequenzen unbekannter Taxonomie nach RT mit cel48-Mix2R

(0,02%) nahm im Vergleich zu RT mit cel48_920RI (2,37-6,90%) ab (Abb. 30). Dies deutet darauf hin,
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dass eine RT mit cel48-Mix2R deutliche Vorteile hinsichtlich der reellen transkriptionellen Aktivitat
cellulolytischer Organismen haben kdnnte, woraufhin im Weiteren die RT ausschlieRlich mit cel48-
Mix2R durchgefiihrt wurde, jedoch ist eine Verzerrung der mikrobiellen Diversitat durch die
Nukleinsdure-Extraktion sowie Amplifikationsschritte in keinem der beschriebenen Falle

auszuschlieRen.

Tab. 57: a-Diversitat der GH48 Amplikonsequenzierung mit RNA (cDNA) isoliert aus in sacco Proben des
mesophilen Fermenterbetriebes.

Probe Richness Evenness
MS1-IS_cel48_920RI 9 0,51
MS2-IS_cel48_920RI 10 0,32
MS2-1S_cel48-Mix2R 20 0,49

Die RNA Extraktion, sowie die genspezifische RT mit nachfolgender Amplifikation der Zielgene erfolgte im
Rahmen der Masterarbeit von Schmidt (2019).

100+
Unknown_ Ruminococcaceae

Unknown_ Lachnospiraceae
Unknown_Oscillospiracea
50- Unknown_Clostridiaceae
Unknown__ taxonomy

g_Thermoclostridium

Relative Abundanz [%]

g_Acetivibrio

g_Herbinix

g_Clostridium

Abb. 30: Zusammenfassung der GH48 Amplikonsequenzierung mit RNA isoliert aus in sacco Proben des
mesophilen Fermenterbetriebes auf Genus-Ebene nach Schmidt (2019), Abbildung 19. Das OTU Clustering
erfolgte auf 94% Sequenziibereinstimmung. Analysiert wurden ausschlieRlich genspezifische OTUs nach
manuellen Abgleich mit der GH48-Datenbank und einer relativen Abundanz >=0,01. Die Roh-Daten sind unter
PRINA680699 offentlich zuganglich. Die Graphik wurde der Formatierung dieser Arbeit mit Graph Pad Prism 7
angepasst.
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In RNA isoliert am LfL, AQU konnten nach RT mit celd8 Mix2R fiir MI, TS und Tl keine GH48-
Gensequenzen amplifiziert werden. Dies verdeutlicht erneut die Problematik der Nukleinsdure-
Extraktion und Amplifikation vor allem fiir RNA Proben. Aus den Sequenzierungen fiir MS konnten 3-4
genspezifische OTUs mit >=0,05 relativer Abundanz assembliert werden (Tab. 58). Die Ergebnisse
deuten auf eine hohe transkriptionelle Aktivitat des Genus Acetivibrio hin (Abb. 31), welcher zuvor
auch bereits in DNA detektiert wurde. Dieses Ergebnis ist jedoch kritisch zu betrachten, da die hohe
relative Abundanz sowohl aufgrund der RNA-Extraktionsmethode als auch der RT basieren kénnte.
Zudem deckt sich dieses Ergebnis nur teilweise mit den Erkenntnissen aus Schmidt (2019), welche nach
RT mit cel48-Mix2R zwar ebenfalls transkriptionelle Aktivitat des Genus Acetivibrio feststellen konnten,

jedoch nicht in so hoher relativer Abundanz.

Tab. 58: a-Diversitat der GH48 Amplikonsequenzierung mit RNA (cDNA) isoliert aus dem mesophil-stabilen
Fermenterbetrieb.

Probe Richness Evenness
MS-PN14-1 4 0.06
MS-PN14-2 4 0.03
MS-PN3 3 0.08

Die RNA Extraktion, sowie die genspezifische RT mit nachfolgender Amplifikation der Zielgene erfolgte durch
Bernhard Munk, LfL.
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Abb. 31: Zusammenfassung der GH48 Amplikonsequenzierung mit RNA (cDNA) isoliert aus dem mesophil-
stabilen Fermenterbetrieb auf Genus-Ebene. Die RNA-Extraktion, RT, sowie die Amplifikation der Zielgene
erfolgte durch Bernhard Munk, LfL. Das OTU Clustering erfolgte auf 94% Sequenziibereinstimmung. Analysiert
wurden ausschlieBlich genspezifische OTUs nach manuellen Abgleich mit der GH48-Datenbank und einer
relativen Abundanz >=0,05. Die Roh-Daten sind unter PRINA680694 6ffentlich zuganglich.
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Diskussion

4.1 Bakterielle Gemeinschaft in Biogasanlagen

4.1.1 Identifizierung bakterieller Taxa tber kultivierungsunabhangige Methoden

Sequenziermethoden der zweiten und dritten Generation ermdglichen die Erfassung mikrobieller
Lebensgemeinschaften auf molekularer Ebene. Hierbei ist vor allem von Vorteil, dass auch bis dato
nicht-kultivierbare Organismen detektiert werden kénnen. Diese kultivierungsunabhangigen Analysen
ermoglichten eine Bewertung der mikrobiellen Gemeinschaften entweder zum Vergleich
verschiedener natirlicher Habitate (siehe ,4.1.2 Diversitat (cellulolytischer) Bakterien, sowie deren
Abundanz und Anpassung an Prozessbedingungen”) oder aber der Effizienz der Isolierung von gezielt
neuartigen Organismen (siehe ,4.1.3 Anreicherung, ldentifizierung und Isolierung cellulolytischer

Bakterien®).

16S rRNA Amplikone

In dieser Arbeit erfolgten Amplikonsequenzierungen zur Identifizierung bakterieller Taxa im
natirlichen Habitat, dem Biogasfermenter, sowie nach gezielter Anreicherung cellulolytischer
Lebensgemeinschaften. Angewandt wurden 16S rRNA Amplikonsequenzierung der variablen Regionen
3 und 4. Die Analyse von 16S rRNA Gensequenzen bietet aufgrund der weit verbreiteten Anwendung
in der wissenschaftlichen Gemeinschaft eine gute Grundlage zur Beschreibung bakterieller
Gemeinschaften. Hierzu sind neben gepflegten Referenzdatenbanken [hier: RDP (Cole et al. 2014),
SILVA (Quast et al. 2012)] auch eine Vielzahl wissenschaftlicher Artikel verfiigbar (926 Treffer in 2020
zu ,,16S rRNA amplicon” in PubMed.gov; abgerufen am 04.12.2020). Die Auswahl einiger variabler
Regionen des 16S rRNA Gens ermoglicht die Sequenzierung im Hochdurchsatz und die Klassifizierung
auf Genus-, jedoch nicht auf Spezies-Ebene. Die Arbeiten von Johnson et al. (2019) zeigten, dass zur
Klassifizierung auf Spezies Ebene die 16S rRNA Gensequenz in Volllange nétig ist. Aufgrund der starker
herausfordernden Sequenzierungs- und Assemblierungstechnologien sind hierzu (,,16S rRNA amplicon
full length”) erst 15 Artikel in PubMed.gov erschienen (Stand 04.12.2020). Dabei hat bereits die
Auswahl der variablen Region des Zielgens (hier: 16S rRNA, V3-V4), einen entscheidenden Einfluss auf
die Ergebnisse. Lloyd et al. (2018) beobachteten eine deutliche Reduktion unbekannter Taxa in
Sequenzierdaten nach PCR-Amplifikation im Vergleich zu Metagenom-Daten. Auch Vrieze (2020)
diskutiert die Vergleichbarkeit von Amplikonsequenzierungen insbesondere in Bezug auf den
Biogasprozess. Neben vielen anderen Faktoren ist zum Beispiel auch die Auswahl der Primer
entscheidend (Fischer et al. 2016; Fouhy et al. 2016). Deshalb wurde in dieser Arbeit zuvor etablierte
Primersets (Tab. 27) zur Analyse der 16S rRNA Gensequenzen mit einer Vielzahl an Referenzdaten

verwendet.
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Nicht-kultivierbare Bakterien

Der Anteil an mikrobiellen Lebensformen, die unter Laborbedingungen nicht angezogen werden
koénnen, gleicht, wie in Mohr (2018) am Beispiel der Myxobacteria getitelt, einem Eisberg-Paradoxon.
Kultivierungsunabhangige 16S rRNA Gensequenzanalysen zeigten, dass ein Grofteil der natirlich
vorkommenden Bakterien bis dato nicht kultiviert und demnach nicht charakterisiert sind (Lloyd et al.
2018). Deshalb nehmen in der aktuellen Forschung kultivierungsunabhingige Methoden zur
Beschreibung komplexer Lebensgemeinschaften in natirlichen Habitaten eine entscheidende Rolle
ein. In DNA und RNA der in dieser Arbeit analysierten Biogasfermenter konnten 81,3% +/- 3% bzw. 80%
+/- 6% der detektierten 16S rRNA zOTUs in DNA bzw. RNA nicht bis auf Genus-Ebene zugeordnet
werden. Somit bestétigt sich auch in dieser Arbeit das weiterhin geltende Eisberg-Paradoxon. Zudem
verdeutlichte der Vergleich von Sequenzierungen des mesophilen Fermenterbetriebes mit DNA oder
RNA auf Phylum-Ebene, dass Bakterien unbekannter Taxonomie transkriptionell aktiv sind und
demnach eine wichtige, funktionelle Rolle in der mikrobiellen Lebensgemeinschaft einnehmen
konnten. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Lloyd et al. (2018), welche eine héhere relative
Abundanz unkultivierter Bakterien und Archaeen im Metatranskriptom im Vergleich zum Metagenom
detektierten. In cellulolytischen Anreicherungskulturen war der Anteil an zOTUs unbekannter Genera
im Vergleich zum Biogasfermenter zum Teil bereits deutlich reduziert und stitzt demnach die
Behauptung, dass ein Grofteil der unbekannten Bakterien im Biogasfermenter unter
Laborbedingungen nicht angezogen werden kann (Lloyd et al. 2018). Fiir Anreicherungen aus MS3 lag
der Anteil unbekannter Genera bei im Mittel bei 40%, variierte jedoch stark (16 bis 86%). Der héchste
Anteil wurden in GR-GR20-Il und 1S-GR20-I beobachtet. In thermophilen Anreicherungen wurden im
Mittel 58% der zOTUs nicht auf Genus-Ebene klassifiziert. Auch hier wurden starke Schwankungen (13
bis 88%) beobachtet. Der hochste Anteil wurde in GR-GS2.5GR-I und IS-GR20-1 beobachtet. Dies
verdeutlicht erneut die Beobachtungen aus Rettenmaier et al. (2019a), welche die Imitation des
natlrlichen Habitats, hier durch Verwendung des GR20 Mediums, als entscheidend zum Erhalt der
mikrobiellen Diversitat einer komplexen Mikrobiota herausstellten. Trotzdem konnte auch durch die
Verwendung dieses Mediums, welches direkt aus dem natirlichen Habitat erstellt wurde,
moglicherweise durch die absichtliche und gezielte Selektion cellulolytischer Lebensgemeinschaften

nicht alle im Biogasfermenter detektierten Phyla unter Laborbedingungen erhalten bleiben.
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Mikrobielle Diversitat

Der direkte Vergleich der zOTUs detektiert in DNA und RNA des mesophil-stabilen oder thermophil-
stabilen Fermenterbetriebes zu den Anreicherungen aus ebendiesen Fermentern zeigte eine
Reduktion in der mikrobiellen Diversitat aufgrund der Kultivierung. Aus 14 Phyla konnten in
mesophilen Anreicherungen flinf erhalten bleiben und zusatzlich einmalig in GR-GS2.5GR-I das Phylum
Fibrobacteres detektiert werden. Fir thermophile Anreicherungen wird, unabhdngig von der
Anreicherungs-Strategie, eine noch starkere Reduktion auf ein einziges, dominierendes Phylum
(Firmicutes) beobachtet. In dieser Arbeit zielten die Anreicherungen jedoch nicht auf den 100%-igen
Erhalt der mikrobiellen Gemeinschaft des Biogasfermenters ab, sondern sollten gezielt cellulolytische
Taxa anreichern. Somit konnte die selektive C-Quelle eine gewollte Reduktion der bakteriellen
Gemeinschaft herbeigefiihrt haben. Auch Chaudhary et al. (2019) konnten trotz einer neu-
entwickelten Kultivierungsmethoden zur Anreicherung und Isolierung bakterieller Gemeinschaften in
deren natirlichem Habitat eine deutlich Reduktion der detektierten Phyla des nattiirlichen Habitats
(hier: 15 bekannte und 16 unbekannte Phyla) zu erfolgreich isolierten Organismen (hier vier

verschiedenen Phyla: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, and Bacteroidetes) beobachten.

4.1.2 Diversitat (cellulolytischer) Bakterien, sowie deren Abundanz und Anpassung an

Prozessbedingungen

Neben der bakteriellen Gemeinschaft in Biogasanlagen wurden in dieser Arbeit gezielt cellulolytische
Bakterien analysiert. Hierzu erfolgte die Analyse analog zu 16S rRNA Gensequenzanalysen mit einem

fiir diese Gruppe an Bakterien ausgewahlten funktionellen Leitgens (GH48).

Quantifizierung via gPCR

Neben der ldentifizierung einzelner Taxa ist auch die Abundanz und transkriptionelle Aktivitat
abhidngig von den Prozessparametern, insbesondere zur Bewertung der cellulolytischen Kapazitat,
interessant. Diese Fragestellung muss nicht zwangslaufig Gber Amplikonsequenzierungen gelost
werden, sondern kann, wie auch in dieser Arbeit, iber gPCR beantwortet werden. Die Quantifizierung
der bakteriellen 16S rRNA und GH48 Gensequenzen zeigte auf, dass in allen IS Proben ein héherer
Anteil an GH48-Modulsequenzen im Vergleich zu 16S rRNA Genkopien detektiert wurde. Somit war
die selektive Anreicherung cellulolytischer Organismen Uber die etablierte I1S-Methode wie erwartet
erfolgreich (Mohamed und Chaudhry 2008; Koeck et al. 2016b; Rettenmaier et al. 2019a).
Interessanterweise war der Anteil an GH48-Modulsequenzen in GR zu den Fermenterzustanden MS1,
Ml und Tlim Vergleich zu MS2, MS3 und TS héher. Dies deutet darauf hin, dass cellulolytische Bakterien
zu Beginn eines Fermenterbetriebes (MS1) einen hoéheren Stellenwert einnehmen als in effizient -
ablaufenden Prozessphasen (MS2, MS3 und TS). Zudem scheinen cellulolytische Bakterien entweder

im Vergleich zur Gesamtheit der Bakterien nicht so stark von Prozessstérungen (hier durch
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Versduerung) betroffen zu sein, oder aber korrelieren mit der ansteigenden Fitterungsrate und damit

mehr verfligbarer Cellulose im Fermenter. (Rettenmaier et al. 2020b)

Die insgesamt sehr geringe Abundanz der GH48 Gene im Verhéltnis zu den 16S rRNA Genkopien (0,3-
3,7%) verdeutlicht, wie in Rettenmaier et al. (2020b) diskutiert, die Notwendigkeit eines spezifischen
molekularen Markers zur Analyse spezifischer funktioneller Gruppen an Mikroorganismen. Zur
Bewertung der mikrobiellen Zusammensetzung zu einzelnen Fermenterzustianden wurden deshalb in
dieser Arbeit neben 16S rRNA auch GH48 Amplikonsequenzierungen mit DNA und RNA Proben in

Zusammenhang gesetzt.

Amplikonsequenzierungen mit DNA

Die bakterielle Gemeinschaft, identifiziert Giber 16S rRNA Amplikone der Region V3-V4 in DNA, setzte
sich aus im Mittel 170 bzw. 127 zOTUs fir den mesophilen bzw. thermophilen Biogasprozess
zusammen. Dies entspricht den Erwartungen aus friiheren Arbeiten, welche ebenfalls eine Reduktion
der Diversitat auf Genus-Ebene in thermophilen gegenliber mesophilen Biogasanlagen beobachteten

(Moset et al. 2015; Sekiguchi et al. 1998).

Auch in GH48 Amplikonsequenzierungen wurde eine etwas hoéhere Diversitdt flir den mesophilen
Prozess beobachtet. Insgesamt wurden im Mittel 7 bzw. 6 Gen-spezifische OTUs, mesophil bzw.
thermophil, unabhangig von der Prozessstabilitat detektiert. Fiir die Gesamtheit der Bakterien wurde
aber eine Reduktion der Diversitdt vom stabilen zum instabilen Prozess beobachtet. Goux et al. (2015)
zeigten fiir einen mesophilen Fermenterbetrieb, dass ahnlich wie in dieser Arbeit unabhangig von der
Prozessstabilitat die Phyla Firmicutes und Bacteroidetes dominierten. Eine Reduktion der bakteriellen

Diversitat wurde bei Goux et al. (2015) jedoch nicht beobachtet.

Wie bereits erwahnt dominierte das Phylum Firmicutes die bakterielle Gemeinschaft zu allen
Prozessbedingungen, aber vor allem den thermophilen Fermenterbetrieb. Ebenfalls wurden 6 der 7
GH48-0TUs diesem Phylum zugeordnet. Die 16S rRNA zOTUs des Phylum Firmicutes setzten sich vor
allem aus zOTUs der Klasse Clostridia oder unbekannter Taxonomie zusammen. Dies korreliert mit der
Zusammenfassung bakterieller Gemeinschaften nach Hassa et al. (2018), welche Clostridia und Bacilli
als abundante Klassen des Phylum Firmicutes in Biogasanlagen beschreibt. Zudem wurden, wenn auch
nur in geringer relativer Abundanz in allen analysierten Proben, aber vor allem im mesophilen
Fermenterbetrieb, 16S rRNA zOTUs der Familie Lachnospiraceae detektiert. Diese Familie beinhaltet
auch den Genus Herbinix, welcher nach den Beschreibungen von Koeck et al. (2015b) und Koeck et al.
(2016a) vor allem bei thermophilen Prozessbedingungen eine tragende Rolle fiir den Abbau von
pflanzlicher Biomasse haben koénnte. Dies wurde in dieser Arbeit auch durch die Identifikation von
GH48-0TUs des Genus Herbinix in hoher relativer Abundanz in DNA isoliert aus GR, sowohl fiir den

mesophilen aus auch thermophilen Biogasprozess, unterstiitzt.
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Zur Klasse der Clostridia zahlen auch Spezies des Genus Acetivibrio (friiher: Clostridium). GH48-OTUs
dieser Taxonomie wurden, aus DNA isoliert am LfL-AQU, vor allem fiir den mesophilen Prozess
detektiert. Zudem nahm die relative Abundanz fiir Ml im Verlauf der Probenahmen (siehe dazu Tab. A
14) von PN2 zu PN19-1 oder -2 ab. Im Gegensatz dazu dominierte dieses Genus die cellulolytische
Gemeinschaft insbesondere in DNA isoliert aus TS-IS oder TI-IS, aber auch TS-GR und TI-GR. Fiir den
mesophilen Prozess wurden stattdessen vermehrt GH48-OTUs unbekannter Genera innerhalb der
gleichen Familie (Oscillospiraceae) detektiert. Die hohere relative Abundanz des Genus in TS-IS und TI-
IS war zu erwarten, da die Vertreter des Genus Acetivibrio, wie z.B. A. thermocellus = C. thermocellum
nach Koeck et al. (2014b), bekannt fiir den effizienten Celluloseabbau vor allem bei thermophilen

Bedingungen sind.

Interessanterweise wurden GH48-Gensequenzen des nach Barka et al. (2015) als aerob beschriebenen
Genus Thermobifida, Phylum Actinobacteria in allen Proben detektiert, obwohl der Biogasfermenter
strikt anaerob betrieben wurde. Die relative Abundanz dieses Genus schwankte zwischen 1% (TI-PN8-
9-2) und 42% (MS-PN2). Auch in DNA isoliert aus GR oder IS zu jeweils anderen Zeitpunkten derselben
Fermenterbetriebe konnten zum Teil GH48-OTUs des Genus Thermobifida nachgewiesen werden. Die
relative Abundanz schwankte zwischen 0% (MS2-IS) bis 2% (MS1-GR). Zudem wurden mit bis zu 1%
relativer Abundanz in TS-IS auch GH48-OTUs der Familie Streptomycetaceae, Phylum Actinobacteria
detektiert. Jedoch traten in diesen Proben keine 16S rRNA zOTUs des Phylum Actinobacteria auf.
Dieses Phylum besteht hauptsachlich aus aeroben, aber auch fakultativ anaeroben Vertretern (Barka
et al. 2015). Trotzdem wurden auch in den Arbeiten von Senés-Guerrero et al. (2019) zu anaeroben
Biogasfermentern Actinobacteria in einem relativen Anteil von 12-32% in der mikrobiellen
Gemeinschaft detektiert. Dies deutet darauf hin, dass dieses Phylum moglicherweise auch eine
Bedeutung hinsichtlich des Celluloseabbaus im anaeroben Biogasprozess haben kénnte. Erkenntnisse
aus verschiedenen Co-Kultivierungen stiitzen die Moglichkeit des Synergismus aerober und anaerober
Organismen (Du et al. 2020). Um dies eindeutig zu kldren miissen die Vertreter der GH48 OTUs im
Einzelnen isoliert und phadnotypisch charakterisiert werden. Jedoch war die in dieser Arbeit
angewandte Isolierungsstrategie der anaeroben Kultivierung moéglicherweise nicht passend fiir diese
Organismen. Andererseits ist auch denkbar, dass diese GH48 OTUs aufgrund einer PCR-basierten
Verzerrung der abgebildeten cellulolytischen Gemeinschaft unter den angewendeten

Analysemethoden auftraten.
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In DNA isoliert aus GR oder IS wurde insgesamt eine hohere Diversitdt der cellulolytischen Bakterien
beobachtet als in den Ergebnissen in DNA aus GR isoliert am LfL-AQU. Im Mittel wurden 17
verschiedene GH48-OTUs in den einzelnen Proben detektiert. Dies entspricht einer fast dreifachen
Erhéhung der a-Diversitdt im Vergleich zu DNA isoliert aus GR am LfL-AQU. Ein Grund fir diese
Abweichung konnten die Probenlagerung, sowie die Nukleinsdure-Extraktions-Methoden sein.
Identisch vorgegangen wurde jeweils fiir die Amplifikation und Sequenzierung der Zielgene, sowie der
nachfolgenden bioinformatischen und statistischen Auswertung. Die DNA Isolierung aus GR oder IS
Proben erfolgte zeitnah nach der PN aus dem Biogasfermenter ohne explizite Probenlagerung. Zudem
wurde hier ein moglichst vollstandiger Zellaufschluss durch beat-beating (2x20 s bei 5 m/s) erreicht.
Im Gegensatz dazu erfolgte die DNA-Isolierung am LfL-AQU nach Lagerung des GR in RNAlater und
einer sequenziellen Zell-Lyse Uber beat-beating (jeweils 5s bei 6m/s), um eine mdglichst
hochmolekulare DNA fir weiterfihrende Metagenomsequenzierungen zu erlangen. Diese Differenz in
der Probenlagerung und Extraktion kann im Zusammenhang mit Erfahrungen aus anderen Arbeiten
(Albertsen et al. 2015; Choo et al. 2015; Lebuhn et al. 2016) durchaus zu der Differenz in der Diversitat
der detektierten GH48-Gensequenzen geflihrt haben. Zudem deutet die nicht vollstandige
Klassifizierung bis auf Genus-Level der GH48-OTUs aus GR oder IS darauf hin, dass vor allem im
mesophilen Biogasfermenter ein hoher Anteil an cellulolytischen Bakterien unbekannt ist. Der Anteil
unbekannter Genera in 16S rRNA zOTUs war hingegen unabhangig von der Betriebstemperatur
gleichbleibend hoch. Insgesamt wurde in dieser Arbeit ein héherer Anteil unbekannter bakterieller
Genera detektiert als von Hassa et al. (2018) zusammengefasst [14-41% nach Stolze et al. (2015) und
Maus et al. (2016) im Vergleich zu 81,3% +/- 3% in dieser Arbeit]. Dies kbnnte auf eine verbesserte
Auflésung durch die angewandte Methodik in der Detektion unbekannter Bakterien im Biogasprozess

hindeuten.

Amplikonsequenzierungen mit RNA

In RNA wurde ahnlich zu den Ergebnissen in DNA eine héhere Diversitat in der aktiven mikrobiellen
Gemeinschaft im mesophilen Fermenterbetrieb im Vergleich zum thermophilen Fermenterbetrieb
detektiert. Allerdings wurde keine Reduktion in der Diversitdt durch Prozessinstabilitdt fir den
thermophilen Betrieb beobachtet. Die statistische Auswertung zwischen den einzelnen mikrobiellen
Gemeinschaften fasst in beiden angewandten Methoden, gezielte B-Diversitats-Analyse und de novo
clustering, jeweils die zOTUs detektiert in DNA und RNA eines Fermenterbetriebes in eine Gruppe
zusammen. Durch die héhere Diversitat im mesophilen Fermenterbetrieb war auch wie erwartet der
Unterschied, herbeigefiihrt durch die Prozessinstabilitdt, hoher als im Vergleich zur Differenz der

mikrobiellen Gemeinschaft im thermophilen Fermenterbetrieb.
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Am Beispiel des Phylums Thermotogae ist herauszustellen, dass auch in DNA wenig abundante Spezies
transkriptionell aktiv erscheinen und dementsprechend eine tragende Rolle im Biogasprozess haben
konnten. Allerdings wurde hier die erhéhte relative Abundanz in RNA fir den thermophil-instabilen
Prozess detektiert. Somit kdnnten Spezies dieses Phylums entweder zur Instabilitat beigetragen haben,
oder im Vergleich zur restlichen Mikrobiota weniger sensitiv auf die Stérung reagiert haben. Ergebnisse
von anderer Seite detektierten 16S rRNA OTUs des Phylum Thermotogae auch in DNA und RNA aus
thermophil-betriebenen Biogasanlagen (Hassa et al. 2018; Maus et al. 2016). Bisher deutete dies
allerdings auch bei erhdhter organic loading rate nicht auf eine Prozessinstabilitat durch diese

Bakterien hin (Barros et al. 2017).

Flir GH48 OTUs in RNA wird erneut die Problematik der Amplikonsequenzierungen deutlich. Durch die
Anwendung des neuen Primer-Mixes cel48-Mix2 nach Rettenmaier et al. (2020b) kann es zu einer PCR-
geschuldeten Verzerrung der relativen Abundanz aktiver cellulolytischer Bakterien kommen. Dies ist
in Arbeiten mit RNA gravierender als im Vergleich zu Arbeiten mit DNA, da durch die genspezifische RT
ein weiterer Amplifikationsschritt hinzukommt. Dieser kann nachfolgend, wie in ,4.1.1 Identifizierung
bakterieller Taxa Uber kultivierungsunabhidngige Methoden” bereits diskutiert, fiir einen noch
starkeren ,,Primer-Bias” sorgen. Die Ergebnisse der Amplikonsequenzierungen in RNA der IS-Proben
von MS1 und MS2 verdeutlichen dies. Hier wurden fiir die genspezifische RT zwei verschiedene reverse
Primer verwendet. Die Anwendung des diverseren Primer-Mix cel48-Mix2R resultierte in einer, im
Hinblick auf die Ergebnisse der 16S [rRNA Amplikonsequenzierungen, realistischeren
Zusammensetzung der cellulolytischen Gemeinschaft. Die detektierten Genera (Acetivibrio,
Clostridium, Herbinix und Thermoclostridium) oder Familien (Ruminococcacea, Lachnospiraceae,
Oscillospiraceae und Clostridiaceae) spielten auch in der Gesamtheit der bakteriellen Mikrobiota des
analysierten Biogasfermenters eine Rolle. Aufgrund der geringen Abundanz der GH48 Gensequenzen
in der Gesamtheit der extrahierten Nukleinsduren (siehe ,Quantifizierung via qPCR”) ist die
Amplifikation aus RNA mit einem Primer-Gemisch jedoch herausfordernd (Rettenmaier et al. 2020b).
In RNA der Fermenterbetriebe MI, TS und Tl kénnten weder in GR noch in IS Proben genspezifische
Amplifikate generiert werden. Zudem verdeutlichen die Ergebnisse der GH48 Gensequenzen in RNA
des mesophil-stabilen Betriebes erneut die Problematik der Nukleinsaure-Extraktion. Wie bereits
beschrieben kdnnte die veranderte Methodik hier zu einer signifikanten Reduktion der detektierten

GH48 OTUs gefiihrt haben.
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4.1.3 Anreicherung, ldentifizierung und Isolierung cellulolytischer Bakterien

Ein Ziel dieser Arbeit war die selektive Anreicherung, Identifizierung und Isolierung noch nicht
beschriebener cellulolytischer Bakterien aus Biogasfermentern, um weiterfiihrend ein verbessertes
Verstandnis der Hydrolyse organischer Biomasse zu erlangen. Hierzu erfolgte eine Selektion
hinsichtlich der Verwertung kristalliner Cellulose in  Form von FP. Cellulolytische
Anreicherungskulturen wurden seriell verdinnt und jeweils die hochste cellulolytische
Verdiinnungsstufe molekularbiologisch mittels 16S rRNA Amplikonsequenzierung, und in Schmidt
(2019) z.T. auch Uber GH48-Amplikonsequenzierungen, analysiert. Die Zeit der Inkubation variierte
abhangig von der Geschwindigkeit der Cellulolyse, da deutlicher FP-Abbau (>50%) garantierte, dass
auch cellulolytische Mikroorganismen metabolisch aktiv waren. Chaudhary et al. (2019) diskutierten,
dass eine verlangerte Inkubationszeit, sowie, dhnlich zu GR20-Medium in dieser Arbeit, Erd-Extrakt
zusammen mit kommerziellen Medien positiven Einfluss auf die Isolierung neuartiger Taxa hat. Der
hohe Anteil an zOTUs unbekannter Genera [siehe ,4.1.2 Diversitat (cellulolytischer) Bakterien, sowie
deren Abundanz und Anpassung an Prozessbedingungen®] deutet darauf hin, dass die in dieser Arbeit
gewadhlte Anreicherungsmethode durchaus zu neuartigen Isolaten fihren kann. Zudem zeigten die
Arbeiten von Kurm et al. (2019), dass sowohl abundante als auch wenig-abundante Organismen aus

der mikrobiellen Lebensgemeinschaft isoliert werden kénnen.

Insgesamt wurden mesophil Spezies der Phyla Bacteroidetes und Firmicutes bzw. thermophil
ausschlieBlich Firmicutes angereichert. Basierend auf der GH48-Datenbank nach Rettenmaier et al.
(2020b) sind GH48 Gene vor allem in den Phyla Actinobaceteria (680) und Firmicutes (213) vertreten
und nur wenig abundant bei Bacteroidetes (27). Organismen des Phylums Actinobacteria waren in den
Biogasfermenterproben nicht vertreten. Somit war die selektive Anreicherung der Phyla Firmicutes
und Bacteroidetes zu erwarten. Die Analysen von Schmidt (2019) zeigten, dass darunter auch neuartige

cellulolytische Vertreter waren.

In dieser Arbeit werden zwei neuartige mesophile cellulolytische Spezies (MA18"T und N2K1")
beschrieben, welchen nachfolgend den Genera Ruminiclostridium bzw. Acetivibrio (beide Familie
Oscillospiraceae) zugeordnet werden konnten (Rettenmaier et al. 2019b; Rettenmaier et al. 2021).
Zudem wurden in Rettenmaier (2017) aus dem mesophilen Fermenterbetrieb in 2017 die
cellulolytischen Spezies R. cellobioparum (mesophil) und A. thermocellus, H. hemicellulosilytica,
A. clariflavus und T. stercorarium (thermophil) isoliert. Schmidt (2019) isolierte zudem Cellulosilyticum
lentocellum (mesophil), sowie erneut A. thermocellus und H. hemicellulosilytica (beide thermophil) aus
den Fermenterbetrieben in 2019. Schon in den Arbeiten von Koeck (2016) wurden, wie auch in dieser

Arbeit, ausschlielRlich cellulolytische Bakterien des Phylums Firmicutes isoliert.
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Die GH48 Amplikonsequenzierungen in DNA isoliert aus GR oder IS der Fermenterbetriebe in 2019
identifizierten GH48 Gensequenzen des Genus Thermoclostridium nur in sehr geringer relativer
Abundanz (max. 0,05% in MS1-GR). Dies verdeutlicht erneut, dass Organismen mit sehr geringer
relativer Abundanz, hier T. stercorarium, isoliert werden kénnen. Diese wenig abundante Organismen
sind nicht zwangslaufig unbedeutende Begleitflora, sondern kénnen durchaus eine zwar spezialisierte
jedoch tragende Rolle in der mikrobiellen Gemeinschaft haben (Kurm et al. 2019). Aufgrund der
physiologischen Eigenschaften der thermophilen Spezies T. stercorarium (Madden 1983) ist jedoch die
Relevanz von Thermoclostridium spp. fiir den Celluloseabbau in mesophilen Biogasfermentern fraglich.
Zudem war dieses Genus in den Sequenzierungen der DNA isoliert aus GR am LfL-AQU nicht
reprasentiert. Dominierend waren stattdessen die Genera Herbinix (Familie Lachnospiraceae),
Acetivibrio (Familie Oscillospiraceae) oder Clostridium (Familie Clostridiaceae) in beiden
Sequenzierungen, sowie unbekannte Genera dieser Familien in der Sequenzierung mit DNA isoliert aus
GR oder IS. Die gewonnenen lIsolate (Tab. 44) deckten somit einen GrofRteil dieser Gber GH48
Amplikonsequenzierung identifizierten Taxa ab. Nicht isoliert wurden Vertreter des Genus Bacillus,
Thermobifida oder Bacteroides. Die angewandte Isolierungsstrategie der strikt anaeroben Kultivierung
kdnnte ungeeignet fir Spezies dieser Genera gewesen sein, obwohl die GH48
Amplikonsequenzierungen ausgewahlter Anreicherungskulturen nach Schmidt (2019) einmalig jeweils
GH48 OTUs des Genus Bacteroides (MS-GR-I-GR20) detektierten. Allerdings deuten die
Sequenzierungen mit RNA darauf hin, dass diese Genera in den analysierten Proben transkriptionell
nicht aktiv waren. Somit ist denkbar, dass Spezies dieser Genera fiir den Celluloseabbau zu den

analysierten Zeitpunkten (hier nur mesophil-stabil) keine tragende Rolle gespielt haben.
4.2 Charakterisierung neuartiger Bakterien

4.2.1 Bedeutung vergleichender Charakterisierungen

Tindall et al. (2010) gaben einen Leitfaden zur Charakterisierung neuartiger prokaryotischer Taxa vor.
Die Notwendigkeit dieser Standards wird auch in dieser Arbeit deutlich. Herauszustellen ist vor allem
die vergleichende Charakterisierung unter identischen Laborbedingungen. In dieser Arbeit wurde
N2K1" als neuartige Spezies valide beschrieben (Rettenmaier et al. 2019b). Weiterfiilhrend wurde
jedoch gezeigt, dass N2K1T nicht wie beschrieben ausschlieBlich die C-Quellen Cellulose und Cellobiose
metabolisiert, sondern unspezifisch auch mit Xylose als einzige C-Quellen proliferieren kann. Verandert
zu den Experimenten aus Rettenmaier et al. (2019b) wurde einzig die Konzentration der eingesetzten
C-Quellen. Dies verdeutlicht, dass zu beobachtende physiologische Eigenschaften eines neuartigen
Organismus stark von den spezifischen Kultivierungsbedingungen abhingen. Im Fall von N2K1T sind
deshalb, dhnlich wie fiir die beiden nachstverwandten Spezies A. thermocellus und A. straminisolvens,

Cellulose und Cellobiose die bevorzugten C-Quellen. Die Verwertung der Pentose Xylose scheint
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vielmehr nur ber unspezifischen Transport in die Zelle von statten zu gehen. Ahnliches wurde in
anderen Arbeiten auch fir A.thermocellus beobachtet. Charakterisierungen verschiedener
A. thermocellus Stamme deuteten auf eine nicht praferierte Verwertung der C-Quelle Glucose hin
(Freier et al. 1988; Ng und Zeikus 1982). Diese Verwertung ist, dhnlich wie im Fall von N2K1" fiir Xylose,
ineffizient (Ng und Zeikus 1982).

Die Beobachtungen zur morphologischen Beschreibung des neuartigen Taxons MD1 verdeutlicht
ebenfalls die Notwendigkeit vergleichender Charakterisierungen. Verschiedene mikroskopische
Aufnahmen zeigten eine stark variable Zellmorphologie abhangig von den Kultivierungsbedingungen.
Demnach sind diese mikroskopischen Aufnahmen einzig Momentaufnahmen und geben bei nicht
ausreichender Investigation gegebenenfalls ein falsches Bild iber die Morphologie des neuartigen
Taxons. Auch beobachtete Di Bello (2020) verschiedene Zellformen von MD1 und der beiden
nachstverwandten Organismen M. sibirica DSM 26468" und A. torta DSM 100431 abhingig vom
verwendeten Medium. Jedoch gestaltet sich die Durchfiihrung vergleichender Charakterisierungen fir
neuartige Vertreter eines potentiell neuen Genus (hier MD1) oder neuer Familien schwierig, da die
Auswahl der Referenzstdmme bereits eine Herausforderung ist und zu einer Verzerrung der
experimentellen Daten flihren kann. Zudem miussen fir diese zum Teil stark verschiedenen
Organismen einheitliche Laborbedingungen festgelegt werden, bei denen alle zu analysierenden
Organismen gut proliferieren kénnen. Dies bietet zwar die Moglichkeit, basierend auf Experimenten
unter gleichen Bedingungen, Abgrenzungen hinsichtlich physiologischer Eigenschaften zu ziehen,
konnte aber als Nebeneffekt zu einem verzerrten Bild hinsichtlich der Physiologie des neuen Taxons
fihren. Deshalb ist neben der vergleichenden Charakterisierung die investigative Forschung zu den
optimalen Wachstumsbedingungen eines neuartigen Taxons relevant. Hinweise, welche diese sein
koénnten, kénnen einerseits aus den Bedingungen im natiirlichen Habitat oder der Isolierungsmethode
gewonnen werden. Andererseits konnen auch Hinweise aus der funktionellen Analyse der
Genomsequenz, sofern vorhanden, herangezogen werden. Relevant fiir eine valide Vorhersage dieser

genomsequenzbasierten Eigenschaften ist jedoch wiederum eine gute Referenzdatenlage.

4.2.2 Bedeutung genomsequenzbasierter Daten

Die Bedeutung von Genomsequenz-Information zur Isolierung und Charakterisierung neuartiger Taxa
wird in dieser Arbeit auch am Beispiel MD1 deutlich. Dieser neuartige Organismus wurde gezielt nach
der funktionellen Analyse der Genomsequenz, assembliert aus dem Multi-Genom von S4MN4, isoliert.
Die funktionelle Analyse vereinfachte die Auswahl einer selektiven C-Quelle und erlaubte damit die
Vereinzelung dieses Organismus aus der Mischkultur. Die funktionelle Analyse einer Genomsequenz
hinsichtlich allgemeiner Stoffwechselwege (hier KEGG (Ogata et al. 1999)) oder spezifizierter

Enzymausstattungen (hier: doCAN2 (Zhang et al. 2018a)) ermoglicht eine vorlaufige Abschatzung der
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Eigenschaften und Relevanz eines Isolates in einem bestimmten Habitat. Zudem ist fir die Nutzung
spezifischer Enzyme aus der Umwelt nicht zwangslaufig ein Isolat in Reinkultur notwendig.
Funktionelle Screenings, Charakterisierungen von Enzymen oder komparative Studien kénnen auch
allein basierend auf DNA-Sequenz-Informationen durchgefiihrt werden (Armstrong et al. 2019; Bohra

et al. 2019; Strazzulli et al. 2020).

Die Assemblierung and Annotation von Genomen aus metagenomischen Sequenzierungen,
sogenannte MAGs, wird aufgrund der wachsenden technologischen Mdglichkeiten zunehmend
bedeutender. Die Studie von Campanaro et al. (2020) assemblierte aus 134 6ffentlich zuganglichen
Datensdtzen 1.635 MAGs verschiedener Bakterien oder Archaeen. Diese MAGs kénnen weiterfiihrend
zur genaueren metabolischen Analyse bakterieller Gemeinschaften, wie z.B. der Analyse einzelner
Stoffwechselwege liber KEGG, oder auch zur Identifikation einzelner Taxa in einem Metagenom
herangezogen werden. In dieser Arbeit konnte basierend auf der ersten Genomsequenz der Spezies
D. raffinosedens (hier: Isolat 249c-K6) ein MAG aus dem Datensatz von Campanaro et al. (2020)
eindeutig dieser Spezies zugeordnet werden (Rettenmaier et al. 2020c). Dies verdeutlicht, dass MAGs
eine gute Grundlage zur Genomsequenz-Analyse eines komplexen Habitats ist, die eindeutige
Zuordnung dieser metagenomischen Sequenzen jedoch valide Referenzdaten wie z.B. die

Genomsequenzen aus Reinisolaten bendétigt.

Die taxonomische Klassifizierung von MAGs ist im Hochdurchsatz Gber das Genome Taxonomy
Database Toolkit moglich (Chaumeil et al. 2019), welches eine Verbesserung zu z.B. MiGA (Rodriguez-
R et al. 2018) bieten soll. Dieses Toolkit wird zweimal im Jahr aktualisiert, um neuen Genome der NCBI
Datenbank einzufiigen, und basiert auf der Taxonomie Uber relative evolutionary divergence nach
Parks et al. (2018), sowie auf ANI-Berechnungen zur Abgrenzung auf Spezies-Ebene (Konstantinidis und
Tiedje 2005). Allerdings beinhaltet diese Datenbank neben Genomen aus isolierten Taxa auch MAGs
oder SAGs (engl.: single-amplified genomes). Der Anteil dieser nicht isolierten, und demnach auch nicht
charakterisierten, Genomsequenzen betragt auf Genus-Ebene >50%
(https://gtdb.ecogenomic.org/stats; abgerufen am 09.12.2020). Fraglich ist, wie sinnvoll eine
taxonomische Zuordnung bis auf Genus oder Spezies-Ebene ist, wenn keinerlei experimentelle
physiologische Eigenschaften zu diesen Taxa verfiigbar sind. Die Beschreibung neuartiger Taxa sollte
eine Kombination von phanoyptischen und genotypischen Charakteristika sein. Solche Datenbanken
bieten demnach eine Grundlage, um ausschliefRlich erste Einschdtzungen hinsichtlich der Taxonomie
und weiterfiihrend der moglichen Eigenschaften und deren Bedeutung eines Organismus in einem

natlrlichen Habitat zu treffen.

Diese genomsequenzbasierten Einstufungen ersetzen demnach nicht die physiologische

Charakterisierung neuartiger Isolate, kdnnen aber dazu genutzt werden, um gezielte Isolierungen und
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Charakterisierungen neuartiger Taxa mit in einem groReren Zusammenhang interessanten
physiologischen Eigenschaften durchzufiihren. Im Umkehrschluss sollte jedoch auch fiir jedes
gewonnene und charakterisierte Taxon eine Genomsequenz in groRtmoglicher Qualitdt zum Standard
einer Spezies oder Genus-Charakterisierung sein und muss gegebenenfalls auch die nachstverwandten
Taxa inkludieren. Erst die Kombination aus Genotyp und Phanotyp gibt ein umfassendes Bild (iber das
beschriebene neuartige Taxon. Dies verdeutlichte die fehlende Genomsequenz zu M. sibirica DSM

264687, die die taxonomische Klassifizierung von MD1 erschwerte.

4.2.3 Abgrenzung neuartiger Taxa auf Spezies oder Genus-Ebene

Die Identifizierung prokaryotischer Taxa benétigt verschiedene Grenzwerte zur Klassifizierung.
Insbesondere die Abgrenzung auf Spezies- oder Genus-Ebene liber Sequenzabgleiche war in dieser
Arbeit entscheidend. Hierzu wurde das wohl bekannteste und etablierte Markergen, die bakterielle
16S rRNA, ob in Volllange oder in spezifischen Regionen (hier V3-V4), mit Analysen basierend auf der
kompletten Genomsequenz kombiniert. 16S rRNA Gensequenzanalysen ermoglichen aufgrund der
guten Referenzgrundlage (z.B. EZbiocloud (Yoon et al. 2017), NCBI 16S RefSeq (O'Leary et al. 2016),
RDP (Cole et al. 2014), SILVA (Quast et al. 2012)) eine schnelle Klassifizierung eines bakteriellen Taxons.
Trotz der guten Datenlage unterliegt auch diese Moglichkeit der Klassifizierung einer gewissen
Variabilitdt. So sind die vorgeschlagenen Grenzwerte von 95% bzw. 97% 16S rRNA
Gensequenzidentitat nach Tindall et al. (2010) langst durch neuere Studien, wie z.B. von Johnson et al.
(2019), (berholt, jedoch gibt es keine ,allgemeingiltigen” Grenzwerte nach denen (Re-)
Klassifizierungen vorgenommen werden. Stattdessen treten ganzheitliche Analysen der
Genomsequenz in den Vordergrund. Bereits Tindall et al. (2010) stellten die Notwendigkeit der
Validierung der 16S rRNA basierten Taxonomie heraus und schlugen DNA-DNA bzw. DNA-RNA
Hybridisierungen vor. Aufgrund der stetig steigenden bioinformatischen Mdglichkeiten erfolgte in
dieser Arbeit die ganzheitliche Analyse der Genomsequenz einerseits Uber in silico berechnete ANI-
Werte (Konstantinidis und Tiedje 2005). Andererseits erfolgte zusatzlich die Berechnung
phylogenetischer Baume, sowohl basierend auf 16S rRNA Gensequenzen [hier nach der Maximum
Likelihood Methode (Felsenstein 1981)], als auch (iber den Vergleich von 92 bakteriellen core Genen
nach Na et al. (2018). Die Kombination dieser Methoden ermdglichte die valide Klassifizierung der
neuartigen cellulolytischen Spezies N2K1" und MA18". In beiden Fillen gab die Analyse der kompletten
Genomsequenz wichtige Hinweise zur ldentifizierung der ndchstverwandten Spezies innerhalb des
Genus und ermoglichte somit auch eine zielgerichtete Abgrenzung der neuartigen Isolate zu diesen

Spezies (Rettenmaier et al. 2019b; Rettenmaier et al. 2021).

Entscheidend fiir den Erfolg dieser Analysen sind jedoch eine vollstandige Referenzdatenbank sowie

eine valide Klassifizierung. Fur die Genera Acetivibrio (N2K1") und Ruminiclostridium (MA18") war,
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moglicherweise aufgrund der Relevanz einzelner Vertreter dieser Genera fir biotechnologische
Prozesse (Tian et al. 2016; Lin et al. 2015; Ren et al. 2019; Orita et al. 2017), flr jede valide
beschriebene Spezies eine Genomsequenz vorhanden. Anzahl und Qualitdt dieser Genomsequenzen
variierte jedoch (Tab. 48). Am Beispiel des Isolates MD1 aus dieser Arbeit wird deutlich, dass die valide
Klassifizierung mit weniger verfligbaren Referenzdaten problematisch wird. Basierend auf der 16S
rRNA Gensequenzanalyse (paarweises Alignment oder Phylogenie) konnte MD1 als neuer Genus
innerhalb der Familie Lachnospiraceae abgegrenzt werden. Phylogenetische Analysen der kompletten
Genomsequenz bestatigten die 16S rRNA Phylogenie fiir Spezies mit verfligbaren Genomsequenzen.
Jedoch fehlte zum Zeitpunkt der Analysen die Genomsequenz von M. sibirica, dem potentiell

nachstverwandten Organismus, und erschwerte somit eine eindeutige Klassifizierung.

Neben den bereits erwdahnten Methoden wurde im Fall von MD1 auch ein weiterer Grenzwert, der zur
Abgrenzung auf Genus-Ebene geeignet sein soll, angewandt. Der POCP-Wert nach Qin et al. (2014)
wurde bereits zur Unterscheidung des diversen Taxon Clostridium cluster Ill angewandt (Zhang et al.
2018b). Der POCP-Wert von MD1 zu A. torta DSM1004317 betragt 50,58% und liegt demnach sehr nah
an dem vorgeschlagenen Grenzwert von 50% (Qin et al. 2014). Bereits die Reklassifizierungen von
Zhang et al. (2018b) fuhrten zu einigen Kontroversen hinsichtlich der Gruppierung der Clostridium
cluster lll Spezies in vier verschiedene Genera, insbesondere der Reklassifizierung von Herbivorax
saccincola zu Hungateiclostridium saccincola (nachfolgend Acetivibrio saccincola (Tindall 2019b)) mit
16S rRNA Gensequenz-Ubereinstimmungen von 93,5-94,5% zu allen anderen Spezies innerhalb des
Genus bzw. POCP-Werten >54% mit Ausnahme von A. cellulolyticus (POCP = 45%). Demnach
widerspricht diese Taxonomie allen aktuell vorgeschlagenen Grenzwerten (<95% 16S rRNA Identitat
und POCP <50% zur Abgrenzung auf Genus-Ebene) und verdeutlicht die Notwendigkeit, dass neben
diesen Berechnungen physiologische Daten als Grundlagen zur Beschreibung eines neuartigen
prokaryotischen Taxons unabdingbar sind, welche auch bei der Benennung (re-)klassifizierter Taxa

nicht auBer Acht gelassen werden sollten.
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4.2.4 Reinkulturen, Co-Kulturen oder Mischisolate

In dieser Arbeit wurden neben Reinkulturen auch vermehrt bakterielle Co-Kulturen isoliert und
charakterisiert. Die Analyse der Cellulose-Hydrolyse fiir die Co-Kultur 253¢-K6 aus D. raffinosedens und
A. thermocellus zeigten die Moglichkeiten bakteriellen Zusammenspiels fiir die Hydrolyse pflanzlicher
Biomasse auf (Rettenmaier et al. 2020c). Die Analysen der Mischkultur SAMN4 bestatigt, dass eine Co-
Kultur im Vergleich zu Reinisolaten (hier N2K1" und MD1) ein hdheres Potential zur Hydrolyse diverser
Polysaccharide hat. Im Gegensatz zu S4MN4 konnte die Reinkultur N2K1T Xylan nicht fiir Wachstum
nutzen, obwohl N2K1" iiber eine diverse CAZyme Ausstattung verfiigt, die unter anderem putative
Vertreter der GH10 und GH11 mit putativer Xylanase-Aktivitdt beinhaltet (Tab. A 4). Fir MD1 in
Reinkultur wurde Wachstum nur fir I6sliche C-Quellen beobachtet. Die 16S rRNA
Amplikonsequenzierungen bestatigen, dass die Mischkultur in ihrer bakteriellen Zusammensetzung
anpassungsfahig an die zur Verfligung stehende C-Quelle ist. Zudem wird deutlich, dass dhnlich zu den
Beobachtungen der Co-Kultur 253c-K6 saccharolytische Organismen relativ gesehen einen bedeutend
hohen Anteil in einer Mischkultur haben. Im Fall S4MN4 dominierten zum Teil auch asacharolytische

Organismen (C. jeddahense, S1).

Kreuzfiitterungsprozesse sind bei cellulolytischen Organismen bereits bekannt. Zhang und Lynd (2005)
beschrieben fiir A. thermocellus detailliert die Sekretion von Glucose bei Wachstum auf Cellulose oder
Cellodextrinen, die in dieser Arbeit auch fir MA18" beobachtet wurde. Die Analysen zu
C. sartagoforme lsolaten (MA7c und MA7nc) bestatigen, dass ein sehr geringer Anteil eines
cellulolytischen Vertreters (hier: R. josui) bereits zu Cellulolyse-Hydrolyse fiihren kann und Gber einen
Kreuzflitterungsprozess ahnlich zu 253c-K6 der saccharolytische Organismus (hier: C. sartagoforme)

den cellulolytischen verdrangt.

Bereits Freier et al. (1988) diskutierten, dass viele Spezies-Charakterisierungen basierend auf
kontaminierten Kulturen bzw. Misch- oder Co-Kulturen entstanden sind, was moglicherweise in
friheren Zeiten mangels verfliigbarer Methoden zur Identifizierung zustande kam. Deshalb wird in
dieser Arbeit postuliert, dass die als cellulolytisch beschriebene Spezies C. sartagoforme (Zhang et al.
2015; Nathani et al. 2016) in Reinkulturen nicht in der Lage ist, kristalline Cellulose zu hydrolysieren.
Die Analysen der sekretierten Proteine im Kulturiiberstand von MA7c und MA7nc aus dieser Arbeit
bestatigen diese Hypothese. Zudem identifizierte Nathani et al. (2016) keine Cellulasen der Familien

GHS5, GH8, GH9 oder GH48 im Genom von C. sartagoforme AAU1.

Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit zusammen mit anderen Arbeiten zu bakteriellen Co-Kulturen (Wang
et al. 2016; Theiri et al. 2019; Froese et al. 2019) verdeutlichen, dass fiir biotechnologische
Anwendungen, hier am Beispiel der Verwertung von Lignocellulose, oftmals ein bakterielles

Konsortium vorteilhaft ist. Multi-Spezies Isolate, wie z.B. S4MN4, konnen auch ohne die Identifizierung
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und Charakterisierung der einzelnen Organismen dhnlich wie bei den Arbeiten von Kinet et al. (2015)
biotechnologisch eingesetzt werden. Der Erfolg kdnnte jedoch limitiert sein. Flr eine gezielte
Entwicklung bakterieller Co-Kulturen bleibt das Verstdndnis des Metabolismus jeder einzelnen
beteiligten Spezies entscheidend. Neben der Stamm-Charakterisierung anhand klassischer
Mikrobiologie kdnnen Genomsequenzanalysen, wie z.B. von Thermoanaerobacter spp. durch Verbeke
etal. (2013), entscheidende Informationen zur Entwicklung von Designer-Co-Kulturen mit dem Ziel der
verbesserten Ausbeute (hier Biokraftstoffe aus Lignocellulose) geben. Beides wurde in dieser Arbeit
fiir neuartige Isolate (N2K17, MA18" und MD1) durchgefiihrt und bietet daher eine gute Grundlage fiir

weiterfihrende Arbeiten.

4.3 Schlussfolgerung

Die Kombination der mikrobiologischen Arbeiten mit molekularbiologischen und bioinformatischen
Methoden zur Beschreibung cellulolytischer Spezies in Biogasfermentern ermdoglichte nicht nur ein
umfassendes Bild Uber die bakterielle Gemeinschaft dieses Habitats, sondern lieferte auch
Erkenntnisse zur interdisziplindren Zusammenarbeit (Mikrobiologie und Bioinformatik). Eine valide
Auswertung und Interpretation bioinformatischer Daten komplexer Mikrobiome oder auch
Reinisolaten ist zumeist nicht ohne mikro- und molekularbiologische Experimente moglich. Im
Gegenzug erleichtern bioinformatische Daten das Design der Experimente indem sequenzbasierte
Vorhersagen als Grundlage herangezogen werden konnen. Der massive Anstieg verfligbarer
Referenzdaten erleichtert die Auswahl von Sequenzinformationen, die zur Auswertung herangezogen
werden kdénnen. Weiterfliihrend werden diese Referenzdatenbanken am besten in Kombination mit
mikro- und molekularbiologischen Daten eine Grundlage zur biotechnologischen Anwendung dieser

Informationen bieten.
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Ausblick

Das Habitat Biogasfermenter ist auch weiterhin eine interessante Ressource zur Isolierung neuartiger
Mikroorganismen. Die Ergebnisse dieser Arbeiten fokussierten sich auf Bakterien, die an der Hydrolyse
von Pflanzenmaterial beteiligt sind und deshalb im Hinblick auf die Erzeugung erneuerbarer Energien

von groRem wirtschaftlichem und wissenschaftlichem Interesse sind.

Insbesondere die gezielte Identifizierung von GH48 Gensequenzen als Indikator fir celluloytische
Bakterien zeigte, dass auch weiterhin noch ein groBes Potential fiir die Isolierung cellulolytischer
Vertreter neuer Genera oder Familien besteht. Die Isolierung, Charakterisierung und
Genomsequenzierung dieser Celluloseverwerter kann neben dem Biogasprozess auch noch fiir andere
biotechnologische Zwecke genutzt werden. Anderweitig ist die gezielte Identifizierung von CAZymes in
Metagenomen und Metatranskriptom Daten denkbar um detaillierte Schliisse (iber vorhandene
Kohlenhydrat-Verwerter sowie deren transkriptionelle Aktivitdt zu ziehen. Sequenziermethoden der
zweiten und dritten Generation ermdglichen die Assemblierung langer Nukleinsaurefragmenten auch
aus komplexen Proben, wodurch die Zuordnung von Sequenzinformation zu einem Taxon vereinfacht
wird. Weiterfiihrend ist demnach die gezielte Isolierung und Charakterisierung basierend aus der
Vorhersage physiologischer Eigenschaften gewonnen aus metagenomischen Sequenzinformationen
(z.B. MAGs), ahnlich zu den Erfahrungen der Isolierung von MD1 in dieser Arbeit, denkbar. Es muss
jedoch bedacht werden, dass die taxonomische und funktionelle Klassifizierung von
Sequenzinformation abhdngig von der zugrundeliegenden Datenbank ist. Demnach ist die
Klassifizierung und funktionelle Annotation von MAGs nur als Grundlage zur weiteren Isolierung und
Charakterisierung neuer Gattungen anzuwenden oder sollten bei fehlenden Referenzdaten vorsichtig

interpretiert werden.

Auch haben die Ergebnisse zu den einzelnen Isolaten dieser Arbeit gezeigt, dass auch neue Isolate
innerhalb eines bekannten Genus mit bereits charakterisierten Spezies interessante Eigenschaften
haben kénnen. Konkret spielte das bakterielle Isolat N2K1" eine entscheidende Rolle bei der Hydrolyse
kristalliner Cellulose in der Mischkultur S4AMN4. Des Weiteren deutete die Analyse eines Gen-Clusters
aus cellulosomalen Komponenten von MA18" auf eine besonders groRe Cellulosom-Ausstattung hin.
MA18" hat entsprechend die genetischen Voraussetzungen, Cellulose effektiv zu hydrolysieren.
Daneben bietet die Charakterisierung neuer Genera, hier moglicherweise MD1, einen grofRen
Mehrwert an Wissen Uber die bakterielle Gemeinschaft in der Biogasanlage. Neue Methoden kénnen
bei der Isolierung neuartiger Bakterien helfen. Dementsprechend ist eine zielgerichtete Isolierung
neuer Genera z.B. Uber fluorescence-activated cell scanning (FACS) vorstellbar. Die wachsende Menge
an Metagenom und Metatranskriptom Daten bietet zur Entwicklung gezielter Sonden eine geeignete

Grundlage.
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Physiologische Tests zur kompletten Beschreibung neuer Arten bieten eine valide Moglichkeit
weiterfiihrende Erkenntnisse zu z.B. Sequenzinformationen bereit zu stellen. Dies kann jedoch nur bei
Organsimen, die unter Laborbedingungen proliferieren, durchgefiihrt werden. Deshalb sind neben der
zielgerichteten Isolierung auch die Kultivierbarkeit und langfristige Aufrechterhaltung vitaler Zellen
entscheidend. Hierzu missen die Kultivierungsmethoden stetig weiterentwickelt werden. Diese
sollten sich aus den Erfahrungen dieser Arbeit moglichst nahe am natirlichen Habitat orientieren.
Weiterfihrend kann und muss die Interaktion einzelner Spezies in Mischkulturen oder natiirlichen
Habitaten naher untersucht werden. Zur biotechnologischen Anwendung neuartiger Isolate bietet die
Charakterisierung solcher Mischkulturen eine geeignete Grundlage. Gezielte Analysen von
Anreicherungen, Misch- und Co-Kulturen aus bekannten oder unbekannten Spezies ist basierend auf
den Erkenntnissen dieser sowie anderer Arbeiten eine vielversprechende Methode, um neuartige,
biotechnologisch nutzbare Organismen oder Enzyme nach Moéglichkeit zu identifizieren, zu isolieren
und zu charakterisieren. Jedoch missen angewandte Studien zielgerichtet fiir eine spezifische
Einsatzmoglichkeit durchgefiihrt werden. Die Erkenntnisse zur Interaktion zweier oder mehrerer
Spezies, hier 253c-K6 bzw. S4AMN4, hinsichtlich der Hydrolyse von Pflanzenbiomassen sind erste
Schritte in diese Richtung. Ob, und wie, eine Co-Kultur mit biotechnologischer Relevanz eingesetzt

werden kann, muss jedoch weiter investigiert werden.
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Anhang

Abkirzungsverzeichnis

JAVEN) Absorption bei 230 nm

Azeo Absorption bei 260 nm

Aaso Absorption bei 280 nm

ANI engl.: Average nucleotide identity

APS Ammoniumperoxodisulfat

BLASTP engl.: Basic Local Alignment Search Tool fur Aminosauresequenzen (Proteine)

BLASTN engl.: Basic Local Alignment Search Tool fir Nukleinsduresequenzen

CAA Casamino Acids

CAZymes engl.: Carbohydrate-active enzymes

Cip engl.: cellulosome-integrating protein

C-Quelle Kohlenstoff-Quelle

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

ddH20 doppelt-destilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMA Dimethyl-Acetal

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)

dsDNA doppelstrangige (engl.: double strand) DNA

DTT Dithiothreitol

EEG Erneuerbare Energie Gesetz

engl. englisch

FAME engl.: fatty acid methyl ester

GC Gaschromatographie

gDNA genomische DNA

GH Glycosid-Hydrolase

GHF Glycosid-Hydrolase-Familie

GR Gadrrest

gsi engl.: Gene Support Index

i.d.R. in der Regel

IMNGS engl.: Integrated Microbial Next Generation Sequencing

IS in sacco

IUPAC engl.: International Union of Pure and Applied Chemistry

LC-MS/MS  engl.: Liquid-Chromatography Tandem Mass spectrometry

LPSN engl.: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature

MAG engl.: metagenome-assembled genome

MDS engl.: Multi-Dimensional Scaling

Ml Mesophil-instabil

MQ Reinstwasser

MS Massenspektroskopie; mesophil-stabil

Nme Normkubikmeter (Volumeneinheit fiir Gase mit Bezug auf definierte
Umgebungsbedingungen)

OoTU engl.: Operational taxonomic unit

PAGE engl.: Polyacrylamid gel electrophoresis

PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)




PE engl.: paired-end
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cultures from biogas fermenters SAMN16657708
16S rRNA Amplicon Sequencing of . . . e SRR12983886-SRR12983915
Amplik k llen 1
PRINA674617 mesophilic, cellulolytic enrichment mplikonsequenzierung der bakterieflen 165 o  SAMN16663132- Diese Arbeit
. rRNA, Region V3-V4
cultures from biogas fermenters SAMN16663167
16S rRNA Amplicon Sequencing of Amplikonsequenzierung der bakteriellen 16S ° SRRI3011616-SRR13011622 . .
PRINA675478 . . e SAMN16708844- Diese Arbeit
isolate MA7 rRNA, Region V3-V4
SAMN16708850
Raw sequence reads of GH48 genes in ° SRR13168257-5RR13168271
PRINA680694 9 . & Amplikonsequenzierung bakterieller GH48 Gene e SAMN16911704- Diese Arbeit
DNA and RNA from biogas fermenters
SAMN16911718
Raw sequence reads of bacterial 16S Amplikonsequenzierune der bakteriellen 165 e SRR13189624- SRR13189635
PRINA682319 rRNA, V3-V4, in DNA of biogas piikonseq & e SAMN16911704- Diese Arbeit
rRNA, Region V3-V4
fermenters SAMN16911715
[ ]
Raw sequence reads of bacterial 16S Amplikonseauenzierung der bakteriellen 16S e SAMN16911716-
PRINA682384  rRNA, V3-V4, in RNA of biogas piikonseq & SAMN16911718; Diese Arbeit
rRNA, Region V3-V4
fermenters SAMN16987134-
SAMN16987142




Hinterlegung neuartiger Isolate in internationalen Stammsammlungen

In dieser Arbeit wurde mit den Stammsammlungen in Deutschland (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland), Spanien (Spanish Type Culture Collection (CECT), Valencia, Spanien) und Japan (Japan
Collection of Micoorganisms (JCM), Ibaraki, Japan) zusammengearbeitet. Alle hinterlegten Isolate sind

im Folgenden zusammengefasst.

Isolat ID  Organismus Stammsammlung Identifikationsnummer
S ] DSMZ DSM 107956"
N2K1T Acetivibrio mesophilus
CECT CECT 97047
, , ) N DSMZ DSM 110715
MD1 Neuartiger Organismus innerhalb der Familie
Lachnospiracea
ICM JCM 39125
. . . DSMZ DSM 109966"
MA18T Ruminiclostridium herbifermentans
JICM JCM 391247
. DSMZ DSM 1079527
GS7-6-2"  Anaerosphaera multitolerans
CECT CECT 97057
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Nukleinsauresequenzen

>S4MN4-3-1 16S rRNA

TTAATAAGCAGAAGTTTTCGGATGGAAGCTTATTAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGC
CTTACACAGGGGGATAACAGCCGGAAACGGTTGCTAATACCGCATAAGCATACAGNGCNGCATGNNNNNGTGTGA
AAAGATTTATCGGTGTAAGATGGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGAT
CAGTAGCCGGCTTGAGAGAGTGACCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAAGAAGTATTTCGGTATGTAAAG
CTCTATCAGCAGGGACGATAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGTAAGTCAGGTGTGAA
AGCCCGGGGCTCAACCCCGGGATTGCACTTGAAACTATCAAACTAGAGTGCAGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGTAACTGACGTTG
AGGCTCGAAAGCGTNGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGT
TGGGGTCCATAAGGACTTCGGTGCCGTCGCAAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCCCCTGACCGGTCCGTAACGGGACCTTTCCTTCGGGACAGGGGAGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTAGCCAGC
AGGTAANNCTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGATCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGACTACAAAGAGAAGCAAAGCTGTGAAGTGGAGCAAAT
CTCAAAAAGGTCATCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCAG
ATCAGAATGCTGTGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGATATGCCC
GAAGTCAGTGACCCAACCGTAAGGAGGGAGCTGCCGAAGGTGGAGCCAATGACTGGG

>54MN4-3-2 16S rRNA

CGGANTAAGAGAGAAGCTTGCTTAGCTCTTACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGTAACCTGCCTTTC
AGAGGGGGATAACGTTCTGAAAAGAACGCTAATACCGCATGATATATCGGAGCTGCATGGCTCTGGTATCAAAGG
AGCAATCCGCTGAAAGATGGACTCGCGTCCGATTAGCCAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAAGCGACGATCGG
TAGCCGGGTTGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAATGCCGCGTGAGGGAAGACGGTCTTCGGATTGTAAACCTC
TGTCCTTGGTGAAGATAATGACGGTAGCCAAGGAGGAAGCTCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGAGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGGCGTGAAAGC
TGTGGGCTTAACCCACAAATTGCGTTCGAAACTGGAAGGCTTGAGTGAAGTAGAGGTAGGCGGAATTCCCGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTACTGGGCTTTAACTGACGCTGAGG
CACGAAAGCATGGGTAGCAANCAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAANCGATGATTACTAGGTGTGGG
GGGTCTGACCCCTTCCGTGCCGGARWNWACACNATAAGTAATCCNCMTGGGGAGTACGGNMRCNRSNTKGAAACT
CAAASRAAKTGACGGGRSSCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTNTAATTNGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGNCATCCAACTAACGAGGCAGAGATGCNTTAGGTGCCNTTCGGGGAAAGTTGAGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTGATTAGTTGCTACGC
AAGAGCACTNTAATCAGANNGCCGTTGACAAAACGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGCTAACAGAGGGAAGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCAAACCCCCAAA
AGCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACCCGCCTACATGAAGTTGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCCGGTAATACCCGAAGCCAA
TAGTCTAACCGCAAGGGGGACGTTGTCGAAGGTAGGATTGGCGACTGGGGNGAAGTNGT
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>51 16S rRNA

GTCGAACGGAGTAAGAGAGAAGCTTGCTTAGCTCTTACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGTAACCTG
CCTTTCAGAGGGGGATAACGTTCTGAAAAGAACGCTAATACCGCATGATATATCGGAGCTGCATGGCTCTGGTAT
CAAAGGAGCAATCCGCTGAAAGATGGACTCGCGTCCGATTAGCCAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAAGCGAC
GATCGGTAGCCGGGTTGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGGATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAATGCCGCGTGAGGGAAGACGGTCTTCGGATTGTA
AACCTCTGTCCTTGGTGAAGATAATGACGGTAGCCAAGGAGGAAGCTCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGLGG
TAATACGTAGGGAGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGGCGT
GAAAGCTGTGGGCTTAACCCACAAATTGCGTTCGAAACTGGAAGGCTTGAGTGAAGTAGAGGTAGGCGGAATTCC
CGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTACTGGGCTTTAACTGACG
CTGAGGCACGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAGG
TGTGGGGGGTCTGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACACAATAAGTAATCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCAACTAACGAGGCAGAGATGCATTAGGTGCCCTTCGGGGAAAGTTGAGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTGATTAGTTG
CTACGCAAGAGCACTCTAATCAGACTGCCGTTGACAAAACGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGCTAACAGAGGGAAGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCAAACC
CCCAAAAGCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACCCGCCTACATGAAGTTGGAATTGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCCGGTAATACCCGA
AGCCAATAGTCTAACCGCAAGGGGGACGTTGTCGAAGGTAGGATTGGCGACTGGGGTGAAGTC

>MS-GRII.2 16S rRNA

ACTTcACCCCAATCGCTGACCCTACCTTAGGTCGCTGCCTCCCTTACGGGTTAGCTCACGAACTTTGGGTATTGC
CAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTA
CTAGCAACTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTTCAGCCTACAATCCGAACTGAGACAAGTTTTTAAGTTTAGCTCCA
CCTTGCGGTATTGCATCTTTTTGTACTTGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTAGACATAAGGGGCATGATGATT
TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCCGGTTAACCCGGGCAGTCTTGCTAGAGTGCTCAACTTAATGGTAGCAACTAA
CAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCTTCCTGTCCCCGAAGGGACTTCCTCGATTAAGAGTAATTCAGGAGATGTCAAGTCTAGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGA
CCGTACTCCCCAGGCGGAATACTTAATGCGTTTGCGGCGGCACAGAGGTCATGACAACCCCTACACCTAGTATTC
ATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTAC
AGTCCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCTAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCAC
TCTCCTCTCCTGCACTCTAGACTTCCAGTTTGAAATGCAGCACCCAAGTTGAGCCCGGGTATTTCACATCTCACT
TAAAAATCCGCCTACGCTCC

>TS-1S-1.2 165 rRNA

GGCTCCTTGTTACGACTTCCCCCAGTCATCGGCTCCACCTTCGGCAGCTCCCTCCTTACGGTTGGGTCACTGACT
TCGGGCATTTCCGACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTG
ATTCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGGGATGGCCTTTTTG
GGATTTGCTCACCTTCACAGGGTCGCCTCCCTTTGTAGCCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGTCCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCGCCTTCCTCCAGGTTATCCCTGGCAGTCTCCCTAGAGTGCCCAACTTTAC
TTGCTGGCTACTAAGGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
ACCATGCACCACCTGTCTCCATTGTCCCGAAGGAAAGGTCCGGTTAAGGACCGGTCAATGGGATGTCAAGGCCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGAATACTTAATGCGTTTGCGACGGCACCGAAGAGCTTTTGCTCCC
CGACACCTAGTATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGC
CTCAGTGTCAGTTACAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGCATTTCACCGCTA
CACTAGGAATTCCACTTACCTCTCCTGCACTCTAGCAAACCAGTTTCAAATGCAATCCCGGAGTTGAGCCCCGGG
CTTTCACATCTGACTTGACTTGCCACCCACGCTCCCTTTACACCCAGTAAATCCGGATAACGCTTGCCCCCTACG
TATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAATTAGCCGGGGCTTCTTAGTCAGGTACCGTCATTTTCTTCCCTGCTGAAGA
AGCTTTACcTACCGAAATACTTCTTCACTcacGCGGGGTCCCTTCATCAGGGTTT
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>TS-IS-II_16S rRNA

GGCTACCTTGTTACGACTTCCCCCAGTCATCGGCTCCACCTTCGGCAGCTCCCTCCCTTTCGGGTTGGGTCACTG
ACTTCGGGCATTTCCGACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGACATG
CTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGGGACGGCTTTT
TTGGGATTCGCTCACCTTCGCAGGGTCGCTTCCCTTTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGTCCATA
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCGCCTTCCTCCAGGTTGTCCCTGGCAGTCTCCCTAGAGTCCCCACCCG
AAGTGCTGGCTACTAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTCTCCATTGTCCCGAAGGAAAGGTCCGGTTAAGGACCGGTCAATGGGATGTCAAGGCC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGAATACTTAATGCGTTTGCGACGGCACCGAAGGTCTTTTGACC
CCCGACACCTAGTATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGA
GCCTCAGTGTCAGTTACAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGCATTTCACCGC
TACACTAGGAATTCCACTTACCTCTCCTGCACTCTAGCAAAACAGTTTCAAATGCAGTCCCGGAGTTGAGCCCCG
GGCTTTCACATCTGACTTGCTTCGCCACCTACGCTCCCTTTACACCCAGTAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGAACGTAGTTAGCCGGGGCTTCTTAGTCAGGTACCGTCATCTTCTTCCTGGTGAAA
GAGCTTTACGTACCGAAATACTTCTTCATTCAGGGGGGTCGCTGCATNNGGGTTTCCCCCATTGGGCAATATT

16S rRNA Amplikonseguenzierung, Region V3-V4, S4MN4: OTUs mit Ubereinstimmung zu Isolaten

>0TU_1
GGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAAGAAGTATT
TCGGTATGTAAAGCTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGGTGGTGCGGTA
AGTCAGATGTGAAAACCCGGGGCTCAACTCCGGGACTGCATTTGAAACTATCGAACTAGAGTGCAGGAGAGGTAA
GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACT
GTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTTG

>0TU_6
GGGGGGCAGCAGTGGGGGATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAATGCCGCGTGAGGGAAGACGGTCT
TCGGATTGTAAACCTCTGTCCTTGGTGAAGATAATGACGGTAGCCAAGGAGGAAGCTCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGAGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCTTTTTA
AGTCGGGCGTGAAAGCTGTGGGCTTAACCCACAAATTGCGTTCGAAACTGGAAGGCTTGAGTGAAGTAGAGGTAG
GCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTACTGGGCT
TTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTTG

>0TU 11
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGAAAGTGACTGTACCCAAAAAACAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGTGTAGGCGGGTGA
CCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACTCCGGCGCTGCATCTGAAACTGGACATCTTGAGTGCTGGAGAGG
AAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGG
ACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTTG

>0TU 31
GGGAGGCTGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAAGAAGTATT
TCGGTATGTAAAGCTCTATCAGCAGGGACGATAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTAGGGTA
AGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGGATTGCATTTGAAACTATCCGACTAGAGTGCAGGAGAGGTAA
GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACT
GTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTTG

>0TU_523
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGTATT
TCGGTATGTAAAGCTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAAATACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTGCGGTA
AGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGGACTGCATTGGAAACTGTCGAACTAGAGTGCAGGAGGGGTAA
GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACT
GTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCCGG
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Proteinsequenzen S4MN4 detektiert im Sekretom nach Textsuche ,Cellulo”/ ,Cellulase”

>MHPJIEBC 10548 Cellulose 1,4-beta-cellobiosidase (reducing end) CelS
MVKSRKISILLAIAMLVSIMIPSTALAGPIKAPTPGGTSYEDLFLEFYDMIKDPRNGYFSSDEGIPYHSIETLIV
EAPDYGHVTTSEAFSYYIWLEAMYGQFTGDWSGVKESWQVMEDWIIPDSTEQPGMAMYSPNSPATYAAEHDDPKY
YPSELMFDSVRVGTDPIHNDLTSAYGPDMYLMHWLMDVDNWYGFGTGTRATFINTFQRGEQESAWETIPHPSIEE
FKYGGPNGFLDLEFTKDKSYSKQWRYTNAPDAEARAIQAAYWANKWAKEQGKASTLSSVVTKATKMGDFLRNDMED
KYFMKIGAQDKTPGTGYDSAHYLMAWYTSWGGGIGSQWAWKIGASHIHFGYQONPFQAWINATQSEFAPKSSNGKK
DWTTSLDRQIEFYQOWLOSAEGATIAGGATNSWKGRYEKYPAGKSTFYGMAYVPHPVYADPGSNEWEFGMQCWSMQRM
MDLYLESGDSRIEPLVRKWAEWAMSEVKLYEDGTFAIPSNLGWSGEPDTWTGKYTGNPNLHVTVNTYGTDLGVAG
SLANALATYAAATRKWGTLDTRARDMAAELVNRAWYNYYCEEGKGVVTEEARGDYKREFFSQEVEVPAGWSGTMPN
GDKIQPGVKFIDIRSKYKQODPDYNKVYQAYQRGEDPVLNYHRFWHEVDLAVGMGVLATYFPELTYQIPGEGGPGN
DPTYGDCNEDGKVTSTDLTILKRYLLKMDVKINLENADVNRDGKVTSTDATILKRFLTKIIKELPL
>MHPJIEBC 11610 Cellulose 1,4-beta-cellobiosidase
MNFRKTICAAIVFTIVLSMMLPSVVFATKDNASHLPPYGNDLLYERIFDEGLCFPWHTCEDSGGKCQFQVVDVPG
QOSGNRAFRLTVLDPGONKWSVOMRHRGITLEQGHTYKIKEFTVWADKACRVYVKIGOMGEPYAEYWNNNWNPEFSVP
AGGQKLTVEETFTMDKPTDDTCEFTFHVGGELAAGVPYNIYLDDVSLYDASYTKPPVAILPEPDVRVNQVGYLPS
AKKVATVVTDSTSPLKWRLLDSTGKVVKEGNTIPKGLDLDSQDKVHWLDEFSDFTTEGTGYYFELPNVNTDTNY SH
PFDIGNDIYSOMKFEALAFFYH

>MHPJIEBC 07988 Cellulosome-anchoring protein
MPDKSITRAEFATVAYKFLEKLGKIEEVODIEIQLKDIDGHWAQKYIKTLVAKGYIKGYPDETFRPQASIKRSES
VALINRSLERGPLNGAVLDFQDVPANYWAYKDIAEGVIYHSYKIDENGQEVMVEKLD

>MHPJIEBC 06249 Cellulase/esterase CelE
MKRVYITLIMLIFTIYLFACSKENQLQEKTQIETATNEEISVTPTEKGEVKDQQSSONEQTSPVKKETIERQEMR
DISSVELIKEMKIGWNLGNTMDATGGNGVNSELSWGNPLTNEEMIKTIKAAGENILRIPITWEKHLGPAPDYIID
EAWLNRVQTIVNYGIDSDMEFVIINMHHEDWHEPSYENADNAKDILTKVWRQIADRFENYDEHLIFEDLNEPRMKG
TNVEWTGGNEEGRDVVNQLNAAFIETIRNSGGNNPLRHLMIPPYAASSDPITWSNFIVPEDDKVIVSIHAYTPWN
FTLNEYGTSEWTLSNSNDTWEIDNLMNNIYESFISKGIPVIIGEFGARDKENMOSRVEWAEYYVQSATEKGIPCI
WWDNGAFTGEGELFGILDRRGLSWKYPEIVDALMKGIQ

>MHPJIEBC 06024 Cellulase/esterase CelE
MNEEKQLQTYALNEIEYIKVHGRTTGQLSPLTLEFWTGSAVELNAKGSELWVEVEAGYDVYEPWIGIVINSAPVSR
LMITEGRHWICVFRGMNPDQVKNVRIVKEVQAMSGDOQGCFLHIHSVKFDGQFLPIEEKPYKIEFIGDSITSGEGI
VGAKGEEDWIPMWFSATGNYTELVANALNAEYRVLSQSGWGVFTSWDNNPHCNMODDYEKVCGILQGKRNEALGA
LOENNFASWQPDVIVVNLGTNDASAFDQPOWKDEVTGETHKQRRNEDGSFHEEDIKAFERAIVRFLTKLRKYNKK
AQIVWAYGMIGITMMPYIYRAVEAYYRETGDKKVSVYQLPNTTEATMGSRSHPGHLSHLKAATELSEYLQDFLK

>Unclassified bacterium, Isolate MD1 16S rRNA gene

ATGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTTATATT
ATGAAGTTTTCGGATGGAATGATATAAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTCATACA
GGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAACACCGCATAAGCATACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAATATTT
ATAGGTATGAGATGGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCC
GGCTTGAGAGAGTGACCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAAGAAGTATTTCGGTATGTAAAGCTCTATCA
GCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGGTGGTGCGGTAAGTCAGATGTGAAAACCCGGG
GCTCAACTCCGGGACTGCATTTGAAACTATCGAACTAGAGTGCAGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGTAACTGACACTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGGGGCC
AAAAGGCTCTCGGTGCCGTCGCAAACGCATTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCCTCTGACCGGTCCGTAACGGGACCTTTCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTAGCCAGCAGTACGGC
TGGGCACTCTAGGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ATCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGCTACAAAGAGAAGCGACCCTGTGAAGGTGAGCAAATCTCAAAAAA
GCCATCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATG
TCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCGGATATGCCCGAAGTCAGT
GACCCAACCCATCTTAGTGAGCATGACGT
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16S rRNA Amplikon, V3-V4, mit 100% Ubereinstimmung zu Ruminiclostridium herbifermentans, MA18"

aus Analyse der Anreicherungskulturen 2019 (Schmidt 2019) PRINA674617 und PRINA674481

>0TU 39
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAAGGATG
AAGGTTTTCGGATTGTAAACTTCTTTAGTCAGGGACGAAAAAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTA
AAGGGCGTGTAGGCGGGAATGTAAGTCAGATGTGAAATCCCAGGGCTTAACTCTGGAGCTGCATCTGA
AACTATATTTCTTGAGTGCCGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATT
AGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACGGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGG

16S rRNA OTUs der Region V3-V4 des Isolates MA7

>0TU 1
GCTGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT
CTTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTCAGGGACGATAATGACGGTACCTGAGGAGGAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAG
CGTAGGCGGATTTTTAAGTGAGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTTCAAACTGGA
AGTCTAGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATAC

>0TU 2
GCTGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAAGGATGAAGGT
TTTCGGATTGTAAACTTCTTTAGTCAGGGACGAAAAAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGG
CGTGTAGGCGGGAATGTAAGTCAGATGTGAAATCCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCATCTGAAACTA
TGTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACGGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGAT

AC

>0TU 3
GCTGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGACTGC
CCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTATAAAGGAATAAAGTCGGGTATGGATACCCGTTTGCATGTACTTT
ATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGA
TTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGATGGATGTTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTA
AAATTGCAGTTGATACTGGATATCTTGAGTGCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAA
ATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTAAGCTGCAACTGACATTGAGGCT
CGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATAC

GH48-Gensequenzierung MA7c

>GH48-MA7c
TCCATCCATACCAGTTGTCGACGTCAAGTAACCAATGCATTCCGTACAGCATGCTGGTTCCATATGCT
GAAGTCAATTGTGAATTAATTGGATCTCTACCAACAGGTTGGCTAGTATCCAATGGTGAAGGATACTT
GCTTGGATCCTGGAATTCTGGAGCGTATGTAGCAGGCTTGTTAGCATCATATCTGCTCATACTTGAAT
TAGGCTGATCCTTTTCTGTAGGGATCAAATATTTTTCAGTAGTAGTCCAAGACTTGTTAAAACCTGAA
AAATCTCCTGTGAATCTTCCATACATTGCTTCCAACCACATATAATAGGACATTGCTTCACTTGTTGT
AACATGTCCGTAGTCTGGAGCTTCACTCAAGAA
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Anhangende Abbildungen und Tabellen

Tab. A 1: Primer-Sequenzen in Cel48-Mix2 zur Amplifizierung von GH48 Genen.

Primer- Nukleotidsequenz _GC-GehaIt Lange Volumen in
ID in [%] [bp] cel48-Mix2
F1 TCTTGAGTGAAGCTCCAGACTA 45,5 22 1u
F2 TGCTTAGCGA[AG]GCGCCCAA 60,5 19 2 ul
F3 GAGCGA[AG]GCIIICC[I]GATTAC 55,3 19 2 ul
F4 TGAGCGAGGCTCC[GT]GAC[CT]A 63,2 19 4 pl
F5 TGATATGCGAAGCACCTGA[CT|TATG 43,8 24 2 ul
F6 TCATATG|CT]GAAGC[GA|CC[TG]GATTAC 45,7 23 8ul
F7 TGATATGCGAGGCACCGGATTA 50,0 22 1
F8 TGAACTGTGAAGCTCCTGATCAA 43,5 23 1
F9 TGTGTGTTGAAGCGCCTGATTAC 47,8 23 1u
F10 TGATTGT[IJGAAGCTCC[TG]GA[CT]TATG 41,7 24 4l
F11 ATCGTCGAAGCGCCTGACCA 60,0 20 1 pl
F12 ATCGACGAGGCGCCCGA 70,6 17 1u
F13 TTTTGGTGGAAGCTCCGGACTAT 47,8 23 1u
F14 TAATGGTTGAAGCACCII|[GAC[CTIAT 41,3 23 2 ul
F15 TCATCGTCGA[GA]GC[I]CC[I]JGA[CT]TA 50,0 22 4 pl
Fléneu ATCGTCGAGGCII|CC[GC]GACC 68,4 19 2 ul
R1 CCGAAGCCGTAGACGTTGTC 60,0 20 1u
R2 CCGTAACCGTAGATGTTGTCIIA 45,5 22 1u
R3 CCG[AT]JAGCCGTA[GC]|[GCITGTTGTC 60,0 20 8 ul
R4 CCGTATCCATACCAGTTATCCGTA 45,8 24 1u
R5 CCAAATCCATACCAGTTATCACAGT 40,0 25 1
R6 CCAAAACCATACCAGTTATCAACATC 38,5 26 1
R7 CCATCCATACCAGTT[AG]TC[I]JAC[AG]TC 45,8 24 4 pl
R8 CCR[AT]A[I]ICCGTAGACGTTGTC 52,5 20 4 pl
R9 CCGAAGCCGTACCAJAG]TT[AG]TC 55,0 20 4 pl

[1, degenerative Position

XVl



0]

AT

MDS plot of Microbial Profiles
(p—value0.001)

Abb. A 1: Multidimensional-Scaling (MDS) des de novo clustering der mikrobiellen Zusammensetzung,
identifiziert mittels 16S rRNA, Region V3-V4 Amplikonsequenzierung in DNA und RNA aus dem mesophilen
oder thermophilen Fermenterbetrieb. Die Roh-Daten sind unter PRINA682319 (DNA) und PRINA682384 (RNA)
offentlich zugédnglich. Die statistische Auswertung erfolgte Uber Rhea (Lagkouvardos et al. 2017) in R.
Identifizierte Cluster:

e 1, MI-PN19-1-cDNA, MI-PN19-1-DNA, MI-PN19-2-cDNA, MI-PN19-2-DNA, MI-PN2-DNA, MI-PN3-cDNA;

e 2, MS-PN14-1-cDNA, MS-PN14-1-DNA, MS-PN14-2-cDNA, MS-PN14-2-DNA, MS-PN2-DNA, MS-PN3-

cDNA;
e 3, TI-PN2-DNA, TI-PN3-cDNA, TI-PN8-9-1-cDNA, TI-PN8-9-1-DNA, TI-PN8-9-2-cDNA, TI-PN8-9-2-DNA;
o 4, TS-PN2-DNA, TS-PN3-cDNA, TS-PN8-1-cDNA, TS-PN8-1-DNATS-PN8-2-cDNA, TS-PN8-2-DNA
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Abb. A 2: Wachstum von N2K1" in 10 ml GS2 Medium mit verschiedenen C-Quellen nach 5 Tagen bei 45 °C, jeweils Replikat a, sterile Mediums-Kontrolle, Replikat b.
Abgebildet von links nach rechts:

e keine C-Quelle; 0,5% (w/v) Cellobiose

e 0,25% (w/v) Xylose; 0,5% (w/v) Xylose; 0,75% (w/v) Xylose; 1% (w/v) Xylose

e 1,25% (w/v) Xylose; 1,5% (w/v) Xylose; 1,75% (w/v) Xylose; 2% (w/v) Xylose
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Tab. A 2: Kohlenhydrat-Stoffwechselwege, identifiziert (iber KEGG Pathway Analyse, von N2K1.

Kohlenhydrat-Stoffwechsel :nn::tt‘lle :(I;Itls(:-a/n;i '8
Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose => pyruvate 12 -
Glycolysis, core module involving three-carbon compounds 7 -
Gluconeogenesis, oxaloacetate => fructose-6P 9 -
Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA 5 +
Citrate cycle, first carbon oxidation, oxaloacetate => 2-oxoglutarate 2 -
Pentose phosphate pathway, non-oxidative phase, fructose 6P => ribose 3 i
5P
PRPP biosynthesis, ribose 5P => PRPP 1 +
Semi-phosphorylative Entner-Doudoroff pathway, gluconate => 4 i
glycerate-3P
D-Galacturonate degradation (bacteria), D-galacturonate => pyruvate +

5 +
D-glyceraldehyde 3P
Glycogen biosynthesis, glucose-1P => glycogen/starch 5 +
Glycogen degradation, glycogen => glucose-6P 2 -
Nucleotide sugar biosynthesis, glucose => UDP-glucose 3 +
UDP-N-acetyl-D-glucosamine biosynthesis, prokaryotes, glucose => UDP- 5 N

GIcNAc

+ alle Module vorhanden; -, ein Block fehlt

Tab. A 3: Top Hits sekretierter Proteine von N2K1. Die relative Abundanz wurde via LC-MS/MS in Kooperation

mit Dr. Christina Ludwig, BayBioMS, TU Minchen, Freising ermittelt.

Sequenz- .. . . .
Protein ID ?)/b?ieckung :-:nmgi(;oséiuren) Score :\?;\Igl_ 1 R1 :\?;I((i_ 1.R2 :\?;I((i_ 1_R3 Mittelwert
(1]
RXE57588.1 54,1 133 323,31 1,51E+10 1,51E+10 1,24E+10 1,42E+10
RXE58868.1 25 176 97,12 1,27E+10 1,26E+10 1,23E+10 1,25E+10
RXE57994.1 82,9 1033 323,31 8,85E+09 1,01E+10 9,73E+09 9,56E+09
RXE59842.1 75,4 460 323,31 6,03E+09 6,49E+09 7,25E+09 6,59E+09
RXE59309.1 64,9 741 323,31 4,51E+09 4,23E+09 7,69E+09 5,48E+09
RXE58867.1 44,3 176 133,72 3,17E+09 3,18E+09 2,68E+09 3,01E+09
RXE60313.1 55,7 884 323,31 1,67E+09 1,59E+09 2,44E+09 1,90E+09
RXE57906.1 70,4 1825 323,31 1,74E+09 1,64E+09 2,15E+09 1,85E+09

XX



Tab. A 4: Extrazellulire CAZymes von N2K17, annotiert (iber dbCAN2 (Zhang et al. 2018a).

Gen ID HMMER DIAMOND
RXE57615.1 GH9(38-516)+CBM3(545-635) + CBM3(726-806) CBM3 + GH9
RXE57665.1 CBM16(30-153)+GT39(436-660) CBMO + GT39
RXE57839.1 GH9(31-461)+CBM3(486-570) CBM3 + GH9
RXE57906.1 cohesin(32-160)+cohesin(184-311)+cohesin(350-477)+cohesin(512-638)+CBM3(690-779)+cohesin(876-1006) + cohesin(1034- CBM3
1162)+cohesin(1192-1320)+cohesin(1356-1484)+cohesin(1525-1655)
RXE57925.1  GH5_2(92-346)+CBM17(379-582)+CBM28(591-777) éil\s/llz +CBM28 +
RXE57948.1 CBM22(30-161)+GH10(219-498) CBM22 + GH10
RXE58124.1 GH5_1(50-419) GH5_1
RXE58131.1 GH9(40-508) GH9
RXE58132.1 CBM35(67-162)+GH26(180-493) CBM35+GH26
RXE58154.1 GH11(41-222)+CBM6(251-370) CBM6+GH11
RXE58155.1 GH11(41-223)+CBM6(252-371)+CE4(474-583) CBM6+CE4+GH11
RXE58162.1 GH9(57-539)+CBM3(746-826) CBM3+GH9
RXE58163.1 GH9(30-453) CBM3+GH9
RXE58209.1 GH16_21(41-241) GH16_21
RXE58289.1 PL1(87-259)+CBM35(426-547) CBM35+PL1
RXE58290.1 CE8(36-320) CES8
RXE58291.1 CE1(58-275)+CBM6(302-419)+GH10(525-837) CBM6+CE1+GH10
RXE58351.1 cohesin(41-194)+cohesin(217-371)+cohesin(414-569)+cohesin(610-764)+cohesin(802-958)+cohesin(973-1129) CBM3
RXE58375.1 CE12(182-377)+CBM35(481-602)+CE12(621-819) CBM35+CE12
RXE58429.1 CE3(36-224) CE3
RXE58433.1 GH5_8(41-287)+GH5_4(379-652)+CE2(903-1105) CE2+GH5_4
RXE58508.1 GH2(46-615)+CBM6(823-944) CBM6+GH2
RXE58509.1 GH43_29(26-308)+CBM6(330-451) CBM6+GH43_29
RXE58510.1 GH141(42-591)+CBM6(775-894) CBM6+GH141
RXE58511.1 CE1(58-276)+CBM6(303-423) CBM6+CE1
RXE58512.1 GH43_10(38-291)+CBM6(529-648) CBM6+GH43_10

XXI




Gen ID HMMER DIAMOND

RXE58513.1  GH5_34(66-303)+CBM6(374-509)+GHS5_34(516-648)+CBM62(738-870) gfg/'Hls +3C4BM62+CBM

exisgesyq  SLH(88-129)+SLH(149-190)+CBMSA(194-305+GH16_3(437-676)+CBMA(702-841)+CBMA(877-1008)+CBIM4(1032-1155)+CBMA(1183- CBM4+CBM54+GH16
1316) 3

RXE58923.1  CBM6(95-219) CBM6

RXE58960.1  CBM22(37-163)+GH10(198-543) CBM22+GH10

RXE58993.1  GH30_8(33-376)+CBM6(436-553) CBM6+GH30_8

RXE50018.1  GH3(102-327) GH3

RXE50061.1  GH48(59-679)+CBM3(780-861) CBM3+GH48

RXE59085.1  GHI(51-471) CBM3+GH9

RXE59088.1  GH9(77-509)+CBM3(535-617)+CBM3(744-825) CBM3+GH9

RXE59096.1  CBM35(50-163)+GH26(180-506) CBM35+GH26

RXE59234.1  PL1 5(92-283)+PL9_1(652-920) CBM35+PL1_5+PL9_1

RXE59263.1  GH5_1(211-546) CBM3+GH5_1

RXE59269.1  GH30_5(33-467)+CBMA42(481-612)+GH43_20(639-886) Zg 'VZ':;Z+GH3O—5+GH

RXE59270.1  CBM35(442-571)+CBM35(581-715) CBM35+GH39

RXE59309.1  GH48(40-656) GH48

RXE59509.1  CBM35(111-232)+PL11(264-827) CBM35+PL11_1

RXE59530.1  GH8(62-383) GH8

RXE59531.1  GH18(33-395) GH18

RXE59535.1  GH9(31-450) GH9

RXE59581.1  GH3(134-362) GH3

RXE59664.1  GH5_55(40-287)+CBM32(355-465) CBM32+GH5_55

RXE59666.1  GHOI(139-569) GH9

RXE59749.1  CBM22(37-163)+GH10(197-538)+CBM22(570-699)+CE1(842-1077) CBM22+CE1+GH10

RXE59882.1  GH5_8(217-463) C:M13+CBM32+GH5

RXE60051.1  GH43_16(31-315)+CBM6(337-459)+CBM6(510-617) CBM6+GH43_16

RXE60086.1 cohesin(33-189) CBM9+GH30

RXE60113.1  GH81(51-681) GH81

XXl




Gen ID HMMER DIAMOND
RXE60146.1  CBM30(212-302)+GH9(316-749)+GH44(790-1298)+CBMA44(1387-1449) ng/':: +CBM44+GH4
RXE60211.1  GHI(31-461)+CBM3(485-570) CBM3+GH9
RXE60218.1  GH5_1(51-412) GH5_1
RXE60294.1  GH9(41-511) CBM3+GH9
RXE60312.1  CBM4(45-181)+GH9(311-808) CBM3+CBM4+GH9
RXE60313.1  CBM4(42-179)+GH9(309-806) CBM4+GH9
RXE60320.1  GH5_1(48-388) GH5_1
RXE60348.1  GHOI(30-462)+CBM3(491-571) CBM3+GH9

+ +
RXE60716.1  GH26(102-285)+GH5_25(356-603)+CBM11(665-824) SS M11+GH26+GH5_
RXE60764.1  GH53(36-329) GH53
RXE60766.1  GH74(91-202)+GH74(229-353)+GH74(570-696) GH74

ID, Identifikationsnummer

XX




Abb. A 3:GenomschlieBung MD1 nach Luca Di Bello (Bachelorarbeit). Die PCR wurde mit gDNA von MD1 und
den Primerkombinationen N1c + N2 und N2c +N1 durchgefiihrt. Die Agarosegel-Elektrophorese wurde mit 1%
(w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer bei 100 V fir 40 min durchgefiihrt, fir 10 min in 0,1% (v/v) Ethidiumbromid
gefarbt und am Alphaimager aufgenommen. Als Marker wurden 3 pl GeneRuler 1 kb verwendet.
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Tab. A 5: Komplette Kohlenhydrat-Stoffwechselwege, identifiziert iber KEGG Pathway Analyse, von MD1.

Kohlenhydrat-
Stoffwechselweg

Zugeordnete Proteine

Glycolysis (Embden-Meyerhof
pathway), glucose => pyruvate

MBB2182420.1, MBB2184175.1, MBB2184168.1,
MBB2184011.1, MBB2182421.1, MBB2184112.1,
MBB2184127.1, MBB2182552.1, MBB2182422.1,
MBB2181334.1, MBB2182423.1, MBB2181576.1,
MBB2181522.1, MBB2184419.1

Glycolysis, core module
involving three-carbon
compounds

MBB2182420.1, MBB2184011.1, MBB2182421.1,
MBB2182552.1, MBB2182422.1, MBB2182423.1,
MBB2181576.1

Pyruvate oxidation, pyruvate
=> acetyl-CoA

MBB2182317.1, MBB2183146.1, MBB2184669.1

Citrate cycle, first carbon
oxidation, oxaloacetate => 2-
oxoglutarate

MBB2182598.1, MBB2183657.1, MBB2182719.1,
MBB2183039.1, MBB2182597.1

Pentose phosphate pathway,
non-oxidative phase, fructose
6P =>ribose 5P

MBB2184365.1, MBB2184366.1, MBB2184725.1,
MBB2184726.1, MBB2182700.1, MBB2184367.1,
MBB2184547.1

PRPP biosynthesis, ribose 5P
=> PRPP

MBB2181397.1

D-Glucuronate degradation, D-
glucuronate => pyruvate + D-
glyceraldehyde 3P

MBB2184380.1, MBB2183042.1, MBB2184596.1,
MBB2183921.1, MBB2184125.1

Galactose degradation, Leloir
pathway, galactose => alpha-
D-glucose-1P

MBB2184125.1, MBB2183832.1, MBB2181677.1,
MBB2184709.1, MBB2183879.1

Glycogen biosynthesis,
glucose-1P =>
glycogen/starch

MBB2184398.1, MBB2184395.1, MBB2184396.1,
MBB2184397.1

Glycogen degradation,
glycogen => glucose-6P

MBB2182560.1, MBB2184350.1, MBB2182559.1,
MBB2184341.1, MBB2184303.1

Nucleotide sugar
biosynthesis, galactose

MBB2181676.1, MBB2183832.1

Tab. A 6: Intrazellulare GH Familien von MD1, annotiert ber dbCAN2 (Zhang et al. 2018a).

g:milie Anzahl Protein IDs

GH1 1 MBB2181413.1

GH2 7 MBB2183265.1, MBB2182667.1, MBB2182721.1, MBB2182726.1, MBB2183975.1,
MBB2184042.1, MBB2184430.1

GH3 3 MBB2181667.1, MBB2182445.1, MBB2184382.1

GH5 2 MBB2181415.1, MBB2182371.1

GH8 1 MBB2182443.1

GH10 1 MBB2181858.1

GH13 3 MBB2184341.1, MBB2184398.1, MBB2183904.1

GH18 2 MBB2184551.1, MBB2182544.1

GH26 1 MBB2184056.1

GH27 3 MBB2183838.1, MBB2183841.1, MBB2184053.1

GH29 1 MBB2183780.1

GH30 1 MBB2184045.1

GH31 4 MBB2183195.1, MBB2183845.1, MBB2183865.1, MBB2183927.1

GH36 2 MBB2182669.1, MBB2184035.1

GH39 2 MBB2183359.1, MBB2183616.1
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GH Anzahl Protein IDs

Familie

GHA3 6 MBB2183218.1, MBB2182454.1, MBB2184384.1, MBB2182533.1, MBB2183300.1,
MBB2183383.1

GH51 5 MBB2183823.1, MBB2183837.1, MBB2183851.1, MBB2183863.1, MBB2184648.1

GH67 1 MBB2184381.1

GH77 1 MBB2182559.1

GH94 4 MBB2181638.1, MBB2182068.1, MBB2182408.1, MBB2184044.1

GH95 2 MBB2183201.1, MBB2183869.1

GH120 2 MBB2183474.1, MBB2184370.1

GH126 1 MBB2184327.1

GH127 1 MBB2183936.1

GH130 3 MBB2184055.1, MBB2184067.1, MBB2184126.1

GH146 1 MBB2183397.1

GH161 1 MBB2184046.1

ID, Identifikationsnummer

Tab. A 7: Relative Abundanz dominierender 16S rRNA OTUs in cellulolytischen Mischisolaten und deren BLASTN
Ergebnis nach Abgleich mit der NCBI Datenbank, Stand 2018 nach Rettenmaier et al. (2019a). Die Roh-Daten der
16S rRNA Amplikonsequenzierung sind offentlich zugdnglich bei NCBI unter der Identifikationsnummer
RJNA516126.

Isolat Medium #OTU relative Abundanz [%]  BLASTN Ergebnis (NCBI Datenbank)
OoTU_4 49,70 Defluviitalea raffinosedens

QR3 GS2 OTU_3 36,63 Herbinix hemicellulosilytica
OTU_16 9,44 Tepidimicrobium xylanilyticum
OTU_373 3,67 Defluviitalea raffinosedens
OoTU_4 56,66 Defluviitalea raffinosedens

MN3 GS2 .. . o
OTU_3 37,66 Herbinix hemicellulosilytica
OTU_373 5,67 Defluviitalea raffinosedens
OoTU_7 52,07 [Clostridium] thermosuccinogenes

MN2 GR20 OoTU_4 23,40 Defluviitalea raffinosedens
OoTU_3 21,24 Herbinix hemicellulosilytica
OTU_373 2,89 Defluviitalea raffinosedens
OoTU_4 84,89 Defluviitalea raffinosedens

T4 GS2.5GR -

OTU_15 8,33 Clostridium thermocellum
OTU_373 6,39 Defluviitalea raffinosedens
OTU_3 69,07 Herbinix hemicellulosilytica

045 G52 OoTU_7 16,63 [Clostridium] thermosuccinogenes
OTU_15 14,30 Clostridium thermocellum

#, Nummer
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Tab. A 8: Relative Abundanz von Defluviitalea Spezies im DNA und cDNA der Fermenterbetriebe 2017-2018
nach Rettenmaier et al. (2020c).

Probe Nu.l.dein— relative Anzahl an Gesamtzahl an Relative
saure Reads OTU66 Reads Abundanz [%]

M1_stabil DNA 0 36.061 -
M2_stabil DNA 0 42.433 -
M1_acidifiziert DNA 2 39.518 -
M2_acidifiziert DNA 0 40.029 -
T1_stabil DNA 7 36.076 0,019
T2_stabil DNA 1 36.211 0,003
Zflﬂ—;grfp DNA 80 42.417 0,189
Zfzfl—;grfp DNA 199 31.044 0,641
M1_stabil cDNA 0 27.054 -
M2_stabil cDNA 0 18.571 -
M1_acidifiziert cDNA 0 17.775 -
M2_acidifiziert cDNA 0 34.050 -
T1_stabil cDNA 144 24.340 0,592
T2_stabil cDNA 0 33.053 -
Zflﬂ—;grfp cDNA 109 31.362 0,348
Zfzﬂ—;grfp cDNA 386 29.471 1,310

Die Daten wurden in Kooperation mit Bernhard Munk, LFL-AQU, Freising Deutschland, erstellt.
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Tab. A 9: Extrazellulidre GHs von MA18" annotiert via dbCAN2 (Zhang et al. 2018a).

Gene ID HMMER DIAMOND

lcl|CP061336.1_prot_QNU65257.1_1922 CBM61(129-274)+GH53(289-645) CBM61+GH53

Icl| CP061336.1_prot_QNU65467.1_2148 GH30(26-456) GH30

lcl|CP061336.1_prot_QNU65468.1_2149 GH9(50-471)+CBM3(514-584) CBM3+GH9
CBM22(41-156)+CBM22(203-334)+CBM22(357-

lcl| CP061336.1_prot_QNU65476.1_2157 488)+GH10(516-879)+CBM9(908-1042)+CBM9(1058- CBM22+CBM9+GH10
1232)

lcl| CP061336.1_prot_QNU65773.1_2486 CBM9(238-407)+CE1(531-794) CBM9+CE1

lcl| CP061336.1_prot_QNU65790.1_2507 GH9(136-563) GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU65822.1_2548 CBM3(2864-2950) CBM3

lcl| CP061336.1_prot_QNU65849.1_2577 CBM6(345-485) CBM13

lcl| CP061336.1_prot_QNU65850.1_2578 GH141(43-590)+CBM6(761-880) CBM6+GH141

lcl| CP061336.1_prot_QNU65851.1_2579 GH43_29(26-296)+CBM6(318-439) CBM6+GH43_29

lcl| CP061336.1_prot_QNU65955.1_2697 GH5_4(70-372)+CBM2(434-510) CBM3+GH5_4

lcl| CP061336.1_prot_QNU66059.1_2812 GH5_1(53-414) GH5_1

lcl| CP061336.1_prot_QNU66060.1_2813 CBM35(73-162)+GH26(180-493) CBM35+GH26

Icl| CP061336.1_prot_QNU66061.1_2814 GH9(41-512) CBM3+GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU66062.1_2815 GH9(41-512) CBM3+GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU66064.1_2817 GH5_55(42-289)+CBM32(356-467) CBM32+GH5_55

lcl| CP061336.1_prot_QNU66065.1_2818 GH5_4(79-366) GH5_4

lcl| CP061336.1_prot_QNU66095.1_2850 GH10(50-358) GH10+GH11

lcl| CP061336.1_prot_QNU66099.1_2854 GH18(47-408)+GH8(525-897) GH18

lcl| CP061336.1_prot_QNU66140.1_2901 GH146(46-552)+CBM6(658-779) CBM22+GH146

lcl| CP061336.1_prot_QNU66647.1_3464 CBM54(193-304) CBM54

lcl| CP061336.1_prot_QNU66651.1_3469 GH115(36-691)+CBM6(1014-1135) GH115

lcl| CP061336.1_prot_QNU66653.1_3474 GH95(71-793)+CBM32(826-951)+CBM6(971-1092) CBM32+CBM6+GH95

lcl|CP061336.1_prot_QNU66654.1_3475 GH62(52-294)+CBM6(350-472) CBM6+GH62

lcl|CP061336.1_prot_QNU66655.1_3476 GH30_8(42-386)+CBM6(443-566) CBM6+GH30_8

lcl|CP061336.1_prot_QNU66656.1_3477 GH27(136-314)+CBM6(410-533) CBM6+GH27

XXVIII



Gene ID HMMER DIAMOND
lcl|CP061336.1_prot_QNU66657.1_3478 GH59(46-774)+CBM6(925-1046) CBM6+GH59
lcl|CP061336.1_prot_QNU66658.1_3479 GH43_29(26-307)+CBM6(330-451)+CBM6(464-588) CBM6+GH43_29
lcl|CP061336.1_prot_QNU66659.1_3480 GH10(37-321)+CBM6(346-468) CBM6+GH10

Icl| CP061336.1_prot_QNU66660.1_3481

GH43_10(44-298)+CBM6(528-652)

CBM6+GH43_10

CBM3(40-128)+cohesin(286-413)+cohesin(432-
560)+cohesin(578-706)+cohesin(724-
852)+cohesin(870-998)+cohesin(1016-
1144)+cohesin(1162-1289)+cohesin(1395-

Icl|CP061336.1_prot_QNU67288.1_338 1521)+CBM3(1634-1724)+cohesin(1884- CBM3
2010)+cohesin(2028-2156)+cohesin(2172-
2299)+cohesin(2409-2537)+cohesin(2645-
2773)+cohesin(2793-2922)

Icl|CP061336.1_prot_QNU67289.1_339 GH48(43-658) GH4s8

Icl|CP061336.1_prot_QNU67290.1_341 GH9(37-467)+CBM3(495-579) CBM3+GH9

Icl|CP061336.1_prot_QNU67291.1_342 CBM4(41-173)+GH9(300-785) CBM4+GH9

Icl|CP061336.1_prot_QNU67293.1_344 GH9(36-490) CBM3+GH9

Icl|CP061336.1_prot_QNU67294.1_346 GH9(35-454) GH9

Icl|CP061336.1_prot_QNU67295.1_347 GH8(85-398) GHS8

Icl| CP061336.1_prot_QNU67297.1_350 CBMA4(36-164)+GH9(291-771) CBM4+GH9

Icl|CP061336.1_prot_QNU67298.1_352 GH5_1(49-419) GH5_1
CBM3(35-124)+cohesin(283-410)+cohesin(514-

Icl|CP061336.1_prot_QNU67299.1_353 644)+cohesin(746-875)+cohesin(979- CBM3
1108)+cohesin(1213-1339)+cohesin(1709-1833)

Icl|CP061336.1_prot_QNU67300.1_354 GH48(39-650) GH4s8
CBM3(38-124)+cohesin(282-395)+cohesin(514-
630)+cohesin(739-867)+cohesin(883-

lcl| CP061336.1_prot_QNU67301.1_356 101Z))+cohesif1(1203-1)333)+coh<:sin(1347- cBM3
1474)+cohesin(1755-1883)
CBM3(38-124)+cohesin(282-393)+cohesin(514-

Icl|CP061336.1_prot_QNU67302.1_357 641)+cohesin(745-874)+cohesin(889- CBM3
1017)+cohesin(1211-1339)

Icl|CP061336.1_prot_QNU67473.1_549 GH27(141-313) GH27

XXIX



Gene ID HMMER DIAMOND
cl|CP061336.1_prot_QNU67529.1_610 GH74(88-200)+GH74(629-741) GH74
lcl|CP061336.1_prot_QNU67685.1_821 GH5_25(51-298)+CBM11(360-518) CBM11+GH5_25
lcl|CP061336.1_prot_QNU67689.1_825 CBM9(66-235)+CE1(354-598) CBM9+CE1

Icl| CP061336.1_prot_QNU67698.1_839 GH10(42-344) GH10
lcl|CP061336.1_prot_QNU67700.1_841 GH11(39-221)+CBM6(256-372)+CE4(468-577) CBM6+CE4+GH11
lcl| CP061336.1_prot_QNU67712.1_855 GH43_24(58-305)+GH16_5(368-590) CBM13+GH43_24
lcl| CP061336.1_prot_QNU67895.1_1056 GH9(147-584) GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU68135.1 1324 GH9(34-455) CBM3+GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU68136.1_1325 GH9(58-540)+CBM3(744-823) CBM3+GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU68137.1_1326 GH9(71-549)+CBM3(576-664)+CBM3(755-831) CBM3+GH9

lcl| CP061336.1_prot_QNU68140.1_1329 GH18(28-331) GH18

lcl| CP061336.1_prot_QNU68428.1_1652 CBM6(38-159) CEO

lcl| CP061336.1_prot_QNU68623.1_1864 CBM2(69-159)+CBM2(178-270) CBM2

lcl| CP061336.1_prot_QNU68648.1_1891 CBM35(54-163)+GH26(180-504) CBM35+GH26

lcl| CP061336.1_prot_QNU68671.1_1917

GH43_22(495-692)+GH43_26(1035-1355)

GH43_22+GH43_26+GH43_34

Icl|CP061336.1_prot_QNU68673.1_1919

GH43_16(31-313)+CBM6(335-456)

CBM6+GH43_16

Icl| CP061336.1_prot_QNU68702.1_340 GH8(65-384) GHS

Icl| CP061336.1_prot_QNU68703.1_345 GH9(41-516)+CBM3(542-633) CBM3+GH9
lcl| CP061336.1_prot_QNU68763.1_1073 GH44(32-538)+CBM44(633-694) CBM44+GH44
lcl| CP061336.1_prot_QNU68902.1_2880 CBM30(211-299)+GH9(316-750) CBM30+GH9

Fett markiert, GHs im cellulosomalen Gencluster, siehe auch Abb. 26. ID, Identifikationsnummer
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Tab. A 10: CAZymes annotiert via dbCAN2 von C. sartagoforme AAUL.

Gene ID HMMER DIAMOND Signalp
ROBRW1  GT5(2-472) GTS N
R9BS27 GT35(93-803) GT35 N
R9BSS7 GT2_Glycos_transf_2(4-124) GT2 N
R9BT52 CBM48(34-119)+GH13_9(187-487) CcBM48 N
R9BT61 GT2_Glyco_tranf_2_3(84-316) GT2 N
RIBTI3 GH25(12-208) GH25 N
ROBUA2  GT4(188-343) GT4 N
R9BUP3  GH4(9-185) GH4 N
R9BUP5 GT35(80-752) GT35

R9BV47  GH16(47-300)+CBMA4(332-475)+CBM4(508-634)+CBM4(663-791)+CBM4(827-952) CBM4 Y(1-31)
R9BVE9 GT2_Glyco_tranf_2_3(45-269) GT2

R9BVI9 GH4(6-183) GH4 N
RI9BVX1 GH13_14(180-505) CBM48 N
RIOBVY6 CE9(3-372) CE9 N
R9BW48  GH88(38-365) GH88 N
RI9BWJ6 GH1(5-464) GH1 N
ROBY47 GT2_Glycos_transf_2(8-125) GT2 N
RIBY86 GT28(198-345) GT28 N
R9BZ61 GT4(192-342) GT4 N
RI9BZI4 GH130(27-325) GH130 N
R9C091 GT51(9-191) GT51 N
R9C1S3 CE6(56-147) CE6 N
R9C5HO GT4(196-340) GT4 N
R9C5Q0 GT2_Glycos_transf_2(6-137) GT2 N
RIC6NO GH4(1-93) GH4 N
R9CIEOD GH13_39(715-1150) CBM20 Y(1-36)
R9CA20 GH13_29(28-372) GH13_29 N
R9CA37 GH2(115-681)+GH2(879-1256) CBM51 Y(1-33)
RICA89 GT2_Glyco_tranf_2_3(49-279) GT2

R9CAH3 GH1(2-462) GH1 N
R9CB31 GH13_31(28-372) GH13_31 N
R9CB48 GH1(11-467) GH1 N
R9CB52 GH4(7-187) GH4 N
RI9CBJ8 GH2(54-934) GH2

R9CBS9 CE4(64-191) CE4 Y(1-30)
R9CBTO CBM5(453-493) CBM5 Y(1-30)
RICCF2 GH31(228-668) GH31 N
R9CCH2 GT4(425-516) GT4 N
R9CCL4 GH18(40-354) CBM12 Y(1-30)
RICCT3 GT1(74-355) GT1 N
R9CD13 GH133(99-456) GH133 N
R9CD65 GH3(121-354) GH3 Y(1-30)
R9CDN3 GH13_14(140-460) CBM48 N
R9CDV9 GH59(52-786)+GH43_24(1312-1679) GH59 Y(1-35)
R9CE17 GH30_1(36-444) GH30_1 N
RICE22 GH92(628-1144) CBM32 Y(1-30)
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Gene ID HMMER DIAMOND Signalp
ROCE34 GH1(2-465) GH1 N
ROCE48 GH1(7-476) GH1 N
R9CE80 GH39(477-641) GHO N
ROCEP7 GH3(146-371) GH3 Y(1-28)
R9CER7 GH36(12-710) GH36 N
RIOCES3 GH77(9-489) GH77 N
ROCF84 GT2_Glycos_transf_2(7-174) GT2 N
RICFK7 GH13_19(84-464) GH13_19 N
ROCFU6  GH1(6-464) GH1 N
RICFU7 CBM67(84-263)+GH78(288-831) GH78 N
ROCFV2  GH1(6-476) GH1

RICFY3 GH73(472-587) GH73 Y(1-26)
RI9CFz1 GH1(2-489) GH1 N
R9CGO2 GH1(2-473) GH1 N
R9CGO3 GH3(31-249) GH3 N
R9CG15 GH53(176-415) GHO N
R9CG43 GH85(114-448)+CBM32(812-934) CBM32 Y(1-32)
R9CG45 GT4(215-360) GT4 N
RICGS5 CBM67(101-270)+GH78(303-829) CBM67 N
R9CHO2 GH18(51-457) CBMS5 Y(1-33)
R9CHPO GT4(199-346) GT4 N
RICK11 GH94(47-872) GH94 N
RICLQ2 CBM32(255-375) CBM32 N

ID, Identifikationsnummer

Tab. A 11: CAZymes annotiert via dbCAN2 von R. josui JCM 17888T.

Gene ID HMMER DIAMOND Signalp
BAV00621.1 GH10(59-325)+CBM6(346-467) CBM6 N
BAW98157.1 GH43_10(36-300)+CBM6(555-675) CBM6 Y(1-26)
BBA94051.1 CE1(64-277)+CBM6(300-421) CBM6 Y(1-35)
BBA94052.1 GH43_22(495-692)+GH43_26(1035-1355)+GH43_34(1470-1755) GH43_22 Y(1-31)
WP_024831267.1 GH43_16(31-314)+CBM6(336-459) CBM6 Y(1-29)
WP_024831288.1 GH43_24(46-279) GH43_24  Y(1-26)
WP_024831304.1 GT2_Glyco_tranf_2_3(98-322) GT2 N
WP_024831451.1 GH53(115-402) GH53 Y(1-34)
WP_024831486.1 CE2(226-430) CE2 Y(1-44)
WP_024831565.1 GT35(124-650) GT35 N
WP_024831663.1 GT5(5-477) GTS N
WP_024831690.1 GT2_Glycos_transf_2(7-167) GT2 N
WP_024831697.1 GH8(77-398) GH8 Y(1-26)
WP_024831717.1 GH39(12-436) GH39 N
WP_024831718.1 GH43_10(4-275) GH43_10 N
WP_024831720.1 GH51(4-491) GH51 N
WP_024831726.1 GH9(30-451) CBM3 Y(1-25)
WP_024831732.1 PL11(30-613) PL11_1 Y(1-28)
WP_024831733.1 CE8(35-328) CE8 N
WP_024831734.1 PL10_1(68-337) PL10_1 Y(1-35)
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Gene ID HMMER DIAMOND Signalp
WP_024831738.1 GH30_8(35-379)+CBM6(437-556) CBM6 Y(1-33)
WP_024831739.1 CE1(58-270)+CBM6(296-417) CBM6 Y(1-29)
WP_024831740.1 GH95(75-797)+CBM32(830-954)+CBM6(973-1093) CBM32 Y(1-36)
WP_024831741.1 GH62(35-294)+CBM6(340-463)+CE6(607-699) CBM6 Y(1-28)
WP_024831742.1 GH59(46-775)+CBM6(928-1049) CBM6 Y(1-30)
WP_024831743.1 GH27(135-315)+CBM6(408-529) CBM6 Y(1-34)
WP_024831744.1 GH43_29(26-297)+CBM6(318-441) CBM6 Y(1-25)
WP_024831745.1 GH43_10(36-300)+CBM6(555-675) CBM6 Y(1-26)
WP_024831746.1 CE1(64-277)+CBM6(300-421) CBM6 Y(1-35)
WP_024831747.1 GH43_29(26-307)+CBM6(330-452) CBM6 Y(1-25)
WP_024831748.1 GH10(59-325)+CBM6(346-467) CBM6 Y(1-40)
WP_024831756.1 GH51(3-500) GH51 N
WP_024831765.1 CE3(114-300) CE3 Y(1-34)
WP_024831792.1 GT39(242-467) GT39
WP_024831838.1 GH42(19-393) GH42 N
WP_024831841.1 GH3(36-255) GH3 N
WP_024831842.1 GH31(236-664) GH31 N
WP_024831846.1 GH95(3-744) GH95 N
WP_024831965.1 GT84(1276-1490)+GH94(1729-2820) GH94
WP_024832026.1 CBM9(249-419)+CE1(543-805) CBM9 Y(1-27)
WP_024832028.1 GH10(354-777) GH10 Y(1-33)
WP_024832111.1 GT2_Glycos_transf_2(8-167) GT2 N
WP_024832255.1 GT51(82-262) GT51 N
WP_024832263.1 GT4(189-340) GT4 N
WP_024832271.1 GH18(67-385) GH18 Y(1-31)
WP_024832306.1 GT26(56-226) GT26 N
WP_024832326.1 GH11(44-218)+CBM6(271-369)+CE4(394-515) CBM6 Y(1-31)
WP_024832418.1 GT1(39-390) GT1 N
WP_024832457.1 GT2_Glycos_transf_2(5-148) GT2 N
WP_024832602.1 GH3(126-349) GH3 Y(1-32)
WP_024832605.1 GH94(2-820) GH94
WP_024832626.1 GH4(3-185) GH4 N
WP_024832638.1 GH43_12(11-295) GH43_12 N
WP_024832645.1 GT23(5-308) GTO N
WP_024832646.1 GT23(3-298) GTO N
WP_024832647.1 GT23(3-331) GTO N
WP_024832652.1 GT23(101-264) GTO N
WP_024832655.1 GT2_Glycos_transf_2(5-162) GT2 N
WP_024832666.1 CBM9(151-320)+CE1(438-683) CBM9 Y(1-34)
WP_024832715.1 CBM50(475-517) CBM50 N
WP_024832727.1 GT28(203-355) GT28 N
WP_024832748.1 CBM48(128-213)+GH13_9(286-586) CBM48 N
WP_024832821.1 GH67(12-690) GH67 N
WP_024832835.1 GH2(36-900) GH2 N
WP_024832884.1 GH3(39-279) GH3 N
WP_024832888.1 CE7(4-315) CE7
WP_024832920.1 GH9(43-464)+CBM3(508-576) CBM3 Y(1-32)
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Gene ID HMMER DIAMOND Signalp
WP_024832963.1 CBM54(192-305) CBM54 Y(1-27)
WP_024832982.1 CE4(104-206) CE4 Y(1-31)
WP_024833023.1 GT2_Glyco_tranf_2_3(51-275) GT2 N
WP_024833024.1 GH15(265-633) GH15 N
WP_024833061.1 GH1(2-446) GH1 N
WP_024833066.1 GH5_55(39-286)+CBM32(350-464) CBM32 Y(1-24)
WP_024833132.1 GH146(45-551)+CBM6(657-778) CBM22 Y(1-33)
WP_024833186.1 GH5_25(51-298)+CBM11(360-518) CBM11 Y(1-57)
WP_024833187.1 CE1(71-317) CE1 Y(1-27)
WP_024833189.1 GH10(42-345) GH10 Y(1-30)
WP_024833259.1 GH43_1(10-319) GH43_1 N
WP_024833272.1 GH141(42-588)+CBM6(761-881) CBM6 Y(1-37)
WP_024833346.1 GH5_4(78-365) GH5_4 Y(1-26)
WP_024833367.1 GH18(111-407) CBM50 N
WP_024833394.1 GH3(106-291) GH3 N
WP_024833403.1 GH8(55-367) GH8 N
WP_024833479.1 GH74(88-200)+GH74(629-740) GH74 Y(1-31)
WP_024833500.1 GH5_1(49-410) GH5_1 Y(1-28)
WP_024833509.1 GT1(189-395) GT1 N
WP_024833511.1 GT1(71-394) GT1 N
CBM22(35-157)+CBM22(197-329)+GH10(360-691)+CBM9(719-
WP_024833512.1 891)+SEH(928—;69) ( ) ( ) ( CBM22 Y(1-30)
WP_024833537.1 GH133(292-646) GH133 N
WP_024833593.1 GH9(144-582) GH9 Y(1-31)
WP_024833660.1 GH8(129-502) GH8 N
WP_024833667.1 GH94(2-781) GH94 N
WP_024833750.1 PL11_2(39-627) PL11_2 Y(1-22)
WP_024833878.1 GH44(35-542)+CBM44(632-693) CBM44 Y(1-35)
WP_024833940.1 GT28(190-349) GT28 N
WP_024833942.1 GT28(204-350) GT28 N
WP_024833960.1 CE15(126-456) CE15 Y(1-22)
WP_024834090.1 GT5(9-480) GTS N
WP_024834249.1 GT2_Glycos_transf_2(8-120) GT2 N
WP_024834252.1 GT2_Glycos_transf_2(5-125) GT2 N
WP_024834296.1 GT4(205-356) GT4 N
WP_024834384.1 (CBM30(211-299)+GH9(316-750) CBM30 Y(1-32)
WP_024834442.1 GH9(53-535)+CBM3(562-650)+CBM3(739-819) CBM3 Y(1-34)
WP_024834469.1 GH9(119-550) CBM9 N
WP_024834488.1 GH43_22(495-692)+GH43_26(1035-1355)+GH43_34(1470-1755) GH43_22  Y(1-31)
WP_024834501.1 GH5_2(66-320)+CBM17(353-556)+CBM28(566-751) CBM17 Y(1-30)
WP_024834543.1 CBM35(40-164)+GH26(180-506) CBM35 Y(1-32)
WP_024834544.1 GH18(31-390) GH18 Y(1-28)
WP_024834545.1 GH120(312-402) GH120 N
WP_024834576.1 GH9(144-570) GH9 N
WP_024834577.1 GH9(40-511) CBM3 Y(1-35)
WP_024834578.1 GH26(181-494) CBM35 Y(1-25)
WP_024834580.1 GH11(39-221) GH11 Y(1-27)
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WP_024834586.1 GH5_1(48-417) GH5_1 Y(1-30)
WP_024834587.1 GH9(35-454) GH9 Y(1-31)
WP_024834588.1 GH5_17(111-401) GH5_17 Y(1-26)
WP_024834589.1 GH9(39-512)+CBM3(538-630) CBM3 Y(1-32)
WP_024834590.1 GH9(37-491) CBM3 N
WP_024834592.1 CBM4(34-168)+GH9(310-799) CBM4 Y(1-29)
WP_024834593.1 GH9(40-469)+CBM3(498-581) CBM3 Y(1-36)
WP_024834594.1 GH8(65-384) GH8 Y(1-33)
WP_024834595.1 GH48(38-653) GH48 Y(1-30)
CBM3(36-124)+cohesin(288-416)+cohesin(433-561)+cohesin(581-
WP_024834596.1 709)+(£ohesin()729-857)4(rcohesin()877-1005()+cohesir)1(1025-11(54) CBM3 ¥(1-28)
WP_024834672.1 GH30(27-456) GH30 Y(1-29)
WP_024834674.1 CBM6(359-482) CBM13 Y(1-24)
WP_024834678.1 GH18(37-333) GH18 Y(1-24)
WP_024834748.1 CE4(117-237) CE4 N
WP_034847137.1 CBM13(110-287) CBM13 Y(1-32)
WP_034847442.1 GH23(127-236) GH23 N
WP_034847451.1 GH43_35(9-311) GH43_35 N
WP_034847546.1 PL1_5(91-280)+PL9_1(464-735) PL1_5 Y(1-31)
WP_051461034.1 CE4(53-173) CE4 N
WP_051461072.1 GT2_Glycos_transf_2(1-137) GT2 N
WP_051461074.1 GH9(49-527)+CBM3(730-810) CBM3 Y(1-21)
WP_054749610.1 GH8(65-386) GH8 N
WP_054750008.1 GH43_29(26-307)+CBM6(330-452) CBM6 Y(1-25)
WP_054750023.1 GH10(86-509) GH10 N
WP_054750070.1 GH5_4(67-354) GH5_4 N
WP_081741804.1 GH3(127-349) GH3 N
WP_081741834.1 GH43_4(93-414) CBMA42 N
WP_117385193.1 GH10(80-358) GH10 N
WP_159413171.1 CBM6(40-137)+CE4(162-283) CBM6 N

ID, Identifikationsnummer
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Tab. A 12: Zusammenfassung abgebildeter Genera in der GH48-Datenbank nach Rettenmaier et al. (2020b).

Genus Anzahl Genus Anzahl Genus Anzahl
Eintrage Eintrage Eintrage
Acidothermus 1 Gorillibacterium 2 Paenibacillus 93
Actinoalloteichus 7 Hahella 2 Persicobacter 1
Actinobacteria 5 Herbidospora 12 Phytoactinopolyspora 1
Actinomadura 7 Herbinix 3 Plantactinospora 4
Actinophytocola 1 Herpetosiphon 3 Polyangium 1
Actinoplanes 16 Hungateiclostridium 14 Prauserella 1
Actinospica 1 Isoptericola 2 Promicromonospora 3
Actinosynnema 3 Janthinobacterium 1 Pseudosporangium 1
Allonocardiopsis 1 Jishengella 3 Reichenbachiella 1
Amycolatopsis 16 Jonesia 2 Rhizobacter 1
Anaerobacterium 1 Kibdelosporangium 1 Roseateles 2
Aquimarina 12 Kitasatospora 12 Ruminiclostridium 2
Ardenticatena 1 Kribbella 1 Ruminococcaceae 1
Asanoa 3 Kutzneria 2 Ruminococcus 3
Azotobacter 1 Labilibacter 1 Saccharothrix 8
Bacillus 38 Labilibaculum 1 Salinispora 4
Bacteroides 2 Lachnoclostridium 2 Sanguibacter 1
Caldicellulosiruptor 18 Lachnospiraceae 1 Sphaerisporangium 1
Catellatospora 2 Lachnotalea 1 Streptacidiphilus 6
Catenulispora 1 Lechevalieria 6 Streptomonospora 1
Catenuloplanes 1 Lentzea 11 Streptomyces 382
Cellulomonas 16 Mahella 1 Streptosporangium 6
Cellulosimicrobium 2 Marinateneraspora 3 Tenacibaculum 2
Cellvibrionaceae 1 Martelella 1 Thermoactinospora 1
Clostridium 27 Massilia 1 Thermobifida 4
Cohnella 1 Methylibium 1 Thermobispora 1
Crossiella 1 Microbispora 4 Thermoclostridium 4
Cystobacter 1 Micromonospora 74 Thermogemmatispora 3
Dactylosporangium 1 Micromonosporaceae 2 Thermosporothrix 1
Flammeovirga 5 Minicystis 1 Thermostaphylospora 1
Flavivirga 1 Myceligenerans 1 Umezawaea 1
Fontibacillus 1 Nocardia 1 Verrucosispora 5
Geofilum 1 Nocardiopsis 9 Vitiosangium 1
Glycomyces 7 Nonomuraea 8 Xiangella 1
Xylanimonas 1
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Tab. A 13: Details der Probennahmen des Fermenterbetriebes 2019

D Fermenter- Datum der Raumbelastung  Datum der insacco  Raumbelastung
zustand Probennahme  [kgors/m3*d] Einbringung [kgors/m3*d]
mesophil-

MS1 stabil / 13.03.19 2,75 08.03.2019 2,00
ineffizient

MS2 mesophil- 13.05.19 4,00 08.05.2019 4,00
stabil

MS3 mesophil- 12.07.19 5,50 07.07.2019 5,50
stabil

M mesophil- 07.08.19 0,00 02.08.2019 0,00
instabil
thermophil-

TS . 02.05.19 1,25 27.04.2019 1,25
stabil
thermophil-

TI . . 12.07.19 18,00 07.07.2009 4,00
instabil

OTS, organische Trocken-Substanz
Die Probennahmen erfolgten im Rahmen der Masterarbeit von Schmidt (2019).
Weitere Prozessparameter der Biogasfermenter wurden am LFL-ILT dokumentiert.

Tab. A 14: Probenahme-Zeitpunkte der Nukleinsdure-Extraktionen durchgefiihrt durch Bernhard Munk, LfL.

Probe Nukleinsdure Datum

Ms_PN2 DNA 09.04.2019
Ms_PN14_1 DNA 11.04.2019
Ms_PN14 2 DNA 11.04.2019
Mi_PN2 DNA 29.07.2019
Mi_PN19_1 DNA 01.08.2019
Mi_PN19_2 DNA 01.08.2019
Ts_PN2 DNA 25.06.2019
Ts_PN8_1 DNA 26.06.2019
Ts_PN8_2 DNA 26.06.2019
Ti_PN2 DNA 23.07.2019
Ti_PN8/9_1 DNA 24.07.2019
Ti_PN8/9_2 DNA 24.07.2019
Ms_PN3 RNA 09.04.2019
Ms_PN14_1 RNA 11.04.2019
Ms_PN14_2 RNA 11.04.2019
Mi_PN3 RNA 29.07.2019
Mi_PN19_1 RNA 01.08.2019
Mi_PN19_2 RNA 01.08.2019
Ts_PN3 RNA 25.06.2019
Ts_PN8_1 RNA 26.06.2019
Ts_PN8_2 RNA 26.06.2019
Ti_PN3 RNA 23.07.2019
Ti_PN8/9_1 RNA 24.07.2019
Ti_PN8/9_2 RNA 24.07.2019

M, mesophil; T, thermophil; S, stabil; I, instabil; PN, Probenahme.
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