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Taxonomie

Moderne genombasierte Klassifikation
von Bakterien und Archaeen

JAN P. MEIER-KOLTHOFF
LEIBNIZ-INSTITUT DSMZ, BRAUNSCHWEIG

Prokaryotic taxonomy is increasingly informed by genome sequence-
based approaches, but the proper choice of input data and methods is
not trivial. The recently introduced Type (Strain) Genome Server (TYGS)

is a user-friendly high-throughput webserver for genome-based taxonomy
of prokaryotes, connected to a large, growing database of type-strain
genomes and related data on taxonomy and nomenclature. TYGS helps
scientists to quickly address various taxonomic questions.
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B Mikroorganismen dominieren die Erde.
Sie steuern und unterhalten das Leben auf
vielfdltige Weise [1]. Sie nehmen Schliissel-
rollen in unterschiedlichen Stoffkreislaufen
ein, im Leben von Pflanzen und Tieren, in der
Landwirtschaft sowie im weltweiten Nah-
rungsnetz [1, 2]. Gerade in Zeiten des Klima-
wandels und der damit einhergehenden glo-
balen Erwarmung ist ein genaues Verstandnis
sowohl der mikrobiellen Diversitit als auch
der ablaufenden und sich teils verandernden
Prozesse von zentraler Bedeutung [2].

Entwicklung der bakteriellen
Taxonomie

Das biologische Teilgebiet der Taxonomie
befasst sich mit der Charakterisierung, Iden-
tifikation und Klassifikation von Organismen,
mit dem Ziel, die natiirlichen Verwandt-
schaftsverhaltnisse moglichst akkurat abzu-
bilden. Fiir die Taxonomie der Bakterien und
Archaeen wurden bereits seit Ende des
19. Jahrhunderts unterschiedliche Labor-
methoden entwickelt und im Laufe der Jahr-
zehnte immer weiter verfeinert [3]. Obwohl
diese Methoden auf unterschiedliche Weise
zur taxonomischen Positionierung einer
Mikrobe beitragen, werden heutzutage zuneh-
mend genomsequenzbasierte Methoden ange-
wandt [4, 5]. Denn konventionelle Methoden,
wie z. B. die DNA:DNA-Hybridisierung (DDH),
sind fiir ihre Fehleranfilligkeit und dem resul-
tierenden Arbeitsaufwand bekannt. Demge-
geniiber erlauben genomsequenzbasierte
Alternativen eine hohe Standardisierung, da
sie exakt reproduzierbar und schnell durch-
fiihrbar sind sowie eine hohe methodische
Genauigkeit mit sich bringen [4, 5].

Ubergang zu genomsequenzbasierten
Methoden

Die konventionelle DDH bestimmite {iber Jahr-
zehnte die prokaryotische Artabgrenzung im
Rahmen des pragmatischen Artkonzepts, bei
dem ein definierter Schwellenwert von 70 Pro-

<« Abb. 1: Grundprinzip des Typstamm-Genom-
servers.
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zent Ahnlichkeit iiber die Zugehdrigkeit
von Stammen zur selben Art entschei-
det [5]. Daher miissen neue genomse-
quenzbasierte Methoden hohe Korre-
lationen zu empirischen DDH-Ergeb-
nissen aufweisen, um Konsistenz zwi-
schen alter und jeweils neuer Methode
sicherzustellen [6]. Die moderne, com-
putergestiitzte digitale DDH (dDDH)
vergleicht in Minutenschnelle Paare
von Genomsequenzen mit entspre-
chend optimierten Algorithmen [5] und
liefert wie die klassische DDH einen
Ahnlichkeitswert, der ganz analog
mittels des etablierten 70-Prozent-
Grenzwerts zur Artabgrenzung genutzt
werden kann [5, 7]. Ein alternatives
Konzept, die Average Nucleotide Identi-
ty (ANI), basiert auf einem dhnlichen
Grundprinzip; es fehlen aber eine Rei-
he wichtiger Funktionen und Optimie-
rungen, die im dDDH-Ansatz enthalten
sind [4, 5, 8]. Auch unterscheiden sich
beide Ansdtze in der jeweiligen Leis-
tung [5, 8]. In Vergleichsstudien schnitt
die dDDH-Methode durchweg besser ab
als verschiedene ANI-Methoden, ohne
dabei die technischen Nachteile der
klassischen DDH zu kopieren [5, 8].
Viele neuere ANI-Varianten verzichten
ganzlich auf eine Untersuchung der
Korrelationen zu empirischen DDH-
Ergebnissen [8], obwohl das zustandi-
ge taxonomische Komitee dies explizit
forderte [6]. Die dDDH-Methode ist
zudem als bisher einzige Methode fir
die Abgrenzung von Unterarten eta-
bliert und stellt somit auch ein inter-
essantes Werkzeug zur Untersuchung
der Diversitéat innerhalb von Arten dar
[7].

Dartiber hinaus zeichnet sich die der
dDDH zugrunde liegende Genome
BLAST Distance Phylogeny-Methode
(GBDP), die der Berechnung préziser
Distanzen zwischen Genompaaren
dient, durch verschiedene Optimierun-
gen aus, die im ANI-Ansatz nicht ent-
halten sind, wie z. B. die Berticksichti-
gung von paralogen Genen, von
Sequenzbereichen geringerer Komple-
xitat und von stark unterschiedlichen
GenomgroBen [4, 5, 8]. Sie ist daher
neben der Anwendung in der genom-
basierten Art-und Unterartabgrenzung
gerade fiir phylogenomische Analysen
sehr gut geeignet, wie verschiedene
GroBstudien zeigten [9, 10].

Herausforderungen und
Lésungen

Neben der Wahl der passenden Metho-
de ist in der prokaryotischen Taxo-
nomie zudem die korrekte Wahl der
Vergleichsstamme wichtig, die in Form
von Typstammen das Riickgrat der
Systematik bilden und als nomen-
klatorische Typen von Arten und
Unterarten fungieren. Ein Vergleich
mit Typstammen ist somit unerlass-
lich fiir die Identifikation und Klassi-
fikation neuer Arten. Fiir genomse-
quenzbasierte Methoden bedeutet
dies, dass die Genomsequenzen der
jeweils relevanten Typstaimme ver-
flighar sein miissen. GroBsequen-
zierprojekte wie die Genomic Encyclo-
pedia of Bacteria and Archaea (GEBA)
konnten hier die Zahl der Genom-
sequenzierten Typstimme bereits
deutlich erh6hen [10].

Die Synthese moderner Methoden
mit einer umfangreichen Typstamm-
Genomdatenbank wiirde daher min-
destens zwei Probleme l6sen: Genom-
sequenzen konnten so exakt einem
bestimmten Typstamm zugeordnet
werden, und eine angeschlossene bio-
informatische Plattform wiirde Wis-
senschaftlern, selbst ohne technisches
Spezialwissen, Zugriff auf verschiede-
ne taxonomische Analysen ermog-
lichen.

Der Typstamm-Genomserver

Der von uns entwickelte Typstamm-
Genomserver (TYGS; https://tygs.dsmz.
de) stellt einen solchen integrierten
Ansatz fiir genombasierte Taxonomie
dar (Abb. 1, [8]). Er vereint verschie-
dene Komponenten, wie eine umfang-
reiche Typstamm-Genomdatenbank
von Arten und Unterarten mit valide
publizierten Namen, eine automatische
Bestimmung der jeweils nachsten Ver-
wandten zu benutzerdefinierten Stam-
men und gesamtgenombasierte Metho-
den fiir Phylogenie und Klassifikation
[8]. Dies ersetzt taxonomische Stan-
dardmethoden, wie die konventionelle
DDH, Analysen des G+C-Gehalts, 16S-
rRNA-Genanalysen sowie multi locus
sequence analysis (MSLA), durch digi-
tale Varianten und schafft eine Platt-
form, die einen deutlichen Mehrwert
fir Mikrobiologen, Taxonomen und
Mediziner bietet [8].
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Legionella birminghamensis ATCC 43702
Legionella shakespearei DSM 23087
'Legionella sp. km772' (RZGQ0O0000000)
'Legionella sp. km535' (RZGU00000000)
Legionella moravica DSM 19234
Legionella quateirensis ATCC 49507
Legionella saoudiensis LH-SWC
Legionella rowbothamii LLAP6
Legionella massiliensis LegA

Legionella fallonii LLAP-10

= o

Legionella worsleiensis ATCC 49508
Legionella lansingensis ATCC 49751
Legionella yabuuchiae OA1-2
- Legionella impletisoli OA1-1
'Legionella sp. km489' (RZGX00000000)
'Legionella sp. km488' (QHJG00000000)
Legionella qingyii CCTCC AB 2018025
'Legionella sp. km521' (RZGW00000000)
Legionella gormanii ATCC 33297
Legionella gormanii ATCC 33342
Legionella anisa ATCC 35292
Legionella parisiensis DSM 19216
- Legionella bozemanae ATCC 33217
Legionella steigerwaltii ATCC 35302
- Legionella cherrii DSM 19213
Legionella steelei ATCC BAA-2169
- Legionella dumoffii NY 23
Legionella nagasakiensis JCM 15315
Legionella oakridgensis ATCC 33761
Legionella waltersii ATCC 51914
-- Legionella rubrilucens ATCC 35304
Legionella taurinensis NCTC 13314
Legionella erythra ATCC 35303
Legionella wadsworthii ATCC 33877
'Legionella sp. km524' (RZGV00000000)
'Legionella sp. km542' (RZGT00000000)
- 'Legionella sp. km714' (RZGR00000000)
- 'Legionella sp. km711' (RZGS00000000)
Legionella pneumophila subsp. fraseri ATCC 33156
-- Legionella pneumophila subsp. pascullei ATCC 33737
--- Legionella pneumophila Philadelphia 1

- Legionella gratiana ATCC 49413
Legionella cincinnatiensis ATCC 43753
Legionella santicrucis ATCC 35301
Legionella longbeachae NCTC 11477
Legionella sainthelensi ATCC 35248
'Legionella sp. 13.8642' (UFAM00000000)
'Legionella sp. 13.8642' (UFALO0000000)
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A Abb. 2: Gesamtgenombasierter Stammbaum des Legionella-Datensatzes. Die Astlangen sind gemaB der Genome BLAST Distance Phylogeny(GBDP)-
Distanzformel d skaliert. Die Zahlen oberhalb der Aste sind Unterstiitzungswerte, basierend auf 100 Replikaten. Die Blatter des Baums sind entspre-
chend der Legende annotiert. Die Zugriffsschliissel (Accession IDs) sind in Klammern angegeben.

Analyse eines Legionella-Datensatzes

Eine tibliche Frage in mikrobiologischen For-
schungsprojekten ist, ob neu isolierte und
Genom-sequenzierte Stamme neue Arten sind
oder nicht. Dass dieser Aspekt und weitere
einfach mit dem TYGS untersucht werden
konnen, zeigt eine exemplarische Analyse
eines Datensatzes der Gattung Legionella, die
mit Legionella pneumophila auch den Erreger
der Legionarskrankheit beinhaltet.

Drei der elf unbekannten Stimme gehoren
zu L. qingyii, ein Stamm entspricht L. mora-
vica, wahrend die restlichen sieben Staimme
drei neuen Legionella-Arten angehoren
(Abb. 2). Dass es sich dabei um tatsdchlich
noch unbekannte Arten handelt, konnten wir
mittels des TYGS anhand einer zusétzlichen

phylogenetischen Analyse eines erweiterten
16S-TRNA-Gen-Datensatzes sicherstellen [8].

Spannend ist zudem, dass laut TYGS die in
der Klassifikation als Unterarten von L. pneu-
mophila ausgewiesenen Stamme L. pneumo-
phila subsp. pascullei und L. pneumophila
subsp. fraseri gemaB der digitalen DDH eige-
ne Arten darstellen (die dDDH-Werte liegen
unter 55 Prozent) und somit entgegen der
aktuellen Klassifikation keine Unterarten von
L. pneumophila sind. Friihere Untersuchun-
gen unterstiitzen diesen Fund mit Verweis
auf die unterschiedliche Okologie dieser
Stamme [11].

Zusammenfassend bietet TYGS deutlich
mehr als nur die Summe seiner Teile, indem
verschiedene moderne Analysetechniken

kombiniert und vollautomatisch angewandt
werden, Ergebnisse den Anwendern in auf-
bereiteter Form angeboten und einem weiten
Nutzerkreis zugdnglich gemacht werden. Die
von TYGS bereitgestellten Ergebnisse konnen
problemlos fiir weiterfiihrende Analysen ver-
wendet werden und bieten dem Anwender je
nach Fragestellung ein groBes Spektrum
nachgelagerter Analysen. Die modulare Struk-
tur des TYGS erlaubt einen zukiinftigen Aus-
bau, wie beispielsweise die Extraktion und
Annotation ausgewahlter genomischer Merk-
male.
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