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Alle Jahre wieder
oder

~-Wenn im Fruhjahr die Bakterien blihen ...*

Rudolf Amann

Einblicke in die Arbeit der Abteilung Molekulare Okologie

Wichtiger Teil (Gt/Jahr) des marinen Kohlenstoffkreislaufs
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Satelliten Uber der Nordsee

SWEMO_CHLO.R2009 Chiargy | a concentration [mg/mee3
~ (JunZGUBhZI FebZlZ)l:)QS1 [ma/ !

il

|

(e8]

0.5

0.4

0.3

o2

¢

0.08

Chlorophyll im Marz 2009

SWFMO_CHLO.R2009 Chiarg) | a_cancentration [mg/mee3
| (mﬂﬁms) [mg/mee3]
A

I

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

G

Q.08




2009

2010

2011

2012

Wiederkehrende Frihjahrsbliten 2009-2012
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Die Fruhjahrsphytoplanktonbliten brechen zusammen

und die Algenbiomasse wird von

Bakterien abgebaut
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Werkzeuge des molekularen Okologen
16S rRNA und (Meta-)Genomik

Diversitat: Who is out there?
rRNA-Ansatz

Schllsselbakterien

Funktion: What can they do?
Genomik/Metagenomik

Schllsselbakterien
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16S rRNA-Ansatz Genomik & Metagenomik
16S rRNA Taxonomie zur Okologie Okophysiologie Mikrobiomforschung
seit 1980 seit 1990 seit 1995 seit 2005
ZEIT




Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)
= Einzelzellidentifizierung auf der Basis der Phylogenie

6

Probe
Epifluoreszenz-Mikroskop
Fixierung
Detektion
1 O=——=
0

fixierte Zellen,
permeabilisiert

Oo
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Hybridisierte Zellen

Hybridisierung Ribosomen Waschen
fluoreszenzmarkierte ’ ¥ ¥
Oligonukleotide (Sonden) ¥ i ¥

Identifizierung, Lokalisierung und Quantifizierung von
heterotrophen Bacteroidetes mittels FISH

Bakenhus, Bennke, Fuchs (unpublished)
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Der mikrobielle Teil des Lebens
ist zahlreich und ziemlich komplex

Boden 106-108/cm? ~3x10%
Meerwasser 104-10%/cm3 ~1x10%
marine Sedimente 107-10%/cm3 ~3x10%°
Darmbakterien 1010-10%1/cm3 ~6x10%
Jtiefe Biosphare “ 10%-108/cm3 (4 x10307?);

heute eher 1028

...es gibt mehr Bakterien (~ 1 x 1039) auf der Erde
als Sterne (~1 x 102%) im Universum...

W.B. Whitmann et al. 1998
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Lichtmikroskopie eines einzelnen Sandkorns

104 bis 105 Zellen pro Sandkorn

Vergeleichende Diversitatsanalyse von 17 Sandkornern

Surface sediment at Helgoland Roads

///——__ (0—-2cm) \

Isolation of 17 single sand grains DNA extraction
1mm // / .....
3 h . y . R ) ' Y < < N
XXX I N - "T'i B e & B " \‘ﬁ‘ )
ll lll | l‘:‘ \I l
17 separate PCR reactions. 3 separate PCR reactions.
DNA template: 1 single sand grain DNA template: bulk DNA

} !

Illumina 16S rRNA gene fragment sequencing
¥
OTU, 4, diversity analysis
Phylogenetic analysis

Probandt et al. ISME J. 2018



Estimated OTUo.97 richness
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Hohe Bakteriendiversitat

auf jedem einzeln

en Sandkorn

Sediment 1
Sediment 2
Sediment 3

Die Kernlebensgemeinschaft jedes Sandkorns ist ahnlich
und katalysiert alle zentralen Stoffkreislaufe

75

100

75

other core community OTU,

Phylum Acidobacteria

- Subgroup 4

|| clade Sva0725

Phylum Actinobacteria

clade OM1
clade Sva0996

Class Betaproteobacteria

Nitrosomonadaceae

Class Deltaprotecbacteria

" Desulfobacteraceae
Sandaracinaceae

Class Gammaproteobacteria

Phylum Nitrospirae

Arenicellaceae
clade BD7-8
Phylum Bacteroidetes Chromatiaceae
quil (F ) other i
( Thi )
other Flavobacteriaceae WoeseiaceaelJTB255
| saprospiraceae || WoeseiaceaelJTB255
other Gammaprot.
Nitrospiraceas clade HOC36
I clade KIB9A

Phylum Pianctemycetes
Planctomycetaceae”
Phycisphaeraceae”

Class Alphaproteobacteria
Rhodobiaceae
Rhedobacteraceae
Rhodospirillaceae

. other Rhodospirillales

Probandt et al. ISME J. 2018
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.. dazu kommt, dass die Artenzahl hoch ist (mindestens eine Million Bacteria and Archaea,
vielleicht sogar Milliarden von Arten oder mehr)

.. und die wenigsten davon (~15000) sind schon in Reinkultur im Labor vorhanden

~6 Millionen

16S rRNA ~15,000 Arten
Fingerabdriicke im Labor
40 % 10°
12x10°
Names of species and subspecies \
35x10° mmm 16 rRNA gene sequences
== Complete genome projects 10 10°
30x10°
§ 25x10° 8x70*
§ 20x10° 63107
15 10°
4x10°
10 10°
& il 2x 10°
x
0 - - 0
e = o = o = ooy
BEEEREANBREREEYGEAER BRI ERERRER

names

Yarza et al. Nature Rev. Microb. 2014

Aber jetzt zurlick zu den Fruhjahrsphytoplanktonbliten
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... der Abbau der Algenbiomasse geht einher mit einer
Vermehrung des Bakteriengruppe der Bacteroidetes
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Bacteroidetes sind eine Entwicklungslinie der Bacteria, zu der die
marinen Flavobacteriia, aber auch unsere Darmbakterien gehéren

"Acidobacteria”
“Spirochactes’” "Nitrospira""
w Fibrobacteres”

Cyanobacteria

“Bacreroidales”

"Deferribacieres’
Chlamydia
“Verrucomicrobia'*
"Planctontycetes”
"Chlorobi'

“Flavobacteriales™

"Firmicutes"

2 “Chloroflexi” Sphingobacteriaceae :g

i "Deinococcus-Thermus " A
Bacteroidetes \, " Dictyoglom” 9]
“Saprospirdceae” "G

"Aquificae’" o

"Thermotogae" Q

n o

—_ “Flexibacteraceas” g %

"Proteobacteria’ —_——

Thermonema O W

Rhodohermus

Chlorabiaceae

16S rRNA-based tree (Ludwig & Klenk, 2001)

Chlorophyll a (mg m™)

Teeling, Fuchs et al. Science 2012

Phylum Bacteroidetes
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High abundant clades
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Bestimmte Bacteroidetes-Gattungen treten
regelmanig wahrend der Frihjahrsbllute auf

2009 2010 201 2012
A 20 fg:
W 7o w0 w0 ko T 0 1w | W0 7o s0 50 Ao o 1 w0 e v | 8 o o o 0 o 0 | 8 1o S0 w0 1o o 0 0
Ulvibacter Formosa. A Polaribacter —— Owenweek ksia [1C. minimus W C. debilis [ R. styliformis W T. nordenskioeldii Wl M. helysia W Chattonella A 165 rRNA clone library
Flow Cytometry Gruppe:
Christin Bennke
Anissa Grieb
Greta Giljan
; Greta Reintjes
Bernhard Fuchs Peter Ricknagel
Teeling, Fuchs et al. eLife 2016
Kultivierung bleibt wichtig:
Kooperation mit Jens Harder
bei Bacteroidetes-Isolierung
1 mL seawater
w6 55 107celi ™~
9mL
ASW
(portion of seawater ) (100pL) (10pL)  (1pL ) (100 nL)

10% 100 ul/\
10 mL
medlum - .- .-

~55 cells ~5.5 cells ~0.5 cells

-\

co-cultures single cells

Hahnke & Harder SAM 2015; Hahnke et al. EMI 2014
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Ein Vertreter der Bacteroidetes: Gramella forsetii KT0803

» Planktonisolat aus der sldlichen
Nordsee, Station KT vor Helgoland
(Eilers et al. AEM 1999)

» Phylum Bacteroidetes,
Klasse Flavobacteriia

+ Das 3.8 Mbp Genome von KT0803
wurde 2006 publiziert (Bauer et al.
Environ. Microbiol. 2006)

* Der Stamme wurde zu einem
Labormodel fir eine Polysaccharid-
verwertendes Bakterium

Gramella forsetii: Genomannotation

aeM ’ oM

Rings in=—> out:

1 GC-skew

2 Tetranucleotide frequency
E i 3 RNAs (tRNA, rRNA, other)

4 Transposases

5 Gliding motility proteins
28M

8 Glycosyltransferases

9 Potential surface adhesion proteins

Bauer et al. EMI 2006

M 1.8M

12



Genomanalyse von 53 Harder-Isolaten mariner Flavobacteriia

* GenomgroRe: 2 -6 Mbp Schnitt 3.83 Mbp
* Zahl der rRNA Operone: 2-7 3.2

* Zahl der PULs: 0-30 7.4

* Zahl der CAZymes: 47 - 236 127

* #von Abbau-CAZymes: 15-155 55

* Zahl der Sulfatasen: 0-95 10

* Zahl der Peptidasen: 61—-296 167

* Peptidase/CAZyme Ratio: 0.77 -2.72 1.77

Kappelmann et al. 2018

Polysaccharide Utilization Locus (PUL)

Ein PUL ist ein Set ko-lokalisierter
Gene mit einem susCD Genpaar und
weiteren Genen, welche den Abbau
und die Aufnahme von
Polysacchriden kodieren (CAZymes).

| SusC > SusD >| cuyme>| sullatase> CAZyme>

Polysaccharide

Oligosaccharides d:p
GO0 poooo 0000000000
)’X)OC{ peosesdesee sl

” Quter membrane

L Glycoside 7
hydrolases

(o]

‘\
eaneed Lc DERXIIN; POSONRORONNNONND
| TonB|/ nii it / i Inner‘membrane;
0ot {S“SR BO.6.6/660006 08 8616,6.6'0.016.0.66 5606}
S ‘
% i

sensor and regulator: Monosaccharide
transcriptional activation of ~ import
the sus operon

Modified from Koropatkin et al., 2012
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Algen-Polysaccharide sind komplexe Zucker @

* ~40 % (bis zu 70%) der Algentrockenmasse bestehen aus Polysacchariden,
der Rest sind vorallem Proteine, Lipide und Nukleinsauren

» Die Zuckerfraktion ist strukturell extrem vielfaltig, ihre Zusammensetzung ist
wenig verstanden und beides flihrt dazu, dass wir die Mineralisierung der
Algenbiomasse zu Kohlendioxid im Meer nicht gut verstehen.

Speicherstoffe:
* a-Glucane wie Starke
* B-Glucane (e.g. Laminarin in Diatomeen)

Strukturkomponenten und sekretierte Glycane:
* Mannane

* Alginate, Pektin, Chitin

* Transparente Exopolymere (TEP), z.B.

Fucoidan
Laminarin
CH,OH
) _____)—0 0--1--{-----CH,
o_. 0 =
OH OH
n
OH
m

p-1,3 p-1,6

Nur aus Glukose bestehendes Polysaccharid
Besteht aus B-1,3 Glukosekette mit B-1,6 Glukose-Dekorierung
Losliches Polysaccharid, Polymer aus 20-25 Gluckse-Einheiten

Hauptspeicher-Polysaccharid vieler Mikroalgen einschliefSlich der
Kieselalgen

11/19/2019
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PULSs, die vermutlich Laminarin-Abbau kodieren

Laminarin

Polaribacter sp. Hel1_33_49/78/96

regulatory endo-B-1,3- exo--13-
protein glucanase

glycoside:

cation Por secretion system
endoB-13- B-16- C-terminal sorting
glucanase  glucanase  glucanase  SYMPorter

mwmmmmmmmmmmm

Gillisia sp. Hel1_29 & Hell_33_143, Gramella sp. MAR_2010_147

regulatory endo-B-13-  exoB-13- endo-B-13-
protein glucanase  glucanase  glucanase

Gramella sp. MAR_2010_102, Gillisia sp. Hel1_86

regulatory

endoB13-  p-16-
protein

exop-13-  endo-p-13-
glucanase  glucanase CBM6

glucanase glucanase

I o T T BT BRI e B BT

Polaribacter sp. Hell_33_49/78/96, Formosa sp. Hel3_A1_48, Flavobacteriaceae bacterium sp. MAR_2010_10

type IX secretion
system membrane

Por secretion system

Coterminal sorting unknown  cgmg  endo-B-13- MFs protein, PorP/SprF
domain function glucanase transporter family

-mm~-ﬂ»m»

Protein of

Kappelmann et al. 2018

Grofies PUL, wohl fir den Abbau sulfatierter a-Mannane

Polaribacter sp. Hel1_33_49/78/96

Por secretion system
C-terminal sorting
domains

a-mannosidases transporter

‘mmmm@mmwmw

w-m@mwmm@_-

lipase

mannose-6- mannosidase predicted B- a-mannosidase
phosphate glucosidases
isomerase

a-mannosidase

B-glucuronyl
hydrolase

* Polaribacter sp. Hel1_33_49/78/96 erreicht in Frihjahralgen-
bliten regelmafig hohe Dichten (>10%; mehrere 10e5 Zellen/ml)

So sind 6.75% der Metagenom-Sequenzen am 23. April 2010 fast
identisch zum Polaribacter sp. Hel1_33_49/78/96 Genom

Kappelmann et al. 2018
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Funktionsvorhersagen mittels CAZymes und PULs

Projektgruppe von Hanno Teeling

Thematik: Vergleichende (Meta-)Genomics und integrative
funktionelle Analyse mariner polysaccharid-abbauender
Bakterien mit Schwerpunkt auf den Bacteroidetes.

[

Lennart Kappelmann Meghan Chafee Burak Avci Karen Kriiger & Ben Francis

CAZyme Annotation & Metagenomik
Okophysiologie of Reinekea/Polaribacter
16S rRNA-Gensequenzierung / Oligotyping

Vergleichende Genomanalyse mariner Flavobacteriia Isolate mit Focus auf PULs

Metagenomik =
Gesamt-DNA isolieren, hdackseln, zusammenbauen und sortieren

Bins (= Schachteln)

Assemblierte Sequenzen read-frequency

+
Kmer-Analyse
B — -

Rekonstruktion von
,aus Metagenomen
assemblierten
Genomen“ = MAGs
Bin_1 i i
Bin_2

an analysis &
visualization
platform
for ‘omics

16



Metagenomik & taxonomisches Binning

Bacteroidetes

Teeling, Fuchs et al. Science 2012

Metaproteomics: >

CBM
CE
GH
GT
PL

CAZY nomenclature:

- Carbohydrate Binding Module
- Carbohydrate Esterase

- Glycoside Hydrolase

- Glycosyl Transferase

- Polysaccharide Lyase

GH30
GH55
CBM54
CBM32
GHI7
GH17
CBM4

NSAF x 100

GH3
CBM13
CE4
CE6
GH5
CBM11
GH26
GH1
GH36
GH31

CBMS0
GH28
GH10
GH32
GHY

Metagenomik und —proteomik zeigen: Die Transporter und Enzyme der Bacteroidetes

- div.functions, e.g. B-fucosidase

- exo--1,3-glucanase, endo- B-13-glucanase
- binding to glucan, xylan, chitin

- binding to galactose, lactose, LacNac

- algal necagarose  degradation

- div. functions

- binding to xylan, various glucans, cellulose

- div. functions

- binding to galactose, xylan, mannose, GalNAc
- eg. chitin and peptidoglycan deacetylase

- acetyl xylan esterase

- div. functions

-bindingto B-1,4-glucan, B-1,3-/14-glucans
- B-mannanase, B-13-xylanase

- div. functions

- a-galactosidase

- div. functions

- binding to chitin, peptidoglycan

- polygalacturonases

-endo-14- B-xylanase, endo-1,3- B-xylanase
-div.functions,e.q. inulinase or levanase

- div. functions

dominieren den Polysaccharid-Abbau wahrend der Frihjahrsblite in der Nordsee!

Teeling, Fuchs et al. Science 2012

11/19/2019
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cell numbers [L-1] cell numbers [L-1]

cell numbers [L-1]

38 Metagenome aus Friihjahrsbliten

L 4 * ®* ¢ * e * ¢ * ¢
2010 L 350106
21064
1510 6] Fasos
£
» g
1106 ] Lissios &
5+10°4
ol 5108
I 3sm06 @ oldMG
210°4
€ new MG
15710 ¢ 2508
£ W Chationelia
“106] ] Phaeocystis
' 15100 = Diatoms
M Dinophyceae
51105
—_— — TCC
* * * e * * ¢ * *
2012 Fastios
2106
1510 6] _
£
1106 g
54105
® o & & @
day of year Kriiger et al. ISME J. 2019

Vergleich der Metagenome zeigt Bacteroidetes-Schllisselarten
HDGTETETEHES
- = <

=

- 1167 der 1287 Bins liegen in ,Art-Clustern”:
'ﬂ' es gibt ca. 30 wiederkehrende Arten,
' die fiir den Algenabbau wichtig sein mussen.

-ea-@#%- 5 %@&@@%@%

2010 2011 2012
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PULs in Bin_85 vom 16. Mai 2011 @

.l s.qon m‘.mm 15.900 zo‘lnucl 25,.DDEI BB,pDD 35“060 -ID‘IGOU DS.SD.Q
GH10 GH10
NODE_43 - S-S - 3 > -~ - - B - s P =
GH5 GH3 CE10 GH30/CBM4 PLO/CBM22 GH43 CE1
GH3 GHS/ICBME
NODE_ 104 <-GEm-@. - <<~ R S 2 T - - -
GH16 GH16 CBMS56 CBM32 GH30 CE1
GH17 CBM32

NODE_2001 »@- -
GHIT

D -

GHg2 CBM32

NODE_1545 —QEED-"-0- 807~ -

relative abundance [%]

PL1/9 GH29
@ SusC W cH PL e Sulfatase
> SusD @ CE CBM hypothetical

Vollstdndigkeit des Metagenom-
assemblierten Genoms_B85: 96%

N&chster Verwandter: Formosa_Hel3_A1_48 (ANI 70%)

Kriger et al. ISME J. 2019

Die Bacteroidetes-Art “Bin_85” ist ein Spatbliher

oLz

variable

[ nooE a3
[ moE_104
[ nooe 1545
[ noDE _2001

Loz

2Kz

70 £0 90 100 110 120 130 140

Julian day Mitte — Ende Mai

11/19/2019
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'(24 Kann man Bakterien beim Fressen zuschauen?

N\ . . . .

<e,b, Ja, mit fluorescein-markierten Polysacchariden
%

Seawater sample l l l

Bottle Effect Control

[ Z

Autoclave Control

s Arnosti, C. (2003) "Fluorescent derivatization of
— polysaccharides and carbohydrate-containing

C biopolymers for measurement of enzyme activities in
complex media." Journal of Chromatography B
793(1): 181-191.

Visualisierung der Polysaccharid-Aufnahme
und Einzelzellidentifizierung durch FISH

FISH CF319a FLA-Laminarin

1 pm

-

Overlay
[1 um

Doppelfarbung mit FISH and FLA-Laminarin beweist die
Substrataufnahme durch marine Flavobacteriia in das Periplasma.

Reintjes et al. 2017
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Griiner Ring beweist Transport der Fluorescein-
markierten Zucker ins Periplasma

B Starch o

Oligosaccharides &
0020 goooo COO0O00000

Sus(

Dieser Mechanismus der marinen Flavobacteriia ist homolog zu dem von
Darmbakterien. Hier liegt der Schlliissel zum evolutionaren Erfolg, da so der
.Return of Investment® optimiert wird.

Cuskin, F., et al. (2015). "Human gut Bacteroidetes can utilize yeast mannan
through a selfish mechanism." Nature 517(7533): 165-169.

Schlussfolgerungen

» Die komplexe Welt der heterotrophen Meeresbakterien lasst sich durch
wiederholte saisonale Studien besser verstehen. Wir kbnnen nach
einer guten Dekade an Forschung vorhersagen, welche Bakterien zu
welcher Zeit in der stdlichen Nordsee vorkommen und welche
Funktion sie im Kohlenstoffkreislauf tibernehmen.

11/19/2019
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Schlussfolgerungen

Die komplexe Welt der heterotrophen Meeresbakterien lasst sich durch
wiederholte saisonale Studien besser verstehen. Wir kbnnen nach
einer guten Dekade an Forschung vorhersagen, welche Bakterien zu
welcher Zeit in der sudlichen Nordsee vorkommen und welche
Funktion sie im Kohlenstoffkreislauf tibernehmen.

In der nachsten Dekade wollen wir testen, ob sich diese Erkenntisse
auf den offenen Ozean und dort vor allem auf die héheren
Breitengrade Ubertragen lassen, wo der globale Beitrag der Bakterien
zum Kohlendioxidgehalt der Atmosphéare grofer ist.

Neben den Bacteroidetes gibt es noch andere Bakteriengruppen, die
wir beim bakteriellen Abbau der Algenbiomasse nicht vergessen
dirfen, die Proteobacteria,Verrucomicrobia, Planctomycetales...

Schlussfolgerungen

Es gibt noch viel zu tun!

22
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MolEcol Svalbard Trips -
Dezember 2017 & 2018

“Ba'kterie‘nj‘agd in der
- Polarnacht* =~
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Sampling area
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