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Regentropfenfeuchte Luft, stets 22 Grad
Zu den Quellen rollten wir im Kart
Brodelnd schweflige Dampfe
Das war der Start!

Saure Bouillon auf 60 Grad
Farblose Tropfchen vermehrt und verwahrt
Dann hiel3 es warten
Bis sich was tat

Dann gigabyteweise Daten
Nach endlosem Warten
Sudo apt-get install QIIME
Was leben denn hier wohl fiir Arten?

Schonwieder Daten, wie komm ich da ran?
Mit Windows, Ubuntu oder El Capitan?
Von NOVA zu SciTE zu origin zu Word
BLAST-p, BLAST-n was ist jetzt dran?

Wer hat Rus, wer FoxA und wer MtrB?
Wer von euch nimmt das viele C?
Acidianus bist du wirklich drin?
Find ich’s raus, bevor ich geh?

Am Schreibtisch im dunklen Kimmerlein
Tag aus und Tag ein
Sonnenschein im Kopf
In Wahrheit allein.

Uber die Zeit
Mit vieler Menschen Geleit
Mit rauchenden Kopfen, so manchem Glas Wein
Ward diese Arbeit bereit!
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Elektroautotrophie beschreibt eine Lebensweise, bei der Mikroorganismen elektrische
Energie als Elektronenquelle fur die Reduktion von CO, nutzen. Ein elektroautotropher
Organismus muss demnach befahigt sein, respiratorische Elektronen von einer Kathode zu
beziehen und diese an die Fixierung von CO, zu koppeln. Diese Stoffwechselleistung, die als
mikrobielle Elektrosynthese bezeichnet wird, hat das Potential einer zukunftsweisenden
Technologie, da sie die Rickgewinnung des Treibhausgases CO,, in Form reduzierter
organischer Verbindungen, mit einer moglichen Speichermethode fiir regenerativ erzeugte,
Uberschissige Energie verbindet. Innerhalb der Bioelektrochemie bildet die mikrobielle
Elektrosynthese einen vergleichsweise jungen Forschungszweig. Dementsprechend sind
bisher nur wenige Mikroorganismen als elektroautotroph beschrieben. Fiir zukiinftige
Anwendungen ist es von besonderem Interesse, neue elektroautotrophe Organismen zu
isolieren und zu beschreiben. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Anreicherung
thermophiler Organismen, die zur Elektrosynthese fahig sind. Die Verwendung thermophiler
Organismen hat mehrere Vorteile. In der Anwendung wirde durch thermophile,
elektroautotrophe Organismen, beispielsweise bei einer Aufbereitung CO,-haltiger Abgase

aus Kohlekraftwerken, ein Abkiihlen der heiRen Abgasstrome entfallen.

In der vorliegenden Arbeit gelang es, Mikroorganismen aus verschiedenen heillen Quellen
unter elektroautotrophen Bedingungen anzureichern und Isolate zu erstellen. Der
beobachtete Stromfluss konnte auf mikrobielle Aktivitat zurickgefihrt werden. Ferner
wurde mit mehreren Analysen gezeigt, dass sich auf der Kathode ein Biofilm aus Archaea
und Bacteria angesiedelt hatte, wobei die Bacteria den groReren Anteil der Gemeinschaft
bildeten. Die Erstellung eines Metagenoms und eines Metatranskriptoms zeigte, dass die
angereicherten  Mikroorganismen CO, (Uber den Wood-Ljungdahl-Weg, den
3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-Weg und den reduktiven Citratzyklus fixieren. Durch
Versuche mit isotopenreinem *C-markierten Bicarbonat wurde die autotrophe Lebensweise
der Organismen bestatigt. Diese Experimente zeigten weiterhin, dass die Fixierung von CO,

mit der Aufnahme von kathodischen Elektronen einherging.
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Einleitung

1  Einleitung

,Der Klimawandel ist die grofRte gemeinsame Herausforderung der Menschheit (UN-
Generalsekretdar Ban Ki-Moon, 2014).“ Der Weltklimarat IPCC (Intergovernmental Panel on
Climate Change) hat 2014 in seinem flinften Bericht Uber die derzeitige Sachlage dargestellt,
dass die durchschnittliche Temperatur auf der Erde von 1880 bis 2012 um 0,85 °C
angestiegen ist. Damit einhergehend hat in den Jahren von 1850-2012 die durchschnittliche
Menge an Kohlendioxid in der Atmosphdre um mehr als 100 ppm auf ca.380 ppm
zugenommen (IPCC, 2013). Der GroRteil der CO, Emission ist dabei anthropogenen
Ursprungs (> 35 Gt CO,/Jahr, 2012), wahrend natirlichen Faktoren wie Vulkanausbriichen
oder Veranderungen in der Sonnenaktivitdt nur geringe Bedeutung beigemessen wird. Als
Hauptursache fur den derzeitigen Klimawandel wird die Freisetzung der klimaschadlichen
Treibhausgase Methan, Distickstoffmonoxid und besonders Kohlendioxid durch den
Menschen aufgefiihrt. Durch die CO, Emissionen in den Jahren von 1970 bis 2012 ist der
Anteil an CO, in der Atmosphare um ca. 40 % gestiegen und ist damit so hoch wie niemals
zuvor in den letzten 800.000 Jahren. Die restlichenen 60 % des emittierten CO,, die nicht in
der Atmosphare verblieben sind, wurden von Land und Ozeanen aufgenommen (IPCC, 2013).
Dies hat in zunehmendem Male Einfluss auf die Umwelt, da es durch die Veranderung des
Klimas beispielsweise zum Abschmelzen von Gletschern und dem Eis der Arktis und damit zu
einer Erh6hung des Meeresspiegels und weiterhin zu einer Ansauerung der Meere durch die
vermehrte CO, Aufnahme kommt. Dies wiederum hat extreme Auswirkungen auf die
Biodiversitat, da sich natirliche Lebensrdaume zusehends verandern. Darliber hinaus sind
bereits heute direkte Folgen der Klimaverdnderung zu beobachten, wie beispielsweise
extrem trockene und heiBe Sommer oder auch die Ausbreitung von Arten an Orten, die
friher nicht durch eben jene besiedelt waren. Weiterhin hat die Klimaerwarmung auch

direkten Einfluss auf die Ausbreitung Vektor-vermittelter Krankheiten wie beispielsweise
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Malaria oder Dengue, da die jeweiligen Ubertriager (Anopheles bzw. Stegomyia aegypti) in

neue Gebiete einwandern (Thornton et al. 2014).

Der Energiesektor hat mit 35 % den global gesehen grofRten Anteil an der Emission von
Treibhausgasen (Stand 2010), es muss daher das Ziel des Klimaschutzes sein, in diesem
Bereich auf eine CO, neutrale Wirtschaftsweise hinzuarbeiten (IPCC,2014). Zu den
problematischen Treibhausgasemissionen kommt zudem noch der begrenzte Bestand an
fossilen Brennstoffen hinzu. Bei der UN-Klimakonferenz 2015 in Paris haben 195 Staaten
einen Klimavertrag unterschrieben, in dem wu.a. beschlossen wurde, die globale
Erderwdarmung auf 1,5 °C zu beschranken. Damit solch ambitionierte Ziele erreichbar sind,
wird der Fokus in den kommenden Jahren verstarkt auf der Entwicklung von Elektrizitat und
Brennstoffen aus alternativen und erneuerbaren Ressourcen sowie der Entwicklung von
Methoden zur CO, Sequestrierung liegen (IPCC, 2014). In diesem Zusammenhang haben die
sogenannten mikrobiellen elektrochemischen Technologien (Microbial Electrochemical
Technologies - METs) im letzten Jahrzehnt stark an wissenschaftlichem Interesse gewonnen
und einige dieser Technologien haben es bereits in die Anwendung geschafft (Logan and
Rabaey 2012; Rosenbaum and Franks 2014). Die Funktionsweise der METs und deren
Anwendungsgebiete werden im Folgenden genauer beschrieben, der Fokus wird dabei auf

der mikrobiellen Elektrosynthese, einer speziellen Form einer MET, liegen.

1.1 Mikrobielle elektrochemische Technologien

Unter dem Begriff der mikrobiellen elektrochemischen Technologien werden solche
Technologien zusammengefasst, bei denen Mikroorganismen aktiv mit Elektronenleitern
interagieren. Bei einem solchen Elektronenleiter kann es sich sowohl um eine physikalische
Elektrode aus Graphit oder Metall oder auch um ein natirlich vorkommendes leitfahiges
Material wie beispielsweise ein Metalloxid handeln (Friedman et al. 2013). Die beteiligten
Mikroorganismen kdnnen dabei entweder Elektronen von einer Elektrode aufnehmen oder
sie an diese abgeben (Logan and Rabaey 2012). Nachdem sich viele Forschergruppen in den
vergangenen Jahrzenten mit den Grundlagen von bioelektrochemischen Systemen (BES)
beschaftigt haben, finden diese METs in den letzten Jahren auch vermehrt Eingang in direkte

Anwendungen. Neben den BES, an denen aktive Mikroorganismen beteiligt sind, gibt es auch
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noch die sogenannte Enzym-, Protein- und DNA-Elektrochemie, auf die an dieser Stelle
jedoch nicht weiter eingegangen wird. In diesem Abschnitt soll zum einen auf die
Grundlagen von BES aus elektrochemischer Sicht eingegangen werden, aber auch auf die
Voraussetzungen, die beteiligte Mikroorganismen mitbringen miissen, um in einem solchen

System ihre Leistung einbringen zu kénnen.

1.1.1 Mikrobielle Elektrokatalyse

Die in einem BES stattfindenden Interaktionen von Mikroorganismen mit einer Elektrode
miussen sich bei einem Potential abspielen, welches dem physiologischen Potentialfenster
der Redox-Bedingung im natlirlichen Umfeld der jeweiligen Organismen entspricht (Schréder
et al. 2015). Aerobe Mikroorganismen, die in ihrem natirlichen Lebensraum Sauerstoff als
terminalen Elektronenakzeptor [E”(0,/H,0) = 0,82 V] nutzen, sind demnach an deutlich
hohere Redoxpotentiale angepasst als strikte Anaerobier, deren c-Typ Cytochrome in der
dulleren Membran bereits bei Potentialen von +0,6 V gegen die Standard Wasserstoff-
elektrode (standard hydrogen electrode - SHE) beschadigt wiirden (TerAvest et al. 2014)
(Fuchs and Schlegel 2014). Auf der Gegenseite kann die Entwicklung von molekularem
Wasserstoff [EO’(Z H/H,) =-0,42V] als die untere Potentialgrenze der mikrobiellen

Elektrochemie angesehen werden (Schroder et al. 2015).

Werden Mikroorganismen als Katalysatoren zur Beschleunigung elektrochemischer
Reaktionen eingesetzt, spricht man von einer sogenannten mikrobiellen Elektrokatalyse
(Hallenbeck et al. 2014). Geht man davon aus, dass ein Katalysator definiert ist als ein Faktor,
der eine Reaktion zwar beschleunigt oder erst moglich macht, jedoch unverandert aus dieser
Reaktion wieder hervorgeht, kann man Mikroorganismen nicht als Katalysatoren im
klassischen Sinn bezeichnen. Mikroorganismen sind aktiv an einer Reaktion beteiligt, indem
sie beispielsweise Reduktionsdquivalente aus der Reaktion beziehen, um diese fiir anabole
oder katabole Prozesse zu nutzen (Schroder et al. 2015). Die Verwendung von
Mikroorganismen als Katalysatoren in elektrochemischen Systemen hat dennoch einen
gewissen Vorteil gegenliber herkémmlichen Katalysatoren, da diese oftmals anfallig sind fiir
storende Substanzen (hier ist beispielsweise die Sensitivitdit von Platinkatalysatoren
gegenliber Kohlenstoffmonoxid oder Sulfidionen zu nennen), oder aber auch aus

Kostengriinden (Hallenbeck et al. 2014; Steele and Heinzel 2001). Weitere, nicht zu
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vernachldssigende Vorteile der Nutzung von Mikroorganismen als Katalysatoren fir
bestimmte Reaktionen sind zum einen die Regio- und Stereoselektivitait mikrobieller
Reaktionen. Darliber hinaus kdnnen extremophile Organismen gezielt da eingesetzt werden,
wo konventionelle Katalysatoren unwirksam waren (Rosenbaum and Henrich 2014).
Grundlegend fir die Beteiligung der Mikroorganismen ist dabei, dass es den Organsimen
moglich ist, die Reduktionsdquivalente oder Elektronen aus den intrazelluldaren
Elektronentransferketten lber ihre Zellmembran hinweg mit einer Elektrode auszutauschen.
Eine solche Reaktion wird durch den extrazellularen Elektronentransfer (EET) der
Mikroorganismen ermoglicht. Mikroorganismen, die bei einer mikrobiellen Elektrokatalyse
eingesetzt werden, kdnnen dabei einerseits organische Substrate biochemisch umsetzen und
die dabei anfallenden Elektronen auf eine Anode Ubertragen, andererseits sind auch
Organismen bekannt, die Elektronen von einer Kathode aufnehmen kénnen, um diese fir

ihren Stoffwechsel zu nutzen (Rosenbaum and Franks 2014).

1.1.2 Primadre mikrobielle elektrochemische Technologien

Wie bereits oben beschrieben, versteht man unter METs Anwendungen, bei denen
Mikroorganismen mit Elektroden interagieren. Bezogen auf den Grad der Interaktion der
beteiligten Mikroorganismen mit einer Elektrode unterscheidet man zwischen primaren und
sekunddaren METs. Bei primdaren METs werden Prozesse genutzt, die sich in die mikrobielle
Elektrochemie eingliedern und bei denen die Interaktion zwischen den Mikroorganismen
und der Elektrode in einem physiologisch relevanten Potentialbereich ablaufen muss. Die
Interaktion erfolgt dabei meist iber einen EET zwischen den Organismen und der Elektrode.
Zum Grolteil unterliegen die Vorgange, die bei primdaren METs Anwendung finden, dem
oben beschriebenen faradayschen Prozess der mikrobiellen Elektrokatalyse. Bei sekundaren
METs hingegen erfolgt keine direkte Interaktion der Mikroorganismen, vermittelt tGber EET,
mit der Elektrode. Die Interaktion ist hier eher indirekter Natur und unterliegt nicht den
Grenzen der mikrobiellen Elektrochemie. Ein Anwendungsgebiet fiir sekunddare METs ist
beispielsweise die Kontrolle eines mikrobiellen Systems, vermittelt durch einen
elektrochemischen Prozess, in Bezug auf die Justierung des pH oder der Kontrolle des
Sauerstoff-Partialdrucks oder der Konzentration eines Substrates oder Produktes im
Medium. Im Gegensatz zu primaren METs liegen die angelegten Potentiale bei sekundaren

METs nicht im physiologischen Bereich der Mikroorganismen, sie sind meist stark positiv
4
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oder negativ. Im Folgenden werden exemplarisch die Anwendungsgebiete primarer METs
beschrieben. Unabhangig von deren Funktion bestimmt dabei stets die Differenz des
Redoxpotentials zwischen der Oxidation (Anode) und der Reduktion (Kathode), ob bei dem
jeweiligen Prozess Strom produziert oder dem System Energie zugefiihrt wird (Rosenbaum

and Franks 2014).

1.1.2.1 Mikrobielle Brennstoffzellen

Die mikrobielle Brennstoffzelle (microbial fuel cell - MFC) stellt die derzeit am besten
untersuchte primare MET dar (Patil et al. 2015). Klassischerweise besteht eine MFC aus
einem Anoden- und einem Kathodenraum, welche durch eine protonenpermeable Membran
voneinander getrennt sind. Im Anodenkompartiment setzen Mikroorganismen durch
Oxidation organische Substrate zu beispielsweise Acetat oder CO, und Protonen um. Die
dabei frei werdenden Elektronen werden von den Mikroorganismen Uber EET auf die Anode
Ubertragen, es kommt zur Produktion von Strom. Die Anode stellt in diesem Fall einen
extrazelluldaren terminalen Elektronenakzeptor dar, weswegen dieser Vorgang physiologisch
gesehen einer anaeroben Atmung entspricht (Torres et al. 2010). Im Anodenkompartiment
miussen daher strikt anaerobe Bedingungen herrschen. Die auf die Anode Ubertragenen
Elektronen wandern anschlieRend (iber einen Stromverbraucher zur Kathode. Dort reagieren
sie mit den Protonen und einem Elektronenakzeptor (klassischerweise Sauerstoff) zu
Wasser. Durch die protonenpermeable Membran wird ein Ladungsausgleich gewahrleistet
(Logan et al. 2006). Eine schematische Darstellung einer MFC ist in Abbildung 1 zu sehen. Zu
Beginn lag das Augenmerk der MFC-Forschung hauptsachlich auf der Erzeugung von Strom
(Rabaey et al. 2004). Mittlerweile wird die MFC Technologie bereits in Groprojekten
eingesetzt, wie beispielsweise bei der Abwasseraufbereitung oder der Bioremediation
kontaminierter Grundwasser und Sedimente (Franks 2012; Lovley 2012; Williams et al. 2010;
Zhang et al. 2010). Weiterhin findet die MFC Technologie Einsatz bei der Stromproduktion
an abgelegenen Orten, so kann auch das Laden elektronischer Gerate, wie beispielsweise
von Mobiltelefonen lGber MFCs gewahrleistet werden (leropoulos et al. 2013). Der Einsatz
einer MFC als Biosensor ist ein weiteres potentielles Anwendungsgebiet, welches derzeit

eingehend erforscht wird (Golitsch et al. 2013; Abrevaya et al. 2015).
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Nach einem a&hnlichen Prinzip wie die MFC Technologie funktioniert die sogenannte
mikrobielle Elektrolysezelle (microbial electrolysis cell - MEC). Hierbei muss, zusatzlich zu der
Spannung, die durch die Mikroorganismen an der Anode entsteht, noch eine externe
Spannung zugefiihrt werden. Durch die Fortschritte, die in den letzten Jahrzehnten auf dem
Gebiet der erneuerbaren Energien verzeichnet wurden, ist es moglich, die fir MEC-Prozesse
bendtigte Energie aus ,,sauberen” Quellen, z.B. Wind- oder Solarenergie, zu erhalten. Die
MEC Technologie wird beispielsweise zur Produktion von Wasserstoff, Methan oder
Natriumhydroxid an der Kathode genutzt (Cheng and Logan 2007; Cheng et al. 2009;
Rozendal et al. 2009).

MFC MES
- - T - “— — — «— — —
v - A v A
v 4 v 4
v 4 v s
v ; " v : A
v | v 1
v 1 t v 1 t
I 4 1 v
: Organische :
0, + H*, 1 Substrate | H,0
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
H,0 1 CO, + H* Organische, 1 0,+H*
1 2 Produkte :
1
1 1

Abbildung 1: Schematische Darstellung der mikrobiellen Technologien: mikrobielle Brennstoffzelle
(MFC) und mikrobielle Elektrosynthese (MES).

1.1.2.2 Mikrobielle Elektrosynthese

Ein weitaus jlingerer Forschungszweig, der zu den primaren MET zahlt, ist die sogenannte
mikrobielle Elektrosynthese (MES). Unter mikrobieller Elektrosynthese versteht man die
Produktion reduzierter Kohlenstoffverbindungen unter Stromverbrauch an einer Kathode.
Die mikrobielle Elektrosynthese stellt dadurch quasi die Umkehrung der MFC-Technologie
dar. In einem typischen MES-Aufbau, wie er in Abbildung 1 zu sehen ist, wandern die
Elektronen, welche an der Anode durch Hydrolyse entstanden sind, zur Kathode, wo sie zur
Reduktion eines Substrates durch Mikroorganismen genutzt werden. Das Potential der

Elektronen wird dabei, wie auch bei einem MFC-Aufbau, Uber einen Potentiostaten
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kontrolliert. Welcher terminale Elektronenakzeptor bei der MES verwendet wird, ist
abhdngig von der jeweiligen Anwendung. Zu Beginn wurde der Begriff mikrobielle
Elektrosynthese ausschlieRlich benutzt, um die Reduktion von CO, mithilfe von elektrischem
Strom zu beschreiben (Nevin et al. 2010; Rabaey and Rozendal 2010). Durch zahlreiche
Studien, bei denen durch die Aufnahme von Elektronen mikrobielle Produktionen gesteigert
wurden, die aber ein anderes Ausgangsmaterial als CO, hatten, wurde der Begriff jedoch
bald schon erweitert. Die Elektrofermentation ist dabei eine Form der Elektrosynthese, bei
der durch die zusatzlichen kathodischen Elektronen die Garungsbilanz hin zur Produktion
starker reduzierter Verbindungen verschoben wird (Kracke and Kromer 2015; Rabaey and
Rozendal 2010). Die Elektromethanogenese stellt eine weitere besondere Form der
Elektrosynthese dar, bei der zwar auch CO, als Substrat dient, dieses wird jedoch durch
methanogene Mikroorganismen mithilfe der kathodischen Elektronen zu Methan
umgewandelt (Cheng et al. 2009; Villano et al. 2010; Kobayashi et al. 2013). In dieser Arbeit
wird der Begriff Elektrosynthese in seiner urspriinglichen Bedeutung verwendet, also der
Reduktion von CO, durch Mikroorganismen mithilfe von elektrischem Strom als alleinigem
Elektronendonor. Die mikrobielle Elektrosynthese stellt eine erfolgversprechende
Moglichkeit zur Fixierung des Treibhausgases CO, zu einem Wertstoff dar. Dariiber hinaus ist
die MES-Technologie Vvielseitig und energieeffizient. Wie bereits im Abschnitt zur
mikrobiellen Elektrolyse beschrieben, kann die benétigte Energie aus erneuerbaren
Ressourcen entnommen werden. Die MES ermoglicht es somit, Gberschiissige Energie in
Form von einem chemischen Mehrwertprodukt zu speichern (Lovley and Nevin 2011). Etwa
80-90 % der bei der MES zugefiihrten Energie lassen sich in den Produkten wiederfinden
(Nevin et al. 2010; Nie et al. 2013). Nutzpflanzen zeigen eine Effizienz von 3 %, die
Sonnenenergie in Biomasse umzuwandeln (MacDonald 2003), wahrend die Lichtausnutzung
von Solarzellen sechs-fach hoher liegt (Green et al. 2015). Es ware somit um einiges
sinnvoller, einen MES-Reaktor mit Solarenergie zu betreiben, um diese in chemischen

Verbindungen zu speichern (Nevin et al. 2010; Lovley and Nevin 2011).

Damit Mikroorganismen in METs mit Elektroden interagieren kdnnen, missen sie dazu
befdhigt sein, Elektronen an der AulRenseite ihrer Zellmembran abgeben oder aufnehmen zu
konnen. In diesem Sinn soll der folgende Abschnitt dazu dienen, die unterschiedlichen

Mechanismen zu beleuchten, die eine Mikroben-Elektroden-Interaktion ermdglichen.
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1.2  Extrazelluldrer Elektronentransport

Mikroorganismen benétigen wie alle Organismen Energie, um ihren Stoffwechsel aufrecht zu
erhalten und um sich zu vermehren. Die Energie kann dabei Gber die Mechanismen der
Atmung, der Garung oder der Photosynthese bereitgestellt werden (Fuchs and Schlegel
2014; Kato 2015). In mikrobiellen Elektronentransportketten werden dabei Elektronen von
einem Elektronendonor mit niedrigem Redoxpotential zu einem Elektronenakzeptor mit
positiverem Redoxpotential iiber Redoxreaktionen {ibertragen. Uber die Potentialdifferenz
zwischen Elektronendonor und -akzeptor wird dabei ein lonengradient aufgebaut, der
letztendlich zur ATP-Synthese genutzt werden kann, es kommt somit zu einer Umwandlung
des elektrischen Potentials in chemische Energie (Anraku 1988). Die Mehrheit der
Mikroorganismen verwendet fiir diese energieliefernden Reaktionen membrangangige
redoxaktive Komponenten, sodass die entsprechenden Reaktionen im Zellinneren ablaufen.
Einige Mikroorganismen sind jedoch dazu in der Lage unl6sliche Substanzen als
Elektronendonor bzw. -akzeptor zu nutzen. Diese Mikroorganismen haben sich durch die
Entwicklung unterschiedlicher Elektronentransportketten an die verschiedenen &dulReren
Begebenheiten angepasst (Hernandez 2001). Den Mechanismus, bei dem Elektronen in eine
Zelle hinein (oder aus dieser heraus) Gbertragen werden, bezeichnet man als extrazelluldren
Elektronentransport. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen zwei Formen des EET, dem
direkten und dem indirekten EET (Gralnick and Newman 2007; Rabaey et al. 2007). In
Abbildung 2 (l.-lll.) sind die unterschiedlichen Maoglichkeiten des EET auf eine Anode

schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des extrazelluliren Elektronentransports auf eine Anode.
| Direkter EET, vermittelt tiber Proteine in der Membran der Zellen. Il Direkter EET, vermittelt Giber
Zellfortsatze. Il Indirekter Elektronentransfer, vermittelt ber redoxaktive Elektronenshuttles.

1.2.1 Direkter extrazelluldrer Elektronentransport auf eine Anode

Eine relativ grofle Bandbreite an Mikroorganismen ist grundsatzlich zum EET auf unldsliche
Materialien bzw. eine Anode befahigt (Weber et al. 2006). Zu den am besten verstandenen
unter ihnen zahlen die Modellorganismen fiir die Anodenatmung: Shewanella oneidensis
und Geobacter sulfurreducens (Thrash and Coates 2008; Ross et al. 2011; Bond and Lovley
2003). Beide Organismen sind zur sogenannten dissimilatorischen Eisenreduktion fahig,
einer der urspringlichsten Formen mikrobieller Atmung, bei der unldsliches Fe(lll) zu Fe(ll)
reduziert wird (Weber et al. 2006). Um die Elektronen aus den intrazelluldren
Atmungsketten auf die Zelloberflache zu transferieren, haben diese Organismen spezielle
Mechanismen des direkten EET entwickelt (Kato 2015), die im Folgenden exemplarisch fiir

S. oneidensis dargestellt werden sollen. Eine Ubersicht ist Abbildung 3 zu entnehmen.

Im ersten Schritt der Atmungskette werden Elektronen durch die Oxidation von NADH, an
einer membranstandigen Oxidoreduktase, in den Menachinonpool in der cytoplasmatischen
Membran Ubertragen (Myers and Myers 2000). Von dort aus werden die Elektronen (iber
eine erweiterte Elektronentransportkette an die Zelloberflaiche weitergeleitet. Eine zentrale
Rolle spielt dabei ein komplexes Netzwerk aus mehreren Proteinen, welches neben der

Aufgabe des Elektronentransportes auch als Elektronenspeicher dient (Schuetz et al. 2009).
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der verlingerten Elektronentransportkette in Shewanella
oneidensis (verandert aus Sturm (Sturm 2014)).

Viele Proteine, die an dem Transfer der Elektronen zur Zelloberflache beteiligt sind, geh6ren
zur Familie der c-Typ Cytochrome (Blcking et al. 2010; Clarke et al. 2008). Die Redox-
Eigenschaften eines Cytochroms werden bestimmt iber eine oder mehrere Hdm-Gruppen,
die als Cofaktoren kovalent mit dem Proteinriickgrat verbunden sind. CymA (Cytoplasmatic
membraneprotein A) ist ein c¢c-Typ Cytochrom mit vier Him-Gruppen, welches in das
Periplasma ausgerichtet und mit einer Transmembrandomane in der cytoplasmatischen
Membran verankert ist. CymA nimmt die Elektronen aus dem Menachinonpool auf und gibt

diese an im Periplasma lokalisierte Reduktasen oder andere Cytochrome weiter. Die zentrale
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Rolle dieses Proteins wird dadurch deutlich, dass eine cymA Deletionsmutante ein deutliches
Defizit bezliglich der Reduktion vieler Elektronenakzeptoren unter anaeroben Bedingungen
zeigt (Myers and Myers 1997). Von CymA konnen die Elektronen im Periplasma an
unterschiedliche Proteine abgegeben werden. Hier sind z.B. FccA (flavocytochrome c), STC
(small tetraheme cytochrome) und MtrA (metal reducing protein A) zu nennen. FccA und
STC sind dabei die mengenmaRig am haufigsten vertretenen Proteine im Periplasma und fir
die Verteilung der Elektronen in eben jenem zustdandig (Maier et al. 2003; Sturm et al. 2015).
Dem Decahdamcytochrom MtrA wird besondere Bedeutung zugeschrieben, denn bei einer
Deletion des Gens fur MtrA konnen S. oneidensis Zellen Eisen(lIl)-Citrat und Mangan(IV)-oxid
nicht mehr reduzieren, wohingegen die Reduktion von anderen Elektronenakzeptoren wie
Nitrat, Nitrit, DMSO, Thiosulfat und Sulfat nicht eingeschrankt zu sein scheint (Bretschger
et al. 2007; Beliaev et al. 2001). Nachdem die Elektronen das Periplasma durchquert haben,
werden sie Uber den MtrABC-Komplex an die Zelloberflaiche geleitet (Hartshorne et al.
2009). Dieser stabile Komplex besitzt eine 1:1:1 Stéchiometrie und besteht aus dem B-barrel
Protein MtrB, welches die duRere Membran durchspannt und dabei MtrA (im Periplasma)
mit MtrC verbindet (Ross et al. 2011). Das Decahdm-c-Typ-Cytochrom MtrC hat innerhalb
des Komplexes die Funktion der terminalen Reduktase (Myers and Myers 2003; Hartshorne

et al. 2007).

Zusatzlich zu dem direkten Kontakt der Zellen Uber Proteinkomplexe in den &duReren
Membranen der Bakterien bilden sowohl S. oneidensis wie auch G. sulfurreducens Zellen
leitfahige Fortsatze (Abbildung 2-11) aus, die es den Zellen erlauben, Elektronen liber gewisse
Distanzen hinweg direkt auf einen externen Elektronenakzeptor zu Ubertragen. Trotz der
Analogie dieser Fortsatze unterscheiden sie sich bezlglich ihres Aufbaus und der
Funktionsweise. Bei den S. oneidensis Fortsatzen scheint es sich um Ausstilpungen der
dulReren Membran zu handeln, welche mit periplasmatischer Flissigkeit gefillt sind und bei
denen dieselben Multiham-Cytochrome fiir den EET verantwortlich sind wie bei dem oben
beschriebenen direkten Kontakt der ganzen Zelle (Pirbadian et al. 2014). Bei den
Zellfortsatzen von G. sulfurreducens hingegen handelt es sich um Typ-IV Pili dhnliche
Strukturen, die wahrscheinlich metalldhnliche Leitungsmechanismen aufweisen. Die genaue
Funktionsweise bedarf allerdings weiterer Nachforschung und wird derzeit intensiv geprift

(Malvankar et al., 2015; Lovley and Malvankar 2015; Snider et al. 2012).
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1.2.2 Indirekter extrazelluldrer Elektronentransport auf eine Anode

Neben dem direkten Kontakt zwischen einem Mikroorganismus und einer Zelle kdnnen auch
in Losung befindliche Stoffe dazu dienen, Elektronen zwischen einer Elektrode und einem
Organismus zu transportieren (Abbildung 2-1ll). Diese sogenannten Elektronenshuttles
konnen an der Elektrode oxidiert werden, zu den Organismen diffundieren, von diesen
reduziert werden, um dann wieder zur Elektrode zu wandern und dort reoxidiert zu werden.
Dieser Vorgang kann dabei mehrmals wiederholt werden (Gralnick and Newman 2007). Als
Elektronenshuttle konnen sowohl endogene, redoxaktive Sekunddarmetabolite dienen, die
von den jeweiligen Organismen selbst gebildet und sekretiert werden (z.B. Flavine,
Phenazine), oder auch exogene Substanzen wie beispielsweise Huminstoffe (Velasquez-Orta
et al. 2010; Shen et al. 2014). Der Vorteil eines Elektronenshuttles ist, dass auch weit
entfernte Elektronenakzeptoren nutzbar werden. In METs kommen Elektronenshuttles

haufig zum Einsatz (Kardi et al. 2016; TerAvest et al. 2014).

1.2.3 Direkter Elektronentransport von einer Kathode

Die mechanistischen Details, die der Aufnahme von Elektronen von einer Elektrode zugrunde
liegen, sind zum heutigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig geklart (Rosenbaum et al. 2011).
Es wird jedoch angenommen, dass hierbei Mechanismen involviert sind, die analog zum EET
auf eine Anode fungieren. Einige dieser Prozesse sollen im Folgenden aufgezdhlt werden.
Abbildung 4 (I-IV) liefert eine Ubersicht (iber die méglichen Mechanismen des EET von einer

Kathode.

Eindeutige Nachweise zur direkten Aufnahme von Elektronen von einer Kathode stammen
aus Versuchen mit den Modellorganismen flir Anodenwachstum S. oneidensis und
G. sulfurreducens. Diese beiden Organismen sind in der Lage, Fumarat oder Nitrat zu
reduzieren, wenn ihnen Elektronen von einer Kathode als einzige Energiequelle zur
Verfligung stehen (Gregory et al. 2004; Summers et al. 2010; Ross et al. 2011). Daruber
hinaus waren S. oneidensis Zellen, bei denen Komponenten der verldngerten
Elektronentransportkette zur Zelloberflache deletiert wurden, nicht mehr dazu befahigt,
Elektronen von der Kathode aufzunehmen (Ross et al. 2011). Die Ergebnisse unterstiitzen die
Hypothese einer bidirektional fungierenden Elektronentransportkette, welche einen
direkten Kontakt zu einer Anode oder Kathode ermdglicht (Ross et al. 2011). Die Aufnahme
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von Elektronen von einer Kathode durch G. sulfurreducens scheint ebenfalls direkt
abzulaufen, denn eine Deletion der Hydrogenasen flihrte zu keiner Veranderung in Bezug auf
die Aufnahme von kathodischen Elektronen und die damit verbundene Reduktion von
Fumarat (Gregory et al. 2004). Es macht allerdings den Anschein, dass G. sulfurreducens
Zellen einen anderen Weg fir die Aufnahme der Elektronen von der Kathode nutzen als fiir

deren Abgabe an Anoden (Strycharz et al. 2011).

Eine weitere Klasse von Organismen, fiir die eine direkte Interaktion mit der Kathode
angenommen wird, sind eisenoxidierende Mikroorganismen (ferrous oxidizing - FeOx).
Obwohl Eisen(ll) meist in I6slicher Form vorkommt, ist in vielen FeOx Organismen eine
erweiterte Elektronentransportkette etabliert, die ahnlich derjenigen in eisenreduzierenden
Organismen ist und dem Import von Elektronen dient. Durch die Oxidation der Eisenspezies
an der Zelloberfliche verhindern FeOx Mikroorganismen die Ablagerung des oxidierten
Eisens im Zellinneren. Die Proteine PioA und PioB des phototrophen eisenoxidierenden
Bakteriums Rhodopseudomonas palustris sind z.B. homolog zu MtrA und MtrB aus
S. oneidensis. Die Deletion der Gene flr diese Proteine in Rh. palustris TIE-1 resultiert in
einer 30 % geringeren Aufnahme von kathodischen Elektronen verglichen mit Wildtyp-Zellen
und unterstiitzt damit die These eines direkten Elektronentransfers (Bose et al. 2014).
Weitere Organismen, fiir die eine direkte Interaktion mit der Kathode angenommen wird,
sind Acidithiobacillus ferrooxidans und Maripaludis ferrooxydans, sowie die acetogenen
Bakterien Clostridium ljungdahlii, Sporomusa ovata und Moorella thermoacetica (Nevin et al.

2010; Nevin et al. 2011; Ishii et al. 2015; Summers et al. 2010).

1.2.4 Indirekter Elektronentransport von einer Kathode

In vielen Arbeiten zur mikrobiellen Elektrosynthese kann nicht ganzlich ausgeschlossen
werden, dass der Elektronentransfer nicht direkt ablauft, sondern stattdessen molekularer
Wasserstoff, der an der Kathode entstanden ist, als Elektronendonor fiir die jeweiligen
Organismen dient (Lovley and Nevin 2013; Lohner et al. 2014; Beese-Vasbender et al. 2015).
Das chemische Redoxpotential fiir H'/H, liegt bei -414 mV vs. SHE, des Weiteren konnten
Yates et al. die Entwicklung von H, an Graphit-Block Elektroden beginnend ab einem
Potential von -600 mV vs. SHE detektieren (Deutzmann et al. 2015; Ishii et al. 2015; Yates

etal. 2014). Neben der beschriebenen abiotischen Wasserstoffentwicklung an Kathoden
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konnten Deutzmann et al. weiterhin eine durch extrazelluldire Enzyme katalysierte
Wasserstoffproduktion in einem MES-Reaktor nachweisen (Deutzmann et al. 2015). Ein
Hydrogenase-defizienter Methanococcus maripaludis Stamm erbrachte bei einem Potential
von -600mV vs.SHE in einem Elektromethanogenese Aufbau nur noch 10% der

Methanausbeute verglichen mit dem Wildtyp (Lohner et al. 2014).

. 1L+ 11, IV.

Abbildung 4: Schematische Darstellung moéglicher Mechanismen zum extrazellularen Elektronen-
transport von einer Kathode in die Zelle. | Direkter EET, vermittelt (ber Proteine in der Membran
der Zelle. I Verwendung von Wasserstoff oder Formiat als Elektronendonor, produziert durch
extrazelluldare Enzyme. lll Verwendung von Wasserstoff oder Formiat als Elektronendonor, abiotisch
an der Kathode entstanden. IV Indirekter Elektronentransfer, vermittelt Uber redoxaktive
Elektronenshuttles.

In der nachfolgenden Studie wurde festgestellt, dass zellfreies, gebrauchtes Medium einer
M. maripaludis Vorkultur ausreichte, um die zuvor beobachteten Stromraten zu erklaren.
Die Analyse des Mediums ergab, dass Hydrogenasen darin enthalten waren und dass, durch
diese produzierter, Wasserstoff und nicht die Kathode selbst den Elektronendonor fiir die
Zellen darstellte (Deutzmann et al. 2015). Neben Wasserstoff wurde durch das zellfreie
Medium auRerdem auch die Produktion von Formiat ermdoglicht (Abbildung 4-11 und-ll). Dies
dient als Hinweis darauf, dass auch Formiat als moglicher Elektronendonor, und dartber

hinaus als Kohlenstoffquelle, filir elektroautotrophe Mikroorganismen dienen kann
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(Deutzmann et al. 2015). Eine dhnliche Beobachtung wurde auch in Experimenten mit
Sporomusa sphaeroides gemacht, auch hier wurden die Produktionsraten durch zellfreies,
gebrauchtes Medium gesteigert (Deutzmann et al. 2015). Weiterhin wurde fir Fe(ll) und

Ammonium beschrieben, dass sie als Shuttle in MES dienen (Lovley and Nevin 2013).

Dariber hinaus kdnnen, wie auch beim indirekten EET in MFC-Aufbauten, weitere endogene
oder exogene Stoffe als Elektronenshuttle fiir die MES dienen (Abbildung 4-1V). Zu diesem
Themengebiet gibt es bisher allerdings kaum publizierte Ergebnisse. Als typische exogene
Stoffe sind dabei Methylviolett, AQDS oder Neutralrot im Gesprach (Aulenta et al. 2007,
Hatch and Finneran 2008; Park and Zeikus 1999). Weiterhin ist es wahrscheinlich, dass auch
endogene Stoffe (z.B. Phenazine, Riboflavin, Vitamin B12 oder DNA) am EET bei der
mikrobiellen Elektrosynthese eine Rolle spielen (Freguia et al. 2010; Rosenbaum et al. 2011).
Ein maRgeblicher Vorteil der Verwendung von Elektronenshuttles in der mikrobiellen
Elektrosynthese ist, dass hiermit auch Organismen, die nicht zu direktem EET befahigt sind,

Elektronen von einer Kathode beziehen kbnnen (Harrington et al. 2015).

1.3 CO,-Fixierungswege in Mikroorganismen

Die CO,-Fixierung ist einer der wichtigsten Syntheseprozesse auf der Erde, ihr haben wir
letztendlich das Vorkommen aller reduzierten organischen Molekile zu verdanken (Fuchs
and Schlegel 2014). Die Fahigkeit CO, zu fixieren war urspringlich auf das Reich der
Prokaryoten beschrankt, unter welchen die Autotrophie noch heute eine weit verbreitete
Lebensform darstellt. Erst durch die Endosymbiose von autotrophen photosynthetisch
aktiven Cyanobakterien wurde es moglich, dass Pflanzen zur Assimilation von Kohlenstoff
aus CO, befahigt wurden. Neben dem Calvin-Benson-Zyklus (griine Pflanzen,
Cyanobakterien) sind gegenwartig finf weitere Wege der autotrophen CO,-Fixierung
beschrieben und es ist durchaus moglich, dass in den nachsten Jahren noch weitere
hinzukommen werden (Berg 2011). Eine Gegenliberstellung der unterschiedlichen Wege zur
CO,-Fixierung kann Tabellel entnommen werden. Allen bisher beschriebenen
elektroautotrophen Organismen ist gemein, dass sie den Wood-Ljungdahl-Weg (reduktiver
Acetyl-CoA-Weg) zur Fixierung von CO, aufweisen. Dieser Stoffwechselweg ist besonders bei

acetogenen Bakterien und methanogenen Archaeen vertreten, welche nahe der
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thermodynamischen Grenze leben (aufgrund der geringen Energieausbeute) (Madigan et al.
2009). Diese Mikroorganismen nutzen den Wood-Ljungdahl-Weg neben der Fixierung von
CO, auch zur Energiekonservierung durch die Erzeugung eines elektrochemischen
Gradienten in Form von H*- oder Na'-lonen (Ragsdale and Pierce 2009; Thauer et al. 2008;
Biegel and Miiller 2010). Einige Enzyme, wie die CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase,
sind stark empfindlich gegeniliber Sauerstoff, weswegen der Wood-Ljungdahl-Weg stets
unter strikt anaeroben Bedingungen ablaufen misste. Manche Organismen, die diesen Weg
nutzen, wurden jedoch an Standorten isoliert, an denen geringe Mengen an Sauerstoff
vorkommen. Diese Organismen haben Mechanismen entwickelt (Katalasen, Peroxidasen,
Synergien mit O, konsumierenden Partnern), die es ihnen ermoglichen, auch unter
microaeroben Bedingungen zu bestehen (Drake et al. 2008; Shima et al. 2001). Der Wood-
Ljungdahl-Weg ist in Organismen aller Temperaturbereiche zu finden, bis hin zu extrem
thermophilen Archaea (Takai et al. 2008). Obwohl der Wood-Ljungdahl-Weg aus
energetischer Sicht den effektivsten Weg der CO,-Fixierung darstellt, ist es wahrscheinlich,

dass es auch elektroautotrophe Mikroorganismen mit anderen CO,-Fixierungswegen gibt.

Tabelle 1: Zusammenstellung bekannter CO,-Fixierungswege. Angabe der Schliisselenzyme, der
Empfindlichkeit gegenliber Sauerstoff und dem Vorkommen.

CO,-Fixierungsweg Schliisselenzyme Empfindlichkeit Vorkommen

gegeniiber
Sauerstoff
Calvin-Zyklus Ribulose-1,5-bisphosphat-  aerob Cyanobacteria,
(Calvin-Benson- Ca rboxyla.se, ' ' Mehrheit der
Phosphoribulokinase (nicht aeroben und
Bassham-Zyklus) ) i
immer vorhanden) fakultativ aeroben
Eubacteria
Reduktiver Citrat spaltende Enzyme, anaerob, Nitrospirae,
Citratzyklus z.B. ATP-Citrat-Lyase, microaerob Aquificales,

(Arnon-Buchanan-
Zyklus)

o-Ketoglutarat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase, Fumarat-
Reduktase

Chlorobiales,
e-Proteobacteria,
wenige a- und
6-Proteobacteria

Reduktiver Acetyl-
CoA-Weg
(Wood-Ljungdahl-
Weg)

CO-Dehydrogenase/ Acetyl-
CoA-Synthase

strikt anaerob

methanogene und
sulfatreduzierende
Archaea, acetogene
Firmicutes, einige
Spirochaeata, viele
6-Proteobacteria

16



Einleitung

3-Hydroxypropionat- Malonyl-CoA-Reduktase, microaerob Chloroflexaceae
Bizyklus Propionyl-CoA-Synthase,
Malyl-CoA-Lyase
3-Hydroxypropionat/ 4-OH-Butyryl-CoA- aerob aerobe Sulfolobales
4-Hydroxybutyrat- Dehydratase, viele (Crenarchaeota),
Zyklus multifunktionale Enzyme Thaumarchaeota
Dicarboxylat/ 4-OH-Butyryl-CoA- strikt anaerob anaerobe
4-Hydroxybutyrat- Dehydratase, Crotonyl- Thermoproteales,
Zyklus CoA-Hydratase/(S)-3-OH- Desulfurococcales
butyryl-CoA- (Crenarchaeota)
Dehydrogenase

1.4 Elektroautotrope Mikroorganismen

Wie bereits im Kapitel zu mikrobieller Elektrosynthese beschrieben, kann man grundsatzlich
zwei Mechanismen unterscheiden Uber die Mikroorganismen, durch die Elektronen von
einer Kathode in ihrer Produktsynthese beeinflusst werden. Bei der Elektrofermentation
kommt es durch die zusatzlichen Elektronen zu einer Verschiebung der Garungsbilanz hin zu
starker reduzierten Produkten. Auf der anderen Seite kénnen die kathodischen Elektronen
von einigen Mikroorganismen direkt als Elektronendonor genutzt werden, um damit in einer
(an)aeroben Atmung Energie zu gewinnen. In diesem Abschnitt werden nur diejenigen
Organismen behandelt, welche die Kathode als alleinigen Elektronendonor fiir ihren
Stoffwechsel benutzen. Der Fokus liegt dabei auf Mikroorganismen, welche die kathodischen
Elektronen flr die Fixierung von CO, verwenden. Bei der Literaturrecherche zu diesem
Thema wird deutlich, dass man zwischen zwei bedeutenden Arten mikrobiell katalysierter
Elektrosynthese-Systeme unterscheiden muss. Zum einen der Arbeit mit definierten
Organismen und zum anderen der Charakterisierung von Mischkulturen. Beide haben ihre
Vor- und Nachteile. Aus Arbeiten mit einem definierten Organismus konnen leichter
mechanistische Aussagen getroffen werden beziglich des Elektronentransfers von der
Kathode auf die Organismen und den damit verbundenen Stoffwechselwegen. Bei der
Verwendung einer Mischkultur hingegen muss bei der Arbeit weniger auf Sterilitdt geachtet
werden und es wird weiterhin die Moglichkeit er6ffnet, neue Mikroorganismen ausfindig zu
machen, die zu mikrobieller Elektrosynthese befahigt sind. Ein Nachteil des Arbeitens mit

einer Mischkultur ist hingegen die Schwierigkeit, ein bestimmtes Produkt zu generieren, da
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es durch die Anreicherung mixotropher Organismen zu einem sofortigen Abbau des

gebildeten Produktes kommen kann.

Tabelle 2: Mikroorganismen in Elektrosynthese-Systemen. Angegeben sind, wenn moglich das
Kathodenmaterial, das Potential gegen die SHE, die bisher postulierte Art des EET, sowie die

Stromdichte (J).

Organismus Kathode Elektronen- Kommentar Referenz
akzeptor
Sporomusa ovata Graphit Stab CO, direkter EET (Nevin et al.
-400 mV vs. SHE 2010)
Acidithiobacillus Graphit-Vlies 0, direkter EET (Carbajosa et
ferrooxidans 244 mV vs. SHE J=5A/m? al. 2010)
Clostridium ljungdahlii ~ Graphit-Stab CO, direkter EET (Nevin et al.
Clostridium aceticum -400 mV vs. SHE 2011)
Moorella Graphit-Stab CO, direkter EET (Nevin et al.
thermoacetica _400 mV vs. SHE 2011)
Sporomusa silvacetica  Graphit-Stab CO, direkter EET (Nevin et al.
Sporomusa sphaeroides -400 mV vs. SHE 2011)
Shewanella oneidensis  Graphit-Vlies Fumarat  direkter EET (Ross et al.
-360 mV vs. SHE =17 pAfem?  2011)
Ralstonia eutropha Indium Folie CO, indirekter EET (Lietal.
-1401 mV vs. SHE Uber Formiat 2012)
Geobacter Edelstahl CO, direkter EET (Soussan et
sulfurreducens _401 mV vs. SHE =30 A/m? al. 2013)
Sporomusa ovata modifiziertes CO, direkter EET (Zhang et al.
gzmzzs:off- J = 475 mA/m? 2013)
-401 mV vs. SHE
Mariprofundus Graphit CO,, O, direkter EET (Summers
ferrooxydans 76 mV vs. SHE et al. 2013)
Rhodopseudomonas Graphit-Stab CO, mit Licht (Bose et al.
palustris 100 mV vs. SHE J=1.5pA/em?  2014)
Corynebacterium Graphit-Platte 0, indirekter EET (Sasaki et al.
glutamicum uber AQDS 2014)

-401 mV vs. SHE
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Methanococcus Graphit-Stab CO, indirekter EET (Lohner et al.
maripaludis 600 mV vs. SHE uber 2014,
' H,/Formiat Deutzmann
et al. 2015)
Kyrpidia sp. Graphit-Vlies CO,, O, direkter EET (Reiner 2015)
-500 mV vs. SHE J=0.438 A/m’

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht zu den Organismen, die bisher in MES-Aufbauten getestet
wurden. Aufgelistet sind die verwendeten Elektrodenmaterialien und das angelegte
Potenzial gegen SHE, sowie wenn moglich die Art des EET und die erreichte Stromdichte (J).
Die meisten bisher beschriebenen Organismen, die zu elektroautotrophem Wachstum
befahigt sind, gehoren zu den acetogenen Mikroorganismen. Die Gram-negativen
Organismen Sporomusa ovata, S. sphaeroides und S. silvatica, sowie die Gram-positiven
Clostridium ljungdahlii, C. aceticum und Moorella thermoacetica, sind alle in der Lage, CO,
mithilfe von kathodischen Elektronen zu reduzieren (Nevin et al. 2011). Von allen bisher in
MES-Systemen getesteten acetogenen Bakterien erbrachte S. ovata die beste Leistung mit
einer Acetatproduktion von bis zu 282 mM/d*m” und einer Effizienz von mehr als 80 %
beziglich der Umwandlung der elektrischen Energie zu Acetat (Nevin et al. 2011; Nie et al.
2013; Zhang et al. 2013; Gong et al. 2013). Allgemein zeigen acetogene Organismen eine
vergleichsweise hohe Effizienz bei der Umwandlung der elektrischen Energie zu einem
Produkt, gegeniber Organismen mit anderen CO,-Fixierungswegen, da CO, fiir sie den
einzigen Elektronenakzeptor darstellt; sie nutzen den Wood-Ljungdahl-Weg fiir die CO,-

Fixierung (Drake et al. 1997; Ragsdale and Pierce 2009).

Neben den acetogenen Bakterien wurde Elektroautotrophie auch fir autotrophe Fe(ll)-
oxidierende Bakterien beschrieben. Unter ihnen wurde fiir das acidophile, aerobe Bakterium
A. ferrooxidans und das neutrophile, aerobe Bakterium M. ferrooxydans gezeigt, dass sie mit
Elektronen von einer Kathode und CO, als einziger Kohlenstoffquelle wachsen kénnen
(Summers et al. 2013; Carbajosa et al. 2010). Dariber hinaus wurde das anaerobe
phototrophe Fe(ll)-oxidierende Bakterium Rhodopseudomonas palustris TIE-1  als

elektroautotropher Organismus beschrieben (Bose et al. 2014).
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Tabelle 3: Mischkulturen in Elektrosynthese-Systemen. Angegeben sind, wenn moglich, das
Kathodenmaterial, das Potential gegen die SHE, die postulierte Art des EET, sowie die
Stromdichte (J).

Organismus, Elektronen-
8 Kathode Kommentar Referenz
Inokulum akzeptor

Graphit-Platte

oder -539 mV vs. SHE '
Mischkultur, Graphit-Granula 5 (Marshall
Brauereiabwasser _590 mV vs. SHE 2 etal. 2012)
Mischkultur, Karbon-Vlies (Jiang et al.
Belebtschlamm CO, 2013)
aus Klaranlage -951 mV vs. SHE
I\/.Iisc.:hkultur, Graphit-Granula (Marshall et
Biofilm aus CO,
Marshall, 2012 -590 mV vs. SHE 2t
Mischkultur, Graphit-Faserstab direkter EET (Zaybak et al.
Sediment aus CO, 5
Moor -400 mV vs. SHE J=34mA/m 2013)
Graphit-Platte
Mischkultur, modifiziert mit Nano- 5 (Jourdin et
Regenwasserteich Web RVC O, J =80 e al. 2015)
-850 mV vs. SHE
Mischkultur, Graphit-Granula o (LaBelle et al.
Brauereiabwasser _goo--800 mV vs. SHE 2 2014)

Tabelle 3 zeigt die Zusammenstellung einiger Arbeiten zur Elektrosynthese mit
Mischkulturen. Angegeben sind das Elektrodenmaterial, das jeweilige Potenzial gegen SHE
und die Herkunft des Inokulums, sowie wenn moglich die Art des EET und die erreichte

Stromdichte.

1.4.1 Thermophile Mikroorganismen in elektrochemischen Systemen

Extreme Bedingungen sind schadlich fiir die meisten Organismen auf der Erde. Zu solch
extremen Bedingungen zdhlen sowohl physikalische (lUbermaRige Kalte oder Hitze,
besonders saurer oder alkalischer pH, Trockenheit) wie auch geochemische (extreme

Nahrstoffarmut oder hohe Schwermetallkonzentrationen). Extreme Standorte zeichnen sich
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meist durch geringe Artenvielfalt aus, dennoch wurden extremophile Mikroorganismen aus
allen drei Reichen (Archaea, Bacteria, Eukaryota) bereits an Extremstandorten gefunden
(Bott and Brock 1969; Pikuta, Hoover, and Tang 2007). Vielen dieser Organismen ist es
unterdessen nicht moglich, unter nicht-extremen Bedingungen zu Uberleben. Einige
extremophile Spezies sind in der Lage, zweiwertiges Eisen, Schwefel oder anorganische
Schwefelverbindungen zu oxidieren, um daraus Energie zu gewinnen (Bonnefoy and Holmes
2012; Dopson and Johnson 2012). Unter den thermophilen Mikroorgansimen, die Standorte
zwischen 45 °C und 122 °C (momentane Obergrenze fir mikrobielles Wachstum) besiedeln,
findet man besonders viele Archaea (Takai et al. 2008). In der Natur besiedeln diese
Organismen Orte mit erhdhter vulkanischer Aktivitat, wie beispielsweise hydrothermale
Schlote, Geysire oder Fumarolen (Brock 1985; Dick et al. 2013). Um an diesen Standorten zu
Uberleben, haben sich bei thermophilen Mikroorganismen viele Anpassungen entwickelt,
wie z.B. ein erhohter GC-Gehalt der DNA und ein hoherer Prozentsatz an gesattigten

Fettsauren in der Membran (Lewin, Wentzel, and Valla 2013).

In einem erst kirzlich erschienenen Review von Dopson et al. werden die unterschiedlichen
extremophilen Mikroorganismen und deren Verwendung in METs zusammengefasst
(Dopson et al. 2015). Bezogen auf deren Relevanz fiir diese Arbeit beschrankt sich dieser

Abschnitt auf die Verwendung thermophiler Organismen.

Vorteile von biochemischem Arbeiten bei erhéhten Temperaturen ergeben sich z.B. durch
die teilweise hohere mikrobielle Aktivitadt, eine bessere Loslichkeit von Substraten und durch
das geringere Risiko von Kontaminationen. Problematisch bei der Arbeit unter erhéhten
Temperaturen hingegen ist die gesteigerte Verdunstung des Mediums. Mathis et al. konnten
zeigen, dass in einer Sediment-MFC bei 60 °C mehr Strom generiert wurde (209-254 mA/m?),
im Vergleich dazu lieferte derselbe Aufbau bei 22 °C nur 10-22 mA/m? (Mathis et al. 2008).
Es gibt bereits mehrere Arbeiten zu Mischkulturen, die in mikrobiellen Brennstoffzellen
eingesetzt und bei erhdhten Temperaturen ausgefihrt wurden (Jong et al. 2006; Ha et al.
2012; Wrighton et al. 2008). Diese Arbeiten zeigen u.a., dass Thermincola Spezies in der Lage
sind, Elektronen direkt auf eine Anode zu lbertragen (Wrighton et al. 2008; Parameswaran
et al. 2013). Darlber hinaus haben Fu et al. einen MEC-Aufbau zur Wasserstoffproduktion
bei 55 °C inkubiert und erreichten dabei eine Riickgewinnung der kathodischen Elektronen

von ca. 70 %. 16S rDNA Analysen zeigten, dass die Gemeinschaft auf der Biokathode von
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Bakterien der Gruppe Firmicutes dominiert wird (Fu et al. 2013a). In derselben
Arbeitsgruppe wurden auch Versuche zur Elektromethanogenese bei erhdhten
Temperaturen durchgefiihrt (Fu et al. 2013b). Im Rahmen einer Masterarbeit an dieser
Arbeitsgruppe konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass Kyrpidia sp. Zellen in der Lage
sind, Elektronen mit einem Potential von -500 mV vs. SHE von einer Kathode zu beziehen,
die Elektrosynthese-Reaktoren liefen bei 60 °C und erzielten Stromdichten von 0.438 A/m?

(Reiner 2015).

Allgemein ist die Verwendung von thermophilen Organismen fir die mikrobielle
Elektrosynthese noch nicht nennenswert erforscht. Das Arbeiten bei erhdhten
Temperaturen wirde hier allerdings entscheidende Vorteile mit sich bringen. Eine denkbare
biotechnologische Anwendung fir die MES bei erhdhten Temperaturen widre die
Verringerung des CO,-Gehalts aus Abgasstromen von beispielsweise Kohlekraftwerken. Der
Einsatz thermophiler Mikroorganismen wiirde ein vorgezogenes Kiihlen der CO,-haltigen

Gasstrome unnotig machen.

1.5 Die mikrobielle Elektrosynthese - eine zukunftsweisende Technologie

Betrachtet man Kohlendioxid als Rohstoff und Kohlenstoffquelle, hat dieser eindeutige
Vorteile wegen seiner nahezu unbegrenzten Verflgbarkeit, seines allgegenwartigen
Vorkommens und seiner geringen Kosten. Ein zusatzlicher positiver Nebeneffekt der
Nutzung von CO, als Ausgangsstoff fir Synthesen ist, dass eine Verringerung des CO,-
Gehaltes in jeglicher Form als erstrebenswertes Ziel gilt, da sich eine Abnahme der
Konzentration an CO; in der Atmosphare positiv auf den Klimawandel auswirkt (Mikkelsen
et al. 2010). Neben bereits bestehenden Technologien, bei denen Mikroorganismen genutzt
werden, um zu einer Verringerung des CO,-Gehaltes beizutragen, beispielsweise durch die
Nutzung von Algen zur Bioethanolherstellung (Algenol, Sapphire Industries), ergibt sich
durch die mikrobielle Elektrosynthese ein weiterer erfolgversprechender Ansatz. Darliber
hinaus ergibt sich durch eine Kopplung dieser bioelektrochemischen Fixierung von CO, an
Energie aus regenerativen Quellen, wie der Wind- oder Solarenergie, mit dem Einsatz der
mikrobiellen Elektrosynthese eine interessante Technologie zur temporadren Speicherung

elektrischer Energie in Form von stabilen chemischen Verbindungen. Derartige Technologien
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sind notwendig, da die Produktion von Strom aus regenerativen Energien umweltbedingten
Schwankungen unterliegt und eine ganzliche Loslosung von fossilen Brennstoffen im
Energiesektor nur durch eine Speicherung des elektrischen Stroms, in Zeiten von
Stromspitzen, zu erreichen ist (Nevin et al. 2010). Die Technologie der mikrobiellen
Elektrosynthese hat gegeniber beispielsweise Photoreaktoren mit Algen den Vorteil, dass
ihr Einsatz nicht auf das Vorhandensein von Licht angewiesen ist woraus sich eine enorme
Platzersparnis und viele Einsatzmdglichkeiten ergeben. Durch die Verwendung von
Mikroorganismen als Katalysatoren einer elektrochemischen CO,-Fixierung kdnnen zudem
Nachteile der klassischen Elektrosynthese, wie der hohe Wasserstoffverbrauch, die
Verwendung teurer Katalysatoren und ein hoher Energiebedarf, umgangen werden (Ganigué

et al. 2015).

Trotz ihrer vielen Vorteile und des innovativen Aspekts handelt es sich bei der mikrobiellen
Elektrosynthese um eine junge Technologie, deren Erforschung sich noch im Anfangsstadium
befindet (Ganigué et al. 2015; Nevin et al. 2010; Lovley and Nevin 2013). Die Produktions-
raten von derzeitigen Systemen sind noch viel zu gering, um einen 6konomisch sinnvollen
Einsatz zu bewerkstelligen (Rosenbaum and Henrich 2014). Darliber hinaus ist auch das
Produktspektrum mit Acetat und Methan als am haufigsten produzierten Stoffen derzeit
begrenzt (Batlle-Vilanova et al. 2015). Um eine Optimierung des Systems zu ermdoglichen, ist
es umso wichtiger, sich mit den molekularen Grundlagen elektrosynthetisch aktiver
Mikroorganismen zu beschaftigen. Dabei sind insbesondere ein detailliertes Verstandnis der
Mikroben-Elektroden Interaktion, sowie der CO,-Fixierungswege von Noten. Mit einem
besseren Verstandnis der dem EET von einer Kathode zugrundeliegenden Mechanismen
konnte dann die Integration dieser Elemente in bekannte CO,-fixierende Organismen
erfolgen. Darliber hinaus kann eine gezielte Verdanderung der Synthesewege in einem
genetisch zuganglichen elektroautotrophen Organismus zur Produktion einer gewiinschten
Komponente genutzt werden. Eine wichtige Herangehensweise ist dabei die Isolierung und
Charakterisierung neuartiger Modellorganismen, die zu elektroautotrophem Wachstum

befahigt sind.
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2  Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es thermophile Mikroorganismen zu finden, die zu
elektroautotrophem Wachstum fahig sind. Zu diesem Zweck sollten Anreicherungen aus
Umweltproben in Elektrosynthese-Reaktoren mithilfe eines Potentiostaten durchgefiihrt
werden. Uber 165 Amplikon-Sequenzanalyse sollten die angereicherten Mikroorganismen
auf ihre phylogenetische Zusammensetzung hin untersucht werden. Die organismische
Verteilung sollte iber CARD-FISH Analysen bestatigt werden. Im Anschluss sollten mogliche
Stoffwechselleistungen der Gemeinschaft, der auf der Kathode befindlichen Organismen,
untersucht werden. Zu diesem Zweck sollte ein Metagenom erstellt werden, welches im
Folgenden als Grundlage zur Analyse eines Metatranskriptoms genutzt werden sollte. Bei
allen durchgefiihrten Analysen waren die zentralen Fragen, die es zu beantworten galt:
Handelt es sich bei den angereicherten Spezies um autotrophe Mikroorganismen? Welche
der bekannten CO,-Fixierungswege operieren in dem etablierten System? Wie lauft der
Elektronentransfer von der Kathode zu den Mikroorganismen ab? Handelt es sich dabei um
einen direkten, oder einen durch |6sliche Substanzen vermittelten Elektronentransfer? Was
nutzen die angereicherten Organismen als terminalen Elektronenakzeptor ihrer Atmung? Die
Fahigkeit der Mikroorganismen zur Fixierung von CO, mit der Energie aus kathodischen
Elektronen sollte weiterhin bestitigt werden. Zu diesem Zweck sollten Versuche mit *C
markiertem Bicarbonat unternommen werden. Im Anschluss an die Charakterisierung der
Gemeinschaft an elektroautotrophen Mikroorganismen, war es ein weiteres Ziel einzelne
Organismen aus der Gemeinschaft zu isolieren und diese auf ihre Fahigkeit zur

Elektroautotrophie hin zu untersuchen.
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3 Material

3.1 Aufbau des Elektrosynthese-Reaktors

Der in dieser Arbeit verwendete Elektrosynthese-Reaktor wurde von Frederik Golitsch
entworfen und ist wie in Abbildung 5 zu sehen aufgebaut. Er wurde erstmals in der Arbeit
von Sturm-Richter et al. 2015 beschrieben (Sturm-Richter et al. 2015). Bei dem Aufbau
handelt es sich um einen klassischen Einkammeraufbau, bei dem sich Arbeitselektrode (AE),
Referenzelektrode (RE) und Gegenelektrode (GE) in ein und demselben Kompartiment
befinden. Die GE befindet sich in einer porosen Glasfritte (PorengrofRe 1-1,6 um, ROBUGIas,
Hattert), was einerseits einen konstanten Austausch des Elektrolyten erlaubt, andererseits
aber groRtenteils verhindert, dass die Organismen zwischen den Kompartimenten hin- und
herwechseln. Als Kathodenmaterial diente ein Graphitvlies (SIGRATHERM; SGL Group,
Wiesbaden), welches eine Dicke von 1 mm und eine Fliche von 16 cm? aufwies. Die GE
bestand aus einem Platinnetz (0,5 x 5cm, 1024 Maschen/cmz), welches Uber einen
Platinfaden (Durchmesser 0,06 mm) befestigt war. Als Referenzelektroden wurden Standard-
Kalomel-Elektroden (standard calomel electrode = SCE) (Sensortechnik Meinsberg, Ziegra-
Knobelsdorf) verwendet. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird der Vereinfachung halber das
Potential immer in Bezug auf die Standard-Wasserstoffelektrode (standard hydrogen
electrode = SHE) angegeben. Ein Potential von 0 mV gegen SHE entspricht einem Potential

von -244 mV gegen SCE.
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Abbildung 5: Aufbau des Elektrosynthese-Reaktors. A Schematische Darstellung des Reaktors mit
Potentiostat, Arbeitselektrode (AE), Referenzelektrode (RE), Gegenelektrode (GE) und
Gaseinleitungsrohr. B Bild des Aufbaus, angeschlossen an den Potentiostat im Inkubator.

3.2 Probenmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben stammen von der Azoreninsel Sdo Miguel
(Portugal). Aufgrund vulkanischer Aktivitat sind auf dieser Insel neben vielen Kaltwasser-
auch einige HeiBwasser- und Thermalquellen zu finden. Die Quellen werden von
Grundwasser fihrenden Schichten gespeist, welche entweder aus erstarrten Lavastromen
oder aus pyroklastischen Ablagerungen bestehen (Cruz and Franca 2006). Entlang der
Nordflanke des Vulkans Fogo befinden sich drei Bereiche, in denen HeiR- und Thermalwasser
austritt. Acht weitere Quellen findet man rund um die Caldera von Furnas und an deren
sldlicher Flanke. Alle diese Quellen fihren StiBwasser, welches einen sauren pH-Wert und
einen relativ hohen Anteil an Schwefelverbindungen aufweist. Die Temperaturen liegen
zwischen 30 °C und >100 °C. An der westlichen Seite des Vulkankomplexes Sete Cidades
befinden sich zwei weitere Thermalquellen, diese fliihren jedoch Salzwasser (Cruz and Franca

2006). Eine weitere Probe wurde im Taroko Nationalpark in Taiwan entnommen.
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3.2.1 Standorte der Probenentnahme auf Sao Miguel

Die Probenentnahme erfolgte im Sommer 2012 an verschiedenen Heil3- und Thermalquellen
im Westen (Thermas das Ferraria) im Zentrum (Caldeira Velha und Caldeiras da Ribeira
Grande) und im stidostlichen Teil (Caldeiras Lagoa das Furnas und Caldeiras das Furnas) Sao
Miguels. Neben der Probenentnahme an den Heil3- und Thermalquellen wurden auch an
zwei Fumarolen in der unmittelbaren Umgebung des Geothermiekraftwerkes Central
Geothérmica Pico Vermelho Proben genommen. In Abbildung 6 sind die genauen Standorte

der Proben-enthnahme markiert.

Sao Miguel @

Nordeste

Mostteiros
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@ Termas da Ferraria @ Caldeiras da Ribera Grande
@ Central Geothemica Pico Vermelho @ Caldeiras Lagoa das Furnas 0 K 10
m
@ Caldeira Velha @ Caldeiras das Furnas

Abbildung 6: Schematische Darstellung von Sao Miguel. Die Quadrate zeigen die Orte der
Probenentnahme an. @ Thermas da Ferraria; @ Central Geothérmica Pico Vermelho; @ Caldeira
Velha; @ Caldeiras da Ribeira Grande; @ Caldeiras da Lagoa das Furnas; @ Caldeiras da Furnas.

3.2.1.1 Dokumentation der Probenentnahme auf Sao Miguel

Bei der Probenentnahme wurde darauf geachtet, wenn mdoglich den Eintrag von
organischem Material zu vermeiden. An jeder Entnahmestelle wurde die Temperatur, der
pH-Wert und eventuelle weitere Besonderheiten dokumentiert. Die Proben wurden vor Ort
in anaerobe Gefdlle gegeben und bei Raumtemperatur (RT) gelagert. In Tabelle 4 sind die

Proben und die jeweiligen erhobenen Daten zusammengefasst.
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Tabelle 4: Auflistung der entnommenen Proben.

Probe Entnahmeort Tem(gz;atur pH-Wert  Besonderheiten
#1 Caldeira Velha 75,5 1,96 Wasserprobe, viel org. C
#2 Caldeira Velha 75,5 1,96 Sediment, viel org. C
#3 Caldeira Velha n.n. n.n. Sediment aus ~5cm
Tiefe
#a Caldeiras Ribeira 62,9 1,87 Sediment, org. C, stark
Grande schwefliger Geruch
#5 Central n.n. n.n. Sand von
Geothérmica Pico Fumarolendecke
Vermelho
#H6 Central n.n. n.n. Sand von
Geothérmica Pico Fumarolenboden
Vermelho
#7 Central ~50 6 Biofilm, rote Bereiche
Geothérmica Pico
Vermelho
#8 Central ~50 6 Biofilm, rotliche und
Geothérmica Pico helle Bereiche
Vermelho
#9 Central ~50 n.n. Biofilm, komplett
Geothérmica Pico
Vermelho
#10 Caldeiras Lagoa 64,2 2,37 Wasserprobe, maRig org.
das Furnas C, sehr starker
Schwefelgeruch
#11 Caldeiras Lagoa 64,2 2,3 Sediment von Abfluss,
das Furnas makRig org. C, sehr
starker Schwefelgeruch
#12 Caldeiras Lagoa n.n. 3 aus siedender Quelle
das Furnas
#13 Caldeiras Lagoa 62,2 2,37 Wasserprobe
das Furnas ankonzentriert, maRig
org. C, sehr starker
Schwefelgeruch
#14 Caldeiras Lagoa n.n. 2,5 Fumarole nahe Seeufer,
das Furnas sehr heiBer Dampf
#15 Caldeiras Furnas 51,3 3,54 Sediment aus grauer
Zone, maRig org. C
#16 Caldeiras Furnas 51,3 3,54 Sediment aus roter Zone,
maRig org. C
#17 Caldeiras Furnas 51,3 3,54 Sediment aus dkl. roter
Zone, maRig org. C
#18 Caldeiras Furnas 61,9 5 Sediment, wenig org. C
#19 Caldeiras Furnas 72 6 Sediment, wenig org. C,

weille Filamente
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Temperatur

Probe Entnahmeort °C) pH-Wert  Besonderheiten

#20 Central 52 6 nahe Fumarole, viele
Geothérmica Pico Cyanobakterien
Vermelho

#21 Central 60 6 nahe Fumarole, weil3-
Geothérmica Pico fleischfarbener Bereich
Vermelho

#22 Caldeiras da 62,9 1,87 Wasserprobe
Ribeira Grande

#23 Caldeiras da 438 3,44 Sediment, kein org. C
Ribeira Grande

#24 Caldeira Velha ~30 6,5 Rostroter Biofilm, kein

org. C

#25 Thermas da 60 n.n. Salzwasser

Ferraria

3.2.2 Beschreibung der Probe aus dem Taroko Nationalpark (Taiwan)

Eine weitere Probe stammt aus einer Thermalquelle im Taroko Nationalpark in Taiwan. Diese

Probe wurde im Sommer 2013 mit einer Anaerobenflasche entnommen und unter

Sauerstoff Ausschluss transportiert. Die Temperatur der Thermalquelle lag zwischen 45 °C

und 55 °C und hatte einen pH-Wert von 6,7. Es war kein Eintrag von organischem Material zu

vermerken.

3.2.3 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 5 aufgelistet. Alle Primer wurden von

Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

Tabelle 5: Verwendete Primer.

Nummer Bezeichnung Sequenz (5'23) Referenz

#661 Bac27F GAGTTTGATCCTGGCTCA (Lee et al. 2010)
#662 Uni1525R AGAAAGGAGGTGATCCAGCC (Lane et al. 1992)
#506 Uni1492R GGTTACCTTGTTACGACTT (McAllister et al.

2011)

#1540 Bac27F_deg AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Lee et al. 2010)
#1541 Uni1525_deg AGAAAGGAGGTGWTCCARCC (Lane et al. 1992)
#963 Arch915F AGGAATTGGCGGGGGAG (Stahl and Amann

1991)
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Nummer Bezeichnung Sequenz (5'23) Referenz
#105 Arch21F TTCCGGTTGATCCYGCCGGA (Kvist et al. 2007)
#106 Arch958R YCCGGCGTTGAMTCCAATT (DeLong 1992)
#1610 Bac341F CCTACGGGNGGCWGCAG (Stahl and Amann
1991)
#1611 Bac805R GACTACHVGGGTATCTAATCC (Stahl and Amann
1991)
#1651 IMGM Pr1 MID1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Diese Arbeit
A for "~ G_ACGAGTGCGT AGGAATTGGCGGGGGAG
#1652 IMGM Prl- CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC TCA Diese Arbeit
6 A rev G_GACGGGCRGTGTGTRCAA
#1653 IMGM_Pr2_MID2_A_CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
for G_ACGCTCGACA AGGAATTGGCGGGGGAG
#1654 IMGM_Pr3_MID3_A_CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
oo G_AGACGCACTC AGGAATTGGCGGGGGAG
#1655 IMGM_Pr4_MID4_A_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
for G_AGCACTGTAG AGGAATTGGCGGGGGAG
#1656 IMGM_Pr5_MID5_A_CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
oo G_ATCAGACACG AGGAATTGGCGGGGGAG
#1657 IMGM_Pr6_MID6_A_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
for G_ATATCGCGAG AGGAATTGGCGGGGGAG
#1658 IMGM_Pr7_MID7_B_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
for G_CGTGTCTCTA CCTACGGGNGGCWGCAG
#1659 IMGM_Pr7-12_B_rev CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC TCA Diese Arbeit
G_GACTACHVGGGTATCTAATCC
#1660 IMGM_Pr8_MID8_B_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
for G_CTCGCGTGTC CCTACGGGNGGCWGCAG
#1661 IMGM_Pr9_MID9_B_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Dijese Arbeit
for G_TAGTATCAGC CCTACGGGNGGCWGCAG
#1662 IMGM_Pr10_MID10_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Diese Arbeit
B_for G_TCTCTATGCG CCTACGGGNGGCWGCAG
#1663 IMGM_Pr11_MID11_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Diese Arbeit
B_for G_TGATACGTCT CCTACGGGNGGCWGCAG
#1664 IMGM_Pr12_MID12_ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCA Diese Arbeit
B_for G_TACTGAGCTA CCTACGGGNGGCWGCAG
#992 Uni1406R GACGGGCRGTGTGTRCAA (Lane et al. 1992)
#1914 Bac530F GTGCCAGCMGCNGCGG (Dowd et al. 2008)
#1915 Bac1061R CRRCACGAGCTGACGAC (Degnan and

Ochman 2012)
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3.3 Sonden

Die in dieser Arbeit verwendeten CARD-FISH (catalyzed reporter deposition fluorescence in

situ hybridization) Sonden wurden bei biomers (Ulm), die FISH Sonden bei mwg (Ebersberg)

oder Sigma-Aldrich (Steinheim) bestellt, eine Auflistung ist Tabelle 6 zu entnehmen. Die

Sonden hatten jeweils am 5°-Ende einen Fluoreszenzfarbstoff oder ein HRP (horse radish

peroxidase) -Konjugat und wurden Uber Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt.

Tabelle 6: Verwendete Sonden.

Name Sequenz (5'23)

Spezifitit % FA* Referenz

EUB338-I [CY3]GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Arch915 [FITC]GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

EUB338-I [HRP] GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Arch915 [HRP] GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

Bacteria 0-50 Amann, 1990

Archaea 20 Stahl und amann,
1992

Bacteria 0-50 Amann, 1990

Archaea 20 Stahl und amann,
1992

* FA = Formamid

3.4 Chemikalien, Enzyme und Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei

Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe),

Merck (Darmstadt), Life Technologies

(Darmstadt), Roche (Mannheim), AppliChem (Darmstadt) oder VWR (Darmstadt) bestellt.

Die Chemikalien wurden in einer Reinheit > 98 % oder p.a.-Qualitdat von den Firmen bezogen.

Die verwendeten Kits, Enzyme und Farbstoffe sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Kits, Enzyme und Farbstoffe.

Produkt

Hersteller

InnuSPEED Soil DNA Kit

RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit
DNA-free™ Kit

MessageAmp™.-Il Bacteria Kit

MICROBExpress™ Kit

SuperScript® Double-Stranded cDNA Synthesis Kit
REPLI-g® Single Cell Kit

LifeGuard™ Soil Preservation Solution

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

pT7 perfectly blunt cloning Kit

Analytic Jena (Jena)

MO BIO (Carlsbad, USA)
ambion (Thermo Fischer, USA)
ambion (Thermo Fischer, USA)
ambion (Thermo Fischer, USA)
invitrogen (Carlsbad, USA)
QIAGEN (Hilden)

MO BIO (Carlsbad, USA)
Promega (Mannheim)
Novagen (Merck, UK)
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Produkt

Hersteller

Nitrat-Test (LCK 339)
Nitrit-Test (LCK 341)
Ammonium-Test (LCK 304)
MangoMix™

iProof High-Fidelity Polymerase
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
6x DNA Loading Dye Solution
Midori Green
Alexad88-succimidylester
Alexa546-succimidylester
Thyramine HCI
4’,6’-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Hach-Lange (Dusseldorf)
Hach-Lange (Dusseldorf)
Hach-Lange (Dusseldorf)
Bioline (Luckenwalde)

Biorad (Miinchen)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Biozym (Hessisch Oldendorf)
Life Technologies (Darmstadt)
Life Technologies (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)

Applichem (Darmstadt)
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4 Methoden

4.1 Anreicherung im Elektrosynthese-Reaktor

Der abnehmbare Deckel, des in Materialien 3.1 beschriebenen Reaktors, wurde mit der
Arbeitselektrode, der Gegenelektrode und dem Gaseinleitungsrohr bestiickt und dann auf
dem Reaktor befestigt. Das als Kathodenmaterial dienende Graphitvlies wurde zunachst mit
Isopropanol benetzt, mit Wasser gewaschen und dann in den Deckel eingebaut. Der Reaktor
wurde mit dH,0 aufgefiillt, der Deckel aufgebracht und autoklaviert. Die Referenzelektrode
wurde erst nach dem Autoklavieren des Reaktors eingesetzt. Flir die Anreicherung wurde ein
Minimalsalzmedium nach den vorherrschenden Bedingungen in den Quellen, aus denen die
Proben stammen, entworfen (Cruz and Franca 2006; Cruz and Amaral 2004). Die Medien-
zusammensetzung ist Tabelle 9 zu entnehmen. Das Medium wurde unter der Sterilbank in
den bereits autoklavierten Reaktor gefiillt, die RE wurde eingebaut und im Inkubator wurde
der Gasschlauch Uber einen 0,2 um Sterilfilter (Filtropur, Sarstedt) angeschlossen. Das
Medium wurde mit N,/CO, (80:20) begast, um die Bedingungen fur die anschlieRende

Anreicherung herzustellen.

Tabelle 8: Zusammensetzung Elektrosynthesemedium.

Name Komponente Konzentration Einwaage [g/L]
[mM]

Elektrosynthese- NH,4CI 10 0,53

medium NaCl 8,7 0,15

pH 4 mit H,SO, KH,PO,4 0,3 0,04
HEPES 5 1,19

Wolfe’s Mineralelexier ~ Spurenelemente 2% 1 ml von Stock

CaCl, (1 M Stock) CaCl, 0,1 1 ml von Stock

MgSO, (1 M Stock) MgSO, 0,012 120 plL von Stock

Alle Medienkomponenten wurden in ddH,0 geldst und autoklaviert.
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Als Spurenelemente wurden das Wolfe’s Mineralelexier aus dem DSMZ Medium 792

verwendet. Die Zusammensetzung ist Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Zusammensetzung Wolfe's Mineralelexier (DSMZ Medium 792).

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [g/L]
Wolfe’s Mineral- MgSQO,4 * 7 H,0 121,0 30,0
elexier (1000x) MnSO; * H,O 29,6 5,0
pH 1,0 mit2,5N NacCl 172,0 10,0
H,SO4 FeSO4 * 7 H,0 3,5 1,0
CoCl, * 6 H,0 7,6 1,8
CaCl; * 2 H,0 6,8 1,0
ZnS0O4 * 7 H,0 6,3 1,8
CuSO4 * 5 H,0 0,4 0,1
KAI(SO4), * 12 H,0 0,4 0,18
H3BOs 1,6 0,1
Na;MoO,4 * 2 H,0 0,4 0,1
(NH2)2Ni(SO4), * 6 H,0 7,1 2,8
Na, WO, * 2 H,0 0,3 0,1
NaSeOq4 0,5 0,1

Zunachst wurde ein pH-Wert von 1 mit verdiinnter H,SO, in ddH,0 eingestellt, dann wurden alle
Salze zugegeben, gelost und anschlieBend autoklaviert.

Uber einen AUTOLAB Potentiostat (Metrohm, Utrecht, NL) wurde mithilfe der RE an der
Kathode ein konstantes Potential von -350 mV gegen SHE angelegt. Die Anreicherungen
wurden im Dunkeln bei 60 °C inkubiert und konstant begast. Als Inokulum dienten ~40 ml
einer Mischung aller in Tabelle 4 aufgefiihrten Proben. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit

wurde in einem der Ansatze der HEPES Puffer weggelassen.

4.2 Anreicherung, Isolierung und Zellzucht von Anreicherungen aus dem

Reaktor

Nach ca. 24-monatiger Inkubation im Elektrosynthese-Reaktor wurden von den Organismen
auf der Kathode Anreicherungen angesetzt, die unabhangig von der Kathode als Elektronen-
donor leben sollten. Als Elektronendonor wurde stattdessen H, eingesetzt. Als Grund-
medium diente eine Abwandlung des DSMZ Mediums 182 fiir Sulfolobus (Tabelle 10), da aus
ersten Ergebnissen hervorging, dass Vertreter der Sulfolobales eine der vorherrschenden

Organismengruppen auf der Kathode darstellen.
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Tabelle 10: Zusammensetzung Anreicherungsmedium (nach DSMZ Medium 182).

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [g/L]
DSMZ Medium 182 Hefeextrakt 0,1% 1,0
pH 4.0 - 4,2 mit H,SO; KH,POq4 22,04 3,0
(NH4),S04 18,92 2,5
MgS0, * 7 H,0 0,81 0,2
CaCl, * 2 H,0 1,7 0,25
Wolfe’s Mineralelexier 0,1% 1 ml von Stock
(1000x)

Ausgehend von dem Grundmedium wurden drei unterschiedliche Anreicherungsstrategien
verfolgt. In allen Ansdtzen diente H, als Elektronendonor und das im Medium enthaltene
Sulfat (SO4%) stellte einen moglichen Elektronenakzeptor dar. In weiteren Ansitzen wurden
entweder 2 mM Nitrat (NOs) oder Sauerstoff (O,) als weitere Elektronenakzeptoren
zugegeben. Um das Fehlen einer unbekannten essentiellen Komponente zu vermeiden,
wurde allen Ansdtzen zusatzlich 0,1 % Hefeextrakt zugegeben. Es konnte deswegen nicht
ausgeschlossen werden, dass der Hefeextrakt als moglicher Elektronendonor oder als
mogliche Kohlenstoffquelle genutzt wurde. Fir die initiale Anreicherung wurden ca. 30 ml
Medium in 150 ml Schottflaschen gegeben, anaerobisiert, wobei unter Schitteln
abwechselnd mit N, begast und Vakuum gezogen wurde, und anschliefend autoklaviert.
Unter der Sterilbank wurde ein Stiick der Kathode mit einem Skalpell abgetrennt und direkt
in ein 15 ml Reaktionsgefal mit Medium (Flissigphase aus dem Reaktor) gegeben. Das Stiick
Kathode wurde anschlieend in einem Anaerobenzelt (Coy Laboratories, USA) in das
vorbereitete Medium Uberfuhrt. Schlussendlich wurde die Gasphase gegen H,/CO; (80:20)
ausgetauscht und ein leichter Uberdruck auf die Flaschen gegeben. Im Verlauf der
Kultivierung wurde immer wieder H,/CO, Uberdruck auf die Flaschen gegeben. Um eine
bessere Verteilung des Wasserstoffs im Medium zu ermdoglichen, wurden alle Ansdtze

schittelnd bei 60 °C inkubiert.

4.2.1 Kryo-Konservierung

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde von den jeweiligen Anreicherungskulturen 1 ml

steril abgenommen und mit 30 % Glycerin oder mit 5% DMSO (Dimethylsulfoxid) versetzt.
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Die so behandelten Kulturen wurden in flissigem N, schockgefroren und in selbigem

gelagert.

4.3 Anreicherung in FeCO;-Gradientenrdohrchen

Bei der Suche nach elektroautotrophen Organismen gibt es mehrere Herangehensweisen.
Die wohl innovativste, effektivste und schonste stellt die oben beschriebene (Abschnitt 4.1)
dar, bei der direkt im System an einer Kathode auf Mikroorganismen selektiert wird, die
Elektronen mit einem bestimmten, Gber den Potentiostaten vorgegebenen Potential nutzen
kénnen. Aufgrund einer eingeschrankten Anzahl an Potentiostatenkandlen wurde als
weiterer Ansatz eine klassische Anreicherung gewadhlt. Es sollte auf Eisen-oxidierende
Organismen, die bei neutralem pH wachsen wund Sauerstoff als terminalen
Elektronenakzeptor nutzen konnen, selektiert werden. Zu diesem Zweck wurde eine
Anreicherung in FeCOs-Gradientenrohrchen gewahlt, wie sie in Emerson und Moyer 1997
beschrieben wurde (Emerson and Moyer 1997). Die Zusammensetzung des Mediums ist

Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: Zusammensetzung modifiziertes Wolfe's Mineralmedium.

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [g/L]
Modifiziertes Wolfe’s NH,CI 18,7 1,0
Mineralmedium MgS0O,4 * 7 H,0 0,81 0,2
(MWMM) CaCl, * 2 H,0 0,68 0,1

KH,PO4 0,37 0,05
Wolfe’s Mineralelexier 0,1% 1 ml von Stock
(1000x)

Alles auRer KH,PO4 in 1000 ml ddH,0 lésen, dann KH,PO,4 zugeben und erneut mischen.

Zu dem fertigen Medium wurden 0,15 % Agarose (0,75 g auf 500 ml) gegeben und danach
autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde das Medium mit steriler Vitaminlésung (DSMZ

1116, Tabelle 12) und 5 mM NaHCOs; komplementiert.
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Tabelle 12: Zusammensetzung Vitaminlosung (DSMZ 1116).

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [mg/L]
Vitaminlosung Vitamin B12 0,04 50
(DSMZ 1116) Pantothensaure 0,23 50
(1000x) Riboflavin 0,13 50
Pyridoxamin-HCl 0,05 10
Biotin 0,08 20
Folsdure 0,05 20
Nicotinsaure 0,2 25
Nicotinamid 0,2 25
a-Liponsaure 0,24 50
p-Aminobenzoesdure 0,36 50
Thiamin-HCI * 2 H,0 0,12 50

Alle Komponenten in 1000 ml ddH,0 l6sen und anschlieRend sterilfiltrieren (0,2 um Sterilfilter

Filtropur, Sarstedt).

4.3.1 Kultivierung der isolierten Organismen in R2ZA-Medium

Einige der Isolate wurden nach deren Vereinzelung der Einfachheit halber in dem

Komplexmedium R2A angezogen (Tabelle 13). Der pH-Wert wurde entsprechend dem

Organismus mit H,SO,4 eingestellt.

Tabelle 13: Zusammensetzung R2A-Medium (nach Reasoner und Geldreich).

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [g/L]

R2A-Medium Hefeextrakt 0,5% 0,5
Pepton 0,5% 0,5
Caseinhydrolysat 0,5% 0,5
Dextrose 2,78 0,5
Starke 3 0,5
Na-Pyruvat 2,73 0,3
K;HPO, 1,72 0,3
MgSO, 0,42 0,05

Alle Komponenten in 1000 ml dH,0 I6sen und das Medium autoklavieren. Nach Bedarf 1,5 % Agar
zugeben, um feste Nahragar-Platten zu erhalten. Nach Reasoner und Geldreich (Reasoner and

Geldreich 1985).
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4.4 Bestimmung stoffwechselphysiologischer Parameter

4.4.1 Nitrat-Nitrit-Reduktion

Eine Veranderung der Stickstoffverbindungen wurde mithilfe von Kiivettentests der Firma
Hach Lange (Dusseldorf) Gberwacht. Bei der Anwendung wurde dabei nach den Angaben des

Herstellers verfahren.

4.4.2 Sulfat-Reduktion

Fir die Bestimmung der Sulfat-Konzentration wird die Fallung von Sulfat mit Bariumchlorid
zu Bariumsulfat genutzt, welches photometrisch bestimmt werden kann. Zu diesem Zweck

wurde nach dem Protokoll von Kolmert et al. 2000 wie folgt verfahren (Kolmert et al. 2000).

Tabelle 14: Zusammensetzung der Konditionierungs-Losung.

Name Komponente Konzentration [M] Einwaage [g/L]
Konditionierungs- NaCl 2,586 150
Losung Glycerin 10 % 100 ml/L
Konz. HCI 6% 60 ml/L
96 % Ethanol 20 % 200 ml/L

Fir eine Eichkurve wurde K,SO,4 in den Konzentrationen von 0 bis 5 mM benutzt. Zu 500 pl
der Konditionierungs-Losung (Tabelle 14) wurden jeweils 500 ul der Probe gegeben und
grindlich auf einem Vortex-Schittler gemischt. Anschlieffend wurde 1 ml des Gemischs zu
30 mg BaCl gegeben und fir 1 min gut gevortext, wobei sich ein weiBer Niederschlag von
BaSO,-Kristallen bildete. Das Gemisch wurde in eine 1 ml Kiivette gegeben und die
Absorption der BaSO4-Kristalle konnte bei 420 nm in einem Photometer gemessen werden.
Fiir die Messung war es wichtig, das prazipitierte BaSO,4 direkt vor der Messung nochmals zu

vortexen, um es in Suspension zu halten.

4.4.3 Gesamtkohlenstoffanalyse

Die Bestimmung des gesamten organischen Kohlenstoffs (total organic carbon = TOC) einer
Losung wurde in einem multi N/C® 2100 S von Analytic Jena (Jena) durchgefiihrt. Dabei wird
CO; mithilfe von nichtdispersiver Infrarot (NDIR) Photometrie detektiert. Zunachst wird der

CO,-Gehalt einer Losung bestimmt, also der Anteil an anorganischem Kohlenstoff (total
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inorganic carbon = TIC), indem dieser durch Ansduerung mit 10 %iger ortho-HsPO4 aus der
Losung ausgetrieben und anschlieBend mit dem NDIR Detektor gemessen wird. Im zweiten
Schritt wird der gesamte Kohlenstoffgehalt (total carbon = TC) der Probe bestimmt. Hierfir
wird zunachst aller Kohlenstoff bei 800 °C komplett zu CO, oxidiert, welches dann
anschlieBend ebenso mit dem NDIR-Detektor detektiert wird. Der TOC-Gehalt der Probe

wird letztlich Gber eine Differenzmethode aus TC und TIC berechnet (TOC = TC —TIC).

4.5 Inkorporation von **C markiertem Bicarbonat

Um eine Aussage dariber treffen zu kénnen, ob die Mikroorganismen auf der Kathode dazu
in der Lage waren, mit den bereitgestellten Elektronen anorganischen Kohlenstoff zu fixieren
oder nicht, wurde ein Experiment mit *C-markiertem NaHCO; (99 % 3C; 97 % chem. pur.)
von Cambridge Isotope Laboratories (USA) durchgefiihrt. Das Experiment wurde in dem
Elektrosynthese-Reaktor inkubiert, aus welchem auch die Proben entnommen wurden, die
fir die Erstellung der Phylogenie, des Metagenoms und des Metatranskriptoms
herangezogen wurden. Zu diesem Zweck wurde zundchst der verbliebene Teil des
Kathodenvlieses in zwei Teile halbiert, von denen anschlieBend einer an den Potentiostat
angeschlossen wurde und der andere nicht. Um konstante Bedingungen zu generieren,
wurde an die eine Halfte der Kathode ein Potential von -350 mV angelegt und der Reaktor
fur zwei Tage erneut mit N,/CO, begast. AnschlieBend wurde das Gas abgedreht und 1g
NaH®CO; in Wasser gelést zugegeben und der Deckel fest verschlossen. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurde dann jeweils ein Stiick der an den Potentiostaten
angeschlossenen bzw. nicht-angeschlossenen Kathode mit einem Skalpell abgetrennt, in ein
Kryo-GefdaR gegeben und in fllissigem N, schockgefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung
wurden die Graphitvlies Stiicke bei -20 °C gelagert. Zum Herauslosen der Zellen aus dem
Vlies wurde eine 10 mM H,S04-Losung (~pH 2) hergestellt. Zu jedem Stlick Kathode wurde
1 ml der H,SO4-L6sung zugegeben und die Zellen durch Schiitteln fir 40 min bei 11 Hz mit
einer Zellmihle (Retsch, Haan) abgel6st. AnschlieBend wurde die Flissigphase in 1,5 ml
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und mit der in Abschnitt 4.4.3 behandelten Methode der TOC-
Gehalt der Proben bestimmt. Jeweils 500 pyl der Proben wurden anschlieBend in zuvor
ausgewogene Zinnkartuschen (10 x 10 mm, IVA Analysentechnik, Meerbusch) gegeben, auf

Trockeneis gefroren und danach lyophilisiert.
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Die so vorbereiteten Proben wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang Wilcke
(Institut fur Geographie und Geookologie) mittels Kernspinresonanzspektroskopie auf

Unterschiede im *C-Gehalt hin untersucht.

4.6 Molekularbiologische Methoden

4.6.1 DNA-Isolierung

Zur lIsolierung der gesamten genomischen DNA aller in dieser Arbeit behandelten Proben
wurde das InnuSPEED Soil DNA Kit von Analytic Jena (Jena) verwendet. Es wurde dabei nach
den Angaben des Herstellers verfahren. Als Ausgangsmaterial diente entweder ein
kleingeschnittenes Stick der Kathode oder 1-2ml der Flissigkulturen. Im Fall der
Flissigkulturen wurden diese abzentrifugiert und das Pellet direkt im Lysepuffer
resuspendiert. AnschlieBend wurde mit allen Proben gleich verfahren. Das Prinzip des
Zellaufschlusses basiert bei der angewandten Methode auf einer Kombination aus
mechanischer und chemischer Zelllyse. Fiir den mechanischen Aufschluss wurde eine
Zellmihle (Retsch, Haan) verwendet. Die Zellen wurden flr 7 min bei 30 Hz aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde die DNA Uber zwei Filtermembranen gewaschen und in ddH,0 eluiert.

Die erhaltene DNA wurde in unterschiedlichen PCR Reaktionen eingesetzt.

4.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden DNA Fragmente amplifiziert. In dieser
Arbeit wurden unterschiedliche Polymerasen zu unterschiedlichen Zwecken eingesetzt. Fur
eine einfache Kontroll-PCR wurde beispielsweise der MangoMix (Bioline) verwendet. Es
handelt sich dabei um eine 2x konzentrierte Mischung, die bis auf die Primer bereits alle fiir
eine PCR notwendigen Komponenten enthélt (MangoTag™ DNA-Polymerase, dNTPs, MgCl,

und Puffer). Ein 50 pl Reaktionsansatz fiir die MangoTag™ setzte sich wie folgt zusammen:
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Ansatz Standard MangoTag™ PCR Programm

25 ul 2x MangoMix 95°C—-3 min Initiale Denaturierung

12 pl Primer A (2 pmol/ul) 95 °C—-30sec Denaturierung

12 pl Primer B (2 pmol/pl) 55°C—-30sec Primer-Bindung 35 Zyklen
1 pl Template (50-250 ng/ul) 72 °C -1 kb/min Elongation

72°C-10 min finale Elongation

Wenn es um die Amplifizierung schwieriger Fragmente ging oder eine hohe Genauigkeit der
Amplifikate erwlinscht war, war die Polymerase der Wahl die iProof Polymerase (Biorad,
Minchen). Diese sogenannte ,high fidelity” Polymerase ist 52-fach exakter und zudem
schneller als die Tag-Polymerase. Bei einem Reaktionsansatz mit der iProof mussten alle

Komponenten extra nach dem unten aufgefiihrten Schema fiir 50 ul pipettiert werden.

Ansatz Standard iProof PCR Programm

10 pl iProof GC Puffer 98 °C—3 min Initiale Denaturierung

1 pliProof (2U/ul) 98 °C—10sec Denaturierung

1 pl ANTP Mix 55°C-30sec Primer-Bindung 35 Zyklen
1-10 % DMSO 72 °C - 2 kb/min Elongation

12,5 pl Primer A (2 pmol/pl) 72 °C—-10 min finale Elongation

12,5 pl Primer B (2 pmol/ul)
1 ul Template (50-250 ng/ul)
ad ddH,0

4.6.3 Reinigung von DNA

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten nach einer PCR wurde das Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System von Promega (Mannheim) verwendet. Die DNA wird an eine Silicasaule
gebunden und Verunreinigungen konnen durch Ethanol-haltige Puffer ausgewaschen

werden. Im Anschluss wird die DNA mit ddH,0 von der Saule eluiert.

Die DNA wurde entweder direkt nach einer PCR auf die Sdule gegeben und gereinigt oder

aus Gelstlicken aufgereinigt.
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4.6.4 Gesamt-DNA-Amplifizierung

Mittels Illumina-Sequenzierung wurde die Gesamt-DNA der Zellen auf der Kathode fiir die
Erstellung eines Metagenoms sequenziert. Da nur wenig Material flr dieses Vorhaben zur
Verfligung stand, musste die gesamte genomische DNA der Zellen amplifiziert werden. Die in
dem Kit verwendete $29 Polymerase ist hierflir besonders gut geeignet, da sie sehr lange
Amplifikate herstellt, typischerweise 2-100 kb, ohne von der template DNA zu dissoziieren.
Des Weiteren hat die $29 Polymerase eine 3’25’ Exonuklease-proofreading Aktivitat und ist
somit mehr als 1000x genauer als die Tag-Polymerase. In einer Reaktion kénnen mit diesem
Kit DNA-Mengen von bis zu 40 pg erreicht werden. Da die Amplifizierung mit der ¢29
Polymerase unspezifisch geschieht, ist ein Eintrag von Fremd-DNA bestmoglich
auszuschlieBen. Die Amplifizierung der genomischen DNA wurde mit dem REPLI-g Single Cell
Kit (QIAGEN, Hilden) nach dem Protokoll fir ganze Zellen durchgefiihrt. Vor der
Amplifizierung wurde ein Teil des bewachsenen Kathodenvlieses in ein 15 ml Reaktionsgefald
in LifeGuard Soil Preservation Solution (MO BIO, Carlsbad, USA) gegeben und die Zellen
durch sanftes Schitteln mit der Retsch Zellmihle (Haan) flir 30 min bei 8 Hz herausgelost.
AnschlieBend wurde bei 2500 x g zentrifugiert und das Pellet in einem geringen Volumen
derselben Losung resuspendiert. Ein Teil wurde fiir eine DNA Isolierung mit dem InnuSPEED
Soil DNA Kit benutzt, ein weiterer Teil fir die RNA lIsolierung. Fir die Amplifizierung der
gesamten genomischen DNA wurden 500 pl entnommen, (iber Zentrifugation bei 10.000 x g
zweimal mit PBS versetzt mit DEPC gewaschen und wieder in 500 pl aufgenommen. Fir die
Reaktion wurden jeweils 4 pl eingesetzt. Alle Reaktionen wurden in 0,5 ml ReaktionsgefaRen

im MJ Mini Cycler (Biorad, Miinchen) durchgefiihrt.

4.6.5 RNA-Isolierung und Amplifizierung

Um ein genaueres Bild der physiologischen Vorgdange zu erhalten, die sich innerhalb der
Zellen auf der Kathode abspielen, sollte die gesamte RNA dieser Zellen isoliert und
anschlieend mittels lllumina sequenziert werden. Fir diesen Zweck wurde das RNA
PowerSoil Total RNA Isolation Kit (MO BIO, Carlsbad, USA) gewahlt. Die Zellen werden hier,
wie auch bei dem fir die DNA lIsolierung verwendeten Kit, sowohl mechanisch wie auch
durch chemische Lyse aufgeschlossen. Die Extraktion der Nukleinsdauren erfolgt Uber

Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol. Die bereits beschriebenen, aus dem Kathodenvlies
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herausgeldsten Zellen (siehe Abschnitt 4.6.4) wurden zum Teil in die RNA Isolierung
eingesetzt. Im Weiteren wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren und dabei
immer darauf geachtet, Kontaminationen durch fremde Nukleinsduren zu vermeiden. Im
Anschluss an die RNA Isolierung wurde die teilweise mit isolierte DNA Uber das DNA-free Kit
(ambion) abgereinigt. Es wurde dabei nach den Herstellerangaben verfahren, die Reaktion
wurde fur 30 min bei 37 °C inkubiert. In einer Test-PCR (27 Zyklen) mit 16S Primern fir
Bacteria (#1610 und #1611) wurde anschlieRend (iberpriift, dass keine DNA mehr vorhanden
war. Die flir physiologische Stoffwechselleistungen aussagerelevante mRNA stellt nur einen
sehr geringen Anteil an den gesamten RNAs einer Zelle dar, der Hauptteil sind 16S und 23S
rRNA und tRNAs (~90%). Aus diesem Grund folgt auf die Abreinigung der DNA
normalerweise eine Anreicherung der mRNA. In unserem Fall war die Konzentration an
gesamter RNA jedoch so gering, dass eine Anreicherung der mRNA nicht moglich war. Aus
diesem Grund wurde nach den Angaben des Herstellers mit Komponenten des
MICROBExpress™ Kit (ambion) die gesamte RNA gefillt. Die somit ankonzentrierte gesamte
RNA wurde anschlieBend mit dem MessageAmp™-Il Bacteria Kit (ambion) amplifiziert. Die
Amplifizierung erfolgt nach einer linearen in vitro transkriptionsbasierenden Methode (Van
Gelder et al. 1990). Da die prokayotische mRNA im Gegensatz zu eukaryotischer mRNA keine
Poly-A Schwanze hat, werden diese im ersten Schritt Giber eine Poly-A-Polymerase aus E. coli
angefligt. AnschlieRend wird die RNA mithilfe von Oligo-dT-Primern und einem T7-Promotor
durch die ArrayScript Reverse Transkriptase (RT) revers transkribiert, man erhalt eine
komplementire ¢cDNA. Uber die T7-Promotor-Primer und die DNA-Polymerase wird die
Einzelstrang cDNA (sscDNA) nun in doppelstrangige DNA (ds DNA) umgeschrieben,
gleichzeitig baut eine RNaseH die noch vorhandene RNA ab. Ausgehend von der ds DNA
werden im letzten Schritt mit der T7-RNA-Polymerase 100 bis mehrere 1000 Kopien an
antisense RNA Transkripten erstellt. Der Hersteller empfiehlt, als minimale Menge an
Gesamt-RNA 100 ng in die Reaktion einzusetzen. Dies war in unserem Fall nicht moglich, es
wurde daher die groBRtmogliche Menge eingesetzt. Es wurden alle Schritte nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt, die amplifizierte RNA wurde schlussendlich in ddH,0

gelost.
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4.6.6 Umschreiben von aRNA in cDNA

Die amplifizierte RNA konnte nicht direkt sequenziert werden, daher wurde sie nochmals in
cDNA umgeschrieben und dann zu einer lllumina Sequenzierung gegeben. Das Umschreiben
erfolgte mit dem SuperScript® Double-Stranded cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) nach den
Angaben des Herstellers. Im ersten Schritt wird die aRNA mit der SuperScript®ll RT in
ss cDNA umgeschrieben, anschlieffend wird in einer isothermalen Reaktion gleichzeitig die
RNA {ber eine RNaseH abgebaut und ds DNA (iber die DNA-Polymerase | synthetisiert. Es
wurden zwei Ansadtze verfolgt, einer mit Oligo-dT-Primern (Thermo Scientific) sowie einer
mit Random Hexamer-Primern (Thermo Scientific). Vor der Sequenzierung wurden beide

Ansatze 1:1 gemischt.

4.7 Sequenzierungsmethoden

4.7.1 Sequenzierung nach Sanger

Sequenzanalysen von einzelnen PCR Fragmenten oder Plasmiden wurden bei den Firmen
GATC Biotech (Konstanz) und mwg (Bihl) durchgefiihrt. Die Sequenzierung beruht dabei
grundsatzlich auf der von Sanger eingefiihrten Kettenabbruch-Synthese mithilfe von
Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTP). Der Vergleich der 16S rDNA Sequenzen erfolgte

Uber das online-Programm ,,Ribosomal Database Project” (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu)

und Uber die Datenbank des ,National Center for Biotechnology Information” (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Fir Alignments und die anschlieRende Erstellung von

Stammbadumen wurde das Programm geneious (Biomatters, Auckland, New Zealand)

verwendet.

4.7.2 454-Sequenzierung

Die 454-Sequenzierung ist im Gegensatz zur oben beschriebenen Sanger-Sequenzierung eine
der sogenannten ,next generation sequencing” (NGS) Methoden. Der enorme Vorteil dieser
NGS-Technologien besteht in ihrer extrem hohen Durchsatzleistung. Bei dieser Technologie
werden die zu sequenzierenden DNA-Fragmente (maximal 500 bp) Gber Adaptoren an beads
gekoppelt, und je eines dieser beads kommt in eine Vertiefung einer Pico-Titer-Platte. Vor

der eigentlichen Sequenzierung wird jedes einzelne DNA-Fragment in einer sogenannten
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Emulsions-PCR innerhalb dieser Mikroreaktionsraume klonal amplifiziert, sodass am Ende
viele ss DNA-Fragmente an einem bead gekoppelt sind. Sequenziert wird anschlieRend Gber
eine Pyrosequenzierung. Dafiir wird zu jedem bead ein Enzym-Mix aus Pufferldsung mit
DNA-Polymerase, Sulfurylase und Luziferase gegeben. Wahrend des Sequenzierungslaufes
werden in definierter Abfolge dNTPs zugegeben. Kommt es durch die DNA-Polymerase zum
Einbau eines passenden dNTPs, wird das Pyrophosphat freigesetzt, welches dann durch die
ATP-Sulfurylase zu ATP umgesetzt wird. Das ATP wiederum bewirkt, dass Luziferin durch die
Luziferase zu Oxyluziferin umgesetzt wird und es zu einem Lichtsignal kommt, welches durch
eine hoch sensible CCD Kamera detektiert werden kann. Das detektierte Signal ist dabei
abhdngig von der Menge an eingebauten Nukleotiden. Durch eine definierte Zugabe der

dNTPs kann direkt auf die Sequenzabfolge der DNA riickgeschlossen werden.

In dieser Arbeit wurde die 454-Sequenzierung genutzt, um Aussagen Uber die phylo-
genetische Zusammensetzung unterschiedlicher Proben zu erlangen. Dafiir wurde zundchst
die genomische DNA der jeweiligen Proben mit dem InnuSPEED Soil DNA Kit (Analytic Jena)
wie in 4.6.1 beschrieben isoliert. Im Anschluss daran wurde eine iProof-PCR unter folgenden

Bedingungen mit speziellen 16S Primern fir Bacteria oder Archaea durchgefiihrt.

Ansatz (30 pl iProof PCR Programm

6 ul iProof GC Puffer 98 °C—-2,5min Initiale Denaturierung

1 pl iProof (2U/ul) 98 °C—-10 sec Denaturierung

1 pl ANTP Mix 52/56 °C—30 sec Primer-Bindung* 35 Zyklen
1 ul DMSO 72 °C—-45 sec Elongation

7,5 ul Primer A (2 pmol/ul) 72°C-10min  finale Elongation

7,5 ul Primer B (2 pmol/ul)

~1 pl Template (50-250 ng/ul) * 52 °C: Archaea, 56 °C: Bacteria

ad ddH,0

Die Primer (Tabelle 5) enthielten zusatzlich zu den bindenden Bereichen fir die 16S auch
Sequenzen fir die Adaptoren zur Kopplung an die beads, und auch 10 bp lange Sequenzen,
die als Wiedererkennungscode dienten und jeweils spezifisch fiir eine bestimmte Probe
waren. Im Anschluss an die PCR wurden die Amplifikate mit dem Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) aufgereinigt und in einer Konzentration von ~10 ng/ul auf
Trockeneis zu IMGM® Laboratories (Martinsried) versendet, wo sie auf einem FLX-Junior

(Roche) sequenziert wurden.
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4.7.3 lllumina-Sequenzierung

Wie die 454- gehort auch die Illumina-Sequenzierung zu den NGS Technologien. Gestartet
wird hierbei Uber eine sogenannte Briickensynthese. Daflir werden zundachst DNA- oder
RNA-Fragmente von 50 oder 100 bp erstellt und diese mit zwei unterschiedlichen Adaptoren
versehen. Die so praparierten Nukleinsduren werden dann denaturiert, als Einzelstrange auf
eine Tragerplatte aufgebracht und anschliefend per Brickenamplifikation vervielfaltigt. Es
entstehen dadurch Bereiche mit vervielfaltigter DNA/RNA, die dieselbe Sequenz aufweisen.
Bei der eigentlichen Sequenzierung werden wie bei der Sanger Methode Nukleotide
verwendet, die zu einem Kettenabbruch fiihren. Die Nukleotide sind bei der Illumina-
Sequenzierung mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Im ersten Schritt wird von der DNA-
Polymerase ein Nukleotid eingebaut und anschlieBend werden die nicht inkorporierten
Nukleotide weggewaschen. Mit einer speziellen Kamera wird das Fluoreszenzsignal
detektiert und nachfolgend die zum Kettenabbruch filhrende Gruppe und der
Fluoreszenzfarbstoff abgespalten. Danach wird mit erneuter Zugabe fluoreszenz-markierter
dNTPs ein neuer Zyklus eingeleitet. Man spricht hierbei von einer sogenannten zyklischen
reversiblen Kettenabbruchreaktion. Im Gegensatz zur 454-Sequenzierung werden dabei
immer alle 4 Nukleotide zugegeben, die jeweils mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert

sind.

In dieser Arbeit wurden mithilfe der Illumina-Sequenzierung ein Metagenom und ein
Metatranskriptom erstellt. Zu diesem Zweck wurde die gesamte DNA wie in Abschnitt 4.6.4
beschrieben amplifiziert bzw. die RNA erst isoliert und dann amplifiziert (Abschnitt 4.6.5).
Die Sequenzierungen wurden am KIT Campus Nord am Institut fiir Toxikologie und Genetik

durchgefihrt.

4.8 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsdauren anhand ihrer GréRe aufgetrennt.
Durch ihre negative Ladung kénnen DNA- und RNA-Molekiile im elektrischen Feld zur Anode
wandern. Die Geschwindigkeit, mit der die Molekiile sich bewegen, hangt dabei vom
Salzgehalt des Puffers sowie der PorengroRRe in der Gelmatrix ab. Zur Auftrennung der

Nukleinsdauren wurden in dieser Arbeit hauptsachlich 1 %ige Agarosegele verwendet. Hierzu
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wurde die entsprechende Menge an Agarose (Invitrogen, Darmstadt) in 1x TAE-Puffer
(Tabelle 15) aufgekocht, mit 1 ul/ml Midori Green (0,2 %ige Losung) versetzt und

anschliefend in einen Gelschlitten mit den gewiinschten Kimmen gegeben.

Tabelle 15: Zusammensetzung TAE-Puffer.

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [g/L]
TAE-Puffer (Tris- Tris 37 4,48
Acetat-EDTA-Puffer)  Eisessig 0,114 % 1,14

pH 8 EDTA (0,5 M) 1 2 mi/L

Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit
1x TAE-Puffer gefillte Elektrophoresekammer gegeben. Wurden mit dem MangoMix
amplifizierte Proben untersucht, konnten diese direkt in die Taschen geladen werden,
andernfalls wurden die zu untersuchenden Proben vor dem Beladen der Taschen mit 6x DNA
Loading Dye Solution (Fermentas) versetzt. Als GroRenstandard diente der GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Fermentas). Die Nukleinsdauren wurden in der Regel bei einer konstanten
Spannung von 120V aufgetrennt und die DNA anschliefend mithilfe einer UV-Lampe
(IL 200M; Bachhofer, Reutlingen) detektiert.

4.9 Catalyzed reporter deposition Fluoreszenz in situ Hybridisierung (CARD-

FISH)

Mittels der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) kénnen Mikroorganismen quasi in
nativem Zustand, was ihre Aktivitat angeht, analysiert werden. Die zu untersuchenden
Organismen koénnen zu einem beliebigen Zeitpunkt fixiert werden. AnschlieBend kann
mithilfe von DNA-Sonden, welche an die rRNA der Zellen binden, die Anwesenheit und die
Verteilung der Organismen im jeweiligen Kontext untersucht werden. Im Gegensatz zu der
Standard-FISH, bei der an die Sonden direkt ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist,
verwendet man bei der catalyzed reporter deposition Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(CARD-FISH) Sonden, die ein Enzym gekoppelt haben. Das Enzym ist eine HRP (horse radish
peroxidase) Peroxidase, die farbstoffgekoppelte Tyramide zu einem Radikal umwandeln
kann. Diese kurzlebigen Radikale binden wiederum vorzugsweise an Phenolreste in Tyrosin,

welche sich in direkter Umgebung der HRP befinden, und geben dadurch ein
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Fluoreszenzsignal ab. Da eine HRP mehr als ein Tyramid umsetzen kann, kommt es zu einer
Signalverstarkung. Die CARD-FISH Methode wird daher hauptsachlich bei Proben eingesetzt,
die eine geringe Aktivitdt aufweisen oder bei denen eine hohe Hintergrundfluoreszenz
erwartet wird. Pernthaler et al. 2004 geben einen sehr guten Uberblick tGiber die Methode

(Pernthaler and Pernthaler 2004).

4.9.1 Probenfixierung

Bei der Fixierung biologischer Proben ist darauf zu achten, ein entsprechendes Grund-
medium oder einen entsprechenden Puffer zu verwenden, um den pH-Wert und die
Osmolaritat der Zellen aufrecht zu erhalten. In dieser Arbeit wurde stets das entsprechende
Medium, aus dem die Probe stammte, mit 4 % Formaldehyd versetzt und fiir die Fixierung
verwendet. Als Faustregel fir die Fixierung kann angenommen werden, dass Formaldehyd
ca. 1 mm/h diffundiert, in Abhangigkeit von der Dichte der Probe. Fur die Fixierung soll stets

das 20-fache Volumen an Fixierlésung eingesetzt werden.

Fixierung von Flissigkulturen:

Fir die Fixierung wurden 1-5 ml einer aktiven Kultur schrittweise bei 10.000 x g fir 2 min
abzentrifugiert, das Pellet in dem jeweiligen Medium mit 4 % Formaldehyd resuspendiert
und die Zellsuspension dann fiir ca. 1 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurde das Formaldehyd
aus der Losung entfernt, indem die Suspension bei 10.000 x g flir 2 min zentrifugiert wurde,
der Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet wurde in 1x PBS (Tabelle 16) aufgenommen
und erneut zentrifugiert. Dieses Waschen mit PBS wurde zweimal wiederholt und nach dem
letzten Schritt wurde das Pellet in einem 1:1 Gemisch aus 1x PBS und 96 % Ethanol
aufgenommen. Das Volumen an PBS:Ethanol, in dem die Zellen aufgenommen wurden, hing
dabei von der jeweiligen Zelldichte ab. Die so fixierten Zellen konnten anschliefend

bei -20 °C bis zu einer Hybridisierung gelagert werden.

Tabelle 16: Zusammensetzung PBS.

Name Komponente Konzentration [mM] Einwaage [g/L]

PBS (10-fach) NacCl 1380 80

pH 7,5 KCl 27 2
Na;HPO, 100 14,4
KH,PO4 17 2,4
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Fir die Hybridisierung wurden je 15 pl der Zellsuspension auf spezielle Objekttrager (VWR,
USA) aufgebracht. Diese Objekttrager besitzen 8 Vertiefungen, die ein Verlaufen der Proben
verhindern, und sind weiter mit PTFE-beschichtet, was ein Anheften der Zellen ermdglicht.
Nach dem Aufbringen der Zellen wurden die Objekttrager bei 30-46 °C getrocknet.
AnschlieBend wurde auf die getrockneten Zellen 0,1 %ige Low Melt Agarose (Roth)

aufgebracht und diese wiederum bei 30-46 °C getrocknet.

Fixierung von Kathoden:

Fiir die Fixierung wurde ein Stlick der Kathode mit dem Skalpell abgetrennt und direkt in
Medium mit 4 % Formaldehyd gegeben. Die Kathoden wurden zum Fixieren fiir ca. 4 h bei
4 °C inkubiert. Anschliefend wurde die Fixierlésung abgenommen, 1 x PBS auf die Kathode
gegeben und fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Das PBS wurde danach abgenommen und die

Kathode konnte bis zu einer Hybridisierung in PBS bei 4 °C gelagert werden.

4.9.2 Verwendete Puffer

Folgende Puffer und Losungen wurden fiir die CARD-FISH bendtigt.

Tabelle 17: Zusammensetzung Hybridisierungspuffer fiir CARD-FISH, bei -20 °C lagern.

Formamid [c] 20 % FA 30 % FA
Substanz [ml] [ml]
5 M NacCl 3,6 3,6
1 M Tris/HCI, pH 8 0,4 0,4
ddH,0 10 8
Dextran-Sulfat [g] 2 2
20 % SDS 0,02 0,02
10 % Blocking Reagent* (Roche) 2 2
Formamid (FA) 4 6

* Das Blocking Reagent wird in Maleinsdure-Puffer gelost (100 mM Maleinsdure, 150 mM NacCl,
pH 7,5).
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Tabelle 18: Zusammensetzung des Waschpuffers, CARD-FISH.

Formamid [c] 20 % FA 30% FA
Substanz [ml] [ml]
5 M NacCl 4,3 2,04
1 M Tris/HCI, pH 8 2 2
0,5 M EDTA, pH 8 1 1
20 % SDS* 0,05 0,05
ddH,0 93 95
* SDS wurde am Ende zugegeben.
Tabelle 19: Zusammensetzung CARD-FISH Losungen.
LOosung Komponente Konzentration Zusammensetzung
Amplifikationspuffer 1 x PBS - 450 ml/L
5 M NacCl - 400 ml/L
Dextransulfat - 10 ml/L
10 % Blocking Reagent 10 % 100 g/L
(Roche)
Einbettpuffer Citifluor AF1 - 11 ml
(Citifuor Lt. London)
Vectashield H1000 - 2ml
(Linaris, Wertheim)
1 x PBS - 1 ml
SSC (20-fach) NacCl 3IM 175,3 g/L
pH 6 mit 7 NHCI
Tri-Na-Citrat Dihydrat 0,3M 88,2 g/L

Fir die Herstellung des Hybridisierungs- bzw. Amplifikationspuffers wurden die jeweiligen

Losungen auf 60 °C erhitzt, um das Dextransulfat zu I6sen. Danach wurden sie auf Eis wieder

abgekihlt. Der Hybridisierungspuffer konnte fiir mehrere Monate bei -20°C gelagert

werden. Der Amplifikationspuffer konnte fiir mehrere Wochen bei 4 °C aufbewahrt werden.

Der Waschpuffer wurde immer frisch hergestellt. Der Einbettpuffer wurde im Dunkeln bei

4 °C gelagert.

4.9.3 Sonden

In Tabelle 6 sind die in der Arbeit verwendeten Sonden aufgelistet. Alle Sonden wurden in

einer Konzentration von 50 ng/ul eingesetzt. Zunachst wurden sie entsprechend der OD

Angabe des Herstellers 1:100 mit ddH,0 verdiinnt (OD1 = 100 pl) und (iber Nacht bei 4 °C
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gelost. Zur Konzentrationsbestimmung der HRP-Sonden wurde eine Formel aus Pernthaler et

al. angewandt (Pernthaler and Pernthaler 2004).

(Absorptioneo nm— (Absorptionses nm X 0,276)) x 20 ng/ul x V

Nukleinsduren haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, ein Absorptionswert von 1
entspricht dabei einer Konzentration von 20 ng/ul. Die HRP selbst hat ein Absorptions-
maximum bei 404 nm. Da auch die Absorption der HRP mit zu dem Absorptionswert bei
260 nm beitragt, sollte ein Korrekturfaktor von 0,276 von der Konzentration abgezogen
werden. Weiter sollte das Verhaltnis von der Absorption der DNA zur HRP um den Faktor 3

liegen, damit sei eine optimale Kopplung gewahrleistet.

Die bei der Amplifizierung verwendeten Tyramide waren bereits als Tyramid-Konjugate
vorhanden. Diese wurden nach einem Protokoll von Pernthaler 2004 hergestellt, aliquotiert,
in der SpeedVac getrocknet und dann bei -20 °C gelagert. Zur Aktivierung der Farbstoffe

wurden jeweils 25 pl ddH,0 zugegeben (Pernthaler and Pernthaler 2004).

4,9.4 CARD-FISH Protokoll

Die Objekttrager mit Flussigkulturen (Abschnitt 4.9.1) wurden zundchst in einer
aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert. Daflr wurden die Objekttrager jeweils fiir 3 min bei
RT erst in 50 %, dann 80 % und zuletzt in 100 % Ethanol gegeben. Dieser Schritt entfiel bei
den fixierten Kathoden. Da Zellen endogene Peroxidasen besitzen, die unspezifische Signale
hervorrufen konnen, wurden diese nach dem Dehydrieren durch Inkubation fiir 10 min bei
RT in 0,1 M HCI inhibiert. Danach wurde der Objekttrager kurz in ddH,0 eingetaucht und
anschlielend bei RT oder 38-46 °C getrocknet. Meist wurden die Proben am Vortag

entwachst und konnten dann im Kihlschrank aufbewahrt werden.

Neben der Inhibition von Peroxidasen ist eine weitere Funktion der HCI die Zellen poros zu
machen, sodass die Sonden eindringen konnen. Reichte die Behandlung mit HCI nicht aus,
um ausreichend gefarbte Zellen zu erhalten, konnten weitere Schritte angefligt werden, wie
beispielsweise eine Inkubation der Objekttrager fur 10 min in 0,5% SDS in PBS und
anschlieBendem kurzen Eintauchen in ddH,0 oder einer Behandlung mit 10 mg/ml Lysozym

und/oder 10 mg/ml Proteinase K in 100 mM Tris/HCl, 50 mM EDTA (pH 7,4) fur 1 h bei 37 °C.
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Im Anschluss an die Behandlung mit Lysozym oder Proteinase K muss das Dehydrieren in der
aufsteigenden Ethanolreihe wiederholt werden. All diese Schritte wurden bei der CARD-FISH

mit den Kathoden genauso durchgefihrt.

Im nachsten Schritt wurden die Sonden in den entsprechenden Hybridisierungspuffer
(Tabelle 17) gegeben und dann das Ganze auf die Zellen pipettiert (Objekttrager: 74,5 ul
Puffer + 0,5pul Sonde (50 ng/ul), Kathoden: 1490 ul Puffer + 10 ul Sonde). Um das
Austrocknen der Proben wahrend der Inkubation fiir ca. 2 h bei 46 °C zu verhindern, wurden
sogenannte feuchte Kammern in 50 ml Schraubdeckelréhrchen vorbereitet. Dazu wurde ein
Kimtech-Tuch (Roth, Karlsruhe) in das Rohrchen gebracht und 2 ml der entsprechenden

Formamid-Konzentration in ddH,0 zugegeben.

Nach der Hybridisierung wurden die Proben kurz in auf 48 °C vorgewdarmten Waschpuffer fir
die entsprechende FA-Konzentration (Tabelle 18) gegeben und in einem zweiten
Waschpuffer bei 48 °C fir 15 min gewaschen. AnschlieBend wurde die Probe fiir 15 min in

1 x SSC gewaschen.

Nach dem Waschen wurde der Objekttrdager aus der Flussigkeit genommen und auBerhalb
der Probenvertiefungen trocken getupft, bei den Kathoden wurde soviel der Fllssigkeit wie
moglich abgezogen. Die Probe durfte auf keinen Fall komplett austrocknen. Als nachstes
wurde die Amplifizierungslosung aus 500 ul Amplifikationspuffer, 0,5 ul Alexa-Tyramid und
5 ul verdlinntem H,0; (1 pl H,0, + 199 pl 1 x PBS) vorbereitet und auf die Proben gegeben
(fir die Kathoden wurde entsprechend die 3-4-fache Menge angesetzt). Das H,0, wurde
dabei immer erst kurz vor dessen Zugabe zu der Mischung frisch verdiinnt. Eine dunkle Box
mit Deckel wurde wieder mit einem Kimtech-Tuch mit 2 ml ddH,O versehen, die Proben

hineingelegt und fiir 20 min bis 1 h bei 37 °C amplifiziert.

Die Proben wurden anschlieBend zweimal mit 1 x SSC gewaschen und danach zweimal kurz

in ddH,0 getaucht.

Bei einer Einfach-Hybridisierung wurde direkt im Anschluss mit der DAPI (4’,6’-Diamidin-2-
Phenylindol) Farbung fortgefahren. Bei einer Doppelhybridisierung musste zunachst die HRP
der ersten Sonde durch erneute Inkubation mit 0,1 M HCI inaktiviert werden, bevor mit der

zweiten Hybridisierung weitergemacht werden konnte.
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DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an DNA bindet und somit alle Zellen anfarben sollte,
daher wurde er bei jeder CARD-FISH zum Gegenfarben benutzt. Fir die Farbung wurde DAPI
in einer Konzentration von 1 pg/ml auf die Proben gegeben und 5 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Die restliche Losung wurde abgeklopft, die Proben im Anschluss zweimal je eine
Minute mit ddH,O gewaschen und zuletzt kurz in 96 % Ethanol getaucht. Nach dem
Trocknen der Proben wurde auf jede Vertiefung ein Tropfen Einbettpuffer (Tabelle 19)
gegeben und ein Deckglaschen aufgelegt und kurz angedriickt. Die Objekttrager konnten so
bei -20 °C gelagert werden. Die Kathoden wurden im Anschluss an die DAPI-Farbung in einer

dunklen Box bei 4 °C aufbewahrt.

4.9.5 Klassische Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Da bei der klassischen FISH Sonden benutzt werden, die den Fluoreszenzfarbstoff direkt
gebunden haben, fillt der bei der CARD-FISH notwendige Amplifizierungsschritt weg. Die
Inkubation mit der 0,1 M HCl ist in diesem Fall nur dazu notwendig, die Zellen fir die Sonden
durchladssig zu machen. Dadurch, dass die Sonden den Fluoreszenzfarbstoff direkt gebunden
haben, ist es moglich, mit zwei Sonden, die unterschiedliche Farbstoffe gekoppelt haben und
die dieselbe FA-Konzentration bendétigen, zeitgleich zu farben. Da es zu keiner Signal-
verstarkung bei der Amplifizierung kommt, muss starker als bei der CARD-FISH darauf

geachtet werden, den Einfall von Licht zu vermeiden.

4.10 Mikroskopie

4.10.1 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie handelt es sich um eine Abwandlung der Lichtmikroskopie,
bei der ein fluoreszierender Stoff, ein Fluorophor, mit einer bestimmten Wellenldnge
angeregt wird. Der Fluorophor wird durch die Anregung in einen energetisch héheren
Zustand versetzt. Die Energie, die abgegeben wird, um den Grundzustand wieder zu

erlangen, wird dabei in Form von langwelligerem Licht sichtbar.

In dieser Arbeit wurde ein Leica Mikroskop vom Typ DM5500B verwendet (Kamera: Leica

DFC360FX, 100x Objektiv mit Ol Immersion und Dip-In-Objektiv 63x HCX APO L63/090W mit
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Wasserimmersion). Die Bilder wurden mit der Leica Software LAS-AF erstellt und teilweise
auch mit dieser bearbeitet. Dreidimensionale Aufnahmen der Kathode wurden nachtraglich

mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImagelJ bearbeitet (Schneider et al. 2012).

4.10.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mithilfe von Volker Zibat am

Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie des KIT durchgefiihrt.

Die untersuchte Kathode wurde zunachst wie bei der Probenvorbereitung fiir die CARD-FISH
(Abschnitt 4.9.1) beschrieben fixiert. Da Proben fiir das REM komplett wasserfrei sein
miussen, wurde die Probe anschlieBend (iber Nacht bei RT getrocknet. Die trockene Probe

wurde auf einen Probentrager geklebt und Platin beschichtet.

4.11 Bioinformatische Methoden

4.11.1 16S Community-Analyse mit QIIME

Die bioinformatische Analyse der 16S-Sequenz Rohdaten aus den 454-Sequenzierungen
wurde mithilfe des Linux-basierten, frei verfligbaren Programmpakets QIIME (quantitative
insight into microbial ecology) durchgefiihrt (Caporaso et al. 2010). In QIIME sind mehrere
Pythonskripte zur Datenanalyse inbegriffen. Im ersten Schritt erfolgte tber den Befehl
split_libraries.py  die  Auswahl bestimmter Sequenzen (Uber den jeweiligen
probenspezifischen Barcode, gleichzeitig wurden dabei reads verworfen, die unterhalb einer
Sequenzlange von 200 bp oder einem quality score von 25 lagen. Die Ubrigen Sequenzen
wurden weiterhin zu operational taxonomic units (OTUs) gebiindelt, wobei die Zuordnung zu
einem OTU eine Sequenziibereinstimmung von 97 % voraussetzte (pick_de _novo_otu.py).
Fir jedes OTU wurde anschlielend repradsentativ eine Sequenz Uber den, in QIIME
implementierten, RDP classifier taxonomisch abgeglichen, wobei die neueste Version der

Greengenes Datenbank gg 12 10 (http://greengenes.secondgenome.com/downloads/

database/12 10) und voreingestellte Optionen verwendet wurden (Caporaso et al. 2010;

DeSantis et al. 2006; Wang et al. 2007). Fir die graphische Darstellung wurden die

Ergebnisse zuletzt in OriginPro (OriginLab) importiert.
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Um eine weitere GroRe fiir die Diversitat einer Probe zu erhalten wurde mithilfe des Skripts

alpha_diversity.py der Shannon Index einiger Proben bestimmt.
Formel Shannon Index: H' = —Y,;pi *Inpi mit pi = %

H’ = Shannon Index einer Population aus N Individuen unterschiedlicher Spezies, von denen

ni zu einer Spezies gehoéren

pi = Anteil der Spezies i an der Gesamtzahl N

4.11.2 KEGG, KAAS

Die Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes (KEGG) ist eine umfangreiche, frei
zugadngliche Datenbank, die strukturierte Informationen zu organismenspezifischen
Stoffwechselwegen, Biomolekilen, Genen und Genomen beinhaltet (Ogata et al. 1999).
Mithilfe des KEGG Automated Annotation Servers (KAAS) ist es moglich computergestiitzte
Vorhersagen anhand der KEGG Datenbank zu machen. Die Bearbeitung von groRen
Datensatzen, wie beispielsweise eines Metagenoms, erfolgt dabei mittels GHOSTX Suche
nach der SBH (single directional best hit) Methode. Dabei werden Sequenzdatensdtze mit
bereits charakterisierten Genomen abgeglichen. Das Ergebnis enthalt KO (KEGG ontology)
Zuweisungen und automatisch generierte KEGG Stoffwechselwege. Fiir diese Arbeit wurde
eine in Protein FASTA lbersetzte Datei des Metagenoms (erstellt durch die bioinformatische
Arbeit von Andreas Dotsch, IFG) mittels KAAS aufgearbeitet. Zum Abgleich wurden die
Referenzgenome von 40 Organismen gewahlt, zu denen nahe verwandte bei der 16S Analyse

ausfindig gemacht wurden und solche von bekannten Eisenoxidierern.
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden thermophile elektroautotrophe Mikroorganismen aus
Umweltproben angereichert und anschlieRend charakterisiert. Die Arbeit kann in drei Teile
gegliedert werden: Zunachst soll auf die Anreicherung und Beschreibung thermophiler
Mikroorganismen in Elektrosynthese-Reaktoren bei 60 °C eingegangen werden. In dem
darauffolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse gezielter Anreicherungen aus den im
ersten Teil beschriebenen Reaktoren dargestellt. Im letzten Abschnitt werden kurz die
Ergebnisse der Isolierung zweier thermophiler Bakterien liber einen klassischen Ansatz bei

45 °C vorgestellt.

5.1 Thermophile Elektrosynthese

Die mikrobielle Elektrosynthese stellt einen relativ jungen Forschungszweig innerhalb der
Bioelektrochemie dar. Um die mechanistischen Details, die dieser Lebensweise zugrunde
liegen, besser zu verstehen, ist es daher besonders erstrebenswert, neue Mikroorganismen
zu finden und zu beschreiben, die zu elektroautotrophem Wachstum fahig sind. Da es sich
bei Elektroautotrophie nicht um eine natirlich vorkommende Lebensweise von Organismen
handelt, miissen weiterhin einige Uberlegungen zur Wahl einer geeigneten Umweltprobe,
die als Inokulum fiir einen erfolgversprechenden Elektrosynthese-Anreicherungsansatz
dienen kann, vorangestellt werden. Alle Umweltproben, die fiir die Anreicherung in
Elektrosynthese-Reaktoren verwendet wurden, stammen aus HeiBwasser- und
Thermalquellen auf der Azoreninsel Sdo Miguel. Eine genauere Beschreibung der
Probenentnahme ist den Materialen in Abschnitt 3.2.1 zu entnehmen. Die beprobten
Quellen sind in Abbildung 6 gekennzeichnet und Tabelle 4 umfasst eine detaillierte
Aufstellung der 24 entnommenen Proben. Da das Ziel dieser Arbeit die Anreicherung

thermophiler elektroautotropher Organismen war, wurden ausschlieRlich Proben aus heiRen
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Quellen verwendet. Weiterhin wurde darauf geachtet, den Eintrag von organischem

Material moglichst gering zu halten, da der Schwerpunkt auf autotroph

Mikroorganismen gelegt wurde.

pH ~3,5; neue Kathode dazu, Negativ-
Kontrolle mit HEPES

0

Je 1 LMedium altund 1 L Medium neu,

l \ dltere Kathode in neuen Topf und eine neue

Abbau: Kryo-Stocks,
Kathode fur FISH, 16S Analyse

Uberfuhrt, Negativ-Kontrolle ohne HEPES

* CARD-FISH, REM, 16S Analyse,
* Metagenom und Metatranskriptom

Je 1 LMedium altund 1 L Medium neu, neue
l \ \ Kathode in neuen Topf + ein Stiick der alten

% %k CARD-FISH, REM, 16S Analyse
** nach 9 Monaten:
Start 13C-Experiment

Neuer Topf, Medium ohne HEPES, eine Kathode l ~ 3 Monate

lebende

~ 4 Monate

~ 2 Monate

~ 4 Monate

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Elektrosynthese-Reaktoren mit Uberfithrungen und
Analysen im zeitlichen Verlauf. Brdunliche Reaktoren enthalten Medium mit HEPES, graue
Reaktoren enthalten Medium ohne HEPES. Die Farben der Kathoden spiegeln deren weitere
Uberfithrung wider. Alle schwarzen Kathoden sind in Kontrollreaktoren. Der Reaktor oben links
enthalt etwas Sedimentprobe (braun). Auf der Kathode im Reaktor unten in der Mitte (Transplant-

Reaktor) wurde ein Stlick Kathode (vom Spender-Reaktor) aufgebracht (grin auf gelb).
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Abbildung 7 zeigt schematisch den zeitlichen Verlauf der Anreicherungen in den
Elektrosynthese-Reaktoren mit den jeweiligen Uberfiihrungen. Zu Beginn wurden vier
Elektrosynthese-Reaktoren mit jeweils 20ml derselben Mischung aus den 24
unterschiedlichen Umweltproben (Tabelle 4) beimpft. Einem der Reaktoren wurde zusatzlich
etwas Sedimentprobe derselben Mischung beigegeben. Alle Ansdtze wurden unter
denselben Bedingungen (60 °C, -350 mV vs. SHE, neutraler pH, Begasung mit N,/CO;)
gestartet, wobei zwei der Ansatze zusatzlich mit Tageslichtlampen ausgeleuchtet wurden (in
Abbildung 7 dargestellt mit Glihlampen), um das Wachstum von phototrophen Organismen
zu beglinstigen. Der einzige Ansatz, der nach einer Inkubation von ca. vier Wochen eine
Veranderung der Stromstarke zeigte, war der Reaktor, dem zu Beginn etwas Sedimentprobe
zugegeben wurde. Alle anderen Versuchsansatze wurden daraufhin verworfen und es wurde
nur mit dem einen Ansatz weitergearbeitet. Bedeutende Eingriffe in das System k&nnen
Abbildung 7 entnommen werden. Zusitzlich zu den Uberfiihrungen dieses Elektrosynthese-
Reaktors sind hier auch die Analysen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefihrt

wurden, gekennzeichnet.

5.1.1 Initiale Anreicherung

Nach nur kurzer Zeit sank der anfangs eingestellte neutrale pH-Wert, wahrscheinlich durch
die nicht unerheblichen Mengen an Schwefelsdure, die durch das Inokulum mit eingetragen
wurden, auf 3,5 und blieb konstant bei diesem Wert. Aus diesem Grund wurde der pH im
Weiteren auf diesen Wert eingestellt und teilweise auf die Zugabe von HEPES als neutrales
Puffersystem verzichtet (in grau markierte Elektrosynthese-Reaktoren in Abbildung 7). Durch
die konstante Begasung mit N,/CO, lag die Konzentration an geléstem CO, in den
Elektrosynthese-Reaktoren, bei 60 °C und pH 3,5, stets bei ungefahr 15 mg/L. Um organische
Rickstande aus dem Reaktor zu entfernen und somit auf autotrophe Mikroorganismen zu
selektionieren, wurde der Deckel des Reaktors mit der Kathode und die Hélfte des Mediums
in einen neuen, sterilen Reaktor Uberfiihrt und mit frischem Medium aufgefillt. Ab diesem
Zeitpunkt wurde weiterhin ein nicht beimpfter Kontroll-Reaktor unter denselben

Bedingungen gestartet.

58



Ergebnisse

Chronoamperometrie

In Abbildung 8 ist die Anderung der Stromstirke, bei einem konstant angelegten Potential
von -350 mV vs. SHE, in der initialen Anreicherung und der nicht beimpften Kontrolle tGber
ca. 80 Tage dargestellt. In rot ist der Verlauf der Stromstéarke in der initialen Anreicherung
und in schwarz der Verlauf fir die nicht beimpfte Kontrolle in demselben Medium
dargestellt. Die Datensatze wurden zunachst geglattet (Savitzky-Golay Filter, 160 Punkte fir
die Berechnung der lokalen quadratischen Regression), um das Rauschen zu vermindern,
und dann als Punktdiagramm nach der Zeit aufgetragen. Wahrend die nicht beimpfte
Kontrolle innerhalb von 60 Tagen nie liber eine Stromdichte von 0,063 A/m? kam, wurden im
Elektrosynthese-Reaktor der initialen Anreicherung Stromdichten von bis zu 0,75 A/m?’
detektiert. Die Schwankungen im Kurvenverlauf fiir die Anreicherung sind auf Unterschiede
in der Begasung, sowie auf Verdunstung des Mediums aufgrund der hohen Temperaturen

und anschlieRendes Aufflillen mit ddH,0 zurlckzufiihren.
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Abbildung 8: Anderung der Stromstirke in der initialen Anreicherung. Angelegt waren -350 mV vs.
SHE. Aufgetragen ist die Stromstarke tGber einen Zeitraum von ca. 80 Tagen. In rot ist die Stromstarke
fir die Anreicherung und in schwarz die Stromstarke fiir das nicht beimpfte Medium dargestellt.

59



Ergebnisse

Mikroskopische Analysen

Um zu bestéatigen, dass die gemessene Stromstarke auf die Aktivitdt von Mikroorganismen
zurlickzufiihren ist, wurde ein Teil des Kathodenvlieses mittels CARD-FISH analysiert. Die
dabei verwendeten DNA-Sonden binden spezifisch an die ribosomale 16S RNA der
Organismen. Die ribosomale RNA ist ein relativ kurzlebiges Molekdil, welches in aktiven
Zellen in verhaltnismaRig groRen Mengen vorhanden ist, in inaktiven Zellen jedoch sehr
schnell abgebaut wird. Es ist mit dieser Methode daher mdglich, direkt das Vorhandensein
aktiver Zellen nachzuweisen. Zuséatzlich wurden am Zentrum fiir Elektronenmikroskopie des

KIT REM-Aufnahmen der Kathoden angefertigt.

CARD-FISH

Fiir die CARD-FISH Analysen wurden Sonden verwendet, die spezifisch sind fir Archaea
(Arch915, griin) und Bacteria (EUB338-l, rot) (Tabelle 6). Das angewendete Protokoll ist im

Methodenteil 4.9 genauer beschrieben.

Abbildung 9: CARD-FISH Analyse der Kathode aus der initialen Anreicherung. Die Mikroorganismen
wurden mit Sonden fiir Bacteria (EUB338-I, Alexa546, rot) und Archaea (ARCH915, Alexa488, griin)
inkubiert. Der GroRRenbalken entspricht in jedem Bild 20 um. A + B zeigen hauptsachlich Signale fir
Bacteria. C + D zeigen Zellagglomerationen zwischen den Graphitvlies-Fasern.

60



Ergebnisse

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse dieser Analysen dargestellt. Es ist deutlich erkennbar, dass
die Mehrheit der Organismen zum Reich der Bacteria gehoren, wahrend Archaea zwar
vorhanden, jedoch stark unterreprasentiert sind (Abbildung 9 A, B und C). Abbildung 9 C und

D zeigen weiterhin Zellagglomerate.
REM

Abbildung 10 zeigt REM-Aufnahmen der Kathode in unterschiedlichen VergroRRerungsstufen.
In Abbildung 10 A sieht man die ungeordnete Struktur der Graphit-Fasern in einer Ubersicht.
Die Abbildungen B und C zeigen Zellagglomerate zwischen den einzelnen Faserstrangen, die
auch in den CARD-FISH Aufnahmen (Abbildung 9 C und D) beobachtet werden konnten. In
Abbildung 10 D ist die Nahaufnahme einer Graphitfaser dargestellt. Hier kann man sowohl
stabchenférmige wie auch kokkoide Zellformen erkennen, die direkt an der Graphit-Faser

anhaften.

Abbildung 10: REM-Aufnahmen der Kathode aus der initialen Anreicherung. A Ubersichtsaufnahme
der Graphitvlies-Fasern (VergroRBerung: 150x). B Zellaggregate zwischen den Faserstrangen
(VergroRerung: 15000x). C Nahaufnahme eines Zellaggregates (VergrofRerung: 4000x). D Nah-
aufnahme einer Graphitvlies-Faser mit anhaftenden Zellen (VergroRerung: 15000x).
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16S rRNA Diversitdts-Analysen

Nachdem mittels mikroskopischer Analysen bestatigt werden konnte, dass sich auf der
Kathode ein Biofilm aus aktiven Mikroorganismen angesiedelt hatte, sollten diese weiter
charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde die gesamte DNA der Zellen direkt von
einem Stlick der Kathode isoliert (Methoden 4.6.1) und anschlieBend spezifisch die 16S
rRNA-Gene der Mikroorganismen (iber eine iProof PCR (Methoden 4.6.2) mit Primern fir
Archaea bzw. Bacteria (Tabelle 5, #1651 - #1664) amplifiziert. Die erhaltenen DNA-
Fragmente wurden bei IMGM Laboratories auf einem GS-Junior (Roche) uber eine
454-Sequenzierung (Methoden 4.7.2) analysiert und die Sequenzierungsrohdaten
anschlielend mithilfe des Linux-basierten Programms QIIME bioinformatisch ausgewertet
(Methoden 4.11.1). Mittels der QIIME-Analyse erhdlt man eine quantitative und qualitative
Aussage zur Taxonomie der vorhandenen Mikroorganismen. Nachdem die einzelnen reads
einer Probe zu sogenannten OTUs zusammengefiligt wurden, konnte reprasentativ je eine
Sequenz eines jeden OTUs mittels BLAST Suche taxonomisch eingeordnet werden. Die erste
Analyse dieser Art wurde durchgefihrt, um eine Aussage dariiber machen zu kénnen, was
fir Mikroorganismen, im Vergleich mit dem urspringlichen Inokulum, in dem
Elektrosynthese-Reaktor angereichert wurden. In einer zweiten Analyse sollte untersucht
werden, ob es einen Unterschied gibt zwischen der organismischen Verteilung der Zellen in
dem Biofilm auf der Kathode und den Zellen der planktonischen Phase. Die Abbildungen 11
und 12 zeigen die prozentuale Verteilung der OTUs fiir die erhaltenen Sequenzen fir
Archaea und Bacteria, dargestellt als Kuchendiagramm. Den Tabellen 20 und 21 (zu
Abbildung 11) bzw. 22 und 23 (zu Abbildung 12) kann die taxonomische Verteilung auf
Familienebene entnommen werden. Die Anzahl erhaltener reads je Probe variierte stark,
besonders innerhalb der Sequenzen fir Archaea. So wurden in der ersten Sequenzierung auf
der Kathode 7365 reads fiir Bacteria und 4088 reads fir Archaea gefunden, wahrend fiir das
Inokulum nur 2745 reads fiir Bacteria und 336 reads fiir Archaea sequenziert wurden. Die
Ergebnisse der ersten Analyse zeigen deutlich, dass sowohl die Zusammensetzung an
Bacteria, wie auch an Archaea deutlich verschieden war, verglichen mit der Verteilung der
Organismen im urspriinglichen Inokulum. Innerhalb der Archaea war die Diversitat in beiden
Proben nicht grof3, anderte sich wahrend der Inkubation im Elektrosynthese-Reaktor jedoch

vollstandig. Im Inokulum konnten 83,9 % der reads, die mit dem Archaea-spezifischen
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Primerpaar amplifiziert wurden, nicht zugeordnet werden, 14,9 % der OTUs konnten der
Familie Picrophilaceae zugeteilt werden. Auf der Kathode hingegen sind nur 9,8 % der reads
nicht zuzuordnen, 81,3% der gefundenen OTUs wurden der Familie Sulfolobaceae

zugeschrieben und 8,9 % der Familie Picrophilaceae (Abbildung 11 unten und Tabelle 20).

B Acidithiobacillaceae
[ ]| oxalobacteraceae
I unassigned
[ Alicyclobacillacsge
B caulobacteraceae
- Acetobacteraceae
I Halomonadaceae
|:| Corynebacteriaceae
[ comamonadaceae
[ | Burkholderiaceae
I shewanellaceae
B sphingomonadaceae
[ Rhizobiaceae

B Phyllobacteriaceae

[ prevotellaceae

[ Thermoanaerobacteraceae

- Nitrospiraceae

[ | Thermaceae

B caldisericaceae
[ | staphylococcaceae
[ | Moraxellaceae B unassigned

[ Clostridiaceae I ~icrophilaceae
Bl streptococcaceae I sulfolobaceae

Inokulum Bacteria Inokulum Archaea

Kathode Bacteria Kathode Archaea

Abbildung 11: Graphische Darstellung der phylogenetischen Diversitat des Biofilms im Inokulum
und auf der Kathode. Fir die Bacteria sind die am haufigsten vertretenen Familien mit Pfeilen
gekennzeichnet.

Tabelle 20: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Archaea im Inokulum und auf der
Kathode (zu Abbildung 11).

Taxonomie Inokulum (%) Kathode (%)
Sulfolobaceae 1,2 81,3
Picrophilaceae 14,9 8,9
unassigned 83,9 9,8
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Bei der Sequenzanalyse des Inokulums wurden 70,5% aller bakteriellen OTUs den
Acidithiobacillaceae zugeordnet, nachfolgend waren die haufigsten Vertreter innerhalb der
Oxalobacteraceae (11 %) und Alicyclobacillaceae (3,6 %) angesiedelt. Eine weitaus groRere
Diversitat innerhalb der Bacteria zeigte sich nach der elektroautotrophen Inkubation im
Elektrosynthese-Reaktor. Hier wurden die am haufigsten vertretenen OTUs den Familien
Thermoanaerobacteraceae (36,1 %), Nitrospiraceae (27,8 %), Thermaceae (11,7 %) und
Caldisericaceae (2,8 %) zugeschrieben (Abbildung 11 oberer Teil und Tabelle 21). Wahrend
im Inokulum nur 7,9 % der reads flir Bacteria nicht zugeordnet werden konnten, waren es

nach erfolgter Anreicherung 14,8 %.

Tabelle 21: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Bacteria im Inokulum und auf der
Kathode (zu Abbildung 11).

Taxonomie Inokulum (%) Kathode (%)
Acidithiobacillaceae 70,5 0
Oxalobacteraceae 11 0,2
Alicyclobacillaceae 3,9 0
Caulobacteraceae 1,6 0
Acetobacteraceae 1,3 0
Halomonadaceae 1,1 0,6
Corynebacteriaceae 0,6 0,2
Comamonadaceae 0,5 0
Burkholderiaceae 0,5 0
Shewanellaceae 0,4 0,3
Sphingomonadaceae 0,3 0
Phyllobacteriaceae 0,2 0
Rhizobiaceae 0,2 0
Prevotellaceae 0 0,4
Thermoanaerobacteraceae 0 36,1
Nitrospiraceae 0 27,8
Thermaceae 0 11,7
Caldisericaceae 0 2,8
Staphylococcaceae 0 2,7
Moraxellaceae 0 0,8
Aquificaceae 0 0,4
Clostridiaceae 0 0,3
Sulfobacillus 0 0,2
Micrococcaceae 0 0,2
Streptococcaceae 0 0,2
Enterobacteraceae 0 0,2
unassigned 7,9 14,8
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In der zweiten Sequenzierung wurde der Schwerpunkt auf einen moéglichen Unterschied in
der taxonomischen Verteilung der Organismen zwischen der sessilen und der planktonischen
Phase gelegt. Es wurden dieselben Primer fir Archaea und Bacteria und auch dasselbe
PCR-Programm wie bei der ersten Sequenzierung verwendet. Diese Sequenzierung lieferte
6495 reads fur Archaea auf der Kathode und 7702 reads fir Archaea in der Fliissigphase. Fir
Bacteria wurden 8369 reads auf der Kathode und 5774 reads in der Flissigphase detektiert.
Die Ergebnisse dieser Sequenzierung sind in Abbildung 12 graphisch dargestellt und die
Tabellen 22 und 23 zeigen die prozentuale Verteilung der einzelnen OTUs und deren

taxonomische Zuordnung.

B oxalobacteraceae B unassigned
[ unassigned B Picrophilaceae
[ Alicyclobacillaceae Il suifolobaceae
[ ] caulobacteraceae
[ Acetobacteraceae Bacteria planktonisch Archaea planktonisch
[ ]| Halomonadaceae

I:I Corynebacteriaceae

[ ] comamonadaceae

[ ] Burkholderiaceae

[ ] shewanellaceae

E Sphingomonadaceae
|:| Rhizobiaceae

- Phyllobacteriaceae

- Bradyrhizobiaceae

- Thermoanaerobacteraceae
I sulfobacillus

! Micrococcaceae

- Moraxellaceae

- Brevibacteriaceae

Bacteria sessil Archaea sessil

Abbildung 12: Graphische Darstellung der phylogenetischen Diversitdt im Biofilm auf der Kathode
und der planktonischen Phase im Reaktor.

Tabelle 22: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Archaea auf der Kathode und in
der planktonischen Phase (zu Abbildung 12).

Taxonomie Kathode (%) Planktonisch (%)
Sulfolobaceae 93,9 96,4
Picrophilaceae 5 3,1
unassigned 1,1 0,5
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Diese Analyse zeigte keinen deutlichen Unterschied beziiglich der Verteilung der Organismen
auf der Kathode und der planktonischen Phase. Nahezu alle OTUs fiir Archaea wurden zur
Familie Sulfolobaceae zugeteilt, einige wenige der Familie Picrophilaceae. Die genaue
Auflistung ist Tabelle 22 zu entnehmen. Ein dhnliches Bild zeigt die Einteilung der OTUs fir
Bacteria. Die am haufigsten vertretene Familie waren die Oxalobacteraceae (ca. 35 %),
gefolgt von Sulfobacillus sp. (17,4 % auf der Kathode und 11,9 % in der planktonischen
Phase) und Caulobacteraceae (4,2 %). In beiden Proben konnte mehr als ein Viertel der reads
nicht taxonomisch zugeordnet werden (31,4 % der reads auf der Kathode und 25,5 % der
reads aus der planktonischen Phase). Deutliche Unterschiede zwischen der planktonischen
und der sessilen Phase sind nur unter den Sulfobacillus sp. und den Acetobacteraceae (0,3 %
auf der Kathode und 8 % in der planktonischen Phase) zu vermerken. Eine detaillierte

Zusammenstellung ist Tabelle 23 zu entnehmen.

Tabelle 23: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Bacteria auf der Kathode und in
der planktonischen Phase (zu Abbildung 12).

Taxonomie Kathode (%) Planktonisch (%)
Acidithiobacillaceae 0 0,5
Oxalobacteraceae 34,1 35,9
Alicyclobacillaceae 0 0,2
Caulobacteraceae 4,2 4,2
Acetobacteraceae 0,3 8
Halomonadaceae 3,6 4
Corynebacteriaceae 0 0,1
Comamonadaceae 0,6 0,7
Burkholderiaceae 2 3
Shewanellaceae 1,1 1,2
Phyllobacteriaceae 1,4 2,4
Rhizobiaceae 1 1,1
Sphingomonadaceae 0,6 0,5
Bradyrhizobiaceae 0,5 0,3
Thermoanaerobacteraceae 1 0
Sulfobacillus 17,4 11,9
Micrococcaceae 0,3 0
Moraxellaceae 0,2 0,4
Brevibacteriaceae 0,3 0,1
unassigned 31,4 25,5
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Metagenom-Analyse

Um Auskunft Gber mogliche Stoffwechselleistungen der Gemeinschaft an Mikroorganismen
auf der Kathode zu erhalten und dariber hinaus eine Vergleichsdatenbank zur Analyse des
Metatranskriptoms zu generieren, wurde die gesamte genomische DNA aller Zellen auf der
Kathode sequenziert und analysiert. Da nur eine begrenzte Menge an Material zur
Verfliigung stand, musste die DNA vor der Sequenzierung zunadchst amplifiziert werden. Dies
erfolgte mithilfe der $29 Polymerase nach der in Abschnitt 4.6.4 beschriebenen Methode.
Die amplifizierte DNA wurde am Institut flir Toxikologie und Genetik (KIT, Campus Nord)
weiter fir die lllumina-Sequenzierung vorbereitet, sequenziert und anschlieBend von
Dr. Andreas DoOtsch am Institut flr funktionale Grenzflaichen (KIT, Campus Nord)
bioinformatisch aufgearbeitet. Die Sequenzierung erfolgte mittels PE100 (also mit je
2 x 100 bp). Als Ergebnis der Sequenzierung wurden 112,6 Millionen Readpaare erhalten.
Das Assembly der Rohdaten erfolgte mit der Software idba-ud (Peng et al. 2012). Das
Metagenom konnte zu 34523 contigs mit einer Gesamtlange von 78,30 Mbp
zusammengefliigt werden. Die Lange eines mittleren contigs betrug 10884 bp. Eine
Genvorhersage Uber MetaGeneMark ergab, dass 99303 kodierende Sequenzen

(CDS = coding sequences) im Metagenom enthalten waren.

Da es nicht moglich war, direkt (iber die Sequenzen taxonomische Informationen, in Form
von 16S reads, zu erlangen, wurden die korrespondierenden Proteinsequenzen des
assemblierten Metagenoms zur Erstellung einer Phylogenie verwendet. Dabei wurden
jeweils die besten und haufigsten Treffer einer BLAST-Suche fir die Gene eines
contigs/scaffolds einer bestimmten Spezies zugeordnet. Die daraus resultierende
Taxonomie, auf Familienebene, ist in Abbildung 13 und der zugehodrigen Tabelle 24
dargestellt. Die beiden hauptsachlich vertretenen Familien machen demnach mehr als 50 %
aller Proteinsequenzen des Metagenoms aus und gehodren beide zu den Firmicutes
(Thermoanaerobacteraceae und Peptococcaceae). 18,8 % aller im Metagenom gefundenen
Proteine kdénnen insgesamt 5 Familien innerhalb der Archaea zugeschrieben werden (griin
markiert in Tabelle 24). Diese umfassen: Sulfolobaceae, Thermoplasmataceae,

Archaeoglobaceae, Nitrosopumilaceae und Picrophilaceae.
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Il 7hermoanaerobacteraceae
- Peptococcaceae
[ sulfolobaceae

[ Thermoplasmataceae
[ Acidaminococcaceae
[ Halanaerobiaceae
[ Euryarchaeota

(1 synechococcaceae
[ Halobacteroidaceae
1 shewanellaceae
[ Paenibacillaceae
[ spirochaetaceae
[ Alicyclobacillaceae
I sphaerobacteraceae
I Bacillaceae

I vitrosopumilaceae
I Lachnospiraceae
I caldilineaceae

I Thermomicrobiaceae
I Archaeoglobaceae
I Veillonellaceae
I Anaerolineaceae
I picrophilaceae

I syntrophomonadaceae
I Thermoproteaceae
Il chthonomonadaceae
Il Heliobacteriaceae
Il Brevibacillaceae
I Dictyoglomaceae
I Cystobacteraceae

Abbildung 13: Graphische Darstellung der phylogenetischen Zuordnung (auf Familienebene) der im
Metagenom gefundenen Gene.

Tabelle 24: Auflistung der prozentualen Verteilung der Gene und deren taxonomischer Zuordnung
(zu Abbildung 13). Archaea sind griin hinterlegt.

Taxonomie (Phylum) Taxonomie (Familie) Gene (%)
Firmicutes Thermoanaerobacteraceae 35.1
Firmicutes Peptococcaceae 22,2
Crenarchaeota Sulfolobaceae 9,2
Euryarchaeota Thermoplasmataceae 5,1
Euryarchaeota Euryarchaeota 3,7
Firmicutes Acidaminococcaceae 1,8
Firmicutes Halanaerobiaceae 1,2
Firmicutes Halobacteroidaceae 1,2
Firmicutes Paenibacillaceae 0,9
Proteobacteria Shewanellaceae 0,8
Firmicutes Alicyclobacillaceae 0,5
Firmicutes Bacillaceae 0,5
Firmicutes Veillonellaceae 0,4
Spirochaetes Spirochaetaceae 0,3
Chloroflexi Sphaerobacteraceae 0,3
Thaumarchaeota Nitrosopumilaceae 0,3
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Firmicutes Syntrophomonadaceae 0,3
Chloroflexi Caldilineaceae 0,2
Chloroflexi Thermomicrobiaceae 0,2
Euryarchaeota Archaeoglobaceae 0,2
Chloroflexi Anaerolineaceae 0,2
Euryarchaeota Picrophilaceae 0,2
Cyanobacteria Synechococcus 0,1
Firmicutes Lachnospiraceae 0,1
Crenarchaeota Thermoproteaceae 0,1
Armatimonadetes Chthonomonadaceae 0,1
Firmicutes Heliobacteriaceae 0,1
Firmicutes Brevibacillaceae 0,1
Dictyoglomi Dictyoglomaceae 0,1
Proteobacteria Cystobacteraceae 0,1

Bei der Untersuchung des Metagenoms stand die Suche nach CO,-Fixierungswegen sowie
moglichen Mechanismen zur Elektronenaufnahme von der Kathode im Vordergrund.
Weiterhin sollte nach potentiellen terminalen Reduktasen gesucht werden. Zu diesem Zweck
wurde das Metagenom neben dem Abgleich mit der nicht redundanten Datenbank von NCBI
und einer Analyse Uber KEGG zusatzlich noch mit zwei extra hierfiir erstellten Datenbanken
abgeglichen. Eine der dabei verwendeten Datenbanken, die Schliisselenzyme der bekannten
CO,-Fixierungswege enthalt, wurde von Michael Hlgler (Technologiezentrum Wasser,
Karlsruhe) erstellt. Die zweite Datenbank wurde im Rahmen dieser Arbeit angefertigt. Sie
umfasst Proteinsequenzen bekannter Eisenoxidationswege (z.B. Mto-Cluster aus
Sideroxydans lithotrophicus, Fox-Cluster aus Rhodobacter ferrooxidans, Rusticyanin und Cyc2
aus Acidithiobacillus ferrooxidans, Pio-Cluster aus Rhodopseudomonas palustris TIE-1,
Eisenoxidationscluster aus Gallionella capsiferriformans und Fox-Cluster sowie Sulfocyanine
aus Archaeen). Weiterhin enthdlt diese Datenbank Proteinsequenzen von eisen-
reduzierenden Mikroorganismen, fiir die gezeigt werden konnte, dass die Wege der
Elektronen umkehrbar sind (MtrABC-Cluster aus S. oneidensis, PccH aus G. sulfurreducens),
sowie Homologe zu diesen Proteinen. Die Analyse des Metagenoms ergab, dass eine
Fixierung von CO, prinzipiell tber den Wood-Ljungdahl Weg, den 3-Hydroxypropionat/
4-Hydroxybutyrat-Weg, den 3-Hydroxypropionat-Bizyklus, den reduktiven Citratzyklus und
den Calvin-Zyklus moglich ist. Bezliglich der Mechanismen zur Aufnahme der Elektronen von
der Kathode konnten homologe Sequenzen zu PioAB, MtrAB, Rusticyanin, den Fox-Proteinen
und Sulfocyaninen ausfindig gemacht werden. Weiterhin wurden auch Homologe zu
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periplasmatischen Elektroneniibertragern wie PccH und andere Cytochrome gefunden.
Aullerdem sind Sequenzen fir Hydrogenasen und Formiat-Dehydrogenasen im Metagenom
enthalten. Was die Verwendung moglicher Elektronenakzeptoren angeht, sind in dem
Metagenom die Informationen fir CO,-Atmung, Nitratammonifizierung sowie fiir die

Reduktion von Sulfat und Sauerstoff enthalten.

Metatranskriptom-Analyse

Um weiter Auskunft darlber zu bekommen, welche Stoffwechselwege von zentraler
Bedeutung in den Zellen des Biofilms auf der Kathode sind, sollte ein Metatranskriptom
erstellt werden. Zu diesem Zweck wurde zundchst die gesamte RNA der Zellen isoliert und
anschlieRend amplifiziert (Methoden 4.6.5). Da es bei einem ersten Versuch nicht moglich
war, die RNA direkt zu sequenzieren, wurde diese in einem erneuten Ansatz zunachst in
cDNA umgeschrieben und anschlieBend, wie auch die genomische DNA, Uber Illumina-
Sequenzierung analysiert. Die bioinformatische Analyse erfolgte wie auch bei der Erstellung
des Metagenoms in Zusammenarbeit mit Dr. Andreas Détsch. Auch diese Sequenzierung
erfolgte, wie bei der Sequenzierung des Metagenoms, liber PE100. Das Ergebnis lieferte
20,54 Millionen Readpaare in den Rohdaten, nach der Vorfilterung waren es noch

2 Millionen Paare.

Zunachst erfolgte ein Abgleich der RNA-Rohdaten und der vorgefilterten RNA reads mit dem
zuvor erstellten Metagenom als Referenz. AnschlieBend wurden dieselben spezifischen
Datenbanken, die schon zur Analyse des Metagenoms herangezogen worden waren,
verwendet, um Antworten auf die fir diese Arbeit zentralen Fragen zu erhalten. Die
Identifikation einzelner Enzymgruppen erfolgte durch Indexierung nach Stichworten.
Tabelle 25 und Abbildung 14 enthalten eine Zusammenfassung der Ergebnisse zu den im
Metatranskriptom enthaltenen CO,-Fixierungswegen. Eine detaillierte Aufstellung aller
gefundenen Enzyme kann Tabelle 26 entnommen werden. Um taxonomische Informationen
zu den einzelnen Wegen zu bekommen wurden die zur CO,-Datenbank gemappten
Sequenzen weiter mit dem Metagenom abgeglichen. Das Ergebnis dieser Auswertung ist,
soweit moglich, Tabelle 26 zu entnehmen. Bei manchen reads gab es Diskrepanzen zwischen
den beiden verwendeten Datenbanken, hier sind beide moglichen CO,-Fixierungswege

angegeben. Die 4-Hydroxybutyryl-CoA Dehydratase kommt zum Beispiel sowohl im
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3-Hydroxypropionat/ 4-Hydroxybutyrat-, wie auch beim Dicarboxylat/4-Hydroxybutyrat-Weg

vor. Die reads wurden deswegen zu beiden Wegen gerechnet. Es konnten jedoch auch

175 reads fiir die Acetyl-CoA-Carboxylase im Metatranskriptom gefunden werden. Dieses

Enzym kommt nur im 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-Weg vor.

Tabelle 25: Zusammenfassung der Transkriptom-Ergebnisse zu CO,-Fixierung.

Anzahl reads

CO,-Fixierungsweg Kommentar
gesamt
Manchmal Diskrepanz zwischen Abgleich
Wood-Ljungdahl-Weg (WL) 190 mit CO,-Datenbank und Metagenom (auch
als 3HP/4HB).
Manchmal Diskrepanz zwischen Abgleich
mit CO,-Datenbank und Metagenom (auch
. als WL).
i::zj;zx&is;::j;/eg 103 Enzym auch beteiligt im Dicarboxylat/
(3HP/4HB) l.l.-Hydroxybutyrat-Weg. '
Uber Metagenom Abgleich 175 Acetyl-CoA-
carboxylase reads (hauptsachlich zu
Acidianus).
Dicarboxylat/ Enzym auch beteiligt im
4-Hydroxybutyrat-Weg 85 3-Hydroxypropionat/
(Dicarb/4HB) 4-Hydroxybutyrat-Weg.
?ri‘é:';t'ver Uiz 140 Davon 21 x ATP Citrat-Lyase
Calvin-Zyklus 6 Nur 1 x Rubisco

Tabelle 26: Detaillierte Auflistung der im Metatranskriptom gefundenen Schliisselenzyme zu den

CO,-Fixierungswegen. Angegeben

ist das Protein aus der

CO,-Datenbank, der zugehorige

CO,-Fixierungsweg, die Anzahl an gemappten RNA reads, sowie wenn moglich die taxonomische

Information aus dem Metagenom.

Anzahl co Taxonomie aus
Protein (Gl) RNAreads _ .
Fixierungsweg Metagenom
(raw)
succinyl-CoA synthetase subsunit
93 TCA
alpha (570725076) r
acetyl-CoA synthetase (500595987) 68 WL
4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase 3HP/4HB, . -,
A
(499288428) 33 Dicarb/4HB Acidianus/ Acidianus
Th |
acetyl-CoA synthetase (495570718) 31 WL ST
Thermoplasma
acetyl-CoA synthetase (497101926) 21 WL,3HP/4HB  Sulfolobus/ Sulfolobus
MULTISPECIES: CoA-binding
1 TCA
domain protein (505232740) 8 f
ATP-citrate lyase/succinyl-CoA 16 TCA

ligase (503303113)
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Vinylacetyl-CoA delta-isomerase
(356641489)
4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
(496360681)
4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
(850926382)

NAD-dependent epimerase/
dehydratase:Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR
(494285597)

acetyl-CoA synthetase (648552728)

acetyl-CoA synthetase (655968805)

acetyl-CoA synthetase (660653233)

4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
(851188487)

acetyl-CoA synthetase (493609584)

acetyl-CoA synthetase (652837222)
acetyl-CoA synthetase (648400260)
acetyl-CoA synthetase (501491146)
phosphoribulokinase (488796584)
ATPase (657724843)

4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
(503792817)

ATP citrate synthase (674769257)
acetyl-CoA synthetase (646256595)

AMP-binding enzyme (545377718)

ATP citrate synthase (655805784)

ATP citrate synthase (675588977)

4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
(568210153)

acetyl-CoA decarbonylase
(493570188)

acetyl-CoA decarbonylase
(506237093)

acetyl-CoA synthetase (506422366)

acyl-CoA synthetase/AMP-acid
ligase (505135753)

acetyl-CoA decarbonylase
(503040644)

ATP citrate lyase (501499910)
ATP citrate synthase (503404062)

14

13

13

12

11

11

A 0000 1O

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

3HP/4HB,
dicarb/4HB

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

WL

WL

WL

WL, 3HP/4HB

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

WL

WL, 3HP/4HB
WL
WL
Calvin-Zyklus
rTCA

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

rTCA
WL, 3HP/4HB

WL

rTCA

rTCA

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

WL
WL
WL

3HPBicyc

WL

rTCA
WL

Vulcanisaeta/ Acidianus

Desulfotomaculum/
Desulfotomaculum

Acetonema/ Thermococcus
Sulfolobus/ Sulfolobus

Haliangium/
Desulfatibacillum

Acidianus/ Acidianus

Acidianus/ Sulfolobus

Carboxydothermus/
Thermosinus

Acidianus/ Acidianus

Caldisphaera/
Thermococcus

Metallosphaera/ Sulfolobus

Thermoanaerobacterium/
Carboxydothermus
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Calvin-Zyklus
rTCA

1

ATP citrate lyase (499677062)

ribulose bisophosphate
carboxylase (518331021)
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B 3-Hydroxypropionat-Bicyclus. C Wood-Ljungdahl-Weg. D 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-

Abbildung 14: Schematische Darstellung der CO,-Fixierungswege. Die Schlisselenzyme, zu denen
Zyklus. E Dicarboxylat/4-Hydroxybutyrat-Zyklus. (verandert nach Higler (Hugler and Sievert 2011)).

reads im Metatranskriptom gefunden wurden sind rot markiert.
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Beziglich des extrazellularen Elektronentransfers von der Kathode in die Zellen konnten
Uber einen Abgleich der RNA Rohdaten Proteine, welche fiir die Eisenoxidation zustandig
sind, detektiert werden. Es konnten 39 der 52 in der Datenbank enthaltenen Proteine
identifiziert werden. Unter den identifizierten Proteinen waren unter anderem Sequenzen,
die Ahnlichkeit zu FoxA, B, C aus Sulfolobus metallicus und MtrA, B, C aus S. oneidensis
hatten. Weiter wurden reads passend zum Eisenoxidations-Cluster aus Gallionella
capsiferriformans, sowie Rusticyanin und Iro aus Acidithiobacillus ferrooxidans gefunden. In
Abbildung 15 sind einige bekannte Mechanismen zur Oxidation von Fell, und damit
denkbare Mechanismen zur Aufnahme von Elektronen von der Kathode, schematisch
dargestellt. Diejenigen Elemente der einzelnen Eisenoxidations-Wege, die lber korrespon-
dierende RNA reads im Metatranskriptom vorhanden waren, sind rot markiert. Tabelle 27
zeigt eine Auflistung aller gefundenen RNA reads zu moglichen Mechanismen des
Elektronentransfers von der Kathode in die Zellen. Diese beinhalten auch Transkripte flr

Hydrogenasen und Formiat-Dehydrogenasen.

Tabelle 27: Auflistung moglicher Mechanismen des Elektronentransfers von der Kathode in die
Zellen mit Schliisselenzymen und der Anzahl jeweils gefundener RNA reads.

Mechanismus zur Schliisselenzym Anzahl an RNA
Elektronenaufnahme reads
Formiat Formiat Dehydrogenase, alpha Kette 44
Wasserstoff Membrane-bound NiFe- hydrogenases 211
coenzyme F420-reducing hydrogenase 59
Direkter Elektronentransfer FoxA (S. metallicus) 162
FoxB (S. metallicus) 1
FoxC (S. metallicus) 77
Iro (A. ferrooxidans) 3
Rusticyanin 67
Sulfocyanin 38
MtrA/PioA/DmsE 53
MtrB/PioB 224
MtrC 8
Cytochrome c 140
PccH (G. sulfurreducens) 5
Cytochrome c oxidase (S. solfataricus) 38
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A Sideroxydans lithotrophicus
Fell Felll
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Abbildung 15: Schematische Darstellung moglicher Mechanismen zur direkten Aufnahme von
Elektronen von einer Kathode. Abgebildet sind die Mechanismen bekannter Eisenoxidierer, sowie
der Mechanismus der Eisenreduktion in Shewanella oneidensis. In rot hervorgehoben sind diejenigen
Proteine, fiir die entsprechende Sequenzen im Metatranskriptom gefunden wurden. A Sideroxydans
lithotrophicus. B Rhodobacter ferrooxidans. C Rhodopseudomonas palustris. D Shewanella oneidensis.
E Acidithiobacillus ferrooxidans. F Metallosphaera (Sulfolobales).
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13C-Inkorporation

Uber Metagenom und Metatranskriptom konnten mehrere Schliisselenzyme aus bekannten
CO,-Fixierungswegen identifiziert werden. Im Folgenden sollte ein weiterer Beweis erbracht
werden, der die autotrophe Lebensweise der Gemeinschaft an Mikroorganismen auf der
Kathode bestitigt. Zu diesem Zweck wurde ein Experiment mit **C-markiertem Bicarbonat
durchgefiihrt (siehe Methoden 4.5). Bei der Kohlenstoff-Isotopen-Fraktionierung wird die
Menge an *C und C in einer Probe relativ zu einem Standard bestimmt. Die Werte einer
Isotopen-Fraktionierung sind normalerweise sehr klein und werden daher in Promille als
d'C-Wert angegeben. In Abbildung 16 sind der Versuchsaufbau, die Probenvorbereitung, die
Formel zur Berechnung des 8*3C-Wertes und die Ergebnisse der NMR-Analyse tbersichtlich

dargestellt.

E Versuchsaufbau

NaH*3CO,
—( —( —
2 Tage 7 Tage 6 Wochen

« Kathodegeteilt ¢ Begasungausgestellt *  Griin:-350 mV vs. SHE *  Griin:-350 mV vs. SHE
Griin:-350 mV vs. SHE *  Griin:-350 mV vs. SHE * Rot:nichtkonnektiert * Rot:nicht konnektiert
Rot: nicht konnektiert ¢ Rot:nichtkonnektiert * Jeein Stiick Kathode * Jeein Stiick Kathode

* Begasung mitN,/CO, * Zugabevon 1g NaH!3CO, mit Skalpell abgetrennt mit Skalpell abgetrennt

Probenaufbereitung |E| Ergebnis der Isotopenanalyse

. . ¢ TOC-Analyse
Zellenin 10 mMH,SO, bei _ | ¢ wlin Zinnkartusche === NMR-Analyse: d13¢c &3¢
10 Hz aus dem Vlies I6sen e s
- lyophilisieren -350 mV vs. nicht
SHE konnektiert
83C (%o) = [(BC/Cprope - °C/2Cstandare/ (°C/2Cstangare)] X 1000 7Tage 61% 28 %
6 Wochen 226 %o -20,1 %o

Abbildung 16: Versuchsaufbau *C-Inkorporation. Dargestellt ist der Reaktor mit zwei Kathoden von
denen eine Uber den Potentiostaten mit Elektronen von -350 mV vs. SHE versorgt wird (griin) und
eine nicht konnektiert ist (rot). A Versuchsaufbau. B Ablauf der Probenvorbereitung. C Formel zur
Berechnung von 8"C. D Tabelle mit den Ergebnissen der Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear
magnetic resonance = NMR) dargestellt.

Diese Analyse zeigte, dass eine Inkorporation von “>C ausschlieRlich in den Zellen stattfand,

die sich auf der Kathode befanden, welche Uber den Potentiostaten mit Elektronen
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von -350 mV vs. SHE versorgt wurden. Die erste Probe wurde eine Woche nach der Zugabe
des *C-markierten Bicarbonats in den Elektrosynthese-Reaktor entnommen. Zu diesem
Zeitpunkt zeigte die Probe von der Kathode, die an den Potentiostat angeschlossen war,
einen 8*3C-Wert von 61 %o, wohingegen die Kathode, welche nicht mit Elektronen versorgt
wurde, einen Wert von -28 %o aufwies. Nach sieben Wochen wurde das Experiment
beendet. Zu diesem Zeitpunkt lag der 8*3C-Wert fiir die Probe der konnektierten Kathode bei
226 %o, wahrend sich der Wert in der Probe von der Kathode ohne Elektronenzufuhr kaum

anderte; dieser lag bei -20,1 %o.

5.1.2 Transplantations-Versuch

Wadhrend dieser Arbeit wurde mehrmals versucht, das initial im Elektrosynthese-Reaktor
angereicherte Konsortium in einen neuen Elektrosynthese-Reaktor zu Uberfihren. Die
alleinige Uberfiihrung der Fliissigphase resultierte dabei nicht in einem wiinschenswerten
Ergebnis. Daher war eine weitere Uberlegung, einen Teil der bewachsenen Kathode steril zu
entfernen und diesen auf eine neue Kathode aufzubringen. Zusatzlich zu dieser
Transplantation wurde auch 1L der Flissigphase in den neuen Elektrosynthese-Reaktor
Uberfihrt, und beide Systeme wurden mit frischem Medium aufgefiillt. Die Ergebnisse dieser
Transplantation werden im Folgenden dargestellt. Die Bezeichnungen des alten und neuen

Reaktors sind mit Spender und Transplant angegeben.

Chronoamperometrie

Abbildung 17 zeigt die Anderung der Stromstirke fiir den Spender- und den Transplant-
Reaktor, bei einem konstant angelegten Potential von -350 mV vs. SHE, tber ca. 37 Wochen.
In rot ist der Verlauf der Stromstarke fiir den Transplant-Reaktor und in schwarz der Verlauf
flir den Spender dargestellt. Die Datensadtze wurden, wie fir die initiale Anreicherung,
geglattet (Savitzky-Golay Filter, 160 Punkte fiir die Berechnung der lokalen quadratischen
Regression), um das Rauschen zu vermindern, und dann als Punktdiagramm nach der Zeit
aufgetragen. Eingriffe in das System sind in der Abbildung mit Pfeilen gekennzeichnet.
Widhrend die Stromstarke im Spender-Reaktor direkt nach dem Anschlielen an den
Potentiostaten abnahm, erfolgte die Abnahme im Transplant-Reaktor um einiges langsamer.

In Woche 15 wurde in dem Spender-Reaktor die Referenzelektrode ausgetauscht und ein
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neuer Stecker an der Gegenelektrode montiert, da der alte korrodiert war. Dieser Eingriff
bewirkte eine unmittelbare Anderung der Stromstirke von -0,45 mA auf -0,8 mA, ferner war
der nachfolgende Kurvenverlauf ahnlich. Vor der Entnahme eines Teils der Kathode
(Abbildung 17, Woche 26) erreichte der Spender-Reaktor eine Stromstarke -1,2 mA. Da die
Kathode des Spender-Reaktors bereits zu Beginn des Experiments nicht dieselbe Flache wie
die des unbeschnittenen Transplant-Reaktors aufwies, macht ein Vergleich der Stromdichten
zu diesem Zeitpunkt keinen Sinn. Bis zu dem Zeitpunkt der Entnahme eines Stlickes der
Kathode wurde im Transplant-Reaktor eine Stromdichte von 0,125 A/m? erreicht. Bereits zu
diesem Zeitpunkt war der Transplant-Reaktor deutlich tiber dem gemessenen Wert der nicht
beimpften Kontrolle, welcher eine Stromdichte von 0,063 A/m? aufwies. Am Ende des
Experiments zeigten der Spender- und der Transplant-Reaktor vergleichbare Stromstarken
von ca. -0,55 mA. Dies entspricht einer Stromdichte von 0,375 A/m?im Transplant-Reaktor.
Unter der Annahme, dass die Kathodenflache im Spender-Reaktor noch ca. halb so grolR war
(8 cm?) wie urspringlich wurde in diesem Reaktor sogar eine Stromdichte von 0,625 A/m?
erreicht. Die detektierten Schwankungen im Kurvenverlauf sind auf Unterschiede in der
Begasung, sowie auf Verdunstung des Mediums aufgrund der hohen Temperaturen und ein

anschlieRendes Aufflillen mit ddH,0 zurlckzufiihren.
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Abbildung 17: Anderung der Stromstirke im Spender- und Transplant-Reaktor. Das angelegte
Potential entsprach -350 mV vs. SHE. Abgebildet sind die Stromstarken liber einen Zeitraum von ca.
37 Wochen. Die rote Kurve zeigt die gemessene Stromstarke im Transplant-, die schwarze die
Stromstarke im Spender-Reaktor. Eingriffe in das System sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Mikroskopische Analyse

Um zu bestitigen, dass die detektierte Anderung der Stromstirke auf die Aktivitit von

Mikroorganismen zurlickzufiihren ist, wurde ein Teil der Kathode steril entnommen und eine

CARD-FISH Analyse durchgefiihrt. Die verwendeten Sonden und das Protokoll waren dabei

dasselbe wie bereits flir die Analyse der initialen Anreicherung (Spender-Reaktor)

beschrieben.
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CARD-FISH

Die Ergebnisse der CARD-FISH Analyse zeigen, dass sich aktive Bakterien auf den Graphit-
Fasern der Kathode angesiedelt haben. Wie in Abbildung 18 zu sehen, gibt es Zellen, die nur

mit DAPI (blau) angefarbt werden konnten, jedoch nicht mit der Sonde fiir Bacteria (rot). Die

Inkubation mit der Sonde fiir Archaea lieferte kein Ergebnis.

Abbildung 18: CARD-FISH Analyse der Kathode aus dem Transplant-Reaktor. Die Mikroorganismen
wurden mit Sonden fir Bacteria (EUB338-l, Alexa546, rot) und DAPI (blau) behandelt. Der
GroRenbalken entspricht in jedem Bild 20 um.

5.1.3 Elektrosynthese-Versuch in Medium ohne HEPES

Nachdem der zu Beginn eingestellte neutrale pH-Wert bei der initialen Anreicherung
innerhalb der ersten Wochen auf 3,5 gesunken war, wurden alle weiteren Medien auf diesen
pH eingestellt. Die Zugabe von HEPES, das eine gute Pufferkapazitat im Bereich von 6,8 — 8,2
besitzt, ergab ab diesem Moment zwar seitens eines Puffersystems keinen Sinn mehr, es
wurde jedoch weiterhin zugegeben, um zu verhindern, dass eine unbekannte Komponente,
die in HEPES vorhanden sein kdnnte, einen Erfolg der Anreicherung verhindern kénnte. Um
zu testen, ob HEPES fir das initial angereicherte Konsortium wirklich notwendig ist, wurde
daher im Verlauf dieser Arbeit ein Ansatz in Medium ohne HEPES iberfiihrt. In der Ubersicht
in Abbildung 7 sind die Elektrosynthese-Reaktoren ohne HEPES in grau dargestellt. In diesem

Abschnitt werden die Ergebnisse fiir diesen Ansatz aufgefihrt.
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Chronoamperometrie

In Abbildung 19 ist die Anderung der Stromstirke fiir den Elektrosynthese-Reaktor ohne
HEPES und eine nicht beimpfte Kontrolle desselben Mediums dargestellt. Der Graph zeigt die
Anderung der Stromstirke bei einem angelegten Potential von -350 mV vs. SHE, (iber einen
Zeitraum von ca. 50 Wochen. In rot ist der Verlauf der Stromstdrke fir den beimpften
Elektrosynthese-Reaktor und in schwarz der Verlauf fiir das nicht beimpfte Medium
dargestellt. Die Datensatze wurden, wie fur die initiale Anreicherung, geglattet (Savitzky-
Golay Filter, 160 Punkte fiur die Berechnung der lokalen quadratischen Regression), um das
Rauschen zu vermindern, und dann als Punktdiagramm gegen die Zeit aufgetragen. Eingriffe
in das System sind in der Abbildung mit Pfeilen gekennzeichnet. Fiir den beimpften Reaktor
ist (iber die gesamte Zeit der Inkubation eine konstante Abnahme der Stromstadrke zu
verzeichnen. In Woche 28 wurde die Referenzelektrode ausgetauscht und ein neuer Stecker
an der Gegenelektrode montiert, da der vorherige korrodiert war. Dieser Eingriff bewirkte
eine Anderung der Stromstirke von -0,3 mA auf -0,15 mA. Nach diesem Eingriff sank die
Stromstarke jedoch unmittelbar weiter. Der Graph fir die Kontrolle beginnt zwar auf einem
niedrigeren Level, es war jedoch kein vergleichbares Absinken (iber die gemessene Zeit hin
zu bemerken. Vor der Entnahme eines Teils der Kathode (Abbildung 19, Woche 39) erreichte
der Elektrosynthese-Reaktor ohne HEPES eine Stromdichte von 0,27 A/m’. Die nicht
beimpfte Kontrolle zeigte lber die gemessene Zeit durchschnittlich eine Stromdichte von
0,09 A/m”. Die detektierten Schwankungen im Kurvenverlauf sind auf Unterschiede in der
Begasung, sowie auf Verdunstung des Mediums bei den hohen Temperaturen und ein
anschlielendes Auffillen mit ddH,0 zurickzufihren. Insgesamt kam der Elektrosynthese-
Reaktor ohne HEPES wahrend der gesamten Inkubationszeit nie auf die Stromdichten, die fiir

die Ansatze mit HEPES verzeichnet werden konnten.
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Abbildung 19: Anderung der Stromstirke in der Uberfilhrung ohne HEPES. Angelegt war ein
konstantes Potential von -350 mV vs. SHE. Aufgetragen ist die Stromstarke Gber einen Zeitraum von
ca. 50 Wochen. In rot ist die Stromstdrke im Reaktor der Anreicherung ohne HEPES dargestellt, in
schwarz die Kontrolle des Medienblindwerts. Eingriffe in das System sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Mikroskopische Analyse

Um zu bestitigen, dass die detektierte Anderung der Stromstirke auf die Aktivitit von
Mikroorganismen zurlickzufiihren ist, wurde ein Teil der Kathode steril entnommen und eine
CARD-FISH Analyse durchgefiihrt. Die verwendeten Sonden und das Protokoll waren dabei
dasselbe wie bereits fur die Analyse der initialen Anreicherung beschrieben. Weiterhin

wurden von dieser Kathode auch mit dem REM Aufnahmen gemacht.
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CARD-FISH

Die Ergebnisse der CARD-FISH Analyse zeigen, dass sich aktive Bakterien auf den Graphit-
Fasern der Kathode angesiedelt haben. Wie in Abbildung 20 zu sehen, gibt es Zellen, die nur

mit DAPI (blau) angefarbt werden konnten, jedoch nicht mit der Sonde fiir Bacteria (rot). Die

Inkubation mit der Sonde fiir Archaea lieferte kein Ergebnis.

Abbildung 20: CARD-FISH Analyse der Kathode aus dem Reaktor ohne HEPES. Die Mikroorganismen
wurden mit Sonden fir Bacteria (EUB338-l, Alexa546, rot) und DAPI (blau) behandelt. Der
GroRenbalken entspricht in jedem Bild 20 um.

REM

Abbildung 21 zeigt REM Aufnahmen der Kathode in unterschiedlichen VergroRRerungsstufen.
In Abbildung A sieht man mehrere bewachsene Graphit-Fasern. Die Abbildungen B und C

zeigen Nahaufnahmen je eines bewachsenen Faserstranges.

Abbildung 21: REM Aufnahmen der Kathode aus dem Reaktor ohne HEPES. A Mehrere bewachsene
Faserstrange (VergroRerung: 4000x). B + C Einzelner Faserstrang (VergroBerung: 12000x).
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16S rRNA Diversitdts-Analyse

Nachdem Uber mikroskopische Analysen bestatigt werden konnte, dass sich auf der Kathode
ein Biofilm aus aktiven Mikroorganismen angesiedelt hatte, sollten diese weiter
charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde die gesamte DNA der Zellen isoliert, eine
16S-Analyse durchgefiihrt und ausgewertet, wie es bereits flr die initiale Anreicherung
beschrieben wurde. Bei der Analyse des Elektrosynthese-Reaktors ohne HEPES wurde
lediglich die Gemeinschaft der Mikroorganismen auf der Kathode untersucht. Da es sich bei
diesem Elektrosynthese-Reaktor um eine Uberfiihrung der initialen Anreicherung handelte,
war das Inokulum dasselbe wie fiir die anfangs beschriebene Anreicherung. In Abbildung 22
sind die Ergebnisse der Diversitdts-Analyse graphisch dargestellt, die Tabellen 28 und 29
zeigen eine genaue Auflistung der detektierten Mikroorganismen auf Familienebene in
Prozent. Fiir Bacteria wurden 4967 reads und fir Archaea 1044 reads sequenziert. Fir die
mit dem Primerpaar fir Archaea amplifizierten Sequenzen wurden 66,9 % der OTUs der
Familie Sulfolobaceae zugeteilt, 32,4 % der reads konnten taxonomisch nicht zugeordnet
werden. Bei den OTUs fir Bacteria waren die am haufigsten vertretenen Familien
Peptococcaceae (26,6 %), Flavobacteriaceae (13,5 %), Sulfobacillus (5,3 %),
Cytophagaceae (4,4 %) und Halomonadaceae (3,7 %). Auch hier konnten 34,3 % der OTUs

taxonomisch nicht zugeteilt werden.

Tabelle 28: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Archaea auf der Kathode in der
Uberfiihrung in Medium ohne HEPES (zu Abbildung 22).

Taxonomie Kathode
Sulfolobaceae 66.9
Picrophilaceae 0.7
unassigned 32.4
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I unassigned

I Peptococcaceae

I Flavobacteriaceae

[ sulfobacillus

[ cytophagaceae

[ | Halomonadaceae

[ | Staphylococcaceae

[__] Thermoanaerobacteraceae ~ Bacteria Archaea
[ Paenibacillaceae
[ | Shewanellaceae
[ chitinophagaceae
[ Moraxellaceae
|:| Enterobacteriaceae
- Micrococcaceae
[ streptococcaceae
I Bartonellaceae
[ Oxalobacteraceae
Alicyclobacillaceae
[ methylobacteriaceae
I Planococcaceae

I sulfolobaceae
I unassigned

[ Picrophilaceae

Abbildung 22: Graphische Darstellung der phylogenetischen Diversitit in dem Elektrosynthese-
Reaktor mit Medium ohne HEPES.

Tabelle 29: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Bacteria auf der Kathode in der
Uberfiihrung in Medium ohne HEPES (zu Abbildung 22).

Taxonomie Kathode
Peptococcaceae 26.6
Flavobacteriaceae 13.5
Sulfobacillus 5.3
Cytophagaceae 4.4
Halomonadaceae 3.7
Staphylococcaceae 2.3
Thermoanaerobacteraceae 2.1
Paenibacillaceae 1.9
Shewanellaceae 1.6
Chitinophagaceae 0.8
Moraxellaceae 0.6
Enterobacteriaceae 0.6
Micrococcaceae 0.4
Streptococcaceae 0.4
Bartonellaceae 0.4
Oxalobacteraceae 0.3
Alicyclobacillaceae 0.3
Methylobacteriaceae 0.3
Planococcaceae 0.2
unassigned 34.3
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5.2 Anreicherungen aus dem Elektrosynthese-Reaktor

Nachdem es im ersten Teil dieser Arbeit erfolgreich gelungen war, ein thermophiles
Konsortium in einem Elektrosynthese-Reaktor mit Elektronen von einer Kathode als einziger
Energiequelle und CO, als einziger Kohlenstoffquelle anzureichern, war das nachste Ziel,
einzelne Mikroorganismen aus der Gemeinschaft weiter anzureichern und zu isolieren. Fir
die erfolgreiche Isolierung eines Mikroorganismus sind allgemein viele unterschiedliche
Parameter relevant, die in unterschiedlichen Ansdtzen getestet werden miissen, da die
Anzahl zur Verfligung stehender Potentiostaten die Anzahl paralleler Anreicherungen stark
limitiert hatte. Daher wurden die Isolierungen aus dem Elektrosynthese-Reaktor zunachst
Uber klassische Ansédtze in definierten Medien vorgenommen. So gelang es beispielsweise,
Kyrpidia sp. im Rahmen einer Masterarbeit erfolgreich aus dem Konsortium zu isolieren. Es
konnte fir diesen Organismus weiter gezeigt werden, dass er zu elektroautotrophem

Wachstum fahig ist (Reiner 2015).

In diesem Teil der Arbeit werden drei Anreicherungen besprochen, die alle auf demselben
Grundmedium basieren, in denen jedoch drei unterschiedliche Elektronenakzeptoren zur
Verfligung gestellt wurden (Methoden 4.2). Als Grundmedium fiir die Anreicherungen wurde
ein modifiziertes Sulfolobus-Medium gewahlt, da Sulfolobus den groBten Anteil innerhalb
der elektroautotrophen Gemeinschaft darstellt. Allen Ansatzen wurde 0,1 % Hefeextrakt
zugegeben, um Limitationen durch unbekannte Komponenten moglichst ausschlieRen zu
konnen. Als Elektronendonor diente in allen Ansatzen Wasserstoff, da alle bereits
beschriebenen elektroautotrophen Organismen gemeinsam haben, dass sie Wasserstoff als
Elektronendonor nutzen koénnen. Da der pH-Wert in allen Ansatzen mit H,SO, auf 4
eingestellt wurde, stellte Sulfat einen moglichen Elektronenakzeptor in allen Ansatzen dar.
Einem Ansatz wurde zusatzlich 2 mM KNOs zugegeben und der dritte Ansatz bekam eine
geringe Menge an Sauerstoff zugesetzt. Als Kohlenstoffquelle diente in jedem Ansatz CO,,
welches Uber eine Gasmischung mit Wasserstoff (H,:C0,,80:20) immer wieder nachgefiittert
wurde. Alle Ansatze wurden bei 60 °C schiittelnd inkubiert, um eine optimale Verteilung des

H,:CO, Gemisches zu gewahrleisten.

Alle Anreicherungen wurden mikroskopisch auf Wachstum untersucht und bei einer

entsprechenden Zelldichte zu 1% in frisches Medium U{berfihrt. Die hier besprochenen
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Anreicherungen wurden dreimal Uberflhrt, bevor eine 16S Diversitats-Analyse liber eine
454-Sequenzierung durchgefiihrt wurde. An dieser Stelle ist noch anzumerken, dass die

Anreicherung mit Sauerstoff stets die geringste Zelldichte aufwies.

16S rRNA Diversitdts-Analyse

Aus der dritten Uberfiihrung aller drei Ansitze wurde zunichst die gesamte DNA isoliert.
Hierfiir wurde dasselbe Protokoll verwendet wie bereits fir die Isolation der DNA aus den
Graphitvlies-Kathoden. AnschlieRend wurde die 16S lber eine PCR mit Primern fiir Archaea
und Bacteria amplifiziert und diese, wie in den zuvor beschriebenen Anreicherungen in
Elektrosynthese-Reaktoren, mittels 454-Sequenzierung analysiert. Bereits bei der
Aufreinigung der PCR-Fragmente aus einem Agarosegel war zu erkennen, dass das
Primerpaar fiir Archaea eine geringere Menge an Amplifikat ergab, verglichen mit der
Bacteria Reaktion. Dieses Ergebnis spiegelte sich auch in der Anzahl erhaltener reads wieder.
So wurden fiir Archaea lediglich 20 reads in der Nitrat-, 31 reads in der Sulfat- und 369 reads
in der Sauerstoff-Anreicherung sequenziert. Flir Bacteria konnten in der Nitrat-Anreicherung
10028 reads, in der Sulfat-Anreicherung 9876 reads und in der Sauerstoff-Anreicherung 4263
reads sequenziert werden. In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der 16S Analyse mit QIIME
graphisch dargestellt. Die Tabellen 30 und 31 zeigen die genaue taxonomische Zuordnung
der OTUs in Prozent. Bereits auf den ersten Blick kann man erkennen, dass die Verwendung
der drei unterschiedlichen Elektronenakzeptoren zu einer Anreicherung komplett
unterschiedlicher Organismen gefiihrt hat. Bei den wenigen reads, die flir Archaea
sequenziert wurden, konnten 93,5 % in der Sulfat- und 85 % in der Nitrat-Anreicherung nicht
taxonomisch zugeordnet werden. Die verbleibenden 6,5% filir die Sulfat-Anreicherung
wurden Acidianus zugeschrieben. In der Nitrat-Anreicherung waren es 10 % fur Acidianus
und 5 % fir Thermogymnomonas. Die Anreicherung mit Sauerstoff zeigte die grote Vielfalt
in den sequenzierten Archaea reads, hier konnten nur 10,7 % der reads nicht zugeordnet
werden. Von den verbleibenden OTUs wurden 67,8% zu Acidianus eingeordnet, die
restlichen OTUs wurden den Picrophilaceae zugeteilt (genaue Angaben sind Tabelle 30 zu

entnehmen).
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der phylogenetischen Diversitat fiir Archaea und Bacteria
von den drei Anreicherungen aus dem Elektrosynthese-Reaktor. Angegeben ist jeweils der fir die
Anreicherung verwendete Elektronenakzeptor.

Tabelle 30: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Archaea in den jeweiligen
Anreicherungen (zu Abbildung 23).

Taxonomie Archazea Archaea Archaea
(SO47) (02) (NO3)
Sulfolobaceae_Acidianus 6,5 % 67,8 % 10%
Methanobacteriaceae 0% 0,5% 0%
Picrophilaceae_other 0% 33% 0%
Picrophilaceae_Ferroplasma 0% 9,8% 0%
Picrophilaceae_Thermogymnomonas 0% 7,9 % 5%
unassigned 93,5% 10,7 % 85 %
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Auch bei der Diversitat innerhalb der Bacteria sind groBe Unterschiede zwischen den
einzelnen Anreicherungsansatzen festzustellen. Die geringste Diversitat zeigte hier die Nitrat
Anreicherung, auch wenn hier 98,2% der reads nicht zuzuordnen waren. In der
Anreicherung mit Sauerstoff konnten nur 5,3 % der reads nicht taxonomisch eingeordnet
werden. 87 % der OTUs wurden hier zu Moorella gruppiert, nachfolgend waren Clostridia
(3,4 %), Thermoanaerobacter (2 %) und Halomonas (1,1 %) vertreten. Am diversesten zeigte
sich die Anreicherung mit Sulfat, hier waren 19,1 % der reads nicht zuzuordnen. Die
restlichen OTUs waren alle unter den Clostridia angesiedelt. 24,9 % der OTUs konnten nur
bis zur Klasse der Clostridia eingeteilt werden, 22 % zu Clostridiales, 18,7 % zur Familie
Peptococcaceae und 9,3 % wurden Desulfovirgula zugeteilt. Eine Auflistung aller OTUs fir

Bacteria ist Tabelle 31 zu enthehmen.

Tabelle 31: Auflistung der prozentualen Verteilung der OTUs fiir Bacteria in den jeweiligen
Anreicherungen (zu Abbildung 23).

Taxonomie Bactezria Bacteria Bacteria
(SO47) (02) (NO3)
Clostridia 24,9 % 3,4% 0,1%
Clostridiales 22 % 0% 0%
Peptococcaceae 18,7 % 0,2% 0%
Thermoanaerobacteraceae _Desulfovirgula 9,3% 0,1% 0%
Clostridiaceae 2% 0% 0%
Clostridia_other 1,8% 0% 0%
Thermoanaerobacteraceae_Moorella 1,4 % 87 % 0%
Alicyclobacillaceae 0,3% 0% 0%
Halomonadaceae _Halomonas 0,2% 1,1% 0,5%
Flavobacteriaceae 0,1% 0,4% 0,6 %
Shewanellaceae 0,1% 0,3% 0,3%
Staphylococcaceae 0,1% 0,2% 0,3%
Thermoanaerobacteraceae_Thermoanaerobacter 0% 2% 0%
unassigned 19,1 % 5,3 % 98,2 %

Bestimmung der a-Diversitidt (Shannon Index)

Der Shannon Index ist eine mathematische GréBe zur Beschreibung der Biodiversitat. In der
dem Shannon Index zugrundeliegenden mathematischen Formel wird sowohl die Anzahl
unterschiedlicher Individuen (z.B. die Anzahl unterschiedlicher Arten) als auch deren
Abundanz berlcksichtigt. Um die Anreicherungen weiter zu beschreiben, soll an dieser Stelle

der Shannon Index fir die drei Anreicherungen angegeben werden. Dieser wurde ebenfalls
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mittels QIIME ermittelt. Als Grundlage zur Berechnung des Shannon Index dienen die
zusammengefiigten OTUs sowie deren taxonomische Zuordnung. Das Ergebnis dieser
Analyse bestatigt eindeutig, dass die Anreicherung mit Nitrat als Elektronenakzeptor die
geringste Diversitat aufweist und demnach die grofite Reinheit besitzt (auch wenn die
meisten OTUs nicht taxonomisch eingeordnet werden konnten). Die genauen Zahlen fir alle

drei Anreicherungen kénnen Tabelle 32 entnommen werden.

Tabelle 32: Shannon Indices der drei Anreicherungen.

Sulfat Sauerstoff Nitrat
Bacteria 4,72 1,88 1,08
Archaea 1,85 2,23 1,85

Analyse stoffwechselphysiologischer Parameter

Um eine genauere Ubersicht tiber die angereicherten Kulturen zu erlangen, wurden einige
stoffwechselphysiologische Parameter der drei Anreicherungen bestimmt. Die verwendeten
Methoden kdénnen im Methodenteil 4.4 nachgelesen werden. Alle drei Anreicherungen
wurden Uber einen Zeitraum von 17 Tagen verfolgt und dabei immer wieder Proben
genommen zur Bestimmung des pH-Wertes und der Sulfat-Konzentration. Von der
Anreicherung, der Nitrat als Elektronenakzeptor zur Verfligung stand, wurde zusatzlich die
Konzentration an Nitrat und Nitrit bestimmt. In Abbildung 24 ist die Anderung des
pH-Wertes der drei Anreicherungen Uber die Zeit dargestellt. In allen Anreicherungen ist
eine Zunahme des pH-Wertes zu verzeichnen, wobei die Anreicherung, welche aulRer CO,
und Sulfat keinen weiteren Elektronenakzeptor enthilt, den rasantesten Anstieg zeigt. Hier

war der detektierte pH-Wert bereits nach einer Woche bei 7 und blieb dann konstant.
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Anderung des pH-Wertes
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Abbildung 24: Anderung des pH-Wertes in den drei Anreicherungsansitzen.
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Abbildung 25: Anderung der Sulfat-Konzentration in den drei Anreicherungen.
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Anderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration
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Abbildung 26: Anderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration in der Anreicherung mit Nitrat als
Elektronenakzeptor. In blau sind die Werte fir Nitrat, in braun die Werte fir Nitrit dargestellt.

Eine Anderung der Sulfat-Konzentration konnte nur in der Anreicherung ohne weiteren
Elektronenakzeptor detektiert werden (Abbildung 25). In den anderen beiden
Anreicherungsansatzen schwankt die Konzentration an Sulfat zwar zwischen Werten von 25

und 44 mM, ist jedoch am Ende auf dem gleichen Level wie zu Beginn.

In Abbildung 26 ist die Anderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration in der Anreicherung
mit 2 mM Nitrat als Elektronenakzeptor dargestellt. Es ist hier eine deutliche Abnahme der
Konzentration an Nitrat zu verzeichnen. Nitrit wird zwar gebildet, jedoch scheint nicht alles
Nitrat zu Nitrit reduziert zu werden. Eine Anderung der Konzentration an Ammonium konnte
nicht bestimmt werden, da das Medium bereits Ammonium enthielt und dessen

Bestimmung daher nicht durchfiihrbar war.

In Abbildung 27 sind die Ergebnisse aus den drei Anreicherungskulturen zusammengefasst.
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Elektronendonor/ Ergebnis der
Elektronenakzeptor 454-Sequenzierung Sonstiges
24,9 % Clostridia H,S
22 % Clostridiales
H,/CO,, SO,* 18,7 % Peptococcaceae 50,2}
9,3 % Desulfovirgula
/ 19,1 % unassigned pH4->7
87 % Moorella S0,
_— H,/C0,, SO,%, O, 3,4 % Clostridia
5,3 % unassigned pH4->6
SO, «>»
H,/CO,, SO,%-, NOy 98,2 % unassigned NO, l

-> Thermaerobacter 88 % pH 4->5,5

Abbildung 27: Schematische Darstellung der drei Anreicherungen aus dem Elektrosynthesereaktor.
Angegeben sind der Elektronendonor sowie mogliche Elektronenakzeptoren. AuBerdem die
Hauptvertreter laut 16S-Diversitatsanalyse und einige physiologische Merkmale der Anreicherungen.

5.3 Anreicherung in FeCO3-Gradientenréhrchen

Neben der direkten Anreicherung im Elektrosynthese-Reaktor und der Isolationen aus
selbigem, wurde im Verlauf dieser Arbeit zusatzlich eine weitere, klassische
Anreicherungsstrategie verfolgt. Das Ziel hierbei war es, thermophile mikroaerophile
eisenoxidierende Organismen zu finden, die bei neutralem pH-Wert leben. In der Theorie
konnte solch ein Organismus dazu in der Lage sein, in einem Elektrosynthese-Aufbau
Elektronen von einer Kathode zu beziehen. Die Anreicherung erfolgte in FeCOs-
Gradientenréhrchen und ist in Kapitel 4.3 genauer beschrieben. Es handelt sich dabei um
eine Methode von Emerson et al. 1997, bei der sich aerobe, eisenoxidierende
Mikroorganismen in halbfestem Medium in den fiir sie optimalen Zonen beziiglich Fe** und
Sauerstoffkonzentration ansiedeln. Als Inokulum fiir diese Anreicherungen diente zum einen

eine Probe aus einer warmen Quelle im Taroko National Park (Taiwan) (Materialien 3.2.2)
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und zum anderen Probe #8 (Tabelle4), die nahe des Geothermiekraftwerks Central
Geothérmica Pico Vermelho auf den Azoren entnommen wurde. Aus diesen Proben konnten
iber mehrere Uberfiihrungen zwei Organismen bei 45 °C isoliert werden, die im Folgenden

beschrieben werden sollen.

5.3.1 Isolierung von Crenotalea sp.

Dieser Organismus stammt aus einem Ansatz, der mit der Probe #8 aus der Ndhe des
Geothermiekraftwerks Central Geothérmica Pico Vermelho auf den Azoren beimpft wurde.
Uber mehrere Uberfilhrungen in den FeCOs-Gradientenréhrchen konnte schlieflich ein
Organismus isoliert werden, der im Weiteren auch in R2A Medium kultiviert werden konnte.
Das isolierte Bakterium zeigte bei einem Sequenzalignment lGber 1423 bp eine 97,9 %ige
Ubereinstimmung (pairwise identity, geneious) zur 16S rDNA von Crenotalea thermophila
Stamm STH-1-Y1, einem Vertreter aus der Familie Chitinophagaceae. In Abbildung 29 ist ein
phylogenetischer Stammbaum (Neighbour-Joining Methode, geneious) des Isolats mit den
nachsten verwandten Organismen dargestellt. Weiterhin sind einige bekannte

eisenoxidierende Organismen mit in dem Stammbaum enthalten.

Auf festem Medium bilden Crenotalea sp. gelbe Kolonien (siehe Abbildung 28 A), ein
Wachstum auf LB-Medium konnte nicht festgestellt werden. Unter dem Phasenkontrast-
Mikroskop sind die Zellen von Crenotalea sp. als lange Stabchen zu erkennen (Abbildung
28 B). Der Organismus wurde bei 45 °C kultiviert, bei 37 °C und bei 60 °C konnte kein

Wachstum mehr beobachtet werden.

Abbildung 28: A Gelbe Kolonien von Crenotalea sp. auf R2A-Patte. B Phasenkontrast-
mikroskopische Aufnahme von Crenotalea sp..
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Chitinophaga arvensicola

Ferruginibacter lapsinanis

Flavisolibacter ginsengisoli

Lacibacter cauensis

— Crenotalea thermophila

—— Isolat Crenotalea sp.

Flexithrix dorotheae

Clostridium ljungdahlii

Paenibacillus alvei

Sporomusa ovata

Rhodopseudomonas palustris

Acidithiobacillus ferrooxidans

Gallionella capsiferriformans

Sideroxydans lithotrophicus

Nitrosomonas europaea

Mariprofundus ferrooxydans

0.03

Abbildung 29: Phylogenetischer Stammbaum des Isolats Crenotalea sp. und nachstverwandter
Spezies. Der Stammbaum wurde mithilfe der Neighbour-Joining Methode Uber das Programm
geneious erstellt. Die Astlange ist proportional der Anzahl an Basenaustauschen. Neben den
nachsten verwandten wurden einige bekannte eisenoxidierende Mikroorganismen in den
Stammbaum integriert.
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5.3.2 Isolierung eines Bakteriums aus der Ordnung Rhizobiales

Der zweite Organismus, der wahrend dieser Arbeit erfolgreich isoliert werden konnte,
stammt aus einer Anreicherung, die initial mit Probenmaterial aus einer heiflen Quelle im
Taroko Nationalpark (Taiwan) inokuliert wurde. Wie bereits flr das Isolat Crenotalea sp.
beschrieben, wurde auch dieser Organismus iiber mehrere Uberfiihrungen aus den FeCOs-
Gradientenrohrchen isoliert und konnte anschliefend in R2A-Medium kultiviert werden. Die
nachsten Verwandten des Isolats sind, laut eines 16S rDNA-Datenabgleichs (pairwise
identity, geneious) Uber 1400bp, Pseudolabrys taiwanensis (94,6 %), Variibacter
gotjawalensis (93,9 %) und Rhodoplanes elegans (93,7 %). Das Isolat gehort demnach
innerhalb der Alphaproteobacteria zur Ordnung der Rhizobiales und bildet hier
wahrscheinlich die erste Art einer neuen Familie. In Abbildung 31 ist ein phylogenetischer
Stammbaum des Isolats (Neighbour-Joining Methode, geneious) und der nachsten isolierten,
verwandten Organismen dargestellt. Weiterhin sind einige bekannte eisenoxidierende

Organismen mit in dem Stammbaum enthalten.

Das Bakterium wurde bei 45 °C isoliert, bei 37 °C sowie bei 60 °C konnte kein Wachstum
beobachtet werden. Auf festem Medium bildet das Isolat farblose kleine Kolonien. Die Zellen
des Rhizobiales Isolates sind unter dem Phasenkontrastmikroskop als lange, diinne Stabchen
zu erkennen (Abbildung 30 A und B). Weiterhin wurde die Bildung von Zellagglomerationen

sowohl beim Wachstum auf festem Nahrmedium wie in Fliissigkultur beobachtet.

Abbildung 30: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme des Rhizobiales Isolats. A und B: lange,
diinne stibchenformige Zellen, teilweise an einem Zellpol zusammenhangend.
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Clostridium ljungdabhlii

Paenibacillus amylolyticus

Sporomusa ovata

Mariprofundus ferrooxydans

Acidithiobacillus ferrooxidans

Gallionella capsiferriformans

Sideroxydans lithotrophicus

Nitrosomonas europaea

Rhodobacter sphaeroides

Hyphomicrobium vulgare

Bradyrhizobium paxllaeri

Rhodopseudomonas palustris

Variibacter gotjawalensis

Pseudolabrys taiwanensis

Rhizobiales Isolat

Rhodoplanes elegans

—— Rhodoplanes piscinae

0.02

Abbildung 31: Phylogenetischer Stammbaum des Rhizobiales Isolats und der nachstverwandten
Spezies. Der Stammbaum wurde mithilfe der Neighbour-Joining Methode Uber das Programm
geneious erstellt. Die Astlange ist proportional der Anzahl an Basenaustauschen. Neben den
nachsten verwandten wurden einige bekannte eisenoxidierende Mikroorganismen in den
Stammbaum integriert.
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6 Diskussion

6.1 Thermophile Elektrosynthese

Das Ziel dieser Arbeit war es, thermophile, elektroautotrophe Mikroorganismen
anzureichern, die Elektronen von einer Kathode nutzen konnen, um damit CO, zu fixieren.
Nahezu alle bisher publizierten Studien zu mikrobieller Elektrosynthese wurden unter
moderaten Bedingungen im neutralen pH-Bereich und bei Temperaturen zwischen 25 und
37 °C durchgefiihrt (Nevin et al. 2011; Lohner et al. 2014; Marshall and May 2009; Dopson
etal. 2015). Diese Arbeit beschreibt eine Langzeitstudie zu einem elektroautotrophen
Konsortium, das unter kontinuierlicher CO,-Zufuhr, bei 60 °C, einem pH-Wert von 3,5 und
einem Potential von -350 mV vs.SHE angereichert wurde. Nach einer anfanglichen
Anreicherungsphase von ca. 18 Monaten konnte die Gemeinschaft der auf der Kathode
ansassigen Mikroorganismen (ber mehrere 16S rRNA-Diversitats-Analysen sowie CARD-
FISH-Aufnahmen taxonomisch eingeordnet werden. Dariliber hinaus diente die Erstellung
eines Metagenoms sowie eines Metatranskriptoms der Charakterisierung der stoffwechsel-
physiologischen Prozesse in den im Elektrosynthese-Reaktor angereicherten Mikro-
organismen. Durch den Vergleich zweier Kathoden, von denen nur an eine ein konstantes
Potential angelegt wurde, konnte tiber den Einbau von isotopenreinem *C-Bicarbonat eine

stromabhangige CO,-Fixierung nachgewiesen werden.

6.1.1 Initiale Anreicherung

Nur eine von urspringlich vier angesetzten Elektrosynthese-Anreicherungen zeigte nach ca.
vierwochiger Inkubation eine Verdanderung der Stromstdrke. Den Unterschied machte
demnach die Zugabe von Sediment zu diesem Ansatz. Die anderen drei Elektrosynthese-

Reaktoren wurden ausschlieRlich mit 40 ml der Flissigphase aus der Mischung der 24
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Proben beimpft. Zu Beginn der Arbeit wurde fir die Anreicherung ein Medium mit einem
neutralen pH-Wert gewahlt, weswegen 5 mM HEPES als Puffersystem zugegeben wurden.
Da der anfanglich eingestellte pH-Wert schnell fiel und sich konstant bei 3,5 einpendelte,
wurde dieser pH-Wert fir alle weiteren Versuche beibehalten und mit H,SO,4 auf selbigen
eingestellt. Da es sich bei HEPES um eine organische Verbindung (CgH1sN,04S) handelt,
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass einige Organismen dazu in der Lage sind, sich
dieser Kohlenstoffquelle zu bedienen. Aufgrund der geringen Menge an HEPES von 5 mM
konnte dieser nur anfanglich als Kohlenstoffquelle dienen. Im Verlauf des Experiments
wurden Flussigkeitsverluste durch Verdunstung mit ungepuffertem ddH,0 aufgefillt.

Insgesamt standen den Mikroorganismen 0,96 g Kohlenstoff aus HEPES zur Verfiigung.

Chronoamperometrie

Bei der initialen Anreicherung wurden Stromdichten von bis zu 0,75 A/m” erreicht. Ein
Kontroll-Reaktor, der unter denselben Bedingungen lief, zeigte innerhalb von 60 Tagen nie
eine groBere Stromdichte als 0,063 A/m?. Der Graph fir die Stromstarke in der
Elektrosynthese-Anreicherung zeigt immer wieder Spriinge von bis zu 0,3 mA. Diese sind
groRtenteils auf eine unregelmaRige Begasung mit N,/CO, zurtickzufiihren, da der
Volumenstrom manuell reguliert wurde und zudem Schwankungen durch Arbeiten an
parallel betriebenen Reaktoren entstanden. Dass die Begasung einen direkten Einfluss auf
die gemessene Stromstdrke hat, konnte bereits in einer vorherigen Arbeit gezeigt werden
(Reiner 2015). Trotz der verzeichneten Spriinge war dennoch eine konstante Abnahme der
Stromstdrke innerhalb jedes Zeitintervalls zu verzeichnen. Neben den angereicherten
Mikroorganismen kdénnten auch abiotische Prozesse an der Kathode zu einer Verdanderung
der Stromstarke fluhren. Hier sei beispielsweise die abiotische Reduktion von Sauerstoff,
zusammen mit Protonen, zu Wasser zu erwdhnen (Renslow et al. 2011; Freguia et al. 2007).
Sauerstoff, der in geringen Mengen durch die Hydrolyse von Wasser an der Anode entsteht,
kann aus dem Anodenkompartiment, welches in dem hier verwendeten Aufbau nur durch
eine porose Glasfritte vom umgebenden Medium getrennt ist, zur Kathode diffundieren und
dort der Graphitelektrode selbst als Elektronenakzeptor dienen. Da die Loslichkeit von
Sauerstoff in Wasser mit steigender Temperatur sinkt und der geringe pH-Wert die
Loslichkeit weiter beeintrachtigt, kann der Einfluss von Sauerstoff als Elektronenakzeptor fir

die Kathode selbst als vernachlassigbar eingestuft werden. Der an der Anode entstandene
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Sauerstoff steht auch den elektroautotrophen Mikroorganismen selbst als potentieller
Elektronenakzeptor zur Verfiigung, auf diesen Sachverhalt soll jedoch an einer spateren
Stelle eingegangen werden. Die beobachteten Unterschiede in den Stromdichten fir den
beimpften Elektrosynthese-Ansatz und die sterile Kontrolle deuteten erstmals auf einen

biologischen Einfluss hin, den es in folgenden Analysen zu bestatigen galt.

Mikroskopische Analysen

Die durchgefiihrte Fluoreszenz in situ Hybridisierung lieferte einen ersten Hinweis darauf,
dass die Veranderung der Stromstédrke in der Aktivitat von Mikroorganismen begriindet liegt.
Es konnte gezeigt werden, dass sich auf der Graphitkathode ein Biofilm mit
Mikroorganismen aus dem Reich der Archaea wie auch der Bacteria angesiedelt hatte. Die
Gegenfarbung mit DAPI zeigte keine weiteren Zellen, woraus zum einen auf die Aktivitat der
vorhandenen Mikroorganismen geschlossen werden kann und zum anderen, dass es moglich
war, mit den verwendeten Sonden alle Organismen auf der Kathode zu detektieren. Bacteria
machten eindeutig den Grofteil der Gemeinschaft an Mikroorganismen aus, wahrend das
Signal fiir Archaea stets unterreprasentiert war. Diese Beobachtung korreliert mit den
Ergebnissen der erhobenen 16S-Diversitats-Analyse und der taxonomischen Zuordnung der
Proteine im Metagenom, hier waren den Archaea zugeordnete Sequenzen ebenso in der
Unterzahl. Neben der CARD-FISH Analyse wurden auch rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen der bewachsenen Kathoden aufgenommen. Diese zeigten einerseits Zellen
unterschiedlicher Struktur, welche direkt auf der Graphitfaser anhaften, weiterhin waren
Zellaggregate zwischen den Faserstrangen zu sehen. Obwohl es sich bei der
Elektronenmikroskopie um eine vergleichsweise stark von Artefakten behaftete Methode
handelt (die Probe muss erst fixiert und dehydriert werden, bevor sie schlielRlich im
Hochvakuum analysiert werden kann), konnten diese Zellaggregate auch in den CARD-FISH
Untersuchungen gesehen werden. Da die einzelnen Zellen eines Aggregates nicht alle mit
der Kathode in Kontakt stehen, kann hier beispielsweise von einer Ubertragung der
Elektronen von Zelle zu Zelle ausgegangen werden. Es ware andrerseits auch denkbar, dass
einige Zellen des Aggregates unabhangig von der Kathode leben. Voraussetzung zu diesen
Annahmen ist, dass die beobachteten Aggregate kein Artefakt der Probenfixierung

darstellen, bei der ein Teil des Biofilms von den Fasern abgetragen worden sein kdnnte.
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16S rRNA Diversitdts-Analysen

Die Ergebnisse der 16S-Amplikon-Sequenzierung bestatigten, dass die elektroautotrophe
Gemeinschaft aus Bacteria und Archaea besteht. Die Aussage der CARD-FISH Bilder spiegelte
sich auch hier wieder. So konnten weniger reads fiir Archaea sequenziert werden und auch
die Diversitat innerhalb der Archaea war um einiges geringer als innerhalb der Bacteria.
Insgesamt wurden fiir die initiale Anreicherung zwei 454-Sequenzierungen durchgefiihrt. In
der ersten Sequenzierung wurde die mikrobielle Gemeinschaft der Zellen auf der Kathode
mit dem urspriinglichen Inokulum verglichen. In einer zweiten Studie wurde untersucht, ob
es einen Unterschied zwischen der Zusammensetzung der Mikroorganismen auf der Kathode
und der in der planktonischen Phase des Elektrosynthese-Reaktors gibt. Die Ergebnisse
zeigen eindeutig, dass ein Unterschied in der organismischen Zusammensetzung des
Inokulums vor der Anreicherung und nach der Inkubation unter elektroautotrophen
Bedingungen besteht. Im zweiten Experiment stellte sich heraus, dass es ferner keinen
gravierenden Unterschied in der Zusammensetzung der Zellen auf der Kathode und der
Zusammensetzung der planktonischen Zellen gibt. Unter der Annahme einer
elektroautotrophen Lebensweise der angereicherten Mikroorganismen deutet diese
Beobachtung auf einen dynamischen Kreislauf hin, bei dem Zellen an der Kathode anhaften
und sich wieder von ihr ablésen, um dadurch an Energie in Form von Elektronen zu kommen.
Solch ein dynamischer Prozess wiirde dadurch beglinstigt, dass die Fliissigphase durch die
permanente Begasung mit N,/CO; kontinuierlich durchmischt wird. Weiterhin ware denkbar,
dass einige Organismen aus der Gemeinschaft redox-aktive Substanzen sekretieren, Gber die

wiederum Elektronen an planktonische Zellen Gibertragen werden kdénnen.

Die Sequenzierung der 16S rRNA Gene der Archaea ergab, dass unter den gegebenen
Bedingungen eine deutliche Anreicherung von Organismen der Familie Sulfolobaceae
(81,1 %) stattfand. Innerhalb dieser Familie findet man Vertreter, wie beispielsweise
Acidianus oder Metallosphaera, die als autotrophe Eisenoxidierer beschrieben sind (Li, 2012;
Kozubal, 2008). Die Anreicherung derartiger Organismen entspricht daher der Hypothese
von elektroautotrophem Wachstum. Die Ergebnisse der 16S-Analyse fir Bacteria zeigten,
dass Organismen aus der Familie Thermoanaerobacteraceae am haufigsten vertreten sind
(36,1 % der Sequenzen), gefolgt von Nitrospiraceae, Thermaceae und Caldisericaceae.

Moorella thermoacetica, ein Vertreter der Thermoanaerobacteraceae, wurde bereits als
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elektroautotroph beschrieben. In einem Elektrosynthese Ansatz konnte gezeigt werden, dass
M. thermoacetica Elektronen mit einem Potential von -400 mV vs. SHE nutzt und dass in
diesem System hauptsachlich Acetat produziert wird (Nevin et al. 2011). Caldanaerobacter
subterraneus, ein weiteres Mitglied der Thermoanaerobacteraceae, wurde in einer
Anreicherung auf der Anode einer mikrobiellen Brennstoffzelle, die bei 80 °C betrieben
wurde, gefunden (Fu et al. 2013). Organismen aus der Familie der Nitrospiraceae sind dazu

in der Lage, CO; liber den reduktiven Citratzyklus zu fixieren.

Die zweite Diversitatsstudie, bei der die Verteilung der Mikroorganismen auf der Kathode
mit denen der planktonischen Phase verglichen wurde, zeigt eine Abweichung von der zuvor
beschriebenen Analyse. Fir die Sequenzierung der Archaea ergab sich das gleiche Bild wie
bereits in der ersten Studie, hier stellte die Familie der Sulfolobaceae mehr als 93 % aller
detektierten OTUs. Bei den Bacteria war ein deutlicher Unterschied zur ersten Studie
vorhanden. Ein GroRteil der ausgewerteten OTUs wurden hier der Familie Oxalobacteraceae
(35 %) zugeschrieben, gefolgt von Sulfobacillus, Caulobacteraceae und Halomonadaceae.
Innerhalb der Familie Oxalobacteraceae ist ein genetisch veranderter Ralstonia eutropha
Stamm beschrieben, der mit Formiat, welches elektrochemisch an einer Kathode produziert
wurde, in der Anwesenheit von Sauerstoff Biokraftstoff produzieren kann (Li et al. 2012). Die
Produktion von Formiat an der Kathode konnte in dieser Studie unterdessen nur bei einem
sehr geringen Potential von -1,4 mV vs. SHE beobachtet werden. Da in der vorliegenden
Arbeit das Kathodenpotential konstant bei -350 mV vs. SHE gehalten wurde, scheidet
Formiat als ein moglicher Elektronendonor in diesem System aus. Sulfobacillus Spezies sind
sowohl bekannte eisenoxidierende wie auch autotrophe Organismen (Pina et al. 2010; Berg
2011; Dinarieva et al. 2010). Der Unterschied beziiglich der Verteilung an Mikroorganismen
in der ersten und der zweiten Studie kdnnte beispielsweise von einer ungleichen Verteilung
der Mikroorganismen auf der Kathodenoberflache selbst herriihren. Eine andere Mdoglichkeit
ware, dass sich die Gemeinschaft an Mikroorganismen Uber die Zeit hin verandert hat, da die
beiden Sequenzierungen ca. 7 Monate auseinander lagen. Eine Verfadlschung der Ergebnisse
durch die, der Sequenzierung vorangestellte, Amplifizierung der bakteriellen 16S durch
verwendete Primer kann ausgeschlossen werden, da diese fir die Erstellung der Amplikons
in beiden Analysen dieselbe Spezifitdt hatten. Gegen die Hypothese einer Verdanderung der

Gemeinschaft an Mikroorganismen Uber die Zeit spricht allerdings die Taxonomie, die aus
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den Proteinzuweisungen des Metagenoms erstellt wurde. Die taxonomische Verteilung der
im Metagenom detektierten Proteine spiegelt die Taxonomie der ersten 16S-Diversitats-
Analyse ziemlich genau wieder. Zeitlich gesehen gehoren jedoch die Proben fir das
Metagenom, das Metatranskriptom und die zweite 16S-Amplikon-Sequenzierung
zueinander. Am plausibelsten ist eine Kombination der Annahme einer ungleichen
Verteilung der Organismen auf der Kathodenoberflache selbst und eines unterschiedlich
beglinstigten Zellaufschlusses und, damit verbunden, einer ungleichen Verteilung der
Organismen bei den durchgefiihrten Analysen. Es kann daher angenommen werden, dass
sich durch die Gesamtheit der Analysen ein Bild ergibt, welches der Realitdt am ehesten

entspricht.

Alles in allem lieferten die 16S-Diversitats-Analysen zwar keinen Anhaltspunkt fiir eine
Anreicherung obligat autotropher Organismen, jedoch sind viele unter ihnen als fakultativ
autotrophe, mixotrophe Mikroorganismen beschrieben. Die Tatsache, dass nur innerhalb
weniger der gefundenen Familien Organismen vertreten sind, die als elektroautotroph
beschrieben wurden, ist nicht verwunderlich, da diese Arbeit eine der ersten beschriebenen
Studien zu mikrobieller Elektrosynthese in einem sauren und thermophilen Milieu darstellt

und Beschreibungen dahingehend erst zu erbringen sind.

Metagenom-Analyse

Die Analyse des Metagenoms bestdtigte das Bild aus den 16S-Diversitatsstudien, dass
Chemolithoautotrophie eine beglinstigte Lebensweise des elektroautotroph angereicherten,
mikrobiellen Konsortiums darstellt. Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwahnt, korrelierte
die Taxonomie aus der ersten 16S-Diversitatsstudie mit der taxonomischen Zuordnung der
im Metagenom detektierten Proteinsequenzen. 18,6 % der Sequenzen aus dem Metagenom
wurden archaeellen Proteinen zugeschrieben. Dass Bacteria in der elektroautotrophen
Gemeinschaft Uberwiegen, konnte demnach auch mit dieser Analyse bestatigt werden.
Insgesamt ist ein Vergleich der Taxonomie zwischen der Amplikon-Sequenzierung und dem
Metagenom nur bedingt sinnvoll. Im ersten Fall wurden spezifische Bereiche der 16S
analysiert, die Taxonomie des Metagenoms hingegen wurde Uber den Abgleich mit
Proteindatenbanken erstellt. Obgleich der Metagenomdatensatz kaum ribosomale

Information enthielt, konnte den Proteinen somit eine taxonomische Angabe zugeteilt
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werden. Dass sich aus den beiden Analysen, die mithilfe ganzlich verschiedener Methoden
der DNA-Isolierung, der Amplifizierung und auch der Sequenzierung durchgefiihrt wurden,

dennoch ein stimmiges Bild ergab, unterstitzt die erzielten Ergebnisse um so mehr.

Weder das Metagenom noch die Diversitats-Analyse lieferten einen Hinweis auf die Aktivitat
von methanogenen Mikroorganismen innerhalb des Konsortiums. Dies war bei einem
angelegten Potential von -350 mV vs. SHE zu erwarten, denn aus vorherigen Studien war
ersichtlich, dass die Produktion von Wasserstoff an einer Kathode erst ab einem Potential

von -600 mV vs. SHE eine Rolle spielt (Deutzmann et al. 2015; Yates et al. 2014).

Eine Zuordnung der assemblierten contigs gegen die nicht-redundante Datenbank von NCBI
lieferte einen umfassenden Datensatz, der im Weiteren auch zum Abgleich der
Transkriptom-Rohdaten genutzt wurde. Da das Transkriptom ein tieferes Verstandnis tGber
die tatsachlich ablaufenden Vorgange innerhalb der Gemeinschaft an Mikroorganismen auf
der Kathode gibt, soll an dieser Stelle nur ein kurzer Uberblick tiber die prinzipiell im

Metagenom enthaltene Information aufgefiihrt werden.

Antworten auf die zentralen Fragen dieser Arbeit lieferte eine spezifische Analyse des
Metagenom Datensatzes liber zwei individuell erstellte Datenbanken mit Schliisselenzymen
aus bekannten CO,-Fixierungswegen und Proteinen aus bestatigten Eisenoxidations-
Mechanismen, die wahrscheinlich beteiligt sind an der Elektronenaufnahme von einer
Kathode. Bei dieser Analyse stellte sich heraus, dass das Metagenom die genetische
Information  fir eine  CO,-Fixierung Uber den Wood-Ljungdahl-Weg, den
3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-Weg, = den  3-Hydroxypropionat-Bicyclus, den
reduktiven Citratzyklus sowie den Calvin-Zyklus enthalt. AuBerdem kodiert das Metagenom
fur Hydrogenasen und Formiat-Dehydrogenasen sowie fiir eine Vielzahl an Proteinen, die
homolog sind zu Proteinen aus bekannten Eisenoxidations- und Eisenreduktionswegen.
Bezliglich potentiell verwendeter Elektronenakzeptoren konnten die Gene fir Carbonat-
Atmung, Nitratammonifizierung sowie fiir die Reduktion von Sulfat und Sauerstoff
identifiziert werden. Die notwendige genetische Grundausstattung fir elektroautotrophes
Wachstum ist demnach gegeben. Im Folgenden sollte die Analyse des Metatranskriptoms
Aufschluss Uber die tatsachlich ablaufenden Prozesse innerhalb der Mikroorganismen der

Elektrosynthese-Anreicherung geben.
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Metatranskriptom

Bei der Untersuchung des Metatranskriptoms war das Augenmerk besonders auf das
Vorhandensein von Schliisselenzymen der CO,-Fixierungswege sowie auf Proteine, die an

der Aufnahme von Elektronen von der Kathode beteiligt sein kdnnten, gerichtet.

Es wurden Transkripte zu den Schliisselenzymen von fiinf CO,-Fixierungswegen gefunden. Da
insgesamt nur eine Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase vorhanden war, kann angenommen
werden, dass die Fixierung von CO, lber den Calvin-Zyklus eine untergeordnete Rolle bei der
Primarproduktion durch das elektroautotrophe Konsortium spielt. Wie zu erwarten, variierte
die absolute Anzahl an reads, die zu den einzelnen CO,-Fixierungswegen gefunden wurden,
stark. Durch die zahlreichen Schritte, die der Sequenzierung vorangeschaltet waren (RNA-
Isolierung, Amplifizierung der RNA, Umschreiben in cDNA), sollte diesen Zahlenwerten nicht
zu viel Bedeutung beigemessen werden. Weitere Ursachen, die das Ergebnis stark
beeinflussten, stellten die bioinformatische Auswertung sowie die verwendeten
Datenbanken dar. In einigen Fallen wurden identische reads einmal dem Wood-Ljungdahl-
Weg und einmal dem 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-Weg zugeordnet, je nachdem,
welche Datenbank zum Abgleich herangezogen wurde. War dies der Fall, so wurden die
reads doppelt, fir beide Wege, gewertet. Dennoch soll das Ergebnis der Auswertung als
relatives MalR fur die quantitative Verteilung der einzelnen CO,-Fixierungswege gelten,
welches zumindest tendenziell die Realitat abbildet. Fiir die quantitative Bewertung wurde
von jedem CO,-Fixierungsweg jeweils nur ein Schlisselenzym zur Bewertung herangezogen.
Unter dieser Annahme ist der Wood-Ljungdahl-Weg mit 111 (von insgesamt 190) reads, die
der Acetyl-CoA-Synthase zugeordnet wurden, mengenmafRig am starksten vertreten. Dass
der WL-Weg eine Rolle in der Elektrosynthese-Anreicherung spielt, entsprach den
Erwartungen, denn alle bisher beschriebenen elektroautotrophen Organismen fixieren CO,
Uber diesen Weg (Nevin et al. 2011; Ragsdale and Pierce 2009). Innerhalb des Konsortiums
ist die CO,-Fixierung Uber den WL-Weg sowohl fliir Thermoanaerobacteraceae wie fir
Peptococcaceae denkbar (Ragsdale and Pierce 2009; Kim et al. 2012; Nevin et al. 2011;
Marshall and May 2009). Am zweithadufigsten wurde die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
(71 reads), ein Schlusselenzym, das sowohl im 3-Hydroxypropionat/ 4-Hydroxybutyrat- wie
auch im Dicarboxylat/4-Hydroxybutyrat-Zyklus involviert ist, detektiert. Da ferner 175 reads

fur die Acetyl-CoA-Carboxylase, welche nur im 3HP/4HB-Zyklus eine Rolle spielt, gefunden
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wurden, ist die Aktivitdt dieses Weges doppelt gesichert. Eine besondere Stellung des
3HP/4HB-Zyklus in der elektroautotrophen Anreicherung macht Sinn, da dieser CO,-
Fixierungsweg einerseits Sauerstoff toleriert und durch die Sauerstoffentwicklung an der
Anode keine strikt anaeroben Bedingungen zu erwarten sind. AulRerdem kommt der
3HP/4HB-Zyklus hauptsachlich bei den Sulfolobales und Thaumarchaeaota vor (Berg et al.
2007; Berg, Ramos-Vera, et al. 2010; Walker et al. 2010). Proteine, die diesen beiden
Ordnungen zugeschrieben wurden, machten wiederum 9,2 % und 0,3 % der kodierenden
Gene des Metagenoms aus. Auch in den 16S Diversitats-Analysen gehorten mehr als 90 %
der archaeellen OTUs zur Familie Sulfolobaceae. Uber die taxonomische Zuordnung der RNA
reads zeigt sich, dass sie meist auf einem contig liegen, welches Sulfolobus oder Acidianus
zugeteilt wurde, und auch die Acetyl-CoA-Carboxylase stammt mit groRer
Wabhrscheinlichkeit aus Acidianus. Der Dicarboxylat/4-Hydroxybutyrat-Weg hingegen ist nur
bei strikten Anaerobiern und nur bei Thermoproteales und Desulfurococcales anzutreffen
(Berg et al. 2010; Huber et al. 2008; Ramos-Vera 2009, Berg and Fuchs 2009). Diese
Organismen treten bei der Diversitdatsanalyse nicht in Erscheinung und ihr Anteil am
Metagenom macht nur 0,1 % aus. Es ist daher wahrscheinlich, dass effektiv nur der
3HP/4HB-Zyklus vertreten ist und nicht der Dicarb/4HB-Zyklus. Der reduktive Citratzyklus
war im Metatranskriptom mit 140 reads vertreten, 21 davon wurden der ATP-Citrat-Lyase als
Schliisselenzym zugeteilt. Der rTCA kommt sowohl in anaeroben wie auch in mikroaeroben
Mikroorganismen vor. Transkripte des rTCA zu finden, ergab daher in diesem System Sinn.
Keinem der reads, welche (iber den Abgleich mit der Datenbank fir CO,-Fixierungswege dem
rTCA zugeteilt wurden, konnte eine taxonomische Information zugewiesen werden. Eine
Aussage dariber, welche Organismen sich dieses Weges bedienen, konnte daher nicht

getroffen werden.

Ein Abgleich der sequenzierten RNA reads gegen die Datenbank mit Proteinen aus
bekannten eisenoxidierenden Mikroorganismen zeigte die Zuordnung einiger reads zu den
Sequenzen von FoxA, B und C aus S. metallicus, sowie zu Sulfocyanin und Rusticyanin aus
weiteren Archaea. Flr Bacteria konnten reads passend zu Proteinen aus den Eisen-
oxidationswegen von R. ferrooxidans, Rh. palustris, At. ferrooxidans, G. capsiferriformans
und S. lithotrophicus gefunden werden. Ferner wurden Transkripte mit Ahnlichkeit zu MtrA,

B und C aus S. oneidensis sowie zu PccH, einem periplasmatischen Protein aus
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G. sulfurreducens gefunden. Fir diese beiden Modellorganismen fiir Anoden-Atmung konnte
gezeigt werden, dass sie Uber die detektierten Proteine zur Aufnahme von Elektronen von
einer Kathode fahig sind (Ross et al. 2011; Soussan et al. 2013). AuBerdem konnten viele
reads Sequenzen fir c-Typ Cytochrome zugeordnet werden. Es scheint daher sehr
offensichtlich, dass die elektroautotroph angereicherten Organismen Homologe zu diesen
Proteinen fiir die Aufnahme der kathodischen Elektronen nutzen. Die Involvierung von
Wasserstoff oder Formiat als Elektronendonor kann an dieser Stelle nicht ausgeschlossen
werden, da sowohl Transkripte fir Hydrogenasen wie auch fiir Formiat-Dehydrogenasen im

Metatranskriptom vorhanden waren.

Uber das Metatranskriptom konnte bestitigt werden, dass durch die Gemeinschaft der
Mikroorganismen auf der Kathode des Elektrosynthesereaktors CO, fixiert wird und die
Organismen ferner Proteine exprimieren, welche die Aufnahme von Elektronen von der
Kathode bewerkstelligen kénnen. Dennoch besteht eine Diskrepanz zu dem erstellten
Metagenom. Nicht zu allen erstellten und annotierten contigs des Metagenoms konnten
auch Transkripte im Metatranskriptom gefunden werden. Griinde dafir kdnnten einerseits
in den unterschiedlichen Isolierungs- und Amplifizierungstechniken begriindet liegen.
Andererseits ware auch denkbar, dass einige Gene des Metagenoms in den
Mikroorganismen nicht transkribiert werden oder dass im Metagenom erschienene
Mikroorganismen in unserem Versuchsaufbau nur tGberdauern (beispielsweise als Sporen)
und nicht aktiv sind. Die Isolierung solch (iberdauernder Organismen (ber einen
Elektrosynthese-unabhdngigen Ansatz ist dennoch angestrebt, denn eine Limitierung dieser
Organismen beispielsweise durch zu geringe Konzentrationen an Sauerstoff ware denkbar

und kénnte unter definierten Bedingungen in Reinkultur getestet werden.

13C-Inkorporation

Die elektroautotrophe Lebensweise der Elektrosynthese-Anreicherung konnte Uber die
Inkorporation von 3¢ verifiziert werden. Bei dem Vergleich von zwei Kathodenstiicken, von
denen nur an einer ein konstantes Potential von -350 mV vs. SHE Uber den Potentiostaten
angelegt wurde, konnte eine Zunahme des §"3C-Wertes nur fiir die konnektierte Kathode
festgestellt werden. Hier stieg der 8*C-Wert von anfinglichen 61 %o (eine Woche nach

Zugabe) auf 226 %o (nach sieben Wochen). Der 8*C-Wert fur die Proben der Kathode ohne
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Stromzufuhr dnderte sich wahrend der Versuchslaufzeit nur geringfligig und lag zu Beginn
bei -28 %o, am Ende bei -20,1%.. Beide Kathoden befanden sich in exakt demselben Reaktor
und wurden bis auf das angelegte Potential gleichbehandelt. Dieses Experiment beweist
daher eindeutig, dass die CO,-Fixierung durch die Mikroorganismen im Biofilm auf der
Kathode an eine Aufnahme von kathodischen Elektronen gekoppelt ist. Bei der Aufnahme
von anorganischem Kohlenstoff wird in biologischen Prozessen stets das leichtere *2C Isotop
dem schwereren *C vorgezogen, wodurch es zu einer Anreicherung von *2C markierter
organischer Masse (und verminderter **C markierter) und damit zu negativen 8*3C-Werten
kommt (Berg et al. 2010). Die 8"*C-Werte der nicht-konnektierten Proben spiegeln demnach
den natirlichen Isotopeneffekt wider. Ein Abgleich mit der Literatur legt die Vermutung
nahe, dass in der Elektrosynthese-Anreicherung eine Mischung von mehreren CO,-
Fixierungswegen, mit einem Schwerpunkt auf Wood-Ljungdahl-Weg und reduktivem
Citratzyklus, vorkommt und bestdtigt damit die Aussage des Metatranskriptoms. In den
Proben, die mit Elektronen von der Kathode versorgt wurden, kam es durch die hohe

Konzentration an *C zu positiven 8*C-Werten und einer Verschiebung des Isotopeneffekts.

6.1.2 Transplantations-Versuch

Durch das Aufbringen eines Stlickes bewachsener Kathode auf eine sterile Kathode und das
Zufigen von 1 L Flissigphase aus dem Spender-Reaktor gelang es, das initial angereicherte
Konsortium zu Gberfihren. In diesem Elektrosynthese Aufbau wurden Stromdichten von bis
zu 0,375 A/m? erzielt. In der Abbildung sind starke Schwankungen in der Stromstérke zu
verzeichnen. Diese kamen durch Eingriffe in das System (in Abbildung 15 mit Pfeilen
kenntlich gemacht) sowie durch die verschieden starke Begasung und die Verdunstung von
Medium zustande. Zum Versuchsende zeigten sowohl der Spender- wie auch der Transplant-
Reaktor dhnliche Stromstarken. Da die Kathode des Spender-Reaktors bereits fir mehrere
Analysen beschnitten wurde, war die Kathodenflache um einiges kleiner als beim Transplant-
Reaktor. Eine verbliebene Kathodenfliche von geschitzten 8 cm? wiirde eine Stromdichte

von 0,625 A/m?%im Spender-Reaktor bedeuten.

Die mikroskopischen CARD-FISH Analysen zeigten ein starkes Signal mit der Bacteria Sonde,
ein Signal fiir Archaea konnte derweil nicht detektiert werden. Dass einige Zellen nur mit

DAPI angefarbt wurden, kdnnte zweierlei bedeuten. Zum einen liegt die Vermutung nahe,
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dass die verwendete Archaea Sonde in irgendeiner Weise beschadigt war. Es ware
andererseits jedoch auch moglich, dass die Archaea aus dem Spender-Reaktor nicht
Uberfiihrt werden konnten und es sich bei den mit DAPI angefarbten Zellen um nicht aktive
Organismen handelt. Bei einer 16S PCR, auf isolierte DNA aus dem Transplant-Reaktor,
wurde sowohl ein Signal mit Primern fiir Bacteria wie auch fiir Archaea detektiert. Eine
umfassende Diversitats-Analyse wurde indessen fiir den Transplant-Reaktor nicht
durchgefiihrt. Es sind demnach Archaea auf der Kathode vorhanden, (iber deren Aktivitat
jedoch keine Aussage gemacht werden kann. Dennoch gelang es, den in der initialen
Anreicherung verzeichneten Stromverlauf, durch eine zumindest teilweise Uberfiihrung der

elektroautotrophen Mikroorganismen, zu reproduzieren.

6.1.3 Elektrosynthese-Versuch in Medium ohne HEPES

Die Zugabe von HEPES war seitens eines Puffersystems bei einem pH-Wert von 3,5 nicht
mehr zweckmalig, weswegen dessen Notwendigkeit in einem separaten Versuchsansatz
untersucht wurde. Durch den Einsatz einer bereits bewachsenen Kathode aus der initialen
Anreicherung und einem Liter Flissigphase der Anreicherung (abzentrifugiert und in
Medium ohne HEPES resuspendiert) sollte die Uberfiihrung méglichst aller Mikroorganismen

gewahrleistet werden.

Chronoamperometrie

Auch ohne die Zugabe von HEPES wurden durch die elektroautotrophen Mikroorganismen
Stromdichten von bis zu 0,27 A/m?” erreicht, der Leerwert des Mediums lag bei 0,09 A/m?.
Die Graphen in Abbildung 18 zeigen starke Schwankungen in der Stromstarke, welche durch
im vorherigen Kapitel bereits beschriebene Umstdande verursacht worden sein kdonnten. In
der initialen Anreicherung wurden Stromdichten von 0,75 A/m? erreicht, und auch die
maximale Stromdichte im Transplant-Reaktor von 0,375 A/m? lag Uber der fir den
Elektrosynthese-Ansatz ohne HEPES. Es kann daher angenommen werden, dass eine in
Spuren vorhandene Komponente des HEPES (es gab kein erneutes Zufligen von HEPES, es sei
denn ein Ansatz wurde auf zwei neue aufgeteilt) flir manche Mikroorganismen der
Gemeinschaft notwendig ist. Deren verminderte oder ausbleibende Aktivitat ware eine

Erklarung fur die geringeren Stromdichten, die in dem Ansatz ohne HEPES detektiert
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wurden. Es konnten jedoch auch verdnderte Leitfahigkeitseffekte gewesen sein, die zu den

verzeichneten Unterschieden fuhrten.

Mikroskopische Analyse

Die CARD-FISH Analyse zeigte eine Anhaftung von aktiven Bakterien an den Graphit-Fasern.
Die Inkubation mit der Sonde fiir Archaea lieferte kein Ergebnis, es gab jedoch Zellen, die
ausschlieBlich mit DAPI gefarbt wurden. Wie bereits in 6.1.2 beschrieben, ist es naheliegend,
dass die Archaea-Sonde beschadigt war, beide Farbungen wurden zeitgleich durchgefiihrt.
Fiir den Ansatz ohne HEPES wurde auBerdem eine Diversitats-Analyse durchgefiihrt, in der
reads fur Archaea sequenziert wurden. Auch hier kann keine Aussage Uber die Aktivitat der
Archaea gemacht werden. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen einen Biofilm

auf den Graphitvlies-Fasern.

16S rRNA Diversitdts-Analyse

Die Sequenzierung der 16S ergab wie bei den vorherigen Sequenzierungen weniger reads fiir
Archaea als fir Bacteria. Berlicksichtigt man, dass 32,4 % der OTUs aus dem Archaea-
Datensatz nicht zugeordnet werden konnten, wurden alle restlichen OTUs der Familie
Sulfolobaceae zugeteilt. Von archaeeller Seite spiegelt dies die Situation aus den
Elektrosynthese-Ansatzen mit HEPES wieder. Bei den Bacteria konnten 34,3 % der OTUs
taxonomisch nicht zugeordnet werden, 26,6 % der OTUs wurden der Familie Peptococcaceae
zugeteilt, welche stark in der Taxonomie des Metagenoms vertreten ist. Vertreter der
Flavobacteriaceae machten ferner 13,5 % der OTUs aus. Diese Familie war bis zu diesem
Punkt noch in keinem Datensatz in Erscheinung getreten. Da in jedem Fall dieselben
Primerpaare verwendet wurden, kann man davon ausgehen, dass sich eher die veranderten
Versuchsbedingungen vorteilhaft auf die Flavobacteriaceae auswirkten, als dass von einer
Kontamination ausgegangen werden kann. Gegen eine Kontamination wahrend der
Probenvorbereitung spricht auch, dass es in den im folgenden Kapitel besprochenen
Anreicherungen aus dem Elektrosynthese-Reaktor unter anderem auch zu einer
geringfligigen Anreicherung von Flavobacteriaceae kam. Im Zusammenhang mit
Elektrosynthese sind Flavobacteriaceae bisher noch nicht erwdhnt, es gibt jedoch einige
Publikationen zu mikrobiellen Brennstoffzellen mit Vertretern der Flavobacteriaceae (White

et al. 2009; Mei et al. 2015). 5,3 % der OTUs gehoren zu Sulfobacillus, einer Ordnung, die
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auch im Biofilm auf der Kathode einen GroRteil der elektroautotrophen Gemeinschaft

ausmachte.

Dieser Versuchsaufbau zeigte, dass der Einsatz von HEPES zumindest nicht fir alle
Mikroorganismen des Konsortiums essentiell ist. Die geringeren Stromdichten fir diesen
Ansatz und die veranderte organismische Zusammensetzung kdnnten ein Anzeichen dafir
sein, dass HEPES in der initial angereicherten elektroautotrophen Gemeinschaft eine gewisse
Rolle spielt. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass der Unterschied in den Stromdichten,
verglichen mit den Ansatzen mit HEPES, durch eine veranderte Leitfahigkeit zustande kam.
Zuklnftige Experimente mit Reinkulturen isolierter Organsimen sollten diesbeziglich

Klarheit bringen.

6.2 Anreicherung aus dem Elektrosynthese-Reaktor

Um die in den Elektrosynthese-Reaktoren angereicherten, potentiell elektroautotrophen
Organismen weiter in Reinkultur zu bringen, wurden Teile der bewachsenen Kathoden in
anaerobes Minimalmedium gegeben und die Gasphase gegen H,/CO, ausgetauscht. H,
stellte in allen Anreicherungen den Elektronendonor dar. In allen Ansatzen standen CO, und
Sulfat als mogliche Elektronenakzeptoren zur Verfligung, ein Ansatz enthielt zusatzlich 2 mM
Nitrat, ein Ansatz wurde mikroaerob inkubiert. In allen drei Ansdtzen wurde nach kurzer
Inkubationszeit Wachstum festgestellt. Trotz der angestrebten Selektion auf autotrophe
Organismen wurde den Ansdtzen 0,1 % Hefeextrakt zugegeben. Dieses sollte eine
unbekannte, aber essentielle Komponente ersetzen und das Wachstum beschleunigen, es
konnte dadurch jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch heterotrophe Organismen
angereichert werden konnten. Prinzipiell schlieBen sich Heterotrophie und
Elektroautotrophie jedoch nicht gegenseitig aus; vielmehr bringt ein mixotroph wachsender
Organismus einige Vorteile mit sich. So werden unter heterotrophen Bedingungen allgemein
hohere Zelldichten erreicht und auch die Wachstumsgeschwindigkeiten sind groRer als unter
autotrophen Bedingungen. Eine heterotroph vorinkubierte Bakterienkultur konnte damit
schneller fir elektroautotrophe Experimente zur Verfligung stehen. Kyrpidia sp. kann
beispielsweise auf R2A-Medium vorgezogen werden und anschlieBend in Elektrosynthese-

Reaktoren unter elektroautotrophen Bedingungen untersucht werden (Reiner 2015). Ein
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weiterer Vorteil von Heterotrophie ist, dass sie eine Kultivierung auf festen Ndahrmedien
beglinstigt. Dies wiederum ist nitzlich fur die Selektion entsprechender Mutanten nach
einer genetischen Manipulation. Wie zu erwarten, kam es durch die drei Ansatze zu einer
Anreicherung vollkommen unterschiedlicher Mikroorganismen. Die 16S rRNA- Diversitats-
Analysen ergaben kaum reads fir Archaea, weswegen an dieser Stelle nur auf die Bacteria

eingegangen wird.

6.2.1 Anreicherung mit Sulfat als Elektronenakzeptor

Ein Anreicherungsansatz enthielt auBer CO, und Sulfat, welches durch den mit H,SO4 auf 4
eingestellten pH-Wert in allen Ansdtzen vorhanden war, keinen weiteren Elektronen-
akzeptor. Nach der dritten Uberfiihrung zeigte diese Anreicherung unter dem Mikroskop die
grofRte Vielfalt. Diese Einschdatzung konnte mit der Diversitats-Analyse bestatigt werden.
19,1 % der Sequenzen konnten nicht taxonomisch eingeteilt werden, die verbliebenen OTUs
wurden nahezu ausschlieBlich der Klasse Clostridia zugeschrieben, wobei 24,9 % der OTUs
nicht weiter als bis auf Klassenebene bestimmt werden konnten. 22 % clusterten zu
Clostridiales, 18,7 % zur Familie Peptococcaceae und 9,3 % der OTUs konnten innerhalb der
Thermoanaerobacteraceae bis zur Gattung Desulfovirgula eingeteilt werden. Mit einem
Wert von 4,72 zeigte sich die Diversitat der Anreicherung auch bei Betrachtung des Shannon
Index. Dennoch ist die Anreicherung vielversprechend, denn fiir Clostridien wurde die
Elektrosynthese mit am haufigsten beschrieben (Choi et al. 2014; Jeon et al. 2012; Nevin
et al. 2011), auch wenn bis dato nicht geklart ist, wie es zu einer Elektroneniibertragung an
der Kathode kommt. Clostridium ljungdahli ist einer der wenigen genetisch zuganglichen
Organismen, der im Zusammenhang mit Elektrosynthese untersucht wird (Ueki et al. 2014).
Innerhalb der Familie Peptococcaceae ist fliir Thermincola sp. beschrieben, dass sie zum
direkten Elektronentransfer auf eine Anode befahigt sind (Wrighton et al. 2011; Marshall
and May 2009). Es ist daher auch denkbar, dass andere Vertreter der Peptococcaceae
Elektronen von einer Kathode beziehen konnen. Die Gattung Desulfovirgula besteht derzeit
nur aus einer Art, Desulfovirgula thermocuniculi (Kaksonen et al. 2007). D. thermocuniculi ist
beschrieben als thermophiles Sulfat-reduzierendes Bakterium, welches H,, in der
Anwesenheit von CO, und Carbonsauren, als Elektronenakzeptor nutzen kann (Kaksonen

et al. 2007).
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Bei einer Uberwachung der Anreicherung tiber ca. zwei Wochen wurde die Veranderung des
pH-Wertes und der Sulfat-Konzentration dokumentiert. Die Reduktion von 40 mM Sulfat
erfolgte innerhalb von 10 Tagen, damit einher ging eindeutig die Entwicklung von H,S.
Zeitgleich stieg der pH-Wert in den ersten sieben Tagen von anfanglichen 4 auf ca. 7 und

blieb konstant bei diesem Wert.

6.2.2 Anreicherung mit Sauerstoff als Elektronenakzeptor

Um ein mikroaerobes Klima zu erzeugen, wurde einem Ansatz zusatzlich zu dem Gasgemisch
aus H,/CO, noch etwas Umgebungsluft zugegeben. In diesem Ansatz standen demnach CO,,
Sulfat und Sauerstoff als Elektronenakzeptoren zur Verfligung. Insgesamt zeigte dieser
Ansatz das langsamste Wachstum. Die 16S Diversitats-Analyse zeigte, dass Bakterien der
Gattung Moorella, mit 87 % aller OTUs, die Haupt-Vertreter dieser Anreicherung darstellten.
Weitere 3,4 % wurden den Clostridia zugeschrieben und nur 5,3% der OTUs konnten
taxonomisch nicht eingeteilt werden. Moorella thermoacetica ist als elektroautotrophes
Bakterium beschrieben, welches Elektronen eines Potentials von -400 mV vs. SHE nutzt, um
CO, 1zu fixieren (Nevin et al. 2011). M. thermoacetica gilt auRerdem als der
Modellorganismus filir CO,-Fixierung liber den Wood-Ljungdahl-Weg (Ragsdale and Pierce
2009). Der Wood-Ljungdahl-Weg ist stark Sauerstoff empfindlich und wurde bisher
hauptsachlich fiir anaerobe Mikroorganismen beschrieben (Ragsdale and Pierce 2009; Berg
2011). Es ist daher verwunderlich, dass es ausgerechnet unter mikroaeroben Bedingungen
zur Anreicherung von Moorella Spezies kam. Berticksichtigt man, dass in der Anreicherung
ohne weiteren Elektronenakzeptor 1,4 % OTUs flir Moorella detektiert wurden, kann davon
ausgegangen werden, dass die angereicherte Moorella sp. geringe Mengen Sauerstoff
toleriert, wohingegen die Sulfat-reduzierenden Clostridien durch ihn offensichtlich inhibiert
werden. Auch fir andere Organismen, die den Wood-Ljungdahl-Weg nutzen, wird
angenommen, dass sie Mechanismen entwickelt haben, um unter mikroaeroben

Bedingungen bestehen zu kénnen (Drake et al. 2008; Shima et al. 2001).

Wadhrend der zwei Wochen, in denen die Anreicherung Uberwacht wurde, stieg der pH
langsam von 4 auf 6 an. In dieser Zeit anderte sich die Konzentration an Sulfat insgesamt
nicht, es gab jedoch Schwankungen von ca. 10 mM zwischen den einzelnen Messpunkten.

Da dieser Ansatz sehr langsam wachst, ist davon auszugehen, dass sich die Organismen bei
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einem Beobachtungszeitraum von 2 Wochen noch in der lag-Phase befinden. Eine
Uberfiihrung der mikroaeroben Anreicherung in anaerobes Medium kénnte eventuell in
einem beschleunigten Wachstum resultieren, da es eher unwahrscheinlich ist, dass

Moorella sp. Sauerstoff als Elektronenakzeptor nutzen.

6.2.3 Anreicherung mit Nitrat als Elektronenakzeptor

In dem dritten Ansatz wurde den Mikroorganismen, neben CO, und Sulfat, 2 mM Nitrat als
alternativer Elektronenakzeptor angeboten. Diese Anreicherung zeigte bereits nach der
dritten Uberfiihrung unter dem Mikroskop ein relativ homogenes Bild, es waren
hauptsachlich lange stabchenférmige Zellen zu sehen. Bei der 16S rRNA Diversitats-Analyse
konnten 98 % der reads taxonomisch nicht zugeordnet werden, dennoch kann davon
ausgegangen werden, dass diese Anreicherung keine grofle Diversitdt aufweist. Der
mikroskopische Eindruck wurde durch den berechneten Shannon Index von 1,08 fiir diese
Probe unterstiitzt. Die Berechnung des Shannon Index beriicksichtigt auch die Anzahl an
OTUs, welche vor der taxonomischen Zuordnung gebildet werden. Nichtsdestotrotz sollte
die bioinformatische Auswertung dieser Anreicherung unter Vorbehalt gehandelt und
eventuell wiederholt werden. Als weiterer Hinweis fiir die dominierende Anreicherung einer
Spezies kann die Tatsache angesehen werden, dass es moglich war, nach einer DNA-
Isolierung dieser Probe eine 16S PCR durchzufiihren und nach der Sequenzierung ein
eindeutiges Ergebnis zu bekommen. Laut BLAST Abgleich handelt es sich bei dem
angereicherten Organismus um eine neue Gattung und Art, eventuell sogar um eine neue
Familie. Der nachste verwandte Organismus ist Thermaerobacter subterraneus mit einer

Sequenzibereinstimmung von 88 %.

Uber die zwei Wochen, in denen die Anreicherung verfolgt wurde, stieg der pH-Wert nur
leicht von 4 auf ca. 5,5 an. Die Sulfat-Konzentration dnderte sich insgesamt nicht, sie
unterlag jedoch denselben Schwankungen, die auch in der mikroaeroben Anreicherung
beobachtet wurden. Die Konzentration an Nitrat nahm kontinuierlich ab, zum Versuchsende
war nahezu alles aufgebraucht. Eine entsprechende Akkumulation von Nitrit konnte nicht
gezeigt werden. Wahrscheinlich betreibt das angereicherte Isolat Denitrifikation zu N,, dies

muss allerdings in folgenden Studien Gberprift werden.
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Die Verwendung unterschiedlicher Elektronenakzeptoren fiihrte in jedem Ansatz zu einer
Anreicherung vollig verschiedener Spezies. Es konnte somit zum einen gezeigt werden, dass
das initial angereicherte Konsortium aus aeroben wie auch aus anaeroben Sulfat-
reduzierenden und anaeroben Nitrat-reduzierenden Organsimen besteht. Die Ergebnisse
zeigen weiter, dass die angelegten Versuchsbedingungen zu einer Selektion bestimmter
Organismen flhrten. Es war moglich, Moorella Spezies und Desulfovirgula anzureichern, die
beide zur Familie Thermoanaerobacteraceae gehoren, welche einen GroRteil der
bakteriellen Gemeinschaft der initialen Elektrosynthese-Anreicherung, laut 16S-Diversitats-
Analyse und Metagenom, darstellt. Auch die in der Sulfat-Anreicherung stark vertretenen
Peptococcaceae, und Clostridia allgemein, werden durch das Metagenom abgebildet. Durch
die Isolierung und Charakterisierung einzelner Organismen sind zukiinftig neue Erkenntnisse

auf dem Gebiet der mikrobiellen Elektrosynthese bei erh6hten Temperaturen zu erwarten.

6.3 Anreicherung in FeCO3-Gradientenréhrchen

6.3.1 Isolierung von Crenotalea sp.

Crenotalea sp. wurde Uiber einen speziellen Ansatz zur Anreicherung von aeroben
neutrophilen eisenoxidierenden Mikroorganismen in FeCOs-Gradientenrérchen bei 45 °C
zunachst angereichert und konnte dann als gelbe Kolonie auf R2A-Platten isoliert werden.
Als Inokulum diente ein Biofilm aus der Nahe eines Geothermiekraftwerks auf den Azoren.
Mit einer Sequenzibereinstimmung von 97,9 % ist Crenotalea thermophila Stamm STH-1-Y1
(isoliert aus einer heilen Quelle in Japan) der nachste Verwandte des Isolats. C. thermophila
ist als stabchenformiges, obligat aerobes und heterotrophes Bakterium beschrieben (Hanada
et al. 2014). Unter den Chitinophagaceae ist C. thermophila an die héchsten Temperaturen
angepasst, Wachstum konnte noch bei 60 °C beobachtet werden. Fir das Isolat dieser

Anreicherung konnte weder bei 37 °C noch bei 60 °C Wachstum festgestellt werden.

6.3.2 Isolierung eines Bakteriums aus der Ordnung Rhizobiales

Wie auch Crenotalea sp. wurde dieses Bakterium aus der Ordnung Rhizobiales liber FeCOs-
Gradientenrérchen bei 45 °C zunachst angereichert und konnte dann auf R2A-Platten unter

mikroaeroben Bedingungen isoliert werden. Das Probenmaterial des Inokulums stammte
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von einer heiRen Quelle in Taiwan, die niachsten Verwandten des isolierten Organismus
waren Pseudolabrys taiwanensis (94,6 %), Variibacter gotjawalensis (93,9 %) und
Rhodoplanes elegans (93,7 %). Das lsolat bildet eine neue Gattung und Art, eventuell auch
eine neue Familie innerhalb der Ordnung Rhizobiales. Unter den Rhizobiales gibt es sowohl
Metall-oxidierende autotrophe Organismen, wie auch solche, die bereits in elektroauto-
trophen Systemen beschrieben wurden (Anderson et al. 2009; Wang et al. 2015). Unter
diesem Gesichtspunkt ist es angebracht, auch dieses Isolat auf elektroautotrophes

Wachstum zu testen.
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7  Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war es thermophile, elektroautotrophe Mikroorganismen
anzureichern. Nachdem in der initialen Phase ein Abfall der Stromstadrke erste Hinweise zu
Elektrotrophie brachte, konnte zu einem spéteren Zeitpunkt die Inkorporation von “*C-
markiertem Bicarbonat, und damit Autotrophie, ausschlielRlich in Zellen, welche Uber die
Kathode mit Elektronen versorgt wurden, gezeigt werden. Damit war der Beweis erbracht,
dass es unter den angelegten Versuchsbedingungen gelungen war, ein elektroautotrophes
Konsortium anzureichern. Die elektroautotrophe Gemeinschaft wurde im Folgenden
beziglich ihrer taxonomischen Zusammensetzung untersucht. Ferner diente die Erstellung
eines Metagenoms und eines Metatranskriptoms der Charakterisierung moglicherweise

ablaufender Prozesse in der elektroautotrophen Gemeinschaft.

Zum heutigen Zeitpunkt sind kaum Daten im Zusammenhang mit extremen Bedingungen,
wie beispielsweise erhohter Temperatur und niedrigem pH, veroffentlicht worden. Diese
Arbeit liefert daher interessante neue Einblicke in die physiologischen Vorginge der
mikrobiellen Elektrosynthese. Sie zeigt weiterhin, dass Elektrosynthese unter extremen
Bedingungen moglich ist, und liefert zudem erfolgversprechende Anreicherungen
thermophiler Organismen, die im Weiteren in der Anwendung getestet werden kdnnen. Dies
kann beispielsweise als ein erster Schritt dazu angesehen werden, den CO,-Gehalt heiller

Abgasstrome zu verringern und in Plattformchemikalien zu fixieren.

7.1 Thermophile Elektrosynthese

Uber das Metatranskriptom konnte gezeigt werden, dass die angereicherten elektro-
autotrophen Mikroorganismen zumindest den Wood-Ljungdahl-Weg, den reduktiven
Citratzyklus und den 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-Weg zur Fixierung von CO,
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nutzen. Alle bis dato in der Literatur beschriebenen elektroautotrophen Organismen fixieren
CO, liber den Wood-Ljungdahl-Weg. Sowohl| der reduktive Citratzyklus wie auch der
3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat-Weg sind sauerstofftolerant, wodurch sich ein
entscheidender Vorteil gegenliber dem strikt anaeroben Wood-Ljungdahl-Weg ergibt. Durch
die Verwendung von Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor wird das thermo-
dynamische Fenster flir Synthesereaktionen deutlich erweitert. Somit wiirde eine Synthese
von energieaufwandigeren Produkten ermoglicht, als sie heute mithilfe von acetogenen

Mikroorganismen bei der mikrobiellen Elektrosynthese verzeichnet werden.

Im nachsten Schritt soll darauf abgezielt werden, einzelne Vertreter des Konsortiums in
Reinkultur zu bringen, um sie im Folgenden bezliglich des verwendeten CO,-Fixierungs-Wegs
und des Mechanismus zur Aufnahme der Elektronen von der Kathode detailliert zu
beschreiben. Einen wichtigen Ansatz hierfiir stellt die Kultivierung unter mikroaeroben
Bedingungen dar, da die erhobenen Daten auf eine Sauerstofflimitierung des Systems

hindeuten.

7.2  Anreicherungen aus dem Elektrosynthese-Reaktor

Aus den drei Anreicherungsansdatzen soll im Weiteren versucht werden, uber
Verdiinnungsreihen und Plattenausstriche einzelne Mikroorganismen zu isolieren. Durch die
Variation einzelner Parameter wie beispielsweise der Temperatur, des pH-Wertes oder der
Konzentration des Elektronenakzeptors in parallelen Ansidtzen wiirde die Selektion
verschiedener Mikroorganismen beglinstigt werden. Im Anschluss an die erfolgreiche
Isolierung sollten die Mikroorganismen in einem Elektrosynthese-Ansatz auf elektro-

autotrophes Wachstum untersucht werden.

7.3 Anreicherungen in FeCOs;-Gradientenrdhrchen

Fir die beiden lIsolate soll zundchst ein optimales Medium gefunden werden, um im
Anschluss spezifische Analysen, beispielsweise zu verwertbaren Kohlenstoffquellen,
anstellen zu kénnen. Da es ein angestrebtes Ziel war, einen aeroben eisenoxidierenden

Mikroorganismus zu isolieren, sollten beide Isolate auf diese Fahigkeit hin untersucht

118



Ausblick

werden. Wiirde eine Oxidation von Eisen gezeigt, ware es zielfihrend, die Isolate

abschlieRend auf elektroautotrophes Wachstum zu untersuchen.
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Abstract

Electroautotrophy describes a lifestyle where microorganisms use electrical energy
provided via a cathode as a source for metabolic electrons to reduce carbon dioxide.
This is seen as a trendsetting approach to combine the reduction of CO; to organic
compounds thereby addressing the demand of storage solutions for excess energy. This
work shows an enrichment of electroautotrophic organisms with a particular focus on
thermophiles. The cathode potential was -350 mV vs. standard hydrogen electrode
(SHE) and CO2 was the carbon source. After 18 months a constant current of
about -1 mA was reached. High-throughput sequencing of the 16S rRNA revealed a
mixture of bacteria and archaea. Metagenomic and metatranscriptomic analysis
examined three CO; fixation pathways and further the lack of transcribed hydrogenases
points evidence for a direct transfer of electrons from the cathode. Reverse engineering
of the system was possible with distinct organisms that were isolated from the reactor

before.
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Introduction

Microbial electrosynthesis is a process that was only recently described by Nevin et al.
as an electricity-driven reduction of carbon dioxide catalyzed by microorganisms (3).
The application of this process addresses the demand for an electrical energy storage
solution from renewable sources as well as the need for new ways to transform CO; into
valuable compounds (1,2,4,5).

Autotrophic electrosynthesis is a respiratory process in which microbes use the
difference in redox potential between a cathode as electron donor and an electron
acceptor to establish an ion-gradient that is used for ATP synthesis. Interestingly, the
biochemistry that enables the import of electrons from cathodes is so far not well
understood and it is still under debate whether electron transfer occurs in all reported
cases directly or at least to some extend mediated via cathode driven hydrogen
production (4,10,15). Whether or not hydrogen could be produced on the cathode will
depend on the choice of the cathode material as well as the working electrode potential.
The midpoint redox potential of the H*/H: redox couple is -414 mV vs. standard
hydrogen electrode (SHE) and Yates et al. could show hydrogen production on graphite
block cathodes starting at a potential of -600 mV vs. SHE (14,16,29). Lohner et al. used
Methanococcus maripaludis and analyzed cathode driven methane production at a
potential of -600 mV vs. SHE (10). The conducted experiments revealed that a
hydrogenase deficient mutant produced only 10% of the methane formed by the wild
type. Along these lines, a further study revealed that spent, cell-free medium from
routinely cultured M. maripaludis wild type cells contained hydrogenases and that this
spent medium was sufficient to explain the rates of electromethanogenesis in previous
studies with M. maripaludis (14). This points towards a direct interaction between the

cathode and a secreted hydrogenase and does not favor the hypothesis of mediator-free
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import of electrons by the organisms. Moreover, the cell-free medium did not only
catalyze production of hydrogen but also formate, which could indicate that formate is
another potential mediator of electron transfer (14). A similar observation, that cell-free
spent medium can accelerate cathode driven production processes, was also described
for Sporomusa sphaeroides (14). Nevertheless, studies on other acetogens like
Clostridium ljungdahlii, Sporomusa ovata and Moorella thermoacetica presume a direct
interaction between the microbes and the cathode (3,6,16,17).

Clear evidence for direct electron transfer between cells and cathodes stems from
studies on cathode driven reduction processes in Geobacter sufurreducens and
Shewanella oneidensis. These organisms are model species for extracellular electron
transfer processes to ferric iron or anodes. Hence, they thrive using a respiratory chain
from the cytoplasmic membrane to the cell surface. Nevertheless, if these organisms
were supplied with a cathode as electron donor, it was possible to observe in all cases a
reduction of either nitrate or fumarate as electron acceptor (11,12,13). Moreover,
deletion of key elements of the electron transport chain to ferric iron in S. oneidensis
disabled the import of electrons, which favors the hypothesis of a bidirectional electron
transport chain that can directly interact with a cathode or an anode (13). Similar
evidence was provided in G. sulfurreducens, because an uptake-hydrogenase mutant was
not affected in cathode-driven electron transfer coupled to the reduction of fumarate
(11).

A third class of organisms that was cultivated on cathodes are iron oxidizers. Although
ferrous iron is soluble, these organisms have, similarly to the above mentioned iron
reducers, established an extended electron transport chain to the cell surface. In this
case, this electron transport chain evolved for the import of electrons. Thereby, the

organisms omit the precipitation of oxidized iron inside the cell. So far, authors reported

140



82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

for Rhodopseudomonas palustris TIE-1, Mariprofundus ferrooxidans and Acidithiobacillus
ferrooxidans the uptake of electrons from the cathode (18,16,17). Interestingly,
R. palustris TIE-1 has a two-protein complex in the outer membrane that is similar to
modules that are needed for electron export in Shewanella and Geobacter strains.
Deletion of these genes in R. palustris TIE-1 resulted in a 30% decrease of the electron
uptake rate compared to the wild type, underlining the importance of a direct electron
transfer from the cathode (18).

This study reports one of the first analysis of cathode driven autotrophy in microbial
thermophilic communities. Thermophiles are attractive for biotechnological
applications given that a reduction of CO2 contents of exhaust gases from coal power
plants would be more effective without cooling of the CO2 containing gas. It was our aim
to study the community composition as well as its physiological capabilities using 16S
amplicon sequencing, as well as metagenomic and metatranscriptomic analysis.
Furthermore, it was possible to isolate organisms from the cathode and, as an adaption

of Koch’s postulates, re-cultivate them under similar conditions on the cathode.
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Methods

Sampling site

All environmental samples used in this work were collected in august 2012 at different
hydrothermal spots on the Azoric Island Sdo Miguel (see figure S1).

Electrochemical culturing conditions

All electrosynthesis experiments were performed in a reactor that was previously
described. The working electrode chamber of this bioelectrochemical reactors had a
volume of 2 L (9). A 16 cm? piece of graphite felt (SGL Carbon SE, Germany) served as
working electrode (cathode) material and a platinum gauze (0.5 x 5 cm, 1024 mesh/cm?,
wire 0.06 mm diameter), inserted into a porous glass tube, was used as the counter
electrode (anode). As a reference electrode, a saturated calomel electrode (SCE)
(Sensortechnik Meinsberg, Germany) was employed. For the initial enrichment, an
electrosynthesis (ES) minimal media containing 10 mM NH4Cl, 8.7 mM NaCl, 0.3 mM
KH2PO4, 0.1 mM CaCl; and 0.012 mM MgSO4 supplemented with Wolfe’s mineral elexier
(DSMZ 792) was used. In the beginning 5 mM HEPES (2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonic acid) was added as a buffer to retain a pH of 7 but as the pH
dropped to ~3.5 and stayed stable, HEPES was not added to subsequent experiments
and the pH was instead adjusted to 3.5 with H2S04. The reactor was connected to a
potentiostat (AUTOLAB, Metrohm, Netherlands) and a constant potential of -594 mV vs.
SCE which equals -350 mV vs. SHE was applied. The system was incubated at 60 °C and
continuously purged with a mixture of 80% N and 20% CO;. Initially the
electrosynthesis reactor was inoculated with a mixture of 24 samples from
hydrothermal systems from the Azoric island Sdo Miguel. All electrochemical
experiments with isolated organisms were performed in media used for the isolations.

For Kyrpidia sp. this was ES-media with a pH adjusted to 6,6 and a gas mixture of 99,5%
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CO2 and 0.5% O2. For the mixed culture of Thermoplasma sp. and Acidianus sp. a mineral
medium with pH 2.5 flushed with 80 % Nz and 20 % CO:; was used. A modified DSMZ
medium 182 containing 2 mM KNOsz as electron acceptor, adjusted to pH 4 and
constantly purged with N2/CO2 (80:20) was used for the Thermaerobacter-like isolate.
All isolate experiments were incubated at 60 °C and the applied potential was -500 mV
vs. SHE.

Microscopic analysis

Catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridization (CARD-FISH) of the
cathodes was performed as described in Pernthaler et al. with some modifications (19).
Fixation of the cathode material was conducted for four hours in appropriate media with
4% formaldehyde at 4 °C. Afterwards the cathodes were washed with PBS (138 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 1.7 mM KH2PO4, pH 7.5) for 30 min at 4 °C. Inhibition
of endogenous peroxidases and permeabilization was carried out with 0.1 M HCI for
10 min followed by an additional permeabilization step of 10 min in 0.5% SDS in PBS.
Hybridization was performed at 46 °C. The probes used in this work were EUB338-I
([HRP]GCTGCCTCCCGTAGGAGT, 35% formaldehyde, 28) for bacteria and Arch915
([HRP]GTGCTCCCCCGCCAATTCCT, 20% formaldehyde, 27) for archaea. Washing buffers
were pre-warmed to 48 °C and the washing lasted for 15 min at 48 °C followed by
another 15 min washing step with SSC (150 mM NaCl, 15 mM Na-citrate, pH 7). The
amplification was conducted for 30 min at 37 °C followed by two washing steps with SSC
at room temperature (RT). For inhibition of the horse radish peroxidase another step
with 0.1 M HCI for 10 min was conducted prior to hybridization with the second probe.
Finaly, the cathodes were counterstained with DAPI (1 pg/ml) for 5 min at RT. Residual
dye was rinsed with ddH:0 and then with 96% ethanol. Stained cathodes were

subsequently viewed with a Leica DM5500B microscope (camera: Leica DFC360FX, dip-
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in-objective 63x HXCAPO L63/090W, water immersion). Images were taken with Leica
LAS-AF software and images were further processed with the Image] software
(Rasband, 1997-2004) (20).

For scanning electron microscopy (SEM) a part of the previously fixed cathode material
was air dried at RT, mounted on a sample holder and then sputtered with platinum
before microscopy.

Molecular biology analysis

DNA isolation and 16S PCR for 454 pyro-sequencing

Total DNA was isolated from a piece of the graphite felt with the innuSPEED Soil DNA kit
(Analytic Jena, Germany) according to the manufacturer’s instructions. 16S rDNA gene
sequences were amplified from the obtained DNA via PCR using iProof polymerase from
Biorad (Munich, Germany) with primers specific for bacterial (Bact_341F,
CCTACGGGNGGCWGCAG and Bact_805R, GACTACHVGGGTATCTAATCC;21) and archaeal
(Arch_915F, GTGCTCCCCCGCCAATTCCT and Uni_1406R, GACGGGCRGTGTGTRCAA, 21,
22) sequences. The applied thermal cycling program was the following: 98 °C for
2.30 min, followed by 30 cycles of 98 °C for 10 sec, 52 °C (bacteria) or 56 °C (archaea)
for 30 sec, 72 °C for 45 sec and a final elongation step at 72 °C for 10 min. The amplified
DNA was loaded on an agarose gel for verification of the amplicon sizes. PCR products
were purified from the gel using the WIZARD gel purification kit from Promega
(Mannheim, Germany) and subsequently sent to IMGM laboratories (Martinsried,
Germany) for 454 pyro-sequencing on a FLX junior (Roche).

Amplification of total genomic DNA for Illumina sequencing

As there was only a limited amount of cathodic biofilm material for all analysis, the
genomic DNA had to be amplified with ¢@29-polymerase before sequencing of the

metagenome. Total genomic DNA was amplified using the REPLI-g Single Cell kit from
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QIAGEN (Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions for whole cells.
Subsequently the DNA was processed for I[llumina sequencing.

RNA isolation and amplification for [llumina sequencing

To obtain the metatranscriptome of the cathodic community the total RNA was isolated
from a piece of the graphite felt with the RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit from
MOBIO (Carlsbad, USA). To gain enough material for sequencing the total RNA was first
amplified using the MessageAmp™-II Bacteria Kit from ambion (Life Technologies, USA)
and thereafter transcribed to double stranded cDNA with the SuperScript® Double-
Stranded cDNA Synthesis Kit from Invitrogen (Life technologies, USA). Subsequently, the
cDNA was processed for [llumina sequencing.

Bioinformatical analysis of 454 raw data

Identification and classification of the obtained 16S sequences was conducted using
QIIME, which allows the analysis of high-throughput sequencing data (23). QIIME
comprises a series of Python scripts for data analyses. First the raw reads were
demultiplexed with split_libraries.py and then trimmed using a minimum read length of
200 bp and an average quality score of 25. The obtained sequences were further
clustered into operational taxonomic units (OTU) with 97% similarity using the
pick_de_novo_otu.py script. A representative sequence from each OTU was
taxonomically classified using the RDP classifier implemented in the QIIME pipeline and
using the latest Greengenes database gg 1210

(http://greengenes.secondgenome.com/downloads/database/12 10) (25,26). The

reads were aligned to the greengenes core reference alignment with default settings
using PyNAST (24). The QIIME results were imported into OriginPro for graph
visualisation. The 16S pyrosequencing raw data has been submitted to the xxx with

accession number xxx.
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Bioinformatic analysis of the metagenome and the metatranscriptome

- Andreas Dotsch

13C-bicarbonate fixation experiment

Subsequent to the molecular biology experiments the remaining cathode material was
cut into two pieces and reinserted into the electrosynthesis reactor. One part was
reconnected to the potentiostat and poised to -350 mV vs. SHE, while the other part was
not connected. The gassing with N2/CO; was stopped the day after the separation of the
cathode and 1 g of 13C isotopic NaHCO3 was added. Then parts of both cathodes were cut
off at different time points and cells were removed from the carbon felt by adding 1 ml
10 mM H2SO4 and shaking at 11 Hz for 40 min on a Retsch shaker (Haan, Germany).
500 pl of the suspensions were transferred to tin cartridges (10x 10 mm, IVA
Analysentechnik, Meerbusch, Germany), frozen and then lyophilized.
=> Wolfgang Wilcke

Isolation of distinct organisms

Several strategies were used to obtain pure cultures or enrichments from the working
electrodes. Microbial growth was assessed in different mineral media with varying pH
(2-6.6) using CO2, 02, SO42- or NO3- as electron acceptor. All isolation and enrichment
attempts were performed at 60 °C in flasks with rubber stopper sealing to maintain an
atmosphere of adequate pressure. The isolation strategies led so far to one pure
bacterial culture and three enrichments. The isolated organism was further tested for
electroautotrophy.

Kyrpidia sp.

Kyrpidia sp. was isolated in the ES mineral medium that was used for the initial
electrosynthesis enrichment at pH 6.6 with a gaseous atmosphere of Hz/CO2 (80:20)

and a small volume of air. Under these conditions Kyrpidia sp. uses hydrogen as electron
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donor and oxygen as terminal electron acceptor. Carbon dioxide is the carbon source for
the organism.

Enrichments using different electron acceptors

The basic media used for the enrichments was a modified Sulfolobus medium (DSMZ
182) which did not contain casamino acids. The media was supplemented with Wolfe’s
mineral elexier (DSMZ 792) and gassed with H2/COz (80:20). The pH was adjusted to 4
using H2SO4, sulfate and CO: therefore represented electron acceptors for each

approach. One sample had 100 ml of air added and another one 2 mM KNOs.
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Results

Electrotrophic growth

Samples from geothermal hot springs on the Azoric Island were used to inoculate
microbial electrochemical cells. The initial pH dropped rapidly to 3.5 most probably due
to the high amount of sulfuric acid in the samples. Therefore, addition of a neutral buffer
was avoided from then on. The potential of the working electrode was set to -350 mV vs.
SHE to avoid an abiotic production of hydrogen (14,16,29). During incubation of the
sediment samples a gradual drop in current was observed (data not shown). To
eliminate remaining organics and force a selection for electroautotrophic organisms, the
cathode and half of the liquid phase were transferred to a sterile reactor. From this time
on a sterile control reactor was connected to a potentiostat under equal conditions. CO>
was supplied via continuous gassing with N/CO2 (80:20). Figure 1 shows the
development of current over time in the bioelectrochemical systems. The inoculated
reactor reached currents down to 0.75 A/m? while the current of the sterile control was
never lower than 0.063 A/m? over a period of 60 days. The variations seen in the graph
for the inoculated system were most probably due to differences in gassing and media
evaporation, that was equaled by the addition of ddH20. The experiment was conducted
for an overall time period of 18 months before carbon fixation was analyzed via 13C
incorporation and parts of the cathode were removed for analytical purposes.

Microscopic analysis

Microscopic analysis was conducted to confirm that the observed current (fig.1) was
supported by microbial growth and activity. CARD-FISH analysis of the cathode graphite
fibers revealed that active microorganisms belonging to both the domain of archaea and
bacteria were thriving on the cathodes. Figure 2 illustrates that bacteria are dominant in

the sessile fraction, whereas signals for archaea were detected only to a minor extend.
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The morphology of the electroautotrophicly grown cells was investigated by SEM
analysis. The images show an agglomeration of cells between the graphite fibers (fig. 2)
and these aggregates observed in SEM are corroborated by the CARD-FISH analysis
(figure 2C) and are therefore not only a drying artifact. Moreover, figure 2 E reveals cells
of rod and cocci shaped character that are directly attached to the fibers.

Microbial community analysis

Amplicon sequencing of 16S rRNA gene fragments and subsequent 454 sequencing was
conducted to follow the development of the microbial community as a result of the
selection for growth using a cathode as electron donor. The biofilm on the cathode was
compared with the initial inoculum. The results shown in figure 3 and the corresponding
table 2 represent the relative distribution of archaeal and bacterial 16S sequences in the
two different samples. The corresponding raw data was uploaded to the xxx with the
accession number xxx. The applied experimental conditions (-350 mV vs. SHE, 60 °C,
pH 3.5, N2/CO2) lead to a selective enrichment of archaea and bacteria that are distinct
from the initially added inoculum. The archaeal diversity was moderate in both the
inoculum and the community after electrochemical enrichments but it changed
dramatically. With the primer pair used to amplify archaeal 16S sequences 83.9% of the
obtained reads for the inoculum cluster to unassigned sequences whereas more than
80% of the reads belong to the Sulfolobaceae family after the electroautotrophic
enrichment. The bacterial community in the inoculum is dominated by members of the
Acidithiobacillaceae (70.5%), followed by Oxalobacteraceae (11%), Alicyclobacillaceae
(3.9%) and Caulobacteraceae (1.6%). A more diverse community composition can be
seen in the reads obtained for bacteria after the electroautotrophic enrichment. These
samples were dominated mainly by Thermoanaerobacteraceae (36.1%) and

Nitrospiraceae (27.8%) followed by Thermaceae (11.7%) and Caldisericaceae (2.8%).
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While only 7.9% of the reads from the inoculum were unassigned, so were 14.8% of the
reads from the cathodic biofilm.

13C-incorporation

Autotrophic activity was measured via the incorporation of 13C-labeled bicarbonate. This
activity was compared between cells on a cathode that was connected to a potentiostat
with another cathode that was not connected but in the same reactor. The analysis
revealed that 813C migrated only to positive values in the samples that were supplied
with cathodic electrons. The first samples were taken one week after the addition of 13C
bicarbonate to the electrosynthesis reactor. At that time the 13C content was 61%o in the
sample from the cathode that was connected to the potentiostat whereas the content of
the non-connected one was -28%o. After seven weeks the experiment was stopped, at
that time the sample from the cathode attached to the potentiostat showed a §13C of
226%o0, while the control remained rather stable at -20,1%o. The results of this
experiments are summarized in table S1.

Metagenomic analysis

To further assess the physiological capabilities of the organisms on the cathode and
simultaneously provide a database for the analysis of the metatranscriptome, the total
genomic DNA of the cells was amplified and subsequently sequenced. The Illumina-
PE100 sequencing produced 112.6 million readpairs. Using the idba-ud software (34)
the metagenome was assembled to 34523 contigs with an overall length of 78.3 Mbp. An
average contig had a length of 10884 bp. According to gene prediction with
MetaGeneMark the metagenome contained 99303 coding sequences in total. The
[llumina raw data was uploaded to xxx with accession number xxx. We attempted to use
the corresponding protein sequences of the metagenome also for a phylogenetic

analysis (tab. 5, fig. 4). The two most abundant families belong to the Firmicutes and
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more than 50% of all protein sequences were grouped within the
Thermoanaerobacteraceae and Peptococcaceae. 18.6% of all sequences were attributed
to five families within the Archaea (Sulfolobaceae, Thermoplasmataceae,
Archaeoglobaceae, Nitrosopumilaceae, Picrophilaceae). The metagenome was screened
for the presence of carbon dioxide fixation pathways, potential pathways for electron
uptake from the cathode (proteins involved in iron oxidation/reduction, hydrogenases)
and potential terminal reductases. Genetic information for potential CO: fixation
pathways was searched using the KEGG database as well as a specifically designed
database comprising various sequences for key enzymes of each known fixation
pathway. The metagenome of the biofilm contains the genetic information for the Wood-
Ljungdahl pathway, the 3-hydroxypropionate/ 4-hydroxybutyrate pathway, the
dicarboxylate/4-hydroxybutyrate pathway, the reductive citric acid cycle as well as the
Calvin cycle. Regarding potential electron uptake mechanisms, it was sought for
hydrogenases, formate dehydrogenases as well as enzymes that are used by ferrous iron
oxidizing microorganisms. Corresponding genes for all these potential electron uptake
mechanisms were discovered. The search for iron oxidation mechanism revealed the
presence of homologous proteins to PioAB, MtrABC, rusticyanins, the Fox-proteins and
sulfocyanins. Moreover, periplasmic electron carriers like PccH and other cytochromes
were discovered. Regarding potential electron acceptors that can be used by the
community, we identified the genes necessary for carbonate respiration, nitrate
ammonification, as well as sulfate or oxygen reduction.

Metatranscriptomic analysis

The total RNA of the sessile cells was extracted, amplified, transcribed to cDNA and then
sequenced via the afore mentioned PE100 Illumina approach to further assess which

pathways and mechanisms operate in the biofilm. The raw data was uploaded to xxx
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with accession number xxx. The sequencing revealed 20.54 million readpairs for the raw
data, after filtering 2 million readpairs were left.

The same library mentioned above containing key proteins for CO> fixation via one of
the six canonical pathways was used again to detect corresponding transcripts. The
results of the analysis are summarized in table 3, a detailed listing of all detected
proteins can be seen in table S2. Surprisingly, this search revealed that organisms using
the Wood-Ljundahl-pathway, the reverse citric acid cycle, the 3-hydroxypropionate/4-
hydroxybutyrate cycle and the dicarboxylate/4-hydroxybutyrate cycle contribute to
primary production in the community. The enzyme 4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
participates in both the 3-hydroxypropionate/4-hydroxybutyrate cycle and the
dicarboxylate/ 4-hydroxybutyrate cycle. Further screening of the metatranscriptome
revealed 175 reads mapping to an acetyl-CoA-carboxylase which is only used in the
3-hydroxypropionate/4-hydroxybutyrate cycle. Only one read mapped to a rubisco,
hence no evidence for the Calvin cycle acting in CO-fixation could be provided.
Consequently, transcripts for at least three CO;-fixation pathways can be found in the
metatranscriptome.

Furthermore, the metatranscriptome showed multiple evidences for extracellular
electron transfer. Using RAPSEARCH2 39 out of 52 fasta sequences from the composed
iron oxidation database matched to the obtained RNA reads. The proteins found were
similar for example to FoxA, B, C from Sulfolobus metallicus, MtrA, B and C from
Shewanella oneidensis, protein sequences from the iron oxidation cluster of Gallionella
capsiferriformans and rusticyanin and Iro from Acidithiobacillus ferrooxidans. A full
summary of the detected proteins, including formate-dehydrogenases and

hydrogenases, is listed in table 4.
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Taxonomic characterization of the enrichments

After the complete analysis of the physiological capabilities and possible mechanisms of
energy generation it was another goal to isolate organisms that contribute to CO:
fixation in the community. Therefore, we used two individual basic minimal media and
carbon dioxide as the sole carbon source. Sulfate, nitrate or oxygen was added as
electron acceptor while hydrogen served in all isolation attempts as electron donor. So
far, it was possible to isolate one individual organism (Kyrpidia sp.) and to have three
additional enrichments of varying diversity. After the third transfer, the microbial
diversity of the enrichments was analyzed via 454-amplicon-sequencing. The
amplification with the archaeal primerpair resulted in hardly any sequences (data not
shown), so this part focuses on the distribution of bacteria. Figure 7 and corresponding
table 6 show the results of the bacterial community analysis. As expected the usage of
different electron acceptors resulted in an enrichment of totally varying bacterial
species, as well in terms of diversity in the samples themselves and in between the
different samples. The enrichment with sulfate and CO2 as electron acceptors had the
greatest diversity with 19.1% of the OTUs not to be assigned. The remaining OTUs all
clustered within the Clostridia. Herein 24.9% were assigned only to class level
Clostridia, 22% to Clostridiales, 18.7% to Peptococcaceae and 9.3% were assigned to
Desulfovirgula. Under microaerophilic conditions 87% of the obtained OTUs clustered to
Moorella, followed by Clostridia (3.4%), Thermoanaerobacter (2%) and Halomonas
(1.1%). The lowest diversity was seen within the enrichment that had 2 mM nitrate
added. Unfortunately, 98.2% of the OTUs were unassigned. A Shannon index of 1.08 for
this sample and the fact that an almost complete 16S sequence (1458 bp) could have

been amplified from the genomic DNA directly, confirm the expected low diversity. The
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next cultivated relative to the prevalent enriched organism is Thermaerobacter
subterraneus with a sequence identity of 88% (tab 1).

Another approach with a minimal salt medium, related to the one used for the
electroautotrophic enrichment, Hz as electron donor and CO2 as sole carbon source
resulted in a pure culture of Kyrpidia sp. under microaerophilic conditions. The isolate
shows 97% sequence identity to Kyrpidia tusciae (tab 1).

Electroautotrophic experiments with isolated Kyrpidia sp.

Electroautotrophic experiments with the isolated Kyrpidia sp. were performed in media
that was used for the isolation before. Sterile medium served as a control. The applied
potential of the working electrode was poised to -500 mV vs. SHE to accelerate growth
of the organism. To maintain microaerophilic conditions, a gas mixture of 99.5% CO:
and 0.5% O: was used in the experiments. The results for Kyrpidia sp. are shown in
figure 6. The sterile control reactor never showed currents lower that 0.03 A/m?
whereas a continuous drop in current, due to the consumption of electrons, in the
reactor inoculated with Kyrpidia sp. was observed throughout the experiment. By the

end of day 11 this was 0.438 A/m?.
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Discussion

Almost all so far reported studies on microbial electrosynthesis were performed under
moderate conditions at neutral pH and at mesophilic temperatures (6, 10, 39, 37). Here
we describe a long-term study of an extremophilic electroautotrophic growing
consortium that was enriched at 60 °C, a pH of 3.5 and a potential of -350 mV vs. SHE.
After the initial enrichment period of 18 months we used 16S community analysis,
metagenomics and metatranscriptomics to characterize the microbial community
composition. Several COz fixation pathways were detected in the metagenome and
primary production was confirmed via 13C incorporation. Moreover, conceivable modes
for extracellular electron transfer were investigated.

The results of the 16S rDNA amplicon sequencing revealed that both archaea and
bacteria represent the electroautotrophic community. From another analysis we know
that there is no major difference between the community composition of the planktonic
and the sessile phase (data not shown). Under the assumption of an electroautotrophic
living, this incident points towards a somehow dynamic process where cells attach and
detach from the cathode to gain energy from cathodic electrons, what might be possible
as the culturing media is stirred by continuous gassing with N2/CO2. Additionally, it
might be possible that some organisms secrete redox-active components that may act to
shuttle electrons to planktonic cells. Looking at the archaeal community the applied
conditions led to a dominant enrichment in organisms belonging to the family of
Sulfolobaceae (81.3%). These include members that are described as autotrophic iron
oxidizers (Acidianus, Metallosphaera) and their enrichment confirms the hypothesis of
electroautotrophic growth (31,32). According to the microscopic analysis archaea
represent the minor fraction, while bacteria are dominant in the electroautotrophic

community. The same can be seen from the metagenomics data, where only 18.6%
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archaeal proteins were detected. From the corresponding bacterial 16S rDNA analysis a
more diverse composition in organisms can be seen with Thermoanaerobacteraceae
representing the most abundant taxa (36.1% of the sequences) followed by
Nitrospiraceae, =~ Thermaceae and Caldisericaceae. =~ Within the family of
Thermoanaerobacteraceae, Nevin et al. could show that Moorella thermoacetica was able
to use electrons with -400 mV vs.SHE for the production of mainly acetate (6).
Caldanaerobacter subterraneus is another member of the Thermoanaerobacteraceae
family that was found as part of a mixed community in a MFC operated at 80°C (33).
Members of the Nitrospiraceae perform CO-fixation via the reductive citric acid cycle.
Overall the 16S metastudies delivered no indication for an abundance of obligate
heterotrophic organisms, but many of them are facultative autotrophic mixotrophs.
Comparing the community composition in the electroautotrophic reactor to the
composition of organisms in the inoculum showed a selective enrichment under the
conditions applied.

Investigating the whole metagenome and metatranscriptome from the cells residing on
the cathode supported the indication obtained from the community composition
analysis, that chemolithoautotrophy represents the favored lifestyle of the
electrotrophically enriched consortium. Neither the 16S community analysis nor the
metagenomic data provide evidence for methanogens acting at the cathode of the
electrosynthesis reactor. This was expected as the chosen potential of -350 mV vs. SHE
should avoid hydrogen formation that was previously reported to start at -600 mV vs.
SHE at a cathode (14,29). To gain insight into possible mechanisms of electron uptake
from the cathode the metatranscriptome was searched for hints of iron oxidation but it
was also evaluated whether hydrogenases and formate dehydrogenases are

overrepresented. The RNA reads mapped to 39 protein sequences involved in iron
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oxidation. Homologs to these proteins are obviously involved in obtaining electrons
from the graphite cathode in the enriched organisms. An involvement of hydrogen or
formate as electron donor, produced from hydrogenases and formate dehydrogenases,
could not be excluded from the transcriptomic data, but it seems not to be absolutely
essential for the electroautotrophic consortium. Along with this, RNAs for key proteins
of CO; fixation pathways were shown to be upregulated relative to their abundance in
the metagenome dataset, while proteins being typically expressed in heterotrophs were
not. The findings imply that the electroautotrophic community performs CO; fixation via
the Wood-Ljungdahl pathway, the 3-hydroxypropionate/4-hydroxybutyrate pathway
and the reductive citric acid cycle. Besides the mapping of the RNA reads to key enzymes
of CO2 fixation pathways, additional evidence for cathode-driven autotrophy comes from
an increase in §13C that was only observed in cells from the cathode that was connected
to the potentiostat. The isotopic effect seen in the non-connected samples corroborates
the metatranscriptomic data, that the Wood-Ljungdahl pathway and the reductive citric
acid cycle mainly contribute to microbial CO;-fixation (35). The fact that no increase in
organic carbon compounds could be observed throughout the time span the experiment
was conducted, points towards a mixotrophic living of some organisms inside the
community. Primary producing microbes are converting CO:; into reduced carbon
compounds from which mixotrophic organisms subsequently feed, providing that an
electron acceptor is accessible. Potential electron acceptors, besides the continuously
delivered COq, that were available to the microorganisms in the electrosynthesis setting
were sulfate and small amounts of oxygen that was formed at the anode during
hydrolysis. The meta-data showed that all proteins needed for dissimilatory sulfate

reduction and oxidative phosphorylation are present.
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In electroautotrophic experiments conducted with the isolated Kyrpidia sp.
electroautotrophic growth was observed for the organism. Kyrpidia sp. was isolated
under microaerophilic conditions, what may be the reason that this species was only
minor represented in the initial electroautotrophic enrichment that had only evanescent
concentrations of oxygen. Given that oxygen was the limiting factor explains the change
in current observed in the electroautotrophic experiments with isolated Kyrpidia sp.
when using a gas mixture of 99.5% CO2 and 0.5% Ox.

From a taxonomic perspective the three enrichments are promising as eletroautotrophy
was already shown for members of the Clostridia (6, 36, 38). Nevertheless, the
mechanism of electron uptake in these organisms is not understood. Given that electron
transfer to an anode was shown for Thermincola sp., a member of the Peptococcaceae
(40), one can assume that representatives of this family may likewise accept electrons
from a cathode. The enrichment of Moorella sp. under microaerophilic conditions was
unexpected as these organisms are described as anaerobes fixing CO; via the Wood-
Ljungdahl pathway, which is sensitive to oxygen (41). Probably the enriched Moorella
sp. is aerotolerant, not using Oz as electron acceptor, but having an advantage over the
strictly anaerobic sulfate-reducers enriched in the absence of oxygen. It was shown that
Moorella thermoacetica is performing CO»-fixation via the Wood-Ljungdahl pathway in
an electrosynthesis setup at -400 mV vs. SHE (6). An estimation on whether the enriched
Thermaerobacter sp. strain prefers an autotrophic or heterotrophic lifestyle is
meaningless, as the 16S of our isolate shares only 88% sequence identity to the next
cultivated relative Thermaerobacter subterraneus. Looking at organisms related to the
enriched species a huge potential can be estimated concerning their being able to

perform electrosynthesis. In order to evaluate the performance of distinct organisms in
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microbial electrosynthesis experiments it is fundamental to isolate individuals from the
three mixtures.

In summary this work describes an extremophilic electroautotrophic consortium in
terms of its microbial composition, its possible mechanisms to obtain energy from the
cathode and the pathways involved in CO: fixation. Furthermore, we supply the
community with metagenomic and metatranscriptomic data that will be useful for
future research in this field. The enrichments and the re-cultivation experiment with
Kyrpidia sp. depict organisms that might be beneficial for a better understanding of
microbial electroautotrophy in extremophilic organisms and electroautotrophy in

general.
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Figure legends

Figure 1: Development of negative current in the inoculated electrosynthesis reactor (in
red) compared to a sterile control (in black). The applied potential was -350 mV vs. SHE.
Figure 2: (A/B) CARD-FISH images of microbial cells attached to graphite cathodes. Cells
were stained with probes specific for the domain of archaea (ARCH915, Alexa488,
green) and bacteria (EUB-I, Alexa546, red). Scale bar 20 pm.

Figure 3: SEM images of microorganisms on graphite cathodes. A: Agglomerations of
cells between the fibers; scale bar: 10 um, B: Biofilm on a graphite fiber with rod and
cocci shaped cells; scale bar: 1 pm.

Figure 4: Microbial community analysis of the inoculum and the biofilm on the cathode.
Figure 4: Taxonomic distribution, corresponding to annotated proteins in the
metagenome.

Figure 5: Iron oxidation mechanisms for different microorganisms. Key proteins with
corresponding transcripts are highlighted in red. A Sideroxydans lithotrophicus. B
Rhodobacter ferrooxidans. C Rhodopseudomonas palustris. D Shewanella oneidensis. E
Acidithiobacillus ferrooxidans. F Metallosphaera (Sulfolobales).

Figure 6: Development of negative current in electrosynthesis experiments with
Kyrpidia sp. (black) compared to a sterile control (red). The applied potential
was -500 mV vs. SHE.

Figure 7: Microbial community analysis of the three enrichment cultures.

Description of tables:

Table 1: Isolated or enriched organisms with % sequence identity to the next cultivated

relative.
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Table 2: corresponding to figure 4: Distribution of different taxa in the inoculum and the
planktonic phase and the cathode after electrochemical incubation.

Table 3: Carbon dioxide fixation pathways with corresponding key enzymes and the
number of RNA read counts for each pathway.

Table 4: Electron uptake mechanisms with corresponding key proteins and the number
of RNA read counts for each protein.

Table 5: Taxonomic distribution, corresponding to annotated proteins in the

metagenome (corresponding to figure 4).
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703 Table 1:

Next cultivated relative sequence Enrichment
identity conditions
Kyrpidia sp. Kyrpidia tusciae DSM2912 98% (1458 bp) pH6
H2/C02/02
Uncultured Thermaerobacter subterraneus 88% (1458 bp) pH 4
Firmicutes clone H2/CO.,
2 mM NOs-
704
705  Table 2:
Classification Inoculum (%) Cathode (%)
[ Acidithiobacillaceae 70.5 0
Oxalobacteraceae 11 0.2
Alicyclobacillaceae 3.9 0
Caulobacteraceae 1.6 0
Acetobacteraceae 1.3 0
Halomonadaceae 1.1 0.6
Corynebacteriaceae 0.6 0.2
Comamonadaceae 0.5 0
Burkholderiaceae 0.5 0
Shewanellaceae 0.4 0.3
Sphingomonadaceae 0.3 0
Phyllobacteriaceae 0.2 0
Rhizobiaceae 0.2 0
* 1 Prevotellaceae 0 0.4
Thermoanaerobacteraceae 0 36.1
Nitrospiraceae 0 27.8
Thermaceae 0 11.7
Caldisericaceae 0 2.8
Staphylococcaceae 0 2.7
Moraxellaceae 0 0.8
Aquificaceae 0 0.4
Clostridiaceae 0 0.3
Sulfobacillus 0 0.2
Micrococcaceae 0 0.2
Streptococcaceae 0 0.2
Enterobacteraceae 0 0.2
| Unassigned 7.9 14.8
[ Sulfolobaceae 1.2 81.3
** 1 Picrophilaceae 14.9 8.8
Unassigned 83.9 9.9

706  * Reads obtained with bacteria-specific 16S primers. ** Reads obtained with archaeal-
707  specific 16S primers.
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708 Table 3:
Total RNA
CO;-fixation pathway read comment
counts
. Discrepancy between CO2
Wood-Ljungdahl-pathway (WL) 190 database and metagenome.
Discrepancy between CO2
database and metagenome.
Enzyme participates also in
3-hydroxypropionate/ dicarboxylate/
4-hydroxybutyrate-pathway 103 4-hydroxybutyrate-pathway.
(3HP/4HB) Metagenome mapping
revealed 175 reads for acetyl-
CoA-carboxylase (mainly from
Acidianus).
Dicarboxylate/4-hydroxybutyrate- Epzyme participates also in
athway (Dicarb/4HB) 85 dicarboxylate/
p y 4-hydroxybutyrate-pathway.
Reductive Citric acid cycle (rTCA) 140 16 x ATP citrate-lyase
Calvin Cycle 6 1 x Rubisco
709
710 Table 4:
Electron Key protein RNA read
uptake counts
mechanism
Formate Formate dehydrogenase, alpha chain 44
Hydrogen Membrane-bound NiFe- 211
hydrogenases
coenzyme F420-reducing 59
hydrogenase
Direct electron  FoxA (Sulfolobus metallicus) 162
transfer
FoxB (S. metallicus) 1
FoxC (S. metallicus) 77
Iro (Acidithiobacillus ferrooxidans) 3
Rusticyanin 67
Sulfocyanin 38
MtrA/PioA/DmsE 53
MtrB/PioB 224
MtrC 8
Cytochrome c 140
Pcch (Geobacter sulfurreducens) 5
Cytochrome c oxidase (S. solfataricus) 38
711
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Table 5:

Family Genes (%)

Thermoanaerobacteraceae 35.1

Peptococcaceae 22,2

Sulfolobaceae 9,2

Thermoplasmataceae 51

Euryarchaeota 3,7

Acidaminococcaceae 1,8

Halanaerobiaceae 1,2

Halobacteroidaceae 1,2

Paenibacillaceae 0,9

Shewanellaceae 0,8

Alicyclobacillaceae 0,5

Bacillaceae 0,5

Veillonellaceae 0,4

Spirochaetaceae 0,3

Sphaerobacteraceae 0,3

Nitrosopumilaceae 0,3

Syntrophomonadaceae 0,3

Caldilineaceae 0,2

Thermomicrobiaceae 0,2

Archaeoglobaceae 0,2

Anaerolineaceae 0,2

Picrophilaceae 0,2

Synechococcus 0,1

Lachnospiraceae 0,1

Thermoproteaceae 0,1

Chthonomonadaceae 0,1

Heliobacteriaceae 0,1

Brevibacillaceae 0,1

Dictyoglomaceae 0,1

Cystobacteraceae 0,1

Table 6:

T Bacteria Bacteria Bacteria
axonomy (S042) (02) (NO3?)

Clostridia 249 % 3,4 % 0,1 %

Clostridiales 22 % 0% 0%

Peptococcaceae 18,7 % 0,2 % 0%

Thermoanaerobacteraceae _Desulfovirgula 9,3 % 0,1% 0%

Clostridiaceae 2% 0% 0%

Clostridia_other 1,8 % 0% 0%

Thermoanaerobacteraceae_Moorella 1,4 % 87 % 0%

Alicyclobacillaceae 0,3 % 0% 0%

Halomonadaceae_Halomonas 0,2 % 1,1% 0,5 %

Flavobacteriaceae 0,1 % 0,4 % 0,6 %

Shewanellaceae 0,1 % 0,3 % 0,3 %

Staphylococcaceae 0,1 % 0,2 % 0,3 %

Thermoanaerobacteraceae_Thermoanaerobacter 0 % 2% 0 %

unassigned 19,1 % 53% 98,2 %
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Supplementary information:

Figure legends

Figure S1: General map of Sdo Miguel. Filled squares show the sampling spots. ® Termas
da Ferraria; @ Central Geothemica Pico Vermelho; ® Caldeira Velha; ® Caldeiras da
Ribera Grande; ® Caldeiras Lagoa das Furnas; ® Caldeiras das Furnas.

Figure S2: Schematic drawing of different CO;-fixation pathways. Key enzymes that were
found in the metatranscriptome are highlighted in red. A reductive citric acid cycle.
B 3-hydroxypropionate-bicycle C Wood-Ljungdahl-pathway D 3-hydroxypropionate/

4-hydroxybutyrate-pathway E Dicarboxylate/4-hydroxybutyrate-pathway

Description of tables
Table S1: Results of the 13C-incorporation experiment
Table S2: Detailed listing of key enzymes from CO»-fixation pathways with

corresponding number of RNA-transcripts.

Figure S1:
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Figure S2:
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Table S1:

Sample Carbon content (%) 613C (%o)

T1 (current applied) 23.2 -61

T1 (no current) 11.1 -28.5

Tena (current applied) 10.5 226

Tend (no current) 4.29 -20.1
Table S2:

Number N
Protein (GI) of RNA CO;-fixation Taxonomy from
pathway metagenome
reads

succinyl-CoA synthetase subsunit
alpha (570725076) 93 rTCA
acetyl-CoA synthetase
(500595987) 68 WL
4-hydroxybutyryl-CoA 3HP/4HB, N N
dehydratase 33 Dicarb/4HB Acidianus/ Acidianus
(499288428)
acetyl-CoA synthetase 31 WL Thermoplasma/
(495570718) Thermoplasma
acetyl-CoA synthetase
(497101926) 21 WL, 3HP/4HB  Sulfolobus/ Sulfolobus
MULTISPECIES: CoA-binding 18 FTCA
domain protein (505232740)
ATP-citrate lyase/succinyl-CoA
ligase (503303113) 16 rTCA
Vinylacetyl-CoA delta-isomerase 3HP/4HB, . -
(356641489) 14 Dicarb/4HB Vulcanisaeta/ Acidianus
4-hydroxybutyryl-CoA 3HP/4HB,
dehydratase 13 dicarb/4HB
(496360681)
4-hydroxybutyryl-CoA 3HP/4HB,
dehydratase 13 Dicarb/4HB
(850926382)
NAD-dependent epimerase/
dehydratase:Short-chain 12 WL
dehydrogenase/reductase SDR
(494285597)
acetyl-CoA synthetase 11 WL Desulfotomaculum/
(648552728) Desulfotomaculum
acetyl-CoA synthetase
(655968805) 11 WL Acetonema/ Thermococcus
acetyl-CoA synthetase
(660653233) 9 WL, 3HP/4HB  Sulfolobus/ Sulfolobus
4-hydroxybutyryl-CoA 3HP/4HB,
dehydratase 8 Dicarb/4HB
(851188487)
acetyl-CoA synthetase 8 WL Haliangium/
(493609584) Desulfatibacillum
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acetyl-CoA synthetase
(652837222)
acetyl-CoA synthetase
(648400260)
acetyl-CoA synthetase
(501491146)
phosphoribulokinase
(488796584)

ATPase (657724843)
4-hydroxybutyryl-CoA
dehydratase
(503792817)

ATP citrate synthase
(674769257)
acetyl-CoA synthetase
(646256595)
AMP-binding enzyme
(545377718)

ATP citrate synthase
(655805784)

ATP citrate synthase
(675588977)
4-hydroxybutyryl-CoA
dehydratase
(568210153)
acetyl-CoA decarbonylase
(493570188)

acetyl-CoA decarbonylase
(506237093)

acetyl-CoA synthetase
(506422366)

acyl-CoA synthetase/AMP-acid
ligase (505135753)
acetyl-CoA decarbonylase
(503040644)

ATP citrate lyase (501499910)
ATP citrate synthase
(503404062)

ribulose bisophosphate
carboxylase (518331021)

ATP citrate lyase (499677062)

WL, 3HP/4HB
WL
WL

Calvin-Zyklus
rTCA

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

rTCA
WL, 3HP/4HB
WL
rTCA
rTCA

3HP/4HB,
Dicarb/4HB

WL
WL
WL

3HPBicyc

WL
rTCA
WL
Calvin-Zyklus

rTCA

Acidianus/ Acidianus

Acidianus/ Sulfolobus

Carboxydothermus/

Thermosinus

Acidianus/ Acidianus

Caldisphaera/
Thermococcus

Metallosphaera/ Sulfolobus

Thermoanaerobacterium/

Carboxydothermus
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