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Bakteriophagen und Abwassermanagement

Die unentdeckte Vielfalt der

Comamonadaceae-Phagen in Klaranlagen
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Phages are important members of wastewater treatment plant com-
munities. Surprisingly, little is known about phages and their impact
on microbially-mediated processes in these facilities. We explore
phages infecting the Comamonadaceae, a bacterial family consistently
found in wastewater treatment plants. Our findings reveal limited
genetic similarity between newly isolated phages and known ones,
emphasizing underestimated diversity and understanding of their

impact on wastewater treatment.
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B Phagen - Viren, die Bakterien infizieren,
- bestehen aus Nukleinsaure, die von einer
proteinosen Hiille namens Kapsid umgeben
ist, und besitzen meistens einen Schwanz.
Seit ihrer Entdeckung wurde ihr biotechno-
logisches Anwendungspotenzial als Mittel
zur Behandlung bakterieller Infektionen vor-
geschlagen [1]. Ab den spédten 1990er-Jahren
wurde entdeckt, dass Phagen die biologi-
schen Einheiten mit der weltweit hochsten
Anzahl sind, mit einer globalen Schitzung
von 103! Partikeln [1]. Zudem wurde klar,
dass sie auch eine entscheidende Rolle in der
mikrobiellen Okologie spielen, da sie zum

Zelltod von Bakterien durch Zelllyse fiihren
konnen und dadurch geloste organische Sub-
stanzen freisetzen [2].

Die klassischen Vermehrungszyklen von
Phagen sind der lytische und der lysogene
Zyklus. Im lytischen Zyklus ibernimmt der
Phage die zellularen Prozesse des Wirts, um
neue virale Partikel zu produzieren und die
Wirtszelle anschlieBend zu lysieren. Lysoge-
ne Phagen integrieren dagegen ihr Genom
als Prophage in das bakterielle Genom oder
verbleiben dhnlich wie Plasmide im Zyto-
plasma. Dariiber hinaus kénnen Phagen
pseudolysogenen und chronischen Zyklen

unterliegen und filamentose Phagen extru-
dieren ihre virale Nachkommenschaft, ohne
eine Lyse zu verursachen. Phagen konnen
aber auch den Stoffwechsel des Wirts neu
programmieren und neue Phanotypen in
einem Prozess einfiihren, der als lysogene
Konversion bekannt ist, oder neue physiolo-
gische Eigenschaften vermitteln, wie auxi-
lidare metabolische Gene (AMGs) durch ihre
Integration als Prophagen [3]. Phagen
beeinflussen daher direkt oder indirekt alle
natiirlichen und technischen Prozesse, die
von Mikroorganismen vermittelt werden. In
Ozeanen, einem Habitat, auf das sich die
meisten Studien bisher konzentriert haben,
werden z. B. taglich etwa 20 % der Bakterien
von Phagen lysiert. Sie tragen somit erheb-
lich zum Fluss von Kohlenstoff und Néahr-
stoffen im marinen Nahrungsnetz bei, einem
Vorgang, der als viral shunt bekannt ist [2].
In anderen Umgebungen — wie Boden, SiiB-
wasser und dem Darmmikrobiom von Men-
schen und Tieren sowie in technischen Sys-
temen wie Biogasreaktoren oder Kldaranlagen
- wurde ebenfalls begonnen, die Diversitat
der Phagen zu untersuchen [4]. Insbesondere
die Metagenomik hat dazu beigetragen, die
Vielfalt von Phagen in verschiedenen Umge-
bungen zu erkennen [5]. Aufgrund der auBer-
gewohnlichen Vielfalt und genomischen
Neuheit von Phagen konnen die meisten
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A Abb. 1: TEM-Aufnahmen der isolierten Comamonadaceae-Phagen. Alle Phagen weisen eine Kopf-Schwanz-Morphologie auf und wurden daher in die
Klasse Caudoviricetes eingeordnet. Die Schwénze weisen unterschiedliche Merkmale auf: A, flexibler langer Schwanz. B, kontraktiler langer Schwanz.

C-E, kurze nicht kontraktile Schwéanze.
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Sequenzen aus Virom-Datensitzen jedoch
keinen bekannten oder nur entfernt ver-
wandten Virusarten zugeordnet werden.
Daher ist nach wie vor fiir die Mehrheit der
Phagen nicht verstanden, wie sie mit ihren
Wirten interagieren und mikrobiell-kataly-
sierte Prozesse beeinflussen.

Viren und Phagen in Kldranlagen

Eines der wichtigsten Systeme, in denen bio-
logische Prozesse weltweit in groBem MaB-
stab genutzt werden, sind biologische Stufen
der Abwasserklarung. Obwohl bereits eine
Vielzahl von Phagen aus Klaranlagen isoliert
wurden, zeigen metagenomische Virom-
Studien auch in Kldranlagen, dass sich nur
0,4 bis 1,6 % der erhaltenen viralen Sequen-
zen mit bekannten viralen Familien decken
[6]. Fiir Kldranlagen wurden 107 bis 1010
virusartige Partikel pro ml beschrieben [5]
und es wird geschatzt, dass es sich bei ca.
72 % der dsDNA-Viren im Belebtschlamm
von Kldaranlagen um Phagen handelt [7]. Auf-
grund der erheblichen genetischen Unter-
schiede zwischen gut erforschten Phagen
und Phagen aus Kldranlagen ist es jedoch
nicht moglich, Phagen-Wirt-Interaktionen
auf Grundlage der traditionell umfassend
erforschten Phagen zu extrapolieren. Es
ist daher umso wichtiger, die Diversitat von
Phagen in Kldranlagen und ihren Einfluss
auf wichtige mikrobielle Gruppen in der
Abwasserreinigung zu verstehen.

Phagen der Comamonadaceae

Die bakterielle Familie der Comamonadaceae
ist eine in aquatischen Systemen ubiquitar
verbreitete Familie der Abteilung der Pro-
teobakterien. Vertreter dieser Familie sind
in wichtige Prozesse des Metallkreislaufs,
der Denitrifikation oder der Transformation
von oft toxischen und/oder persistierenden
Verbindungen involviert [8, 9] und gehoren
zum Kernmikrobiom von Klaranlagen [8, 10].
Trotz der wichtigen Rolle der Comamonada-
ceae in biotechnologisch relevanten Pro-
zessen der Abwasserreinigung ist verglichen
zu anderen bakteriellen Gruppen wenig iiber
ihre Phagen bekannt.

Im Rahmen dieser Studie isolierten wir
Phagen der Comamonadaceae u. a. aus Was-
serproben des Klarwerks Ruhleben in Berlin.
Die aus der Kldranlage isolierten Phagen
infizieren Stamme der Gattungen Acidovorax,
Rhodoferax und Variovorax. Die Analyse der
Phagenmorphologie mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) zeigte eine
groBe Vielfalt beziiglich der Struktur und
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A Abb. 2: Die vConTACT2-Netzwerkanalyse zeigt die genetische Vielfalt der in dieser Studie iso-
lierten Phagen im Vergleich zu bekannten Phagen aus der ProkaryoticViralRefSeqV2 11-Daten-
bank. Die Analyse basiert auf den von Phagen codierten Proteinsequenzen. Die grauen Knoten
stehen fiir die Phagen der Datenbank. Griine Knoten: Acidovorax spp. infizierende Phagen. Oran-
ger Knoten: Rhodoferax sp. infizierender Phage. Lila: Variovorax sp. infizierender Phage.

GroBe. Die KapselgroBe der Phagen variiert
zwischen 40,5 nm und 79 nm und zeigte
sowohl flexible als auch kontraktile und kur-
ze Schwiénze (Abb. 1). Wir fiihrten eine
Genom- und Netzwerk-basierte Klassifikati-
onsmethode mittels vContact2.0 [11] und
einem aus 4.534 Phagen-Genomen bestehen-
den Referenzdatensatz (ViralrefseqV211)
sowie den neu isolierten Phagen-Genomen
durch. Diese ergab, dass die von uns isolier-
ten Phagen nicht miteinander verwandt
sind und nicht nur morphologisch, sondern
auch genetisch eine hohe Vielfalt aufweisen
(Abb. 2). Phagen, die Acidovorax spp. infizie-
ren, bilden dabei ein Cluster mit anderen
Phagen-Genomen aus der Datenbank. Die
Rhodoferax sp. und Variovorax sp. infizieren-
den Phagen bilden kein Cluster mit Referenz-
Phagen-Genomen. Dies deutet auf ihre ent-
fernte Verwandtschaft zu bisher beschriebe-
nen Phagen hin und legt nahe, dass es sich
in beiden Féllen um neue Phagen-Gattungen
handelt. Interessanterweise konnten wir
fiir andere von uns getesteten Vertreter der
Comamonadaceae, z. B. Pelomonas, Ideonella,
Aquabacterium oder Rubrivivax, bisher keine
Phagen isolieren, auch wenn wir unvollstan-
dige Prophagen z. B. in einem Vertreter der
Gattung Rubrivivax identifizieren konnten

[8].

Methoden zur Analyse von Wirt-
Phagen-Interaktionen

Neben der Charakterisierung des Infektions-
zyklus, ihres Wirtsspektrums und der Stabi-
litdt der Phagen gegeniiber Umweltfaktoren,
ist ein weiterer Schritt, Veranderungen des
Wirts auf zelluldarer Ebene zu analysieren.
Anhand eines aus Klaranlagenablauf isolier-
ten E. coli-Phagen entwickelten wir Proto-
kolle, um bisher unbekannte Phagenproteine
zu annotieren und verglichen das infizierte
Wirtsproteom mit nicht infizierten Kontrol-
len [12]. Die Analyse zeigte, dass Proteine,
die in die Stressantwort des Wirts involviert
sind, in infizierten E. coli-Zellen weniger
abundant sind als in den Kontrollkulturen.
Dies konnte eine Strategie des Phagen sein,
bakterielle Abwehrprozesse zu unterdri-
cken. Infizierte Bakterien konnten somit
weniger stressresistent gegeniiber Umwelt-
konditionen sein und Phagen indirekt mikro-
biell vermittelte Prozesse negativ beeinflus-
sen. Die von uns isolierten Comamonada-
ceae-Phagen infizieren Comamonadaceae-
Stamme, die in abwasserrelevante Prozesse
involviert sind, wie Denitrifikation und
Aromatentransformation. Diese Analysen
sollen daher in Zukunft erlauben, den Ein-
fluss der Phagen auf Mitglieder der Coma-
monadaceae und die von ihnen in der Abwas-
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sereinigung vermittelten Prozesse besser zu
verstehen.
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