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Kurzfassung

In den letzten Jahren hat die Nachfrage nach Mikroalgenprodukten auf dem Markt
zugenommen, aber eine nachhaltige industrielle Produktion wird immer noch durch die
biologische Stabilitat der Produktionsanlagen im grof3en Maflstab beschrankt. Die
Beziehungen zwischen Algenwirten, dem zugehdrigen Mikrobiom und parasitischen
Kontaminanten in Photobioreaktoren sind jedoch noch weitgehend unerforscht. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der bisher unbekannte parasitire Aphelidien-Stamm AI15TR
charakterisiert und Untersuchungen zum Infektionsverlaufs bei verschiedenen
Mikroalgenarten und deren zugehorigen bakteriellen Mikrobiomen vorgenommen, sowie
praventive Methoden zur Bek&mpfung der parasitaren Algeninfektion erprobt.

Der bis dato unbekannte parasitische Wasserpilz AI15TR, der 2013 erstmalig in
Tannenbaumreaktoren des Biosolarzentrums an der Hochschule Anhalt auftrat, konnte sowohl
anhand der charakteristischen morphologischen Merkmale und des typischen Lebenszyklus
sowie der 18S rRNA Gen-Sequenz eindeutig der Spezies Amoeboaphelidium protococcarum
zugeordnet werden. Wie andere Aphelidien weist A. protococcarum AI15TR ein sehr
spezifisches Pathogenitdtsmuster auf. Die hdchste Virulenz wurde bei Vertretern der Familie
Scenedesmacae festgestellt, bei den Vertretern der Ordnung Chlorellales wurde eine
verzdgerte und abgeschwachte Virulenz festgestellt, wahrend andere Griinalgenarten keine
Infektion aufwiesen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Anfalligkeit gegentber einer
Infektion mit A. protococcarum mit wachsender phylogenetischer Distanz zum Hauptwirt
S. vacuolatus sinkt. Von der Kultivierungsumgebung blieb der Infektionsablauf hingegen
weitestgehend unverandert.

Die Analyse des assoziierten bakteriellen Mikrobioms wurde mittels 16S rRNA Gen Amplikon-
sequenzierung vorgenommen. Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften
wurde auf Phylum-Ebene bei allen untersuchten Algenwirten hauptséchlich von klassischen
aquatischen Taxa wie a- und y-Proteobakterien dominiert. Auf Gattungsebene wurde jedoch
fur jede Algenart eine unterschiedliche und stabile Komposition der bakteriellen Gemeinschaft
beobachtet, sodass davon auszugehen ist, dass die Konsortien sehr eng an die jeweilige
Algenspezies angepasst waren. Das mit Scenedesmus vacuolatus assoziierte Mikrobiom
setzte sich hauptsachlich aus Vertretern der Gattungen Hydrogenophaga (17,1 %),
Sphingomonas (15,0 %) und Brevundimonas (14,6 %) zusammen. Die bakterielle
Gemeinschaft in Chlorella sorokiniana Kulturen zeichnete sich vornehmlich durch
Porphyrobacter (49,7 %) und Brevundimonas (10,4 %) aus. Desmodesmus quadricauda-
Kulturen wurden von den Gattungen Sphingopyxis (36,3 %), Blastomonas (23,2 %) und
Brevundimonas (15,6 %) dominiert, wohingehen das Mikrobiom von Botryococcus braunii

mehrheitlich aus Porphyrobacter (20,7 %), Sphingopyxis (15,5 %), and Hydrogenophaga



Kurzfassung 9

(13,2 %) bestand. Eine PERMANOVA-Analyse der 3-Diversitat basierend auf Bray-Curtis und
gewichteten Unifrac Distanzen bestatigt, dass 58,6 % bzw. 41,1 % der Variabilitdt der Daten
durch den Algenwirt erklart werden kénnen, wéahrend die Kulturbehandlung mit 7,7 % bzw.
8,7 % nur wenig Einfluss nimmt. Durch eine Infektion mit A. protococcarum AI15TR nahm die
bakterielle Vielfalt in den Kulturen zu und die Struktur und Zusammensetzung der
Gemeinschaften veranderten sich. Daruiber hinaus konnte eine Verschiebung der potenziellen
funktionellen Eigenschaften der Bakterien hin zu Funktionen, die mit Entgiftung, OI-
Bioremediation und Zellulolyse zusammenhé&ngen, beobachtet werden.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Proteom-Analyse mittels nanoLC-MS/MS
konnten die Annahmen zur funktionellen Verédnderung der bakteriellen Gemeinschaft
bestatigen. Es wurde ein deutlicher Anstieg der bakteriellen Proteinhdufigkeit, sowie eine
starke Verschiebung der Funktionsprofile innerhalb der bakteriellen Gemeinschaft wahrend
der Infektion mit A. protococcarum AI15TR festgestellt. Die meisten Proteine, die haufiger in
infizierten Algenkulturen gefunden wurden, waren mit Stoffwechselprozessen (ca. 55 %) von
Aminosauren, Lipiden, Coenzymen, Nukleotiden und Kohlenhydraten sowie der
Energieproduktion assoziiert. Dieser Shift in infizierten Kulturen deutet darauf hin, dass die
assoziierten Bakterien ihren Stoffwechsel anpassen, um neue Nahrstoffe aus der
absterbenden Algenbiomasse verarbeiten zu kdnnen. So wurden beispielsweise
Uberexprimierte Proteine gefunden, die zum Abbau von Proteinen, zum Transport von
Nahrstoffen in die Zelle, zur Biosynthese von Aminosduren und zur Erzeugung von Energie
beisteuern. Des Weiteren wurden fiir mehrere Proteine, die mit pathogenen Interaktionen
zwischen Bakterien und Pflanzen in Verbindung stehen, erhéhte Abundanzen detektiert. Diese
funktionellen Verschiebungen deuten darauf hin, dass Mitglieder der Bakteriengemeinschatt,
die in nicht infizierten Algenkulturen an synergistischen Interaktionen beteiligt sind, zu
opportunistischen Lebensweisen Ubergehen, sobald die Algenkultur von A. protococcarum
infiziert wird und dazu beitragen, verletzte oder abgestorbene Algenzellen zu zersetzen.

Die Ergebnisse der Behandlungsexperimente konnten zeigen, dass Aphelidien-Infektionen
durch abiotische Kultivierungsfaktoren wie anoxische Dunkelphasen, um 82 % verlangsamt
werden konnten. Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch biotische Interaktionen einen
deutlichen Einfluss auf den Verlauf auf Aphelidien-Infektionen haben konnen. Mehrere
Artenkombinationen wiesen eine ahnlich gute Produktivitat wie die untersuchte S. vacuolatus-
Monokultur auf und gleichzeitig wurde eine deutlich geringere Auswirkung der Infektion mit
A. protococcarum AI1L5TR beobachtet. Auch durch den Einsatz sorgfaltig ausgewahlter
bakterieller Konsortien ist eine Verbesserung der Stabilitat von Produktionssystemen maglich.
Durch die Co-Kultivierung von S. vacuolatus mit Pseudomonas protegens konnte eine um 93
(V7s0) bzw. 68 (Vess) Prozentpunkte verminderte Virulenz, sowie eine extreme Verzdgerung

der Infektion um 365 % erreicht werden.
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Abstract

In recent years, the market demand for microalgal products has increased, but sustainable
industrial production is still troubled by the biological stability of large-scale production plants.
However, the relationships between algal hosts, the associated microbiome and pathogens in
photobioreactors are still largely unexplored. In this work, the parasitic strain AI15TR was
characterized and an investigation on the infection in different microalgal species and their
associated bacterial microbiomes was performed, as well as preventive methods to control the
parasitic infection were tested.

The previously unknown aphelid strain AIL5TR, which first appeared in 2013 in the
christmastree reactors of the Biosolar Center at Anhalt University of Applied Sciences, could
be assigned to the species Amoeboaphelidium protococcarum based on both the
characteristic morphological features and the typical life cycle as well as the 18S rRNA gene
sequence. Like other aphelids, A. protococcarum AI15TR exhibits a very specific pathogenicity
pattern. The most severe infestation was observed in representatives of the family
Scenedesmacae, delayed and attenuated virulence was observed in representatives of the
order Chlorellales, while other green algal species showed no signs of infection. The results
indicate that susceptibility to A. protococcarum infection decreases with increasing
phylogenetic distance from the main host S. vacuolatus. The course of infection remained

largely unchanged from the cultivation environment.

Analysis of the associated bacterial microbiome was performed by 16S rRNA gene amplicon
sequencing. The bacterial community compositions were mainly dominated by classical limnic
taxa such as a- and y-proteobacteria for all algal hosts studied. However, at the genus level,
different and stable bacterial community compositions were observed for each algal species,
suggesting that the consortia were very distinctly adapted to each algal species. The
microbiome associated with Scenedesmus vacuolatus was mainly composed of operational
taxonomic units (OTUSs) of the genera Hydrogenophaga (17.1 %), Sphingomonas (15.0 %) and
Brevundimonas (14.6 %). In contrast, the bacterial community in Chlorella sorokiniana cultures
was characterized primarily by representatives of the genera Porphyrobacter (49.7 %) and
Brevundimonas (10.4 %). Desmodesmus quadricauda cultures were dominated by the genera
Sphingopyxis (36.3 %), Blastomonas (23.2 %), and Brevundimonas (15.6 %), while the
bacterial community of Botryococcus braunii was composed of a majority of Porphyrobacter
(20.7 %), Sphingopyxis (15.5 %), and Hydrogenophaga (13.2 %). A PERMANOVA analysis of
B-diversity based on Bray-Curtis and weighted Unifrac distances confirmed that 58.6 % and
41.1 % of the variability in the data could be explained by the algal host, while culture treatment

only had little effect, at 7.7 % and 8.7 %, respectively. Infection with A. protococcarum AI15TR
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increased bacterial diversity in the cultures and community structure and composition changed
during the course of infection. Moreover, a shift in the potential functional properties of bacteria

towards functions related to detoxification, oil bioremediation and cellulolysis was observed.

The results of mass spectrometric proteomic analysis by nanoLC-MS/MS were able to confirm
the initial assumptions on the functional change of the bacterial community. A significant
increase in bacterial protein abundance, as well as a strong shift in functional profiles within
the bacterial community during infection with A. protococcarum AI15TR compared to
uninfected S. vacuolatus cultures, was detected. Most proteins found more abundantly in
infected algal cultures were associated with various metabolic processes (approximately
55 9%). This shift suggests that the associated bacteria adapt their metabolism to process new
nutrients from the dying algal biomass. For example, overexpressed proteins were found to
contribute to protein degradation, transport of nutrients into the cell, biosynthesis of amino
acids, and generation of energy and biosynthetic components. Furthermore, increased
abundances were detected for several proteins associated with pathogenic interactions
between bacteria and plants. These functional shifts suggest that members of the bacterial
community involved in synergistic interactions in healthy algal cultures shift to opportunistic
lifestyles once the algal culture becomes infected by A. protococcarum and then contribute to

decomposing injured or dead algal cells.

The results of the treatment experiments were able to show that infection with
A. protococcarum AI15TR could be reduced by 82 % by the adaption of abiotic cultivation
factors, such as anoxic dark phases. Furthermore, it was shown that biotic interactions can
also have a significant impact on the progression to aphelid infections. Several algal species
combinations in mixed cultures demonstrated similar productivities as a S. vacuolatus
monoculture and at the same time exhibited lower virulence of infection with A. protococcarum.
These results support the hypothesis that diverse polycultures can provide a more stable
production than monocultures over a longer period of time. Furthermore, the use of carefully
selected bacterial consortia can also improve the stability of production systems. Co-culturing
Pseudomonas protegens with S. vacuolatus resulted in 93 (V7s0) and 68 (Vess) percentage

points of reduced virulence over 14 days, as well as an extreme delay in infection of 365 %.
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1 Einleitung und Grundlagen

Die Nutzung von Algen bietet groRes Potenzial zur Ldsung globaler Probleme wie der
Energiekrise, globalen Erwarmung oder Mangelernahrung beizutragen (Deviram et al. 2020).
Daruiber hinaus weist die Herstellung von Mikroalgenprodukten eine grofRe wirtschaftliche
Bedeutung fur die Aquakultur sowie einen steigenden Absatz in der Lebensmittelindustrie auf
und bietet ein breites Anwendungsgebiet von hochpreisigen Wertstoffen in der Pharma- und
Kosmetikindustrie (Borowitzka 2013). Dariiber hinaus weckte die Herstellung von
Biokraftstoffen aus Mikroalgen vor einigen Jahren grof3es Interesse als potenzielle Alternative
zu fossilen Brennstoffen (Brennan und Owende 2010; Chisti 2008; Larkum et al. 2012).

1.1 Problemstellung und Motivation

Um das volle Potenzial der Mikroalgen-Biotechnologie ausschoépfen zu kénnen, ist unter
wirtschaftlichen Gesichtspunkten ein kosteneffektives Kultivierungssystem nétig. Trotz
intensiver wissenschaftlicher und industrieller Forschungsaktivitat der letzten Jahrzehnte stellt
es fur die industrielle Produktion von Algenbiomasse immer noch ein Problem dar, groRe
Volumina zu rentablen Kosten herzustellen (Rawat et al. 2013; Singh et al. 2014). Neben
hohen energetischen und finanziellen Kosten zur Gewahrleistung optimaler
Kultivierungsbedingungen, Ernte- und Downstream-Prozessen (Brennan und Owende 2010;
Wang et al. 2014), stellt die hohe Anfélligkeit fur biologische Kontaminationen eine
malfgebliche Herausforderung fur die nachhaltige Produktion von Mikroalgenbiomasse im
grof3en Mal3stab dar (Carney und Lane 2014; Kazamia et al. 2012b; Molina-Grima et al. 2022;
Scott et al. 2010; Wang et al. 2013). Biologische Instabilitdt, also Schwankungen der
Produktivitat der Kulturen bedingt durch den Eintrag von schadlichen Organismen, kann nicht
nur zu Produktionseinbuf3en fuhren, sondern auch komplette Ernteausfélle zur Folge haben.
Trotz der Gefahr hoher wirtschaftlicher Einbuf3en, wird der Kontaminationsproblematik haufig
nur wenig Aufmerksamkeit geschenkt.

Eine axenische, also vollig sterile Handhabung von Mikroalgenkulturen, ist im technischen
Mafl3stab weder aus 6konomischer noch praktischer Sicht sinnvoll, sodass sich bei lAngerem
Betrieb kiinstliche dynamische Okosysteme in Produktionsanlagen bilden (Cooper und Smith
2015; Schenk et al. 2008). Algen sind auch in der natirlichen Umgebung stark mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften verknipft, deren Interaktionsmuster durch Co-Existenz und
gemeinsame evolutiondre Geschichte geformt wurden (Ramanan et al. 2016). In der
Mikroumwelt der Phycosphare kann sich ein weites Spektrum an mutualistischen,
kommensalistischen, antagonistischen, kompetitiven oder parasitischen Interaktionen

entwickeln (Cirri und Pohnert 2019; Kazamia et al. 2016; Ramanan et al. 2016; Seymour et al.
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2017). Besonders in offenen Anlagen, wie sogenannten ,Open Ponds’, die einem starken
Einfluss der Umwelt ausgesetzt sind (Carney und Lane 2014; Letcher et al. 2013; Letcher et
al. 2015), aber auch in geschlossenen, stark regulierten Systemen, kdnnen
Kontaminationsprobleme mit diversen Organismen auftreten (Hoffman et al. 2008; Matthes
2020). ProduktionseinbuRen kénnen sowohl von konkurrierenden Algenarten oder Bakterien,
sowie durch ,Abweiden’ von rauberischen Zooplanktonspezies hervorgerufen werden.
DarlUber hinaus stellen Infektionen mit Viren oder parasitaren Wasserpilzen wie Aphelidien
eine haufige auftretende Problematik fiir Anlagenbetreiber dar. In den Tannenbaumreaktoren
des Biosolarzentrums an der Hochschule Anhalt trat im Jahr 2013 ein bis dato unbekanntes
parasitisches Algenpathogen auf, das das Wachstum verschiedenen Griinalgenarten
konsequent eingeschrankt hat (Matthes 2020). Die Bestimmung des Algenparasiten AI15TR,
die Auswirkung auf verschiedene Mikroalgengemeinschaften sowie die Entwicklung von
Behandlungsansétzen zur Kontrolle des Parasiten stehen deshalb im Fokus dieser Arbeit.

Konventionelles Kontaminationsmanagement besteht zumeist aus kurativen Methoden, die
oftmals nur bedingt wirksam, aufwendig oder invasiv sind. Alternative praventive Anséatze und
vielversprechende Methoden der synthetischen Okologie und community engineering riicken
in den letzten Jahren daher immer weiter in den Fokus der Forschung (Beyter et al. 2016;
Jackrel et al. 2018; Kazamia et al. 2012a; Kazamia et al. 2014; Shurin et al. 2013; Smith und
Crews 2014). Diese Ansatze zielen darauf ab, die mikrobielle Diversitdt und
Spezieszusammensetzung zu steuern, um gleichzeitig sowohl die Stabilitat und Resilienz als
auch die Produktivitat zu erhdhen. Bisher sind nur wenige Aspekte praventiver MalRnhahmen
untersucht und es fehlt an praktischen Umsetzungen fir die industrielle Anwendung. Deshalb
ist es zunéchst wichtig, ein tiefergehendes Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen
der Interaktionen von Mikroalgen und assoziierten Mikrobiomen sowie typischen
Algenpathogenen zu erlangen. Dies beinhaltet die Charakterisierung von klassischen
Algenparasiten und deren Auswirkung auf das Wachstum von Algenkulturen, sowie ein

Verstandnis der Interaktionen der komplexen mikrobiellen Gemeinschatft.
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1.2 Industrielle Kultivierung von Mikroalgen

Zu den groRten globalen Herausforderungen fiir die moderne Weltgemeinschaft gehéren unter
anderem die Bekampfung von Armut, ein Mangel an Nahrungsmitteln und Trinkwasser, die
Auswirkungen des Klimawandels sowie eine Verknappung von Energiereserven. Der
Rickgang von Energieressourcen sowie die global stetig steigenden COz-Emmisionswerte,
die weiterhin vorrangig fir die Klimaerwarmung verantwortlich gemacht werden, tragen
mafdgeblich zur Verscharfung dieser globalen Probleme bei (Bruckner et al. 2014; Stern 2006).
Um die Auswirkungen des Klimawandels zu verringern, setzt sich die Klimarahmenkonvention
der Vereinten Nationen neben weiteren Strategien zur Vermeidung des globalen
Temperaturanstiegs die Verringerung der Treibhausgasemissionen zum Ziel. Als schnell
nachwachsender Rohstoff bieten Mikroalgen zahlreiche oOkologische Vorteile gegeniber
fossilen Energietragern und Biokraftstoffen aus konventionellen Pflanzen (Deviram et al.
2020). Dazu gehéren sowohl die durch die Photosynthese bedingte positive CO2- und Klima-
Bilanz als nachwachsender und biologisch abbaubarer Rohstoffes (Brune et al. 2009). Dartber
hinaus konkurrieren Mikroalgen laut Borowitzka und Moheimani (2013b) nicht direkt mit der
konventionellen Agrarwirtschaft um fruchtbare Anbauflachen oder Wasserressourcen, da fur
die Kultivierung vieler Arten die Nutzung von Meer- oder Abwasser moglich ist. Einige
Mikroalgenarten weisen zusétzlich eine hohere Biomasseproduktivitdt, einen hodheren
prozentualen Ol-Anteil der Biomasse und deutlich kirzere Erntezyklen als konventionelle
Biokraftstoffpflanzen auf (Borowitzka und Moheimani 2013b). Zusatzlich produzieren einige
Arten neben Lipiden auch andere hochpreisige Nebenprodukte, wie Farbstoffe und
medizinische Wirkstoffe (Borowitzka 2013). Aus diesem Kontext heraus kdnnen Mikroalgen
eine entscheidende Rolle fir zukinftige Strategien zur Reduktion von Kohlenstoffdioxid-
Emission spielen und dartiber hinaus zur Aufbereitung von Abwassern und Versorgung der
Aquakultur-, Nahrungsmittel-, Gesundheits-, Kosmetik- und Pharmaindustrie mit biologischen,
Okologischen und nicht-fossilen Wertstoffen beitragen (Borowitzka 2013; Borowitzka 2018;
Borowitzka und Moheimani 2013a).

Fur photoautotroph erzeugte Biomasse lag die weltweiten Produktionsmengen mit Stand 2017
bei ca. 30.000 t mit einem Umsatz von ca. 700 Mio. US-Dollar pro Jahr, bei Handelspreisen
zwischen 13 und 120 US-Dollar kg (Hallmann und Rampelotto 2019). Weltweit gab es 2017
ca. 70 Mikroalgen-Produzenten (>1 ha ,Open Pond‘ Flache /10 m3 Photobioreaktoren-
Volumen) mit einem Schwerpunkt in Asien und Europa (Araujo et al. 2021). Der Grof3teil der
weltweit produzierten Mikroalgenbiomasse beschrénkt sich auf wenige industriell genutzt
Spezies (Tabelle 1) und wird aufgrund der niedrigen Investitions- und Betriebskosten
hauptséachlich in offenen Kultivierungssystemen wie ,Open Ponds‘ erzeugt (Fernandez et al.
2021).
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Tabelle 1: Jahrliche industrielle Mikroalgenproduktion

Phototroph produzierte Biomasse und Umsétze (Olaizola und Grewe 2019)

Gattung Menge [t/a] B2B Wert [US$/kg] Umsatz [US$/a]
Arthrospira 18.000 13 234,000,000
Chlorella 9.500 25 237,500,000
Dunaliella 1.700 80 136,000,000
Haematococcus 300 120 36,000,000
Nannochloropsis 150 90 13,500,000
Euglena 50 38,500,000

Die produzierte Biomasse wird in Form von frischer Rohbiomasse (Algenslurry) und als
getrocknete Pulver bzw. Tabletten, sowie in Form von extrahierten Wert- und Wirkstoffen
vertrieben (Borowitzka 2018). Die Anwendungsbereiche der erzeugten Mikroalgenbiomasse
umfassen sowohl eine energetische Nutzung als Biokraftstoffe, als auch eine stoffliche
Nutzung in anderen Anwendungsbereichen (Borowitzka 2018; Borowitzka und Moheimani
2013a). In der Lebensmittelindustrie wird Mikroalgenbiomasse in der EU nach der Novel-Food-
Verordnung als Rohstoff flir Lebensmittel oder als Nahrungsergéanzungsmittel in Form von
Pulvern oder Tabletten eingesetzt, sowie als Zusatzstoff in Tierfuttermitteln verwendet
(Kusmayadi et al. 2021). Im Aquakulturbereich werden ca. 20 verschiedene Mikroalgen als
Lebendkultur oder in getrockneter Form zur Aufzucht von Fischen genutzt (Enzing et al. 2014).
Die Kosmetikindustrie setzt auf die antimikrobiellen, antioxidativen und
entztindungshemmenden Eigenschaften einiger Mikroalgenarten und verarbeitet sie in
natiirlichen Haut- und Korperpflegeprodukten (Yarkent et al. 2020). Der Marktsektor der
Hochwertprodukte umfasst Carotinoide (B-Carotin und Astaxanthin), Phycobiliproteine
(Phycocyanin) und mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Eicosapentaensdure und
Docosahexaensaure (Borowitzka 2013; Borowitzka 2018). Der Einsatz von Mikroalgen im
pharmazeutischen Bereich befindet sich grof3tenteils noch in Entwicklung und hat bisher nur
wenige zugelassene Anwendungsbeispiele hervorgebracht (Chang et al. 2021; Deeks 2019;
Markham 2020; Rosales-Mendoza et al. 2020; Syed 2020). Fur einen Markteintritt von
algenbasierten Produkten sind die landesspezifischen und den jeweiligen Wirtschaftszweig
betreffenden gesetzlichen Regularien entscheidend und stellen dabei eine Hirde fir die
steigende Entwicklung des Absatzmarktes fur Mikroalgen dar.

Trotz der zahlreichen Anwendungsgebiete und Vorteile steht die industrielle Produktion von
Mikroalgenprodukten neben den Hirden des Markteintritt vor weiteren grof3en
Herausforderungen. Viele der beschriebenen Vorteile sind zwar im Labormaflistab
reproduzierbar, lassen sich aber bis heute nicht auf einen industriellen MaRRstab Ubertragen

(Rawat et al. 2013). Als Hauptgrinde daftr werden in der Literatur vor allem die starke
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Abhangigkeit der Produktionsrate von auf3eren Faktoren wie Belichtung, Temperatur,
COg2- und Nahrstoffzufuhr angefiihrt, die aus Kostengriinden in vielen Kultivierungssystemen
nicht optimal reguliert werden koénnen. Darlber hinaus stellt der Energiebedarf
(Durchmischung, Ernte, Aufarbeitung) zum Betrieb der Systeme und Prozesse, welche oft in
einer negativen Energiebilanz resultieren, einen hohen Kostenfaktor dar (Brennan und
Owende 2010). Einen weiteren entscheidenden und oft vernachlassigten Punkt stellen
Kontaminationen mit Schadorganismen dar, die den Hauptgrund fir Produktions-
schwankungen ausmachen und dazu fihren dass die theoretischen jahrlichen
Produktionsmengen vieler Anlagen nahezu nie ausgeschopft werden kénnen (Wang et al.
2013).
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1.3 Kontaminationsproblematik in industriellen Mikroalgenanlagen

Biologische Kontaminationen mit Weidetierchen, Algenpathogenen oder -parasiten stellen
eine Hauptproblematik in der kommerziellen Algenkultivierung dar. Besonders in offenen
Produktionssystemen, welche einem starken Einfluss der Umwelt ausgesetzt sind, kénnen
Zusammenbriiche der Mikroalgenpopulation aufgrund einer Infektion mit Schadorganismen zu
einem Verlust von bis zu 30 % der jahrlichen Produktion filhren (McBride et al. 2014).
Komplexere, geschlossene Photobioreaktoren, wie sie in Deutschland und Europa
hauptséachlich genutzt werden, sind weniger anfallig fur Infektionen, aber deutlich schwieriger
zu dekontaminieren, wenn Schadorganismen eingeschleppt wurden (Carney und Lane 2014;
Fisher und Lane 2019). AuRerdem werden in der industriellen Kultivierung vor allem spezifisch
ausgewahlte Algenstdmme eingesetzt, die besonders hohe Wachstumsraten aufweisen oder
spezifische bioaktive Inhaltsstoffe akkumulieren. Um den Ertrag der Biomasse und/oder
Inhaltsstoffe mdoglichst hochzuhalten werden daftr vornehmlich Algen-Monokulturen
eingesetzt. Wie aus der klassischen Agrarwirtschaft bekannt, zeichnen sich
Wachstumseinbruche, die von spezifischen Pathogenen hervorgerufen werden, in
Monokulturen besonders ab, da sich die Infektion in Populationen mit sehr niedriger Diversitat
ungehindert verbreiten kann (He et al. 2016; Zhan et al. 2015). Ahnliche Effekte wurden
ebenfalls fur Mikroalgen-Kulturen berichtet (Shurin et al. 2013).

Wachstumseinbriiche durch biologische Kontamination kénnen von einer grof3en Bandbreite
eingeschleppter Organismen hervorgerufen werden (Abbildung 1) (Fisher und Lane 2019;
Wang et al. 2013).

Algen Ciliaten Mesozooplankton

S

Abbildung 1: Biologische Kontaminanten in Mikroalgenkulturen (nach Fisher and Lane 2019)

Ein schleichender Produktionsverlust tritt auf, wenn andere Mikroalgenarten spezifische
Monokulturen kontaminieren und mit der Ziel-Spezies um Néhrstoff-Ressourcen konkurrieren

(Wang et al. 2013). Obwohl hier ein weiterer Zuwachs der Biomasse stattfinden kann, gibt es
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EinbuRen bei der Zusammensetzung der Biomasse und den erwiinschten Produkten. Einige
Bakterienarten kdnnen einen hemmenden Einfluss auf das Wachstum der Algen ausiiben oder
die Population durch Lyse zerstbren, wenn sie axenische Kulturen infizieren (Lee et al. 2018).
Eine weitere Problematik stellt der stetige Verlust von Biomasse durch Abweiden (Grazing)
durch klassische rauberische Zooplanktonspezies wie Ciliaten, Rotiferen oder Copepoden dar
(Frederiksen et al. 2006; Rosetta und McManus 2003). Virusinfektionen kdnnen ebenfalls
nachhaltige Veranderungen der Struktur, Diversitdt und Sukzession in Algenpopulationen
hervorrufen kdnnen (Evans und Wilson 2008). Eine weitere oft vernachlassigte, aber haufig
auftretende Problematik, wird durch das Auftreten von parasitaren Wasserpilzen
hervorgerufen (Kagami et al. 2007; Letcher et al. 2013).

1.3.1 Parasitische Wasserpilze

Parasitismus ist eine weitverbreitete zwischenartliche Interaktion, die eine signifikante Rolle
fur die Stabilitat von Okosystemen und die Evolution spielt. Die Pathogenitat eines Parasiten
beschreibt die potenzielle Fahigkeit, Krankheiten zu erzeugen, wéahrend die Virulenz die
schadigende Wirkung der Krankheit abbildet, also den Grad der Pathogenitat innerhalb einer
Population oder Art misst (Shapiro-llan et al. 2005).

Zoosporenbildende parasitische Wasserpilze kommen weltweit vor und kénnen durch
Epidemien entscheidende Verdnderungen in aquatischen Nahrungsnetzen bewirken, deren
Effekte heute noch nicht umfassend verstanden wurden (Gachon et al. 2010; Gleason et al.
2011). Generell ist davon auszugehen, dass die Diversitdt und Auswirkung solcher
Algenpathogene in der Vergangenheit deutlich unterschétzt wurden, da zoosporenbildende
Parasiten einen groRen Teil der unzureichend charakterisierten genetischen Vielfalt in
aguatischen Systemen reprasentieren. Molekulare Studien weisen darauf hin, dass nicht
kultivierte Stamme deutlich haufiger in Umweltproben vorkommen, als die wenigen
beschriebenen Arten (Karpov et al. 2013; Lazarus und James 2015). In vielen aquatischen
Lebensrdumen folgt der Befall von zoosporenbildenden Parasiten laut Jephcott et al. (2017)
der natlrlichen Fluktuation von Planktonbliten: Mit zunehmender Biomasse einer
Phytoplanktonblite, vermehren sich z.B. Chytridien und Aphelidien und befallen die
Wirtsalgen mit rasch steigender Infektionsrate. Der Verlust durch Abweiden, Parasitismus und
sich andernde Wachstumsbedingungen resultiert letztendlich im Zusammenbruch der
Algenpopulation. Verzdgert zum Rickgang der Algen, kommt es ebenfalls zu einer Abnahme
der Parasitenpopulation. Wirt und Parasit bilden haufig Uberdauerungsformen aus bis die
nachste Blite beginnt und sich der Zyklus wiederholt. Untersuchungen weisen darauf hin, dass

eine solche zeitliche Fluktuation einen auf Dauer stabilisierenden Einfluss auf die
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Okosystemeigenschaften ausiibt (Frenken et al. 2017; Grami et al. 2011; Jephcott et al. 2017,
Rasconi et al. 2014).

In derart regulierten Okosystemen spielen zoosporenbildende Parasiten fiir die Biodiversitéat
und Sukzession eine entscheidende Rolle, indem sie PopulationsgrofRen regulieren und
Nahrstoffe flr hohere trophische Ebenen zugéanglich zu machen (Frenken et al. 2017; Jephcott
et al. 2017; Kagami et al. 2014; Rasconi et al. 2014; Sime-Ngando 2012; van Donk 1989). Der
als ,Mycoloop‘ bezeichnete Nahrstoffkreislauf stellt ein relativ neues 6kologische Konzept dar,
das die Bedeutung von Zoosporen bei der Ruckfiihrung von Nahrstoffen ins Nahrungsnetz
beschreibt (Abbildung 2) (Kagami et al. 2014). Wahrend viele Mikroalgenarten einen gewissen
FraRschutz gegen Zooplankton aufweisen, stellen die meisten Zoosporen aufgrund ihrer
GroRRe, Form, Nahrstoffzusammensetzung und hohen Dichte wahrend eines Befalls eine
optimale Beute dar. Aul3erdem fuhrt die Fragmentierung der Algenzellen durch den
Parasitenbefall dazu, dass Zellfragmente von Algen, die sich sonst dafiir nicht eignen, direkt
vom Zooplankton aufgenommen werden kdnnen. In einer parasitierten Algenblite werden die
Nahrstoffe, die in Algen gebunden sind dementsprechend via zoosporen-bildender Parasiten
auf das Zooplankton tibertragen und fur hohere trophische Ebenen im Nahrungsnetz verfligbar
(Kagami et al. 2014).
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Abbildung 2: Integration des ,Mycoloops‘ in die die Verkniipfungen im natiurlichen aquatischen
Nahrungsnetz (nach Kagami et al. 2007)

Indem zoosporen-bildende Parasiten grof3e, fur den Fra3 durch Zooplankton ungeeignete Algen
infizieren, werden sowohl die absterbende fragmentierte Biomasse der Algen sowie die Zoosporen
selbst fur hoéhere trophische Ebenen in Nahrungsnetz verfiigbar. DOC = geldster organischer
Kohlenstoff

Wahrend die Bedeutung von zoosporen-bildenden Parasiten im Nahrungsnetz einen relativ

neuen Paradigmenwechsel in der aquatischen Okologie darstellt, stehen deren bekannteste
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Vertreter, die Chytridien, schon seit Anfang des 20. Jahrhunderts im Fokus der Phykologie
(Atkinson 1909). Im Gegensatz dazu dauerte es langer bis wissenschaftliches Interesse an
der Erforschung selteneren Gruppen wie Aphelidien entstand (Gromov 2000; Schnepf et al.
1971). Aphelidien stellen eine kaum erforschte Gruppe intrazellularer Parasitoiden dar, die vor
allem durch die ungeklarte phylogenetische Einordnung Interesse erweckten. Genauso wie
Chytridiomycota und viele andere zoosporenbildende Parasiten gehtren Aphelidien der
grol3en eukaryotischen Gruppe der Ophistokonten an (Jephcott et al. 2017). Innerhalb dieses
Taxons wurde das Phylum der Aphelidiomycota als Schwestertaxon zu Cryptomycota und
Microsporidia eingeordnet und zusammen mit diesen beiden Phyla zum Supercluster
Opisthosporidia zusammengefasst (Karpov et al. 2014a). Es wird vermutet, dass diese
Abstammungslinie sich vor etwa 710 bis 1060 Millionen Jahre von der Hauptlinie der Pilze
abgespalten hat (Licking et al. 2009). Damit bilden Opisthosporidia ein getrenntes
Schwestertaxon zu den echten Pilzen, welche wiederum Ascomycota, Basidiomycota,
Zygomycota und Chytridiomycota sensu lato umfassen. Neuste Erkenntnisse deuten darauf
hin, dass sich Pilze aus aphelidien-&hnlichen Vorfahren entwickelten, die die Phagotrophie
verloren und zur Osmotrophie tbergingen (Torruella et al. 2018).

Trotz der hohen Diversitat, die in den letzten Jahren von molekularen Umweltstudien enthillt
wurde, als auch der besonderen phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse wurden
bisher in der einzigen Familie der Aphelidiaceae nur vier Gattungen (Aphelidium,
Amoeboaphelidium, Pseudaphelidium, und Paraphelidium) mit insgesamt 18 Arten und nur
wenigen molekular untersuchten Stammen im Detail beschrieben (Tabelle 2) (Karpov et al.
2017; Letcher und Powell 2019).

Tabelle 2: Ubersicht iber beschriebene Arten aus der Gruppe der Aphelidien

Parasit Wirt Beschreibung

Gattung Spezies Spezies Phylum Autor (Jahr)
chaetophorae Chaetophora elegans Chlorophyta Scherffel (1925)
deformans Coleochaete sp. Chlorophyta Zopf (1885)
desmodesmi Desmodesmus armatus Chlorophyta Letcher (2017)
melosirae Melosira varians Bacillariophyta | Scherffel (1925)

Tribonema gayanum,
o Botridiopsis intercedens
Aphelidium Scenedesmus armatus,
chlorococcorum
Chlorococcales

tribonematis Xanthophyta Scherffel (1925)

Chlorophyta Fott (1957)

chlorococcarum f. Gromov &

majus Chlorococcales Chlorophyta Mamkaeva (1970)
ardennuense Tribonema gayanum Ochrophyta Tcvetkova (2019)
collabens Coccomyxa sp. Chlorophyta Seto (2020)

insulamus Tribonema gayanum Ochrophyta Karpov (2020)
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achnanthis Achnanthes lanceolata Bacillariophyta | Scherffel (1925)
rotococcarum Scenedesmus,Protococcus Chlorophvta Gromov &
P Chloroccocorum sp. phy Mamkaeva (1968)
Amoebo- Gromov &
aphelidium chlorellavorum Chlorella sp. Chlorophyta Mamkaeva (1968)
radiatum Kirchneriella sp. Chlorophvta Gromov &
Ankistrodesmus sp. phy Mamkaeva (1969)
occidentale Scenedesmus dimorphus Chlorophyta Letcher (2015)
Pseud- drebesii Thalassiosira punctigera, Bacillariophvta Schweikert &
aphelidium Diatoma phy Schnepf (1996)
. . Karpov &
pa;a_l.d. letcheri Tribonema gayanum Ochrophyta Torruella (2017)
apnelidium ihonematis Tribonema gayanum Ochrophyta Karpov (2017)

Aphelidien zeichnen sich morphologisch durch einen komplexen Lebenszyklus mit
verschiedenen Lebensformen wie Zyste, Trophont, Plasmodium, Sporangium und Spore aus
(Abbildung 3). Laut Gromov (2000) stellt vor allem das interzellulare améboide Stadium, das
Zellbestandteile des Wirts mittels Phagozytose aufnimmt, eine distinkte morphologische
Besonderheit der Aphelidien dar. Der Vermehrungszyklus wurde von Letcher und Kollegen im
Jahr 2013 fir die neu beschriebene Art Amoeboaphelidium protococcarum folgendermafien

dokumentiert (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Lebenszyklus von A. protococcarum in Scenedesmus-Kulturen (nach Letcher et al.
2013)

Gesunde Algenkulturen werden zunéchst von freischwimmenden amoeboiden Aplanosporen
infiziert, die sich innerhalb des nachsten Tages mit Apressorien an die Zellwand der Algen
anheften. Die eingekapselten Sporen durchdringen die Zellwand anschlieRend mithilfe eines
Keimfadens und stoRen so bis ins Cytoplasma der Wirtszelle vor. Uber diese Verbindung wird
nachfolgend der

Protoplast des Aphelidiums in die Algenzelle eingeschleust. Die

cytoplasmatischen Zellbestandteile der Algen werden nach und nach als Nahrstoffquelle



Einleitung und Grundlagen 23

phagozytiert, um neue Sporen auszubilden. Diese reifen in der Alge heran, wobei die Zellwand
als Art Sporangium dient, bis die Wirtszelle aufplatzt und neue Sporen in die Umgebung
entlasst. Die toten Algenzellen bleiben als leere Hille mit einem oder mehreren Lipidglobuli
(Residualkérper) als Uberbleibsel des Parasiten zuriick. Der Zyklus wiederholt sich alle drei
bis vier Tage einige Male, bis kaum noch lebende Algenzellen in der Kultur vorhanden sind.
In alterer Literatur werden fur A. protococcarum vor allem Scenedesmus und Protococcus-
Arten als Wirte genannt (Letcher und Powell 2019). AuRerdem wurde wiederholt berichtet,
dass A. protococcarum-Stamme ein hoch spezifisches Wirtsspektrum und unterschiedliche
Virulenzen bei verschieben Algenstammen aufweisen (Ding et al. 2017; Gromov und
Mamkaeva 1969).

Im Jahr 2018 wurde ein globales Transkriptom von Paraphelidium tribonemae erstellt, um den
phagotrophen Ursprung von Aphelidien zu bestatigen (Torruella et al. 2018). Die Ergebnisse
umfassten ein aus den genomischen Daten abgeleitetes ,potentielles Proteom’, das den
gesamten Lebenszyklus abdeckt und auf einen fir Pilze typischen Stoffwechsel hindeutet.
Dabei wurden beispielsweise Cellulasen, welche an der Durchdringung der Algenzellwand
beteiligt sind, und Enzyme, die an der Chitinbiosynthese beteiligt sind, gefunden. Im Rahmen
der erst kirzlich durchgefuihrten Untersuchungen von Ding und Kollegen (2021) zur Infektion
der Grinalge Graesiella emersonii mit A. protococcarum, wurde festgestellt, dass Gene fiir
Pathogen-Wirt-Interaktionen und Effektoren wahrend der Infektion signifikant hochreguliert
wurden und so fiir eine robuste Pathogenitat sorgen. Darliber hinaus wurde nachgewiesen,
dass der Vakoulentransport, die Endozytose, das Phagosom, die Ubiquitin-vermittelte
Proteolyse und SNARE-Proteinen (engl. Abklrzung fur: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor attachment receptor) eine grofRe Rolle wahrend der Infektion spielen (Ding et al. 2021).

Im Biosolarzentrum der Hochschule Anhalt trat im Jahr 2013 ein bis dato unbekanntes
parasitisches Algenpathogen (AI15TR) auf, das das Wachstum der Algenkulturen in den
Tannenbaumreaktoren deutlich eingeschréankt hat (Matthes 2020). Der Organismus konnte
anhand erster mikroskopischer Beobachtungen der Gruppe der Aphelidien zugerechnet
werden und es wurde ein unterschiedlich starker Befall bei verschiedenen Grinalgen
festgestellt. Die genaue Bestimmung des Apheliden-Stammes AI15TR sowie die

Untersuchung von Pathogenitats- und Virulenzmustern werden in dieser Arbeit untersucht.


https://de.wikipedia.org/wiki/Englische_Sprache
https://de.wikipedia.org/wiki/Abk%C3%BCrzung
https://de.wikipedia.org/wiki/N-Ethylmaleinimid
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1.3.2 Bakterielle Gemeinschaft

Lange Zeit wurde jeder weitere Organismus abgesehen von der Algenspezies als blof3e
Kontamination in Algenkulturen angesehen. In den letzten Jahren hat sich diese Ansicht
geandert, da mittlerweile viele synergetische Effekte zwischen Algen und weiteren
Mikroorganismen bekannt sind (Lian et al. 2018; Ramanan et al. 2016). Da Mikroalgen seit
jeher mit vielen weiteren Organismen im gleichen Lebensraum existieren, sollte flr eine
erfolgreiche Kultivierung der Aspekt interspezifischer Wechselwirkungen nicht aulen
vorgelassen werden.

Mikroalgen sind in natirlichen Okosystemen eng mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften
vergesellschaftet und durch eine seit Jahrmillionen andauernde Co-Evolution haben sich stark
verknlpfte Interaktionsmuster ausgebildet (Ramanan et al. 2016). Die Beziehung von
Phytoplanton und Bakterien ist entscheidend fiir die Stabilitat von aquatischen Okosystemen
und hat einen maRgeblichen Einfluss auf biochemische Zyklen auf globaler Ebene (Azam
1998; Buchan et al. 2014). In limnischen Habitaten werden vornehmlich die bakteriellen Phyla
a-, B-, y-Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria und Verrucomicrobia
beobachtet (BiZi¢-lonescu et al. 2015). Die Phycosphéare — die Mikroumgebung um und auf
der Oberflache von Algen — bietet durch den Austausch von verschiedensten Metaboliten und
chemischen Verbindungen einen attraktiven Lebensraum fir viele Mikroorganismen (Seymour
et al. 2017). Diese Interaktionen resultieren in einem breiten Spektrum von interspezifischen
Wechselbeziehungen, das Symbiose, Mutualismus, Kommensalismus, Konkurrenz,
Parasitismus, Episitismus und verschiedene Mischformen bzw. Ubergange umfasst (Cirri und
Pohnert 2019; Kazamia et al. 2016; Ramanan et al. 2016; Seymour et al. 2017). Organismen,
die mit unterschiedlichen oder sich andernden Umweltbedingungen gut zurechtkommen,
werden als Opportunisten oder auch Generalisten bezeichnet (Diller et al. 2019).
Opportunistische Pathogene verursachen beispielsweise nur bei immungeschwéachten oder
gestressten Wirten Krankheiten (Burge et al. 2013).

Algen sind auf die bakterielle Zersetzung und Remineralisierung von organischer Materie zu
anorganischen Substanzen angewiesen, die wiederum das Wachstum von Algen foérdern
(Abbildung 4). Im Gegenzug bendtigen die bakteriellen Partner organischen Kohlenstoff, z.B.
aus photosynthetischen Assimilaten fur ihr Wachstum (Azam und Malfatti 2007; Worden et al.
2015). Daruber hinaus wurden weitere komplexe Interaktionen beobachtet, die den Austausch
einer Vielzahl von Mikronahrstoffen, Co-Faktoren, Siderophoren, Antibiotika und
Phytohormonen umfassen (Amin et al. 2015; Bruhn et al. 2007; Croft et al. 2005; Danchin und
Braham 2017; de-Bashan und Bashan 2008; Rolland et al. 2016).
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Abbildung 4: Beispielhafte Interaktionen von Mikroalgen und Bakterien (nach Lian et al, 2018)
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Diese Metaboliten werden unter anderem mit Wachstumsférderung, Sporenkeimung,
Morphogenese und Resistenz gegeniiber Krankheiten in Verbindung gebracht (Lian et al.
2018; Ramanan et al. 2016). Das bekannteste Beispiel einer mutualistischen Beziehung
zwischen Bakterien und Algen ist die Bereitstellung von Vitamin B12 im Austausch gegen
fixierte Kohlenstoffprodukte (Croft et al. 2005; Kazamia et al. 2012b). Ein weiteres Beispiel
stellen Plant-Growth-Promoting-Bacteria (PGPB) dar, die klassischerweise aus der
Rhizosphare von Landpflanzen bekannt sind und das Pflanzenwachstum positiv beeinflussen.
Fur Chorella sorokiniana konnte eine deutliche Wachstumssteigerung durch die Zugabe von
volatilen Stoffen von Azospirillium brasilense und Bacillus pumilus, auch ohne direkten
physischen Kontakt erreicht werden (de-Bashan und Bashan 2008). Zusatzlich zur
Wachstumssteigerung konnte eine Steigerung von Lipid-, Kohlenhydrat- und Chlorophyll a-
Gehalt induziert werden, was auf eine Anderung in der Physiologie schlieRen lasst (Amavizca
et al. 2017; de-Bashan et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse wurden in den letzten Jahren fiir
weitere Assoziation von Bakterien und Mikroalgen entdeckt (Cao et al. 2019; Le Chevanton et
al. 2013; Park et al. 2008; Tanabe et al. 2015; Toyama et al. 2018). Andererseits wurden flr
einige algenassoziierte Bakteriengruppen auch negative Effekte auf das Algenwachstum
berichtet. Dabei kénnen sowohl indirekte Effekte wie Nahrstoffkonkurrenz als auch direkte
Mechanismen, bei denen die Algenzellen inaktiviert oder lysiert werden eine Rolle spielen
(Bratbak und Thingstad 1985; Fulbright et al. 2016; Paul und Pohnert 2011; Seyedsayamdost
et al. 2014; Wang et al. 2012). Negative Effekte von eingeschleppten Organismen in
Algenkulturen werden haufig auf generelle zwischenartliche Konkurrenz oder Parasitismus
zurtckgefihrt. Eine Studie von Fulbright et al. (2016) konnte allerdings deutlich zeigen, dass
die Auspragung der Interaktion stark von den beteiligten Spezies abhéngt. Dem PGPB
B. pumilus wurde eine inhibierende Wirkung auf Nannochlorpsis sp. nachgewiesen. In Co-
Kultivierungsversuchen konnte so gezeigt werden, dass die Komposition der Kulturen zu

Gunsten von C. vulgaris und T. striata verschoben wird, da diese Algen im Wachstum gefordert
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werden, wahrend Nannochlorpsis sp. benachteiligt ist (Fulbright et al. 2016). Die Interaktion
von Bakterien und Algen kann des Weiteren stark von &ufReren Umweltfaktoren wie
Temperatur oder Lichtverfigbarkeit beeinflusst werden (Mayers et al. 2016; Piwosz et al.
2020). Die Beziehung von Algen und assoziierten mikrobiellen Gemeinschaften muss
demnach als eine dynamische Abfolge von variablen Zustdnden eines hochkomplexen
Netzwerks, das sich gegenseitig beeinflusst und von variablen Umweltbedingungen reguliert
wird, angesehen werden (Cirri und Pohnert 2019; Fuentes et al. 2016; Gurung et al. 1999;
Mayers et al. 2016; Seyedsayamdost et al. 2014).

Das Verstandnis der bakteriellen Zusammensetzung und Interaktionsmustern in der
Phycosphére, sowie die Treiber dieser Prozesse sind immer noch lickenhaft, obwohl jingste
Veroffentlichungen die Bedeutung von mikrobiellen Interaktionen in Algengemeinschaften
hervorheben (Seymour et al. 2017). Einige Studien berichten von spezies-spezifischen
Interaktionen zwischen Mikroalgen und Bakterien (Behringer et al. 2018; Crenn et al. 2018;
Koedooder et al. 2019; Krohn-Molt et al. 2017; Monnich et al. 2020), wéhrend andere
Untersuchungen festgestellt haben, dass die Interaktionsmuster hauptsachlich auf
funktionellen Eigenschaften der Bakterien beruhen (Geng et al. 2016b; Ramanan et al. 2015).
Eine detaillierte Untersuchung der phylogenetischen Zusammensetzung und Struktur von
algenassoziierten Mikrobiomen ist in industriellen Algenanlagen im Vergleich zu natirlich
Systemen noch wenig untersucht. Bakterielle Mikrobiome in nicht axenischen
Mikroalgenkulturen in Laboren und industriellen Anlagen werden hauptsachlich von
aguatischen a-, B, und y-Proteobacteria, sowie Actinobacteria and Bacteroidetes dominiert
(Biondi et al. 2017; Ferro et al. 2020; Krohn-Molt et al. 2013; Lakaniemi et al. 2012; Ramanan
et al. 2015). Wenige deskriptive Studien untersuchen, inwiefern mikrobielle Gemeinschaften
in kommerziell genutzten Bioreaktoren Auswirkungen auf die Mikroalgenproduktion haben.
Mittels Amplicon-Sequenzierung haben Geng und Kollegen (2016) Open Ponds uber einen
Zeitraum von einem Monat hinsichtlich ihrer mikrobiellen Gemeinschaft analysiert. Sie konnten
zum einen zeigen, dass die Wachstumsphase von N. salina mit einer Anderung der
Zusammensetzung des Mikrobioms einhergeht, die mikrobielle Gemeinschaft in den offenen
Kulturen zudem hoch divers ist und dynamisch auf Umweltdnderungen reagiert (Geng et al.
2016a). In einer Studie von Ferro et al. (2020) wurde die mikrobielle Gemeinschatft in einem
offenen Photobioreaktor zur kommunalen Abwasserbehandlung auf Mikroalgenbasis Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten mittels DNA-Metabarcoding untersucht. Der Reaktor mit
Scenedesmus dimorphus Kulturen wurde im Semi-Batch-Modus mit weiteren Mikroalgenarten
und Zooplankton kontaminiert. Anderungen der Zusammensetzung der dominanten
Bakteriengruppen - Proteobakterien, Firmicutes, Bacteroidetes und Actinobacteria — waren

jeweils positiv oder negativ mit dem Wachstum von Scenedesmus korreliert (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Veradnderungen der Zusammensetzung der Mikroalgengemeinschaft in einem
offenen Photobioreaktor im PilotmaRstab tGiber sechs Monate (nach Ferro et al. 2020)

Uber einen Zusammenhang mit der Biomasseproduktivitat hinaus, wird das Potential von
bakteriellen Mikrobiomen als vielversprechend fiir verschiedene biotechnologische
Anwendungen wie vereinfachte Ernteprozesse (Flokkulation), Abwasserbehandlung und
Bioremediation in der Aquakultur angesehen (Fuentes et al. 2016; Wang et al. 2014).

Zusammenfassend konnten Wissen und Kontrolle Uber Mechanismen der Interaktion von
Mikroorganismen und Algen eine entscheidende Rolle spielen, um die Produktionsprozesse
fur Mikroalgenkultivierung in der Biotechnologie deutlich zu verbessern.
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1.4 Molekularbiologische Analytik von Mikroalgengemeinschaften

Molekulare Untersuchungen haben in den letzten zwei Jahrzehnten zunehmend die Diversitat
von algenassoziierten Mikrobiomen und die Komplexitat der Interaktionen in kinstlichen
Mikroalgengemeinschaften, die denen in natirlichen Okosystemen gleichen, aufgedeckt
(Ferro et al. 2020; Lian et al. 2018).

Die Basis bilden klassische qualitative Methoden, die zur Erstellung eines molekularen
Fingerabdrucks eingesetzt werden, der erste Einblicke in die taxonomische Zusammen-
setzung einer mikrobiellen Gemeinschaft erlaubt. Dazu gehdren beispielsweise die
denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (Muyzer et al. 1993) oder die Analyse des
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (Clement et al. 1998; Liu et al. 1997). Zum
Nachweis bekannter Mikroorganismen eignet sich sowohl die Sangersequenzierung isolierter
Spezies mittels spezifischer Markergene (Sanger et al. 1977), sowie die Fluoreszenz-InSitu-
Hybridisierung anhand spezifischer Sonden (Bauman et al. 1980; Rudkin und Stollar 1977).
Auch eine quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) kann anhand von spezifischen
Primern quantitative Aussagen uber die Zusammensetzung bestimmter bekannter Taxa oder
Spezies einer Gemeinschaft geben (Brunk et al. 2002; Jian et al. 2020).

Die wachsende Erkenntnis zur quantitativen Struktur und Funktion von mikrobiellen
Gemeinschaften wird in den letzten Jahren vor allem von der schnellen technologischen
Weiterentwicklung  von  kultivierungsunabhangigen  Hochdurchsatz-Omics-Methoden
vorangetrieben. Die ,Omics’-Verfahren stellen umfassende Werkzeuge fur hochauflosende
Analysen von Zellbestandteilen wie Desoxyribonukleinsdure (DNA), Ribonukleinsdure (RNA),
Proteine und Metaboliten dar und helfen so das Verstandnis von mikrobiellen Interaktionen im
Kontext ihrer Umwelt besser zu verstehen. Innerhalb der Zelle wird DNA zunachst zu Boten-
Ribonukleinsaure (MRNA) transkribiert und dann zu Proteinen translatiert, die wiederrum zu
verschiedenen Metaboliten verstoffwechselt werden kdnnen. Die Metagenomik umfasst die
Analyse der DNA eines Mikrobioms und kann so quantitativen Uberblick (iber die Taxonomie
mikrobieller Gemeinschaften bieten, wahrend die Transkiptomik die funktionelle
Zusammensetzung der mRNA untersucht und Informationen zu Genexpression und -
regulation bietet. Analog dazu befassen sich Proteomik und Metabolomik mit dem Pool der
vorhandenen Proteine und Stoffwechselprodukte und bieten Einblick in den Zellmetabolismus
(Mishra et al. 2019). Je nach wissenschaftlicher Thematik kommen einzelne Omics-Ansétze
zum Einsatz. Eine Kombination verschiedener Technologien ist ebenfalls méglich, um einen
moglichst vielschichtigen Einblick in die Zusammensetzung und Funktionsweise von

unbekannten Mikrobiomen zu erlangen (Argelaguet et al. 2018; Beaulieu 2019).
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14.1 Amplicon-Sequenzierung zur Entschliisselung der mikrobiellen Diversitat

Sequenzbasierte genomische Ansatze erfordern eine DNA-Extraktion, Amplifikation,
Sequenzierung und Downstream Datenanalyse, die eine phylogenetische Zuordnung der
Sequenzen der Mischgemeinschaft erlaubt. Ein Teilgebiet stellt die Untersuchung von
Markergenen mittels Next-Generation-Sequenzierung (NGS) wie Amplicon-Sequenzierung
(z.B. lllumina) dar. Als Markergen flr Prokaryoten wurde dazu das 16S ribosomale
Ribonukleinsdure (rRNA)-Gen etabliert, da sowohl variable als auch konservierte DNA-
Bereiche in diesem Sequenzabschnitt enthalten sind (Amann et al. 1995; Janda und Abbott
2007). Im Anschluss kdnnen die Sequenzen Uber einen Datenbankenabgleich z.B. mit dem
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) taxonomisch zugeordnet werden. Die Sequenzen
werden bei der Prozessierung anhand ihrer Ubereinstimmung (z.B, 97-99 %) zu Operational
Taxonomic Units (OTUs) zusammengefasst, die haufig als molekulares Aquivalent zum
Speziesbegriff angesehen werden (Edgar 2018b). Aus der taxonomischen Zusammensetzung
lassen sich durch spezielle Algorithmen, wie beispielsweise PICRUSt (Langille et al. 2013)
oder Datenbanken wie FAPROTAX (Louca et al. 2016; Sansupa et al. 2021), aul3erdem
Informationen Uber das funktionelle Potential aus Sequenzdaten abgeleitet werden. Dariiber
hinaus kommen funktionelle, metagenomische Anséatze zum Einsatz, die das biochemische
und metabolische Potential kodierender Gene erfassen, indem Gensequenzen der
Gemeinschafts-DNA durch homologe Ubereinstimmungen mit bekannten Sequenzen
annotiert werden. Die technische Weiterentwicklung der Sequenzierungs-technologien
beziuglich Durchsatzes oder Readlangen, sowie die sinkenden Kosten und bessere
Verfluigbarkeit resultieren in einer rasch ansteigenden Menge an Sequenzdaten.

Auf dem Gebiet der Algenbiotechnologie wurden erst im letzten Jahrzehnt umfangreiche
Datensatze zur Zusammensetzung von artifiziellen Algenpopulationen veréffentlicht
(Behringer et al. 2018; Biondi et al. 2017; Calhoun et al. 2021; Carney et al. 2014; Ferro et al.
2020; Fulbright et al. 2016; Geng et al. 2016b; Koedooder et al. 2019; Krohn-Molt et al. 2013;
Lakaniemi et al. 2012; Piwosz et al. 2020; Ramanan et al. 2015; Seymour et al. 2017). Im Jahr
2018 wurden beispielsweise die Verdnderungen der bakteriellen Gemeinschaft in einem
industriellen System zur Algenproduktion von Fulbright und Kollegen beschrieben. Amplicon-
Sequenzierung wurde ebenfalls zur Beobachtung der Dynamik der mikrobiellen Gemeinschaft
in offenen Abwasser-Photobioreaktoren eingesetzt (Ferro et al. 2020). Aul3erdem wurden
Sequenzdaten dazu genutzt, um Assemblierungs-Prozesse des bakteriellen Mikrobioms der
Phycosphére auf Mikroalgen zu beleuchten (Kimbrel et al. 2019). Um Interaktionen von
Mikroalgen mit assoziierten Bakterien zu analysieren werden Multi-Omics Methoden, die
metagenomische, transkriptomische und/oder metaproteomische Datensatze vereinen,
eingesetzt (Calhoun et al. 2021; Krohn-Molt et al. 2017).



30 Einleitung und Grundlagen

1.4.2 Metaproteomik zur Untersuchung von Mikroalgengemeinschaften

Die Metaproteomik beschatftigt sich mit der Analyse aller Proteinkomponenten, die zu einem
bestimmten Zeitpunkt in einer mikrobiellen Gemeinschaft vorhanden sind. Diese Methode
erfordert dabei keine Isolierung einzelner Arten und wurde erstmals 2004 von Wilmes und
Bond sowie von Rodriguez-Valera vorgestellt (Rodriguez-Valera 2004; Wilmes und Bond
2004, 2006). Im Gegensatz zu einem Metatranskriptom ermdglichen proteomische Analysen
einen direkten Einblick in Proteinprofile und somit eine detaillierte Einschatzung der
tatsachlichen funktionellen Aktivitat verschiedener Mikroorganismen. Dafiir wird das komplexe
Gemisch von Proteinen aus Umweltproben extrahiert und typischerweise mit einer
Hochleistungsflissigkeitschromatographie  aufgetrennt  und  anschlie3end mittels
Massenspektrometrie (z.B. nanoLC-MS/MS) gemessen. Die taxonomische Zuordnung der
identifizierten Proteinen erfolgt durch einen Abgleich mit Metagenom- und Proteindatenbanken
wie uniProt oder swissProt. Datenbankten fur Stoffwechselfunktionen wie die Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa et al. 2017; Kanehisa und Goto
2000) ermdoglichen aufRerdem die Verknipfung der taxonomischen Informationen mit
definierten Funktionen.

Die friihe Proteomforschung an Algen konzentrierte sich hauptséchlich auf die wichtigsten
Stoffwechselprozesse des Modellorganismus Chlamydomonas reinhardtii (Hippler et al. 2001,
Rolland et al. 2009). In jingster Zeit ruckte vor allem die Stressreaktion der Algen auf
Nahrstoffbeschrankungen, Lichtbedingungen oder extreme Temperaturregime in den Fokus
(Anand et al. 2017; Ben Amor et al. 2017; Biichel et al. 2017; Feng et al. 2015; Fernandez-
Acero et al. 2019; Guarnieri et al. 2013; Hulatt et al. 2020; Longworth et al. 2016; Salama et
al. 2019; Shang et al. 2017; Thangaraj et al. 2019; Thangaraj et al. 2020; Vello et al. 2018). Im
Gegensatz dazu sind die Effekte von interspezifischen Interaktionen auf Proteinebene kaum
untersucht. Eine der am besten beschriebenen positiven Interaktionen von Bakterien und
Mikroalgen ist der Austausch von Vitamin B12 gegen fixierte Kohlenstoff-Komponenten (Croft
et al. 2005), welcher 2018 mithilfe quantitativer Proteomik weiter entschlisselt werden konnte
(Helliwell et al. 2018). Die Bedeutung von Allelopathien, also intra- oder interspezifische
Wechselwirkungen von freigesetzten chemischen Substanzen, konnten in natirlichen
Phytoplankton-Populationen durch metabolische und proteomische Untersuchungen an
konkurrierenden Mikroalgenspezies in Phytoplanktonbliten aufgezeigt werden (Poulson-
Ellestada et al. 2014; Song et al. 2017). Die Untersuchung von parasitischen Interaktionen auf
Proteinebene koénnte zum Verstdndnis beitragen, wie sich infektiose Ablaufe und
Abwehrstrategien gegen Pathogene in Mikroalgen manifestieren, um Infektionen von
industriellen Algenanlagen zu vermeiden. Ahnlich wie Pflanzen verteidigen sich Algen gegen

pathogene Angriffe mit einem breiten Spektrum an konstitutiven und induzierbaren
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Abwehrmechanismen (Egan et al. 2014; Im et al. 2019; Nylund et al. 2011; Tang et al. 2019;
van Donk et al. 2011). So berichteten Studien tber die Beteiligung von Hitzeschockproteinen,
Serinproteasen, ribosomalen Proteinen, des RNA-Stoffwechsels und antioxidativem
Stoffwechsels als Reaktion auf drei Pathogene der Rotalge Pyropia tenera (Tang et al. 2019).
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass reaktive Sauerstoffspezies und der Halogen-
Stoffwechsel der Braunalge Ectocarpus siliculosus als Abwehrmechanismus gegen die
Infektion mit Eurychasma dicksonii eingesetzt werden (Strittmatter et al. 2016). Des Weiteren
wurde berichtet, dass die Rotalge Pyropia yezoensis einer Pathogeninfektion gegen den
nekrotrophen Erreger Pythium porphyrae widersteht, indem die Photosynthese, Energie- und
Kohlenhydrat-stoffwechselwege gehemmt werden (Khan et al. 2018). Die Abwehrreaktionen
auf die Infektion von A. protococcarum bei der griinen Mikroalge Graesiella emersonii wurden
erst kirzlich von Ding et al. (2021) untersucht. Sie umfasste Mustererkennungsrezeptoren,
grofRe Hitzeschockproteine und reaktive sauerstoff-abfangende Enzyme.

1.4.3 Berechnung mikrobieller Netzwerke auf Basis von Omics-Datensétzen

Sowohl Amplikondaten und Metaproteomdaten lassen sich fiir Netzwerkberechnung nutzen,
die zur Beschreibung mdoglicher 6kologischer Zusammenhange zwischen verschiedenen
Spezies einer Gemeinschaft genutzt werden kénnen. Fir Netzwerkanalysen sind sowohl reine
Inzidenzdaten sowie Abundanzdaten der verschiedenen Spezies geeignet, die aufgrund der
hohen Komplexitat von mikrobiellen Gemeinschaften auf statistisch validen
Korrelationsberechnungen beruhen (Faust und Raes 2016). Netzwerke sind aus
Knotenpunkten (Nodes) und Verbindungen (Edges) aufgebaut, die fiir Interaktionen zwischen
Nodes stehen. Edges vom Typ ,mutual exclusion‘ stellen negative Wechselwirkungen dar, die
beispielsweise auf eine Konkurrenz der beteiligten Arten hinweisen koénnen. Positive
Interaktionen werden hingegen von Edges des Typs ,co-presence’ angezeigt, die auf
Nischenuberlappung oder Abhangigkeiten hinweisen (Faust und Raes 2012). Allen Nodes im
Netzwerk kdnnen anhand ihrer Verbindungsmuster verschiedenen topologischen Rollen
zugewiesen werden (Guimera et al. 2007; Guimera und Nunes Amaral 2005). Spezialisten
haben wenig Interaktionen mit andere Nodes und tben aus diesem Grund nur einen geringen
Einfluss auf das eigene Modul und das Gesamtnetzwerk aus. Generalisten sind dagegen
innerhalb ihres Modules stark verkniipft oder verbinden mehrere Module miteinander, weshalb
sie eine besondere Bedeutung fiir die Struktur des Netzwerkes aufweisen. Ahnliche Anséatze
wurden bisher fir mikrobielle Gemeinschaften im Boden (Barberan et al. 2012; Zhou et al.
2010), dem Ozean (Gilbert et al. 2012; Steele et al. 2011; Zhao et al. 2016), dem Menschen
(Arumugam et al. 2011; Baldassano und Bassett 2016) oder Biogasanlagen (Buettner et al.
2019; Rui et al. 2015) angewandt.
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1.5 Kontaminationsmanagement in industriellen Mikroalgenanlagen

Es gibt eine lange Geschichte der Forschung und Entwicklung fir physikalische, chemische
und biologische Schutzstrategien fur Mikroalgenkulturen und es ist immer noch ein Bereich
von aktiver Forschung und Innovation (Fisher und Lane 2019; Wang et al. 2013). Es existieren
zahlreiche reaktive und praventive Techniken zur Unterdriickung oder Steuerung biologischen
Kontaminanten in Mikroalgenkulturen (Abbildung 6). Die meisten genannten Techniken sind
allerdings nur zu einer Eindammung oder Verringerung der Anzahl pathogener Organismen,

jedoch nicht zu einer vollstandigen Entfernung geeignet (Pleissner et al. 2020).

Kultivierungssystem Interventions-Methoden
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Abbildung 6: Methoden des Kontaminationsmanagements (nach Fisher & Lane 2019)
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15.1 Detektion von biologischen Kontaminanten

Einer der wichtigsten Punkte im Umgang mit durch Kontaminationen hervorgerufenen
Wachstumseinbrichen ist die zugrundeliegende Infektion frihzeitig zu erkennen und zu

identifizieren, um reaktive Strategien gezielt einsetzen zu kénnen (Di Caprio 2020).

Die mikroskopische Untersuchung stellt eine unverzichtbare Standard-Methode zur
Uberwachung von Algenkulturen dar, benétigt jedoch einige Ubung bei der Identifikation und
ist fir viele Kontaminanten ungeeignet. Spezifische fluoreszenzbasierte Farbemethoden
erleichtern die Identifikation spezifischer Pathogene. Gerphagnon und Kollegen (2013) haben
beispielsweise eine Doppelfarbemethode fir Aphelidien vorgeschlagen, die auf der
Kombination zweier Fluorochrome besteht: Zuséatzlich zu Calcofluor White wird SYTOX Green
eingesetzt, um die Zoosporen innerhalb der Algenzellen griin anzufarben zu kdnnen
(Gerphagnon et al. 2013a). Zusatzlich lassen sich gesunde Algenzellen anhand ihrer roten
Autofluoreszenz von befallenen Zellen unterscheiden. Rasterelektronenmikroskopie und
Transmissionselektronenmikroskopie sind hochauflésende Techniken fiir morphologische
Analyse von Mikroalgen und assoziierten Mikroorganismen (Di Caprio 2020). Beide Techniken
sind jedoch teuer, zeitaufwandig und somit fur die tagliche Analyse einer grof3en Anzahl von
Zellen oder Kulturen nicht geeignet. Beide Technologien werden allerdings h&ufig zur
morphologischen Charakterisierung der Ultrastruktur von Mikroorganismen oder deren
guantitativer Analyse verwendet (de-Bashan et al. 2016; Karpov et al. 2014b).

Die Durchflusszytometrie ist eine Hochdurchsatztechnik, welche die Analyse einer grof3en
Anzahl von Zellen in kurzer Zeit ermoglicht. Zudem eignet sich diese Methode dazu Proben
mit heterogenen mikrobiellen Populationen Uber ein automatisiertes fluidisch-optisches
System zu analysieren. Durchflusszytometrie ermdoglicht die Unterscheidung von
Mikroorganismen basierend auf ihrer GréRe und internen Komplexitat, sowie durch
Zellautofluoreszenz oder durch spezielle Farbung (Di Caprio 2020). Eine FlowCAM (Fluid
Imagig Technologies) vereint flowcytometrische Technik und fluoreszenzmikroskopische
Bildgebung und wird zur Charakterisierung und Z&hlung suspendierter Partikel eingesetzt
(Sieracki et al. 1998). Mit dieser Technik kbnnen verschiedene Mikroalgen unterschieden und
parasitierte Zellen halbautomatisch in der Zellkultur erkannt werden (Day et al. 2012; Wang et
al. 2017a).

Als Alternative zu optisch basierten Methoden besteht die Méglichkeit Kontaminanten anhand
spezifischer Biomarker mittels molekularer Methoden nachzuweisen. Genetische Analysen
stellen die spezifischsten und empfindlichsten Werkzeuge zur Identifizierung von
Mikroorganismen dar. Dazu werden vornehmlich kodierende Regionen der rRNA, wie die large

subunit (LSU), small subunit (SSU) oder internal transcribed spacer (ITS)-Regionen,
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herangezogen. Zur Identifizierung und phylogenetischen Analyse unbekannter Arten in
komplexen Mischkulturen werden verstarkt verschiedene Sequenzierungstechniken
eingesetzt (Carney et al. 2016), wahrend sich fir die Detektion bekannter Parasiten die gPCR
besonders eignet (Fulbright et al. 2014; Grivalsky et al. 2021; Letcher et al. 2013; Shurin et al.
2013).

15.2 Kuratives Kontaminationsmanagement

Bei einer frihzeitigen Detektion einer Infektion kénnen verschiedene generelle reaktive
Strategien zum Einsatz kommen (Abbildung 6). Die technisch einfachste und wohl am
haufigsten eingesetzte Methode stellt laut Carney und Lane (2014) der sogenannte ,salvage
harvest' dar. Dabei wird die Kultur nach Entdeckung einer Infektion komplett abgeerntet, das
Anzuchtsystem desinfiziert und ein neuer Kultur-Batch, im Optimalfall mit einer anderen Art,
gestartet. So wird ein Totalverlust verhindert, aber Produktionseinbuf3en und -verzégerungen
in Kauf genommen (Carney und Lane 2014).

Mehre chemische und biochemische Zusatze konnen speziell zur Behandlung einer Infektion
mit zoosporenbildenden Wasserpilzen eingesetzt werden: In der Literatur wurden zahlreiche
Beispiele zur Wirkung von Kupfersulfat, Natriumhypochlorit, Triton-N, Ozon und anderen
Oxidantien beschrieben (Benderliev et al. 1993; Karuppasamy et al. 2018; Wang et al. 2017b).
Ein Patent aus dem Jahr 2015 beschreibt die erfolgreiche Behandlung einer Chytridomycose
in Haematococcus pluvialis Kulturen mit Wasserstoffperoxid (Carney und Sorensen 2015).
Obwohl sich der Zusatz von Antibiotika, Bioziden und anderen antimikrobiellen Subtanzen im
Labor als wirksam erwiesen hat, wird der Einsatz solcher Stoffe im Allgemeinen als
umweltschadlich und nicht skalierbar fir Kultursysteme zur Algenproduktion angesehen
(Fisher und Lane 2019). Der Zusatz von allelochemischen Substanzen, die zur Abwehr
beitragen, wird als natirliche Alternative vorgeschlagen (Mendes und Vermelho 2013;
Pouneva 2006). Des Weiteren kommen in der Kontaminationsbekampfung physikalische
Methoden zum Einsatz: Zur Zerstorung groRerer Organismen eignet sich
Ultraschalbehandlung (Holm et al., 2008), diese ist jedoch fur Zoosporen aufgrund ihrer
kleinen Grol3e ungeeignet. AuRerdem wird vorgeschlagen Kulturen zeitweise mit Ultravioletter
Strahlung (UVC) zu bestrahlen, um die, im Gegensatz zu den Algen, nicht pigmentierten und
somit ungeschiitzt Parasiten zu schadigen, oder eine Sterilisation der eingesetzten Medium
durch UVC Strahlung (Liebich, Stehouwer and Veldhuis, 2012). Eine weitere Mdglichkeit eine
Infektion in Mikroalgenkulturen einzudammen, stellt der Einsatz von Hyperparasiten oder
anderen trophischen Kaskaden dar. Solche Regulationsmechanismen sind allerdings bisher
nur in Populationsdynamiken von natirlichen System beschrieben und werden bisher nicht in

industriellen Anlagen eingesetzt (Kagami et al., 2007; Gleason et al., 2014).
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153 Praventives Kontaminationsmanagement

Im Gegensatz zu kurativen Methoden ist das préaventive Kontaminationsmanagement dazu in
der Lage, Verluste im Vorfeld einer Infektion zu kontrollieren oder ganz zu verhindern. Zu den
praventiven Methoden im Kontaminationsmanagement gehoren laut Fisher und Lane (2019)
auch verfahrenstechnische Methoden, mit denen im Produktionsprozess das Risiko von
Infektionen minimiert oder die Auswirkung dieser verlangsamt werden kann (Abbildung 6).
Dazu gehort neben der Auswahl robuster Arten, einer Rotation von Algenstdmmen oder gar
eine Zusammenstellung von diversen Polykulturen, auch beispielsweise die Schaffung einer
extremen Kultivierungsumgebung, etwa durch hohe Salinitat oder einen alkalischen pH-Wert.
Des Weiteren kénnen Algengemeinschaften auch stark Uber die Zusammensetzung des
Kulturmediums (Phosphat-, Nitrat-Quellen und Verfiigbarkeit) beeinflusst werden. Au3erdem
kénnen pH-Spitzen oder CO.-Asphyxiation sowohl prophylaktisch als auch aktiv zur
prozesstechnischen Einddmmung von Kontaminanten eingesetzt werden (Fisher und Lane
2019; Ganuza et al. 2016). Technisch mdglich ist auch die Entwicklung von resistenten
Stdmmen durch genetische Modifizierung oder selektive Auslese (Corcoran et al. 2018;
Larkum et al. 2012).

In den letzten Jahren werden zunehmend Konzepte im Bereich der industriellen mikrobiellen
Okologie und synthetischen Biologie entwickelt, die als kostengiinstige und umweltvertragliche
Alternative im Kontaminationsmanagement angesehen werden (Beyter et al. 2016; Godwin et
al. 2018; Jackrel et al. 2018; Shurin et al. 2013; Smith et al. 2015; Smith und Crews 2014).

In der Okosystemtheorie umfasst die Stabilitat verschiedene Aspekte der Fahigkeit eines
Okosystems hinsichtlich Okosystemstruktur oder Okosystemfunktion auf Stérungen zu
reagieren. Dazu gehort es Storungen des Systems zu widerstehen (Resistenz), sich zeitweise
anzupassen (zeitliche Variabilitdt) oder sich zu davon zu erholen (Resilienz) (Pennekamp et
al. 2018). Dabei ist es moglich, dass ein Okosystem oder eine Gemeinschaft stabil in manchen
und instabil in anderen Eigenschaften ist. Die Diversitats-Stabilitdts-Theorie ist dabei ein
wichtiger Grundsatz und beruht auf der Annahme, dass eine hohe Artendiversitat die Stabilitat
des Okosystems erhoht (McCann 2000; Pennekamp et al. 2018). Ein positiver
Zusammenhang zwischen Artendiversitat und Stabilitat von Okosystemen wurde unter
anderem auch in naturlichen Phytoplanktonpopulationen nachgewiesen (Ptacnik et al. 2008).
In den folgenden Konzepten sind einige wichtige Effekte zusammengefasst, die fir den
Zusammenhang von Stabilitat und Diversitat verantwortlich gemacht werden. Die ,Insurance
Hypothese’ besagt, dass sich die Stabilitit eines artenreichen Okosystems gegen
Schwankungen der Umweltbedingungen erhdht, da die Wahrscheinlichkeit in diversen
Gemeinschaften steigt, dass Arten vorkommen, die verschiedene Eigenschaften und

Reaktionsspektren gegen Storungen aufweisen (Leary und Petchey 2009). AufRerdem sinkt in


https://www.spektrum.de/lexikon/geowissenschaften/stabilitaet/15452
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36 Einleitung und Grundlagen

artenreichen Gemeinschaften die Wahrscheinlichkeit, dass wichtige Okosystemfunktionen
verloren gehen, da diese eine hdéhere Funktionsredundanz mit sich bringen (Naeem und Li
1997). Verschiedene Eigenschaften, die die Fitness von Arten beeinflussen (Licht- und
Nahrstoffnutzung, Feindinteraktionen, morphologische Variationen, Temperatursensitivitét,
Reproduktionsstrategien), kénnen nicht unabhéngig voneinander betrachtet werden, da sie oft
miteinander korreliert sind. Diese sogenannten trade-off' Effekte fuhren zu funktionellen
Kompromissen, die unter hohem selektiven Druck entstehen, wenn spezielle Eigenschaften
zwar fur eine bestimmte Funktion vorteilhaft sind, aber zu Nachteilen bei anderen Funktionen
fuhren (Litchman und Klausmeier 2008). Eine hohe Artenvielfalt, die verschiedene
Eigenschaften in unterschiedlichen Kombinationen aufweist, kann diese Effizienzliicken
schlieBen. Unter schwankenden Umweltbedingungen werden folglich abwechselnd
verschiedene Arten zu bestimmten Zeiten im Wachstum benachteiligt oder bevorzugt. Das
resultiert in Schwankungen der Abundanz einzelner Arten, aber nicht in der Destabilisierung
des Okosystems.

Einige Publikationen der letzten Jahre haben sich vermehrt der Frage gewidmet, ob auch in
industriellen Systemen durch die Erhéhung der Diversitat eine Produktionssteigerung der
Systeme durch die Schlieung von Effizienzliicken gemessen werden kann. Beyter und
Kollegen (2016) beobachteten die Diversitét eines Open Ponds Uber den Verlauf eines Jahres
mittels Sequenzierung von Markergenen und konnten eine Korrelation zwischen hoher
Diversitat und steigender Biomasseproduktion, sowie niedriger Variation in der
Produktionsrate aufzeigen. In einer weiteren Studie konnte in einem Experiment mit
verschiedenen Polykulturen gezeigt werden, dass Algenpopulationen, die sich aus
verschiedenen Arten zusammensetzen, im Durchschnitt mehr Biovolumen produzieren als der
Durchschnitt der Monokulturen (Shurin et al. 2014). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
Uber die reine Diversitat hinaus auch die Zusammensetzung und relative Abundanz der
Algenarten eine Schlisselrolle bei der Anwendung von Gemeinschaftsékologie in der
Algenbiotechnologie spielt. Im selben Experiment wurde auf3erdem beobachtet, dass
Polykulturen eine héhere Nahrstoffaufnahmerate aufweisen und einen besseren Schutz gegen
Pradatoren bieten (Shurin et al. 2014). Dieses Ergebnis wird von Untersuchungen gestutzt,
die aufzeigen konnten, dass der negative Effekt von rduberischem Zooplankton in Polykulturen
mit steigender Artenzahl deutlich weniger stark und langanhaltend ausfallt, als bei
Monokulturen (Corcoran und Boeing 2012). Weiterhin haben sich Stockenreiter und Kollegen
(2012) mit der Auswirkung von Diversitat auf die Lipidproduktionsraten von Mikroalgenkulturen
beschaftigt. Unter gleichen Wachstumsbedingungen werden hier hohere Lipidproduktion bei
hoher diversen Polykulturen im Vergleich mit Monokulturen beschrieben (Stockenreiter et al.
2012).
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Auch fur die Co-Kultivierung von Mikroalgenkulturen mit assoziierten bakteriellen Mikrobiomen
gibt es zahlreiche positive Beispiele (Fisher et al. 2019). Fluoreszierende Pseudomonaden
gehoren zu den PGPB, die eine wichtige Rolle bei der Férderung des Pflanzenwachstums, der
induzierten systemischen Resistenz, der biologischen Bekampfung von Krankheitserregern im
landwirtschaftlichen und gartenbaulichen Kontext spielen (Ganeshan und Manoj Kumar 2005;
Weller et al. 2007). Dass die Wirksamkeit antibiotischer Substanzen von Pseudomonas
fluorescens-Stammen, wie z. B. 2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG) auch die Hemmung von
Algenpathogene umfassen, wurde bisher nur fur die Braunalge Saccharina latissima
beschrieben (Nagel et al. 2012). Untersuchungen von Fisher und Kollegen konnten zeigen,
dass spezifische bakterielle Co-Kulturen mit der Griinalge Microchloropsis salina das
Abweiden durch des marinen R&adertierchen Brachionus plicatilis verhindern kénnen (Fisher
et al. 2019). Uber Genomanalysen von Azospirillum brasilense konnte nachgewiesen werden,
dass das Phytohormon Indol-3-Essigsdure eine grof3e Rolle bei der Assoziation mit
Algenpartnern wir Chlorella sorokiniana spielt. Dartiber hinaus wurde beobachtet, dass Indol-
3-Essigsaure in vitro antagonistische Aktivitdten gegen eine Reihe von Pflanzenpathogenen
aufweist, was darauf hindeutet, dass A. brasilense neben der Wachstumsférderung auch
Biokontrollschutz fur Mikroalgen und Pflanzen gegen Pathogene bieten kdnnte (Cassan et al.
2021).
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1.6 Hypothesen und Forschungsfragen

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die Auswirkungen der parasitischen Infektionen von
Amoeboaphelidium protococcarum AI15TR auf verschiedene Mikroalgenspezies und
assoziierte mikrobielle Gemeinschaften Zu untersuchen und praventive

Behandlungsstrategien zu erproben.

l. Der unbekannte Wasserpilz AI15TR gehdrt zur Familie der Aphelidiaceae und weist

ein spezifisches Pathogenitdtsmuster bei Grinalgen auf. Die Virulenz des Parasiten

wird zum einen von der Algenwirtsspezies sowie von der Kultivierungsumgebung
beeinflusst. (Kapitel 4.1)

a. Welcher Spezies gehort der Aphelidien-Stamm AI15TR an? (Kapitel 4.1.1)

b. Wie grof ist das Wirtsspektrum des Aphelidien-Stammes und wie grof3 sind die

Unterschiede der Virulenz bei verschiedenen Algenarten? (Kapitel 4.1.2)

c. Welchen Einfluss Ubt die Kultivierungsumgebung auf das Infektionsgeschehen
aus? (Kapitel 4.1.3)

[I.  Verschiedene Mikroalgenarten sind mit spezies-spezifischen mikrobiellen

Gemeinschaften assoziiert. Sowohl die Kultivierungsumgebung als auch eine

Aphelidien-Infektion des Algenwirts fiihrt zu Verdnderungen des assoziierten
Mikrobioms. (Kapitel 4.2)

a. Wie unterscheiden sich die bakteriellen Mikrobiome der verschiedenen

Algenspezies? (Kapitel 4.2.1)

b. Gibt es variable Mitglieder des Mikrobioms, welche sich in Abhangigkeit der

Kultivierungsumgebung verandern? (Kapitel 4.2.2)

c. Welchen Einfluss hat eine Aphelidien-Infektion mit AI15TR auf die
Zusammensetzung des jeweiligen assoziierten bakteriellen Konsortiums?
(Kapitel 4.2.3)
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. Die funktionelle Diversitat von infizierten Algenkulturen verandert sich Uber den

Infektionsverlauf mit Aphelidien und das assoziierte Mikrobiom adaptiert sich auf

funktioneller Ebene. (Kapitel 4.3)

a. Welche Veranderungen unterlaufen die Proteinprofile der aphelidien-infizierten
Algenkulturen im Vergleich mit nicht infizierten Kulturen? Ist eine
Abwehrreaktion der Algen auf die Aphelidien-Infektion zu beobachten? (Kapitel
4.3.1)

b. Inwiefern unterscheiden sich die funktionellen Proteinprofile des bakteriellen
Mikrobioms zwischen nicht infizierten und infizierten Algenkulturen Uber den

Infektionsverlauf? (Kapitel 4.3.2)

V. Praventive Behandlungsstrategien auf Basis von biotischen und abiotischen

Kultivierungsfaktoren kénnen zu einer Kontrolle von Aphelidien-Infektionen von

Algenkulturen beitragen. (Kapitel 4.4)

a. Besteht ein direkter Zusammenhang zwischen Algen-Diversitat und Stabilitét
gegen Aphelidien-Infektionen oder ist die Artenkombination in Polykulturen
entscheidend? (Kapitel 4.4.1)

b. Kann eine Anpassung der prozessimmanenten Kultivierungsbedingungen eine

Aphelidien-Infektion in Mikroalgenkulturen reduzieren? (Kapitel 4.4.2)

c. lIst eine Co-Kultivierung mit spezifischen protektiven Bakterien vorteilhaft, um
den Verlauf einer Aphelidien-Infektion von Algen zu verlangsamen oder die

Auswirkungen fur die Algenpopulation zu reduzieren? (Kapitel 4.4.3)
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2 Material und Methoden

In folgendem Abschnitt werden alle in dieser Arbeit verwendeten Methoden néher beschrieben

und die verwendeten Gerate, Materialien und Lésungen aufgefihrt.

2.1 Materialien

Alle verwendeten Ldsungen (Tabelle 3), N&dhrmedien (Tabelle 4-8), Gerate (Tabelle 9) und

Algenstamme (Tabelle 10) finden sich nachfolgend dargestellit.

Tabelle 3: Losungen zur Extraktion, Quantifizierung und Verdau von Algenproteinen (Heyer et
al. 2019)

Lésung Bestandteil Einwaage
0,1 M Ammoniumacetat-Losung Ammoniumacetat 0.7708 g
Methanol 100 ml
. Sucrose 68,46 g
2 M Sucrose-Losung Ho0 100 ml
1 M Sucrose-Losung 34,23 g Sucrose 34,23 g
H20 100 ml
8,41 g Harnstoff 8,41¢g
3,04 g Thioharnstoff 3,04 ¢
Hamstoffpuffer | 0.2 g Dithiothreitol (DTT) 0249
Milli-Q Reinstwasser 20 ml
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) 15¢g
) Glycin 72 ¢
SDS-Laufpuffer (SX): Natriumdodecylsulfat (SDS) 5¢g
Milli-Q Reinstwasser 1L
. 1gSDS 1g
SDS-Losung Milli-Q Reinstwasser 10 ml
Tris 90,75 ¢
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8: 4 M HCI pH 8,8
Milli-Q Reinstwasser 100 ml
Tris 15¢
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8: 1 M HCI pH 6,8
Milli-Q Reinstwasser 100 ml
. Bromphenolblau 059
Bromphenolblau-Losung Milli-Q Reinstwasser 100 ml
0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8 12,5 ml
Glycerol 10 ml
SDS-Ldsung 20 ml
SDS-Probenpuffer
Mercaptoethanol 5ml
Bromphenolblau-Lésung 1ml
Milli-Q Reinstwasser 50 ml
. Ammoniumperoxodisulfat (APS) 1lg
APS-LGsung - .
Milli-Q Reinstwasser 10 mi
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Loésung Bestandteil Einwaage
Wassergesattigtes Butanol Butanol 100 ml
9 g Milli-Q Reinstwasser 100 mi
Essigsaure (100 %) 100 ml
Gel-Fixierlésung Ethanol (100 %) 400 mi
Milli-Q Reinstwasser 500 ml
. Coomassie Brilliant Blau G-250 59
Coomassie Stock - .
Milli-Q Reinstwasser 100 mi
Ammoniumsulfat 50 g
Ortho-Phosphorsaure (85 % 6 ml
Kolloidaler Coomassie Stock . P ure ( )
Coomassie Stock 10 mi
Milli-Q Reinstwasser 484 ml
Kolloidale Coomassie Kolloidale Coomassie Stock 200 ml
Farbelosung Methanol (100 %) 50 ml
Ammoniumhydrogencarbonat (ABC 98,80 m
50 mM ABC Puffer, pH7,9 - |u_ yerog ( ) g
Milli-Q Reinstwasser 25 ml
5 M NaOH Ng(_)H . 209
Milli-Q Reinstwasser 100 mi
Tris-HCI 1579
0.1 M Tris-HCI, pH 8,5 Milli-Q Reinstwasser 800 ml
5 M NaOH pH 8,5
Harnstoff 48¢g
8 M Harnstoffpuffer Il
P 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 10 ml
DTT 24,68 mg
0,40 M DTT Stock
50 mM ABC Puffer 400 pl
. 0,40 M DTT Stock 100 pl
40 mM DTT Loésung
8 M Harnstoffpuffer Il 900 ul
lodoacetamid (IAA) 40,7 mg
0,55 M IAA Stock
50 mM ABC Puffer 400 pl
55 mM IAA Lésun 0,55 M IAA Stock 100 pl
g 8 M Harnstoffpuffer Il 900 ul
lyophilisiertes Trypsin 25
Trypsin-Lésung yop L yP . Hg
50 mM Essigsaure in 25 pl
. 50 mM ABC Puffer 1ml
Extraktionspuffer .
Acetonitrile 50 pl
. Milli-Q Reinstwasser 1000 mi
Mobile Phase A . i
Ameisensaure 1ml
Milli-Q Reinstwasser 199,2 ml
Mobile Phase B Ameisensaure 0,8 ml
Acetonitril 800 mi

Die Anfertigung der in dieser Arbeit eingesetzten Nahrmedien (Tabelle 4-8) erfolgte mit

vollentsalztem Wasser. Nach dem Einwiegen und Lésen der N&hrsalze wurde der pH-Wert

auf 7,0 eingestellt und die jeweiligen Nahrmedien in Glasflaschen fur 20 min bei 121 °C und

2 bar Druck autoklaviert.
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Tabelle 4: Bolds Basal Medium (BBM) (Bischoff und Bold 1963)

Bestandteil Konzentration
NaNO3 250 mg/l
CaCl2x 2 H20 25 mgl/l
MgSOa4 x 7 H20 75 mgl/l
K2HPO4 x 3 H20 75 mgl/l
KH2PO4 175 mg/l
NacCl 25 mgl/l
ZnS0O4 X 7 H20 6 po/l
MnSOa4 x 4 H20 12 pg/l
H3BOs3 60 pg/l
Co(NO3)2 x 6 H20 6 pg/l
Na2MoO4x 2 H20 6 pg/l
CuSO04 x 5 H20 0,03 pg/l
FeSO4 x 7 H20 4,2 mg/l
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 4,8 mgl/l
Agar Kobe I (fir Agarplatten) 20 g/l
pH 6,8-7,2

Tabelle 5: Modifiziertes BG11 Medium (BG11) (Stanier et al. 1979)

Komponenten Konzentration
NaNO3 1549/
K2HPO4 x 3 H20 40 mg/l
MgSOasx 7 H20 70 mg/l
CaClz x 2 H20 36 mg/l
Na2COs3 20 mg/l
Zitronensaure 6 mg/l
Ammoniumeisen-(lll)-citrat 6 mg/l
EDTA 1 mgl/l
Co(NOs3)2 x 6 H20 0,5 mg/l
ZnSosx 7 H20 0,287 mg/l
MnSO4x H20 0,169 mg/l
H3BO3 0,061 mg/l
CuSo04x 5 H20 0,0025 mg/l
(NH4)sM07024 X 4 H20 0,0125 mg/l
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Tabelle 6: Modifiziertes Setlik Medium (Zachleder und Setlik 1982)

Komponenten Konzentration
KNOs3 2,02 gl
KH2PO4 340 mg/l
MgSOa4x 7 H20 999 mg/l
Fe-EDTA 18,5 mg/l
Ca(NOs)2 x 4 H20 10 mgl/l
HsBOs 3,09 mgl/l
MnSo4x 4 H20 1,2 mg/l
CoS04x 7 H20 2,35 mg/l
CuSo04x 5 H20 1,24 mg/l
ZnSo4x 7 H20 1,43 mg/l
(NH4)sM07024 x 4 H20 1,84 mg/l

Tabelle 7: Lysogeny broth (LB) Medium (Bertani 1951)

Komponenten Einwaage
Hefeextrakt 5,049/
Trypton 10,0 g/l
Glucose 1,0 g/l
Natriumchlorid 0,549/l
Agar Kobe | (fir Agarplatten) 20,0 g/l
pH 69-7,1

Tabelle 8: Reasoner's 2A agar (R2A) Medium (Sigma Aldrich) (Gibbs und Hayes 1988)

Bestandteil Konzentration
Hefeextrakt 0,549/
Proteose Pepton 0,549/
Caseinhydrolysat 0,549/l
Glucose 0,59/l
Starke 0,59/l
Natriumpyruvat 0,3 g/l
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,3 g/l
Magnesiumsulfat 0,024 g/l
Agar Kobe | (fir Agarplatten) 20 g/l
pH 71-73
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Tabelle 9: Ubersicht iiber verwendete Geréte

Geratefunktion Geratebezeichnung Hersteller Firmensitz
Analysewaage BP 210D Satorius Goéttingen, DE
Analytischen LC-Saule | PepMap Acclaim C18  Thermo Fisher Scientific MA, USA
Autoklav VX-150 Systec Linden, DE
DNA-Extraktion DNEasy PowerSoil Kit  Qiagen Venlo, NLD

Filtereinheit 10 kD

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C

Geldokumentation

Heizschrank
lonenchromatographie
Kihlschrank
Lichtpanel
Gefriertrocknung
Magnetrihrer
Massenspektrometer
Mikroskop
Mikroskop
Mikroskopkamera
Mikroskopkamera
Multifiltrationseinheit
Nano-ESI Quelle

pH Messgerat
Pipetten
Massenspektrometer
Mikroplattenreader
Thermal Cycler
Reinstwasseranlage
Schuttelinkubator
Schuttler
Schwingmuhle
Spektralphotometer
Spektralphotometer
Sterilbank
Thermoschdittler
Thermostat

Vortex Mixer
Zentrifuge
u-LC-Vorsaule

Nanosep® Centrifugal
Devices

ULT 60086V

Molecular Imager®
GelDocTM XR+

Model 600

Dionex ICS1100
Profiline

Epistar LED 6000K
Beta 2-8 LD plus
Mix 15
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2.2 Analytische Methoden

Im nachfolgenden Absatz werden die in dieser Arbeit eingesetzt analytischen Methoden
detailliert dargestellt. Alle Schritte, die sterile Bedingungen erforderten, wurden unter einer
Sterilwerkbank mit sterilisierten Materialien durchgefuhrt.

221 Kultivierung von Mikroalgen und Aphelidien

Fur die Kultivierung der verschiedenen Mikroalgenstamme, die im Rahmen dieser Arbeit
angezogen wurden (Tabelle 10), wurden jeweils frische Flissigkulturen herangezogen. Dazu
wurden die Algenstamme von Schragagarrohrchen, die der Stammerhaltung der KASC
(Koethen Algae Strain Collection) dienen, in einer Sterilwerkbank abgeimpft und
Vereinzelungsausstriche auf 2-prozentigen Agarplatten mit Bolds Basal Medium (BBM)
(Tabelle 4) erstellt. Die auf den Agarplatten wachsenden Algenkolonien wurden dann sowohl
zur weiteren Isolation und Stammerhaltung auf weiteren Agarplatten genutzt, sowie zum
Ansetzen frischer Flussigkulturen herangezogen. Dabei wurde unter einem Inversmikroskop
eine saubere Kolonie ausgewahlt, diese unter sterilen Bedingungen mit einer ausgeglihten
Impfose gepickt und in einem autoklovierten Erlenmeyerkolben mit 100 ml sterilem BBM-
Medium Uberfuhrt. Die Anzucht der Vorkulturen erfolgte fiir 7 bis 14 Tage bei Raumtemperatur
(RT) auf einem beleuchteten Schittler (100 umol m?*s, 120 rpm). Fir weiterfihrende
Experimente wurden folgende Standard-Kultivierungsparameter angewandt: Die Vorkulturen
wurden auf eine Optische Dichte (ODvso) von 0,2 eingestellt und in Blasensaulen mit 1,51
Fassungsvolumen lberfuhrt und bei konstanten 23,5 °C und einer Lichtintensitat von 100 ymol
m?*s? (weiBes Tageslicht - LED) kultiviert. Die Kulturen wurden Uber den gesamten Zeitraum

mit einer Begasungsrate von 1 vvm Druckluft mit Zusatz von 1 % CO; durchmischt.

Alle flissigen Mikroalgenkulturen wurden mit spezifischen Agar-Nédhrmedien auf die
Anwesenheit von Bakterien und Pilzen Uberpriuft. Dabei wurden R2A (Tabelle 8) und LB-
Medium (Tabelle 7) verwendet. R2A-Agar wurde zur Routinekontrolle verwendet, da sich
dieses Medium besonders zum Nachweis heterotropher Mikroorganismen in Wasserproben
eignet (Gibbs und Hayes 1988). LB-Medium ist ein Standard-Medium fir die Kultivierung von
Bakterien bzw. Pilzen. Auf eine Agarplatte wurden je 100 pl einer Kulturprobe pipettiert und
mit sterilen Glasperlen ausgestrichen. Die Agarplatten wurden anschlieRend bei RT fir eine
Woche inkubiert und auf die Ausbildung von Kolonien tberprift. Falls keine Koloniebildung
eintrat, wurde die untersuchte Probe auf Kultivierungsebene als kontaminationsfrei
angesehen. Da viele Mikroorganismen unter Laborbedingungen nicht kultivierbar sind
(Stewart 2012), kann die Kontrolle durch Agar-Nahrmedien zu falsch negativen Ergebnissen

fuhren. Aus diesem Grund wurde als zweite Kontrollebene eine mikroskopische Betrachtung
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der Kulturen durchgefiihrt, um diese auf mikrobielle Kontaminationen zu Uberprifen. Die
Kulturen wurden dabei auf einheitliche Zellmorphologie und auf das Auftreten kleiner Zellen,
Artefakte oder Zellaggregation untersucht. Da bakterielle Zellen unter dem Hellfeld schwer zu
erkennen sind, wurden die Proben zuséatzlich mit dem DNA-Farbstoff 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) angefarbt (AppliChem GmbH, DE). DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff der
allgemein zur Visualisierung von Bakterien eingesetzt wird (Porter und Feig 1980). Die mit
diesem Farbstoff markierten Zellen erscheinen auf fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
blau und sind dadurch deutlicher zu sehen (Nakajima et al. 2005). Fur die Anfarbung der Zellen
mit DAPI vor der mikroskopischen Betrachtung wurde der Farbstoff zu den Kulturproben in
einer Konzentration von 2 pg/ml zugegeben und fir 10 min im Dunkeln inkubiert. Die
angefarbten Kulturen wurden anschliel3end unter einem Olympus BX41 Mikroskop mit einem
60x/0,80 Objektiv und einem 100xA/1,25 OI-Objektiv betrachtet. Die Proben wurden dabei mit
einer Nikon Intenslight C-HGFI-Lampe mit einem BV-2A Filterblock (Anregungswellenlange
bei ca. 400-440 nm) beleuchtet. Das emittierte Licht wurde durch einen Longpass-Filter ab
einer Wellenldnge von 470 nm sichtbar. Mikroskopische Bilder wurden mit einer XC50
Mikroskopkamera von Olympus aufgenommen.

Als obligate Parasiten sind Aphelidien nicht in der Lage sich ohne ihren Wirt zu vermehren. In
Anlehnung an Letcher et al (2013) wurde deshalb das in dieser Arbeit verwendete Aphelidien-
Inokulum in Wirtskulturen von Scenedesmus vacuolatus herangezichtet. Zur Herstellung
wurden axenische Kulturen von S. vacuolatus fiinf Tage lang mit den beschrieben Standard-
Standard-Kultivierungsparameter (Kapitel 2.2.1) bis zur exponentielle Wachstumsphase
angezogen. Die Algensuspension wurde dann in 1,4 | Endvolumen auf eine OD7so von 0,2 mit
frischem Medium verdiinnt und mit 200 ml A. protococcarum-Inokulum (6,6 % v/v) infiziert. Die
infizierten Kulturen wurden flr sieben bis zehn Tage in Blasensaulen unter
Standardbedingungen kultiviert und dann mikroskopisch auf den Infektionsstatus hin
untersucht und geerntet, wenn die Algenpopulation vollstdndig abgestorben war. Dazu wurde
die Kultursuspension in sterile Zentrifugationsrohrchen abgefillt und anschlieend bis zur
spateren Verwendung bei -80 °C eingefroren. Fur die beschriebenen Experimentalkomplexe
(Kontaminationsexperimente, Proteomexperiment, Behandlungsexperimente) wurde jeweils
Aphelidien-Inokulum aus dem gleichen Batch verwendet, um eine gleichbleibende
Zusammensetzung, Zelldichte und Pathogenitdt des Aphelidien-Stammes AI15TR

sicherzustellen und die Vergleichbarkeit der Ansatze zu gewéabhrleisten.
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2.2.2 Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes

Die Bestimmung des Trockensubstanz (TS) - Gehaltes der Algenbiomasse erfolgte anhand
Filtration der Kultursuspension durch Glasmikrofaserfilter (1,2 um Porengrdf3e) nach einer
Methode beschrieben durch Moheimani et al. 2013 in dreifacher Ausfuihrung. Als Vorbereitung
wurden die eingesetzten Filter mehrfach in Reinstwasser gespllt und anschlielend fur
mindestens 12 h bei 104 °C getrocknet. Die gewaschenen Filter wurden zur Abkuhlung fur
mindestens 1 Stunde im Exsikkator ausgekihlt und anschlieBend auf finf Dezimalstellen
genau gewogen (Sartorius BP 210 D). In Abhangigkeit der Zelldichte wurden 2-5ml
Algensuspension in einer Multifiltrationsapparatur (Millipore 1225) durch Anlegen eines
Vakuums Uber die vorgewogenen Glasmikrofaserfilter filtriert. Die Filter wurden anschlie3end,
wie zuvor beschrieben, erneut getrocknet und ausgewogen. Der resultierende TS-Gehalt der

Algensuspension wurde in Bezug zum eingesetzten Probevolumen in g It berechnet.

2.2.3 Bestimmung der Nahrstoffkonzentration

Zur Bestimmung des Nahrstoffgehaltes im Kulturmedium wéahrend der Versuche wurde ein
lonenchromatographie-System (Dionex ICS 1100, Thermo Fisher Scientific) bestehend aus
zwei separaten Teilanalgen zur Trennung und Quantifizierung von An- und Kationen
eingesetzt. Die lonenchromatographie-Systeme wurden im Bereich 1 bis 100 mg I des
jeweiligen lons kalibriert. Als Eluent fur Anionen wurde wassriger Carbonatpuffer (4,5 mM
Na>C03/0,8 mM NaHCO:s) eingesetzt. Die Trennung der einzelnen Anionen erfolgte tber eine
analytische lonPac AS23 Trennsaulen mit entsprechender Vorsaulen (AG23) und einem
AERS 500 Suppressor (alle Saulen von Thermo Fisher Scientific) . Die Analyse der Kationen
erfolgte zeitgleich mit 20 mM Methansulfonsaure als Eluent Uber eine lonPac CS12A
Trennsaule mit entsprechender CG12A Vorsaule und einem CERS 500 Suppressor. Die zu
analysierenden Nahrmedien wurden im Vorfeld zur Abtrennung von Algenzellen filtriert und
bezogen auf die Bestimmungsgrenze der Systeme verdinnt. Die Bestimmung des

Nahrstoffgehaltes erfolgte durchgehend in dreifacher Ausfiihrung.

224 Photometrische Bestimmung der optische Dichte und Chlorophyll-Fluoreszenz

Zur Bestimmung der optischen Dichte (ODrso) als Messwert der Zelldichte wurden zwei
photometrische Methoden angewandt. Die optische Dichtemessung beruht auf der
Lichtstreuung von Teilchen in einer Lésung, die als dimensionsloser OD Wert angegeben wird.
Je mehr Teilchen oder Mikroorganismen in einer Losung suspendiert sind, desto triiber wird

die Losung und umso hoher ist folglich der gemessene OD-Wert. Zur Bestimmung der OD wird
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Algensuspension photometrisch bei einer Wellenlange von A = 750 nm vermessen, um
Storeffekte der Chlorophyll-Fluoreszenz bei niedrigeren Wellenldngen auszuschlieRen. Zur
Bestimmung des Blindwerts wurde BBM verwendet. Ab einem OD7so-Wert von 0,4 wurden die
Probe vor der Messung mit BBM verdinnt, um im linearen Messbereich der Gerate zu messen.
Die Bestimmung erfolgte durchgehend in dreifacher Ausfiihrung. Die OD-Messung erfolgte flr
alle Proben der Kontaminationsexperimente an einem DR6000 UV-VIS Spektralphotometer
(Hach Lange GmbH) mithife von Makrokuvetten. Wahrend der Proteom- und
Behandlungsexperimente erfolgte die Messung der OD wiederum an einem Infinite
Mikroplattenreader (Tecan Trading AG).

Die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz ist ein Parameter der oftmals zur Beobachtung des
Zellwachstums in Algenkulturen angewendet wird (Malapascua et al. 2014). Mit
fortschreitendem Algenwachstum nimmt die Intensitat der Chlorophyll-Fluoreszenz in den
Kulturproben zu. Da Chlorophylle bei der Infektion mit Aphelidien durch Phagozytose der
Chloroplasten sehr schnell abgebaut werden, lassen sich mit dieser Methode auf3erdem
indirekt Rickschliisse auf das Fortschreiten der Infektion in den Algenzellen ziehen. Die
Chlorophyll a -Fluoreszenz (Eess) der Algensuspension wurde jeweils in Triplikate in 96-Well
Platten mit einem Infinite M200 Microplate Reader von Tecan (Tecan, Mannedorf, CHE)
gemessen. Dabei wurden je 200 ul Kulturprobe in ein Well pipettiert und mit einer Wellenlange
von 440 nm angeregt. Die Emission wurde bei 685 nm mit einer Bandweite von 20 nm und
einer Integrationszeit von 20 us gemessen. Zur Bestimmung des Blindwerts wurde BBM

verwendet.

2.25 Mikroskopische Bestimmung von Zellzahl und Detektion von Aphelidien

Die direkte mikroskopische Auszahlung der Algenzellen wurde in einer Birker Z&hlkammer
verwirklicht. Zur Bestimmung von Monospezieskulturen wurden die Zellzahlen direkt am
Axopscope Al (Zeiss) ermittelt. Zur Zuordnung und Z&ahlung der Algenzellen einer bestimmten
Spezies in Polykulturen wurden zunédchst Photographien der Zéhlkammern mit einer Axiocam
Erc5S aufgenommen und spater digital ausgewertet. Die Algenzellen jeder Probe wurden von
mindesten acht Gruppenquadraten randomisiert ausgezahlt. Die Zellzahl/ml berechnet sich
aus der Anzahl der gezahlten Zellen, dem Verdinnungsfaktor, der Anzahl der Quadrate und

dem Volumen der Quadrate (Burkerzahlkammer = 0,004 mm?)

Zellzahl X Verdinnungsfaktor

Zellzahl/ml =
ellzahl/m Anzahl gezihlter Quadrate X Volumen der Quadrate (0,004 mm?)
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Da Aphelidien-Zysten klein und farblos sind, sind sie besonders auf mikroskopischen
Hellfeldaufnahmen schwer zu erkennen. Zur Verbesserung der Sichtbarkeit der farblosen
Zysten, wurde eine Farbung der infizierte Algenkulturen mit Weizenkeim-Agglutinin mit
Fluorescein-Konjugat (WGA-FITC) durchgefihrt (LINARIS GmbH, Kat. Nr. FL-1021-5). WGA-
FITC kann zur Markierung von chitin-haltigen Aphelidien-Zysten eingesetzt werden (Torruella
et al. 2018), indem es an Monomereinheit N-Acetylglucosamin des Polymers Chitin bindet
(Peters und Latka 1986). Wenn das im Konjugat enthaltene Fluorescein mit blauem Licht
angeregt wird, wird grines Licht in den chitinhaltigen Zysten emittiert. Gleichzeitig wird durch
die Bestrahlung mit blauem Licht die rote Autofluoreszenz der Chlorophylle in den Algenzellen
angeregt (Burkart et al. 2014). Der Farbstoff wurde zu 1 ml Algensuspension in einer
Endkonzentration von 10 pug/ml zugegeben. Die Probe wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln
fir ca. 10 min inkubiert und anschlieRend fir 1 min bei 3500 g zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Pellet in 1mL BBM resuspendiert. Zur Untersuchung der
angefarbten Zellen wurden ein  Olympus BX41 Fluoreszenzmikroskop mit einem 60x/0,80
Objektiv bzw. einem 100xA/1,25 Ol-Objektiv eingesetzt. Eine Als Nikon Intenslight C-HGFI-
Lampe mit einem GFP-30LP-B-0000 Filterblock diehnte als Lichtquelle. Die Lichtanregung
erfolgte mit einer Wellenlange von 460°-°490 nm und emittiertes Licht wurde durch einen

Longpass-Filter ab einer Wellenlange von 510 nm sichtbar gemacht.

In einigen Experimenten wurde die Anzahl der gesunden, infizierten und abgestorbenen Zellen
identifiziert. Dazu wurden die Kulturproben mit WGA gefarbt und mittels
Fluoreszenzmikroskopie bei einer Anregung von 460-490 nm die griin eingefarbten Zysten
sowie die rote Autofluoreszenz der Algenzellen sichtbar gemacht. Dabei wurden Algenzellen
als ,gesund‘ angesehen, wenn eine intakte Morphologie vorlag, wahrend bei infizierten Zellen
ein sichtbarer Rickgang des Chloroplasten sowie aufsitzende Aphelidien-Zysten zu
entdecken waren. Als vollstédndig abgestorben wurden die Zellen dann verrechnet, wenn die
Phagozytose des Zellinneren so weit fortgeschritten war, dass keine Chlorophyll-
Autofluoreszenz mehr zu erkennen war. Die Zellzahl/ml wurde fir jede Zellkategorie wie oben
beschrieben berechnet und dann anhand der Gesamtzellzahl prozentual ins Verhéltnis

zueinander gesetzt.

2.2.6 Berechnung der Pathogenitat und Virulenz von infizierten Algenkulturen

Um den Verlauf einer Infektion mit A. protococcarum bei verschiedenen Algenspezies und
unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen vergleichen zu kénnen, werden verschiedene

epidemiologische Kenngr6éRen herangezogen.
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Die Pathogenitat bezeichnet die grundsatzliche Fahigkeit eine Pathogens Infektionen bei
bestimmten Organismen hervorrufen zu kénnen und stellt somit ein absolutes MalR der
Wirtsspezifitat dar. Sie wird folglich bezogen auf einen mdglichen Wirt mit Null oder Eins
bewertet. In dieser Arbeit werden dazu mikroskopische Betrachtungen der typischen
morphologischen Veranderungen der Algenzellen herangezogen, da diese eine direkte
Identifikation einer Aphelidien-Infektion zulassen.

Als Mal3 der Pathogenitat, also dem Grad der Beeintrachtigung bei infizierten Organismen,
wird die Virulenz bezeichnet. Diese kann sich bei einer Infektion mit Aphelidien durch einen
Ruckgang der Trockensubstanz der Algenkulturen (V+s), der optischen Dichte (V7s0) oder den
Ruckgang der Chlorophyll a Fluoreszenz (Vess) innerhalb eines festgesetzten Zeitraumes
bemerkbar machen. Fir die Berechnung der Virulenz werden hier tber die Versuchsdauer
beispielsweise Differenzen des Trockensubstanzgehaltes (ATS = TSt7-TSto) von aphelidien-
infizierten (Al) und nicht infizierten (NI) Kulturen gebildet. Die Differenz zwischen nicht
infizierten und infizierten wird dann zueinander ins Verhaltnis gesetzt, um die Schadigung der
infizierten Kulturen anhand der Trockensubstanz der nicht infizierten Kulturen proportional
einzuschatzen. Dieselbe Rechnung kann auch auf die ODrso (V7s0) oder Eess (Vess) wie
beschrieben durchgefiihrt werden.

ATSy; — ATS,;

Virulenzys (Vps) = ATS
NI

Eine weitere Moglichkeit zum Vergleich des Infektionsverlaufes unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen stellt die Infektionsgeschwindigkeit bis zum Absterben der
Algenkultur dar. Dazu wird die Virulenz in Abhangigkeit der Dauer des Riickganges der
Chlorophyll a Fluoreszenz (AEess) betrachtet. Da dies ein sich an Null anndhernder Prozess
ist, wird zur praziseren Einschéatzung der Zeitpunkt berechnet, zu dem ein Riickgang der Egss
um 50 % erreicht ist, also eine Virulenz von 50 % vorliegt (Vso). Diese Berechnugn erfolgt in
Anlehnung an klassische Dosis-Wirkungs-Bioassays zur Abschatzung von LD(50) oder
LC(50), also der Dosis oder Konzentration, die erforderlich ist, um 50 % der exponierten Wirte
zu téten (Thomas und Elkinton 2004). Dazu wurde der Egss Rlickgang bei infizierten Kulturen
mittels DoseResp Model gefittet und der LogX0 des Models in Origin berechnet. Der LogX0
stellt im verwendeten Model den Wendepunkt der Funktion dar und markiert somit den
Zeitpunkt, bei dem ein Rickgang um 50 % zu verzeichnen ist und wird deshalb als Vsg

bezeichnet. Je friher dieser Wert erreicht ist, desto schneller lauft die Infektion ab.
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2.2.7 DNA-Extraktion und Qualitatskontrolle

Zur Extraktion bakterieller und pilzlicher Desoxyribonukleinsaure (DNA) wurde ein
Extraktionskit fir Bodenproben (DNeasy® PowerSoil) von Qiagen eingesetzt, das sich eignet,
um schwer aufschlieBbare und stark verunreinigte Biomassen aufzuschlie3en und bereits in
der Literatur zu Detektion von Aphelidien-DNA eingesetzt wurde. Dafir wurden 10 ml
Algensuspension bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und in 250 pl
Reinstwasser riickgeldst. Die konzentrierte Probe und 800 ul der Lésung CD1 wurden in ein
PowerBead Tube pipettiert. Die Reaktionsgefa® wurden in eine Schwingmihle MM200
(Retsch) eingespannt und fir 10 min bei 30 Hz geschiittelt. Anschlieend wurden die
Reaktionsgefal’ bei 15,000 x g fur 1 min zentrifugiert, um Zellbruchteile zu sedimentieren. Bis
zu 600 pl des Uberstands wurde in ein neues Reaktionsgefa (2 ml) iberfihrt, 200 pl Lésung
CD2 hinzugegeben und zum Mischen kurz gevortext. Die Reaktionsgefal? wurden
anschlieRend 15,000 x g fur 1 min zentrifugiert. Der Uberstand (700 pl) wurde in ein neues
Reaktionsgefal tiberfihrt und 600 pl der Losung CD3 zugegeben und wiederrum fir 5 s zum
Mischen gevortext. Von diesem Lysat wurden 650 pl auf die Spin Column geladen und bei
15,000 x g fuir 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und der Schritt wiederholt, bis
das gesamte Volumen des Lysats auf die Sdule geladen ist. Die Saulchen werden vorsichtig
auf neue Reaktionsgefal? uUberfuhrt und dann 500 pl der Lésung EA zugegeben. Die
Reaktionsgefalle mit S&ulen werden bei 15,000 x g fir 1 min zentrifugiert und der Durchfluss
anschlieRend verworfen. AnschlieBend wurden 500 pl der Losung C5 auf die Saulchen
pipettiert und erneut zentrifugiert (15,000 x g fir 1 min). Der Durchfluss wird verworfen und die
Reaktionsgefald wurden leer bei 16,000 x g fur 2 min zentrifugiert, um verbleibende
Waschlosung restlos zu entfernen. Die Spin Saulen wurden danach in ein neues
ReaktionsgefalRe (1,5 ml) Uberfihrt und fir 5°-°10 min mit offenen Deckeln getrocknet.
AbschlielRend wurde 50 pl Solution C6 in die Mitte des Membranfilters der Saule pipettiert, fur
5 min inkubiert und dann bei 15,000 x g fur 1 min zentrifugiert. An dieser Stelle wurden die
Extrakte bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C aufbewahrt.

Zur ersten Kontrolle des Extraktionserfolges wurde die Qualitat und Quantitat der DNA-
Extrakte mittels photometrischer Messung (Devonix DS-11) bei 230, 260 und 280 nm bestimmt.
Nukleinsduren adsorbieren Licht bei 260 nm, wobei dieser Wert durch Verunreinigungen, wie
Proteine (280 nm) und Phenole (230 nm), die bei der Extraktion nicht entfernt werden konnten,
gestort werden kann. Die Quotienten dieser Werte liefern Informationen Uber den
Reinheitsgrad der Proben: Ein Wert um 1,8 des 260/280 Quotienten gilt als reine DNA,

wahrend beim 260/230 Quotienten die Werte im Bereich von 1,8 - 2,2 liegen sollten.
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2.2.8 PCR und Sequenzierung von Aphelidien-DNA

Um die Infektion von Aphelidien molekular nachzuweisen, wurde eine fur Pilze spezialisierte
guantitative  Polymerasekettenreaktion (qPCR) mit DNA-Extrakten aus infizierten
Algenkulturen durchgefuhrt. Dazu wurden die DNA-Extrakte als Template laut Mastermix-
Rezepts (Tabelle 11) in die Reaktion eingesetzt und die qPCR Anhand der in Tabelle 12
aufgeflihrten Protokolle in einem CFX 96 Touch Cycler (Biorad) durchgefihrt.

Tabelle 11: Zusammensetzung und Konzentration der Mastermix-Komponenten fir g-PCR
Reaktionen

Reagenzien Endkonzentration 1 Reaktion [ul]
iTag Universal SYBR Green | 1x 10

Forward Primer 0,3 uM 1,2

Reverse Primer 0,3 uM 1,2

TagMaster PCR Enhancer (5x) 1x 4

DEPC-H20 (Nuclease free) - 2,6

Mastermix - 19

Template DNA - 1
Endvolumen - 20

Das Primerpaar UF1 (5’-CGAATCGCATGGCCTTG-3") und AU4 (5'-
RTCTCACTAAGCCATTC-3") (Karpov et al. 2017a) wurde eingesetzt um das 18S rRNA-Gen
zu amplifizieren. Die Bereiche der 18S, ITS1, 5,8S, ITS2 und 28S rRNA Gen-Regionen wurden
mit dem Primerpaar ITS1f (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) und ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Ihrmark et al. 2012) amplifiziert.

Tabelle 12: qPCR Programm zur Indentifikation von Aphelidien

UF1/AU4 ITS1f/ITS4 .
) ] Funktion Anzahl
Temperatur Zeit Temperatur Zeit
94 °C 120 s 94 °C 300 s Initiale Denaturierung, Aktivierung 1x
Polymerase
94 °C 15s 94 °C 30s Denaturierung
50 °C 30s 58 °C 30s Primer-Hybridisierung 40x
72 °C 120 s 72 °C 30s Elongation
72 °C 420 s 72 °C 420 s Elongation 1x
4°C 0 4°C 0 Kihlung

Die PCR-Produkte wurden mit einem 1 %-igen Agarose-Gel kontrolliert. Fiir die Herstellung
eines Gels wurden 1 g Agarose in 100 ml 1x TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer durch Erwarmen
gelost. Vor dem Giel3en wurden 5 pl Roti®-Safe GelStain (Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, DE) zur Anfarbung der DNA zum Gel zugegeben. Vor dem Beladen der Geltaschen
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wurden jeweils 8 ul des PCR-Produkts mit 2 pl 1x Probenpuffer Roti®-Load (Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, DE) vermischt. Als GréRenmarker wurden 6 pl GeneRuler 1 kb DNA
Ladder und GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo ScientificTM) verwendet. Danach wurden
die PCR-Produkte Uber das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Mannheim, DE) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Sequenzierung der PCR-
Produkte erfolgte Uber eine Sanger-Sequenzierung durch das Unternehmen Microsynth
Seglab. Die Auswertung der erhaltenen Elektropherogramme wurde mit dem Programm
Chromas 2.6.6 (Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, AU) umgesetzt. Mittels der NCBI-
Datenbank BLASTn wurden die ermittelten Sequenzen des Aphelidien-Stamm AI15TR auf
Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Sequenzen gepriift. Die Sequenz des 18S rRNA Gens
wurde zusatzlich einer phylogenetische Verwandtschaftsanalyse unterzogen. Diese wurde
anhand von 16 Referenzsequenzen mit dem Programm MEGA-X (Kumar et al. 2018) unter
Anwendung der Most-Likelihood-Methode durchgefuhrt.

2.2.9 16S-rRNA lllumina Sequenzierung und Sequenzdatenanalyse

Der v2 500 Sequenzierlauf auf der Miseq lllumina Platform, sowie die anschlieRende
Prozessierung der Sequenzdaten wurden von der Firma Microsynth (Balgach, CHE) anhand
der in-house Protokolle vorgenommen, die im Anhang zu finden sind.

Die Sequenzen der so ermittelten Operational Taxonomic Units (OTUs) wurden mit der SILVA
16S Datenbank verglichen und mit dem SINA aligner (v1.2.11) Taxonomien Uuber 70 %
Identitats-Ubereinstimmung zugeordnet (Pruesse et al. 2012). Bakterielle OTUs, die nicht mit
hoherer Auflosung zugeordnet werden konnten, werden im Folgenden als ,unbekannte
Bakterien“ bezeichnet. Basierend auf den OTU-Sequenzen wurde ein MUSCLE-Alignment
(Edgar 2004) mittels ,Neighbor-Joining’-Methode (Saitou und Nei 1987) in MEGA X (Kumar et
al. 2018) berechnet. Das Alignement wurde verwendet, um einen phylogenetischen Baum
anhand der ,Maximum Likelihood'-Methode mit ,General time-reversible‘-Model zu berechnen
(Waddell und Steel 1997). Die relativen Haufigkeiten wurden auf Basis der absoluten OTU-

Tabelle berechnet und fur anschlieRende Analysen herangezogen.

2.2.10 Multivariate Analyse der Zusammensetzung der Mikroalgemeinschaft

Die Zusammensetzung und Struktur der Bakteriengemeinschaften basierend auf den
Sequenzdaten wurde mit dem Biokonduktor Paket Phyloseq (v 1.28.0) (McMurdie und Holmes
2013) analysiert und mit dem implementierten Paket ggplot2 (v3.3.2) (Wickham 2016) auf der

Open-Source Plattform R visualisiert (v3.6.1).
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Dazu wurde zunachst basierend auf der OTU-Tabelle, in der flr jede zugeordnete Spezies
eine Abundanz pro Probe aufgefiihrt ist, verschiedene Diversitatsindices errechnet. Der
Shannon-Index wurde zur Einschéatzung des Artenreichtums und der Evenness
herangezogen, wahrend mit Chaol die Anzahl der Arten in einer Gemeinschaft basierend auf
den Arten mit geringer Haufigkeit geschatzt wird (Kim et al. 2017). Zur Bestimmung der
Struktur der bakteriellen Gemeinschaft wurden Bray-Curtis-Dissimilarity und gewichtete
UniFrac Distanzmetriken berechnet und mittels nichtmetrischer multidimensionaler Skalierung
(NMDS) berechnet und visualisiert. Wahrend die Bray-Curtis-Dissimilarity nur
Haufigkeitsdaten erfasst, flieBen in die Berechnung der gewichteten Unifrac-Matrix auch
phylogenetische Informationen zur Berechnung der Entfernungen der Proben ein (Lozupone
und Knight 2005). Zusatzlich wurde ein PERMANOVA-Test (ADONIS) im vegan Paket
(Oksanen et al. 2019) zur statistischen Uberprifung des Einflusses von Algenart,
Inkubationszeit und Kultivierungsbedingungen auf die Struktur der bakteriellen Gemeinschaft
ausgefuhrt. Relative OTU-Abundanzen der 20 haufigsten Gattungen jeder Algenart wurden in
Histogrammen dargestellt. Seltene Gattungen, die weniger als 1 % Abundanz aller Proben,
die zu einer Algenart gehdren umfassen, wurden als Summenparameter in der Kategorie
~LAndere <1 %“ zusammengefasst. Dariiber hinaus wurde der Anteil gemeinsamer und
einzigartiger OTUs bestimmt, die in der bakteriellen Gemeinschaft verschiedener
Probengruppen (Algenspezies oder Kaultivierungsbedingungen) vorhanden sind. Das
proportionale Vorkommen der bakteriellen OTUs in verschiedenen Probengruppen wurde mit
dem EulerR-Paket (v6.1.0) in einem VENN Diagramm aufgetragen, um darzustellen wie grof3
die Ubereinstimmung der mikrobiellen Gemeinschaften in Abhangigkeit der Algenspezies oder

Kultivierungsbedingungen ist (Larsson 2020).

2.2.11 Analyse des potenziellen Funktionsprofiles des bakteriellen Mikrobioms

Die metabolisch und 6kologisch relevanten Funktionen aller in der Mikroalgengemeinschaft
aufgefundenen bakteriellen OTUs wurden mithilfe der FAPROTAX Datenbank (Louca et al.
2016) mittels des MACADAM Web Interfaces auf Gattungs-Level ermittelt (Le Boulch et al.
2019). Im Folgenden wurden die Funktionen aller vorkommender Gattungen aus einer Probe
zu einem Funktionsprofil vereint. Eine Funktion wurde als in der Probe vorhanden angesehen,
wenn einer oder mehrere Gattungen, die Uber diese Funktion verfligen, in dieser Probe
vorkamen. Die Funktionsprofile wurden anhand Kultivierungsbedingungen zu verschiedenen
Probengruppen (Algenspezies, Infektion oder Kultivierungsbedingungen) zugeordnet. Das
prozentuale Vorkommen der Funktionen in einer Probengruppe, sowie die Abweichungen

zwischen den Gruppen wurden in Excel ermittelt (Microsoft, Washington, USA).
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2.2.12 Netzwerkeanalyse der bakteriellen Mikroalgengemeinschaft

Die Netzwerkanalyse bakterieller OTUs wurde mit der Software Cytocype (v 3.7.2) und dem
Add-In CoNet (Faust und Raes 2016) durchgefihrt. Fir jede Mikroalgenspezies wurden
einzelne Netzwerke berechnet, um die durch die Kultivierungsbedingungen bedingten
Verschiebungen in den OTU-Interaktionsmustern zu analysieren. Die relativen OTU-
Abundanzen der vier Algen wurden in CoNet geladen, einschliellich der jeweiligen
taxonomischen  Zugehorigkeiten  und  Kultivierungsbedingungen  (Infektion  und
Kultivierungsumgebung). Die vorlaufigen Netzwerke wurden mit Pearson- und Spearman-
Korrelation, Bray-Curtis- und Steinhaus-Dissimilarity sowie Hellinger-Distanz berechnet, da
diese Methoden robust und unempfindlich gegen hohe Frequenzen von Nullwerten sind. Der
Schwellenwert wurde auf 2000 obere und untere Edges festgelegt. Es wurden nur
Interaktionen bakterieller OTUs berticksichtigt, die durch mindestens vier von allen funf
Korrelationsmethoden unterstiitzt wurden, was die Robustheit der Interaktion erhoht.
Signifikante Wechselwirkungen (p < 0,05) fur alle Netzwerkkanten wurden durch einen
Permutationstest mit 100 Iterationen und einer Matrixzeilen-basierten Resampling-Methode
getestet. Danach wurden edge-spezifische Konfidenzintervalle durch ein Bootstrapping-
Verfahren mit 100 Iterationen berechnet. SchlieBlich wurde eine multiple Testkorrektur
(Benjamini und Hochberg 1995) und eine edge-spezifische p-Wert-Merge-Methode (Brown
1975) durchgefiihrt und das endgiiltige Netzwerk berechnet. Jeder Knoten des endgiiltigen
Netzwerks wurde mithilfe des GLay-Community-Algorithmus einem bestimmten Modul
zugeordnet (Su et al. 2010). AnschlieBend wurden die Intramodularitdt (Zi) und
Intermodularitat (Pi) wie zuvor beschrieben berechnet (Guimera und Nunes Amaral 2005). Die
Zuordnung zu Netzwerkmodule erfolgte wie in Olesen et al. 2007 beschrieben (Olesen et al.
2007).

2.2.13 Protein-Extraktion, Proteinquantifizierung und tryptischer Verdau

Die Extraktion erfolgte nach Heyer et al. mit wenigen spezifischen Modifikationen zur
Anpassung an Algenbiomasse (Heyer et al. 2019). Dafur wurden je 500 ml Algensuspension
bei 10.000 g zentrifugiert und aufkonzentriert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Algenmasse in 5 ml Reinstwasser rickgelost. Die Extraktion der Proben erfolgte stets in
Triplikaten. Die Einwaage von 400 mg aufkonzentriertem Algensuspension wurde mit 400 pl
2 M Saccharoselésung, ca. 1 g Zirkoniumbeads sowie 800 ul Aqua-Phenol versetzt. Die
mechanische Zelllyse erfolgte fir 20 min bei Raumtemperatur und 30 Hz in der MM200
Schwingmihle (Retsch). Zur Phasentrennung wurden die Lysate bei 10.000 x g fir 10 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert (Multifuge X3R). Es wurden 600 pl der oberen, proteinhaltigen
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Phenolphase abgenommen und 600 pl 1 M Saccharosel6sung zugegeben und fir 10 min bei
Raumtemperatur und 5 Hz in die Schittelmihle inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei
10.000 x g fur 10 min wurden 500 ul des PhenolUberstandes abgenommen und mit 1,5 ml
0,1 M methanolischer Ammoniumacetatldsung versetzt. Die Proteinprazipitation fand durch
Inkubation bei -20 °C fur mindestens 1 h statt. Im Anschluss wurden die Proben fir 10 min bei
10.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Proteinpellet wurde nacheinander jeweils zweimal mit
500 ul 80 %-igem Aceton und 70 %-igem Ethanol gewaschen. Nach jedem Waschschritt
erfolgte eine Inkubation fir 15 min bei -20 °C und eine anschlieRende Zentrifugation mit
12.000 x g bei 4 °C fur 5 min. Die Proteinpellets wurden zunachst fir 30 min im Exsikkator
getrocknet, um Reste der Wachlésung zu entfernen und anschlieBend mit 1000 pl
Harnstoffpuffer | und ca. 1 g Silika-Perlen versetzt. Zur Resuspension des Pellets wurden die
Proben fir 5 min in der Schiittelmihle bei 30 Hz gebrochen, tiber Nacht inkubiert und erneut
fur 3 min geschuttelt. Restliche Feststoffe wurden fur 5 min bei 10.000xg und 4 °C
sedimentiert, der Uberstand abgenommen und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.

Die Proteinbestimmung der Extrakte wurde mittels Roti-Nanoquant-Farbung (Carl Roth
GmbH) nach Herstelleranleitung durchgefiihrt. Dabei beruht die Quantifizierung auf einer
modifizierten Version der Bradford Methode. Dazu wurden 10 ul der Extrakte mit 40 pl
Reinstwasser (1:5) verdunnt und in Triplikaten mit dem 5-fachen Volumen (200 pl) der
verdinnten Nanoquant-Arbeitsldsung versetzt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die photometrische Messung (Tecan) der Proteinkonzentration erfolgt in einer 96-Well
Mikrotiterplatte (Brandt) bei 450 und 590 nm. AufRerdem wurde eine Kalibriergerade mit BSA-
Ldsungen verschiedener Konzentrationen von 0 pg/ml bis 150 pg/ml (in Schritten von je 5-
25 ug/ml). Zur Auswertung der Daten wurde der Quotient der optischen Dichten (ODsgo/ODasg)
gebildet und anhand der Steigung der Kalibriergeraden die Proteingehalte der Extrakte
berechnet.

Aullerdem wurde die Qualitdt der Extrakte mittels SDS-Page Uberprift. Dafir wurden die
Extrakte auf identische Proteinkonzentration gebracht. Das Probevolumen, das 55 ug
entspricht wurde mit der gleichen Menge Reinstwasser verdinnt und mit dem 5-fachen
Volumen eiskaltem Aceton fir mindestens 1 h bei -20 °C geféllt. Die Proteine wurden durch
Zentrifugation bei 16.400 x g fur 30 min bei 4 °C pelletiert und das Pellet nach Verwerfen des
Uberstandes fir ca. 1 h im Exsikkator getrocknet. Die Pellets werden in je 22 pl SDS-
Probenpuffer 5 min bei 60 °C und 1400 rpm auf einem Thermomixer suspendiert. Die Proben
werden bei 16.400 x g fur 10 min zentrifugiert und 20 pl der Probe (=50 ug Protein) werden in
die Taschen des SDS-Gels aufgetragen. Das Gel setzte sich aus einem 4 %-igem Sammel-

und einem 12 %-igem Trenn-Acrylamidgel zusammen (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Zusammensetzung des 4%/12%-SDS-Gels zur Auftrennung der Proteinextrakten

1mm Acrylamidgel 12 %-Trenngel [ml] 4 %-Sammelgel [ml]
Reinstwasser 2,23 2,03

1,5 M Tris-HCL pH 8,8 1,67 -

0,5 M Tris-HCL pH 6,8 - 0,83

SDS 10 % 0,07 0,03

Polyacrylamid 2,67 0,43

APS 0,05 0,025
Tetramethylethyldiamin 0,005 0,005
Bromphenolblau - 0,013
Gesamtvolumen 6,69 3,38

Die Aufreinigung erfolgte bei konstanter Stromstérke von 10 mA pro Gel bis die Lauffront das
Trenngel erreicht. Dann wurde die Stromstérke auf 20 mA pro Gel erh6ht bis die Lauffront das
untere Ender der Platten fast erreicht. Die Gele wurden zuné&chst fur mindestens 1 h mit
Fixierlosung bei 20 rmp im Wippschuttler fixiert, mit Reinstwasser gewachsen und
anschlieRend mit kolloidaler Comassie-Lésung fur mindestens 1 h bei 20 rpm geféarbt und
erneut mit Reinstwasser gewaschen. Die Visualisierung der Gele erfolgte mit einem

handelstblichen Scanner.

Der tryptische Verdau der Proteinextrakte wurde in-solution mittels ,Filter Aided Sample
Preparation‘ (FASP) in Anlehnung an das von Wishiewsk veroffentlichte Protokoll durchgefihrt
(Wisniewski et al. 2009). Die Extrakte wurden dazu jeweils mit Harnstoffpuffer Il auf eine
Proteinkonzentration 0,1 pg/pl eingestellt. Davon werden je 500 pg (=50 pg) auf eine
Nanosep-Filtereinheit (10 K Dalton) transferiert und fir 15 min bei 10.000 x g RT zentrifugiert.
Die Filtermembran wird mit 200 yl Harnstoffpuffer Il beladen und erneut fur 15 min bei
10.000 x g RT zentrifugiert. Der Durchfluss wird jeweils verworfen. Danach werden 100 pl
DTT-L6sung auf den Filter gegeben, 1 min bei 800 rpm auf dem Thermomixer geschiittelt und
dann 20 min mit sanftem Schiitteln (300 rpm) bei 56 °C inkubiert, um die Proteine zu
reduzieren. Die Filtereinheit wird bei 10000 x g fur 15 min zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Um eine Alkylierung der Proben zu erreichen wird dieser Schritt anschliel3end mit
100 pl IAA Lésung im Dunkeln wiederholt. Die Filtereinheit wird nun mit 100 pl Harnstoffpuffer
Il gewaschen, indem 2 min bei RT auf einem Thermomixer inkubiert und dann 5 min bei
10000 x g zentrifugiert wird. Die Filtereinheiten werden noch drei mal auf die gleiche Weise
mit 100 ul ABC Puffer gewaschen, der Durchfluss wird jeweils verworfen. Der untere Teil des
Reaktionsgefalies wird mit 250 ul ABC-Puffer waschen und anschlie3end vollstéandig entleert.
Die Trypsin-Losung wird hergestellt indem zunachst 25 ug lyophylisiertes Trypsin in 25 pl
50 mM Essigsaure gelost und dann pro Probe 0,5 pl der Trypsinldsung mit 199,5 ul ABC-
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Puffer verdiinnt wird (Enzym:Substrat-Verhaltnis 1:100). Dann werden je 200 ul der Trypsin
Arbeitslésung auf die Membran der Filtereinheit gegeben und Uber Nacht (mindestens 12 h)
bei 37 °C mit sanftem Schutteln bei 300 rpm inkubiert. Die Elution erfolgt in drei Schritten: Die
Filtereinheiten werden bei 10000 x g flr 5 min zentrifugiert, um das Lysat aus den Filtern zu
driicken. Dann wurden erneut 50 pl Extraktionspuffer auf die Filtereinheit gegeben und erneut
bei 10000 x g fur 5 min zentrifugiert. Der Durchfluss wird dabei vereint. Dieser Schritt wird
anschlieend nochmals mit 50 pl LC-MS-grade Reinstwasser wiederholt. Die verdauten
Proteine befinden sich nun im gesammelten Durchfluss und kénnen bei -20 °C zur weiteren

Verarbeitung gelagert werden.

2.2.14 Massenspektrometrische Analyse von Proteinextrakten

Vor der Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie-Analyse (nanoLC-MS/MS) wurden die
Peptidlysate mit 0,1 %iger Ameisensdure angesauert. Zur Vorreinigung wurden 5 ul der
Peptid-Lysate zunachst 5 Minuten lang mit einer Mischung aus 4 % mobiler Phase B und 96 %
mobiler Phase A auf die Vorsaule (u-Precolumn, Acclaim PepMap, innerer Durchmesser 75
um, 2 cm, C18, Thermo Scientific) geladen. Die Separation der Peptide erfolgte Uber einen
linearen Gradienten (150 min) der mobilen Phase B (4-55 % (v/v)) der analytischen Trennsaule
(PepMap Acclaim C18 LC Saule, 25cm, 3 um PartikelgréRe, Thermo Scientific). Die
massenspektrometrische Analyse der chromatographisch aufgetrennten Peptidfraktionen
wurde mit einem Quadrupole-Orbitrap Q Exactive HF Massenspektrometer (Thermo Fisher
Scientific) in Anlehnung an Starke et al. 2017 mit einer nano-Elektrosprayionisation (ESI)
Quelle im LC-Chip-Kopplungsmodus (TriVersa NanoMate, Advion) durchgefihrt. Je Zyklus
wurde zunéchst ein Full-Scan ohne Fragmentierung durchgefihrt und dann fir MS/MS-Scans
datenabh&ngig ausgewéhlte Precursor-lonen durch High Energy Collision Dissociation (HCD)
fragmentiert (Loop Count: 15). Die MS-Scans wurden mit einer Auflésung von 120.000 im
Scanbereich von 350-1.600 m/z gemessen. Das MS-lonenzahlziel wurde auf 3x10° bei einer
Injektionszeit von 120 ms eingestellt. Die Precursor-lonen fur MS/MS-Scans wurden im
Quadrupol mit einem Isolationsfenster von 1,2 m/z isoliert, in der HCD-Zelle mit 28 %
Kollisionsenergie fragmentiert und im Orbitrap-Massenanalysator mit einer Auflésung von
30.000 im Bereich von 200-2.000 m/z gemessen. Das Ziel der automatischen
Verstarkungskontrolle wurde auf 2x10° mit einer Injektionszeit von 150 ms eingestellt. Die
dynamische Ausschlussdauer wurde auf 45 s mit einer Toleranz von 10 ppm festgelegt.

Fur die Proteinidentifizierung wurde die Software Proteome Discoverer (v2.5.0. 400, Thermo
Scientific) verwendet und die erfassten MS/MS-Spektren wurden mit Sequest HT gegen die
proteincodierenden bakteriellen Sequenzen der UniProt-Datenbank (Release 07/2021 fur

Oligoflexales, Pseudomonas, Blastomonas, Brevundimonas, Devosia, Hydrogenophaga,
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Methylophilus, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Variovorax), das predicted Proteom von
Paraphelidium tribonemae (Torruella et al. 2018) und Algenproteome der Alga-PrAS-
Ressource (06/2016) gesucht. Als Enzymspezifitat wurde Trypsin gewahlt, wobei bis zu zwei
fehlgeschlagenen Spaltungen erlaubt waren und eine Peptidionentoleranz von 10 ppm und
MS/MS-Toleranzen von 0,02 Da verwendet wurden. Als variable Modifikationen wurde die
Oxidation an Methionin und als statische Modifikation die Carbamidomethylierung an
Zysteinen ausgewahlt. Nur Peptide mit einer vom Software-Tool Percolator berechneten
Falschentdeckungsrate < 1 % wurden als identifiziert betrachtet. Die identifizierten Proteine
wurden nach striktem Parsimonie-Prinzip gruppiert, d. h., es wurde die kleinste Menge von
Proteintreffern angegeben, die alle beobachtbaren Peptide enthielt. Die Proteinabundanzen
wurden mit dem im Proteome Discoverer implementierten Minora-Feature-Detektor berechnet.
Taxonomische und funktionelle Annotationen der beobachteten Proteingruppen (PG) wurden
mit der Open-Source-Software Prophane gewonnen, wobei die Datenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) fur taxonomische und die EggNOG Datenbank
(v5.0) fur funktionelle Annotationen durchsucht wurde. Die Proteinannotationen wurden auf
der Grundlage des lowest common ancestor Prinzips von 0,6 pro PG berechnet.

Die in diesem Absatz beschriebenen nanoLC-MS/MS-Messungen und Auswertungen der
Proteomdaten wurden aufgrund der nétigen Gerateausstattung und Rechenkapazitaten von

Dr. Nico Jehmlich am Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung Leipzig durchgefihrt.

2.2.15 Statistische Analyse der Metaproteomdaten

Zur weiteren Analyse wurde der Datensatz anhand der taxonomischen Zuordnung der PGs zu
Bakterien und Eukaryonten aufgeteilt. PGs, die weder zu Bakterien noch Eukaryonten
zugeordnet werden konnten, wurden von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Um die
taxonomische Zusammensetzung im Verlauf der Infektion besser beurteilen zu koénnen,
wurden auf3erdem eukaryotische PGs auf Phylum-Ebene weiter in eine Algen- und Pilzgruppe
aufgeteilt. PGs die anhand ihrer Mitglieder nicht klar zu einem einzigen Phylum zugeordnet
werden konnten, wurden in der letzten Gruppe zusammengefasst, die im Folgenden als
"Various" bezeichnet wird. Auf der Grundlage der relativen Haufigkeiten der PGs wurden
euklidischen Distanzen mit dem ,vegan‘ Paket auf der Open-Source-Plattform R (v3.6.1) fur
eukaryotischen und bakteriellen Datensatz berechnet und mittels NMDS dargestellt (Oksanen
et al. 2019). Der Einfluss von Aphelidien-Infektion und Inkubationszeit auf die Proteinverteilung
wurde mittels eines PERMANOVA Signifikanztests in vegan berechnet. Zum Vergleich der
Abundanzen von eukaryotische und bakterielle PGs Uber die Zeit wurden die
Proteinhaufigkeiten logz-transformiert und median normalisiert und in Heatmaps mit dem

,pheatmap‘-Paket in R visualisiert. AuRerdem wurden Unterschiede in der Proteinhaufigkeit
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zwischen nicht infizierten (NI) und aphelidien-infizierten (Al) Kulturen anhand von Log.-Fold
Changes (FCs) mit dem R-Paket Jlimma' (Ritchie et al. 2015) berechnet. Die
Datenvisualisierung der FCs als Vulkanplots wurde mit ggplot2 (Wickham 2016) realisiert. PGs
mit signifikantem (p<0,05) FC > 1,5 oder < -1,5 wurden extrahiert und die Anteile der jeweiligen
funktionellen Untergruppen wurden Tortendiagrammen fir bakteriellen und eukaryotischen
PGs aufgetragen. Funktionelle Beschreibungen, EC-Nummern sowie Pfam-Nummern wurden
mit der PHI-Datenbank (Jain et al. 2021; Mehta et al. 2008; Chisholm et al. 2006; Urban et al.
2020) abgeglichen, um Proteine zu finden, die typischerweise mit Pflanzen-Pathogen-
Interaktionen in Verbindung gebracht werden.
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2.3 Experimenteller Aufbau

Allen im Folgenden dargestellten Experimenten liegt ein allgemeines Beprobungsschema
zugrunde (Abbildung 7). In der Regel werden alle Experimente im zwei Tages Takt beprobt
(Probenahmen = PN) und direkt hinsichtlich algenspezifischer Wachstumsparameter (siehe
Kapitel 2.2.1) analysiert. Dazu gehdrt die Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes (TS), der
optische Dichte (OD7s) und Chlorophyll a-Fluoreszenz (Eess), sowie der Nahrstoff-
konzentration im Medium mittels lonenchromatographie und die mikroskopische
Untersuchung der morphologischen Veranderung der Kulturen. Zuséatzlich wird eine
Ruckstellprobe (Retain) genommen und bei -80 °C flir weitere Aufarbeitungen wie DNA-
/Protein-Extraktionen aufbewahrt. Auf Abweichungen von diesem standardméaRigen

Beprobungsplan wird im Detail in der nachfolgenden Beschreibung hingewiesen.

I |
v, 1\7

PN Trockensubstanz- lonen- Photometrie Mikroskopie Retain

~2d gehalt chromatopgraphie

Abbildung 7: Ubersicht Beprobungsschema

231 Charakterisierung des Aphelidien-Inokulums

Die Charakterisierung erfolgte zum einen durch eine morphologische Beschreibung des
Parasiten und des Infektionsprozesses anhand mikroskopischer Aufnahmen (Abbildung 8).
Zum anderen wurde eine molekulare Analyse des Aphelidien-Stammes Uber PCR-Analysen
mit Primern, die Bereiche der 18S, ITS1, 5,8S, ITS2 und 28S Regionen der ribosomalen RNA
erfassen, durchgefiihrt. Die Sequenzen der erhaltenen PCR-Produkte wurden Uber eine
Sanger-Sequenzierung ermittelt und durch einen Abgleich mit der NCBI Datenbank BLASTn

und einer phylogenetischen Analyse ausgewertet.

Analyse des Infektionsverlauf Morphologische Beschreibung Molekulare Zuordnung: Sanger
AAAAAA
- ) )

Abbildung 8: Ubersicht (iber die durchgefiihrten Arbeitsschritte zur Charakterisierung des
Aphelidien-Stammes AI15TR
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Die in Kapitel 2.2.7 und 2.2.8 beschrieben Methoden zur mikroskopischen und molekularen
Identifikation des Aphelidienstammes AI15TR wurden im Rahmen der Masterarbeit von

Michael Paper durchgefiihrt.

2.3.2 Wirtspezifitdt von A. protococcarum

In einem weiteren Vorversuch wurde die Wirtsspezifitat von A. protococcarum durch
Infektionsexperimente mit verschiedenen Mikroalgenspezies untersucht.

Die Wirtsspezifitat eines Parasiten beschreibt den durch Co-Evolution entstandenen Grad der
Spezialisierung auf ein mégliches Wirtsspektrum, das sich bisweilen auf einzelne Wirtsarten
beziehen oder auf eine breite Gruppe von Organismen erstrecken kann. In folgendem
Experiment wurde also das potenzielle Spektrum der Algen ermittelt, die unter kontrollierten
Bedingungen von der eingesetzten Aphelidien-Art infiziert werden kdnnen. Dazu wurden elf
fur die Biotechnologie interessante Arten ausgewahlt, die eine unterschiedlich nahe
Verwandtschaft zum bekannten Hauptwirt S. vacuolatus aufweisen (Tabelle 10). Neben
S. vacuolatus wurden drei weitere Mikroalgenspezies aus der Familie Scenedesmacae
eingesetzt: Tetradesmus wisconsinensis, Scenedesmus obliguus und Desmodesmus
quadricauda. Darlber hinaus wurden mit Spongiochloris sp., Chlorococcum sp. und
Haematococcus pluvialis drei Vertreter aus der Familie Chlamydomonadales ausgewahlt.
Zudem wurden mit Chlorella sorokiniana, Parachlorella kessleri, Stichococcus sp. und
Botryococcus braunii Vertreter der Trebouxiophyceae eingesetzt, die innerhalb der Griinalgen
nur eine basale verwandtschaftliche Beziehung zu den Chlorophyceae aufweisen, zu denen
alle anderen ausgewahlten Spezies gehoren.

Fur den Versuch wurden die elf Arten in Duplikaten in Kulturkolben angezogen und auf eine
OD von 0,3 eingestellt. Ein Duplikat jeder Spezies wurde mit 5 ml Aphelidien-Inokulum (5 %
vlv) infiziert, wahrend das zweite Duplikat als Negativkontrolle diente. Uber die gesamte
Versuchsdauer von 19 Tagen wurden alle zwei Tage die TS bestimmt und die Infektion mittels
Mikroskopie Uberprift (Abbildung 9). Die Pathogenitat des Parasitenstammes AI15TR, wurde
anhand der eindeutigen morphologischen Veranderungen einer Aphelidien-Infektion beurteilt

und die Virulenz wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben bestimmit.

Probenahme ~2d

TO >
v

Abbildung 9: Experimenteller Aufbau zur Untersuchung der Wirtsspezifitat von AI15TR
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2.3.3 Kontaminationsexperiment

Um die Auswirkungen einer Aphelidien-Infektion zu untersuchen, wurden vier
Mikroalgenspezies  mit  unterschiedlichen  Infektionsverlaufen  flir  detailliertere
Kontaminationsexperimente ausgewahlt. Neben der Wirtsalge S. vacuolatus wurden daftr
D. quadricauda, C. sorokiniana und B. braunii ausgewahlt. Dabei soll unter anderem
untersucht werden, ob durch die Kultivierung unter axenischen bzw. unsterilen
Kultivierungsumgebung Unterschiede in den jeweiligen Infektionsverlaufen auftreten
(Abbildung 10).

Die Halfte der Kulturen jedes Durchlaufes wurde folglich unter sterilen Bedingungen in einer
Laminarflowbox vorbereitet, wahrend die andere Halfte in der offenen Laborumgebung und
ohne Desinfizierung gehandhabt wurde. Zum Start der Experimente wurden alle Kulturen auf
die gleiche Zelldichte (ODs = 0,2) eingestellt. Dann wurden je drei Replikate mit 100ml
(6,6 %) Aphelidien-Inokulum infiziert (Al) und drei weitere nicht inifzierte Replikate mit 100 ml
Reinstwasser  versetzt  (NI). Die  Algenkulturen der  vier resultierenden
Kultivierungsbedingungen (offen NI, offen Al, steril NI, steril Al) wurden fur 21 Tage in 1,5 |
Blasenséulen nach Standard-Kultivierungsparametern (siehe Kapitel 2.2.1) in Triplikaten
kultiviert. Zur Analyse des Infektionsverlaufs wurden alle Kulturen jeweils nach beschriebenem
Standardschema beprobt (Abbildung 7). Zu drei Zeitpunkten — zu Beginn (Tag 0), Mitte (Tag
8) und Ende (Tag 16) des Experimentes — wurde wie beschriecben DNA aus den
Ruckstellproben aller der Kontaminationsexperimente extrahiert und fir eine Amplicon-
Sequenzierungen mit spezifischen bakteriellen Primern zur Identifizierung der vorhandenen

Bakterien herangezogen.
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Abbildung 10: Experimenteller Aufbau der Kontaminationsexperimente
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2.34 Proteomexperiment

Um zu untersuchen, inwiefern sich die metabolischen Profile der infizierten Mikroalgen und
assoziierten Bakterien Uber einen Infektionsverlauf im Vergleich zu gesunden Kulturen
verandern, wurde ein spezielles Infektionsexperiment zur Ernte von Biomasse aus
verschiedenen Wachstums- und Infektionsphasen durchgefihrt.

Das Experiment folgte in seinem Aufbau den vorrausgegangen Kontaminationsexperimenten
mit S. vacuolatus. Die Kulturen wurden zum Start der Experimente auf eine OD von 0,2
eingestellt und die Halfte mit 100 ml (6,6 %) Aphelidien-Inokulum (Al) infiziert, wahrend die
andere Halfte mit 100 ml Reinstwasser (NI) versetzt wurde und als Kontrollkultur fungierte
(Abbildung 11). Die Kulturen wurden fiir sieben Tage in Blasensaulen nach Standard-
Kultivierungsparametern in Triplikaten kultiviert (siehe Kapitel 2.2.1). An drei ausgewahlten
Zeitpunkten wurde Biomasse flr die Proteinextraktion geerntet: Die erste Ernte erfolgte vor
der Infektion der Kulturen. Dazu wurden 600 ml Algen-Startkultur herangezogen, um einen
gleichen Start aller Kulturen als Referenz festzuhalten. Vier Tage nach der Infektion, als sich
erste morphologische Anzeichen einer Aphelidien-Infektion abzeichneten, wurden jeweils
400 ml aus jeder Blasenséaule geerntet. Sieben Tage nach der Infektion war die Zerstérung
des Grol3teils der infizierten Algenpopulation abgeschlossen, sodass weitere 400 ml aus allen
Blasensaulen geerntet wurden. Die Einengung der Biomassen erfolgte direkt nach der PN per
Zentrifugation bei 10.000 g fur 5 min. Die konzentrierte Biomasse wurde bis zur
Proteinextraktion und weiterer Aufarbeitung bei -80 °C aufbewabhrt.

3x
Laufzelt 7d
PNTOT4T7

Sterile Umgebung

Abbildung 11: Experimenteller Aufbau des Proteomexperimentes
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2.3.5 Behandlungsexperiment 1: Erh6hung der Algendiversitat

In der Literatur wird von positiven Effekten auf Produktivitat, Lipidgehalt, Fraschutz und
Nahrstoffnutzung durch Erhéhung der Algendiversitat in industriellen Systemen berichtet. In
diesem Experimentalblock soll deshalb untersucht werden, ob in Polykulturen verschiedener
Diversitat und Zusammensetzung nicht nur eine Produktionssteigerung bei gesunden Arten,
sondern auch ein erhéhter Schutz gegen Parasiten erzielt werden kann.

Der Ablauf dieses ersten Behandlungsexperimentes folgt dem Vorbild der zuvor
beschriebenen Kontaminationsexperimente, um eine mdglichst groRe Vergleichbarkeit der
Experimente zwischen Monokulturen und Polykulturen zu ermdglichen. Fur die Versuche
wurden die Arten S. vacuolatus, S. quadricauda und C. sorokiniana ausgewahlt, die auch
schon beim Kontaminationsexperiment eingesetzt wurden. Da die Morphologie von B. braunii
— als Beispiel fur eine gegentber Aphelidien resistente Art — eine direkte Zellzahlbestimmung
nicht zulasst, wurde stattdessen Stichococcus sp. fur die Diversitatsexperimente ausgewahlt.
Die Diversitatsexperimente werden in verschiedenen Kombinationen und Diversitatsstufen mit
insgesamt neun Variationen durchgefihrt (Abbildung 12). Dabei sollen zum Startzeitpunkt alle
Arten zu gleichen Anteilen hinsichtlich der Zelldichte vorliegen.

3 Spezies 4 Spezies
e R e N
S. vacuolatus S. vacuolatus S. vacuolatus S lat
— ) ) . vacuolatus
D. quadricauda — D. quadricauda .
. D. quadricauda
St. species .
L ) C. sorokiniana
S vacuqlatus g N St. species
St. species S. vacuolatus \ Y
— D. quadricauda
D. quadricauda C. sorokiniana
- '\ J
St. species
( )
D. quadricauda
D. quadricauda — C. sorokiniana
C. sorokiniana St. species
\ J

Abbildung 12: Schematische Ubersicht tber mogliche Spezieskombinationen zur Bildung von
Mikroalgenpolykulturen in verschiedenen Diversitatsstufen

Alle Spezieskombinationen wurden jeweils als NI und Al-Kulturen in biologischen Duplikaten
Uber eine Versuchsdauer von 21 Tagen (Abbildung 12) mit Standardparametern kultiviert
(Kapitel 2.2.1). Die PN erfolgte nach Standard Beprobungsplan (Abbildung 7). Zusétzlich

wurde Zellzahl der beteiligten Spezies in gesunden und infizierten Kulturen ermittelt.
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1 Spezies 2 Spezies 3 Spezies 4 Spezies Laufzeit
a
21d
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Sterile Umgebung Sterile Umgebung Sterile Umgebung Sterile Umgebung
Abbildung 13: Experimenteller Aufbau der Diversitatsexperimente
2.3.6 Behandlungsexperiment 2: Anderung der abiotischen Kultivierungsparameter

Der Virulenz von Aphelidien wird zu einem Grof3teil von der Verfligbarkeit und Pathogenitat
des Wirtes bestimmt, dartiber hinaus beeinflussen auch abiotische Faktoren aus der Umwelt
den Ablauf der Infektion. Dazu gehdren bei der technischen Kultivierung von Mikroalgen
verschiedene prozessimmanente Einflussfaktoren, die das optimale Wachstum der Algen
sicherstellen sollen. Im zweiten Behandlungsexperiment wurden deshalb Belichtungszeiten,
Kultivierungsmedien, Temperatur sowie das Begasungsregime im Vergleich zu den Standard-

Kultivierungsparametern variiert (Tabelle 14).

Tabelle 14: Ubersicht Uber  verwendete Kultivierungsparameter im zweiten
Behandlungsexperiment

Behandlung Belichtung Temperatur Begasung Medium
Standard 24 h 100 pmol m?2s?1  23,5°C 24 h: 1% CO2 BBM, BG11, Setlik
Temperatur 24 h 100 pmol m?2s?t 30 °C 24 h: 1% CO2 BBM, BG11, Setlik
Beleuchtung 14 h 100 ymol m?st  23,5°C 24 h: 1% CO2 BBM, BG11, Setlik
14 h:1% CO2+ .
2g-1 o
Begasung 14 h 100 ymol m?s 23,5°C 10 h 100 % CO, BBM, BG11, Setlik

Zum Start der Experimente wurden alle Kulturen auf eine ODso von 0,1 am Infinite
Mikroplattenreader (Tecan, Mannedorf, CHE) eingestellt. Dann wurden jeweils drei Replikate
mit 25 ml (5 %) Aphelidien-Inokulum (Al) infiziert. AuRRer fir die Standardbehandlung wurden
keine NI-Kulturen mitgefuhrt, da lediglich der Einfluss auf den Infektionsverlauf untersucht

werden sollte.
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Alle Variationen der Kultivierungsregimes wurden mit den Medien BBM, BG11 und Setlik in
begasten 500 ml Kultivierungsflaschen in einem Innova Schittler (New Brunswick Scientific)
kultiviert (Abbildung 14). Wenn nicht anders in Tabelle 11 angegeben, wurden die Standard-
Kultivierungsparameter (Kapitel 2.2.1) genutzt. Jede Kultur wurde Uber einen Zeitraum von

sieben Tagen taglich hinsichtlich der OD7s0 und Eess am Mikroplattenreader beprobt.

Al Al Al

Laufzeit
7d

PN ~ 1d

Standard Temperatur Beleuchtung Begasung

Abbildung 14: Aufbau zweites Behandlungsexperimentes zur Variation der Kultivierungs-
parameter

2.3.7 Behandlungsexperiment 3: Co-Kultivierung mit protektiven Bakterien

Zusatzlich sollte der Einfluss spezifischer Bakterien des Begleitmikrobioms auf das
Infektionsgeschehen untersucht  werden. Dazu  wurden Bakterien mittels
Verdiunnungsausstrichen auf R2A Agar-Platten aus nicht-axenischen S.vauolatus-Kulturen
isoliert und mittels Sanger-Sequenzierung identifiziert (LGC Genomics, Berlin, DE). Anhand
der Literatur wurden die drei Bakterienstdamme Sphingopyxis terrae (ST), Pseudo-
xanthomonas sp. (SX) und Rhizobium wuzhouense (RW) mit potenziell protektiven
Eigenschaften fur die Co-Kultivierung ausgewahlt. Zusatzlich wurde Pseudomonas protegens
(PS) Stamm CHAO (DSM 19095) als bekanntes PGPB fiir die Co-Kultivierung ausgewahlt.

Zum Start der Experimente wurden alle Algen-Startkulturen auf eine ODzso von 0,1 am Invinite
Mikroplattenreader (Tecan, Mannedorf, CHE) eingestellt. Dann wurden jeweils drei Replikate
fur jede Behandlung mit 25 ml (5 %) Aphelidien-Inokulum (Al) infiziert. Aul3er fir die

Standardbehandlung wurden keine nicht infizierten Kontrollkulturen (NI) mitgefthrt.
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Das Bakterien-Inokulum wurde drei Tage auf flissigem R2A Medium in sterilen
Schuttelflaschen angezogen und jeweils in Endkonzentration von 10’ Zellen/l zu den
Algenkulturen zugegeben (Abbildung 15). Die Co-Kulturen wurden dann unter
Standardbedingungen fiir sieben Tage mit modifiziertem BBM Medium mit je drei biologischen
Replikaten kultiviert. Um flr eine ausreichende Versorgung der Bakterien mit Nahrstoffen zu
sorgen, wurde das Natriumnitrat im BBM Medium durch aquivalent Ammoniumacetat ersetzt.

Jede Co-Kultur wurde taglich hinsichtlich der OD7so und Egss am Mikroplattenreader analysiert.

Al Al
j H Laufzeit
7d
ug— '
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— 0 —— 450
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Standard Zugabe ST Zugabe SX Zugabe RW Zugabe PS

Abbildung 15: Aufbau des dritten Behandlungsexperiment zur Co-Kultivierung mit protektiven
Bakterien

Die Experimente zur Behandlung von Aphelidien-Infektionen durch die Anderung von
abiotischen Kaultivierungsparameter (2.3.6) und Co-Kultivierung mit protektiven Bakterien
(2.3.7) wurden im Rahmen eines kooperativen Forschungsvorhabens in Zusammenarbeit mit
der der GICON®-Grof3mann Ingenieur Consult GmbH durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Im nachfoldenden Kapitel sind die Ergebnisse zu den in Kapitel 2.3 beschrieben Experimenten

dargestellt.
3.1 Charakterisierung des parasitischen Aphelidien-Stammes AI15TR

Zur Feststellung der genauen taxonomischen Zuordnung des Aphelidien-Stammes AI15TR
wurde eine morphologische sowie molekularbiologische Charakterisierung der Algenparasiten
vorgenommen. Dariiber hinaus wurde das stammspezifische Wirtsspektrum von AI15TR

mittels Infektionsscreening anhand von elf Griinalgenarten untersucht.

311 Mikroskopische Beobachtungen des Aphelidien-Stammes AI15TR

Bei der mikroskopischen Beobachtung der infizierten S. vacuolatus-Kulturen konnten
verschiedene Strukturen beobachtet werden, die typischerweise bei einer Aphelidien-Infektion
auftreten (Kapitel 1.3.1). In den mikroskopischen Hellfeld-Aufnahmen wurden auf den
Algenzellen (A) aufsitzende Cysten (C), Verdauungsvakuolen (VV) mit Residualkérpern (RK),
sowie amoeboide Sporen (S) mit mehreren Filopodien (F) beobachtet (Abbildung 16) (Paper
2019). Fir die taxonomische Einordnung der Familie Aphelidiaceae werden vornehmlich die
Ultrastrukturen der Zoosporen herangezogen, da diese einige zur Unterscheidung geeignete
Unterschiede aufweisen (Letcher und Powell 2019). Bei den Sporen von AI15TR wurden die
typische Eigenschaften von Sporen der Gattung Amoeboaphelidium beobachtet (Pinevich et
al. 1997; Letcher et al. 2015). Die Sporen wiesen eine GrtéRe von ca. 2-3 pum mit einer
unregelmafigen Form auf und bewegten sich mit Hilfe mehrerer Filopodien amdboid fort
(Paper 2019).

Abbildung 16: Morphologische Merkmale von AI15TR in S. vacuolatus-Kulturen

Aphelidientypische Strukturen: C: Aphelidien-Zyste, RK: Residualkdrper, VV: Verdauungsvacuole,
S: Aphelidien-Spore, A: Algenzelle, F: Filopodien, Maf3stab: 10 um, Aufnahmen: Michael Paper
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Ein Infektionszyklus des Aphelidien-Stammes AI15TR lauft in S. vacuolatus-Zellen im Schnitt
innerhalb von drei bis finf Tagen ab. Der Infektionsverlauf, sowie alle typischen
morphologischen Strukturen stimmen mit dem in der Einleitung beschriebenen Lebenszyklus

von Amoeboaphelidium protococcarum uberein (Abbildung 17) (Paper 2019).

Abbildung 17: Exemplarischer Infektionsverlauf von AI15TR in S. vacuolatus-Kulturen

Tag 0: nicht infizierte Algenzellen, Tag 1 - 3: infizierte Algenzellen nach einem bis drei Tagen,
MaRstab: 10 um, Aufnahmen: Michael Paper

Nach der Anheftung der Sporen an die Algenzellen bildeten sich runde Zysten mit ca. 2 pm
Durchmesser an der Zelloberflache aus. In der Regel wurde eine Algenzelle von mehreren
Sporen gleichzeitig infiziert. Ausgehend von der Zyste bildete der Parasit eine Infektionsréhre
mit einer Lange von ca. 3 - 5 um aus, Uber die der Inhalt der Zyste in die Wirtszelle injiziert
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wurde. Im Verlauf der Infektion entwickelte sich eine gréRer werdende Verdauungsvakuole,
die durch eine Entfarbung der Algenzelle sichtbar wurde. Mit fortschreitender Infektion trat eine
vollstandige Entfarbung der Algenzellen ein. Des Weiteren konnte sehr friih nach der ersten
Ausbildung von Zysten auch die Entstehung eines, in seltenen Fallen mehrerer,
Residualkérper innerhalb der Verdauungsvakuole beobachtet werden. Die amoboiden

Aphelidien-Sporen traten meist periodisch auf.

Da eine beginnende Infektion mit Aphelidien in Hellfeld-Aufnahmen mit einem Lichtmikroskop
schwer zu erkennen ist, wurde in Zusammenarbeit mit Michael Paper im Rahmen seiner
Masterarbeit eine Farbemethode mit Weizenkeim-Agglutinin mit Fluorescein-Konjugat (WGA-
FITC) etabliert, die es ermdglicht infizierte Algenzellen anhand des in den Aphelidien-Zysten
enthaltenen Chitins spezifisch und friihzeitig zu detektieren (Kapitel 2.2.5) (Paper 2019). Mit
WGA gefarbte Zysten erscheinen bei der genutzten Anregungswellenldnge von ca. 460 -
490 nm grin unter dem Fluoreszenzmikroskop, wahrend das Chlorophyll durch
Autofluoreszenz in den Algenzellen gleichzeitig rot fluoresziert. Auf mikroskopischen
Aufnahmen, die mit dieser Methode aufgenommen wurden, waren die Aphelidien-Zysten auf
der Oberflache befallener Algenzellen gut zu erkennen (Abbildung 18). Aul3erdem kann der
Abbau des Chlorophylls in den Algenzellen mit fortschreitendem Infektionsverlauf anhand des
Ruckgangs der roten Fluoreszenz beobachtet werden. Aphelidien-Sporen konnten mit dieser
Methode nicht angefarbt werden, da diese keine Zellwand aus Chitin besitzen. Eine
Kombination der Farbemethode mit weiteren Fluoreszenzfarbstoffen, wie beispielsweise
DAPI, das zur Detektion weiterer unspezifischer Kontaminationen eingesetzt werden kann, ist
moglich. Durch eine Uberlagerung der fluoreszenz-mikroskopischen Aufnahmen bei
verschiedenen Anregungswellenlangen kdnnen Bilder erzeugt werden, die die Infektion durch
Aphelidien deutlich besser sichtbar machen als herkémmliche Hellfeld-Aufnahmen (Abbildung
18).
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Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit Aphelidien-Stamm AI15TR
infizierten S. vacuolatus-Kultur

Mikroskopische Aufnahmen im Hellfeld (A) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit DAPI
Farbung (B) und WGA-FITC (C), sowie kombiniertes Bild der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
(D); MaR3stab: 10 um, Aufnahmen: Michael Paper

3.1.2 Molekularbiologische Charakterisierung des Aphelidien-Stammes AI15TR

Zur molekularbiologischen Charakterisierung des Aphelidien-Stammes AI15TR wurden die
rRNA Gene der 18S, ITS1, 5,8S, und ITS2 -Region sequenziert. Die vollstandigen Sequenzen
sind im Anhang aufgefihrt (Kapitel 7.1.2) (Paper 2019). Ein Abgleich mit der NCBI Datenbank
BLASTnN erzielte fir die DNA-Sequenz beider Genabschnitte jeweils eine Abdeckung von
100 % und einer Sequenzidentitdt von 100 % bzw. 99 % mit Sequenzen der Spezies
Amoeboaphelidium  protococcarum (JX507298.1). Anhand einer phylogenetischen
Verwandtschaftsanalyse der 18S Gen-Sequenz von AI15TR und weiteren 13 Aphelidien-
Sequenzen konnte die Zuordnung zu A. protococcarum bestéatigt werden (Abbildung Al).
Basierend auf diesen Ergebnissen wird der bis dato unbekannte Aphelidien-Stamm AI15TR

im Folgenenden als Amoeboaphelidium protococcarum AI15TR bezeichnet.
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3.1.3 Analyse des Algen-Wirtsspektrums von A. protococcarum AI15TR

Der Screeningversuch zum Algen-Wirtsspektrum A. protococcarum AI15TR ergab, dass
dieser Stamm fur Vertreter der Ordnung Sphaeropleales (Familie Scenedesmaceae)
S. vacuolatus, T. wisconsinensis, S. obliquus und D. quadricauda, pathogen war, wenn auch
mit unterschiedlich ausgepragter Virulenz (Abbildung 19). Dagegen erlitten Vertreter anderer
Ordnungen innerhalb der Klasse der Chlorophyceae wie H. pluvialis, Chlorococcum sp. und
Spongiochloris sp.  durch  die Zugabe von A. protococcarum AI1L5TR  kaum
Wachstumseinbuf3en im Vergleich zu nicht infizierten Kulturen. Mikroskopisch konnten keine
Anzeichen einer Aphelidien-Infektion an den Algenzellen entdeckt werden. Auch fir Vertreter
der phylogenetisch weiter entfernt verwandten Ordnung Chlorellales (Klasse
Trebouxiophyceae), C. sorokiniana und P. kessleri, wurden nur geringe Virulenzen gegentber
der Aphelidien-Infektion festgestellt. Gegenliber Stichococcus sp. und Botryococcus braunii
als Vertreter weiterer Ordnungen der Trebouxiophyceae wurde keine Pathogenitat von AIL5TR
beobachtet. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass mit wachsender
phylogenetischer Distanz zur Wirtsalge S. vacuolatus die Virulenz gegentber der Infektion mit
A. protococcarum AI15TR sinkt (Abbildung 19).

- Scenedesmus vacuolatus (X56104.1) %
- Tetradesmus wisconsinensis (AB37097.1) 92
- Scenedesmus obliquus (KF144464.1)
- Scenedesmus quadricauda (AB917138) o
- Spongiochloris species(KM020025.1) e PTIT
- Chlorococcum species (KR879599.1) ™ 100
- Haematococcus pluvialis (KU193764.1)
- Chlorella sorokiniana (EU402596.1) 100
18% I - Parachlorella kessleri (KM20114.1) 58
0% - Stichococcus species(AB055866.1)
0% - Botryococcus braunii (KR909131.1) -

Sphaeropleales
Chlorophyceae

Chlorophyta

27,0%

0%
0%

Trebouxiophyceae

o-

100 75 50 25
Virulenz [%)]

Abbildung 19: Analyse des Algen-Wirtsspektrums von A. protococcarum AI15TR

Darstellung der Virulenz (Vrs) von elf infizierten Mikroalgenkulturen aus der Gruppe der Chlorophyta und
der verwandtschaftlichen Verhaltnisse der ausgewahlten Algen basierend auf der Maximum-Likelihood
Methode nach dem Tamura-Nei Model. Die NCBI-IDs sind in Klammern angegeben, die Zahlen an den
Abzweigungen geben den Bootstrap-Wert an.


https://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4356
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3.2 Infektionsverlauf in Mikroalgenkulturen

Die Effekte der Infektion mit Amoeboaphelidium protococcarum AITR15 wurden anhand des
Algenwachstums von infizierten und gesunden Kulturen der Mikroalgenstamme S. vacuolatus,
D. quadricauda, C. sorokiniana und B. braunii unter sterilen Laborbedingungen (steril) und

unter simulierten industriellen Bedingungen (offen) untersucht.

3.2.1 Untersuchung des Infektionsverlaufes bei verschiedenen Algenspezies in offener

und steriler Kultivierungsumgebung

Um die Auswirkungen der Infektion mit A. protococcarum AITR15 zu charakterisieren, wurde
das Algenwachstum anhand der Bestimmung von Trockensubstanzgehalt (TS), optischer
Dichte (ODrs0) und des Néahrstoffverbrauches mittels lonenchromatographie (IC) (Abbildung
20), sowie mittels mikroskopischer Beobachtung des morphologischen Zustandes (Abbildung
21) der vier ausgewahlten Mikroalgenstamme in den vier Kultivierungsbedingungen (steril Al,
offen Al, steril NI, offen NI) genauer untersucht. Die NI Kulturen aller getesteten Algenspezies
wiesen eine steigende TS, OD sowie Nahrstoffverbrauch (Nitrat und Phosphat) tber die
Versuchsdauer von 21 Tagen auf. Die Betrachtung der Entwicklung der Wachstumsparameter
von Al Algenkulturen lie3 deutliche Unterschiede zwischen den ausgewahlten Spezies
erkennen (Abbildung 20). Fir den optimalen Wirtsorganismus S. vacuolatus konnte der friihste
und deutlichste Einbruch (p=0.001*) im Algen-Wachstum einer infizierten Kultur verzeichnet
werden (Tabelle 15). Auch bei den nah verwandten Arten C. sorokiniana und D. quadricauda
wurde ein deutlicher Riickgang des Wachstums fiir die mit Aphelidien infizierten Kulturen im
Vergleich mit den nicht infizierten Kulturen verzeichnet. Fir die Mikroalge B. braunii wurde
wahrend der Versuchsdauer kein Einbruch im Wachstum der verschiedenen Ansatze
beobachtet. Vergleicht man den Verlauf der Infektion in offener und steriler Umgebung lag nur
bei S. vacuolatus eine statistisch signifikante Abweichung vor (Tabelle 15). Hier war nur in
sterilen Kulturen ein Rickgang der TS-Gehalte zu verzeichnen, wéahrend bei den offenen
Kulturen keine Zeichen einer Infektion zu beobachten waren (Abbildung 20). Der Verlauf der
Infektion beziglich der TS stimmte fur alle Kulturen sowohl mit den Bestimmungen der ODzso
und dem Nahrstoffverbrauch von Phosphat und Nitrat aus dem Medium Uberein.
Morphologische Verdnderungen der Algenzellen, die bei einer Infektion durch
A. protococcarum nach der Beschreibung von Letcher et al. (2013) typischerweise auftreten -
aufsitzende Cysten und Verdauungsvakuolen mit Residualkdrper - konnten bei infizierten
S. vacuolatus, D. quadricauda und C. sorokiniana- Kulturen aber nicht bei B. braunii
beobachtet werden (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Verlauf von Trockensubstanzgehalt, optischer Dichte (OD7so) und Nahrstoff-
konzentration von S. vacuolatus-, D. quadricauda-, C. sorokiniana- und B. braunii-Kulturen

Vergleich von infizierten (Al in braun) und nicht infizierten Kulturen (NI in gruin) jeweils in offenen und
geschlossenen Kultivierungsbedingungen tber den Verlauf von 21 Tagen.
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Abbildung 21: Mikroskopische Aufnahmen von nicht infizierten (1) und aphelidien-
infizierten (2) Algenkulturen

S. vacuolatus (A), D. quadricauda (2), C. sorokiniana (3) und B. braunii (4). MaRstab: 20 um
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Tabelle 15: Varianzanalyse der taglichen TS-Produktivitat, OD-Zuwachses, sowie Nitrat und
Phosphat Verbrauches von S.vacuolatus, D.quadricauda, C.sorokiniana und B. braunii
Kulturen

Signifikante Unterschiede zwischen den vier Kultivierungsbedingungen (p<0.05) sind fett gedruckt und
mit *Sternchen gekennzeichnet.

TS-Produktivitat OD-Zuwachs Nitrat-Verbrauch Phosphat-Verbrauch

Spezies F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
S. vacuolatus 5964 0.001* 3819 0.012* 0.075 0.973 0.345 0.793
D.quadricauda 0.431 0.731 1192 0.316 0.006 0.999 0.831 0.480
C. sorokiniana 0.679 0.567 0.644 0.588 0.000 1.000 0.032 0.992
B. braunii 0.810 0.491 0.692 0.559 0.016 0.997 0.028 0.994

Um das Ausmald der Schadigung abzuleiten, die durch die Infektion in den verschiedenen
Mikroalgenkulturen innerhalb von 21 Tagen verursacht wird, wurde die Virulenz von
A. protococcarum AI15TR fir die unterschiedlichen Spezies und Kultivierungsbedingungen
berechnet (Abbildung 22). Hier bestatigt sich, dass sowohl Vs als auch V7 von
A. protococcarum AI15TR in steril gehandhabten S.vacuolatus Kulturen am starksten
ausfielen, gefolgt von C. sorokiniana und D.quadricauda. Da AI15TR fir B.braunii apathogen

ist, wurde hier keine nennenswerte Virulenz festgestellt.
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Abbildung 22: Darstellung des Zuwachses der Trockensubstanz und optischen Dichte (ODvs)
Uber 21 Tage bei S. vacuolatus, D. quadricauda, C. sorokiniana und B. braunii-Kulturen

Es wurden infizierte (Al in braun) und nicht infizierte Kulturen (NI in griin) jeweils in offenen und
geschlossenen Kultivierungsumgebung betrachtet. Die prozentualen Angaben kennzeichnen die
berechnete Virulenz (Vs und V7s0) von A. protococcarum AlI15TR.
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3.3 Mikrobielle Gemeinschaft in infizierten Mikroalgenkulturen

Waéhrend der Kontaminationsexperimente mit S. vacuolatus, D. quadricauda, C. sorokiniana
und B. braunii wurden nach einer Inkubation von 0, 8 und 16 Tagen Proben zur Untersuchung

der bakteriellen Gemeinschaft entnommen und mittels Amplicon Sequenzierung analysiert.

3.3.1 Diversitat der bakteriellen Mikroalgengemeinschaft

Die Artenvielfalt und a-Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft bieten einen ersten Einblick in
die Mikrobiome der vier Algenspezies in Abhangigkeit der vier Kultivierungsbedingungen, die
kiinstlichen Habitate mit verschiedenen Umweltbedingungen entsprechen. Unabhangig von
der Algenspezies konnten mehrere generelle Trends identifiziert werden (Abbildung 23):
Zunachst ist zu beobachten, dass Artenvielfalt (Richness) und Diversitat (Shannon und Chaol)
in infizierten Kulturen (Al) im Versuchsverlauf kontinuierlich anstiegen. Au3erdem wiesen
infizierte Kulturen generell eine hohere Diversitat auf als nicht infizierte Kulturen (NI). Die
Unterschiede zwischen offenen und sterilen Kulturen dagegen waren vor allem bei infizierten
Proben geringer. Es war kein tbergreifender Trend zu erkennen, der daflrspricht, dass die
steril behandelten Proben deutlich weniger bakterielle Spezies aufweisen. Wéahrend in nicht
infizierten S. vacuolatus und C. sorokiniana Kulturen in steriler Umgebung die Diversitét
niedriger ausfallt, ist bei D.quadricauda and B. braunii kein Einfluss der

Kultivierungsumgebung zu beobachten.
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S. vacuolatus
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Abbildung 23: Artenvielfalt (Richness) und Diversitatsindices (Shannon Index and Chaol) der
Algengemeinschaft

Vergleich der der bakteriellen Gemeinschaft aus S. vacuolatus, D. quadricauda, C. sorokiniana und B.
braunii Kulturen der vier Kultivierungsbedingungen (offen NI, offen Al, steril NI, steril Al).



Ergebnisse 81

Die Struktur der bakteriellen Gemeinschaften wurden mittels NMDS von gewichteter UniFrac
und Bray-Curtis Distanz-Metriken untersucht, um Unterschiede der B-Diversitat der
Mikrobiome der verschiedenen Kultivierungsbedingungen und Algenspezies zu beurteilen. Die
Lage der Punkte im NMDS verdeutlich, dass die Zusammensetzung der Mikrobiome stark von

der jeweiligen Algenspezies beeinflusst wird (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Struktur der bakteriellen Gemeinschaft im Nonmetric dimensional Scaling (NMDS)
basierend auf Bray-Curtis-Unéhnlichkeit und gewichteten UniFrac-Distanz

Die Kulturen wurden nach Zugehérigkeit zur Algenspezies S. vacuolatus (griin), D. quadricauda (gelb),
C. sorokiniana (pink) und B. braunii (blau) eingefarbt und die vier Kultivierungsbedingungen werden
jeweils als Symbole (e offen NI, A offen Al, m steril NI, + steril Al) dargestellt. Ordinationsstress <0.2
verdeutlicht die Gute des Model-Fits.

Die Unterschiede der Kultivierungsparameter (Algenspezies, Zeit und Kultivierungsbedingung)
wurden mittels PERMANOVA getestet. Die Ergebnisse veranschaulichen, dass ein Grol3teil
der Variation der Mikrobiome durch die Algenzugehérigkeit (R? = 58,6 / 41,1) erklart werden
konnte (Tabelle 16). Auffallig ist aulerdem, dass sich die Startpunkte (Tag 0) des
Experimentes in der Mitte der artspezifischen Cluster befanden und die spéateren
Probezeitpunkte (Tag 4 und 8) eine héhere Variation der mikrobiellen Gemeinschaftsstruktur
aufwiesen (R?= 5,8/ 8,4). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass sich die Zusammensetzung der
Mikrobiome einer Algenspezies zu Beginn des Experiments sehr stark ahnelten und sich Uber
den Verlauf immer weiter auseinanderentwickelten. Die Infektion mit Aphelidien hatte
innerhalb der artspezifischen Cluster einen gréf3eren Einfluss auf die Zusammensetzung als

sterile/offene Kultivierungsumgebungen.
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Tabelle 16: Permanova-Analyse der Bray-Curtis-Dissimilaritats- und Unifrac-Abstandsmatritzen

Es wurden die Auswirkungen des Algenwirts, der Inkubationszeit und der Kultivierungsbedingungen auf
die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft getestet. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind mit
einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Bray-Curtis wUnifrac
Parameter F-Model R? p-Wert F-Model R? p-Wert
Algenspezies 26,6230 0,58641 0,001~ 12,4427 0,41055 0,001*
Inkubationszeit 2,6394 0,05811 0,002* 2,5677 0,08472 0,021*
Kultivierungsbedingung 3,4921 0,07688 0,001* 2,6301 0,08678 0,009*
Residuen 0,27887 0,41794
3.3.2 Taxonomische Zusammensetzung der bakteriellen Mikroalgengemeinschaft

In Ubereinstimmung mit der Literatur wurden vornehmlich klassische limnische Bakterientaxa
in den Mikrobiomen der vier Mikroalgenspezies nachgewiesen (Bizi¢-lonescu et al. 2015). Die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft wurde von Vertretern des Superphylums
Proteobacteria (65,0 % a-, 27,9 % y- und 0,8 % &-Proteobakterien) dominiert, wahrend andere
Taxa wie Bakteroidetes (0,6 %), Actinobacteria (0,6 %), Deinococcus-Thermus (0.07 %), und
Firmicutes (0.01 %) nur einen geringen prozentualen Anteil ausmachten (Tabelle Al).

Die Zusammensetzung der bakteriellen Taxa in Abhangigkeit der Algenspezies verdeutlicht,
dass ein Grof3teil der OTUs jeweils nur in Proben einer Mikroalgenspezies vorkam (73,1 %,
72,0 %, 60,4 %, 66,0 %) (Abbildung 25). Ordnet man das Vorkommen der bakteriellen OTUs
nach Kultivierungsbedingungen wird klar, dass 48,0 % unabhangig von Infektion oder
Kultivierungsumgebung beobachtet werden konnten. Nur 20,9 % (steril) bzw. 3,4 % (offen) der
bakteriellen OTUs wurden ausschlief3lich in infizierten Kulturen gefunden, wahrend 31,7 %

(steril) bzw. 11,2 % (offen) nur in nicht infizierten Algenkulturen auftraten.
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Mikroalgenspezies Kultivierungsbedingung

offen Al
34

X

Abbildung 25: Prozentuale Verteilung des Vorkommens bakterieller OTUs aus verschiedenen
Mikroalgenspezies und Kultivierungsbedingungen

Die Anzahl der Bakterien-OTUs wurde (ber alle Zeitpunkte akkumuliert die Uberlappung der
Gemeinschaft in Abhéngigkeit von Algenspezies (S. vacuolatus (SV), D.quadricauda (DQ),
C. sorokiniana (CS) B. braunii (BB) und Kultivierungsbedingungen (steril NI, steril Al, offen NI, offen Al)
in VENN-Diagrammen dargestellt.

Es wurden deutlich unterschiedliche Zusammensetzungen der bakteriellen Mikrobiome
hinsichtlich des Algenwirtes festgestellt. Obwohl geringe Variationen der Zusammensetzung
durch Aphelidien-Infektionen und Uber den Zeitverlauf zu erkennen waren, blieben einige
dominante Taxa unabhéngig von den Kultivierungsbedingungen der jeweiligen Algenspezies
stabil (Abbildung 26). Zwischen offenen und sterilen Kulturen wurden wiederrum nur sehr
geringe Abweichungen beobachtet. Das mit S. vacuolatus assoziierte Mikrobiom setzte sich
hauptséchlich aus OTUs der Gattungen Hydrogenophaga (17,1 %), Sphingomonas (15,0 %)
and Brevundimonas (14,6 %) zusammen. Die bakterielle Gemeinschaft in C. sorokiniana
Kulturen zeichnete sich dagegen vornehmlich durch Vertreter der Gattungen Porphyrobacter
(49,7 %) und Brevundimonas (10,4 %) aus. D. quadricauda Kulturen wurden von OTUs der
Gattungen Sphingopyxis (36,3 %), Blastomonas (23,2 %) und Brevundimonas (15,6 %)
dominiert, wahrend die bakterielle Gemeinschaft von B. braunii mehrheitlich aus
Porphyrobacter (20,7 %), Sphingopyxis (15,5 %), und Hydrogenophaga (13,2 %) zusammen-

gesetzt war.
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Abbildung 26: Relative Haufigkeit der bakteriellen OTUs aus verschiedenen Mikroalgenkulturen
und Kultivierungsbedingungen auf Gattungsebene

Relative Haufigkeiten wurden in Abhé&ngigkeit der Algenspezies (S.vacuolatus, D. quadricauda,
C. sorokiniana, B. braunii) und Kultivierungsbedingungen (steril NI, steril Al, offen NI, offen Al)
berechnet. Seltene Gattungen (<1 % rel. Haufigkeit) wurden als ,Andere <1 %‘ und bakterielle OTUs,
die nicht taxonomisch zugeordnet werden konnten, als ‘Unbekannte Bakterien® bezeichnet.
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Eine Ausnahme stellten nicht infizierte S. vacuolatus Kulturen dar, die im Vergleich zu allen
anderen Kulturen eine geringe Diversitat aufwiesen. Hier wurden sowohl die groRten
Unterschiede zwischen offener und steriler Kultur beobachtet als auch eine hohe zeitliche
Dynamik (Abbildung 27). Zu Beginn des Experimentes (Tag 0) ahnelten sich die
Zusammensetzungen der bakteriellen Mikrobiome aller Kultivierungsbedingungen noch stark,
doch in nicht infizierten Kulturen wurde ab Tag 4 eine strukturelle Veranderung der
Gemeinschaft festgestellt, bei der anschlieRend Brevundimonas in offenen und zunachst
Devosia, spater Pseudomonas und Stenotrophomonas in der steril gehandhabten Kultur
dominierten.
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Abbildung 27: Relative Haufigkeit der bakteriellen OTUs aus S. vacuolatus-Kulturen unter vier
Kultivierungsbedingungen (steril NI, steril Al, offen NI, offen Al) auf Gattungsebene

Seltene Gattungen (>1 % relative Haufigkeit), wurden als ,Andere <1 %‘ zusammengefasst. Bakterien,
die taxonomisch nicht genauer bestimmt werden konnten, wurden als ‘Unbekannte Bakterien
bezeichnet.

3.33 Funktionelle Analyse der bakteriellen Mikroalgengemeinschaft

Die funktionellen Eigenschaften umfassten malgeblich verschiedene phototrophe,
photoheterotrophe und chemotrophe Funktionen. Auf3erdem waren funktionale Merkmale
stark vertreten, die Bakterien zur Verstoffwechselung von mineralischen Nahrstoffen wie
Mangan, Nitrat, sowie Schwefel- und Eisen-Komponenten befahigen, die wichtige
Bestandteile von N&hrmedien zur Algenkultivierung darstellen. Trotz der grol3en
algenspezifischen Unterschiede der Zusammensetzung der bakteriellen Mikrobiome,
herrschte hinsichtlich der potenziellen funktionellen Diversitat groBe Ubereinstimmung
zwischen den verschiedenen Mikroalgenspezies (Tabelle A2). Im Gegensatz dazu konnten
eine Verschiebung der funktionellen Merkmale der Mikrobiome in den Kulturen beobachtet

werden, die von Aphelidien infiziert wurden (Tabelle A3).
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Eigenschaften die laut FAPROTAX Datenbank mit Funktionen der Entgiftung,
Dunkeloxidation, Ol-Bioremediation, Zellulolyse und Chitinolyse assoziiert wurden, traten in Al

Kulturen haufiger als in NI Kulturen auf (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Bakterielle Funktionsvielfalt in infizierten (Al) und nicht infizierten (NI)
Algenkulturen

Das Vorhandensein jeder vorhergesagten Funktion basierend auf FAPROTAX nach Louca et al. (2016)
wurde fir jede Kultur berechnet und Abweichungen zwischen infizierten und nicht infizierten Kulturen
von mehr als 10 % als Balkendiagramm dargestellt.

3.34 Interaktionsmuster der bakteriellen Mikroalgengemeinschaft

Um die Interaktionsmuster der Mikrobiome der vier Algenspezies zu analysieren, wurden
mikrobielle Netzwerke fir jede Algenspezies einzeln berechnet und verglichen.

Die Interaktionsmuster der bakteriellen Gemeinschaften der verschiedenen Algenspezies
unterschieden sich hinsichtlich Komplexitat und Aufbau (Tabelle 17). Die Netzwerke &hneln
sich mit 213 - 169 Nodes hinsichtlich der Anzahl stark, beziiglich der Interaktionen deuteten
sich allerdings Unterschiede an. Wahrend 213 Nodes das Netzwerk von S. vacuolatus Uber
1199 Edges verbanden (Abbildung 29), wies das Netzwerk von C. sorokiniana mit 2263 Edges
beinahe doppelt so viele Verknipfungen und den komplexesten Aufbau auf (Abbildung A2).
Wahrend in den Netzwerken von S. vacuolatus, C. sorokiniana und B. braunii (Abbildung A3)
das Verhaltnis von positiven zu negativen Interaktionen bei etwa 3:1 lag, konnten im Netzwerk
von D. quadricauda prozentual mehr negative Interaktionen (40,6 %) beobachtet werden
(Tabelle 17). Darliber hinaus wies es mit 16 Modulen die am starksten geclusterte Struktur
und somit auch den hdchsten Cluster-Koeffizienten (0,59) auf (Abbildung A4). Somit
interagierten im Netzwerk von D. quadricauda insbhesondere benachbarte Nodes haufiger

miteinander als in den anderen Netzwerken.
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Tabelle 17: Charakteristika der berechneten OTU-Netzwerke

Networks Scenedesmus Desmo_desmus Chlo.re_lla Botryocogcus
vacuolatus guadricauda sorokiniana braunii
Nodes 213 167 192 193
Edges 1190 1342 2263 1362
Copresence 871 (73,2 %) 797 (59,4 %) 1586 (70,1 %) 983 (72,2 %)
Mutual Exclusion 319 (26,8 %) 545 (40,6 %) 677 (29,9 %) 379 (27,8 %)
Network density 0,053 0,123 0,097 0,074
Network heterogenity 1,104 0,748 0,975 0,846
Average path length 2,828 2,672 3,004 3,092
Network diameter 9 10 11 8
Cluster 9 16 7 6
Cluster Coefficient 0,48 0,59 0,47 0,45
Module Hub 1 1 0 1
Network Hub 3 1 0 0
Connector 18 15 3 5
Peripheral 191 150 189 187
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Abbildung 29: Berechnetes OTU-Netzwerk fur bakterielle Mikrobiome aus S. vacuolatus

Jede Node repréasentiert eine OTU, wobei OTUs mit entscheidenden topologischen Rollen mit der
entsprechenden Nummer gekennzeichnet sind. Kultivierungsparameter (Time, Treatment) sind als
Raute dargestellt, bakterielle OTUs als Kreis. Die Grol3e der Nodes spiegelt die Anzahl der Interaktionen
wieder. Die verschiedenen Farben der Nodes zeigen die taxonomische Zuordnung an. Griine
Verbindungen stehen fir positive Interaktionen (Co-Presence), rote Verbindungen fir negative
Interaktionen (Mutual Exclusion).
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Anhand der Verbindungsmuster innerhalb des Netzwerkes (Topologie) kdnnen den Nodes

verschiedenen Rollen zugewiesen werden (Abbildung 30). In allen Algennetzwerken wiesen

Mikroorganismen einen hohen Grad an Spezialisierung auf. Im Netzwerk von C. sorokiniana

und B. braunii konnten nur drei, bzw. sechs OTUs als Generalisten (z. B. als Connectoren)

anhand ihrer Interaktionsmuster eingeordnet werden und zusatzlich war dort der Anteil an

Peripherals (Spezialisten) am hdochsten.

Mikroorganismen

in den Netzwerken von

S. vacuolatus und D. quadricauda waren hingegen weniger stark spezialisiert und wiesen den

groRten Anteil an Nodes mit generalistischer Topographie auf. Die meisten dieser

generalistischen Nodes gehdrten zu den Ordnungen B-proteobacteria, Caulobacterales,

Rhizobiales und Sphingomonadales. Lediglich eine OTU (B-Proteobacteria) wurde anhand

ihrer Topologie als Generalist in mehr als einem Netzwerk identifiziert.

0,8
0,7
0,6
0,5
S
n
£ 04
o
=03
o
0,2
0,1
0

0,8
0,7
0,6
20,5
B
504
o
0,3
0,2
0,1
0

~—

T

S. vacuolatus

D. quadricauda

Connector Network Hub Connector Network Hub
[ ] [ ] (] L4 L4
oo o e e, . o . ° Y .
et ., ° e ---. °
s .:‘ :0: . . :... . .
hd ] ° .. .... “".‘. . ..0 L4
e % oy 0 e e e
ooo‘ . ° [ o. L L] 0. [ ¢
.' . ) ' b ) L)
[} [ '.o W O
o0 ° ®e . °
&e LI e ® g
oo * ®e ’ ¢ L] °
.. .. [ ] . . °
Peripherals Module Hub Peripherals Module Hub
-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Zi (inside) Zi (inside)
C. sorokiniana B. braunii
Connector Network Hub Connector Network Hub
L] @ ..
' ] * - ..
[ .0 ° 3
eee o . eme oo .
. . -'a «® . b
[ ] L] (X}
o ©® .
.. [ ] : [ ] [ ] [ ] ®
.u. * ‘o' :.o Se "
s ) *
% . ° e % )
Ky :-.:. - ".:- y
Periph@aiaag®™, , | Module Hub Peripherals ** Module Hub
= 1] L2 &
2 -1 0 1 2 3 4 5 6 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Zi (inside) Zi (inside)

Abbildung 30: Einteilung bakterieller OTUs in verschiedenen Algenkulturen anhand ihrer
topologischen Rollen im Netzwerk

Alle OTUs wurden anhand ihrer Intramodul-Konnektivitat (Zi) und Intermodul-Konnektivitat (Pi) einer der
vier Gruppen zugewiesen (Guimera und Nunes Amaral 2005).
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34 Funktionelle Analyse der Aphelidien-Infektion

Um die funktionellen Profile von Mikroalgen und assoziierten Bakterien Uber einen
Infektionsverlauf mit A. protococcarum AI15TR im Vergleich zu einer gesunden Kultur zu
untersuchen, wurden Metaproteomik-Analysen von infizierten und nicht infizierten
S. vacuolatus-Kulturen durchgefihrt.

34.1 Verlauf der Aphelidien-Infektion

Schon ab dem vierten Tag konnte eine rapide Abnahme der Eegss in infizierten Algenkulturen
beobachtet werden, wahrend der TS-Gehalt und die OD7so erst nach finf Tagen langsam
abnahmen (Abbildung 31). Fluoreszenzmikroskopische Analysen nach WGA-Farbung
bestatigen, dass die Infektionsrate bereits zwischen zwei und vier Tagen nach der Infektion
mit Aphelidien von 10 % auf 90 % schnell anstieg und nach sieben Tagen mit 100 %
abgeschlossen war (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Trockensubstanzgehalt, optische Dichte (ODzso), Chlorphyll a-Fluoreszenz (Esss)
von S. vacuolatus-Kulturen.

Apheliden-infizierten (Al, braun) und nicht infizierten (NI, griin) Kulturen wurden Uber einen Verlauf von
sieben Tage taglich beprobt (n=3 + SD). Die Infektionsrate wurde durch fluoreszenzmikroskopische
Beobachtung der Infektionszustéande der Mikroalgenzellen ermittelt (n=3 + SD).

34.2 Metaproteomische Zusammensetzung der Mikroalgengemeinschatft

Insgesamt konnten 1935 bakterielle und 1786 eukaryotische PG (1290 Algen-PGs, 67 Pilz-
PGs und 468 diverse eukaryotische PGs) festgestellt werden. Die taxonomische Verteilung
der PGs unterschied sich deutlich in Abhangigkeit der Anwesenheit von A. protococcarum und
der Inkubationszeit (Abbildung 32). Die Proteinmuster in nicht infizierten (NI) Kulturen blieben
im Laufe der Zeit stabil und wurden zu etwa 75 % von eukaryotischen (hauptséchlich Algen-
PGs) und bakteriellen PG (25 %) dominiert. Im Gegensatz dazu nahm in aphelidien-infizierten

(Al) Kulturen die Gesamtzahl der Algen- und diversen eukaryotischen PGs kontinuierlich ab.
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Pilzliche Proteingruppen waren besonders an Tag vier stark vertreten und nahmen dann im
Verlauf wieder leicht ab. Besonders bakterielle PGs nahmen im Laufe der Aphelidien-Infektion

stetig zu und erreichten nach 7 Tagen etwa 90 % relative Haufigkeit (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Zusammensetzung der Proteingruppen (PG) aus S. vacuolatus-Kulturen nach
taxonomischer Klassifizierung auf Ebene von Domane und Reich

Bakterielle PG (blau) und eukaryotischen PC (Algen = dunkelgriin, Pilze = grun, diverse eukaryotische
PGs = hellgriin) wurden entsprechend farblich gekennzeichnet. Die relative Haufigkeit der PGs wurde
in nicht infizierten (NI) und infizierten (Al) S. vacuolatus-Kulturen null, vier und sieben Tage nach
Infektion bestimmt (n=3 + SD).

Die Abundanz der Algen-, Pilz- und Bakterien-PGs unterstreicht die unterschiedliche
Auspragung der Proteinmuster von NI- und Al Kulturen (Abbildung 33). Das Abundanz-Muster
der Algenproteine in NI-Kulturen war zu Beginn der Inkubation noch &hnlich ausgepragt und
anderte sich leicht nach sieben Tagen. In Al Kulturen wurden jedoch aufféllige Verschiebungen
beobachtet, und die meisten Algen-PGs nahmen in ihrer Haufigkeit ab. Eine kleine Gruppe
von pilzlichen Proteinen, die in NI-Kulturen nur selten vorkommen, wiesen in Al Algenkulturen
eine hohe Abundanz auf, insbesondere vier Tage nach der Infektion. Im Gegensatz dazu
wiesen bakterielle PGs komplementare Abundanz-Muster auf, wenn NI und Al Kulturen
verglichen werden (Abbildung 33). Die meisten bakteriellen Proteine, die in Al Kulturen nur in

geringer Haufigkeit gefunden wurden, waren in NI Kulturen stark vertreten und umgekehrt.
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Abbildung 33: Relative Abundanz von eukaryotischen und bakteriellen PGs aus S. vacuolatus-
Kulturen im zeitlichen Verlauf

Rote Farben zeigen hohere, griine Farben niedrigere Proteinabundanzen von infizierten (Al) und nicht
infizierten (NI) S. vauolatus-Kulturen null, vier und sieben Tage nach der Inokulation an. Der auf der
Anwesenheit von PGs basierende Baum stellt die Gruppierung der euklidischen PG-Distanzen dar.
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Basierend auf der Analyse der [3-Diversitat bildeten eukaryotische PGs in Al und NI Kulturen
zwei lose, aber getrennte Cluster in der NMDS Darstellung aus (Abbildung 34). Eine
multivariate Permutationsanalyse ergab, dass 36,7 % der Varianz durch den Infektionsstatus
und nur 13,8 % durch die Inkubationszeit erklart werden konnten (Tabelle 18). Das
Streuungsmuster der bakteriellen PGs unterschied sich ebenfalls signifikant (p= 0,001*)
zwischen Al und NI Kulturen (Rz= 29,7). Die PGs der NI Kulturen hatten unabhangig von der
Inkubationszeit eine geringe Varianz zueinander, wahrend Al Kulturen entlang beider Achsen

eine im Verlauf der Infektion ansteigende Varianz aufwiesen (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Nichtmetrische dimensionale Skalierung (NMDS) auf der Grundlage euklidischer
Distanzen der Abundanzen von bakteriellen und eukaryotischen Proteingruppen

S. vacuolatus-Kulturen mit Apheliden-Infektion (Al, braun) und ohne Apheliden-Infektion (NI, griin) sind
zu Beginn der Inkubation (e), nach vier (A) und sieben (m) Tagen nach der Inokulation dargestellt.
Ordinations-stress <0.2 impliziert einen passenden fit des Models.

Tabelle 18: Unterschiede der euklidischen Abstédnde der Proteinprofile anhand einer
PERMANOVA-Analyse

Es wurden die Auswirkungen der Infektion mit A. protococcarum AI15TR und der Inkubationszeit auf
die Proteinprofile von Bakterien und Algen wurden getestet. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind mit
einem *Sternchen gekennzeichnet.

Parameter Eukaryoten Bakterien

R? p-Wert R? p-Wert
Infektion 0,36717 0,001* 0,29713 0,001*
Inkubationszeit 0,13853 0,001* 0,16647 0,001*
Residuen 0,49430 0,53641
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3.4.3 Funktionelle Analyse der Mikroalgengemeinschaft

Um die PGs zu bestimmen, die grof3e Expressionsunterschiede zwischen aphelidien-
infizierten und nicht infizierten Proben aufweisen, wurden fiir beide Datensétze Log.-Fold-
Changes (FC) bestimmt. Insgesamt wurden 373 eukaryotische und 423 bakterielle PGs mit
signifikanten FC > £1,5 zwischen NI und Al Kulturen gefunden (Abbildung 35).

Bakterien Eukaryoten
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Abbildung 35: Verteilung der Expressionsunterschiede bakterieller und eukaryotischer PGs
zwischen aphelidien-infizierten (Al) und nicht infizierten (NI) S. vacuolatus-Kulturen

Die PG-Veréanderungen (Log2FC) wurden zwischen Al und NI Kulturen nach vier Tagen (hellblau) und
sieben Tagen (dunkelblau) Inkubation berechnet. Log2-FCs wurde gegen -log'® transformierte p-Werte
aufgetragen, um signifikant (p > 0,05) erhéhte (FC > 1,5) und erniedrigte (FC <-1,5) Proteine zu
detektieren.

Um zu untersuchen, welche Aktivitadten durch die Apheliden-Infektion ausgeldst werden,
wurden die funktionellen Rollen eukaryotischer und bakterieller PGs mit hohen FCs anhand
der Eggnog, KEGG und Pfam Datenbank mittels Prophane kategorisiert.

Die wichtigsten Uberexprimierten bakteriellen PGs in infizierten Kulturen wurden tberwiegend
der Ubergeordneten funktionellen Gruppe ,Stoffwechsel’ zugeordnet (55,4 %), wahrend
,zellulare Prozesse und Signalibertragung‘ etwa 27,4 % und ,Informationsspeicherung und -
verarbeitung‘ 14,5 % ausmachten (Abbildung 36). Die Funktionen der hochregulierten und
haufig vorkommenden PGs waren mit dem Stoffwechsel und Transport von Aminosauren,
Lipiden, Coenzymen, Nukleotiden und Kohlenhydraten sowie der Energieproduktion verknipft
(Tabelle 19).
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Andere PGs, die den Aminosaurestoffwechsel, die Energieproduktion, posttranslationale
Modifikationen sowie die Zellwandbiogenese betreffen, wurden in Al-Kulturen
herunterreguliert. Darliber waren mehrere hochregulierte PGs vertreten, die laut Literatur an
pathogenen Interaktion Bakterien und Wirtspflanzen beteiligt sind (Tabelle A4). Es wurden
beispielsweise Proteine aus der Familie der Transpeptidase-Transglycosylasen, der Vorlaufer

des auflieren Membranproteins A (ompA) und Histidinkinasen gefunden.
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Abbildung 36: Funktionelle Verschiebung der bakteriellen Proteingruppen (PG) zwischen
infizierten (Al) und nicht infizierten (NI) S. vacuolatus-Kulturen mit Fold Changes >1,5 (links) und
Fold Changes>-1,5 (rechts)

PGs wurden in funktionelle auf der Grundlage der EQgNOG-Datenbank durch Prophane kategorisiert.
Relative Anteile jeder PG-Kategorie, die in Al Kulturen im Vergleich zur NI Kulturen haufiger (197 PGs)
oder weniger haufig (226 PGs) vorkommen.

Die meisten eukaryotischen PGs, die grof3e FCs aufwiesen, wurden wahrend der Aphelidien-
Infektion deutlich herunterreguliert (276 Proteine). Insbesondere die Abundanz vieler PGs aus
den Bereichen ,Translation, ribosomale Struktur und Biogenese’, ,Posttranslations-
modifikationen, Proteinumsatz, Chaperone’, sowie ,Energieproduktion’ und ,Kohlenhydrat-
stoffwechsel’ und einige andere Kategorien waren nach einer Aphelidien-Infektion rucklaufig

(Tabelle 20). Insgesamt 98 PGs wurden unter infektiosen Bedingungen Uberexprimiert und
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wurden den Funktionsgruppen ,Posttranslationsmodifikationen, Proteinumsatz, Chaperone’
und ,Translation, ribosomale Struktur und Biogenese® zugeteilt (Abbildung 37). Proteine, die in
der Literatur mit pathogenen Interaktionen zwischen Pflanzen und Pilzen in Verbindung
gebracht werden, wurden in einigen Féllen mit erhohten, in anderen Fallen mit verringerter
Abundanz beobachtet (Tabelle A5). Es wurde beispielsweise eine erhéhte Abundanz fiir ein
LRR-6-Protein in infizierten Kulturen festgestellt. Mustererkennungsrezeptoren mit
leucinreichen Wiederholungen (LRR-RLK) sind ein wichtiger pflanzlicher Abwehr-
mechanismus gegen verschiedene Pathogene. Daritber hinaus waren Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase und ABC-Transporter-verwandte Proteine unter infektibsen
Bedingungen hochreguliert, die in der Literatur ebenfalls wiederholt mit pflanzenpathogenen
Interaktionen in Verbindung gebracht wurden. Fir andere PGs, die mit der pflanzlichen
Abwehr gegen Pilzbefall in Verbindung gebracht werden, wie z. B. Hitzeschockproteine oder
Proteasom-Untereinheiten, konnten keine erhohten Aktivitaten beobachtet werden.

Fold Change > 1.5 Fold Change < 1.5
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Abbildung 37: Funktionelle Verschiebung der eukaryotischen Proteingruppen (PG) zwischen
infizierten (Al) und nicht infizierten (NI) S. vacuolatus-Kulturen mit Fold Changes >1,5 (links) und
>-1,5 (rechts)

Die PGs wurden in funktionelle Gruppen eingeteilt, basierend auf der EggNOG-Datenbank von
Prophane. Relative Anteile jeder PG-Kategorie, die in Al Kulturen im Vergleich zu NI-Kulturen haufiger
(98 Proteine) oder weniger haufig (276 Proteine) vorkommen.
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35 Praventive Behandlungsstrategien gegen Aphelidien-Infektionen

Es wurden drei verschiedene Strategien verfolgt, um eine praventive Strategie zur
Stabilisierung von Mikroalgenkulturen gegen spezifischen Parasiten wie Aphelidien zu
erproben.

351 Infektionsverlauf bei verschiedenen Algen-Polykulturen in verschiedenen

Diversitatsstufen

Es wurden Infektionsexperimente mit neun verschiedenen Kombinationen von Algenstammen
und Diversitatsstufen durchgefuhrt. Die Analyse der Wachstumsparameter der Polykulturen
zeigte zunéachst, dass alle Al Kulturen von den Auswirkungen der Infektion betroffen waren
und geringere TS- und Eess-Zuwéchse als NlI-kulturen verzeichneten (Abbildung 38). Dabei
sind Kombinationen mit drei oder vier Arten &hnlich stark von der Infektion betroffen wie
Kombinationen aus nur zwei Algenspezies, sodass kein direkter Effekt der Artenanzahl zu
erkennen war. Es zeichneten sich stattdessen spezifische Unterschiede in Abhangigkeit der
beteiligten Arten ab, die auch bei den getesteten Monokulturen beobachtet wurden.

Da Wachstumskurven sich nicht zu einem quantitativen Vergleich der Auswirkung einer
Infektion eigneten, wurde erneut die Produktivitat sowie die Virulenz in Bezug auf TS-Gehalte,
ODr7so und Eggs Uber 21 Tage berechnet (Abbildung 39). Zunéchst bestatigte sich, dass
mehrere NI-Polykulturen &ahnlich gute oder bessere Produktivitat erzielten wie eine
S.vacuolatus-Monokultur (Sv). Des Weiteren wurden bei allen Polykulturen niedrigere
Virulenzen der Infektion mit A. protococcarum AI15TR als bei S. vacuolatus als Monokultur
verzeichnet. Beim Hauptwirt Sv wurden wie schon in vorangegangen Experimenten Virulenzen
von um die 100 % verzeichnet (Abbildung 39). Die niedrigsten Virulenzen wurden in Kulturen
mit Algen-Kombinationen erzielt, an denen Sv nicht beteiligt ist, wie beispielsweise

C.sorokiniana mit Stichococcus sp. (Vrs: -11 %, V7s0: -13 %, Vess: 6 %).
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Abbildung 38: Verlauf von Trockensubstanzgehalt und Esss, sowie Phosphat und Nitrat-Gehalt
von neun unterschiedlichen Algen-Polykulturen

Es wurden jeweils infizierte Kulturen (Al, braun) und gesunde Kontrollkulturen (NI, griin) Gber einen
Verlauf von 21 Tagen taglich beprobt (n = 2 + SD). Kulturen bestehend aus einer (e), zwei (x), drei (A)
und vier Spezies (m) sind entsprechend gekennzeichnet.
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Abbildung 39: Darstellung des Zuwachses von Trockensubstanzgehalt, optischen Dichte (OD7so)
und Chlorophyll a Fluoreszenz (Eess) bei neun verschiedenen Polykulturen

Es wurden jeweils infizierte (Al in braun) und nicht infizierte Kulturen (NI in grin) betrachtet. Die
prozentualen Angaben kennzeichnen die berechnete Virulenz von AI15TR bei neun Polykulturen.

Die mikroskopische Auswertung der Artenzusammensetzung Uber den Verlauf von 21 Tagen
verdeutlicht, dass alle NI Polykulturen, an denen Sv beteiligt von dieser Spezies mit relativen
Anteilen zwischen 65 - 80 % dominiert wurde (Abbildung 40). Alle NI Kulturen weisen nach ca.
zwei bis acht Tagen eine spezifische, stabile Verteilung der Algenspezies bis zum 21. Tag auf.
In Polykulturen mit Kombinationen ohne Sv setzte sich Dg gegen Cs und St in der Zellzahl
Uber die Inkubationszeit durch. Cs konnte sich nur durchsetzen, wenn Sv und Dq nicht
vorhanden waren, wahrend St in allen nicht infizierten Kombinationen nur verschwindend
geringe Anteile (< 5 %) aufwies (Abbildung 40). Diese Abstufung der Zellzahl in Polykulturen
stellte die umgekehrte Reihenfolge der abgeleiteten Virulenz fir Aphelidien-Infektionen dar,
sodass sich die Anteile der Algenspezies in den infizierten Kulturen umkehrte. In allen Al
Kulturen nahm der Anteil von Sv vom zweiten bis zum vierten Tage bis auf wenige Prozent ab.
Je nach Kombination konnten sich dann verschiedene Arten unter infektiosen Bedingungen
durchsetzen. In allen Kombinationen an denen Dq beteiligt ist, nahm diese Spezies nach dem
Absterben von Sv auch in Al Kulturen zunéchst den gré3ten Anteil (60 - 80 %) ein, wurde dann
Uber die Zeit aber ebenfalls von Aphelidien infiziert, sodass der relative Anteil auf ~20 — 60 %
zurtickgeht. In Kombinationen mit Cs und/oder St steigt der prozentuale Anteil dieser Arten im
Vergleich zu Dq zum Ende hin nochmal an. Cs nimmt auch in allen Al Polykulturen einen
geringen Anteil der Zusammensetzung (~10 - 20 %) ein, aul3er in der Kombination mit St. In
dieser Kultur findet sich ein dauerhaftes Gleichgewicht in gesunden Kulturen von ca. 80:20, in
infizierten Kulturen ist das Verhéltnis mit 70:30 zugunsten von St verschoben (Abbildung 40).
St hat auch in den meisten infizierten Kulturen nur einen geringen Anteil (~10 - 20 %), nimmt
aber uUber den Verlauf zu. Nur in den Zweierkombination mit Sv, dominiert St nach dem

Zusammenbruch der Sv -Population bis zum Ende des Experimentes mit ~80 - 90 %.
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Abbildung 40: Prozentuale Zusammensetzung der Mikroalgen-Spezies in infizierten (Al) und
nicht infizierten (NI) Polykulturen Gber den Verlauf von 21 Tagen
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3.5.2 Einfluss von abiotischen Kultivierungsparametern auf den Infektionsverlauf

Der Lebenszyklus von spezifischen Parasiten wie Aphelidien wird unter anderem von
abiotischen Faktoren aus der Umwelt beeinflusst. Deshalb wurden verschiedene
prozessimmanente Kultivierungsparameter, wie die N&hrstoffverfugbarkeit, Beleuchtungs-,
Begasungs-, sowie Temperaturregime variiert, um ihren Einfluss auf den Infektionsverlauf zu

untersuchen.

Variationen des Kulturmediums in Al Kulturen zeigten im Vergleich zur Kultivierung unter
Standardbedingungen nur geringe Unterschiede im Infektionsverlauf (Abbildung 41). Fir alle
verwendeten Medien, die sich vornehmlich in der Verfiigbarkeit der Stickstoffquelle und einiger
weiterer Makroelemente unterscheiden (Kapitel 2.1), wurde kein deutlicher Effekt auf die
Virulenz (Abbildung 43) und die Infektionsgeschwindigkeit Vso beobachtet (Tabelle 21).
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Abbildung 41: Infektionsverlauf von S. vacuolatus-Kulturen in verschiedenen Medien

Die infizierten Kulturen wurden in BBM, Setlik und BG11 Medium uber sieben Tage kultiviert und taglich
beprobt (n = 3 £ SD). Als Vergleich zu den infizierten Kulturen (Al) dient eine nicht infizierte Kultur in
BBM Medium (NI).

Des Weiteren wurden Temperatur-, Beleuchtungs- und Begasungsregime verdndert, um
deren Auswirkungen auf den Infektionsverlauf zu untersuchen (Abbildung 42). Im Vergleich
zur Standardbehandlung hat eine Erhdhung der Temperatur auf 30 °C zu einer leichten
Beschleunigung der Infektion gefiihrt. Die Einfuhrung einer Dunkelphase von 10 h hingegen
zeigt kaum Unterschiede zur 24 h Dauerbeleuchtung der Standardbehandlung. Eine deutliche
Verzdgerung der Infektion wurde jedoch durch die zusatzliche Einflihrung einer anoxischen
Phase wahrend der 10 h Dunkelphase bewirkt (Abbildung 43).
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Abbildung 42: Infektionsverlauf von S. vacuolatus in verschiedenen Kultivierungsbehandlungen

Die infizierten Kulturen wurden mit Standard-Kultivierungsparametern (siehe Tab.1l), mit erhdhter
Temperatur (30 °C), angepasster Belichtung (14:10 h) oder veranderter Begasung (10 h 100 % CO3) in
BBM Medium Uber sieben Tage kultiviert und taglich beprobt (n=3+SD). Als Vergleich zu den infizierten
Kulturen (Al) dient eine nicht infizierte Kultur in BBM Medium (NI).

Die Berechnung der Virulenz bemisst schadigende Effekte der Aphelidien-Infektion Gber die
gesamte Inkubationszeit, sodass mittels der Virulenz verzégernde Effekte nicht gut abgebildet
werden kdnnen. Da die Variation der Kultivierungsparameter die Infektion nur verzdgert,
innerhalb von sieben Tagen aber nicht verhindern konnte, wiesen die verschiedenen

Behandlungen nur marginale Unterschiede hinsichtlich der Virulenz auf (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Darstellung des Zuwachses der Optischen Dichte (OD7s0) und Chlorophyll a
Fluoreszenz (Eess) bei verschiedenen Kulturbehandlungen
Es wurden jeweils infizierte (Al in braun) und nicht infizierte Kulturen (NI in griin) in verschiedenen

Medien und Kulturbehandlungen betrachtet. Die prozentualen Angaben kennzeichnen die berechneten
Virulenzen (V7so und Vess) von AI15TR.
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Im Gegensatz dazu eignet sich die Bestimmung der Infektionsgeschwindigkeit Vs, besonders
gut zur Quantifizierung verzégernder Effekte (Tabelle 21). Die Erhéhung der
Umgebungstemperatur fihrte zu einer schnelleren Entwicklung der Parasiten und somit zu
einer schnelleren Zerstérung der Algenzellen im Vergleich zur Standardbehandlung. Die
Beschleunigung fuhrte zu einer Verschiebung von Vs auf 2,4 Tage was einer Beschleunigung
um 25 % entspricht. Die Einfihrung einer Dunkelphase allein hatte zunachst nur einen
geringen Einfluss auf die Infektion (Vso = 3,8 Tage). Wird die Dunkelphase allerdings zusétzlich
mit einer Begasung mit 100 % CO- kombiniert, zeigte sich eine deutliche Entschleunigung des
Infektionsablaufes und eine Verschiebung des Vso Wertes um ca. 2,9 Tage, sodass das
Uberleben der Algenkulturen um 82 % verlangert wurde.

Tabelle 21: Einfluss verschiedene Kultivierungsregimes auf die Infektionsgeschwindigkeit

Vso wird anhand eines DoseResp-Models des Rickgangs der Eess (n =3+ SD) bestimmt und
kennzeichnet den Zeitpunkt zu dem 50 % der Chlorophyll a Fluoreszenz eingebuf3t wurden.

Behandlung Medium Temperatur Belichtung Begasung Vso
Standard BBM 23,5°C 24 h 24h1%CO2 3,55d
Standard BG11 23,5°C 24 h 24h 1% CO:2 3,54d
Standard Setlik 23,5°C 24 h 24 h 1% CO: 3,61d
Temperatur BBM 30 °C 24 h 24 h 1% CO: 2,35d
Belichtung BBM 23,5°C 14 h 24h 1% CO2 3,84d
o 14h 1% CO2/

Begasung BBM 23,5°C 14 h 10h 100 % CO, 6,54 d
3.5.3 Einfluss von bakteriellen Co-Kulturen auf den Infektionsverlauf

Ergebnisse der phylogenetischen und funktionellen Analyse des Algenmikrobioms wahrend
einer Aphelidien-Infektion haben gezeigt, dass neben der Algenpopulation auch die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft und deren metabolischen Aktivitat
immensen Veranderungen unterliegt. Deshalb wurde untersucht, ob eine gezielte
Veranderung des bakteriellen Mikrobioms direkten Einfluss auf den Infektionsverlauf nehmen
kann. Gegenuber der Standardbehandlung (Tabelle 22) wurde eine Co-Kultivierung von S.
vacuolatus mit Pseudomonas protegens (PS), Sphingopyxis terrae (ST), Pseudoxanthomonas
sp. (SX) und Rhizobium wuzhouense (RW) untersucht. Wahrend die Co-Kultivierung mit den
drei aus S. vacuolatus-Kulturen isolierten Bakterienstammen keine Auswirkung auf den
Infektionsprozess bewirkte, konnte die Aphelidien-Infektion in Anwesenheit von Pseudomonas

protegens sehr deutlich reduziert werden (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Infektionsverlauf von S. vacuolatus in verschiedenen bakteriellen Co-Kulturen

Die infizierten Co-Kulturen von S. vacuolatus mit Pseudomonas protegens (PS), Sphingopyxis terrae
(ST), Pseudoxanthomonas sp. (SX) und Rhizobium wuzhouense (RW) wurden lber sieben Tage in
modifizierten BBM kultiviert und taglich beprobt (n=3+SD). Als Vergleich zu den infizierten Co-Kulturen
(Al dienten eine infizierte Kultur (Al) sowie eine nicht infizierte Kultur (NI) unter Standardbedingungen.

Durch die Co-Kultivierung mit P. protegens konnte Uber einen Zeitraum von 14 Tagen alle
Anzeichen einer Aphelidien-Infektion verhindert werden. In diesen Kulturen wurde sowohl eine
stetige Zunahme der ODy7so und Egss Werte verzeichnet, sowie eine um 95 (V7s0) bzw. 68 (Vess)
Prozentpunkte reduzierte Virulenz im Vergleich zur Standardbehandlung beobachtet
(Abbildung 45). Die Infektionsgeschwindigkeit Vso von 15,3 Tagen zeigt eine extreme
Verzdgerung der Infektionsgeschwindigkeit um knapp 12 Tage oder 365 % (Tabelle 22).
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Abbildung 45: Darstellung des Zuwachses der Optischen Dichte (OD7s0) und Chlorophyll a
Fluoreszenz (Eess) bei verschiedenen Co-Kulturen

Es wurden jeweils infizierte (Al in braun) und nicht infizierte (NI in grin) Kulturen in verschiedenen
Medien und Kulturbehandlungen betrachtet. Die prozentualen Angaben kennzeichnen die berechnete
Virulenz (V7so und Vess) von AI15TR.
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Tabelle 22: Einfluss zugegebenen Bakterienstamme auf die Infektionsgeschwindigkeit

Vso wird anhand eines DoseResp-Models des Ruckgangs der Esss (n=3+SD) bestimmt und
kennzeichnet den Zeitpunkt zu dem 50 % der Chlorophyll a Fluoreszenz eingebu3t wurden.

Behandlung Medium Temperatur Belichtung Begasung Vso
Standard BBM 23,5°C 24 h 24h 1% CO2 3,28d
Zugabe PS BBM 23,5°C 24 h 24h 1% COz2 15,27 d
Zugabe SX BBM 23,5°C 24 h 24h 1% CO:2 3,58d
Zugabe PX BBM 23,5°C 24 h 24h1%CO2 3,51d
Zugabe RW BBM 23,5°C 24 h 24h1%CO2 3,67d
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4 Diskussion

Die Auswirkung von Infektionen mit Amoeboaphelidium protococcarum auf das Wachstum
verschiedener Algenstamme (Kapitel 4.1) und die Zusammensetzung der assoziierten
bakteriellen Gemeinschaft (Kapitel 4.2), sowie funktionelle Anderungen auf Proteinebene, die
mit der Infektion in Verbindung stehen, sollen im folgenden Kapitel diskutiert werden (Kapitel
4.3). Auf Okologische Strategien, die sich zur Kontrolle von Aphelidien-Infektionen in
industriellen Mikroalgenkulturen aus den gewonnenen Erkenntnissen ableiten lassen, wird am

Ende des Kapitels ebenfalls ndher eingegangen (Kapitel 4.4).

4.1 Charakterisierung der Algeninfektion mit A. protococcarum AI15TR

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung von A. protococcarum AI15TR
diskutiert. Dabei wird zunéchst auf die Identifikation des Stammes als A. protococcarum
eingegangen (Hypothese | a). AnschlieRend wird das Wirtsspektrum von A. protococcarum
AI15TR diskutiert (Hypothese | b) und der Verlauf der Infektion bei verschiedenen
Mikroalgenspezies, sowie der Einfluss der Kultivierungsumgebung auf den Infektionsverlauf

erortert (Hypothese | c).

41.1 Identifikation von A. protococcarum AI15TR

Der bis dato unbekannte parasitische Wasserpilz AI15TR, der 2013 erstmalig in
Tannenbaumreaktoren des Biosolarzentrums an der HS Anhalt auftrat (Matthes 2020), konnte
in dieser Arbeit anhand spezifischer morphologischer und molekularer Merkmale der Spezies
Amoeboaphelidium protococcarum zugeordnet werden (Abbildung 16, Abbildung 17,
Abbildung Al).

Die Art A. protococcarum wurde in den spaten 60er Jahren das erste Mal wissenschaftlich
beschrieben (Gromov und Mamkaeva 1968) und sowohl die Feinstruktur des Parasiten
(Gromov und Mamkaeva 1970) als auch das Wirtsspektrum (Gromov und Mamkaeva 1969) in
den folgenden Jahren erstmalig untersucht. Anhand spezifischer morphologischer Merkmale
und des typischen Lebenszyklus wurde in dieser Arbeit der Stamm AI15TR mittels klassischer
Licht- und Fluoreszenzmikroskopie untersucht und der Gattung Amoeboaphelidium
zugeordnet (Abbildung 16).

Im Jahr 1997 wurden erstmals verschiedene genetische Karyotypen der beschriebenen
A. protococcarum Stamme (X1, X5, X31) veroéffentlicht (Pinevich et al. 1997). Einige Jahre
spater wurden weitere Isolate (X5, FD95, WZ01) anhand der 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S rRNA

Gen Sequenzen phylogenetisch untersucht (Letcher et al. 2015). Fir eine speziesgenaue
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Zuordnung von AI15TR wurde deshalb nach der in der Literatur bei Letcher berichteten
Methode die Sequenzen der 18S- und ITS1-rRNA Gene analysiert, mit der BLASTn
Datenbank abgeglichen und anschlieRend mit publizierten Sequenzen aus der Gruppe der
Aphelidiaceae eine phylogenetische Untersuchung durchgefiihrt. Die BLASTn Suche, sowie
die phylogenetische Einordnung im ML-Stammbaum zeigten die hochste Ubereinstimmung
(Identity 99-100 %) mit A. protococcarum FD95 und X5, sodass eine Zuordnung zur Spezies

A. protococcarum untermauert wird (Abbildung Al).

41.2 Pathogenitat von A. protococcarum AI15TR

Die Pathogenitat von A. protococcarum AIL5TR wurde anhand von elf Griinalgenspezies
untersucht. Dabei zeigte sich, wie typisch fir Aphelidien, ein stammspezifisches
Wirtsspektrum (Ding et al. 2017; Gromov und Mamkaeva 1969; Letcher et al. 2017).
Zusatzlich zu den Spezies aus der Familie Scenedesmaceae wies A. protococcarum AI15TR
auch fur die untersuchten Vertreter der Ordnung Chlorellales Pathogenitat auf (Abbildung 19).
In &lterer Literatur werden fur A. protococcarum Algenwirte aus der taxonomisch veralteten
Gruppe der Chlorococcales beschrieben, die auch Chlorellales, umfassten, vor allem
Scenedesmus und Protococcus-Arten werden als Wirte genannt (Letcher und Powell 2019).
Gromov and Mamkaeva haben vier Amoeboaphelidium protococcarum-Stamme (X-1/2/3/5)
an 142 Scenedesmus-Kulturen, 13 verschiedener Arten und verschiedener Isolationsorte
getestet (Gromov und Mamkaeva 1969). Dabei wurde beobachtet, dass verschiedene
Scenedesmus-Kulturen gegeniiber keinen, einigen oder allen Amoeboaphelidium-Stammen
empfindlich oder vollstéandig resistent sind. Die Empfindlichkeit gegeniiber den verschiedenen
Parasitenstammen war stabil und charakteristisch fur jeden individuellen Algenstamm, aber
nicht fir alle Stamme einer Algenart. In einer aktuellen Studie wurde unter anderem das
Wirtsspektrum des neu beschriebenen Stammes A. protococcarum WZ01 anhand von 42
Griunalgenstammen untersucht (Ding et al. 2017). Die Infektionsexperimente zeigten, dass in
diesem Fall zusétzlich zum Hauptwirt Graesiella sp. WBG-1 zwei Chlorococcum Stdmme sehr
schnell und zwei Scenedesmus-Stamme weniger schnell befallen werden.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Pathogenitdt von AI15TR stimmen mit dem in der
Literatur beschriebenen Wirtsspektrum von Amoeboaphelidium tberein, unterstreichen aber
nochmals, dass jeder bisher untersuchte Stamm von A. protococcarum ein sehr spezifisches

und charakteristisches Pathogenitatsmuster aufweist.
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4.1.3 Virulenz von A. protococcarum AI15TR

Eine Moglichkeit der quantitativen Untersuchung von infektiosen Ablaufen, die tber die
Pathogenitat, also das Potential eine Wirtsspezies zu infizieren hinaus geht, ist die Virulenz.
Sie beschreibt den Befallsgrad oder die Schwere der Schadigung, die ein Pathogen einem
Wirtsorganismus zuftigt. Im Fall von Aphelidien-Infektionen wird hier nicht die Schadigung an
einem Individuum betrachtet, da eine erfolgreiche Infektion einer Algenzelle durch A.
protococcarum nicht nur zur Schadigung, sondern zum Absterben dieser einzelnen Zelle fuhrt.
Stattdessen wird in dieser Arbeit eine Algenpopulation als Ganzes betrachtet und beurteilt, wie
stark diese durch den Parasiten Uber eine festgesetzte Zeit im Vergleich zu gesunden
Kontrollkulturen geschadigt wird. Dazu wurden die TS, sowie die ODs und die Eess als
Parameter des Algenzustandes herangezogen, da diese Parameter sich gut zur
Charakterisierung der Vitalitit von Algenkulturen eignen, um die Virulenz von

A. protococcarum indirekt zu bestimmen.

Zur ersten Ermittlung der Pathogenitat von A. protococcarum AI15TR wurde lediglich die
Virulenz bezogen auf die TS ermittelt (Abbildung 19). Die Virulenz war bei Vertretern der
Familie Scenedesmacae am starksten ausgepragt, wobei nur die Kulturen der beiden
kokkoiden Stamme S. vacuolatus und T. wisconsinensis innerhalb von wenigen Tagen vollig
zerstdrt wurden (100 % Virulenz). Die Infektion von S. obliquus- und D. quadricauda-Kulturen
fiel verzdgert aus und deshalb wurde innerhalb desselben Zeitraumes eine abgeschwachte
Virulenz festgestellt. Auch bei C. sorokiniana und P. kessleri-Kulturen war die Virulenz in
derselben Zeitspanne deutlich geringer. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass mit
wachsender phylogenetischer Distanz zur Wirtsalge S. vacuolatus die Virulenz von
A. protococcarum  AI15TR gegenuber der Infektion sinkt. Welches mit der
verwandtschaftlichen Distanz zusammenhangende ,Merkmal® letztendlich fur die
unterschiedlichen Reaktionen verantwortlich ist, stellt eine zu diskutierende Frage dar. Der
Mechanismus, mit welchem Aphelidien ihre Wirtszellen erkennen, sich an die Zellwand
anheften und diese mit einem Keimtubus durchbrechen, ist bisher biochemisch noch nicht
hinreichend untersucht. In alteren Veréffentlichungen wird berichtet, dass bei den Gattungen
Aphelidium und Pseudaphelidium ein Pseudopodium nach Anheften an die Algenzelle entlang
der Algenoberflache wéachst und die Infektion tber einen schon vorhandenen Bruch oder Spalt
in der Zellwand stattfindet (Gromov und Mamkaeva 1975; Schweikert und Schnepf 1997). Mit
den stdndig wachsenden Erkenntnissen zu biochemischer Interaktion von Pathogensystemen
durch Omics-Technologien erscheint ein rein physikalischer Mechanismus unwahrscheinlich.
Die zahlreichen Befunde, dass verschiedene Aphelidien-Stamme hochspezifische
Pathomuster aufweisen, sprechen ebenfalls gegen einen generellen Mechanismus. Bei der

verwandten Gruppe der Rozelliden wurden zwei wichtige Faktoren fiir die Infektion identifiziert,
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die bei anfalligen Arten der Wirtsgattung Allomyces auftreten: ein losliches Exsudat, das
Rozella-Zoosporen anlockt, sowie ein Rezeptor auf der Zellwandoberflache des
Wirtsorganismus, der bewirkt, dass Rozella-Zoosporen haften bleiben und unmittelbar danach
enzystieren und auskeimen. Die verwandte, aber nicht empfangliche Art Blastocladiella
emersonii zieht ebenfalls Rozella-Zoosporen an, Zoosporen kénnen sich aber nur in sehr
begrenztem Umfang an sie anlagern (Held 1974). Diese Ergebnisse legen nahe, dass viele
Algenspezies spezifische Sporen anlocken, aber passende Algenzellen noch vor der
Anheftung Uber Oberflachenproteine als Wirt identifiziert werden. Andere Algenarten oder -
Stamme, die aufgrund ihrer Oberflachenproteine nicht in das Uber evolutiondre Vorgange
erlernte, molekulare ,Beuteschema’‘ der Sporen passen, werden nicht infiziert.

Diese Hypothese wirde zu der Beobachtung passen, dass Aphelidien-Stdmme derselben Art,
die an verschiedenen Orten isoliert wurden, verschiedene Wirtsspektren aufweisen, je
nachdem mit welchen Algenarten/-stammen sie in ihrer natirlichen Umgebung Uber viele
Generationen hin Kontakt hatten (Gromov und Mamkaeva 1969; Letcher et al. 2017). Auch
eine generelle Beobachtung, dass die Infektion mit zunehmenden Generationszyklen im
Verlauf der letzten fiinf Jahre immer schneller bei denselben Wirtsspezies verlauft, lassen
darauf schlieRen, dass sich der Parasit zunehmend an den prasentierten Wirt anpasst. Dieser
Befund wird von der generellen Annahme unterstiitzt, dass sich Parasiten mit kurzen
Generationszeiten schneller entwickeln als ihre Wirte und so Resistenzstrategien der Wirte
schnell Uberwinden. Dieser Prozess kann zu einer lokalen Anpassung fihren, bei der eine
Parasitenpopulation eine héhere durchschnittliche Virulenz auf lokalen Wirtspopulationen
aufweist, als gegeniiber fremden Populationen (Kaltz und Shyhoff 1998; Lively und Dybdahl
2000). Ahnliche Adaptionsmechanismen wurden kiirzlich bei Chytridien festgestellt und liefern
gleichzeitig den experimentellen Beweis, dass die genetische Vielfalt in Wirtspopulationen eine
erhdhte Resistenz gegen eine Infektion verleiht, indem sie die Anpassung der Parasiten
behindert (Agha et al. 2018).
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4.2 Mikrobielle Gemeinschaft in infizierten Mikroalgenkulturen

Zur Erdrterung der mikrobiellen Gemeinschatft in infizierten Mikroalgenkulturen wird zunachst
auf die beobachteten Unterschiede der bakteriellen Gemeinschaften bei vier
Mikroalgenspezies eingegangen (Hypothese Il a). AnschlieRend wird der Einfluss von
Kultivierungsumgebung diskutiert (Hypothese Il b), sowie die Auswirkung der Aphelidien-

Infektion der bakteriellen Mikrobiome erértert (Hypothese Il ¢).

4.2.1 Wirtsalgenspezifische Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft

In frGheren Studien wurde die Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften, die mit
verschiedenen Algenwirten assoziiert sind, vor allem von Proteobakterien, sowie
Bacteroidetes und Actinobakterien dominiert (Fulbright et al., 2019; Geng, Sale, et al., 2016;
Krohn-Molt et al., 2013; Lakaniemi, Intihar, et al., 2012; Ramanan et al., 2015). Auf Phylum-
Ebene stimmten diese Ergebnisse mit den Beobachtungen dieser Arbeit tiberein (Tabelle Al).
Es besteht allerdings kein Konsens Uber die Spezifitat dieser Assoziation auf niedrigeren
taxonomischen Ebenen (Ramanan et al. 2015; Sapp et al. 2007). Die Ergebnisse der
bakteriellen Zusammensetzung deuten darauf hin, dass die bakteriellen Mikrobiome auch auf
Gattungsebene sehr deutlich an die jeweilige Algenspezies angepasst sind (Abbildung 26).
Obwohl die meisten Bakteriengattungen bei mehreren verschiedenen Algenarten vorkamen,
fanden wir fiir jede Algenart unterschiedliche und stabile Abundanz-Muster. Diese Ergebnisse
unterstitzen die ldee eines spezifischen Kernmikrobioms mit einer engen Beziehung zu
seinem Algenwirt, wie fur die Algenspezies Chlorella saccharophila, Desmodesmus
quadricauda und Micrasterias crux-melitensis (Krohn-Molt et al. 2017), sowie flr Botryococcus
braunii, Chlorella vulgaris und Nannochloris sp. beschrieben (Ramanan et al. 2015). Auch fur
Diatomeen-Bakterien-Gemeinschaften konnten langfristige stabile Assoziationen unter
kontrollierten ~ Laborbedingungen  beobachtet werden (Crenn et al. 2018).
Rekrutierungsexperimente konnten an verschiedenen Phytoplantonspezies zeigen, dass die
Wirtsspezies einen grofReren Einfluss auf die Zusammensetzung des Mikrobioms hat als
Umweltbedingungen und tiber Dutzende von Generationen erhalten blieb (Jackrel et al. 2021).
Auch in natirlichen Umgebungen wurden genus-spezifische Abundanzmuster mit distinkten
Mikroalgenspezies beobachtet (Krug et al. 2020). Es wird vermutet, dass spezifische
bakterielle Funktionen, wie beispielsweise die Férderung des Algenwachstums, fir die
Etablierung und Erhaltung einer stabilen Assoziation in der néhrstoffreichen Phykosphéare von
wesentlicher Bedeutung sind und Uber langere ZeitrAume zu einer moglichen Co-Evolution der

Partner fihren kdnnen (Ramanan et al. 2015).
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4.2.2 Auswirkung der Kultivierungsumgebung auf die bakterielle Gemeinschaft

Uber die Wirtsspezifitat hinaus wird diskutiert, ob assoziierte Mikrobiome in kiinstlichen
Algenkulturen aus dem beprobten Habitat stammen und méglicherweise tber Jahre hinweg in
Stammkultursammlungen konserviert werden oder ob Bakterien neu in axenische

Stammkulturen eindringen, wahrend unsterile Upscaling-Verfahren durchgefiihrt werden.

Unsere Ergebnisse zeigen von Beginn der Experimente an persistente wirtsspezifische
Mikrobiome, unabhangig der offenen oder sterilen Handhabung. Vorkulturen aus der KASC
Stammsammlung wurden bei der Versuchsvorbereitung und beim Up-Scaling steril in der
Laminar-Flowbox oder mit Kontakt zur offenen Umgebung gehandhabt, so dass die
Einwanderung neuer Bakterienstdmme in offenen Kulturumgebung mdoglich war. Die
Kultivierung unter offenen Bedingungen hatte keinen Einfluss auf das Algenwachstum und in
den meisten Fallen nur einen geringen Einfluss auf die Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaft (Abbildung 25, Abbildung 26). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Invasion von nicht algenspezifischen Bakterien in schon besiedelte und assoziierte
Mikrobiome wenig erfolgreich ist. Die Aufrechterhaltung des bakteriellen Kernmikrobioms
deutet auf ein hohes Mal3 an Anpassung gegeniber dem spezifischen Holobionten hin. Die
Ergebnisse mehrerer Langzeitstudien im Freiland deuten ebenfalls auf die Persistenz eines
Kernmikrobioms hin, beobachten aber im Gegensatz zu unseren relativ kurzen
Experimentalzeiten zusatzlich saisonale Veranderungen (Biondi et al. 2017) oder
Veranderungen von Teilen der Gemeinschaft tber die Wachstumsphasen der Algen hinweg
(Fulbright et al. 2018; Geng et al. 2016a). Beim Vergleich von Isolaten aus natirlichen
Lebensrdumen und Langzeitkulturen aus Stammsammlungen konnte fir die Kieselalgen
Asterionellopsis glacialis und Nitzschia longissima gezeigt werden, dass die Kultivierung unter
Laborbedingungen eine spezifische, aber vereinfachte mikrobielle Gemeinschaft selektiert
(Behringer et al. 2018). Obwohl geringe Unterschiede zwischen den Isolaten aus
verschiedenen Habitaten gefunden wurden, war die Zusammensetzung auf Gattungsebene
Uber die Dauer von einem Jahr hoch konserviert. All diese Ergebnisse unterstitzen die
Hypothese, dass bakterielle Gattungen mit einer Wirtsalge auf Speziesebene und Uber
zeitliche Skalen hinweg konsistent assoziiert sind. Eine weitere Studie konzentrierte sich auf
die Frage, wie Assemblierungsprozesse von bakteriellen Gemeinschaften der Mikroalgen-
Phyosphare von Phaeodactylum tricornutum und Microchloropsis salina in Open Ponds und
Laboranreicherungen organisiert sind (Kimbrel et al. 2019). Die Ergebnisse verdeutlichen,
dass algenassoziierte Bakteriengemeinschaften nicht nur durch deterministische Prozesse
wie Interaktionen mit dem Algen-Holobionten und Kultivierungsbedingungen geformt werden,
wie in unserer Studie berichtet, sondern auch durch stochastische Prozesse wie die

anfangliche Zusammensetzung des Algenmikrobioms beeinflusst werden.
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4.2.3 Auswirkung der Aphelidien-Infektion auf die bakterielle Gemeinschaft

Die Auswirkungen sporenbildender Parasiten in industriellen Algenkultivierungssystemen sind
bisher nur unzureichend untersucht worden, obwohl &hnliche Wechselwirkungen aus der
naturlichen Umwelt hinlanglich bekannt sind (Frenken et al. 2017; Gerphagnon et al. 2013Db;
Grossart et al. 2016). Nicht nur das Algenwachstum wurde durch die Infektion gestort, sondern
auch die bakterielle Gemeinschaft war von diesem Prozess deutlich betroffen. Die bakterielle
Diversitait nahm im Verlauf der Aphelidien-Infektion zu (Abbildung 23) und die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft hatte sich sowohl hinsichtlich der Struktur
(Abbildung 24, Abbildung 25) und der abgeleiteten Funktionen deutlich verandert. Bakterielle
Funktionen, die mit dem Abbau von Biomasse zusammenhéangen, wurden in infizierten

Algenkulturen haufiger gefunden als in nicht infizierten Kulturen (Abbildung 28).

Es gibt einige Berichte dariiber, dass die Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften
durch Antibiotikabehandlung und andere bioaktive Substanzen beeinflusst werden (Geng et
al. 2016b), aber insgesamt sind nur sehr wenige Informationen verfligbar, die sich speziell auf
die Auswirkungen von Algenparasiten auf assoziierte mikrobielle Gemeinschaften in
industriellen Kultursystemen konzentrieren. Eine Studie von Carney und Kollegen (2014)
beobachtete die Dynamik des Mikrobioms in einer Mikroalgen-Massenkultur, die in einem
kommunalen Abwasser-Photobioreaktor kultiviert wurde. Diese Studie berichtete Uber einen
Rickgang der Algenbiomasse durch Chytridien-Parasitose, die wiederrum mit einer
Verschiebung der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft von y-Proteobakterien zu
Bacteriodetes einherging (Carney et al. 2014). Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese (Il b),
dass sich parasitare Infektionen nicht nur auf die jeweilige Wirtsalge auswirken, sondern auch
die zugehdrige mikrobielle Gemeinschaft stark beeinflussen. Bislang sind biochemische
Interaktionen zwischen Algen, Parasiten und dem vernetzten Mikrobiom fiir die anfangliche
Invasion der Aphelidien spéarlich beschrieben, daher ist weitere Forschung erforderlich, um zu
verstehen, wie Algen geschiitzt und/oder die Infektion der Aphelidien durch die Interaktionen

zwischen Algen und Bakterien gestort oder geschwacht werden konnen (McBride et al. 2016).

Diese Arbeit zeigte dariiber hinaus, dass sich auch die funktionellen Merkmale der assoziierten
Mikrobiome von algenkooperativen hin zu zersetzenden Funktionen verschiebt (Abbildung
28). Dies konnte auf die Zunahme von abgestorbenen und so bioverfligbar gewordener
Algenbiomasse, die von den Aphelidien freigesetzt wurde, zuriickzufihren sein. Unsere
Ergebnisse zum funktionellen Potential wurden anhand der FAPROTAX Datenbank bestimmit.
FAPROTAX wandelt taxonomische mikrobielle Gemeinschaftsprofile in potentielle
Funktionsprofile auf der Grundlage der in einer Probe identifizierten Taxa um (Louca et al.

2016) und hat sich fur ein schnelles funktionales Screening bewéhrt (Sansupa et al. 2021).
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Dennoch sind die Ergebnisse stark vom Umfang und Aktualitdt der taxonomischen und
funktionalen Referenzdatenbanken abhangig und kénnen im Vergleich mit proteomischen
oder transkriptomischen Analysen immer nur ein funktionelles Potential der gefundenen
Spezies und keine tatsachliche funktionelle Aktivitat darstellen. Deshalb wurden im nachsten
Kapitel die Interaktionsmuster wahrend der Aphelidien-Infektion auf Proteinebene untersucht

und im Detail diskutiert.
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4.3 Metaproteom-Analyse von infizierten Mikroalgenkulturen

Um ein tieferes Verstandnis der komplexen Interaktionsmuster wahrend einer Aphelidien-
Infektion in Mikroalgenkulturen zu erlangen, wird zunéchst auf die Ver&nderungen der
Proteinmustern von Algen und Pilzen eingegangen (Hypothese Il a). Anschliel3end werden
Veranderungen im bakteriellen Metaproteom diskutiert und mogliche biologische

Zusammenhange der Verschiebung der Interaktionsmuster beleuchtet (Hypothese Il b).

43.1 Interaktion von S. vacuolatus und A. protococcarum auf Proteinebene

Wie in den vorhergehenden Experimenten gezeigt und auch aus der Literatur berichtet (Ding
et al. 2021; Hoger et al. 2021; Letcher et al. 2013), wurde ein sehr schnelles Absterben der
Scenedesmus-Zellen aufgrund der Aphelidien-Infektion beobachtet (Abbildung 31). Dartber
hinaus wurden in den infizierten Algenkulturen erhebliche Veranderungen der taxonomischen
Verteilung der PGs festgestellt (Abbildung 32). Algenproteine nahmen wahrend Infektion der
Algenpopulation kontinuierlich ab, wohingegen die pilzliche Proteine vier Tage nach der
Infektion ihren H6hepunkt erreichten und dann bis zum siebten Tag abflachten. Dieser zeitliche
Ablauf der Expression der Pilzproteine stimmt mit dem verdéffentlichten Reproduktionszyklus
von A. protococcarum nach Letcher et al. (2013) Uberein. Ein Aphelidien-Zyklus, der das
Eindringen in die Wirtszellen, die Phagozytose des Wirtszytoplasmas und die Reifung der
Sporen umfasst, kann innerhalb von ca. zwei Tagen ablaufen (Ding et al. 2021; Letcher et al.
2013). Da die Algenkulturen in den hier aufgefiihrten Experimenten mit einem hohen Anteil an
Aphelidien-Inokulum (6,6 Vol.-%) infiziert wurden, wird angenommen, dass nur wenige Zyklen
nacheinander erforderlich sind, um die gesamte Algenpopulation zu infizieren und abzutéten.
In nicht infizierten, gesunden Algenkulturen zeigten sich im Gegensatz dazu eine hohe
Stabilitdét der eukaryotischen und bakteriellen Proteinmuster, sowohl hinsichtlich der
taxonomischen Verteilung sowie in der Proteinhdufigkeit (Abbildung 32, Abbildung 33).
Kleinere Verschiebungen in den eukaryotischen Proteinmustern wurden zum Ende der
Inkubationszeit beobachtet. Diese Veranderungen lassen sich durch einen anfanglichen
Alterungsprozess der Algenzellen erklaren, der durch entstehende Nahrstofflimitierungen im
Medium entsteht. Algenpopulationen in Batch-Kulturen, denen also tber die Zeit keine neuen
Néahrstoffressourcen zugefiuihrt werden, unterliegen durch aufkommenden Nahrstoff-
limitationen metabolischen Veranderungen, die zu Anpassungen des Stoffwechsels der Algen
fuhren (Humby et al. 2013; Longworth et al. 2016; Shang et al. 2017).

Daruber hinaus konnten nur wenige Uberexprimierte Proteine in infizierten Kulturen gefunden
werden, die typischerweise mit der pflanzlichen Abwehr von Pilzpathogenen assoziiert werden
(Tabelle A5). Ein Beispiel daftrr stellen LRR-RLKSs dar, die eine wichtige Rolle im pflanzlichen

Abwehrmechanismus darstellen, indem sie die Anwesenheit von Pathogenen detektieren und



116 Diskussion

Signale weiterleiten, die eine weitere Abwehrreaktion vermitteln (Singh und Singh 2018). Das
LRR6-Rezeptorprotein, dessen erhéhte Abundanz in infizierten Kulturen beobachtet wurde,
konnte folglich moglicherweise an der Erkennung des Aphelid-Pathogens beteiligt sein.
Daruber hinaus wurde eine erhéhte Haufigkeit der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
detektiert, die den Stoffwechsel von Pflanzen wahrend einer Pilz- oder Bakterieninfektion
beeinflussen kann (Mahmood et al. 2006; Mehta et al. 2008). Zudem wurden ABC-
Transporterproteine gefunden, die nach einer Infektion hochreguliert sind. ABC-Transporter
stellen einen wichtigen und vielféltigen Faktor fir pathogene Infektionen von Pflanzen dar,
indem sie zum einen den Parasiten vor pflanzlichen antimykotischen Molekilen schitzen,
sowie fur die Sekretion von Pilzsekundarmetaboliten verantwortlich sind, die die
Pflanzenabwehr abschwéchen (Abou Ammar et al. 2013). Eine kirzlich erschienene Studie
zum Pathosystem Graesiella emersoniicAmoeboaphelidium protococcarum identifizierte Gber
eine Transkriptionsanalyse Elemente der Abwehrreaktion von G. emersonii sowie Bestandteile
der Infektionstétigkeit von A. protococcarum (Ding et al. 2021). Beim Mikroalgen-Wirt wurden
mit der Expression von Abwehrgenen, die an Mustererkennungsrezeptoren, Hitzeschock-
proteinen und Enzymen zum Abfangen von reaktivem Sauerstoff beteiligt sind, &hnliche
Abwehrreaktionen wie bei héheren Pflanzen gefunden. Fur die Infektion von A. protococcarum
scheinen besonders Gene, die mit Pathogen-Wirt-Interaktionen zusammenhangen, sowie
Stoffwechselwege, die mit der Modulation des Vakuolentransportes verbunden sind, eine
wichtige Rolle einzunehmen. Im Vergleich mit den von Ding et al. (2021) veroffentlichen
Datensets, konnten nur oberflachliche Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen dieser
Untersuchung gefunden werden. Diese Abweichungen lassen sich einerseits dadurch
erklaren, dass im Vergleich zur Studie von Ding et al. (2021) spatere Zeitpunkte der Infektion
untersucht wurden. So konnten hier die ersten Interaktionen (null bis drei Tage nach Kontakt)
zu denen vor allem das Erkennen des Pathogens und erste Abwehrreaktionen durch die Alge,
sowie das Uberwinden dieser Reaktionen durch den Pilz gehoren, nicht erfasst werden. Des
Weiteren wurden grundlegend verschiedene Methoden zur Untersuchung der
Infektionsablaufe angewandt, sodass sich Daten auf Proteom- und Transkriptionsebene nur
schlecht direkt vergleichen lassen. Bisher sind abgesehen von der kirzlich erschienenen
Studie von Ding et al. (2021) keine Informationen zum Ablauf der Infektion von Griinalgen
durch Amoeboaphelidium protococcarum auf molekularbiologischer Ebene veroéffentlich
worden. Die in dieser Arbeit beschriebenen Daten weisen folglich, insbesondere durch die
zusatzliche Integration des assoziierten bakterielle Konsortiums in das Pathosystem

S. vauolatus — A. protococcarum einen hohen Neuheitsgrad auf.
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4.3.2 Reaktion der bakteriellen Mikroalgengemeinschaft auf die Aphelidien-Infektion von

S. vacuolatus

Algenwachstum ohne Aphelidien wurde nur von einer geringen Veranderung der bakteriellen
Proteinmuster begleitet (Abbildung 33). Der Effekt der eintretenden Seneszenz der
Algenpopulation hat demzufolge keine tiefgreifenden Auswirkungen auf die Interaktionen mit

der assoziierten bakteriellen Gemeinschaft.

Im Gegensatz dazu wurde ein starker Anstieg der Anzahl bakterieller Proteine im Verlauf der
Aphelidien-Infektion im Vergleich zu nicht infizierten Kulturen beobachtet (Abbildung 33), was
auf eine Anpassung des bakteriellen Mikrobioms an die veranderten auf3eren Bedingungen in
der absterbenden Algenkultur hinweist. Auch die Proteinabundanzen der bakteriellen
Gemeinschaft veranderten sich stark durch die Infektion (Abbildung 33). Proteine, die ohne
Infektion hoch abundant waren, nahmen wéahrend einer Infektion schnell ab, und eine andere
Gruppe von Proteinen, die unter gesunden Bedingungen nur sehr selten vorkam, nahm stark
zu, sobald die Algen von Aphelidien infiziert wurden und abstarben. Bei der Untersuchung der
Zusammensetzung des assoziierten Mikrobioms wurden ebenfalls Verédnderung in
Abhangigkeit der Aphelidien-Infektion festgestellt (Hoger et al. 2021), so dass vermutet wird,
dass die Veranderung der Funktionsprofile sich sowohl auf die Verschiebung der
Zusammensetzung, sowie des Stoffwechsels im assoziierten bakteriellen Mikrobiom
zurtckfihren lasst. Insgesamt wurden 423 bakterielle Proteine detektiert, die im Vergleich von
gesunden und infizierten Kulturen signifikant unterschiedlich exprimiert wurden (Abbildung
35). Die Proteine mit den am starksten veranderten Expressionsmustern waren hauptséachlich
verschiedenen Stoffwechselfunktionen zuzurechnen, was darauf hindeutet, dass die
assoziierten Bakterien ihren Stoffwechsel anpassen, um neue Nahrstoffe aus der
absterbenden Algenbiomasse verarbeiten zu kénnen (Abbildung 36). So wurde beispielsweise
die Protease Pfpl in infizierten Kulturen hochreguliert, die den Abbau kleiner Peptide
erleichtert. Es wurde auf3erdem eine erh6hte Abundanz von Proteinen des verzweigt-kettigen
ABC-Transportsystems gefunden, das fiur die Aufnahme einer Vielzahl kleiner Molekiile,
einschlieBlich Aminosauren, Metallionen und Zucker verwendet wird (Schneider und Hunke
1998). AuRerdem wurden mehrere Enzyme gefunden, die die Biosynthese von Aminosauren
wie Cystein, Leucin, Arginin und Pyrimidinen katalysieren. Die Umwandlung von Acetat in
Acetyl-CoA wurde hochreguliert, um Energie und biosynthetische Komponenten tber den
Tricarbonséurezyklus bzw. den Glyoxylat-Shunt zu erzeugen. Andererseits wurden viele
Proteine, deren Funktionen mit Translation, Transkription und posttranslationalen
Modifikationen zusammenh&ngen, mit niedrigeren Haufigkeiten gefunden, was darauf
hindeutet, dass Anpassungen bei zellularen Prozessen und der Signalgebung in infizierten

Kulturen weniger wichtig waren.
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Es wurde auRerdem eine hdhere Abundanz mehrerer Proteine festgestellt, die mit bakteriellen
pathogenen Interaktionen in Pflanzenwirten in Verbindung gebracht werden (Tabelle 4A). Ein
Beispiel daflr ist das auRere Membranprotein A (OmpA). Die Beteiligung von OmpA an der
Pathogenese verschiedener Pflanzen wurde fur die Bakterienarten Ralstonia solanacearum
und Xanthomonas axonopodis berichtet (Asolkar und Ramesh 2020; Athinuwat und Brooks
2019). Es konnte gezeigt werden, dass die OmpA-vermittelte Invasion fir die Proteinsekretion
wahrend der Infektion entscheidend ist. AuRerdem wurde festgestellt, dass Proteine aus der
Familie der Histidinkinasen in infizierten Kulturen hochreguliert sind. Sensor-Histidin-Kinasen
wurden als wesentlicher Faktor fir die hypersensible Reaktion und das Pathogenitéatstyp-Ill-
Sekretionssystem von Burkholderia glumae auf Reispflanzen beschrieben (Karki et al. 2012).
Des Weiteren wurden vermehrt bakterielle Transpeptidase-Transglykosylasen in infizierten
Kulturen gefunden, die als neuartiger Virulenzfaktor von Pseudomonas savastanoi in

Olivenasten identifiziert wurde (Matas et al. 2012).

Diese Ergebnisse stitzen die Theorie, dass die Beziehung zwischen Mikroalgen und dem
assoziierten Mikrobiom zum einen stark vom Algenwirt aber auch von externen
Umweltbedingungen beeinflusst wird (Cirri und Pohnert 2019). Gesundes Algenwachstum ist
durch stabile Algen-Bakterien-Interaktionsmuster gekennzeichnet, kann aber durch
Umweltstorungen wie Nahrstofflimitationen oder Pathogeninfektionen stark beeintrachtigt
werden. Ahnliche Veranderungen wurden auch fiur andere Pflanzen-Bakterien-
Gemeinschaften oder das Humanmikrobiom beschrieben (Casadevall und Pirofski 2000;
Cheng et al. 2019; Vogel et al. 2016). Verschiedene Ausloser wie Umweltveranderungen,
toxische Chemikalien, Chemotherapeutika, Nahrstoffschwankungen sowie Resistenzen oder
Immunschwéachen des Wirtes kdnnen symbiotische Mikroben dazu bringen pathogen fiir lhren
Wirt zu werden (Hurst 2016). Ahnlich wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass sich
algenassoziierte Bakterien, die unter gesunden Wachstumsbedingungen kommensalistische
oder mutualistische Interaktionen zum Mikroalgenwirt pflegen, opportunistisch reagieren,
sobald die Algen von Aphelidien angegriffen werden. Sie tragen dann dazu bei, verletzte oder
abgestorbene Algenzellen und verbleibende Zellbestandteile zu zersetzen. Der Wechsel zu
einer pathogenen Lebensweise konnte auf der Zerstérung der strukturellen Integritat der
Algenzellen durch das Eindringen von Aphelidien beruhen. Algenexsudate, die attraktive
Néahrstoffe oder stressinduzierte Effektoren enthalten, werden freigesetzt und triggern
pathogene bakterielle Eigenschaften. Andererseits kann verletzte oder abgestorbene
Algenbiomasse auch direkt zersetzt werden, was saprotrophe Funktionen einiger Bakterien

beglnstigt.
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4.4 Praventive Strategien zur Kontrolle von Aphelidien-Infektionen

AbschlieRend wurde untersucht welche praventiven Strategien sich dazu eignen die
Auswirkung einer Infektion mit A. protococcarum AI15TR in Mikroalgen-Kulturen zu
minimieren. Zun&chst wird auf die Auswirkung der Steigerung der Algendiversitat auf die
Stabilitat der Kultur wahrend der Infektion eingegangen (Hypothese IV a). Des Weiteren wird
der Einfluss von Anpassungen des abiotischen Kultivierungsregimes (Hypothese IV b) sowie
eine biotische Kontrolle mittels Co-Kultivierung mit protektiven Bakterien diskutiert (Hypothese
IV ¢) und mdgliche Griinde fiir die Verzégerung des Infektionsverlaufes durch die einzelnen

Parameter erortert.

44.1 Diversitatssteigerung in Polykulturen

Trotz erheblicher Schwierigkeiten Invasionen durch schadliche Mikroorganismen zu
vermeiden, stellt die Kultivierung von Monokulturen nach wie vor den Normalfall in der
Mikroalgenzucht dar (Aradjo et al. 2021; Borowitzka 2018; Olaizola und Grewe 2019).
Experimentelle Studien haben in den letzten Jahren jedoch eindrucksvoll das Potenzial von
Multispezies-Algenkulturen aufgezeigt sowohl die Biomasseproduktion, Lipidproduktivitat und
das Nahrstoffrecycling zu verbessern, als auch die Nachhaltigkeit der Kultivierungssysteme
optimieren zu kénnen (Beyter et al. 2016; Carruthers et al. 2019; Lage et al. 2021; Newby et
al. 2016; Olofsson et al. 2019; Shurin et al. 2014; Stockenreiter et al. 2012). Die Ergebnisse
der in dieser Arbeit durchgefuihrten Diversitatsversuche bestétigen, dass mit nicht infizierten
Polykulturen &hnlich gute Wachstumsparameter wie in Monokulturen erzielt werden konnten
(Abbildung 39). In gesunden Polykulturen pendelte sich unter gleichbleibenden
Kultivierungsparametern auflerdem nach wenigen Tagen eine stabile Verteilung der
beteiligten Algenarten ein (Abbildung 40). Im Vergleich zur S. vacuolatus-Monokultur konnte
nur ein kleiner Uberschuss in einigen nicht infizierten Polykulturen beobachtet werden. Der
Grund dafir kdnnte darin liegen, dass die Standard-Kultivierungsparameter auf die Analyse
von Apheldien-Infektionen in Kulturen des Hauptwirtes S. vacuolatus ausgerichtet ist. Bei
einem Kultivierungssystem, das auf maximalen Biomassezuwachs optimiert ist, wirden sich
eventuell andere Arten-Verteilungen und auch starkere Produktivitatssteigerungen durch die
Artenzusammensetzungen ergeben.

Des Weiteren war die Virulenz der Aphelidien in infizierten Polykulturen im Vergleich zu
Monokultur deutlich vermindert (Abbildung 39) und die relativen Verhéltnisse der Zellzahlen
wurden durch die Infektion anfélliger Algenarten erheblich umstrukturiert (Abbildung 40). Es
konnte allerdings kein direkter Diversitatseffekt in dem Sinne beobachtet werden, dass mit
steigenden Artzahlen die Algenkulturen generell weniger stark von der Infektion betroffen

waren. Es scheint eine starke Konservierung der Virulenz fir die einzelnen Algenstimme
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vorzuliegen: Die gemessene Virulenz einer Polykultur entsprach in etwa dem Durchschnitt der
Virulenz der einzelnen an der Polykultur beteiligten Arten. Die Verringerung der Virulenz hing
also von der Kombination der Algenspezies und weniger vom reinen Artenreichtum ab. Bei
einer Infektion kam es durch das Vorhandensein weiterer Arten nicht zu einer Verzégerung
oder Abschwachung der Infektion von Scenedesmus-Zellen, sondern zu einer Kompensation
des Wachstums der anderen beteiligten Arten, die das wegfallende Wachstum von
S. vacuolatus zeitweise ausgeglichen haben.

Andere Untersuchungen zeigen, dass eine Erhdohung des Artenreichtums in Algenkulturen die
verfugbaren 6kologischen Nischen besser ausflillt, was nicht nur zu einer hohen Produktivitat,
sondern auch zu einer geringeren Invasivitdt durch unerwinschte Stamme und einer
geringeren Anfalligkeit fur Algenpathogene fuhrt (Nalley et al. 2014; Smith und Crews 2014).
Unter anderem wurde von Cho et al. (2017) in einem Hochdurchsatz-Algenpond (HRAP) zur
Behandlung kommunaler Abwésser gezeigt, dass sich die Algengemeinschaft an ungiinstige
Umweltbedingungen durch eine Erhohung der Diversitat anpasst. Verschiedene
Mikroalgenstdmme dominierten unter verschiedenen Bedingungen und eine Kombination der
Stdmme tragt dazu bei die Algengemeinschaft vor Umwelt- und R&auberdruck zu schiitzen
(Cho et al. 2017). Godwin und Kollegen (2017) konnten demonstrieren, dass in Polykulturen
die Stabilitat der Biomasseproduktion, der Ol-Ertrag und besonders die Resistenz gegen
Invasionen im Vergleich zu Monokulturen erhéht waren (Godwin et al. 2017). Dieses Ergebnis
wird von weiteren Untersuchungen gestiitzt, die davon berichten, dass der negative Effekt von
rauberischem Zooplankton in Polykulturen mit steigender Artenzahl deutlich weniger stark und
langanhaltend ausfallt als bei Monokulturen (Corcoran und Boeing 2012). AuR3erdem wird
empfohlen die Komplementaritat der eingesetzten Polykulturen zu maximieren, da dies die
hdchste Biomasseproduktion und Resilienz zur Folge hat. (Roelke 2017). Funktionelle
Diversitat der Algenspezies kann die Stabilitat bei Umweltveranderungen erhéhen (Mattsson
et al. 2021), eine Komplementaritat der Ressourcennutzung die Wahrscheinlichkeit des
Wettbewerbs zwischen den Algenarten/-stammen herabsetzen und unterschiedliche
ZellgroRen/-Formen sowie Zellphysiologie verringern die Anfalligkeit fiur spezifische

Pathogene (Hamilton und Rossmeissl 2014).
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4.4.2 Anpassung der abiotischen Kultivierungsparameter

Im Gegensatz zur Zusammensetzung des Kulturmediums hatten Temperatur-, Beleuchtungs-
sowie Begasungsregime einen groReren Einfluss auf den Infektionsverlauf (Tabelle 21).

Die Erh6hung der Umgebungstemperatur flhrte, wie erwartet zu einer schnelleren Infektion
durch den Parasiten und somit zu einer schnelleren Zerstérung der Algenzellen (Abbildung
42). Eine moderate Erhéhung der Kultivierungstemperatur von 23,5 auf 30 °C begtnstigt die
Wachstumsrate von Scenedesmus-Spezies nur marginal (Li et al. 2011). Fur Aphelidien sind
bisher keine Untersuchungen der Infektionsrate in Abhangigkeit der Temperatur bekannt,
allerdings gibt es fir eine Reihe von Chytridien Hinweise darauf, dass die Temperatur einen
wichtigen Faktor darstellt (van Donk 1989). Barr und Hickman (1967) berichteten, dass unter
10 °C keine Infektion von Spirogyra durch das Chytridium Rhizophydium sphaerocarpum
auftritt und die optimale Temperatur fur die Infektion im Labor bei 30 °C erreicht wird (Barr und
Hickman 1967). Im Lake Manitoba tritt Chytridium deltanum erst ab einer Wassertemperatur
von Uber 25°C auf (Masters 1971). Andererseits gibt es auch viele sporenbildenden
Algenparasiten, die hauptsachlich wahrend niedrigeren Temperaturen im Winter oder Friihling
auftreten, in Abh&ngigkeit der natirlichen Verbreitung und Auftreten der Wirtsalge (Blinn und
Button 1973; van Donk und Ringelberg 1983). Wenn also sowohl S. vacuolatus als auch
A. protococcarum von einer moderaten Erhéhung der Umgebungstemperatur im Wachstum
beginstigt werden, wird die Temperaturerhéhung letztendlich fir den Parasiten zum Vorteil.
Da Aphelidien generell eine hohere exponentielle Wachstumsrate aufweisen, profitieren sie
von einer leichten Erh6hung der Wachstumsrate deutlich starker als Algen.

Die Einfihrung einer Dunkelphase hatte nur einen geringen Einfluss auf die
Infektionskennzahlen im Vergleich zur Standard-Dauerbeleuchtung. Wurde die Dunkelphase
zusatzlich mit einer CO,.Begasung kombiniert, konnte hingegen eine deutliche Verzégerung
des Infektionsablaufes beobachtet werden (Tabelle 21). Die Dunkelphase fiihrte dazu, dass
fur 10 h die Abgabe von Sauerstoff durch die Algen aussetzt und der restliche Sauerstoff durch
die einsetzende Zellatmung verbraucht wird. Da durch die mit 1 % CO, gemischte Druckluft
allerdings weiter Sauerstoff ins Medium eingetragen wird, konnte so allein keine anoxische
Umgebung erzeugt werden. Dieser Zustand kann nur erreicht werden, wenn man die 10 h
Dunkelphase mit einer Begasung mit 100 % CO, kombiniert, sodass kein zuséatzlicher
Sauerstoff mehr in die Kultur eingetragen wird. Die n&chtliche anoxische Phase fiihrte zu einer
Erstickung der eukaryotischen Aphelidien, die den Sauerstoff fir die Zellatmung benétigen,
und verlangsamte somit entscheidend den Fortgang der Infektion. Dabei wird auch die
Zellatmung und somit das Wachstum der Algen in der Dunkelphase eingeschrankt, im
Gegensatz zu den Aphelidien kénnen die Algen diesen Nachteil in der 14 h Hellphase

ausgleichen. Eine ahnliche CO.-Asphyxiation konnte bisher erfolgreich zur biologischen
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Kontrolle von Zooplankton wie Wasserflohen (Cladocera), Radertierchen (Rotifera), und
RuderfuRkrebsen (Copepoda) eingesetzt werden (Montemezzani et al. 2017). Auch durch
Entgasung des Mediums mit Stickstoff konnten anoxischen Bedingungen wahrend der der
Dunkelphase erreicht und zur Kontrolle von Wimpertierchen eingesetzt werden (Troschl et al.
2017).

4.4.3 Co-Kultivierung mit bakteriellen Protektorstammen

Fur die Co-Kulturen mit den aus S. vacuolatus-Kulturen isolierten Bakterienstammen
Sphingopyxis terrae, Pseudoxanthomonas sp. und Rhizobium wuzhouense konnte keine
Auswirkung auf den Infektionsprozess beobachtet werden. Durch die Zugabe von
Pseudomonas protegens jedoch wurde die Aphelidien-Infektion sehr deutlich verzdgert
(Tabelle 22).

Obwohl die isolierten Bakterienstdmme anhand ihrer starken Assoziation zu Pflanzen oder
Algen ausgewahlt wurden, hat keine dieser co-kultivierten Arten einen Einfluss auf die
Aphelidien-Infektion genommen. In der Literatur wird postuliert, dass durch die
Aufrechterhaltung einer ,gesunden‘ Mikrobenflora Nischen, die von schadlichen Arten
ausgenutzt werden kdnnten, anderweitig besetzt wiirden (Fisher et al. 2019). Das assoziierte
und mutualistische Mikrobiom scheint die Wirtsalge zwar vor der Migration neuer, potentiell
weniger kooperativer Bakterienstdmme zu schitzen (Kapitel 4.2.2), gegen einen
spezialisierten, sehr virulenten Parasiten konnen die ausgewahlten Vertreter des nattrlichen
Mikrobioms jedoch nichts ausrichten.

Durch die Co-Kultivierung von S. vacuolatus mit P. protegens konnten Uber einen Zeitraum
von 14 Tagen alle Anzeichen einer Infektion verhindert werden (Abbildung 44), sowie eine um
93 (Vss0) bzw. 68 (Vess) Prozentpunkte verminderte Virulenz im Vergleich zur
Standardbehandlung beobachtet werden. Die Minderung im Wachstum ist dabei auf die
Interaktion mit den Begleitbakterien zuriickzufihren, und nicht auf eine Schadigung der Kultur
durch Aphelidien, da innerhalb von 14 Tagen auch mikroskopisch keine Anzeichen einer
Aphelidien-Infektion gefunden werden konnten. Die Kultivierung als Batch-Versuch fuhrte in
Scenedesmus-Kulturen schon nach dem vierten Tag zu einer Stickstofflimitierung, sodass
auch in nicht infizierten Kulturen nach spéatestens ca. 14 Tagen eine Stagnation des
Algenwachstums auftrat. Nach Ablauf der 14 Tage konnten sich in infizierten Kulturen
Aphelidien gegen die im Wachstum limitierten Algen und Bakterien durchsetzen, sodass
letztendlich eine stark verzdgerte Infektion auftrat. Daraus konnte eine deutliche Verzdgerung
der Infektion um 365 % abgeleitet werden (Tabelle 22). Die Wirkung von P. protegens gegen
pilzliche Pathogene wird im Wesentlichen auf den antimikrobiellen Wirkstoff DAPG

zurtckgefihrt. Bisher werden fluoreszierende Pseudomonaden vor allem in der Landwirtschaft
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zur biologischen Kontrolle von Pflanzenpathogenen eingesetzt (Buddrus-Schiemann 2008)
und die Wirkung gegen Algenpathogene wurde bisher nur flr die Braunalge Saccharina
latissima beschrieben (Nagel et al. 2012). Ein gezielter Einsatz gegen Algenpathogene ist
bisher nicht bekannt.

Obwohl es zahlreiche Publikationen gibt, die positive Effekte von algen-assoziierten Bakterien
auf Mikroalgenkulturen beschreiben (Cho et al. 2015; Lian et al. 2018) und Methoden der
synthetischen Okologie theoretisch schon langer als vielversprechenden Alternativen im
praventivem Kontaminationsmanagement diskutiert werden (Fisher und Lane 2019; Kazamia
et al. 2012a; McBride et al. 2016; Mooij et al. 2015; Shurin et al. 2013), gibt es bisher nur
wenige praktische Berichte Uber kinstlich zusammengestellte Mikrobiome als praventive
Strategie gegen Algenpathogene. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
algenassoziierte mikrobielle Konsortien so zusammengestellt werden kénnen, dass sie vor
dem Abweiden durch R&dertiere schitzen (Fisher et al. 2019) und eine Co-Kultur mit
bestimmten Bakterien eine vollstandige virale Lyse von Chaetoceros tenuissimus verhindern
kann (Kimura und Tomaru 2014).
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5 Fazit und Ausblick

In diesem Kapitel werden die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefihrt und im
Hinblick auf anfanglich formulierten Hypothesen (1.6) in einem biologischen Kontext

besprochen, sowie jeweils in einem Ausblick gedanklich weitergefuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wesentliche Charakteristika der Infektion mit dem 2013 im
Biosolarzentrum aufgetretenen parasitischen Wasserpilz festgestellt werden. Das unbekannte
Algenpathogen wurde eindeutig der Spezies Amoeboaphelidium protococcarum zugeordnet.
Wie andere Aphelidien weist A. protococcarum AIL5TR ein sehr spezifisches
Pathogenitatsmuster auf, wobei mit wachsender phylogenetischer Distanz zum Hauptwirt S.
vacuolatus die Virulenz sinkt. Von der Kultivierungsumgebung blieb der Infektionsablauf
hingegen weitestgehend unverandert. Um ein umfassendes Verstandnis der Pathogenitat von
A. protococcarum und nah verwandter Aphelidien-Arten Uber die mikroskopische Ebene
hinaus zu erlangen, wirden zusatzliche Untersuchungen der Ablaufe der Infektion auf
molekularbiologischer Ebene beitragen. Untersuchungen zur Anpassungsfahigkeit der
Parasiten an neue Wirtsalgen stellen ein weiteres wichtiges Forschungsfeld dar. Ein
tiefergehendes Verstandnis tber Pathogenitadtsmuster und zugrundeliegenden Mechanismen
der Infektion wirden bedeutend dazu beitragen praventive Strategien zur
Kontaminationskontrolle zu optimieren und die Ubertragbarkeit auf andere Parasiten zu
verbessern.

Die Untersuchung bakterieller Algengemeinschaften verschiedener nicht infizierter
Mikroalgenspezies bestatigte die Assoziation von spezifischen und stabilen Kernmikrobiomen.
In mit Aphelidien infizierten Kulturen wurde nicht nur das Algenwachstum gestoért, sondern
auch die bakterielle Gemeinschaft von diesem Prozess deutlich beeinflusst, wahrend die
Kultivierungsumgebung nur einen marginalen Einfluss ausiibt. Wahrend der Infektion wurde
das bakterielle Mikrobiom sowohl hinsichtlich der Zusammensetzung als auch der potentiellen
Funktionen deutlich verandert. Funktionen, die mit dem Abbau von Biomasse assoziiert sind,
wurden bei Bakterien in infizierten Algenkulturen haufiger gefunden. Diese Ergebnisse stiitzen
die Hypothese, dass sich parasitéare Infektionen nicht nur auf die Algenpopulation auswirken,
sondern auch die zugehdrige mikrobielle Gemeinschaft stark beeinflussen. Aufbauend auf den
Erkenntnissen aus dieser Arbeit, wirde eine Analyse der Reaktion des nativen Mikrobioms in
Mikroalgenkulturen auf parasitische Infektionen unter realistischen Produktionsbedingungen
Uber langere Zeit dabei helfen tiefere Einblicke in Assoziation von Mikroalgen und mikrobiellen
Gemeinschaften zu erlangen. AuRerdem bedarf es weiterer Forschung, um zu verstehen, ob
durch gezielte Beeinflussung des Mikrobioms wiederum der Ablauf von parasitischen

Infektionen beeinflusst werden kann.
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Eine metaproteomische Analyse konnte einen deutlichen Riickgang eukaryotischer Proteine
sowie ein Peak pilzlicher Proteine am vierten Tag im Vergleich von infizierten zu gesunden
S. vacuolatus-Kulturen nachweisen. Allerdings wurden dabei nur wenige Proteine gefunden,
die typischerweise mit der pflanzlichen Abwehr von Pilzpathogenen in Verbindung gebracht
werden. Gleichzeitig wurde eine starker Anstieg der Anzahl bakterieller Proteine im Verlauf
der Apheliden-Infektion im Vergleich zu gesunden Kulturen festgestellt. Ein Grof3teil der
Uberexprimierten bakteriellen Proteine lieR sich verschiedenen Stoffwechselfunktionen
zuordnen, was darauf hindeutet, dass das bakterielle Konsortium seinem Stoffwechsel
anpasst, um die freiwerdenden Nahrstoffe der infizierten Algenpopulation verarbeiten zu
konnen. Algenassoziierte Bakterien, die unter gesunden Wachstumsbedingungen
synergistische Beziehungen mit ihrem Mikroalgenwirt pflegen, verhalten sich im Fall einer
Infektion der Algenpartner opportunistisch. Sie tragen bei einer Infektion mit dazu bei verletzte
oder abgestorbene Algenzellen und verbleibende Zellbestandteile zu zersetzen. Wie schon in
Bezug auf die Pathogenitat von Aphelidien erwdhnt, wirde eine Analyse der ersten
Reaktionen des Algen-Aphelidien-Pathogensystems nach Kontakt der Organismen auf
Transkriptom/Proteom-Ebene sehr zu einem generellen Verstandnis der Infektion und somit

zur Verbesserung nachhaltiger Verhinderungsstrategien beitragen.

Die Ergebnisse der Behandlungsexperimente enthalten wichtige Erkenntnisse fir die
nachhaltige Gestaltung von Algenkultivierungssystemen. Es konnte gezeigt werden, dass
Aphelidien-Infektionen durch eine praventive Anpassung abiotischer Kultivierungsfaktoren
ausgebremst werden. Die Kultivierungstemperatur sollte dafir am unteren Ende des
Temperaturoptimums der eingesetzten Algenarten ausgerichtet werden und anoxische
Dunkelphasen eingefiihrt werden. Des Weiteren bestitigen die Ergebnisse, dass auch
biotische Interaktionen einen deutlichen Einfluss auf Verlauf auf Aphelidien-Infektionen haben.
Sie unterstutzen die Hypothese, dass diverse Polykulturen tiber einen langeren Zeitraum eine
stabilere Produktion als Monokulturen bieten. Auch durch den Einsatz sorgfaltig ausgewahlter
bakterieller Konsortien ist dartiber hinaus eine Verbesserung der Stabilitdit von
Mikroalgenkulturen mdglich ist. Der Einsatz von protektiven Bakterien gegen schadliche
Invasoren stellt in der Algenbiotechnologie noch einen sehr neuen und wenig erforschten
Ansatz dar. Die Entdeckung und Untersuchung neuer potenzieller Protektorstdmme, sowie
ihrer antimikrobiellen Wirkstoffe bieten ein breites Forschungsfeld mit grofiem Potential einen
Beitrag zur Stabilisierung von Mikroalgenkulturen zu leisten. Far zukinftige
Forschungsarbeiten zur Kontrolle von Aphelidien-Infektionen sollten die in dieser Arbeit
untersuchten praventiven Strategien kombiniert und im technischen Mal3stab Uber langen
Zeitraum getestet werden. Fir eine industrienahe Anwendung sollte die Zusammenstellung

der Polykultur auf einen spezifischen Verwendungszweck (z. B. Biomasseproduktion oder
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Lipidausbeute) mit funktionell komplementaren Algenspezies abzielen. Die Co-Kultur der
Algenpolykultur mit P. protegens sollte hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und
interspezifischen Interaktionen mittels metatranskriptimischen und metaproteomischen
Analysen beobachtet werden. Eine Optimierung der abiotischen Kultivierungsparameter, die
gleichzeitig ein stabiles Wachstum der Algen-Bakterien-Kulturen gewahrleistet und
Aphelidien-Infektion mdglichst verzégert, kann die Stabilitat auf lange Zeit weiter unterstitzen.
Dazu sollte eine optimale Nahrstoffzusammensetzung fiir Algen-Bakterien Co-Kulturen
gewahrleistet sein und sowie eine Anpassung der minimalen optimalen Temperatur erfolgen.
Des Weiteren konnte die Lange und Induktion der anoxischen Dunkelphase durch alternative
Gase (CO. vs. Stickstoff) optimiert werden. Eine Verlangerung der durch die bakteriellen
antimikrobiellen Stoffe geschiitzten Phase kann durch eine limitationsminimierte Kultivierung
in semi-batch oder kontinuierlichen Kultivierungsverfahren erreicht werden. Des Weiteren
sollte untersucht werden, inwieweit sich die beschriebenen Methoden auf andere
Algenparasiten Ubertragen lassen. Generell ist von einer guten Ubertragbarkeit der
untersuchten Behandlungsmethoden auf andere eukaryotische Algenpathogene im
Besonderen auf andere Aphelidien-Stamme, auszugehen, da nicht auf spezifischen
Eigenschaften des untersuchten Stammes AI15TR abgeziehlt wird, sondern generelle
Eigenschaften im Fokus der Behandlung stehen.

Die Optimierung der Massenkultivierung von Mikroalgen erfordert einen interdisziplinaren
Ansatz, der die Anwendung 6kologischer Prinzipien flir die Gestaltung produktiver, resistenter
und widerstandsfahiger Algengemeinschaften nutzt. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
bilden eine vielversprechende Grundlage fiir Entwicklung von praventiven Strategien im
Kontaminationsmanagement und verdeutlichen, dass 6kologische Verfahren zur Kontrolle von

aggressiven parasitischen Infektionen in Mikroalgenkulturen beitragen kénnen.
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6.2 Abkirzungsverzeichnis

ABC Ammoniumhydrogencarbonat
Al mit Aphelidien infiziert

APS Ammoniumperoxodisulfat

Bb Botryococcus braunii

BBM Bolts Basal Medium

BG11 Blue Green Medium 11
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

CHE Schweiz
Chl Chlorococcum species
Cs Chlorella sorokiniana

DAPG 4-Diacetylphloroglucinol

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol
DE Deutschland

DNA Desoxyribonukleinsaure
DOC Dissolved organic carbon

Dq Desmodesmus quadricauda
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ESI Elektrosprayionisation

FASP Filter Aided Sample Preparation
FC Log2 Fold Change

FITC Fluorescein Isothiocyanat

Hp Haematococcus pluvialis

IAA lodoacetamid

ITL Italien

ITS Internal transcribed spacer
JAP Japan

KASC Kothener Algae Strain Collection
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LB Lysogeny broth

LC Flissigchromatographie

LSU Large subunit

MRNA Boten-Ribonukleinséaure

MS Massenspektrometer

NCBI National Center for Biotechnology Information

NDL Niederlande
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NGS Next-Generation-Sequenzierung

NI nicht infiziert

NMDS Nichtmetrische multidimensionale Skalierung

oD Optische Dichte

Eess Emission bei 685nm

OD7s0 Optische Dichte bei 750nm

OoTuU Operational Taxonomic Unit

PG Proteingruppe

PGPB Plant growth promoting bacteria

pH potentia hydrogenii

Pi Intermodul-Konnektivitat

Pk Parachlorella kessleri

PN Probenahme

gPCR Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

R2A Reasoner's 2A agar

RNA Ribonukleinséduren

rRNA ribosomale Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

SAG Culture Collection of Algae at University Goéttingen
SDS Natriumdodecylsulfat

Sm Spongiochloris minor

So Scenedesmus obliquus

SSU Small subunit

St Stichococcus sp.

Sv Scenedesmus vauolatus

TAE TRIS-Acetat-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TS Trockensubstanz

Tw Tetradesmus wisconiensis

USA Vereinigte Staaten von Amerika

Vso Virulenz bei 50% Ruckgang Chlorophyll a Fluoreszenz
Veso Virulenz bezogen auf die Chlorophyll a Fluoreszenz
V7s0 Virulenz bezogen auf die optische Dichte

Vs Virulenz bezogen auf den Trockensubstanzgehabt

WGA Weizenkeimagglutinin

Zi Intramodul-Konnektivitat
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7 Anhang

7.1 Ergénzende Informationen
7.1.1 lllumina Sequenzierung und Amplikon-Datenverarbeitung

Zur Sequenzierung der V5- bis V7-Regionen des bakteriellen 16S rRNA-Gens wurden
zweistufige Nextera PCR-Bibliotheken mit dem Primerpaar  799F (5'-
AACMGGATTAGATACCCKG-3') und 1139R (5-ACGTCATCCCCACCTTCC-3') erstellt.
AnschlieRend wurden die PCR-Bibliotheken mit der lllumina MiSeqg-Plattform und einem v2
500 zyklen-Kit sequenziert. Die erzeugten Paired-End-Reads, die den Qualitatsfilter ,chastity*
von lllumina passierten, wurden mit der Echtzeit-Analysesoftware von lllumina, die in der
MiSeqg-Reportersoftware v2.6 enthalten ist, dem De-Multiplexing und dem Trimmen der
lllumina-Adapterreste unterzogen. Die Qualitdt der Reads wurde mit der Software FastQC
Version 0.11.7 Uberprft. Die spezifischen Primer wurden mit der Software cutadapt v1.14 aus
den Sequenzier-Reads entfernt (Martin 2011). Paired-End-Reads wurden verworfen, wenn der
Primer nicht getrimmt werden konnte. Die getrimmten Vorwérts- und Ruckwarts-Reads jedes
Paired-End-Reads wurden zur In-silico-Reform des sequenzierten Molekills unter
Berlcksichtigung einer Mindestiberlappung von 15 Basen mit der Software USEARCH
Version 10.0.240 zusammengefuhrt (Edgar 2010). Die fusionierten Sequenzen wurden
anschlielRend qualitatsgefiltert, wobei maximal ein erwarteter Fehler pro fusioniertem Read
zugelassen wurde. Reads, die mehrdeutige Basen enthielten oder Ausreil3er in der
Amplikongré3enverteilung waren, wurden ebenfalls aussortiert. Die verbleibenden Reads
wurden mit dem in USEARCH implementierten UNOISE-Algorithmus entrauscht (Edgar 2016),
um zu OTUs zusammengefuhrt zu werden und dabei Singletons und Chiméaren zu verwerfen.
Die sich daraus ergebende OTU-Haufigkeitstabelle wurde dann mit dem UNCROSS-
Algorithmus auf mdgliche Verunreinigungen gefiltert (Edgar 2018a), und die Haufigkeiten
wurden mit dem UNBIAS-Algorithmus an die 16S-Kopienzahl angepasst (Edgar 2017). Die in
diesem Abschnitt beschriebenen Bibliotheken, Sequenzierungen und Datenanalysen wurden

von Microsynth AG (Balgach, Schweiz) durchgefihrt.
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7.1.2 Sequenz des PCR-Produkts aus dem Primerpaar UF1/AU4 (1287 bp)

TTTATTGGACTACAATGGTTATAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAA
GGAGCCTGAGAAACGGCTCCTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAA
TGCCGACTCGGCGAGGTAGTGACAATACATAACGATACAGGGCCTTCGTGGTCCTGTA
ATTGGAATGAGTACAATCTAAATCTCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGCTTGGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATTCCAACTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCGTTAGAAAC?Z
GCGCGTAGTTGAATTTGGGCACAGACTGGCTGTCCGCTTAACGGCGTGCACGGCCAGG
TTGTGTCGAACTTCCTGCCAATCTGGTCTTCTCTTCACCGAGTGGGCCAGAGCGACAGG
ACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCGTTCGCTTGAATACATTAGCAT
GGAATAATAGAATAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGAGGTAATGATT
AATAGGGACAGTCGGGGGCATTAGTATTTCAGAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTCT
GAAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAACCAAGCACGAAA
GTCAGGGGATCAAAAATGATTAGATACCGTTGTAGTCTTGACCATAAACTATGCCGACTC
GGGATTGGTGGAACGTAATTATACGCGTCCATCAGCACCGTACGAGATATCAAAGTGTT
TGGGTTACGGGGGGAGTACATTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGAGC
ACAACAAGGCGTGGAATATGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTC
CAGACTTAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTAAGGGGTGTGGTGCA
TGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCT
TTTCCTGCTAAATAGACTCACTCAGCCTTGCTGGGTGCAGCCTTCTTAGAGGGACTTTT
GATGTTTAATCAAAGGAAGCTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCT
GGGCCGCACGCGCGTTACACTGATGAAGTCAACGAGTTTATTCCTTGGCTGAAAAGTCT
GGGTAATCTTTTTAAACTTCATCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAA
CGAGGAAT GCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGT

7.1.3 Sequenz des PCR-Produkts aus dem Primerpaar ITS1f/ITS4 (535 bp)

ACCTGCGGATGGATCATTACTAAATCTGTCGTGCGTATGACTCTGCATTCTTGAATGCGT
CTCATTCCACTTCAAATTACTCATCATTGTGAACTGTTGCTAATGTGTATGCAATCACCTT
TTTGGTGACGCGTGCCATTAGTCTTTTATTAAACTAAAACTTTTAAACTAAAGATCTCTGC
ACAAACTTAGTGTTGTGTCAACTAAAAACTAAAACTTTTAGCAACGGATCTCTAGGCTCT
CGCAGCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGAAATGTAATGTGAATTGCATTTACCGCGAA
TCATTAAATCTTTGAATGCACTTTGCACTGCTGTGAATTCACGGCAGTACGCCTGTTTGA
GCATCAATCAAATTTCTCACTTTTATATAGTGATTGTGAAGTACTGGATACAGTACTTTTG
AGTTTACACAAACTGTTCGTGTTGATACAACAGTTGGCAATATCTATATCGATCTTGTCAA
CTCTAATCAACCGTACGCG TGTTTATTGAGCTCTGACTGCTCTCTCATTACA
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7.2 Ergénzende Abbildungen

Die DNA-Sequenz von AI15TR bildete ein geschlossenes Cluster zusammen zwei weiteren
A. protococcarum Isolaten und einem weiteren, nicht naher bestimmten Stamm der Spezies
Amoeboaphelidium (Abbildung Al). Die Einteilung des untersuchten Aphelidien-Stammes in
den entsprechenden Zweig ist hier mit einem Bootstrap-Wert von 87 gegeniber dem
benachbarten Zweig statistisch abgesichert. Der isolierte Aphelidien-Stamm kann somit mit

sehr hoher Wahrscheinlichkeit der Spezies Amoeboaphelidium protococcarum zugeordnet

werden (Paper 2019).
Amoeboaphelidium protococcarum isolate FD95 [KJ541118.1] Aphelid}
100 [ Amoeboaphelidium sp. WZ01 [KU983765.1]
Amoeboaphelidium protococcarum [JX507298.1]

Amoeboaphelidium protococcarum isolate AI15TR

87 99 Aphelidium tribonemae isolate X-102 [KY129663.1]

9 Aphelidium aff. melosirae P-1 [KJ566931.1]

Uncultured eukaryote clone D1P02G09 [EF100212.1]

73

. Aphelidium desmodesmi strain FD104 [KY249641.1]

Amoeboaphelidium sp. PML-2014 isolate FDO1 [JX967274.1]

100 Uncultured fungus clone CCW48 [AY180024.1]

—— Paraphelidium letcheri isolate X-129 [KY412789.1)

| Paraphelidium tribonemae isolate X-108 [KX576680.1]

Paraphelidium tribonemae isolate X-103 [KX576682.1)
99 l

Paraphelidium tribonemae isolate X-109 [KX576681.1] /

—
Microsporidia sp. isolate Q2-MuD [MF374911.1) Microspori o

— Microsporidia sp. isolate Q2-ZSR [MF374923.1]

100 L : JWR-D M
Microsporidia sp. isolate Q2-WR-D [MF374920.1]

0.050

Abbildung Al: Phylogenetische Einordnung des Aphelidien-Stammes AI15TR in die Gattung
Aphelida anhand der 18S rRNA Gen Sequenz (Paper 2019)

Berechnung basierend auf der Maximum Likelihood Methode nach dem Tamura-Nei Model auf Grundlage
von 18S rRNA Gen Sequenzen (1797 bp) mit Vertretern der Microsporidia als Outgroup. Die IDs der
NCBI-Datenbank sind in eckigen Klammern angegeben. Die Zahlen an den Abzweigungen geben den
Bootstrap-Wert nach 1000 Wiederholungen an.
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Abbildung A2: Berechnetes OTU-Netzwerk flir Chlorella sorokiniana

Jede Node reprasentiert eine OTU, wobei OTUs mit entscheidenden topologischen Rollen mit der
entsprechenden Nummer gekennzeichnet sind. Kultivierungsparameter (Time, Treatment) sind als
Raute dargestellt, bakterielle OTUs als Kreis. Die Gré3e der Nodes gibt die Anzahl der Interaktionen
wieder. Die verschiedenen Farben zeigen die taxonomische Zuordnung an. Griine Verbindungen
stehen fur positive Interaktionen (Co-Presence), rote Verbindungen fir negative Interaktionen (Mutual
Exclusion).

° Node Klasse
o
= N ° B ——E
L]
° ‘ ° ~ o D Actinobacteria
° . Y
L o
° ®° - Treatment . Alphaproteobecteria
o o .
° a" _; ® . Bacill
i -0
o
° [ °
& oriser pe oryadh. . Bacteroidia
+ e
° ]
o e Q = D Deltaproteobacteria
o0 8 2
° & Y ¥
» &9 % ® ° . Gammaproteobacteria
T '*“«' X © o
Vi "
b o o, ® ° ° __
B | Unklassifiziert
-
O o °
° oTU268 Iy y ‘
e ° oTU266
o o 5
o ¢ gruinze e > ° Edge Interaktion
L ¥y, ° ° ® i
< A ‘. N2 ? . Co-Presence
e s OTU36S ° %
o . . Mutual Exclusion
o °
o
° °
° o

Abbildung A3: Berechnetes OTU-Netzwerk fur Botryococcus braunii

Jede Node représentiert eine OTU, wobei OTUs mit entscheidenden topologischen Rollen mit der
entsprechenden Nummer gekennzeichnet sind. Kultivierungsparameter (Time, Treatment) sind als
Raute dargestellt, bakterielle OTUs als Kreis. Die Grof3e der Nodes gibt die Anzahl der Interaktionen
wieder. Die verschiedenen Farben zeigen die taxonomische Zuordnung an. Griine Verbindungen
stehen fir positive Interaktionen (Co-Presence), rote Verbindungen fiir negative Interaktionen (Mutual
Exclusion).
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Abbildung A4: Berechnetes OTU-Netzwerk fir Desmodesmus quadricauda

Jede Node reprasentiert eine OTU, wobei OTUs mit entscheidenden topologischen Rollen mit der
entsprechenden Nummer gekennzeichnet sind. Kultivierungsparameter (Time, Treatment) sind als
Raute dargestellt, bakterielle OTUs als Kreis. Die Grof3e der Nodes gibt die Anzahl der Interaktionen
wieder. Die verschiedenen Farben zeigen die taxonomische Zuordnung an. Grine Verbindungen
stehen flr positive Interaktionen (Co-Presence), rote Verbindungen fir negative Interaktionen (Mutual
Exclusion).
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7.3 Ergénzende Tabellen

Tabelle A1:

Taxonomische Zusammensetzung

und mittlere

relative Haufigkeit von
Bakteriengemeinschaften, die mit verschiedenen Algenwirten assoziiert sind, auf Phylum- und
Gattungsebene (n=3xSD)

Phylum

Gatuung

S.vacuolatus

D.quadricauda C.sorokiniana

B.braunii

Alpha-

Proteobakterien

Gamma-

Proteobakterien

Delta-

Proteobakterien

Bacteroidetes

Unbekannte
Bakterien

Andere <1%'

ANPR
Blastomonas
Bosea
Brevundimonas
Devosia
Mesorhizobium
Porphyrobacter
Sandarakinorhabdus
Sphingomonas
Sphingopyxis
Acidovorax
Aquabacterium
Hydrogenophaga
Methylophilus
Pseudomonas
Stenotrophomonas
Variovorax
Oligoflexus
Sediminibacterium

Nicht klassifiziert

Akkumulierte
Gattungen

0.9%:0.9%
1.8%+1.8%
0.8%:0.5%
14.6%+15.5%
10.5%+15.7%
0.01%20.01%
1.5%%1.5%
0.3%:+0.3%
15.0%:+6.8%
0.08%:0.04%
0.1%:0.1%
0.0%:+0.0%
17.1%+11.6%
6.4%:+1.7%
7.2%+11.4%
5.1%:8.8%
2.9%:+4.9%
2.1%:+1.4%
1.5%0.9%

7.6%+4.7%

4.5%+2.8%

0.5%+0.5%
23.2%+5.4%
0.5%+0.2%
15.6%+5.0%
0.8%+0.6%
2.2%+0.9%
3.3%+0.7%
0.5%+0.1%
0.8%+0.8%
36.3%+4.4%
0.01%=0.01%
0.0%+0.0%
7.7%x7.7%
0.3%+0.3%
0.0%+0.0%
0.0%+0.0%
0.02%+0.02%

0.1%+0.1%
0.1%+0.1%

5.6%+3.8%

2.6%+0.7%

7.4%+3.3%
1.1%+0.9%
1.1%+0.5%
10.4%+3.3%
0.5%+0.6%
1.0%+0.9%
49.7%+5.8%
0.2%+0.1%
0.3%+0.2%
2.2%+1.9%
2.2%%2.2%
0.0%+0.0%
1.9%+2.3%
0.2%+0.2%
0.6%+0.6%
0.0%+0.0%
0.01%=+0.02%

0.2%+0.2%
0.02%+0.02%

19.1%+1.9%

1.9%+0.7%

2.8%+0.8%
6.6%+2.2%
1.9%+1.1%
0.1%+0.1%
7.7%%2.1%
2.2%+0.8%
20.7%+8.9%
4.0%+4.2%
2.0%+1.1%
15.5%+7.9%
0.0%=0.0%
1.3%+0.5%
13.2%+6.6%
1.4%+2.2%
0.1%+0.1%
0.1%+0.1%
0.0%+0.0%

0.0%=0.0%
0.1%+0.1%

15.8%+2.0%

4.6%+1.6%
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Tabelle A2: Potentielle funktionelle Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft in Abhangigkeit der
Algenwirtspezies

Prozentuales Vorkommen der abgeleiteten Funktion basierend auf der FAPROTAX-Datenbank

Abgeleitete Funktion S.vacuolatus D.quadricauda  C.sorokiniana  B.braunii
Aerobe anoxygene Phototrophie 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Aerobe Chemoheterotrophie 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Tierische Parasiten oder Symbionten 100.00% 100.00% 91.67% 100.00%
Anoxygene Photoautotrophie 91.67% 100.00% 100.00% 100.00%
An_o>_<ygene Photoautotrophie Fe- 8.33% 100.00% 83.33% 66.67%
oxidierend ’ ' ' '
Anoxygene Photoautotrophie H2 83.33% 100.00% 83.33% 83.33%
oxidierend ’ ’ ' ’
Anoxygene Photoautotrophie S- 75.00% 100.00% 83.33% 83.33%
oxidierend

Abbau von aromatischen Verbindungen 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe 100.00% 75.00% 83.33% 100.00%
Entgiftung von Arsenat 66.67% 41.67% 33.33% 33.33%
Zellulolyse 83.33% 66.67% 91.67% 91.67%
Chemoheterotrophie 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Chitinolyse 91.67% 50.00% 100.00% 100.00%
Oxidation von dunklem Wasserstoff 100.00% 83.33% 83.33% 100.00%
Dunkle Eisenoxidation 75.00% 100.00% 91.67% 58.33%
Dunkeloxidation von 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Schwefelverbindungen

Dunkle Sulfid-Oxidation 75.00% 100.00% 83.33% 66.67%
Dunkle Schwefeloxidation 58.33% 25.00% 41.67% 16.67%
Dunkle Thiosulfat-Oxidation 91.67% 100.00% 83.33% 100.00%
Denitrifikation 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Dissimilatorische Arsenatreduktion 66.67% 41.67% 33.33% 33.33%
Garung 83.33% 100.00% 100.00% 100.00%
Fumarat-Atmung 50.00% 25.00% 0.00% 66.67%
Humane Krankheitserreger alle 100.00% 100.00% 91.67% 100.00%
Humane Krankheitserreger 100.00% 100.00% 91.67% 100.00%
Lungenentziindung

Humane Krankheitserreger Septikdmie 83.33% 58.33% 83.33% 58.33%
Kohlenwasserstoffabbau 100.00% 75.00% 83.33% 100.00%
Intrazellulare Parasiten 83.33% 58.33% 83.33% 66.67%
Wirbellose Parasiten 0.00% 0.00% 0.00% 66.67%
Eisen-Atmung 75.00% 25.00% 0.00% 8.33%
Knallgas-Bakterien 41.67% 16.67% 58.33% 0.00%
Ligninolyse 100.00% 100.00% 83.33% 100.00%
Mangan-Oxidation 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%

Mangan-Atmung 50.00% 25.00% 0.00% 0.00%
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Methanol-Oxidation 83.33% 100.00% 83.33% 75.00%

Methanotrophie 8.33% 25.00% 33.33% 91.67%

Methylotrophie 91.67% 100.00% 91.67% 100.00%
Nitrat-Denitrifikation 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Nitrat-Reduktion 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Nitrat-Atmung 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Nitrit-Denitrifikation 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Nitrit-Atmung 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Stickstoff-Fixierung 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Stickstoff-Atmung 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Distickstoffoxid-Denitrifikation 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Bioremediation von Ol 91.67% 50.00% 83.33% 58.33%
Photoautotrophie 91.67% 100.00% 100.00% 100.00%
Photoheterotrophie 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Fototrophie 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Pflanzenpathogene 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Abbau von Plastik 100.00% 100.00% 83.33% 100.00%
Réauberisch oder exoparasitisch 0.00% 0.00% 8.33% 0.00%

Ureolyse 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Xylanolyse 100.00% 16.67% 100.00% 100.00%

Tabelle A3: Potentielle funktionelle Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft in Abhangigkeit der
Kultivierunsbedingungen

Prozentuales Vorkommen der abgeleiteten Funktion basierend auf der FAPROTAX-Datenbank

Abgeleitete Funktion NI Al steril offen

Aerobe anoxygene Phototrophie 100.00% 100.00% 100.00%  100.00%
Aerobe Chemoheterotrophie 100.00% 100.00% 100.00%  100.00%
Tierische Parasiten oder Symbionten 05.83% 100.00% 05.83% 100.00%
Anoxygene Photoautotrophie 95.83% 100.00% 95.83% 100.00%
Anoxygene Photoautotrophie Fe-oxidierend 66.67% 62.50% 66.67% 62.50%
Anoxygene Photoautotrophie H2 oxidierend 79.17% 95.83% 87.50% 87.50%
Anoxygene Photoautotrophie S-oxidierend 75.00% 95.83% 87.50% 83.33%
Abbau von aromatischen Verbindungen 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe 79.17% 100.00% 87.50% 95.83%
Entgiftung von Arsenat 12.50% 75.00% 41.67% 41.67%
Zellulolyse 66.67% 100.00% 87.50% 87.50%
Chemoheterotrophie 100.00% 100.00% 100.00%  100.00%
Chitinolyse 79.17% 91.67% 83.33% 87.50%
Oxidation von dunklem Wasserstoff 83.33% 100.00% 87.50% 95.83%
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Dunkle Eisenoxidation

Dunkeloxidation von Schwefelverbindungen
Dunkle Sulfid-Oxidation

Dunkle Schwefeloxidation

Dunkle Thiosulfat-Oxidation

Denitrifikation

Dissimilatorische Arsenatreduktion

Garung

Fumarat-Atmung

Humane Krankheitserreger alle

Humane Krankheitserreger
Lungenentziindung
Humane Krankheitserreger Septikdmie

Kohlenwasserstoffabbau
Intrazellulare Parasiten
Wirbellose Parasiten
Eisen-Atmung
Knallgas-Bakterien
Ligninolyse
Mangan-Oxidation
Mangan-Atmung
Methanol-Oxidation
Methanotrophie
Methylotrophie
Nitrat-Denitrifikation
Nitrat-Reduktion
Nitrat-Atmung
Nitrit-Denitrifikation
Nitrit-Atmung
Stickstoff-Fixierung
Stickstoff-Atmung
Distickstoffoxid-Denitrifikation
Bioremediation von Ol
Photoautotrophie
Photoheterotrophie
Fototrophie
Pflanzenpathogene
Abbau von Plastik
Ré&uberisch oder exoparasitisch
Ureolyse

Xylanolyse

79.17%
100.00%
75.00%
4.17%
87.50%
100.00%
12.50%
91.67%
29.17%
95.83%

95.83%

50.00%
79.17%
54.17%
20.83%
16.67%
16.67%
91.67%
100.00%
8.33%
75.00%
33.33%
91.67%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
45.83%
95.83%
100.00%
100.00%
100.00%
91.67%
4.17%
100.00%
79.17%

83.33%
100.00%
87.50%
66.67%
100.00%
100.00%
75.00%
100.00%
41.67%
100.00%

100.00%

91.67%
100.00%
91.67%
12.50%
37.50%
41.67%
100.00%
100.00%
29.17%
95.83%
45.83%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
95.83%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
0.00%
100.00%
79.17%

87.50%
100.00%
83.33%
33.33%
91.67%
100.00%
41.67%
91.67%
25.00%
95.83%

95.83%

66.67%
87.50%
70.83%
12.50%
25.00%
20.83%
91.67%
100.00%
12.50%
79.17%
45.83%
95.83%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
62.50%
95.83%
100.00%
100.00%
100.00%
91.67%
0.00%
100.00%
83.33%

75.00%
100.00%
79.17%
33.33%
95.83%
100.00%
41.67%
100.00%
41.67%
100.00%

100.00%

79.17%
95.83%
79.17%
20.83%
25.00%
37.50%
100.00%
100.00%
20.83%
91.67%
37.50%
95.83%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
79.17%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
4.17%
100.00%
83.33%
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Tabelle A4: Liste der bakteriellen Proteingruppen (PGs) mit Log.-Fold Changes > +1,5 mit
Uberstimmung zur Pflanzen-Pathogen-Datenbank PHI

PG Description PFAM Mutant Pathogen Host ProteinlD PHI_ID
Phenotyp
395 | ABC transporter complex PFoooos | reduced Pseudomonas  Avena F3HSJ9 9661
virulence cannabina strigosa
Phospho-2-dehydro-3- loss of Ralstonia Solanum
81 deoxyheptonate aldolase PFO1474 pathogenicity solanacearum lycopersicum Q8XWI15 8884
Carbamoyl-phosphate reduced Pseudomonas Solanum
1656 synthetase ammonia chain PF02786 virulence syringae lycopersicum Q87WP3 6594
1809 ATP-dependent zinc PE00004 reduced Erwinia Malus 11094
metallopeptidase virulence amylovora domestica
1815 | thiolase family PFo2g03 | "educed Leptosphaeria  Brassica QOQWDS 598
virulence maculans napus
1931 Catalyzes the final step of PF02803 reduced Leptosphaeria Brassica QOQWDS 598
fatty acid oxidation virulence maculans napus
. . reduced Leptosphaeria Brassica
1931 thiolase family PF02803 virulence maculans napus QOQWD8 598
2385 | amidase family pro1510 | reduced Pseudomonas  Avena F3HQR8 9663
virulence cannabina strigosa
2407 HsdM N-terminal domain PF12161 r(_educed Xanthomo_nas Glycine max AOALDS- 8921
virulence axonopodis ELP8
2781 Glycosyl transferases groupl  PF00534 unaffecteq . PS(_eudomonas Arapldopss Q888F9 9688
pathogenicity syringae thaliana
unaffected Pseudomonas Arabidopsis
2781 Glycosyl transferases groupl  PF00534 pathogenicity syringae thaliana Q888F9 9688
2802 Transcr|pt_|onal regulator, PF00196 loss of . Psgudomonas Phase_olus Q93NJI9 6105
LuxR family pathogenicity syringae vulgaris
2837 Putative diguanylate PE00563 increased Burkholderia Galleria BAE974 8841
phosphodiesterase virulence cenocepacia mellonella
2877 | Histidine kinase progszy | reduced Xanthomonas  Brassica BORY65 3107
virulence campestris oleracea
. reduced Pseudomonas Olea
2915 Peptidoglycan polymerase PF00912 virulence savastanoi europaea D7HWI3 2776
3524 Catalyzes the synthesis of PF02803 reduced Leptosphaeria Brassica QOQWDS 598
acetoacetyl coenzyme A virulence maculans napus
3561 | ABC transporter PFoo00s | réduced Pseudomonas  Avena F3HSJ9 9661
virulence cannabina strigosa
3625 Type VI secretion protein, PEO5591 reduced Ralstonia Solanum 11069
vc_a0107 family virulence solanacearum melongena
— . reduced Xanthomonas Brassica
3654 Histidine kinase PF08521 virulence campestris oleracea BORY65 3107
3691 | Transglycosylase PFoog12 | reduced Pseudomonas  Olea D7HWI3 2776
virulence savastanoi europaea
NAD(P)-dependent )
3703 epimerase dehydratase PF01370 r?dlIJCEd Pectobacterium  Daucus 9304
family virulence carotovorum carota
3792 resistance-nodulation-cell PF00873 reduced Pseudomonas Brassica F3HIT6 9660
division (TC 2.A.6) family virulence cannabina oleracea
3731 Beta—l_actamase superfamily PE12706 r(_educed Xanthomc_)nas Raphanus Q4UWM4 3965
domain virulence campestris sativus
reduced Xanthomonas .
3749 OmpA PF01389 virulence axonopodis Glycine max 9221




166

Anhang

Tabelle A5: Liste der erkaryotischen Proteingruppen (PGs) mit Logz-Fold Changes > 1,5 mit

Uberstimmung zur Pflanzen-Pathogen-Datenbank PHI

. Mutant :
PG Description PFAM Phenotype Pathogen Host ProteinID PHI_ID
733 Leucine Rich repeat PF13516 | effector Phytpphthora N'°°“a”f? 7029
capsici benthamiana
The proteasome is a Hyaloperonospora Arabidopsis
789 | multicatalytic proteinase PF00227 | effector yaloperonosp pidop G3C9P1 4751
arabidopsidis thaliana
complex
1419 gcheraldehyde-3-phosphate PE02800 r(_educed
dehydrogenase family virulence
1450 Aldghyde dehydrogenase PEO0171 r(_educed
family virulence
protein kinase superfamily reduced . .
3327 (Autophagy) PF00069 virulence Ustilago maydis Zea mays 059918 158
3150 | Metallo-beta-lactamase proo753 | educed Xanthomonas Raphanus 4 \yma 3965
virulence campestris sativus
489 lactate/malate dehydrogenase, PF02866 re;duced Fusarium Triticum 11R9K?2 8645
virulence graminearum aestivum
727 Sulfite reductase PF01077 unaffecte_d_ Erwinia amylovora Malus . D4HWM2 9323
pathogenicity domestica
792 | PUB domain PFOg4pg | éduced Magnaporthe Oryzasatva G4NGN1 11061
virulence oryzae
706 ublql_J|t|n-ub|qumn ligase PF00622 rgduced Magnaporthe Oryzasativa GAMVC5 6927
activity virulence oryzae
877 Bel_ong_s to the upqu|t|n— PE16191 re;duced Magnaporthe Oryzasativa GAMVCS 6927
activating E1 family virulence oryzae
968 | ABC transporter PFoo00s | réduced Fusarium Triticum 11S2J9 3924
virulence graminearum aestivum
protein disulfide reduced L Phaseolus
91 oxidoreductase activity PF01507 virulence Botrytis cinerea vulgaris 3079
TRAFAC class dynamin-like reduced Fusarium Triticum
1079 | GTPase superfamily. Dynamin PF01031 virulence raminearum aestivum I1IRBCO 10481
Fzo YdjA family 9
1136 Serine threonine-protein PF00149 rgduced Fusarium Solanum AOAOD- 10879
phosphatase virulence oxysporum lycopersicum 2XC66
1136 Serine threonine-protein PFE00149 re;duced Fusarium Solanum AOAOD- 10879
phosphatase virulence oxysporum lycopersicum 2XC66
. reduced . . AOAOD-
1348 | SCP-2 sterol transfer family PF02036 virulence Ustilago maydis Zea mays 1E3D1 8183
L reduced Magnaporthe )
1408 | Ubiquitinyl hydrolase 1 PF00627 virulence oryzae Oryza sativa G4NGN1 11061
1441 | Thioredoxin-like domain PFooogs | educed Botrytis cinerea " naseolus 3081
virulence vulgaris
3275 | sirtuin family. Class | subfamily PF02146 rgduced Magnaporthe Oryza sativa G4NHH2 11101
virulence oryzae



http://pfam.xfam.org/family/PF13516
http://pfam.xfam.org/family/PF00227
http://pfam.xfam.org/family/PF00069
http://pfam.xfam.org/family/PF00005
http://pfam.xfam.org/family/PF00149
http://pfam.xfam.org/family/PF02146
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