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Abkurzungsverzeichnis

ENS = Effective Number of Species

NA = Not Assigned

NMDS = Non-metric Multidimensional Scaling
PCoA = Principal Coordinates Analysis

Die IDs der einzelnen Proben sind nach einem bestimmten Muster gestaltet. Die ersten drei Buchstaben

stehen fiir den Zoo, die folgenden Buchstaben fiir die Spezies und die Zahl am Ende fiir die

Probennummer.

,BEN“ = Bennettkanguru ,KOA” = Koala

,,BKAE“ = Baumkanguru ,RAT“ = Rattenkdnguru
,BUER" = Biirstenschwanzkanguru »RRK“ = Rotes Riesenkdnguru
,FLKY = Flinkwallaby ,SUM“ = Sumpfwallaby
,GRK”“ = Ostl. Graues Riesenkdnguru ,WOM“ = Wombat
LAUG” = Augsburg ,MUE“ = Miinchen
,BER” = Tierpark Berlin ,KOP* = Kopenhagen
LKRE” = Krefeld ,,SCH” = Schwerin
,DUIY = Duisburg ,ZUE” = Zirich

JLANY = Landau ,HEI” = Heidelberg
,NEK“ = Neunkirchen ,NUR“ = Niirnberg
,NEU” = Neuwied

Futterproben haben am Ende verschiedene Bezeichnungen, je nach Futterart:

SPELY = Pellets ,GEM“ = Gemise ,MUS“ = Misli
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,GRU" = Griinfutter ,HEUY = Heu ,STRY = Stroh
Bodenproben haben am Ende die Bezeichnung ,,BOD".

Wird in Grafiken nur die Abkirzung fir den Zoo und die Spezies ohne die Nummer verwendet, handelt
es sich um die Gesamtwerte aller Tiere dieser Spezies von diesem Zoo. Bei einer Zusammenfassung

aller Futterproben fiir eine Tierart in einem Zoo wird die Endung ,,FUTTER” verwendet.

Beispiele:

MUERRK5 = Rotes Riesenkdnguru aus Miinchen, Proben-Nr. 5

AUGBEN = Alle Bennettkdngurus aus Augsburg

NEUGRKMUS = Futterprobe ,Miisli“ des Ostl. Grauen Riesenkingurus aus Neuwied
LANBENBOD = Bodenprobe aus dem Gehege der Bennettkdngurus aus Landau
SCHGRKFUTTER= Alle Futterproben der Ostl. Grauen Riesenkidngurus aus Schwerin

Eine Ausnahme bilden die Proben aus Duisburg, welche mit,,DUI0711” oder,,DUI0811“ beginnen. Hier

wurden andere Buchstabenfolgen fiir die Proben gewahlt:

»BENN“ = Bennettkdnguru JTEUF“ = Tasmanischer Teufel
,KOLA" = Koala ,WOMB” = Wombat
,SUMF“ = Sumpfwallaby ,PLAN” = Plantage

Die Proben ,Plantage” beziehen sich auf Eukalyptusblatter, welche an die Koalas aus Duisburg

verflttert werden.
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Abstract

Thanks to the rapid development of the latest next generation sequencing methods, it is now possible
to sequence large quantities of genetic material within a very short time and at low cost. This makes it
possible to carry out large-scale projects to analyze the metagenome of many different individuals
simultaneously. In this study, a total of 124 soil, feed and faecal samples from eleven different
Marsupialia species were analyzed and evaluated using nanopore sequencing in order to find out more
about the microbiome of these species and to determine which environmental factors can have an
influence on it. The evaluation of the results showed clear parallels between the bacterial composition
of the feed and fecal samples, as well as overlaps between the mycobiome of the animals and that of
the feed and soil samples. Furthermore, differences between the bacterial microbiomes of carnivorous
and herbivorous Marsupialia species were found by comparing the different animal species with each

other.
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Zusammenfassung

Durch die rasante Entwicklung neuer Next Generation Sequencing-Methoden ist es heutzutage
moglich, grole Mengen an Erbgut innerhalb kirzester Zeit unter geringem Kostenaufwand zu
sequenzieren. Dies ermoglicht es, groRflachig angelegte Projekte zur Metagenomanalyse vieler
verschiedener Individuen simultan durchzufiihren. In dieser Arbeit wurden insgesamt 124 Boden-,
Futter- und Kotproben von elf verschiedenen Marsupialia-Arten mittels Nanopore Sequencing
analysiert und ausgewertet, um mehr Gber das Mikrobiom dieser Arten in Erfahrung zu bringen und
um herauszufinden, welche Umweltfaktoren auf ebendieses Einfluss nehmen kénnen. Die Auswertung
der Ergebnisse zeigte deutliche Ubereinstimmungen zwischen der bakteriellen Zusammensetzung der
Futter- und Kotproben sowie Uberschneidungen des Mykobioms der Tiere mit jenem der Futter- und
Bodenproben. Beim Vergleich der verschiedenen Tierarten untereinander konnten des Weiteren
Unterschiede zwischen den bakteriellen Mikrobiomen karnivorer und herbivorer Marsupialia-Arten

festgestellt werden.
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Einleitung

Das Mikrobiom umfasst die Gesamtheit aller Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze und Archeen aber
auch Viren, die einen gemeinsamen Lebensraum besiedeln. Ein solcher Lebensraum fir
Mikroorganismen kann z.B. der Verdauungstrakt oder die Haut von einem Menschen oder einem Tier
sein. In der Regel leben der Wirt und sein Mikrobiom symbiotisch zusammen, sodass die
Mikroorganismen von einem geschiitzten Biotop und Nahrstoffen profitieren und den Wirt im
Gegenzug dafiir bei der Verwertung dieser Nahrstoffe unterstiitzen und ihn vor gewissen Pathogenen
oder Toxinen schitzen [1]. Die Zusammensetzung und der Zustand des Mikrobioms in Lebewesen
wirken sich somit stark auf die korperliche Gesundheit ihres Wirts aus und kénnen dabei sowohl
positive als auch negative Einfliisse haben. So kénnen gewisse Mikroorganismen tumorbeglinstigende
Vorgidnge auslosen oder auch inhibieren, wie beispielsweise Fusobacterium nucleatum und
Bacteroides fragilis, die das Risiko fiir Darmkrebs erhéhen konnen [2,3]. Demgegeniiber konnten
Studien zeigen, dass Vertreter der Spezies Akkermansia muciniphila und Bifidobacterium longum eine
gewisse Immunitat gegen diese Krebsart liefern kdnnen [4]. Der Einflussbereich des Mikrobioms reicht
sogar Uber den Verdauungstrakt hinaus und kann sich auch auf andere Organe wie das Gehirn, Herz
und Nieren auswirken [5,6]. Das Mikrobiom eines Lebewesens kann sich im Laufe der Zeit auch
verdandern, was von Faktoren wie z.B. Erndahrung, Alter, Krankheit und Genetik abhdangen kann [7]. Auch
Medikamente wie Antibiotika oder Cortison kdnnen Einfluss auf das Mikrobiom haben [8]. Wenn das
Mikrobiom durch Fehlerndahrung oder, wie oben erwahnt, durch Medikamente oder andere Substanzen
in ein Ungleichgewicht gerat und an Biodiversitat verliert, spricht man von einer Dysbiose, was einen
erheblichen Einfluss auf das Nerven- und Immunsystem haben kann und so neben Krebs auch

entziindliche Erkrankungen begiinstigt [9].

Dysbiosen kdnnen neben Krankheitsursache auch Symptom einer Krankheit sein, was sie fir die
Diagnostik interessant werden ldsst. Durch diesen Umstand rlickt die Mikrobiombestimmung und
damit auch Next Generation Sequencing, in ein neues Licht und dient bereits heute in der
Humanmedizin als wichtiges Werkzeug zur Friiherkennung von Krankheiten und Risiken. Somit lassen
sich bereits im Voraus Praventivmallnahmen ergreifen, um das Risiko einer spateren Erkrankung zu

minimieren [10].

Next Generation Sequencing-Methoden |6sten die Sanger-Sequenzierung ab, bei der die DNS-Sequenz
des zu untersuchenden Organismus dulerst Zeit- und Arbeitsintensiv aus vielen kleinen DNS-
Fragmenten zusammengesetzt und analysiert werden musste. Im Gegensatz dazu kann mit den neuen
Verfahren der Next Generation Sequencing, wie z.B. lllumina oder lon Torrent sogar mehrere Genome

parallel innerhalb weniger Stunden sequenziert werden, was mit der veralteten Sanger-
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Sequenzierungs-Methode zum Teil Jahre gedauert hatte [11]. Durch diese Zeitersparnis fielen auch die
Kosten fiir derartige Genom-Analysen, was sie flr ein breiteres Anwendungsspektrum, wie z.B.
Mikrobiombestimmungen, zum Einsatz kommen lieR. In dieser Arbeit wird die Nanopore Technology
als Sequenzierungsmethode verwendet. Das Funktionsprinzip dieser Methode besteht darin, dass die
zu sequenzierenden DNS-Abschnitte mithilfe eines Adapterproteins an einer Pore innerhalb einer
Membran fixiert werden. Diese DNS-Abschnitte werden anschlieend durch die Pore gefiihrt, an der
kontinuierlich mittels Elektroden das elektrische Potential gemessen wird. Dieses Potential andert sich
je nachdem, welche Nukleinbase der DNS-Sequenz in diesem Moment die Pore passiert, was durch die
Elektroden registriert und an den Computer weitergegeben wird. Dieser Vorgang wiederholt sich fiir
jedes weitere DNS-Fragment immer wieder an bis zu mehreren hundert Poren gleichzeitig [12]. Aus
den so erhaltenen Daten lasst sich dann die genaue Sequenz der Fragmente ermitteln und z.B. mit
verschiedenen Datenbanken abgleichen, um die Identitdt des Organismus zu ermitteln, von dem das
DNS-Fragment stammt. Auf diese Weise lassen sich nicht nur viele Organismen gleichzeitig
identifizieren, wie es fir ein Mikrobiombestimmung notwendig ist, sondern auch deren

phylogenetischen Beziehungen zueinander ermitteln [6].

Die Bestimmung des Mikrobioms eines Organismus kann dazu beitragen, die Beziehung zwischen Wirt
und Mikroorganismen genauer zu charakterisieren, um den Einfluss ebendieser auf die Entwicklung
und Gesundheit des Wirts besser zu verstehen. Zudem kann es neue Erkenntnisse dariber bringen, wie
Mikroorganismen zur Pathophysiologie von Krankheiten beitragen und somit bei der Entwicklung

neuer therapeutischer und diagnostischer Methoden helfen [6].

Seit dem Aufkommen der Next Generation Sequencing-Methoden wurde immer mehr in dieser
Richtung geforscht und ist heute ein fester Bestandteil der wissenschaftlichen Forschungsgebiete
geworden. Bisher lag das Hauptaugenmerk jedoch auf dem bakteriellen Mikrobiom, wahrend das
Mykobiom weniger Beachtung erfuhr [13]. Das sogenannte Mykobiom ist ein Teilbereich des
Mikrobioms und umfasst die darin lebenden Pilzarten. Zu diesen Teilbereichen gehort beispielsweise
auch das Viriom, welches die Viren eines Mikrobioms in sich zusammenfasst. Das Mykobiom macht
beim Menschen nur einen kleinen Teil des Mikrobioms aus, spielt jedoch trotzdem eine wichtige Rolle
bei der Homeostase und hangt ebenso wie das bakterielle Mikrobiom von Umweltfaktoren ab, wie z.B.
Erndhrung oder Medikamente sowie vom Kérpergewicht, Geschlecht oder Alter [14]. Ebenso kann eine
Dysbiose des Mykobioms Stérungen des Immunsystems nach sich ziehen sowie gewisse

Krankheitsbilder von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hervorrufen [15].

In diesem Kontext wird die Relevanz weiterer Untersuchungen des Mykobioms im Speziellen, aber auch
des Virioms klar ersichtlich. Allerdings sind diesbeziiglich immer noch viele Tierarten ungenligend
erforscht und es zeigt sich, dass die Prioritat flr solche Forschungen bisher eher auf dem Menschen
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und auf Nutztieren lag. Auch die Mikroorganismen selbst, die im Menschen oder Nutztieren
vorkommen, sind deutlich besser erforscht und katalogisiert als jene, die aus den Mikrobiomen von
weniger erforschten Tieren stammen [13]. Dieser Umstand zeigt sich deutlich in Datenbanken, fir die
immer noch viele DNS-Sequenzen unbekannt sind und keinem Mikroorganismus zugeordnet werden

kénnen.

In der vorliegenden Arbeit sollen einige dieser weniger erforschten Aspekte genauer betrachtet
werden, indem bei den untersuchten Marsupialia-Arten auch ein besonderes Augenmerk auf deren
Mykobiom und Viriom gelegt wird. AuBerdem sollen die Einfliisse von Umweltfaktoren wie Erndhrung
und Umgebung auf das Mikrobiom dieser Marsupialia-Arten genauer untersucht werden. Dies
geschieht durch Vergleiche zwischen Futter- und Bodenproben aus dem Gehege der entsprechenden
Tiere mit deren Kotproben. Erkenntnisse aus dieser Forschung konnten in Zukunft dabei helfen,
Krankheiten und Dysbiosen dieser Tierarten zu erkennen und besser zu verstehen, um diese besser
diagnostizieren und behandeln zu kénnen. Zudem kdnnten die Ergebnisse der hier untersuchten Tiere
zu einer artgerechten Haltung in Tiergehegen beitragen und fiir den Artenschutz in freier Wildbahn von

Bedeutung sein.
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Chemikalien- und Gerateliste

Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

Die nachfolgende Tabelle 1 enthalt die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsgtiter, Chemikalien und

Laborgerate.

Tabelle 1: Verbrauchsgliter-, Chemikalien- und Gerditeliste

Verbrauchsgiter

Name ID/Modell Hersteller Unternehmenssitz
Flongle Sequencing

Expansion EXP-FSE001 Oxford Nanopore Technologies | UK

Rapid PCR Barcoding

Kit SQK-RPB004 Oxford Nanopore Technologies | UK

Rapid Barcoding Kit SQK-RBK004 Oxford Nanopore Technologies | UK

Flongle Flow Cell, Pk.1 | FLO-FLGOO1 Oxford Nanopore Technologies | UK

QlAamp PowerFecal

Pro DNA Kit Cat. No. 51804 Quiagen Niederlande
DNeasy Plant Mini Kit | Cat. No. 69104 Quiagen Niederlande
Chemikalien

Name ID/Modell Hersteller Unternehmenssitz
Trizma hydrochloride

solution (1M) T3038-1L Merck USA

1X dsDNA BR Working

Soution Q33231 Thermo Fisher Scientific USA

Qubit 1X dsDNA BR

Standard Q33263 Thermo Fisher Scientific USA
Laborgerate

Name ID/Modell Hersteller Unternehmenssitz
Vortex Mixer BV1000 Benchmark Scientific USA

my FUGE Mini

Centrifuge C1008-B Benchmark Scientific USA

High Speed

Microcentrifuge C1612-E Benchmark Scientific USA

my BLOCK Mini Dry

Bath BSH200 Benchmark Scientific USA
Feinwaage ABS 80-4 Kern & Sohn Deutschland
Qubit 4 Fluorometer Q33226 Thermo Fisher Scientific USA
Wippschittler 444-0145 VWR International USA

PCR Thermocycler Biometra Tone 96G | Analytik Jena Deutschland
MinION Mk1B MIN-101B Oxford Nanopore Technologies | UK
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Boden-, Futter- und Kotproben

Die in dieser Arbeit verwendeten Kotproben stammen von insgesamt elf Spezies innerhalb der Gruppe
der Beuteltiere aus dreizehn verschiedenen Zoos in Deutschland, Danemark und der Schweiz.
Zusatzlich wurden aus einigen dieser Zoos auch Futterproben von drei Tierarten, sowie Bodenproben
von zwei Tierarten gesammelt. Die Gesamtzahl der Proben setzt sich zusammen aus 125 Kot-, 16 Futter-
und finf Bodenproben, die von Tierdtzten und -pflegern aus den Gehegen der entsprechenden Tiere
gesammelt wurden. Die ungleiche Verteilung der Probenzahl zwischen den verschiedenen Spezies liegt
groRtenteils an deren Verfligbarkeit. So sind beispielsweise rote Riesenkangurus deutlich haufiger in
europaischen Zoos anzutreffen als Tasmanische Teufel [16]. Auch technische Aspekte spielen eine Rolle,
da im speziellen Fall des Rattenkdngurus dessen Kot aufgrund seiner GréBe und der dichten

Bepflanzung der Gehege nur schwer zu finden ist.

Die Proben wurden in sterilen Kunststoffrohrchen gesammelt und unter Aufrechterhaltung einer
Kihlkette transportiert und gelagert. Eine genaue Auflistung aller Proben ist in den nachfolgenden

Tabellen 2, 3 und 4 zu sehen.

Tabelle 2: Liste der Kotproben

Kotproben

Spezies Anzahl Zoo
Baumkénguru 7 | Krefeld
Baumkénguru 11 | Tierpark Berlin
Bennettkanguru 2 | Augsburg
Bennettkanguru 2 | Duisburg
Bennettkanguru 1|Landau
Bennettkanguru 5| Neunkirchen
Bennettkanguru 4| Neuwied
Biirstenschwanzkanguru 1 | Duisburg
Flinkwallaby 9| Miinchen
Ostliches Graues

Riesenkdanguru 6 | Kopenhagen
Ostliches Graues

Riesenkdnguru 9 | Krefeld
Ostliches Graues

Riesenkdanguru 4 | Neuwied
Ostliches Graues

Riesenkdanguru 8| Schwerin
Koala 6 | Duisburg
Koala 3| Zurich
Rattenkadnguru 1 | Kopenhagen
Rotes Riesenkdnguru 6 | Heidelberg
Rotes Riesenkanguru 10 | Minchen
Rotes Riesenkanguru 10 [ Nlrnberg
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Sumpfwallaby 2 | Duisburg
Sumpfwallaby 4 | Minchen
Tasmanischer Teufel 2 | Duisburg
Wombat 4 | Duisburg
Wombat 8 | Kopenhagen
Tabelle 3: Liste der Futterproben

Futterproben

Spezies Anzahl |Zoo
Bennettkdanguru 2 | Augsburg
Bennettkanguru 3| Landau
Bennettkanguru 1 | Neunkirchen
Bennettkanguru 2 | Neuwied
Ostliches Graues

Riesenkanguru 3 | Neuwied
Ostliches Graues

Riesenkanguru 3 | Schwerin
Koala 2 | Duisburg
Tabelle 4: Liste der Bodenproben

Bodenproben

Spezies Anzahl |Zoo
Bennettkanguru 1| Augsburg
Bennettkanguru 1| Landau
Bennettkanguru 1 | Neuwied
Ostliches Graues

Riesenkanguru 1| Neuwied
Ostliches Graues

Riesenkdnguru 1 | Schwerin

DNS-Extraktion und Barcoding

Jan-Hendrik Kaub

Matr.-Nr.: 7270730

Die DNS-Extraktion wurde mithilfe der Extraktionskits QlAamp PowerFecal Pro DNA Kit und DNeasy

Plant Mini Kit der Firma Quiagen durchgefiihrt, die im Nachfolgenden der Ubersicht wegen als Fecal-

bzw. Plant-Kit aufgefiihrt werden. Da die Futterproben groRtenteils pflanzlichen Ursprungs sind, wurde

fir diese das Plant-Kit verwendet, wahrend fiir die Kot- und Bodenproben das Fecal-Kit verwendet

wurde.

Fiir die Extraktion mittels Fecal-Kit werden verschiedene Losungen und spezielle Tubes bendtigt, die

alle im Lieferumfang des Kits enthalten sind. Zunachst wurden 200 bis 250 mg aus der jeweiligen Kot-

bzw. Bodenprobe entnommen und in ein separates PowerBead Pro Tube gegeben, mit Losung CD1
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versetzt und mehrere Minuten lang auf einem Vortex Mixer geschiittelt, um die Zellen zu lysieren.
AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert und mit Losung CD2 gemischt, die etwaige PCR-
Inhibitoren entfernen soll. Nach Zugabe von Losung CD3 konnten die Proben auf MB Spin Columns
geladen und deren DNS nach dem Waschen mit den Lésungen EA und C5 mithilfe von Losung C6 eluiert

werden.

Auch beim Plant-Kit sind alle nachfolgenden Lésungen und Utensilien abgesehen von Moérser und
StoRel im Lieferumfang des Kits enthalten. Zunachst wurden alle Futterpellets im Morser zerkleinert,
mit Pufferldsung AP1 und RNase A versetzt und anschlieRend einige Minuten bei 65 °C inkubiert. Bei
Futterproben, die aus Gras, Heu, Stroh oder Gemiise bestanden, wurde der Zerkleinerungsschritt mit
dem Morser ausgelassen und das Pflanzenmaterial direkt mit den beiden Losungen inkubiert. Nach
der Zugabe von Pufferlésung P3 und einem Inkubationsschritt auf Eis wurden die Proben in
QlAshredder spin columns transferiert und zentrifugiert. Anschlieend wurden die Proben mit Losung
AW1 versetzt und in DNeasy Mini spin columns pipettiert. Nach zwei Waschvorgangen mit Losung AW?2

konnte die fertig extrahierte DNS aus den Pflanzenproben mit dem Elutionspuffer AE eluiert werden.
AbschliefRend wurde die DNS-Konzentration mit Hilfe des Qubit 4 Fluorometers gemessen.

Die genauen Protokolle mit allen Arbeitsschritten und den exakten Zeit- und MaBangaben des Fecal-

und des Plant-Kits sind auf der Firmenwebseite von Quiagen abrufbar [17,18].

Ausgenommen von diesem Extraktionsverfahren sind alle Kot- und Futterproben aus Duisburg, deren
ID mit ,DUI0811“ bzw. ,DUI0711“ beginnt. Deren DNS wurde bereits zuvor von einem externen

Anbieter extrahiert.

Nach der DNS-Extraktion wurde den Genfragmenten aus insgesamt acht Proben ein spezifischer
Barcode mit Hilfe des Rapid Barcoding Kits angehangt. Somit lieRen sich im weiteren Verlauf immer
acht Proben gleichzeitig auf der Flongle Flow Cell analysieren und sie anhand ihres spezifischen
Barcodes auseinanderhalten. Hierfiir wurden zunachst die Template DNS und der jeweilige Rapid
Barcode im PCR Thermocycler miteinander verbunden. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden die
Proben mit magnetischen AMPure XP Beads versetzt, auf einem Wippschittler gemischt und Gber
einem Magneten mehrmals mit Ethanoll6sung gewaschen. Nach Resuspension der AMPure XP Beads
wurden die DNS-Fragmente mit einem Elutionspuffer von den Beads geldst und mit Rapid Adapter RAP
versetzt, welcher im spateren Verlauf bei der Sequenzierung an die Poren in der Membran der Flongle

Flow Cell bindet.

Einige Proben, insbesondere die Futterproben, wiesen einen zu geringen DNS-Gehalt auf, um mit der
Sequenzierung fortzufahren. Diese Proben wurden zundchst erneut extrahiert und im Falle des

Fortbestehens einer zu niedrigen DNS-Konzentration mit dem Rapid PCR Barcoding Kit
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weiterverarbeitet, um die DNS zu amplifizieren. Die Anzahl der Zyklen im PCR Thermocycler fiir die

jeweilige Probe sind im Anhang der Tabelle 5 zu entnehmen.

Das Protokoll fiir das Rapid PCR Barcoding Kit ist dem oben beschriebenen Rapid Barcoding Kit sehr
dhnlich, mit dem groflen Unterscheid, dass die DNS-Fragmente zunachst im PCR Thermocycler

amplifiziert werden.

Die genauen Protokolle des Rapid Barcoding Kits und des Rapid PCR Barcoding Kits sind auf der
Firmenwebseite von Oxford Nanopore Technologies zu finden [19,20]. Lediglich die Zyklenzahl im PCR-

Kit wurde fir diesen Versuchsaufbau, wie oben bereits erwahnt, abgeandert.
Sequenzierung

Vor Beginn der Sequenzierung wird die Flongle Flow Cell iber einen Adapter in den MinlON eingelegt
und mit dem Computer verbunden. Uber die Software MinKNOW muss anschlieBend ein Flow Cell-
Check durchgefiihrt werden, welcher die Verfligbarkeit und Funktion der Poren innerhalb der Flongle
Flow Cell priift. Die Firma Oxford Nanopore Technologies garantiert fiir mindestens 50 funktionsfahige
Poren. Sollte diese Zahl unterschritten werden, tritt der Garantiefall ein und der Preis der Flow Cell wird

rickerstattet.

Wahrend des Flow Cell-Checks wurden Flush Buffer und der Sequencing Buffer, der die insgesamt acht
Proben mit den unterschiedlichen Barcodes enthalt, angesetzt. Nach einem bestandenen Flow Cell-
Checks wurde dann zundchst der Flush Buffer und anschlieend der Sequencing Buffer in die Flongle
Flow Cell pipettiert, ohne Luftblasen in das System zu bringen. AbschlieRend wurde die Sequenzierung

Uber die Schaltflache in der Software MinKNOW gestartet und lief in der Regel tiber Nacht.
Datenverarbeitung

Nachdem die extrahierte und aufbereitete DNS die Flongle Flow Cell passiert hat und die Messung
abgeschlossen ist, konnen die hieraus gewonnenen Daten weiterverarbeitet und ausgewertet werden.
Da das Programm auch Ordner fiir Barcodes anlegt, die nicht im Experiment verwendet werden,
miissen diese zunachst geldscht werden. AnschlieBend ldsst sich mit dem nachfolgenden Befehl in den
entsprechenden Elternorder navigieren, in dem ab jetzt alle weiteren Schritte zur Datenverarbeitung

stattfinden.
cd ~/Schreibtisch/master jan nicole/Auswertung 450length/

Nun kénnen mithilfe der untenstehenden Schleife gleich mehrere Arbeitsschritte hintereinander
automatisch ausgefiihrt werden. Zuerst wird mit for i in $(ls -I unclassified)in alle

Unterordner, auBer ,unclassified”, navigiert, da diese jeweils eine der acht verschiedenen Proben
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enthalten und nach dem entsprechenden Barcode benannt sind. Der Inhalt dieser Ordner wird
zusammengefasst und erhalt die Endung fastqg. gz, was es dem Programm ermoglicht, die daraus
entstandenen Dateien mit gzip zu entpacken. Mit dem Befehl porechop werden die Barcode-
Adapter von den DNS-Sequenzen getrennt, sodass nur noch die eigentliche Sequenz des
entsprechenden Reads (brigbleibt. NanoFilt filtert alle Reads heraus, deren Linge eine vorher
festgelegte Anzahl an Basenpaaren unterschreitet, oder deren Qualityscore unter einem gewissen Level
ist. Indiesem Fallwird mit -1 450 -g 6 die Mindestlange auf 450 Basenpaare und der Qualityscore
auf 6 gesetzt. Um diese Parameter sinnvoll zu wahlen, kénnen mit dem Befehl NanoPlot Grafiken
von den gefilterten und ungefilterten Reads erstellt werden. Reads unter einer gewissen Lange kbnnen
aufgrund dessen namlich nicht mehr eindeutig einem einzelnen Organismus zugeordnet werden.
AnschlieBend wird das Dateiformat der Reads mit seqtk von fastqgzu fasta gedndert, um diese
mit den Datenbanken von Kraken2 und Kaiju abgleichen zu koénnen. Kraken2 beinhaltet die
Datenbanken bacteria wund archaea viral protozoa fungi, die jeweils die
entsprechenden Organismen hinterlegt haben. Daraus resultieren die Output-Dateien mit der Endung
kraken-out bac firdie Bakterien und kraken-out vir fun fir Viren und Pilze. Kaiju enthalt
die Datenbanken kaiju db nr.fmi, kaiju db fungi.fmi und
kaiju db viruses.fmi, welche jeweils die Eintrage fiir Bakterien, Pilze oder Viren enthalten.
Nach Abgleich der Reads mit diesen Datenbanken werden die Output-Dateien mit den Endungen
kaiju-out bac, kaiju-out fun und kaiju-out vir ausgegeben. Die Anzahl der zu
verwendenden Prozessorkerne wird bei Kraken2 mittels ——threads bzw. bei Kaiju mittels -z auf

15 gesetzt.

Nun kénnen die jeweiligen Output-Dateien aus Kraken2 und Kaiju zusammengefiigt werden. Dies
geschieht mit dem Befehl kaiju-mergeOQutputs, nachdem sie durch sort -k2, 2 nach ihren
Namen sortiert wurden. Das genaue Verfahren der Zusammenfiihrung wird mit —c definiert. In diesem
Fall ist hier der Wert ,,2“ angegeben, welcher angibt, dass die Taxon-ldentifizierung der zweiten Datei
Ubernommen wird, die hinter — 7 steht. Im Zuge dieser Arbeit wurde die Taxon-ldentifizierung von Kaiju
angewandt. Die entsprechenden Output-Dateien sind die zusammengefligten Listen mit den Endungen
combined bac.out, combined fun.outundcombined vir.out.Die Option -v amEnde
ermoglicht die Ausgabe von weiteren Zusatzinformationen wie Readname, NCBI Taxon-Identifier, Linge
und Score der besten Ubereinstimmungen mit der Datenbank sowie den allgemeinen Vermerk,,C* oder

LU fur ,classified” oder ,,unclassified”.

for i in $(ls -I unclassified); do cat ./${i}/* > ${i}.fastg; mv
${i}.fastqg ${i}.fastq.gz; gzip -d ${i}.fastg.gz; porechop -i
${i}.fastg -o ${i}.fastg trim; NanoFilt ${i}.fastqg trim -1 450 -gq 6
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> ${i} filt.fastqg; NanoPlot --fastqg ${i}.fastg --N50 -o

${i}.fastg nanoplot; NanoPlot --fastqg ${i} filt.fastg --N50 -o

${i} filt.fastg nanoplot; segtk seq -a ${i} filt.fastqg >

${i} filt.fastqg.fasta; ~/Schreibtisch/nanopore/kraken2/./kraken2 --
db ~/Schreibtisch/nanopore/kraken2/bacteria/ --threads 15 --report
${i} filt.fastqg.fasta kreport bac ${i} filt.fastqg.fasta >

${i} filt.fastqg.fasta kraken-out bac;
~/Schreibtisch/nanopore/kraken2/./kraken2 --db
~/Schreibtisch/nanopore/kraken2/archaea viral protozoa fungi/ --
threads 15 --report ${i} filt.fastqg.fasta kreport vir fun

${i} filt.fastg.fasta > ${i} filt.fastqg.fasta kraken-out vir fun;
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/./kaiju -z 15 -t
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/nodes.dmp -f
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/nr/kaiju db nr.fmi
-1 ${i} filt.fastqg.fasta -o ${i} filt.fastqg.fasta kaiju-out bac;
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1linux-x86 64/./kaiju -z 15 -t
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/nodes.dmp -£f
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1linux-

x86 64/fungi/kaiju db fungi.fmi -i ${i} filt.fastqg.fasta -o

${i} filt.fastqg.fasta kaiju-out fun; ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-
v1.9.0-1inux-x86 64/./kaiju -z 15 -t ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-
v1.9.0-1linux-x86 64/nodes.dmp -f ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-
v1.9.0-1inux-x86 64/viruses/kaiju db viruses.fmi -i

${i} filt.fastqg.fasta -o ${i} filt.fastqg.fasta kaiju-out vir;
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/./kaiju-
mergeOutputs -i <(sort -k2,2 ${i} filt.fastqg.fasta kraken-

out vir fun) -j <(sort -k2,2 ${i} filt.fastqg.fasta kaiju-out vir) -o
${i} combined vir.out -c 2 -v; ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-
linux-x86 64/./kaiju-mergeOutputs -i <(sort -k2,2
${i}_filt.fastq.fasta_kraken—out_vir_fun) -j <(sort -k2,2

${i} filt.fastqg.fasta kaiju-out fun) -o ${i} combined fun.out -c 2 -
v; ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1linux-x86 64/./kaiju-
mergeOutputs -i <(sort -k2,2 ${i}_filt.fastq.fasta_kraken—out_bac) -
j <(sort -k2,2 ${i} filt.fastqg.fasta kaiju-out bac) -o

${i} combined bac.out -c 2 -v; done
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Nach dem Zusammenfiihren der Daten werden nun mit der Funktion kaiju2table die Output-
Dateien zu einer Tabelle zusammengefasst und hierin die Namen in Abhangigkeit vom ausgewahlten
Taxon zugeordnet. Hierflir bendtigt es die Dateien nodes.dmp und names.dmp, die bei den
Optionen -t und —n angegeben werden. Das taxonomische Level wird mit der Option —r auf ,, family”
gesetzt und mit —1 lassen sich weitere taxonomische Level in der Tabelle anzeigen, die in diesem Fall
,superkingdom” und ,family” sind. Diese Befehlsschleife wird jeweils fiir Bakterien, Pilze und Viren
angewandt, mit dem Unterschied, dass bei dem Befehl fiir die Viren noch die Option —e angegeben

wird, damit auch die Taxonomielevel unterhalb von ,superkingdom” angezeigt werden.

for x in *combined*bac.out; do ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-
linux-x86 64/./kaiju2table -t ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-
linux-x86_ 64/nodes.dmp -n ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-
linux-x86 64/names.dmp -r family -1 superkingdom, family -o

${x} summary.tsv ${x}; done && for x in *combined*fun*; do
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/./kaiju2table -t
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/nodes.dmp -n
~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-1inux-x86 64/names.dmp -r
family -1 kingdom, family -o ${x} summary.tsv ${x}; done && for x in
*combined*vir*; do ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-vl.9.0-linux-

x86 64/./kaiju2table -t ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-linux-
x86_ 64/nodes.dmp -n ~/Schreibtisch/nanopore/kaiju-v1.9.0-linux-
x86_ 64/names.dmp -r family -1 superkingdom, family -e -o

${x} summary.tsv ${x}; done

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Uberschriften mit dem Befehl tail entfernt und unter der
Endung ohne gespeichert. Im Anschluss werden all diese neu benannten Dateien mittels cat
zusammengefiigt und unter den Namen all samples bac, all samples fun und
all samples vir gespeichert. AbschlieBend werden alle Dateien mit der Endung ohne

ordnungshalber geldscht.

for x in *bac*summary*; do tail -n +2 ${x} > ${x}_ohne; done && cat
*bac* ohne > all samples bac && rm *bac* ohne && for x in
*fun*summary*; do tail -n +2 ${x} > ${x}_ohne; done && cat
*fun* ohne > all samples fun && rm *fun* ohne && for x in
*vir*summary*; do tail -n +2 ${x} > ${x} ohne; done && cat

*vir* ohne > all samples vir && rm *vir* ohne

In diesem Schritt wird zundchst mit dem Befehl echo eine neue Datei mit dem Inhalt

"file\tpercent\treads\ttaxom ID\tsuperkingdom\tname" erstellt. \t drickt
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Tabstops aus, sodass ,file”, ,, percent” usw. getrennt und spater in Microsoft Excel in unterschiedliche
Zellen eingetragen werden. Diese neu erstellte Datei wird header . tsv genannt und anschliefend
mittels cat mit jeweils all samples bac, all samples fun und all samples vir
zusammengefiigt, um so die Uberschriften tiberall einzufiigen. Diese neuen Dateien werden mittels
S (basename "S$(dirname "$ (dirname "S (dirname "SPWD")")"™)").tsv benannt.
Dies bewirkt, dass die jeweilige Datei den Namen des dritten Uberordners als Namensendung erhilt,
um bei groRen Datenmengen und Verschiedenen Sequenzierungsduchgéingen die Ubersichtlichkeit zu

bewahren.

echo -e "file\tpercent\treads\ttaxom ID\tsuperkingdom\tname" >
header.tsv && cat header.tsv all samples vir > vir_final_$(basename
"S(dirname "$ (dirname "$ (dirname "SPWD")")")").tsv && rm header.tsv
&& echo -e "file\tpercent\treads\ttaxom ID\tsuperkingdom\tname" >
header.tsv && cat header.tsv all samples bac > bac final S (basename
"S(dirname "$ (dirname "$ (dirname "SPWD"™)")")").tsv && rm header.tsv
&& echo -e "file\tpercent\treads\ttaxom ID\tkingdom\tname" >
header.tsv && cat header.tsv all samples fun > fun final $ (basename

"S(dirname "$ (dirname "$ (dirname "SPWD"™)")")").tsv && rm header.tsv

AbschlieBend werden alle so erhaltenen Ergebnisse mit dem Befehl mv in einem einzigen gemeinsamen

Ordner abgespeichert.

mv *final $(basename "$(dirname "S$ (dirname "S$ (dirname
"$PWD") ll) ll) ll) .tSV

~/Schreibtisch/master jan nicole/Auswertung 450length/kaiju-kraken
Software

- Kaiju (Version 1.9.0)
Zusatzinhalte:
=  kaiju_db_nr.fmi
=  kaiju_db_fungi.fmi

=  kaiju_db_viruses.fmi

Die Software Kaiju wandelt DNS-Sequenzen in Proteinsequenzen um und gleicht diese dann

mit ihren Datenbanken ab, um sie einem Taxon zuzuordnen.

- Kraken2 (Januar 2023)
Zusatzinhalte:

=  Bacteria
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= archaea_viral_protozoa_fungi

Das Programm Kraken2 vergleicht die DNS-Sequenzen direkt mit ihren Datenbanken, indem es

die Nukleinbasen in Gruppen (k-mers) einteilt, um sie schneller abgleichen zu kdnnen.

- Krona (Version 2.8.1)
Die Anwendung Krona aus dem KronaTools-Paket wurde verwendet um die Sunburst-
Diagramme fir die viralen Mikrobiome zu erstellen, da so einzelne Spezies besser im
Zusammenhang mit ihrer Familienzugehorigkeit dargestellt werden kénnen als in Barplot-
Diagrammen, die z.B. fiir das bakterielle Mikrobiom oder das Mykobiom herangezogen
wurden.
- Microsoft Excel (Microsoft Office Home and Student 2016)
Das Standardrechenprogramm Excel von Microsoft wurde fir jegliche Form der
Rohdatenformatierung herangezogen sowie fiir Tabellen und die Grafiken fiir die Korrelation
zwischen Readzahlen und Richness/Shannon-Index/ENS.
- MinKNOW (Version 5.2.13)
Das Programm MinKNOW bildet die Schnittstelle zwischen dem Output der Flongle Flow Cell
und dem angeschlossenen Computer.
- R (Version 4.3.1)
Zusatzinhalte:
= library(readxl)
= library(tidyr)
= library(ggplot2)
= library(dplyr)
= library(entropy)
= library(tidyverse)
= |ibrary(reshape2)
= library(dunn.test)
= library(vegan)

= library(phyloseq)

R ist eine Software fir statistische Berechnungen und Grafiken. In dieser Arbeit wurden die
Barplots und die Boxplots der Alpha-Diversitat, sowie die NMDS- und PCoA-Plots der Beta-
Diversitat mit R erstellt. Auch alle statistischen Berechnungen wurden mit diesem Programm

ausgefihrt.
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Alpha-Diversitat

Die Alpha-Diversitat gibt die Artenvielfalt in einem bestimmten Lebensraum an, indem sie die Anzahl
der unterschiedlichen Spezies beschreibt. In diesem Fall ist der betrachtete Lebensraum der
Verdauungstrakt der verschiedenen Tiere, bzw. der Boden des Tiergeheges oder die Oberflache der
Futterprobe. Die Abundanz der Individuen innerhalb einer Spezies wird in der Alpha-Diversitat nicht
beriicksichtigt. In diesem Abschnitt wird die Alpha-Diversitat der Tierarten untereinander und mit jener

aus ihrer Nahrung und Umgebung verglichen.

Mikrobiom Bakterien
Die Abundanz der in den Barplots gezeigten Familien wurde anhand der Anzahl ihrer Reads

guantitativ ermittelt und in den Grafiken in Prozent angegeben.
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Abbildung 1 zeigt den Vergleich des bakteriellen Mikrobioms von Futter-, Boden- und Kotproben der
Bennettkangurus aus Augsburg. Am Auffalligsten ist hier die Gemeinsamkeit zwischen den Futter- und
Kotproben beziiglich der hohen Abundanz von Vertretern der Clostridiaceae (27,10% Futter, 23,09%
Kot) und Lachnospiraceae (28,52% Futter, 28,67% Kot). Dieses Muster zeigt sich ebenfalls in allen
nachfolgenden Vergleichen (siehe Abbildungen 2-7) in unterschiedlich starker Auspragung. Des
Weiteren finden sich auch Vertreter der Familien Bacteroidaceae (1,62% Futter, 7,35% Kot),
Erysipelotrichaceae (1,12% Futter, 3,63% Kot), Peptostreptococcaceae (12,04% Futter, 2,10% Kot),
Ruminococcaceae (1,10% Futter, 12,02% Kot) und Streptococcaceae (1,42% Futter, 1,00% Kot) sowohl
in den Futter- als auch in den Kotproben. Vertreter der Familie Bacillaceae (0,48% Futter, 2,39% Kot,

2,63% Boden) lassen sich in Futter-, Boden- und Kotproben nachweisen.

Vergleich bakterielles Mikrobiom Bennettk&ngurus mit Futter- und Bodenproben (Augsburg)

AUGBENFUTTER
0% 25% 50% 75% 100%
Acetobacteraceae Clostridiales Family Xill. inc. sed. Jiangellaceae . Oxalobacteraceae . Selenomonadaceae
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. Enterobacteriaceae
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Erwiniaceae

Erysipelotrichaceae
. Eubacteriaceae

Flavobacteriaceae

Bifidobacteriaceae

. Borreliaceae

. Bradyrhizobiaceae Fusobacteriaceae
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. Campylobacteraceae Gemmataceae

. Carnobacteriaceae . Geodermatophilaceae

. Cellulomonadaceae . Hyphomicrobiaceae

. Chitinophagaceae
Clostridiaceae

Intrasporangiaceae

Isosphaeraceae

Lachnospiraceae
. Lactobacillaceae

Leptotrichiaceae

Methylobacteriaceae

. Microbacteriaceae
. Micrococcaceae

. Paenibacillaceae
. Pasteurellaceae

Peptostreptococcaceae

Phyllobacteriaceae
Planctomycetaceae
. Planococcaceae

Micromonosporaceae . Polyangiaceae

Moraxellaceae
Morganellaceae
Mycobacteriaceae
Mycoplasmataceae
Neisseriaceae
Nitrosomonadaceae

. Nitrospiraceae
Nocardiaceae

. Nocardioidaceae
Nostocaceae

. Oscillospiraceae

Porphyromonadaceae

. Prewotellaceae
Propionibacteriaceae
Pseudomonadaceae
Pseudonocardiaceae
Rhizobiaceae

. Rhodobacteraceae

. Rhodocyclaceae
Rhodospirillaceae
Rikenellaceae

Ruminococcaceae

. Sinobacteraceae
. Solirubrobacteraceae
Sphingobacteriaceae
Sphingomonadaceae
. Spirochaetaceae
Staphylococcaceae
. Streptococcaceae
Streptomycetaceae

Streptosporangiaceae

. Sutterellaceae

Thermomonosporaceae

. Verrucomicrobiaceae
Vibrionaceae
Xanthobacteraceae
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Abbildung 1: Gegeniiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkdngurus aus Augsburg. Futterproben (n = 2),

Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 2)
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Die Gegenliberstelleung der Proben der Bennettkangurus aus Landau (siehe Abbildung 2) zeigt wieder
eine groRe Ahnlichkeit zwischen Futter- und Kotproben. Auch hier sind Vertreter der Familien
Clostridiaceae (28,59% Futter, 15,32% Kot) und Lachnospiraceae (28% Futter, 26,45% Kot) am
haufigsten anzutreffen. Weitere Famlien, die sowohl in Futter- als auch Kotproben vorkommen sind

Bacteroidaceae (1,73% Futter, 3,63% Kot), Enterobacteriaceae (7,4% Futter, 1,06% Kot),

Enterococcaceae (7,3% Futter, 1,52% Kot), Erysipelotrichaceae (1,29% Futter, 3,13% Kot) und
Moraxellaceae (2,13% Futter, 6,62% Kot). Bacillaceae (4,92% Kot, 3,81% Boden) und Comamonadaceae

(2,39% Kot, 4,81% Boden) sind die gemeinsamen Familien der Kot- und Bodenproben.

Vergleich bakterielles Mikrobiom Bennettkdngurus mit Futter- und Bodenproben (Landau)
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. Streptomycetaceae

. Streptosporangiaceae
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. Campylobacteraceae
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. Nitrosomonadaceae . Pseudonocardiaceae
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Fusobacteriaceae
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Xanthobacteraceae
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Rhizobiaceae
. Rhodobacteraceae
Rhodospirillaceae
. Rikenellaceae

Carnobacteriaceae
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Clostridiaceae
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Clostridiales Family Xl inc. sed. Lachnospiraceae

Abbildung 2: Gegenliberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkdngurus aus Landau. Futterproben (n = 3),
Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 1)
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Auch im Vergleich der Futter-, Kot- und Bodenproben der Bennettkdngurus aus Neuwied (Siehe
Abbildung 3) sind Vertreter der Clostridiaceae (28,5% Futter, 16,66% Kot) und Lachnospiraceae (28,57%
Futter, 20,73% Kot) am haufigsten vertreten. Vertreter der Familien Bacteroidaceae (1,36% Futter,
10,42% Kot), Enterobacteriaceae (10,58% Futter, 7,38% Kot), Enterococcaceae (4,21% Futter, 3,24%
Kot), Erysipelotrichaceae (1,12% Futter, 1,91% Kot) und Peptostreptococcaceae (13,41% Futter, 2,79%
Kot) sind sowohl in Futter- als auch Kotproben in geringerem Male vertreten. Die einzige Familie, die

beiderseits in Kot- und Bodenproben vertreten ist, sind Spezies der Bacillaceae (3,09% Kot, 1,51%

Boden).
Vergleich bakterielles Mikrobiom Bennettk&ngurus mit Futter- und Bodenproben (Neuwied)
—— — I
eam! Hiiey i B il b |
e | | W | I B
0% 25% 50% 75% 100%
Acetobacteraceae . Chthoniobacteraceae Gordoniaceae Nocardiaceae Rhizobiaceae
Acholeplasmataceae Clostridiaceae . Helicobacteraceae . Nocardioidaceae . Rhodobacteraceae
. Acidaminococcaceae Clostridiales Family Xll. inc. sed. . Hymenobacteraceae Nocardiopsaceae . Rhodocyclaceae
. Acidimicrobiaceae . Comamonadaceae . Hyphomicrobiaceae . Nostocaceae Rhodospirillaceae
. Actinomycetaceae . Conexibacteraceae Intrasporangiaceae . Odoribacteraceae . Rikenellaceae
. Aerococcaceae Coriobacteriaceae Isosphaeraceae . Oscillatoriaceae . Ruminococcaceae
Akkermansiaceae . Corynebacteriaceae Lachnospiraceae . Oscillospiraceae . Selenomonadaceae
Alcaligenaceae . Cytophagaceae . Lactobacillaceae . Oxalobacteraceae . Solirubrobacteraceae
Alteromonadaceae . Dermacoccaceae Leptotrichiaceae . Paenibacillaceae Sphingobacteriaceae
. Archangiaceae . Desulfovibrionaceae Leuconostocaceae . Pasteurellaceae Sphingomonadaceae
. Atopobiaceae Eggerthellaceae Methylobacteriaceae . Pelagibacteraceae . Spirochaetaceae
. Bacillaceae . Enterobacteriaceae . Microbacteriaceae Peptococcaceae Staphylococcaceae
Bacteroidaceae . Enterococcaceae . Micrococcaceae . Peptoniphilaceae . Streptococcaceae
Bifidobacteriaceae . Erwiniaceae . Microcoleaceae Peptostreptococcaceae . Streptomycetaceae
. Borreliaceae . Erysipelotrichaceae Micromonosporaceae Phyllobacteriaceae . Streptosporangiaceae
Bradyrhizobiaceae Erythrobacteraceae Moraxellaceae Planctomycetaceae . Sutterellaceae
. Brucellaceae . Eubacteriaceae Morganellaceae . Planococcaceae . Thermomonosporaceae
Burkholderiaceae Flavobacteriaceae . Mycobacteriaceae . Polyangiaceae . Verrucomicrobiaceae
. Campylobacteraceae . Francisellaceae Mycoplasmataceae Porphyromonadaceae Vibrionaceae
. Carnobacteriaceae . Frankiaceae Myxococcaceae . Prewotellaceae Xanthobacteraceae
Caulobacteraceae Fusobacteriaceae . Nakamurellaceae Promicromonosporaceae . Xanthomonadaceae
. Cellulomonadaceae . Gaiellaceae Neisseriaceae Propionibacteriaceae Yersiniaceae
Chitinophagaceae Gemmataceae . Nitrosomonadaceae Pseudomonadaceae
. Chlamydiaceae . Geodermatophilaceae . Nitrospiraceae . Pseudonocardiaceae

Abbildung 3: Gegendiiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkédngurus aus Neuwied. Futterproben (n = 2),
Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 4)
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Die Proben der Ostlichen Grauen Riesenkingurus aus Neuwied (Abbildung 4) zeigen abermals die

groRte Ahnlichkeit zwischen Futter- und Kotproben in Bezug auf die Abundanz von Vertretern der

Familien Clostridiaceae (28,53% Futter, 19,58% Kot) und Lachnospiraceae (30,3% Futter, 28,21% Kot),

gefolgt von Bacteroidaceae (1,59% Futter, 14,06% Kot), Enterococcaceae (6,02% Futter, 3,81% Kot),

Erysipelotrichaceae (1,18% Futter, 2,83% Kot), Peptostreptococcaceae (12,76% Futter, 2,04% Kot),

Ruminococcaceae (1,01% Futter, 10,9% Kot) und Streptococcaceae (1,17% Futter, 1,25% Kot).

Micrococcaceae (5,52% Kot, 2,24% Boden) kommen sowohl in Kot- als auch in Bodenproben vor.

Vergleich bakterielles Mikrobiom Ostl. Gr. Riesenkangurus mit Futter- und Bodenproben (Neuwied)
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Pseudonocardiaceae
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Abbildung 4: Gegeniiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkdngurus aus Neuwied.
Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 4)
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Bei Betrachtung der Futter- und Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkdngurus aus Schwerin
(Abbildung 5) zeichnen sich wieder die Familien Clostridiaceae (20,46% Futter, 22,39% Kot) und
Lachnospiraceae (18,98% Futter, 36,63% Kot, 1,13% Boden) durch ihre hohe Abundanz in den beiden
Probenarten aus, wobei letztere auch in der Bodenprobe vorhanden sind. Weitere gemeinsame
Familien sind Erysipelotrichaceae (1,2% Futter, 3,87% Kot), Peptostreptococcaceae (10,06% Futter,
1,07% Kot) und Streptococcaceae (1,08% Futter, 4,34% Kot). Bacillaceae (1,06% Futter, 1,82% Kot,
6,06% Boden) kommen in allen drei Probenarten vor, wie auch bei den Bennettkangurus aus Augsburg

(siehe Abbildung 1).

Vergleich bakterielles Mikrobiom Ostl. Gr. Riesenkangurus mit Futter- und Bodenproben (Schwerin)
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. Acidimicrobiaceae Clostridiales Family Xlll. inc. sed. Intrasporangiaceae . Oscillospiraceae . Rikenellaceae
. Aerococcaceae . Comamonadaceae Lachnospiraceae . Oxalobacteraceae . Ruminococcaceae
Akkermansiaceae Coriobacteriaceae . Lactobacillaceae . Paenibacillaceae . Selenomonadaceae
Alcaligenaceae . Corynebacteriaceae Methylobacteriaceae . Pasteurellaceae . Solirubrobacteraceae
. Alteromonadaceae . Cytophagaceae . Microbacteriaceae Peptococcaceae Sphingobacteriaceae
Atopobiaceae . Dermabacteraceae . Micrococcaceae . Peptoniphilaceae Sphingomonadaceae
. Bacillaceae Eggerthellaceae . Microcoleaceae Peptostreptococcaceae . Spirochaetaceae
Bacteroidaceae . Enterobacteriaceae Micromonosporaceae Phyllobacteriaceae Staphylococcaceae
Bifidobacteriaceae . Enterococcaceae Moraxellaceae Planctomycetaceae . Streptococcaceae
. Borreliaceae . Erwiniaceae Morganellaceae . Planococcaceae . Streptomycetaceae
Bradyrhizobiaceae . Erysipelotrichaceae . Mycobacteriaceae Porphyromonadaceae . Streptosporangiaceae
. Brucellaceae . Eubacteriaceae Mycoplasmataceae . Prewotellaceae . Veillonellaceae
. Burkholderiaceae Flavobacteriaceae Nakamurellaceae Propionibacteriaceae Vibrionaceae
Campylobacteraceae . Francisellaceae Neisseriaceae Pseudomonadaceae . Xanthomonadaceae
Carnobacteriaceae Fusobacteriaceae . Nitrospiraceae . Pseudonocardiaceae Yersiniaceae
. Cellulomonadaceae . Geodermatophilaceae Nocardiaceae Rhizobiaceae

Abbildung 5: Gegendiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkéngurus aus Schwerin.
Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 8)
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Der Vergleich zwischen den Futter- und Kotproben der Koalas aus Duisburg (Abbildung 6) zeigt ebenfalls

Vertreter von Clostridiaceae (17,34% Futter, 7,67% Kot) und Lachnospiraceae (1,51% Futter, 19,17%

Kot) in beiden Probenarten, wenn auch diesmal nicht als die gréBten Familien. Weitere Familien, die in

beiden Probenarten vorkommen sind Bacteroidaceae (2,14% Futter, 77,32% Kot), Flavobacteriaceae

(14,95% Futter, 1,43% Kot) und Staphylococcaceae (5,53% Futter, 4,18% Kot).
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Vergleich bakterielles Mikrobiom Koalas mit Futterproben (Duisburg)
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Abbildung 6: Gegenliberstellung der Futter- und Kotproben der Koalas aus Duisburg. Futterproben (n = 2), Kotproben (n = 6)

Die Futter- und Kotproben der Bennettkdangurus aus Neunkirchen (Abbildung 7) zeigen wieder eine

groRere Abundanz von Clostridiaceae (24,23% Futter, 14,72% Kot) und Lachnospiraceae (32,16% Futter,

13,59% Kot). Bacteroidaceae (2,26% Futter, 5,6% Kot) und Ruminococcaceae (1,32% Futter, 8,73% Kot)

sind weitere gemeinsame Bakterienfamilien.
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Vergleich bakterielles Mikrobiom Bennettkédngurus mit Futterproben (Neunkirchen)
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Abbildung 7: Gegeniiberstellung der Futter- und Kotproben der Bennettkdngurus aus Neunkirchen. Futterproben (n = 1),

Kotproben (n =5)
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Im Vergleich der Mykobiome in den Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkangurus aus Augsburg

(Abbildung 8) lassen sich Vertreter der Familien Aspergillaceae (8,27% Futter, 37,5% Kot, 17,28%

Boden), Glomeraceae (1,4% Futter, 18,75% Kot, 6,17% Boden) und Saccharomycetaceae (6,46% Futter,

43,75% Kot, 4,94% Boden) in allen drei Probenarten nachweisen. Die einzige Pilzfamilie, die allein in

Futter- und Kotproben nachweisbar ist, ist Pichiaceae (1,5% Futter, 18,75% Kot).
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Abbildung 8: Gegeniiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkdngurus aus Augsburg. Futterproben (n = 2),
Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 2)
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Abbildung 9 zeigt den Vergleich von Proben der Bennettkdngurus aus Landau. Vertreter der Familien
Aspergillaceae (10,13% Futter, 9,23% Kot, 13,95% Boden), Magnaporthaceae (1,63% Futter, 6,15% Kot,
6,98% Boden), Mortierellaceae (2,49% Futter, 7,69% Kot, 6,98% Boden), Saccharomycetaceae (7,36%
Futter, 26,15% Kot, 9,3% Boden) und Sordariaceae (1,91% Futter, 6,15% Kot, 6,98% Boden) sind in allen
drei Probenarten anzutreffen. In den Futter- und Kotproben sind Cryptococcaceae (1,82% Futter, 4,62%
Kot), Debaryomycetaceae (3,25% Futter, 6,15% Kot), Pucciniaceae (1,05% Futter, 6,15% Kot) und
Schizosaccharomycetaceae (1,82% Futter, 10,77% Kot)nachweisbar. Die Familien Glomeraceae (6,15%
Kot, 9,3% Boden) und Ustilaginaceae (6,15% Kot, 6,98% Boden) sind sowohl in den Boden- als auch in

den Kotproben nachweisbar.

Vergleich Mykobiom Bennettkédngurus mit Futter- und Bodenproben (Landau)
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Abbildung 9: Gegenliberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkdngurus aus Landau. Futterproben (n = 3),
Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n=1)
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In der Gegeniberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkdngurus aus Neuwied
(Abbildung 10) sind Aspergillaceae (3,16% Futter, 15,5% Kot, 11,33% Boden) und Saccharomycetaceae
(2,91% Futter, 17,34% Kot, 8% Boden) ebenfalls wieder in allen Probenarten vertreten, sowie
Debaryomycetaceae (1,24% Futter, 9,23% Kot, 4% Boden), Herpotrichiellaceae (1,42% Futter, 4,06%
Kot, 9,33% Boden) und Nectriaceae (77,79% Futter, 1,48% Kot, 4,67% Boden). Zu den Familien, die
jeweils in den Kot- und Bodenproben zu finden sind, gehdren Chaetomiaceae (1,11% Kot, 5,33%
Boden), Coriolaceae (1,11% Kot, 2,67% Boden), Cryptococcaceae (2,95% Kot, 2% Boden), Glomeraceae
(4,06% Kot, 3,33% Boden), Glomerellaceae (1,85% Kot, 6,67% Boden), Kickxellaceae (6,64% Kot, 3,33%
Boden), Mortierellaceae (5,9% Kot, 4,67% Boden), Mycosphaerellaceae (2,21% Kot, 2% Boden),
Pleosporaceae (2,21% Kot, 4% Boden), Powellomycetaceae (1,48% Kot, 4% Boden), Sordariaceae
(6,27% Kot, 6,67% Boden), Sporidiobolaceae (2,95% Kot, 2,67% Boden), Synchytriaceae (2,21% Kot, 6%
Boden), Trichocomaceae (2,21% Kot, 4% Boden), Trichosporonaceae (1,11% Kot, 6% Boden),
Umbelopsidaceae (5,17% Kot, 2,67% Boden) und Ustilaginaceae (1,48% Kot, 2,67% Boden).

Vergleich Mykobiom Bennettk&ngurus mit Futter- und Bodenproben (Neuwied)
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Abbildung 10: Gegeniiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkédngurus aus Neuwied. Futterproben (n =
2), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 4)
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Im Vergleich zwischen den drei Probenarten der Ostlichen Grauen Riesenkingurus aus Neuwied (siehe
Abbildung 11) fallt zunachst der grofRe Anteil an Sordariaceae in den Kotproben auf. Dies liegt an der
Probe NEUGRK4, welche 126 Reads dieser Familie enthalt, wahrend die Ubrigen drei Kotproben
lediglich null bis vier Reads von Sordariaceae enthalten. Vertreter der Familien Aspergillaceae (12,23%
Futter, 7,02% Kot, 14,39% Boden), Debaryomycetaceae (3,13% Futter, 2,34% Kot, 3,79% Boden),
Herpotrichiellaceae (1,99% Futter, 1,75% Kot, 12,12% Boden), Mortierellaceae (1,99% Futter, 1,75%
Kot, 3,79% Boden), Mycosphaerellaceae (2,75% Futter, 1,75% Kot, 3,03% Boden), Saccharomycetaceae
(6,35% Futter, 5,85% Kot, 6,82% Boden) und Sordariaceae (1,8% Futter, 76,02% Kot, 2,27% Boden)
lassen sich in Futter-, Boden- und Kotproben nachweisen, wahrend sich Morchellaceae (1,04% Futter,
1,75% Kot) und Mucoraceae (1,9% Futter, 2,34% Kot) nur in Futter- und Kotproben nachweisen lassen.
Vertreter der Familien Chaetomiaceae (2,34% Kot, 4,55% Boden), Pseudeurotiaceae (3,51% Kot, 3,03%
Boden) und Trichocomaceae (1,75% Kot, 3,79% Boden) lassen sich sowohl in Kot- als auch

Bodenproben nachweisen.

Vergleich Mykobiom Ostl. Gr. Riesenkéangurus mit Futter- und Bodenproben (Neuwied)
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Abbildung 11: Gegeniiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkéngurus aus Neuwied.
Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 4)
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Abbildung 12 zeigt den Vergleich unter den Proben der Ostlichen Grauen Riesenkingurus aus Schwerin.
Hier treten die Familien Aspergillaceae (10,72% Futter, 16,19% Kot, 12,5% Boden), Chaetomiaceae
(1,09% Futter, 1,08% Kot, 5% Boden), Cryptococcaceae (1,98% Futter, 1,44% Kot, 5% Boden),
Debaryomycetaceae (2,18% Futter, 5,76% Kot, 6,25% Boden), Glomerellaceae (1,43% Futter, 1,08% Kot,
7,5% Boden), Nectriaceae (66,14% Futter, 2,16% Kot, 7,5% Boden), Saccharomycetaceae (3,62% Futter,
26,62% Kot, 6,25% Boden) und Sordariaceae (1,5% Futter, 3,6% Kot, 8,75% Boden) in allen gezeigten
Probenarten auf. Die Familien Morchellaceae (1,57% Futter, 1,08% Kot), Mortierellaceae (1,16% Futter,
5,4% Kot), Mucoraceae (1,23% Futter, 1,08% Kot), Pichiaceae (1,09% Futter, 10,07% Kot) und
Trichocomaceae (1,09% Futter, 1,08% Kot) sind gemeinsam in Futter- und Kotproben anzutreffen.
Gemeinsam in den Kot- und Bodenproben sind Vertreter der Familien Botryosphaeriaceae (1,08% Kot,
3,75% Boden), Herpotrichiellaceae (1,08% Kot, 10% Boden), Kickxellaceae (8,63% Kot, 5% Boden),
Magnaporthaceae (1,08% Kot, 3,75% Boden), Synchytriaceae (4,32% Kot, 5% Boden),
Umbelopsidaceae (3,96% Kot, 3,75% Boden), Ustilaginaceae (1,44% Kot, 5% Boden) und Xylariaceae
(1,08% Kot, 3,75% Boden) zu finden.

Vergleich Mykobiom Ostl. Gr. Riesenkangurus mit Futter- und Bodenproben (Schwerin)

SCHGRKFUTTER
SCHeRIEeD - - - I _
Serere - . - - - - _
0% 25% 50% 75% 100%
. Aspergillaceae . Cucurbitariaceae Malasseziaceae . Pneumocystidaceae . Strophariaceae
. Aureobasidiaceae . Cuniculitremaceae . Metschnikowiaceae . Powellomycetaceae . Synchytriaceae
. Bionectriaceae . Cunninghamellaceae Morchellaceae . Pseudomassariaceae Teratosphaeriaceae
Bondarzewiaceae Debaryomycetaceae . Mortierellaceae Pucciniaceae . Tilletiariaceae
. Botryosphaeriaceae . Didymellaceae . Mucoraceae Pyronemataceae Togniniaceae
Brachybasidiaceae . Dipodascaceae Mycosphaerellaceae Radiomycetaceae . Tremellaceae

. Bulleribasidiaceae Dissoconiaceae . Mycotyphaceae Rhizopodaceae . Trichocomaceae
. Cantharellaceae

. Ceraceosoraceae

Filobasidiaceae Myxotrichaceae Saccharomycetaceae . Trichomonascaceae
Fomitopsidaceae . Nectriaceae . Saccharomycodaceae . Trichosporonaceae
Ceratobasidiaceae Gloeophyllaceae Nosematidae . Schizosaccharomycetaceae . Umbelopsidaceae
. Choanephoraceae Glomerellaceae . Phaffomycetaceae Sordariaceae Xylariaceae
Clavicipitaceae Herpotrichiellaceae . Phycomycetaceae Sparassidaceae
Cordycipitaceae Kickxellaceae . Pichiaceae . Spizellomycetaceae
. Coriolaceae

Cryptococcaceae Magnaporthaceae Pleurotaceae Stereaceae

. Chaetomiaceae . Glomeraceae . Phaeosphaeriaceae . Sclerotiniaceae . Ustilaginaceae

Lichtheimiaceae Pleosporaceae Sporidiobolaceae

Abbildung 12: Gegeniiberstellung der Futter-, Boden- und Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkéngurus aus Schwerin.
Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 8)
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Die Futter- und Kotproben der Koalas aus Duisburg (Abbildung 13) weisen beide Vertreter der Familien
Aspergillaceae (13,97% Futter, 15,79% Kot), Chaetomiaceae (8,09% Futter, 4,31% Kot),
Debaryomycetaceae (14,71% Futter, 6,46% Kot), Glomerellaceae (7,35% Futter, 3,59% Kot),
Magnaporthaceae (5,15% Futter, 2,63% Kot), Mortierellaceae (2,57% Futter, 6,94% Kot),
Mycosphaerellaceae (2,94% Futter, 3,11% Kot), Nectriaceae (14,34% Futter, 10,53% Kot),
Phycomycetaceae (1,1% Futter, 1,67% Kot), Pichiaceae (1,1% Futter, 3,83% Kot), Saccharomycetaceae
(30,88% Futter, 15,07% Kot), Schizosaccharomycetaceae (1,84% Futter, 5,98% Kot), Sordariaceae
(5,51% Futter, 3,83% Kot), Synchytriaceae (1,84% Futter, 5,02% Kot) und Trichocomaceae (1,84% Futter,
1,44% Kot) auf.

Vergleich Mykobiom Koalas mit Futterproben (Duisburg)
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Abbildung 13: Gegenliberstellung der Futter- und Kotproben der Koalas aus Duisburg. Futterproben (n = 2), Kotproben (n = 6)
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Der Vergleich zwischen den Futter- und Kotproben der Bennettkdangurus aus Neunkirchen (Abbildung
14) zeigt Ubereinstimmungen beziiglich der Familien Aspergillaceae (8,28% Futter, 6,38% Kot),
Debaryomycetaceae (3,31% Futter, 7,45% Kot), Glomerellaceae (1,32% Futter, 2,13% Kot),
Herpotrichiellaceae (3,15% Futter, 2,84% Kot), Kickxellaceae (1,99% Futter, 2,48% Kot), Malasseziaceae
(1,32% Futter, 1,42% Kot), Mucoraceae (1,66% Futter, 1,06% Kot), Nectriaceae (59,93% Futter, 2,48%
Kot), Pichiaceae (2,48% Futter, 1,06% Kot), Saccharomycetaceae (4,47% Futter, 9,57% Kot),
Schizosaccharomycetaceae (2,81% Futter, 3,9% Kot), Spizellomycetaceae (1,49% Futter, 1,77% Kot) und
Trichosporonaceae (1,32% Futter, 1,42% Kot).

Vergleich Mykobiom Bennettkdngurus mit Futterproben (Neunkirchen)
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. Choanephoraceae . Lichtheimiaceae . Ophiocordycipitaceae Sordariaceae
Cryptococcaceae Magnaporthaceae . Phaffomycetaceae . Spizellomycetaceae

Abbildung 14: Gegentiiberstellung der Futter- und Kotproben der Bennettkédngurus aus Neunkirchen. Futterproben (n = 1),
Kotproben (n = 5)

Mikrobiom Viren

Die Nachfolgenden Abbildungen zeigen die durchschnittlichen viralen Mikrobiome der unten
genannten Tiere mit den dazugehdorigen Futter- und Bodenproben. Da in nahezu allen Proben immer
die gleichen wenigen Familien auftreten, wahrend die dazugehdrigen Spezies zumeist mit nur einem
einzigen Individuum vertreten sind, werden in diesem Teil Sunburst-Diagramme zur Darstellung

verwendet.

Der Vergleich der viralen Mikrobiome von Futter-, Boden- und Kotproben der Bennettkdngurus aus
Augsburg (siehe Abbildung 15) zeigt in Bezug auf die Familien eine gréRere Ahnlichkeit zwischen Boden-
und Kotproben. In beiden Probenarten zeigen sich dhnliche Anteilsverhaltnisse von Myoviridae,
Siphoviridae und Phycodnaviridae, wahrend in den Futterproben der Anteil der Myoviridae stark
Uberwiegt. AuRerdem finden sich unter letztgenannter Familie auffillig viele Viren der Spezies

Escherichia virus P1.
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Abbildung 15: Gegeniiberstellung der Kotproben (A), Futterproben (B) und Bodenproben (C) der Bennettkéngurus aus
Augsburg. Futterproben (n = 2), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 2)

Die Viriome der Bennettkdngurus aus Landau (siehe Abbildung 16) zeigen auch gréRere Ahnlichkeiten
zwischen den Boden- und Kotproben. Auffallig ist hierbei, dass der gesamte Anteil der Phycodnaviridae

der Bodenprobe nur aus Viren der Spezies Only Syngen Nebraska virus 5 besteht. Die Futterprobe

besteht zum grofSten Teil aus Vertretern der Familie Myoviridae, von dem ein grolRer Teil das Escherichia
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virus P1 ausmacht. AuBerdem findet sich in den Futterproben, im Gegensatz zu den anderen, ein

groRerer Teil Caulimoviridae.

Synechococcus phage ACG-20

Abbildung 16: Gegeniiberstellung der Kotproben (A), Futterproben (B) und Bodenproben (C) der Bennettkéngurus aus
Landau. Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 1)

In Abbildung 17 zeichnen sich beim Vergleich der Futter-, Kot- und Bodenproben der viralen
Mikrobiome der Bennettkdngurus aus Neuwied ebenfalls mehr Ahnlichkeiten zwischen Boden- und
Kotproben in Bezug auf die Zusammensetzung der darin vorhandenen Familien ab. Nur letztere
Probenart enthalt in diesem Vergleich deutlich mehr verschiedene Spezies als die Bodenprobe. Fast die
Halfte aller Myoviridae der Futterprobe konnte keiner Virenspezies genau zugeordnet werden und ein

Grof3teil dieser Familie besteht wieder aus dem Virus Escherichia virus P1.
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Abbildung 17: Gegeniiberstellung der Kotproben (A), Futterproben (B) und Bodenproben (C) der Bennettkéngurus aus
Neuwied. Futterproben (n = 2), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 4)

Der Vergleich zwischen den drei Probenarten der Ostlichen Grauen Riesenkingurus aus Neuwied
(Abbildung 18) zeigt ebenfalls eine &dhnliche Zusammensetzung aus Mpyoviridae, Siphoviridae,
Mimiviridae und Phycodnaviridae bei Boden- und Kotproben. Die Futterproben weisen abermals eine
GrolRe Anzahl an Vertretern der Myoviridae auf, von denen der Hauptteil keinem spezifischen Virus

zugeordnet werden kann und ein anderer grol3er Teil aus Vertretern des Escherichia virus P1 besteht.
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Abbildung 18: Gegeniiberstellung der Kotproben (A), Futterproben (B) und Bodenproben (C) der Ostlichen Grauen
Riesenkdngurus aus Neuwied. Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 4)

Die Boden- und Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkdngurus aus Schwerin (siehe Abbildung 19)
gleichen sich ebenfalls bezliglich ihrer Virusfamilien. Diesmal enthalten die Kotproben jedoch deutlich
mehr verschiedene Spezies als die Bodenprobe. Die Mehrheit aller Myoviridae der Futterprobe konnte

keiner Virenspezies genau zugeordnet werden und ein GrofSteil dieser Familie besteht auch in diesem

Vergleich aus dem Virus Escherichia virus P1.
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Abbildung 19: Gegeniiberstellung Kotproben (A), Futterproben (B) und Bodenproben (C) der Ostlichen Grauen
Riesenkdngurus aus Schwerin. Futterproben (n = 3), Bodenprobe (n = 1), Kotproben (n = 8)

Die Kotproben der Koalas aus Duisburg (Abbildung 20) ahneln den Kotproben der anderen Tiere in
Bezug auf die Verteilung der Familien Myoviridae, Siphoviridae, Phycodnaviridae und Mimiviridae mit
der Ausnahme, dass sich hier auch die Familie der Microviridae zu einem grofReren Anteil findet. In
diesem Vergleich fallen besonders die Futterproben auf, da sich diese am starksten von jenen der
bisherigen Viriomvergleichen unterscheiden. Mimiviridae machen zwar auch hier den groRten Teil des
Virioms aus aber zusatzlich sind hier auch Vertreter der Siphoviridae, Mimiviridae, Phycodnaviridae,

Podoviridae, Poxviridae und Caulimoviridae in einem héheren MaR anzutreffen. Allerdings findet man
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auch hier unter den Mimiviridae das Escherichia virus P1, wenn auch in einem deutlich geringeren

Anteil.

&
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Synechococcus phage ACG-201

snewanella sp- PHa9°

Abbildung 20: Gegeniiberstellung der Kotproben (A) und Futterproben (B) der Koalas aus Duisburg. Futterproben (n = 2),
Kotproben (n = 6)

Auch die Futterprobe der Bennettkdngurus aus Neunkirchen (Abbildung 21) unterscheidet sich
merklich von den Futterproben aus den anderen Vergleichen. Neben Vertretern der Myoviridae
befindet sich hier auch ein erheblicher Anteil der Familien Siphoviridae, Mimiviridae, Phycodnaviridae

und Podoviridae. Die Kotproben gleichen wiederum jenen der anderen Tiere aus den vorangegangen

Vergleichen der Kot-, Futter- und Bodenproben.
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Abbildung 21: Gegeniiberstellung der Kotproben (A) und Futterproben (B) der Bennettkéngurus aus Neunkirchen.
Futterproben (n = 1), Kotproben (n = 5)
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Vergleiche Boden-, Futter- und Kotproben- Bakterien

Die Bakteriellen Mikrobiome der Bodenproben (Abbildung 22) sind sich untereinander sehr dhnlich.
Die Bakterienfamilien Acidimicrobiaceae, Bacillaceae, Bradyrhizobiaceae, Burkholderiaceae,
Chitinophagaceae, Comamonadaceae, Hyphomicrobiaceae, Intrasporangiaceae, Methylobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Micromonosporaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,
Nocardioidaceae, Phyllobacteriaceae, Planctomycetaceae, Propionibacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Pseudonocardiaceae, Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae, Rhodospirillaceae, Solirubrobacteraceae und

Streptomycetaceae lassen sich in allen fiinf Proben finden (25 Familien).

Die Familien Alcaligenaceae, Corynebacteriaceae, Flavobacteriaceae, Gemmataceae,
Geodermatophilaceae, Nitrospiraceae, Oxalobacteraceae, Sphingomonadaceae,
Streptosporangiaceae, Xanthobacteraceae und Xanthomonadaceae finden sich noch in vier der fiinf

Proben (11 Familien).

Bakterien Bodenproben

SCHGRKBOD
NEUGRKBOD
NEUBENBOD
LANBENBOD
AUGBENBOD
0% 25% 50% 75% 100%
Acetobacteraceae . Conexibacteraceae . lamiaceae . Nocardioidaceae Rhodospirillaceae
. Acidimicrobiaceae . Corynebacteriaceae Intrasporangiaceae Nocardiopsaceae . Rubrobacteraceae
Acidobacteriaceae . Cytophagaceae Isosphaeraceae . Oscillatoriaceae . Sandaracinaceae
. Actinomycetaceae . Dermabacteraceae Jiangellaceae . Oxalobacteraceae . Sanguibacteraceae

Dermacoccaceae Lachnospiraceae . Paenibacillaceae . Sinobacteraceae
Ectothiorhodospiraceae . Lactobacillaceae Phyllobacteriaceae . Solirubrobacteraceae

Alcaligenaceae

. Archangiaceae
Bacillaceae

. Beijerinckiaceae

|
|
. Enterobacteriaceae Methylobacteriaceae Planctomycetaceae Sphingobacteriaceae
Erythrobacteraceae . Microbacteriaceae . Planococcaceae Sphingomonadaceae
Bifidobacteriaceae Flavobacteriaceae . Micrococcaceae . Polyangiaceae Staphylococcaceae
. Bradyrhizobiaceae . Frankiaceae . Microcoleaceae . Prewtellaceae . Streptomycetaceae
. Burkholderiaceae . Gaiellaceae Micromonosporaceae . Promicromonosporaceae . Streptosporangiaceae
Caulobacteraceae Gemmataceae . Mycobacteriaceae Propionibacteriaceae . Thermomonosporaceae
. Cellulomonadaceae . Gemmatimonadaceae Myxococcaceae Pseudomonadaceae . Verrucomicrobiaceae
. Chitinophagaceae .
. Chthoniobacteraceae
|
|

Clostridiaceae

Geodermatophilaceae . Nakamurellaceae . Pseudonocardiaceae Xanthobacteraceae
Gordoniaceae . Nitrosomonadaceae Rhizobiaceae . Xanthomonadaceae
Hymenobacteraceae . Nitrospiraceae . Rhodobacteraceae

Comamonadaceae Hyphomicrobiaceae Nocardiaceae . Rhodocyclaceae

Abbildung 22: Zusammenfassung aller Bodenproben. SCHGRKBOD: Ostl. Graue Riesenkidngurus Schwerin (n = 1),
NEUGRKBOD: Ostl. Graue Riesenkidngurus Neuwied (n = 1), NEUBENBOD: Bennettkingurus Neuwied (n = 1), LANBENBOD:
Bennettkéngurus Landau (n = 1), AUGBENBOD: Bennettkdngurus Augsburg (n = 1)
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Auch die bakteriellen Mikrobiome der Futterproben (siehe Abbildung 23) sind sich untereinander sehr
dhnlich mit Ausnahme des Gemises der Bennettkdangurus aus Landau und der Eukalyptusblatter. Die
Familien Bacillaceae, Clostridiaceae, Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Moraxellaceae,

Staphylococcaceae und Streptococcaceae sind in allen 16 Proben nachzuweisen (7 Familien).

Die Bakterienfamilien Bacteroidaceae, Borreliaceae, Campylobacteraceae, Coriobacteriaceae,
Eggerthellaceae, Enterococcaceae, Erwiniaceae, Erysipelotrichaceae, Eubacteriaceae,
Flavobacteriaceae,  Fusobacteriaceae, Lachnospiraceae, @ Micrococcaceae, Morganellaceae,
Pasteurellaceae, Peptostreptococcaceae, Pseudomonadaceae, Ruminococcaceae, Selenomonadaceae,

Sphingobacteriaceae und Vibrionaceae sind immer noch in mehr als zehn der 16 Proben nachweisbar.

Bakterien Futterproben

SCHGRKPEL

SCHGRKHEU

SCHGRKGRU

NEUGRKSTR

NEUGRKMUS

NEUGRKHEU

NEUBENMUS

NEUBENHEU

NEKBENGRU

LANBENPEL

LANBENHEU

LANBENGEM

DUIO711PLAN3

DUI0711PLAN2 l
AUGBENPEL ‘I|I|
AUGBENHEU l|I| I I
0% 25% 50% 75% 100%
. Acidaminococcaceae . Chitinophagaceae . Halomonadaceae Nocardiaceae . Ruminococcaceae
. Actinomycetaceae . Chlamydiaceae . Hymenobacteraceae . Nostocaceae . Selenomonadaceae
Aerococcaceae Clostridiaceae . Lachnospiraceae . Oscillospiraceae Sphingobacteriaceae

. Alteromonadaceae . Coriobacteriaceae . Lactobacillaceae . Oxalobacteraceae Sphingomonadaceae

Atopobiaceae Cytophagaceae . Leptotrichiaceae . Paenibacillaceae . Spirochaetaceae

H

. Bacillaceae Eggerthellaceae . Leuconostocaceae . Pasteurellaceae . Staphylococcaceae
Bacteroidaceae . Enterobacteriaceae . Microbacteriaceae . Pectobacteriaceae . Streptococcaceae
Bifidobacteriaceae . Enterococcaceae . Micrococcaceae . Pelagibacteraceae . Streptomycetaceae

. Borreliaceae . Erwiniaceae . Microcoleaceae Peptococcaceae . Streptosporangiaceae

. Bradyrhizobiaceae . Erysipelotrichaceae . Moraxellaceae Peptostreptococcaceae . Sutterellaceae
Brucellaceae . Eubacteriaceae . Morganellaceae Planococcaceae Vibrionaceae

. Burkholderiaceae Flavobacteriaceae . Mycobacteriaceae Porphyromonadaceae . Xanthomonadaceae
Campylobacteraceae . Francisellaceae Mycoplasmataceae . Prewtellaceae . Yersiniaceae
Carnobacteriaceae . Fusobacteriaceae Neisseriaceae Pseudomonadaceae

. Cellulomonadaceae . Geodermatophilaceae . Nitrosomonadaceae Rhizobiaceae

Abbildung 23: Zusammenfassung aller Futterproben. SCHGRKPEL: Ostl. Graue Riesenkdngurus Schwerin Pellets (n = 1),
SCHGRKHEU: Ostl. Graue Riesenkédngurus Schwerin Heu (n = 1), SCHGRKGRU: Ostl. Graue Riesenkédngurus Schwerin
Griinfutter (n = 1), NEUGRKSTR: Ostl. Graue Riesenkédngurus Neuwied Stroh (n = 1), NEUGRKMUS: Ostl. Graue
Riesenkédngurus Neuwied Miisli (n = 1), NEUGRKHEU: Ostl. Graue Riesenkédngurus Neuwied Heu (n = 1), NEUBENMUS:
Bennettkéngurus Neuwied Miisli (n = 1), NEUBENHEU: Bennettkdngurus Neuwied Heu (n = 1), NEUBENGRU:
Bennettkéngurus Neuwied Griinfutter (n = 1), LANBENPEL: Bennettkédngurus Landau Pellets (n = 1), LANBENHEU:
Bennettkdngurus Landau Heu (n = 1), LANBENGEM: Bennettkdngurus Landau Gemiise (n = 1), DUIO711PLAN3: Koalas
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Duisburg Eukalyptus (n = 1), DUIO711PLAN2: Koalas Duisburg Eukalyptus (n = 1), AUGBENPEL: Bennettkéngurus Augsburg
Pellets (n = 1), AUGBENHEU: Bennettkéngurus Augsburg Heu (n = 1)

Die bakteriellen Mikrobiome der Beuteltiere (siehe Abbildung 24) sind sich, abgesehen von jenen der
Tasmanischen Teufel, auch sehr dhnlich. Die Bakterienfamilien Clostridiaceae und Lachnospiraceae

kommen in allen elf Kotproben vor (2 Familien).

Die Familien Acidaminococcaceae, Akkermansiaceae, Atopobiaceae, Bacillaceae, Bacteroidaceae,

Bifidobacteriaceae, Clostridiales Family XIIl. inc. sed., Eggerthellaceae, Enterobacteriaceae,

Enterococcaceae, Erysipelotrichaceae, Eubacteriaceae, Flavobacteriaceae, Odoribacteraceae,

Oscillospiraceae, Paenibacillaceae, Peptostreptococcaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae,
Rikenellaceae, Ruminococcaceae, Selenomonadaceae, Spirochaetaceae und Streptococcaceae sind

noch in Gber acht der elf Proben zu finden (24 Familien).

Bakterielles Mikrobiom Durchschnitt aller Tiere

WOM

SUM

RRK

MUEFLK

KOPRAT1

KOA

|
i N
H

GRK
DUITEUF

DUI0O811BUER1

BKAE

75%

100%

BEN

50%

. Nocardioidaceae . Ruminococcaceae
. Odoribacteraceae

. Oscillospiraceae

. Christensenellaceae
Clostridiaceae

Acetobacteraceae Fusobacteriaceae

Acholeplasmataceae Hafniaceae . Sanguibacteraceae

. Acidaminococcaceae Clostridiales Family XI. inc. sed. . Halomonadaceae . Selenomonadaceae

Acidobacteriaceae Comamonadaceae Helicobacteraceae . Oxalobacteraceae Sphingobacteriaceae
Aerococcaceae Coriobacteriaceae Hyphomicrobiaceae . Paenibacillaceae Sphingomonadaceae
Akkermansiaceae Corynebacteriaceae Lachnospiraceae Pasteurellaceae Spirochaetaceae
Alcaligenaceae . Cytophagaceae . Lactobacillaceae Peptococcaceae Sporomusaceae
. Atopobiaceae Defluviitaleaceae . Legionellaceae . Peptoniphilaceae Staphylococcaceae

. Bacillaceae

Bacteroidaceae
. Beijerinckiaceae
Bifidobacteriaceae
. Bradyrhizobiaceae
. Brucellaceae
. Burkholderiaceae
. Campylobacteraceae
. Carnobacteriaceae
Caulobacteraceae
. Cellulomonadaceae
Chitinophagaceae
. Chlamydiaceae

. Dermabacteraceae
. Dermacoccaceae
. Desulfovibrionaceae
Eggerthellaceae
. Enterobacteriaceae
. Enterococcaceae
Erwiniaceae
. Erysipelotrichaceae
Erythrobacteraceae
Eubacteriaceae
. Fibrobacteraceae
Flavobacteriaceae
. Francisellaceae

. Leptospiraceae
Leuconostocaceae
Marinilabiliaceae
Methylobacteriaceae

. Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Micromonosporaceae
Moraxellaceae
Morganellaceae

. Mycobacteriaceae
Mycoplasmataceae
Neisseriaceae
Nocardiaceae

Peptostreptococcaceae . Streptococcaceae

Phyllobacteriaceae

Planococcaceae

. Streptomycetaceae

. Succinivibrionaceae

Porphyromonadaceae . Sutterellaceae

. Prewotellaceae
Prolixibacteraceae
Pseudomonadaceae

. Pseudonocardiaceae
Rhizobiaceae

. Rhodanobacteraceae

. Rhodobacteraceae
Rhodospirillaceae

. Rikenellaceae

. Synergistaceae

. Thermoactinomycetaceae

. Veillonellaceae

. Verrucomicrobiaceae
Vibrionaceae
Victivallaceae
Williamsiaceae
Xanthomonadaceae
Yersiniaceae

Abbildung 24: Zusammenfassung aller Kotproben. WOM: Wombats (n = 12), SUM: Sumpfwallabys (n = 6), RRK: Rote
Riesenkdngurus (n = 26), MUEFLK: Flinkwallabys (n = 9), KOPRAT1: Rattenkédngurus (n = 1), KOA: Koalas (n = 9), GRK: Ostl.
Graue Riesenkdngurus (n = 27), DUITEUF: Tasmanische Teufel (n = 2), DUI811BUER1: Biirstenschwanzkéngurus (n = 1), BKAE:
Baumkéngurus (n = 18), BEN: Bennettkdngurus (n = 14)
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Vergleiche Boden-, Futter- und Kotproben- Pilze

So wie die bakteriellen Mikrobiome sind sich auch die Mykobiome der Boden-, Futter- und Kotproben
untereinander sehr &dhnlich. Die Familien Aspergillaceae, Glomerellaceae, Herpotrichiellaceae,
Nectriaceae, Saccharomycetaceae und Sordariaceae sind in allen vier Bodenproben (siehe Abbildung

25) vorhanden (6 Familien).

Die Pilzfamilien Chaetomiaceae, Glomeraceae, Kickxellaceae, Magnaporthaceae, Mortierellaceae,
Powellomycetaceae, Synchytriaceae, Trichocomaceae, Trichosporonaceae und Ustilaginaceae sind

noch in vier der finf Proben vorhanden (10 Familien).

Pilze Bodenproben

LANBENBOD

AUGBENBOD

0% 25% 50% 75% 100%

. Aspergillaceae Didymellaceae . Malasseziaceae Plectosphaerellaceae . Synchytriaceae

|
. Botryosphaeriaceae = Dipodascaceae

Metschnikowiaceae Pleosporaceae Tilletiariaceae

Ceratobasidiaceae Gloeophyllaceae . Mixiaceae . Polyporaceae . Trichocomaceae

Chaetomiaceae . Glomeraceae . Mortierellaceae . Powellomycetaceae . Trichomonascaceae
. Clavicipitaceae . Glomerellaceae Mycosphaerellaceae Pseudeurotiaceae . Trichosporonaceae

Coriolaceae . Herpotrichiellaceae . Mycotyphaceae . Pucciniaceae . Umbelopsidaceae
. Cryptococcaceae . Hypocreaceae . Nectriaceae . Rhizopodaceae . Ustilaginaceae
. Cuniculitremaceae . Kickxellaceae . Ophiocordycipitaceae . Saccharomycetaceae Verrucariaceae
. Cyphellophoraceae . Lichtheimiaceae . Phaffomycetaceae . Sordariaceae Xylariaceae

Dacrymycetaceae . Lindgomycetaceae . Phycomycetaceae . Spizellomycetaceae
Debaryomycetaceae . Magnaporthaceae . Pichiaceae Sporidiobolaceae

Abbildung 25: Zusammenfassung aller Bodenproben. SCHGRKBOD: Ostl. Graue Riesenkdngurus Schwerin (n = 1),
NEUGRKBOD: Ostl. Graue Riesenkdngurus Neuwied (n = 1), NEUBENBOD: Bennettkdngurus Neuwied (n = 1), LANBENBOD:
Bennettkéngurus Landau (n = 1), AUGBENBOD: Bennettkdngurus Augsburg (n = 1)
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Auch bei den Mykobiomen der Futterproben (siehe Abbildung 25) ist eine gewisse Ahnlichkeit klar
ersichtlich. Die Familien Aspergillaceae, Debaryomycetaceae, Nectriaceae und Saccharomycetaceae

sind in allen 16 Proben vorhanden (4 Familien).

Die Bakterienfamilien Botryosphaeriaceae, Cryptococcaceae, Glomerellaceae, Herpotrichiellaceae,
Kickxellaceae, Magnaporthaceae, Morchellaceae, Mortierellaceae, Mucoraceae, Mycosphaerellaceae,
Mycotyphaceae, Pichiaceae, Pucciniaceae, Schizosaccharomycetaceae, Sclerotiniaceae, Sordariaceae,
Spizellomycetaceae, Synchytriaceae, Trichosporonaceae, Umbelopsidaceae und Ustilaginaceae sind

noch in Gber zehn der 16 Proben vorhanden (21 Familien).

Pilze Futterproben

SCHGRKPEL
SCHGRKHEU
SCHGRKGRU

NEUGRKSTR
NEUGRKMUS
NEUGRKHEU
NEUBENMUS
NEUBENHEU
NEKBENGRU

LANBENPEL
LANBENHEU
LANBENGEM

DUIO711PLAN3
DUIO711PLAN2

AUGBENPEL

AUGBENHEU

100%

Agaricaceae . Cuniculitremaceae Magnaporthaceae Plectosphaerellaceae . Sporormiaceae
Aplosporellaceae . Cunninghamellaceae Malasseziaceae Pleistophoridae Stereaceae
. Arthrodermataceae . Cyphellophoraceae Marasmiaceae Pleosporaceae . Strophariaceae
Ascoideaceae Dacrymycetaceae . Metschnikowiaceae Pleurotaceae Suillaceae
Aspergillaceae Debaryomycetaceae . Microdochiaceae . Pneumocystidaceae Sympoventuriaceae
. Aureobasidiaceae . Didymellaceae Morchellaceae Polyporaceae . Synchytriaceae
Bartaliniaceae Dipodascaceae . Mortierellaceae . Powellomycetaceae Teratosphaeriaceae

. Bionectriaceae
Bondarzewiaceae

. Dissoconiaceae
. Dothidotthiaceae

. Botryosphaeriaceae . Epitheliaceae

. Brachybasidiaceae

Bulleribasidiaceae
. Cantharellaceae

Filobasidiaceae
Fomitopsidaceae
. Gloeophyllaceae

Mucoraceae

Mycosphaerellaceae . Pseudomassariaceae

Mycotyphaceae
. Mytilinidiaceae
Myxotrichaceae

. Nectriaceae

Pseudeurotiaceae

Pucciniaceae
Punctulariaceae
Pyronemataceae
Radiomycetaceae

Togniniaceae

Trematosphaeriaceae

Tremellaceae
. Trichocomaceae
. Tricholomataceae
. Trichomonascaceae

Ceraceosoraceae Glomeraceae Nosematidae Rhizopodaceae Trichosporonaceae

Ceratobasidiaceae
. Chaetomiaceae
. Choanephoraceae

Glomerellaceae Omphalotaceae Saccharomycetaceae Tuberaceae

. Ophiocordycipitaceae . Saccharomycodaceae
. Schizophyllaceae

Helotiaceae Umbelopsidaceae

Herpotrichiellaceae Ophiostomataceae Unikaryonidae

Clavcipitaceae Hyaloscyphaceae Orbiliaceae Schizosaccharomycetaceae . Ustilaginaceae
Cordycipitaceae Hypocreaceae . Phaeosphaeriaceae . Sclerotiniaceae Verrucariaceae
. Coriolaceae Kickxellaceae . Phaffomycetaceae Sordariaceae Xylariaceae

Cryptobasidiaceae

. Cryptococcaceae
Cucurbitariaceae

Leptosphaeriaceae Phycomycetaceae

. Pichiaceae

. Pisolithaceae

Sparassidaceae

Lichtheimiaceae . Spizellomycetaceae

Lindgomycetaceae Sporidiobolaceae

Abbildung 26: Zusammenfassung aller Futterproben. SCHGRKPEL: Ostl. Graue Riesenkéngurus Schwerin Pellets (n = 1),
SCHGRKHEU: Ostl. Graue Riesenkédngurus Schwerin Heu (n = 1), SCHGRKGRU: Ostl. Graue Riesenkédngurus Schwerin
Griinfutter (n = 1), NEUGRKSTR: Ostl. Graue Riesenkédngurus Neuwied Stroh (n = 1), NEUGRKMUS: Ostl. Graue
Riesenkédngurus Neuwied Miisli (n = 1), NEUGRKHEU: Ostl. Graue Riesenkéingurus Neuwied Heu (n = 1), NEUBENMUS:
Bennettkédngurus Neuwied Miisli (n = 1), NEUBENHEU: Bennettkdngurus Neuwied Heu (n = 1), NEUBENGRU:
Bennettkéngurus Neuwied Griinfutter (n = 1), LANBENPEL: Bennettkédngurus Landau Pellets (n = 1), LANBENHEU:
Bennettkéngurus Landau Heu (n = 1), LANBENGEM: Bennettkdngurus Landau Gemiise (n = 1), DUIO711PLAN3: Koalas
Duisburg Eukalyptus (n = 1), DUIO711PLAN2: Koalas Duisburg Eukalyptus (n = 1), AUGBENPEL: Bennettkéngurus Augsburg
Pellets (n = 1), AUGBENHEU: Bennettkéngurus Augsburg Heu (n = 1)
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Ebenso, wie in den beiden vorangegangen Vergleichen, sind sich auch die Mykobiome der Kotproben
(siehe Abbildung 27) untereinander sehr dhnlich. Hier ist lediglich die Familie Saccharomycetaceae in

allen elf Proben vorhanden (1 Familie).

Die Familien Aspergillaceae, Botryosphaeriaceae, Debaryomycetaceae, Glomeraceae, Glomerellaceae,
Herpotrichiellaceae, Kickxellaceae, Mortierellaceae, Mycosphaerellaceae, Nectriaceae, Pichiaceae,
Pucciniaceae, Sordariaceae,  Synchytriaceae, Trichocomaceae, Trichomonascaceae und

Umbelopsidaceae sind immer noch in mehr als acht der elf Familien anzutreffen (17 Familien).

Mykobiom Durchschnitt aller Tiere
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. Agaricaceae . Cyphellophoraceae . Lasiosphaeriaceae . Pichiaceae . Sparassidaceae
Arthrodermataceae . Dacrymycetaceae . Lichtheimiaceae . Pisolithaceae . Spizellomycetaceae
Ascoideaceae Debaryomycetaceae . Magnaporthaceae Pleistophoridae Sporidiobolaceae

. Aspergillaceae Diaporthaceae . Malasseziaceae Pleosporaceae Stereaceae

. Aureobasidiaceae . Didymellaceae Marasmiaceae . Pneumocystidaceae . Strophariaceae

. Botryosphaeriaceae . Didymosphaeriaceae . Metschnikowiaceae . Polyporaceae . Suillaceae
Brachybasidiaceae Dipodascaceae Morchellaceae Powellomycetaceae . Synchytriaceae

. Cantharellaceae . Dissoconiaceae . Mortierellaceae . Psathyrellaceae . Togniniaceae

. Ceraceosoraceae . Epitheliaceae . Mucoraceae Pseudeurotiaceae . Trichocomaceae
Ceratobasidiaceae Eremomycetaceae Mycosphaerellaceae . Pucciniaceae . Trichomonascaceae
Chaetomiaceae Filobasidiaceae Mycotyphaceae . Punctulariaceae . Trichosporonaceae
Choanephoraceae . Fomitopsidaceae Nectriaceae Pyronemataceae . Tuberaceae

. Clavicipitaceae . Gloeophyllaceae Nosematidae Radiomycetaceae . Umbelopsidaceae
Coniophoraceae . Glomeraceae . Omphalotaceae . Rhizopodaceae Unikaryonidae

. Cordycipitaceae . Glomerellaceae . Ophiocordycipitaceae . Saccharomycetaceae . Ustilaginaceae

. Coriolaceae . Helotiaceae Ophiostomataceae . Saccharomycodaceae Xylariaceae
Cryptobasidiaceae . Herpotrichiellaceae Orbiliaceae . Schizophyllaceae

. Cryptococcaceae . Hymenochaetaceae . Phaeosphaeriaceae . Schizosaccharomycetaceae

. Cuniculitremaceae . Hypocreaceae . Phaffomycetaceae . Sclerotiniaceae

. Cunninghamellaceae . Kickxellaceae . Phycomycetaceae . Sordariaceae

Abbildung 27: Zusammenfassung aller Kotproben. WOM: Wombats (n = 12), SUM: Sumpfwallabys (n = 6), RRK: Rote
Riesenkdngurus (n = 26), MUEFLK: Flinkwallabys (n = 9), KOPRAT1: Rattenkéngurus (n = 1), KOA: Koalas (n = 9), GRK: Ostl.
Graue Riesenkéngurus (n = 27), DUITEUF: Tasmanische Teufel (n = 2), DUI811BUER1: Biirstenschwanzkéngurus (n = 1), BKAE:
Baumkdngurus (n = 18), BEN: Bennettkédngurus (n = 14)
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Vergleiche in Richness, Shannon-Index und ENS

Die nachfolgende Grafik (Abbildung 28) zeigt die Richness der Mikrobiome der untersuchten Kotproben
von allen Beuteltieren zusammen. Signifikante Unterschiede bestehen bei den bakteriellen
Mikrobiomen nur zwischen Baumkangurus und Flinkwallabys (p = 0,0204) und zwischen Koalas und
Flinkwallabys (p = 0,0184). Die signifikanten Unterschiede im Mykobiom beschranken sich auf
Baumkangurus und Flinkwallabys (p = 0,0029), Baumkéngurus und Ostliche Graue Riesenkingurus (p =
0,0239) und Flinkwallabys und Koalas (p = 0,0205). Signifikante Unterschiede bestehen zwischen den
Viriomen von Baumkangurus und Flinkwallabys (p = 0,0078) und zwischen Baumkangurus und

Ostlichen Grauen Riesenkangurus (p = 0,0191).

Abbildung 29 zeigt die Unterschiede zwischen den verschiedenen Beuteltieren, gemessen am Shannon-
Index. Beziiglich des bakteriellen Mikrobioms unterscheiden sich hier Baumkangurus von Flinkwallabys
(p = 0,0068), Baumkéngurus von Ostlichen Grauen Riesenkidngurus (p = 0,0044), Baumkangurus von
Roten Riesenkangurus (p = 0,0003) und Baumkangurus von Tasmanischen Teufeln (p = 0.0161)
signifikant. Im Mykobiom zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen Baumkangurus und
Flinkwallabys (p = 0,0031) und zwischen Flinkwallabys und Wombats (p = 0,0194). Baumk&ngurus und
Flinkwallabys (p = 0,0177) und Baumkingurus und Ostliche Graue Riesenkingurus (p = 0,0176)

unterscheiden sich bezliglich ihres Virioms signifikant.

In Abbildung 30 werden die Unterschiede zwischen den verschiedenen Tierarten beziglich der Effective
Number of Species aufgefihrt. In Bezug auf das bakterielle Mikrobiom unterscheiden sich
Baumkangurus und Flinkwallabys (p = 0,0068), Baumkangurus und Ostliche Graue Riesenkangurus (p =
0,0044), Baumkangurus und Rote Riesenkdngurus (p = 0,0003) und Baumkangurus und Tasmanische
Teufel (p = 0,0161) signifikant. Die signifikanten Unterschiede im Mykobiom bestehen zwischen
Baumkangurus und Flinkwallabys (p = 0,0031) und zwischen Flinkwallabys und Wombats (p = 0,0194).
Signifikante Unterschiede bestehen zwischen den Viriomen von Baumkangurus und Flinkwallabys (p =

0,0177) und zwischen Baumkangurus und Ostlichen Grauen Riesenkéngurus (p = 0,0176).

Die p-Werte wurden mittels Bonferroni-Korrektur ermittelt und die Malzahlen zur Biodiversitat, wie
Richness, Shannon-Index und ENS beziehen sich bei dem bakteriellen Mikrobiom und dem Mykobiom

auf die Familien der Mikroorganismen und beim Viriom auf die Virenspezies.
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In Bezug auf die Richness (Abbildung 31) unterscheiden sich Boden- und Kotproben (p = 0,0006) und
Futter- und Kotproben (p = 0,0001) signifikant bezlglich ihrer bakteriellen Zusammensetzung.
Gemessen am Mykobiom unterscheiden sich nur Boden- und Kotproben (p = 0,0074) signifikant.
Futterproben und Kotproben unterscheiden sich signifikant (p = 0,0000) bezlglich ihrer viralen

Zusammensetzung.
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Abbildung 31: Richness Vergleich Boden-, Futter- und Kotproben. Bodenproben (n = 5), Futterproben (n = 16), Kotproben (n =
120)

Die nachfolgende Grafik (Abbildung 32) zeigt die Unterschiede der Mikrobiome von Futter-, Kot- und
Bodenproben, gemessen am Shannon-Index. Die bakterielle Zusammensetzung von Boden- und
Futterproben (p = 0,0009) sowie von Boden- und Kotproben (p = 0,0002) unterscheiden sich signifikant.
Des Weiteren unterscheiden sich auch Boden- und Kotproben (p = 0,0031) bezlglich ihres Mykobioms,

sowie Futter- und Kotproben (p = 0,0010) in Bezug auf ihr Viriom.
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Abbildung 32: Shannon-Index Vergleich Boden-, Futter- und Kotproben. Bodenproben (n = 5), Futterproben (n = 16),
Kotproben (n = 120)

Abbildung 33 zeigt, dass sich die bakterielle Zusammensetzung von Boden- und Futterproben (p =
0,0009) und Boden- und Kotproben (p = 0,0002) in Bezug auf die ENS signifikant unterscheidet.
AuBerdem unterscheiden sich auch Boden- und Kotproben (p = 0,0031) gemessen am Mykobiom,

sowie Futter- und Kotproben (p = 0,0010) bezliglich ihres Virioms signifikant.
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Abbildung 33: ENS Vergleich Boden-, Futter- und Kotproben. Bodenproben (n = 5), Futterproben (n = 16), Kotproben (n = 120)
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Beta-Diversitat

Die Beta-Diversitat wird in den nachfolgenden Abbildungen als Distanzmatrix dargestellt, welche
mittels Non-metric Multidimensional Scaling (NMDS) berechnet wurde. Die Ndhe der Punkte

zueinander definiert sich durch das MaR der Ahnlichkeit derer jeweiligen Mikrobiome.

In Abbildung 34 werden die Ahnlichkeiten der bakteriellen Mikrobiome dargestellt. Die Proben des
Baumkangurus sowie des Flinkwallabys, des Roten Riesenkdngurus, des Sumpfwallabys und des
Wombats sind in klaren Gruppen nahe beieinander. Die Mikrobiome der Bennettkiangurus, Ostlichen
Grauen Riesenkdngurus und der Koalas verteilen sich Gber einen groBeren Raum in der Distanzmatrix,
Uberlappen sich jedoch mit den bakteriellen Mikrobiomen aller anderer Tiere, abgesehen von jenen
der Tasmanischen Teufeln. Diese gruppieren sich, wenn auch weit voneinander entfernt, am Unteren
Rand der Matrix abseits der anderen Tiergruppen. Da es vom Birstenschwanzkdnguru und
Rattenkdnguru nur eine Probe gibt, |asst sich hier kein Cluster bestimmen. Allerdings sind die Proben

dieser beiden Tiere nahe bei jenen der anderen pflanzenfressenden Beuteltiere.

NMDS-Plot Bakterien

®
1 ®
®
® ®
® ® Se g
s ® a0 °
& ¥
~ - L 4
N Sy’ # C
3 1 s &
s * 9
z [ 4
®
®
1-
®
®
2-
®
1 0 1 2 3
NMDS1
Baumkanguru [ ] Flinkwallaby [ ] Rattenkanguru @ Tasmanischer Teufel
Spezies [ Bennettkanguru Graues Riesenkanguru Rotes Riesenkanguru Wombat
Burstenschwanzkanguru @ «koala [ ] Sumpfwallaby

Abbildung 34: NMDS-Plot Bakterien. Baumkédnguru (n= 18), Bennettkédnguru (n =25), Biirstenschwanzkédnguru (n = 1),
Flinkwallaby (n = 9), Graues Riesenkdnguru (n = 35), Koala (n = 9), Rattenkédnguru (n = 1), Rotes Riesenkdnguru (n = 26),
Sumpfwallaby (n = 6), Tasmanischer Teufel (n = 2), Wombat (n = 12)
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Im NMDS-Plot der Mykobiome (siehe Abbildung 35) stehen die Sumpfwallabys und Wombats, sowie
ein GroRteil der Baumkangurus wieder in besonderer Ndhe zueinander. Die Flinkwallabys bilden abseits
von diesen drei sich tiberlappenden Clustern ein eigenes. Die Mykobiome der Koalas und der Ostlichen
Grauen Riesenkangurus verteilen sich auf gréReren Flachen, wahrend sich die Abstinde zwischen
jenden der Roten Riesenkdngurus am weitesten Uber den Plot erstrecken. Die Kotprobe des
Bilrstenschwanzkdngurus verortet sich in der Nahe der Flinkwallabys und die des Rattenkdangurus eher
zentral bei den Clustern der anderen Tiere. Besonders auffallend ist hier, dass das Mykobiom des einen
Tasmanischen Teufels eine groBe Ahnlichkeit mit jenen der anderen im Zentrum hat, wihrend sich das

des anderen Tasmanischen Teufels stirker von den anderen Tieren unterscheidet.
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Abbildung 35: NMDS-Plot Pilze. Baumkénguru (n= 17), Bennettkéinguru (n =25), Biirstenschwanzkdnguru (n = 1), Flinkwallaby
(n = 8), Graues Riesenkdnguru (n = 31), Koala (n = 9), Rattenkdnguru (n = 1), Rotes Riesenkdnguru (n = 26), Sumpfwallaby (n
=6), Tasmanischer Teufel (n = 2), Wombat (n = 12)
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In der Distanzmatrix der Viriome (Abbildung 36) lassen sich, abgesehen von den Gruppen der
Sumpfwallabys, der Wombats und dem Grof3teil der Baumkangurus und Koalas, nur schwer andere
Cluster genau eingrenzen. Die Kotproben der Flinkwallabys, der Roten Riesenkingurus, der Ostlichen
Grauen Riesenkangurus, der Bennettkdngurus und der Tasmanischen Teufel sind (iber die gesamte
Distanzmatix verteilt. Jedoch ist auffallig, dass sich alle Cluster in gewissen Malen Gberschneiden. Auch
die Viriome des Biirstenschwanzkdngurus und des Rattenkangurus befinden sich innerhalb dieser

Cluster.
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Abbildung 36: NMDS-Plot Viren. Baumkdnguru (n= 18), Bennettkdnguru (n =25), Blirstenschwanzkédnguru (n = 1),
Flinkwallaby (n = 9), Graues Riesenkdnguru (n = 35), Koala (n = 9), Rattenkénguru (n = 1), Rotes Riesenkdnguru (n = 26),
Sumpfwallaby (n = 6), Tasmanischer Teufel (n = 2), Wombat (n = 12)
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Readzahl Vergleiche

In den nachfolgenden Grafiken (siehe Abbildung 37 - 39) werden die Male der Biodiversitat Richness,
Shannon-Index und ENS den Readzahlen der jeweiligen Proben gegenlibergestellt. Besonders in Bezug
auf die Richness (Abbildung 37) lasst sich eine gewisse Korrelation zu der Anzahl der Reads in der
jeweiligen Probe finden. In allen drei Mikrobiomen gibt es einen Aufwartstrend gegenlber einer

groReren Anzahl Reads.
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Abbildung 37: Vergleich der Richness aller Proben mit der Anzahl der Reads (n = 124).
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Ergebnisse

Auch im Vergleich des Shannon-Index mit der Readzahl (siehe Abbildung 38) lasst sich eine steigende
Tendenz feststellen. Hier wird jedoch ein asymptotischer Charakter deutlich, da die Kurve spatestens
ab etwa 20000 Reads abflacht. Die vielen Punkte im Mykobiom, die einen Shannon-Index von 0 haben,

sind darauf zurtickzufiihren, dass in einigen Proben gar keine Pilze nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 38: Vergleich des Shannon-Index aller Proben mit der Anzahl der Reads (n = 124).
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Abbildung 39 zeigt die Gegeniberstellung der ENS und der Readzahlen im Vergleich. Hier l&dsst sich
ebenfalls ein leichter Aufwartstrend mit steigender Anzahl der Reads feststellen. Vor allem bei den
Mykobiomen herrscht eine starkere Korrelation, so finden sich hier beispielsweise, im niedrigen

Bereich der Readzahlen, deutlich mehr Proben, in denen keine Pilze nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 39: Vergleich der ENS aller Proben mit der Anzahl der Reads (n = 124).
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Diskussion

Alpha-Diversitat Bakterien

Bei den Vergleichen der Futter-, Boden- und Kotproben in Bezug auf ihr bakterielles Mikrobiom zeigte
sich, dass vor allem Clostridiaceae und Lachnospiraceae auffallig oft in einer hohen Anzahl sowohl im
Futter als auch im Kot der jeweiligen Tiere zu finden waren. Im Vergleich dazu gab es nahezu keine
Uberschneidungen zwischen Bodenproben und Futter sowie Bodenproben und Tierkot. Dies zeigt, dass
die Bakterien, die Uber die Nahrung aufgenommen wurden, durchaus das Mikrobiom des Tieres
beeinflussen kdnnen. Eine Voraussetzung hierfiir ist, dass sie sowohl auf den Pflanzen als auch im
Verdauungstrakt der Tiere Uberleben kdnnen. So zeigen sich im Gegensatz dazu in den bakteriellen
Mikrobiomen der Futterproben eine grofle Anzahl von Enterobacteriaceae und Enterococcaceae. Viele
Angehorige dieser Familien sind typische Darmbakterien [21], allerdings lieBen sich von diesen Familien
nahezu keine Vertreter in den bakteriellen Mikrobiomen der untersuchten Tiere nachweisen. Dies
konnte bedeuten, dass die oben genannten Bakterien zu Spezies dieser Familien gehdren, die
Ublicherweise nicht den Verdauungstrakt von Tieren besiedeln, oder dass sie von den Organismen aus
dem im Verdauungstrakt vorherrschenden Mikrobiom verdrangt werden. Eine andere Erklarung fir die
hohe Anzahl von Vertretern der Familien Clostridiaceae und Lachnospiraceae in Futter- und Kotproben
konnte auch sein, dass sich diese in den beiden Mikrobiomen aufgrund der ahnlichen
Nahrstoffzusammensetzung von selbst anreichern. Um den genauen Einfluss der (ber die Nahrung
aufgenommenen Bakterien zu untersuchen, missten jedoch noch weitere Experimente mit
unterschiedlichen Erndhrungsformen durchgefiihrt werden. Dieser Versuch zeigt jedoch, dass sich der
Kontakt zum Boden scheinbar wenig bis gar nicht auf die Futter- und Kotproben beziiglich der darin

enthaltenen Bakterien auswirkte bis zum Zeitpunkt der Probenahme.
Alpha-Diversitat Pilze

Die Familien Aspergillaceae und Saccharomycetaceae sind in nahezu allen Kot-, Futter- und
Bodenproben nachweisbar. Diese beiden Gruppen sind auch laut anderen Quellen oft im Mykobiom
von Lebewesen anzutreffen, aber wahrend Saccharomycetaceae als unbedenklich beschrieben
werden, stehen Aspergillaceae eng im Zusammenhang mit Erkrankungen [22]. Da sich in allen drei
Probenarten Vertreter der Aspergillaceae finden, besteht die Moglichkeit, dass es sich hierbei um
Sporen dieser Pilze handeln kdnnte, die von ihnen kontinuierlich abgegeben werden und daher fast
Uberall anzutreffen sind [23]. Die Tatsache, dass keines der Tiere Symptome einer Aspergillose zeigte,
unterstlitzt die These, dass es sich bei dem Genetischen Material, das in den Kotproben gefunden

wurde, um Sporen dieser Pilzfamilie handeln kdnnte, die den Verdauungstrakt des Tiers passiert haben,
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ohne sich dort zu vermehren. Dies legt den Gedanken nahe, dass die Aspergillaceae aus den Kotproben
der Tiere Giber die Nahrung aufgenommen wurden und diese somit einen direkten Einfluss auf das
Mykobiom der Tiere haben kann. Genauso wie es sich bei den DNS-Fragmenten der Aspergillaceae um
DNS aus deren Sporen handeln kdnnte, besteht ebenfalls die Moglichkeit bei den Saccharomycetaceae
oder auch Nectriaceae, dass sich deren Population zumindest teilweise aus Sporen zusammensetzt, da
auch Vertreter dieser Familien in der Lage sind, Sporen zu bilden [24,25]. Welche Pilze sich daher aktiv
im Mikrobiom und somit an flir den Wirtsorganismus relevante Prozesse beteiligen, ist deshalb mit
dieser Datenlage schwer zu sagen. Dieselbe Problemstellung konnte sich auch auf einige

sporenbildende Vertreter unter den Bakterien beziehen.
Alpha-Diversitat Viren

Im Vergleich der verschiedenen Viriome war das Virus Escherichia virus P1 besonders auffillig. Diese
Spezies kam in besonders groRer Anzahl in den Futterproben vor. Ein moglicher Grund hierfir ist, dass
die Gattung Escherichia, welche der Wirtsorganismus fiir ebendieses Virus ist, zur Familie der
Enterobacteriaceae zdhlt, die ebenfalls am haufigsten unter den Pflanzenproben anzutreffen ist. Des
Weiteren ist auffallig, dass ein GroRteil der Viren keiner Spezies zugeordnet werden konnte (NA).
Grinde hierfiir sind moglicherweise, dass die Datenbanken der Viren von Kaiju sowie von Kraken2
deutlich kleiner sind als die der Bakterien und Eukaryoten. Dieses Problem ist darauf zurlickzufiihren,
dass bisher generell nur wenig Genomreferenzen zu Viren in sdmtlichen Datenbanken zu finden sind
[26]. Im Zuge dieser Arbeit fiel auRerdem auf, dass viele Mikroorganismen, insbesondere Viren, im
Laufe der Zeit oft verschiedenen Familien zugeordnet wurden, weshalb diese teilweise, je nach
verwendeter Datenbank, anders eingeordnet werden. Bei ndherer Betrachtung der verschiedenen
Viren fallt auRerdem auf, dass es sich bei sémtlichen gefundenen Spezies um DNS-Viren handelt. Grund
hierfir ist moglicherweise methodischer Natur, da die verwendeten Extraktions-Kits nur zur
Aufbereitung von DNS bestimmt sind und nicht ftir RNS. Zusétzlich wurde die DNS aller Futterproben
mit dem DNeasy Plant Mini Kit extrahiert, das RNase A enthielt. Die unterschiedliche
Extraktionsmethode der Futterproben konnte auBerdem der Grund dafilir sein, warum sich deren
Viriom so stark von jenen der Kot- und Bodenproben unterscheidet (siehe Abbildungen 15 — 21),
obwohl sich Futter- und Kotproben beziglich ihrer bakteriellen Zusammensetzung deutlich dhnlicher
sind als Boden- und Kotproben. Unter den Viriomen der Futterproben stechen aulerdem jene der
Koalas heraus. Diese wurden, wie oben beschrieben, von einer externen Firma extrahiert und daher
wahrscheinlich nicht mit dem DNeasy Plant Mini Kit, wie die anderen Futterproben. Dies ist ein
weiteres Indiz dafiir, dass die Extraktionsmethode einen groRen Einfluss auf die in den Proben

gefundenen Virenspezies hat.
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Vergleiche Boden-, Futter- und Kotproben

Bei den Vergleichen der Futter-, Kot- und Bodenproben untereinander bezlglich ihrer bakteriellen
Mikrobiome sowie deren Mykobiome zeichnet sich eine groRe Ahnlichkeit zwischen den Proben ab.
Obwohl die Kotproben von unterschiedlichen Tieren aus verschiedenen Zoos kommen, sind sie sich in
ihrem Mikrobiom doch sehr ahnlich. Besonders bei den Futter- und Bodenproben lassen sich in Bezug
auf deren bakterielle Zusammensetzung, abgesehen von drei Ausnahmen, keine alleinstellenden
Charakteristika identifizieren. Sofern man methodische Fehler ausschliel3t, konnte der Grund hierfiir
sein, dass sich immer &dhnliche Bakterien- und Pilzfamilien aufgrund ahnlicher Bedingungen und
Gegebenheiten in den von ihnen favorisierten Biomen anreichern. Um Genaueres Ulber diesen
Sachverhalt zu erfahren, missten weitere Mikrobiomanalysen mit weiteren Boden- und
Pflanzenproben von auRerhalb der Zoos unternommen werden. Zu den oben erwdahnten Ausnahmen
bei den Futterproben, die sich von den anderen beziiglich ihres bakteriellen Mikrobioms
unterscheiden, zdhlen wieder die extern extrahierten Eukalyptusproben der Koalas aus Duisburg. Die
unterschiedliche Extraktionsart konnte ein Grund flr deren Andersartigkeit sein. Betrachtet man
jedoch das Mykobiom ebendieser Proben, so dhneln sie wieder stark den anderen Futterproben. Im
Vergleich der bakteriellen Mikrobiome der Kotproben fallen besonders die Proben der Tasmanischen
Teufel auf. Eine mogliche Ursache fiir deren Andersartigkeit ist, dass sie die einzigen Fleischfresser unter
den hier untersuchten Beuteltieren sind. Das Mykobiom des Tasmanischen Teufels dhnelt hingegen
wieder dem der anderen Tiere, was ein weiteres Indiz dafiir sein kbnnte, dass die Pilzfamilien aus der
Kotprobe groRtenteils aus der Nahrung stammen und diese danach selektiert werden, ob sie den
Verdauungstrakt unbeschadet tberstehen konnen. Um diesem Umstand weiter auf den Grund zu
gehen, missten weitere Versuche mit Futterproben der Tasmanischen Teufel durchgefiihrt werden.
Vergangene Studien am Menschen konnten zeigen, dass nach einer Saccharomyces cerevisiae-freien
Erndhrung auch kein S. cerevisiae mehr in der Stuhlprobe nachzuweisen war [27]. Im Umkehrschluss
konnte dies aber bedeuten, dass Pilzfamilien, die in Kotproben gefunden werden, jedoch nicht in den
zugehorigen Futterproben, den Verdauungstrakt besiedeln und zum Stoffwechsel des Wirtsorganismus
beitragen. In den Vergleichen dieser Arbeit geschah dies allerdings so selten und in so geringem
Ausmal?, dass diese Vermutung dadurch nicht belegt werden kann. Hierflir waren weitere Versuche mit

speziell praparierten Futterproben vonndéten.
Vergleiche von Richness, Shannon-Index und ENS

Im Vergleich der untersuchten Tierarten bezlglich der Biodiversitat ihrer Mikrobiome zeigten sich
nahezu keine Unterschiede. Grund hierfir ist wahrscheinlich ihre enge Verwandtschaft zueinander, da

alle Arten zur Unterklasse der Beuteltiere gehdren und abgesehen von den Koalas und den
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Tasmanischen Teufeln eine dhnliche Erndhrung haben. Vorangegangene Studien lber einige fleisch-
und pflanzenfressende Saugetiere zeigten, dass die Fleischfresser ein weniger diverses bakterielles
Mikrobiom aufwiesen [28]. Dies deckt sich mit den hier gewonnenen Ergebnissen, da auch in diesen
Vergleichen die Tasmanischen Teufel, als einzige Vertreter der Fleischfresser, die geringsten Werte in
Richness, Shannon-Index und ENS bezliglich ihres bakteriellen Mikrobioms aufweisen. In Bezug auf die
Biodiversitat ihres Mykobioms unterscheiden sich die Tasmanischen Teufel wiederum kaum von jener
der anderen Tiere, was ebenfalls die These stiitzt, dass ein GroRteil der ausgeschiedenen Pilzfamilien
aus der aufgenommenen Nahrung stammt und nur wenig an der Verdauung der Nahrung beteiligt ist.
Im weiteren Vergleich der Tierarten fallen lediglich Baumkangurus, Koalas und Wombats mit ihrer stets
hohen Biodiversitat auf sowie Flinkwallabys, Ostliche Graue Riesenkdngurus und Rote Riesenkingurus,
deren Biodiversitat vergleichsweise eher gering ausfallt. Eine mogliche Erklarung hierfir ware, dass es
sich bei Koalas und Wombats um sogenannte hindgut fermenter handelt, die ihre Nahrung im hinteren
Bereich ihres Verdauungstrakts verdauen, wahrend Kangurus zu den forgut fermenter gehoren, die ihre
Nahrung im Magen verdauen [29,30]. Die jeweilige Art der Verdauung kénnte einen Einfluss auf die
Biodiversitat haben, wobei dies nur die erhdhte Biodiversitat von Koalas und Wombats erklaren wirde
aber nicht jene der Baumkangurus, da diese zur Gruppe der forgut fermenter gehtéren. Um dies
genauer zu untersuchen, waren weitere Mikrobiomanalysen der jeweiligen Tierarten und deren Futter

notig.

In der Gegenuberstellung aller Boden-, Futter- und Kotproben in Bezug auf deren Biodiversitat, ahneln
sich auch hier Futter- und Kotproben am meisten. Dies deckt sich mit den vorherigen Ergebnissen, in
denen bereits gezeigt wurde, dass viele der im Futter nachgewiesenen Spezies ebenfalls in den
Kotproben gefunden werden konnten. Man hétte erwarten kdnnen, dass sich die Mikrobiome von
Tierkot und Boden durch haufigen Kontakt im Tiergehege aneinander angleichen, wie es neue Studien
in bestimmten Fallen zeigen [31], allerdings deuten sowohl die Vergleiche der Biodiversitaten als auch

die der Alpha-Diversitdten nicht auf eine solche Beziehung hin.
Beta-Diversitat

Auch in Bezug auf die Beta-Diversitdt zeichnete sich eine enge Verwandtschaft zwischen den
Mikrobiomen der untersuchten Tierarten ab. Im Vergleich der bakteriellen Zusammensetzungen der
Kotproben waren artspezifische Cluster erkennbar, auch wenn sich diese teilweise Gberlappten. Im
Vergleich der Mykobiome lieRen sich ebenfalls noch einige dieser Cluster unterscheiden, was jedoch
bei den Viriomen kaum noch maoglich war. Dies deutet darauf hin, dass jede Art ihr eigenes bakterielles
Mikrobiom besitzt, auch wenn es sehr dhnlich zu jenen der anderen ist, jedoch kein artspezifisches
Viriom. Auch in Bezug auf die Mykobiome scheint es keine feste Komposition aus Pilzfamilien zu geben,

die man exakt einer Tierart zuordnen konnte, was ebenfalls darauf hindeutet, dass Pilze und
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Wirtsorganismus weniger in einem symbiotischen Verhaltnis zueinander stehen als Bakterien und
Wirtsorganismus. Beziglich des viralen Mikrobioms besteht zusatzlich die Moglichkeit, dass die Werte
durch die oben bereits erwahnten Fehlerquellen bei der DNS-Extraktion verfalscht wurden und deshalb

ein so ungleichmaRiges Bild darstellen.

AulRerdem wurde fir die Darstellung des Verwandtheitsgrads der verschiedenen Tierarten in Bezug auf
ihre jeweiligen Biome das NMDS-Verfahren nach Bray-Curtis Dissimilarity anstelle der klassischen
multidimensionalen Skalierungsmethode Principal Coordinates Analysis (PCoA) verwendet. Die PCoA-
Methode fihrte in diesem Fall zu einer Bogenformigen Anordnung der verschiedenen Tiere, dem
sogenannten Horseshoe effect oder Arch effect (siehe Abbildung 73 — 75 (Anhang)). Dieses Phanomen
tritt gelegentlich bei multi-dimensionalen Entfernungsdiagrammen der mikrobiellen Okologie auf,
wenn ein 6kologischer Gradient zustande kommt, d.h. wenn die Proben einem Gradienten dhnlich, ihre
Merkmale nur allmahlich verdandern. Dies kann vorkommen, wenn sich die Proben nur sehr wenig
unterscheiden oder auch, wenn sie keine gemeinsamen Merkmale besitzen, was falschlicherweise zu

einer scheinbaren Nahe in der Distanzmatrix fuhrt [32].
Readzahl-Vergleiche

Wahrend den Sequenzierungen zeigte sich, dass die Zahlen der Gesamtreads pro Flongle Flow Cell
starken Schwankungen unterlagen (siehe Abbildung 76 (Anhang)). Es kann ausgeschlossen werden,
dass die Anzahl der Gesamtreads von der DNS-Konzentration abhdngt, da diese in allen Versuchen
gleich war. Auch die Verwendung des PCR-Kits scheint diesbeziiglich keine Rolle zu spielen. Bereits bei
den zuvor durchgefiihrten Flow Cell-Checks, in denen die Computersoftware die zur Verfligung
stehenden Poren priifte, zeigte sich hier eine sehr inkonsistente Anzahl ebendieser Poren im Laufe der
Versuche. Einige Flongle Flow Cells mussten sogar verworfen werden, da diese die werkseitig zugesagte
50-Poren-Grenze nicht tiberschritten. In der Regel erbrachten Flow Cells mit einer geringeren Porenzahl
auch weniger Gesamtreads im Laufe ihrer Nutzung. Ein genaues Muster zeichnete sich diesbezliglich
jedoch nicht ab, da vor allem Flow Cells mit einer besonders hohen initialen Porenzahl dazu neigten,
bereits nach etwa drei Stunden nahezu alle aktiven Poren zu verlieren, was sich ebenfalls negativ auf
die Zahl der Gesamtreads auswirkte. Wie nun in den Abbildungen 37, 38 und 39 zu sehen ist, herrscht
eine gewisse Korrelation zwischen der Anzahl der Reads und dem Mal der Biodiversitat. Dies legt nahe,
dass sich die Qualitat der Flongle Flow Cell auf die Ergebnisse auswirken kann. In den Abbildungen wird
auch ersichtlich, dass sich der Verlauf der Punkte mit zunehmender Readzahl abflacht, was darauf
zuriickzufihren sein kann, dass ab einer gewissen Readzahl praktisch alle identifizierbaren Spezies bzw.
Individuen in der Probe gefunden wurden. In den beiden Vergleichen mit der Richness bzw. dem
Shannon-Index, |asst sich eine starkere Korrelation zwischen Richness und Readzahl feststellen. Da sich

die Richness nur aus der Anzahl der verschiedenen Spezies berechnet, wahrend der Shannon-Index
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auch deren Abundanz im Mikrobiom bertlicksichtigt, legt dies nahe, dass unter einer geringen Readzahl

vor allem die Anzahl an identifizierten Spezies schrumpft.

Ausblick

Um bessere Einblicke in das Mikrobiom der Beuteltiere zu erhalten, muss in zukinftigen
Forschungsvorhaben eine deutlich groRere Anzahl von Proben analysiert werden. Dazu gehdéren im
Allgemeinen mehr Kotproben der einzelnen Spezies aber vor allem auch verschiedene Futterproben,
um besser zu verstehen, welche Mikroorganismen tatsachlich Bestandteil der Darmflora sind und
welche lediglich aus der Nahrung aufgenommen und wieder ausgeschieden werden. Diesbeziiglich
ware es auch von Interesse zu erfahren, welche Einfliisse das Mykobiom der Darmflora, bzw. die durch
die Nahrung aufgenommenen Pilze auf die Verdauung der Tiere haben. Des Weiteren sollte in Zukunft
auch nach anderen Faktoren, die das Mikrobiom beeinflussen kénnten, wie z.B. Krankheit, Temperatur
oder auch Gesellschaft von anderen Tieren gesucht werden, um die Mikrobiomanalyse fiir ein breiteres

Spektrum als diagnostisches Hilfsmittel in der Tiermedizin einsetzen zu kbnnen.
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Zootabelle mit Abkiirzungen (Metadaten)

Tabelle 5: Metadaten mit allen Proben und deren IDs
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ID Spezies Zoo Reads | Probenart | PCR-Zyklen
AUGBEN1 Bennettkanguru Augsburg 26087 | Kotprobe -
AUGBEN2 Bennettkanguru Augsburg 30085 | Kotprobe -
BERBKAEO1 Baumkanguru Tierpark Berlin | 71865 | Kotprobe -
BERBKAE10 Baumkanguru Tierpark Berlin | 20488 | Kotprobe -
BERBKAE11 Baumkanguru Tierpark Berlin | 20595 | Kotprobe -
BERBKAEO2 Baumkanguru Tierpark Berlin | 56803 | Kotprobe -
BERBKAEO3 Baumkanguru Tierpark Berlin | 74100 | Kotprobe -
BERBKAEO4 Baumkanguru Tierpark Berlin | 19699 | Kotprobe -
BERBKAEO5 Baumkanguru Tierpark Berlin | 21952 | Kotprobe -
BERBKAEO6 Baumkanguru Tierpark Berlin | 31697 | Kotprobe -
BERBKAEQ7 Baumkanguru Tierpark Berlin | 28205 | Kotprobe -
BERBKAEOS8 Baumkanguru Tierpark Berlin | 18905 | Kotprobe -
BERBKAEQ9 Baumkanguru Tierpark Berlin | 14461 | Kotprobe -
DUIO811BENN1 | Bennettkdnguru Duisburg 7525 | Kotprobe 70
DUIO811BENN2 | Bennettkdnguru Duisburg 24646 | Kotprobe -
DUIO811BUER1 | Biirstenschwanzkanguru Duisburg 9334 | Kotprobe -
DUIO811KOLA1 |Koala Duisburg 25951 | Kotprobe 60
DUIO811KOLA2 |Koala Duisburg 6628 | Kotprobe -
DUIO811KOLA3 | Koala Duisburg 20662 | Kotprobe 70
DUIO811KOLA4 | Koala Duisburg 10498 | Kotprobe 60
DUIO811KOLA5 | Koala Duisburg 29423 | Kotprobe 60
DUIO811KOLA6 |Koala Duisburg 21869 | Kotprobe 60
DUIO811SUMF1 | Sumpfwallaby Duisburg 30210 | Kotprobe -
DUIO811SUMF2 | Sumpfwallaby Duisburg 23415 | Kotprobe -
DUIO811TEUF1 | Tasmanischer Teufel Duisburg 9928 | Kotprobe 70
DUIO811TEUF2 | Tasmanischer Teufel Duisburg 9120 | Kotprobe 60
DUI0811WOMB1 | Wombat Duisburg 84320 | Kotprobe -
DUIO811WOMB2 | Wombat Duisburg 55798 | Kotprobe -
DUI0811WOMB3 | Wombat Duisburg 12245 | Kotprobe -
DUI0811WOMB4 | Wombat Duisburg 70864 | Kotprobe -
HEIRRK1 Rotes Riesenkanguru Heidelberg 19093 | Kotprobe -
HEIRRK2 Rotes Riesenkanguru Heidelberg 8048 | Kotprobe -
HEIRRK3 Rotes Riesenkanguru Heidelberg 21531 | Kotprobe -
HEIRRK4 Rotes Riesenkanguru Heidelberg 20306 | Kotprobe -
HEIRRKS Rotes Riesenkanguru Heidelberg 23206 | Kotprobe -
HEIRRK6 Rotes Riesenkdnguru Heidelberg 8742 | Kotprobe -
KOPGRK1 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Kopenhagen |55539 | Kotprobe -
KOPGRK2 Ostl. Graues Riesenkidnguru | Kopenhagen 39512 | Kotprobe -
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KOPGRK3 Ostl. Graues Riesenkinguru | Kopenhagen 18046 | Kotprobe -
KOPGRK4 Ostl. Graues Riesenkinguru | Kopenhagen 14200 | Kotprobe -
KOPGRK5 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Kopenhagen 9416 | Kotprobe -
KOPGRK6 Ostl. Graues Riesenkinguru | Kopenhagen 8505 | Kotprobe -
KOPRAT1 Rattenkdnguru Kopenhagen 15901 | Kotprobe -
KOPWOM1 Wombat Kopenhagen 19711 | Kotprobe -
KOPWOM?2 Wombat Kopenhagen 18873 | Kotprobe -
KOPWOM3 Wombat Kopenhagen 10954 | Kotprobe -
KOPWOM4 Wombat Kopenhagen 13372 | Kotprobe -
KOPWOM5 Wombat Kopenhagen 11195 | Kotprobe -
KOPWOM®6 Wombat Kopenhagen 8762 | Kotprobe -
KOPWOM7 Wombat Kopenhagen 11509 | Kotprobe -
KOPWOMS8 Wombat Kopenhagen 7689 | Kotprobe -
KREBKAEM1 Baumkanguru Krefeld 26717 | Kotprobe -
KREBKAEM?2 Baumkanguru Krefeld 19769 | Kotprobe -
KREBKAEM3 Baumkanguru Krefeld 14845 | Kotprobe -
KREBKAEW1 Baumkanguru Krefeld 7310 | Kotprobe -
KREBKAEW?2 Baumkanguru Krefeld 14855 | Kotprobe -
KREBKAEW3 Baumkanguru Krefeld 26265 | Kotprobe -
KREBKAEW4 Baumkanguru Krefeld 14797 | Kotprobe -
KREGRK10 Graues Riesenkanguru Krefeld 10292 | Kotprobe -
KREGRKO02 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Krefeld 31259 | Kotprobe -
KREGRKO3 Ostl. Graues Riesenkidnguru | Krefeld 17060 | Kotprobe -
KREGRK04 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Krefeld 12139 | Kotprobe -
KREGRKO5 Ostl. Graues Riesenkidnguru | Krefeld 11515 | Kotprobe -
KREGRKO06 Ostl. Graues Riesenkidnguru | Krefeld 5843 | Kotprobe -
KREGRKO7 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Krefeld 23704 | Kotprobe -
KREGRKO8 Ostl. Graues Riesenkidnguru | Krefeld 18472 | Kotprobe -
KREGRK09 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Krefeld 6730 | Kotprobe -
LANBEN Bennettkanguru Landau 37707 | Kotprobe -
MUEFLKO1 Flinkwallaby Minchen 22162 | Kotprobe -
MUEFLK10 Flinkwallaby Minchen 26459 | Kotprobe -
MUEFLKO2 Flinkwallaby Minchen 33841 | Kotprobe -
MUEFLKO3 Flinkwallaby Minchen 13483 | Kotprobe -
MUEFLKO4 Flinkwallaby Minchen 26151 | Kotprobe -
MUEFLKO5 Flinkwallaby Minchen 12811 | Kotprobe -
MUEFLKO6 Flinkwallaby Minchen 18654 | Kotprobe -
MUEFLKO7 Flinkwallaby Minchen 25954 | Kotprobe -
MUEFLKO8 Flinkwallaby Minchen 14885 | Kotprobe -
MUERRKO1 Rotes Riesenkanguru Minchen 31149 | Kotprobe -
MUERRK10 Rotes Riesenkanguru Minchen 33401 | Kotprobe -
MUERRKO02 Rotes Riesenkanguru Minchen 32803 | Kotprobe -
MUERRKO3 Rotes Riesenkanguru Minchen 14455 | Kotprobe -
MUERRKO4 Rotes Riesenkanguru Minchen 16226 | Kotprobe -
MUERRKOQ5 Rotes Riesenkanguru Minchen 6925 | Kotprobe -
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MUERRKO6 Rotes Riesenkanguru Miinchen 16587 | Kotprobe

MUERRKO7 Rotes Riesenkanguru Miinchen 22960 | Kotprobe

MUERRKO08 Rotes Riesenkanguru Minchen 32506 | Kotprobe

MUERRKO9 Rotes Riesenkanguru Miinchen 22882 | Kotprobe

MUESUM1 Sumpfwallaby Minchen 18963 | Kotprobe

MUESUM?2 Sumpfwallaby Miinchen 18787 | Kotprobe

MUESUM3 Sumpfwallaby Minchen 31237 | Kotprobe

MUESUMA4 Sumpfwallaby Minchen 13461 | Kotprobe

NEKBEN1 Bennettkanguru Neunkirchen |90724 | Kotprobe

NEKBEN2 Bennettkanguru Neunkirchen |29580 | Kotprobe

NEKBEN3 Bennettkanguru Neunkirchen 8913 | Kotprobe

NEKBENA4 Bennettkanguru Neunkirchen | 43473 | Kotprobe

NEKBENS Bennettkanguru Neunkirchen 8288 | Kotprobe

NEUBEN1 Bennettkanguru Neuwied 23283 | Kotprobe

NEUBEN2 Bennettkanguru Neuwied 36913 | Kotprobe

NEUBEN3 Bennettkanguru Neuwied 61779 | Kotprobe

NEUBEN4 Bennettkanguru Neuwied 45988 | Kotprobe

NEUGRK1 Ostl. Graues Riesenkinguru | Neuwied 13892 | Kotprobe

NEUGRK2 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Neuwied 13419 | Kotprobe

NEUGRK3 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Neuwied 8786 | Kotprobe

NEUGRK4 Ostl. Graues Riesenkinguru | Neuwied 9933 | Kotprobe

NURRRKO1 Rotes Riesenkdnguru Nirnberg 6485 | Kotprobe

NURRRK10 Rotes Riesenkanguru Niirnberg 9350 | Kotprobe

NURRRKO02 Rotes Riesenkdnguru Nirnberg 19730 | Kotprobe

NURRRKO3 Rotes Riesenkanguru Niirnberg 5044 | Kotprobe

NURRRKO4 Rotes Riesenkanguru Niirnberg 30515 | Kotprobe

NURRRKO5 Rotes Riesenkdnguru Nirnberg 15318 | Kotprobe

NURRRKO6 Rotes Riesenkanguru Niirnberg 27216 | Kotprobe

NURRRKO7 Rotes Riesenkdnguru Nirnberg 37166 | Kotprobe

NURRRKO8 Rotes Riesenkanguru Niirnberg 19282 | Kotprobe

NURRRKO09 Rotes Riesenkdnguru Nirnberg 10609 | Kotprobe

SCHGRK1 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 23595 | Kotprobe

SCHGRK2 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 28753 | Kotprobe

SCHGRK3 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 42247 | Kotprobe

SCHGRK4 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 34944 | Kotprobe

SCHGRK5 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 6226 | Kotprobe

SCHGRK6 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 34262 | Kotprobe

SCHGRK7 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 25321 | Kotprobe

SCHGRKS8 Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 52201 | Kotprobe

ZUEKOA1 Koala Zirich 15014 | Kotprobe

ZUEKOA2 Koala Zirich 29019 | Kotprobe

ZUEKOA3 Koala Zirich 11028 | Kotprobe 70

AUGBENHEU Bennettkanguru Augsburg 23038 | Futterprobe 60

AUGBENPEL Bennettkanguru Augsburg 30994 | Futterprobe 70

DUIO711PLAN2 | Plantage Duisburg 14705 | Futterprobe 70
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DUIO711PLAN3 | Plantage Duisburg 20401 | Futterprobe 60
LANBENGEM Bennettkanguru Landau 17914 | Futterprobe 70
LANBENHEU Bennettkanguru Landau 22767 | Futterprobe 60
LANBENPEL Bennettkanguru Landau 26514 | Futterprobe 60
NEKBENGRU Bennettkanguru Neunkirchen |17881 | Futterprobe 60
NEUBENHEU Bennettkanguru Neuwied 50272 | Futterprobe 70
NEUBENMUS Bennettkanguru Neuwied 60434 | Futterprobe 60
NEUGRKHEU Ostl. Graues Riesenkdnguru | Neuwied 21970 | Futterprobe 60
NEUGRKMUS Ostl. Graues Riesenkinguru | Neuwied 10614 | Futterprobe 60
NEUGRKSTR Ostl. Graues Riesenkdnguru | Neuwied 43991 | Futterprobe 60
SCHGRKGRU Ostl. Graues Riesenkidnguru | Schwerin 37971 | Futterprobe 60
SCHGRKHEU Ostl. Graues Riesenkdnguru | Schwerin 42780 | Futterprobe 60
SCHGRKPEL Ostl. Graues Riesenkidnguru | Schwerin 14129 | Futterprobe
AUGBENBOD Bennettkanguru Augsburg 38340 | Bodenprobe
LANBENBOD Bennettkanguru Landau 7954 | Bodenprobe
NEUBENBOD Bennettkanguru Neuwied 63633 | Bodenprobe
NEUGRKBOD Ostl. Graues Riesenkdnguru | Neuwied 52080 | Bodenprobe
SCHGRKBOD Ostl. Graues Riesenkidnguru | Schwerin 13032 | Bodenprobe
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Alpha-Diversitat

Mikrobiom Bakterien

KREBKAEW4

KREBKAEW3

KREBKAEW2

KREBKAEW1

KREBKAEM3

KREBKAEM2

KREBKAEM1

BERBKAE11l

BERBKAE10

BERBKAEO9

BERBKAEO8

BERBKAEO7

BERBKAEO6

BERBKAEO5

BERBKAEO4

BERBKAEO3

BERBKAE02

BERBKAEO1

Bakterielles Mikrobiom Baumké&ngurus

0%

Acholeplasmataceae
Acidaminococcaceae
Akkermansiaceae
Atopobiaceae
Bacillaceae
Bacteroidaceae
Bifidobacteriaceae
Burkholderiaceae
Campylobacteraceae
Carnobacteriaceae
Christensenellaceae

Clostridiaceae

Comamonadaceae

Clostridiales Family Xlll. inc. sed.

25%

Coriobacteriaceae
Corynebacteriaceae
Defluviitaleaceae
Dermabacteraceae
Desulfovibrionaceae
Eggerthellaceae
Enterobacteriaceae
Enterococcaceae
Erwiniaceae
Erysipelotrichaceae
Eubacteriaceae
Flawobacteriaceae
Francisellaceae

Fusobacteriaceae

Halomonadaceae .
Helicobacteraceae
Lachnospiraceae
Lactobacillaceae
Leptospiraceae
Marinilabiliaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Moraxellaceae
Mycobacteriaceae .
Mycoplasmataceae .
Nocardioidaceae .
Odoribacteraceae

Oscillospiraceae

75%

Paenibacillaceae
Peptococcaceae
Peptoniphilaceae
Peptostreptococcaceae
Planococcaceae
Porphyromonadaceae
Prewtellaceae
Pseudomonadaceae
Rhodobacteraceae
Rikenellaceae
Ruminococcaceae
Selenomonadaceae
Sphingobacteriaceae

Sphingomonadaceae

Abbildung 40: (Anhang) Gegendiiberstellung aller Kotproben der Baumkdngurus (Bakterien)

Jan-Hendrik Kaub

Matr.-Nr.: 7270730

3 L [ ]
X

Spirochaetaceae
Sporomusaceae
Staphylococcaceae
Streptococcaceae
Streptomycetaceae
Sutterellaceae
Synergistaceae
Veillonellaceae
Vibrionaceae
Victivallaceae

Xanthomonadaceae
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NEUBEN4
NEUBEN3
NEUBEN2
NEUBEN1
NEKBENS
NEKBEN4
NEKBEN3
NEKBEN2
NEKBEN1
LANBEN
DUIO811BENN2
DUIO811BENNL
AUGBEN2

AUGBEN1

Acholeplasmataceae
. Acidaminococcaceae
Akkermansiaceae
Alcaligenaceae
Atopobiaceae

. Bacillaceae
Bacteroidaceae
Bifidobacteriaceae

. Campylobacteraceae

. Carnobacteriaceae

. Cellulomonadaceae

. Chlamydiaceae
Clostridiaceae

Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

Bakterielles Mikrobiom Bennettk&ngurus

|
. Comamonadaceae
. Coriobacteriaceae
. Dermabacteraceae
. Desulfovibrionaceae
Eggerthellaceae
. Enterobacteriaceae
. Enterococcaceae
. Erysipelotrichaceae
. Eubacteriaceae
. Fibrobacteraceae
Flavobacteriaceae
Francisellaceae

Clostridiales Family Xlll. inc. sed.

Fusobacteriaceae

Lachnospiraceae
Lactobacillaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Moraxellaceae
Mycoplasmataceae
Nocardiaceae
Nocardioidaceae
Odoribacteraceae
Oscillospiraceae

Paenibacillaceae

Helicobacteraceae .

. Ruminococcaceae

75% 100%

Peptococcaceae Sphingobacteriaceae

Peptoniphilaceae Spirochaetaceae

Peptostreptococcaceae Staphylococcaceae
Planococcaceae Streptococcaceae
Porphyromonadaceae Streptomycetaceae
Prewtellaceae Succinivibrionaceae
Pseudomonadaceae Veillonellaceae
Rhizobiaceae Vibrionaceae
Rhodobacteraceae Williamsiaceae

Rikenellaceae Xanthomonadaceae

Sanguibacteraceae
Selenomonadaceae

Abbildung 41: (Anhang) Gegenliberstellung aller Kotproben der Bennettkéngurus (Bakterien)

DUIO811BUERL

Bakterielles Mikrobiom Biirstenschwanzkanguru

0%

. Acidaminococcaceae
Bacteroidaceae

Bifidobacteriaceae

25%

Clostridiaceae

Lachnospiraceae

. Oscillospiraceae . Prewtellaceae

50%

Peptostreptococcaceae . Rikenellaceae

75% 100%

. Spirochaetaceae

Porphyromonadaceae . Ruminococcaceae . Succinivibrionaceae

Abbildung 42: (Anhang) Kotprobe des Biirstenschwanzkingurus (Bakterien)

Selenomonadaceae . Veillonellaceae
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Bakterielles Mikrobiom Flinkwallabys

e N R
e Y I
v 1 O

0% 25% 50% 75%

. Eubacteriaceae . Paenibacillaceae

Flavobacteriaceae

Acidaminococcaceae . Campylobacteraceae

Akkermansiaceae Clostridiaceae

Atopobiaceae . Clostridiales Family Xl inc. sed. . Lachnospiraceae Porphyromonadaceae
Bacillaceae Eggerthellaceae Mycoplasmataceae . Prewtellaceae
Bacteroidaceae . Erysipelotrichaceae . Oscillospiraceae . Rikenellaceae

Abbildung 43: (Anhang) Gegenliberstellung aller Kotproben der Flinkwallabys (Bakterien)

Bakterielles Mikrobiom Koalas

ZUEKOAL

DUI0811KOLAG

DUI0811KOLAS

DUI0811KOLA4

DUI0811KOLA3

DUI0811KOLA2

DUI0811KOLAL

75%

=}
B3

o 25%

Clostridi Family XllI. inc. sed. Hyphomicrobiaceae . Paenibacillaceae

. Acidaminococcaceae Comamonadaceae Lachnospiraceae Pasteurellaceae
Acidobacteriaceae Coriobacteriaceae Lactobacillaceae Peptococcaceae

. Akkermansiaceae Cytophagaceae Legionellaceae Peptostreptococcaceae .
Alcaligenaceae Dermabacteraceae Marinilabiliaceae Phyllobacteriaceae

. Atopobiaceae Dermacoccaceae Methylobacteriaceae Porphyromonadaceae

. Bacillaceae Desulfovibrionaceae Microbacteriaceae Prewtellaceae

Bacteroidaceae Eggerthellaceae Micrococcaceae Prolixibacteraceae

. Beijerinckiaceae Enterobacteriaceae Micromonosporaceae Pseudomonadaceae
Bifidobacteriaceae Enterococcaceae Moraxellaceae Pseudonocardiaceae
. Bradyrhizobiaceae Erwiniaceae Mycobacteriaceae Rhizobiaceae
. Brucellaceae Erysipelotrichaceae Neisseriaceae . Rhodanobacteraceae
. Burkholderiaceae Erythrobacteraceae Nocardiaceae . Rhodobacteraceae
Caulobacteraceae Eubacteriaceae Nocardioidaceae Rhodospirillaceae
. Chitinophagaceae Flawobacteriaceae Odoribacteraceae . Rikenellaceae
|

Clostridiaceae Fusobacteriaceae Oscillospiraceae Ruminococcaceae

Abbildung 44: (Anhang) Gegendiiberstellung aller Kotproben der Koalas (Bakterien)

Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

100%

. Ruminococcaceae

Peptostreptococcaceae . Streptococcaceae

100%

Selenomonadaceae
Sphingobacteriaceae
Sphingomonadaceae
Spirochaetaceae
Staphylococcaceae
Streptococcaceae
Streptomycetaceae
Synergistaceae
Thermoactinomycetaceae
Verrucomicrobiaceae
Xanthomonadaceae
Yersiniaceae
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SCHGRK8
SCHGRK7
SCHGRK6
SCHGRKS5
SCHGRK4
SCHGRK3
SCHGRK2
SCHGRK1
NEUGRK4
NEUGRK3
NEUGRK2
NEUGRK1
KREGRK10
KREGRKO09
KREGRKO08
KREGRKO7
KREGRKO06
KREGRKO05
KREGRKO04
KREGRKO03
KREGRKO02
KOPGRK6
KOPGRKS
KOPGRK4
KOPGRK3
KOPGRK2
KOPGRK1

. Bacillaceae

. Clostridiales Family XlI. inc. sed.

Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

Bakterielles Mikrobiom Ostliche Graue Riesenkangurus

0% 25% 50% 75% 100%
Acholeplasmataceae . Coriobacteriaceae Lachnospiraceae Peptococcaceae . Selenomonadaceae
Acidaminococcaceae Desulfovibrionaceae Lactobacillaceae . Peptoniphilaceae Sphingobacteriaceae

. Akkermansiaceae Eggerthellaceae Microbacteriaceae Peptostreptococcaceae . Spirochaetaceae

Atopobiaceae Enterobacteriaceae Micrococcaceae . Planococcaceae Staphylococcaceae

Bacteroidaceae Erysipelotrichaceae Mycobacteriaceae . Prewotellaceae Streptomycetaceae

Mycoplasmataceae Pseudomonadaceae Veillonellaceae

Campylobacteraceae Fibrobacteraceae Odoribacteraceae . Rhodobacteraceae

Clostridiaceae Flavobacteriaceae Oscillospiraceae . Rikenellaceae

. Enterococcaceae . Moraxellaceae Porphyromonadaceae . Streptococcaceae
Bifidobacteriaceae . Eubacteriaceae .

Fusobacteriaceae Paenibacillaceae . Ruminococcaceae

Abbildung 45: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Ostlichen Grauen Riesenkédngurus (Bakterien)

KOPRAT1

Bakterielles Mikrobiom Rattenkanguru

0% 25% 50% 75% 100%
. Acidaminococcaceae Bifidobacteriaceae . Fusobacteriaceae . Oscillospiraceae . Rikenellaceae
. Atopobiaceae Clostridiaceae . Lachnospiraceae . Paenibacillaceae . Ruminococcaceae
. Bacillaceae . Erysipelotrichaceae . Moraxellaceae Porphyromonadaceae
Bacteroidaceae . Eubacteriaceae . Odoribacteraceae . Prewotellaceae

Abbildung 46: (Anhang) Kotprobe des Rattenschwanzkédngurus (Bakterien)

80



Anhang Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

Bakterielles Mikrobiom Rote Riesenkangurus

NURRRK10
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N
g
S
a
Q
S

75% 100%

. Acetobacteraceae

Clostridiales Family Xlll. inc. sed. Helicobacteraceae Peptostreptococcaceae Staphylococcaceae
Acholeplasmataceae Coriobacteriaceae Lachnospiraceae Porphyromonadaceae Streptococcaceae
. Acidaminococcaceae Desulfovibrionaceae Lactobacillaceae . Prewtellaceae Streptomycetaceae

. Akkermansiaceae Eggerthellaceae Succinivibrionaceae

|
|
||
. Atopobiaceae . Enterobacteriaceae
u
| |
||

Mycoplasmataceae Pseudomonadaceae

Odoribacteraceae Rikenellaceae Veillonellaceae

|
. Bacillaceae Enterococcaceae Oscillospiraceae . Ruminococcaceae Vibrionaceae
Bacteroidaceae Erysipelotrichaceae Paenibacillaceae . Selenomonadaceae
Bifidobacteriaceae Eubacteriaceae Pasteurellaceae Sphingobacteriaceae
. Campylobacteraceae Flavobacteriaceae Peptococcaceae . Spirochaetaceae
H

Clostridiaceae Fusobacteriaceae Peptoniphilaceae Sporomusaceae

Abbildung 47: (Anhang) Gegendiiberstellung aller Kotproben der Roten Riesenkdngurus (Bakterien)

Bakterielles Mikrobiom Sumpfwallabys

DUI0811SUMF2

DUI0O811SUMF1

o D O i
e [ 1 I I
e [ 1 1]
- T ] I
1
I

0% 25% 50% 75% 100%

. Acetobacteraceae Clostridiaceae Flawbacteriaceae Peptostreptococcaceae Staphylococcaceae

Acholeplasmataceae Clostridiales Family Xll. inc. sed. Lachnospiraceae Porphyromonadaceae Streptococcaceae

. Acidaminococcaceae Coriobacteriaceae

Akkermansiaceae Eggerthellaceae Mycoplasmataceae Rhodospirillaceae Succinivibrionaceae

Rikenellaceae Veillonellaceae

|
|
Lactobacillaceae . Prewtellaceae . Streptomycetaceae
|
|

Bacillaceae Enterococcaceae

Bacteroidaceae Erysipelotrichaceae Paenibacillaceae Selenomonadaceae

Bifidobacteriaceae

Atopobiaceae . Enterobacteriaceae . Odoribacteraceae .
. . Oscillospiraceae . Ruminococcaceae

Eubacteriaceae Peptococcaceae Spirochaetaceae

Abbildung 48: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Sumpfwalabys (Bakterien)
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Bakterielles Mikrobiom Tasmanische Teufel

DUIO811TEUF1

0% 25% 50% 75% 100%
. Bacillaceae . Enterococcaceae . Moraxellaceae . Planococcaceae
Clostridiaceae Hafmiaceae . Morganellaceae . Yersiniaceae
. Enterobacteriaceae . Lachnospiraceae Peptostreptococcaceae

Abbildung 49: (Anhang) Gegenliberstellung aller Kotproben der Tasmanischen Teufel (Bakterien)

Bakterielles Mikrobiom Wombats

e 1 I
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e . [ O i
N 1T I T TN
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DUI0811WOMB4

DUI0811WOMB3

DUI0811WOMB2

DUI0811WOMB1

o
°\QI
I

25% 50% 75% 100%

. Acetobacteraceae Lachnospiraceae Peptostreptococcaceae . Spirochaetaceae

Acholeplasmataceae Desulfovibrionaceae

Cytophagaceae

Lactobacillaceae . Planococcaceae Staphylococcaceae
. Acidaminococcaceae Eggerthellaceae Leuconostocaceae Porphyromonadaceae . Streptococcaceae
Aerococcaceae
Mycoplasmataceae Pseudomonadaceae . Sutterellaceae

Akkermansiaceae Enterococcaceae

. Bacillaceae .
Bacteroidaceae . Eubacteriaceae

Erysipelotrichaceae Odoribacteraceae Rhodospirillaceae . Synergistaceae
Oscillospiraceae . Rikenellaceae
Oxalobacteraceae . Ruminococcaceae

. Carnobacteriaceae Fibrobacteraceae

Clostridiaceae

Enterobacteriaceae . Moraxellaceae . Prevotellaceae . Succinivibrionaceae

Flavobacteriaceae Paenibacillaceae . Selenomonadaceae

. Clostridiales Family Xll. inc. sed. Fusobacteriaceae Peptococcaceae Sphingobacteriaceae

Abbildung 50: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Wombats (Bakterien)
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Mikrobiom Pilze

KREBKAEW4
KREBKAEW3
KREBKAEW2
KREBKAEW1
KREBKAEM3
KREBKAEM2
KREBKAEM1
BERBKAE11
BERBKAE10
BERBKAEO09
BERBKAEO8
BERBKAEO7
BERBKAE06
BERBKAEO5
BERBKAE04
BERBKAEO3
BERBKAEO02
BERBKAEO1

Agaricaceae Cyphellophoraceae
Ascoideaceae Dacrymycetaceae
Aspergillaceae Debaryomycetaceae
Botryospt Didymell

Brachybasidiaceae
Cantharellaceae
Ceratobasidiaceae
Chaetomiaceae
Choanephoraceae
Clavicipitaceae
Coniophoraceae
Cordycipitaceae
Coriolaceae
Cryptococcaceae
Cuniculitremaceae

Cunninghamellaceae

Dipodascaceae
Filobasidiaceae
Fomitopsidaceae
Gloeophyllaceae
Glomeraceae
Glomerellaceae
Helotiaceae
Herpotrichiellaceae
Hymenochaetaceae
Kickxellaceae
Lichtheimiaceae

Magnaporthaceae

Malasseziaceae
Metschnikowiaceae
Morchellaceae
Mortierellaceae
Mucoraceae
Mycosphaerellaceae
Mycotyphaceae
Nectriaceae
Nosematidae
Ophiocordycipitaceae
Ophiostomataceae
Orbiliaceae
Phaeosphaeriaceae
Phaffomycetaceae
Phycomycetaceae

Pichiaceae

Mykobiom Baumkangurus

Pisolithaceae
Pleistophoridae
Pleosporaceae
Pneumocystidaceae
Polyporaceae
Powellomycetaceae
Pseudeurotiaceae
Pucciniaceae
Punctulariaceae
Radiomycetaceae
Rhizopodaceae
Saccharomycetaceae
Saccharomycodaceae
Schizophyllaceae
Schizosaccharomycetaceae

Sclerotiniaceae

Abbildung 51: (Anhang) Gegendiiberstellung aller Kotproben der Baumkdngurus (Pilze)

Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

100%

Sordariaceae
Spizellomycetaceae
Sporidiobolaceae
Stereaceae
Strophariaceae
Suillaceae
Synchytriaceae
Togniniaceae
Trichocomaceae
Trichomonascaceae
Trichosporonaceae
Umbelopsidaceae
Unikaryonidae
Ustilaginaceae
Xylariaceae
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NEUBEN4
NEUBEN3
NEUBEN2
NEUBEN1
NEKBENS
NEKBEN4
NEKBEN3
NEKBEN2
NEKBEN1
LANBEN
DUIO811BENN2
DUIO811BENN1
AUGBEN2

AUGBEN1

Jan-Hendrik Kaub
Matr.-Nr.: 7270730

Mykobiom Bennettkangurus

o
X

25%

Ascoideaceae Fomitopsidaceae Mortierellaceae

Aspergillaceae Glomeraceae Mucoraceae

. Botryosphaeriaceae
. Cantharellaceae

Herpotrichiellaceae

. Kickxellaceae

Mycotyphaceae
. Chaetomiaceae Nectriaceae

. Clavicipitaceae

Coriolaceae Lichtheimiaceae Phaffomycetaceae
. Cryptococcaceae Magnaporthaceae . Phycomycetaceae
Debaryomycetaceae Malasseziaceae . Pichiaceae
. Dissoconiaceae Marasmiaceae . Pisolithaceae

. Eremomycetaceae Morchellaceae Pleosporaceae

Glomerellaceae . Mycosphaerellaceae . Pucciniaceae

. Saccharomycetaceae
Lasiosphaeriaceae . Ophiocordycipitaceae . Schizosaccharomycetaceae
. Sclerotiniaceae

. Sordariaceae

75% 100%

Pneumocystidaceae Suillaceae

Powellomycetaceae Synchytriaceae
Trichocomaceae
Radiomycetaceae Trichomonascaceae
Trichosporonaceae

Umbelopsidaceae

Ustilaginaceae

Spizellomycetaceae
Sporidiobolaceae
Stereaceae

Abbildung 52: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Bennettkédngurus (Pilze)

DUIO811BUER1L

Abbildung 53: (Anhang) Kotprobe des Biirstenschwanzkéngurus (Pilze)

Mykobiom Birstenschwanzkanguru

8

25%

. Mortierellaceae . Saccharomycetaceae

75% 100%
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Mykobiom Flinkwallabys

MUEFLK10

MUEFLKO8

MUEFLKO7

MUEFLKO6

MUEFLKOS

MUEFLKO4

MUEFLKO3

MUEFLKO02

MUEFLKO1

N
>
N
a
B

50% 75%

._\
1)
S]
B

. Aspergillaceae . Herpotrichiellaceae . Nectriaceae . Sordariaceae
. Debaryomycetaceae . Kickxellaceae . Saccharomycetaceae Xylariaceae

Abbildung 54: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Flinkwallabys (Pilze)

Mykobiom Ostliche Graue Riesenkangurus
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Abbildung 55: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Ostlichen grauen Riesenkéngurus (Pilze)
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Mykobiom Koalas
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Abbildung 56: (Anhang) Gegendiiberstellung aller Kotproben der Koalas (Pilze)

Mykobiom Rattenkanguru
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Abbildung 57: (Anhang) Kotprobe des Rattenkdngurus (Pilze)
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Abbildung 58: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Roten Riesenkdngurus (Pilze)
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Abbildung 59: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Sumpfwallabys (Pilze)
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Mykobiom Tasmanische Teufel
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Abbildung 60: (Anhang) Gegendiiberstellung aller Kotproben der Tasmanischen Teufel (Pilze)

Mykobiom Wombats
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Abbildung 61: (Anhang) Gegeniiberstellung aller Kotproben der Wombats (Pilze)
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Abbildung 63: (Anhang) Alle Kotproben der Baumkéngurus zusammen (Viren)
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oroseobacter phage vB_DshS-R5C

Abbildung 65: (Anhang) Alle Kotproben der Flinkwallabys zusammen (Viren)
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Abbildung 67: (Anhang) Alle Kotproben der Koalas zusammen (Viren)
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acteroides phage B124-14

L
“tobagijy,s ,

. Dh“A
Bacillus yin, B

Abbildung 69: (Anhang) Alle Kotproben der Roten Riesenkédngurus zusammen (Viren)
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Abbildung 71: (Anhang) Alle Kotproben der Tasmanischen Teufel zusammen (Viren)
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Abbildung 72: (Anhang) Alle Kotproben der Wombats zusammen (Viren)
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Abbildung 73: (Anhang) PCoA-Plot Bakterien. Baumkdnguru (n= 18), Bennettkidnguru (n =25), Biirstenschwanzkénguru (n =

1), Flinkwallaby (n = 9), Graues Riesenkdnguru (n = 35), Koala (n = 9), Rattenkénguru (n = 1), Rotes Riesenkdnguru (n = 26),
Sumpfwallaby (n = 6), Tasmanischer Teufel (n = 2), Wombat (n = 12)
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PCoA-Plot Pilze
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Abbildung 74: (Anhang) PCoA-Plot Pilze. Baumkdnguru (n= 17), Bennettkdnguru (n =25), Biirstenschwanzkdnguru (n = 1),
Flinkwallaby (n = 8), Graues Riesenkdnguru (n = 31), Koala (n = 9), Rattenkdnguru (n = 1), Rotes Riesenkdnguru (n = 26),
Sumpfwallaby (n = 6), Tasmanischer Teufel (n = 2), Wombat (n = 12)
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Abbildung 75: (Anhang) PCoA-Plot Viren. Baumkdnguru (n= 18), Bennettkdnguru (n =25), Biirstenschwanzkénguru (n = 1),
Flinkwallaby (n = 9), Graues Riesenkdnguru (n = 35), Koala (n = 9), Rattenkdnguru (n = 1), Rotes Riesenkdnguru (n = 26),
Sumpfwallaby (n = 6), Tasmanischer Teufel (n = 2), Wombat (n = 12)
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Gesamtreads pro Flongle Flow Cell
120000
100000
80000

i nu!- *..

A B C D E F G H | J K L ™M N 0]

Gesamtreads

Flongle Flow Cell

Abbildung 76: (Anhang) Gesamtreads pro Flongle Flow Cell. Pro Durchlauf jeweils 8 Proben mit mindestens 5000 Read's.
Durchldufe M, N und O wurden mit dem PCR-Kit vorbereitet, wéhrend M und N 60 PCR-Zyklen und O 70 PCR-Zyklen durchlief.
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