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EINLEITUNG  KAPITEL 1 

1 Einleitung 

Die Entschlüsselung eines mikrobiellen Genoms unterteilt sich im wesentlichen in zwei 

Schritte: Sequenzierung und Sequenzanalyse. Mit zunehmender Größe der 

Genomprojekte werden beide Schritte soweit wie möglich standardisiert und 

automatisiert. Bestimmte Aufgaben – wie das Aufreinigen von DNA-Proben – werden 

von Robotern übernommen; die Sequenzierung selbst findet im Hochdurchsatz an 

Kapillarsequenzierern statt, die deutlich mehr als 1000 Sequenzreaktionen pro Tag 

durchführen und dabei Sequenzläufe einer Länge von bis zu 1200 Basen produzieren. 

Unabhängig von den speziellen physiologischen Eigenschaften eines Organismus 

verlangt die Technik der Sequenzierung nur geringe spezifische Anpassungen, die sich 

nach der Größe des Genoms, der Anzahl der Replikons, auf die sich das Genom verteilt, 

dem G+C-Gehalt und der Anzahl und Länge etwaiger repetitiver Bereiche innerhalb der 

Genomsequenz richten. Bei der Sequenzanalyse wird versucht, soweit wie möglich auf 

bioinformatische Werkzeuge zurückzugreifen, um die Bearbeitung der enormen 

Datenmengen, die bei einem Genomprojekt anfallen, überhaupt gewährleisten zu 

können. Trotz weitreichender Entwicklungen innerhalb der Bioinformatik besteht in der 

Genomforschung allerdings ein Ungleichgewicht zwischen der Menge an verfügbaren 

Sequenzdaten und der angemessenen Auswertung dieser Information. Zu den 

wichtigsten Schritten der Sequenzanalyse, die mit Hilfe bioinformatischer Algorithmen 

durchgeführt werden, gehören die Vorhersage kodierender offener Leserahmen und die 

funktionelle Annotation dieser potentiellen Gene anhand von Sequenzvergleichen mit 

bekannten Proteinen. Die dynamische Entwicklung der Sequenziertechnik mit dem Ziel 

einer weiteren Effizienzsteigerung hat bis heute dazu geführt, daß 229 mikrobielle 

Genome – darunter 208 bakterielle und 21 archaeelle – vollständig entschlüsselt und am 

National Center for Biotechnology Information veröffentlicht worden sind. 

Die weiterführende Analyse vollständig sequenzierter und annotierter Genome 

kann von verschiedenen Ansprüchen geleitet werden. Zunächst können anhand der Se-

quenz Erkenntnisse über den Organismus, die auf experimentellem Wege gesammelt 

worden sind, bestätigt, ergänzt und neu interpretiert werden. Je nach Umfang der zur 

Verfügung stehenden experimentellen Daten kann dieser Ansatz bei der Analyse des 

Genoms im Vordergrund stehen. Gleichzeitig liegt es aber im Interesse des Projektes, 
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Eigenschaften des Genoms zu charakterisieren, die sich erst aus der Untersuchung der 

Sequenz ergeben und die Hinweise auf unbekannte spezifische Qualitäten des Organis-

mus geben können. Dazu bietet sich die genomweite Analyse mit Hilfe standardisierter 

bioinformatischer Werkzeuge an. Beispielsweise können aus dem Vergleich der Codon 

Usage potentieller Gene genomische Inseln identifiziert werden (Merkl, 2004), die auf 

lateralen Gentransfer zurückgeführt und als Grundlage neu erworbener genetischer Fä-

higkeiten angesehen werden (Doolittle, 1999). Eine weitere und sehr vielversprechende 

Form der Sequenzanalyse ergibt sich schließlich aus der zunehmenden Verfügbarkeit 

vollständig entschlüsselter Genome aus phylogenetisch verwandten Bereichen oder von 

Organismen mit ähnlichen physiologischen Eigenschaften. Durch Bildung von Ver-

gleichsgruppen ähnlicher, bezüglich besonderer Merkmale jedoch unterschiedlicher Or-

ganismen kann gezielt nach den genetischen Grundlagen dieser speziellen Eigenschaf-

ten gesucht werden. Beispielsweise bieten sich, um genetische Grundlagen dieser Le-

bensstile zu identifizieren, Vergleiche zwischen auto- und heterotrophen, pathogenen 

und kommensalen Organismen und zwischen Hochleistungsstämmen und Wildtypen an. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe standardisierter Methoden zwei völlig un-

terschiedliche mikrobielle Organismen entschlüsselt. Die im Laufe des ersten Teils – 

der Sequenzierung und Analyse des β-Proteobakteriums Ralstonia eutropha H16 – ge-

wonnenen Erfahrungen konnten dabei gewinnbringend für die Entschlüsselung des 

zweiten Organismus – des methanogenen Archaeons Methanosphaera stadtmanae – 

eingesetzt werden. Über jeden der drei geschilderten Ansätze für die Analyse von Ge-

nomsequenzen konnten dabei Ergebnisse erzielt werden, die für beide Organismen im 

Hinblick auf unterschiedliche Anpassungsstrategien der Genomorganisation interpre-

tiert werden können. 

  

1. Das Gram-negative β-Proteobakterium Ralstonia eutropha H16 gehört zur Familie 

der Burkholderiaceae, die sich im wesentlichen aus den Gattungen Burkholderia und 

Ralstonia zusammensetzt. Spezies dieser Familie haben sich an äußerst unterschiedliche 

ökologische Nischen angepaßt und damit ein beträchtliches biotechnologisches Interes-

se geweckt (Coenye & Vandamme, 2003). Zu den Anwendungen, die man sich aus der 

Untersuchung verschiedener Burkholderiaceae-Stämme abzuleiten erhofft, gehören der 

Abbau von Xenobiotika, die Toleranz gegenüber Schwermetallen, die Wachstumsförde-

rung von Nutzpflanzen und die Bekämpfung pflanzlicher, tierischer und menschlicher 
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Pathogene. Die industrielle Nutzung vieler Spezies wird allerdings durch ihre schädli-

che Wirkung auf den Menschen erschwert. Bis heute wurden aus der Familie der Burk-

holderiaceae drei Genome vollständig entschlüsselt: R. solanacearum GMI1000 

(Salanoubat et al., 2002), Burkholderia mallei ATCC 23344 (Nierman et al., 2004) und 

Bu. pseudomallei K96243 (Holden et al., 2004). Eine Reihe weiterer Genome, zu denen 

aus der Gattung Ralstonia die Stämme R. eutropha JMP134 und R. metallidurans CH34 

gehören, befindet sich in einem fortgeschrittenen Stadium der Sequenzierung am DOE 

Joint Genome Institute in Kalifornien, USA. 

Ralstonia eutropha H16, bei dem bisher keine in irgendeiner Form pathogene 

Wirkung nachgewiesen werden konnte, zeichnet sich durch ein weites Substratspektrum 

und eine außergewöhnliche metabolische Vielseitigkeit aus, die diesen Stamm zu einem 

gut untersuchten Modellorganismus gemacht haben. Zu den charakteristischen Eigen-

schaften von R. eutropha H16 gehören das fakultativ chemolithoautotrophe Wachstum, 

das auf der Oxidation von molekularem Wasserstoff und der Fixierung von Kohlendi-

oxid über den reduktiven Pentose-Phosphat-Cyklus nach Calvin-Benson-Bassham ba-

siert (Hogrefe et al., 1984; Kusian & Bowien, 1997; Bowien & Kusian, 2002) und das 

fakultativ anaerobe Wachstum durch Denitrifikation (Pfitzner & Schlegel, 1973). Poly-

hydroxyalkanoate, die von R. eutropha H16 als Speicherstoffe synthetisiert werden, fin-

den industriellen Einsatz als Kunststoffersatz (Steinbüchel & Schlegel, 1991; Gorenflo 

et al., 2001). Aufgrund dieser vielfältigen Eigenschaften wird R. eutropha H16 ein be-

trächtliches Potential für die Konstruktion maßgeschneiderter Produktionsstämme durch 

gezielte genetische Eingriffe (metabolic engineering) zugeschrieben, insbesondere im 

Zusammenhang mit einer auf Wasserstoff basierenden Technologie. 

Diese Arbeit beschäftigte sich mit der Entschlüsselung der Genomsequenz von R. 

eutropha H16, um auf Basis der genetischen Grundlagen ein umfassendes Verständnis 

für die komplexen Hintergründe dieser Eigenschaften zu gewinnen. Das Genom von 

R. eutropha H16 verteilt sich auf drei Replikons (Schwartz & Friedrich, 2001), von de-

nen das kleinste – das Megaplasmid pHG1 – bereits vollständig sequenziert und anno-

tiert wurde und für Schlüsselfunktionen des fakultativ lithoautotrophen und fakultativ 

anaeroben Stoffwechsels kodiert (Schwartz et al., 2003). Ziel dieser Arbeit war es, die 

besondere Funktion von Chr.2 für die Charakterisierung von R. eutropha H16 herauszu-

stellen und aus vergleichenden Untersuchungen mit anderen Burkholderiaceae-

Genomen Hinweise auf allgemeine Prinzipien der Genomorganisation innerhalb dieser 

Familie abzuleiten. 
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2. Methanosphaera stadtmanae gehört zu den methanogenen Organismen, die aus-

schließlich in der Domäne der Archaeen gefunden werden und sich auf den letzten 

Schritt des anaeroben Kohlenstoff-Cyclus spezialisiert haben: die Reduktion von CO2, 

von methylierten C1-Verbindungen oder von Acetat zu Methan (Deppenmeier, 2002b). 

Im globalen Kohlenstoffhaushalt spielen sie eine wichtige Rolle beim Abbau organi-

scher Verbindungen in anoxischen Umgebungen wie Sedimenten von Flüssen, Seen und 

Sümpfen (Conrad, 1996). Dem durch die Methanogenese freigesetzten Methan kommt 

als starkem Treibhausgas eine besondere ökologische Bedeutung zu (Reay, 2003). 

Gleichzeitig dient Methan als Rohstoffquelle für die Energieerzeugung und lagert in 

Form von Methanhydraten biologischen Ursprungs wahrscheinlich in beträchtlichen 

Mengen in Sedimentschichten am Boden der Ozeane (Marchesi et al., 2001; Wood et 

al., 2002). 

Ein weiteres anoxisches Habitat, in dem sich Msp. stadtmanae auf eine spezielle 

Form der Methanogenese – die Reduktion von Methanol mit H2, spezialisiert hat – stellt 

der menschliche Enddarm dar (Miller & Wolin, 1983; Miller & Wolin, 1985). Der 

überwiegende Anteil der endogenen Methanproduktion geht allerdings auf das häufigste 

methanogene Archaeon im menschlichen Darm, Methanobrevibacter smithii, zurück 

(Miller & Wolin, 1982). Ein Teil der im Darm produzierten Gase wird absorbiert und 

über den Atem abgegeben, in dem sich bei ca. 30-50 % der westlichen Bevölkerung si-

gnifikante Mengen Methan nachweisen lassen (Levitt & Ingelfinger, 1968; Pitt et al., 

1980). Unter den methanproduzierenden Menschen liegt der Anteil der Frauen (63 %) 

höher als der der Männer (37 %). Kinder unter drei Jahren produzieren kein Methan 

(Peled et al., 1985; Florin et al., 2000). Genetische Veranlagungen scheinen für die Me-

thanproduktion keine Rolle zu spielen. 

Mit Ausnahme der Methanosarcina-Spezies zeichnen sich methanogene Archaeen 

durch sehr kleine Genome von weniger als 2 Mbp Länge aus. Auf Basis dieser einge-

schränkten genetischen Ressourcen ist es Msp. stadtmanae gelungen, sich an das Wach-

stum im Gastrointestinaltrakt des Menschen anzupassen und dort besondere Formen des 

Stoffwechsels zu entwickeln. In der vorliegenden Arbeit wurden die genetischen Grund-

lagen dieser Anpassungen untersucht und in Bezug auf die Genomorganisation darge-

stellt, die die Physiologie von Msp. stadtmanae hervorgebracht hat. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Organismen und Plasmide 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien-Stämme sind in Tab. 2.1 darge-

stellt. Der sequenzierte Bakterien-Stamm Ralstonia eutropha H16 wurde ursprünglich 

als Hydrogenomonas eutropha isoliert (Wilde, 1962) und später umbenannt zu Alcali-

genes eutrophus (Davis et al., 1969; Davis et al., 1970), Ralstonia eutropha (Yabuuchi 

et al., 1995), Wautersia eutropha (Vaneechoutte et al., 2004) und Cupriavidus necator 

(Vandamme & Coenye, 2004). 

Tab. 2.1: Verwendete Bakterien-Stämme. 

Stamm Genotyp Referenz 
Ralstonia eutropha H16 Stammsammlung:  

DSM428, ATCC 17699 
als Hydrogenomonas eu-
tropha: 
Wilde (1962) 

Methanosphaera 
stadtmanae 

Stammsammlung:  
JCM11832, ATCC 43021 

Miller & Wolin (1985) 

Escherichia coli TOP10 F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), 
φ80lacZ∆M15, ∆lacX74, recA1, 
araD139, ∆(ara-leu)7697, galU, galK, 
rpsL, (StrR), endA1, nupG 

Fa. Invitrogen GmbH, 
Karlsruhe 

 

 

Tab. 2.2 gibt eine Übersicht über verwendete Plasmid- und Cosmid-Vektoren. 

Tab. 2.2: Verwendete Plasmid- und Cosmid-Vektoren 

Plasmid/ 
Cosmid 

Größe 
[kbp] 

Merkmal Verwendung Referenz 

pGEM-3Z 2.7 lacZ, MCS, 
Ampr

R. eutropha H16:  
Plasmid-Genbank 

Fa. Promega, Mannheim 
 

Lorist6 5.3 kanr R. eutropha H16: 
Cosmid-Genbank 

Gibson et al. (1987) 
 

pCR2.1-
TOPO 

3.9 kanr, ampr R. eutropha H16,  
Chromosom 2: 
GenomiPhi-Genbank 

Fa. Invitrogen 

pCR4-TOPO 4.0 kanr, ampr Methanosphaera  
stadtmanae:  
Plasmid-Genbank 

Fa. Invitrogen 
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2.2 Nährmedien und Puffer 

Alle aufgeführten Medien wurden durch Autoklavieren für 30 min bei 121 °C sterili-

siert. Glucose wurden in separater Lösung autoklaviert oder sterilfiltriert und dem Me-

dium unmittelbar vor dem Animpfen zugegeben. Anaerobe Medien wurden nach der 

von Costilow (1981) beschriebenen Methode unter Begasung mit sauerstofffreiem 

Stickstoff hergestellt. Zur Herstellung von Agarplatten wurde das Medium vor dem Au-

toklavieren mit 1.5 % (w/v) Agar versetzt. 

 

2.2.1 Medien für Escherichia coli 

Die Zusammensetzungen von LB-Medium und TB-Medium wurden aus Sambrook et 

al. (1989) entnommen. 

 

 LB-Medium 

Trypton 

Hefeextrakt 

NaCl 

H2Obidest  

10 g

5 g

10 ml

ad 1000 ml

TB-Medium 

Trypton 

Hefeextrakt 

Glycerin (87 %, v/v) 

H2Obidest  

12 g

24 g

4 ml

ad 1000 ml

 

 

 

 

 

 

Für die Anzucht in flat bottom blocks (Fa. Qiagen, Hilden) wurden zu 400 ml TB-

Medium je 8 ml 5x Phosphatpuffer und Glucose-Stammlösung (10 %, v/v) gegeben. 

 

2.2.2 Medienzusätze 

Antibiotika-Stammlösungen sowie IPTG und X-Gal wurden dem autoklavierten und auf 

mindestens 50 °C abgekühlten Medium zur Selektion entsprechender rekombinanter 

E. coli-Stämme zugesetzt. Verwendete Konzentrationen der verschiedenen 

Medienzusätze sind in Tab. 2.3 zusammengefaßt. 
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Tab. 2.3: Medienzusätze 

Zusatz Stammkonzentration Endkonzentration 

Ampicillin 

Kanamycin 

IPTG 

X-Gal 

100 mg/ml in H2Obidest
a

100 mg/ml in H2Obidest
a

100 mg/ml in H2Obidest
a

40 mg/ml in N,N-Dimethylformamidb

100 µg/ml 

25-50 µg/ml 

40 µg/ml 

40 µg/ml 
a bei 4 °C gelagert 
b vor Gebrauch frisch angesetzt 
 

 

2.2.3 Stamm- und Pufferlösungen 

 
10x TE-Puffer 

1 M Tris-HCl (pH 8.0) 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 

H2Obidest  

100 ml

10 ml

ad 1000 ml

5x Phosphat-Puffer 

KH2PO4 

K2HPO4 

H2Obidest  

57.75 g

313.50 g

ad 500 ml

 

 

 

 

 

 

2.3 Zellanzucht und Stammhaltung 

2.3.1 Zellanzucht 

2.3.1.1 Anzucht von Ralstonia eutropha H16 

Zur Anzucht von R. eutropha H16 wurde ein Mineralmedium nach Schlegel et al. 

(1961), modifiziert nach Friedrich et al. (1982), verwendet. Als organische Kohlen-

stoffquelle diente Fruktose in einer Endkonzentration von 0.4 % [w/v]. Als Stickstoff-

quelle wurde Ammoniumchlorid (0.2 % [w/v]) zugesetzt (FN-Medium). Für die DNA-

Isolierung wurden die Zellen bis zur frühen stationären Phase angezogen und dann ge-

erntet. Die erhaltenen Zellen wurden bei -80 °C aufbewahrt. 
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2.3.1.2 Anzucht von Methanospaera stadtmanae 

Methanosphaera stadtmanae wurde unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C nach der 

Methode von Sparling et al. (1993) angezogen. Methanol und H2 dienten als Energie-

quelle, H2 und CO2 als Elektronendonor und Kohlenstoffquelle. Das Medium enthielt 

zusätzlich 10 % filtriertes, zentrifugiertes und autoklaviertes Pansenfluid. Die Kultivie-

rung erfolgte in mit Butyl-Gummistopfen verschlossenen 2 l-Schottflaschen. Das Kul-

turvolumen betrug 1 l. Zum Anaerobisieren des Mediums wurde dieses in einem Anae-

robenzelt unter N2/H2 (95 % : 5 %) gerührt, bis der dem Medium zugesetzte Redoxindi-

kator Resazurin farblos wurde. Anschließend wurde das Medium in die Kulturflaschen 

abgefüllt und im verschlossenen Zustand autoklaviert. Zuvor wurde noch Na2S als 

Schwefelquelle und zum Anaerobisieren zugeführt. Die Gasphase wurde anschließend 

gegen H2/CO2 (80 % : 20 %) (0.7 bar) ausgetauscht und das Medium 10 %ig mit einer 

frischen Vorkultur angeimpft. Die Kulturflaschen wurden auf einem Inkubationsschütt-

ler (RFI-125, Fa. Infors, Bottmingen, Schweiz) bei 150 U/min und 37 °C inkubiert. Die 

Gasphase wurde zwei mal täglich gegen H2/CO2 (80 % : 20 %) ausgetauscht. Beim Er-

reichen einer optischen Dichte von 2.5 (gemessen bei 578 nm) wurde die Kultur mit ei-

ner Durchflußzentrifuge (Heraeus Contifuge 17RS, Fa. Heraeus Sepatech GmbH, Os-

terode) bei 4 °C abzentrifugiert. Die erhaltenen Zellen wurden bei -80 °C aufbewahrt. 

 

2.3.1.3 Anzucht von Escherichia coli 

Die Anzucht von rekombinanten Escherichia coli DH5α-Zellen erfolgte in 96er flat 

bottom blocks (Fa. Qiagen), die nach dem Animpfen mit luftdurchlässigen Folien 

(aerosheets) abgeklebt wurden. Die einzelnen 96 Wells der Blöcke wurden jeweils mit 

1.3 ml TB-Medium, Ampicillin, Glucose und Phosphatpuffer befüllt. Die Inkubation 

erfolgte unter Schütteln (360 rpm) für 20-26 Stunden bei 37 °C  im Brutschrank. 
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2.3.2 Stammhaltung 

Zur kurzfristigen Stammhaltung wurden die rekombinanten E. coli-Stämme auf LB-

Agar-Platten ausgestrichen, über Nacht bei 37 °C inkubiert und dann bei 4 °C gelagert. 

Für die Stammhaltung der rekombinanten E. coli-Klone der Sequenzierungs-Genbanken 

im 96er Format wurden 1.3 ml-Kulturen wie oben beschrieben inkubiert und in 

Mikrotiterplatten mit 230 µl TB-Medium pro Ansatz überstempelt. Diese Platten 

wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert, anschließend mit 23 µl DMSO pro Ansatz 

versetzt und bei -80 °C gelagert. 

 

2.4 Standardtechniken für die Arbeit mit Nukleinsäuren 

2.4.1 Geräte und Lösungen 

Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden hitzestabile Geräte und Lösungen autoklaviert 

(20 min bei 121 °C). Nicht autoklavierbare Materialien wurden mit 70 % Ethanol (v/v) 

gespült oder abgeflammt. Hitzelabile Biochemikalien wurden nach Möglichkeit in Lö-

sung sterilfiltriert. 

 

2.4.2 Dialyse von Nukleinsäuren 

Um DNA-Lösungen von Salzen und anderen niedermolekularen Substanzen zu befrei-

en, wurden sie einer Mikrodialyse unterzogen. Dieses Verfahren erhöhte die Ligations-

effizienz (siehe 2.6.1.1) und ermöglichte die Transformation durch Elektroporation, die 

durch Salze gestört wird. Die Dialyse wurde mit auf bidestilliertem Wasser schwim-

menden sterilen Membranfiltern durchgeführt (VS-Filter, 0.025 µm Porengröße,  Fa. 

Millipore, Eschborn). Darauf wurden 20-50 ml für ca. 60 min dialysiert und danach 

vorsichtig abgenommen. 
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2.4.3 DNA-Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle 

Die Konzentration wässriger DNA-Lösungen wurde photometrisch über die optische 

Dichte (OD) bestimmt. Dazu wurde im Photometer (Uvikon 810 Photometer, Kontron 

Instruments, Eching) die Absorption bei 260 nm in einer Quarzküvette der Schichtdicke 

1 cm gemessen. Eine Absorption bei 260 nm von 1 gegen Wasser (OD260) entspricht ei-

ner Konzentration von 50 µg / ml doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg / ml einzelsträngi-

ger DNA/RNA bzw. 31 µg / ml Oligonukleotiden (Sambrook et al., 1989). Um den 

Reinheitsgrad der DNA-Lösung abzuschätzen, wurden zusätzlich die optischen Dichten 

bei 230 nm und 280 nm bestimmt. Verunreinigung mit Protein führen zu einer verstärk-

ten Absorption bei 280 nm, Verunreinigung mit Polysacchariden zur verstärkten Ab-

sorption bei 230 nm. Für reine DNA gilt: 

 

  OD260 : OD280   =  1.8 

  OD230 : OD260 : OD280  =  0.45 : 1 : 0.515 

 

DNA-Konzentrationen von Plasmiden aus der automatisierten Präparation mit dem 

BioRobot 8000 (Fa. Qiagen; siehe 2.4.7) wurden in 96er Mikrotiterplatten eluiert und im 

Plattenphotometer gemessen (PowerWave X, Fa. Bio-Tek Instruments, Winooski, Vt., 

USA). Zur groben Abschätzung von DNA-Konzentrationen wurden Aliquots der DNA-

Lösungen elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt und die Stärke der Banden mit 

einem Marker bekannter Konzentration verglichen. 

 

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur analytischen und präparativen Auftrennung 

von DNA  genutzt. Die Auftrennung erfolgte in horizontalen Kammern der Größe 

11 cm x 6.5 cm. In TAE-Puffer wurden 0.8 %ige Agarosegele (Seakem LE Agarose, Fa. 

Cambrex, Me., USA) angesetzt. Derselbe Puffer diente auch als Laufpuffer während der 

Elektrophorese. Vor der Elektrophorese wurden die Proben mit 0,2 Vol. loading buffer 

(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt, um die DNA zu beschweren und die Lauffront 

während der Auftrennung sichtbar zu machen. Als Größenreferenz wurden 3 µl eines 
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Größenstandards aufgetragen (GeneRuler DNA Ladder Mix, Fa. Fermentas). Nach der 

Elektrophorese wurden die Gele in einem Ethidiumbromid-Bad (1 µg/ml) für ca. 10 min 

gefärbt und dann gewässert, um überschüssiges Ethidiumbromid zu entfernen. Die Vi-

sualisierung der DNA-Banden erfolgte durch UV-Licht (254 nm) mit einem Gel-

Dokumentationssystem (Multimage LightCabinet, Fa. Alpha Innotech, Ca., USA). 

 
20x TAE-Puffer 

Tris 

Eisessig 

EDTA 

H2Obidest  

96.9 g

22.8 ml

7.5 g

ad 1000 ml

 

 

2.4.5 Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation 

Eine Auftrennung der DNA durch Dichtegradientenzentrifugation (Sambrook et al., 

1989) wurde bei der Herstellung von Genbänken vorgenommen (siehe 2.8). Diese Me-

thode hatte den Vorteil, daß die DNA-Fragmente nahezu unbeschädigt aufgereinigt 

wurden. Die Zentrifugation wurde mit einem Saccharose-Gradienten von 10 % bis 40 % 

(w/v) in 10 ml Zentrifugenröhrchen (Sorvall Polyallomer 3699, Fa. DuPont, Dreieich) 

durchgeführt. Dazu wurden unterschiedliche Saccharose-Lösungen (10 %, 17.5 %, 

25 %, 32.5 %; w/v) in der Stammlösung für den Dichtegradienten angesetzt. Die Lö-

sungen wurden beginnend mit der höchsten Konzentration in die Zentrifugenröhrchen 

geschichtet und eingefroren. Auf den Gradienten wurden zwischen 100 und 200 g DNA 

aufgetragen. Die anschließende Zentrifugation erfolgte mit 27 000 rpm für 24 h bei 

20 °C in einem swing out-Rotor (Sorvall TH641) in einer Ultrazentrifuge (Sorvall OTD 

55 B, beide Fa. Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold). Nach der Zentri-

fugation wurde der Gradient vorsichtig in Fraktionen von 300 µl von oben nach unten 

entnommen. Zur anschließenden Fällung der DNA wurden die Fraktionen mit 0.5 Vol. 

20 %iger PEG-Lösung (v/v) in 2.5 M NaCl versetzt und über Nacht bei RT inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde die Lösung 30 min bei 22 650 rpm zentrifugiert. Nachdem der 

Überstand abgenommen und das Pellet in 500 µl Ethanol (70 %; v/v) aufgenommen 

worden war, erfolgte eine weitere Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Der Ü-
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Überstand wurde abgenommen, das Pellet getrocknet und in 30 µl autoklaviertem 

H2Obidest gelöst. Zur Überprüfung der Fraktionen wurden 10 µl von jeder dritten Frakti-

on auf einem Agarosegel überprüft (siehe 2.4.4). 

 
2x Dichtegradienten-Stammlösung 

NaCl 

Tris 

EDTA 

H2Obidest 

 

35.06 g

1.45 g

1.12 g 

ad 300 ml

 pH 8

 

 

2.4.6 Isolierung chromosomaler DNA 

Für die Isolierung chromosomaler DNA wurden zwei verschiedene Kits verwendet: 

AquaPure Genomic DNA Kit (Bio-Rad Laboratories, Ca., USA) und E.Z.N.A. Bacterial 

DNA Kit (Fa. PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen). Der Vorteil des Bio-Rad-

Kits lag in der guten Qualität der präparierten DNA. Demgegenüber lieferte das PEQ-

LAB-Kit eine höhere Ausbeute an DNA, die insgesamt jedoch stärker geschert vorlag. 

Für PCR-Amplifikationen wurde i.d.R. genomische DNA aus Bio-Rad-Präparationen 

verwendet. 

Zellen aus ca. 500 µl Übernacht-Kultur bzw. aus einer entsprechenden Menge eingefro-

rener Zellen wurden für die Isolierung verwendet und daraus die genomische DNA nach 

Protokoll präpariert. Bei der Isolierung mit dem Bio-Rad-Kit wurde ein zusätzlicher ly-

tischer Schritt eingeführt. Dazu wurden die Zellen nach Inkubation mit Genomic DNA 

Lysis Solution mit 1.5 µl Proteinase K (20 mg/ml) versetzt und für 1 h bei 55 °C lysiert. 

Die isolierte chromosomale DNA wurde in 75-100 µl Hydration Solution (Bio-Rad), 

bzw. in zwei Schritten in 100 µl und 50 µl Elutions-Lösung (PEQLAB) aufgenommen. 

Kurz- und mittelfristig wurde chromosomale DNA bei 4 °C gelagert, für längere Auf-

bewahrung aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 
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2.4.7 Isolierung von Plasmid DNA 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA wurden je nach Anzahl der Proben verschiedene 

Methoden verwendet. Für die Präparation weniger Proben, beispielsweise für Restrikti-

onsverdaue rekombinanter Plasmide (siehe 2.5.1), wurde das QIAprep Spin Miniprep 

Kit (Fa. Qiagen) genutzt und nach Protokoll vorgegangen. Die Präparation rekombinan-

ter Plasmide ganzer Genbänke wurde dagegen automatisiert an Robotern des Typs Bio-

Robot 8000 (Fa. Qiagen) mit Hilfe des QIAprep 96 Turbo BioRobot Kit durchgeführt. 

Die Plasmid-Isolation selbst basiert auf einer alkalischen Lyse mit anschließender Auf-

reinigung der DNA durch Bindung an eine Silikat-Gel-Membran. Hierzu wurden die 

Klone wie unter 2.3.1.3 beschrieben im 96er Maßstab in flat bottom blocks angezogen 

und von Robotern weiterverarbeitet. Nach der Anzucht wurden die Blöcke für 20 min 

bei 3300 rpm abzentrifugiert (Megafuge 2.0, Fa. Heraeus, Hanau) und der Überstand 

verworfen. Die Zellpellets wurden im Block in den BioRobot 8000 überführt und auto-

matisch weiterbearbeitet. Die gebundene DNA wurde in mehreren Schritten gewaschen 

und mit 120 µl Wasser (LiChrosolv, Fa. Merck KGaA, Darmstadt) gelöst und in 96er 

Mikrotiterplatten mit Flachboden (UV-geeignet; Fa. Greiner Bio-one, Frickenhausen) 

gesammelt. 

 

2.4.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 

Um überschüssige Nukleotide, Primer, Puffer und Enzymreste aus dem PCR-Ansatz zu 

entfernen, wurden PCR-Produkte generell aufgereinigt. Ähnlich wie bei der Präparation 

von Plasmid-DNA (siehe 2.4.7) wurde die DNA je nach Anzahl der Proben manuell 

oder automatisiert präpariert. Für diese manuelle Aufreinigung wurde das QIAquick 

PCR Purification Kit (Fa. Qiagen) verwendet. Ergänzend zu den Vorschriften des 

Protokolls wurde nach der Fällung der DNA ein zusätzlicher Zentrifugationsschritt 

durchgeführt, um Reste des PE-Puffer vollständig zu entfernen. 
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2.4.9 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

DNA-Fragmente wurden z.B. aus Agarosegelen isoliert, wenn eine PCR-Reaktion zur 

unspezifischen Amplifikation mehrerer Produkte geführt hatte. Um mehrere Produkte 

einzeln sequenzieren zu können, wurde nach der Auftrennung im Agarosegel jede Ban-

de mit dem Skalpell ausgeschnitten. Die Entfernung von Gelrückständen und die Auf-

reinigung der DNA wurde mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen) durchge-

führt und die isolierte DNA direkt für die Sequenzierung verwendet. 

 

2.4.10 Scheren von DNA 

Für die Herstellung von Genbanken war eine gleichmäßige Fragmentierung der chro-

mosomalen DNA nötig, um eine proportionale Verteilung des gesamten Genoms auf die 

Genbank zu gewährleisten. Das mechanische Scheren der DNA bot den Vorteil, daß es 

gegenüber der Restriktion unabhängig von Schnittstellen war. 

Die chromosomale DNA von Methanosphaera stadtmanae wurde mit Hilfe eines 

nebulizer (Fa. Invitrogen) geschert. Bei diesem Gerät wird die DNA-Lösung in einen 

nach unten hin spitz zulaufenden Zylinder gegeben, in dem die DNA durch Druckluft 

verwirbelt und dabei geschert wird. Für eine Scherung wurden etwa 15 µg DNA mit 

750 µl shearing buffer in den nebulizer gegeben, der nebulizer fest verschraubt und über 

eine Stickstoffleitung ein Druck von 0.62 bar angelegt. Während des gesamten 

Schervorgangs wurde der nebulizer auf Eis gelagert. Die Dauer des Scherens wurde in 

Abhängigkeit von der gewünschten Fragmentgröße empirisch ermittelt. Zur 

Weiterverarbeitung der gescherten DNA wurde die DNA-Lösung aus dem nebulizer in 

einer SpeedVac auf ca. 200 µl eingedampft. 

 
Shearing Buffer 

Tris 

EDTA 

Glycerin 

121.1 g

37.23 g

10 ml

pH 8
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2.5 Modifikation von Nukleinsäuren 

2.5.1 Restriktion 

Die enzymatische Restriktion mit Enzymen bekannter Spezifität wurde dazu genutzt, 

DNA an vorhersagbaren Stellen zu schneiden. Chromosomale DNA wurde zur Herstel-

lung von Genbänken geschnitten. Die Restriktion von Plasmiden wurde für die Erstel-

lung von Genkarten genutzt, mit deren Hilfe die korrekte Assemblierung der Plasmid-

Sequenzläufe im Datensatz überprüft werden konnte. 

Für die Reaktionsansätze wurden für jedes Enzym die jeweiligen Puffersysteme unter 

den angegebenen Reaktionsbedingungen der Hersteller verwendet. Pro Mikrogramm 

DNA wurden 3-5 U Enzym eingesetzt. Zur vollständigen Restriktion von Plasmiden 

oder Cosmiden wurden die Ansätze für ca. 2 Stunden inkubiert. Bei der partiellen 

Restriktion wurde die Inkubationsdauer variiert, um eine möglichst statistische 

Verteilung der Fragmente zu erreichen. Zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme 

wurden die Ansätze nach der Restriktion für ca. 20 Minuten bei 65 °C inkubiert oder 

mit 50 mM EDTA versetzt. Durch die Komplexierung freier Mg2+-Ionen entzieht 

EDTA dem Enzym die für die Restriktion benötigten Cofaktoren. 

 

2.5.2 Dephosphorylierung 

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten mit überhängenden Enden (sticky ends) wurde 

das Insert mit alkalischer Phosphatase behandelt. Das Enzym entfernt von linearer DNA 

die 5'-Phosphatgruppe und verhindert so, daß mehrere Inserts aneinander ligieren. 

Die Insert-DNA für die Ligation wurde im Restriktionsansatz mit 1 U alkalischer 

Phosphatase pro 1 µg DNA versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die 

dephosphorylierte DNA mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt (sie-

he 2.4.8). 
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2.5.3 Herstellung glatter DNA-Enden (blunt ends) 

Beim Scheren der chromosomalen DNA entstanden undefinierte Enden, die eine Ligati-

on mit dem Vektor erschwerten. Aus diesem Grund wurden vor der Klonierung die En-

den der gescherten DNA-Fragmente mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase zu blunt ends 

aufgefüllt. Der folgende Ansatz wurde für 1.5 h bei RT inkubiert und anschließend mit 

dem QIAquick PCR Purification Kit (siehe 2.4.8) aufgereinigt.  

 
50 µl Ansatz 

Insert-DNA 

5x Puffer für T4-DNA-Polymerase 

dNTP-Mix (je 10 mM) 

T4-DNA-Polymerase 

ca. 38 µl

10 µl

1.5 µl

1 µl

 

 

2.5.4 Herstellung von Insert-DNA mit A-Überhang 

Bei der Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Fa. Invitrogen) (siehe 2.6.1), das 

für die Herstellung von Genbänken verwendet wurde, war es erforderlich, daß die In-

sert-DNA am 5'-Ende eine Adenin-Base als Überhang aufwies, da der verwendete TO-

PO-Vektor einen entsprechenden Thymidin-Überhang enthielt. Glatte Enden wurden 

von der Taq-Polymerase bei Zugabe von dATP um einen Adenin-Überhang verlängert. 

Zunächst wurden DNA-Fragmente mit blunt ends hergestellt (siehe 2.5.3).  

 
70 µl Ansatz 

DNA 

dATP (0.5 mM) 

MgCl2

10x PCR-Puffer ohne MgCl2 

Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 

50 µl

6 µl

6 µl

7 µl

0.5 µl
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Die Herstellung von A-Überhängen wurde in dem oben angegebenen Ansatz für 25 min 

bei 72 °C durchgeführt. Anschließend wurde die DNA mit dem QIAquick PCR Purifi-

cation Kit aufgereinigt (siehe 2.4.8). 

 

2.5.5 Ligation 

In der Ligation wurden Phosphodiesterbindungen zwischen doppelsträngigen DNA-

Fragmenten gebildet, die freie 3'-Hydroxyl-Enden und 5'-Phosphat-Enden aufwiesen. 

Um die Ligationseffizienz zu erhöhen, wurde ein Überschuß an Insert-DNA gegenüber 

der Vektor-DNA eingesetzt (ca. 1 : 3). Für die Ligation wurde T4-DNA-Ligase mit ent-

sprechendem Puffersystem eingesetzt (Fa. Promega). Der folgende Reaktionsansatz 

wurde über Nacht bei 16 °C bzw. 2 h bei 37 °C inkubiert. 

 
20 µl Ansatz 

Vektor-DNA 

Insert-DNA 

10x T4-Ligase-Puffer 

T4-DNA-Ligase (1 U/µl) 

H2Obidest

0.2-2 µl

0.8-8 µl

2 µl

1-2 µl

ad 20 µl

 

 

2.6 Transformation und Selektion 

2.6.1 TOPO TA-Klonierung 

Die Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Fa. Invitrogen) lieferte eine Methode 

zur direkten Klonierung von DNA-Fragmenten mit A-Überhang und wurde für die Her-

stellung von Genbänken aus gescherter, chromosomaler DNA und aus PCR-Fragmenten 

verwendet. 

Das Kit macht sich dabei die Eigenschaft der Taq-Polymerase zunutze, an das 3'-Ende 

amplifizierter DNA eine einzelne Adenin-Base zu hängen. Der in dem Kit verwendete 
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TOPO-Vektor besitzt in entsprechender Weise einen Thymidin-Überhang, der durch ei-

ne spezielle Topoisomerase erzeugt wird, die bis zur Ligation mit dem Insert kovalent 

gebunden bleibt. Auf diese Weise wird einerseits die Ligation mehrerer Inserts mitein-

ander verhindert als auch der enzymatische Verdau des Vektors erschwert (Shuman, 

1991). 

 

2.6.1.1 Ligation mit dem TOPO - Vektor 

Der folgende Ansatz wurde 2 h bei RT inkubiert und danach zur Transformation che-

misch kompetenter E. coli TOP10 -Zellen verwendet (2.6.1.2): 

 
4 µl Ansatz 

Insert DNA mit A-Überhang 

Salt Solution (TOPO-Kit, Fa. Invitrogen) 

PCR TOPO-Vektor (Fa. Invitrogen) 

3 µl

0.5 µl

0.5 µl

 

 

2.6.1.2 Transformation von E. coli TOP10 - Zellen 

Der gesamt Reaktionsansatz der TOPO-Ligation (siehe 2.6.1.1) wurde für die Trans-

formation eingesetzt. Dazu wurden die 4 µl Reaktionsansatz zu 70 µl E. coli TOP10-

Zellen gegeben und der Ansatz zuerst 10 min auf Eis und anschließend 45 s bei 42 °C 

inkubiert. Danach wurden die Zellen sofort auf Eis gestellt und mit 400 µl LB-Medium 

vermischt. Die transformierten Zellen wurden anschließend für 1.5 h bei 37° C und 180 

rpm geschüttelt. Die Selektion erfolgte auf LB-Platten mit Ampicillin, die über Nacht 

bei 37 °C inkubiert wurden. 

 

2.6.2 Blau-Weiß screening (X-Gal-Test) 

Das Blau-Weiß screening diente neben der Antibiotikaresistenz der schnellen Selektion 

erfolgreich transformierter Klone. Anhand der Färbung konnten solche Klone, die ein 
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rekombinantes Plasmid mit Insert tragen, von denjenigen unterschieden werden, die nur 

den leeren Vektor enthielten. 

Das Enzym β-Galactosidase spaltet neben dem eigentlichen Substrat Lactose auch 5-

Brom-4-Chlor-Indoyl-µ-D-Galactosid (X-Gal). Dabei entsteht der Farbstoff 5-Brom-4-

Chlor-Indigo, der sich in Anwesenheit von Sauerstoff spontan blau verfärbt (Horwitz et 

al., 1964). Im X-Gal-Test werden E. coli-Stämme eingesetzt, die durch eine Deletion im 

Chromosom eine inaktive β-Galactosidase ohne N-Terminus bilden. Geeignete Vekto-

ren sind in der Lage, diesen Effekt zu kompensieren. Sie tragen neben dem Promotor- 

und Operatorbereich des lac-Operons auch das 5'- Ende des lacZ-Gens, welches für das 

sogenannte α-Peptid kodiert. Dies kann in vivo mit der verkürzten β-Galaktosidase zum 

aktiven Enzym assoziieren (α-Komplementation). Da die multiple Klonierungsstelle des 

Vektors innerhalb des lacZ-Gens liegt, wird die Bildung des α-Peptids verhindert, wenn 

der Vektor ein Insert trägt. Auf Indikatorplatten, die IPTG (zur Induktion der β-

Galactosidase) und X-Gal enthalten, können blaue Kolonien, die nur den Plasmid-

Vektor enthalten von weiße Kolonien, die mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Plasmid 

mit Insert tragen, unterschieden werden. 

 

2.7 Amplifikationen 

2.7.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermöglicht die hocheffiziente in vitro-

Amplifikation spezifischer DNA-Bereiche. Sie wurde verwendet, um gezielt einzelne 

Bereiche des Genoms zu amplifizieren, um Assemblierungen im Datensatz zu überprü-

fen und um Sequenzlücken, die von der Genbank nicht erfaßt wurden, zu überbrücken.  

Die Amplifikationsreaktion wurde mit zwei unterschiedlichen Ansätzen durchgeführt. 

Für die Amplifikation kurzer DNA-Bereiche (0.5-5.0 kbp), wie sie zur Erhöhung der 

Sequenzabdeckung durchgeführt wurde, kam eine Taq-Polymerase (Fa. Eppendorf, 

Hamburg) zum Einsatz (siehe Standard-Ansatz). Längere Amplifikationen (4-8 kbp), 

z.B. über größere Sequenzlücken hinweg, wurden mit dem TripleMaster long range -

Ansatz des TripleMasterTM PCR-Systems durchgeführt. Als Template diente genomi-

sche DNA bzw. Plasmid- und Cosmid-DNA. Die verwendeten Primer wurden in Länge 
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(17-25 nt) und Schmelztemperatur (R. eutropha H16: 56-62 °C, Msp. stadtmanae: 44-

47 °C) je nach Beschaffenheit des zu amplifizierenden Bereiches variiert. Die Berech-

nung des Schmelzpunktes erfolgte nach Chester & Marshak (1993): 

 

Tm = 69.3 + 0.41 ∗ x - 650/L 

x = G+C-Gehalt [%] 

L = Länge des Primers [bp] 

 

Die Spezifität der Amplifikation konnte durch Zugabe von DMSO bzw. durch Verrin-

gerung der MgCl2-Konzentration im Standard-Ansatz erhöht werden.  

 
Standard-Ansatz Msp. stadtmanae R. eutropha H16

Template-DNA 1 µl 1 µl

Primer (5 pmol)  je 4 µl je  4 µl

dNTP-Gemisch (10 mM) 1 µl 1 µl

Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 0.3 µl 0.3 µl

10x PCR-Puffer ohne MgCl2 5 µl 5 µl

MgCl2 3 µl 0.5 µl

DMSO - 2.5 µl

H2Obidest ad 50 µl ad 50 µl

 

Der Standard-Ansatz für R. eutropha H16 und Msp. stadtmanae und der TripleMaster-

Ansatz für Msp. stadtmanae wurden in einem Master-Mix zusammenpipettiert. Der Tri-

pleMaster-Ansatz für R. eutropha wurde dagegen in zwei Ansätzen (Master I und Ma-

ster II) zusammenpipettiert, die erst direkt vor der Reaktion vereinigt wurden. 

 
TripleMaster-Ansatz (long range) Msp. stadtmanae R. eutropha H16

Template-DNA 2 µl Master I: 1 µl

Primer (5 pmol) je 3 µl  je  4 µl

H2Obidest 17.84 µl  11 µl

10x Tuning Buffer 0.16 µl Master II: 0.3 µl

dNTP-Gemisch (10 mM) 5 µl 2.5 µl

TripleMaster-Polymerase 1 µl 0.4 µl
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Tab. 2.4: PCR-Programme, Standard-Ansatz. 

 

R. eutropha H16  Msp. stadtmanae 

LID 

PAUSE 

TEMP 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

TEMP 

LID 

TEMP 

END 

110 °C 

98 °C 

96 °C 

30X 

96 °C 

55 °C 

72 °C 

 

72 °C 

 

4 °C 

ON

FOREVER

2 min

20 s

30 s

3 min

10 min

OFF

FOREVER

 LID 

PAUSE 

TEMP 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

TEMP 

LID 

TEMP 

END 

110 °C 

98 °C 

96 °C 

30X 

96 °C 

42 °C 

72 °C 

 

72 °C 

 

4 °C 

ON

FOREVER

20 s

30 s

3 min

10 min

OFF

FOREVER

Tab. 2.5: PCR-Programme, TripleMaster-Ansatz (long range) 

R. eutropha  M. stadtmanae 

LID 

PAUSE 

TEMP 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

TEMP 

LID 

TEMP 

END 

110 °C 

93 °C 

93 °C 

10X 

93 °C 

55 °C 

68 °C 

 

10X 

93 °C 

55 °C 

68 °C 

 

72 °C 

 

4 °C 

ON

FOREVER

3 min

15 s

30 s

8 min

15 s

30 s

8 min

(inc. 20 s)a

10 min

OFF

FOREVER

 LID 

PAUSE 

TEMP 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

TEMP 

LID 

TEMP 

END 

110 °C 

96 °C 

96 °C 

10X 

96 °C 

42 °C 

68 °C 

 

10X 

96 °C 

42 °C 

68 °C 

 

72 °C 

 

4 °C 

ON

FOREVER

2 min

15 s

30 s

5 min

15 s

30 s

5 min

(inc. 20 s)a 

10 min

OFF

FOREVER
a inc. = increase: Elongationsschritt wird in jedem Durchlauf um 20 s verlängert. 
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Die in den Tab. 2.4 und Tab. 2.5 dargestellten Programme für die PCR-Amplifikation 

mit Standard- und TripleMaster-Ansatz wurden gegebenenfalls angepaßt, um unge-

wöhnliche DNA-Bereiche zu amplifizieren. Durch Erhöhung der annealing-Temperatur 

und Verlängerung der Denaturierungs-Schritte konnte die Spezifität der Amplifikatio-

nen bzw. die Erfolgsquote für Bereiche hoher G+C-Konzentrationen verbessert werden. 

 

2.7.2 GenomiPhi-Amplifikation 

Das GenomiPhiTM DNA Amplification Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) wurde für 

die hocheffiziente, unspezifische Amplifikation gesamtgenomischer DNA genutzt. Es 

beruht auf der Verwendung einer hochprozessiven modifizierten Phi29-Polymerase mit 

Strang-Verdrängungs-Eigenschaften in Verbindung mit einem Gemisch zufälliger He-

xamer-Primer. Innerhalb des R. eutropha H16-Genomprojektes wurden geringe Mengen 

des aufgereinigten Chromosoms 2 nach Protokoll mit dem GenomiPhi-Kit amplifiziert 

und für die Herstellung einer selektiven Genbank genutzt. 

 

2.8 Genbanken 

Eine gute Genbank ist die Grundlage eines erfolgreichen Genomprojektes. Bei der Se-

quenzierung mit dem whole shotgun approach ist es entscheidend, eine gleichmäßige 

Verteilung des gesamten Genoms auf die Genbank zu erreichen. Bei der Sequenzierung 

einer Genbank, in der das Genom statistisch verteilt vorliegt, kann die Abnahme der 

verbliebenen Sequenz-Lücken nach der Assemblierung in Abhängigkeit von der Anzahl 

der Sequenzläufe nach der Formel von Lander & Waterman (1988) berechnet werden. 

Für die Sequenzierung größerer Genomprojekte bietet sich die Herstellung mehrerer 

Genbanken unterschiedlicher Insertgröße an. Dabei kann eine gleichmäßige Abdeckung 

des gesamten Genoms durch Assemblierung einer hohen Anzahl von Sequenzläufen ei-

ner Plasmid-Genbank mit geringer Insertgröße erreicht werden. Für die genomweite 

Anordnung der Contigs aus den assemblierten Sequenzläufen der Plasmid-Genbank 

kann dagegen eine geringe Anzahl von Sequenzläufen einer Cosmid-Genbank mit lan-

ger Insertgröße verwendet werden. 
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Das verhältnismäßig kleine Genom von Msp. stadtmanae (1.8 Mbp) wurde mit Hilfe ei-

ner einzelnen Plasmid-Genbank sequenziert. Das große Genom von R. eutropha H16 

(7.4 Mbp) dagegen wurde mit Hilfe einer Plasmid-Genbank und einer zusätzlichen 

Cosmidbank sequenziert, die jedoch von der Fa. Integrated Genomics auf Basis gesamt-

chromosomaler DNA hergestellt wurden. 

 

2.8.1 Plasmidbanken 

Für das R. eutropha-Genomprojekt wurde neben der von der Fa. Integrated Genomics 

bezogenen Plasmid- und Cosmid-Genbänke eine weitere selektive Plasmid-Genbank 

von Chr.2 hergestellt. Dazu wurde Chr.2 einer GenomiPhi-Amplifikation (siehe 2.7.2) 

unterzogen und partiell mit dem Restriktionsenzym Bsp143I geschnitten. Für die Her-

stellung einer Plasmid-Genbank für das Msp. stadtmanae-Genomprojekt wurde gesamt-

chromosomale DNA mechanisch geschert (siehe 2.4.10). Die resultierenden DNA-

Fragmente wurden über einen Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt (siehe 2.4.5), 

gefällt und dephosphoryliert (siehe 2.5.2). Die geschnittene bzw. gescherte DNA beider 

Projekte wurde mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase zu blunt ends aufgefüllt (siehe 

2.5.3), die Enden mit Hilfe der Taq-Polymerase mit A-Überhängen versehen (siehe 

2.5.4), für die Ligation mit dem TOPO-Vektor eingesetzt (siehe 2.6.1.1) und schließlich 

in E. coli TOP10-Zellen transformiert (siehe 2.6.1.2). 

 

2.9 Sequenzierung 

In den Sequenzierungs-Projekten von R. eutropha H16 und Msp. stadtmanae kamen 

drei verschiedene Sequenzierungsgeräte zum Einsatz: MegaBACE 1000, MegaBACE 

4000 (Fa. Amersham Bioscience) und ABI PRISM 377 (Fa. Applied Biosystems). Die-

se Geräte arbeiten nach dem Verfahren der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). 

Bei diesem Verfahren werden der Sequenzreaktion neben den Standard-

Desoxynukleotiden (dNTPs) Fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide (ddNTPS, dye 

terminators) zugesetzt. Die markierten ddNTPs werden statistisch mit der gleichen 

Wahrscheinlichkeit in die DNA-Synthese einbezogen wie dNTPs, führen jedoch zum 

Abbruch der Polymerase-Reaktion. Das entstandene Fragment trägt eine basenspezifi-
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sche 5'-Markierung, deren Fluoreszenz vom Sequenzierautomaten detektiert wird. Aus 

der Integrierung der gemessen Fluoreszenz der unterschiedlichen Farbstoffe über die 

Zeit leitet das base calling die DNA-Sequenz ab. 

 

2.9.1 Sequenzierung mit dem ABI PRISM® 377 

Bei den ABI 377-Geräten handelt es sich um Plattensequenzierer. Die Sequenzen wer-

den elektrophoretisch in einem Polyacrylamid-Gel zwischen zwei Glasplatten aufge-

trennt. Dazu werden 96 Proben manuell mit Hilfe einer Mehrkanal-Hamilton-Pipette auf 

das Gel aufgetragen. Der Vorteil dieser Geräte liegt in der hohen Toleranz gegenüber 

unterschiedlichen eingesetzten DNA-Mengen. Nachteilig wirkt sich der hohe Ar-

beitsaufwand bei der Präparation der Gele und der manuellen Auftragung der Proben 

aus. Zudem kann es durch Ausfall einzelner Spuren bzw. Überstrahlung von schwachen 

Signalen durch starke, benachbarte Signale zu Verwechslungen einzelner Sequenzen 

kommen. 

Für die Sequenzierung am ABI 377 wurde ein „1/2 LGA“-Ansatz zusammengestellt 

und nach dem Programm in Tab. 2.6 amplifiziert. Um überschüssige Primer und dye-

terminators zu entfernen, wurde die DNA nach der Amplifikation mit 99 % EtOH (v/v) 

und 3 M NaAcetat (pH 4.6) gefällt. Sequenziergele wurden nach Tab. 2.7 angesetzt. 

Vor dem Auftragen auf das Sequenziergel wurden die Proben zunächst mit 1 µl Stop-

Mix versetzt. Für die elektrophoretische Auftrennung der DNA wurden die Parameter 

aus Tab. 2.7 verwendet. 

 
„½-LGA“-Sequenzieransatz 

Premix 

(DMSO*) 

Primer (5 pmol/µl) 

DNA 

H2Obidest

4 µl

(1 µl*)

1 µl

400 ng

ad 20 µl
* nur R. eutropha H16 
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Tab. 2.6: ABI 377-Sequenzierprogramm. 

LID 

PAUSE 

TEMP 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

LID 

TEMP 

END 

110 °C 

98 °C 

98 °C 

25X 

96 °C 

55 °C 1  (42 °C 2) 

60 °C 

 

 

4 °C 

ON

FOREVER

2 min

20 s

15 s

4 min

OFF

FOREVER

1 R. eutropha, 2 Msp. stadtmanae 

 

Tab. 2.7: ABI 377-Sequenziergel 

Zusammensetzung: 

7 M Harnstoff                          

40 % PAGE-Plus Polyacrylamid                               

10X TTE-Puffer                                                         

H2Obidest  

10 % APS 

TEMED 

18 g 

5.3 ml 

6 ml 

21.5 ml 

250 µl 

25 µl 

Laufparameter: 

Geldicke  

Gellänge 

Spannung 

Stromstärke 

Leistung 

Temperatur 

CCD offset 

CCD gain 

Vorlaufzeit  

Laufzeit 

Laufpuffer 

Minimale Anzahl von scans 

0,2 mm 

48 cm 

3 500 V 

60 mA 

40 W 

45 °C 

0 

4 

90 sek 

1.5 h + 14.5 h 

2x TTE oben, 1x TTE unten 

22 000 
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loading buffer 

EDTA 

Blue Dextran 

H2Obidest

25 mM

0.5 µl

ad 500 ml

 

 
Stop-Mix 

Formamid : loading buffer        =        5 : 1 

 

 

2.9.2 Sequenzierung mit MegaBACE 1000 bzw. MegaBACE 4000 

Bei den Geräten der MegaBACE-Reihe handelt es sich um Kapillarsequenzierungs-

einheiten mit 96 (MegaBACE 1000) bzw. 384 (MegaBACE 4000) Kapillaren. Bei die-

sen Sequenzierautomaten wird markierte DNA in dünnen Glaskapillaren von ca. 100 

µm Durchmesser, die eine Polyacrylamid-Matrix enthalten, elektrophoretisch aufge-

trennt. Da die Proben mittels angelegter Spannung in kleinsten Mengen in die Kapilla-

ren injiziert werden, können mit jedem Reaktionsansatz fast unbegrenzt viele Sequen-

zierreaktionen durchgeführt werden. Zudem ist keine Möglichkeit zur Verwechslung 

der Ansätze gegeben, die im Gegensatz zur Sequenzierung im Plattensequenzierer ein-

zeln injiziert werden. Allerdings kann es aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Auf-

tragungsmethode leicht zu Verstopfungen der Kapillaren kommen, wenn die Injektions-

zeit zu lang oder die Injektionsspannung oder die Konzentration der Template-DNA im 

Reaktionsansatz zu hoch gewählt werden. 

10 µl Sequenzieransatz wurden nach Programm in Tab. 2.8 amplifiziert und danach mit 

24 µl 80 % Isopropanol (v/v) und 40 µl 80 % EtOH gefällt. 

 
MegaBACE-Sequenzieransatz 

DNA 

Primer (5 pmol) 

DYEnamic ET Dye Terminator  Kit 

H2OHPLC

400 ng

1 µl

4 µl

ad 10 µl
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Tab. 2.8: MegaBACE-Sequenzierprogramm 

LID 

PAUSE 

TEMP 

LOOP  [ 

TEMP 

TEMP 

TEMP 

LOOP  ] 

LID 

TEMP 

END 

110 °C 

95 °C 

95 °C 

30X 

95 °C 

55 °C 1  (42 °C 2) 

60 °C 

 

 

4 °C 

ON

FOREVER

5 min

20 s

15 s

1 min

OFF

FOREVER

1 R. eutropha, 2 Msp. stadtmanae 
 

 

2.10 Prozessierung und Assemblierung der DNA-Sequenzen 

Die Prozessierung der Daten aus den Sequenzierungseinheiten erfolgt zu großen Teilen 

vollautomatisch und mit folgenden Programmen: 

• Für das base calling, die Zuweisung der DNA-Sequenz zu den chromatographi-

schen Daten aus der Sequenziereinheit, wurde das Programm Phred verwendet 

(Ewing & Green, 1998). Dabei wird der Sequenz ein Zuverlässigkeitswert (base 

confidence) zugeordnet, der die Fehlerwahrscheinlichkeit für jede einzelne Base 

angibt. 

• In einem screening-Schritt wurde die Sequenz auf Übereinstimmungen mit der 

Sequenz des Plasmid-Vektors und der E. coli-Wirtszellen überprüft. Dazu wurde 

das Programm Pregap aus dem Staden Package verwendet, das unerwünsch-

te Sequenzen für die folgenden Schritte maskiert (Staden, 1996). 

• Die Assemblierung (assembly) der resultierenden Sequenzläufe zu Contigs wur-

de mit dem Programm Gcphrap aus dem Staden Package durchgeführt. 

• Die Herstellung eines Datensatzes aus den prozessierten Sequenzläufen sowie 

die weiterführende Bearbeitung dieses Datensatzes erfolgte mit dem Programm 

Gap4 aus dem Staden Package. 
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Nach dem Ende der Rohsequenzierungsphase des Genomprojekts wurden alle Sequenz-

läufe (readings), die sich aus dem Ansequenzieren von Plasmid- und Cosmid-Inserts 

(templates) ergaben, computergestützt assembliert (Gcphrap). Readings wurden zu 

Contigs assembliert, kontinuierlichen Sequenzabschnitten, die aus vielen miteinander 

überlappenden Sequenzbereichen bestehen. Contigs wurden zu Supercontigs geordnet, 

die weitreichende Genombereiche überspannen, aber noch Sequenzlücken zwischen den 

Contigs enthalten (Gap4). 

 

2.11 Lückenschluß 

Um Überlappungen zwischen zwei Contigs zu identifizieren, diese Contigs miteinander 

zu verbinden und damit eine Sequenzlücke zu schließen, wurde entweder die Funktion 

Find Internal Joins aus dem Programm Gap4 verwendet oder ein Vergleich mittels 

BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990) durchgeführt, der sich in der Praxis als 

empfindlicher und zuverlässiger erwies (siehe 2.12). 

 

2.11.1 Primerwalking 

Beim Primerwalking handelt es sich um die einfachste und schnellste Methode zum 

Lückenschluß direkt nach der Rohsequenzierungsphase. Bei einer durchschnittlichen 

Insertgröße von 2-3 kbp in den Plasmid-Genbanken der Genomprojekte (siehe 2.8.1) 

kann mit der Ansequenzierung der Inserts von beiden Seiten nicht die komplette Se-

quenz des Templates erfaßt werden. Beim sogenannten Primerwalking wird diese Lücke 

durch Sequenzierung mit geeigneten Primern auf den Templates geschlossen. In der 

Contig-Darstellung (Template Display) von Gap4 werden zusammengehörende Se-

quenzläufe eines Templates markiert und als Plasmidbrücken dargestellt, wenn sie mit 

verschiedenen Contigs assembliert sind (Abb. 3.4). Sequenzlücken, die von sogenann-

ten Plasmidbrücken überspannt werden, können über die Sequenz des Templates er-

schlossen werden. 
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2.11.2 Lückenschluß mit PCR 

Mit Hilfe von PCR-Amplifikationen wurden die verbliebenen Sequenzlücken geschlos-

sen, nachdem die Möglichkeiten des Lückenschlusses über Primerwalking ausgeschöpft 

worden waren. Die dabei auftretenden Schwierigkeiten bestanden zum einen darin, die 

Anordnung der Contigs im Genom herauszufinden, zum anderen darin, die unterschied-

lich großen Lücken und teilweise sehr schwer sequenzierbaren Bereiche zu überbrük-

ken.  

 

2.11.2.1 Ableitung über Cosmidbrücken 

Ähnlich wie Plasmid-Inserts können Cosmid-Inserts, wenn sie Sequenzlücken über-

brücken, Informationen über die Anordnung der Contigs im Genom liefern. Aufgrund 

der Größe der Cosmid-Templates von 20-50 kbp überspannen sie nicht nur größere 

Lücken zwischen den Contigs sondern auch Sequenzwiederholungen (repeats) inner-

halb der Contigs, wie zum Beispiel ribosomale RNA-Operons, die auf Basis der Plas-

mid-Sequenzläufe schwer aufzulösen sind. 

Nachdem die Contigs nach Cosmidbrücken geordnet worden waren, wurden die 

verbliebenen Lücken je nach erwarteter Größe mit Standard- bzw. long range PCR 

amplifiziert und sequenziert. Teilweise wurden die überbrückenden Cosmide direkt als 

Template für die PCR genutzt, weil so die Spezifität der Reaktion gegenüber der 

Amplifikation auf chromosomaler DNA erhöht werden konnte. 

 

2.11.2.2 Ableitung über konservierte Genabfolgen (peptide links) 

Bei den sogenannten peptide links handelt es sich um eine weitere Methode, Informa-

tionen über die Anordnung der Contigs im Genom zu bekommen, um Supercontigs bil-

den zu können. Dabei macht man sich die konservierte Anordnung der Gene zwischen 

verwandten Organismen zunutze (Synthenie). Vorraussetzung für die Nutzung von pep-

tide links ist damit das Vorliegen größerer annotierter DNA-Bereiche möglichst nah 

verwandter Organismen. Für den Vergleich der Annotation verschiedener Genome 
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wurde das ERGO Programmpaket verwendet (Overbeek et al., 2003). Unter der Funk-

tion contig regions können mit ERGO die Umgebungen ausgewählter, homologer Gene 

in verschiedenen Organismen verglichen werden, um konservierte Gen-Cluster zu iden-

tifizieren (Abb. 3.11). Zwischen nah verwandten Organismen besteht häufig eine Kon-

servierung der Genabfolge, die sich nicht nur über funktionelle Operons sondern über 

große Teile des gesamten Genoms erstreckt. Aus der Zuordnung der Gene eines Contig-

Endes zu einem konservierten Cluster in einem verwandten Organismus kann dement-

sprechend auf Gene desselben Clusters geschlossen werden, die am Ende eines benach-

barten Contigs zu erwarten sind. 

 

2.11.3 Multiplex-PCR 

Nach der Bearbeitung aller Informationen aus Plasmid- und Cosmidbrücken und kon-

servierten Genabfolgen bietet sich für die Verknüpfung der restlichen Contig-Enden die 

Multiplex-PCR an (Tettelin et al., 1999). Deren Prinzip beruht auf der Bildung von Mi-

schungen unterschiedlicher Primer (pools), die in verschiedenen PCR-Reaktionen mit-

einander kombiniert werden. Dazu wurden an allen Contig-Enden längere Primer abge-

leitet (ca. 22 nt) und zu pools aus jeweils fünf Primern vereinigt. In mehreren PCR-

Runden wurden zunächst Kombinationen verschiedener pools identifiziert, mit deren 

Hilfe erfolgreiche Amplifikationen durchgeführt werden konnten und anschließend ein-

zelne Primer dieser pools über Standard-PCRs miteinander kombiniert. Multiplex-PCRs 

wurden im folgendem Ansatz nach dem PCR-Programm für TripleMaster-PCRs (long 

range) durchgeführt: 

 
Multiplex-PCR-Ansatz 

Primer-pool 1 (je 1 : 10) 

Primer-pool 2 (je 1 : 10) 

Tuning Buffer 

dNTPs 

TripleMaster-Polymerase 

DNA 

H2Obidest

2 µl

2 µl

2 µl

1 µl

0.16 µl

120 ng

ad 20 µl
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2.12 BLAST 

Für die meisten Sequenzvergleiche auf DNA- und Proteinebene bietet sich wegen seiner 

Geschwindigkeit und Empfindlichkeit der BLAST-Algorithmus an (Altschul et al., 

1990). In dieser Arbeit wurde der BLAST-Algorithmus eingesetzt, um Sequenzen nach 

Vektorkontaminationen zu durchsuchen (siehe 2.10), um Überlappungen zwischen Con-

tigs zu finden (siehe 2.11) und um ganze Genome miteinander zu vergleichen (siehe 

2.12.1). Für die vergleichende Analyse kompletter Genome wurden bidirektionale 

BLAST-Vergleiche durchgeführt. Vergleiche auf DNA-Ebene wurden mit dem Pro-

gramm blastn vorgenommen, Vergleiche auf Proteinebene mit blastp. 

 

2.12.1 Bidirektionaler BLAST 

Für den Vergleich ganzer Genome ist es sinnvoll, das Programm blastp zu verwenden, 

um nur die übersetzten Proteinsequenzen miteinander zu vergleichen und nicht die 

DNA-Sequenzen der zugrundeliegenden kodierenden Bereiche. Ein Vergleich auf 

DNA-Ebene würde, bedingt durch das BLAST-Prinzip des local alignment, viele kurze 

Treffer liefern und nicht die in diesem Zusammenhang wesentliche Einheit der kodie-

renden Sequenzen berücksichtigen. Das besondere Prinzip des bidirektionalen BLASTs 

zwischen zwei Sequenzen beruht darauf, daß von jeder Seite aus ein BLAST-Vergleich 

durchgeführt wird und nur diejenigen Proteine als Trefferpaare gewertet werden, die 

von beiden Seiten aus die größte Ähnlichkeit zueinander zeigen.  

Das Vorgehen beim Vergleich ganzer Genome (A und B) unter Unix gliederte sich in 

folgende Schritte: 

 

• Zusammenfassung aller Proteinsequenzen innerhalb eines multiple fasta files 

(a.fas und b.fas) 

 

• Erstellen zweier BLAST-Datenbanken: 

formatdb -i a.fas -p T -o T 

  formatdb -i b.fas -p T -o T 
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• BLAST-Abgleich der Genome gegeneinander: 

blastall -p blastp -i a.fas -d b.fas -e 1.0e-15 

blastall -p blastp -i b.fas -d a.fas -e 1.0e-15 

 

• skriptgesteuerte Auswertung der Ergebnisse 

 

Mit Hilfe eines Skriptes wurden die Ausgaben der beiden blastall-Aufrufe 

eingelesen, miteinander verglichen und diejenigen Proteine als Treffer ausgegeben, die 

wechselseitig aufeinanderwiesen, d.h. Proteine 1 und 2 wurden als Trefferpaar 

ausgegeben, wenn Protein 1 aus Organismus A größte Ähnlichkeit zu Protein 2 aus 

Organismus B zeigt UND Protein 2 aus Organismus B größte Ähnlichkeit zu Protein 1 

aus Organismus A zeigte. Mit diesem Verfahren können falsch positive Treffer zu 

paralogen Proteinen ausgeschlossen werden (Proteine, die in mehreren Kopien im 

selben Genom vorliegen). Der Schwellenwert für signifikante BLAST-Treffer wurde als 

e-value (1.0e-15, d.h. e-15) im blastall-Aufruf angegeben. 

 

2.13 Vorhersage und Annotation kodierender Sequenzen 

Um die kodierenden Eigenschaften eines Genoms bestimmen zu können, bedarf es der 

Annotation aller potentiellen Gene. Dazu müssen zunächst alle kodierenden Sequenzen 

(coding sequences, CDSs) bestimmt werden und diesen in einem zweiten Schritt eine 

funktionelle Annotation zugewiesen werden. Funktionszuweisungen werden anhand 

von Sequenzähnlichkeiten zu bekannten Proteinen vorgenommen, beruhend auf der Be-

obachtung, daß Proteine ab einer Ähnlichkeit von 30 % mit hoher Wahrscheinlichkeit 

übereinstimmende räumliche Strukturen zeigen (Sander & Schneider, 1991). 

 

2.13.1 Vorhersage kodierender offener Leserahmen (CDSs) 

Als zuverlässigste Methode zur CDS-Vorhersage erwies sich eine Kombination ver-

schiedener automatischen Vorhersageprogramme in Verbindung mit einer manuellen 

Kontrolle der CDS-Längen. Dazu wurde das von Tech & Merkl (2003) entwickelte 

Programm YACOP verwendet, das auf einer Kombination der Programme Critica 
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(Badger & Olsen, 1999), Glimmer (Delcher et al., 1999) und ZCurve (Guo et al., 

2003) beruht und ab einer Contig-Länge von 50 kbp zuverlässige Ergebnisse liefert. Die 

Vorhergehensweise gliederte sich in folgende Schritte:  

1. Contigs größer 50 kbp wurden einer YACOP-Vorhersage unterzogen. 

2. Kleinere Contigs wurden mit Glimmer bearbeitet. Als Trainingsmenge für die 

Glimmer-Vorhersage wurde der größte verfügbare Contig verwendet.  

3. Verbliebene Lücken ab einer Länge von 400 bp wurden mit Einträgen aus der 

aktuellen Proteindatenbank von NCBI aufgefüllt. Dazu wurde ein BLAST-

Vergleich mit dem Programm tblastx unter Verwendung eines strikten Grenz-

wertes von e-50 vorgenommen.  

 

Für die Aktualisierung der Vorhersagen nach Veränderung der zugrundeliegenden 

DNA-Sequenz im Datensatz wurden alle vorhandenen CDSs über BLAST mit den ver-

änderten Sequenzdaten abgeglichen. Ehemalige Sequenzlücken wurden mit CDSs aus 

einer aktualisierten YACOP-Vorhersage aufgefüllt und nur die Bereiche mit veränder-

ten bzw. hinzugekommenen CDSs einer erneuten Überprüfung unterzogen. In 

R. eutropha H16 wurde neben der YACOP-Vorhersage eine weitere mit dem Programm 

FrameD durchgeführt (Schiex et al., 2003). 

 

2.13.2 Vorhersage von Transfer-RNAs (tRNAs) 

Für die Identifikation der Transfer-RNAs (tRNAs) wurde das Programm tRNAscanSE 

verwendet, das neben den Koordinaten der tRNA das von dieser tRNA abgelesene Co-

don und die entsprechende Aminosäure ausgibt (Lowe & Eddy, 1997). 

 

2.13.3 Annotation in ERGO 

Die automatische Annotation wurde mit dem Programm ERGO durchgeführt (Fa. Inte-

grated Genomics; (Overbeek et al., 2003)). Dazu wurden die von YACOP in Form von 

START- und STOP-Positionen vorhergesagten Gene in Proteinsequenzen übersetzt und 

über FASTA (Pearson & Lipman, 1988) mit einer nicht-redundanten, internen Protein-

Datenbank von ERGO abgeglichen. Diese interne Datenbank setzt sich aus den lokal 
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annotierten Genomen und den regelmäßig aktualisierten externen Datenbanken Swiss-

Prot und TrEMBL zusammen (ftp.expasy.org/databases/uniprot/knowledgebase/). Die 

automatische Annotation jeder CDS wurde anschließend manuell überprüft und die 

Funktionszuweisung je nach Übereinstimmung mit Dateneinträgen, Zugehörigkeit zu 

konservierten Gen-Clustern, etc. angepaßt. Beispielsweise wurde bevorzugt nach Ähn-

lichkeiten zu Proteinen gesucht, deren Annotation bereits experimentell bestätigt wor-

den war. Übereinstimmungen mit externen Datenbanken wurden stärker gewertet als 

ERGO-interne Ähnlichkeiten, Treffer in der stark überarbeiteten Swiss-Prot-Datenbank 

stärker gewichtet als in TrEMBL. Generell wurde auf eine zurückhaltende Annotation 

Wert gelegt. Zu jeder CDS wurden über die in die ERGO-Oberfläche eingebundenen 

Hilfsprogramme verschiedene externe Zusatzinformationen eingeholt: 

1. Mit Hilfe von TMpred-Vorhersagen (Hofmann & Stoffel, 1993) wurden mögli-

che Transmembran-Bereiche identifiziert. Danach wurden Proteine als „putative 

membrane spanning protein“ (mehrere Transmembran-Helices) bzw. „putative 

membrane associated protein“ (eine Transmembran-Helix) annotiert. 

2. Über NCBI CD-Search (Marchler-Bauer et al., 2005) bzw. Pfam (Bateman et 

al., 2004) wurde jede CDS nach bekannten konservierten Domänen durchsucht. 

Funktionszuweisungen wurden nach Möglichkeit mit Hinweisen auf Domänen 

belegt. 

3. Die Zuordnung eines Gens unbekannter Funktion zu einem konservierten Clu-

ster wurde nach Vergleich der Umgebungen dieses Gens in verschiedenen Or-

ganismen mit der ERGO-Funktion contig regions (siehe Abb. 3.11) vorgenom-

men und als Hinweis auf einen möglichen Funktionszusammenhang gewertet. 

 

2.13.4 Kontrolle der CDS-Längen 

Die Koordinaten der CDS-Vorhersagen für die einzelnen Contigs wurden für die skript-

gesteuerte Berechnung von Genbank-Files verwendet. Diese Dateien wurden mit dem 

Programm Artemis (Rutherford et al., 2000) bearbeitet und für die manuelle Korrektur 

der START- und STOP-Positionen genutzt. Mit der Funktion des GC Frame Plots (Is-

hikawa & Hotta, 1999) liefert Artemis ein nützliches Hilfsmittel, um die Grenzen einer 

CDS zu bestimmen. Dabei werden die G+C-Gehalte für jedes der drei Leseraster inner-

halb einer Sequenz unabhängig voneinander berechnet. Da innerhalb kodierender Se-
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quenzen starke Unterschiede zwischen den G+C-Gehalten der drei Codon-Positionen 

bestehen, kann aus dem GC Frame Plot die START-Position einer CDS abgeschätzt 

werden. 

 

2.14 Kumulativer GC-Skew 

Für die Lokalisation des Replikationsursprunges hat sich die Bestimmung des kumula-

tiven GC-Skews nach Grigoriev (1998) als nützlich erwiesen. Dieses Verfahren nutzt 

eine Ungleichverteilung von G- und C-Basen im leading bzw. lagging strand aus. Die 

Ursachen für diese Verteilung liegen vermutlich in unterschiedlichen Selektionsdrücken 

begründet, die auf den kodierenden und den nicht-kodierenden Strang ausgeübt werden 

(Lobry, 1996). Der kumulative GC-Skew wird in einer Abwandlung des einfachen GC-

Skews von Lobry (1996) nach folgender Formel berechnet: 

 

niinii

niinii
kumulativ CG

CG
SkewGC

++

++
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Dabei gibt (n) die Fenstergröße an, die für die Berechnung der G- und C-Gehalte heran-

gezogen werden (Gi,i+n und Ci,i+n). In einer graphischen Darstellung des kumulativen 

GC-Skews können der Replikationsursprung als globales Minimum und der Termina-

tionspunkt als globales Maximum identifiziert werden. 

 

2.15 Untersuchungen zur Codon Usage (SIGI) 

Das Programm SIGI liefert basierend auf dem Vergleich von Codon Usages und Clu-

ster-Analysen eine Vorhersage für genomische Inseln (Merkl, 2004). Dazu wird aus der 

Gesamtheit der kodierenden Sequenzen zunächst ein für jeden Organismus spezifischer 

Durchschnittswert der Codon Usage berechnet. Sogenannte Fremdgene (alien genes) 

weichen stark von diesem Durchschnittswert ab und werden zu genomischen Inseln zu-

sammengefaßt, die möglicherweise auf lateralen Gentransfer zurückgeführt werden 

können. Diejenigen Gene, die in Bezug auf die Translationseffizienz eine perfekte An-
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passung der Codon Usage an den tRNA-Gehalt des jeweiligen Organismus darstellen, 

werden von dem Programm SIGI als sogenannte hochexprimierte Gene (high expession 

genes) charakterisiert. 
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3 Ergebnisse 

3.I Das Ralstonia eutropha H16-Genomprojekt 

3.I.1 Sequenzierung 

3.I.1.1 Strategie 

Vor Beginn der Sequenzierung war die Genomorganisation von R. eutropha H16 bereits 

untersucht (Schwartz & Friedrich, 2001) und das kleinste der drei Replikons, das Me-

gaplasmid pHG1, vollständig sequenziert und annotiert worden (Schwartz et al., 2003). 

Dementsprechend sind alle Angaben, die im folgenden zu pHG1 gemacht werden – so-

fern nicht anders angegeben –, der Veröffentlichung von Schwartz et al. (2003) ent-

nommen. Die Angabe R. eutropha bezieht sich, soweit nicht anders vermerkt, auf den 

Stamm Ralstonia eutropha H16.  

Eine spezifische Auftrennung der verbliebenen Replikons in ausreichenden Men-

gen, wie sie für die Herstellung selektiver Genbanken nötig gewesen wäre, war prak-

tisch nicht durchführbar. Deshalb wurde die gesamte chromosomale DNA für die Ge-

nomsequenzierung eingesetzt. Eine Sortierung der Replikons erfolgte nach der Assem-

blierung aufgrund von Sequenzinformationen im Datensatz (siehe 3.I.1.4). Die Sequen-

zierung wurde mittels zweier Genbanken durchgeführt, welche von der Firma Integrated 

Genomics (Chicago, IL, USA) hergestellt wurden, einer Plasmid-Genbank mit geringer 

Insertgröße (2-5 kbp) und hoher Sequenzdichte sowie einer Cosmid-Genbank mit langer 

Insertgröße (30-50 kbp) und geringer Sequenzdichte. 

 

3.I.1.2 Rohsequenzierungsphase 

Während der Rohsequenzierung wurden die Inserts der rekombinanten Genbanken von 

beiden Enden aus mit Hilfe von aus der Vektorsequenz abgeleiteten Standardprimern 

ansequenziert. Die resultierenden Sequenzläufe wurden mit dem Programm Gcphrap 
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zu sogenannten Contigs assembliert, kontinuierlichen Sequenzabschnitten, die aus vie-

len miteinander überlappenden Sequenzbereichen bestehen (siehe 2.10). Die Anzahl der 

Sequenzläufe (N), die für eine bestimmte Abdeckung des gesamten Genoms benötigt 

werden, kann nach folgender Formel abgeschätzt werden: 

 

w
LAN ∗

=  

 

Dabei entspricht (N) dem Quotienten aus dem Produkt der gewünschten Abdeckung (A) 

mit der Größe des Genoms (L) und der durchschnittlichen Leseweite einer einzelnen 

Sequenzierung (w). Beispielsweise wären bei einer durchschnittlichen Leseweite von 

600 bp ca. 99 000 Sequenzläufe nötig, um eine 8fache Abdeckung des gesamten Ge-

noms von R. eutropha H16 (7.4 Mbp) zu erzielen. In dieser Rechnung wird von einer 

perfekten statistischen Verteilung der erstellten Genbank über das Genom ausgegangen. 

Da diese in der Realität nicht zu erreichen ist, wurde die Anzahl der zu sequenzierenden 

rekombinanten Klone entsprechend höher gewählt. 

Für die von der Fa. Integrated Genomics durchgeführte Rohassemblierung wurden 

die Inserts von 67 000 Klonen einer Plasmidbank und von 2 688 Klonen einer Cosmid-

bank ansequenziert. Aus den resultierenden Sequenzen wurden 112 012 zu einem Roh-

datensatz assembliert und zusammen mit den isolierten Plasmiden und Cosmiden ins 

Göttingen Genomics Laboratory überstellt. 

Von den zunächst assemblierten Sequenzen dieses Rohdatensatzes enthielt ein 

großer Teil Abschnitte sehr schlechter Qualität, die zu massiven Fehlassemblierungen 

und Ungenauigkeiten in der Consensus-Sequenz führten. Aus diesem Grund wurden al-

le Sequenzläufe einer weiteren, strikten Qualitätskontrolle mit dem Programm Phred 

unterzogen (siehe 2.10). Daraus gingen 101 060 Sequenzen hervor, die zu 5 867 Con-

tigs reassembliert wurden, davon 564 Contigs größer 3 kbp. Obwohl die durchschnittli-

che Länge der Sequenzen und damit die allgemeine Abdeckung des Datensatzes verrin-

gert worden war, konnte die Konsistenz des Datensatzes durch die zweite Assemblie-

rung erheblich verbessert werden. 
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3.I.1.3 Editierung des Rohdatensatzes 

Der aus der Rohassemblierung hervorgegangene Datensatz wurde mit dem Programm 

Gap4 in der Version 4.6 aus dem Staden Package (Staden, 1996) bearbeitet. Alle 

weiteren Arbeiten zur Kontrolle und Editierung der Consensus-Sequenz sowie zur Se-

quenzierung der verbliebenen Lücken wurden mit Hilfe der darin enthaltenen Funktio-

nen Contig Editor (Abb. 3.1) und Template Display (Abb. 3.3) durchgeführt. Um eine 

effiziente Bearbeitung des Genomprojektes zu gewährleisten, wurde der Datensatz auf 

mehrere Unterprojekte aufgeteilt. Verschiedene Arbeitsschritte, die eine manuelle Edi-

tierung der gesamten Genomsequenz erforderten, wurden in diesen Unterprojekten von 

den beteiligten Arbeitsgruppen in Göttingen, Berlin und Münster parallel bearbeitet. 

Über einen SecureBLAST-Server (Wiezer & Merkl, 2003), der im Göttingen Geno-

mics Laboratory eingerichtet und aktualisiert wurde, erhielten die beteiligten Arbeits-

gruppen ständigen Zugang zu den aktuellen Sequenzdaten. 

 
 

 

Abb. 3.1: Contig Editor, zufälliger Sequenzausschnitt. Die Fehlerwahrscheinlichkeit der ein-
zelnen Basen (base confidence) eines Sequenzlaufes sowie die daraus abgeleitete Zuverläs-
sigkeit der Consensus-Sequenz werden durch verschiedene Grautöne angezeigt. Abweichun-
gen vom Consensus werden in grün hervorgehoben, rot markierte Basen wurden in der Con-
sensus-Sequenz editiert. 

 

3.I.1.3.1 Editierung der Consensus-Sequenz 

In einer ersten Editierungsrunde nach der Rohassemblierung wurde die gesamte Con-

sensus-Sequenz aller Contigs größer 3 kbp manuell auf ihre Zuverlässigkeit überprüft. 

Aufgrund der Größe des Datensatzes wurde diese Editierung auf verschiedene Arbeits-

gruppen verteilt und in den Teildatensätzen der Unterprojekte durchgeführt. Für diesen 

Arbeitsschritt wurde der Contig Editor aus Gap4 verwendet (Abb. 3.1), der jeder ein-
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zelnen Base der Consensus-Sequenz einen Zuverlässigkeitswert (base confidence) zu-

ordnet. Dieser Wert errechnet sich aus der Anzahl und Qualität der assemblierten Se-

quenzläufe, aus denen die Consensus-Sequenz zusammengesetzt wird. Um die einer 

Sequenz zugrundeliegenden chromatographischen Daten bewerten zu können, wurden 

zu jeder Sequenz die entsprechenden Trace Files aufgerufen (Abb. 3.2). 

 

 

Abb. 3.2: Trace Files der Sequenzen von zwei Primerwalkings (61-2-362-E07-0734.w1 und 
61-2-362-E07-0734.w2). Chromatographische Daten und Basenzuweisung (nach Phred; siehe 
2.10). Einander überlagernde Signale verschiedener Sequenzen erschweren die Basenzuwei-
sung für den zweiten Sequenzlauf. 

Als Richtwerte für eine vertrauenswürdige Consensus-Sequenz galt ein Wert von 

40 für die base confidence und eine Abdeckung von mindestens zwei Sequenzläufen. 

Im Zweifelsfall wurde anhand der Trace Files entschieden. Während der ersten Editie-

rungsrunde wurden zweifelhafte Bereiche i.d.R. ausgehend von der Plasmid-Genbank 

sequenziert. Dazu wurden gezielt einzelne Sequenzläufe wiederholt oder durch Primer-

walkings mit spezifischen Primern neue Sequenzläufe erstellt (siehe 3.I.1.3.2). Bei 

Zweifeln an der korrekten Assemblierung der Sequenzläufe eines Contigs oder bei 

Mangel an überspannenden Plasmid-Inserts wurden PCR-Amplifikationen durchgeführt 

und PCR-Produkte als Templates für weitere Sequenzierungen genutzt. Der zunehmen-

de Verfall der isolierten Plasmid-DNA resultierte im Verlauf der Editierungsphase zu-

nächst in verkürzten Sequenzläufen und schließlich im Totalausfall der Sequenzierun-

gen. Für die Feinkorrektur der Consensus-Sequenz wurde deshalb vollständig auf PCR-

Amplifikationen ausgewichen (siehe 3.I.1.7). 

Die Umgebung einer Sequenz, d.h. die Darstellung aller zu einem Contig assem-

blierten Sequenzläufe, wurde über die Funktion Template Display abgerufen (Abb. 3.3). 

In Bereichen geringer Abdeckung oder schlechter Consensus-Qualität ließ sich auf die-

se Weise schnell ein Überblick über die Konsistenz des Contigs gewinnen. 
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Abb. 3.3: Template Display des Contig 61-2-182-E06. Sequenzläufe werden durch Pfeile 
dargestellt und einem Template (Plasmid- oder Cosmid-Insert) zugeordnet (blaue, rote, grüne 
oder schwarze Striche). Hellblaue und orange Pfeile, Sequenzläufe mit Standard-for/rev-
Primern; blaue Striche, erwartete Länge des Templates, wenn kein weiterer Sequenzlauf im Da-
tensatz vorhanden ist; rote Striche, Template-Länge zwischen zusammengehörenden Sequenz-
läufen, die der Erwartung entspricht; schwarze Striche, Template-Länge, die unter der Erwar-
tung liegt; grüne Striche, zusammengehörende Sequenzläufe liegen in unterschiedlichen Con-
tigs (Plasmidbrücke); gelbe Punkte, Primerpositionen. 

 

3.I.1.3.2 Primerwalking über Sequenzlücken 

Wie beschrieben gibt das Template Display zu jedem Sequenzlauf Informationen über 

Existenz und Assemblierung des Gegenlaufes vom gleichen Plasmid-Insert an 

(Abb. 3.3; Abb. 3.4). Sequenzläufe an den Rändern eines Contigs, deren Gegenläufe an 

den Rändern eines anderen Contigs assemblieren, bilden sogenannte Plasmidbrücken 

und können beim Primerwalking als Template für die Sequenzierung von Sequenzlük-

ken genutzt werden (siehe 2.11.1). Deshalb wurden parallel zur Editierung der Consen-

sus-Sequenz an den Rändern von jedem Contig Primer abgeleitet und bei Existenz von 

Plasmidbrücken für das Primerwalking verwendet. 
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Abb. 3.4: Template Display von zwei Contigs, die über Plasmidbrücken (gelbe Templates) 
miteinander verbunden sind. Farbkodierungen wie in Abb. 3.3. 

 

3.I.1.3.3 Verknüpfung von Contig-Enden im Gesamtdatensatz 

Contigs, die auf Fehlassemblierungen überprüft, deren Consensus-Sequenz editiert und 

an deren Rändern Primer abgeleitet worden waren, wurden in einem neuen Gesamtda-

tensatz vereinigt. Nach jeder Ergänzung des Gesamtdatensatzes um einen neuen Contig 

wurden die Enden aller Contigs abgeglichen und gegebenenfalls miteinander verknüpft 

(siehe 2.11). 

 

3.I.1.3.4 Auflösung von Fehlassemblierungen 

Der Rohdatensatz des R. eutropha-Genoms enthielt überdurchschnittlich viele Fehlas-

semblierungen, die entstehen, wenn Sequenzläufe aus unterschiedlichen Bereichen des 

Genoms aufgrund von Sequenzähnlichkeiten zu sogenannten Pile-ups assemblieren 

(Abb. 3.5). Typische repetitive Regionen, die in einigen wenigen Contigs zu Pile-ups 

assemblieren, sind die ribosomalen RNA-Operons.  
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Abb. 3.5: Ribosomaler Contig mit Fehlassemblierungen (Pile up). Über dem gezeigten Ab-
schnitt assemblieren unnatürlich viele Sequenzläufe. Eine hohe Anzahl grün markierter Plas-
mid- und Cosmid-Templates weist auf Gegenläufe in anderen Contigs hin. Diese Plasmid- und 
Cosmidbrücken geben Hinweise auf die tatsächliche Zugehörigkeit der fehlassemblierten Se-
quenzläufe. 

Fehlassemblierungen wurden über das Template Display als Pile-ups oder aufgrund von 

inkonsistenten Plasmid- und Cosmidbrücken identifiziert und nach Möglichkeit auf-

grund von Sequenzunterschieden im Contig Editor (Abb. 3.6) sortiert und reassembliert. 

 

 

Abb. 3.6: Contig Editor mit Fehlassemblierung. Die assemblierten Sequenzläufe können 
zwei unterschiedlichen Gruppen aus vier bzw. sechs Sequenzläufen zugeordnet werden. 

Die Grenzen der repetitiven Regionen wurden über BLAST-Vergleiche mit dem Ge-

samdatensatz oder mit bereits veröffentlichten Genomsequenzen identifiziert (Altschul 

et al., 1990). Außerhalb der repetitiven Region wurden spezifische Primer abgeleitet, 
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mit denen der gesamte Sequenzabschnitt über PCR amplifiziert werden konnte. PCR-

Produkte dienten als Template für Primerwalking. In einigen Fällen enthielt die amplifi-

zierte DNA interne Wiederholungen, so daß innerhalb des PCR-Produktes keine spezi-

fischen Primer für das Primerwalking abgeleitet werden konnten. In diesen Fällen wur-

den ausreichende Mengen des repetitiven Bereiches amplifiziert, geschert und für die 

Herstellung einer Genbank verwendet. Die Fragmente der Genbank wurden mit den 

Standardprimern für Plasmide ansequenziert und aus den Sequenzläufen die repetitiven 

Bereiche zusammengesetzt.  

R. eutropha enthält fünf ribosomale RNA-Operons mit einer Größe von ca. 5.1 

kbp (siehe 3.I.2.3). Zwischen den RNA-Operons bestehen nur geringe Sequenzunter-

schiede, so daß in der Rohassemblierung fast alle Sequenzläufe dieser Regionen zu ei-

nigen wenigen Pile-ups assembliert wurden (Abb. 3.5). Aus diesem Grund war die ge-

naue Anzahl der RNA-Operons zunächst nicht bekannt. Da die Größe der RNA-

Operons die durchschnittliche Länge der Inserts der Plasmidbank übersteigt, konnten 

diese Fehlassemblierungen allein über die Plasmid-Sequenzläufe nicht aufgelöst wer-

den. Um zunächst die Anzahl der rRNA-Operons im Genom zu bestimmen, wurden un-

spezifische Primer innerhalb der 23S rRNA abgeleitet und rekombinative PCRs mit al-

len verbliebenen offenen Contig-Enden durchgeführt. In einer zweiten Runde rekombi-

nativer PCRs wurden danach die Enden aller identifizierten rRNA-Cluster miteinander 

kombiniert. Diese Amplifikationen über die gesamten RNA-Operons hinweg wurden 

mit Hilfe von TripleMaster-PCRs durchgeführt, die speziell für die Amplifikation lan-

ger DNA-Fragmente entwickelt wurden (siehe 2.7.1). PCR-Produkte wurden als Tem-

plates für schrittweise Primerwalkings durch die gesamten rRNA-Operons genutzt. 

 

3.I.1.4 Strukturierung des Gesamtdatensatzes 

Nach der Vereinigung aller editierten Contigs in einem Gesamtdatensatz wurde nach 

Möglichkeiten gesucht, die Übersichtlichkeit des Datensatzes durch weitergehende 

Strukturierung zu erhöhen.  

1. Zunächst sollten diejenigen Contigs aussortiert werden, deren Sequenz das Mega-

plasmid pHG1 abbildete. Dazu wurden aus Textdateien künstliche Sequenzläufe herge-

stellt und daraus im Gesamtdatensatz ein Contig mit der bekannten Sequenz des Mega-

plasmides assembliert. Über Find Internal Joins wurden alle Contigs des Datensatzes 

 44



ERGEBNISSE  KAPITEL 3 

mit diesem pHG1-Konstrukt abgeglichen und bei übereinstimmender Sequenz mitein-

ander assembliert.  

2. Um die restlichen Contigs des Datensatzes soweit wie möglich den beiden anderen 

Replikons – Chromosom 1 (Chr.1) und Chromosom 2 (Chr.2) – zuzuordnen, wurde auf 

Basis der speziellen GenomiPhi-Amplifikation der chromosomalen DNA eine selektive 

Genbank von Chr.2 hergestellt (siehe 3.I.1.4.1).  

3. Schließlich wurde nach Informationen über die Reihenfolge der Contigs im Vergleich 

zum Genom gesucht, um sogenannte Supercontigs zu bilden, die dann über PCR ver-

knüpft werden sollten (siehe 3.I.1.4.2). 

 

3.I.1.4.1 Herstellung einer selektiven Genbank für Chromosom 2 

Über Pulsfeld-Gelelektrophorese (pulsed-field gel electrophoresis) wurde die chromo-

somale Gesamt-DNA von R. eutropha aufgetrennt, die drei Replikons wurden aus dem 

Gel präpariert (A. Pohlmann, Humboldt-Universität, Berlin). Wie bereits erwähnt (siehe 

3.I.1.1) konnten auf diesem Wege jedoch keine ausreichenden Mengen an chromosoma-

ler DNA für die Herstellung spezifischer Genbanken isoliert werden. Deshalb wurde 

zunächst eine unspezifische GenomiPhi-Amplifikation der DNA von Chr.2 durchge-

führt (siehe 2.7.2). Die amplifizierte DNA wurde anschließend einer partiellen Bsp143I-

Restriktion unterzogen (siehe 2.5.1) und für die Herstellung einer Plasmid-Genbank 

verwendet (siehe 2.8.1). Von dieser Genbank wurden insgesamt 757 Sequenzläufe mit 

dem Gesamtdatensatz assembliert. Während der GenomiPhi-Amplifikation muß es je-

doch zur Bildung artifizieller Konstrukte gekommen sein, die aus benachbarten, schein-

bar willkürlich verknüpften DNA-Fragmenten bestanden. Zusätzlich wurden offenbar 

neben Chr.2 auch geringe Anteile von Chr.1 amplifiziert. Trotzdem konnte mit Hilfe der 

GenomiPhi-Sequenzläufe etwa die Hälfte der großen Contigs des Gesamtdatensatzes 

dem kleineren Replikon Chr.2 zugeordnet werden. Darauf aufbauend konnten ca. 95 % 

der Sequenz von Chr.2 zu Supercontigs zusammengesetzt werden (siehe 3.I.1.4.2.1). 
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3.I.1.4.2 Ordnung der Contigs relativ zum Genom 

3.I.1.4.2.1 Bildung von Supercontigs über Cosmid-Brücken 

Analog zur Darstellung der Plasmidbrücken eines Contigs gibt das Template Display 

von Gap4 Auskunft über Cosmidbrücken (Abb. 3.5). Über die Anordnung der Contigs 

entsprechend ihrer Cosmid- und Plasmidbrücken konnte etwa die Hälfte beider Repli-

kons in sogenannten Supercontigs dargestellt werden. Cosmide eigneten sich nicht für 

Primerwalkings, konnten allerdings als Template für PCR-Amplifikationen genutzt 

werden. Über die Größe der Cosmid-Inserts wurden die ungefähren Größen der Se-

quenzlücken bestimmt. Für genauere Vorhersagen mußten i.d.R. zunächst kleinere Con-

tigs identifiziert werden, die innerhalb der überspannten Bereiche lagen und direkt über 

PCR-Amplifikationen miteinander verknüpft werden konnten. 

 

3.I.1.4.2.2 Vergleich konservierter Genabfolgen 

Parallel zur Editierung der Consensus-Sequenz des Gesamtdatensatzes in Gap4 (siehe 

3.I.1.3.1) wurden in regelmäßigen Abständen automatische Vorhersagen der kodieren-

den Sequenzen (CDSs) mit YACOP (Tech & Merkl, 2003) sowie automatische Annota-

tionen der vorhergesagten CDSs in ERGO (siehe 2.13) durchgeführt. Für den Vergleich 

der Umgebungen eines Gens in verschiedenen Organismen (peptide links; siehe 

2.11.2.2) bietet ERGO die Funktion Contig Regions an (Abb. 3.11). Aus der Betrach-

tung konservierter Bereiche eines Contigs in anderen Organismen konnten Hinweise auf 

die Umgebungen der Gene an den unmittelbaren Contig-Enden in R. eutropha abgelei-

tet werden. Wenn daraus auf angrenzende Contig-Enden geschlossen werden konnte, 

wurden beide Enden über PCR-Amplifikationen miteinander verknüpft. Besonders 

nützlich für den Vergleich konservierter Genabfolgen in ERGO erwiesen sich das voll-

ständig entschlüsselte Genom von R. solanacearum GMI1000 und die laufenden Ge-

nomprojekte von R. eutropha JMP134 und R. metallidurans CH34, deren Sequenzdaten 

am DOE Joint Genome Institute, California, USA öffentlich zugänglich sind.  

Mit Hilfe der Informationen aus Plasmid- und Cosmidbrücken in Verbindung mit 

dem Vergleich konservierter Genabfolgen konnte der gesamte Datensatz des 
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R. eutropha-Genomprojektes auf zwei Supercontigs für Chr.1 und Chr.2 verteilt wer-

den. 

 

3.I.1.5 Lückenschluß 

Für die Sequenzierung der verbliebenen Sequenzlücken innerhalb der Supercontigs 

wurde so weit wie möglich auf Primerwalkings auf Plasmid-Templates zurückgegriffen. 

Alle weiteren Lücken, für die keine Plasmid-Templates vorlagen, wurden mit Hilfe 

kombinatorischer PCRs amplifiziert und PCR-Produkte als Templates für Primerwal-

kings genutzt. Teilweise wurden für die PCR-Amplifikationen Cosmide als Template-

DNA genutzt, wenn unspezifische Bindungen der PCR-Primer die Amplifikation auf 

chromosomaler DNA erschwerten. 

 

3.I.1.6 Sekundärstrukturen 

Aufgrund ihres hohen G+C-Gehalts (66.3 %) können einzelsträngige Sequenzabschnitte 

des R. eutropha-Genoms verhältnismäßig stabile Sekundärstrukturen ausbilden. Durch 

diese Strukturen kann die DNA-Polymerase blockiert werden, wodurch es zu Abbrü-

chen der Amplifikationsreaktionen von PCR und Sequenzierung kommt (Abb. 3.7). 

Deshalb wurden für die Amplifikation problematischer Bereiche stringentere Denaturie-

rungsbedingungen gewählt, mit deren Hilfe auch die letzten Lücken sequenziert werden 

konnten. Durch die Zugabe von DMSO zum Reaktionsansatz sowie durch Verlängerung 

des Denaturierungsschrittes und Erhöhung der Denaturierungstemperatur konnten po-

tentielle Sekundärstrukturen soweit geschwächt werden, daß eine Sequenzierung mög-

lich war. In einigen Fällen erwies sich die Verwendung von Primern von Nutzen, die 

möglichst nah am Beginn der Sekundärstruktur abgeleitet worden waren. 
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Abb. 3.7: Abgebrochene Sequenzläufe aufgrund der Bildung einer Sekundärstruktur. In 
einer Darstellung der Sekundärstruktur als hairpin würde die palindromische Sequenz (rot) den 
Stamm der hairpin-Struktur, die blauen Basen deren loop darstellen. Weitere Markierungen: 
Gelb, Primersequenzen; grün, Basenabweichungen innerhalb der Sequenzläufe; rot, korrigierte 
Basen innerhalb der Sequenzläufe; rosa, manuell zugewiesen Basen innerhalb der Sequenz-
läufe. 

 

3.I.1.7 Feinkorrektur des Gesamtdatensatzes 

Vor dem endgültigen Abschluß der Sequenzierung von R. eutropha H16 werden noch 

weitere, sehr zeitaufwendige Feinkorrekturen an der Consensus-Sequenz von Chr.1 be-

nötigt. Deshalb wurde vereinbart, die Sequenzanalyse von Chr.2 sowie allgemeine ver-

gleichende Analysen der beiden Replikons untereinander und im Vergleich zu anderen 

Spezies der Familie der Burkholderiaceae in den Mittelpunkt dieser Arbeit zu stellen. 
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3.I.2 Sequenzanalyse 

Das Genom von Ralstonia eutropha H16 besitzt nach jetzigem Stand eine Gesamtgröße 

von 7 417 135 bp, die sich auf Chr.1 mit 4 052 527 bp (Abb. 3.8), Chr.2 mit 

2 912 452 bp (Abb. 3.9) und das Megaplasmid pHG1 mit 452 156 bp verteilt. In 

Tab. 3.1 sind einige allgemeine Eigenschaften des Genoms von R. eutropha H16 im 

Vergleich zu R. solanacearum GMI1000, dem nächsten sequenzierten Verwandten 

(Salanoubat et al., 2002), dargestellt. Alle Angaben, die im folgenden über das Genom 

von R. solanacearum gemacht werden, beziehen sich auf den Stamm R. solanacearum 

GMI1000 und sind der Veröffentlichung von Salanoubat et al. (2002) entnommen. 

Das Genom von R. solanacearum setzt sich aus einem Chromosom (3.716 Mbp) 

und einem zweiten, als Megaplasmid bezeichneten Replikon (2.095 Mbp), zusammen. 

Ein pHG1 entsprechendes Megaplasmid fehlt in R. solanacearum. 

Tab. 3.1: Vergleich ausgewählter Eigenschaften der Genome von R. eutropha H16 und 
R. solanacearum GMI1000 (Salanoubat et al., 2002). 

 R. eutropha H16 R. solanacearum GMI1000 
Eigenschaft gesamt Chr.1 Chr.2 pHG1 gesamt Chr. Mpl. 

Länge [Mbp] 7,417 4,053 2,912 0,452 5,811 3,716 2,095 
G+C-Gehalt [%] 66,3 66,5 66,3 62,3 67,0 67,0 66,9 
kodierende Sequenz 82,9 87,8 88,8 80,5 87,3 87,8 86,5 
tRNAs 59 51 7 1 58 55 3 
rRNA-Operons 5 3 2 - 4 3 1 
CDSs 6956 3882 2654 420 5129 3448 1681 
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Skalierung

CDSs

“Fremd-Gene”

RNA-Gene

Abb. 3.8: Schematische Darstellung von Chr.1. Von innen nach außen werden folgende Ei-
genschaften des Replikons dargestellt: 1. Rote Balken, RNA-Gene, d.h. rRNA-Operons und 
tRNA-Gene. Von der Linie aus nach außen weisende Balken stehen für Gene, die in Richtung 
des Uhrzeigersinns kodiert sind. 2. Schwarze Linie, G+C-Gehalt. Bereiche niedrigen G+C-
Gehaltes weichen von der Durchschnittslinie nach Innen ab. 3. Grüne Balken, potentielle 
Fremdgene nach SIGI-Vorhersage in strangunabhängiger Darstellung. 4. Blaue Balken, CDSs 
in Richtung gegen den Uhrzeigersinn; gelbe Balken, CDSs in Richtung des Uhrzeigersinns. 5. 
Skalierung ausgehend vom Replikationsursprung in Basenpaaren. 
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Skalierung

CDSs

“Fremd-Gene”

RNA-Gene

Abb. 3.9: Schematische Darstellung von Chr.2. Reihenfolge der dargestellten Eigenschaften 
entsprechend der Darstellung von Chr.1 (Abb. 3.8). Von innen nach außen: 1. Rote Balken, 
rRNA-Operons und tRNAs, strangspezifisch. 2. G+C-Gehalt. 3. Fremdgene, strangunspezifisch. 
4. CDSs, strangspezifisch. 6. Skalierung in Basenpaaren. 
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3.I.2.1 G+C-Gehalt 

Mit 66.3 % besitzt R. eutropha einen verhältnismäßig hohen G+C-Gehalt, der sich zwi-

schen Chr.1 (66.5 %) und Chr.2 (66.3 %) kaum unterscheidet. Das Megaplasmid pHG1 

weist demgegenüber einen niedrigeren G+C-Gehalt auf (62.3 %). In R. solanacearum 

(67.0 %) unterscheiden sich die G+C-Gehalte von Chromosom (67.0 %) und Mega-

plasmid (66.9 %) ebenfalls nicht wesentlich. In beiden Genomen läßt sich eine leichte 

Abnahme des G+C-Gehaltes vom größeren zum kleineren Replikon feststellen, in 

R. eutropha zusätzlich eine starke Abnahme von den beiden großen Replikons zum Me-

gaplasmid pHG1. Innerhalb der Replikons von R. eutropha kommt es zu starken 

Schwankungen des G+C-Gehaltes (Abb. 3.8; Abb. 3.9), die mit zwei besonderen Eigen-

schaften des Genoms korrelieren:  

1. Die ribosomalen RNA-Operons fallen im G+C-Gehalt gegenüber dem Rest des 

Genoms deutlich ab (ca. 53 %).  

2. Genomische Inseln, die auf Basis von Unterschieden in der Codon Usage be-

stimmt wurden (siehe 3.I.3.2) und möglicherweise durch lateralen Gentransfer 

übertragen wurden, weisen ohne Ausnahme einen niedrigeren G+C-Gehalt auf 

als das restliche Genom. 

 

3.I.2.2 Replikationsursprünge 

Die Replikationsursprünge der beiden großen Replikons wurden in R. eutropha durch 

eine Kombination genomweiter Analysen der Sequenz, der Annotationen und des 

kumulativen GC-Skews bestimmt. GC-Skew-Analysen machen sich die ausgeprägte 

Asymmetrie mancher Organismen in Bezug auf die Nukleotid-Zusammensetzung der 

beiden DNA-Stränge zunutze (Grigoriev, 1998). In der Darstellung des kumulativen 

GC-Skews über das gesamte Replikon stellt der Replikationsursprung das globale 

Minimum dar (siehe 2.14). Die einzelnen Replikons von R. eutropha eignen sich sehr 

gut für die Bestimmung des Replikationsursprunges mit Hilfe kumulativer GC-Skew-

Analysen (Beispiel: Abb. 3.10). 
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Abb. 3.10: Kumulative GC-Skew-Analyse von Chr.1 aus R. eutropha nach Grigoriev 
(1998). 

Ähnlich wie R. solanacearum besitzt R. eutropha zwei unterschiedliche Typen der Ori-

gins of replication, einen chromosomalen oriC auf Chr.1 sowie zwei plasmidäre oriV 

auf Chr.2 und pHG1: 

Der chromosomale Replikationsursprung fällt in Bakterien i.d.R. in eine intergeni-

sche Region in direkter Nachbarschaft einer CDS für das DnaA-Protein, das mit der In-

itiation der Replikation in Verbindung gebracht wird (Messer, 2002). Die Replikation 

selbst wird durch Bindung von DnaA an repetitive, nicht palindromische, nonamere Se-

quenzen in der oriC-Region initialisiert. Auf Chr.1 ist am globalen Minimum des kumu-

lativen GC-Skews ein Gen (H16_A0001) mit 88 % Identität zu dnaA aus 

R. solanacearum lokalisiert. In unmittelbarer Nachbarschaft stromaufwärts von dnaA 

befinden sich außerdem zwei potentielle DnaA-Bindestellen (TTATCCACA), die Ähn-

lichkeiten zu der Modell-Bindestelle aus E. coli aufweisen (Fuller et al., 1984). In der 

Umgebung von dnaA sind Proteine der genetischen Informationsprozessierung kodiert: 

Stromaufwärts werden die DnaA-Bindestellen von einem Protein der kleinen ribosoma-

len Untereinheit (L34P, H16_A3747) und einer Untereinheit der tRNA-prozessierenden 

Ribonuklease P (H16_A3746) flankiert. Stromabwärts von dnaA sind eine β-

Untereinheit der DNA-Polymerase III (EC 2.7.7.7, H16_A0002), eine β-Untereinheit 

 53



ERGEBNISSE  KAPITEL 3 

der DNA-Gyrase B (EC 5.99.1.3; H16_A0003) und drei Untereinheiten eines Typ I Re-

striktions-Modifikationssystems (H16_A0004-0006) kodiert. Während die Sequenz des 

oriC zwischen unterschiedlichen Spezies variiert, sind Zusammensetzung und Reihen-

folge der Gene in der Umgebung des chromosomalen Replikationsursprunges auch zwi-

schen entfernteren Organismen weitgehend konserviert (Abb. 3.11). 

 

R. eutropha H16
R. eutropha JMP134 

Bu. pseudomallei K96243

R. solanacearum GMI1000

Bo. bronchiseptica RB50

Abb. 3.11: Vergleich der Umgebungen ausgewählter dnaA-Homologe (rot) in verschiede-
nen Organismen (Contig Regions). Gene mit ähnlicher Sequenz werden in gleicher Farbe 
dargestellt. Rot, dnaA; grün, β-Untereinheit der DNA-Polymerase III; blau, β-Untereinheit der 
DNA-Gyrase B; rosa, L34P; türkis, Ribonuklease P. Abkürzungen: R., Ralstonia; Bu., Burkhol-
deria; Bo., Bordetella. 

Im Gegensatz zur chromosomalen Replikation wird mit der Initiation der plasmi-

dären Replikation die Anzahl der Kopien des Plasmids kontrolliert (del Solar & Espino-

sa, 2000). An diesem Mechanismus ist das plasmidäre Replikationsprotein repA betei-

ligt (Burian et al., 2003). Ebenso wie pHG1 enthält Chr.2 ein potentielles repA-Gen 

(H16_B0001), das mit einem Minimum des kumulativen GC-Skews zusammenfällt (Da-

ten nicht gezeigt). Die RepA-Proteine von Chr.2 aus R. eutropha und dem Megaplasmid 

aus R. solanacearum weisen große Ähnlichkeit zueinander auf (92 % Identität auf Pro-

teinebene). Dagegen unterscheiden sich beide Varianten stark vom repA-Gen auf pHG1, 

das mehr dem repA vom Megaplasmid pMOL28 aus R. metallidurans CH34 (Taghavi 

et al., 1996) ähnelt (Abb. 4.2). In der intergenischen Region stromaufwärts von repA 

befinden sich – in unterschiedlicher Orientierung – acht potentielle RepA-Bindestellen 

der Consensus-Sequenz CGTACCCGTTTCTGCG. In gleicher Reihenfolge wie auf 

dem Megaplasmid von R. solanacearum folgen auf repA stromabwärts ein potentielles 

par-Operon (H16_B0003-0004) und ein Gen der Transposase/Integrase-Familie 

(H16_B0005). Ein par-Operon ist auch in unmittelbarer Nachbarschaft von repA auf 

pHG1 lokalisiert. parA und parB kodieren für ein plasmidäres Partitionierungssystem, 

das während der Zellteilung für eine korrekte Verteilung der Plasmide auf die Tochter-

zellen sorgt (Gerdes et al., 2000). 
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3.I.2.3 RNA-Gene 

Mit dem Programm tRNAscanSE wurden im Genom von R. eutropha insgesamt 59 

tRNAs identifiziert (siehe 2.13.2), 51 tRNAs auf Chr.1, sieben tRNAs auf Chr.2 und ei-

ne tRNA auf pHG1. R. solanacearum dagegen enthält 58 tRNAs, davon 55 tRNAs auf 

dem Chromosom und drei tRNAs auf dem Megaplasmid (Tab. 3.1). R. eutropha kodiert 

auf Chr.1 für einen vollständigen Satz tRNAs für alle möglichen Codons. Mit Ausnah-

me eines ribosomalen Operons auf Chr.1 sind in den intergenischen Bereichen aller 

rRNA-Operons zwischen der 16S rRNA und der 23S rRNA zwei tRNAs kodiert 

(Abb. 3.12). Neben diesen vier tRNAs aus zwei rRNA-Operons enthält Chr.2 drei wei-

tere einzelne tRNAs (Leu-tRNA, Arg-tRNA und Met-tRNA). Die einzige auf pHG1 

kodierte tRNA (Met-tRNA) weist auf DNA-Sequenzebene keine Ähnlichkeit zu einer 

der anderen tRNAs auf. Überraschenderweise kodiert R. eutropha auf Chr.2 für mehrere 

potentielle Proteine aus dem Selenocystein-Metabolismus: ein Selenium-Bindeprotein 

(H16_B1000), eine Selenophosphat-Synthase (EC 2.7.9.3, H16_B0295) und einen Se-

lenocystein-spezifischen Elongationsfaktor (SelB, H16_B0947). Allerdings kann im ge-

samten Genom weder eine Selenocysteinyl-tRNA noch eine Selenocysteinyl-tRNA-

Synthetase identifiziert werden.  

Durch BLAST-Vergleich von R. eutropha mit R. solanacearum wurden die stark 

konservierten Bereiche der ribosomalen RNA-Gene (rRNAs) identifiziert. Das Genom 

von R. eutropha enthält fünf rRNA-Operons, zwei davon auf Chr.2; R. solanacearum 

dagegen enthält insgesamt vier rRNA-Operons, davon eines auf dem Megaplasmid. In-

nerhalb der rRNA-Operons im Genom von R. eutropha lassen sich leichte Unterschiede 

feststellen, die allerdings nicht an der Lokalisation auf Chr.1 oder Chr.2 festgemacht 

werden können: Drei der fünf Operons – zwei auf Chr.1 und eines auf Chr.2 – setzen 

sich aus identischen rRNA-Genen zusammen. Die beiden restlichen Operons weisen 

veränderte 16S bzw. 23S rRNA-Gene auf (Abb. 3.12). Operon 5 auf Chr.2 unterscheidet 

sich in zwei Basenaustauschen innerhalb der 16S rRNA von allen anderen 16S rRNA-

Genen. Operon 1 auf Chr.1 enthält nur den ersten dieser beiden Basenaustausche und 

unterscheidet sich außerdem durch das Fehlen der beiden tRNAs in den intergenischen 

Bereichen sowie durch zwei Insertionen innerhalb der 23S rRNA deutlich von allen an-

deren rRNA-Operons. Das Vorkommen solcher Insertionen, sogenannter intervening 

sequences (IVs), von unterschiedlicher Länge und Sequenz innerhalb der 23S rRNA 
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wurde bereits für eine Reihe eukaryotischer und prokaryotischer Organismen beschrie-

ben (Ralph & McClelland, 1993; Miller et al., 2000), unter anderem auch für das α-

Proteobakterium Rhizobium leguminosarum (Selenska-Pobell et al., 1996). R. eutropha 

ist der erste Organismus aus der Gruppe der β-Proteobakterien, für den IVs beschrieben 

werden können. Interessanterweise entspricht die Lokalisation der IVs innerhalb des 

23S rRNA-Gens dem für verschiedene Salmonella- (Burgin et al., 1990) und Hae-

mophilus-Spezies (Song et al., 1999) beschriebenen Muster, nicht jedoch der in Rhizo-

bium charakterisierten Verteilung (Evguenieva-Hackenberg & Selenska-Pobell, 1995). 

 

23S16S 5SAlaIle

a) Ribosomale RNA-Operons 2-5

IV1 IV2

b) Abweichendes ribosomales RNA-Operon 1
23S16S 5S

x x

x

Abb. 3.12: Schematische Darstellung der ribosomale RNA-Operons in R. eutropha. a) Die 
rRNA-Operons 2 und 3 auf Chr.1 sowie 4 und 5 auf Chr.2 unterscheiden sich innerhalb der 
rRNA-Gene nur durch zwei Basenaustausche (x) innerhalb der 16S rRNA. b) Das rRNA-
Operon 1 auf Chr.1 enthält zwei intervening sequences (IV1 und IV2) innerhalb der 23S rRNA. 
In diesem Operon fehlen die zwei tRNA-Gene (Ile, Ala) im intergenischen Bereich zwischen 
16S und 23S rRNA. 

 

3.I.2.4 Vorhersage kodierender Sequenzen 

Die Vorhersage kodierender offener Leserahmen (siehe 2.13.1) wurde in R. eutropha 

durch zwei wesentliche Eigenschaften des Genoms behindert:  

1. Der hohe G+C-Gehalt senkt die statistische Wahrscheinlichkeit für das Auftre-

ten der A/T-reichen STOP-Codons TAA, TGA und TAG. Dadurch steigt nicht 

nur die Gesamtzahl aller möglichen offenen Leserahmen (ORFs), sondern 
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gleichzeitig wird die Vorhersage der START-Codons und damit die Längenbe-

stimmung aller kodierenden Sequenzen erschwert. 

2. Als Folge regelmäßiger intrachromosomaler Rekombinationsereignisse (siehe 

3.I.3.1) und der Integration mobiler genetischer Elemente durch lateralen Gen-

transfer (siehe 3.I.3.2) weist das Genom von R. eutropha eine Mosaikstruktur 

auf. Diese Plastizität der R. eutropha-Genoms kann für Schwankungen des 

G+C-Gehaltes (siehe 3.I.2.1), der Codon Usage und anderer Eigenschaften der 

Sequenz verantwortlich gemacht werden. Dadurch wird die Definierung statisti-

scher Parameter erschwert, mit deren Hilfe automatische CDS-Vorhersagen er-

stellt werden.  

  

Nach Abschluß der ersten Editierungsrunde wurde eine CDS-Vorhersage durchgeführt 

(siehe 2.13.1) und parallel zur fortlaufenden Bearbeitung der Gesamtdatensatzes manu-

ell korrigiert (siehe 2.13.4) und annotiert (siehe 2.13.3). In regelmäßigen Abständen 

wurde diese CDS-Vorhersage aktualisiert und an Veränderungen der zugrundeliegenden 

Sequenzdaten angepaßt. Die standardmäßige CDS-Vorhersage mit YACOP wurde für 

R. eutropha um eine weitere Vorhersage mit FrameD ergänzt (Schiex et al., 2003). 

Dieses Programm wurde im Zusammenhang mit dem R. solanacearum-Genomprojekt 

entwickelt und lieferte dementsprechend gute Ergebnisse für das R. eutropha-Genom. 

Die manuelle Kontrolle der Vorhersagen wurde anhand von Genbank-Files mit dem 

Programm Artemis (Rutherford et al., 2000) durchgeführt. Während der manuellen 

Kontrolle der CDS-Vorhersagen mit Artemis (siehe 2.13.4) wurden die Ergebnisse von 

YACOP und FrameD verglichen und gegeneinander abgewogen. Im Zuge der letzten 

Vorhersage, die auf den aktuellen Sequenzdaten beruht (März 2005) und die Grundlage 

der bestehenden Annotation bildet, wurden insgesamt 6956 CDSs identifiziert, von de-

nen 2654 (ca. 38 %)  auf Chr.2 liegen. 

 

3.I.2.5 Annotation 

Parallel zur letzten Editierungsrunde von Chr.1, nach weitgehend abgeschlossener Fein-

korrektur der Sequenz von Chr.2, wurde von den am Genomprojekt beteiligten Arbeits-

gruppen eine erste sorgfältige Annotation des gesamten Genoms in ERGO durchge-
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führt (siehe 2.13.3). Diese Annotation bildet die Grundlage der in dieser Arbeit durch-

geführten Sequenzanalysen. 

 

3.I.3 Mosaikstruktur des R. eutropha-Genoms 

Die beobachteten Schwankungen im G+C-Gehalt (siehe 3.I.2.1) sowie Probleme bei der 

CDS-Vorhersage (siehe 3.I.2.4) belegen eine Mosaikstruktur des R. eutropha-Genoms, 

das darin Übereinstimmungen zu R. solanacearum und anderen Spezies der Ordnung 

Burkholderiales aufweist (Parkhill et al., 2003; Nierman et al., 2004). Im folgenden sol-

len zwei weitere Untersuchungen beschrieben werden, die Hinweise auf eine starke 

strukturelle Plastizität des Genoms von R. eutropha geben. 

 

3.I.3.1 Vergleich von R. eutropha und R. solanacearum 

Um zunächst einen Überblick über Ähnlichkeiten zwischen den Genomen von 

R. eutropha und R. solanacearum zu gewinnen, wurden direkte BLAST-Vergleiche der 

Replikons auf DNA-Ebene durchgeführt (siehe 2.12).  

 

 

Abb. 3.13: BLAST-Vergleich auf DNA-Ebene zwischen Chr.1 aus R. eutropha und dem 
Chromosom aus R. solanacearum. Ausschnitt einer Darstellung in ACT (Rutherford et al., 
2000). Treffer ab einem e-Value von e-15 von R. eutropha, Chr.1 (oben) gegen 
R. solanacearum, Chr. (unten) werden als rote und blaue Balken angezeigt. Rote Balken, Tref-
fer in gleicher Orientierung; blaue Balken, Treffer in entgegengesetzter Orientierung. 
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Bei diesen Vergleichen zeichneten sich starke Übereinstimmungen von Chr.1 aus 

R. eutropha und dem Chromosom aus R. solanacearum ab (Abb. 3.13). Chr.2 aus 

R. eutropha weist dagegen nur geringe Ähnlichkeiten zu beiden Replikons aus 

R. solanacearum auf (Daten nicht gezeigt.).  

Da sich übereinstimmende Bereiche fast ausschließlich auf kodierende Sequenzen be-

schränkten, wurden weitere Vergleiche auf Proteinebene durchgeführt und dabei das 

Verfahren des bidirektionalen BLASTs angewandt, um mehrfache Treffer auszuschlie-

ßen (siehe 2.12.1). Alle Vergleiche wurden mit einem relativ strikten Grenzwert von e-15 

vorgenommen.  

 

Abb. 3.14: Bidirektionaler BLAST-Vergleich auf Proteinebene zwischen Chr.1 aus 
R. eutropha und dem Chromosom aus R. solanacearum. Jeder Punkt stellt einen bidirektio-
nalen Treffer zwischen R. eutropha, Chr.1 (x-Achse) und R. solanacearum, Chr. (y-Achse) mit 
einem e-Value ab e-15 dar. Nullpunkte beider Achsen stellen die Replikationsursprünge der Re-
plikons dar. 

Mehr als 50 % der vorläufig annotierten Proteine von Chr.1 aus R. eutropha (2008 

von 3882 CDSs) zeigten signifikante Übereinstimmungen mit Proteinen vom Chromo-

som aus R. solanacearum (entsprechend 58 % der Proteine vom Chromosom aus 

R. solanacearum) (Abb. 3.14). Die überwiegende Mehrheit dieser Treffer besitzt zudem 

in beiden Genomen eine konservierte Umgebung: Ca. 87 % der bidirektionalen Treffer-

paare haben direkte Nachbarn, die ebenfalls bidirektionale Trefferpaare darstellen. Die 
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konservierte Anordnung der Gene im Genom erstreckt sich über die gesamten Chromo-

somen und wird nur an Replikationsursprung und -terminus unterbrochen. Die Abbil-

dung der Chromosomen aufeinander zeigt eine ungewöhnliche X-Form, die nahezu 

symmetrisch in Bezug auf den Replikationsursprung ist. In regelmäßigen Abständen 

findet also eine Umkehrung der konservierten Reihenfolge der Gene statt. Solche Rich-

tungswechsel konservierter genomischer Bereiche wurden bereits für andere Vergleiche 

zwischen verwandten Organismen beobachtet (Eisen et al., 2000). Als Ursache wurden 

chromosomale Inversionen angenommen, die aus bisher ungeklärten Gründen in glei-

chen Abständen vom Replikationsursprung bzw. -terminus stattfinden  müßten. CDSs 

aus R. eutropha, die innerhalb potentieller genomischer Inseln liegen (siehe 3.I.3.2), 

weisen keine bidirektionalen BLAST-Treffer im Genom von R. solanacearum auf. 

 

Abb. 3.15: Bidirektionaler BLAST-Vergleich auf Proteinebene zwischen Chr.2 aus 
R. eutropha und dem Megaplasmid aus R. solanacearum, Megaplasmid. 

Die hohen Übereinstimmungen zwischen Proteinsequenzen aus R. eutropha und 

R. so

bar. 

lanacearum erstrecken sich nicht auf die kleineren Replikons beider Genome 

(Abb. 3.15): Nur 18 % der Proteine von Chr.2 aus R. eutropha (465 von 2654 CDSs) 

zeigen signifikante Ähnlichkeit zu Proteinen vom Megaplasmid aus R. solanacearum 

(entsprechend 28 % der Proteine vom Megaplasmid aus R. solanacearum). Eine über-

geordnete Konservierung der Genabfolgen ist zwischen diesen Replikons nicht erkenn-
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3.I.3.2 Vorhersage genomischer Inseln 

Als genomische Inseln werden DNA-Bereiche bezeichnet, die aufgrund ihrer Zusam-

mensetzung auffallend von ihrer Umgebung abweichen. Von genomischen Inseln wird 

angenommen, daß sie aus der Integration fremder DNA durch horizontalen Gentransfer 

ten die-

ser p

resultieren und einen evolutiven Mechanismus des Genoms zur Anpassung an veränder-

te Umweltbedingungen darstellen (Doolittle, 1999). Die Integration mobiler genetischer 

Elemente wird durch Enzyme der Transposase/Integrase-Familie katalysiert (Haren et 

al., 1999). In E. coli K12 wird von etwa 18 % aller Gene angenommen, daß sie durch 

horizontalen Gentransfer aufgenommen wurden (Lawrence & Ochman, 1998).  

R. eutropha enthält insgesamt 92 CDSs, die für Enzyme der Transposa-

se/Integrase-Familie kodieren und über sämtliche Replikons verteilt sind. Von insge-

samt 92 CDSs, entfallen 22 auf Chr.1, 11 auf Chr.2 und 59 auf pHG1. Die meis

otentiellen Gene liegen stark verkürzt vor und weisen auf Proteinebene nur frag-

mentarische Ähnlichkeit zu bekannten Proteinen auf. Um einen Überblick über den An-

teil sogenannter Fremdgene im Genom von R. eutropha zu gewinnen, wurden alle 

CDSs einer SIGI-Analyse unterzogen (siehe 2.15). Das Programm SIGI liefert basie-

rend auf dem Vergleich von Codon Usages und Cluster-Analysen eine Vorhersage für 

genomische Inseln (Merkl, 2004). Da die Codon Usage eines Proteins in besonderem 

Maße von der Genauigkeit der zugrundeliegenden Sequenz abhängt, können bis zum 

Abschluß der Feinkorrekturen keine endgültigen Aussagen über die Dichte genomischer 

Inseln getroffen werden. Insbesondere für Chr.1 dürfte die tatsächliche Anzahl von 

Fremdgenen niedriger liegen als bisher angenommen. Auf Basis der aktuellen Sequenz-

daten wurden 15 % der Gene von Chr.1 (571 von 3822 CDSs), 13 % der Gene von 

Chr.2 (334 von 2654 CDSs) und 34 % der Gene von pHG1 (141 von 420 CDSs) als 

Fremdgene charakterisiert (Abb. 3.8, Abb. 3.9). Auf Chr.1 ist eine starke Konzentrie-

rung der potentiellen Fremdgene am Replikations-Terminus zu beobachten, wohingegen 

sich potentielle Fremdgene auf Chr.2 über das gesamte Replikon verteilen. Die meisten 

identifizierten Gen-Cluster zeichnen sich durch kurze offene Leserahmen aus, die ge-

ringe Ähnlichkeit zu bekannten Proteinen aufweisen. Dementsprechend wurden die 

meisten potentiellen Fremdgene als „hypothetical proteins“ annotiert (22-25 %) bzw. 

mit sehr allgemeinen Funktionszuweisungen belegt. Die Annotation der kodierenden 
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Sequenzen innerhalb potentieller Genominseln wird zudem durch zwei weitere Proble-

me erschwert: 

1. Die von ihrer Umgebung abweichenden Eigenschaften genomischer Inseln er-

2. irekten Nutzen für den Organismus dar-

 

Bei ca. 7 % der von SIGI identifizierten Fremdgene handelt es sich um kodierende 

Sequ

schweren die CDS-Vorhersage (siehe 3.I.2.4). Daher enthalten genomische In-

seln möglicherweise artifizielle CDSs. 

Lateral transferierte Gene, die keinen d

stellen, unterliegen nicht dem Evolutionsdruck und können deshalb verstärkt 

Mutationen ansammeln. Aus diesem Grund beinhalten genomische Inseln viele 

degenerierte CDSs mit geringer Ähnlichkeit zu bekannten Proteinen. 

enzen für regulatorische Proteine (Chr.1: 35 CDSs; Chr.2: 25 CDSs). 2 % wurden 

als potentielle Transporter annotiert (Chr.1 und Chr.2.: jeweils 10 CDSs). Von 33 CDSs 

der Transposase/Integrase-Familie auf den beiden großen Replikons wurden 19 CDSs 

als Fremdgene charakterisiert. Darüberhinaus wurden drei potentielle Phagenproteine 

auf Chr.1 als Fremdgene identifiziert (H16_A1800, H16_A0010, H16_A3206), nicht 

jedoch eine potentielle Muramidase (EC 3.2.1.17, H16_B1313), die auf Chr.2 inmitten 

eines Clusters potentieller Fremdgene liegt. Interessanterweise wird auf Chr.1 ein ca. 

28 kbp großer Cluster aus 24 CDSs (H16_A2888-2910) als genomische Insel identifi-

ziert, der wahrscheinlich für Enzyme der O-Antigen-Biosynthese kodiert. Innerhalb die-

ses Clusters lassen sich kleinere Operons unterscheiden, die jeweils große Ähnlichkeit 

in Sequenz und Organisation zu Operons anderer Organismen aufweisen. Das O-

Antigen ist ein wichtiger Bestandteil der äußeren Membran Gram-negativer Bakterien. 

Strukturelle Variationen innerhalb der O-Antigene werden auf unterschiedliche Organi-

sationsformen der kodierenden Cluster in verschiedenen Organismen zurückgeführt 

(Samuel & Reeves, 2003). 
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3.I.4 Charakterisierung von Chromosom 2 

Der hohe Grad an Übereinstimmung zwischen den beiden größten Replikons aus 

R. eutropha und R. solanacearum (siehe 3.I.3.1) deutet darauf hin, daß sich phänotypi-

sche Unterschiede zwischen diesen verwandten Organismen hauptsächlich auf kodie-

rende Eigenschaften der kleineren Replikons zurückführen lassen. Da die phänotypische 

Relevanz von pHG1 bereits gut untersucht wurde (Schwartz et al., 2003), soll der fol-

gende Teil dieser Arbeit die Bedeutung von Chr.2 für die Charakterisierung von R. eu-

tropha herausstellen. Dazu wurden exemplarisch einige Eigenschaften von R. eutropha 

anhand dieses Replikons untersucht und im Verhältnis zu Chr.1 dargestellt. 

 

3.I.4.1 Fakultativ chemolitho- und organoautotrophes Wachstum 

Genetische und physiologische Grundlagen des fakultativ lithoautotrophen Stoffwech-

sels in R. eutropha wurden bereits ausführlich untersucht (Kusian & Bowien, 1997; 

Lenz et al., 2002; Schwartz et al., 2003). R. eutropha ist in der Lage, heterotroph auf ei-

ner Vielzahl organischer Substrate zu wachsen und diese als Energie- und Kohlenstoff-

quellen zu nutzen (Wilde, 1962). In Abwesenheit geeigneter organischer Substrate kann 

R. eutropha auf CO2 wachsen, das über den reduktiven Pentose-Phosphat-Cyclus nach 

Calvin-Benson-Bassham (CBB-Cyclus) assimiliert wird. Die für die Fixierung von CO2 

benötigte Energie bezieht R. eutropha aus der Oxidation von Formiat (organoauto-

trophes Wachstum) oder molekularem Wasserstoff (lithoautotrophes Wachstum). In 

R. eutropha ist der Enzymapparat des CBB-Cyclus in zwei funktionellen cbb-Operons 

auf dem Megaplasmid pHG1 und auf dem Chromosom kodiert, die bereits ausführlich 

untersucht und beschrieben wurden (Bowien & Kusian, 2002). Beide Operons werden 

über einen gemeinsamen Regulator, cbbR, kontrolliert, der chromosomal kodiert ist 

(Windhövel & Bowien, 1991). Das plasmidäre cbbR´-Gen ist aufgrund mehrerer kurzer 

Deletionen defekt. Entscheidende genetische Informationen für das lithoautotrophe 

Wachstum von R. eutropha sind auf dem Megaplasmid pHG1 kodiert. Innerhalb eines 

Lithoautotrophie-Clusters auf pHG1 kodieren 41 Gene für die Biosynthese von insge-

samt vier Hydrogenasen. Im selben Cluster liegt das plasmidäre cbb-Operon. Die zweite 

cbb-Region, die das aktive Regulatorgen cbbR (H16_B1396) enthält, wurde auf Chr.2 
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lokalisiert. Außerhalb von cbbc enthält Chr.2 ein weiteres, verkürztes cbbR-Gen 

(H16_B1429), dessen potentiellem Produkt das im N-Terminus kodierte DNA-bindende 

Helix-Turn-Helix-Motiv fehlt. Von diesem Gen wurde gezeigt, daß es ebenfalls für kei-

nen funktionellen Regulator kodiert (B. Kusian, persönliche Mitteilung).  

Die Oxidation von Formiat als Grundlage organoautotrophen Wachstums wird in 

R. eutropha von zwei verschiedenen Typen der Formiat-Dehydrogenase katalysiert, ei-

nem NAD+-abhängigen Enzym (S-FDH, EC 1.2.1.2) und einem Membran-gebundenen 

Enzym (Friedrich et al., 1979). Das NAD+-abhängige Enzym ist im fdsGBACD-Operon 

kodiert (Oh & Bowien, 1998) und befindet sich auf Chr.1 (Tab. 3.2). 

Tab. 3.2: Gen-Cluster für potentielle Formiat-Dehydrogenasen auf Chr.1. 

Nr. CDS Gen Annotation 
1 H16_A0639 fdsR transcriptional regulator 
2 H16_A0640 fdsG NAD-dependent formate dehydrogenase gamma subunit 
3 H16_A0641 fdsB NAD-dependent formate dehydrogenase beta subunit 
4 H16_A0642 fdsA NAD-dependent formate dehydrogenase alpha subunit 
5 H16_A0643 fdsC FdsC protein 
6 H16_A0644 fdsD NAD-dependent formate dehydrogenase delta subunit 
1 H16_A2942  conserved hypothetical protein 
2 H16_A2941  conserved hypothetical protein 
3 H16_A2940  ferredoxin 
4 H16_A2939  formate dehydrogenase-specific chaperone  
5 H16_A2938  hypothetical protein 
6 H16_A2937  formate dehydrogenase alpha subunit 
7 H16_A2936  formate dehydrogenase iron-sulfur subunit  
8 H16_A2935  hypothetical membrane-associated protein 
9 H16_A2934  formate dehydrogenase cytochrome b subunit  

10 H16_A2933  hypothetical membrane-associated protein 
11 H16_A2932  formate dehydrogenase accessory protein  
1 H16_A3292  formate dehydrogenase alpha chain 

 

Auf Chr.1 befindet sich ein weiterer Cluster aus 12 Genen, der möglicherweise für 

eine zweite, membrangebundene Formiat-Dehydrogenase kodiert. Verschiedene Gene 

dieses Clusters kodieren nach TMpred-Vorhersage für Proteine, welche Transmem-

bran-Bereiche enthalten. Untersuchungen zur Cofaktor-Abhängigkeit der membrange-

bundenen Formiat-Dehydrogenase deuten allerdings auf die Existenz von wenigstens 

drei verschiedenen Enzymen hin (Burgdorf et al., 2001). Tab. 3.3 gibt einen Überblick 

über weitere Cluster auf Chr.2, die für potentielle Formiat-Dehydrogenasen unterschied-

lichen Typs bzw. deren Untereinheiten kodieren. 
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Tab. 3.3: Gen-Cluster für potentielle Formiat-Dehydrogenasen auf Chr.2. 

Nr CDS Annotation 
1 H16_B1702 oxalate:formate antiporter 
2 H16_B1701 tungsten-containing formate dehydrogenase beta subunit  
3 H16_B1700 tungsten-containing formate dehydrogenase alpha subunit  
1 H16_B1452 nitrate-inducible formate dehydrogenase alpha subunit 
2 H16_B1453 nitrate-inducible formate dehydrogenase beta subunit  
3 H16_B1454 nitrate-inducible formate dehydrogenase gamma subunit 
4 H16_B1455 formate dehydrogenase accessory protein 
1 H16_B1472 transcriptional regulator 
2 H16_B1471 formate dehydrogenase alpha subunit 
3 H16_B1470 formate dehydrogenase beta subunit 
4 H16_B1702 oxalate:formate antiporter 

 

 

Interessanterweise wurden sowohl auf Chr.1 als auch auf Chr.2 verschiedene Clu-

ster identifiziert, die unter anderem Ähnlichkeiten zu dem in Starkeya novella (vormals 

Thiobacillus novellus) charakterisierten soxBCD-Operon (Kappler et al., 2001) aufwei-

sen. Die Fähigkeit zur Oxidation von Schwefel, die wahrscheinlich über das sox-Operon 

vermittelt wird, ermöglicht Starkeya novella ein fakultativ chemolithotrophes Wach-

stum (Starkey, 1935). R. eutropha ist dagegen nicht in der Lage, Schwefel zu oxidieren 

(C.G. Friedrich, persönliche Mitteilung). Ob die im Genom von R. eutropha 

identifizierten sox-Gene für funktionelle Proteine kodieren oder welche Enzyme für 

eine vollständige Schwefeloxidation fehlen, bedarf noch weiterer Klärung. 

 

3.I.4.2 Erweiterung des Substratspektrums 

3.I.4.2.1 Alternative Kohlenstoffquellen 

3.I.4.2.1.1 Abbau von Kohlenhydraten 

Bereits während der ersten Charakterisierung von R. eutropha H16 war gezeigt worden, 

daß dieser Organismus von allen getesteten Zuckersubstraten nur auf Fructose wächst 

(Bartha, 1962; Wilde, 1962). Kein Wachstum hingegen wurde auf Saccharose, Glucose, 

Galactose, Mannose, Arabinose, Ribose, Sorbose, Xylose und Xylulose beobachtet. 

Von den getesteten Säuren, die sich aus Zuckern ableiten, wurde eine Umsetzung nur 
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für Gluconat (Blackkolb & Schlegel, 1968) und 2-Ketogluconat (Nandadasa et al., 

1974) gefunden. Der Abbau beider Substrate erfolgt ausschließlich über den Entner-

Doudoroff-Weg (Gottschalk et al., 1964). Für die Schlüsselenzyme des oxidativen Pen-

tose-Phosphat-Weges (6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, EC 1.1.1.44) und des Emb-

den-Meyerhof-Parnas-Weges (6-Phosphofructokinase, EC 2.7.1.11) konnten dagegen 

keine Aktivitäten festgestellt werden (Gottschalk, 1964). Diese Ergebnisse wurden nun 

durch die Genomanalyse bestätigt, bei der weder für 6-Phosphogluconat-

Dehydrogenasen noch für 6-Phosphofructokinasen potentiell kodierende Gene identifi-

ziert wurden. Daß R. eutropha nicht in der Lage ist, Glucose umzusetzen, obwohl die 

nötigen Enzyme für den Abbau von Glucose über den ED-Weg vorhanden sind 

(Gottschalk et al., 1964), wird mit dem Fehlen eines aktiven Transportsystems begrün-

det (König et al., 1969). 

Der Entner-Doudoroff-Weg stellt gegenüber dem Embden-Meyerhof-Parnas-Weg 

(EMP) einen alternativen Abbauweg für Kohlenhydrate dar, welcher eine niedrigere 

ATP-Ausbeute aufweist und deshalb als ursprünglicher angesehen wird. Weit verbreitet 

ist der ED-Weg in aeroben oder anaeroben, respiratorischen Organismen, die ATP nicht 

nur aus der Substratstufen- sondern auch aus der Elektronentransport-Phosphorylierung 

beziehen. Im ED-Weg wird Glucose-6-Phosphat zu Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-

Phosphat oxidiert und dabei ein NAD(P)+ reduziert. Bei der folgenden Oxidation von 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu Pyruvat wird ein weiteres NAD+ reduziert und netto ein 

ATP gewonnen. Im Vergleich zur Glykolyse und dem oxidativen Pentose-Phosphat-

Weg beinhaltet der ED-Weg nur zwei zusätzliche Reaktionen:  

1. 6-Phosphogluconat wird durch die 6-Phosphogluconat-Dehydratase zu 2-Keto-

3-Desoxygluconat-6-Phosphat (KDPG) dehydratisiert.  

2. KDPG wird durch die KDPG-Aldolase in Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-

Phosphat gespalten. 
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H16_B2566
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H16_B1441
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H16_B1498, H16_B1499,

H16_B1500

Transporter ?
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EC 1.1.1.43
H16_B1213

Abb. 3.16: Schematische Darstellung des Abbaus verschiedener Substrate in R. eutropha 
über den Entner-Doudoroff-Weg nach KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Geno-
mes). Proteine sind - soweit möglich - durch EC-Nummern und durch die Bezeichnung der ko-
dierenden Sequenz gekennzeichnet. Blau umrandet, Proteine, die auf Chr.1 kodiert sind; rot 
umrandet, Proteine, die auf Chr.2 kodiert sind. CDSs zu Proteinen gleicher Hintergrundfarbe 
sind in einem gemeinsamen Cluster lokalisiert. 
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Was den Enzymapparat des ED-Weges in R. eutropha angeht, so ist eine klare Zuord-

nung verschiedener Bereiche zu den beiden großen Replikons möglich: 

• Die Aufnahme und Umsetzung von Fructose und die Umsetzung von Glucose 

über den ED-Weg sind vollständig auf Chr.2 und in wesentlichen Bestandteilen 

auch ausschließlich auf Chr.2 kodiert (Abb. 3.16). Zu den Genen, die nur auf 

Chr.2 vorliegen, gehören das Aufnahme-System für Fruktose, Fructokinase 

(EC 2.7.1.4) und Glucokinase (EC 2.7.1.2), 6-Phospho-Gluconolactonase 

(EC 3.1.1.31) und KDPG-Aldolase (EC 4.1.2.14). 

• Für den Abbau von Gluconat über den ED-Weg wird dagegen die Gluconat-

Kinase (EC 2.7.1.12) benötigt, die ausschließlich auf Chr.1 kodiert sind, ebenso 

wie zwei weitere Enzyme, die die Umsetzung von 2-Ketogluconat zu 6-

Phosphogluconat katalysieren (Abb. 3.16). Verschiedene andere Enzyme sind 

sowohl auf Chr.1 als auch auf Chr.2 kodiert.  

 

Die Enzyme des ED-Weges sind in R. eutropha im wesentlichen in fünf Clustern ko-

diert, von denen sich vier auf Chr.2 befinden: 

Cluster 1 (Tab. 3.4) weist starke Ähnlichkeit zu dem in Sinorhizobium meliloti 

charakterisierten frc-Operon auf (Lambert et al., 2001). Cluster 1 kodiert für ein 

potentielles Fructose-ABC-Transportsystem (H16_B1498-1500), eine Fructokinase (EC 

2.7.1.4, H16_B1503), eine von zwei Phosphoglucose-Isomerasen (EC 5.3.1.9, 

H16_B1502) und eine von drei Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenasen (EC 1.1.1.49, 

H16_B1501). Ob es sich bei Cluster 1 tatsächlich um das für Aufnahme und Umsetzung 

von Fructose verantwortliche Operon handelt, wird zur Zeit untersucht (B. Bowien, 

persönliche Mitteilung). 

Tab. 3.4: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 1 auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1 H16_B1497 frcRa transcriptional regulator  
2 H16_B1498 frcAa ABC transporter, ATP-binding protein   
3 H16_B1499 frcCa ABC transporter, putative fructose permease  
4 H16_B1500 frcBa putative fructose binding protein  
5 H16_B1501 zwf2 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1.1.1.49 
6 H16_B1502 pgi2 glucose-6-phosphate isomerase 5.3.1.9 
7 H16_B1503 frc fructokinase 2.7.1.4 

a aus Sinorhizobium meliloti (Lambert et al., 2001). 
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Cluster 2 (Tab. 3.5) kodiert für eine potentielle Glucokinase (H16_B2564), eine 

weitere Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (H16_B2566) sowie die einzige 6-

Phospho-Gluconolactonase (H16_B2565) und eine Phosphogluconat-Dehydratase 

(EC 4.2.1.12, H16_B2567). 

Tab. 3.5: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 2 auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 H16_B2567 edd phosphogluconate dehydratase 4.2.1.12 
2 H16_B2566 zwf3 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1.1.1.49 
3 H16_B2565 pgl 6-phosphogluconolactonase 3.1.1.31 
4 H16_B2564 glk glucokinase 2.7.1.2 
5 H16_B2563  two component response regulator  
6 H16_B2562  two component sensor histidine kinase  

 

Cluster 3 (Tab. 3.6) kodiert für das Schlüsselenzym des ED-Weges, die einzige 2-

Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat-Aldolase im Genom von R. eutropha (H16_B1213). 

Durch die 2-Keto-3-Desoxyglucokinase (EC 2.7.1.45, H16_B1212) könnte mit 2-Keto-

3-Desoxygluconat ein zusätzliches Substrat in den ED-Weg eingeschleust werden. 

Schließlich enthält Cluster 3 eine von zwei Gluconat-Permeasen (H16_B1207). 

Tab. 3.6: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 3 auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1 H16_B1213 eda 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate aldolase 4.1.2.14 
2 H16_B1212 kdgK 2-keto-3-deoxygluconate kinase 2.7.1.45 
3 H16_B1211  amino acid aldolase or racemase  
4 H16_B1210  transcriptional regulator  
5 H16_B1209  N-acyl-D-amino acid deacylase 3.5.1.14 
6 H16_B1208  endoribonuclease  
7 H16_B1207 gntP gluconate permease   

 

Cluster 4 auf Chr.2 (Tab. 3.7) kodiert für eine 2-Ketogluconat-Kinase (EC 

2.7.1.13, H16_B1812) und eine potentielle 2-Keto-6-Phosphogluconat-Reduktase (EC 

1.1.1.43, H16_B1813). Aktivitäten für beide Enzyme wurden in R. eutropha nachge-

wiesen wurden (Nandadasa et al., 1974) und könnten für den Abbau von 2-

Ketogluconat über den ED-Weg verantwortlich sein. 

Tab. 3.7: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 4 auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1 H16_B1812 kgka 2-Ketogluconatkinase 2.7.1.13 
2 H16_B1813 kgra 2-keto-6-phosphogluconate reductase 1.1.1.43 

a aus Pseudomonas putida (Vicente & Canovas, 1973). 
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Cluster 5 auf Chr.1 (Tab. 3.8) kodiert für eine zweite Gluconat-Permease 

(H16_A3011). In diesem Cluster ist außerdem eine von zwei Gluconolactonasen kodiert 

(EC 3.1.1.17, H16_A3012), mit deren Hilfe ein weiteres potentielles Substrat, das D-

Glucono-1,5-Lacton, in den Entner-Doudoroff-Weg eingespeist werden könnte. Die 

zweite Gluconolactonase ist auf Chr.1 kodiert (Abb. 3.16). 

Tab. 3.8: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 5 auf Chr.1. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1 H16_A3011 gntP gluconate permease  
2 H16_A3012 gnl1 gluconolactonase 3.1.1.17 

 

 

Cluster 6 auf Chr.1 (Tab. 3.9) kodiert für die einzige Gluconatkinase im Genom 

von R. eutropha (EC 2.7.1.12, H16_A1179) sowie eine weitere Phosphogluconat-

Dehydratase (H16_A1178). 

Tab. 3.9: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 5 auf Chr.1. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1 H16_A1177  transcriptional regulator  
2 H16_A1178 edd1 phosphogluconate dehydratase 4.2.1.12 
3 H16_A1179 gntV gluconate kinase 2.7.1.12 

 

Cluster 6 auf Chr.1 kodiert für eine potentielle 2-Ketogluconat-Kinase und eine 

potentielle 2-Keto-6-Phosphogluconat-Reduktase, deren Aktivitäten in R. eutropha 

nachgewiesen wurden (Nandadasa et al., 1974). 

 

3.I.4.2.1.2 Abbau von aus Zuckern abgeleiteten Säuren 

Möglicherweise erweitert Chr.2 das Substratspektrum von R. eutropha um zwei weitere 

von Zuckern abgeleitete Säuren: Glucarat und Galactarat (Abb. 3.17). Drei Gene, die 

innerhalb eines Clusters von insgesamt sechs Genen, jedoch auf unterschiedlichen 

Strängen lokalisiert sind, kodieren für die Enzyme des vollständigen Abbaus von D-

Glucarat zu 2-Oxoglucarat: Glucarat-Dehydratase (EC 4.2.1.40, H16_B0127), 5-

Dehydro-4-Desoxyglucarat-Dehydratase (EC 4.2.1.41, H16_B0131) und 2-Oxo-

Glutarat-Semialdehyd-Dehydrogenase (EC 1.2.1.26, H16_B0130). Zwei weitere CDSs 

innerhalb dieses Clusters (H16_B0128, H16_B0129) weisen Ähnlichkeiten auf Protein-
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ebene zu einer Domäne auf, die als Bordetella uptake gene product beschrieben wurde 

(pfam03401, Bug). Dabei handelt es sich wahrscheinlich um ein extraplasmatisches 

Bindeprotein, das in vielen β-Proteobakterien stark überrepräsentiert ist (Antoine et al., 

2003). Im gleichen Cluster ist ein Transkriptionsregulator kodiert (H16_B0126), der 

möglicherweise an der Regulation des Clusters beteiligt ist. An anderer Stelle auf Chr.2 

ist eine potentielle D-Galactarat-Dehydratase kodiert (H16_B0126), die sich keinem 

Cluster zuordnen läßt. Dieses Enzym könnte mit D-Galactarat ein zusätzliches Substrat 

in den Glucarat-Abbau einspeisen. 

H16_B0126

H16_B0128 H16_B0127

H16_B0130H16_B0131

D-Glucarat 5-Dehydro-
4-Desoxy-D-Glucarat 2,5-Dioxopentanoat 2-Oxoglutarat

D- Galactarat

EC 4.2.1.40
H16_B0127

EC 4.2.1.41
H16_B0131

EC 1.2.1.26
H16_B0130

EC 4.2.1.42
H16_B0965

D-Glucarat 5-Dehydro-
4-Desoxy-D-Glucarat 2,5-Dioxopentanoat 2-Oxoglutarat

D- Galactarat

EC 4.2.1.40
H16_B0127

EC 4.2.1.41
H16_B0131

EC 1.2.1.26
H16_B0130

EC 4.2.1.42
H16_B0965

a)

b)

H16_B0129

Abb. 3.17: a) Schematische Darstellung des D-Glucarat- und D-Galactarat-Abbaus nach 
KEGG; b) Cluster kodierender Sequenzen für Enzyme des D-Glucarat-Abbaus. 

Der gesamte Enzymapparat des Glucarat- und Galactarat-Abbaus ist in R. solana-

cearum auf dem Megaplasmid kodiert, allerdings innerhalb eines einzigen Operons, zu 

dem außerdem ein potentieller Glucarat/Galactarat-Transporter gehört. 

 

3.I.4.2.1.3 Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe 

Der aerobe Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe gliedert sich im wesentlichen in 

folgende Schritte (Lengeler et al., 1999):  

1. Je nach Anzahl und Position der Substitutionen des aromatischen Ringes werden 

unterschiedliche Substrate in wenige zentrale Zwischenprodukte überführt, von 

denen Catechol, Protocatechuat und Gentisat die häufigsten darstellen. Generell 

 71



ERGEBNISSE  KAPITEL 3 

werden 1,2-disubstituierte, nicht-substituierte und viele monosubstituierte Aro-

maten über Catechol abgebaut, 1,3- und 1,4-disubstituierte und polysubstituierte 

Aromaten dagegen über Protocatechuat. Tryptophan wird über Anthranilat zu 

Catechol umgesetzt.  

2. Dioxygenasen spalten die aromatischen Ringe von Catechol und Protocatechuat. 

Je nach Position der oxidativen Spaltung am zentralen aromatischen Zwischen-

produkt unterscheidet man zwischen ortho- und meta-Spaltung. 

3. Nicht-zyklische Produkte der oxidativen Spaltung werden weiter abgebaut zu 

Zwischenprodukten zentraler Stoffwechselwege. 

 

R. eutropha ist in der Lage, verschiedene aromatische Verbindungen als ausschließliche 

Energie- und Kohlenstoffquellen zu nutzen. Zu diesen Verbindungen gehören Benzoat, 

davon abgeleitete m- und p-Hydroxy-Derivate, Phenol und Tryptophan (Davis et al., 

1969; Johnson & Stanier, 1971). Enzymatische Untersuchungen konnten zeigen, daß 

Benzoat und p-Hydroxybenzoat über den β-Ketoadipat-Weg, m-Hydroxybenzoat über 

den Gentisat-Weg und Phenol über den meta-Spaltungs-Weg abgebaut werden (Johnson 

& Stanier, 1971). Die Komponenten des aeroben Abbaus aromatischer Kohlenwasser-

stoffe verteilen sich im Genom von R. eutropha auf eine Reihe größerer und kleinerer 

Cluster auf Chr.1 und Chr.2 (Tabellen 3.9-12; Abb. 3.18, Abb. 3.19). Im wesentlichen 

lassen sich die kodierenden Eigenschaften beider Replikons folgendermaßen zusam-

menfassen: 

 

• Chr.1 kodiert für den vollständigen Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe, die 

über das Zwischenprodukt Catechol und den β-Ketoadipat-Weg umgesetzt werden 

(Tab. 3.10, Abb. 3.18) und für den Abbau von Tryptophan. Einzelne Schritte an-

derer Abbau-Wege sind ebenfalls auf Chr.1 kodiert (Abb. 3.19). 

• Chr.2 erweitert einerseits den β-Ketoadipat-Weg für Substrate, die über das Zwi-

schenprodukt Protocatechuat umgesetzt werden (Tab. 3.11, Abb. 3.18) und kodiert 

andererseits für den vollständigen Abbau phenolischer Substrate über den meta-

Spaltungs-Weg (Tab. 3.12, Abb. 3.19). Weitere Cluster auf Chr.2 kodieren für ei-

nen Teil des auf Chr.1 kodierten β-Ketoadipat-Weges und für weitere Abbau-

Wege, die auf Basis der Sequenzdaten nicht eindeutig annotiert werden können 

(Tab. 3.13). 
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Tab. 3.10: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe, CDSs auf Chr.1. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1. Abbau von Benzoat und Dihydroxybenzoat über β-Ketoadipat-Weg 
1 H16_A1965 benM benzoate operon transcriptional regulator  
2 H16_A1964 catA catechol 1,2-dioxygenase 1.13.11.1 
3 H16_A1963 benA benzoate 1,2-dioxygenase 

hydroxylase component, alpha subunit 
1.14.12.10 

4 H16_A1962 benB benzoate 1,2-dioxygenase  
hydroxylase component, beta subunit 

1.14.12.10 

5 H16_A1961 benC benzoate 1,2-dioxygenase  
electron transfer component 

1.14.12.10 

6 H16_A1960 benD cis-1,2-dihydroxycyclohexa-3,5-diene- 
1-carboxylate dehydrogenase 

1.3.1.55 

7 H16_A1959  predicted hydrolase or acyltransferase  
8 H16_A1966 catB1 muconate cyclo-isomerase 5.5.1.1 
9 H16_A1967 catC muconolactone delta-isomerase 5.3.3.4 

10 H16_A1968 catD1 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase 3.1.1.24 
11 H16_A1969  conserved hypothetical protein  
2. Abbau von Tryptophan zu Antranilat 
1 H16_A2814  predicted metal-dependent hydrolase  
2 H16_A2815  L-kynurenine hydrolase 3.7.1.3 
3 H16_A2816  tryptophan 2,3-dioxygenase 1.13.11.11 

3. Komponenten aus dem Aromaten-Abbau über meta-Spaltung 
1 H16_A1806  acetaldehyde dehydrogenase oxidoreductase 1.2.1.10 
2 H16_A1807  4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 4.1.3.- 

4. Einzelne Gene 
 H16_A2672  benzoate transporter  
 H16_A2422  3-carboxy-cis,cis-muconate cyclo-isomerase  5.5.1.2 
 

Tab. 3.11: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe über den β-Ketoadipat-Weg, CDSs 
auf Chr.2. 

Nr. CDS Annotation EC-Nummer 
1. Abbau von 4-Hydroxybenzoat zu 3-Oxoadipat 
1 H16_B2293 4-hydroxybenzoate transporter   
2 H16_B2292 transcriptional regulator  
3 H16_B2291 protocatechuate 3,4-dioxygenase beta chain 1.13.11.3 
4 H16_B2290 protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha chain 1.13.11.3 
5 H16_B2289 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase 5.5.1.2 
6 H16_B2288 4-carboxymuconolactone decarboxylase 4.1.1.44 
7 H16_B2287 transcriptional regulator  
8 H16_B2286 p-hydroxybenzoate hydroxylase 1.14.13.2 

2. Abbau von 3-Oxoadipat 
1 H16_B0198 3-oxoadipate CoA-transferase subunit A 2.8.3.6 
2 H16_B0199 3-oxoadipate CoA-transferase subunit B 2.8.3.6 
3 H16_B0200 beta-ketoadipyl CoA thiolase 2.3.1.16 
4 H16_B0201 short chain dehydrogenase 1.-.-.- 
5 H16_B0202 putative exported protein  

3. Weitere einzelne Gene aus dem β-Ketoadipat-Weg 
 H16_B1584 muconolactone delta-isomerase 2 5.3.3.4 
 H16_B1583 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase 3.1.1.24 
 H16_B0536 muconate cyclo-isomerase  5.5.1.1 
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bb. 3.18: Schematische Darstellung des Abbaus aromatischer Kohlenwasserstoffe in 
R. eutropha über den β-Ketoadipat-Weg nach KEGG (ortho-Spaltung). Blau umrandet, Pro-
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teine, die auf Chr.1 kodiert sind; rot umrandet, Proteine, die auf Chr.2 kodiert sind; grün umran-
det, Proteine, die auf pHG1 kodiert sind. CDSs zu Proteinen gleicher Hintergrundfarbe sind in 
einem gemeinsamen Cluster lokalisiert. 
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Der vollständige Abbau von Phenol über Catechol zu Pyruvat und Acetyl-CoA 

durch

Tab. 3.12: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe über den meta-Spaltungs-Weg, CDSs 

 den meta-Spaltungs-Weg ist in einem einzigen Cluster kodiert (Tab. 3.12, 

Abb. 3.19), der starke Ähnlichkeit zum dmp-Operon aufweist, das in diesem Zusam-

menhang auf dem Megaplasmid pVI150 in Pseudomonas sp. CF600 charakterisiert 

wurde (Shingler et al., 1992). Ein weiterer Cluster kodiert möglicherweise für die En-

zyme zum Abbau von Biphenyl über den meta-Spaltungs-Weg. Einige CDSs weisen 

Ähnlichkeiten zu Genen des in Burkholderia xenovorans LB400 charakterisierten bph-

Operons auf (Hofer et al., 1994). 

auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1. Abbau von Phenol über meta-Spaltung 
1 H16_B0535  transcriptional regulator, LysR family  
2 H16_B0536 catB2 muconate cyclo-isomerase 5.5.1.1 
3 H16_B0537  putative exported protein  
4 H16_B0538 dmpKb activator of phenol-degradative genes  
5 H16_B0539 dmpLb tein 1.14.13.7 phenol hydroxylase P0 pro
6 H16_B0540 dmpMb phenol hydroxylase P1 protein 1.14.13.7 
7 H16_B0541 dmpNb phenol hydroxylase P2 protein 1.14.13.7 
8 H16_B0542 dmpOb phenol hydroxylase P3 protein 1.14.13.7 
9 H16_B0543 dmpPb phenol hydroxylase P4 protein 1.14.13.7 
10 H16_B0544 dmpQb phenol hydroxylase P5 protein 1.14.13.7 
11 H16_B0545 dmpBb 2Fe-2S ferredoxin  
12 H16_B0546 dmpCb catechol 2,3-dioxygenase 1.13.11.2 
13 H16_B0547 dmpEb 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase 1.2.1.32 
14 H16_B0548 dmpHb 2-hydroxypent-2,4-dienoate hydratase 4.2.1.80 
15 H16_B0549 dmpIb 4-oxalocrotonate decarboxylase 4.1.1.77 
16 H16_B0550 dmpFb 4-oxalocrotonate tautomerase 5.3.2.- 
17 H16_B0551 dmpGb acetaldehyde dehydrogenase 1.2.1.10 
18 H16_B0552 dmpKb 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 4.1.3.- 
2. wa  A ohrscheinlich bbau v n Biphenyl über meta-Spaltung 
1 H16_B0600 bphD 2,6-dioxo-6-phenylhexa-3-enoate hydrolase 3.7.1.8 
2 H16_B0599  oxidoreductase short-chain dehydrogenase  
3 H16_B0598  hypothetical membrane associated protein  
4 H16_B0597 bphH 4.2. .80 2-oxopent-4-enoate hydratase 1
5 H16_B0596  acetaldehyde dehydrogenase 1.2.1.10 
6 H16_B0595 bphI 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 4.1.3.- 

3 in a m A altung . E zelnes Gen us de bbau von Biphenyl über meta-Sp
 H16_B0654 bphC 1. 9 biphenyl-2,3-diol 1,2-dioxygenase 13.11.3

a aus Acinetobacter lwoffi K24 (Kim et al., 1998). 
b

). 
 aus s 60

c aus Burkholderia xenovorans (Hofer et al., 1994
Pseudomona  sp. CF 0 (Shingler et al., 1992). 
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Phenol

DmpKLMNOP
EC 1.14.13.7
P0: H16_B0539   P3: H16_B0542
P1: H16_B0540 P4: H16_B0543
P2: H16_B0541 P5: H16_B0544

Catechol

2-Hydroxymuconat-
Semialdehyd

DmpB
EC 1.13.11.2
H16_B0546

DmpG
EC 4.1.3.-
H16_B0552

2-Hydroxymuconat
(4-Oxalocrotonat, 

Enol-Form)

DmpC
EC 1.2.1.32
H16_B0547

γ-Oxalocrotonat
(4-Oxalocrotonat,

Keto-Form)

DmpI
EC 5.3.2.-
H16_B0550

2-Oxopent-4-Enoat

DmpH
EC 4.1.1.77
H16_B0549

DmpE
EC 4.2.1.80
H16_B0548

cis-2-Hydroxypenta-
2,4-Dienoat

4-Hydroxy-
2-Oxopentanoat

BphH
EC 4.2.1.80
H16_B0597

BphD
EC 3.7.1.8
H16_B0600

Benzoat

2-Hydrox-6-Oxo-
6-Phenylhexa-

2,4-dienoat

BphC
EC 1.13.11.39
H16_B0654

BphI
EC 4.1.3.-
H16_B0595

H16_A1807

2,3-Dihydroxy-
Biphenyl

2,3-Dihydro-
2,3-Dihydroxy-

Biphenyl

Biphenyl

BphB
EC 1.3.1.56
nicht eindeutig 
identifiziert

BphAEFG
EC 1.14.12.18
nicht eindeutig 
identifiziert

Acetyl-CoA

DmpF
EC 1.2.1.10
H16_B0551

EC 1.2.1.10
H16_B0596

Pyruvat Acetaldehyd+
H16_A1806

Abb. 3.19: Schematische Darstellung des Abbaus aromatische Kohlenwasserstoffe in 
R. eutropha über den meta-Spaltungs-Weg nach KEGG. Blau umrandet, Proteine, die auf 
Chr.1 kodiert sind; rot umrandet, Proteine, die auf Chr.2 kodiert sind; schwarz umrandet, Protei-
ne, die nicht eindeutig identifiziert werden konnten. CDSs zu Proteinen gleicher Hintergrundfar-
be sind in einem gemeinsamen Cluster lokalisiert. Die Bezeichnungen der Proteine beziehen 
sich auf Shingler et al. (1992) (Dmp-Proteine) bzw. Hofer et al. (1994) (Bph-Proteine). 
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Diejenigen Cluster, die auf Basis der Sequenzdaten nicht zuverlässig annotiert 

werden können bzw. unvollständig vorliegen, kodieren möglicherweise für Enzyme, die 

den Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe über Gentisat und Homogentisat und den 

Abbau chlorierter Aromaten über Chlorocatechol katalysieren (Tab. 3.13). 

Tab. 3.13: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe über weitere Wege, CDSs auf Chr.2. 

Nr. CDS Annotation EC-Nummer 
1. Abbau über Homogentisat 
1 H16_B1671 transcriptional regulator, LysR family 1.13.11.5 
2 H16_B1670 fumarylacetoacetase 3.7.1.2 

2. Abbau über Gentisat 
1 H16_B0872 transcriptional regulator, LysR-family  
2 H16_B0873 gentisate 1,2-dioxygenase 1.13.11.4 
3 H16_B0874 fumarylpyruvate hydrolase 3.7.1.5 
4 H16_B0875 maleylpyruvate isomerase 5.2.1.4 
5 H16_B0876 3-Hydroxybenzoate 6-hydroxylase 1.14.13.24 
6 H16_B0877 4-hydroxybenzoate transporter   

3. Potntiell am Abbau von Chlorocatechol beteiligt 
1 H16_B0967 transcriptional regulator, LysR-family  
2 H16_B0968 6-chlorohydroxyquinol-1,2-dioxygenase 1.13.11. 
3 H16_B0969 conserved hypothetical protein  
4 H16_B0970 maleylacetate reductase 1.3.1.32 
5 H16_B0971 FAD-dependent monooxygenase 1.14.13.1- 
6 H16_B0971 putative dipeptidylaminopeptidase  
 

3.I.4.2.1.4 Acetoin-Abbau 

R. eutropha wächst auf Acetoin als einziger Kohlenstoffquelle (Steinbüchel et al., 

1987). Biochemische Hintergründe des Acetoin-Stoffwechsels in R. eutropha  wurden 

bereits gut untersucht und veröffentlicht (Frund et al., 1989; Priefert et al., 1991). Die 

genetischen Informationen für die Umsetzung von Acetoin sind in R. eutropha in einem 

einzigen Operon kodiert (Priefert et al., 1991), das sich auf Chr.2 befindet (acoXABC; 

Tab. 3.14). In R. solanacearum konnte kein entsprechendes Operon lokalisiert werden. 

Tab. 3.14: Acetoin-Katabolismus, acoXABC-Operon und Regulator acoR auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer 
1 H16_B0142 acoR acetoin catabolism regulatory protein R 3.6.1.- 
2 H16_B0143 acoX acetoin catabolism protein X 2.7.1.23 
3 H16_B0144 acoA acetoin dehydrogenase E1 component alpha-subunit 1.2.4.- 
4 H16_B0145 acoB acetoin dehydrogenase E1 component beta-subunit 1.2.4.1 
5 H16_B0146 acoC acetoin dehydrogenase  

dihydrolipoamide S-acetyltransferase component 
2.3.1.12 
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3.I.4.2.2 Erschließung alternativer Stickstoff-Quellen 

3.I.4.2.2.1 Cyanat-Hydratase 

Das cynTSX-Operon ermöglicht es Escherichia coli K12, auf Cyanat als einziger Stick-

stoffquelle zu wachsen (Sung & Fuchs, 1988). Es kodiert für eine Cyanat-Hydratase 

(cynS), eine Carboanhydrase (cynT) und ein Protein unbekannter Funktion (cynX). 

Durch die Cyanat-Hydratase wird Cyanat mit Bicarbonat zu Ammonium und Kohlendi-

oxid umgesetzt. Für das Wachstum auf Cyanat scheint die Carboanhydrase zur Re-

Fixierung des freigesetzten Kohlendioxids eine wichtige Rolle zu spielen, da cynT--

Mutanten in ihrem Wachstum auf Cyanat stark gehemmt werden (Guilloton et al., 

1993).  

Ein Gen auf Chr.2 (H16_B0046) zeigt 41 % Identität auf Proteinebene zu CynS 

aus E. coli K12 (Blattner et al., 1997) und 74 % Identität zu einem C-terminalen Frag-

ment einer Cyanat-Hydratase (tr|Q8XPL0), das in R. solanacearum auf dem Megaplas-

mid lokalisiert ist. Die Cyanat-Hydratase aus R. eutropha ist in einem Cluster mit einem 

Regulator (H16_B0049), einer potentiellen Nucleosid-Deaminase (H16_B0048) – also 

einem weiteren Ammonium freisetzenden Enzym – und einem cynX-analogen Gen 

(H16_B0047) kodiert. Eine β-Carboanhydrase mit großer Ähnlichkeit zu CynT ist eben-

falls auf Chr.2 lokalisiert (H16_B2270), jedoch in einem ca. 400 kbp entfernten Operon, 

das unter anderem für die respiratorische Nitrat- und Nitrit-Reduktase auf Chr.2 kodiert. 

 

3.I.4.2.2.2 Formamidase 

Das Wachstum auf Formamid als einziger Stickstoffquelle wird in Aspergillus nidulans 

durch die Formamidase vermittelt, ein Enzym, das die hochspezifische Hydrolyse von 

Formamid zu Ammonium und Formiat katalysiert (Hynes, 1975). In Form einer Meta-

bolit-Repression wird das Gen für die Formamidase (fmdS) in Abhängigkeit von der 

Verfügbarkeit anderer Stickstoffquellen wie Ammonium und Glutamin reguliert 

(Marzluf, 1997).  
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Auch für R. eutropha wurde die Fähigkeit nachgewiesen, Formamid als Stick-

stoffquelle über die Aktivität einer Formamidase zu nutzen (Friedrich & Mitrenga, 

1981). Eine potentielle Formamidase (H16_B0072) ist in einem Cluster auf Chr.2 ko-

diert und weist eine Identität auf Proteinebene von 53 % zu der in A. nidulans charakte-

risierten FmdS (gi|12620135; Fraser et al., 2001) und 71 % zu einem in Methylophi-

lus methylotrophus charakterisierten Enzym (gi|3913682; Wyborn et al., 1994) auf. Zu 

diesem Cluster gehören außerdem mehrere ABC-Transportsysteme (H16_B0073-0077) 

sowie ein Zwei-Komponenten-Regulationssystem aus Sensor-Histidin-Kinase 

(H16_B0078) und Response Regulator (H16_B0079). 

 

3.I.4.2.2.3 Ethanolamin-Ammonium-Lyase 

Salmonella typhimurium wächst auf Ethanolamin als einziger Stickstoff- und Kohlen-

stoffquelle (Chang & Chang, 1975). Das Substrat wird durch die Ethanolamin-

Ammonium-Lyase, ein Vitamin B12-abhängiges Enzym, zu Ammonium und Acetalde-

hyd umgesetzt und durch die Acetaldehyd-Dehydrogenase (EC 1.2.1.10) weiter zu Ace-

tyl-Coenzym A abgebaut (Jones & Turner, 1984). Der Adenosyl-Cobalamin-Cofaktor 

(Vitamin B12), wird in R. eutropha wahrscheinlich aus Zwischenprodukten syntheti-

siert, die aus dem Medium aufgenommen werden. Die dafür notwendigen Gene sind auf 

Chr.1 lokalisiert. 

Eine potentielle Ethanolamin-Ammonium-Lyase aus R. eutropha ist auf Chr.2 in 

einem Cluster aus drei Genen kodiert. Dieser Cluster setzt sich aus Genen für die große 

und kleine Untereinheit des Enzyms (H16_B0096-0097) und für ein Membranprotein 

zusammen (H16_B0095), bei dem es sich möglicherweise um eine Permease handelt. 

Große und kleine Untereinheit der Ethanolamin-Ammonium-Lyase zeigen 51 % und 

36 % Sequenzidentität auf Proteinebene mit den in S. typhimurium LT2 charakterisier-

ten Proteinen (sp|P19265, sp|P19264; Faust et al., 1990) und noch stärkere Überein-

stimmung zu den Untereinheiten aus Pseudomonas syringae DC3000 (tr|Q889M2, 

sp|Q889M3) und R. solanacearum (tr|Q8XUQ9, tr|Q8XUR0).  
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3.I.4.2.3 Alternative Phosphorquellen 

Eine Reihe Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien ist in der Lage, Phosphonate 

abzubauen und als einzige Phosphatquelle zum Wachstum zu nutzen (Harkness, 1966). 

Phosphonate bezeichnen organische Verbindungen von hoher chemischer Stabilität, die 

sich durch direkte, kovalente Bindungen zwischen Phosphor- und Kohlenstoffatomen 

auszeichnen. Phosphonate werden in zunehmendem Maße durch industrielle Prozesse 

freigesetzt, beispielsweise über Abwässer der Textil-Industrie (Nowack, 1998) und über 

das Herbizid Glyphosat (Round up, Fa. Monsanto, USA), bei dem es sich um eines der 

meistverbreiteten Herbizide weltweit handelt (Aspelin, 1997). Genauere Daten über 

Phosphonat-Konzentrationen in der Umwelt liegen bisher nicht vor; aufgrund ihrer 

chemischen Stabilität findet unter natürlichen Bedingungen aber praktisch kein biologi-

scher Abbau diese Xenobiotika statt (Nowack, 2003). Deshalb besteht Interesse an den 

genetischen Grundlagen des Phosphonat-Abbaus, der in verschiedenen Organismen un-

tersucht wurde (Chen et al., 1990; White & Metcalf, 2004). 

In R. eutropha sind in einem Cluster auf Chr.2 acht Gene als „phosphonate meta-

bolism protein“ annotiert: phnFGHIJKLM (H16_B1289-1282). Dieser Cluster weist 

starke Übereinstimmungen in Sequenz und Reihenfolge der Gene zu einem phn-Operon 

auf dem Megaplasmid pSymB aus Sinorhizobium meliloti auf (Finan et al., 2001). In 

R. solanacearum wurde kein phn-Operon identifiziert. 

 

3.I.4.3 Synthese von Pyrroloquinolinquinon (PQQ) 

Pyrroloquinolinquinon (PQQ) wurde zunächst als Cofaktor einer bakteriellen Alkohol-

Dehydrogenase beschrieben (Salisbury et al., 1979). PQQ konnte in menschlicher Mut-

termilch (Mitchell et al., 1999) und als wichtiger Nahrungsbestandteil in Mäusen nach-

gewiesen werden (Killgore et al., 1989). Da es darüberhinaus Hinweise auf eine Rolle 

von PQQ als Cofaktor im enzymatischen Abbau von Lysin in Säugetieren gibt, wird ei-

ne Vitaminfunktion von PQQ auch für höhere Organismen diskutiert (Kasahara & Kato, 

2003).  
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In Klebsiella pneumoniae wurden sechs Gene identifiziert, die an der Synthese 

von PQQ beteiligt sind (Meulenberg et al., 1992); die Expression von vier Genen 

(pqqACDE) wurde dagegen als hinreichend für die PQQ-Synthese in Acinetobacter cal-

coaceticus gezeigt. Davon ausgehend wurde spekuliert, daß in K. pneumoniae mögli-

cherweise ein anderes Substrat das Ausgangsprodukt der PQQ-Synthese bildet (Goosen 

et al., 1989). 

Auf Chr.2 in R. eutropha ist ein Cluster aus vier Genen kodiert (H16_B1052-

1049), der starke Übereinstimmungen in der Sequenz und der Organisation zu den 

pqqBCDE-Operons aus Pseudomonas syringae (Buell et al., 2003), R. eutropha 

JMP134 und Burkholderia xenovorans LB400 (beide DOE Joint Genome Institute) 

zeigt. Das Gen pqqA, das in R. eutropha und anderen Organismen fehlt, kodiert für ein 

kurzes Peptid von 23 Aminosäuren, das wahrscheinlich als Vorläufer für die PQQ-

Biosynthese dient (Goosen et al., 1992). Über die Funktion der potentiellen Endopepti-

dase PqqF aus Klebsiella pneumoniae (Meulenberg et al., 1992), dem zweiten fehlen-

den Gen in R. eutropha, gibt es keine weiteren Informationen. Stromabwärts vom pqq-

Operon, auf dem gegenüberliegenden Strang, liegt ein Cluster aus drei CDSs, der für 

ein potentielles Cytochrom c (H16_B1048), eine potentielle PQQ-abhängige Alkohol-

Dehydrogenase (H16_B1047) und eine Zink-abhängige Metallhydrolase oder Glyoxyla-

se (H16_B1046) kodiert. 

 

3.I.4.4 Kdp-ATPase 

Kalium-Ionen spielen ein wichtige Rolle bei der Osmoregulation von Bakterien. Aus 

diesem Grund besitzen Bakterien eine Reihe von Influx- und Efflux-Systemen zur Kon-

trolle der K+-Konzentration (Stumpe et al., 1996). In Escherichia coli wird das 

kdpFABC-Operon unter K+-limitierenden Bedingungen und bei hoher Osmolarität des 

Mediums induziert (Rhoads et al., 1976). Es wird als eine Art Notfallsystem angesehen, 

das eine K+-Versorgung garantiert, wenn eine ausreichende Aufnahme von Kalium-

Ionen durch andere Systeme nicht gewährleistet werden kann (Epstein, 2003). Die Ex-

pression des kdpFABC-Operons wird durch ein Zwei-Komponenten-Regulationssystem 

kontrolliert (kdpDE), welches direkt stromabwärts identifiziert wurde (Walderhaug et 

al., 1992).  
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Das kdpABC-Operon kodiert für einen Enzymkomplex aus der Familie der P-Typ-

ATPasen, deren Mitglieder für den Membrantransport vieler Ionen verantwortlich sind 

(Okamura et al., 2003). kdpF kodiert für ein kurzes Peptid, das wahrscheinlich eine sta-

bilisierende Funktion auf den Enzymkomplex ausübt (Gassel et al., 1999). 

In R. eutropha konnte ein kdpABCDE-Cluster auf Chr.2 identifiziert werden 

(H16_B0898-0894), das einen hohen Grad an Konservierung in Sequenz und Organisa-

tion innerhalb der Bakterien aufweist. Stromaufwärts von kdpA ist in R. eutropha ein 

Gen lokalisiert, das zwar keine Sequenzähnlichkeit zu kdpF aus E. coli aufweist, aber 

ebenfalls für ein potentielles kurzes und hydrophobes Peptid kodiert. Ähnliche CDSs, 

die keine Übereinstimmung auf der Ebene der Proteinsequenz besitzen, aber für kurze 

hypothetische Peptide von 30 bis 90 Aminosäuren Länge kodieren, weisen auch andere 

kdp-Operons auf. 

 

3.I.4.5 Begeißelung 

Aufgrund von Unterschieden im Begeißelungstyp wurde ein Teil der Ralstonia-Spezies, 

zu dem auch R. eutropha und R. metallidurans gehören, in dem neuen Genus Wautersia 

zusammengefaßt (Vaneechoutte et al., 2004). Während R. solanacearum in unterschied-

lichen Quellen als unbeweglich (Coenye et al., 1999; De Baere et al., 2001) oder mit ein 

bis vier Flagellen polar begeißelt beschrieben wurde (Krieg & Holt, 1984; Tans-Kersten 

et al., 2001), besitzt R. eutropha eine peritriche Begeißelung (Davis et al., 1969; 

Vaneechoutte et al., 2004). Innerhalb der Spezies Aeromonas hydrophila wurden unter-

schiedliche Stämme charakterisiert, die sich ähnlich wie R. eutropha und 

R. solanacearum durch unterschiedliche Begeißelungstypen (polar und lateral) unter-

scheiden. In Mutationsversuchen konnte gezeigt werden, daß die Deletion eines Gens 

(flgN) die Bildung lateraler Flagellen reduziert, aber keinen Einfluß auf die allgemeine 

Fähigkeit zur Fortbewegung durch polare Geißeln besitzt (Altarriba et al., 2003).  
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Tab. 3.15: Flagellarapparat, verschiedene Gen-Cluster auf Chr.2. 

Nr. CDS Gen Annotation 
1 H16_B0252 flhB flagellar biosynthetic protein FlhB 
2 H16_B0253 flhA flagellar biosynthetic protein FlhA 
3 H16_B0254 flhF flagellar biosynthetic protein FlhF 
4 H16_B0255 motR flagellar biosynthesis regulator 
5 H16_B0256 fliA RNA polymerase sigma factor for flagellar operon (Sigma-28) 
6 H16_B0257 flhE flagellar protein FlhE precursor 
7 H16_B0258 flgN flagellar synthesis protein FlgN 
8 H16_B0259 flgM negative regulator of flagellin synthesis, anti-sigma factor 
9 H16_B0260 flgA flagellar basal-body P-ring formation protein FlgA precursor  
10 H16_B0261 flgB flagellar basal-body rod protein FlgB 
11 H16_B0262 flgC flagellar basal-body rod protein FlgC 
12 H16_B0263 flgD basal-body rod modification protein FlgD 
13 H16_B0264 flgE flagellar hook protein FlgE 
14 H16_B0265 flgF flagellar basal-body rod protein FlgF 
15 H16_B0266 flgG flagellar basal-body rod protein FlgG 
16 H16_B0267 flgH flagellar L-ring protein precursor FlgH 
17 H16_B0268 flgI flagellar P-ring protein precursor FlgI 
18 H16_B0269 flgJ peptidoglycan hydrolase (Muramidase FlgJ) 
19 H16_B0270 flgK flagellar hook-associated protein 1 
20 H16_B0271 flgL flagellar hook-associated protein 3 

    
1 H16_B0567 fliL flagellar protein FliL 
2 H16_B0566 fliM flagellar motor switch protein FliM 
3 H16_B0565 fliN flagellar motor switch protein FliN 
4 H16_B0564 fliO flagellar protein FliO 
5 H16_B0563 fliP flagellar protein FliP 
6 H16_B0562 fliQ flagellar biosynthetic protein FliQ 
7 H16_B0561 fliR flagellar biosynthetic protein FliR 
    

1 H16_B2359  conserved hypothetical protein 
2 H16_B2360 fliC flagellin FliC 
3 H16_B2361 flaG flagellar protein FlaG 
4 H16_B2362 fliD flagellar hook-associated protein 2 (flagellar cap protein)  
5 H16_B2363 fliS flagellar protein FliS 
6 H16_B2364 fliT flagellar protein FliT 
7 H16_B2365 fliK1 flagellar hook-length control protein FliK 
8 H16_B2366 flhB2 cytoplasmic domain of flagellar biosynthetic protein FlhB 
9 H16_B2367 fliE flagellar hook-basal body complex protein FliE  
10 H16_B2368 fliF flagellar M-ring protein FliF 
11 H16_B2369 fliG flagellar motor switch protein FliG 
12 H16_B2370 fliH flagellar assembly protein FliH  
13 H16_B2371 fliI flagellum-specific ATP synthase (EC 3.6.3.14)  
14 H16_B2372 fliJ flagellar protein FliJ 
15 H16_B2373 fliK2 putative flagellar hook-length control protein FliK 
 

 

In R. eutropha ist der Flagellarapparat im wesentlichen in den flg-, flh- und fli-

Operons kodiert, die ausnahmslos auf Chr.2 lokalisiert sind (Tab. 3.15). Zu jedem dieser 

Operons gibt es Entsprechungen auf dem Megaplasmid von R. solanacearum, die aller-

dings jeweils leichte Unterschiede in ihrer Anordnung aufweisen. Auffallende Abwei-
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chungen zwischen beiden Spezies konnten nur innerhalb des flg-Operons und dort be-

sonders in Bezug auf flgN festgestellt werden: Zwei Gene liegen in R. solanacearum 

fragmentarisch vor (flgAM; gi|17548562, gi|17548561), eines weist nur sehr geringe 

Ähnlichkeit zu bekannten, homologen Genen auf (flgN; gi|17548560). FlgM bindet als 

negativer Regulator den Flagellum-spezifischen Sigma-Faktor σ28 und kontrolliert so 

die Transkription der Flagellin-Gene (Kutsukake et al., 1994). Bei FlgA handelt es sich 

wahrscheinlich ebenso wie bei FlgN um ein periplasmatisches Chaperon (Fraser et al., 

1999; Nambu & Kutsukake, 2000). FlgN aktiviert außerdem die Translation von flgM 

(Karlinsey et al., 2000). Möglicherweise gehen phänotypische Unterschiede in der Form 

der Begeißelung zwischen R. eutropha und R. solanacearum im wesentlichen auf ein 

einziges fehlendes Gen – flgN – in R. solanacearum zurück. 

 

3.I.4.6 Synthese von Sekundärmetaboliten 

Bei der Annotation von Chr.2 aus R. eutropha konnten im Gegensatz zu Chr.1 einige 

auffallend lange CDSs identifiziert werden, die überwiegend in Clustern organisiert vor-

liegen und starke Ähnlichkeit zu Genen aus der Gruppe der pathogenen Proteobakterien 

aufweisen. Während eine genaue Annotation dieser Cluster aufgrund teilweise sehr 

schwacher Konservierung der einzelnen CDSs erschwert wird, deuten Ähnlichkeiten 

einzelner Gene auf Funktionen für den Sekundärmetabolismus hin, die beispielsweise in 

der Biosynthese von Antibiotika und Toxinen liegen könnten. 

 

3.I.4.6.1 Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPSs) 

Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPSs) versetzen Mikroorganismen in die Lage, 

strukturell vielfältige Sekundärmetabolite zu synthetisieren und dabei auch auf nicht-

proteinogene Aminosäuren zurückzugreifen. Nicht durch Ribosomen synthetisierte Pep-

tide können cyklische Peptid-Grundgerüste enthalten und sind als Antibiotika, Immun-

suppressiva und Anti-Tumor-Reagenzien von großem pharmazeutischen Interesse 

(Schwarzer & Marahiel, 2001). NRPSs werden modulartig aus repetitiven katalytischen 

Einheiten aufgebaut, die innerhalb einer CDS oder auf mehrere Gene verteilt vorliegen 

können (Guenzi et al., 1998). Die Reihenfolge der katalytischen Einheiten hat dabei 
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entscheidenden Einfluß auf die Spezifität und Reihenfolge der verknüpften Peptide 

(Stein et al., 1996). 

 

1 2 3

5 7 8 9 10 11 126 13 14

4

Abb. 3.20: Cluster einer Nicht-ribosomalen Peptid-Synthetase auf Chr.2. Die Nummerie-
rung der CDSs bezieht sich auf Tab. 3.16. 

 

Tab. 3.16: Zusammenhängender Gen-Cluster für eine Nicht-ribosomale Peptid-
Synthetase auf Chr.2. Ähnlichkeiten nach BLAST-Vergleich gegen NCBI. 

Nr. CDS Länge
[AA] 

Pathway [P], Annotation [A], 
Domänen [D] 

Ähnlichkeit 
[NCBI-BLAST] 

1 H16_B1692 474 A: putative aminotransferase (EC 2.6.1.-) 
Pseudomonas  
aeruginosa 
gi|11351184 

2 H16_B1691 277 D: COG2091, Sfp, phosphopantetheinyl transferase Gloeobacter violaceus 
gi|35212517 

3 H16_B1690 272 D: COG3208, GrsT, predicted thioesterase involved in 
non-ribosomal peptide biosynthesis. 

Azotobacter vinelandii 
gi|23106240 

4 H16_B1689 68 D: pfam03621, MbtH, found in the MbtH protein, as well 
as in antibiotic synthesis protein NIKP1. 

Pseudomonas syringae 
tr|Q884F6 

5 H16_B1688 353 D: Fragment von COG2175, TauD, probable taurine 
catabolism dioxygenase. 

Pseudomonas putida 
gi|24985933 

6 H16_B1687 3094 D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase 
modules and related proteins. 

Erwinia carotovora 
tr|Q6D738 

7 H16_B1686 1031 D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase 
modules and related proteins. 

Pseudomonas  
fluorescens 
gi|48731888 

8 H16_B1685 2008 D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase 
modules and related proteins. 

Pseudomonas putida 
gi|82736876 

9 H16_B1683 1075 D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase 
modules and related proteins. 

Nostoc sp. 
gi|6563399 

10 H16_B1682 560 D: COG4615, PvdE, ABC-type siderophore export 
system, fused ATPase and permease components 

Salmonella enterica 
gi|29141115 

11 H16_B1681 366 D: COG1670, RimL, acetyltransferases, including N-
acetylases of ribosomal proteins 

Rhizobium  
leguminosarum 
gi|15072886 

12 H16_B1680 466 P: siderophore biosynthesis 
A: L-ornithine 5-monooxygenase (EC 1.13.12.-)  

Pseudomonas  
fluorescens 
gi|23062336 

13 H16_B1679 760 D: COG4773, FhuE, outer membrane receptor for ferric 
coprogen and ferric-rhodotorulic acid 

Pseudomonas  
aeruginosa 
gi|15599417 

14 H16_B1677 543 D: pfam03929, DUF337, uncharacterized iron-regulated 
membrane protein 

Bordetella 
bronchiseptica 
gi|33602579 
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In R. eutropha ist eine potentielle NRPS in einem ca. 36 kbp großen Operon aus 

14 Genen auf Chr.2 kodiert (Tab. 3.16; Abb. 3.20). Die einzelnen Gene dieses Operons 

zeigen unterschiedlich starke Ähnlichkeit zu Datenbankeinträgen für Untereinheiten 

von NRPSs aus verschiedenen Organismen, insbesondere aus Pseudomonas-Spezies. 

Ausschließlich auf Basis von Sequenzvergleichen ist eine Bestimmung der Spezifität 

einer NRPS zur Zeit noch nicht möglich. Auffallend ist aber die Ähnlichkeit einzelner 

CDSs zu Genen, die im Zusammenhang mit der Biosynthese von Siderophoren charak-

terisiert wurden:  

1. H16_B1692 zeigt Ähnlichkeit zu einem Gen auf dem Megaplasmid pSymA aus 

Sinorhizobium meliloti, das im Zusammenhang mit der Synthese von Rhizobac-

tin 1021 charakterisiert wurde (Lynch et al., 2001). 

2. H16_B1679 weist auf Proteinebene Übereinstimmungen zu einem spezifischen 

Rezeptor für das Siderophor Pseudobactin m114 aus Pseudomonas sp. M114 auf 

(Morris et al., 1994). 

 

3.I.4.6.2 Potentielle Toxine 

Auf Chr.2 von R. eutropha sind sechs weitere Cluster lokalisiert, deren Annotation auf 

eine mögliche toxische Funktion hinweist. Fünf Cluster, die in Zusammensetzung und 

Länge der enthaltenen Gene variieren, lassen sich der porenbildenden Familie der RTX-

Toxine zuordnen (siehe 3.I.4.6.2.1). Zu dieser Familie gehören unter anderem das RTX-

Toxin aus Vibrio cholerae (Lin et al., 1999) und das Hämolysin aus Escherichia coli 

(Felmlee et al., 1985). Ein weiterer Cluster, zu dem die längste überhaupt identifizierte, 

potentiell kodierende Sequenz in R. eutropha gehört, umfaßt drei Gene aus der toxin 

complex (tc) - Familie (siehe 3.I.4.6.2.2). Gene dieser Familie kodieren für insektizidale 

Toxine und wurden in Photorhabdus luminescens charakterisiert (Bowen et al., 1998). 

 

3.I.4.6.2.1 RTX-Toxine 

Exotoxine aus der Familie der RTX-Toxine [repeats-in-toxin] spielen eine wichtige 

Rolle bei der Virulenz vieler menschlicher und tierischer Gram-negativer Pathogene 

(Welch et al., 1992; Welch et al., 1995). Von diesen Organismen werden sie durch spe-
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zifische Sekretionssysteme abgegeben und bilden Poren in eukaryotischen Zellen, die 

auf diesem Weg lysiert werden. Bei dem bestuntersuchten RTX-Toxin handelt es sich 

um ein Hämolysin aus E. coli (Hly), das mit extraintestinalen Infektionen in Verbin-

dung gebracht wird (Felmlee et al., 1985). Gemeinsamkeiten aller RTX-Toxine sind die 

post-translationale Reifung, eine C-terminale Ca2+-Bindedomäne, die sich aus Glycin-

reichen, sauren Nonapeptid-Wiederholungen zusammensetzt und ein Export via Typ I 

Sekretionssystem (TISS) (Welch, 2001). Typischerweise sind RTX-Operons in der 

Form rtxCABD organisiert, in der rtxC für das Aktivatorprotein, rtxA für das Toxin 

selbst und rtxBD für Komponenten des Sekretionssystems kodieren (Felmlee et al., 

1985; Glaser et al., 1988). Eine weitere Komponente dieses spezifischen Sekretions-

systems ist in tolC kodiert, das jedoch in den meisten Fällen nicht im gleichen Operon 

lokalisiert ist wie die rtx-Gene (Wandersman & Delepelaire, 1990). Im übrigen besitzt 

nicht jedes Toxin ein eigenes Sekretionssystem, sondern nutzt gegebenenfalls 

Komponenten, die in anderen Operons kodiert sind (Chang et al., 1991). 

 

rtxA

rtxA2

rtxB

rtxB2

rtxD

rtxD2

tolC

tolC2

rtxC

Abb. 3.21: Verschiedene potentielle Gen-Cluster aus der RTX-Familie auf Chr.2. Numme-
rierungen der Gene verweisen auf Tab. 3.17. 

Das Genom von R. eutropha enthält zwei potentielle Cluster, die für Proteine aus der 

Familie der RTX-Toxine kodieren. Darunter befindet sich jedoch wahrscheinlich kein 

funktionelles rtx-Operon, da kein intaktes Gen für das Aktivatorprotein rtxC 

identifiziert werden konnte (Abb. 3.21; Tab. 3.17). Das einzige vorhande rtxC-Analog 

(H16_B2309, Cluster 1) enthält einen Frameshift und liegt deshalb als unvollständiges 

Fragment vor. Von zwei potentiellen rtxA-Genen, weist nur H16_B0692 (Cluster 2) die 

für RTX-Toxine typischen Nonapeptid-Wiederholungen auf, mittels derer RTX-Toxine 

im allgemeinen charakterisiert werden (Welch et al., 1995). Hinsichtlich der 

Reihenfolge der Gene weichen beide rtx-Operons sowohl voneinander als auch von der 

üblicherweise beschriebenen Reihenfolge der rtx-Gene (rtxCABD) ab. 

Interessanterweise sind in R. eutropha alle identifizierten tolC-Analoge innerhalb der 
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rtx-Operons kodiert – eine Organisationsform, die bisher nur für Bordetella pertussis 

beschrieben wurde (Laoide & Ullmann, 1990).  

Tab. 3.17: Potentielle RTX-Toxine, verschiedene Gen-Cluster auf Chr.2. 

Nr. CDS Länge 
[AA] 

Gen Annotation Besonderheit

Cluster 1: 
1 H16_B2313 2426 rtxA RTX toxin exported protein  
2 H16_B2312 731 rtxB ABC-type RTX toxin transporter,  

ATPase and permease components 
 

3 H16_B2311 445 rtxD RTX toxin membrane fusion protein Frameshift 
4 H16_B2310 320 tolC outer membrane protein TolC precursor  Frameshift 
5 H16_B2309 150 rtxC RTX toxin activating acyltransferase Frameshift 

Cluster 2: 
6 H16_B0690 730 rtxB2 ABC-type RTX toxin transporter, ATPase 

and permease components 
 

7 H16_B0691 462 rtxD2 RTX toxin membrane fusion protein  
8 H16_B0692 1552 rtxA2 RTX toxin exported protein  
9 H16_B0693 450 tolC2 outer membrane protein TolC precursor   

 

 

3.I.4.6.2.2 Tc-Toxine 

Die toxin complex (tc)-Gene aus Photorhabdus luminescens kodieren für hochmolekula-

re Toxine mit oralem Wirkmechanismus gegen Insekten (Bowen et al., 1998). Durch 

Expression von tcdA aus Photorhabdus luminescens ssp. akhurstii W14 konnte transge-

nen Arabidopsis-Pflanzen eine Resistenz gegen Raupen des Modellinsekts Manduca 

sexta vermittelt werden (Liu et al., 2003). In E. coli konnte die Toxizität von TcdA 

durch Koexpression von tcdA1 mit tcdB1 und tccC1 gesteigert werden. Diese sogenann-

ten Potentiatoren verleihen außerdem in E. coli einem weiteren Tc-Protein Toxizität, 

das sonst keine eigene toxische Wirkung zeigt (TcaAB; Waterfield et al., 2001). 

tcdB2 tccC2

H16_B1352

tcdA

H16_B1353a)

b)
 

Abb. 3.22: Tc-Toxin-Cluster auf Chr.2. a) Cluster aus drei Genen von Chr.2. b) Cluster aus 
Photorhabdus luminescens (Waterfield et al., 2001). Übereinstimmende Sequenzbereiche sind 
durch gleiche Farben gekennzeichnet. 
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Zu den Genen für das Tc-Toxin TcdA1 und die Potentiatoren TcdB1 und TccC1 

konnten analoge CDSs in einem Cluster auf Chr.2 identifiziert werden (Abb. 3.22). Im 

Gegensatz zu Photorhabdus luminescens sind TcdB und TccC in R. eutropha aber in-

nerhalb einer einzigen CDS kodiert (H16_B1352), die N-terminale Ähnlichkeit zu tcdB 

und C-terminale Ähnlichkeit zu tccC aufweist. Daß es sich bei dem in R. eutropha iden-

tifizierten Gen aller Wahrscheinlichkeit nach um eine echte kodierende Sequenz han-

delt, wird durch die Existenz einer CDS in Pseudomonas syringae CD3000 bestätigt, 

die zwar eine geringe Identität auf Proteinebene (29 %), aber eine ähnliche Länge wie 

H16_B1352 zeigt (tr|Q87X46; Buell et al., 2003). Bei tcdA (H16_B1353), dem zweiten 

potentiellen tc-Gen aus R. eutropha, handelt es sich um die größte in R. eutropha identi-

fizierte CDS überhaupt (3395 AA). Dieses Gen weicht in Sequenz und Länge insbeson-

dere des N-Terminus von allen bisher gefundenen tc-Genen ab. Obwohl inzwischen ge-

zeigt wurde, daß tc-Gene unter Gram-negativen Bakterien weit verbreitet sind 

(Waterfield et al., 2001), existieren in den Datenbanken keine Einträge anderer β-

Proteobakterien mit signifikanter Ähnlichkeit zu den potentiellen tc-Genen aus 

R. eutropha. 
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3.II Das Methanosphaera stadtmanae-Genomprojekt 

Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit dem Methanosphaera stadtmanae-

Genomprojekt. Methanogene Archaeen gehören einer Domäne des Lebens an, die sich 

sowohl auf physiologischer als auch auf genetischer Ebene von den Bakterien unter-

scheidet, zu denen Ralstonia eutropha H16 gehört. Trotzdem stellte die Bearbeitung des 

Msp. stadtmanae-Genomprojektes keine grundsätzlich veränderten Anforderungen, so 

daß – wie im folgenden gezeigt werden soll – die im Laufe des ersten Teils dieser Ar-

beit gewonnenen Erfahrungen für die Optimierung der Sequenzierung und Sequenzana-

lyse des Msp. stadtmanae-Genoms genutzt werden konnten. Der Vergleich der beiden 

Projekte zeigt zudem, daß ähnliche Methoden der Bearbeitung und Analyse eines Ge-

noms auf völlig unterschiedliche Organismen angewandt werden können und dabei zu 

sehr charakteristischen Ergebnissen führen. 

 

3.II.1 Sequenzierung und Annotation 

3.II.1.1 Strategieanpassung 

Für die Sequenzierung von Msp. stadtmanae wurde die Strategie aus dem R. eutropha-

Genomprojekt in zwei wesentlichen Punkten verändert:  

1. Das Projekt wurde auf eine Plasmid-Genbank mit kurzer Insertlänge beschränkt. 

Durch die geringe Größe des Genoms (1.8 Mbp), das sich zudem auf ein einzi-

ges Replikon beschränkt, konnte auf die strukturierende Funktion einer Cosmid-

Genbank verzichtet werden. 

2. Durch eine im Verhältnis zur Genomgröße erhöhte Anzahl an Sequenzläufen 

wurde die Sequenzabdeckung des Genoms schon in der Rohsequenzierungspha-

se gesteigert. Damit konnte einerseits die Contiganzahl gesenkt und andererseits 

die Qualität des Datensatzes verbessert werden, so daß der Zeitaufwand für Lü-

ckenschluß und Editierung der Consensus-Sequenz minimiert wurde. 
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3.II.1.2 Rohsequenzierung 

Rechnerisch ergibt sich bei einer Genomgröße von 1.8 Mbp, einer angestrebten Se-

quenzabdeckung von sieben und einer durchschnittlichen Sequenzlänge von 700 bp ein 

Bedarf von 18 000 Sequenzläufen (siehe 3.I.1.2). Lander & Waterman (1988) haben ei-

ne Formel vorgeschlagen, die die Wahrscheinlichkeit (P) angibt, mit der eine beliebige 

Base des Genoms nicht sequenziert wurde – in Abhängigkeit von der Genomgröße (L), 

der Anzahl der Sequenzläufe (N) und der durchschnittlichen Sequenzlänge (w):  

 

L
wN

eP
∗−

=  

 

Daraus berechnet sich die Anzahl der Contigs in Abhängigkeit von der Anzahl der Se-

quenzläufe durch P ∗ N.   

Aus dem Vergleich der Lander-Waterman-Vorhersage mit der tatsächlichen An-

zahl von Contigs bzw. Sequenzlücken, die nach verschiedenen Zwischen-

Assemblierungen erreicht wurden, konnte der Verlauf der Rohsequenzierung bewertet 

werden (Abb. 3.23). Die Anzahl der Sequenzlücken verringerte sich dabei zunächst 

deutlich langsamer als berechnet und erreichte erst ab ca. 18 000 Sequenzläufen ein Mi-

nimum. Die Ursache hierfür liegt wahrscheinlich darin begründet, daß es während einer 

Genbankherstellung niemals zu einer vollkommenen, statistischen Verteilung des Ge-

noms auf die rekombinanten Plasmide kommt, sondern einzelne Bereiche des Genoms 

über- oder unterrepräsentiert werden. Zudem neigen homologe Sequenzabschnitte bzw. 

Sequenzläufe schlechter Qualität während der automatischen Rohassemblierung zur 

Bildung von Fehlassemblierungen. Bei einer Contiganzahl von 195, die sich aus insge-

samt 20 186 assemblierten Sequenzläufen zusammensetzten, wurde die Rohsequenzie-

rungsphase beendet und mit der Editierung der Consensus-Sequenz und dem Lücken-

schluß begonnen. 
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Abb. 3.23: Verlauf der Rohsequenzierungsphase und Vorhersage nach Lander & Water-
man (1988). Schwarz Linie, Vorhersage der Sequenzlücken in Abhängigkeit von der Anzahl der 
Sequenzläufe nach Lander-Waterman; rote Punkte, tatsächliche Anzahl der Sequenzlücken; ro-
te Linie, Interpolation. 

 

3.II.1.3 Editierung des Rohdatensatzes 

Während der ersten Editierung, die von Dr. A. Henne (Göttingen Genomics Laboratory) 

durchgeführt wurde, konnte von der hohen Abdeckung (8.34) des Genoms durch Se-

quenzläufe von sehr guter Qualität und hoher Durchschnittslänge (737 bp) profitiert 

werden. Vor Beginn der Editierung wurden mit der Gap4-Funktion Find Internal Joins 

alle Contig-Enden miteinander abgeglichen und bereits einige Sequenzlücken geschlos-

sen. Während der Editierung wurden problematische Bereiche durch Wiederholung ein-

zelner Sequenzläufe und durch Primerwalkings auf Plasmid-Inserts abgesichert. An den 

Enden der Contigs wurden hierzu spezifische Primer abgeleitet, um durch Walkings auf 

Plasmidbrücken verbliebene Sequenzlücken zu schließen (siehe 2.11.1).  

Parallel dazu wurden auffällige Fehlassemblierungen aufgelöst bzw. zur späteren 

Bearbeitung markiert (rRNA-Operons; siehe 3.II.1.5). Auf diese Weise konnte die Zu-

 92



ERGEBNISSE  KAPITEL 3 

verlässigkeit des Datensatzes innerhalb kurzer Zeit erhöht und die Anzahl der Contigs 

größer 3 kbp von 117 auf 53 verringert werden. 

 

3.II.1.4 Lückenschluß 

Nach der ersten Editierung des Rohdatensatzes wurde eine genomweite Vorhersage der 

kodierenden offenen Leseraster (CDSs) mit YACOP durchgeführt (siehe 2.13.1). Die 

resultierenden CDSs wurden in ERGO annotiert (siehe 2.13.3). Aus dem Vergleich der 

Annotationen von CDSs der Contig-Enden von Msp. stadtmanae mit den Annotationen 

bereits vollständig sequenzierter Organismen konnten zusätzliche Informationen über 

die Reihenfolge der Contigs im Genom gesammelt werden (siehe 2.11.2.2). 

Erwartungsgemäß wies Msp. stadtmanae dabei die größten Übereinstimmungen in 

Sequenz und Anordnung der Gene zu Methanothermobacter 

thermautotrophicus str. Delta H (Smith et al., 1997) auf. Mit den verbliebenen Contigs 

wurden Multiplex-PCRs durchgeführt, d.h. verschiedene Primer in mehreren Ansätzen 

vereinigt und in allen möglichen Varianten miteinander kombiniert (siehe 2.11.3).  

 

3.II.1.5 Identifikation von zwei Varianten eines ribosomalen Operons 

Das Genom von Msp. stadtmanae enthält ein ribosomales RNA-Operon, dessen Se-

quenz zunächst nicht eindeutig aufgelöst werden konnte. Unklarheit herrschte über den 

C-Terminus der 23S rRNA dieses Operons, der je nach Sequenzlauf entweder vollstän-

dig oder um ca. 900 bp verkürzt vorlag (Abb. 3.24). Beide Versionen wurden sowohl 

durch Sequenzläufe aus der Rohsequenzierung der Genbank als auch durch Primerwal-

kings auf PCR-Produkten gestützt, die mit insgesamt fünf verschiedenen, spezifischen 

Primerkombinationen amplifiziert worden waren. Deshalb wurde untersucht, ob es sich 

bei der genomischen DNA, die für die Genbank-Herstellung und die PCR-

Amplifikationen verwendet wurde, möglicherweise um ein uneinheitliches Gemisch aus 

genotypisch unterschiedlichen Msp. stadtmanae-Zellen handelte. Hierzu wurde chromo-

somale DNA aus verschiedenen Kulturen von Msp. stadtmanae isoliert, die zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten zwischen 2002 und 2005 aus jeweils frisch bezogenen Zellen 

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
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schweig (DSMZ) angezogen worden waren. Mit Hilfe von PCR-Amplifikationen konn-

te gezeigt werden, daß die kürzere Variante der 23S rRNA erst ab 2003 innerhalb der 

Zellkulturen der DSMZ auftauchte und seitdem beide Varianten in einem Gemisch vor-

lagen. Da durch die deutliche Verkürzung der 23S rRNA von einem Funktionsverlust 

des Gens ausgegangen werden muß, wurde die kürzere Variante als Deletionsmutante 

gewertet und das vollständige 23S rRNA-Gen der längeren Variante dem Wildtyp-

Stamm zugewiesen. 

 

3.II.1.6 Vorhersage und Annotation kodierender Sequenzen 

Aufgrund des niedrigen G+C-Gehaltes des Msp. stadtmanae-Genoms (siehe 3.II.2.1) 

liegen die A/T-reichen STOP-Codons (TAA, TAG, TGA) statistisch gehäuft vor. Da-

durch wird einerseits die Anzahl zufälliger, artifizieller offener Leserrahmen (ORFs) 

drastisch reduziert und andererseits durch die stark begrenzte Länge der kodierenden 

ORFs eine zuverlässigere Vorhersage der START-Codons möglich. Die CDS-

Vorhersage wurde mit YACOP durchgeführt (siehe 2.13.1). Aufgrund der geringen 

Größe und der relativ homogenen Struktur des Msp. stadtmanae-Genoms lieferte diese 

Vorhersage eine gute Grundlage für die anschließende manuelle Annotation in ERGO, 

die am Max-Planck-Institut für terrestrische Mikrobiologie in Marburg von H. Seedorf 

durchgeführt wurde. Als besonders hilfreich für die Annotation erwies sich wiederum 

der Sequenzvergleich mit Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H (Smith 

et al., 1997).  
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3.II.2 Sequenzanalyse 

3.II.2.1 Allgemeine Eigenschaften 

Methanosphaera stadtmanae besitzt ein relatives kleines Genom, das in einem einzigen 

Replikon von 1 767 405 bp Länge organisiert ist (Abb. 3.25). Tab. 3.18 gibt eine Über-

sicht über einige allgemeine Eigenschaften des Genoms im Vergleich zu Mth. thermau-

totrophicus str. Delta H (Smith et al., 1997). Alle Angaben, die im folgenden zu diesem 

Organismus gemacht werden, beziehen sich, soweit nicht anders vermerkt, auf diese 

Veröffentlichung. 

Tab. 3.18: Allgemeine Eigenschaften des Msp. stadtmanae-Genoms im Vergleich zu Mth. 
thermautotrophicus. 

Eigenschaft Msp. stadtmanae Mth. therm.
Länge [bp] 1 767 405 1 751 377
G+C-Gehalt [%] 28 49
Anteil der kodierenden Sequenz [%] 84 90
CDSs 1 545 1 855
ribosomale RNA-Operons 4 2
tRNAs (+ potentielle tRNAs) 38 (+ 2) 39 (+ 2)
Proteine unbekannter Funktion [%] 34 k.A.
Hypothetische Proteine [%] 26 27
Konservierte hypothetische Proteine [%] 12 k.A.
 

Im Genom von Msp. stadtmanae konnten 1545 CDSs identifiziert werden, die ei-

nen Anteil von ca. 84 % an der Gesamtsequenz einnehmen. Davon konnte für mehr als 

ein Drittel (34 %) keine direkte Funktion abgeleitet werden, da in den Vergleichsdaten-

banken bisher keine Proteine ähnlicher Sequenz veröffentlicht wurden ("hypothetical 

proteins": 26 %) bzw. über ähnliche Proteine keine weiteren Informationen vorliegen 

("conserved hypothetical proteins": 12 %).  

Msp. stadtmanae kodiert für vier ribosomale RNA-Operons, von denen die Operons 2, 3 

und 4 starke Übereinstimmungen zeigen, aber deutlich von Operon 1 abweichen 

(Abb. 3.24). Die drei ähnlichen Operons enthalten etwa gleich lange rRNA-Gene und 

kodieren zwischen der 16S rRNA und 23S rRNA für eine Alanin-tRNA. Demgegenüber 

liegen in Operon 1 die 16S rRNA und 5S rRNA um ca. 20 % verkürzt vor; die Alanin-

tRNA im intergenischen Bereich zwischen 16S rRNA und 23S rRNA fehlt.  
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Ein Teil der genomischen DNA, die aus Zellkulturen der DSMZ, Braunschweig 

isoliert wurde, enthält ein verkürztes Operon 2, dessen 23S rRNA eine C-terminale De-

letion von 919 bp aufweist (siehe 3.II.1.5). 

 

16S 23S
5S

16S 23S
5S

a) Operon 1

c) Operons 3+4
16S 23S

Ala 5S

b) Operon 2
16S

Ala 5S
23S

Deletion

Abb. 3.24: Ribosomale RNA-Operons im Genom von Msp. stadtmanae. Die Nummerierung 
der erfolgte ausgehend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn. Rot, 16S rRNA; gelb, 23S 
rRNA; blau, 5S rRNA; grün, Alanin-tRNA. 

Mit 28 % liegt der G+C-Gehalt in Msp. stadtmanae deutlich niedriger als in Mth. 

thermautotrophicus (41 %). Wie in Abb. 3.25 kommt es dabei innerhalb der Genomse-

quenz von Msp. stadtmanae zu starken Schwankungen, die von den kodierenden Eigen-

schaften der Sequenz beeinflußt werden: 

1. Der G+C-Gehalt der kodierenden Sequenz (29.2 %) ist in Msp. stadtmanae hö-

her als der G+C-Gehalt der Gesamtsequenz (28 %). 

2. Stromaufwärts von einem cdc6-Gen, das mit dem potentiellen Replikation-

sursprung assoziiert wird (siehe 3.II.2.2), weist der G+C-Gehalt ein lokales Mi-

nimum auf. 

3. Die vier ribosomalen RNA-Operons zeigen mit ca. 43 % G+C-Gehalt die mit 

Abstand höchsten Werte des gesamten Genoms. 

4. Bereiche von abweichendem, insbesondere erhöhtem G+C-Gehalt fallen mit 

solchen Gen-Clustern zusammen, die anhand einer SIGI-Vorhersage als potenti-

ell hochexprimierte Gene identifiziert wurden (siehe 3.II.2.3). 
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Skalierung

CDSs

Gene der Methanogenese

Hoch-exprimierte Gene
RNA-Gene

Abb. 3.25: Schematische Darstellung des Genoms von Msp. stadtmanae. Von innen nach 
außen werden folgende Eigenschaften dargestellt: 1. Rote Balken, RNA-Gene, d.h. rRNA-
Operons und tRNA-Gene; schwarze Balken, cdc6-Gene. Von der Linie aus nach außen wei-
sende Balken stehen für Gene, die in Richtung des Uhrzeigersinns kodiert sind. 2. Schwarze 
Linie, G+C-Gehalt. Bereiche niedrigen G+C-Gehaltes weichen vom Durchschnitt nach Innen ab. 
3. Grüne Balken, potentiell hochexprimierte Gene nach SIGI-Vorhersage (siehe 3.II.2.3). Stran-
gunabhängige Darstellung. 4. Violette Balken, CDSs für Enzyme der Methanogenese; orange 
Balken, CDSs für Enzyme der Methanogenese aus Methanol. Strangunabhängige Darstellung. 
5. Blaue Balken, CDSs in Richtung gegen den Uhrzeigersinn; gelbe Balken, CDSs in Richtung 
des Uhrzeigersinns. 6. Skalierung ausgehend vom Replikationsursprung in Basenpaaren. 
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3.II.2.2 Replikationsursprung 

Wenig ist bisher über Mechanismen bekannt, die zur Initiation der Replikation in Ar-

chaeen führen. Allerdings konnte über komparative Genomanalysen eine grundsätzliche 

Ähnlichkeit in Prozessen der Informationsverwaltung zwischen archaeellen und euka-

ryotischen Systemen nachgewiesen werden (Olsen & Woese, 1997). Im Gegensatz zu 

Prokaryoten mit einem singulären und Eukaryoten mit mehreren Replikationsursprün-

gen scheint die Verteilung der Anzahl der Replikationsursprünge innerhalb der Ar-

chaeen uneinheitlich zu sein. Während verschiedene Untersuchungen – unter anderem. 

über die Analyse des kumulativen GC-Skews – einen einzigen Replikationsursprung in 

Mth. thermautotrophicus und Pyrococcus horikoshii nahelegen (Lopez et al., 1999; Ro-

cha et al., 1999), wurden in zwei Sulfolobus-Spezies drei chromosomale Replikation-

sursprünge in vivo nachgewiesen (Lundgren et al., 2004). Lundgren et al. zeigten zu-

dem, daß zwei der Replikationsursprünge in direkter Nachbarschaft von cdc6-Genen 

liegen. Cdc6-Faktoren wird in Archaeen ähnlich wie in Eukaryoten eine Funktion bei 

der Initiation der Replikation durch Bindung des minichromosome maintenance com-

plex (MCM) zugeschrieben (De Felice et al., 2004). 

Eine kumulative GC-Skew-Analyse des Genoms von Msp. stadtmanae weist mit 

einem relativ klar begrenzten globalen Minimum auf nur einen Replikationsursprung 

hin, der in einen intergenischen Bereich neben der CDS für ein potentielles cdc6-Gen 

fällt (Msp_0001; Abb. 3.25, Abb. 3.26). In unmittelbarer Nachbarschaft davon liegen 

Gene für die kleine Untereinheit der DNA-Polymerase II (EC 2.7.7.7; Msp_1584), zwei 

Helikasen (Msp_0005, Msp_0007) und zwei Gene aus der Cobalamin-Biosynthese 

(Msp_1587, Msp_1588; cbiBG; Roth et al., 1993). Ein weiteres cdc6-Homolog, in des-

sen Nachbarschaft sich jedoch keine längeren intergenischen Bereiche befinden, ist et-

wa 800 kbp entfernt auf dem Chromosom kodiert (Abb. 3.25). Da sowohl die kumulati-

ve GC-Skew-Analyse als auch die Nachbarschaft des zweiten cdc6-Homologs keine 

Anzeichen für einen weiteren Replikationsursprung beinhalten, wird nach gegenwärti-

gem Kenntnisstand von einem singulären Replikationsursprung im Genom von 

Msp. stadtmanae ausgegangen. 
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Abb. 3.26: Kumulative GC-Skew-Analyse des Msp. stadtmanae-Genoms nach Grigoriev 
(1998). 

 

3.II.2.3 Potentiell hochexprimierte Gene 

Das Programm SIGI (Merkl, 2004) identifiziert mit Hilfe der Codon Usage nicht nur 

sogenannte Fremdgene (siehe 3.I.3.2), sondern auch potentiell hochexprimierte Gene 

(siehe 2.15). Beide Gruppen von Genen werden durch Abweichungen von der durch-

schnittlichen Codon Usage charakterisiert (Merkl, 2003). Über Untersuchungen der Co-

don Usage in prokaryotischen Genomen werden typischerweise Gene als hochexpri-

miert charakterisiert, die für ribosomale Proteine, Transkriptions- und Translations-

Faktoren, Chaperone und Enzyme des Basis-Energiestoffwechsels kodieren (Karlin & 

Mrazek, 2000). 

Durch eine SIGI-Vorhersage auf Grundlage des Msp. stadtmanae-Datensatzes 

wurden 39 CDSs identifiziert, deren Codon Usage eine überdurchschnittlich gute Adap-

tation aufweist (Tab. 3.19; Abb. 3.25). Gemessen daran, daß ca. ein Drittel aller CDSs 

in Msp. stadtmanae nicht funktionell annotiert werden konnte (siehe 3.II.2.1), kodieren 

wenig potentiell hochexprimierte CDSs für hypothetische Proteine unbekannter Funkti-

on (< 10 %).  
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Tab. 3.19: Potentiell hochexprimierte Gene im Genom von Msp. stadtmanae nach SIGI-
Vorhersage. Positionsangaben ausgehend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn. 

CDS Position 
[kbp] 

Annotation 

Msp_0114 129 thermosome, subunit beta (thsB) 
Msp_0122 138 archaeal histone 
Msp_0182 226 methylcobalamin:coenzyme M methyltransferase 4 (mtaA4) 
Msp_0184 228 methanol:cobalamin methyltransferase 3 (mtaB3) 
Msp_0185 229 methanol corrinoid protein 3 (mtaC3) 
Msp_0186 231 methanol:cobalamin methyltransferase 2 (mtaB2) 
Msp_0187 232 methanol corrinoid protein 2 (mtaC2) 
Msp_0189 235 methanol corrinoid protein 1 (mtaC1) 
Msp_0198 245 DNA/RNA-binding protein AlbA (albA) 
Msp_0251 310 putative thiamine biosynthesis protein 2 (thiC2) 
Msp_0314 372 F420-non reducing hydrogenase, subunit delta (mvhD1) 
Msp_0315 373 F420-non reducing hydrogenase, subunit gamma (mvhG) 
Msp_0316 374 F420-non reducing hydrogenase, subunit alpha (mvhA) 
Msp_0318 378 methyl-coenzyme M reductase II, subunit B (mrtB) 
Msp_0320 379 methyl-coenzyme M reductase II, subunit G (mrtG) 
Msp_0321 380 methyl-coenzyme M reductase II, subunit A (mrtA) 
Msp_0330 391 hypothetical protein 
Msp_0409 471 hypothetical conserved protein 
Msp_0633 742 50S ribosomal protein L7Ae (rpl7Ae) 
Msp_0675 786 conserved hypothetical protein 
Msp_0818 950 methanol corrinoid protein 4 (mtaC4) 
Msp_0819 951 methanol:cobalamin methyltransferase 4 (mtaB4) 
Msp_0886 1014 50S ribosomal protein L15P (rpl15p) 
Msp_1013 1160 heterodisulfide reductase, subunit B1 (hdrB1) 
Msp_1014 1160 heterodisulfide reductase, subunit C1(hdrC1) 
Msp_1139 1311 A1A0 ATPase, subunit K (ahaK) 
Msp_1141 1314 A1A0 ATPase, subunit H (ahaH) 
Msp_1174 1344 50S ribosomal protein L37e (rpl37e) 
Msp_1243 1412 50S ribosomal protein L15e (rpl15e) 
Msp_1253 1420 50S ribosomal protein L37Ae (rpl37Ae) 
Msp_1263 1430 50S ribosomal protein L12P (rpl12p) 
Msp_1352 1523 translation initiation factor 5A (aIF-5A) 
Msp_1366 1536 translation elongation factor 1-alpha (EF-Tu) (tuf) 
Msp_1368 1540 30S ribosomal protein S7P (rps7p) 
Msp_1369 1540 30S ribosomal protein S12P (rps12p) 
Msp_1416 1591 glutamate dehydrogenase (gdhA) 
Msp_1419 1594 hypothetical protein 
Msp_1450 1619 energy-converting hydrogenase B, subunit H (ehbH) 
Msp_1476 1654 heterodisulfide reductase, subunit A1 (hdrA1) 

 

 

Auffallenderweise werden Gene für vier Proteinkomplexe aus insgesamt 17 CDSs 

als hochexprimiert charakterisiert, die möglicherweise für den gesamten Enzymapparat 

der Umsetzung von Methanol zu Methan in Msp. stadtmanae kodieren (siehe 3.II.3).  

Zwei weitere potentiell hochexprimierte Gene kodieren für die K-Untereinheit 

(ahaK; Msp_1139) und H-Untereinheit (ahaH; Msp_1141) einer ATPase des A1A0-

Typs zur H+-Translokation. Diese Gene sind Teil eines in methanogenen Archaeen 

konservierten Clusters, der für insgesamt neun Untereinheiten der A1A0-ATPase kodiert 
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und in Methanosarcina mazei (Ruppert et al., 1998) und Methanothermobacter 

thermautotrophicus (Smith et al., 1997) beschrieben wurde (ahaHIKECFABDG). Bei 

der K-Untereinheit des Enzyms handelt es sich wahrscheinlich um das hydrophobe 

Proteolipid, das direkt an der H+-Translokation beteiligt ist und sich aus einer 

unterschiedlichen Anzahl von Transmembran(TM)-Helices zusammensetzt (Ruppert et 

al., 1998). Das potentielle Gen ahaK aus Msp. stadtmanae kodiert für ein Protein, das 

nach TMpred-Vorhersage ebenso wie die K-Untereinheit aus Mth. thermautotrophicus 

vier TM-Helices enthält. H+-transportierende A1A0-ATPasen sind bis jetzt in allen 

methanogenen Archaeen identifiziert worden und werden für die ATP-Synthese unter 

Ausnutzung eines während der Methanogenese erzeugten Ionengradienten 

verantwortlich gemacht (Deppenmeier, 2002a). Damit gehört die V-Typ ATPase 

wahrscheinlich ebenso wie die Enzyme der Methanogenese aus Methanol zum Basis-

Energiestoffwechsel in Msp. stadtmanae. 

 

3.II.3 Methanogenese in Msp. stadtmanae 

Msp. stadtmanae wächst ausschließlich auf Methanol und molekularem Wasserstoff, 

andere methanogene Substrate werden nicht umgesetzt (Miller & Wolin, 1985). Die 

Reduktion von Methanol zu Methan findet in Msp. stadtmanae in analoger Weise statt 

wie in Methanosarcina barkeri (van de Wijngaard et al., 1991). Zunächst überträgt eine 

lösliche Methyltransferase den Methylrest aus Methanol auf HS-Coenzym M (Ding et 

al., 2002). In den Methanosarcina-Spezies werden die Methylreste aus Methyl-S-

Coenzym M im Gegensatz zu Msp. stadtmanae über den methylotrophen Weg der Me-

thanogenese zu CH4 und CO2 disproportioniert (Deppenmeier, 2004). Dabei wird im o-

xidativen Zweig des Weges einer von vier Methylresten zu CO2 oxidiert und die aus 

dieser Oxidation stammenden Elektronen für die Methanogenese aus den drei übrigen 

Methylresten im reduktiven Zweig des methylotrophen Weges verwendet 

(Deppenmeier, 2002b).  
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Methenyl-H4MPT

Formyl-H4MPT

Formyl-MFR

CO2

3

4

8

9

10

1112

CO2-
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Methanogenese 
aus 
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Abb. 3.27: Schematische Darstellung des CO2-Reduktionsweges und der Methanogenese 
aus Methanol und H2. Zu allen Reaktionsschritten, die von nummerierten Enzymen katalysiert 
werden, wurden in Msp. stadtmanae analoge kodierende Sequenzen identifiziert. Rote Pfeile 
markieren Reaktionsschritte, zu denen in Msp. stadtmanae keine Aktivität nachgewiesen wer-
den konnte (van de Wijngaard et al., 1991; Wong et al., 1994). Zu den Reaktionsschritten der 
CO2-Reduktion in blauen Kästchen wurden Enzymaktivitäten nachgewiesen (van de Wijngaard 
et al., 1991). Dunkelgrau hinterlegte Reaktionen werden durch membrangebundene Enzyme 
katalysiert. Abkürzungen: F420H2, reduzierte Form von Coenzym F420; MFR, Methanofuran; 
H4MPT, Tetrahydromethanopterin; HS-CoM, Coenzym M; HS-CoB, Coenzym B. Enzyme: 1, 
Ehb-ähnliche Hydrogenase; 2, Formyl-MFR-Dehydrogenase; 3, Formyl-MFR:H4MPT-
Formyltransferase; 4, Methenyl-H4MPT-Cyclohydrolase; 5, Methylen-H4MPT-Dehydrogenase; 
6, F420-reduzierende Hydrogenase; 7, Methylen-H4MPT-Reduktase; 8, Methyl-H4MPT:HS-CoM-
Methyltransferase; 9, Methyl-CoM-Reduktase; 10, lösliche Methyltransferase; 11, F420-non-
reducing-Hydrogenase; 12, Heterodisulfid-Reduktase. 
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In Msp. stadtmanae wird Methanol nur über den reduktiven Zweig des methylo-

trophen Weges umgesetzt, deshalb benötigt der Organismus H2 als Elektronenquelle 

(Miller & Wolin, 1985): Methyl-S-Coenzym M wird reduktiv gespalten durch die Me-

thyl-CoM-Reduktase. Dabei wird ein Heterodisulfid (CoM-S-S-CoB) gebildet und Me-

than freigesetzt. Untereinheiten der Methyl-CoM-Reduktase wurden in Zellextrakten 

von Msp. stadtmanae nachgewiesen (Rouviere & Wolfe, 1987). CoM-S-S-CoB wird 

durch die Heterodisulfid-Reduktase zu HS-CoM und HS-CoB reduziert. Die nötigen 

Reduktionsäquivalente werden von einem membrangebundenen Elektronentransportsy-

stem bereitgestellt und stammen aus der Oxidation von molekularem Wasserstoff (Ide et 

al., 1999). Der Elektronentransport ist mit einer Protonen-Translokation über die Cyto-

plasmamembran verbunden und wird für die Synthese von ATP genutzt (Deppenmeier, 

2002a). 

Um die genetischen Grundlagen der Methanogenese in Msp. stadtmanae zu cha-

rakterisieren, wurde das Genom nach kodierenden Sequenzen für die oben beschriebe-

nen Enzyme durchsucht. 

1. Die Methanol:CoM-Methyltransferase setzt sich in Methanosarcina barkeri aus den 

drei Untereinheiten MtaA, MtaB und MtaC zusammen (Keltjens & Vogels, 1993). 

MtaC ist ein Corrinoid-Protein und bildet einen festen Komplex mit MtaB. Entspre-

chend sind beide Proteine innerhalb eines mtaCB-Operons kodiert (Sauer et al., 1997); 

MtaA ist an anderer Stelle kodiert und wird monocistronisch exprimiert (Harms & 

Thauer, 1996). Das Genom von Msp. stadtmanae enthält vier potentielle mtaBC-

Operons (Tab. 3.20). mtaB1C1, mtaB2C2 und mtaB3C sind direkt hintereinander auf 

dem gleichen Strang kodiert, ca. 225 kbp vom Replikationsursprung entfernt, mtaB4C4 

dagegen ca. 950 kbp vom Replikationsursprung entfernt. Von vier möglichen mtaA-

Genen ist mtaA4 direkt neben den drei geclusterten mtaBC-Operons und auf dem glei-

chen Strang kodiert, mtaA1, mtaA2 und mtaA3 liegen dagegen auf dem Chromosom 

verstreut. Von 12 potentiellen mta-Genen in Msp. stadtmanae wurden – bis auf mtaB1 

im Cluster und die drei verstreuten mtaA-Gene – alle als hochexprimiert charakterisiert 

(siehe 3.II.2.3). Interessanterweise liegen alle mtaB- und mtaC-Gene in 

Msp. stadtmanae im Gegensatz zu verschiedenen Methanosarcina-Spezies (Msa. mazei, 

Msa. barkeri und Msa. acetivorans) innerhalb der Cluster in umgekehrter Reihenfolge 

angeordnet vor (mtaBC statt mtaCB). 
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Tab. 3.20: Untereinheiten der Methanol:CoM-Methyltransferase. Positionsangaben ausge-
hend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn. Bezeichnung der Gene nach Keltjens & Vo-
gels (1993). 

CDS Position 
[kbp] 

Gen Besonderheit 

Msp_0112 124 mtaA2  
    

Msp_0182 226 mtaA4 hochexprimiert 
Msp_0184 228 mtaB3 hochexprimiert 
Msp_0185 229 mtaC3 hochexprimiert 
Msp_0186 231 mtaB2 hochexprimiert 
Msp_0187 232 mtaC2 hochexprimiert 
Msp_0188 233 mtaB1  
Msp_0189 235 mtaC1 hochexprimiert 

    
Msp_0761 874 mtaA1  

    
Msp_0774 902 mtaA3  

    
Msp_0818 950 mtaC4 hochexprimiert 
Msp_0819 951 mtaB4 hochexprimiert 

 

2. In Mth. thermautotrophicus wurden zwei Methyl-CoM-Reduktasen identifiziert, de-

ren Expression wahrscheinlich in Abhängigkeit von unterschiedlichen Wachstumsbe-

dingungen reguliert wird (MCR I, Ellermann et al., 1988; MCR II, Rospert et al., 1990). 

Während MCR II verstärkt unter exponentiellen Wachstumsbedingungen und bei aus-

reichender Versorgung mit H2 und CO2 exprimiert wird, dominiert MCR I unter H2- 

und CO2-limitierenden Bedingungen. In Msp. stadtmanae wurde ein mrtBDGA-Operon 

identifiziert (AJ584650; Krueer & Thauer (2003), unpublished), das große Ähnlichkeit 

zu demjenigen mrt-Operon aus Mth. thermautotrophicus aufweist, das für die MCR II 

kodiert (Msp_0318-0321). Drei der vier Gene in Msp. stadtmanae (mrtBGA) wurden als 

potentiell hochexprimierte Gene charakterisiert (siehe 3.II.2.3). Die genaue Funktion 

des vierten Gens (mrtD) ist bisher nicht bekannt. An anderer Stelle im Genom kodiert 

Msp. stadtmanae für eine potentielle C-Untereinheit der MCR I (Msp_0299).  

 

mvhD mvhG mvhA mvhB mrtB mrtD mrtAmrtG

Msp. stadtmanae
Mth. thermautotrophicus

Abb. 3.28: Ähnliche Organisation der für die Methyl-CoM-Reduktase (mrtBDGA) und F420-
non-reducing-Hydrogenase (mvhDGAB) kodierenden Operons in Msp. stadtmanae und 
Mth. thermautotrophicus. 
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3. In Mth. marburgensis bilden Heterodisulfid-Reduktase und F420-non-reducing-

Hydrogenase einen membranassoziierten, stabilen H2-Heterodisulfid-Oxidoreduktase-

Komplex (Setzke et al., 1994). Dieser Komplex setzt sich aus drei Untereinheiten der 

Heterodisulfid-Reduktase und vier Untereinheiten der F420-non-reducing-Hydrogenase 

zusammen. In dem nah verwandten methanogenen Archaeon Mth. thermautotrophicus 

ist eine F420-non-reducing-Hydrogenase in einem mvh-Operon (methyl viologen-

reducing hydrogenase) aus vier Genen kodiert (Reeve et al., 1989). mvhDGA kodieren 

für drei Untereinheiten der Hydrogenase und mvhB wahrscheinlich für ein Polyferredo-

xin, das möglicherweise als primärer Elektronenakzeptor für die Kern-Hydrogenase 

fungiert. In Msp. stadtmanae ist ein mvhDGA-Operon (Msp_0314-0316) in unmittelba-

rer Nachbarschaft vom mrtBDGA-Operon der Methyl-CoM-Reduktase (Abb. 3.28) ko-

diert. Mit Ausnahme des mvhB-Gens, das in Msp. stadtmanae fehlt, weisen 

Msp. stadtmanae und Mth. thermautotrophicus über das gesamte mvh- und mrt-Operon 

hinweg eine identische Genom-Organisation auf. Auf Proteinebene zeigen die mvh-

Gene beider Organismen Identitäten zwischen 65 % und 75 %. Alle drei Untereinheiten 

der potentiellen F420-non-reducing-Hydrogenase gehören zu den hochexprimierten Ge-

nen in Msp. stadtmanae (siehe 3.II.2.3). 

Die Heterodisulfid-Reduktase aus Mth. thermautotrophicus (Hdr) besteht aus drei Un-

tereinheiten, die in einem einzelnen hdrA-Gen und einem an anderer Stelle im Genom 

lokalisierten hdrCB-Operon kodiert sind (Hedderich et al., 1994). In analoger Weise 

sind die drei Untereinheiten in Msp. stadtmanae in hdrA1 (Msp_1476) und einem 

hdrC1B1-Operon (Msp_1014, Msp_1013) kodiert. Alle drei Gene wurden als hochex-

primiert charakterisiert (siehe 3.II.2.3).  

In den Methanosarcina-Spezies und in Archaeoglobus fulgidus wurden Gene 

identifiziert, die eine Fusion aus einem mvhD-Homolog mit dem 3'-Ende eines hdrA-

Homologs darstellen (Stojanowic et al., 2003). Daraus wurde geschlossen, daß mvhD 

für ein Elektronentransferprotein der Hydrogenase kodiert, das die Heterodisulfid-

Reduktase über die Untereinheit HdrA mit Reduktionsäquivalenten versorgt. Das 

Genom von Msp. stadtmanae verfügt neben dem oben beschriebenen über ein zweites 

Operon, das für eine potentielle Heterodisulfid-Reduktase kodiert (hdrC2B2A2, 

Msp_0125-0127). hdrA2 weist starke Ähnlichkeit zu den fusionierten hdrA-Homologen 

aus den Methanosarcina-Spezies auf. Es unterscheidet sich von hdrA1 und homologen 

Genen durch ein verlängertes 3'-Ende mit Übereinstimmung zu mvhD-Genen aus 

Archaeoglobus fulgidus (NP_070203) und Methanopyrus kandleri (NP_613912). 

 105



ERGEBNISSE  KAPITEL 3 

Allerdings weist das hdrC2B2A2-Operon aus Msp. stadtmanae eine andere 

Organisation auf als vergleichbare Operons aus den Methanosarcina-Spezies 

(Abb. 3.29). 

 

hdrA’ hdrC’ hdrB’ 

Msp. stadtmanae
Msa. barkeri

Msa. acetivorans

Msa. mazei

Abb. 3.29: Unterschiede in der Organisation des für eine Heterodisulfid-Reduktase vom 
Methanosarcina-Typ kodierenden hdr’-Operons in Msp. stadtmanae im Vergleich zu ver-
schiedenen Methanosarcina-Spezies. 

 

3.II.4 CO2-Reduktionsweg 

Obwohl Msp. stadtmanae CO2 nicht zu Methan reduzieren kann (Miller & Wolin, 

1985), konnten schwache Aktivitäten einzelner Enzyme des CO2-Reduktionsweges 

(Abb. 3.27) in Zellextrakten von Msp. stadtmanae nachgewiesen werden (van de Wijn-

gaard et al., 1991). Bei diesen Enzymen handelt es sich um die Methylen-H4MPT-

Dehydrogenase und die Methylen-H4MPT-Reduktase. Dagegen wurde Methanofuran 

als Cofaktor der Formyl-Methanofuran-Dehydrogenase ebensowenig gefunden wie Ak-

tivitäten einer Methyl-H4MPT:HS-CoM-Methyltransferase (van de Wijngaard et al., 

1991) und einer F420-abhängige Hydrogenase (Wong et al., 1994). Überraschenderweise 

verfügt das Genom von Msp. stadtmanae dennoch über kodierende Sequenzen für den 

gesamten Enzymapparat des CO2-Reduktionweges. 

Die Methanbildung aus CO2 und H2 (Deppenmeier, 2004) wird mit der Reduktion 

von CO2 zu Formyl-Methanofuran (Formyl-MFR) durch die Formyl-MFR-

Dehydrogenase eingeleitet (de Poorter et al., 2003). Diese endergonische Reaktion wird 

über einen elektrochemischen Ionengradienten angetrieben, der durch eine energiekon-

servierende [NiFe]-Hydrogenase aufgebaut und für die Reduktion eines Polyferredoxins 

als Elektronenüberträger genutzt wird (Meuer et al., 2002). In einem zweiten Schritt 
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wird die resultierende Formyl-Gruppe durch die Formyl-MFR:H4MPT-Formyl-

Transferase auf Tetrahydromethanopterin (H4MPT) übertragen. Formyl-H4MPT wird 

schrittweise reduziert zu Methyl-H4MPT durch die Methenyl-H4MPT-Cyclohydrolase, 

Methylen-H4MPT-Dehydrogenase und Methylen-H4MPT-Reduktase (Shima et al., 

2002). Die Enzyme dieser Reduktionsschritte verwenden als Elektronenüberträger redu-

ziertes Coenzym F420 – ein Deazaflavin-Derivat, das durch Oxidation von H2 mittels 

einer F420-reduzierende Hydrogenase regeneriert wird (Sorgenfrei et al., 1997). Im 

nächsten Schritt wird die Methyl-Gruppe aus Methyl-H4MPT auf HS-CoM übertragen. 

Diese exergonische Reaktion wird durch die Methyl-H4MPT:HS-CoM-

Methyltransferase katalysiert und ist mit der Bildung eines elektrochemischen Na+-

Gradienten verbunden (Gottschalk & Thauer, 2001). Die weitere Umsetzung des resul-

tierenden Methyl-S-CoM erfolgt entsprechend der Methanogenese aus Methanol (siehe 

3.II.3). 

 

1. In Mth. marburgensis konnten zwei Formyl-Methanofuran-Dehydrogenasen identifi-

ziert werden, ein Molybdän-abhängiges (Fmd) und ein Wolfram-abhängiges Enzym 

(Fwd) (Hochheimer et al., 1996). Während das Wolfram-abhängige Enzym konstitutiv 

exprimiert wird, findet eine Induktion des Molybdän-abhängigen Enzyms durch Mo-

lybdat statt (Hochheimer et al., 1998). Beide Enzyme enthalten einen Pterin-Cofaktor in 

Form ines Molybdopterin-Guanin-Dinukleotids (Bertram et al., 1994).  

d-
Operons in Msp. stadtmanae im Vergleich zu verschiedenen Methanosarcina-
Spezies (Msa.), Methanopyrus (Mpy.) kandleri und Methanococcus (Mco.) maripaludis. 

 e

 

Abb. 3.30: Organisation des für die Formyl-MFR-Dehydrogenase kodierenden fw

In Msp. stadtmanae wurde ein Cluster aus fünf Genen identifiziert, der auf 

Proteinebene stärkere Übereinstimmung mit den Untereinheiten der Wolfram-

fwdD fwdB fwdA 

Msp. stadtmanae
Mpy. kandleri 

Msa. mazei 

Mth. thermautotroph. 

Msa. acetivorans

Mco. maripaludis 

fwdC fwdG 
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abhängigen Formyl-MFR-Dehydrogenase, Isoenzym II, aus Mth. marburgensis 

aufweist als zu dem entsprechenden Isoenzym I. Da sich jedoch beide Isoenzyme 

strukturell kaum unterscheiden (Johnson et al., 1996), ist eine Bestimmung des Metall-

Cofaktors auf Basis der Sequenzdaten allein nicht möglich. Die Reihenfolge der Gene 

innerhalb des mutmaßlichen fwdGDBAC-Operons entspricht der Organisation der 

Formyl-MFR-Dehydrogenase-kodierenden Gene in Methanopyrus kandleri und in  den 

Methanosarcina-Spezies (Abb. 3.30). Auf Proteinebene zeigen die einzelnen Gene des 

potentiellen fwd-Clusters unterschiedliche starke Übereinstimmungen zu Untereinheiten 

der Formyl-MFR-Dehydrogenase verschiedener anderer methanogener Archaeen 

(Tab. 3.21). 

nase kodierenden fwd-Operon in Msp. stadtmanae. Ähnlichkeiten zu Unterein-

V

Tab. 3.21: Kodierende Sequenzen der einzelnen Untereinheiten des für die Formyl-MFR-
Dehydroge
heiten von Formyl-MFR-Dehydrogenasen anderer methanogener Archaeen nach BLAST-

ergleich. 

CDS Annotation Gen Ähnlichkeit 
Msp_0241 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit G fwdG Mth. therm. 
Msp_0242 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit D fwdD Mco. maripaludis 

Msp_0243 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit B fwdB Mpy. kandleri 
Msp_0244 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit A fwdA Mth. therm. 
Msp_0245 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit C  fwdC Mca. jannaschii 
 

 

2. In Mth. thermautotrophicus wurden zwei membrangebundene [NiFe]-Hydrogenasen 

charakterisiert (energy-converting hydrogenases, Eha und Ehb), die in Operons aus 20 

CDSs (Eha) bzw. 17 CDSs (Ehb) kodiert sind (Tersteegen & Hedderich, 1999). In 

Msp. stadtmanae wurde ein Operon identifiziert (Msp_1457-1442, Msp_1436), das 

hohe Übereinstimmungen auf Proteinebene und in der Reihenfolge der Gene innerhalb 

des Operons mit dem ehb-Operon aus Mth. thermautotrophicus aufweist 

(ehbABCDEFGIJKLMNOPQ). Auf ein Rekombinationsereignis, das wahrscheinlich 

innerhalb des ehb-Operons aus Msp. stadtmanae stattgefunden hat, deutet ein kurzer 

Cluster zwischen ehbP und ehbQ, der ein IS-Element enthält (ISMst1) und für 

potentielle Eisen-Transportproteine kodiert (Msp_1441, Msp_1440). 

3. Msp. stadtmanae enthält zwei Gene, die für potentielle Formyl-MFR:H4MPT-

Formyltransferasen kodieren (Msp_0070, Msp_1502). Eine dieser CDSs zeigt größere 

Ähnlichkeit zu einem in Methanothermus fervidus (Q49168; Lehmacher, 1994), die 

andere zu einem in Mth. thermautotrophicus charakterisierten Gen (Q9P9J4; Tersteegen 

& Hedderich, 1999).  
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4. Zu den Enzymen Methenyl-H4MPT-Cyclohydrolase, Methenyl-H4MPT-

Dehydrogenase und Methenyl-H4MPT-Reduktase wurden in Msp. stadtmanae 

kodierende Sequenzen gefunden, die auf Proteinebene Übereinstimmungen zwischen 

52 % und 61 % mit den entsprechenden Proteinen in Mth. marburgensis zeigen 

(Tab. 3.22). 

Tab. 3.22: Kodierende Sequenzen in Msp. stadtmanae für verschiedene Enzyme des CO2-
Reduktionsweges. Ähnlichkeiten zu Enzymen aus Mth. marburgensis nach BLAST-Vergleich 
auf Proteinebene. 

CDS Annotation Ähnlichkeit 

Msp_1238 N(5),N(10)-methenyltetrahydromethanopterin 
cyclohydrolase (EC 3.5.4.27) (mch) Mth. marburgensisa

   

Msp_0163 F420-dependent methylenetetrahydromethanopterin 
dehydrogenase (EC 1.5.99.9) (mtd) Mth. marburgensisb

   

Msp_1128 F420-dependent N5,N10-methylenetetrahydro-
methanopterin reductase (EC 1.5.99.11) (mer) Mth. marburgensisa

a (Vaupel & Thauer, 1995); b (Mukhopadhyay et al., 1995)  

 

5. In Mth. marburgensis wurde eine membranassoziierte Methyl-H4MPT:HS-CoM-

Methyltransferase identifiziert, die aus acht Untereinheiten zusammengesetzt und 

innerhalb eines einzigen Operons in der Reihenfolge mtrEDCBAFGH kodiert ist 

(Harms et al., 1995). In Msp. stadtmanae ist bei ca. 360 kbp ein ähnliches mtr-Operon 

lokalisiert (Msp_0300-0307). Drei Gene können jedoch nur aufgrund ihrer Lokalisation 

innerhalb dieses Operons als die potentiellen Untereinheiten MtrBFG annotiert werden 

(Msp_0303, Msp_0305, Msp_0306), da sie auf Proteinebene kaum Ähnlichkeiten zu 

den entsprechenden Untereinheiten aus Mth. marburgensis zeigen.  

8. Die F420-reduzierende Hydrogenase aus Mth. thermautotrophicus ist in einem Operon 

aus vier Genen kodiert (frhADGB), von denen drei (frhAGB) für die alpha-, beta- und 

gamma-Untereinheiten des Enzyms kodieren (Alex et al., 1990). Bei FrhD handelt es 

sich wahrscheinlich um eine Peptidase, die möglicherweise für die Prozessierung der 

Hydrogenase verantwortlich ist. Ein entsprechendes frhADGB-Operon ist in Msp. 

stadtmanae ca. 1.5 Mbp vom Replikationsursprung entfernt kodiert (Msp_1302-1305). 
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3.II.5 Genomvergleiche 

Um Unterschiede in den spezifischen Eigenschaften von Msp. stadtmanae zu untersu-

chen, wurden bidirektionale BLAST-Vergleiche mit allen bisher veröffentlichten Me-

thanogenen sowie mit allen bisher sequenzierten Archaeen überhaupt durchgeführt (sie-

he 2.12.1). Bei den methanogenen Archaeen handelte es sich um Methanocaldococ-

cus jannaschii DSM 2661 (Bult et al., 1996), Methanococcus maripaludis S2 

(Hendrickson et al., 2004), Methanopyrus kandleri AV19 (Slesarev et al., 2002), 

Methanosarcina acetivorans C2A (Galagan et al., 2002), Methanosarcina mazei Go1 

(Deppenmeier et al., 2002) und Mth. thermautotrophicus str. Delta H (Smith et al., 

1997). In die Vergleiche mit allen bisher veröffentlichten Archaeen wurden außerdem 

Aeropyrum pernix K1 (Kawarabayasi et al., 1999), Archaeoglobus fulgidus DSM 4304 

(Klenk et al., 1997), Haloarcula marismortui ATCC 43049 (Baliga et al., 2004), Halo-

bacterium sp. NRC-1 (Ng et al., 2000), Picrophilus torridus DSM 9790 (Futterer et al., 

2004), Pyrobaculum aerophilum str. IM2 (Fitz-Gibbon et al., 2002), Pyrococcus abyssi 

GE5 (Cohen et al., 2003), Pyrococcus furiosus DSM 3638 (Robb et al., 2001), 

Pyrococcus horikoshii OT3 (Kawarabayasi et al., 1998), Sulfolobus solfataricus P2 

(She et al., 2001), Sulfolobus tokodaii str. 7 (Kawarabayasi et al., 2001), Thermoplasma 

acidophilum DSM 1728 (Ruepp et al., 2000) und Thermoplasma volcanium GSS1 

(Kawashima et al., 2000) miteinbezogen. 

Anhand dieser Vergleiche sollten einerseits die genetischen Ursachen des redu-

zierten methanogenen Stoffwechsels in Msp. stadtmanae untersucht und andererseits 

Hinweise auf spezifische genetische Faktoren gesammelt werden, die Msp. stadtmanae 

das kommensale Wachstum im Enddarm ermöglichen.  

 

3.II.5.1 Nicht identifizierte Proteine 

Diejenigen Gene aus Mth. thermautotrophicus, die bidirektionale BLAST-Treffer in 

jedem der bisher veröffentlichten Genome methanogener Archaeen aber nicht in 

Msp. stadtmanae aufweisen, sind in Tab. 3.23 dargestellt.  
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Tab. 3.23: Kodierende Sequenzen, die mit Hilfe bidirektionaler BLAST-Vergleiche in allen 
methanogenen Archaeen mit Ausnahme von Msp. stadtmanae nachgewiesen wurden. 
RefSeq-Bezeichnung und Annotation nach Smith et al. (1997). 

RefSeq 
accession 

Annotation nach Smith et al. (1997) 
(Annotation nach ERGO) 

NP_276820 carbon monoxide dehydrogenase, alpha subunit  
(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit alpha) 

NP_276822 carbon monoxide dehydrogenase, alpha subunit  
(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit beta) 

NP_276825 corrinoid/iron-sulfur protein, large subunit  
(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit gamma) 

NP_27682 corrinoid/iron-sulfur protein, small subunit  
(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit delta) 

NP_276823 nitrogenase reductase related protein 
(putative CO dehydrogenase accessory protein) 

NP_276248 nifH / minD related protein  
(CO dehydrogenase maturation factor) 

  
NP_276663 molybdenum cofactor biosynthesis MoaA 
NP_276967 molybdenum cofactor biosynthesis MoaB 
NP_275948 molybdenum cofactor biosynthesis MoaC 
  
NP_276667 tungsten formylmethanofuran dehydrogenase, subunit F 
  
NP_275541 formate hydrogenlyase, subunit 5 

(COG3261, HycE, Ni,Fe-hydrogenase III large subunit) 
NP_276615 phenylalanyl-tRNA synthetase alpha subunit 
NP_276113 NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(COG1012, PutA, NAD-dependent aldehyde dehydrogenases) 
NP_275992 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase related protein VIII 
NP_275964 L-isoaspartyl protein carboxyl methyltransferase 
NP_275991 ferredoxin 
NP_275744 conserved protein (contains ferredoxin domain) 
NP_276299 phosphonoacetaldehyde methylase 
NP_276732 thiamine biosynthetic enzyme 
NP_276058 anion transport system permease protein 
NP_277018 possible protein methyltransferase 
NP_276195 acetyltransferase 
NP_276442 hypothetical protein 
NP_275780 hypothetical protein 
NP_275367 hypothetical protein 
NP_275838 hypothetical protein 
NP_276973 hypothetical protein 
NP_276349 hypothetical protein 
NP_275386 hypothetical protein 
NP_276747 hypothetical protein 
NP_276390 hypothetical protein 
NP_276421 hypothetical protein 
NP_276472 hypothetical protein  
NP_276473 hypothetical protein 
NP_277013 hypothetical protein 
NP_275999 hypothetical protein 
NP_275703 hypothetical protein 
NP_276239 hypothetical protein 
NP_276433 hypothetical protein 
NP_277015 hypothetical protein 
NP_275894 hypothetical protein 
 

 111



ERGEBNISSE  KAPITEL 3 

Für diesen Vergleich wurden zunächst die gemeinsamen Proteine aller methano-

genen Archaeen einschließlich Msp. stadtmanae bestimmt und in einem zweiten Schritt 

mit den gemeinsamen Proteinen aller methanogenen Archaeen ohne Msp. stadtmanae 

verglichen. Als Referenz beider Gruppen diente der veröffentlichte Datensatz von Mth. 

thermautotrophicus. Aufgrund des relativ strikten Grenzwertes von e-15 wurden weitere 

Proteine, die eine geringe Länge oder wenig konservierte Sequenz aufweisen, in diesen 

BLAST-Vergleichen möglicherweise nicht erfaßt. Tab. 3.23 erlaubt deshalb bestenfalls 

eine konservative Abschätzung möglicher fehlender Funktionen in Msp. stadtmanae. 

Von 41 CDSs, die in allen methanogenen Archaeen mit Ausnahme von 

Msp. stadtmanae identifiziert wurden, kodiert etwa die Hälfte (20 CDSs) für hypotheti-

sche Proteine unbekannter Funktion. Innerhalb der verbliebenen 21 CDSs können zwei 

funktionelle Gruppen erkannt werden: 

1. Insgesamt sechs CDSs, die in Msp. stadtmanae fehlen, kodieren in Mth. thermauto-

trophicus für Untereinheiten des CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase-Komplexes 

(CO-Dehydrogenase). In autotrophen methanogenen Archaeen dient die CO-

Dehydrogenase der assimilatorischen CO2-Fixierung (Ferry, 1995). Eine Methylgruppe 

aus der methanogenen Reduktion von CO2 wird mit einer Carbonylgruppe aus der Re-

duktion von CO2 durch die CO-Dehydrogenase zur Synthese von Acetyl-CoA verknüpft 

(Simpson & Whitman, 1993). Methanosarcina-Spezies nutzen die CO-Dehydrogenase 

außerdem zur Methanogenese aus Acetat (Ferry, 1997). Dabei wird in einer Umkehrung 

der assimilatorischen CO2-Fixierung Acetyl-CoA gespalten und der dabei entstehende 

Methylrest zu Methan reduziert. Aus Methanosarcina barkeri wurde ein Enzymkom-

plex aus CO-Dehydrogenase und Corrinoid-Protein isoliert, der sich aus fünf Unterein-

heiten zusammensetzt (αβγδε) (Grahame, 1991). Das aktive Zentrum für die C–C-

Spaltung konnte in der β-Untereinheit lokalisiert werden und setzt sich aus einem Nik-

kel-Eisen-Schwefel-Komplex (Ni(2)[Fe(4)S(4)]) zusammen, dem sogenannten A-

Cluster (Gencic & Grahame, 2003). In Msp. stadtmanae konnten im Gegensatz zu allen 

vollständig sequenzierten methanogenen Archaeen die α-,β-,γ- und δ-Untereinheiten 

der CO-Dehydrogenase, ein assoziierter Maturations-Faktor sowie ein potentiell akzes-

sorisches Protein nicht identifiziert werden. Die ε-Untereinheiten verschiedener metha-

nogener Archaeen weisen im bidirektionalen BLAST-Vergleich Ähnlichkeiten zueinan-

der auf, die unterhalb des Grenzwertes von e-15 liegen. Deshalb taucht diese Unterein-

heit in Tab. 3.23 nicht auf. 
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2. Aus der Molybdän-Cofaktor-Biosynthese fehlen in Msp. stadtmanae die drei Gene 

moaABC. Das Übergangsmetall Molybdän wird in methanogenen Archaeen hauptsäch-

lich für die Synthese des Molybdopterin-Cofaktors verwendet (Vorholt & Thauer, 

1997), der eine essentielle Funktion für die Formyl-MFR-Dehydrogenase spielt – das 

Eingangsenzym der Methanogenese aus CO2 und H2 (siehe 3.II.4).  

In E. coli wurden zwei Loci identifiziert, die für die Biosynthese von Molybdopte-

rin benötigt werden: moa und moe (Johnson & Rajagopalan, 1987; Pitterle & Rajagopa-

lan, 1989). Dem moa-Locus wurde ein Operon aus fünf Genen (moaABCDE) zugeord-

net (Rivers et al., 1993): moaABC kodieren für die Enzyme, die den ersten spezifischen 

Schritt der Molybdopterin-Biosynthese katalysieren, die Bildung des Zwischenproduk-

tes Z (Wuebbens & Rajagopalan, 1995);  moaDE kodieren für die beiden Untereinhei-

ten der Molybdopterin-Synthase, die den letzten Schritt der Biosynthese katalysiert, die 

Bindung von Dithiolen an das Zwischenprodukt Z (Rudolph et al., 2001). moaDE-

analoge Gene konnten im Annotationsprogramm ERGO weder in Msp. stadtmanae 

noch in den übrigen methanogenen Archaeen eindeutig identifiziert werden. Ein Auf-

nahmesystem für Molybdän, das typischerweise aus einem ABC-Transporter besteht, 

der im mod-Locus kodiert ist (Grunden & Shanmugam, 1997), wurde ebenfalls nicht 

gefunden. 

 

3.II.5.2 Msp. stadtmanae-spezifische Gene 

Eine Auswahl potentieller Gene, die keine signifikanten bidirektionalen BLAST-Treffer 

(> e-15) zu irgendeinem der bisher veröffentlichten Genome eines Archaeons aufweisen, 

ist in Tab. 3.24, Tab. 3.25 und Tab. 3.27 dargestellt. Aus einem automatisierten, strikten 

bidirektionalen Vergleich fallen diejenigen Proteine heraus, die trotz 

Funktionsgleichheit starke Sequenzunterschiede zeigen oder aber in einem Organismus 

in mehreren Kopien vorliegen. Aus diesem Grund wurden alle aufgeführten CDSs in 

ERGO auf ihre tatsächliche Spezifität für Msp. stadtmanae hin überprüft. 
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3.II.5.2.1 Enzyme der Zellwandsynthese 

Unter denjenigen CDSs, die keine Ähnlichkeit zu bisher identifizierten Proteinen ande-

rer Archaeen aufweisen, befinden sich eine Reihe potentieller Enzyme der Zellwand-

synthese (Tab. 3.24). rfb-Cluster wurden im Zusammenhang mit der Synthese der O-

Antigen-Komponente der Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negativer Pathogene charak-

terisiert und zeichnen sich für die hohe antigenische Variabilität dieser Oberflächen-

strukturen verantwortlich (Reeves, 1993). Vier potentielle rfb-Gene in Msp. stadtmanae 

(Msp_0223, Msp_0531-0533) zeigen Übereinstimmungen (41 % bis 56 % Identität auf 

Proteinebene) zu Enzymen, die in Salmonella typhimurium und Klebsiella pneumoniae 

mit der Synthese der Oligosaccharid-Anteile des O-Antigens in Verbindung gebracht 

werden (Jiang et al., 1991; Kelly & Whitfield, 1996). Acht Glycosyltransferasen sind 

möglicherweise an einer spezifischen Assemblierung dieser Zuckerreste im O-Antigen 

beteiligt. Ein weiteres Msp. stadtmanae-spezifisches Gen (Msp_0060) weist schwache 

Identität auf Proteinebene (52 % Identität über ca. 30 % der Sequenz) zu einem Enzym 

(LicD) aus der Zellwandsynthese des Gram-negativen Humanpathogens Haemophi-

lus influenzae auf (Weiser et al., 1997). LicD katalysiert die Übertragung von Phospho-

ryl-Cholin (ChoP) auf exponierte Hexosereste der LPS (Risberg et al., 1997). Von ver-

schiedenen licD-Genen kodierte Enzyme können ChoP auf unterschiedliche Hexosere-

ste übertragen und damit über antigenische Eigenschaften der Zellwand entscheiden 

(Lysenko et al., 2000). In H. influenzae werden vier Gene (licABCD) für die Aufnahme 

von Cholin aus dem Nährmedium, die Phosphorylierung und die Übertragung auf die 

LPS verantwortlich gemacht (Weiser et al., 1997). Von diesen vier Genen kann nur zu 

licD eine ähnliche CDS in Msp. stadtmanae identifiziert werden. 

Die gesamte Gruppe der Enzyme aus der Zellwandsynthese in Msp. stadtmanae, 

zu der neben den in Tab. 3.24 dargestellten noch weitere, weniger spezifische Enzyme 

gehören, ist in ca. einem Drittel des Genoms kodiert, das sich in unmittelbarer Nachbar-

schaft des Replikationsursprungs befindet und mit dem Bereich des Genoms zusam-

menfällt, in dem auch die meisten Gene für die Enzyme des methanogenen Stoffwech-

sels lokalisiert sind (Abb. 3.25). 
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Tab. 3.24: Kodierende Sequenzen für potentielle Enzyme der Zellwandsynthese aus 
Msp. stadtmanae Gene, die keine bidirektionalen BLAST-Treffer zu anderen Archaeen-
Genomen aufweisen. Positionsangaben ausgehend vom Replikationsursprung im Uhrzeiger-
sinn. Ähnlichkeit nach FASTA-Vergleich in ERGO. 

CDS Position 
[kbp] 

Annotation Ähnlichkeit 

Msp_0060 75 putative lipooligosaccharide 
cholinephosphotransferase 
 

H. influenzae, LicD, sp|P14184 a: 
Phosphoryl-Cholin-Transfer (LPS) 

Msp_0207 255 predicted glycosyltransferase  
Msp_0215 265 predicted glycosyltransferase  
Msp_0218 270 predicted glycosyltransferase  
Msp_0220 275 predicted glycosyltransferase 

 
 

Msp_0223 280 predicted UDP-galactopyranose 
mutase (EC 5.4.99.9) 
 

K. pneumoniae, RfbD sp|Q48481 b: 
O-Antigen-Biosynthese (LPS). 

Msp_0442 521 predicted glycosyltransferase  
Msp_0495 584 predicted glycosyltransferase  
Msp_0500 594 predicted glycosyltransferase 

 
 

Msp_0531 626 predicted nucleoside-diphosphate-
sugar pyrophosphorylase 

S. typhimurium, RfbF, sp|P26398 c: 
CDP-Abequose-Biosynthese  
innerhalb der O-Antigen-
Biosynthese (LPS). 
 

Msp_0532 627 predicted nucleoside-diphosphate-
sugar epimerase 

S. typhimurium, RfbG, sp|P26398 c: 
CDP-Abequose-Biosynthese inner-
halb der O-Antigen-Biosynthese 
(LPS). 
 

Msp_0533 628 predicted pyridoxal-phosphate-
dependent aminotransferase 
 

S. typhimurium, RfbH, sp|P26398 c: 
O-Antigen-Biosynthese (LPS). 

Msp_0538 633 predicted glycosyltransferase 
 

 

Msp_0581 673 predicted UDP-N-acetylmuramyl 
tripeptide synthase 
 

 

Msp_0697 808 predicted methyladenine glycosylase  
a (Weiser et al., 1997); b (Kelly & Whitfield, 1996); c (Jiang et al., 1991) 

 

3.II.5.2.2 Überlange offene Leserahmen 

Weitere Msp. stadtmanae-spezifische CDSs, die keine bidirektionalen BLAST-Treffer 

in anderen Archaeen-Genomen aufweisen, wurden in einer umfangreichen Gruppe 

überdurchschnittlich langer offener Leserahmen identifiziert, die kaum Ähnlichkeit zu 

bekannten Proteinsequenzen, dafür aber starke Übereinstimmungen untereinander zei-

gen (Tab. 3.25). Zu den veröffentlichten Datenbank-Einträgen, die auf Proteinebene 

schwache Ähnlichkeit zu einzelnen Bereichen dieser "überlangen ORFs" zeigen, gehö-
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ren hypothetische Proteine aus Parachlamydia sp., Mannheimia succiniproducens 

MBEL55E, Escherichia coli O157:H7, Plasmodium falciparum 3D7, Chloroflexus au-

rantiacus und Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043. Diese Proteine, die 

mehrheitlich der Zellwand zugeordnet werden, weisen wie die überlangen ORFs eine 

überdurchschnittliche und uneinheitliche Länge auf. Innerhalb der abgeleiteten Protein-

sequenzen der überlangen ORFs konnten keine konservierten Domänen ausgemacht 

werden. 

Tab. 3.25: Gruppe der überlangen ORFs aus Msp. stadtmanae. Positionsangaben ausge-
hend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn. 

Nr. CDS Position
[kbp]

Länge
[AA]

1 Msp_0043 46 816
2 Msp_0046 51 881
3 Msp_0048 56 1909
4 Msp_0141 160 2120
5 Msp_0145 171 2774
6 Msp_0154 190 2036
7 Msp_0432 502 2004
8 Msp_0440 515 1552
9 Msp_0590 683 2979
10 Msp_0606 703 2459
11 Msp_0619 726 2468
12 Msp_0713 820 2151
13 Msp_0747 861 706
14 Msp_0762 876 3356
15 Msp_0765 890 1222
16 Msp_0776 905 421
17 Msp_0777 907 1875
18 Msp_0836 970 1790
19 Msp_0911 1030 1030

Nr. CDS Position 
[kbp] 

Länge
[AA]

20 Msp_0912 1035 2037
21 Msp_0913 1041 1519
22 Msp_0922 1059 973
23 Msp_0963 1102 1104
24 Msp_0964 1106 769
25 Msp_0980 1123 1063
26 Msp_0983 1128 1311
27 Msp_1091 1234 735
28 Msp_1103 1252 857
29 Msp_1104 1255 1140
30 Msp_1108 1261 1921
31 Msp_1109 1267 853
32 Msp_1115 1281 1896
33 Msp_1117 1517 834
34 Msp_1399 1568 1447
35 Msp_1401 1574 1324
36 Msp_1465 1632 2214
37 Msp_1572 1749 843

 

 

Die überlangen ORFs aus Msp. stadtmanae verteilen sich gleichmäßig über das 

gesamte Genom, treten an einigen Stellen gehäuft, aber nicht geclustert und in keiner 

erkennbaren, konservierten Umgebung auf. Von insgesamt 37 hypothetischen Protei-

nen, die mit einer Ausnahme alle länger als 639 Aminosäuren sind, weisen 26 eine Län-

ge von mehr als 1000, 11 sogar von mehr als 2000 Aminosäuren auf. Wie beschrieben 

(siehe 3.II.1.6) werden durch den niedrigen G+C-Gehalt von 27.6 % des Gesamtgenoms 

von Msp. stadtmanae A/T-reiche STOP-Codons statistisch begünstigt, so daß es sich bei 

den überlangen ORFs kaum um Artefakte der CDS-Vorhersage handeln dürfte. Zudem 

konnten weder über automatische Vorhersagen, noch über Sequenzvergleiche alternati-

ve, kürzere CDSs in anderen Leserastern innerhalb der überlangen ORFs identifiziert 

werden. 
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3.II.5.2.2.1 Zusammensetzung der überlangen ORFs und Proteine 

Den überlangen ORFs aus Msp. stadtmanae können weitere spezifische Eigenschaften 

zugeordnet werden, die sie von den restlichen CDSs des Genoms unterscheiden. Aus 

einem Vergleich aller kodierenden Sequenzen mit einer Länge von mehr als 1000 Ami-

nosäuren mit allen übrigen CDSs konnten folgende Besonderheiten abgeleitet werden: 

1. Überlange ORFs weisen mit 27.6 % einen deutlich niedrigeren G+C-Gehalt auf als 

der Rest der kodierenden Sequenzen (29.4 %).  

2. Überlange Proteine enthalten reduzierte Anteile der meisten Aminosäuren zugun-

sten von Asparagin, Threonin und Serin (Tab. 3.26). Diese Unterschiede weisen 

keine Korrelation mit dem A+T-Gehalt der jeweiligen Codons auf, die für diese 

Aminosäuren kodieren. 

Tab. 3.26: Aminosäure (AA)-Zusammensetzung aller CDSs mit einer Länge von mehr als 
1000 Aminosäuren im Vergleich zu allen übrigen CDSs. 

Amino-
säure 

Anteil (< 1000 AA) 
[%] 

Anteil  (> 1000 AA)
[%] 

Veränderung
[%] 

Gly 
Asn 

5,9 
6.7 

6,3 
13.4 

+
+

7
101

Ile 10.2 11.0 + 7
Lys 8.3 7.0 - 16
Asp 6.2 5.2 - 16
Gln 2.6 2.2 - 15
Ala 5.3 4.2 - 22
Arg 3.2 1.7 - 47
His 1.8 0.9 - 50
Cys 1.3 0.6 - 52
Thr 6.0 11.8 + 96
Val 6.3 6.4 + 2
Trp 0.6 0.4 - 25
Tyr 4.2 5.0 + 17
Glu 7.1 4.3 - 39
Pro 3.3 2.0 - 39
Leu 8.7 6.1 - 30
Phe 3.7 2.8 - 24
Ser 6.1 7.4 + 21
Met 2.4 1.2 - 48
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3.II.5.2.2.2 Aufbau der überlangen Proteine 

Innerhalb der überlangen Proteine konnten weder bekannte konservierte Domänen noch 

bekannte Leader-Sequenzen oder Schnittstellen identifiziert werden. Den Asparagin-, 

Threonin- und Serin-Resten innerhalb der überlangen Proteine konnten keine der be-

kannten Umgebungen zugeschrieben werden, die im Zusammenhang mit posttranslatio-

nalen Modifikationen beschrieben worden sind. Auf Basis von Sequenz-Alignments mit 

verschiedenen überlangen Proteinen konnten allerdings einige gemeinsame strukturelle 

Merkmale dieser Gruppe ausgemacht werden (Abb. 3.31). 

 

Leader TM-
Helix

Repetitive
Domänen

Repetitive
Domänen

N C

GKxxxKxNGRT MKNK 
Abb. 3.31: Schematischer Aufbau der überlangen Proteine aus Msp. stadtmanae. Abkür-
zungen: TM-Helix, Transmembran-Helix; N, N-Terminus; C, C-Terminus; M, Methionin; K, Lysin; 
N, Asparagin; G, Glycin; T, Threonin; R, Arginin; x, beliebige Aminosäure. 

• Alle überlangen ORFs kodieren für eine N-terminale potentielle Leader-Sequenz 

von 4, seltener 5 Aminosäuren, die bevorzugt Lysin (K) und Asparagin (N) ent-

hält und meistens folgende Sequenz aufweist: [Methionin-K-N-K]. 

• An diese Leader-Sequenz schließt sich eine potentielle Transmembran(TM)-

Helix aus 20 bis 21 Aminosäuren an (nach TMpred-Vorhersage; siehe 2.13.3). 

Dieser Transmembranbereich ist strukturell konserviert, d.h. als Folge hydro-

phober Aminosäuren, deren Sequenz sich zwischen verschiedenen Proteinen un-

terscheiden kann. Im Anschluß an die TM-Helix kann keine konservierte poten-

tielle Schnittstelle identifiziert werden, die auf eine posttranslationale Prozessie-

rung hinweisen würde. 
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• Überlange Proteine weisen eine in Domänen organisierte Architektur auf, in der 

kurze Sequenzmotive von wenigen Aminosäuren Länge im Abstand von ca. 100 

Aminosäuren in unterschiedlicher Anzahl wiederholt werden. 

• Alle überlangen Proteine enthalten am C-Terminus in leicht variierender Form 

mindestens zwei Wiederholungen eines Glycin-reichen kurzen Sequenzmotives 

[G-K-x-x-x-K-x-N-G-R-T] (G = Glycin, R = Arginin, T = Threonin, x = belie-

bige Aminosäure). 

 

3.II.5.2.3 Restriktions-Modifikations-System 

Drei Untereinheiten eines potentiellen Typ III Restriktions-Modifikations-Systems (R-

M-Systeme) gehören zu denjenigen Genen, die im Genom von Msp. stadtmanae im Ge-

gensatz zu allen anderen bisher sequenzierten Archaeen-Genomen identifiziert werden 

konnten (Tab. 3.27). Diesen Systemen, die in Bakterien weit verbreitet sind, wird im 

allgemeinen eine Schutzfunktion des Organismus vor wirtsfremder DNA zugeschrieben 

(Bickle & Kruger, 1993). Darüberhinaus wurden in einer Reihe pathogener Bakterien 

Methyl-Transferasen aus Typ III R-M-Systemen charakterisiert, die Muster einer pha-

senvariablen Expression (phase variation) zeigen (De Bolle et al., 2000; Saunders et al., 

2000). Phasenvariation bezeichnet in diesem Fall die reversible Aktivierung und Deak-

tivierung der Expression, die durch Mutationen in Sequenzwiederholungen innerhalb 

des Gens oder im Promotorbereich vor dem Gen vermittelt wird (Weiser et al., 1990). 

In Haemophilus influenzae kann durch die phasenvariable Aktivierung eines Typ III R-

M-Systems eine zufällige, aber koordinierte Expression einer ganzen Gruppe von Ge-

nen vermittelt werden (Srikhanta et al., 2005). Eindeutige Sequenzwiederholungen, 

durch die auf eine phasenvariable Expression des Typ III R-M-Systems in Msp. stadt-

manae geschlossen werden könnte, wurden nicht gefunden. 

Tab. 3.27: Potentielles Msp. stadtmanae-spezifisches Restriktions-Modifikations-System. 

CDS Annotation 
Msp_0470 partially conserved hypothetical protein,  

related to type III restriction-modification system, methylation subunit 
Msp_0472 partially conserved hypothetical protein,  

related to type III restriction-modification system, methylation subunit 
Msp_0473 type III restriction-modification system, restriction subunit 

 119



DISKUSSION  KAPITEL 4 

4 Diskussion 

4.I Das Ralstonia eutropha H16-Genomprojekt 

4.I.1 Das R. eutropha H16-Genom 

Das Genom von R. eutropha H16 besteht aus drei Replikons, von denen die beiden grö-

ßeren strukturell stärkere Ähnlichkeit zueinander zeigen als zu dem Megaplasmid 

pHG1. Sie unterscheiden sich nur unwesentlich im Anteil der kodierenden Sequenz (ca. 

89 %), im G+C-Gehalt (ca. 66 %) und in der Dichte genomischer Inseln (ca. 14 %). 

Insgesamt sind mehr als 90 % aller Gene von R. eutropha H16 auf Chr.1 (4.1 Mbp) und 

Chr.2 (2.9 Mbp) kodiert. Dennoch gibt es große Unterschiede in den kodierenden Ei-

genschaften beider Replikons. Nahezu der gesamte Enzymapparat für die genetische In-

formationsverwaltung und den elementaren Energiestoffwechsel ist auf Chr.1 kodiert. 

Dazu gehören neben DNA- und RNA-Polymerasen auch Topoisomerasen, Restriktions-

Endonukleasen, Transkriptions- und Elongations-Faktoren, eine Gyrase und eine Prima-

se, Cluster für ribosomale Proteine, ein vollständiger Satz tRNAs und drei ribosomale 

RNA-Operons. Aus dem elementaren Energiestoffwechsel sind auf Chr.1 die Enzyme 

des Citrat-Cyklus, der meisten Synthese- und Abbau-Wege von Aminosäuren, der At-

mungskette und der ATP-Synthese über Elektronentransport-Phosphorylierung kodiert. 

Ein kleiner Teil dieser Gene liegt in Kopie auf Chr.2, zum Beispiel einzelne Unterein-

heiten der DNA-Polymerase III, mehrere tRNAs, zwei ribosomale RNA-Operons, ein 

Elongations-Faktor und mehrere Enzyme des Citrat-Cyklus. Von einem einzigen En-

zym aus der Aminosäuresynthese – der Argininosuccinat-Synthase (ArgG; H16_B2531) 

– wurde bisher gezeigt, das es ausschließlich von Chr.2 kodiert wird. Während also der 

überwiegende Anteil essentieller, Wachstums-unabhängiger Funktionen in den soge-

nannten Haushaltsgenen (housekeeping genes) auf Chr.1 kodiert ist, steuert Chr.2 in 

Verbindung mit pHG1 zusätzliche Eigenschaften bei, die R. eutropha H16 gegenüber 

verwandten Ralstonia-Stämmen auszeichnen. 
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4.I.2 Charakterisierung von Chromosom 2 aus R. eutropha H16 

Hinsichtlich des fakultativ anaeroben und fakultativ lithoautotrophen Stoffwechsel von 

R. eutropha H16 wurde der kodierende Anteil von Chr.2 in Verbindung mit dem Mega-

plasmid pHG1 bereits ausführlich untersucht (Pfitzner & Schlegel, 1973; Kusian & 

Bowien, 1997; Lenz et al., 2002; Schwartz et al., 2003). Zusammenfassend und verein-

facht dargestellt würde R. eutropha H16 ohne Chr.2 und das Megaplasmid pHG1 die 

Fähigkeit zu autotrophem (cbb-Gene auf Chr.2 und pHG1), zu lithotrophem (Hydroge-

nasen auf pHG1) und zu anaerobem Wachstum verlieren (Nitrat-, Nitrit- und NO-

Reduktase auf Chr.2, Nitrat-, NO- und N2O-Reduktase auf pHG1).  

Ein weiterer beträchtlicher Anteil der Anpassungsfähigkeit von R. eutropha H16, 

der in dieser Arbeit untersucht wurde, geht auf eine Erweiterung des Substratspektrums 

um zusätzliche Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphorquellen zurück. Die enzymati-

schen Grundlagen dieser Funktionen sind auf Chr.2 kodiert. In der Regel werden dazu 

Stoffwechselwege ausgenutzt und erweitert, die in den Haushaltsgenen auf Chr.1 ko-

diert sind und zum Basis-Stoffwechsel gehören. Anders verhält es sich beim Kohlenhy-

drat-Abbau, der in R. eutropha H16 ausschließlich über den Entner-Doudoroff-Weg er-

folgt und in wesentlichen Bestandteilen von Enzymen katalysiert wird, die nur auf 

Chr.2 lokalisiert sind (siehe 3.I.4.2.1.1). In diesem Fall wird der auf Chr.2 kodierte Ab-

bau-Weg für Fructose und für Glucose (die allerdings nicht aktiv aufgenommen wird 

(König et al., 1969)) durch Chr.1 um die Zuckersäuren Gluconat und 2-Keto-Gluconat 

erweitert. Eine weitere Kohlenstoffquelle, die durch Chr.2 erschlossen wird, ist Acetoin. 

Außerdem sind die zur Umsetzung von Glucarat und Galactarat nötigen Enzyme, die als 

Substrate für das Wachstum von R. eutropha H16 bisher nicht getestet wurden, auf 

Chr.2 kodiert (siehe 3.I.4.2.1.2).  

R. eutropha H16 ist darüberhinaus in der Lage, eine Vielzahl aromatischer Ver-

bindungen als ausschließliche Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen und über ver-

schiedene Abbau-Wege umzusetzen (Davis et al., 1969; Johnson & Stanier, 1971). Die-

se Fähigkeit beruht auf einander ergänzenden kodierenden Eigenschaften der beiden 

großen Replikons (siehe 3.I.4.2.1.3). Auf Chr.1 ist der Enzymapparat für den Abbau be-

stimmter Aromaten lokalisiert, die über das Zwischenprodukt Catechol und den β-

Ketoadipat-Weg umgesetzt werden. Durch die auf Chr.2 kodierten Enzyme wird einer-

seits der β-Ketoadipat-Weg um eine Reihe von Substraten erweitert, die über das Zwi-
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schenprodukt Protocatechuat abgebaut werden; andererseits werden mit dem meta-

Spaltungs- und wahrscheinlich auch dem Gentisat-Weg zusätzliche Umsetzungen für 

weitere aromatische Verbindungen zur Verfügung gestellt.  

Zu den potentiellen Stickstoffquellen, deren Abbau Ammonium freisetzt und von 

Enzymen katalysiert wird, die auf Chr.2 lokalisiert sind, gehören Cyanat, Formamid und 

Ethanolamin (siehe 3.I.4.2.2). Zumindest der Cyanat-Dehydratase dürfte dabei neben 

der Erschließung alternativer Stickstoffquellen eine detoxifizierende Funktion zukom-

men, da Cyanat aufgrund starker Reaktivität mit nucleophilen Gruppen von Proteinen 

eine toxische Wirkung ausübt (Carepo et al., 2004). Eine zusätzliche Phosphorquelle 

wird schließlich durch ein potentielles Operon auf Chr.2 erschlossen, daß R. eutropha 

H16 in die Lage versetzt, chemisch stabile Phosphonate abzubauen (siehe 3.I.4.2.3). 

Weitere Eigenschaften, die auf Chr.2 kodiert sind und teilweise zur taxonomi-

schen Unterscheidung von R. eutropha H16 und anderen Ralstonia-Spezies verwendet 

werden (Vaneechoutte et al., 2004), sind die Fähigkeit zur Fortbewegung über peritri-

che Begeißelung (siehe 3.I.4.5), die Synthese eines Pyrroloquinolinquinon-Cofaktors 

(siehe 3.I.4.3) und die Kontrolle der K+-Ionenkonzentration über eine P-Typ-ATPase 

(siehe 3.I.4.4).  

Obwohl über eine toxische Wirkung von R. eutropha H16 bis heute nichts be-

kannt ist, konnten auf Chr.2 eine Reihe von Clustern lokalisiert werden, die Ähnlichkeit 

zu RTX-Operons aufweisen, denen eine Funktion bei der Synthese und Sekretion von 

Hämolysin oder ähnlicher RTX-Toxine in verschiedenen pathogenen Organismen zuge-

schrieben werden (siehe 3.I.4.6.2.1) . Allerdings konnte eine hämolytische Wirkung von 

R. eutropha H16 experimentell bisher nicht nachgewiesen werden (A. Pohlmann, per-

sönliche Mitteilung). Wahrscheinlich handelt es sich also bei allen identifizierten RTX-

Clustern um kryptische Operons, in denen einzelne Gene für die Synthese und den 

Transport funktioneller Toxine fehlen bzw. zerstört sind. Auf Chr.2 sind außerdem wei-

tere Enzyme des Sekundärmetabolismus kodiert, beispielsweise für die Synthese eines 

potentiellen Insekten-Toxins der Tc-Familie, die als Alternative zu Bacillus thuringien-

sis-Toxinen (bt-Toxine) für die Transformation zur Herstellung schädlingsresistenter 

Nutzpflanzen diskutiert werden (3.I.4.6.2.2). Eine potentielle nicht-ribosomalen Peptid-

Synthetase, deren Untereinheiten auf Chr.2 lokalisiert sind, ist möglicherweise an der 

Expression von Siderophoren beteiligt (siehe 3.I.4.6.1). 
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4.I.3 Genomorganisation in R. eutropha H16 

Vergleichende Analysen der Replikons aus R. eutropha H16 untereinander geben Grund 

zu der Annahme, daß Chr.2 sinnvollerweise als Megaplasmid bezeichnet werden sollte. 

Wie bereits erwähnt ist die überwiegende Mehrheit aller Haushaltsgene auf Chr.1 ko-

diert (siehe 4.I.1), während Chr.2 die genetischen Informationen für eine Anpassung an 

speziellere Wachstumsbedingungen enthält. Wie im vorigen Kapitel gezeigt bestehen 

diese Anpassungen im Fall von R. eutropha H16 in der Fähigkeit zu lithoautotrophem 

und anaerobem Wachstum sowie im wesentlichen einer Erweiterung des Substratspek-

trums. 

Bei der Identifizierung des Replikationsursprungs in R. eutropha H16 wurden 

außerdem Hinweise auf unterschiedliche Mechanismen der Replikationsinitiation 

gefunden, die stärkere Übereinstimmungen zwischen Chr.2 und pHG1 zeigen als 

zwischen Chr.1 und Chr.2 (siehe 3.I.2.2). In allen drei Replikons können die Origins of 

replication mittels GC-Skew-Analyse eindeutig bestimmt werden. Für Chr.2 und pHG1 

fallen diese in die Nähe von potentiellen repA und parAB1-Genen, die mit der 

plasmidären Initiation der Replikation bzw. einem plasmidären Partitionierungssystem 

in Verbindung gebracht werden. Dagegen fällt der Replikationsursprung auf Chr.1 mit 

einem dnaA-Gen zusammen, welches klassischerweise mit der Initiation der 

chromosomalen Replikation verbunden wird (Messer, 2002). 

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist es nicht gelungen, Chr.2 in R. eutropha H16 zu de-

letieren (A. Pohlmann, persönliche Mitteilung). Ein in dieser Weise veränderter Stamm 

verhielte sich möglicherweise auxotroph in Bezug auf einige Metabolite – eine Vorher-

sage, die auch für R. solanacearum GMI1000 getroffen wurde (Salanoubat et al., 2002).  

 

4.I.4 Replikonvergleiche innerhalb der Burkholderiales 

Aus der Familie der Burkholderiaceae wurden neben R. eutropha H16 bisher drei Ge-

nome vollständig sequenziert: R. solanacearum GMI1000, Burkholderia mallei 

ATCC 23344 (Nierman et al., 2004) und Bu. pseudomallei K96243 (Holden et al., 

2004). Eine Reihe weiterer Genome, zu denen unter anderem R. eutropha JMP134, 

R. metallidurans CH34, Bu. cepacia R1808 und Bu. xenovorans LB400 gehören, befin-

 123



DISKUSSION  KAPITEL 4 

det sich zur Zeit in einem fortgeschrittenen Stadium der Sequenzierung am DOE Joint 

Genome Institute, Kalifornien und ist dort öffentlich zugänglich 

(http://www.jgi.doe.gov). Die nächsten vollständig sequenzierten Verwandten von 

R. eutropha H16 außerhalb der Familie der Burkholderiaceae gehören zur Gattung Bor-

detella und umfassen Bo. bronchiseptica RB50, Bo. parapertussis 12833 und 

Bo. pertussis Tohama I (Parkhill et al., 2003). Cupriavidus necator N1 wurde kürzlich 

als naher Verwandter von R. eutropha H16 beschrieben, der als Typ-Stamm der Spezies 

R. eutropha fungieren müsse (Vandamme & Coenye, 2004) (siehe 4.I.9). Tab. 4.1 gibt 

eine Übersicht über die Genomorganisation der genannten Burkholderiales-Stämme. 

Tab. 4.1: Genomorganisation einiger vollständig sequenzierter und in der Sequenzierung 
begriffener Stämme aus der Ordnung Burkholderiales. 

 Genom 
[Mbp] 

1. Replikon  
[Mbp] 

2. Replikon   
[Mbp] 

3. Replikon, etc. 
[Mbp] 

R. eutropha H16 7.4 4.1 (Chr.1) 2.9 (Chr.2) 0.452 (pHG1) 
C. necator N1 ~ 7.9 ~ 3.9 ~ 2.7 ~ 1.3 
R. eutropha JMP134a 7.2 ? ? 0.088  (pJP4) 
R. metallidurans CH34a 6.8 ? ? pMOL30, pMOL28 
R. solanacearum GMI1000b 5.8 3.7   (Chr.) 2.1   (Mpl.)  
Bu. pseudomallei K96243c 7.2 4.1 (Chr.1) 3.2 (Chr.2)  
Bu. mallei ATCC 23344d 5.8 3.5 (Chr.1) 2.3 (Chr.2)  
Bu. cepacia R1808a 8.4 ?   
Bu. xenovorans LB400a 9.7 ?   
Bo. bronchiseptica RB50e 5.3 5.3   
Bo. parapertussis 12822e 4.8 4.8   
Bo. pertussis Tohama Ie 4.1 4.1   
R. = Ralstonia; C. = Cupriavidus; Bu. = Burkholderia; Bo. = Bordetella 
Chr. = Chromosom; Mpl. = Megaplasmid 
a DOE Joint Genome Institue, California, USA; b Salanoubat et al., 2002;  c Holden et al., 2004;  
d Nierman et al., 2004; e Parkhill et al., 2003 
 

 

Gegenüber R. solanacearum GMI1000, dem nächsten vollständig sequenzierten 

Verwandten von R. eutropha H16 konnten über bidirektionale BLAST-Vergleiche hohe 

Übereinstimmungen in den kodierenden Eigenschaften der beiden großen Replikons 

festgestellt werden (siehe 3.I.3.1). Zu mehr als der Hälfte aller CDSs auf Chr.1 aus 

R. eutropha gibt es bidirektionale BLAST-Treffer auf dem Chromosom aus R. solana-

cearum. Von diesen Treffern liegen nahezu 90 % auf beiden Replikons in konservierter 

Umgebung vor, also in gleicher oder umgekehrter Reihenfolge der Gene. Übereinstim-

mende Beobachtungen konnten in einer Ausweitung dieser Vergleiche für alle bisher 

sequenzierten Genome der Ordnung Burkholderiales gemacht werden (Tab. 4.2; 

Abb. 4.1).  
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A B

C D

E F

Abb. 4.1: Bidirektionale BLAST-Vergleiche auf Proteinebene (> e-15) zwischen Chr.1 und 2 
und den Replikons verschiedener Burkholderiales-Genome. Abkürzungen: Chr., Chromo-
som; Mpl., Megaplasmid. A, Chr.1 aus R. eutropha H16 mit Chr. aus R. solanacearum 
GMI1000; B, Chr.2 aus R. eutropha H16 mit Mpl. aus R. solanacearum GMI1000; C, Chr.1 aus 
R. eutropha H16 mit Chr.1 aus Bu. pseudomallei K96243; D, Chr.2 aus R. eutropha H16 mit 
Chr.2 aus Bu. mallei ATCC 23344; E, Chr.1 aus R. eutropha H16 mit Bo. bronchiseptica RB50; 
F, Chr.2 aus R. eutropha H16 mit Bo. bronchiseptica, RB50. Die Replikons von R. eutropha 
H16 stellen die jeweiligen x-Achse dar.  
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Tab. 4.2: Bidirektionale BLAST-Vergleiche auf Proteinebene (> e-15) zwischen Chr.1 und 2 
aus R. eutropha H16 und den Replikons verschiedener Burkholderiales-Genome. 

Ralstonia eutropha H16  Anzahl 
CDSs Chr.1 Chr.2 

Chr. 3442 2008 551 R. solanacearum GMI1000 Mpl. 1678 365 465 
     

Chr.1 3460 1698 565 Bu. pseudomallei K96243   Chr.2 2393 269 247 
     

Chr.1 2996 1541 642 Bu. mallei ATCC 23344 
Chr.2  1768 467 413 

Bo. bronchiseptica RB50 4994 1810 861 
Bo. parapertussis 12822 4185 1739 785 
Bo. pertussis Tohama I 3436 1552 651 
 

 

Alle verglichenen Genome zeigen eine hohe Zahl bidirektionaler BLAST-Treffer 

er Chromosomen untereinander und eine erkennbare Konservierung der Abfolge der 

Gene

.I.5 Genomorganisation innerhalb der Burkholderiaceae 

samkeiten in 

der genomischen Organisation auf, die in Analogie zu R. eutropha H16 eine Unter-

d

 auf dem Chromosom. Für die mutmaßlichen Megaplasmide können vergleichba-

ren Übereinstimmungen nicht gefunden werden. In Übereinstimmung mit den taxono-

mischen Verwandtschaftsverhältnissen nimmt die Anzahl der bidirektionalen BLAST-

Treffer zwischen den beiden großen Replikons von R. eutropha H16 und den jeweiligen 

Replikons von R. solanacearum über die Burkholderia- zu den Bordetella-Spezies hin 

ab. Wie die Vergleiche zeigen, bleibt die Anzahl gemeinsamer Proteine für alle Chro-

mosomen auch zwischen den entfernter verwandten Spezies relativ hoch und ist nicht 

direkt abhängig von der Anzahl der kodierenden Sequenzen auf dem Chromosom. In-

teressanterweise enthält das mutmaßliche Megaplasmid aus Bu. mallei ATCC 23344 

deutlich mehr gemeinsame CDSs mit Chr.2 aus R. eutropha H16 als das entsprechende 

Replikon aus Bu. pseudomallei K96243 und als der Gesamtzahl der CDSs nach zu er-

warten wäre.  

  

4

Alle bisher sequenzierten Spezies der Burkholderiaceae weisen Gemein

scheidung der verschiedenen Replikons nach Chromosom und Megaplasmid erlauben: 
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1. In R. solanacearum GMI1000, Bu. mallei ATCC 23344 und Bu. pseudomallei 

2. n Genome wurden außerdem Hinweise 

 

 Bu. mallei ATCC 233344 und Bu. pseudomallei K96243 wurden allerdings ebenso 

4.I.6 Verwandtschaftsverhältnisse mutmaßlicher Megaplasmide 

Um Hinweise auf mögliche Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den mutmaßli-

chen 

K96243 wurde die Mehrheit aller Haushaltsgene auf dem größten Replikon identifi-

ziert, während auf dem kleineren Replikon Eigenschaften für spezifische Anpassun-

gen der Organismen an unterschiedliche Habitate kodiert sind (Salanoubat et al., 

2002; Holden et al., 2004; Nierman et al., 2004). Innerhalb des Burkholde-

ria cepacia-Komplexes, zu dem Bu. xenovorans LB400 und Bu. cepacia R1808 ge-

hören, wird eine ähnliche Funktionsaufteilung zwischen mehreren Replikons ange-

nommen (Mahenthiralingam et al., 2005).  

In jedem der drei vollständig sequenzierte

auf unterschiedliche, replikonspezifische Mechanismen der Replikation gefunden: 

dnaA-homologe Gene auf dem großen Replikon, repA- und parAB1-homologe Gene 

auf dem kleineren Replikon. 

In

wie in R. eutropha H16 Gene aus dem Basis-Stoffwechsels auf dem kleineren Replikon 

identifiziert. 

 

Megaplasmiden der Burkholderiaceae-Genome zu sammeln, wurden Sequenzver-

gleiche zwischen verschiedenen potentiellen RepA-Proteinen durchgeführt, die den 

vollständig annotierten Datensätzen entnommen bzw. durch BLAST-Vergleiche in den 

unvollständigen Datensätzen identifiziert wurden. Von insgesamt 16 RepA-analogen 

Proteinen, die über Sequenz-Alignments miteinander verglichen wurden (Abb. 4.2), 

stammen 13 aus acht unterschiedlichen Burkholderiaceae-Stämmen: je ein repA-Gen 

von insgesamt sieben mutmaßlichen Megaplasmiden aus R. eutropha H16 (Chr.2, 

pHG1), R. metallidurans CH34 (pMOL28, pMOL30), R. solanacearum GMI1000 

(Mpl.), Bu. mallei ATCC 233344 (Chr.2) und Bu. pseudomallei K96243 (Chr.2). 

pMOL30 und pMOL28 wurden in R. metallidurans CH34 als Schwermetallresistenz 

vermittelnde Megaplasmide charakterisiert (Mergeay et al., 1985). Fünf weitere RepA-

analoge Proteine wurden in den  unvollständigen Datensätzen von R. eutropha JMP134, 

Bu. cepacia R1808, Bu. xenovorans LB400 (je ein repA-Gen) und R. metallidurans 
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CH34 (zwei repA-Gene) identifiziert. In den Vergleich miteinbezogen wurden außer-

dem RepA-analoge Proteine von zwei Plasmiden mit breitem Wirtsspektrum (pSB102, 

pIP02T), ein RepA-Protein aus einem E. coli-Plasmid (R388) und ein weiteres RepA-

analoges Protein, das in Bu. pseudomallei K96243 auf dem großen Replikon identifi-

ziert worden ist und möglicherweise auf ein ins Chromosom inseriertes Plasmid hin-

weist. 

 

Abb. 4.2: Bewurzelter phylogenetischer Stammbaum basierend auf Sequenzvergleichen 
mutmaßlicher RepA-Proteine aus Genomen verschiedener Stämme der Burkholderia-
ceae, aus einem E. coli-Plasmid und aus unspezifischen Plasmiden mit breitem Wirts-
spektrum (pSB102 und pIP02T). (1) H16_B0001; (2) gi|53761021; (3) gi|48768367; (4) 
gi|17548222; (5) unbenannte CDS; (6) gi|15722254; (7) gi|16610030; (8) gi|53720880; (9) 
gi|419569; (10) gi|38638033; (11) gi|56410265; (12)  gi|56130630; (13) gi|53716049; (14) 
gi|53723369; (15) gi|46321161; (16) gi|48782664. Sequenzvergleiche wurden mit DIALIGN 2 
durchgeführt (Morgenstern, 1999) und mit DRAWGRAM aus dem Phylip-Paket dargestellt 
(Felsenstein, 1989). Die Länge der Äste im Diagramm ist nicht gleichzusetzen mit dem Ver-
wandtschaftsgrad der verbundenen Sequenzen. 

 

R. eutropha H16, Chr.2                  (1) 

R. eutropha JMP134                      (2) 
R. metallidurans CH34, 1               (3) 

R. solanacearum GMI1000, Mpl.   (4) 

R. metallidurans CH34, 2               (5) 
pSB102                                          (6)
pIP02T                                           (7)

Bu. pseudomallei K96243, Chr.1   (8) 

E. coli, R388                                  (9) 
R. eutropha H16, pHG1               (10) 

R. metallidurans CH34, pMOL30 (12) 
R. metallidurans CH34, pMOL28 (11) 

Bu. mallei, Chr.2                           (13) 

Bu. pseudomallei, Chr.2               (14) 
Bu. cepacia R1808                       (15)
Bu. fungorum LB400                    (16)
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Wie dieser Vergleich belegt, enthalten alle Burkholderiaceae-Genome neben dem 

Chromosom ein mutmaßliches Megaplasmid, dessen Verwandtschaftsgrade – anhand 

von RepA-Sequenzvergleichen bestimmt – gute Übereinstimmungen mit der taxonomi-

schen Einteilung der Genome in die Ralstonia- und Burkholderia-Spezies zeigen. Dem-

entsprechend können diese Megaplasmide, zu denen auch Chr.2 aus R. eutropha H16 

gehört, als gattungsspezifisch bezeichnet werden. Daneben enthalten R. eutropha H16 

und R. metallidurans CH34 mit pHG1 und pMOL28 weitere Megaplasmide, die nach 

RepA-Vergleich nah miteinander verwandt sind, aber wenig Ähnlichkeit zu Chr.2, 

pMOL30 und den übrigen Megaplasmiden anderer Burkholderiaceae zeigen. Das Ge-

nom von R. metallidurans CH34 setzt sich demnach aus mindestens vier Megaplasmi-

den zusammen: einem gattungsspezifischen Megaplasmid, pMOL28, das mit pHG1 

verwandt ist, pMOL30, das Ähnlichkeit mit den Megaplasmiden der Burkholderia-

Spezies aufweist und einem weiteren Megaplasmid, das verwandt ist mit einer Gruppe 

um das E. coli-Plasmid R388.  

 

4.I.7 Gemeinsame Abstammung verschiedener Megaplasmide 

Auf jedem der gattungsspezifischen Megaplasmide der vier in Tab. 4.1 dargestellten 

Ralstonia-Spezies (bzw. auf dem Contig des dazugehörigen repA-Gens) wurden Gen-

Cluster identifiziert, die für die Eingangsenzyme des Kohlenhydrat-Abbaus über den 

Entner-Doudoroff-Weg kodieren (Abb. 4.3). Diese Cluster weisen einen Grad an Kon-

servierung auf, der sie von vergleichbaren Gen-Clustern in den Genomen der Burkhol-

deria-Spezies unterscheidet. Demzufolge kann auf ein gemeinsames Ursprungsplasmid 

der gattungsspezifischen Megaplasmide der Ralstonia-Spezies geschlossen werden, auf 

dem bereits die genetischen Grundlagen für den Entner-Doudoroff-Weg angelegt wa-

ren.  
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Phosphogluconat-
Dehydratase
EC 4.2.1.12

R. eutropha H16 

R. eutropha JMP134 

R. solanacearum GMI1000 

R. metallidurans CH34 

Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase

EC 1.1.1.49

6-Phospho-
Gluconolactonase

EC 3.1.1.31

Glucokinase
EC 2.7.1.12

Abb. 4.3: Vergleich der potentiellen Gene für Enzyme des Entner-Doudoroff-Weges in ei-
nem konservierten Cluster auf den Megaplasmiden verschiedener Ralstonia-Spezies.  

 

4.I.8 Hypothetische Entwicklung der Burkholderiales-Genome 

Aus dem Vergleich verschiedener Genome aus der Familie der Burkholderiaceae kann 

ein allgemeines Organisationsprinzip abgeleitet werden, das möglicherweise Hinweise 

auf die evolutionsgeschichtliche Entwicklung dieser Familie gibt. Alle Burkholderia-

Genome enthalten ein Chromosom, das für die Grundlagen der Informationsverwaltung 

und den Basis-Stoffwechsel kodiert und entsprechend hohe Übereinstimmungen in der 

kodierenden Sequenz und deren Verteilung auf dem Chromosom zwischen verschiede-

nen Spezies aufweist. Dieses Replikon könnte vom Chromosom eines gemeinsamen 

Vorläuferbakteriums aller Burkholderiaceae abstammen. Aus dem Genom dieses ur-

sprünglichen Bakteriums, das keine weiteren Replikons enthielt, könnten sich die ein-

zelnen Gattungen durch Aufnahme unterschiedlicher, kleiner Plasmide differenziert ha-

ben. Auf diesen Plasmiden könnten die genetischen Grundlagen einer Spezialisierung 

auf bestimmte Wachstumsbedingungen angelegt gewesen sein, die heute zum Beispiel 

den Ralstonia-Spezies den Abbau von Kohlenhydraten über den Entner-Doudoroff-Weg 

ermöglichen (siehe 4.I.7). Daß Sequenzvergleiche von RepA-Proteinen der großen 

mutmaßlichen Megaplasmide noch immer Gattungszugehörigkeiten widerspiegeln 

(Abb. 4.2), spricht für eine entwicklungsgeschichtlich lange zurückliegende Aufnahme 

dieser Plasmide in das Ursprungsgenom. Für einen Vorläuferorganismus der Burkhol-

deriaceae hätte es sich als nützlich erwiesen, eine ausgeprägte genomische Plastizität zu 

entwickeln, um das Plasmid als Experimentierfeld zur Aufnahme und Überprüfung zu-
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sätzlicher Eigenschaften zu nutzen. Als Folge dieser Plastizität könnte es im Laufe der 

Zeit zu einer Verlagerung von Haushaltsgenen auf die Megaplasmide gekommen sein, 

mit dem Ergebnis, daß heute essentielle Stoffwechselgene auf den Megaplasmiden ko-

diert sind. Genduplikationen und die Aufnahme fremden genetischen Materials über la-

teralen Gentransfer hätten danach die Megaplasmide auf die heutige Größe anwachsen 

lassen. In diesem Sinne stellen die Megaplasmide der Burkholderiaceae ein genetisch 

variables Reservoir nützlicher Eigenschaften dar, aus dem sich der Organismus unter 

widrigen oder veränderten Lebensumständen bedient. 

In der Ralstonia-Gattung könnte es in einem Vorläuferorganismus von 

R. eutropha H16 und R. metallidurans CH34 zur Aufnahme eines weiteren Plasmides 

gekommen sein, aus dem sich pHG1 und pMOL28 entwickelt haben (Abb. 4.2). In R. 

metallidurans CH34, einem Stamm, der ebenso wie R. eutropha H16 lithoautotroph 

wachsen kann, sind die dazu nötigen Hydrogenase-Gene auf dem Chromosom kodiert 

(Mergeay et al., 1985). Dennoch könnten die Grundlagen für die Fähigkeit zu lithoauto-

trophem Wachstum auf einem Vorläuferplasmid von pHG1 und pMOL28 angelegt ge-

wesen sein. Daß in R. eutropha H16 die genetischen Grundlagen des fakultativ lithoau-

totrophen und des fakultativ anaeroben Stoffwechsels auf pHG1 und Chr.2 verteilt vor-

liegen, spricht möglicherweise dafür, daß eine langfristige Verlagerung genetischer 

Ressourcen von den kleineren auf die größeren Megaplasmide oder auf das Chromosom 

stattfindet. Diese Verlagerung könnte nach dem Prinzip erfolgen, vorteilhafte kodieren-

de Eigenschaften von neu erworbenen auf stabilere Replikons zu transferieren. 

In den Bordetella-Spezies könnte eine Anpassung an spezielle Wachstumsbedin-

gungen durch direkte Integration fremder DNA in ein Ursprungschromosom stattgefun-

den haben. Eine gegenüber den Chromosomen der Ralstonia- und Burkholderia-Spezies 

erhöhte Genomgröße und die hohe Anzahl bidirektionaler BLAST-Treffer, die in der 

gleichen Größenordnung liegt wie die Summe der Treffer von Chromosom und Mega-

plasmid der anderen Genome, deuten darauf hin, daß die Entwicklung dieser Genome 

nicht über eine zweites Replikon stattgefunden hat oder das ein zweites Replikon nur in 

einem Zwischenstadium existierte. Potentielle kryptische repA-Gene, die auf in das 

Chromosom inserierte Plasmide hinweisen würden, konnten in den Genomen der Bor-

detella-Spezies nicht gefunden werden.  
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4.I.9 Bemerkungen zur taxonom. Einteilung der Burkholderiaceae 

Innerhalb der letzten Jahre hat eine taxonomische Neuordnung des Ralstonia-Genus 

stattgefunden, in deren Folge R. eutropha und R. metallidurans der Gattung Cupriavi-

dus zugeschrieben wurden (Vandamme & Coenye, 2004; Vaneechoutte et al., 2004). 

Den Veröffentlichungen nach handelt es sich bei R. eutropha um ein Synonym des 

schon früher beschriebenen Cupriavidus necator (Makkar & Casida, 1987). Demnach 

ordnen sich die Genome der Ralstonia-Spezies aus Tab. 4.1 jetzt zwei verschiedenen 

Gattungen zu: Cupriavidus (C. necator N1, C. necator H16, C. necator JMP134, 

C. metallidurans CH34) und Ralstonia (R. solanacearum GMI1000). 

Da bisher keine Informationen über die Genomorganisation von C. necator N1 im 

Vergleich zu R. eutropha H16 vorliegen, wurden beide Genome durch Pulsfeld-

Gelelektrophorese parallel aufgetrennt und miteinander verglichen (Abb. 4.4; S. Voll-

land, unveröffentlicht). 

 

5,7

3,5

2,4 - 2,7

1,7 - 1,8

1,4

1,1

3,1

R. eutropha H16 C. necator N1
a b c a b cM1 M2

1

3

2

4

6

5

Abb. 4.4: Auftrennung genomischer DNA der Stämme R. eutropha H16 und C. necator N1 
durch Pulsfeld-Gelelektrophorese. Es wurden jeweils drei gleiche Ansätze aufgetragen 
(R. eutropha H16 und C. necator N1: a,b,c). Abkürzungen: M1 und M2, Längenmarker. Grös-
senangaben in Mbp. Zuordnung der DNA-Banden: 1, Chr.1 aus R. eutropha H16; 2, Chr.2 aus 
R. eutropha H16; 3, pHG1 aus R. eutropha H16; 4, mutmaßliches Chromosom aus C. necator 
N1; 5, mutmaßliches Megaplasmid 1 aus C. necator N1; 6, mutmaßliches Megaplasmid 2 aus 
C. necator N1.  
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Innerhalb der Familie der Burkholderiaceae verteilen sich die kodierende Eigen-

schaften des Genoms auf mehrere Replikons, die unterschiedlichen Ursprungs sein kön-

nen und verschiedene Verwandtschaftsbeziehungen zeigen. Dadurch wird die taxono-

mische Klassifizierung dieser Organismen erheblich erschwert. An der jetzigen Eintei-

lung erscheint zumindest die Trennung der Stämme R. eutropha H16 und R. solanacea-

rum GMI1000 problematisch, weil sie die hohen Übereinstimmungen zwischen den 

Chromosomen ebenso wie den gemeinsamen Ursprung der potentiell gattungsspezifi-

schen Megaplasmide vernachlässigt. Die Zuordnung von R. eutropha zur Spezies Cu-

priavidus necator sollte aufgrund der deutlichen Unterschiede in der Größe der Repli-

kons, aus denen sich die Genome von R. eutropha H16 und C. necator N1 zusammen-

setzen, noch einmal überprüft werden. 

 

4.I.10 Ausblick 

Mit dem Verständnis der Genomorganisation der Burkholderiaceae, aus der sich die 

außerordentliche metabolische Vielseitigkeit dieser Familie speist, werden sich in Zu-

kunft Ansätze für die Entwicklung von Hochleistungsstämmen ableiten lassen. Schließ-

lich kann dabei auf ein umfangreiches genetisches Potential zurückgegriffen werden, 

das sich aus der Gesamtheit der verschiedenen Megaplasmide dieser Familie zusam-

mensetzt. Möglicherweise ließen sich Eigenschaften unterschiedlicher Megaplasmide 

zu einer Art Ralstonia-Bibliothek verbinden, in der ein Basischromosom mit unter-

schiedlichen Megaplasmiden kombiniert würde, um aus Eigenschaften wie Autotrophie, 

Schwermetallresistenz oder Substratspezifität einen maßgeschneiderten Stamm zusam-

menzustellen. Dazu müßte zunächst die genaue Funktion der mutmaßlichen Megaplas-

mide und Chromosomen ebenso wie deren gesamtes kodierendes Potential erfaßt und 

verstanden werden. In R. eutropha H16 sollte dieses Verständnis in absehbarer Zeit 

durch eine Genomanalyse, bei der auf ausführliche experimentelle Daten zurückgegrif-

fen werden kann, verfügbar sein. Zur Zeit wird an einer abschließenden Annotation und 

Charakterisierung von Chr.1 gearbeitet. Im Anschluß daran ist die Herstellung von 

DNA-Chips geplant, die eine Analyse der Transkription des gesamten Genoms von 

R. eutropha H16 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen ermöglichen werden.  

 133



DISKUSSION  KAPITEL 4 

4.II Das Methanosphaera stadtmanae-Genomprojekt 

4.II.1 Das Methanosphaera stadtmanae-Genom 

Mit Msp. stadtmanae wurde das erste kommensale methanogene Archaeon vollständig 

sequenziert und annotiert. Von allen bisher sequenzierten Archaeen weist das Genom 

von Msp. stadtmanae den niedrigsten G+C-Gehalt (28 %) und die höchste Anzahl ribo-

somaler RNA-Operons (vier) auf. Gleichzeitig besitzt es die niedrigste Anzahl kodie-

render Sequenzen (1545 CDSs) von allen bisher sequenzierten Methanogenen 

(1687 CDSs bis 4540 CDSs). Die Genomgröße von Msp. stadtmanae (1.77 Mbp) liegt 

zwischen den Genomgrößen der Methanosarcina-Spezies (4.1 Mbp bis 5.75 Mbp) und 

der übrigen methanogenen Archaeen (1.66 Mbp bis 1.75 Mbp). Der Anteil der kodie-

renden Sequenz an der Gesamtsequenz (84 %) fällt höher aus als in den Methanosarci-

na-Spezies (74 % bis 75 %) und niedriger als in den übrigen methanogenen Archaeen 

(88 % bis 90 %).    

 

4.II.2 Der methanogene Stoffwechsel 

Im anaeroben Milieu des menschlichen Enddarms hat sich Msp. stadtmanae auf die 

Verwertung von Gärungsprodukten spezialisiert, die aus der anaeroben Fermentation 

von Nahrungsmittelresten, die vom Menschen nicht umgesetzt werden können, durch 

nicht-methanogene Bakterien stammen (Wolin & Miller, 1994). Dabei tritt 

Msp. stadtmanae in direkte Konkurrenz zu Methanobrevibacter smithii, dem häufigsten 

methanogenen Archaeon im menschlichen Enddarm, das für nahezu die gesamte Me-

thanproduktion im Gastrointestinaltrakt verantwortlich ist (Miller & Wolin, 1982). Im 

Gegensatz zu Mbr. smithii hat sich Msp. stadtmanae auf einen methylotrophen Stoff-

wechsel spezialisiert, bei dem in analoger Weise zu den Methanosarcina-Spezies 

(Deppenmeier, 2004) Methanol mit molekularem Wasserstoff zu Methan reduziert wird 

(Miller & Wolin, 1985). Die CDSs der an diesen Reaktionen beteiligten Enzyme, ein-

schließlich einer Untereinheit der ATP-Synthase, weisen eine Anpassung der Codon 
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Usage auf, die sie als hochexprimiert charakterisiert und die elementare Funktion dieser 

Enzyme im Stoffwechsel von Msp. stadtmanae belegt (siehe 3.II.2.3).  

Die endogene Produktion von Methanol, das nahezu vollständig aus dem Abbau 

von Pectin stammt, liegt im menschlichen Gastrointestinaltrakt zwischen 0.3 und 0.6 

Gramm pro Tag (Lindinger et al., 1997). Pectin, ein Methyl-Ester polymerisierter Zuk-

kersäuren, stellt einen Hauptbestandteil pflanzlichen Zellwände dar und wird im Darm 

durch pectinolytische Bakterien, insbesondere der Gattung Bacteroides, unter Abspal-

tung von Methanol umgesetzt (Salyers et al., 1977). In vivo-Analysen weisen auf stark 

erhöhte Methanolkonzentrationen im menschlichen Körper insbesondere nach dem 

Verzehr von Früchten hin (Lindinger et al., 1997). Beispielsweise entspricht der An-

stieg der Methanolkonzentration im Atem nach Verzehr von einem Kilogramm Äpfel 

dem Genuß von 0.3 Litern 40 %igem Branntwein.  

Zu einer methanogenen Reduktion von CO2 ist Msp. stadtmanae im Gegensatz zu 

Mbr. smithii und den meisten anderen bisher sequenzierten methanogenen Archaeen 

nicht in der Lage. Dafür ist wahrscheinlich ein Mangel an Molybdopterin verantwort-

lich, das weder synthetisiert, noch aufgenommen werden kann (siehe 3.II.5.1). Molyb-

dopterin stellt jedoch einen essentiellen Cofaktor für die Formyl-Methanofuran-

Dehydrogenase dar, das Eingangsenzym der Methanogenese aus H2 und CO2 (Vorholt 

& Thauer, 1997). Zu allen weiteren Enzymen des CO2-Reduktionsweges, einschließlich 

der Formyl-MFR-Dehydrogenase, konnten in Msp. stadtmanae analoge kodierende Se-

quenzen nachgewiesen werden (siehe 3.II.4). Überraschenderweise lassen sich anhand 

der Enzyme des methanogenen Stoffwechsels keine eindeutigen Verwandtschaftsver-

hältnisse von Msp. stadtmanae zu anderen methanogenen Archaeen ausmachen. Wäh-

rend die Mehrheit der CDSs die stärksten Übereinstimmungen in Sequenz und Organi-

sation zu Mth. thermautotrophicus zeigt, weichen einige Cluster von diesem Muster ab 

und entsprechen in der Reihenfolge der Gene dem Methanosarcina-Typ oder weichen 

von allen bisher beschriebenen Formen ab. Möglicherweise gehen diese Unterschiede in 

der Organisation der Gene auf eine dynamische Plastizität des Genoms von 

Msp. stadtmanae zurück, die sich in regelmäßigen intragenomischen Rekombinations-

ereignissen äußert (siehe 4.II.4). 
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4.II.3 Kommensalismus 

Bis zu 1012 kommensale Mikroorganismen leben in jedem Gramm Darminhalt des 

Menschen (Mackie et al., 1999). Wie Experimente mit Mäusen belegen, die unter keim-

freien Bedingungen gehalten wurden, üben kommensale Mikroorganismen eine positive 

Wirkung auf die Ausbildung der Darmschleimhaut und des Immunsystems aus (Crabbe 

et al., 1970; Benveniste et al., 1971). Zu einer Störung des empfindlichen Gleichge-

wichts zwischen Bakterium und Wirt kann es jedoch kommen, wenn die kommensale 

Darmflora als pathogen wahrgenommen und durch das Immunsystem bekämpft wird – 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa (in-

flammatory bowel diseases) sind die Folge (Macdonald & Monteleone, 2005). Da sich 

die Grenzen zwischen pathogenen und kommensalen Organismen in dieser Weise ver-

schieben können, ist Kommensalismus auch als dynamisches Wettrüsten als Folge einer 

Koevolution bezeichnet worden, die Kommensale und Wirt davor bewahrt einander 

Schaden zuzufügen (Steinert et al., 2000; Hooper & Gordon, 2001). Kommensale eben-

so wie pathogene Organismen weisen allgemeine Oberflächenstrukturen auf (pathogen 

associated molecular patterns, PAMPs), die von Rezeptoren des menschlichen Immun-

systems (Toll-like receptors, TLRs) erkannt werden (Macpherson & Uhr, 2004). Dem-

entsprechend werden den Prozessen, die zur Ausbildung eines pathogenen oder eines 

symbiontischen Verhältnisses führen, ähnliche molekulare Mechanismen zugesprochen 

(Hentschel et al., 2000). Ein gemeinsames Merkmal dieser Mechanismen ist die Erzeu-

gung phänotypischer Diversität, durch die sich der kommensale oder pathogene Orga-

nismus maskiert und damit dem Immunsystem des Wirtes dauerhaft entzieht (Deitsch et 

al., 1997). Durch genetische Reorganisationen, die zusammenfassend als Phasenvariati-

on (phase variation) bezeichnet werden, wird innerhalb bestimmter Loci, die für antige-

nisch relevante Oberflächenstrukturen kodieren, eine lokal begrenzte Hypermutabilität 

erzeugt. Zu den genetischen Grundlagen dieser Hypermutabilität gehören Insertionen 

und Deletionen einzelner Basen oder kurzer Sequenzabschnitte innerhalb kodierender 

Sequenzen oder Promotorregionen. 

Über eine Identifikation derjenigen Proteine, die keine Entsprechung in den Ge-

nomen andere Archaeen aufweisen, konnten mehrere Gruppen von Proteinen identifi-

ziert werden, die möglicherweise an der Erzeugung phänotypischer Diversität beteiligt 

sind oder auf andere Weise für die Etablierung des kommensalen Verhältnisses von 
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Msp. stadtmanae im menschlichen Enddarm benötigt werden. Spezifische Enzyme der 

Zellwandsynthese deuten darauf hin, daß Msp. stadtmanae Oberflächenstrukturen aus-

bildet, die Ähnlichkeiten zur O-Antigen-Komponente der Lipopolysaccharide Gram-

negativer Bakterien aufweisen (siehe 4.II.3.1). Bei diesen Strukturen könnte es sich um 

Oligosaccharidketten handeln, die über N- und O-glykosidische Bindungen mit Aspara-

gin-, Threonin- und Serin-Resten membranassoziierter Proteine aus der Gruppe der ü-

berlangen Proteine verknüpft sind (siehe 4.II.3.2). Intragenomische Rekombinationse-

reignisse könnten ein Reservoir variierender überlanger ORFs erzeugt haben, deren va-

riable Expression für die Erzeugung antigenischer Variabilität verantwortlich ist. Die 

Regulation dieser paralogenen Gene könnte über reversible DNA-Methylierungen durch 

Restriktions-Modifikations-Systeme stattfinden.  

 

4.II.3.1 Zellwandsynthese 

Msp. stadtmanae gehört zur Familie der Methanobacteriaceae (Miller & Wolin, 1985), 

die sich durch Zellwände mit hohen Anteilen von Pseudomurein auszeichnen (König et 

al., 1982). Eine Glycoproteinschicht vom Typ der bakteriellen S-layer – vergleichbar 

mit den Lipopolysacchariden Gram-negativer Bakterien (Whitfield, 1995) – kann in 

Msp. stadtmanae nicht nachgewiesen werden (H. König, persönliche Mitteilung).  

Die meisten Enzyme der Zellwandsynthese von Msp. stadtmanae sind in einem 

Bereich des Genoms kodiert, der an den Replikationsursprung grenzt (Abb. 3.25). Dar-

unter befinden sich einige Enzyme, die keine signifikante Ähnlichkeit zu bekannten 

Proteinen anderer Archaeen aufweisen, dafür aber zu Enzymen der Zellwandsynthese 

Gram-negativer, vorwiegend pathogener Bakterien (siehe 3.II.5.2.1). Dort werden sie 

mit der Synthese und Assemblierung von Zuckerresten im O-Antigen, der äußeren, 

strukturell hochvariablen Komponente der Lipopolysaccharide (LPS) in Verbindung 

gebracht. Die chemische Zusammensetzung der O-Antigene in Gram-negativen Bakte-

rien ist stammspezifisch, kann jedoch auch innerhalb einer einzigen Kultur eine große 

Heterogenität erreichen (Lerouge & Vanderleyden, 2002). In Salmonella-Spezies sind 

die Enzyme der O-Antigen-Synthese in rfb-Clustern kodiert, deren genetische Zusam-

mensetzung für die hohe strukturelle Variabilität dieser Strukturen verantwortlich ist 

(Jiang et al., 1991). LPS und darin besonders der O-Antigen-Komponente werden in pa-

thogenen Organismen unterschiedliche Funktionen in wenigstens zwei Stadien des In-
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fektionsprozesses zugeschrieben: Haftung an spezifische Gewebetypen während der 

Besiedelung und dauerhafte Überwindung von Abwehrmechanismen des Wirtes 

(Lerouge & Vanderleyden, 2002). Da sich Msp. stadtmanae durch die Existenz von rfb-

analogen Genen von allen anderen bisher sequenzierten Archaeen unterscheidet, könnte 

diesen Genen eine ähnlich Funktion bei der Etablierung eines kommensalen Verhältnis-

ses im menschlichen Darm zufallen. 

In diesem Zusammenhang könnte eine in Msp. stadtmanae identifizierte CDS eine 

Rolle spielen, die in Gram-negativen Bakterien für ein Enzym kodiert, das die Übertra-

gung von Phosphoryl-Cholin (ChoP) auf die LPS katalysiert (siehe 3.II.5.2.1). In vielen 

vorwiegend pathogenen, Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien kann ChoP in 

der Zellwand nachgewiesen werden (Mosser & Tomasz, 1970; Gillespie et al., 1996; 

Weiser et al., 1998a). ChoP-Resten werden in der Pathogenese Funktionen für die Haf-

tung und Invasion von Endothel- und Epithel-Zellen durch Wechselwirkungen mit dem 

Rezeptor des platelet activating factors zugeschrieben (Cundell et al., 1995; Ring et al., 

1998). Da ChoP-Epitope allerdings auch Sensitivität gegenüber der serumvermittelten 

Zelltötung durch das menschliche Immunsystem vermitteln können (Weiser et al., 

1998b), werden Mechanismen der Phasenvariation diskutiert, mit deren Hilfe die Über-

tragung von ChoP in unterschiedlichen Stadien der Besiedelung reversibel deaktiviert 

werden kann (Serino & Virji, 2002). Innerhalb der Gattung Neisseria wurden verschie-

dene pathogene und kommensale Stämme charakterisiert, die sich in der Lokalisation 

von ChoP-Epitopen an unterschiedlichen Strukturen Zellwand unterscheiden (Serino & 

Virji, 2000). Während ChoP in kommensalen Stämmen durch die Cholin-

Phosphotransferase auf LPS übertragen wird und sich ausschließlich dort nachweisen 

läßt, wird es in pathogenen Neisseria-Stämmen durch andere enzymatische Systeme ü-

bertragen und läßt sich in diesem Fall nur an exponierten Pilusstrukturen nachweisen. 

Obwohl in Msp. stadtmanae mit Ausnahme der Cholin-Phosphotransferase keine weite-

ren der in H. influenzae für Aufnahme, Synthese und Übertragung von ChoP charakteri-

sierten Enzyme nachgewiesen wurden (Weiser et al., 1997), könnte ChoP-Resten eine 

Funktion bei der Adhesion von Msp. stadtmanae an spezifische Darm-Epithelzellen im 

menschlichen Enddarm zukommen. 
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4.II.3.2 Überlange ORFs 

Msp. stadtmanae wendet ca. 10 % seiner Genomsequenz für die Kodierung einer Grup-

pe von Proteinen auf, deren Funktion für den Organismus unbekannt ist. Die überlangen 

ORFs sind ohne erkennbare Ordnung oder konservierte Umgebung über das gesamte 

Genom verteilt und kodieren für Proteine von 800 bis 3400 Aminosäuren Länge, die 

schwache aber eindeutige Ähnlichkeit zu Proteinen unbekannter Funktion aus vorwie-

gend Gram-negativen Pathogenen aufweisen (siehe 3.II.5.2.2). Im Vergleich zum restli-

chen Genom zeichnen sich die überlangen ORFs durch einen unterdurchschnittlichen 

G+C-Gehalt, die überlangen Proteine durch eine veränderte Aminosäurezusammenset-

zung und eine aus kurzen, sich wiederholenden Aminosäuremustern zusammengesetzte 

Struktur aus (Abb. 3.31). Zu den strukturellen Merkmalen der überlangen Proteine ge-

hören eine kurze Leader-ähnliche Sequenz, ein potentieller N-terminaler Membranan-

ker, eine konservierte repetitive Sequenz aus etwa 50 Aminosäuren am C-Terminus und 

ein im Vergleich zum Rest des Genoms stark erhöhter Anteil der Aminosäuren Aspara-

gin, Threonin und Serin. Weder bereits charakterisierte Proteindomänen, noch bekannte 

Leader-Sequenzen oder andere Aminosäuremuster, die auf eine posttranslationale Mo-

difikation hinweisen würden, können innerhalb der Proteinsequenzen nachgewiesen 

werden. Zu einer möglichen Funktion des relativ konservierten C-terminalen Musters 

gibt es keine Informationen. 

Wenn Msp. stadtmanae für die Etablierung eines kommensalen Verhältnisses im 

menschlichen Enddarm tatsächlich auf eine antigenische Variabilität von Oberflächen-

strukturen angewiesen ist, um sich der Immunreaktion des Wirtes zu entziehen, so 

spricht einiges dafür, daß dazu die Gruppe der "überlangen ORFs" die genetischen 

Grundlagen liefert:  

• Mit insgesamt 37 CDSs, die mehr als 10 % der kodierenden Sequenz von 

Msp. stadtmanae umfassen, bilden die überlangen ORFs einen umfangreichen Fun-

dus ähnlicher, aber nicht identischer Proteine. Durch Expression verschiedener über-

langer ORFs können Proteine von unterschiedlicher Länge, unterschiedlicher An-

zahl konservierter Sequenzmuster und leicht variierender Aminosäurezusammenset-

zung generiert und so möglicherweise eine hohe phänotypische Diversität erzeugt 

werden. 
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• Der Regulation der Expression alternativer Loci, wie sie die überlangen ORFs dar-

stellen, kann durch verschiedene Mechanismen bewerkstelligt werden, die unter 

dem Begriff Phasenvariation zusammengefaßt werden. Daran können reversible 

Methylierungen von Promotorbereichen durch ein Typ III Restriktions-

Modifikations-System beteiligt sein (Srikhanta et al., 2005), das außer in 

Msp. stadtmanae in keinem anderen Archaeon nachgewiesen wurde (siehe 

3.II.5.2.3). In Neisseria gonorrhoeae werden antigenische Variationen von Pilus-

strukturen durch intragenomische Rekombinationen erzeugt, in denen homologe, 

aber nicht identische Sequenzen durch nicht-reziproke Gen-Konversion ausge-

tauscht werden (Hagblom et al., 1985; Koomey et al., 1987).  

• Die potentielle N-terminale Leader-Sequenz und anschließende Transmembranregi-

on zeigen Übereinstimmungen mit Charakteristika der Sec-vermittelten Protein-

translokation über die Cytoplasmamembran (Pohlschröder et al., 2004). Demnach 

besitzen Signalsequenzen der Klasse I eine N-terminale, positiv geladene, ein bis 

fünf Aminosäuren lange, nicht konservierte Signalsequenz, gefolgt von einer hydro-

phoben Domäne aus mindestens sechs Aminosäuren, gefolgt von einer ungeladenen 

polaren Domäne aus drei bis sieben Aminosäuren (von Heijne, 1990). Die positiven 

Ladungen der N-terminalen Leader-Sequenz interagieren wahrscheinlich mit nega-

tiv geladenen Phospholipiden an der cytoplasmatischen Seite der Membran und 

vermitteln auf diese Weise die Orientierung des Peptids während der Translokation 

(Lee & Bernstein, 2001). Die polare ungeladene dritte Domäne, zu der keine Ent-

sprechung in den überlangen Proteinen aus Msp. stadtmanae existiert, wird von ei-

ner Signalpeptidase des Typs I erkannt und geschnitten (Albers & Driessen, 2002). 

Möglicherweise werden die überlangen Proteine über einen Sec-ähnlichen Mecha-

nismus über die Cytoplasmamembran transportiert, bleiben jedoch über einen poten-

tiellen N-terminalen Transmembran-Anker, der nach der Translokation nicht abge-

schnitten wird, an die Membran assoziiert. 

• Die Domänenstruktur der überlangen Proteine, in der kurze Sequenzmotive im Ab-

stand von ca. 100 Aminosäuren wiederholt werden, ermöglicht einerseits die Gene-

rierung zusätzlicher Variabilität durch Veränderungen in der Anzahl von Wiederho-

lungen und kann andererseits Zielsequenzen bereitstellen für posttranslationale Pro-

zessierungen. 
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• Mit Asparagin, Threonin und Serin liegen in den überlangen Proteinen gerade die 

drei Aminosäuren stark konzentriert vor, deren Substituierung durch N- und O-

verknüpfte Glycosylierung insbesondere in pathogenen Bakterien gut dokumentiert 

ist (Benz & Schmidt, 2002; Szymanski & Wren, 2005). Den Oligosaccharidresten 

der Glycoproteine werden Funktionen für die stabile Haftung an spezifische Gewe-

betypen, für die Invasion von Wirtszellen und als Antigene der Immunantwort zuge-

schrieben (Dobos et al., 1996; Benz & Schmidt, 2001). An der Synthese und As-

semblierung der Oligosaccharide und an der Verknüpfung mit Asparagin (N-

Verknüpfung) bzw. mit Serin/Threonin (O-Verknüpfung) sind Enzyme beteiligt, die 

ursprünglich der LPS-Biosynthese zugeschrieben wurden (Szymanski et al., 1999). 

Möglicherweise üben die in Msp. stadtmanae identifizierten spezifischen Enzyme 

der Zellwandsynthese eine ähnliche Funktion aus (siehe 4.II.3.1). 

 

4.II.4 Spezifische Anpassungen des Msp. stadtmanae-Genoms 

Im Vergleich zu anderen Archaeen und darunter besonders den methanogenen, zeigt das 

Genom von Msp. stadtmanae einige spezifische Anpassungen, die in enger Beziehung 

zu seinem besonderen Habitat zu sehen sind. Einerseits gewährleistet das Wachstum im 

menschlichen Enddarm eine Nährstoffversorgung, die Msp. stadtmanae eine Reduktion 

des Stoffwechsels und damit der genetischen Ressourcen erlaubt, die sich in der im 

Vergleich zu allen bisher sequenzierten methanogenen Archaeen niedrigsten Anzahl 

CDSs ausdrückt. Andererseits sind mit dem Wachstum in dieser potentiell feindlichen 

Umgebung Anpassungen verbunden, die sich aus der Auseinandersetzung mit dem 

menschlichen Immunsystem ergeben.  

Die Reduktion der genetischen Ressourcen zeigt sich darin, daß Msp. stadtmanae 

im Gegensatz zu anderen methanogenen Archaeen die Fähigkeit zu autotrophem Wach-

stum, zur Methanogenese aus CO2 und H2, ebenso wie zur Synthese einiger Cofaktoren 

und Aminosäuren verloren hat. Msp. stadtmanae fehlt der CO-Dehydrogenase/Acetyl-

CoA-Synthase-Komplex; ein Molybdopterin-Cofaktor kann nicht synthetisiert werden. 

Aus dem Medium müssen mindestens Ammonium, Acetat, Kohlendioxid, Thiamin, 

Biotin und Isoleucin aufgenommen werden (Miller & Wolin, 1985). Für die Auseinan-

dersetzung mit dem menschlichen Immunsystem wendet Msp. stadtmanae wahrschein-

lich deutlich mehr als ein Zehntel der gesamten Genomsequenz auf, die für spezifische 
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Enzyme der Zellwandsynthese und die Gruppe der überlangen Proteine kodieren. Diese 

Synthese dürfte einen Großteil der Stoffwechselaktivität von Msp. stadtmanae binden 

und erhebliche Anforderungen an die Transkriptions- und Translations-Maschinerie und 

dazu an die Energieversorgung dieser Enzymapparate stellen. Dementsprechend könnte 

die im Vergleich zu anderen Archaeen hohe Anzahl ribosomaler RNA-Operons die In-

frastruktur für die gesteigerte Proteinsynthese-Aktivität bereitstellen, wohingegen sich 

der erhöhte Energiebedarf in einer Anpassung der Codon Usage der an der Methanoge-

nese beteiligten Enzyme und der ATP-Synthase ausdrückt, die insgesamt als hochex-

primiert charakterisiert wurden. In diesem Zusammenhang ist es nicht überraschend, 

daß die von der DSMZ, Braunschweig bezogene Stammkultur von Msp. stadtmanae ei-

ne stabile genomische Variante enthielt, in der eines der ribosomalen RNA-Operons 

durch eine Deletion in der 23S rRNA zerstört war. Da in Kultur keine Auseinanderset-

zung mit dem menschlichen Immunsystem und damit auch kein Bedarf an gesteigerter 

Syntheseaktivität besteht, stellt eine verminderte Ribosomenkonzentration unter diesen 

Bedingungen keinen Selektionsnachteil dar.  

Möglicherweise belegt die Deletion innerhalb des ribosomalen RNA-Operons 

ebenso wie die beobachteten Abweichungen in der Anordnung einzelner Gene inner-

halb konservierter Cluster eine gesteigerte Plastizität des Msp. stadtmanae-Genoms im 

Vergleich zu anderen methanogenen Archaeen. Diese dynamische Struktur könnte die 

Aufnahme fremder DNA durch lateralen Gentransfer begünstigt haben und damit die 

Grundvoraussetzung für eine Anpassung von Msp. stadtmanae an das besondere Habitat 

darstellen. Einen Ursprung dieser fremden Gene, die für die Ausbildung besonderer 

Oberflächenstrukturen verantwortlich sein könnten, stellen möglicherweise Gram-

negative, pathogene Bakterien dar. Weiterhin könnte sich eine genomische Plastizität, 

die zur Duplikation von Genen und zur verstärkten Mutabilität durch Insertionen und 

Deletionen einzelner Basen oder kurzer Sequenzabschnitte führt, bei der Ausbildung va-

riabler Oberflächenstrukturen als nützlich erwiesen haben. Bei der umfangreiche Grup-

pe der überlangen ORFs, die untereinander starke Homologien zeigen und dennoch va-

riable Strukturen aufweisen, könnte es sich um das Ergebnis dieser genomischen Flexi-

bilität handeln. Gleichzeitig würde die dynamische Struktur des Msp. stadtmanae-

Genoms die gegenüber anderen methanogenen Archaeen leicht erhöhte Genomgröße in 

Verbindung mit einer geringeren Dichte der kodierenden Sequenzen erklären. Durch die 

Aufnahme fremder DNA würde die Größe des Genoms zunehmen, aufgrund vermehrter 
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Mutationsereignisse aber gleichzeitig ein Teil der kodierenden offenen Leserahmen ver-

lorengehen.  

Möglicherweise deutet schließlich der offensichtliche Widerspruch zwischen ei-

nem hochspezialisierten kleinen Genom auf der einen Seite und der Verschwendung 

kodierender Kapazitäten für überflüssige Enzyme des CO2-Reduktions-Weges auf der 

anderen Seite darauf hin, daß es sich bei Msp. stadtmanae um einen jungen Organismus 

handelt, der die Fähigkeit, CO2 zu Methan zu reduzieren, erst vor evolutionsgeschicht-

lich kurzer Zeit verloren hat. Veränderte Ernährungsgewohnheiten des Menschen – zum 

Beispiel durch vermehrt pflanzliche Nahrung – könnten zu einer erhöhten Produktion 

von Methanol im Enddarm und zur Spezialisierung von Msp. stadtmanae auf eine ein-

geschränkte Methanogenese aus Methanol und H2 geführt haben.  

 

4.II.5 Ausblick 

Obwohl infektiöse Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes in den westlichen Indu-

striestaaten weitgehend kontrolliert werden, nimmt die Anzahl allergischer und ent-

zündlicher Störungen dramatisch zu (Macdonald & Monteleone, 2005). Chronisch ent-

zündliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn werden mit einer Reizung des Im-

munsystems durch an sich harmlose kommensale Mikroorganismen in Verbindung ge-

bracht (Podolsky, 2002). Bis heute konnte allerdings nicht befriedigend geklärt werden, 

durch welche Mechanismen das menschliche Immunsystem zwischen kommensalen 

und pathogenen Organismen unterscheidet und worin die Ursachen einer Störung des 

sensiblen kommensalen Gleichgewichtes bestehen (Macpherson & Uhr, 2004). Die 

Analyse des Msp. stadtmanae-Genom könnte in diesem Zusammenhang wertvolle Er-

kenntnisse liefern und unter Umständen therapeutische Ansätze für die Behandlung ent-

zündlicher Darmerkrankungen liefern. Mit der Identifikation Msp. stadtmanae-

spezifischer Gene, die möglicherweise an der Expression antigenisch variabler Oberflä-

chenstrukturen beteiligt sind, konnten vielversprechende Kandidaten für weiterführende 

Untersuchungen gefunden werden, die die Charakterisierung von Deletionsmutanten in 

einem Msp. stadtmanae-Darm-Modell einschließen müßten. 
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5 Zusammenfassung 

5.I Das Ralstonia eutropha-Genomprojekt 

1. Die Chromosomen 1 und 2 des Genoms von R. eutropha H16 wurden vollständig 

sequenziert und einer eingehenden Analyse unterzogen. Chr.1 besteht aus 

4.053 Mbp mit ca. 3882 CDSs, Chr.2 aus 2.912 Mbp mit ca. 2654 CDSs und das be-

reits sequenzierte Megaplasmid pHG1 (Schwartz et al., 2003) aus 0.452 Mbp mit 

420 CDSs. Hinsichtlich des G+C-Gehaltes (66 %) und der Dichte kodierender Se-

quenzen (88 %) und genomischer Inseln (14 %) unterscheiden sich Chr.1 und Chr.2 

kaum, weichen aber deutlich von pHG1 ab (G+C-Gehalt: 62 %, Dichte kodierender 

Sequenzen: 81 %, Dichte genomischer Inseln: 33 %). 

 

2. In den kodierenden Eigenschaften läßt sich ein Schwerpunkt von Chr.1 für Kompo-

nenten des Basis-Stoffwechsels und der Informationsverwaltung feststellen, wohin-

gegen Chr.2 und pHG1 für Enzyme kodieren, die dem Organismus eine Erweiterung 

des Substratspektrums und Anpassung an besondere Wachstumsbedingungen er-

möglichen. In Bezug auf diese Eigenschaften ist Chr.2 weniger spezifisch als pHG1. 

 

3. Auf Chr.2 sind Schlüsselkomponenten des fakultativ chemolithoautotrophen und 

anaeroben Stoffwechsels und der Umsetzung von Kohlenhydraten über den Entner-

Doudoroff-Weg kodiert sowie verschiedene Abbauwege aromatischer Kohlenwas-

serstoffe, der gesamte Begeißelungsapparat und eine Reihe potentieller Toxin-

Cluster. 

 

4. In Bezug auf Mechanismen der Replikationsinitiation weist Chr.2 Charakteristika 

eines Megaplasmides auf, die in Verbindung mit Unterschieden in den kodierenden 

Eigenschaften zwischen Chr.1 und Chr.2 für einen plasmidären Ursprung dieses 

Replikons sprechen. 

 

5. Die Zusammensetzung des R. eutropha-Genoms aus einem Chromosom und mehre-

ren Megaplasmiden findet ihre Entsprechung in anderen Burkholderiaceae-
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Genomen und läßt auf ein gemeinsames Vorläufergenom schließen, das aus einem 

einzigen Chromosom bestand und sich durch Aufnahme eines Plasmides und Inte-

gration lateral transferierter DNA zu den Genomen der heutigen Burkholderiaceae-

Spezies differenziert hat. 

 

5.II Das Methanosphaera stadtmanae-Genomprojekt 

1. Das vollständig sequenzierte Genom von Msp. stadtmanae besteht aus einem Chro-

mosom von 1 767 405 Mbp Länge, das von allen bisher sequenzierten Archaeen den 

niedrigsten G+C-Gehalt (28 %) und die höchste Anzahl ribosomaler RNA-Operons 

(vier) aufweist. Im Vergleich zu anderen sequenzierten Methanogenen enthält das 

Genom von Msp. stadtmanae die niedrigste Anzahl kodierender Sequenzen (1545 

CDSs). 

  

2. Die CDSs für die Enzyme der Methanogenese aus Methanol und H2 sowie für eine 

Untereinheit der ATP-Synthase zeigen eine Anpassung der Codon Usage, die auf 

eine effiziente Translation hinweist und diese CDSs als hochexprimiert charakteri-

siert.  

 

3. Die Reduktion des Stoffwechsels von Msp. stadtmanae im Vergleich zu anderen 

Methanogenen kann auf fehlende CDSs für einen CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-

Synthase-Komplex und für die Molybdopterin-Cofaktor-Biosynthese zurückgeführt 

werden. Allerdings weist das Genom von Msp. stadtmanae CDSs für den gesamten 

Enzymapparat des CO2-Reduktionsweges auf. 

 

4. Für die Expression potentieller Gene, die bisher in keinem anderen Archaeon nach-

gewiesen worden waren und damit wahrscheinlich für das kommensale Wachstum 

im menschlichen Enddarm benötigt werden, wendet Msp. stadtmanae mehr als 10 % 

der kodierenden Sequenz und möglicherweise einen Großteil seiner Stoffwechselak-

tivität auf. Zu diesen Genen gehören CDSs, die auf Proteinebene Ähnlichkeiten zu 

Enzymen aus der O-Antigen-Synthese der Lipopolysaccharide Gram-negativer Pa-

thogene aufweisen. 
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5. Eine umfangreiche und in sich homologe Gruppe Msp. stadtmanae-spezifischer 

CDSs von überdurchschnittlicher Länge und besonderer Aminosäurezusammenset-

zung kodiert möglicherweise für variable Oberflächenstrukturen, die durch Substitu-

ierung an Asparagin, Threonin- und Serin-Resten in ähnlicher Weise wie die Lipo-

polysaccharide Gram-negativer Pathogene glykosyliert werden könnten, um Msp. 

stadtmanae antigenische Variabilität und damit Schutz vor dem menschlichen Im-

munsystem zu gewährleisten. 
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