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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Die Termiten

Termiten stellen die dltesten staatenbildenden Insekten auf unserem Planeten dar.
Die frithesten fossilen Funde stammen aus der Kreidezeit (ca. 140 Mio. Jahre alt).
Vermutlich reicht die Stammesgeschichte der Termiten aber bis ins Paldozoikum vor rund
300 Millionen Jahren zuriick (EMERSON 1965). Systematisch werden die Termiten in der
Ordnung Isoptera (Gleichfliigler) zusammengefasst. Obwohl bisweilen als ,,weille
Ameisen bezeichnet, haben die Termiten mit den Ameisen, abgesehen von gewissen
Ahnlichkeiten in der Lebensweise, nur wenig gemein. Im Gegensatz zu den
hemimetabolen Termiten bilden die Ameisen, zusammen mit Bienen und Wespen, die
Ordnung der Hymenoptera (Hautfliigler) und gehoéren zur Gruppe der holometabolen

Insekten.

Coptotermes lacteus

Serritermes serrifer

’7 Neotermes koshunensis
Hodotermopsis japonica

— Microhodotermes wiator

— ——— Mastotermes darwiniensis

Cryptocercus relictus
Cryptocercus punctulatus

— Periplaneta americana
Polyphaga aegyptiaca
1 Panesthia cribrata
Blattella germanica
| Tenodera angustipennis
L Creobroter pictipenmnis
Kongobatha diademata

Faroxypilus tasmaniensis

—— Agathamera crassa +

0.1 — Phyllium bioculatum*

Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum von Vertretern der Dictyoptera.
Vertreter der Termiten sind durch rote, die Schaben durch blaue und die
Gottesanbeterinnen durch griine Aste gekennzeichnet (LO et al. 2000).
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Die engsten Verwandten der Termiten sind vielmehr die Schaben (Blattodea) und
die Fangschrecken (Mantodea), was auch durch neuere phylogenetische Untersuchungen
bestdtigt wurde (LO et al. 2000). Der in Abbildung 1 dargestellte Stammbaum beruht auf
der kombinierten Analyse von Genen der 18S rRNA, der mitochondrialen
Cytochromoxidase und der Endo-p-1,4-Glukanase. Danach haben sich die Termiten aus
holzfressenden Schaben entwickelt. Bei der heute noch vorkommenden urtiimlichen
Schabenart Cryptocercus punctulatus lassen sich denn auch gewisse Ahnlichkeiten zu den
Termiten feststellen. So leben diese Tiere in lockeren Verbinden unter der Rinde von
Béaumen und erndhren sich von Holz. Weiterhin beherbergen sie in ihrem Darm, ebenso
wie viele Termiten, symbiotische Flagellaten, welche fiir den Verdau der komplexen
Nahrungsbestandteile der Schaben essentiell sind.

Die Gruppe der Termiten umfasst derzeit rund 2800 bekannte Arten welche in 282
Gattungen eingeteilt sind (KRISHNA 1970). Innerhalb der Gruppe wird zwischen den so
genannten ,hoheren und den evolutionsgeschichtlich dlteren ,niederen Termiten
unterschieden (Abb. 2). Die hoheren Termiten umfassen nur die Familie der Termitidae

mit zahlreichen Unterfamilien. Sie reprdsentieren ca. % aller heute beschriebenen Arten.

r— Mantodea (Fangschrecken)

Blattodea (Schaben)

—|soptera (Termiten

Fehlen symbiontischer Flagellaten

Abbildung 2: Schematischer Stammbaum der Termiten (nach MYLES 1999).

Die niederen Termiten werden in mehrere Familien unterteilt, die zusammen rund
800 Arten umfassen. Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal zwischen hoheren und

niederen Termiten ist, neben einigen morphologischen Merkmalen, die unterschiedliche
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Zusammensetzung der Darmflora. Zwar beherbergen beide Gruppen eine gro3e Anzahl
symbiontischer Mikroorganismen. Den hoheren Termiten fehlen jedoch die fiir niedere
Termiten charakteristischen Darmflagellaten. Diese sehr urspriinglichen Protozoen sind
auller bei den niederen Termiten nur noch bei holzfressenden Schaben anzutreffen (KONIG
et al. 2002).

Das Hauptverbreitungsgebiet der Termiten sind die tropischen und subtropischen
Regionen der Erde. Einzelne Arten sind aber auch in geméBigten Breiten anzutreffen. So
die Gelbhalsholztermite Kalotermes flavicollis in Teilen Siideuropas und die Bodentermite
Reticulitermes lucifugus in Frankreich. Insbesondere in den tropischen Gebieten spiclen
Termiten eine wichtige Rolle bei der Remineralisierung von organischem Material (KONIG
& BREUNIG 1997). Dabei produzieren die Termiten jedes Jahr grole Mengen verschiedener
Gase, so u.a. rund 5 x 10" Tonnen Kohlendioxid, 2 x 10® Tonnen Wasserstoff und 1 x 10’
Tonnen Kohlenmonoxid (ZIMMERMANN et al. 1982). Im Bezug auf die jdhrlichen
Emissionen des Treibhausgases Methan schwanken die Schitzungen zwischen 6 x 10’
(HACKSTEIN et al. 1996) und 1,5 x 10® Tonnen (ZIMMERMANN et al. 1982). Somit diirften
die Termiten fiir ca. 10 % der weltweiten jdhrlichen Methanemissionen verantwortlich
sein. Viele Termiten haben ein recht breites Nahrungsspektrum. Einige sind regelrechte
Allesfresser, denen nahezu jedes organische Material als Nahrung recht ist. Dennoch ist fiir
die meisten Termiten, insbesondere fiir die niederen Termiten, Holz ein zentraler
Nahrungsbestandteil. Um diese schwer abbaubare Nahrungsquelle nutzen zu konnen,
beherbergen die Termiten in ihrem Darm eine komplexe mikrobielle Gemeinschaft aus

Protozoen, Eubakterien, Archaeen und Hefen (KONIG et al. 2002).

1.2 Der Termitendarm

Der Intestinaltrakt der Termiten besteht prinzipiell aus dem Vorderdarm mit Kropf
und Kaumagen, dem Mitteldarm mit den Malphigi-GefaBen und dem Hinterdarm (Abb. 3).
Der Hinterdarm selbst wird in fiinf Segmente (P1-P5) unterteilt zu denen neben Colon und
Rectum auch die so genannte Gérkammer zdhlt (NOIROT & NOIROT-TIMOTHEE 1969,
NOIROT 1995). Die von den Termiten mit ihren Mundwerkzeugen grob zerkleinerte
Nahrung wird im Vorderdarm zu pm-groen Partikeln zerrieben. Dies geschieht
mechanisch im, mit zahlreichen Chitinzdhnen ausgekleideten, Kaumagen (auch als

Termitenraspel bezeichnet). Bei der weiteren Passage durch den Mitteldarm werden der
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Nahrung bereits Verdauungsenzyme zugesetzt. Der Hauptumsatz findet aber in der
Giarkammer, einem stark vergroferten tubuldren Bereich des Hinterdarms, statt (P3;
Abb. 3). Die Garkammer beherbergt auch den iiberwiegenden Teil der symbiontischen
Mikroorganismen des Termitendarms. Entsprechend der zum Teil erheblichen
GroBenunterschiede zwischen den zahlreichen Termitenarten schwankt auch das

Gesamtvolumen des Hinterdarms recht stark zwischen 0,5 pl — 10 pl.

Abbildung 3: Priparat des Intestinaltraktes der Termite Mastotermes darwiniensis.

V: Vorderdarm; M: Mitteldarm; T: Malpighi-GeféBe; P3: Garkammer; P4: Colon; P5: Rectum. (Foto: A.
Breunig, KONIG & BREUNIG 1997)

Aufgrund der vorliegenden chemisch-physikalischen Bedingungen kann die
Géarkammer des Termitendarms als anoxisches Gradientensystem bezeichnet werden.
Hierbei wird der duflere Darmbereich iiber das Epithel stindig mit Sauerstoff versorgt.
Infolge der mikrobiellen Aktivititen kommt es in der Darmperipherie zu einer starken
Sauerstoff-Zehrung, so dass der zentrale Bereich anoxische Bedingungen aufweist (BRUNE
et al. 1995a, BERCHTOLD et al. 1999). Die Ausdehnung dieses anaeroben Zentralbereichs
ist im Wesentlichen vom jeweiligen Oberflichen/Volumen-Verhéltnis abhéngig.
Dementsprechend ist bei groeren Termiten (Darmvolumen ca. 10 pl) der iiberwiegende
Teil der Garkammer anoxisch, wihrend bei kleineren Termiten ein erheblicher Anteil
(=50 %) oxische oder zumindest mikrooxische Bedingungen aufweist. Neben dem
Sauerstoff-Gradienten findet sich im Termitendarm typischerweise ein in umgekehrter

Richtung verlaufender Wasserstoff-Gradient. Der Wasserstoff entsteht durch die Aktivitét
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anaerober Mikroorganismen im Zentralbereich der Giarkammer, wo sich Konzentrationen
von ca. 40 uM H, nachweisen lassen (EBERT & BRUNE 1997). Die pH-Werte im Mittel-
und Hinterdarm liegen sowohl bei den héheren als auch niederen Termiten in der Regel um
den neutralen Bereich. Allerdings finden sich bei einigen hoheren Termiten auch deutlich

alkalische Kompartimente (> pH 10) im Hinterdarm (BIGNELL & ANDERSON 1980).

1.3 Die mikrobielle Flora des Termitendarms

Der Intestinaltrakt der Termiten, und hier insbesondere die Garkammer, stellt ein
komplexes Okosystem dar, das einer Vielzahl unterschiedlichster Mikroorganismen
Lebensraum bietet. Bisher wurden nahezu 100 verschiedene Eubakterien und Archaea aus
14 Ordnungen aus Termitenddrmen isoliert (KONIG et al. 2002). Hierbei muss
beriicksichtigt werden, dass mit den gingigen Isolierungstechniken iiblicherweise nur ein
geringer Teil der tatsachlichen mikrobiellen Diversitit eines Standorts erfasst werden kann
(AMANN et al. 1995). Die am hiufigsten im Termitendarm vorkommenden Bakterien
lassen sich der Gruppe der Spirochaeten zuordnen (sieche Kap. 1.5). Die bisher
gewonnenen Isolate sowie verschiedene molekularbiologische Untersuchungen deuten
darauf hin, dass daneben Vertreter der Proteobakterien, der grampositiven Bakterien und
der Bacteroides/Flavobacterium Gruppe in groflerer Anzahl im Darm vorkommen
(KRASIL'NIKOV & SATDYKOV 1969, KUHNIGK & KONIG 1997, BERCHTOLD et al. 1999,
WENZEL et al. 2002b, HONGOH et al. 2003). Neben den zahlreichen Eubakterien konnten
im Termitendarm auch Vertreter der Archaeen nachgewiesen werden. Die bisher
identifizierten Organismen lassen sich alle der Gattung Methanobrevibacter zuordnen
(LEADBETTER & BREZNAK 1996, FROHLICH & KONIG 1999, BRAUMANN et al. 2001). Die
Gesamtzellzahl prokaryontischer Mikroorganismen in Termitenddrmen liegt in der Regel
zwischen 10” und 10'° Zellen/ml (BERCHTOLD et al. 1999).

Bei der Gruppe der so genannten niederen Termiten (siche Kap. 1.1) findet sich
neben den Prokaryonten eine besondere Gruppe von anaeroben Flagellaten, welche sonst
nur noch bei Holzfressenden Schaben vorkommen. Alle bisher identifizierten Organismen
lassen sich den Gruppen der Hypermastigiden, der Oxymonaden und der Trichomonaden
zuordnen (HONIGBERG 1970, RADEK & HAUSMANN 1993). Phylogenetische

Untersuchungen deuten darauf hin, dass es sich um sehr urspriingliche Protozoen handelt,
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die sich bereits friith in der Evolutionsgeschichte vom Stammbaum der Eukaryonten
abgespalten haben (BERCHTOLD & KONIG 1995). Bei den niederen Termiten, wo sie mehr
als 90 % des Girkammervolumens einnehmen kdnnen (BERCHTOLD 1995), werden die
Flagellaten als essentielle Symbionten angesehen.

Daneben bietet der Termitendarm Lebensraum fiir zahlreiche Hefen. Aus den
Déarmen niederer Termiten wie Mastotermes darwiniensis, Zootermopsis angusticollis u. a.
konnten verschiedene Hefen der Gattungen Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia
und Sporothrix isoliert werden (PRILLINGER et al. 1996). Dariiber hinaus lieen sich auch
einige filamentdse Pilze im Darminhalt von Termiten nachweisen (RAJAGOPAL et al.

1979).

1.4 Mikrobieller Abbau von Lignocellulose im Termitendarm

Auch wenn sich die Nahrungsanspriiche der ca. 2800 Termitenarten zum Teil
erheblich unterscheiden, verfiigen dennoch alle bekannten Termiten iiber eine ausgeprigte
symbiontische Darmflora. Die Mikroorganismen des Darms spielen beim Nahrungsverdau
eine entscheidende Rolle. Der Darm der Termiten kann als eine Art Bioreaktor angesehen
werden, in dem symbiontische Mikroorganismen das komplexe organische Material
abbauen und die Termite hierbei mit Kohlenstoff und Energie versorgen. (VARMA et al.
1994, BRUNE 1998).

Holz, die Hauptnahrung der niederen Termiten, besteht im Wesentlichen aus den
Polymeren Cellulose, Hemicellulose und Lignin (Abb. 4). Diese drei Hauptbestandteile
kommen je nach Holzart in unterschiedlichen Verhiltnissen vor, wobei die Cellulose in der
Regel mengenmiBig vorherrschend ist. Formal kann der Abbau dieses komplexen
organischen Materials im Termitendarm in drei Stufen eingeteilt werden (Tab. 1). In der
ersten Stufe werden die Polymere hydrolisiert und in ihre monomeren bzw. oligomeren
Bestandteile zerlegt. In der zweiten Stufe werden diese Bruchstiicke teilweise oxidativ wie
auch fermentativ abgebaut und es entstehen verschiedene niedermolekulare Sduren und
Alkohole sowie Kohlendioxid und Wasserstoff. In der dritten Stufe werden die
entstandenen Stoffwechselprodukte im Wesentlichen zu Acetat, Methan und Kohlendioxid

umgesetzt (KONIG et al. 2002).
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Cellulose besteht aus unverzweigten Ketten von 1,4-glykosidisch verkniipften [3-
Glucose-Einheiten. Fiir den Abbau werden 1,4-Glucanasen sowie B-Glucosidasen bendtigt.
Beim Celluloseabbau im Darm der niederen Termiten spielen die Flagellaten eine
bedeutende Rolle. Die Organismen nehmen feine Holzpartikel iiber Endocytose in die

Zelle auf und bauen die Cellulose zu Acetat, Kohlendioxid und Wasserstoff ab.

H H CHOH
° °
OH OH
Cellulose- o o
OH CHOH oH CHOH

Mikrofibrillen

Cellulose

Hemicellulose
w IO

O | oo

’0_‘_‘ O
g~ £ 5
HG——¢ 3 HCOH
.._O,ISH:

H—0 i“

w@"@ . @m @m Abbildung 4: Hauptbestandteile und

—° Struktur der wichtigsten polymeren
5\ Lignin Bestandteile von Holz (nach
L FRITSCHE 1999).

Das Acetat wiederum kann von der Termite als Energiequelle genutzt werden. Bei
der Termite Mastotermes darwiniensis deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass die
Flagellaten zur Hydrolyse der Cellulose keine eigenen Enzyme nutzen, sondern stattdessen
Cellulasen die von der Termite selbst in den Speicheldriisen produziert werden und welche
dann von den Flagellaten mit der Nahrung aufgenommen werden (LI et al. 2003). Ob auch
bei anderen Termiten und deren Symbionten dhnliche Verhéltnisse vorherrschen ist
allerdings bis jetzt unklar.

Die Rolle der Bakterien beim Celluloseabbau wird seit langem kontrovers diskutiert
(SLAYTOR 1992). Die urspriinglich verbreitete Ansicht, dass Prokaryonten keinen
signifikanten Beitrag zum Celluloseabbau leisten, kann so nicht mehr aufrechterhalten
werden. So wurden mittlerweile zahlreiche cellulolytische Bakterien aus verschiedenen

Termiten isoliert (HETHENER et al. 1992, BAKALIDOU et al. 2002, WENZEL et al. 2002b).
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Aufgrund der gewonnenen Isolate scheint sich die cellulolytische bakterielle Darmflora
vorwiegend aus fakultativ anaeroben oder mikroaerophilen Vertretern der Gattungen
Bacillus und Paenibacillus sowie verschiedenen Actinobakterien zusammenzusetzen.
Unter dem  Oberbegriff der Hemicellulosen  werden  verschiedene
Heteropolysaccharide zusammengefasst, von denen das wichtigste das Xylan ist. Sowohl
baustein- als auch strukturmiBig unterscheiden sich die mit zahlreichen Substituenten
versehenen Xylanketten erheblich von den unsubstituierten und wesentlich stédrker
polymerisierten Celluloseketten. Fiir den vollstindigen Abbau des Xylans werden eine
Reihe verschiedener Enzyme bendtigt. Bisher konnte aus Termitenddrmen noch kein
Bakterium isoliert werden, das iiber die vollstindige Enzymausstattung verfiigt. Xylan und
andere Hemicellulosen werden demnach wahrscheinlich synergistisch durch verschiedene
Mikroorganismen abgebaut. Hierzu gehoren Vertreter der Actinomyceten und Clostridien
aus der Gruppe der grampositiven Bakterien ebenso wie Enterobakterien und Vertreter der

Gattungen Pseudomonas und Acinetobacter (SCHAFER et al. 1996).

Tabelle 1: Stufenweiser Abbau von Polymeren im Termitendarm.

. Stufe Il. Stufe lll. Stufe
Hydrolytische Oxidative/Fermentative Sulfatreduzierer
Mikroorganismen Mikroorganismen Acetogene
Methanogene
Cellulose Cellulase B-Glucosidase
— VAR 0 Flagellaten, Prokaryonten Prokaryonten, Hefen
(34 %-62 %)
Hefen
Lactat —» Acetat + CO,
Desulfovibrio
Homicellulose 1,4-B-Xylanase B-D-Galactosidase
1,3-B-Galactanase a-L-Arabinosidase
—>
(14 %-32 %) Prokaryonten, Hefen B-D-Xylosidase
Prokaryonten, Hefen
4H, + 2C0O, — Acetat + 2H,0
Acetonema, Clostridium
Lignin
> (18 %-39 %)
4H, + CO; —» CH,4 + 2H,0
Methanobrevibacter
Aromatische Aerober Abbau
* Verbindungen (5 %) Prokaryonten

Der Abbau von Lignin ist in dem weitgehend anaeroben Lebensraum des
Termitendarms offensichtlich problematisch. Lignin ist ein komplexes Polymer, dass sich

aus verschiedenen Phenylpropanen aufbaut. An der Biosynthese wie auch am Abbau sind
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radikalische Enzyme beteiligt. Zwar konnten aus verschiedenen Termiten Isolate
gewonnen werden, die in der Lage sind, monomere Aromaten und oligomere
Ligninverbindungen in Anwesenheit von Sauerstoff abzubauen. Es fanden sich jedoch
bisher keine Mikroorganismen im Termitendarm, die komplexes Lignin abbauen konnten.
Unter anaeroben Bedingungen kommt es auch bei monomeren Aromaten lediglich zu
Modifikationen der Seitenketten, wihrend der aromatische Ring selbst nicht angegriffen
wird (KUHNIGK et al. 1994, KUHNIGK & KONIG 1997).

In der zweiten Stufe des Lignocelluloseabbaus werden die Bruchstiicke, die durch
den Abbau der Polymere entstehen, zu Monomeren umgesetzt und verstoffwechselt. Da es
sich beim Termitendarm um ein sauerstofflimitiertes Gradientensystem handelt, werden
die Mono- und Oligosaccharide sowohl oxidativ als auch fermentativ abgebaut. Die
meisten Isolate, die sich bisher diesem Abbauschritt zuordnen lieBen, gehoren zu den
grampositiven Bakterien und den Proteobakterien.

An der dritten Stufe des Lignocelluloseabbaus sind die methanogenen Bakterien,
die homoacetogenen Bakterien und die sulfatreduzierenden Bakterien beteiligt. Die
Methanogenese und die Acetogenese werden als die wichtigsten terminalen Stoff-
wechselprozesse angesehen (BRAUMANN et al. 1992). So sind Symbiosen zwischen Tieren
und intestinalen methanogenen Bakterien weit verbreitet (HACKSTEIN et al. 1996). Alle
bislang isolierten methanogenen Bakterien gehdren zur Gattung Methanobrevibacter. Die
Acetogenese ist insofern von besonderer Bedeutung, als dass die Termite Acetat als
Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen kann. Dementsprechend konnten in
Termitenddrmen Acetatkonzentrationen bis zu 5 nmol/mg nachgewiesen werden
(ODELSON & BREZNAK 1983). Homoacetogene Bakterien der Gattungen Acetonema,
Clostridium und Sporomusa konnten im Termitendarm identifiziert werden. Weiterhin
konnten aus der Termite Zootermopsis angusticollis zwei homoacetogene Spirochaeten
isoliert werden (Treponema primitia ZAS-1 und ZAS-2, LEADBETTER et al. 1999, GRABER
& BREZNAK 2004). Sulfatreduzierer sind bei Termiten weit verbreitet und konnten im
Intestinaltrakt verschiedener hoherer und niederer Termiten nachgewiesen werden. Alle
bisher gewonnenen Isolate gehoren zur Gattung Desulfovibrio (u. a. TRINKERL et al. 1990,
FROHLICH et al. 1999). Eine typische Eigenschaft dieser Organismen ist die unvollstindige

Oxidation der Elektronendonatoren zu Acetat.
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1.5 Spirochaeten

Die Spirochaeten bilden eine der groBlen phylogenetischen Hauptlinien in der
Doméne der Eubakterien (OLSEN et al. 2000). Aufgrund ihres einzigartigen Zellaufbaus
und ihrer charakteristischen Bewegungsweise lassen sie sich aber auch morphologisch gut
von anderen Bakterien abgrenzen. Spirochaeten sind bewegliche Bakterien von helikaler
Gestalt (siche Abb. 5A, B). Wihrend einzelne Arten auBBergewohnlich lang werden kdnnen
(> 250 pum) ist im Vergleich dazu der Zelldurchmesser in der Regel sehr gering (0,1 —
1 um). Die duBlere Abgrenzung der Zelle bildet eine mehrschichtige Hiillmembran (,,outer
sheath®, &uBere Scheide) welche den so genannten Protoplasmazylinder vollstindig
umschliefit (Abb. 5C). Der Protoplasmazylinder wiederum wird von einem

Cytoplasmamembran-Zellwandkomplex abgeschlossen (CANALE-PAROLA 1984).

pmm————— Axialfibrillen

--~ Protoplasmazylinder

C D

Abbildung 5: Morphologie der Spirochaeten.

(A) Schematische Darstellung der Zelle (FRITSCHE 1999); (B) Mikrographie von Spirochaeta halophila
(Balken entspricht 5 pm, CANALE-PAROLA 1981); (C) Schematische Darstellung eines Querschnitts (OS:
duBere Scheide, PZ: Protoplasmazylinder, AF: Axial-Filamente, IP: Insertionspunkt, Zw: Zellwand, Cm:
Cytoplasmembran, Cp: Cytoplasma; SCHLEGEL 1992); (D) Elektronenmikroskopische Aufnahme des
Querschnitts eines Spirochaeten (AF: Axial-Filament; Balken entspricht 0,1 pm, Aufnahme R. Radek).
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Die Beweglichkeit der Spirochaeten beruht auf den periplasmatischen Axial-
Flagellen (auch als Axial-Filamente oder Axial-Fibrillen bezeichnet), welche strukturell
den Geilleln anderer Bakterien durchaus vergleichbar sind (Abb. 5C und 5D). Bei den
Spirochaeten allerdings winden sich die Flagellen von den Insertionspunkten an den
Zellpolen um den Protoplasmazylinder und werden wie dieser von der Hiillmembran
umschlossen (CANALE-PAROLA 1978).

Die fiir Spirochaeten typischen Bewegungen entstehen durch das Zusammenspiel
der Flagellen, des starren Protoplasmazylinders und der flexiblen &uBeren Scheide. Die
Rotation der Flagellen erzeugt hierbei ein Drehmoment an den Zellpolen was eine
Spannung auf die Zelle ausiibt, und so die schlingelnden bisweilen ruckartigen
Bewegungen auslost. Diese Art der Bewegungsweise ermdglicht ihnen nicht nur das
Schwimmen in fliissigen und viskosen Medien, sondern auch das Gleiten auf festen
Oberfldachen bzw. durch gelartige Strukturen.

Die Gruppe der Spirochaeten wird derzeit in die fiinf Hauptgattungen Spirochaeta,
Treponema, Borrelia, Leptospira, und Brachyspira unterteilt. Auf Basis des 16S rRNA-
Gens zeigt sich das innerhalb der Gattungen Spirochaeta und Treponema eine hohe
phylogenetische Diversitdt herrscht. Die Sequenzunterschiede zwischen einzelnen Arten
einer Gattung liegen hierbei zum Teil oberhalb von 10 %. Im Gegensatz dazu bilden die
Gattungen Borrelia, Leptospira, und Brachyspira phylogenetisch distinkte Gruppen
(Abb. 6). Die Gattung Spirochaeta umfasst anaerobe und fakultativ aerobe Spirochaeten,
welche vorwiegend in verschiedenen limnischen und marinen Gewéssern und Sedimenten
vorkommen. Im Gegensatz zu vielen anderen Spirochaeten sind die Mitglieder dieser
Gattung frei lebend und nicht mit Wirten assoziiert. Die meisten Vertreter sind auf die
Fermentation von verschiedenen Kohlenhydraten spezialisiert wobei im Wesentlichen
Acetat, Ethanol, CO, und H;, sowie in geringen Konzentrationen auch Lactat und Succinat
produziert wird (CANALE-PAROLA 1977). Die Gattung Treponema umfasst strikt anaerobe
oder mikroaerophile Arten, die als Symbionten, Kommensalen und Parasiten bei Menschen
und Tieren vorkommen. Typische Lebensrdume sind die Mundhohle, der Darmtrakt oder
der Genitalbereich ihrer jeweiligen Wirte. Bei den meisten charakterisierten Arten handelt
es sich um Girer, die Kohlenhydrate oder Aminosaduren fermentieren (SMIBERT 1984). Bei
Vertretern der Gattung Borrelia handelt es sich iiberwiegend um pathogene Organismen,
die sowohl bei Menschen als auch bei vielen Tieren zum Teil schwerwiegende
Krankheiten auslosen konnen. Meist dienen hierbei blutsaugende Insekten, insbesondere

Zecken und Liuse, als Krankheitsiibertrdger. Bekannte Vertreter sind der Erreger des
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Riickfallfiebers Borrelia recurrentis, sowie der Ausloser der Lyme- oder Zecken-
Borreliose Borrelia burgdorferi. Die Gattung Leptospira enthélt streng aerobe
Spirochaeten, wobei neben einigen freilebenden viele Arten parasitir leben. Eine
Besonderheit dieser Gattung ist, dass die meisten Arten langkettige Fettsduren als einzige
Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen. Die Mitglieder der Gattung Brachyspira wurden
urspriinglich der Gattung Treponema zugeordnet, anschlieBend aber mehrfach
reklassifiziert (Treponema — Serpula — Serpulina — Brachyspira). Alle bekannten

Vertreter sind mit Wirten assoziiert und einige sind bei Menschen und Tieren pathogen.

1
4 .
S.aurantia _ .
S . thermophila S. litoralis
S. smaragdinae .
) g S. halophlla B. japonica
.. Termiten-Cluster® B. burgdorferi
Clone sp40_2 B. anserina
Clone CFS124 B. recurrentis
Clone Rs-J93
Clone Nc5 Cristispira CP1
ZAS 1
T. bryantii
T. succinifaciens
5 T. socransliu T. pallidum _ Ls. meyerl
T.amylovorum o 4 icoja T- Medium Ls. .l:_nflexa
Ls. weilii 3

Leptonema. illini

Br. hyodysenteriae
Br. innocens
Br. aalborgi

| 0.05 | 4

Abbildung 6: Stammbaum ausgesuchter Vertreter der Ordnung Spirochaetales.
Phylogenetischer Stammbaum auf Basis von 16S rRNA Gensequenzen (Neighbor-joining
method, SAITOU & NEI 1987). (1) Gattung Spirochaeta; (2) Gattung Borrelia; (3) Gattung
Leptospira; (4) Gattung Brachyspira; (5) Gattung Treponema.

Obwohl Spirochaeten in vielen verschiedenen Habitaten anzutreffen sind, gibt es
jedoch kaum einen Lebensraum in dem sie in vergleichbarer Zelldichte und
morphologischer Vielfalt vorkommen wie im Termitendarm. Sowohl bei den héheren als

auch bei den niederen Termiten stellen die Spirochaeten die dominierende Bakteriengruppe
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dar. Neben den auffilligen groen Spirochaeten existiert eine Vielzahl mittlerer und
kleinerer Formen (Abb. 7). Das Groenspektrum reicht von 0,2 pm Durchmesser und 3 pm
Linge bis zu 1 um Durchmesser und 100 um Linge. Im Darm der Termite Mastotermes
darwiniensis konnten aufgrund von morphologischen Merkmalen mindestens 12
verschiedene Spirochaeten unterschieden werden (BERCHTOLD et al. 1994). Neben den frei
im Darm vorkommenden Spirochaeten gibt es bei den niederen Termiten zudem Arten, die
in einer Symbiose mit Flagellaten leben. Bei dem Flagellaten Mixotricha paradoxa aus der
Termite Mastotermes darwiniensis ist ein Grofteil der Oberfliche mit einem
Bakterienstdbchen sowie verschiedenen fest verankerten Spirochaeten besetzt (WENZEL et
al. 2002a). Interessanterweise sind es diese Spirochaeten, die den Flagellaten
voranbewegen und nicht dessen eigene Flagellen (CLEVELAND & GRIMSTONE 1964). Uber

die genaue Funktion und die Hintergriinde dieser erstaunlichen Symbiose herrscht

allerdings nach wie vor Unklarheit.

Abbildung 7: Spirochaeten aus dem
Darm der Termite Incisitermes
marginipennis.

Die taxonomische Einteilung der frei im Darm lebenden Spirochaeten erfolgte
urspriinglich auf der Basis ultrastruktureller Merkmale, da sowohl Isolate als auch
molekularbiologische Daten fehlten. Hiernach wurden die Spirochaeten des

Termitendarms in die Gattungen Hollandina, Pillotina, Clevelandina und Diplocalyx
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eingeteilt (MARGULIS & HINKLE 1992). Uber die phylogenetische Position dieser
Gattungen innerhalb des Stammbaums der Spirochaeten war jedoch nichts bekannt.
Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Isolierung und Kultivierung dieser Organismen
wurden eine Reihe von kultivierungsunabhidngigen Untersuchungen durchgefiihrt um die
phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen mit Spirochaeten anderer Okosysteme
aufzukldren (BERCHTOLD et al. 1994, BERCHTOLD & KONIG 1996, PASTER et al. 1996). Alle
ermittelten Spirochaeten-Sequenzen dieser ersten molekularbiologischen Untersuchungen
lieBen sich der Treponema-Gruppe des Spirochaeten-Stammbaums zuordnen, worauf der
so genannte , Termiten-Cluster etabliert wurde (Abb. 5). Allerdings sind die
phylogenetischen Unterschiede zu bekannten Treponema-Arten recht gro3 (ca. 10 - 20 %
in der 16S rRNA Gensequenz). Neuere Untersuchungen zeigen eine noch breitere
phylogenetische Diversitit der Darm-Spirochaeten, wobei neben einem zweiten Termiten-
Cluster innerhalb der Treponemen auch Sequenzen entdeckt wurden, die eher der Gattung
Spirochaeta zuzuordnen sind (LILBURN et al. 1999, IIDA et al. 2000, HONGOH et al. 2003,
NoDA et al. 2003). Bisher liegen nur drei Isolate von Darm-Spirochaeten vor, die alle aus
der Termite Zootermopsis angusticollis stammen (LEADBETTER et al. 1999, LILBURN et al.
2001, GRABER & BREZNAK 2004, GRABER et al. 2004). Uberraschenderweise handelt es
sich bei zwei der Isolate um homoacetogene Organismen (Bildung von Acetat aus CO, und
H,), und damit um einen Stoffwechseltyp, der in der Gruppe der Spirochaeten erstmalig
nachgewiesen werden konnte. Die bisher gewonnenen Daten deuten darauf hin, dass der
Termitendarm ein enormes Reservoir fiir bis heute noch vollig unbekannte Spirochaeten-
Arten darstellt. Aufgrund der geringen Anzahl von Isolaten ist jedoch noch wenig iiber ihre

Physiologie und Bedeutung innerhalb des komplexen Okosystems Termitendarm bekannt.

1.6 Sulfatreduzierende Bakterien im Intestinaltrakt von Insekten

Die Sulfatreduktion ist ein wesentlicher terminaler Oxidationsprozess in anoxischen
Okosystemen. Gut untersucht ist die Sulfatreduktion insbesondere in marinen Sedimenten,
die sich durch hohe Sulfatkonzentrationen im Porenwasser auszeichnen. Hier betrdgt der
Anteil der Sulfatreduktion an der Gesamtrespiration bis zu 50 % (JORGENSEN 1982).
Sulfatreduzierende Bakterien konnten bisher in zahlreichen Okosystemen nachgewiesen

werden. Aufler in marinen und limnischen Sedimenten auch i1m Intestinaltrakt von



1. EINLEITUNG 15

Menschen und verschiedenen hoheren Tieren (HOWARD & HUNGATE 1976, WIDDEL &
PFENNIG 1984, GIBSON et al. 1988, SAss et al. 1998). Dariiber hinaus scheinen
Sulfatreduzierer auch im Intestinaltrakt von Insekten eine wichtige Rolle zu spielen.
Sulfatreduzierer wurden im Darm hdherer und niederer Termiten sowie holzfressender
Schaben gefunden, wo sie neben den methanogen und homoacetogenen Bakterien an der
Endoxidation des organischen Materials beteiligt sind (BRAUMANN et al. 1990, TRINKERL
et al. 1990, KUHNIGK et al. 1996, OHKUMA & KUDO 1996, FROEHLICH et al. 1999).

Die sulfatreduzierenden Bakterien sind eine phylogenetisch heterogene Gruppe, die
tiber die gemeinsame Fahigkeit zur dissimilatorischen Reduktion von Sulfat definiert wird
(POSTGATE 1987). Wihrend sich die meisten charakterisierten Vertreter der -Gruppe der
Proteobakterien zuordnen lassen, finden sich Sulfatreduzierer auch bei den grampositiven
Bakterien  (Desulfotomaculum) und den  Archaecen  (Archaeoglobus). Alle
sulfatreduzierenden Bakterien, die bislang aus dem Darmtrakt von Tieren isoliert werden
konnten, lieBen sich der Gattung Desulfovibrio zuordnen. Vertreter dieser Gattung gehoren
physiologisch zur Gruppe der so genannten unvollstindigen Oxidierer, d. h. die
Elektronendonatoren werden zu Acetat und CO; und nicht vollstdndig zu CO, oxidiert. Die
meisten Desulfovibrio-Arten sind zudem in der Lage, Wasserstoff als Elektronendonor zu
nutzen (WIDDEL & HANSEN 1992). In den relativ sulfatarmen Darmsystemen stehen die
Sulfatreduzierer in direkter Konkurrenz zu den methanogen und acetogenen Bakterien um
den verfiigbaren Wasserstoff (CORD-RUWISCH et al. 1988). Allerdings konnte auch gezeigt
werden, dass Sulfatreduzierer in Co-Kultur mit methanogenen Bakterien Laktat in

Abwesenheit von Sulfat nutzen kénnen (ESNAULT et al. 1988).
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

> Anaerobenzelt
> Autoklaven

» Elektrophorese

> Geldokumentation

» Mikroskope

» Mikroskop-Kamera

» pH-Meter

> Photometer

> Schittler

» Thermocycler
» Thermomixer

» Transilluminator
» Vortexer

» Wasseranlagen

» Zentrifugen

Coy Laboratory Products, Grass Lake, USA

Omega 121/131, Prestige Medical, Blackburn, England
FVS/1, Tecnomara, Fernwald

Wide Mini-Sub Cell GT mit Power Pac 200, Bio-Rad
Laboratories, Miinchen

Helioplan S49 Videosystem, Polaroid, Offenbach
Software, Intas, Gottingen

Fluoreszenzmikroskop Axioplan/Axiophot 2, Carl Zeiss, Jena
Laborlux 11, Leitz, Wetzlar

SPOT CCD mit SPOT Advanced Software, Visitron Systems,
Puchheim

CG 840, Schott, Hofheim

1101 M, Eppendorf, Hamburg

UV-120-01, Shimadzu, Kyoto, Japan

G 10, New Brunswick Scientific, Edison, USA

G 25 Incubator, New Brunswick Scientific, Edison, USA
Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg

5436, Eppendorf, Hamburg

FLX-20M, Biometra, Gottingen

Vibriofix VF1, IKA-Werk, Staufen

Milli-RO Plus 30, Millipore, Molsheim, Frankreich
Milli-Q Plus 185, Millipore, Molsheim, Frankreich
5403, Eppendorf, Hamburg

J2-MC, Beckmann Coulter, Palo Alto, USA
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2.2 Chemikalien

» (3-[N-Morpholino]propansulfonsaure)
(Sigma, Minchen)

» 4-Aminobenzoesdure (Fluka, Neu-
Ulm)

» Agarose (Peglab, Erlangen)

» Alanin (Roth, Karlsruhe)

» Ameisenséure (98 %) (Roth)

» Ammoniumchlorid (Merck,
Darmstadt)

» Ampicillin (Sigma)

» Arabinogalactan (Sigma)

» Arabinose (Sigma)

» Ascorbinsdure (Roth)

» Bactoagar (Difco, Detroit)

» Biotin (Fluka)

» Borsdure (Roth)

» Calcium-D(+)-Pantothenat (Sigma)

» Calciumchlorid x 2 H,O (Fluka)

» Calcium-Folinat (Sigma)

» Cellobiose (Roth)

» Cellulose (Sigma)

» Cobaltchlorid x 6 H,O (Sigma)

» Coenzym A (Sigma)

» Cystein (Merck)

» DABCO (Sigma)

> DAPI (Fluka)

» Di-Kaliumhydrogenphosphat (Roth)

» Dithiothreitol (DTT) (Sigma)

» EDTA (Roth)

» Eisenchlorid x 4 H,O (Merck)

» Eisensulfat x 7 H,O (Merck)

YV V.V V V VYV V V V VYV ¥V ¥V V VYV VYV V V V V V V V VYV V V V V V V V V

Essigsdure (100 %) (Roth)

Ethanol (99,8 %) (Roth)
Ethidiumbromid (10 mg/ml) (Sigma)
FAD (Sigma)

Fleischextrakt (Merck)

Folsédure (Sigma)

Galactose (Roth)

Glucose x 1 H,O (Merck)
Glutamat (Sigma)

Glycerin (100 %) (Roth)

Glycin (Roth)

Hefeextrakt (Gibco-BRL, Eggenstein)
Hemin (Fluka)

Kaliumchlorid (Merck)
Kaliumdihydrogenphosphat (Roth)
Kohlendioxid (Linde, Wiesbaden)
Kupferchlorid x 2 H,O (Merck)
Leucin (Roth)

Losliche Starke (Merck)
Magnesiumchlorid x 6 H,O (Roth)
Magnesiumsulfat x 7 H,O (Merck)
Malotriose (Sigma)

Maltose (Fluka)

Maltotetraose (Sigma)
Manganchlorid x 2 H,O (Merck)
Mannose (Sigma)

NAD (Roche, Mannheim)
Natriumacetat (Roth)
Natriumformiat (Fluka)
Natriumhydrogencarbonat (Merck)
Natriumhydroxid (Roth)
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Natriumlactat (Fluka)
Natriummolybdat x 2 H,0 (Merck)
Natriumselenit x 5 H,O (Merck)
Natriumselenit (Fluka)
Natriumsulfat (Roth)
Natrium-Thioglycolat (Merck)
Natriumwolframat x 2 H,O (Merck)
Nickelchlorid x 6 H,O (Merck)
Nicotinamid (Merck)

Nicotinsdure (Fluka)

Pepton aus Casein (Roth)

YV V.V V V V V V V V VYV VY

p-Nitrophenyl-B-D-Fucopyranosid

(Sigma)

» p-Nitrophenyl-a-D-Galactopyranosid
(Sigma)

» p-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid
(Sigma)

» p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid
(Sigma)

» p-Nitrophenyl-B-D-Glucopyranosid
(Sigma)

» p-Nitrophenyl-p-D-Glucuronid
(Sigma)

» p-Nitrophenyl-o-D-Mannopyranosid

(Sigma)

» p-Nitrophenyl-B-D-Xylopyranosid
(Sigma)

» p-Nitrophenyl-p-L-Arabinopyranosid
(Sigma)

» Prolin (Merck)

» Pyridoxal-HCI (Sigma)

» Pyridoxal-Phosphat (Sigma)

» Pyridoxinhydrochlorid (Sigma,)

» Resazurin (Fluka)

» Riboflavin (Sigma)

» Rifamycin SV (Sigma)

» Salzséure (25 %) (Fluka)

» Schwefelséure (95 %) (Roth)

» Serin (Roth)

» Stickstoff (Linde)

» Thiamin Pyrophosphat (Serva,
Heidelberg)

» Thiamin-HCI x 2 H,0 (Fluka)

» Tris (Roth)

> Vitamin By, (Fluka)

» Wasserstoff (Linde)

» Xylan (Fluka)

» Xylose (Roth)

» Zinkchlorid (RdH, Seelze)
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2.3 Losungen, Kits und Puffer

Losungen:
» Antibleichlésung

e DABCO (Diazabicyclooctan)
e Glycerin (100 %)
e ad 10 ml PBS-Puffer
» DAPI-Stammldsung
e DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole)
e dH,O
» DNA-Farbeldsung
e Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma)
e 1 x TBE-Puffer
» A-DNA Langenstandard (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
e A-DNA (0,5 mg/ml, mit EcoRI/HindllI verdaut)
e 6 x Ladepuffer
e dH,O
» dNTP-L06sung
e dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM, Peglab)
e dH,O

> Dnyabeads® DNA Direct™ Universal Kit
> InstaGene™'-Matrix

> QIAprep® Spin Miniprep Kit

> QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen)
> QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)
» TOPO TA Cloning® Kit

233 mg
9ml

1 mg
1ml

25 ul
500 ml

10 i
10 pl
40 pl

je 25 ul
900 pl

(Dynal Biotech, Hamburg)
(Bio-Rad Laboratories, Miinchen)

(Qiagen, Hilden)

(Invitrogen, Carlsbad, USA)
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Puffer:
» 6 x Ladepuffer (MBI Fermentas)
e Bromphenolblau
e Xylen Cyanol FF
e Glycerin
e EDTA
» Lyse-Puffer
e Tris/HCI
e EDTA
e NaCl
e SDS
e 2-Mercaptoethanol
e Proteinase K
e 5 M Natriumperchlorat
pH 8,0
» MOPS-Puffer (10 mM)
e (3-[N-Morpholino]propansulfonsaure)
e dH,O
pH 7,2
» PBS-Puffer
e NaCl
e KCI
e NaHPO,
o KHy;PO,
e ad 1000 ml dH,0O
pH 7,4
» 10 x PCR-Puffer
e Tris/HCI
o KCI
pH 8,3

0,2%
0,2 %
60 %
60 mM

100 mM
20 mM
300 mM
2 % (wiv)
2 % (vIv)
100 pg/ml

ad 0,5 vol.

219
1000 ml

89
0,22 g
1,149
0,29

100 mM
500 mM
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» 1xSSC

> TBE-Puffer

NaCl
Trinatriumcitrat
pH 7

Tris/HCI

H3;BO3

EDTA

ad 1000 ml dH,0O
pH 8,3

» Zellsuspensions-Puffer

Tris/HCI
EDTA
Saccharose
pH 8,0

150 mM
15 mM

10,8 ¢
559
0,74 g

10 mM
1mM
350 mM
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2.4 Organismen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Termiten Coptotermes formosanus
(Shiraki), Coptotermes niger (Snyder), Incisitermes marginipennis (Latreille), Incisitermes
tabogae (Snyder), Kalotermes flavicollis (Fabricius), Mastotermes darwiniensis (Froggatt),
Neotermes castaneus (Burmeister), Reticulitermes speratus (Kolbe) und Zootermopsis
angusticollis (Hagen) wurden von der Bundesanstalt fir Materialforschung und
Materialprifung (BAM, Berlin) zur Verfigung gestellt. Die Termiten wurden bei 30 °C
(Zootermopsis angusticollis bei 20 °C) in, mit angefeuchtetem Vermiculit gefillten,
Metall- oder Kunststoffbehéltern gehalten. Je nach Termiten-Art wurde Birken-, Buchen-
oder Pappelholz verfttert.

Exemplare des Rosenkafers Pachnoda marginata (Drury) (Coleoptera) wurden
vom Zoologischen Garten in Frankfurt/Main zur Verfigung gestellt. Die Tiere wurden bei

30 °C gehalten und mit Karotten gefttert.

2.5 Praparation von Darmen aus Termiten und Rosenkéfern

Fur die Anreicherungsexperimente wurden jeweils mindestens 10 Termitendérme
verwendet, da ein ggf. schlechter physiologischer Zustand einzelner Termiten erheblichen
Einfluss auf die Darmflora haben kann. Die verwendeten Termiten wurden mit Ethanol
(70 %) abgetotet sowie oberflachendesinfiziert und anschliefend mit sterilem Wasser
abgespult. Die folgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die
Dérme wurden aus dem Abdomen entfernt und in KunststoffgefaBe uberfuhrt.
Anschliefend wurde der Inhalt der Dédrme mit einer Spritze in Reagenzréhrchen mit
Wachstumsmedium dberfihrt (siehe Kap. 2.6.1). Die Roéhrchen enthielten 5 ml Medium
und waren mittels Butyl-Stopfen gasdicht verschlossen.

Fir die Anreicherung von sulfatreduzierenden Bakterien aus Rosenkéfern wurden
die Tiere dekapitiert und mit Ethanol (70 %) oberflachendesinfiziert. AnschlieRend wurde
unter sterilen Bedingungen das Abdomen gedffnet und der Darm entfernt. Der Darminhalt
wurde in gasdicht verschlossene Reagenzréhrchen mit Wachstumsmedium Gberfihrt (siehe
Kap. 2.7.1).
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2.6 Methoden zur Isolierung und Charakterisierung von Spirochaeten

2.6.1 Medien und Wachstumssubstrate

Als Basalmedium fur die Anreicherung und Isolierung von Spirochaeten aus dem
Termitendarm wurde ein modifiziertes Medium nach LEADBETTER & BREZNAK (1996)
verwendet. Die eingewogenen Salze (Tab. 2) wurden unter Rihren zugegeben und gel6st.
AnschlieRend wurde das Medium in einem Anaerobenzelt in Reagenzréhrchen Uberflhrt

(jeweils 5 ml) welche mit Butylstopfen gasdicht verschlossen wurden.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Basalmediums.

Vor dem Autoklavieren

Destilliertes Wasser 1000 ml
NaCl 1,00 ¢
KCI 0,50 g
MgCl; x 6 H,O 0,409
CaCl, x 2 H,0 0,109
NH,CI 0,309
KH2PO4 0,209
Na,SO4 0,15¢g
Nach dem Autoklavieren Je 5 ml Medium
MOPS-Puffer (10 mM) 0,05 ml
Selenit-Wolframat-Ldsung ¥ (Tab. 3) 0,01 ml
SL 10 Y (Tab. 4) 0,01 ml
NaHCO;3 (10 % w/v) 0,20 ml
Vitaminlésung ¥ (Tab. 5) 0,01 ml
Cofaktor-Lsung ¥ (Tab. 6) 0,10 ml
Dithiothreitol (DTT; 0,5 M) 0,05 ml

1) Optional wurde das Medium statt der angegebenen Zusétze mit Hefeextrakt (0,1 - 0,4 %) supplementiert.
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Die Gasphase (ca. % des Kulturréhrchens) wurde mit reinem Stickstoff oder
alternativ mit einem Gemisch aus Wasserstoff und Kohlendioxid (80 / 20) ausgetauscht
und die Rohrchen anschlieRend autoklaviert. Die Zugabe von Supplementlésungen und
Wachstumssubstraten erfolgte nach dem Autoklavieren aus sterilen Stammlésungen. Der
pH-Wert des fertigen Mediums lag zwischen 7,3 und 7,4. Bei Anreicherungsansétzen
wurde neben den in Tabelle 2 angegebenen Substanzen zusétzlich Rifamycin SV (Sigma-
Aldrich, Steinheim) in einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugegeben. Das Antibiotikum
sollte das Wachstum der Begleitflora hemmen. Spirochaeten selbst sind weitgehend

unempfindlich gegen Rifamycin.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Selenit-Wolframat-L6sung (nach WIDDEL 1980).

Destilliertes Wasser 1000 ml
NaOH 0,49
Na,SeO4 x 5 H,0 6 mg
Na;WOQO, x 2 H,0 8 mg

Tabelle 4: Zusammensetzung der Spurenelementlésung SL 10 (nach TSCHECH & PFENNIG
1984).

HCI (25 %; 7,7 M) V 10 ml

FeCl, x 4 H,0 Y 1,5¢

FeSO4 x 7 H,0 1,19

CoCl; x 6 H,0 190 mg
MnCl; x 2 H,O 100 mg
ZnCl, 70 mg
Na,MoO, x 2 H,O 36 mg
NiCl, x 6 H,0O 24 mg
H3sBO3 6 mg
CuCl, x 2 H,0 2mg
Destilliertes Wasser 990 ml

1) Vor dem Zusetzten der anderen Bestandteile wurde das Eisenchlorid vollstandig in der Salzsdure geldst.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Vitaminlgsung.

Vitamin B, 100 mg
p-Aminobenzoesdure 80 mg
D (+)-Biotin 20 mg
Nikotinséure 200 mg
Ca-D (+)-Pantothenat 100 mg
Pyridoxinhydrochlorid 300 mg
Thiamin-HCI x 2H,0 200 mg
Destilliertes Wasser 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 7 eingestellt, die Ldsung sterilfiltriert und bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Cofaktor-Losung (nach LEADBETTER 1999).

Pyridoxal-HCI 250 mg
Pyridoxal Phosphat 250 mg
Calcium Folinat 50 mg
B-NAD 50 mg
Coenzym A 50 mg
FAD 50 mg
Nicotinamid 25 mg
Folsdure 2,5mg
Riboflavin 0,5mg
Haemin D 65 mg
Thiamin Pyrophosphat 2,59

Destilliertes Wasser 1000 ml

1) Das Haemin wurde vor der Zugabe in 10 mM NaOH vollstandig gelost.

Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 7 eingestellt und die Lésung anschlieRend steril filtriert.

Fur die Anreicherung von Spirochaeten aus dem Termitendarm wurde dem, in
Tabelle 2 angegebenen Basalmedium verschiedene Wachstumssubstrate bzw. Substrat-

gemische zugegeben (Tab. 7). Das in Tabelle 7 aufgefiihrte Hefeautolysat wurde im Labor
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hergestellt. Hierbei wurden 5,6 g getrocknete Béckerhefe (Saccharomyces cervesiae,
Sigma, Minchen) in 20 ml destilliertem Wasser suspendiert und zur Autolyse der Zellen
fur 24 h bei 56 °C inkubiert. Anschliefend wurden Zelltrimmer und andere unldsliche
Bestandteile durch Zentrifugation entfernt (20.000 x g, 15 min) und der Uberstand mit 5 M
NaOH neutralisiert. Die Losung wurde steril filtriert und unter einer Stickstoff-

Atmosphére bei 4 °C gelagert.

Tabelle 7: Substratgemische fiir die Anreicherung von Spirochaeten.

Substratgemische | Einzelsubstrate Endkonzentration
S Pepton / Hefeextrakt / Fleischextrakt /|0,2%/0,2%/0,1%/
Glucose 0,1%
S Pepton / Hefeextrakt / Glucose 05%/0,2%/0,2%
S HI Pepton / Hefeextrakt / Glucose 02%/0,2%/0,5%
Hexosen Glucose, Galactose, Mannose jeweils 2 mM
Pentosen Arabinose, Xylose jeweils 2 mM
Polysaccharide I | Cellulose, Xylan jeweils 0,05 %
Polysaccharide 1l | Arabinogalactan, 16sl. Starke jeweils 0,05 %
Aminosduren | Alanin, Cystein, Glutamat, Serin jeweils 1,5 mM
Aminosduren Il | Alanin/Glycin, Leucin/Prolin jeweils 1 mM/2 mM

2.6.2 Gewinnung von Reinkulturen

Anreicherungskulturen bei denen Spirochaeten angewachsen und gegeniiber der
Begleitflora in der Mehrzahl waren, wurden zur Gewinnung von lIsolaten genutzt. Die
Isolation erfolgte Uber Tiefagar-Verdunnungsreinen (WIDDEL & PFENNIG 1984) im
jeweiligen Anreicherungsmedium. Die Ansétze hatten einen Agargehalt von 0,9 - 1,2 %
und wurden zwischen 2 - 8 Wochen inkubiert. Zur Gewinnung von Reinkulturen wurden 3

- 4 Verdinnungsreihen in Folge durchgeftihrt.

2.6.3 Bestimmung von Stoffwechselprodukten und fermentierbaren Substraten
Die Bestimmung von Stoffwechselprodukten sowie des Verbrauches von
angebotenen Substraten wurde mittels Hochleitungs-Flissigkeits-Chromatographie (High

Performance Liquid Chromatography, HPLC) analysiert. Hierbei wurde eine Methode
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gewéhlt (stark saurer Kationenaustauscher, verdunnte Sdure als Eluent) mit der sich
Alkohole, organische Sauren und Zucker in einem Lauf analysieren lassen (PFEIFFER &
RADLER 1985). Die Messungen wurden mit einer HPLC-Anlage (Shimadzu LC 10AD VP,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) mit Brechungsindex-Detektor (Rl Detector ERC-7515B,
Erma CR. Inc., Kawaguchi-City, Japan) durchgefuhrt. Als Trennsdule diente eine Aminex
HPX 87H mit den Abmessungen 300 x 7,8 mm (Bio Rad Lab., Calif., USA) und eine

vorgeschaltete Micro Guard Vorsdule (Bio Rad).

Die Bedingungen fur die HPLC-Analysen waren wie folgt:

» Probenvolumen 5ul
» Mobile Phase 0,0065 M H,SO4
» Sdaulentemperatur 65 °C

» Fliessgeschwindigkeit 0,6 ml/min

Zu analysierende Proben wurden vor dem Einspritzen in die Anlage abzentrifugiert
(13.000 Upm) und filtriert (0,2 um Porengrofle). Die quantitative Bestimmung der

Substanzen erfolgte tber vergleichende Analyse mit definierten Referenz-Losungen.

2.6.4 Bestimmung von Zellzahlen und Verdopplungszeiten

Die Bestimmung von Zellzahlen erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop nach
Anféarbung der Zellen mit dem DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI. Hierzu wurden 1 ml
Kultur (in ausreichender Verdinnung) mit 1 pl DAPI-LAsung (1 mg/ml) versetzt und 5
min im Dunkeln inkubiert. Die angefarbten Bakterien wurden auf einen Polycarbonat-
Membranrundfilter (0,2 um Porenweite; Millipore, Molsheim, Frankreich) filtriert und mit
sterilem Wasser gespult um Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. AnschlieBend wurden
die Filter auf einen Objekttrédger gelegt und mit ca. 50 pl DABCO behandelt, um ein
Ausbleichen der Praparate zu verhindern. Die Auswertung erfolgte mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop unter UV-Anregung mit Hilfe eines Z&hlquadrats.

Die Bestimmung der Verdopplungszeit erfolgte ber die Zunahme der optischen
Dichte wahrend der exponentiellen Wachstumsphase der Kulturen. Die Messungen wurden

mit einem Reagenzglas-Photometer bei 543 nm durchgefihrt.
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2.6.5 Transmissionenelektronenmikroskopie (TEM)

Die Zellen der elektronenmikroskopisch zu untersuchenden Stdmme wurden in
geeigneter Verdinnung in einer Fixierlosung (Paraformaldehyd 4 %; Glutaraldehyd 2,5 %;
in 0,05 M Cacodylat-Puffer pH 7,2) fur eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen dreimal mit Puffer gewaschen und fiir 1% Stunden in einer Osmiumtetroxid-Ldsung
(2 %) nachfixiert. Die fixierten Zellen wurden in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (30,
50, 70, 90 und 3 x 100 %) vollstandig entwéssert und in Epoxid-Harz (Spurrs Resin)
eingebettet. Ultradiinnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat behandelt und mit
einem Philips CEM 120 Bio-Twin Transmissionen-Elektronenmikroskop analysiert.

Die elektronenmikroskopischen Bilder der Isolate aus dem Termitendarm wurden
von Frau Renate Radek am Institut flr Biologie/Zoologie der Freien Universitat Berlin

aufgenommen.

2.6.6 Aktivitatsnachweis hydrolytischer Enzyme

Der Aktivitatsnachweis verschiedener hydrolytischer Enzyme, welche beim Abbau
von Lignocellulose sowie pflanzlicher Speicherstoffe beteiligt sind, wurde mit Hilfe von
Nitrophenol-gekoppelten Modellsubstraten ermittelt. Die verwendeten Substrate sowie die
zugehdrigen Enzyme sind in Tabelle 8 angegeben. Das Prinzip der Methode beruht auf der
hydrolytischen Spaltung der verwendeten Substrate infolge enzymatischer Aktivitat (siehe
Abb. 8). Das hierbei freigesetzte Nitrophenol fihrt zu einer deutlich sichtbaren
Gelbfarbung des Testansatzes. Zur Durchfuhrung der Untersuchung wurden die
verwendeten Reinkulturen in den jeweiligen Medien bis zum Ende der exponentiellen
Wachstumsphase kultiviert. Anschlielend wurden die Modellsubstrate aus steril filtrierten
Stammlésungen zugegeben (finale Konzentration: 0,3 mg / ml) und der Testansatz im
Dunkeln bei 30 °C inkubiert. Die Kontrolle auf sichtbare Gelbfarbung der Ansétze infolge
der Freisetzung von Nitrophenol erfolgte nach 24 Stunden. Gegebenenfalls wurde eine
Uberpriifung mittels  Spektralphotometer bei 400 nm gegen den Kontrollansatz

durchgefiihrt.
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Tabelle 8: Modellsubstrate und zugehorige Enzyme.

Nitrophenol-gekoppelte Substrate Enzyme?
p-Nitrophenyl-a-L-Arabinopyranosid a-L-Arabinosidase
p-Nitrophenyl-B-D-Fucopyranosid B-D-Fucosidase
p-Nitrophenyl-p-D-Cellobiosid -D-Cellobiosidase
p-Nitrophenyl-a-D-Galactopyranosid a-D-Galactosidase
p-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid B-D-Galactosidase
p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid a-D-Glucosidase
p-Nitrophenyl-p-D-Glucopyranosid B-D-Glucosidase
p-Nitrophenyl-p-D-Glucuronid B-D-Glucuronidase
p-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranosid a-D-Mannosidase
p-Nitrophenyl-B-D-Xylopyranosid B-D-Xylosidase

1) Nachweisbare Enzymaktivitat.
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p-Nitrophenyl-B-D-Glucopyranosid D-Glucose

Abbildung 8: Freisetzung von Nitrophenol infolge enzymatischer Aktivitat.

2.6.7 Bestimmung des GC-Gehaltes

Fir die Bestimmung des GC-Gehaltes von Stamm SPN1 wurde eine 1000 ml
Kultur im Kultivierungsmedium angesetzt. Die gewachsenen Zellen wurden
abzentrifugiert (10.000 x g; 4 °C) und anschlielend in 20 ml Zell-Suspensionspuffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 50 mg Lysozym inkubierte der Ansatz fir 5 min bei

Raumtemperatur. Danach wurde die Suspension mit 30 ml vorgewarmten Lyse-Puffer
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versetzt und fur eine Stunde bei 50 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgten wiederholte
Phenol-Chloroform-Extraktionen, bis keine Proteinschicht mehr an der Grenzflache
erkennbar war. Die Nukleinsduren in der abgetrennten wassrigen Phase wurden durch
Zugabe von Isopropanol (0,6-faches Volumen) gefallt, zweimal mit kaltem Ethanol (80
%)gewaschen und schlieBlich luftgetrocknet. Um die RNA aus dem Gemisch zu entfernen
wurden die getrockneten Nukleinsauren in 1 x SSC-Puffer resuspendiert und mit 0,25 ml
RNase A-Ldsung und 2,5 ml RNase T;-Ldsung versetzt. Nach 30 min Inkubation wurden
die zugesetzten Enzyme durch wiederholte Extraktion mit einer Mischung aus Chloroform
und 3 % Isopentanol (v/v) entfernt. Zur erneuten Fallung der DNA wurde die abgetrennte
wassrigen Phase mit dem 0,1-fachen Volumen einer Natriumacetat-Lésung (3 M; pH 5)
sowie dem doppelten Volumen Ethanol (95 %) versetzt. Das Prézipitat wurde
abzentrifugiert, zweimal mit kaltem Ethanol (80 %) gewaschen und nach erneutem
Lufttrocknen in 2 ml 0,1 x SSC-Puffer suspendiert.

Die Bestimmung des GC-Gehaltes erfolgte durch enzymatischen Verdau der
gereinigten DNA und anschlielender Analyse der Mononukleoside mittels HPLC
(modifiziert nach MEesBAH et al. 1989). Hierzu wurde die DNA (ca. 25 pg/ml) fir 5 min
bei 95 °C inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt. Zu 25 pl der denaturierten DNA-
Losung wurden 50 pl Natriumacetat-Puffer (30 mM; pH 5,3), 5 pl Zinksulfat-Lésung (20
mM) und 1 pl Nuclease S1-Losung (100 U/ul) gegeben und anschliefend fiir 2 Stunden
bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 5 ul Glycin-Puffer (100 mM; pH
10,4) und 5 pl alkalische Phosphatase (200 U/ml) und eine weitere Inkubation fir 6
Stunden. Als Standard diente DNA mit bekanntem GC-Gehalt (DNA aus Lachssperma,
Fluka, Neu-UIlm), welche in gleicher Weise verdaut wurde. Das HPLC-System bestand aus
einem SCL-10ADVP Autosampler, einem SCL-6B Systemcontroller, einem SPD-M6A
UV-Detektor und 2 LC-6A Pumpen (alle Gerdte von Shimadzu, Kyoto, Japan). Die
Auftrennung der Nukleoside erfolgte mittels bindrer Gradientenelution mit Phosphorsaure
(Puffer A; 0,17 %) und Methanol (Puffer B; 100 %) uber eine LiChrosphor 100 RP C18-
5u Séule (Ziemer, Langerwehe) bei 30 °C und einer Fliessgeschwindigkeit von 1 ml/min.
Hierbei wurde der Gradient innerhalb von 20 min von 0 auf 32 % Methanol gefahren.

Da die dargestellte Methode keine absoluten, sondern relative Werte liefert,
erfolgte die Berechnung des GC-Gehaltes uber das Verhaltnis der einzelnen Nukleoside
unter der Annahme, dass G = C und A =T ist.



2. MATERIAL UND METHODEN 31

2.7 Sulfatreduktion im Darm von Pachnoda marginata und Mastotermes

darwiniensis

2.7.1 Medium fur sulfatreduzierende Bakterien

Fur die Anreicherung von sulfatreduzierenden Bakterien aus dem Darm von
Pachnoda marginata wurde ein Medium nach Postgate (POSTGATE 1984) benutzt (siehe
Tab. 9)

Tabelle 9: Zusammensetzung des Mediums fur sulfatreduzierende Bakterien.

Losung A
Destilliertes Wasser 980 ml
K,HPO, 054
NH,CI 109
Na,SO4 10g¢
CaCl; x 2 H,0 01g
MgSQO, x 7 H,0 2049
DL-Natriumlactat 2,090
Hefeextrakt 109
Resazurin 1mg
Losung B
Destilliertes Wasser 10 ml
FeSO4 x 7 H,0 0,54
Losung C
Destilliertes Wasser 10 ml
Natrium-Thioglycolat 01g
Ascorbinséure 01g

Die Loésung A wurde fir mehrere Minuten gekocht, um geldsten Sauerstoff zu
entfernen, und anschlieBend unter einer Stickstoff-Atmosphédre auf Raumtemperatur
abgekihlt. Nach Zugabe der Losungen B und C wurde der pH-Wert mit NaOH auf 7,8
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eingestellt und das Medium in gasdicht verschlielbare Reagenzréhrchen (,,Hungate-
Rohrchen®) Gberflhrt. Die Gasphase wurde mit Stickstoff ausgetauscht und die Réhrchen
autoklaviert. Das im Medium enthaltene Eisensulfat diente als Indikator fur das Wachstum
sulfatreduzierender Bakterien. Das von den Organismen gebildete Sulfid reagiert mit Eisen
zu unléslichem Eisensulfid, was zu einem deutlich sichtbaren schwarzen Niederschlag
fuhrt.

2.7.2 Titer sulfatreduzierender Bakterien

Die Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien im Darm von Pachnoda marginata
wurden mit dem Most-Probable-Number Verfahren (MPN, NAVEKE & TEPPER 1979) mit
fiinf Parallelen im Postgate-Medium (siehe Tab. 9) bestimmt. Die MPN-Reihen wurden fiir
3 Wochen bei 28 °C inkubiert.

2.7.3 Bestimmung von Sulfatkonzentrationen und in vitro Sulfatreduktionsraten

Die Sulfatkonzentrationen im Darm von Pachnoda marginata und Mastotermes
darwiniensis wurden mittels HPLC bestimmt. Fir die Untersuchungen wurden 3
(Pachnoda marginata) bzw. 10 (Mastotermes darwiniensis) Darme in 1 ml dH,O geldst
und anschliefend unlésliche Bestandteile abzentrifugiert. Die Messungen erfolgten mit
einer HPLC-Anlage (System S1021, Sykam, Gilching) mit einem elektrochemischen
Detektor (ED 40, Dionex, lIdstein). Die Trennung erfolgte mit einer CarboPacAsll Saule
(Dionex) bei einer Flussrate von 0,8 ml/min, mit 10 mM NaOH als Eluent.

Die Bestimmung von Sulfatreduktionsraten erfolgte mit Hilfe von radioaktiven
%30,% (0,07 MBq, spez. Radioaktivitat: 0,9-1,5 TB/mg S) nach ROSSER & HAMILTON
(1983) und SAss (1997). Hierzu wurden die Darminhalte in 3 ml Medium (nach WIDDEL &
BAak 1992) mit 10 mM Laktat und 0,3 mM Sulfat, aber ohne Eisensulfat, tberfuhrt.
Hiervon wurden 500 ul in ein Inkubationsgefal? (mit 10 ml Medium) injiziert und fur 5%
Stunden bei 28 °C inkubiert. Durch Zugabe von 6 M HCI wurde die Reaktion gestoppt.
AnschlieBend wurden die GefaRe fiir 20 Stunden geschittelt. Die Bestimmung des
gebildeten H,*S erfolge als Zn*S in 15 ml Szintillations Losung (Rotiszint eco plus, Roth,
Karlsruhe) mit einem Szintillationszéhler (LS 6000, Beckman Instruments, Munchen). Als
Referenzstamm wurde eine Kultur von Desulfovibrio intestinalis KMS2 mitgefiihrt (10°

Zellen/ml zu Beginn der Inkubation). Die Bestimmung von Sulfatkonzentrationen und
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Sulfat-reduktionsraten wurden von Farah Emtiazi und Inge Schonig durchgefiihrt (DROGE
et al. 2005a).

2.8 Molekularbiologische Untersuchungen

2.8.1 DNA-Extraktion von Reinkulturen

Zur Gewinnung von DNA aus Reinkulturen wurden zwischen 1 und 3 ml einer
frisch gewachsenen Kultur abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm). Das Zellpellet wurde
zweimal in sterilem DNA-freien PBS-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und in 50-100
pl DNA-freien Wasser resuspendiert. Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte nach
einem modifizierten Protokoll mit dem InstaGene Matrix Kit. Hierzu wurde zu der
gewaschenen Zellsuspension 200-400 pl (je nach Zelldichte) der InstaGene Matrix-Ldsung
zugegeben und fir 20 min bei 56 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere
Inkubation bei 98 °C (5 min) im Thermomixer bei 1000 Upm. Zelltrimmer und andere
unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt (13.000 Upm, 5 min). Der
Uberstand wurde direkt fiir die PCR (siehe Kapitel 2.8.3) verwendet oder bis zur spéteren
Verwendung bei -20 °C eingefroren.

Alternativ erfolgte die DNA-Extraktion mit dem Dynabeads DNA Direct-Kit.
Hierzu wurden 1 ml Kultur abzentrifugiert, in PBS-Puffer gewaschen und in 50 pl DNA-
freien Wasser geldst. Die Suspension wurde mit 200 pl Dynabeads-Loésung fir 5 min
inkubiert. Hierbei werden die Zellen mit Lyse-Puffer aufgelost und die freigesetzte DNA
bindet an die, in der Losung enthaltenen, magnetischen Partikel (Dynabeads). Der DNA-
haltige Komplex wurde magnetisch von den anderen Lésungsbestandteilen getrennt, mit

Puffer gewaschen und schlieBlich in 30 ul DNA-freien Wasser resuspendiert.

2.8.2 Extraktion bakterieller DNA aus Termitendéarmen

Fur die Extraktion bakterieller DNA aus Termitenddrmen wurden je Ansatz
mindestens 10 Termiten verwendet. Die Tiere wurden mit Ethanol (70 %) abgetotet,
oberflachendesinfiziert und anschlieBend mit sterilem DNA-freien Wasser abgespult. Alle
weiteren Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Dédrme wurden vom Abdomen
entfernt und jeweils in 50 ul PBS-Puffer Gberfihrt. Hier wurde die Garkammer des Darms
ge0ffnet und der Ansatz fur 5 min stehengelassen, damit die Flagellaten sowie groRere

Darmpartikel absedimentieren konnten. Die Uberstande der Ansitze wurden anschlieBend
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vereinigt und bei 13.000 Upm zentrifugiert. Die abzentrifugierten Zellen wurden in 100 pl
PBS-Puffer mit 10 mg/ml Poly A resuspendiert. Das Poly A diente der Absorption von
potentieller Fremd-DNA. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert, gewaschen und
schlieflich in 100 ul PBS-Puffer suspendiert. Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem
InstaGene Matrix-Kit (siehe Kapitel 2.8.1).

2.8.3 Amplifikation von Zielgenen mittels PCR

Die Zielgene von DNA-Extrakten aus Reinkulturen und Termitenddrmen wurden
mittels PCR amplifiziert (MEDLIN et al. 1988). Als Zielsequenz diente das 16S rRNA-Gen
sowie bei den Reinkulturen zusétzlich das Dinitrogenase-Reduktase kodierende Gen nifH.
Die prinzipielle Zusammensetzung der PCR-Ansatze ist in Tabelle 10 angegeben. Die

verwendeten Primer sind in Tabelle 14 angegeben.

Tabelle 10: Zusammensetzung der PCR-Ansétze zur Amplifizierung der 16S rDNA.

Losung Vol. [ul]
DNA-Probe 0,5-5

10 x PCR-Puffer 5

MgCl; (25 mM) 3-4
dNTP-L6sung 3
5’-Primer (10 pmol/ul) 2
3’-Primer (10 pmol/ul) 2
Wasser (steriles DNA-freies ddH,0) 30-33,5
DNA-Polymerase (5 U/ul) 1:5 verdinnt 1
Gesamtvolumen pro Ansatz: 50

Die Amplifizierung von 16S rRNA Gensequenzen erfolgte mit einer Touchdown-
PCR (DoN et al. 1991) unter den in Tabelle 11 angegebenen Bedingungen in einem
Thermocycler. Bei der Touchdown-PCR wird wéhrend einer bestimmten Zyklenzahl
(Phase I in Tabelle 11) die Anlagerungstemperatur schrittweise von einem Wert oberhalb
der zu erwartenden T, (Berechnete Schmelztemperatur der Primer) auf einen Wert
unterhalb der Ty, abgesenkt. Die Amplifikation von nifH-Genen erfolgte nach OHKUMA et
al. 1996 (siehe Tab. 12).



2. MATERIAL UND METHODEN

35

Tabelle 11: Bedingungen fir PCR-Amplifikation von 16S rDNA.

Start

Denaturierung der DNA

96 °C, 5 min

Phase I (10 Zyklen)

Denaturierung

Primeranlagerung

94 °C, 1 min
59-54.5°C Y 1 min
52-47,5°C 2, 1 min

Elongation 72 °C, 2 min

Phase 11 (20 Zyklen) | Denaturierung 94 °C, 1 min
Primeranlagerung 56 °C », 1 min
50 °C ?, 1 min

Elongation 72 °C, 2 min

Ende Abschlielende Elongation 72 °C,10 min

1) Mit Primern Spiro50f und 1392r bzw. SPN1269r
2) Mit Primern Eub5 und Eub3.

Fur das Isolat SPN1 aus der Termite Neotermes castaneus wurde ein spezifischer
Primer konstruiert (SPN1269r, siehe Tab. 14), um den Organismus im Darminhalt der
Termite molekularbiologisch nachweisen zu konnen. Die Konstruktion erfolgte mit Hilfe
des Programms GenDoc (Nicholas et al. 1997) auf Basis eines Alignments der 16S rRNA
Gensequenz von Stamm SPN1 mit 23 spirochaetalen Referenzsequenzen. Der Primer
wurde in Kombination mit dem Primer Spiro50f (siehe Tab. 14) unter den in Tabelle 11

angegebenen Bedingungen verwendet.

Tabelle 12: Bedingungen fiir PCR-Amplifikation von nifH-Genen.

Start Denaturierung der DNA 96 °C, 5 min

30 Zyklen Denaturierung 94 °C, 30 sec
Primeranlagerung 48 °C, 45 sec
Elongation 72 °C, 2 min

Ende Abschlielende Elongation 72 °C, 10 min

Zur  ldentifizierung  von  sulfatreduzierenden  Bakterien in  den
Anreicherungskulturen aus dem Darminhalt des Rosenkéafers Pachnoda marginata wurde

eine Teilsequenz des 16S rRNA-Gens mittels semispezifischer PCR bestimmt. Hierzu



2. MATERIAL UND METHODEN

36

wurde ein allgemeiner Eubakterien-Primer in Kombination mit einem fur die Gattung
Desulfovibrio spezifischen Primer verwendet (NEub 5 / NSRB 687r, siehe Tab. 14). Die

Bedingungen sind in Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13: Bedingungen fir semispezifische Amplifikation der 16S rDNA.

Start Denaturierung der DNA 96 °C, 5 min
30 Zyklen Denaturierung 94 °C, 1 min
Primeranlagerung 55 °C, 1 min
Elongation 72 °C, 1,5 min

Ende Abschlielende Elongation 72 °C, 10 min
Tabelle 14: Verwendete Primer.

Name Nukleotidsequenz Spezifitat

Eub5f (8) 5’-AGA GTT TGATCM TGG CT- 3 16S rDNA Eubakteria
Eub3r (1544) 5’-AGA AAG GAG GTGATCC-3 16S rDNA Eubakteria
Spiro50f 5’-TGG CGG CGC GTC TTA AG- 3’ 16S rDNA Spirochaeta
Eub1392r 5’-CCA CGG GCG GTG TGT AC- 3 16S rDNA Eubakteria
SPN1269r 5’-GGG TCCGTCTCGCTCT-3 16S rDNA Stamm SPN1
IGK 11f 2 5’-AAR GGN GGN ATH GGN AA- 3’ nifH-Gen

KAD 39f ? 5’-TGY GAY CCN AAR GCN GA- 3’ nifH-Gen

GEM 154r % 5’-ADN GCC ATC ATY TCN CC- 3 nifH-Gen

YAA 160r % 5’-ATRTTR TTN GCN GCR TA- 3’ nifH-Gen

NEub5f (8) 5-ATA TAT AAG CGG CCG CAG AGT |16S rDNA Eubakteria

TTG ATC MTG GCT C- 3
NSRB687r 5-ATA TAT AAG CGG CCG CTA CGG |16S rDNA Desulfovibrio
ATTTCACTCCT-3

1) Zahl in Klammern bzw. Primer-Bezeichnung: Nummer = Position des 5’-Endes relativ zur E. coli-
Nummerierung; f = forward; r = reverse.
2) Nummerierung basiert auf der entsprechenden Aminoséaureposition des nifH Gens von Klebsiella

pneumoniae.
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2.8.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte zur Analyse von Amplifikationsprodukten.
Hierzu wurden 0,33 g Agarose in 30 ml 1 x TBE-Puffer aufgekocht bis sich die Agarose
schlierenfrei gelost hatte. Das Gel wurde in eine Kammer eingegossen und an einem Ende
ein  Kamm eingesetzt. Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde der Kamm
herausgezogen und das Gel in eine mit 1 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophorese-Kammer
eingesetzt. In die Geltaschen wurden jeweils 5 pl Amplifikatonsprodukt, gemischt mit 1 pl
Ladepuffer, eingefillt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 90V (25-
30 min). Um die DNA sichtbar zu machen, wurde das Gel mit Ethidiumbromid angefarbt.
Das Ergebnis wurde unter UV-Licht auf einem Transilluminator fotographisch

dokumentiert.

2.8.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, welche fiir eine Sequenzierungsreaktion vorgesehen waren, wurden
einer Aufreinigung unterzogen, da Ruckstande wie freie Primer, Nukleotide und Tag-
Polymerase die Sequenzierung beeinflussen kdnnen. Die Aufreinigung erfolgte mit dem
QIAquick PCR Purifikation Kit, nach Anweisung des Herstellers. Alternativ erfolgte eine
Gelreinigung mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit. Die gereinigte DNA wurde in 30 pl

dH,0 aufgenommen.

2.8.6 Klonierung

Eine Klonierung von DNA-Produkten erfolgte mit den 16S rDNA Amplifikaten aus
der bakteriellen DNA von Termitenddrmen sowie den nifH-Amplifikaten aus
Reinkulturen. Die Ligation und Transformation der gereinigten Amplifikate wurde mit
dem TOPO TA Cloning Kit durchgefihrt. Das Kit beinhaltet den linearisierten
Plasmidvektor pCR 2.1-TOPO mit kovalent gebundener Topoisomerase I. Der Vektor hat
an den flankierenden Enden einen Baseniuiberhang aus einem Desoxythymidin. Damit sind
die Enden komplementdr zum jeweiligen PCR-Produkt, da die Tag-Polymerase
unabhédngig vom Template ein Desoxyadenosin an das 3 -Ende des synthetisierten DNA-
Strangs anhéngt. Die Topoisomerase | bindet an die DNA-Fragmente und ligiert die
Basenpaare in den Vektor. Der Vektor wird anschlieBend in chemisch kompetente

Escherichia coli Zellen transformiert. Zur Durchfiihrung wurden 1 — 3 pl frisches PCR-
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Produkt, 1 pl Salzlésung (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCly) 1 - 3 pl steriles Wasser und 1 pl
TOPO Vektor (6 pl finales Volumen) gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurden 2 pl des Reaktionsgemisches entnommen und mit unmittelbar
vorher aufgetauten One Shot TOP 10 Zellen (Invitrogen) gemischt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Die Transformation des Vektors erfolgte durch einen Hitzeschock der Zellen fur
30 Sekunden bei 42 °C. Der Ansatz wurde mit 250 pl S.0.C Medium gemischt und eine
Stunde unter Schutteln bei 37 °C inkubiert. Je Transformationsansatz wurden 20 - 50 pl
auf LB Agar Platten (10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; 15 g/l Agar; pH 7),
welche mit Ampicillin (50 pg/ml) und X-Gal (40 pg/ml) versehen waren, ausplattiert und
uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Positive Klone konnten anhand der weif3en Koloniefarbe
identifiziert werden (Klone mit Plasmid ohne Insert verfugen Uber das intakte Lac-Z-Gen

und spalten das X-Gal, was zu blau gefarbten Kolonien fihrt).

2.8.7 Plasmidisolierung

Einzelne weille Kolonien wurden von den Agarplatten entnommen und in
flissigem ampicillinhaltigen LB-Medium UGber Nacht kultiviert. Die Isolierung des
Plasmids erfolgte durch alkalische Lyse der Zellen und anschlieBende Fallung und
Reinigung der Plasmid-DNA. Die Durchfuhrung erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep

Kit nach Anweisungen des Herstellers.

2.8.8 Sequenzierung
Die Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA erfolgte nach der
Didesoxy-Methode (SANGER et al. 1977) und wurde in Auftragsarbeit von der Firma

Genterprise (Mainz) durchgefihrt.

2.8.9 Sequenzanalyse
Neu identifizierte DNA-Sequenzen wurden mit den verfligbaren homologen
Sequenzen verschiedener Datenbanken verglichen. Folgende Datenbanken wurden fir den
Vergleich herangezogen:
» EMBL http://www.ebi.ac.uk/embl/ (STOESSER et al. 2003)
» RDP http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp (CoLE et al. 2005)
» NCBI/GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (BENSON et al. 2004)


http://www.ebi.ac.uk/
http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp
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Mit Hilfe der Datenbanken wurden die am n&chsten verwandten Organismen
ermittelt und zusammen mit Referenz-Organismen in ein Alignment mit den neu
identifizierten DNA-Sequenzen eingefiigt. Das Alignment wurde mit dem Programm
ClustalX erstellt (THOMPSON et al. 1997).

2.8.10 Erstellung phylogenetischer Stammbaume
Die Berechnung und Konstruktion phylogentischer Stammbaume erfolgte mit dem
Programm-Paket PHYLIP 3.5 (FELSENSTEIN 1993). Folgende Programme bzw. Methoden

wurden fur die Stammbaumkonstruktion verwendet:

» Distanz-Matrix-Methoden mit den Programmen DNADIST, FITCH und
NEIGHBOR:

Das Programm DNADIST berechnet die phylogenetischen Distanzen zwischen
allen Organismen eines Alignments in Form einer Distanz-Matrix. Da sich Sequenzen im
Laufe der Evolution nicht linear verandern, ist eine direkte Distanzberechnung nicht
sinnvoll. Dementsprechend stehen verschiedene Korrekturmethoden zur Verfligung. Das
Jukes-Cantor-one-parameter-Modell (JUKES & CANTOR 1969) stellt einen Korrekturfaktor
fur multiple Substitutionen zur Verfigung, wobei Transitionen (Purin-Purin- bzw.
Pyrimidin-Pyrimidin-Substitutionen) und Transversionen (Anderung der Nukleotid-
Klasse) gleich bewertet werden. Im erweiterten Kimura-two-parameter-Modell (KIMURA
1980) wird zusatzlich bericksichtigt das Transitionen hdufiger vorkommen als
Transversionen. Die ermittelten Distanzmatrizen dienten als Grundlage fur die phanetische
Clusteranalyse. Hierfur wurden die Programme FITCH (Algorithmen nach FITcH &
MARGOLIASH, 1967) oder NEIGHBOR (Neighbor-Joining-Methode, SAITou & NEI 1987)

verwendet.

» Maximum Likelihood-Methode mit dem Programm DNAML:

Der Maximum Likelihood-Methode liegen  statistische  Modelle  der
Wahrscheinlichkeitsrechnung  zugrunde. Fur die  Konstruktion phylogenetischer
Stammbdume wurde die Methode erstmals von FELSENSTEIN (1981) angewandt. Die

Methode basiert auf der Annahme, dass alle Basen einer Sequenz unabhéngig voneinander
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mutieren. Hieraus ergeben sich fur jede Basenposition verschiedene Madoglichkeiten.
Entweder kann die Base im Laufe der Evolution unveréndert geblieben sein oder es hat
eine Transition oder aber eine Transversion stattgefunden. Bei der Maximum Likelihood-
Methode wird die Wahrscheinlichkeit jedes Ereignisses fiir jede Base berechnet und
anschlieBend durch Aufsummieren der Einzelergebnisse die Wahrscheinlichkeit des
gesamten Stammbaums errechnet. Als Ergebnis erhalt man das Evolutionsmodell welches

mit der gréRten Wahrscheinlichkeit zu den vorhandenen Daten (Sequenzen) gefihrt hat.

2.8.11 Statistische Absicherung phylogenetischer Baume

Zur statistischen Absicherung von phylogenetischen Stammbdumen wurden
Bootstrap-Analysen durchgefiihrt (FELSENSTEIN 1985). Bei diesem Verfahren werden
ausgehend von der Original-Matrix eine vorgegebene Zahl (meist 100 bis 1000) so
genannter Pseudomatrizen simuliert, welche sich in zuféllig ausgewahlten Merkmalen von
der Ausgangs-Matrix unterscheiden. Mit diesen Datensdtzen wird jeweils die gleiche
Analyse wie mit der Original-Matrix durchgefiihrt und hieraus ein Consensus-Baum
errechnet. Der Consensus-Baum gibt fir jede Verzweigung an, wie oft sie in allen
simulierten B&umen vorkommt. Der prozentuelle Bootstrap-Wert ab dem eine
Verzweigung als stabil angesehen werden kann, liegt nach HiLLis & BuLL (1993) bei 70
%.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von Spirochaeten aus Termitendarmen

3.1.1 Anreicherung und Isolierung von Spirochaeten aus Termitendarmen

Fir Anreicherungsversuche mit verschiedenen Wachstumssubstraten wurden neun
Termitenarten aus verschiedenen Familien der niederen Termiten verwendet. Hierbei
handelte es sich um die Termiten Coptotermes formosanus, Coptotermes niger,
Reticulitermes speratus (Rhinotermitidae), Incisitermes marginipennis, Incisitermes
tabogae, Kalotermes flavicollis, Neotermes castaneus (Kalotermitidae), Mastotermes
darwiniensis (Mastotermitidae) und Zootermopsis angusticollis (Termopsidae).

Generell war zu beobachten, dass bei Ansatzen, denen keine komplexen Substrate
(Hefeextrakt bzw. Hefelysat) zugegeben wurden, kein Wachstum von Spirochaeten
erfolgte. Stabile Anreicherungskulturen konnten aus den Termiten Incisitermes
marginipennis, Incisitermes tabogae und Neotermes castaneus gewonnenen werden (Tab.
15). In den Ansétzen aus Incisitermes marginipennis lagen vorwiegend enggewundene
(Wellenlange 1 - 1,5 uM) Morphotypen mit einem Zelldurchmesser von 0,1 - 0,3 um und
einer Lange zwischen 5 - 15 um vor. Demgegeniber waren in den Ansétzen aus
Incisitermes tabogae grofRere Spirochaeten (10 - 30 um) mit Zelldurchmessern zwischen

0,4 - 0,6 um und Wellenlédngen zwischen 5 - 7 um vorherrschend.

Tabelle 15: Anreicherungskulturen von Spirochaeten.

Termite Substrate V Atmosphére Morphotypen
Incisitermes marginipennis Sl H,/CO, 0,1-0,3x5-15pum
S H,/CO, 1-1,5pum Wellen-
Hefelysat H,/co, lange
Incisitermes tabogae Sl H,/CO,  0,4-0,6 x10-30 pm
5—7 um Wellenlange
S H,/CO,
Neotermes castaneus Sli H,/CO, Cocooide Zellen,
zwischen 0,5 -2 um g
Sl N>

1) Siehe Tab. 7, Kap. 2.6.1.
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Ein Sonderfall waren die Ansétze aus Neotermes castaneus. Hier waren nur wenige
auf den ersten Blick als Spirochaeten zu erkennende Zellen sichtbar. VVorherrschend waren
vielmehr unbewegliche coccoide Zellformen mit einem Durchmesser von 0,5 - 2 pum.
Allerdings &hnelten diese Zellen bekannten coccoiden Zellstadien, welche bei Spirochaeten
unter bestimmten Umweltbedingungen vorkommen kénnen (CANALE-PAROLA 1984) und
wurden daher weiter bearbeitet. Alle Anreicherungen, in denen Spirochaeten anwuchsen,
waren mit komplexen Substraten bzw. Substratgemischen supplementiert, entweder mit
Hefelysat oder mit Kombinationen aus Hefeextrakt, Pepton, Glucose und Fleischextrakt.

Aus den Ddrmen der Termiten Coptotermes formosanus, Coptotermes niger,
Kalotermes flavicollis, Mastotermes darwiniensis, Reticulitermes speratus und
Zootermopsis angusticollis konnten keine stabilen Anreicherungskulturen gewonnen
werden. Entweder war kein bzw. nur sehr schwaches Wachstum zu beobachten oder die
Spirochaeten wurden von der Begleitflora tiberwachsen.

Aus den Anreicherungen von Neotermes castaneus, Incisitermes marginipennis und
Incisitermes tabogae wurden insgesamt sechs Reinkulturen (siehe Tab. 16) gewonnen. Die
Isolation erfolgte Uber wiederholte Tiefagarverdinnungsreihen im jeweiligen

Anreicherungsmedium.

Tabelle 16: Reinkulturen aus

Termite Isolat . )
Termitendarmen.
Neotermes castaneus SPN1
SPN2
Incisitermes marginipennis SPIM20
SPIM24
SPIM25

Incisitermes tabogae SPIT5
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3.1.2 Charakterisierung von Stamm SPN1

Der Stamm SPN1 wurde aus dem Darm der Termite Neotermes castaneus isoliert.
Die Anreicherung erfolgte im Mineralmedium (Kap. 2.6.1) mit dem Substratgemisch S 11
als Energie- und Kohlenstoffquelle unter einer H,/CO,-Atmosphare (80/20). Der ebenfalls
aus Neotermes castaneus isolierte Stamm SPN2 zeigte bei der phylogenetischen
Untersuchung eine mehr als 99 %ige Ubereinstimmung in der 16S rRNA Gensequenz mit
Stamm SPN1 und wurde daher nicht ndher charakterisiert.

Die Isolation  von  Stamm  SPN1  erfolgte  Uber  wiederholte
Tiefagarverdunnungsreinen  im  Anreicherungsmedium.  Stamm  SPN1  bildete
spindelférmige gelblich-weil’e Kolonien, die nach einer Inkubationszeit von zwei bis drei
Wochen im Agar sichtbar waren. Die Zellen von Stamm SPN1 zeigten eine coccoide
Zellform und waren unbeweglich (Abb. 9). Die fiir Spirochaeten sonst typische helikale
Zellform wurde in keiner Wachstumsphase beobachtet. Insbesondere in der friihen

Wachstumsphase war die Bildung von Aggregaten mit meist funf bis zehn Zellen zu

beobachten.

Abbildung 9: Phasenkontrastaufnahme
von Stamm SPN1.

Die Zellen hatten einen Durchmesser von 0,5 - 2 um und waren von einer auf3eren
Hullmembran umgeben (siehe Abb. 10A und B). Geil3eln bzw. die, fir den Bewegungs-
apparat der Spirochaeten ansonsten charakteristischen Axialfibrillen, waren auf den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht zu erkennen. Bei den dunkleren

kondensierten Bereichen im ansonsten lockeren Cytoplasma (Abb. 10B) kdnnte es sich um
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Reservestoffe handeln. In &lteren Kulturen traten vermehrt groRere Strukturen auf, wo zwei

oder mehr Zellen von der duBeren Membran umhllt waren (siehe Abb. 11)

Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stamm SPN1. Die &uRere

Hullmembran ist in Abbildung B mit einem Pfeil markiert.

Der Stamm SPN1 konnte als strikt anaerober Organismus charakterisiert werden.
Der Stamm war Katalase-negativ und wuchs nur in Abwesenheit von Sauerstoff. Die
H,/CO,-Atmosphdare  lie®  sich, ohne  signifikanten  Einfluss auf  die
Wachstumsgeschwindigkeit und den Zellertrag, durch eine reine Stickstoff-Atmosphére

ersetzen.

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische
Aufnahme von Stamm SPN1. Zwei Zellen
mit einer gemeinsamen Membran (Pfeile).
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Bei den physiologischen Untersuchungen zeigte sich, dass Stamm SPN1 mit
Hefeextrakt als alleiniger Energie- und Kohlenstoffquelle wachsen konnte, wobei die
Zugabe von Pepton (0,1 - 0,2 %) wachstumsfordernd wirkte. Eine zusétzliche
Supplementierung des Mediums mit Vitaminen, Spurenelementen und Co-Faktoren (siehe
Kap. 2.6.1) zeigte keine positiven Wachstumseffekte. Als wesentliche Stoffwechsel-
produkte konnten Formiat, Acetat und Ethanol identifiziert werden. Die weitere
Kultivierung von Stamm SPNL1 erfolgte im Mineralmedium mit 0,4 % Hefeextrakt und
0,2 % Pepton (S-YP-Medium). Da Hefeextrakt einen hohen Proteinanteil hat, wurde auch
die Fermentation von Aminoséuren als moglicher Stoffwechselweg in Betracht gezogen.
Entsprechende Untersuchungen konnten diese Annahme allerdings nicht bestéatigen. Auch
waren keine erhéhten Ammoniak-Konzentrationen nachweisbar. Im Folgenden wurde das
Wachstum von Stamm SPN1 bei Zugabe verschiedener Zucker zum S-YP-Medium
untersucht (Abb. 12).

0,3 0,3 -

0,25 A 0,25 +

0,2

0,15

0. D. [546 nm]

01

0,05

Inkubationszeit [h] Inkubationszeit [h]

—- o --Cellobiose - -& —Maltose ---4-- Xylose —o— Arabinose
—a— Maltotriose ---0--- Maltotetraose - -o—— Glucose --¢--Galactose
—-x-- SYP —%—S-YP

Abbildung 12: Wachstum von Stamm SPN1 mit Pentosen, Hexosen und

Oligosacchariden.
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Mit dem Grundmedium (S-YP-Medium ohne Zusatz) erreichte Stamm SPN1 nach
gut vier Tagen Inkubationszeit eine maximale O.D. von ca. 0,15. Eine Steigerung der
Wachstumsgeschwindigkeit sowie signifikant hohere O.D.-Werte zeigten sich
insbesondere bei Zugabe von Maltose, Maltotriose, Maltotetraose und Xylose. In Tabelle
17 sind  Zellertrag, Verdopplungszeit sowie die Menge der gebildeten
Stoffwechselprodukte zusammengefasst. Im Vergleich zum Grundmedium zeigte sich bei
den Ansdtzen mit Maltose, Maltotriose und Maltotetraose eine deutliche Zunahme der
Fermentationsprodukte Formiat, Acetat und Ethanol. Dies korrespondierte mit einem
hoheren Zellertrag und kirzeren Verdopplungszeiten. Bei den Pentosen Arabinose und
Xylose sowie bei Cellobiose zeigten sich ebenfalls positive Wachstumseffekte, allerdings
weniger stark ausgepragt. Bei den Hexosen Glucose und Galactose zeigte sich hingegen

kein signifikanter Unterschied zum Grundmedium.

Tabelle 17: Zellertrag, Verdopplungszeit und Fermentationsprodukte von Stamm SPN1.

Substrate ¥ Zellertrag tq [h] ¥ Fermentationsprodukte [mmol]
[107 Zellen/ml] (Formiat/Acetat/Ethanol)
Kontrolle 38.6 (+ 2.6) 29.1 2.712.0/26
Arabinose 50.8 (+4.8) 25.7 38/26/3.1
Xylose 53.7 (£ 3.8) 25.2 31/22/3.0
Glucose 41.8 (£2.8) 28.8 27119127
Galactose 40.6 (£ 2.2) 30.0 27/119/3.0
Maltose 64.2 (£ 3.9) 22.6 48/3.2/5.6
Cellobiose 46.4 (£ 3.0) 28.3 29/2.0/3.2
Maltotriose 66.2 (+5.6) 21.4 40/26/4.6
Maltotetraose 57.3(£5.4) 24.9 34/26/4.5

a) Die Substrate wurden dem S-YP Medium zugegeben. Inkubation bei 30 °C.
b) Endkonzentration 6 mM auf3er Disaccharide (3 mM), Maltotriose (2 mM) und Maltotetraose (1.5 mM).
¢) S-YP Medium ohne zusétzliches Substrat.

d) Verdopplungszeit.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Verbrauch der angebotenen
Kohlenhydrate mittels HPLC analysiert (Abb.13). Bei Maltotetraose war aufgrund einer
Uberlagerung mit einem anderen Peak eine genaue Quantifizierung nicht moglich. Im Fall
von Arabinose und Xylose wurden 1,2 — 1,3 mM des angebotenen Substrates (6 mM)
abgebaut. Deutlich starker war der Abbau bei Maltose, Cellobiose und Maltotriose. Hier
wurde der grolte Teil des Substrats verbraucht. Allerdings konnte in diesen Ansdtzen am

Ende der Inkubationszeit freie Glucose nachgewiesen werden. Das galt insbesondere beim
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Ansatz mit Cellulose, der eine Glucosekonzentration von 1,5 mM aufwies (Maltose 1 mM,
Maltotriose 0,5 mM). Bei Glucose und Galactose war keine signifikante Abnahme zu

beobachten.

BTOh BT120h

Konzentration [mM]

Substrate
Abbildung 13: Substratverbrauch von Stamm SPNL1 (T = Inkubationszeit).

Polymere Substanzen wie Cellululose, CMC, Xylan und Arabinogalactan wurden von
Stamm SPN1 nicht verwertet.

Im Hinblick auf die Bestimmung der Stochiometrie bei der Fermentation von
Kohlenhydraten ergab sich die Problematik, dass Stamm SPN1 auch mit Hefeextrakt als
alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle Wachstum zeigte und signifikante Mengen an
Formiat, Ethanol und Acetat bildete (siehe Tab. 17). Andererseits zeigte sich in einem
definierten Medium (inkl. Vitamin- und Spurenelementldsung) ohne Zusatz von
Hefeextrakt generell kein Wachstum. Zur Erstellung einer Fermentationsbilanz ohne den
Hintergrund des Hefeextraktes wurden daher Untersuchungen mit aufkonzentrierten
gewaschenen Zellsuspensionen durchgefiihrt. Hierzu wurde der Stamm im S-YP-Medium
bis zum Ende der exponentiellen Wachstumsphase angezogen und durch Zentrifugation
auf einen Titer von ca. 5 x 10° Zellen/ml aufkonzentriert. AnschlieRend wurden die Zellen

mehrfach gewaschen und im hefeextraktfreien Grundmedium mit 2,5 mM Maltose fir
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20 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit war die angebotene Maltose
vollstandig verbraucht. Hierbei bildete der Stamm je mM verbrauchter Maltose 2,9 mM
Formiat, 2,2 mM Ethanol und 1,4 mM Acetat. Anhand der HPLC-Profile lieBen sich keine
weiteren Produkte in signifikanter Menge nachweisen. Somit wurden ca. 84 % des
eingesetzten Substratkohlenstoffs in den gebildeten Produkten wiedergefunden.

Die optimale Wachstumstemperatur von Stamm SPN1 lag bei 30 °C und somit in
dem Temperaturbereich, bei dem die Wirtstermiten gehalten wurden. Unterhalb von 15 °C
und oberhalb von 40 °C zeigte sich kein Wachstum. Der pH-Bereich, in dem Wachstum
beobachtet wurde, lag zwischen 5.5 und 9.5, das pH-Optimum bei 7.4. Der GC-Gehalt der
DNA von Stamm SPN1 lag bei 56,6 - 57,4 mol% und damit in einem fir die Gattung
Spirochaeta typischen Bereich (51 — 65 mol%; CANALE-PAROLA 1984).

Aufgrund der morphologischen Besonderheiten sowie der physiologischen und
phylogenetischen Unterschiede zu bisher charakterisierten Vertretern der Gattung
Spirochaeta wurde der Stamm SPN1 als neue Art, Spirochaeta coccoides sp. nov.,
bezeichnet (DROGE et al. 2005b). Referenzkulturen wurden bei der DSMZ, Braunschweig
(DSM 17374) und der ATCC, Manassas, USA (ATTC BAA-1237) hinterlegt.
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3.1.3 Charakterisierung von Kultur SPIT5

Die Kultur SPIT5 wurde aus dem Darm der Termite Incisitermes tabogae isoliert.
Die Anreicherung erfolgte im Mineralmedium mit dem Substratgemisch S 111 als Energie-
und Kohlenstoffquelle unter einer H,/CO,-Atmosphére (80/20). Die Isolierung erfolgte
Uber Tiefagarverdiinnungsreihen im Anreicherungsmedium. Bis Kolonien im Agar sichtbar
waren, bedurfte es einer erheblichen Inkubationszeit von 6 bis 8 Wochen. Weiterhin war
zu beobachten, dass das Wachstum im Tiefagar stark konzentrationsabhangig war.
Kolonien bildeten sich nur in Ansdtzen mit Agarkonzentrationen von maximal 1 %.
Konzentrationen oberhalb von 1 % wirkten dagegen generell wachstumshemmend. Der
Stamm SPIT5 bildete rundliche, weilRe Kolonien mit undefinierten &ueren Abgrenzungen
(,,cottonball-like*). Die Zellen von Stamm SPIT5 waren zwischen 15 und 25 um lang

(siehe Abb. 15). Mit einer Wellenlange von ca. 6 - 7 um war die Spiralisierung der Zellen

weniger stark ausgepragt.

Abbildung 15: Phasenkontrast-
aufnahme von Stamm SPIT5.

Auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind der Protoplasmazylinder und
die aulRere Hullmembran von Stamm SPIT5 gut zu erkennen (Abb.16A). Die Zellen hatten
einen Durchmesser von ca. 0,4 — 0,5 um (Abb. 16B). Eine genaue Bestimmung der Anzahl

der Axialfibrillen war anhand der Aufnahmen nicht moglich.
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Abbildung 16: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Kultur SPIT5. Die dufRere

Hillmembran ist in Abbildung A mit einem Pfeil markiert.

Der Stamm SPIT5 wuchs nur unter strikt anaeroben Bedingungen und war
Katalase-negativ. Ebenso wie Stamm SPN1 war auch Stamm SPIT5 auf Hefeextrakt im
Medium angewiesen. Die H,CO,-Atmosphére lieR sich ohne signifikanten Einfluss auf das
Wachstumsverhalten durch eine N,/CO,-Atmosphére ersetzten. Im Gegensatz zu Stamm
SPN1 zeigte sich jedoch kein Wachstum unter einer reinen N, Atmosphére, auch dann
nicht, wenn das Medium mit Phosphat statt Carbonat gepuffert wurde. Fur die
physiologischen Untersuchungen wurde das Wachstumsverhalten von SPITS im
modifizierten Anreicherungsmedium (ohne Glucose; S-YPII) mit und ohne Zusatz
verschiedener Zucker untersucht (Abb. 17). Generell war eine ausgepragte lag-Phase von 5
bis 6 Tagen und ein langsames Wachstum (Verdopplungszeit > 50 h) zu beobachten. Im
Basalmedium (ohne Kohlenhydrate) erreichte SPIT5 lediglich eine O.D. von 0,07. Ein
ahnlicher Wachstumsverlauf zeigte sich bei Zugabe von Arabinose, Glucose und
Galactose. Eine Steigerung der Wachstumsgeschwindigkeit sowie signifikant hdéhere
Zelldichten zeigten sich bei Zugabe von Xylose, Cellobiose, Maltose und Maltotriose. Als
Fermentationsprodukte lieen sich Ethanol und Acetat bestimmen (Tab. 18), Formiat
wurde hingegen nicht gefunden. Hauptprodukt war Ethanol, wahrend Acetat generell in
deutlich niedrigeren Konzentrationen gefunden wurde bzw. in einigen Ansatzen nicht
nachweisbar war. Die hochste Zellzahl erreichte Stamm SPIT5 mit Xylose als Substrat (ca.
2,6 x 108 Zellen/ml).
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Abbildung 17: Wachstum von SPIT5 mit Pentosen, Hexosen und Oligosacchariden.

Bei der Analyse der angebotenen Substrate zeigte sich, dass Xylose, Cellobiose und
Maltotriose am Ende der Inkubationszeit vollstdndig und Maltose zum grofiten Teil

verbraucht waren (siehe Abb. 18).

Tabelle 18: Zellertrag, Verdopplungszeit und Fermentationsprodukte von SPIT5.

Substrate @ Zellertrag tq [] @ Fermentationsprodukte [mmol]
[107 Zellen/ml] (Acetat / Ethanol) ©
Kontrolle © 8.8 (+1.8) n.b. nd./1.2
Arabinose 10.7 (£ 1.0) n.b. nd./1.4
Xylose 25.8 (£1.8) 52.9 0.8/6.8
Glucose 10.0 (£ 1.7) n.b. nd./1.4
Galactose 9.1(x14) n.b. 05/1.8
Maltose 19.2 (£ 2.0) 60.5 n.d./3.7
Cellobiose 17.1 (£ 1.3) 53.9 05/44
Maltotriose 19.6 (£ 2.9) 715 2.3/3.0

a) Die Substrate wurden dem S-YPII Medium zugegeben. Inkubation bei 30 °C.

b) Endkonzentration:Pentosen 5 mM; Hexosen 4 mM; Disaccharide 2 mM, Maltotriose 1,5 mM.
¢) S-YPII Medium ohne zusatzliches Substrat.

d) Verdopplungszeit; n.b.: nicht bestimmt.

e) n.d.: nicht detektiert.
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Bei den Ansadtzen mit Cellobiose und Maltose konnte am Ende der Inkubationszeit
jeweils freie Glucose nachgewiesen werden (1,2 mM bei Cellobiose, 0,7 mM Maltose). Bei
Arabinose zeigte sich eine Abnahme um ca. 1 mM, wahrend die Konzentrationen von

Glucose und Galactose nahezu unverandert waren.

BTOh®=T400h

Konzentration [mM]

Substrate

Abbildung 18: Substratverbrauch von SPIT5 (T = Inkubationszeit).

Im Bezug auf die Wiederfindungsraten des Substratkohlenstoffs in den gebildeten
Produkten ergeben sich fur den Stamm SPIT5 vergleichsweise niedrige Werte. Bei Xylose
wirde dieser Wert unter der Annahme, dass die CO,-Bildung der Summe aus Ethanol und
Acetat entspricht, bei rund 77 % liegen (korrigiert um die Ethanolbildung bei der
Kontrolle, siehe Tab. 18). Pflanzliche Polymere wurden von Stamm SPIT5, ahnlich wie bei
Stamm SPN1, nicht abgebaut. Der Temperaturbereich von Stamm SPIT5 lag zwischen 15
und 36 °C, bei einem Optimum von 30 °C. Der pH-Bereich lag zwischen 6,5 und 8, bei
einem Optimum von 7,2 - 7,4.
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3.1.4 Charakterisierung von Stamm SPIM25

Der Stamm SPIM25 wurde aus dem Darm der Termite Incisitermes marginipennis
isoliert. Die Anreicherung erfolgte im Mineralmedium (Kap. 2.6.1) mit dem
Substratgemisch S 11 als Energie- und Kohlenstoffquelle unter einer Hy/CO,-Atmosphére
(80/20). Die Isolierung erfolgte UGber wiederholte Tiefagarverdinnungsreinen im
Anreicherungsmedium. Der Stamm bildete leicht transparent-durchscheinende, weile
Kolonien. Ahnlich wie bei Stamm SPIT5 bedurfte es einer erheblichen Inkubationszeit von
ca. 6 — 8 Wochen bis die Kolonien im Agar deutlich sichtbar waren.

Die Zellen von Stamm SPIM25 waren zwischen 12 — 20 um lang und hatten einen
Durchmesser von ca. 0,2 — 0,25 pm (siehe Abb. 19). Im Vergleich zu Stamm SPIT5
zeigten der Stamm SPIM25 eine deutlich stérkere Spiralisierung des Protoplasmazylinders.
Hierbei betrug die Wellenlange ca. 1,4 pum bei einer Amplitude von etwa 0,5 - 0,6 pm
(siehe Abb. 20). Die elektronenmikroskopischen Querschnitte der Zellen zeigten, dass
Stamm SPIM25 Uber eine Axialfibrille verflgte (siehe Abb. 20B und C).

Abbildung 19: Phasenkontrast-
aufnahme von Stamm SPIM25.

Der Stamm SPIM25 wuchs nur unter strikt anaeroben Bedingungen und war
Katalase-negativ. Ahnlich wie Stamm SPIT5 lieR sich SPIM25 unter einer H,/CO, und
einer No/CO, Atmosphare (jeweils 80/20) kultivieren, nicht jedoch unter reinem Stickstoff.
Auch Stamm SPIM25 benétigte Hefeextrakt im Medium, welches sich nicht durch
Supplementldsungen ersetzten lieR.
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Abbildung 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stamm SPIM25. Abbildung A
zeigt einen L&ngsschnitt von Stamm SPIM25 (Der Balken entspricht 1 um). Abbildung B
zeigt einen Querschnitt mit einer Axialfibrille (Markiert mit Pfeil; Der Balken entspricht
0,1 pm).

Fur die physiologischen Untersuchungen wurde das Wachstumsverhalten von
SPIM25 im modifizierten Anreicherungsmedium (ohne Glucose; S-YPII) mit und ohne
Zusatz verschiedener Zucker untersucht. Die Analysen erwiesen sich allerdings bei Stamm
SPIM25 aufgrund des dufRerst langsamen Wachstums und des geringen Zellertrags als
schwierig. So erreichten die Kulturen die stationdre Phase erst nach ca. 3 Wochen
Inkubationszeit, wobei die Zellertrage generell deutlich unterhalb von 10° Zellen/ml lagen.
Ein geringer Verbrauch des angebotenen Substrats zeigte sich bei Maltose und Cellobiose
(jeweils ca. 0,5 mM) sowie bei Xylose (ca. 0,7 mM), wahrend bei Arabinose, Glucose,
Galactose und Maltotriose keine Abnahme feststellbar war. Eine eindeutige Korrelation
mit Zellzahlen bzw. Produktbildung war nicht festzustellen. In allen Ansatzen waren am
Ende der Inkubationszeit geringe Mengen an Acetat (0,4 — 0,8 mM) nachweisbar. Formiat,
Ethanol oder andere Stoffwechselprodukte wurden dagegen nicht gefunden. Aufgrund der

schwer zu interpretierenden Ergebnisse wurden weitere Untersuchungen an
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aufkonzentrierten gewaschenen Zellsuspensionen (Vergl. Kap. 3.1.2) durchgefiihrt. Hierbei
konnte mit Cellobiose als Substrat neben Acetat (1,1 Mol je Mol verbrauchter Cellobiose)
auch Ethanol (1 Mol/Mol Cellobiose) nachgewiesen werden. Die Wiederfindungsrate des
Substratkohlenstoffs lag damit allerdings nur bei rund 52 % (Unter der Annahme, dass die
CO,-Bildung gleich der Summe aus Acetat und Ethanol ist). Weitere Stoffwechselprodukte
waren anhand der HPLC-Profile nicht nachweisbar.

Die ebenfalls aus Incisitermes marginipennis isolierten Stamme SPIM20 und
SPIM24 waren mit Stamm SPIM25 phylogenetisch eng verwandt (siehe Kap. 3.1.6) und
wiesen morphologisch und physiologisch keine signifikanten Unterschiede auf.
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3.1.5 Qualitativer Nachweis relevanter Enzyme des Lignocelluloseabbaus

Holz, die Hauptnahrung der Termiten, besteht im Wesentlichen aus den Polymeren
Cellulose, Hemicellulose und Lignin. Wé&hrend das Lignin, wenn Uberhaupt, nur in
geringem Umfang von der mikrobiellen Darmflora angegriffen wird, ist der Abbau von
Cellulose und Hemicellulose im Termitendarm sehr effektiv. Der vollstdndige Abbau
dieser Polymere erfordert eine umfangreiche enzymatische Ausstattung. Zur Bestimmung
der enzymatischen Féhigkeiten der gewonnenen Isolate wurden Nitrophenol gekoppelte
Substratanaloga eingesetzt (siehe Abb. 21). Da zum Nahrungsspektrum der meisten
Termiten neben Holz auch anderes pflanzliches Material gehort, wurden neben Enzymen,

die am Lignocelluloseabbau beteiligt sind, auch solche getestet, die am Abbau pflanzlicher

Speicherstoffe (Amylose) mitwirken.

Abbildung 21: Nachweis enzymatischer Aktivitat bei den Stdmmen SPN1 (linkes Bild)
und SPIT5 (rechtes Bild) am Beispiel von B-D-Xylosidase (das jeweils rechte Rohrchen

zeigt die Negativkontrolle).

Die Ergebnisse der enzymatischen Untersuchungen sind in Tabelle 19
zusammmengefasst. Bei allen Stdammen war Aktivitat von a- und B-D-Glucosidase, B-D-
Xylosidase und B-D-Fucosidase nachweisbar. Bei B-D-Galactosidase war bei keinem
Stamm Aktivitat feststellbar, gleiches galt fur p-D-Glucuronidase und a-D-Mannosidase.
Aktivitat von B-D-Cellobiosidase war bei den Stammen SPIT5 und SPIM20 nachweisbar,
a-L-Arabinosidase- und o-D-Galactosidase-Aktivitét zeigte sich jeweils bei Stamm SPN1
und SPITS.



57

3. ERGEBNISSE

asepIsojAX-a-¢

9SepISOUURIN-q-0

asepluoinan|o-q-g

asepisoan|o-q-g

+ 3sepIsoan|9-g-o

— asepIso)aeen-q-¢g

+ asepIs0)oe[RD-g-0

+ asepisoand-g-¢

_ asepIso1qo|180-a-¢d

+ asepIsoulgesy-1-0

GZINIdS Wwels

0ZINIdS Wwels G11dS wweis TNdS WwWels

apisourIAdolAX-q-g-|AusydomiN-d

apisouelAdouueN-q-0-jAusydoniN-d

apiuoinan|o-a-g-jAusydoaniN-d

apisouriAdoon|9-q-g-1AusydoniN-d

pisouelAdoon|9-qg-n-jAusydoniN-d

pisouelAdoloefen-q-g-jAusydomiN-d

pisouelAdoloee-q-n-jAusydoniN-d

pisouelAdoon4-a-g-jAusydoniN-d

p1soiqo|3D-a-g-AuaydoniN-d

pisouelAdoulgely-1-g-1AuaydoaiN-d

uon ey

wAzuy

uogojeuejeIISqng

*912|0S| UBUauuoMab Jap UsIBlIAIY J8UdsnewAzus siamydeN Jaanenend 61 dPqeL



3. ERGEBNISSE 58

Bei den Stammen SPN1 und SPIT5 hatten vorhergehende Untersuchungen gezeigt,
dass die Organismen zwar das Disaccharid Maltose verwerten konnten, andererseits war
aber keine signifikante Verwertung von Glucose nachweisbar (siehe Kap. 3.1.2 /3.1.3). Da
bei beiden Organismen oa-Glucosidase-Aktivitdt nachgewiesen wurde, ergab sich die
Frage, ob die Organismen Exoenzyme ins Medium abgeben oder ob die enzymatische
Aktivitat zellgebunden ist. Um diese Frage zu klaren wurden beide Organismen im S-YP-
Medium (mit 2 mM Maltose) bis zum Ende der exponentiellen Wachstumsphase inkubiert.
AnschlieBend wurden die Organismen durch Zentrifugation entfernt und das zellfreie
Medium mit Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid inkubiert. Parallel erfolgte die Inkubation
einer gewachsenen Kultur unter gleichen Bedingungen. Wahrend die Ansédtze mit Zellen
einen deutlichen Farbumschlag infolge der enzymatischen Aktivitat zeigten, war bei den
zellfreien Ansétzen keine Reaktion feststellbar (siehe Abb. 22).

Abbildung 22: Gewachsene Kultur (jeweils linkes Rohrchen) im Vergleich mit zellfreiem

Kulturiiberstand (jeweils rechtes Rohrchen) von Stamm SPNL1 (linkes Bild) und Stamm

SPIT5 (rechtes Bild) nach 24 h Inkubation mit Nitrophenyl-o-D-Glucopyranosid.
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3.1.6 Phylogenetische Charakterisierung der Isolate

Zur Ermittlung der phylogenetischen Position der Isolate innerhalb des
Stammbaums der Spirochaeten, wurde die genomische DNA extrahiert und die 16S rRNA-
Gene amplifiziert und anschlieBend sequenziert. Bei den Stammen SPIM24 und SPN2
wurde jeweils nur ein Teilbereich des 16S rRNA-Gens bestimmt, da ihre Sequenzen mit
denen von Stamm SPIM25 bzw. SPN1 identisch waren. Auf eine weitergehende
phylogenetische Analyse dieser beiden Stamme wurde verzichtet.

Die Stdimme SPIM20 und SPIM25 aus der Termite Incisitermes marginipennis
zeigten mit 99 % Sequenzihnlichkeit eine hohe Ubereinstimmung in der 16S rRNA
Gensequenz. Nach STACKEBRANDT & GOEBEL (1994) liegt die Artgrenze auf Basis des
16S rRNA-Gens bei 98 % Sequenziibereinstimmung. Demnach sind die beiden Stamme
derselben Art zuzuordnen. Die hochste Ubereinstimmung mit anderen, aus
Termitenddrmen gewonnenen, Sequenzen ergab sich mit den Klonen NkS-Oxy26 (98,9 %)
und NKkS56 (98,4 %), welche beide aus der Termite Neotermes koshunensis stammen.
Interessanterweise wurden beide Organismen als Ektosymbionten auf der Oberflache von
Darmflagellaten identifiziert (NoDA et al. 2003). Die phylogenetischen Absténde zu bereits
charakterisierten Isolaten aus Termitenddarmen (ZAS1, ZAS2 und ZAS9, alle aus
Zootermopsis angusticollis) lagen generell oberhalb von 5 %.

Der Stamm SPIT5 aus der Termite Incisitermes tabogae zeigte die hdchste
Ubereinstimmung mit den Klonen NkS53 und NkS-Oxy3. Auch diese Klone wurden als
Ektosymbionten von Flagellaten der Termite Neotermes koshunensis identifiziert (NODA et
al. 2003). Allerdings lag die Sequenzibereinstimmung (95,5 % bzw. 94,2 %) deutlich
unterhalb der Artgrenze. Die Ahnlichkeit von Stamm SPIT5 zu den Stammen SPIM20 und
SPIM25 lag bei rund 93 %.

Der Stamm SPN1 wies eine erhebliche phylogenetische Distanz sowohl zu
charakterisierten Isolaten als auch zu den bislang aus Termitenddrmen gewonnenen Klonen
auf. Im Gegensatz zu den Stdmmen SPIM20, SPIM25 und SPIT5 lieR sich der Stamm
SPN1 nicht der Gattung Treponema zuordnen, sondern wies die hochsten
Ubereinstimmungen mit Vertretern der Gattung Spirochaeta auf. Bei den nachsten
Verwandten handelte es sich um nicht wirtsassoziierte frei lebende Spirochaeten
(Spirochaeta sp. Buddy, Spirochaeta sp. Grapes) mit denen Stamm SPN1 eine rund
91 %ige Ubereinstimmung in der 16S rRNA Gensequenz aufwies. Mittels spezifischer
PCR mit dem stammspezifischen Primer SPN1269r (Kap. 2.8.3) konnte die 16S rRNA
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Gensequenz von Stamm SPN1 auch direkt in DNA-Extrakten aus dem Darm der Termite
Neotermes castaneus nachgewiesen werden.

Fir die phylogenetische Analyse wurden 47 spirochaetale 16S rRNA
Gensequenzen, einschliellich der Stimme SPIM20, SPIM25, SPIT5 und SPN1, sowie
Escherichia coli als AuRengruppe verwendet. Nach der Reduktion hochvariabler Bereiche
verblieben 1227 Alignment-Positionen fiir die phylogenetische Analyse. Die Ermittlung
phylogenetischer Stammbdume erfolgte mit den Programmen DNADIST (Kimura-two-
parameter-Modell, KimurA 1980) und NEIGHBOR (Neighbor-Joining-Methode, SaiTou
& NEeI 1987), sowie DNAML (Maximum Likelihood-Methode, FELSENSTEIN 1981). Zur
statistischen Absicherung der phylogenetischen Baume wurden Bootstrap-Analysen
durchgefiihrt (FELSENSTEIN 1985).

Der in Abbildung 23 dargestellte Neighbor-Joining-Baum zeigt die phylogenetische
Position der Isolate innerhalb der Gattungen Spirochaeta und Treponema. Die Stamme
SPIM20, SPIM25 und SPIT5 liegen alle im so genannten Termiten-Cluster |, der
ausschlieBlich Organismen bzw. Klone enthélt, die im Intestinaltrakt von Termiten
gefunden wurden. Dieser Cluster wird phylogenetisch der Gattung Treponema zugeordnet,
obwohl es sich bei den ndchsten, nicht aus Termiten stammenden Verwandten, um
Spirochaeta stenostrepta und Spirochaeta caldaria handelt. Beide weisen auf genetischer
Ebene eine groRere Ubereinstimmung mit den Treponemen als mit anderen Vertretern der
Gattung Spirochaeta auf. Die Stéamme SPIM20 und SPIM25 bilden innerhalb des Clusters
I eine stabile monophyletische Gruppe mit den Klonen NkS-Ste9, NkS56 und NkS-Oxy26
wobei NkS-Ste9 den éltesten Organismus innerhalb dieser Verzweigung darstellt. Der
Stamm SPIT5 gehdrt zusammen mit dem néchsten Verwandten NkS97 zu einer weiteren
Untergruppe innerhalb des Clusters 1. Diese beinhaltet auch die beiden Isolate Treponema
primitia ZAS-1 und Treponema primitia ZAS-2 aus Zootermopsis angusticollis. Allerdings
weist diese Untergruppe an der Basis keine ausreichende Stabilitat auf (Bootstrap <50), so
dass sie in dieser Form nicht als statistisch abgesichert betrachtet werden kann. Der Stamm
SPN1 liegt phylogenetisch eindeutig auflerhalb der Gattung Treponema. SPN1 bildet
innerhalb der Gattung Spirochaeta eine monophyletische Gruppe mit Spirochaeta sp.
Grapes und Spirochaeta sp. Buddy. Neben SPN1 wurden bisher 5 weitere Organismen
identifiziert, die sich nicht einem der beiden Termiten-Cluster zuordnen lieRen. Die Klone
NkS34, Rs-H09, Rs-B68 und Za29 bilden hierbei eine stabile monophyletische
Untergruppe, wahrend die Position von Rs-D16 nicht eindeutig ist.
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Abbildung 23: Phylogenetischer Stammbaum mit 47 Spirochaeten, einschliel3lich der

Isolate SPN1, SPIM20, SPIM25 und SPIT5 sowie Escherichia coli als AuRengruppe. Der

Konsensus-Baum wurde aus 100 Neighbor-Joining-Baumen, 1227

basierend auf

Alignment-Positionen, berechnet. Der Malstrich entspricht einer phylogenetischen Distanz

von 10 %.
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3.1.7 Isolierung und phylogenetische Einordnung von Nitrogenase-Genen (nifH)

Da Holz eine &ulerst stickstoffarme Nahrungsquelle darstellt, ist die Fixierung von
molekularem Stickstoff durch Bakterien im Intestinaltrakt von Termiten von erheblicher
Bedeutung. Das Gen nifH kodiert fiir die Nitrogenase-Reductase-Untereinheit des
Nitrogenase-Systems von stickstofffixierenden Bakterien. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Isolate SPN1, SPIT5 und SPIM25 auf das VVorhandensein des entsprechenden
Gens Uberpruft.

Fur die Amplifikation von nifH-Genen wurden vier verschiedene Primer-
Kombinationen verwendet (IGK/GEM, IGK/YAA, KAD/GEM, KAD/YAA; Tab. 14; nach
OHKUMA et al. 1996). PCR-Produkte, die mit der erwarteten GroéRe des nifH Gens
ubereinstimmten (360 - 470 bp), ergaben sich bei den Stdammen SPIT5 und SPIM25 mit
der Kombination KAD/GEM. Die anschliefende Klonierung und Sequenzierung lieferte
bei den beiden Stdmmen unterschiedliche Ergebnisse. Wéhrend sich das Produkt von
SPIM25 keiner bekannten Sequenz zuordnen liel, konnte das Amplifikat von Stamm
SPIT5 eindeutig als nifH-Gen identifiziert werden. Die héchsten Ubereinstimmungen
ergaben sich mit verschiedenen Sequenzen, die im Darm von Termiten identifiziert
wurden.

Fur die anschlielende phylogenetische Analyse wurde die DNA-Sequenz in die
entsprechende Aminosauresequenz Ubersetzt und mit 28 nifH-Sequenzen verglichen. Der
in Abbildung 24 dargestellte Stammbaum wurde mit den Programmen PROTDIST und
NEIGHBOR des PHYLIP Programmpakets (FELSENSTEIN 1993) erstellt. Das Chlorophyll-
Eisen-Protein von Rhodobacter capsulatus diente als AuRengruppe. Der Stammbaum zeigt
drei stabile Cluster (Bootstrap > 90) in denen sich ausschlieflich Sequenzen aus
Termitendarmen finden (Termitencluster I-111). Der Stamm SPIT5 liegt hierbei innerhalb
des Clusters Il, wahrend sich in den Clustern | und Il die Isolate Treponema primitia
ZAS-2 und Treponema azotonutricium aus Zootermopsis angusticollis finden. Bekannte
Stickstoff-fixierende Bakterien aus der Gruppe der a- und y-Proteobakterien zeigen eine
erhebliche phylogenetische Distanz zu den Termitenclustern, ebenso wie entsprechende

Sequenzen aus der Gruppe der Archaeen.
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Abbildung 24: Phylogenetischer Stammbaum mit 29 nifH Sequenzen, einschliellich des
Isolats SPIT5 und Rhodobacter capsulatus (bchL) als AuBengruppe. Der Konsensus-Baum
wurde aus 100 Neighbor-Joining-Baumen berechnet (105 gewichtete Aminosduren). Der
Mafstrich entspricht einer phylogenetischen Distanz von 20 %.
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3.2 Sulfatreduktion im Darm von Pachnoda marginata und Mastotermes

darwiniensis

3.2.1 Anreicherung und Identifizierung eines sulfatreduzierenden Bakteriums aus
dem Darm des Rosenkifers Pachnoda marginata

Um die Abundanz sulfatreduzierender Bakterien im Darm von Pachnoda
marginata zu Uberprifen, wurde eine MPN-Zahlung im Postgate Medium B durchgefiihrt.
Die Gesamtzahl der unter diesen Bedingungen kultivierbaren Bakterien lag bei 9,2 x 10°
Zellen/ml Darminhalt. Davon entfielen auf sulfatreduzierende Bakterien rund 2 x 10°
Zellen/ml  Darminhalt, entsprechend ca. 2% der Gesamtpopulation. Der Titer
sulfatreduzierender Bakterien im Darm der Termite Mastotermes darwiniensis lag mit
1 x 10" Zellen/ml rund eine GroRenordnung unterhalb der von Pachnoda marginata.

Zur ldentifizierung der Organismen wurde aus der hochsten noch mit
sulfatreduzierenden Bakterien bewachsenen Verdinnungsstufe eine Anreicherungskultur
gewonnen. Hieraus lieB sich mittels semispezifischer PCR ein Sulfatreduzierer
identifizieren. Das molekulare Isolat PM6 konnte auf Basis der ermittelten Teilsequenz des
16S rRNA-Gens (673 bp) der Gattung Desulfovibrio zugeordnet werden. Allerdings ist der
phylogenetische Abstand zu charakterisierten Vertretern der Gattung recht groB. Die
hochste Ubereinstimmung in der 16S rRNA-Sequenz (ca. 93 %) zeigte sich mit dem Klon
Rs-K75 der aus dem Darm der Termite Reticulitermes speratus gewonnen wurde (HONGOH
et al. 2003).

Fur die phylogenetische Analyse wurden 19 Sequenzen sulfatreduzierender
Bakterien (einschliellich PM6) und Escherichia coli als AulRengruppe verwendet. Nach
der Reduktion hochvariabler Bereiche verblieben 584 Alignment-Positionen. Die
Ermittlung eines phylogenetischen Stammbaums erfolgte mit den Programmen DNADIST
(Kimura-two-parameter-Modell, KiMURA 1980) und NEIGHBOR (Neighbor-Joining-
Methode, SaiTou & NEeI 1987). Zur statistischen Absicherung des phylogenetischen
Stammbaums wurde eine Bootstrap-Analyse durchgefiihrt (FELSENSTEIN 1985).

Der phylogenetische Stammbaum (Abb. 25) zeigt mehrere monophyletische
Untergruppen. Die aus Pachnoda marginata ermittelte Sequenz PM6 bildet zusammen mit
dem Klon Rs-K75 und mit Desulfovibrio cuneatus, der aus limnischen Sedimenten isoliert
wurde (SAss et al. 1998), eine solche stabile phylogenetische Untergruppe (Bootstrapwerte

= 100). Weitere, bisher aus dem Intestinaltrakt von Insekten isolierte Vertreter wie
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D. termitidis, D. intestinalis, D. giganteus und D. desulfuricans lassen sich allerdings
anderen phylogenetischen Clustern zuordnen. D. intestinalis bildet mit D. desulfuricans
eine monophyletische Gruppe, wéhrend D. vulgaris und D. termitidis wiederum eine
Untergruppe mit D. oryzae und D. longreachii bildet.

55 Desulfovibrio salexigens ATCC 14822

0.10 Desulfovibrio longus DSM 6739

ol Desulfovibrio gigas ATCC 19364

Desulfovibrio giganteus DSM 4370

Desulfovibrio africanus DSM 2603

91

100 Klon Rs-K75

100 —— Klon PM6

Desulfovibrio cuneatus STL1

91|{ Desulfovibrio oryzae

66 100~ Desulfovibrio termitidis DSM 5308

] 100 Desulfovibrio longreachii

Desulfovibrio vulgaris DSM 644

100 Desulfovibrio intestinalis DSM 11275

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774

100 [~ Desulfomicrobium norvegicum DSM 1741

L Desulfomicrobium escambiense DSM 10707

55 Desulfobacter postgatei DSM 2034

78 Desulfobotulus sapovorans ATCC 33892

Desulfobulbus propionicus DSM 2032

Escherichia coli

Abbildung 25: Phylogenetischer Stammbaum von Klon PM6 mit Vertretern der Gattung
Desulfovibrio und verwandten Gattungen mit Escherichia coli als Aufengruppe. Aus
Termiten gewonnene Organismen/Klone sind unterstrichen. Der Konsensus-Baum wurde
aus 100 Neighbor-Joining-Baumen, basierend auf 584 Alignment Positionen, berechnet.
Die Bootstrap-Werte sind an den entsprechenden Knotenpunkten angegeben. Der
MaRstrich entspricht einer phylogenetischen Distanz von 10 %.
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3.2.2 In vitro Sulfatreduktion im Darm von Pachnoda marginata und Mastotermes
dawiniensis

Die hohen Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien im Darm von Pachnoda
marginata deuteten darauf hin, dass die Sulfatreduktion als ein wesentlicher terminaler
Oxidationsprozess in diesem Okosystem anzusehen ist. Im Folgenden wurden die
Sulfatkonzentrationen und die Sulfatreduktionsraten im Darm von Pachnoda marginata
sowie zum Vergleich im Darm der Termite Mastotermes darwiniensis bestimmt (siehe
Tab. 20). Die Bestimmung von Sulfatkonzentrationen mittels HPLC sowie der
Reduktionsraten mit radioaktiven Sulfat wurden von Frau Farah Emtiazi und Frau Inge
Schonig durchgefiihrt (DROGE et al. 2005).

Tabelle 20: In vitro Sulfatreduktionsraten

Darm- Sulfat- Sulfat- Sulfat- Spezifische
0 . volumen reduzierer  konzentration reduktionrate Sulfat-
rganismen —— ri?  [zellen/ml] [mMM] [nmol x h*  reduktion®
x ml™']
Pachnoda o
_ 173 2x10 1,10 104,30 5,20
marginata
Mastotermes ;
S 10 1x10 0,14 4,90 4,90
darwiniensis
Desulfovibrio 6
n.d. 1x10 0,30 1,40 0,20 - 0,70

intestinalis ¥

1) Titer vom Referenzstamm Desulfovibrio intestinalis KMS2 wurde auf die angebende Zellzahl eingestellt
und die Sulfatkonzentration am Beginn der Inkubation bestimmt.
2) Das Darmvolumen wurde jeweils durch Wiegen bestimmt (1 g = 1 ml).

3) Sulfatreduktionsrate je 10" Zellen (nmol x h™).

Die Sulfatkonzentration im Darm von Pachnoda marginata lag mit 1,1 mM etwa
siebenfach hoher als bei Mastotermes darwiniensis (0,14 mM). Entsprechend den
wesentlich héheren Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien lag die Sulfatreduktionsrate
bei Pachnoda marginata rund 20-fach hoher als bei Mastotermes darwiniensis. Bezogen
auf eine definierte Zellzahl (spezifische Sulfatreduktionsrate) ergeben sich fir beide
Organismen &hnliche Werte (5,2 bzw. 4,9 nmol/10” Zellen x h™). Bei der Referenzkultur
(Desulfovibrio intestinalis) zeigten sich allerdings spezifische Reduktionsraten die deutlich
niedriger lagen (0,2 - 0,7 nmol/10’ Zellen x h™).
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4. Diskussion

4.1 Die Spirochaeten des Termitendarms

4.1.1 Charakterisierung der Isolate

Dass der Termitendarm ein grofles Reservoir an bisher noch nicht charakterisierten
Spirochaeten darstellt, ist seit langem bekannt (BREZNAK 1973). Allein aufgrund
mikroskopischer Beobachtungen lieBen sich in vielen Termiten mehr als ein Dutzend
verschiedene spirochaetale Morphotypen nachweisen (TO et al. 1980, BERCHTOLD et al
1994). Spidtere molekukarbiologische Untersuchungen zeigten dann, dass die
phylogenetische Diversitét der Spirochaeten des Termitendarms sogar noch deutlich groBBer
ist (Kap. 4.1.3). Aufgrund des Fehlens von Isolaten herrschte allerdings iiber die
Physiologie dieser Organismen und ihre Rolle innerhalb der komplexen mikrobiellen
Gemeinschaft lange Zeit weitgehende Unklarheit. Erst vor wenigen Jahren gelang es, die
ersten Spirochaetenstimme aus Termitenddrmen zu isolieren (LEADBETTER et al. 1999).
Interessanterweise zeigten die beiden aus der Termite Zootermopsis angusticollis
gewonnenen Isolate (zwischenzeitlich beschrieben als Treponema primitia ZAS-1 und
ZAS-2; GRABER & BREZNAK 2004, GRABER et al. 2004) die Fahigkeit zur Bildung von
Acetat aus H, und CO, (Homoacetogenese). Zwei Jahre spiter konnten LILBURN et al.
(2001) einen weiteren Spirochacten aus Zootermopsis angusticollis isolieren (beschrieben
als Treponema azotonutricium; GRABER et al. 2004), der in der Lage war, Stickstoff zu
fixieren. Beide Stoffwechselwege unterstreichen den symbiontischen Charakter der
gewonnenen Isolate, da zum einen Acetat die Hauptenergiequelle der Termiten ist
(BREZNAK & BRUNE 1994) und zum anderen Holz eine &uBlerst stickstoffarme Nahrung
darstellt (LILBURN et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnten spirochaetale Isolate aus den drei niederen
Termitenarten Neotermes castaneus (SPN1), Incisitermes marginipennis (SPIM20,
SPIM25) und Incisitermes tabogae (SPIT5) gewonnen werden. Ein Novum stellt hierbei,
insbesondere unter morphologischen Aspekten, der Stamm SPN1 aus Neotermes castaneus
dar. Im Gegensatz zu allen anderen bisher beschriebenen Arten der Ordnung
Spirochaetales zeigt dieser Stamm eine coccoide Zellform und ist unbeweglich.

Berticksichtigt man, dass die typische helikale Zellform der Spirochaeten ein zentrales
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(und namensgebendes) Merkmal dieser Gruppe darstellt, ergibt sich die Frage, inwieweit
dieser Organismus iiberhaupt als Spirochaet einzuordnen ist. Ein wesentlicher Aspekt ist
hierbei sicherlich die phylogenetische Einordnung auf Basis der 16S rRNA Gensequenz,
welche den Stamm als Mitglied der Gattung Spirochaeta kennzeichnet (Kap. 4.1.3).
Dartiber hinaus zeigte der Stamm eine ausgesprochene Resistenz gegeniiber dem
Antibiotikum Rifampin (Rifamycin), ein typisches Merkmal der Spirochaeten (LESCHINE
& CANALE-PAROLA 1986). Eine mdgliche Erklarung fiir die ungewdhnliche Zellform von
Stamm SPN1 konnte das hdufig beobachtet Phinomen der so genannten ,,spherical bodies*
sein (CANALE-PAROLA 1984). Diese 0,5 — 2 um groflen coccoiden Zellformen treten
normalerweise bei sich verschlechternden Umweltbedingungen (in vitro in der Regel in der
stationdren Phase) vermehrt auf. Die Entstehung dieser runden Zellformen beginnt mit der
Ablosung der dulleren Scheide vom Protoplasmazylinder an einem der Zellpole (siche
Abb. 26). AnschlieBend rollt sich der Protoplasmazylinder innerhalb der duleren Scheide

kugelféormig zusammen.

Abbildung  26: Bildung von
»Spherical bodies* bei Spirochaeten.
Elektronenmikroskopische Aufnahme
von Stamm  SPIM24  (Balken
entspricht 1 pm, Aufnahme von R.
Radek).

- :/’

Mittlerweile gibt es Hinweise, dass coccoide Spirochaeten auch in anderen Okosystemen
vorkommen. So konnten mehrere nicht wirtsassozierte coccoide Spirochaeten aus
Sedimenten isoliert werden (RITALAHTI & LOFFLER 2003 und 2004), welche zudem auf
phylogenetischer Ebene die engsten Verwandten von Stamm SPN1 darstellen (siehe Kap.
4.3.1.). Eine genaue Charakterisierung dieser Organismen steht allerdings noch aus.

Im Gegensatz zu Stamm SPNI1 zeigten die Stdimme SPITS, SPIM20 und SPIM25

die fiir Spirochaeten typische helikale Zellform und waren beweglich. Runde Zellformen
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(,,spherical bodies*) traten bei allen drei Isolaten erst in der stationdren Wachstumsphase
auf. Bei mikroskopischen Beobachtungen von Termitendarmpriparaten fallen innerhalb
der Gruppe der Spirochaeten zwei verschiedene morphologische Grundformen auf. Zum
einen sind dies Spirochaeten mit einem geringen Zelldurchmesser (0,1 — 0,3 pum) und meist
stark spiralisierten Zellkorpern (Wellenldnge < 2 pm). Diesem Morphotyp entsprachen die
Stimme SPIM20 und SPIM25. Gleiches gilt im Wesentlichen auch fiir Treponema
azotonutricium und Treponema primitia (mit 2,3 um Wellenldnge etwas weniger stark
gewunden) aus der Termite Zootermopsis angusticollis (GRABER et al. 2004). Der Stamm
SPITS entsprach dagegen dem zweiten Morphotyp der durch einen groBeren
Zelldurchmesser (> 0,4 um) und eine weniger stark ausgeprdgte Spiralisierung
gekennzeichnet ist. Bei dem Stamm SPIM25 (ebenso auch bei dem eng verwandten Stamm
SPIM20) lie} sich eine Axialfibrille (je Zellpol) nachweisen, wéhrend bei Stamm SPITS5
eine exakte Bestimmung nicht moglich war. Die Anzahl der Axialfribrillen ist ein
wichtiges taxonomisches Merkmal innerhalb der Gruppe der Spirochaeten (HOLT 1978,
CANALE-PAROLA 1984). Bei der Gattung Treponema finden sich in der Regel eine bis
maximal neun Axialfibrillen je Zellpol (SMIBERT 1984). Eine Ausnahme bildet hier
lediglich Treponema saccharophilum bei dem 16 Axialfibrillen nachgewiesen wurden
(PASTER & CANALE-PAROLA 1985). Die beiden weiteren bislang aus Termitenddrmen
isolierten Spirochaeten Treponema azotonutricium und Treponema primitia verfiigen wie
die Stimme SPIM20 und SPIM25 iiber jeweils eine Axialfibrille (GRABER et al. 2004).

Alle gewonnenen Isolate wuchsen nur unter strikt anaeroben Bedingungen, was ein
typisches Merkmal der Gattung Treponema darstellt (SMIBERT 1984). Eine Ausnahme
bildet hier lediglich Treponema pallidum der als mikroaerophil eingestuft wird. Die
Gattung Spirochaeta, welcher der Stamm SPN1 zuzuordnen ist, enthdlt dagegen sowohl
strikt anaerobe als auch fakultativ anaerobe Organismen. Inwieweit die Organismen in
threm natilirlichen Lebensraum zumindest tempordr erhohten Sauerstoffkonzentrationen
ausgesetzt sind, ist schwer zu beantworten. Strikt anoxische Verhiltnisse herrschen im
Zentralbereich der Giarkammer des Termitendarms, wéhrend die Peripherie aufgrund der
Sauerstoffversorgung durch das Darmepithel oxische bzw. mikrooxische Verhéltnisse
aufweist (BRUNE 1995a). Bei groferen Termiten mit Darmvolumina von ca. 10 pl, wozu
auch die Wirtstermiten der gewonnenen Isolate zdhlen, ist dieser Bereich allerdings sehr
schmal, so dass der iiberwiegende Teil des Darms sauerstofffrei ist.

Die physiologische Charakterisierung kennzeichnete die untersuchten Spirochaeten

als heterotrophe Bakterien, die verschiedene Kohlenhydrate zu Ethanol, Acetat CO, und
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Formiat (bei Stamm SPN1) fermentieren. Damit ergeben sich deutliche
Ubereinstimmungen mit verschiedenen charakterisierten Vertretern der Gattungen
Spirochaeta und Treponema. Die meisten Arten der Gattung Spirochaeta bilden als
wesentliche Fermentationsprodukte Ethanol, Acetat, CO, und H,. (u. a. CANALE-PAROLA
1977, ZHILINA et al. 1996). Als weitere Fermentationsprodukte konnen Lactat, Formiat,
Succinat und Glycerin auftreten. Diese allerdings in der Regel nur in sehr geringen
Mengen. Fermentierbare Kohlenhydrate werden hierbei {iber den Embden-Meyerhof-Weg
zu Pyruvat abgebaut, welches anschlieBend nach dem Prinzip der Clostridien-Gérung zu
Acetyl-CoA, CO; und H, umgesetzt wird. Acteyl-CoA wird schlieBlich iiber Acetaldehyd
bzw. Acetyl-PO4 zu Ethanol und Acetat umgesetzt (CANALE-PAROLA 1984; siche Abb.
27).

_ Abbildung  27:  Anaerobe

Fermentation von Kohlen-

ﬂ hydraten durch Vertreter der
Gattung  Spirochaeta  (nach
Glycolyse ——> ATP CANALE-PAROLA 1984).

N
<}:|H|:{> CO,
T@-@-

ﬂ—) ATP

Das Verhiltnis der nicht gasférmigen Produkte Acetat und Ethanol schwankt

hierbei von Art zu Art, wobei meist die Ethanolbildung iiberwiegt. Die vorliegenden
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Stimme SPITS und SPIM25 Kohlenhydrate nach
dem gleichen Prinzip fermentierten. Dies wird auch fiir Treponema azotonutricium aus der
Termite Zootermopsis angusticollis postuliert, wobei dieser Stamm deutlich mehr Acetat
als Ethanol bildet (GRABER et al. 2004). Bei Stamm SPNI1 ist hingegen von einem
Gérungstyp auszugehen, bei dem Pyruvat durch Pyruvat:Formiat-Lyase zu Acetyl-CoA
und Formiat gespalten wird, was somit der Ameisenséuregirung der Enterobacteriaceae

entsprechen wiirde. Gleiches wird auch fiir verschiedene Vertreter der Gattung Treponema
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postuliert, welche ebenfalls Formiat als ein charakteristisches Fermentationsprodukt
bilden. Treponema saccharophilum bildet hierbei neben Formiat, ebenso wie Stamm
SPN1, Ethanol und Acetat als wesentliche Fermentationsprodukte (PASTER & CANALE-
PAROLA 1985). Treponema bryantii sowie Treponema succinifaciens bilden dagegen neben
Formiat und Acetat hauptsédchlich Succinat aber kein Ethanol (CWYK & CANALE-PAROLA
1979, STANTON & CANALE-PAROLA 1980). Von einem homoacetogenen Wachstum
(Acetat-bildung aus H, und CO,), wie es LEADBETTER et al. (1999) bei Treponema
primitia (isoliert aus Zootermopsis angusticollis) nachweisen konnten, ist bei den
vorliegenden Isolaten nicht auszugehen. So war bei der Kultivierung unter H,/CO; keine
Abnahme der Gasphase festzustellen. Zudem lieB3 sich die H,/CO,-Atmosphére durch eine
Nz- bzw. No/CO,-Atmospéhre ersetzen.

Ein gemeinsames Merkmal der aus verschiedenen Termiten gewonnenen
Spirochaeten, insbesondere der Isolate aus Incisitermes marginipennis, war ein sehr
langsames Wachstum, wobei teilweise auch nur geringe Zelldichten erreicht wurden.
Dieses Phdnomen wurde auch bei den beiden anderen bislang aus Termitendirmen
gewonnenen Isolaten T. primitia und T. azotonutricium beobachtet, welche je nach Stamm
und Substratangebot Verdopplungszeiten zwischen 22 und 70 Stunden aufwiesen (GRABER
& BREZNAK 2004, GRABER et al. 2004). Es stellt sich allerdings die Frage, ob die
Spirochaeten auch in ihrem natiirlichen Habitat ein solches Wachstumsverhalten zeigen.
Hierbei muss man beriicksichtigen, dass der Termitendarm kein statisches, sondern ein
hochst dynamisches Okosystem darstellt. Die Darmpassage des Holzes und anderer
Nahrungsbestandteile dauert nur ca. 24 Stunden (BREZNAK 1984). Deshalb ist eher davon
auszugehen, dass mit den derzeitigen Kultivierungsmethoden die Nahrstoffanspriiche bzw.
die in vivo vorherrschenden chemisch-physikalischen Bedingungen nur unzureichend
simuliert werden konnen. Dieses Problem ist allerdings nicht auf die Gruppe der
Spirochaeten oder den Termitendarm beschrinkt, sondern vielmehr generell zu sehen. Bei
den meisten untersuchten Okosystemen zeigte sich bisher, dass nur ein sehr geringer Teil
der natiirlich vorkommenden mikrobiellen Gemeinschaft im Labor kultivierbar war (in der
Regel <1 %, u. a. AMANN et al. 1995).

Das Substratspektrum der untersuchten Isolate umfasste verschiedene Mono-, Di-
und Oligosaccharide, welche bei der Hydrolyse pflanzlicher Polymere auftreten.
Interessanterweise wurde jedoch von keinem Stamm freie Glucose als Substrat genutzt.
Zumindest innerhalb der Gattungen Spirochaeta und Treponema ist dies ungewdhnlich, da

alle bisher untersuchten Arten, abgesehen von einigen Treponemen, die generell keine
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Kohlenhydrate fermentieren, neben anderen Zuckern auch Glucose als Energie- und
Kohlenstoffquelle nutzen konnen. Es muss allerdings beriicksichtigt werden, dass bei der
Hydrolyse von Cellulose keine Glucose, sondern vielmehr das Disaccharid Cellobiose
entsteht, welches von den untersuchten Isolaten verwertet wird. Ahnlich liegen die
Verhiltnisse bei einer Reihe von Pansenbakterien, so u. a. bei Ruminococcus flavefaciens,
welcher ebenfalls Cellobiose aber keine Glucose verwertet (BRYANT 1984).
Untersuchungen von THOLEN & BRUNE (2000) deuten zudem darauf hin, dass Glucose kein
wesentliches Intermedidrprodukt des Lignocelluloseabbaus darstellt. Unter in vitro
Bedingungen wird dieses Substrat im Termitendarm nur in duferst geringen Umfang

umgesetzt (< 0,5 nmol/Termite x h).

4.1.2 Lignocelluloseabbau im Termitendarm

Holz ist ein wesentlicher Nahrungsbestandteil der meisten bekannten
Termitenarten. Da die von den Termiten aufgenommene Nahrung den Darmtrakt innerhalb
von ca. 24 h passiert (BREZNAK 1984), miissen die Organismen in der Lage sein, die
hochpolymeren und komplexen Bestandteile des Holzes effektiv zu verwerten. Die
mengenmafig vorherrschenden Holzbestandteile Cellulose und Hemicellulose werden
hierbei zu ca. 80 - 90 % im Darm abgebaut. Im Gegensatz dazu wird Lignin im
Termitendarm vermutlich nicht im groBeren Umfang abgebaut. Zwar konnte nachgewiesen
werden, dass verschiedene aromatische Monomere und Dimere durch die mikrobielle
Darmflora abgebaut oder zumindest modifiziert werden, gleiches konnte allerdings fiir
Lignin bislang nicht gezeigt werden (KUHNIGK et al. 1994, BRUNE et al. 1995b, KUHNIGK
& KONIG 1997).

Bei den niederen Termiten wurde hiufig die Ansicht vertreten, dass der
Celluloseabbau im Wesentlichen auf die Aktivitdt der im Darm vorkommenden Flagellaten
zuriickzufiihren ist (YAMIN 1981, ODELSON & BREZNAK 1985). Ob auch cellulolytische
Bakterien einen signifikanten Anteil an der Celluloseverwertung haben, war dagegen lange
umstritten (SLAYTOR 1992). Mittlerweile konnten allerdings eine Vielzahl cellulolytischer
Bakterien aus niederen Termiten isoliert werden (HETHENER et al. 1992, WENZEL et al.
2002b). Auf Basis der bisher gewonnenen Isolate scheint sich die cellulolytische
bakterielle Darmflora vorwiegend aus fakultativ anaeroben oder mikroaerophilen
Vertretern der Gattungen Bacillus, Paenibacillus, Flexibacter und Cellulomonas (bzw.
Cellulosimicrobium / Isoptericola, BAKALIDOU et al. 2002, STACKEBRANDT et al. 2004)

sowie verschiedener Proteobakterien zusammenzusetzen. Bei den bislang nachgewiesenen
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hemicellulolytischen Bakterien handelt es sich hauptsdchlich um Vertreter der
Actinomyceten und Clostridien aus der Gruppe der grampositiven Bakterien sowie
Enterobakterien und Vertreter der Gattungen Pseudomonas und Acinetobacter (SAXENA et
al. 1993, SCHAFER et al. 1996). Obwohl sich somit dem Abbau der verschiedenen
Polymere im Termitendarm zahlreiche mikrobielle Vertreter zuordnen lieen, herrschte
jedoch {iiber die Rolle der Spirochaeten, und damit der abundantesten prokaryontischen
Gruppe im Termitendarm, bislang weitgehende Unklarheit. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Spirochaeten eine wesentliche Rolle beim
Lignocelluloseabbau spielen. So konnten bei allen gewonnenen Isolaten verschiedene
enzymatische Aktivititen nachgewiesen werden, die fiir die Verwertung von
Abbauprodukten von Cellulose und Hemicellulose von Bedeutung sind. Die Aktivititen
von [-Glucosidase, Arabinosidase und Xylosidase weisen darauf hin, dass die
Spirochaeten insbesondere bei der zweiten Stufe des Lignocelluloseabbaus eine Rolle
spielen. In dieser Stufe werden die Mono-, Di- und Oligosaccharide, die bei der Hydrolyse
von Cellulose und Hemicellulosen entstehen, abgebaut (KONIG et al. 2002). Bislang
konnten dieser Stufe verschiedene Vertreter der Grampositiven Bakterien und der
Proteobakterien zugeordnet werden (SCHAFER et al. 1996). Dariiber hinaus diirften die
Spirochaeten auch am Abbau verschiedener pflanzlicher Speicherstoffe, wie beispielsweise
Amylose, beteiligt sein. Darauf deuten die Aktivititen der a-Glucosidase hin. Ob im
Termitendarm auch cellulolytische oder hemicellulolytische Spirochaeten vorkommen, ist
nach wie vor unklar. Die vorliegenden Isolate waren nicht in der Lage Cellulose oder
Xylan abzubauen. Allerdings konnten bisher auch aus keinem anderen Okosystem
celluloseabbauende Spirochaeten isoliert werden. Der Abbau von Xylan und
Arabinogalactan durch Spirochaeten konnte dagegen bereits demonstriert werden (PASTER

& CANALE-PAROLA 1982).

4.1.3 Phylogenie der Spirochaeten des Termitendarms

Die phylogenetische Einordnung der im Intestinaltrakt von Termiten
vorkommenden Spirochaeten war lange Zeit unklar, obwohl ihre Entdeckung bereits mehr
als 100 Jahre zuriickliegt (LEIDY 1881). Eine erste taxonomische Einteilung erfolgte durch
MARGULIS & HINKLE (1992), welche die Gattungen Clevelandina, Diplocalyx, Hollandina
und Pillotina einfiihrten. Diese Einteilung beruhte allerdings auf rein morphologischen
Daten, da zu diesem Zeitpunkt weder Isolate vorlagen, noch molekularbiologische Daten

verfiigbar waren. Im Jahr 1994 gelang es BERCHTOLD et al. erstmals die 16S rRNA
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Gensequenz eines Darmspirochaeten zu bestimmen. Der Klon MDSI1 aus der Termite
Mastotermes darwiniensis liel sich der Treponema-Gruppe der Spirochaeten zuordnen,
wenn auch der phylogenetische Abstand zu bekannten Arten der Gattung recht gro3 war
(> 10 %). In der Folgezeit wurden eine Reihe von molekularbiologischen Untersuchungen
durchgefiihrt, die auf eine breite Artenvielfalt der Spirochaeten in Termitenddrmen
hindeuteten (BERCHTOLD & KONIG 1996, PASTER et al. 1996, OHKUMA & KUDO 1998). So
konnten HONGOH et al. (2003) allein im Darm der Termite Reticulitermes speratus 61
verschiedene spirochaetale Phylotypen nachweisen, verglichen mit derzeit weniger als 40
charakterisierten Arten in allen Gattungen der Ordnung Spirochaetales. Insgesamt liegt die
Anzahl der in verschiedenen Termiten identifizierten Spirochaeten bei deutlich iiber 100.
Die iiberwiegende Zahl, inklusive der aus Zootermopsis angusticollis gewonnenen ersten
Isolate, lieBen sich, wie schon der erste Klon MDSI1, phylogenetisch der Gruppe der
Treponemen zuordnen. Innerhalb dieser Gruppe lassen sich zwei groBere Cluster
unterscheiden, die so genannten Termiten-Cluster I und II (OHKUMA et al. 1999a, IIDA et
al. 2000). Bei den néchsten charakterisierten Verwandten der Spirochaeten des Cluster I
handelt es sich interessanterweise um zwei nicht wirtsassozierte Vertreter der Gattung
Spirochaeta (Spirochaeta caldaria und Spirochaeta stenostrepta). Phylogenetisch werden
diese beiden Organismen allerdings eher der Gattung Treponema zugeordnet (PASTER et al.
1991). Die Organismen des Clusters II werden ausschlielich durch Klone reprisentiert.
Ein Isolat aus dieser Gruppe existiert bislang nicht. Mehrere Spirochaeten des Clusters 11
konnten als Ektosymbionten von Darmflagellaten identifiziert werden (IIDA et al. 2000).
Gleiches trifft allerdings auch auf verschiedene Organismen des Clusters I zu (WENZEL et
al. 2002a, NODA et al. 2003).

Der aus Neotermes castaneus isolierte Stamm SPN1 weist insofern eine
interessante phylogenetische Stellung auf. Er ldsst sich keinem der beiden Termiten-
Cluster zuordnen, sondern ist phylogenetisch vielmehr in der Gattung Spirochaeta
einzuordnen. Die vorliegenden Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass sich die
phylogenetische Diversitdt der Darmspirochaeten nicht auf die Gattung Treponema
beschrankt. Unterstiitzt wird diese These durch jiingere molekularbiologische Unter-
suchungen bei denen mehrere Klone entdeckt wurden, die gleichfalls der Gattung
Spirochaeta zuzuordnen sind (HONGOH et al. 2003, NODA et al. 2003, BERCHTOLD
unverdffentlicht, Klon Za29). Allerdings ist die phylogenetische Distanz von Stamm SPN1
zu diesen Klonen, die eine stabile monophyletische Untergruppe bilden (abgesehen von

Klon Rs-D16), recht grofl. Stamm SPNI1 bildet dagegen eine monophyletische Gruppe mit
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zwei freilebenden Spirochaeten (Spirochaeta sp. Buddy und Spirochaeta sp. Grapes),
welche ebenfalls eine coccoide Morphologie zeigen (RITALATHI & LOFFLER 2003 und
2004). Dies konnte darauf hindeuten, dass diese neue Gruppe nichtspiraler Spirochaeten
auch phylogenetisch eine distinkte Gruppe innerhalb der Gattung Spirochaeta bilden.

Die Stamme SPIM20 und SPIM25 aus Incisitermes marginipennis sowie SPIT5 aus
Incisitermes tabogae lieBen sich anhand der phylogenetischen Analyse eindeutig dem
Termiten-Cluster I zuordnen. Die bisherigen molekularbiologischen Untersuchungen von
Termitenddrmen deuten darauf hin, dass die Mehrheit der Darmspirochaeten zu dieser
phylogenetischen Untergruppe zdhlt. HONGOH et al. (2003) konnten im Darm der Termite
Reticulitermes speratus insgesamt 61 verschiedene spirochaetale Phylotypen identifizieren,
wovon 50 auf den Cluster I entfielen und lediglich 7 auf den Cluster II (4 Phylotypen
gehorten nicht zur Gattung Treponema). Weiterhin konnten Spirochaeten des Clusters I in
allen bisher untersuchten Termiten nachgewiesen werden, wihrend sich die bislang
identifizierten Organismen des Cluster II auf die Termiten Reticulitermes flavipes,
Reticulitermes speratus und Hodotermopsis sjoestedti beschranken (NODA et al. 2003). Es
muss hierbei allerdings beriicksichtigt werden, dass eine intensive phylogenetische
Analyse der Darmflora bislang nur bei relativ wenigen Termitenspezies durchgefiihrt
wurde. Die Stamme SPIM20 und SPIM25 bilden innerhalb des phylogenetischen
Stammbaums eine stabile monophyletische Gruppe mit den Klonen NkS-Oxy26, NkS56
und NkS-Ste9 (alle aus Neotermes koshunensis, NoDA et al. 2003). Hier lag der
phylogenetische Abstand zu Klon NkS-Oxy26 bei weniger als 2 % und damit nach
STACKEBRANDT & GOEBEL (1994) unterhalb der Artgrenze. NODA et al. (2003) konnten
den Klon NkS-Oxy26 mittels FISH als Ektosymbionten auf der Oberfliche eines
Oxymonaden identifizieren. Der Klon NkS56 ist dem gleichen Phylotyp zuzuordnen und
wurde als einer der abundantesten Klone im Darm von N. koshunensis identifziert.
Dementsprechend lag die Vermutung nahe, dass die mit Flagellaten assoziierten
Spirochaeten einen wesentlichen Teil der spirochaetalen Gesamtpopulation im
Termitendarm ausmachen. Die Voraussetzung fiir diese These wire aber, dass sich die mit
Flagellaten assoziierten Spirochaeten von den frei im Darm vorkommenden auch
phylogenetisch eindeutig abgrenzen lassen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen allerdings,
dass dem nicht so ist. Offenbar kommen phylogenetisch sehr eng miteinander verwandte
Spirochaeten sowohl frei lebend im Darm, als auch in Symbiose mit den Flagellaten vor.
Denkbar wire allerdings auch, dass sich die mit den Flagellaten assoziierten Spirochaeten

auch ohne ihren Wirtsorganismus kultivieren lie3en.
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Betrachtet man die Phylogenie der Spirochaeten des Termitendarms, stellt sich die
Frage, ob diese Organismen mehrfach unabhingig voneinander in dieses Okosystem
eingewandert sind oder ob sich die heutige Diversitit in Coevolution mit den Termiten erst
im Darm entwickelt hat. Solange sich alle identifizierten Organismen einem
phylogenetischen Cluster zuordnen lieBen (Termiten-Cluster 1) erschien die letztere
Variante wahrscheinlicher. Mittlerweile hat sich aber gezeigt, dass die phylogenetische
Diversitét der Spirochaeten nicht auf eine distinkte Gruppe beschrédnkt ist und neben den
Treponemen auch Vertreter der Gattung Spirochaeta umfasst. Das Vorhandensein
verschiedener Cluster sowie die zum Teil erheblichen phylogenetischen Distanzen
zwischen den verschiedenen Darmspirochaeten (> 10 %) lassen es unwahrscheinlich
erscheinen, dass sich alle Organismen auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickfithren
lassen, der bereits im Termitendarm gelebt hat. Nach OCHMAN & WILSON (1987) korreliert
ein Sequenzunterschied von 1 % in der 16S rDNA-Sequenz mit einem Zeitraum von ca. 50
Millionen Jahren. Somit hitte die Entwicklung der Spirochaeten zur heute beobachteten
Diversitit lange vor der Entstehung der Termiten (vor ca. 300 Millionen Jahren) begonnen.
Zudem zeigen verschiedene Untersuchungen, dass die Diversitdt der Spirochaeten nur
wenig oder gar nicht von der Taxonomie, der geographischen Verteilung oder dem
Nahrungsverhalten der Termiten beeinflusst ist (BERCHTOLD & KONIG 1996, LILBURN et
al. 1999, OHKUMA et al. 1999a)

4.1.4 Stickstofffixierung im Termitendarm

Die Nahrung der Termiten ist in der Regel zwar reich an Kohlenstoff, gleichzeitig
aber duflerst stickstoffarm. So enthdlt Holz, ein wesentlicher Nahrungsbestandteil der
meisten Termiten, nur etwa 0,05 % Stickstoff (auf Basis des Trockengewichts, LILBURN et
al. 2001). Von daher ist davon auszugehen, dass die Fixierung von molekularem Stickstoff
durch Darmbakterien fiir die Termiten von erheblicher Bedeutung ist. Entsprechende
Nachweise konnten bei einer Reihe von Termiten gefithrt werden (BENEMANN 1973,
TAYASU et al. 1994). Weiterhin konnten aus Termitenddrmen eine Reihe von
stickstofffixierenden Bakterien der Gattungen Enterobacter, Desulfovibrio, Citrobacter
und Rhizobium isoliert werden (POTRIKUS & BREZNAK 1977, KUHNIGK et al. 1996,
WENZEL et al. 2002b). Bei molekularbiologischen Untersuchungen auf der Basis des nifH-
Gens (das Gen kodiert eine Untereinheit des Nitrogenase-Systems) konnten eine Vielzahl
unterschiedlicher nifH-Sequenzen identifiziert werden (OHKUMA et al. 1996, NODA et al.

1999, OHKUMA et al. 1999b). Bei der phylogenetischen Analyse zeigte sich aber, dass sich



4. DISKUSSION 77

die meisten dieser Sequenzen keinen bekannten stickstofffixierenden Bakterien zuordnen
lieBen. Untersuchungen von LILBURN et al. (2001) deuteten darauf hin, dass zumindest ein
Teil dieser unbekannten Sequenzen durch Spirochaeten représentiert werden. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese These. So lieB sich die nifH-
Sequenz von Stamm SPIT5 einem groBen monophyletischen Cluster zuordnen, der
ausschlieBlich durch Klone aus Termitenddrmen représentiert wird (siche Abb. 24). Die bei
den Isolaten Treponema primitia und Treponema azotonutricium identifizierten nifH-Gene
lieBen sich ebenfalls phylogenetischen Clustern aus Termitenddrmen zuordnen (LILBURN
et al. 2001). Beriicksichtigt man die hohe Abundanz der Spirochaeten in Termitenddrmen,
konnte man also spekulieren, dass diese Organismen einen erheblichen Teil der
Stickstofffixierung im Termitendarm leisten. Einschrinkend muss man allerdings
beriicksichtigen, dass bei den vorliegenden Untersuchungen nur bei einem der drei
untersuchten Isolate das nifH-Gen nachgewiesen werden konnte. Zudem lésst sich aus dem
Vorhandensein eines Gens nicht automatisch auf eine entsprechende Aktivitit im
natiirlichen Okosystem schlieBen. Eine signifikante Nitrogenase-Aktivitit unter
Kulturbedingungen konnte bei Treponema azotonutricium nachgewiesen werden (LILBURN
et al. 2001).

4.2 Sulfatreduktion im Darm von Insekten

Die dissimilatorische Sulfatreduktion ist ein wesentlicher Prozess des anaeroben
Abbaus von organischem Material. Insbesondere in marinen Sedimenten spielen
sulfatreduzierende Bakterien eine zentrale Rolle im Kreislauf des Schwefels (JORGENSEN
1977). Sulfatreduzierer finden sich aber auch in zahlreichen anderen Okosystemen, so
unter anderem im Intestinaltrakt von Menschen und Tieren (HOWARD & HUNGATE 1976,
GIBSON et al. 1988). Weiterhin konnten sulfatreduzierende Bakterien im Darm
verschiedener hoherer und niederer Termiten sowie bei der holzfressenden Schabe
Cryptocercus puncutulatus nachgewiesen werden (BRAUMAN et al. 1990, TRINKERL et al.
1990, KUHNIGK et al. 1996, OHKUMA & KUDO 1996, FROHLICH et al. 1999). Wenig
bekannt ist aber, inwieweit Sulfatreduzierer auch bei anderen Insektengruppen verbreitet

sind und welche Rolle die Sulfatreduktion im Intestinaltrakt dieser Organismen spielt.
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Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit sulfatreduzierenden Bakterien im
Intestinaltrakt des Rosenkidfers Pachnoda marginata und der Termite Mastotermes
darwiniensis. Der im Darm von Pachnoda marginata bestimmte Titer sulfatreduzierender
Bakterien (2 x 10° Zellen/ml) deutet auf eine wichtige Rolle der Organismen in diesem
Okosystem hin. Entsprechende Vergleichszahlen fiir Insekten liegen allerdings nur
eingeschriankt vor. KUHNIGK et al. (1996) bestimmte den Titer von Sulfatreduzierern im
Darm von verschiedenen Termiten und ermittelte hierbei Zelltiter von 10° — 10° Zellen/ml.
Damit liegen die Zahlen in einer dhnlichen Gréf8enordnung, wie man sie auch in marinen
Sedimenten findet (WIERINGA et al. 2000), also einen Okosystem, in dem die
Sulfatreduktion als wesentlicher anaerober Stoffwechselprozess angesehen wird.

Aus Termiten wurden bislang verschiedene Stimme sulfatreduzierender Bakterien
isoliert, die alle der Gattung Desulfovibrio zugeordnet werden konnten (D. desulfuricans,
D. giganteus, D. intestinalis und D. termitidis; BRAUMANN et al. 1990, TRINKERL et al.
1990, FROHLICH et al. 1999). Interessanterweise gehoren auch die Isolate bzw. Klone, die
im Darm hoherer Tiere und Menschen identifiziert werden konnten, zu dieser Gattung.
Gleiches gilt fiir das molekulare Isolat PM6 aus dem Darm von Pachnoda marginata.
Vertreter der Gattung Desulfovibrio gehdren zur Gruppe der unvollstdndigen Oxidierer, die
organische Verbindungen (insbesondere Lactat) zu Acetat und CO, abbauen. Die Bildung
von Acetat durch Mikroorganismen ist im Termitendarm ein wesentlicher Teil der
Darmsymbiose, da das Acetat von der Termite aufgenommen und in den Stoffwechsel
eingeschleust wird. Weiterhin deuten Untersuchungen darauf hin, dass Lactat ein wichtiges
Zwischenprodukt innerhalb des Kohlenstoffflusses im Termitendarm darstellt (THOLEN &
BRUNE 2000). Eine weitere Eigenschaft der Gattung Desulfovibrio ist eine zum Teil
ausgepriagte Toleranz gegeniliber Sauerstoff sowie die Fahigkeit, Sauerstoff mit
Wasserstoff zu reduzieren (CYPIONKA 2000). Dies konnte insofern von Bedeutung sein, da
das Intestinalsystem von Insekten ein anaerobes Gradientensystem darstellt, welches tiber
das Ephitel stdndig mit Sauerstoff versorgt wird. Bei Termiten konnten Sulfatreduzierer
insbesondere an der Innenseite der Darmwand, und damit im Bereich der
oxisch/anoxischen Grenzschicht, nachgewiesen werden (BERCHTOLD et al. 1999). Jiingere
Untersuchungen von EGERT et al. (2005) deuten darauf, dass die Verhéltnisse bei dem
Kifer Melolontha melolontha #hnlich liegen. Dies steht in Ubereinstimmung mit
Beobachtungen in verschiedenen Sedimenten, wo Sulfatreduzierer ebenfalls vermehrt an
Grenzschichten bzw. in mikroaerophilen Bereichen vorkommen (u. a. SASS et al. 1997,

SAHM et. al 1999, WIERINGA et al. 2000). Die Aktivitit der Sulfatreduzierer im
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Intestinaltrakt von Insekten diirfte somit einen wesentlichen Beitrag dazu leisten, dass ein
aerobes Milieu sowie reduzierte Bedingungen im Darm aufrechterhalten bleiben.

Bei der phylogenetischen Analyse zeigte sich, dass die verschiedenen Vertreter der
Gattung Desulfovibrio, die bislang als Darmsymbionten bei Insekten identifiziert werden
konnten, sich unterschiedlichen monophyletischen Untergruppen zuordnen lie3en.
Weiterhin waren zum Teil erhebliche phylogenetische Distanzen zwischen den
verschiedenen Vertretern feststellbar. Dies spricht dafiir, dass die Besiedlung dieser
Okosysteme durch Sulfatreduzierer vermutlich mehrfach und unabhingig voneinander
stattgefunden hat. Unterstiitzt wird diese These einerseits dadurch, dass die zwei
phylogenetisch recht weit voneinander entfernten Arten Desulfovibrio desulfuricans und
Desulfovibrio giganteus (> 10 % Sequenzunterschied) in derselben Termite gefunden
wurden (Cubitermes speciosus; BRAUMAN et al. 1990), und anderseits, durch die
Identifizierung von Desulfovibrio termitidis sowohl in der Termite Heterotermes indicola
als auch in der Schabe Cryptotermes punctulatus (FROHLICH et al. 1999). Ahnlich liegen
auch die Verhiltnisse bei dem Klon PM6 aus Pachnoda marginata, der die hochste
phylogenetische Ubereinstimmung mit einem molekularen Isolat (Klon Rs-K75) aus der
Termite Reticulitermes speratus aufwies.

Sulfatreduktionsraten wurden bisher hauptsédchlich in verschiedenen marinen und
limnischen Sedimenten untersucht (FUKUI & TAKAll 1990, BAK & PFENNIG 1991,
JORGENSEN & BAK 1991, KUHL & JORGENSEN 1992). Die bisher hochste Rate
(20 umol/ml x d) wurde von KUHL & JORGENSEN (1992) in Biofilmen gefunden. Unter
Berticksichtigung der gefundenen Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien ergab sich eine
spezifische Sulfatreduktionsrate von 4,2 nmol/10” Bakterien x h. Ahnlich hohe spezifische
Raten fand SASs et al. (1997) im Sediment des oligotrophen Stechlinsees (5,8 nmol/10’
Bakterien x h). Die im Darm von Pachnoda marginata und Mastotermes darwiniensis
gefundenen spezifischen Raten lagen in einer vergleichbaren Gré3enordnung von 5,2 bzw.
4,9 nmol/10” Bakterien x h. Der Unterschied in den absoluten Raten von 104,3 zu 4,9
nmol/ml x h resultierte somit im Wesentlichen aus den verschieden hohen Zellzahlen
sulfatreduzierender Bakterien im Darm von Pachnoda marginata und Mastotermes
darwiniensis. Eine  Erklarung fir die unterschiedlichen Populationsdichten
sulfatreduzierender Bakterien konnten hierbei die ermittelten Sulfatkonzentrationen sein,
welche im Darm von Pachnoda marginata wesentlich hoher waren (1,1 mM) als bei

Mastotermes darwiniensis (0,14 mM). In anaeroben Okosystemen stehen Sulfatreduzierer
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in direkter Konkurrenz um den verfiigbaren Wasserstoff mit methanogenen und auch
acetogenen Bakterien. Hierbei setzen sich die Sulfatreduzierer in der Regel durch, wenn
ausreichend Sulfat als Elektronenakzeptor zur Verfiigung steht, wihrend in sulfatarmen
Okosystemen (z.B. SiiBwassersedimente) die Methanogenese iiberwiegt (CAPPENBERG
1974a und 1974b, OREMLAND & TAYLOR 1978). Die Sulfatkonzentrationen bei Pachnoda
marginata, aber auch bei verschiedenen Termiten (0,3 — 0,7 mM; KUHNIGK et al. 1996),
liegen oberhalb der Konzentrationen, die iiblicherweise in SiiBwassersedimenten gefunden

werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Termiten spielen eine wichtige Rolle bei der Mineralisation von organischem
Material. Beim Abbau von Biopolymeren kommt der Darmflora der Termiten eine
essentielle Bedeutung zu. Erst die vielfaltigen Aktivitdten der symbiontischen
Darmbewohner versetzen die Termiten in die Lage, ihre komplexen und zum groRRen Teil
schwer abbaubaren Nahrungsbestandteile effektiv zu verwerten. Betrachtet man die
Zusammensetzung der Darmflora der Termiten, fallen insbesondere die in grof3er Anzahl
vorkommenden Spirochaeten auf. Zwar belegen verschiedene molekularbiologische
Untersuchungen eine enorme Artenvielfalt der Spirochaeten, diese wurde aber bislang nur
durch sehr wenige Isolate représentiert. Der zentrale Aspekt der durchgefihrten
Untersuchungen war daher die Isolierung und Charakterisierung neuer Spirochaetenarten
aus dem Darm von Termiten, um die Rolle dieser Organsimen innerhalb der mikrobiellen
Gemeinschaft néher zu erforschen.

In der vorliegenden Arbeit gelang es, 6 Spirochaetenstdmme aus drei niederen
Termitenarten zu isolieren und zu identifizieren. Die Stdmme SPN1 aus Neotermes
castaneus, SPIT5 aus Incisitermes tabogae und SPIM25 aus Incisitermes marginipennis
stellten hierbei neue Arten der Gattungen Spirochaeta und Treponema dar. Der Stamm
SPN1 st der erste charakterisierte Vertreter der Gattung Spirochaeta, der aus
Termitendarmen isoliert werden konnte und zugleich der erste wirtsassozierte Organismus
innerhalb dieser Gattung. Aufgrund seiner coccoiden Zellform, stellt dieser Stamm zudem
auch morphologisch eine Besonderheit innerhalb der Ordnung Spirochaetales dar. Die
physiologischen Untersuchungen charakterisierten den Stamm SPN1 als einen strikt
anaeroben heterotrophen Organismus, der verschiedene Mono-, Di- und Oligosaccharide
zu Ethanol, Formiat und Acetat fermentiert. Die Stdmme SPIT5 und SPIM25 konnten
phylogenetisch der Gattung Treponema zuordnet werden. Hierbei lieBen sie sich
verschiedenen Untergruppen des so genannten , Termiten-Clusters” der Treponemen
zuordnen. Dieser Cluster wird ausschlief3lich durch Organismen bzw. Klone reprasentiert,
die im Darm von Termiten gefunden wurden. Ahnlich wie Stamm SPN1 konnten auch die
Stamme SPIT5 und SPIM25 als strikt anaerobe heterotrophe Bakterien eingestuft werden.

Als wesentliche Endprodukte aus der Fermentation von Kohlenhydraten lieRen sich
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Ethanol und Acetat identifizieren. Da Holz, die Hauptnahrung der niederen Termiten, eine
aufRerst stickstoffarme Nahrungsquelle darstellt, wurden die Isolate auf das VVorhandensein
des nifH-Gens uberprift. Dieses kodiert fir eine Untereinheit des Nitrogenase-Systems
stickstofffixierender Bakterien. Bei Stamm SPIT5 konnte das Gen nifH nachgewiesen
werden. Weiterhin konnten bei den untersuchten Stdmmen eine Reihe von enzymatischen
Aktivitaten nachgewiesen werden, die fiir den Abbau von Lignocellulose im Termitendarm
von Bedeutung sind. Die von den gewonnenen Isolaten verwerteten Substrate sowie die
verschiedenen Enzymaktivitdten unterstreichen somit den symbiontischen Charakter der
Spirochaeten im Termitendarm.

In vielen anoxischen Okosystemen ist die dissimilatorische Sulfatreduktion ein
wesentlicher terminaler Oxidationsprozess. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass
Sulfatreduzierer auch im Intestinaltrakt von Termiten eine wichtige Rolle spielen. Wenig
bekannt ist aber, ob und in wieweit die dissimilatorische Sulfatreduktion auch bei anderen
Insektengruppen von Bedeutung ist. Deswegen wurden in dieser Arbeit vergleichende
Untersuchungen zur Sulfatreduktion im Intestinaltrakt der Termite Mastotermes
darwiniensis und des Rosenkafers Pachnoda marginata durchgefihrt.

Im Darm von Pachnoda marginata konnten mittels MPN-Zahlungen 2 x 10°
Sulfatreduzierer/ml  Darminhalt nachgewiesen werden. Damit lag der Titer
sulfatreduzierender Bakterien etwa 20-fach hoher als bei der Termite Mastotermes
darwiniensis (ca. 1 x 10" Zellen/ml). Aus der héchsten Verdiinnungsstufe der MPN-Reihen
konnte ein sulfatreduzierendes Bakterium angereichert und identifiziert werden. Der Klon
PMS6 liel sich anhand der 16S rRNA Gensequenz der Gattung Desulfovibrio zuordnen. Die
hochste phylogenetische Ubereinstimmung mit bisher identifizierten Vertretern der
Gattung lag bei ca. 7 % (Klon Rs-K75 aus der Termite Reticulitermes speratus). Die im
Darm von Pachnoda marginata bestimmte Sulfatreduktionsrate lag bei 104,3 nmol x h™* x
ml™ und damit deutlich héher als bei Mastotermes darwiniensis (4,9 nmol x h* x mlI™).
Unter Berlcksichtigung des unter-schiedlichen Titers ergaben sich fir die beiden
Organismen spezifische Sulfatreduktionsraten in vergleichbarer GréRenordnung (5,2
nmol/10” Zellen x h bei Pachnoda marginata und 4,9 nmol/10" Zellen x h bei
Mastotermes darwiniensis). Die hohen Sulfatreduktionsraten sowie die ermittelten
Zellzahlen sind ein Indiz dafur, dass Sulfatreduzierer eine wichtige Funktion bei der

Endoxidation von organischem Material im Intestinaltrakt verschiedener Insekten spielen.
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Ausblick

In den zuriickliegenden Jahren haben sich eine Vielzahl von Studien mit der
mikrobiellen Darmflora der Termiten und ihrer Rolle beim Lignocelluloseabbau
beschaftigt. Die Erstellung von umfangreichen Datenbanken auf Basis des 16S rRNA-
Gens gewéhrte wichtige Einblicke in die phylogenetische Diversitat der mikrobiellen
Gemeinschaft des Termitendarms. Techniken wie die Fluoreszenz in situ Hybridiserung
ermoglichten es zudem bestimmte bakterielle Gruppen im Darm zu lokalisieren und zu
quantifizieren. Dennoch konnen solche kultivierungsunabhdngigen Ansédtze immer nur
einen Teil der komplexen Zusammenhénge innerhalb mikrobieller Gemeinschaften
aufklaren, da 0ber die Physiologie und damit auch Uber die Bedeutung vieler
molekularbiologisch identifizierter ~Organismen nur spekuliert werden kann.
Untersuchungen die auf die Isolierung und Kaultivierung von Organismen aus dem
Termitendarm abzielten brachten daher wesentliche Erkenntnisse (iber die Rolle einzelner
Organismen bzw. Organismengruppen in diesem Okosystem. Allerdings bestehen
weiterhin groBe Schwierigkeiten bei der Isolation von relevanten Mikroorganismen aus
komplexen Okosystemen. Nach wie vor lassen sich die meisten Mikroorganismen mit den
derzeitigen Methoden nicht im Labor kultivieren. Dies gilt, neben vielen anderen
bakteriellen Gruppen, auch fir zahlreiche Spirochaeten aus Termitendédrmen. So blieben
die Kultivierungsansatze der vorliegenden Untersuchungen bei einer Reihe von
Termitenarten erfolglos. Um das Spektrum charakterisierter Isolate zu erweitern, sollte
daher ein wichtiger Aspekt zukunftiger Untersuchungen in der weiteren Verbesserung der
Kultivierungsmethoden liegen. Dies gilt auch im Hinblick auf das sehr langsame
Wachstum aller bislang aus Termitenddarmen gewonnenen Isolate. Neben der besseren
Anpassung von Kultivierungsmedien an die in vivo Bedingungen im Okosystem sollten
auch alternative Isolationstechniken, wie z. B. die Mikromanipulation, verfeinert und im
Hinblick auf strikt anaerobes Arbeiten weiterentwickelt werden. Weitere Untersuchungen
sollten auch zur Rolle der Spirochaeten bei der Stickstofffixierung im Termitendarm
angestellt werden. Hierbei gilt es insbesondere zu kléren inwieweit die gefundenen
genetischen Voraussetzungen auch mit einer tatsdchlichen Aktivitdt im Termitendarm

korrespondieren.
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7. Anhang

7.1 Sequenzen

16S rRNA Gensequenz von Stamm SPN1 (1500 bp)
CTGGCGGCGCGTTTTAAGCATGCAAGTCGAGCGGGAAGGGGCTTCGGCCCTGGAGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGATGATCTGCCTCCCAGTTGGGGACAGCACCTGGAAACAGGTGATAATACCGGATACGACCGCAG
GGGTAGAGCCCTGCGGGGAAAGGGGCCACGGCCCCGCTGGGAGATGAGTCCGCGGCCCATTAGCTGGATGGGG
GGGTAACGGCCCACCATGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGACGGCCACATTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGGGGAACCCTGACGGAGCGACGCCGC
GTGAACGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTTCTTTTCGGGAGGGGGAATAAGCCTGCCAGGGAATGGGCGGG
TGATGACGTGAATCCCGGAATAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGC
GTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGTCATGCAAGTCCGATGTGAAAGACCCCGGCTCAA
CCGGGGGTATGCGTGGGAAACTGCATGGCTTGAGTACAGCAGGGGGCAGTGGAATTCCAGGTGTAGGGGTGAA
ATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGAGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCATGTACTGACGCTGAGGCGCGAAG
GTGCGGGGAGCGAACAGGTTTAGATACCCTGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGCACACCAGGTGTCGGGGGGT
AGCCCCCGGTACCGGAGCTAACGCACTGAGTGTGCCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAGGGC
TTGACATCCGGGGGAACCATGGGGAGACCCATGGGCCGCTTGCGGCCGCCGGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCCGTCTGTTACCAGCATGTG
AAGATGGGGACTCGGACGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCC
CTTATGCCCTGGGCCACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGAGCGAAGCGGACCCGCGAGGGAGAGCGAACC
GCGAAAGCCGGTCTCAGTACGGATTGGACTCTGCAACCCGAGTCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGC
ATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATCCGAGTCGGGGGTAC
CCGAAGTCGCTGTCCCAACCGCGAGGGGGGAGGTGCCGAAGGTATGCCTGGTGAGGAGGGTGAAGTCGTAACA
AGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

16S rRNA Gensequenz von Stamm SPN2 (697 bp)
ACGGGTGAGTAACACGTGGATGATCTGCCTCCCAGTTGGGGACAGCACCTGGAAACAGGTGATAATACCGGAT
ACGACCGCAGGGGTAGAGCCCTGCGGGGAAAGGGGCCACGGCCCCGCTGGGAGATGAGTCCGCGGCCCATTAG
CTGGATGGGGGGGTAACGGCCCACCATGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGACGGCCACATTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGGGGAACCCTGACGGA
GCGACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTTCTTTTCGGGAGGGGGAATAAGCCTGCCAGGG
AATGGGCGGGTGATGACGTGAATCCCGGAATAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTA
GGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGTCATGCAAGTCCGATGTGAAAGAC
CCCGGCTCAACCGGGGGTATGCGTGGGAAACTGCATGGCTTGAGTACAGCAGGGGGCAGTGGAATTCCAGGTG
TAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGAGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCATGTACTGACGCTG
AGGCGCGAAGGTGCGGGGAGCGAACAGGTTTAGATACCCT

16S rRNA Gensequenz von Stamm SPIT5 (1310 bp)

GCAGCGATGCCCCTGAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGATGGGGATAGCCATT
AGAAATAGTGGGTAATACCGAATATGATTGCGGGACTGTGGTTTCGCAAAGAAAGGAGCTAAGGCTCCGCCTG
AGGATGGGCCCGCGTCCCATTAGGTAGTTGGTGCGGTAAAGGCGTACCAAGCCGGAGATGGGTAGCCGGCCTG
AGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCC
GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTTTT
GCGGAAGAATAAGCGGTGGAGGGAATGCCATCGTGATGACGAGAAGCGAAGAATAAGCCCCGGCTAATTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGT
TATGGAAGTCTGATGTGAAAGGCAGGAGCTTAACTTCTGGATTGCATTGGAAACTGGATGACTAGAGTCATGG
AGGGGGAGTTGGAATTCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAA
CTTCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGC
ACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTGGGCCGAGCGGTTCAGTGCCGGAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCT
GGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGAGGCGAAGGGTGCAGAGATGTACCCGCCTGG
CAACAGGCGCTTTCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
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CGAGCGCAACCCTTACTGCCAGTTGCTAACAGGTAAAGCTGAGGACTCTGGCGGAACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGT
ACAACGTGACGCGAAACCGCGAGGTAAGAGCGAAGCACGAAAAGCCAGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAA
CCCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCATGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC

16S rRNA Gensequenz von Stamm SPIM20 (1328 bp)
AAGTCGACGGCAAGGGGTAGCAATACCCCCTAGAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTT
AGGTTGGGGATAGCCATTAGAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGTTGTTTTGCTATGGCGAGACAAAGAAAG
GAGCCTTGGCTCCGCCTGGGGATGGGCCCGCGTCCCATTAGGTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGCCCG
AGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGG
TTGTAAAATACTTTTCTTGCTGAAGAATAAGCGGGGGAGGGAATGCCCTCGTGATGACGGTAAGCAAGGAATA
AGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGT
AAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGCAAGTCTGGCGTGAAAGGCAGGGGCTTAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACT
ATGTAACTTGAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAAC
ACCGGTGGCGAAGGCGAACTTCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTACACTAGGTGTTGGGCCGAGCGGTTCAGTGCCGAAGCAAAC
GTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGTAGTGAATGATGC
AGAGATGTATCAGCGTAGCAATACGCGCTATCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACCAGCAGGTAAAGCTGGGGACTCTGGCGGA
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGTCCAGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGACGCGACACCGCGAGGTATGAGCGAAGCGCAAAAACCCGGCCGTAGT
TCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGA
ATACGTTCCCGGGC

16S rRNA Gensequenz von Stamm SPIM24 (700 bp)
TACCCCCTAGAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGTTGGGGATAGCCATTAGAAA
TAGTGGGTAATACCGAATATGGTTGTTTTGCTATGGCGAGACAAAGAAAGGAGCCTTGGCTCCGCCTGAGGAT
GGGCCCGCGTCCCATTAGGTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTCTTGCTGA
AGAATAAGCGGGGGAGGGAATGCCCGCGCGATGACGGTAAGCAAGGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGT
AAGTCTGGCGTGAAAGGCAGGAGCTTAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACTGTGTAACTTGAGTCATGGAGGGG
GAGTTGGAATTCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACTTCT
AGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAAC

16S rRNA Gensequenz von Stamm SPIM25 (1296 bp)
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGTTGGGGATAGCCATTAGAAATAGTGGGTA
ATACCGAATATGGTTGTTTTGTTATGGCGAGACAAAGAAAGGAGCCTTGGCTCCGCCTGAGGATGGGCCCGCG
TCCCATTAGGTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGC
CACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTCTTGCTGAAGAATAAGC
GGGGGAGGGAATGCCCGCGCGATGACGGTAAGCAAGGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGTAAGTCTGGC
GTGAAAGGCAGGAGCTTAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACTGTGTAACTTGAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAA
TTCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACTTCTAGCCAATGA
CTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGCACTATAAACGATGT
ACACTAGGTGTTGGGCCGAGCGGTTCAGTGCCGAAGCAAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCG
CAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACG
CGAGGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGTAGTGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATACGCGCTATC
ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCT
ACTGCCAGTTACCAGCAGGTAAAGCTGGGGACTCTGGCGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGACGCGA
CACCGCGAGGTATGAGCGAAGCGCAAAAAACCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATGAA
GTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
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16S rRNA Gensequenz von Klon PM6 (1296 bp)
AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCTTTGGGGC
TTGCCCCAGAGACTTAGCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGATGATCTACCCATCAGTTTGGGATAACAGTT
GGAAACGACTGCTAATACCGGATACGATCTTTTATCASATTAAGGTGAAAGGCGGCCTCTGCTTGCAAGCTGT
CGCTGATGGATGAGTCCGCGGCTCATTAGGTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGCCGACGATGAGTAGCC
GGCCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCTCT
GTCAGAAGGGAAGAACGGGCATGGTGCTAATCAGCCATGTTTTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGCGGCTTTGTAAGTCAGAGGTGAAATCCCACGGCTCACCCGTGGAACTGCCTTTGATACTGCATTGCTTGAG
TGAGTGAGAGGATAGT

nifH Gensequenz von Stamm SPIT5 (462 bp)
CGCGAATTCGCCCTTTGCGATCCTAAGGCTGACTCAACACGGCTTCTTTTAGGCGGTCTGCATCAGAAAACGG
TACTCGACACAATTCGGGACAACCGGCTGGAAGTAACGCTGGATCAGCTGGTAAAAGAAGGCTGGCTCGGTAT
ACGCTGCGTAGAATCGGGGGGACCTGAACCTGGCGTTGGCTGTGCGGGACGGGGGATCATCACTTCAATAGAT
ATGCTTGAAAATTTGGGAGCTTACACAGACGATCTGGATTATGTGTTTTATGATGTGCTGGGAGATGTAGTAT
GCGGAGGCTTTGCAATGCCCATACGCGAAGGTAAGGCCAAAGAAATATACATTGTAGCCTCCGGCGAGATGAT
GGCCCTAAGGGCGAATTCGTTTAAACCTGCAGGACTAGTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTA
ATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGA

nifH Aminosauresequenz von Stamm SPIT5 (119 AS)
CDPKADSTRLLLGGLHQKTVLDT IRDNRLEVTLDQLVKEGWLG IRCVESGGPEPGVGCAGRG I I TSIDMLENL

GAYTDDLDYVFYDVLGDVVCGGFAMP IREGKAKETY 1 VASGEMMAL

7.2 Alignments der Sequenzen fuir die Konstruktion phylogenetischer

Stammbaume

7.2.1 Sequenzen des ,,Spirochaeten-Stammbaums* (Abb. 23)

Alle Sequenzpositionen die mit einer ,,1* versehen sind, wurden fiir die phylogenetische

Stammbaumanalyse verwendet (Abklrzungen und Zugriffnummern, siehe Kap. 7.3.1).

Leptonema
Lsbiflexa
Za29

Rs-B68

Rs-HO9

NkS34
Spirosp.Buddy
Spirosp.Grapes
SPN1
S.smaragdinae
Spbajacalifor
RsD16
Sphalophila
S.africana
T.denticola
T.pallidum
T.pectinovorum
T.bryantii
RFS2

Rs-G65

RFS9

HsPySp20
RsDiSpl2
Rs-A53

Rs-A48
S.stenostrep

GAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTAATTTGCCCACGGATGGGGGATAACCTTTC
CAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATGGATAACCTACCTAGAAGTTGGGGATAACACAGA
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTGATCTGTCCTTGTATCGGGGATAGTCCGTG
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTGATCTGTCCTTGTTTTGGGGATAGCCCGTG
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTGATCTGTCCTTGTTTTGGGGATAGTCCGTG
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAAGACGTGGGTGATCTGTCCCGGTCACGGGGATAGCCTGTG
GAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGACAATCTGCCCCCCGGTCCGGGATAGCCCAGG
GAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGACAATCTGCCCCCCGGTCCGGGATAGCCTTGG
GAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATGATCTGCCTCCCAGTTGGGGACAGCACCTG
GACCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGATAATCTGTCTTGGGATGGGGGATAGCCCATG
GACCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGATAATCTGTCTTGGGATGGGGGATAGCCCATG
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAAGTGATCTACCCTAGGGTAAGGGATAGCTTATG
GACCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTGATCTACCTTGAGGTTGGGGATAGCCCATG
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGACCTGCCCAGAGGATGGGGATAGCCTGTG
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTGCCCTGAAGATGGGGATAGCTAGTA
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTAATCTGCCTTTGAGATGGGGATAGCCTCTA
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACGTACCCNTTGGACGGGGATAGTCGGTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACGTACCTTTGTGACGGGGACAGCTCCTA
GAATGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATACCCTTAGGACGGGGATAGCTTCTA
GAATGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATACCCTTAGGACGGGGATAGCTTCTA
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATGCCTTGAGGACGGGGATAGCCGTTA
GAATGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATACCCTTAGGACGGGGATAGCCTCTA
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATGCCTTGAGGACGGGGATAGCCGATA
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATACCCTGAGGTTGGGGATAGCTATTA
GAGTGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACATACCCTTGGGGTGGGGATAGCTGATA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTACCTTTAGGTTGGGGATAGCCATTA
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Sp.caldaria
sp4011
ZAS9

ZAS1

Zas2

RFS3
clonenc5
RFS8

RsJ93
Spim25
spim20
NkSOxy26
NkS56
NkSSte9
NKS97
Spits
mpsp2
Rs-H91
RFS94
Spaurantia
Borranseria
ecoli

Leptonema
Lsbiflexa
Za29

Rs-B68

Rs-HO09

NkS34
Spirosp.Buddy

Spirosp.Grapes

SPN1
S.smaragdinae
Spbajacalifor
RsD16
Sphalophila
S.africana
T.denticola
T.pallidum

T.pectinovorum

T.bryantii
RFS2
Rs-G65
RFS9
HsPySp20
RsDiSpl12
Rs-A53
Rs-A48
S.stenostrep
Sp.caldaria
sp4011
ZAS9

ZAS1

Zas2

RFS3
clonench
RFS8

RsJ93
Spim25
spim20
NkSOxy26
NkS56
NkSSte9
NKS97
Spit5
mpsp2
Rs-H91
RFS94
Spaurantia
Borranseria
ecoli

Leptonema

GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTGACCTACCCTTAGGATGGGGATAGCCACTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTGCCTGAGGATTGGGGATAGCCACTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCTCAAGGCTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCTTAAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCTAGAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTAAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTGCCAAATGGATGGGGATAGCCGCTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCTTGCGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCTTAAGGCCGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGTGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGTTGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCCTCAGGCCGGGGATAGCCGCTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTAAGGATGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCCTTAGGATGGGGATAGCCATTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACKCGTGGGAGATCTACCTTTAGGTTGGGGATAGCCGTTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTGGGTGACCTACCTCGAAGTTGGGGATAGCCGGTA
GAGCGGCGGACTGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTACCTTTGGGTTGGGGATATCTGTTA
GAATGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTGATCTGCCTGACGGATGGGGATAGCTTGTG
CAGTGGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTACCTATGAGATGGGGATAACTATTA
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC-TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
* *

* **x K Kk KhkAkkkkhkkk * * *kkk K

11111112122111212221112122111212221111012111112211112221111212111111

GAAAGGAAGGCTAATACCGCATAACACCATGGTTACCA-CGGTAATTATGGTCAAAGCAG
GAAATTTGTGCTAATACCGAATGTGACGGTTCCTGGTAGCAGGGATT--GGTTAAAGCAG
GAAACATGGGGTAATACCGGATAATCTGTAGGG-AGTAAAGGCCCT--ATAGGAAAGGCG
GAAACATGGGGTAATACCGAATGAGCTCGTGGG-AGTAAAGGCCCA--TGAGGAAAGGCG
GAAACATGGGGTAATACCGAATGAGCTCGCGGGGAGTAAAGGCCCTGATGAGGAAAGGCG
GAAACATGGGGTAATACCGGATAAGCTCTGCGG-GGTAAAGGCCGC--GGAGGAAAGGCG
GAAACCTGGATTAATACCGGATGAGACGGGACC-CGCGAGGGCGGGATCCGGGAAAGGCG
GAAACCTGGGATAATACCGGATACGAGCGGGGC-CCCGCAGGGGGCCCCGGGGAAAGGCG
GAAACAGGTGATAATACCGGATACGACCGCAG---GGGTAGAGCCCTGCGGGGAAAGGGG
GAAACATGGGGTAATACCGCATAAGCTCTTTTA-CCCATAAGGGTGATAGAGGAAAGGCG
GAAACATGGGGTAATACCGCATAAGCTCTTTTA-TTCATAAGAGTGATAGAGGAAAGGCG
GAAACATAAGGTAAAACCGGATAAGGTGGCACA-GATTGAAGGCAGTGCCAAGAAAAGAG
GAAACATGGGGTAATACCGAATGAGCTC-TATGTACTGTGGTGTAT--AGAGGAAAAGGG
GAAACACAGGGTAATACCGAATAAGCT--TATGCACTATGGTGCGA--TAAGGAAAGGGG
GAAATATTAGATAATACCGAATGTGCTC-ATTTACATAAAGGTAAATGAG--GAAAGGAG
GAAATAGGGGGTAATACCGAATACGCTC-TTTTGGACGTAGGTCTTTGAGAGGAAAGGGG
GAAATACCGGGTAATACCGGATAAGGT--CATATAAGTTGGAGATATATGAGGAAAGTGG
GAAATAGGAGATAATACCGGATACGCTG-CATGTTGTCAGAGGACATGC-AGGAAAGGAT
GAAATAGAAGATAATACCGGATACGACC-ACTACTGTTAGAGGGTA-GTGAGGAAAGGGG
GAAATAGAAGATAATACCGGATACGACC-ACTACAGTTAGAGTGTA-GTGAGGAAAGGGG
GAAATAGCGGATAATACCGGATACGCTC-ATCACTGTTAGAGGGTG-ATGAGGAAAGGGG
GAAATAGAGGATAATACCGGATACGACC-GTGACTGTTAGAGGGTC-ACGAGGAAAGGGG
GAAATATCGGATAATACCGGATAAGCTC-ATCATTGTTAGAGGGTG-ATGAGGAAAGGGG
GAAATAGTAGGTAATACCGAATAATGGC-GCTACTGTTAGAGGGTA-GTGAAGAAAGGGG
GAAATATCGGGTAATACCGAATA-CGCT-TCCTCCGCTA-AGAAGG-GGAAGGAAAGAAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATGTGGT--TGCGGGGCTTTGGCCTT-GTAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATGTGGT--TACCGGGCTGTGGCCTN-GTAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATGTGGT--TATGGGGCTTTGGCGCC-ATAAAGAAAGGGG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATGTGGT--TATTGGGCTGTGGCCCG-ATAAAGAAAGGCG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TACGAGGTTATGACCTT-GTAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGGATATGGT--TGCGGGGTTATGACTCT-GCAAAGAAAGGGG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TATCGGGTTATGACCTG-GTAAAGAAAGGGG
GAAATAGCGGGTAATACCGAATAAGGT--TATTGGACTGTGGTCTG-ATAACGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATGTGGT--TGCGGGACTGTGGTTCT-CCAAAGAAAGGGG
GAAATAGTGGGTAATACCGGATGTGGT--TATCGGGCTATGGCCTG-GTAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TGTTTTGTTATGGCGAG-ACAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TGTTTTGCTATGGCGAG-ACAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TGTTTTGCTATGGCAGG-ACAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TGTTTTGCTATGGCGAA-ACAAAGAAAGGAG
GAAATAGCGGGTAATACCGGATACGGT--TGTTTCGCGATGGCGAG-ACAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGGT--TGCGGGACTATGGTTCT-GCAAAGAAAGGAG
GAAATAGTGGGTAATACCGAATATGAT--TGCGGGACTGTGGTTTC-GCAAAGAAAGGAG
GAAATAGCGGGTAATACCGGATGTGGT--TGCGGGGCTGTGGTCTT-GCAAAGAAAGGGC
GAAATATCGGGTAATTCCGAATGTGGT--TGCAGAGCTATGGCTCC-GCAAAGAAAGGAG
GAAATAGCAGGTAATACCGAATAGTTT--TGCATGACAAAAGTTGT-GTAAAGAAAGGAG
GAAACACAGGGTAATACCGAATGAGCT--GACGAGACTTTGGTTTT-GTTAGTAAAGGTG
GAAATAGTAGCTAATACCGAATAAGGTCAATTAAGATGTTAATTGA-TGAAAGGAAGCCT
GAAACGGTAGCTAATACCGCATAACCT———===——- CGCAAGACCA---AAGAGGGGGAC

E 2 Kkk Kkk hk

111111111111111111111110111000000000111011111100000011111111

CAA-————- TGC-GTCTGTGGAGAAGCCTGCGTCCGATTA-GGTAGTTGGTG-AGGTAAC
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Lsbiflexa CAA-————- TGC-GCTTTTAGATGGGTCCATGGCTGATTA-GCTAGTTGGTG-GGGTAAA
Za29 CGTATG--CGCC-GGACGAGGATGAGCCTGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGCA-GGGTAAG
Rs-B68 CGTATG--CGCC-GAACGGGGATGAGCCTGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGTA-GGGTAAG
Rs-HO9 CGGATG--CGCC-GAACGAGGATGAGCCTGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGTG-GGGTAAG
NKkS34 CGTATG--CGCC-GGAGAGGGATGAGCCTGCGGTCCATTA-GCTTGTTGGCA-GGGTAAG

Spirosp.Buddy
Spirosp.Grapes
SPN1
S.smaragdinae
Spbajacalifor
RsD16
Sphalophila
S.africana
T.denticola
T.pallidum
T.pectinovorum
T.bryantii
RFS2

Rs-G65

RFS9

HsPySp20
RsDiSp12
Rs-A53

Rs-A48
S.stenostrep
Sp.caldaria
sp4011

ZAS9

ZAS1

Zas2

RFS3

clonenc5

RFS8

RsJ93

Spim25

spim20
NkSOxy26
NkS56

NkSSte9

NKS97

Spits

mpsp2

Rs-H91

RFS94
Spaurantia
Borranseria
ecoli

Leptonema
Lsbiflexa
Za29

Rs-B68

Rs-HO09

NkS34
Spirosp.Buddy
Spirosp.Grapes
SPN1
S.smaragdinae
Spbajacalifor
RsD16
Sphalophila
S.africana
T.denticola
T.pallidum
T.pectinovorum
T.bryantii
RFS2

Rs-G65

RFS9

HsPySp20
RsDiSpl12
Rs-A53

Rs-A48
S.stenostrep
Sp.caldaria

CTACGG--CGCC-GCCGGGGGATGAGTCTGCGTCCCATTA-GCTAGACGGCG-GGGTAAC
CTTCGG--CGCC-GCCGGGGGATGAGTCCGCGGCCCATTA-GCTAGACGGCG-GGGTAAA
CCACGG--CCCC-GCTGGGAGATGAGTCCGCGGCCCATTA-GCTGGATGGGG-GGGTAAC
CTTAGG--CGTC-GACCTAAGAGGAGTCTGCGGTCCATTATGTTAGTTGGTG-GGGTAAA
CTTAGG--CGTC-GACCTAAGAGGAGTCTGCGGTCCATTATGTTAGTTGGTG-GGGTAAA
CTACGG--CTCT-GCCCTGGGATGAGCTTGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGTA-GGGTAAA
CTTTGG--CCCT-GCCTTGAGATGAGCCTGCGGCTGATTA-GGTAGTTGGTG-GGGTAAA
CTTCGG--CCTC-GCCTTTGGATGGGCCCGCGTCTGATTA-GTTAGTTGGTG-GGGTAAC
CTACGG--CTCN-NCTTCAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTNCGG--CCTC-GCTCAGAGATGAGCCTGCGACCCATTA-GCTTGTTGGTG-GGGTAAT
CTATGG--CCAC-GCCGAAGGAACGGCCTGCGGCCTATCA-GCTAGTTGGTG-AGGAAAA
CTTTTG--ATTC-GCACGAAGAGCGGCCCGCGTACTATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAC
CTACGG--CCCC-GCCTGAGGAATGGCCCGCGGCCCATTA-GCTTGTTGGTG-AGGTAAC
CTACGG--CCCC-GCCTGAGGAATGGCCCGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTACGG--CCCC-CCCTTAAGAGTGGCCCGCGGCCCATTATGCTCGTTGGTG-TGGTAAC
CTACGG--CCCC-GCCTGAGGAATGGCCCGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTACGG--CCCC-GCCTTAAGATTGGCCCGCGGCCCATTATGCTAGTTGGTG-AGGTAAC
CTAAGG--CCTC-GCCTTAGGAATGGCTCGCGGCCCATTA-GCTAGTTGGTT-GGGTAAA
CTAAGG--CTTC-GCCCGAGGAATGGCCCGCGGCCCATTA-GCCTGTTGGTG-AGGTAAC
CTA--G--CTCC-GCCTGAAGATGAGCCCNCGTCCCATTA-GCTAGTTGGGG-GTGTAAC
CTTT-G--CTCC-GCCTGAGGATGGGCCCNCGTCCCATTA-GCTCGTTGGTG-AGGTAAC
CGATAG--CCCT-GTCCTGAGATGGGCCCGCGTTCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTTCGG--CGCC-GCCTTGGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGCG-GGGTAAG
CTTTGG--CTCC-GCCTTGAGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGTGTAGGTAAA
GTTCGG--CCCC-GCCTCAAGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTTCGG--CCCC-GCCTTGGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAG
CTTAGG--CTCC-GCCAAGGGATGGGCCCGCGTTCCATTA-GCTAGTTGGTG-AGGTAAG
CTACGG--CCCC-GCCGAAAGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGAG-AGGTAAG
CTTTGG--CTTC-GCCTTAAGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGAG-AGGTAAG
CCTTGG--CTCC-GCCTGAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-AGGTAAA
CCTTGG--CTCC-GCCTGGGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-AGGTAAA
CCTTGG--CTCC-GCCTGAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-AGGTAAA
CCTTGG--CTCC-GCCTGAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTACGG--CTCC-ACCTGAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-AGGTAAA
CTACGG--CTCC-GCCTTGGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-CGGTAAA
CTAAGG--CTCC-GCCTGAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GGTAGTTGGTG-CGGTAAA
CTTTGG--CCCT-GCCTGGAGATGAGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGCG-AGGTAAA
CTAAGG--CTCC-GCTTCGAGATGGGCCCGCGTCCGATTA-GCTTGTTGGTG-AGGTAAC
CTATGG--CTCCCGCCCGAAGATGAGCCCGCGCCCCATTA-GTTAGTTGGTG-AGGTAAG
CTACGG--CACC-GCCGACAGAGGAGCCTGCGGCTGATTA-GCTAGTTGGTG-GGGTAAA
TTAAAG--CTTC-GCTTGTAGACGAGTCTGCGTCTTATTA-GCTAGTTGGTG-GGGTAAA
CTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTG-GGGTAAA

*x * ** K K * ** =

111000000111011111111111111111111111111101111111111101111111

GGCTCACCAAGCCAGCGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGAACTG
GGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACAATGGAACTG
AGCCTACCAAGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCTACCAAGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCTACCAAGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCTACCAAGGCGACGATGGATAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCCACCGTGGCGTCGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGAACTG
GGCCCACCGTGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGAACTG
GGCCCACCATGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGACGGCCACATTGGAACTG
GGCCTACCAAGGCGGCGATGGATAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCTACCAAGGCGACGATGGATAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCTACCAAGGCGACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTG
GGCCTACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTG
GGCCTACCAAGACCGCGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCAACGATGGGTATCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCCTACCAAGGCGTCGATGGGTATCCGACCTGAGAGGGTGACCGGACACACTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCGATGACAGGTATCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCAACGATAGTTACCCGGCCTAAGAGGGTGATCGGGCACATTGGGACTG
GGCCCACCAGGGCGATGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCGATGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCGCACCAAGGCTCTGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCGATGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCTCTGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGCTGACCAAGGCGATGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGGCACATTGGGACTG
GGCTCACCAAAGCAATGATGGGTATCCGGCCTAAGAGGGTGAACGGACACATTGGGACTG
GGACCACCAAGGCGATGATGGGNAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCGATGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
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Leptonema
Lsbiflexa

GGCCCACCAAGGCGATGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCCACCAAGCCTGTGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTG
GGCTCACCAAGGCGATGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCTACCAAGGCGATGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCCACCAAGGCGATGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCCCACCAAGGCGATGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCTTACCAAGGCGAAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGCTTACCAAGGCGAAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCTCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCGCACTGGGACTG
GGCCCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCCACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGTCACACTGGGACTG
GGCGTACCAAGCCCGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCGTACCAAGCCGGAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
GGCCCGCCAAGGCGAAGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGGCAATGATAGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTG
GGCCCACCAAGACTGTGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGATCGGCCACATTGGGACTG
GGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACACTGGAACTG
GGCCTACCAAGGCTATGATAAGTAACCGGCCTGAGAGGGTGAACGGTCACACTGGAACTG
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTG
* ** * Kk

* K X Kk Khhkkhkkk * * Kk Kk Kk kAhkkhk KAhkkk
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GGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCGCAATGGAGGCAAC
AGACACGGTGGATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGCAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGCAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGGATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGGGGAAC
AGACACGGGCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGAAACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGGATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCNGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGGAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCNTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTGCGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGATACGGCCCAAACTTCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATATTCCGCAATGGACGAAAG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG

**x Kkkk *kk ECE = b * Kk Kk Kk Khkkkkk * **k
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TCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTGCGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCAC-——————~
CCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTC-—————-~—
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CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTCCTTTTCTTT
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTCCTTTTCTTT
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTCCTTTTCTCT
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTTCTTTTCTTT
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTTCTTTTCGGG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTTCTTTTCGGG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTTCTTTTCGGG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTTCTTTTCTTG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTTCTTTTCTTG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCAGAGATGTTGTAAAGTTCTTTTTCTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGCCCTTTTCTAC
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCAGGAATGTTGTAAAGCCCTTTTCTAG
TCTGACGGAGCGACGCCGTGTGAATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATTCTTTTGCAG
CCTGACGGAGCGACACCGCGTGGATGAGGAAGGTCGAAAGATTGTAAAGTTCTTTTGCCG
TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGGATGATGAAGGTCGGAAGATTGTAAAATCCTTTTATTA
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCGGAAGGTTGTAAAATCCTTTTATGA
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTCCTTTTGAAC
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTCCTTTTGAAC
CCTGACGGAGCGACCCCGCGTGGATGATGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTCCTTTTGAAC
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTCCTTTTGAAC
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTCCTTTTGAAC
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTTCTTTTGGAT
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGACGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTAAGC
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTCCTTTTGTCG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGATGAAGGCCNAAAGGTTGTAAAATCCTTTTGTCG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGACGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATCCTTTTATCG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGACGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATCCTTTTGCCA
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGACGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATCCTTTTGTCA
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGACGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATCCTTTTGTCA
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGACGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAATCCTTTTATTG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTTCTTTTGTTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGAAGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAGTCCTTTTATTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGACGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTCCTTTTATTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTCTTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATACTTTTCTTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTCTTG
TCTGATGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTCTTG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTCCTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGAGGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAATCCTTTTATTG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTACGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTTTTG
CCTGACGGAGCGACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTACTTTTATGG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGGATGAAGGAGGCCGAAAGGTTGTAAAGTCCTTTTCTTG
TCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAATGACGAAGGCCGTGAGGTTGTAAAATTCTTTTATTG
CCTGACGGAGCGATGCCGCGTGATCGATGAAGGTCGAGAGATTGTAAAGATCTTTTCNAC
CCTGACGGAGCGACACTGCGTGAACGAAGAAGGTCGAAAGATTGTAAAGTTCTTTTATAA
CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC---A

*hkk K kkk Kk * K Kkk Kk Kh Khkk Khkhkhkkhkk *
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—————— AACAAACAGGGAAGAAGAA-------—-—-—--AGTGACGGTACCTGTCTGAA---G
—————— AGTAAGTAGGGACGAAAAA----—-——----AATGACGGTACCTACCTAAA---G
GTGAAGAATAACGATGGT-AGGAAATGACCGTTG--GATGACGTTAAC-AAAGGAATAAG
GTGAAGAATAAGGGCCGG-AGGAAATGCCGGTTT--GATGACGTTAGC-AAAGGAATAAG
GTGAAGAATAAGGGTGCG-AGGAAATGCGCATAC--GATGACGTTAGC-AGAGGAATAAG
GCGAAGAATAAGGGGAGG-AGGGAATGCCTTTCT--GATGACGTTAGC-GAAGGAATAAG
AGGGGGAACAACCGTGGC-AGGGAATGGCCGCGG--GATGACGTGAAT-CCCGGAATAAG
AGGGGGAATAACCGTGGC-AGGTAATGGCCGCGG--GATGACGTGAAT-CCCGGAATAAG
AGGGGGAATAAGCCTGCC-AGGGAATGGGCGGGT--GATGACGTGAAT-CCCGGAATAAG
GAGAGGAATAAGCCTATC-AGGAAATGGATGGGT--GATGACGTTAAC-CGAGGAAAAAG
GAGAGGAATAAGCCTATC-AGGAAATGGATGGGT--GATGACGTTAAC-CGAGGAAAAAG
TTGAAGAATAATGAGGGT-AGGGAATGATCTTCA--GATGACGTTAGA-CAGGGAATAAG
CTGAGGAATAAGTATCGG-AGGGAATGCCGGTAT--GATGACGGTAGG-GTAGGAATAAG
CTGAGGAATAAGGATGGG-AGGTAATGCCCGTCT--GATGACGTTAAG-CTAGGAATAAG
ATGAAGAATAAGAAGAAG-AGGGAATGCTTCTTT--GATGACGGTAGTCATGCGAATAAG
ACGAAGAATGAGGACGGG-AGGGAATGCCCGTTT--GATGACGGTAGTCGTGCGAATAAG
TTGAAGAATNAACTGTAC-AGGGAATGGTATAGA--GGTGACAGTAGG-TAATGAATAAG
CTGAGGA-TAAGCAGAGTGAGAGAAACGCTTTGT--GGTGACTGTAGG-TCATGAATAAG
CTGACGAATAAGCGCGGG-AGGGAATGCCCGTGT--GGTGACGGTAGG-GTTTGAATAAG
CTGACGAATAAGCGTGGG-AGGGAATGCCTGCGT--GGTGACGGTAGG-GTTTGAATAAG
CTGACGAATAAGCGCGGG-AGGGAATGCCCGCGT--GGTGACGGTAGG-GTTTGAATAAG
CTGACGAATAAGCTGTGG-AGGGAATGCCACAGT--GGTGACGGTAGG-GTTTGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGCAGG-AGGGAATGCCTGTGT--GGTGACGGTAGG-GTTTGAATAAG
ATGAAGAATAAGCGCGGT-AGGGAATGACTGCGT--GGTGACGGTAAT-ATCTGAATAAG
CTGACGAATAAACACGGA-AGGGAATGTCCGTGC--GGTGACGGTAGG-GTTTGAATAAG
ACGAAGAATAAGTGGGGG-AGGGAATGCCCTCAT--GATGACGTTAGT-CGGCGAATAAG
ATGAAGAATAAGCATGGG-AGGGAATGCCCGTGT--GATGACGTTAGT-CGGCGAATAAG
CCGAAGAATAAGGCAGGT-AGGGAATGATCTGCT--GATGACGTTAGG-CGAGGAATAAG
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GCGAAGAATAAGCGAGGG-AGGGAATGCCCGCGC--GATGACGNTAGC-TGGTGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCTTCGT--GATGACGTTAGG-TGACGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCTCGT--GATGACGTTAGG-TGACGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCCCGT--GATGACGTTAGG-CAATGAATAAG
CTGAAGAATAAGTGGTGG-AGGGAATGCCATCAT--GATGACGGAAGG-CAACGAATAAG
CTGAAGAATAAGGCGGGG-AGGGAATGCCCTGCT--GATGACGTTAGG-CAATGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCTTGT--GATGACGTTAGG-CAATGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCGCGC--GATGACGGTAAG-CAAGGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCTCGT--GATGACGGTAAG-CAAGGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCGCGC--GATGACGGTAAG-CAAGGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGTGGG-AGGGAATGCCCGCGT--GATGACGGTAAG-CAAGGAATAAG
CTGAAGAATAAGCGTGGG-AGGGAATGCCCACGT--GATGACGGTAAG-CGGGGAATAAG
CCGAAGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCTTGA--GATGACGCTAGG-CAATGAATAAG
CGGAAGAATAAGCGGTGG-AGGGAATGCCATCGT--GATGACGAGAAG-CGAAGAATAAG
CTGAGGAATAAGCGGGGG-AGGGAATGCCCTTGT--GATGACGCGATG-CCATGAATAAG
TTGAGGAATAAAGAACGG-AGGGAATGCCGGTCC--GATGACAGTAAA-CAAGGAATAAG
CTGAAGAATAAGCAGGGG-AGGGAATGCCCCTGT--GATGACGTTAAG-CAATGAATACG
ATGAGGAATAAGTCTGGG-AGGGAATGCCTGGAT--GATGACGTTAGT-GTAGGAATAAG
ATGAGGAATAAGCTTTGT-AGGAAATGATAAAGC--GATGACGTTAAT-TTATGAATAAG
GCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACC-CGCAGAAGAAN
* * Kk Kk

Kkhkk *
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CACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAA
CACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTGGCAAGCGTTGTTCGGAT
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTATGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGNNNAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CACCGGCTNATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTNACACGTAAGGTGCCAGCGTTATTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAATGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCGAGCGTTGTTCGGAA
CAACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGTTGCAAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCNAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTNACACGTAAGGGGCNAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGNGGNAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGNTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGTCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCAAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCGAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCNAGCGTTGTTCGGAA
CCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGGGGCNAGCGTTGTTCGGGA
NACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
* *
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TCACTGGGCGTAAAGGGTGCGCAGGCGGACTGTTAAGTCGG-GAGTGAAAACTGAGGGCT
TCATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGACTAACAAGTCAG-GTGTGAAATCTTCGGGCT
TTATTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCACGCAAGTCTG-GTGTAAAAGATAACAGCT
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ZAS9

TTATTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCATGCAAGTCCG-GTGTAAAAGATAGCAGCT
TTATTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCTCTGCAAGTCTG-GTGTAAAAGATGGCAGCT
TTATTGGGTGTAAAGGGCGCGCAGGCGGCTCTGAAAGTCCG-GTGTGAAAGGCCGCAGCT
TCATTGGGCGTAAAGGGCGTGCAGGCGGTCCTGCAAGTCCG-GCGTGAAATACCCCGGCC
TCATTGGGCGTAAAGGGCGTGCAGGCGGCCCTGCCAGTCTG-GCGTGAAAGGCCCCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGTCATGCAAGTCCG-ATGTGAAAGACCCCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCATGGCAAGTCAG-GTGTGAAAGGCTCCAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTATGGCAAGTCAG-GTGTGAAAGGCTCCAGCT
TCATTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCAAATCAAGCTTG-GTGTGAAATATTCCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGATATGCAAGTCTG-ATGTAAAAGACCGCAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGCAGGCGGCCCGTCAAGTCTG-GTGTGAAAGACCGCAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTATGTAGGCGGTTAGGTAAGCCTG-GTGTGAAATCTACGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCATGCAGGCGGACTGGTAAGCCTG-GTGTGAAATCCCCGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCACGCAGGCGGTTATGCAAGCTTG-GTGTGAAATACTGGGGCT
TTATTGAGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCTGCAAGTCTG-GTGTGAAATGCCGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTATGTAGGCGGTCATGCAAGCTTG-ATGTGAAATCCATGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTATGTAGGCGGTCATGCAAGCTTG-ATGTGAAATCCATGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTATGTAGGCGGTCATGCAAGCTTG-ATGTGAAATCCATGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTATGTAGGCGGTCATGCAAGCTTG-ATGTGAAATCCATGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTATGGCAAGCCTG-ATGTGAAATCTCCGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTAATTAAGCTTG-ATGTGAAATGTAGAGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGCTATTCAAGCTTG-GTGTGAAATGCCTCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTACGTAGGCGGTCCTGTAAGCCCN-ACGTGAAATACTGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCCTGTAAGCCCN-GCGTGAAAACCTGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGTAAGTCTG-GTGTGAAAGGCAGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGNTATGCAAGTCTG-GTGTGAAATACCGAAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGTAAGCCTG-GCGTGAAATCTATCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGTAAGCCTG-GCGTGAAATCCATCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGTAAGTCTG-GGGTGAAATGTATCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGCAAGCCTG-GCGTGAAATGTATCGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTATGTAAGCCTG-GCGTGAAAGGCGGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTATGTAAGCCTG-GCGTGAAAGGCGGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGTAAGTCTG-GCGTGAAAGGCAGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGCAAGTCTG-GCGTGAAAGGCAGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGCAAGTCTG-GCGTGAAAGGCAGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTACGTAAGTCTG-GCGTGAAAGGCAGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCATGTAAGTCTG-GCGTGAAAGGCGGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGTAAGCCTG-GCGTGGAATACTCAAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATGGAAGTCTG-ATGTGAAAGGCAGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTTTCAAGTCCG-GCGTGAAAGGCGGGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCATGTAAGTCTG-ATGTGAAAGGCAGAAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTTTATAAGCCTG-GCGTGAAAGGCGGGAGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGCACGCAGGCGGTTATGCAAGTCTG-ATGTGAAATCTCCGGGCT
TTATTGGGCGTAAAGGGTGAGTAGGCGGATATGCAAGTCTATGCGTAAAATACCACAGCT
TTACTGGGCGTAAAGNGCANGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAG-ATGTGAAATCCCCGGGCT
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CAACCCTCAGCCTGCTTTCGAAACTGGCAGTCTG--GAGTCCCGGAGAGGCAGGCGGAAT
CAACTCGAAACCTGCATTTGAAACTGTTAGTCTG--GAATCTGGGAGAGGCAAGTGGAAT
TAACTGTTGGAGTGCACTGGAAACTGCGAGGCTT--GAGTTTAGGAGGGGGAGCTGGAAT
TAACTGCTGGAGTGCGCTGGAAACTGCGAGGCTT--GAGTTTAGGAGGGGGAGCTGGAAT
TAACTGTCGGAGTGCGCTGGAAACTGCAGGGCTT--GAGTTTAGGAGGGGGAGCTGGAAT
TAACTGCGGTTGTGCGCTGGAAACTACAGGGCTT--GAGTGCAGGAGGGGGAGCTGGAAT
CAACCGGGGGGACGCGCTGGAAACTGCAGGGCTT--GAGTACAGGAGGGGATGCCGGAAT
CAACCGGGGAGACGCGCTGGAAACTGCAGGGCTT--GAATACAGGAGGGGATGCCGGAAT
CAACCGGGGGTATGCGTGGGAAACTGCATGGCTT--GAGTACAGCAGGGGGCAGTGGAAT
CAACTGGAGAAACGCGCTTGAAACTGTCGTGCTG--GAGTCTAGGAGGGGAAGCTGGAAT
CAACTGGAGAAACGCGCTTGAAACTGCTGTACTA--GAGTTTAGGAGGGGAAGCTGGAAT
CAACCGGGAAGACGCGCTGAGAACTGATTAGCTTAAGAGTTTAAGAGGGGGAGTTAGAAT
CAACTGCGGGCATGCGTTGGAAACTGTATGTCTT--GAATCCTTGAGGGGGAACTGGAAT
TAACTGCGGACACGCATTGGAAACTGGCAGGCTT--GAGTACTGGAGGGGGAACTGGAAT
CAACTCGTAAACTGCATTGGGTACTGCTTGACTT--GAATCACGGAGGGGAAACCGGAAT
CAACTTGGGAACTGCACTGGGTACTGCTGGTCTA--GAATCACGGAGGGGAAACCGGAAT
TAACCCCAGAACTGCATTGAGAACTGCAAGACTA--GAGTCAGTGAGGGGAAATCGGAAT
CAACCCCGGAACTGCGTTGGAAACTGCAGAACTT--GAGTCGCTGAGGGGCNGCCAGAAT
CAACCCGTGAACTGCATTGAGAACTATGTGACTT--GAGTTACCGAGGGGAAACCGGAAT
CAACCCGTGAACTGCATTGAGAACTATGTGACTT--GAGTTACCGAGGGGAAACCGGAAT
CAACCCGTGAACTGCATTGAGAACTATGTGACTT--GAGTTACCGAGGGGAAACCGGAAT
CAACCCGTGAACTGCATTGAGAACTATATGGCTT--GAGTTACCGAGGGGAAACCGGAAT
TAACCCGGAGGGTGCATTGGGAACTTTCATACTT--GAATTGCTGAGGGGAAGCCGGAAT
TAACCTTTGAGCTGCATTGAGAACTGATTGACTA--GAGTTACTGAGAGGGAACCGGAAT
TAACCGAGGGGGTGCATTGAGAACTAGGTGGCTA--GAGTTGCTGGGGAGAAGCCGGAAT
TAACTCCAGAACTGCGCCGGGAACTGTAGGACTT--GAGTCATGGAAGGGGAGTTGGAAT
CAACTCCGGGCCTGCGCTGGGAACTGCGGGACTA--GAGTCATGGAAGGGAAGTTGGAAT
CAACTCCTGGACTGCGCCGGAAACTGTGTAACTG--GAGTCATGGAGGGGGAGTCGGAAT
CAACTTCGGCACTGCATTGGAAACTGTGTGACTA--GAGTCATGGAGGGGCAGTTGGAAT
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TAACCGGTAAATTGCGTTGGGAACTGTATGACTA--GAGTCATGGAGGGGTAGTTGGAAT
TAACCGGTGGACTGCGTTGGGAACTGTATAACTA--GAGTCATGGAGGGGTANTTGGAAT
CAACCGGTAAATTGCCTTGGAAACTGGATGACTA--GAGTCATGGAGGGGTAGTTGGAAT
TAACCGGTAAATTGCGTTGGGAACTGTGTAACTA--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTCCCGGACTGCGTTGGGAACTGTGTAACTA--GAGTCATGGAGGGGCAGCTGGAAT
TAACTCCCGGACTGCGTTGGGAACTGTGTAACTA--GAGTCATGGAGGGGTAGTTGGAAT
TAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACTGTGTAACTT--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACTATGTAACTT--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACTGCGTAACTT--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTCCTGGACTGCGCTGGAAACTGCATAACTT--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
CAACTCCCGGATTGCGCTGGAAACTGCGAGACTT--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTTGGGGACTGCGTTGGGAACTGTGTAACTA--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTTCTGGATTGCATTGGAAACTGGATGACTA--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
CAATCTCTGGACTGCGCTGGAAACTGGGAGACTA--GAGTCTGGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTTCTGGACTGCATTGGAAACTGCAAGACTA--GAGTCGTGGAGGGGAAGTTGGAAT
TAACTCCCGGACTGCGCTGGGAACTGTGAGACTA--GAGTCATGGAGGGGGAGTTGGAAT
TAACTCGGAATCCGCGTTGGAAACTGCATGACTA--GAGTATTAGAGGGGGAGTCGGAAT
CAACTGTNGAGCTATGCTAGAAACTGCATGACTA--GAGTCTGATAGGGGAAGTTAGAAT
CAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTT--GAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAAT
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TCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCACAGATATCGGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCCT
TTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGAAGGAACACCGATGGCGAAGGCAACTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGCA
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGCA
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGAGGCGAAGGCGACTG
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAATACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGTT
TCCAAGTGTAGGGGTGGAATCTGTAGATATTTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGNT
TCCAAGTGTAGGGGTGGAATCTGTAGATATTTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGATT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAATACCAATGGCGAAGGCAGGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTT
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGCT
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGCT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCGAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTCGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGACT
TCCGAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTCGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCGCGTGCAGGGGTGAAATCTGTAGATATGCGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCGCGTGTANGGGTGAAATCTGTAGATATGCGGAAGAACACCGGTGGCGAANGCGAACT
TCCGCGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATGCGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCGCGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATGCGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAGCT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCGAGTGTAGGGGTGAAATCTATAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGAACT
TCCAGGTGTAGGGGTGAAATCTGTAGATATCTGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGAACT
TCCTAGTGTAGGGGTGAAATCTGTTGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGACT
TCCTGGTGTAGGGGTGGAATCTGTTGATATCAGGAAGAATACCAGAGGCGAAGGCGAACT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCC

* * *kk K *hkhkkhk Khhk *k Kk * K* khhhk Khkk *khkhkhkkhkh Kk

111112112121212122222221222121212121212121212121212121212121121

GCTGGACGGAGACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCC
GCTGGCCTAAGATTGACGCTGAAACACGAAAGCGTGGGTAGTGAACGGGATTAGATACCC
CCTGGCCATAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTGGCCATAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
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CCTGGCCATAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTTGCCATGGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCCATGTACTGACGCTGAGACGCGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGTTTAGATACCC
TCTGGCCATGTATTGACGCTGAGACGCGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGTTTAGATACCC
CCTGGGCATGTACTGACGCTGAGGCGCGAAGGTGCGGGGAGCGAACAGGTTTAGATACCC
TCTGGCCATAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCCATAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
CCTGGCAATAAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTGGCAAGTGATTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTGGCCATGTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCCGATGATTGACGCTGATATACGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCCGATGATTGACGCTGAGGTGCGAAGGTGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCCAGCGCATGACTGACGCTCAGGTGCGAAGGTGCGGGGATCAAACAGGATTAGATACCC
GCCAGCAGATGACTGACGCTGAGGTGCGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTATTGGATAACTGACGCTGAGGTACGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTATTGGATAACTGACGCTGAGGTACGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTATTGGATGACTGACGCTGAGGTACGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCCATTGGATAACTGACGCTGAGGTACGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCAGACGATTGACGCTGAGGTGCGAAGGTGCGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCAGATGACTGACGCTGATGTGCGAAGGTGCGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCTATCAGATAACTGACGCTGAGGTGCGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTGGCCAATGACTGACGCTGAGGTACGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTGGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCCAGCCGATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
GCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
ACTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
ACTAGCCAATGACTGACGCTGANGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
ACTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCCAGCCGATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
GCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCACGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
ACTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCACGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAAGCGCGAAAGTGCGGGGAGTAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TCCAGCCTAAGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCCAGCCAGCGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGCCAATGACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTGGCTGAATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATAGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TCTAGGTCAAGACTGACGCTGAGTCACGAAAGCATAGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
CCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
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TGGTAGTCCACGCCCTAAACGTTGTAGACCAGACGTTGGAGGCATCAACCCCTTCAGTGT
CGGTAATCCACGCCCTAAACGTTGTCTACCAGTTGTTAGAGGTATTAACTCCTCTAGTAA
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GTACAA-GAGTATCAGTGC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GTACAT-GAGTATCAGTGC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GTACAT-GAGTATCAGTGC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTACACTAGGTGTCG---GTACAC-AAGTATCGGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTGCACCAGGTGGCG---GGGGGTCGACCCCCGGTAC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTACACCAGGTGGCG---GGGGGTTGACCCTCGGTAC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGCACACCAGGTGTCG---GGGGGT-AGCCCCCGGTAC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTGCACTGGGTGTCG---GCCCGTTGGGG-TCGGTGC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTGCACTGGGTGTCG---GCCCGTTGGGG-TCGGTGC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGCACTAAGTGTTA---GTAGGA-TACTACTAGTGC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGCACTAGGCGTTG--GGGTGTTGAAACCTCAGTGC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTACACTAGGTGTTGTTGGCCCTTGCCGGGTCAGTGT
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTACACTAGGTGTCG---GGGCAA-GAGCTTCGGTGC
TGGTAGTCCACACAGTAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GGGCAT-GAGTCTCGGCGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACTATGTACACTAGGTGTCC---GGTCAT-NAGACTGGGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTCAACTATGTACACTGGGTGTCC---GTTCAT-GAGAATGGGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGCGCACTAGGTGTTT---GCCTGA-AAGG-TGAGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTGCACTAGGTGTTT---GCCTGA-AAGG-TGAGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGCGCACTAGGTGTTT---GCCTGA-AAGG-TGAGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTGCACTAGGTGTTT---GCCTGA-AAGG-TGAGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTACACTAGGTGTCC---GGCAGC-AATGCTGGGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTACACTAGGTGTTT---GCCTTT-GAAGGTGAGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTACACTAGGTGTTT---GCCTA--AATGGCGAGTGC
TGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACCATAAACGATGTACACTAGGCGTTG---GGTCGA-GTGACTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GACCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCAA-GCGGCTCAGTGC
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TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCAA-GCGGCTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCAA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTACACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGCGCACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACCAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGCTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCGA-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGCCTG-ACGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGCACACTAGGTGTTG---GACCGT-GCGGTTCAGTGC
TGGTAGTCCGCACTATAAACGATGTGCACTAGGTGTTG---GGGCGT-GCGTCTCAGTGC
TGGTAGTCTATGCTGTAAACGATGTGCACTTGGTGTTG---GGCCGATTAGGTTCAGTGC
TGGTAGTCTATGCTGTAAACGATGCACACTTGGTGTTA----ATCG--AAAGGTTAGTAC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTG-TGCCCTTGAGGCGTGGCTTC
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CAAACCAAACGGATTAAGTCTACCGCCTGGGGACTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
CGAACCTAACGGATTAAGTAGACCGCCTGGGGACTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGTACCACCTGGGGAGTATGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGTACCACCTGGGGAGTATGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGTACCACCTGGGGAGTATGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGTACCACCTGGGGAGTATGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAG
CGTAGCTAACGCATTAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGCATTAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCTAACGCACTGAGTGTGCCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
TGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCTAACGTGGTAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCAAACGCGTTAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGACGCAAACGCATTAAGTGTACCGCCTGGGAAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGACGCGAACGCATTAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAG
CAAAGCAAACGCGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGCGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGGTAAGTGCGCCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGGTAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGGTAAGTGCGCCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGGTAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGTGGTAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGCGATAAGTGTACCGCCCGGGGAGTATACTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCGAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCAAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGATAAGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAACTAACGTGGTAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGGAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGTGCCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCGAACGTGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGTAGCTAACGCGATAAGTGCACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAG
CGAAGCTAACGTGTTAAGTGTGCCGCCTGGGGAGTATGCTCGCAAGAGT-AAACNCAAAG
CGGANNTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT

Kkkk * Khkk Kk Kk kkk Kk Kk
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GAATTGACGGGGGNCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAAA
GAATTGACGGGGGTCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAAA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
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GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCACACAAGCGGNNNNNNNNNNNGTTTAATTCGNNNNNNCGCGAGA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGNNNNNNGTTTAATTCGATGNNACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGGTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCNGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGNNNNTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATNNTACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCTGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGNNGTTTAATTCGATGATACGCGAGA
GAATTGGANGGGGCCNGCNCNNNNNGTGGAGNNTGTGGTTTNNNNNNNNN-TACGCGAGG
GAATTGACGGGGG-CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG

Fkhkhk Kkhk K * x Fkhkk

11111111211121021121121121121121121121121121121121101111111112

AACCTTACCCGGGCTTGACA-TGCATCAGACAGGCGTAGAGATACGCCCTC----CGCGA
AACCTTACCTAGGCTTGACA-TGCACGTGAACTATGTAGAGATACATGGGC----CTTCG
AACCTTACCAGGGTTTGACA-T-TGACGGCGAATTATGAGAGATCATGA-TGCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGTTTGACA-T-TGACGGCGAATTATGAGAGATCATGA-TGCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGTTTGACA-T-TGACGGTGAGTTATGAGAGATCATGA-CGCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGTTTGACA-T-TGCAGGCGAGTCATGAGAGATCATGG-CGCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TACGTTGGAAGCGCACCGAAAGGTGCGT--GCCGCTTGC
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TATACCGGAA-TATGCCTGAAAGGGCAT-AGCTGCTTGC
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TCCGGGGGAACCATGGGGAGACCCATGG--GCCGCTTGC
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TATGGTGGAC-GGTGGTAGAGATACCGC-TTCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TATGGTGGAC-GGTGGTAGAGATACCGC-TTCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGTTTGACA-TATAGAGGAA-TACATAAGAGATTATGT-AGCTGCTTGC
AACCTTACCAGGGTTTGACA-TATACTGGAA-GTCGTGGGAGACCACGG-TGCCCTTCGG
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TTGAGCGACC-GGCATAGAGATATGCCT-T-CCCTTCGG
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TCAAGAGCAATGACATAGAGATATGGCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCCGGGTTTGACA-TCAAGAGGAGCGCCGTAGAAATGCGGTGGCGTAGCGATA
AACCTTACCTGGGTTTGACAATACACACTGATTATCAAGAGATTGGTAAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACAATACACAGGAATTATTTAGAGATAAGTAAGCGCAGCAATG
AACCTTACCTGGGCTTGACA-TATGGGGCAATGCGGTAGAGATACCGGAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGCTTGACA-TATGGGGGGATTCGTCAGAGATGACGGAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGCTTGACA-TATGGGGGGATTCGGCAGAGATGCCGGAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGCTTGACA-TATGGAGCAACTCGGCAGAGATGGCGGGGCGCAGCAATG
AACCTTACCTGGGCTTGACA-TATAGCGGGATTCGTCAGAGATGGCGGAGCGTAGCAATA
AACCTTACCCGGGTTTGACA-TATACAGTGATTCGATAGAGATATTGGAGCGCAGCAATG
AACCTTACCTGGGCTTGACA-TAACAAGTGATTCGCTGGAAACAGCGGAGCGTAGTAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TCCTGAGGAATACGGTAGAGATATCGTAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TACGGGGGAAGGCGGTAGAGATATCGCC-CGTCGCAAGA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGAGGGGGATGGTGCAGAGATGTATCAGTCCCGCAAGG
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGCGAATGGAGCAGAGATGTTTCAGCGCCGCAAGG
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATA
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AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGGTGCAGAGATGTATCAGTCCCGCAAGG
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGATAGTGAAGGGTGCAGAGATGTACCCGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGGTGCAGAGATGTACCAGGGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGGTGCAGAGATGTACCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGCGAATGATGCAGAGATGTATCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGCAGCGGATGATACAGAGATGTACCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGTAGTGAAGGGTGCAGAGATGTACCTGCCTGGCAACA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGAGGCGAAGGGTGCAGAGATGTACCCGCCTGGCAACA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGCAGCGAAGGGCATAGAGATATGCCGGCCTGGAAACA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGAGAGGAATGGCGCAGAGATGTGTCAGCGTAGTAATA
AACCTTACCTGGGTTTGACA-TGGAGAGGAATGGTATAGAGATATGCCAGCGTAGCAATA
AACCTTACCAGGGTTTGACA-TGCACAGGAATAGTTTAGAGATAGGCTAGC-CCGCNAGG
AACCTTACCAGGGCTTGACA-TATACAGGATGTAGTTAGAGATAACTATTCCCCGTTTGG
AACCTTACCTGGTCTTGACA-TCCACGGAAG-TTTTCAGAGATGAGAATGTGCC-TTCGG
* *
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GGCTGGTGCA-CAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GGCGCGTGCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGGTGGGTTAA
GGGCCGTTA--CAGGTGCTGCATG-CTGTCGTCAGTTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGGCCGTTAA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGGCCGTTAA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGGTCTGTAA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGCCGGCGTA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAA
AGCCGGTATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAA
GGCCGCCGGA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAA
GGCCGCTATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAA
GGCCGCTATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAA
AGTCTCTAAA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAGTGTTGGGTTAA
GGCCGGTATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGCGCGAAAA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGGCTCTTGA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTNAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCCTCTTGA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGAGTGTGAAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCCTGTGAA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGGCCCCATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGGCCCCATA-CAGGTGCTGCACGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGGCCCCATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGGCTTCATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCCGTTATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGACTGTATA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGACTTGTTA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGTCGCAGGA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCCGCCGTA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GACCCCTTCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGAGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GACGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CCCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCGCTGCCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCGGGTTAA
GGCGCTATCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGCGCTTTCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGCGCTGTCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGCCTCTTCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
CGTCTTTTCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
-GTCTGTGCA-CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GGTCTGTATA-CAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAGGTGTTGGGTTAA
GAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA

*k K hkkkk
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GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACCGTGTGTTACCATCA--TTAAGTTGGGGACTTGCA
GTCCCNCAACGAGCTCAACCCTTACTTTCTGTTGCCATCA--ATCAGTTGGGCACTCGGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTTCTAGTTACTACCAGGTTAAGCTGAGGACTCTAG
GTCCCGCGACGAGCGCAACCCCTATTTCTAGTTACTAACAGGTTAAGCTGGGGACTCTAG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTTCTAGTTACCACCAGGTTAAGCTGGGGACTCTAG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTTCCAGTTACCAGCGGGTAAAGCCGGGGACTCTGG
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GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCTGTCTGTTGCCACCACGTGAAGGTGGGGACTCAGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCTGCCTGTTACCACCACGTAAAGGTGGGGACTCAGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCCGTCTGTTACCAGCATGTGAAGATGGGGACTCGGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCTATCTGTTGGCATCA--TTAAGTTGGGGACTCAGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCTATCTGTTGCCATCA--TTAAGTTGGGGACTCAGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTTTTGTCCGTTACCAGCAAGTAAAGTTGGGGACTCAGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTCTGTTGCTAACAGTTCG-GCTGAGGACTCAGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCTGTCTGTTGCTATCAGGTAAAGCTGAGGACTCAGA
GTCCCNCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTAAAGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTGCCAGCAAGTGGTGTTGGGGACTCTGG
GTCCCNNAACGAGCGCAACCCCTACTGCCGGTTACTAACAGGTAAAGCTGAGGACTCAGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAGCAGGTAAAGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTGATGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTGATGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTGATGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTGATGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACCATCAAGGAGACTTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACA--TTGAGTTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGCTGTTAGTTACTAACAGGTAAAGCTGAGAACTCTAG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTGAAGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAGCAGGTAAAGCTGAGGACTCTGG
GTCTCGCAACGAGCCCAACCCCTACTGCCAGTTACCAACACGTAAAGGTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACACGCAACGGTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTAACGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTAACGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTAACGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTGAAGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACACGTAAAGGTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAACAGGTAACGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACCAGCAGGTAAAGCTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACCAGCAGGTAAAGCTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACCAGCAGGTAAAGCTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACCAGCAGGTAATGCTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTGCCAGCAGGTAATGCTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTGCTAACAGGTAACGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTACTGCCAGTTGCTAACAGGTAAAGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTGCCAACA--TTAAGTTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTACCACGTAAAGGTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACTGCCAGTTACTAGCAGGTAAAGCTGAGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCCAGTTACCATCA--TTTAGTTGGGGACTCTGG
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTNATTGTCTGTTACCAGCATGTAAAGATGGGGACTCAGA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCG-GTCCGGCCGGGAACTCAAA

**k*k X ECE o I S *kk * * * K k*k*k
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CGGAACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCCTCATGGCCTTT
AAGAACTTCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCTTT
AGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
AGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
AGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
AGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
TGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAACTCATCATG-CCCTT
TGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
TGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGATGACAAATCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTNNAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCTGCGACAAGCAGGAGGAAGGCGGGGATGACGTNNAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CNGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTNNAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
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RFS8

RsJ93

Spim25
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Rs-B68

Rs-HO09

NkS34
Spirosp.Buddy

CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
CGAGACTGCCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGGCCCTT
GGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT

*Xxk Kk **x Kk * Kk AhkhkAhkAhk KAk kK

1111111122211112223111132211112231113322311132211112231111011111

ATGTCCGGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAAGGAAGCGAAGTCGTGAGAT
ATGTCTAGGGCAACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTCTCCAAACTGCCAAGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAAAGCGAGGCGAAACCGCGAGGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAAAGCGAAGCGAAACCGCGAGGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAAAGCGATGCGAAACCGCGAGGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAAAGCGAAGCGAAACCGCGAGGC
ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGAGCGCAGCGAGGCCGCGAGGC
ATGCCCTGGGCCACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGAGCGCAGCGAGGCCGCGAGGC
ATGCCCTGGGCCACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGAGCGAAGCGGACCCGCGAGGG
ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGAACGGTACAGAGCNCCGCGAGACCGCGAGGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGAACGGTACAGAGCGTCGCGAGACCGCGAGGT
ATATCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGGTACAGAGTGAAGCGACGCAGCGATGC
ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGCGAAGCAAGACCGCGAGGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGATACAGAGCGACGCGAAACCGCGAGGT
ACGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGCTACAAATCGAAGCGACACCGCGAGGT
ATGTCCGGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGCTACAGAGCGATGCGAGGTTGTGAAGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGAACAGAGTGAAGCGAAGCGGTGACGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGGTACAGAGTGAAGCGAAGCAGTGATGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGAACAGAGCGAGGCGAAGCAGCGATGC
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGAACAGAGCGAGGCGAAGCAGCGATGC
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGAACAGAGCGAGGCGAAGCAGCGATGC
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGAACAGAGCGAGGCGAAGCAGCGATGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGGACAGAGCGAAGCGAAGCAGCGATGC
ATGTCCGGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGCTACAGAGTGAGGCGAAGCAGCGATGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGACACAGAGCGAGGCGAAGCAGTGATGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGCGCAGCGAACCCGCGAGGG
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGCGAAGCAAAGCCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAGAGTGACGCGAGTCCGCGAGGA
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGCGAAGCGAATCCGCGAGGA
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGCGATGCGAAACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGCGACGCGAAACCGCGAGGT
ATGTTCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAACGTGACGCGAGACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAACGTGACGCGAAACCGTGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGTGACGCGAAACCGTGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAAAGTGACGCGAAGCCGCGAGGC
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGACGCGACACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGACGCGACACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGACGCGACACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGACGCGACGCCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGAACAAAGCGAAGCGACGCCGCGAGGC
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAACGTGATGCGAAACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGTGACGCGAAACCGCGAGGT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAACGTGACGCGAGGCCGCGAGGC
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGTGAAGCAAAAGTGAGAGCT
ATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGTGACGCGAAACCGTAAGGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTAATACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGAAGCTGTGAAGT
ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCTGTACAAAGCGAAGCGAAACAGTGATGT
ACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAG
* * * *

*kk

111111111221111212111132211113122111132111132211112221111112111

-GGAGCAGATCCGAGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACTCCATG
-GGAGCTAATCTCTTAAAACCGGTCCCAGTTCAGATTGGAGTCTNCAACTCGACTCCATG
-GGAGCAAACCGCAGAAAGCCGATCACAGTTCAGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GGAGCAAACCGCCGAAAGCCGGTCACAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GGAGCAAACCGCAGAAAGCCGATCTCAGTTCAGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GGAGCAAACCGCAGAAAGCCGGTCACAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACCCGACTCCATG
-GGAGCGAATCGCTTAAAGCCGGTCCCAGTACGGATTGGAGTCTGCAACCCGACTCCATG
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-GGAGCGAATCGCTTAAAGCCGGTCCCAGTACGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
-AGAGCGAACCGCG-AAAGCCGGTCTCAGTACGGATTGGACTCTGCAACCCGAGTCCATG
-CAAGCAAATCCCAAAAAGCCGTTCTCAGTACAGATTGGAGTCTGAAACCCGACTCCATG
-CAAGCAAATCGCAAAAAGCCGTTCTCAGTACAGATTGGAGTCTGAAACCCGACTCCATG
-CGAGCGAACCGCAGAAAGCCTGCCTCAGTACAGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GGAGCGAATCGCAAAAAACCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACCCGACTCCATG
-GGAGCAAATCGCAGAAAGTCGGCCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-CAAGCAAAACGCAAAAAAGCAATCGTAGTCCGGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
-GGAGCAAACCGCAAAAAGGCAATCGTAGTCCGGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
-GGAGCAAAACGCAAAAAACCAATCGTAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GGAGCAAAACGCAGAAAGCCTGCCTCAGTCCGGATAGGAGTCTGAAACCCGACTCCTTG
-GGAGCGAAGCGCAAAAAGCCGACCGTAGTTCGGATCGGAGTCTGAAACCCGACTCCGTG
-GGAGCGAAGCGCAAAAAGCCGACCGTAGTTCGGATCGGAGTCTGAAACCCGACTCCGTG
-GGAGCGAAGCGCAAAAAGCCGACCGTAGTTCGGATCGGAGTCTGAAACCCGACTCCGTG
-GGAGCGAAGCGCAAAAAGCCGATCGTAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACCCGACTCCATG
-GGAGCAAAACGCAAAAAGCCGACCGTAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACCCAACTCCATG
-GGAGCAAAACGCAAAAAAGCAATCTTAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GAAGCAAAACGCAAAAAAGCAATCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
ATAAGCGAACCGCAAAAAGCCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
AAGAGCAAAGCGCAAAAAGCCGAYCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
TTAAGCAAAACCGAAAAAGCCGCCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
ACAAGCGAAACGCCGAAAGCCGCCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
TAGAGCGAAGCGCAAAAAGCCGTCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
CAAAGCGAAGCGCAAAAAGCCGCCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
TATAGCGAAGCACAAAAAGCCGCCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
AAGAGCGAAGCAGTAAAAGCCGCCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
CATAGCGAAGCACCAAAAGCCGTCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
AAGAGCGAAGCACCAAAAGCCGACCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
ATGAGCGAAGCGCAAAAAACCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
ATGAGCGAAGCGCAAAAACCCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
ATGAGCGAAGCGCAAAAACCCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
ATGAGCGAAGCGCAAAAACCCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
ATGAGCGAAGCGCAAAAACCCGGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
CAGAGCGAAGCACGAAAAGCCGTCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
AAGAGCGAAGCACGAAAAGCCAGCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
TTAAGCGAAGCACCAAAAGCCGCCCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
TAAAGCAAAACACTAAAAACTAACCGTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACCCGACTTCATG
TAAAGCAAAGCACCAAAAGCCGTCCTTAGTTCGGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
-GAAGCTAATCTCAAAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGAAACTCGACTCCATG
-GAAGCAAAACGCATAAAGCAGGTCTCAGTCCAGATTGAAGTCTGAAACTCGACTTCATG
-CAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG

*kKk * * E = * *khkhk Kh khhkkhk K *kk *kkhk k* k* Kk Kk K%k

0111112211111101111122111122311113221111222111122311112211111

AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATNCCTCGGTGAATACGTTCCCGGAC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAANACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCATATCAGCATGATGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGAACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCTGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCATGGTGCGGTGAATGTGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCATATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCACGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCTCATCACCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
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AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTACATCAGCATGGTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCATGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCACATCAGCATGGTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
AAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTATATCAGAATGATACGGTGAATACGTTCTCGGGC
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC

Kkk Fkhdhkhk Fkhk E
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7.2.2. Sequenzen des Stammbaums sulfatreduzierender Bakterien (Abb. 25)

Alle Sequenzpositionen die mit einer ,,1* versehen sind, wurden fiir die phylogenetische

Stammbaumanalyse verwendet (Abklrzungen und Zugriffsnummer, siehe Kap. 7.3.2).

clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6
Desv.oryzae
Desv.termidkh2
Dsv. longreachii
Desv.vulgaris
Desv.intestin
Dsv.desulfur
Dsv.gigas
Dsv.giganteus
Dsv.salexigens
Dsv.africanus
Dsv. longus
Desulfom.norv
Desulfom.escam
Desulfob.postg
Desulfobulbpr
Desulfobotulus
e.coli

clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6
Desv.oryzae
Desv.termidkh2
Dsv. longreachii
Desv.vulgaris
Desv.intestin
Dsv.desulfur
Dsv.gigas
Dsv.giganteus
Dsv.salexigens
Dsv.africanus
Dsv. longus
Desulfom.norv
Desulfom.escam
Desulfob.postg
Desulfobulbpr
Desulfobotulus
e.coli

clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6

__________________________________ ATTGAACGCTGGCGGC
______________ AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
______________ AGAGTTTGATTCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
__________________________________ ATTGAACGCTGGCGGC
_____________________________________ GAACGCTGGCGGC
______________ AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
__________________________________ ATTGAACGCTGGCGGC
—————— TGAACTGGAGAGTNTGATTCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
------- TAACTGGAGAGTTTGATTCTGGCTCAGATTGAACGCTRGCGGC
______________ AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
————————— ACTGGAGAGTTTGATTCTGGCTCAGATTGAACGCTGGTGGC
____________________________________ TGAACGCTGGCGGC
_________________________________ GATTGAACGCTGGCGGC
________________________ CCTGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGC
______________ AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGC
_____________________________ CTCAGAACGAACGCTGGCGGC
-------- GAACGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGC
AACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
00000000000000000000000000000000000000000000000000

———————————————————— GAGCGAAGTTCGGGA---GCTTG---CTCC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGATGAA-GGGA---GCTTG---CTCC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCTTTGGG---GCTTG---CCCC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGTGCGTGAAA-GGG----CTTCG---G-CC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGTGCGTGAAA-GGG----CTTCG---G-CC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGTNCGTGAAA-GGG----CTTCG---G-CC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGCGCGTGAAA-GGA----CTTCG---G-TC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGTGAAA-GGGG---CTTCG---GCCC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCGAAA-GGGA---CTTCG---GTCC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAGANNGGGTC---TTTCG---GGAC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGTGCGAGAAAAGTCG---CTTCG---GTGA
GTGCTTAACACATGCAAGTCGTGCGAGAACAGTTC---CTTCG---GGAA
GTGCCTAACACATGCAAGTCGTGCGAGAAAGTGGG---CTTCG---GCCC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGAAAGGGTC---CTTCG---GGAC
GTGCCTAACACATGCAAGTCGTACGAGAAAGGGG----CTTCG---GCCC
--—--CTAACACATGCAAGTCGTACGAGAAAGGG----- CTTCG---GCCC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGAAA-GGGA---TTGCTTGCAATC
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCGAAA-GGGA---CTTC----GGTC
GTGCTNAACACATGCAAGTCGAACGAGAAAGTTNC---CTTCG---GGGG
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGC-TTCTT

* Kk

00000000000000000000111111111101100000111100001011

CAA-ACTTAGCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGATAATCTACCCATCA
TGG-A-TTAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTACCCACGA
AGAGACTTAGCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGATGATCTACCCATCA
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Desv.oryzae
Desv.termidkh2
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Desv.vulgaris
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clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6
Desv.oryzae
Desv.termidkh2
Dsv.longreachii
Desv.vulgaris
Desv.intestin
Dsv.desulfur
Dsv.gigas
Dsv.giganteus
Dsv.salexigens
Dsv.africanus
Dsv. longus
Desulfom.norv
Desulfom.escam
Desulfob.postg
Desulfobulbpr
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e.coli

clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6
Desv.oryzae
Desv.termidkh2
Dsv. longreachii
Desv.vulgaris
Desv.intestin
Dsv.desulfur
Dsv.gigas
Dsv.giganteus
Dsv.salexigens
Dsv.africanus
Dsv. longus
Desulfom.norv
Desulfom.escam
Desulfob.postg
Desulfobulbpr
Desulfobotulus
e.coli

clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6
Desv.oryzae
Desv.termidkh2
Dsv.longreachii
Desv.vulgaris
Desv.intestin
Dsv.desulfur
Dsv.gigas
Dsv.giganteus

TGA-GTAAAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTGCCCATGA
TGA-GTAAAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTGCCCATGA
TGA-GTAAAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTGCCCATGA
CGA-GTAAAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTACCCATGA
TAA-GTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGATAATCTGCCCTTAT
TGA-GTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTTAT
CTGAGTACAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTACCTCATT
CTGAGTACAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATGATCTACCCTCAG
CCTAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTACCCAGAA
GCGAGTACAGCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTCCCTAACA
CTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTAGGTGATCTACCCTTAG
-TGAGTAGAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAATCTACCCTTGG
-TGAGTAGAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAATCTGCCCTTGG
CCGAGTAGAGTGGCGCACGGGTGAGTAACACGTAGATAATCTGCCTTCAA
CTGAGTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTAGATAACCTGTCTTCAT
ATAAGTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAATGCGTGGATAATCTACCRTTGA
TGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA-CTGCCTGATG
**x
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ATTCGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATACGATCTGTTG
GATCGGGATACCAGCTGGAAACGGCTGACAATACCGGGTAATATACAATT
GTTTGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATACGATCTTTTA
GTTGGGAATAACGGCTGGAAACGGTCGCTAATACCGAATACGCTCCGATT
GTTGGGAATAACGGCTGGAAACGGTCGCTAATACCGAATACGCTCCGATT
GTTGGGAATAACGGCTGGAAACGGTCGCTAATACCGAATACGCTCCGATT
GTTGGGAATAACGGCTGGAAACGGTCGCTAATACCGAATACGCTCCGATT
GATCGGGATAACAGTCGGAAACGGCTGCTAATACCGGATACGCTCAAAAT
GATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGGATACGCTCAAAAT
GRCCGGGATAACGGTGGGAAACCGCTGCTAATACTGGATACGCTTCAT--
GTCCGGGATAACAGTGGGAAACCGCTGCTAATACCGGTTACGCTCCAC--
GACTGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATACGTTTCATAT
GATTGGGATAACAGCGGGAAACTGCTGCTAATACCGGATACGATCCAC--
GATTGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGGATACGCTCCATAT
ATTTGGGATAACTCTGCGAAAGTGGAGCTAATACCGGATAGTCTGGCTTT
ATTTGGAATAACTCCGCGAAAGTGGAGCTAATACCGGATAGTCTGGCTTT
GCCTGGGATAACTATTCGAAAGGGTAGCTAATACCGGATAAAGTCGATTT
GTCTGGCATAATACGCCGAAAGGGGTACTAATACCGGATATTCTTGCTTT
ATTCGGAATAACATCGCGAAAGCGGTGCTAATACCGGATRATGTTGTRTT
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCA--

Kk Kkk Fkhk Khkhkhk X *
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TAT-———- A-AACGAGGTGAAAGGCGGCCACTGCATGCAAGCTGTCGTTG
TTA-———- C-TATTGTGTCAAAGGCGGG-—-———-= GCAACCTGTCGCTT
TCA-———- S-ATTAAGGTGAAAGGCGGCCTCTGCTTGCAAGCTGTCGCTG

TCAC----A-GTTCGGGGGAAAGGTGGCCTCTGCTTGCAAGCTACCGCTC
TCAT----A-GTTCGGGGGAAAGGTGGCCTCTGTTTGCAAGCTACCGCTC
TCAC----A-GTTCGGGGGAAAGGTGGCCTCTGCTTGCAAGCTACCGCTC

TCA-———- A-CTTCGGGGGAAAGGTGGCCTCTGCTTGCAAGCTACTGCTC
GAA-———- C-TTTTTGAGGAAAGGTGACCTCTGCTTGCAAGTTACTGCAT
GAA----—- C-TTTTTGAGGAAAGATGGCCTCTGCTTGCATGCTATCACGT
GGAA-————- ACATGAGGGAAAGGTGGCCTCTGATT-TAAGCTRTCACAA
TTAA-————- TCGTGGGGGAAAGGCGGCCTCTATTTATAAGCTGGCGCCT

TTAA--C-T-NNATNAGAGAAAGGTGGCCTCTNTTT-CAAGCTATCACTT
TTA---A---TCGTGGATGAAAGGCGGCCTCTGCTTGCAAGCTGCCACTG
TTA---GCT-TTATGGGGGAAAGGTGGCCTCTGCATGCAAGCTACCACCT
AAAT--AAG-AAGTCGGTAAAGGATG-CCTCTGCATAT--GCATTCGTCC
TTA---ACG-AAGTCGGTAAAGGATG-CCTCTGCATAT--GCATTCGTCC
ACAC--AAGTAGATTGATGAAAGATTGCCTCTTCTTGAAAGCAATTGTTT
TCAT--AAGTTATGCAAGCAAAGGTGGCCTCTGCAT--ATGCTACTGCAT
TTCTTCGGGGAATGCAACCAAAGAATGCCTCTTCATGAAAGCATTTGTTT
—————————— AGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG-—-----GCCTCTTGCCA
* *

00000000001111111111111111010000000000001111111111

ATGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGGTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCA
GTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCA
ATGGATGAGTCCGCGGCTCATTAGGTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCA
ATGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTAGTTGGCGGGGTAATGGCCCACCA
ATGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTTGTTGGCGGGGTAATGGCCCACCA
ATGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTAGTGGGGCGGGTAATGGCCCACCA
ATGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCA
GAGGATGAGTCCGCGGCCCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCA
AAGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTTGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCA
TGAGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCA
GGGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTTGATGGTGGGGTAATGGCCTACCA
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TTGGATGAGTCCGCGTTTCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
TTAGATGAGCCCGCGTCCCATTAGCTTGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCA
AAGGATGAACCTGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA
GAGGATGAGCCCGCGTCTCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCA
GAGGATGAGCCCGCGTCTCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCA
GGAGATGAGTTTGCGTACCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA
GAAGAGGGGTCTGCGTACCATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCCTACCT
GAGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTAGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCA
TCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCT

**x * *hkkkk K Kk *x *hhkkk Khkk *kk
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AGCCGACGATGAGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACT
AGGCAATGATGAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACT
AGCCGACGATGAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACT
AGGCGACGATGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
AGGCGACGATGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
AGGCGACGATGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACT
AGGCGACGATGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGACCGGCCACACTGGGACT
AGGCAACGATGGGTAGCCGATTTGAGAGGATGATCGGCCACACTGGGACT
AGGCATCGATGGGTAGCCGATTTGAGAGGATGATCGGCCACACTGGAACT
AGGCTACGATGAGTAGCGGCCCTGAGAGGGTGGCCRGCCACACTGGAACT
TGGCTACGATGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGCCGGCCACACTGGAACT
AGGCGACGATGAATAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACT
AGGCGACGATGGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACT
AGGCGACGATGAGTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACT
AGGCAACGATGAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACT
AGGCAACGATGAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACT
AGGCAACGATGGTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACT
AGGCGACGATGGTTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGCACT
AGGCAGTGATGGGNAGCTNGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACT
AGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACT

* x E E Fhkhkhkkhk X K hkkkhkhhkhkhk kkk
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GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GAAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GAAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCARTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCNAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGNNATATTGCGCA
GAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GAAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GAAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
GGAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATTTTGCGCA
GGAACACGGGCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGCGCA
GACACACGGCCNNGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATTTTGCGCA
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
* *

** K *k kkkk Kk
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ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTCG
ATGGACGAAAGTCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGTCCTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGTTTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGTTTTCG
ATGGGCGAAAGCCTNACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTCG
ATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGAGGGAAGAAGGCCTTCG
ATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCATGTGAGGGACGAAGGCTTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGAGGGAAGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGTGTGAGGGATGAAGGCTTTCG
ATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGTGTGAGGGATGAAGGCTTTCG
ATGGGGGCAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTTG
ATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCG
ATGGGGGCAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCCTTG
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ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCG

*hkk * k% **x K Khkkkk K Kkk *kk ECE e = = * *
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GGTCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAAGA-GCACGGGTGCTAATCA--
GGTTGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAACC-GCCATGGTAGTAACT---
GGTCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAGAACG-GGCATGGTGCTAATC---
GGTCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAACC-GCCATGGTGCTAATC---
GGTCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAACC-GCCATGGTGCTAATC---
GGTCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAACC-GCCATGGTGCTAATC---
GATCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAACC-GCCACGGTGCTAATC---
GATCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAGAAAC-CGCACCGTGCTAATC---
GATCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAGAAAC-TACGTTGTGCTAATC---
GGTCGTAAACCTCTGTCTGGAGGAAAGAAAC-CCATAGGTGTGAATAGG-
GGTCGTAAACCTCTGTCAGGAGGGAAGAAAC-CCATGGGTTCGAACAGG-
GGTCGTAAACCTCTGTCRRGRRGGAAGAAAC-TGTTTGARGCTAATACC-
GGTCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAGAACC-CCCAAGGTTCGAATAG--
GGTCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAGAAAC-CCTTGAGGGCGAATAG--
GGTCGTAAACCTCTGTCGGAAGGGAAGAACG-GGCATTGGTCTAATAG--
GGTCGTAAACCTCTGTCGGAAGGGAAGAACG-GGCATTGGTCTAATAG--
GGTCGTAAAGCTCTGTCAACAGGGAAGAAGT-TACAATTGTTTAACAGAT
GGTCGTAAAGCTCTGTCAAGAGGAAAGAAGTGTACAAT-GGCTAATACCT
GGTCGTAAAGCTCTGTCNATGGGGAAGAAGT-TGTGTGGTTCAAACAG--
GGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG——GAGTAAAGTTAATAC——

* Kk hkkkk Kk Kk * Kk kkk
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GCCCGTGAAGGGACGGTACCTCCAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GCCCATGGTCTGACGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCCATGTTTTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCCATGGTCTGACGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCCATGGTCTGACGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCCATGGTCTGACGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCCGTGGTCTGACGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCGGTGCATTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCAGCGTACTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GCTTATGGCT-GACGGTACCTCCGAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GCCTGTGGCT-GACGGTACCTCCAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
CTNTTTCACTTGACGGTACCCTCAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GGCTTTGGGCTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCC
GCCTTTTGGCTGACGGTACCTTCAGAGGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCC
GCCTTTGTTTTGACGGTACCTTTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GCCTTTGTTTTGACGGTACCTTTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GGTTGTATT--GACGGTACCTGTGGAGGAAGCGCCGGCTAACTCCGTGCC
G-TTGTATTT-GACGGTACCTCTAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
GGCCATGCATTGACGGTACCCATNAAGGAAGCACCGGCTNACTCCGTGCC
CTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
* *
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AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCTTTAATCGGAATTACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATTCGGAATTACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATTCGGAATTACTGGGC
AGCAGCCGCGGTAACACGGGGGGCGCAAGCGTTATTCGGAATTATTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATCACTGGGC
AGCAGCCGCGGTNATACGGAGGGTGCAAGCGTTATTCGGAATTATTGGGC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC

Kk Kk khhkkhk KKk *hhkkhhkhkh Kh Khhkhkhk
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GTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCTATAAGTCAGGGGTGAAATCCCACGGCT
GTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTTGTAAGTCAGAGGTGAAAGCCCACGGCT
GTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTTGTAAGTCAGAGGTGAAATCCCACGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGTTTGGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCGGCT
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GTAAAGTGCACGTAGGCTGTTTGGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGTCTGGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGCTTGGTAAGTCAGGGGTGAAAGCCCGCGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGCTTTGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCACGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGTAGTGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCACGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGTCTTGCAAGTCAGGTGTGAAAGCCCTCGGCT
GTAAAGCGCGCGTAGGCGGCCAAGCAAGTCAGGCGTGAAAGCCCTCGGCT
GTAAAGCGCGCGTAGGTGGCGCGATAAGTCAGGCGTGAAAGCCCTCGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCTGCTTTGTAAGTCGGATGTGAAAGCCCTCGGCC
GTAAAGCGCACGTAGGCGGCGCGGTCAGTCAGATGTGAAAGCCCTCGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCGGCCTTGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCACGGCT
GTAAAGCGCACGTAGGCCGCTTTGTAAGTCAGGGGTGAAATCCCACGGCT
GTAAAGGGCGCGCAGGCGGTCTTGTCCGTCAGGTGTGAAAGCTCGGGGCT
GTAAAGGGCGCGTAGGCGGCTTGGTAAGTCAGATGTGAAAGCCCACGGCT
GTNAAGGGNGCGTAGGCGGCCTGTNAAGTCATCTGTGAAATTTCGGGGCT
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCT

**x Kkk KX Kk Khkk * *kk KAhAhkhkhk * *kk
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CAGCCGTGGAACTGCCTTTGATACTGTAGGGCT-TGAGTATGTGAGAGGA
CAACCGTGGAACTGCCTTTGATACTGCAAGGCTACGAGTTTGTGAGAGGA
CACCCGTGGAACTGCCTTTGATACTGCATTGCT-TGAGTGAGTGAGAGGA
CAACCGCGGAATTGCCCTTGATACTGCTGGACT-TGAGTTCGGGAGAGGG
CAACCGCGGAATTGCCCTTGATACTGCTGGACT-TGAGTTCGGGAGAGGG
CAACCGCGGAATTGCCCTTGATACTGCTGGACT-TGAGTTCGGGAGAGGG
CAACCGCGGAATTGCCTTTGATACTGCCGAGCT-AGAGTCCGGGAGAGGG
CAACCGTGGAACTGCCTTTGATACTGCTTAGCT-TGAATCCGGGAGAGGG
CAACCGTGGAACTGCCTTTGATACTGCACAACT-TGAATCCGGGAGAGGG
CAACCGGGGAACTGCACTTNAAACTGCATGACT-TGAGTACAGGAGAGGA
CAACCGAGGAATTGCGCTTGAAACTGCATGGCT-CGAGTTCGGGAGAGGG
CAACCGGGGAATTGCRCTTGATACTGTCGTGCT-TGAGTCTCGGAGAGGG
CAACCGGGGAACTGCATTCGAAACTGCAAGGCT-GGAGTCCTGGAGAGGG
CAACCGAGGAATTGCATTTGATACTGCCGTGCT-CGAGTACTGGAGAGGC
CAACCGTGGAACTGCCTTTGAAACTGCAGGGCT-TGAATCCTGGAGAGGG
CAACCGTGGAACTGCCCTTGAAACTGCGAAGCT-TGAATCCTGGAGAGGG
CAACCCCGGAAGTGCACTTGAAACAGCAAGACT-TGAATACGGGAGAGGA
TAACTGTGGAAGTGCATTTGAAACTGTCAGGCT-TGAGTACCAGAGGGGA
NAACCCCGGAGCTGCATGTGATACTGGCAGGNT-TGAGTATGGCAGAGGA
CAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCT-TGAGTCTCGTAGAGGG

* x E E EE * E Kk Kk
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TAGCGGAATTCCTGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGAGATCAGGAGGAACA
TAGTGGAATTCCTGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGAGATCAGGAGGAACA

TGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TAGTGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGAGATCTGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TGGCAGAATTCCGGGTGTAGGGGTNAAATCCGTAGATATCCGGAGGAATA
TAGCGGAATTCCGGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCCGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCCGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCGGGAGGAACA
AGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCTGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCAGGAGGAACA
TGGCGGAATTCCTGGTGTAAGAGTGAAATCCGTAGATATCAGGAGGAACA
AAGCGGAATTCCTGGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATCAGGAGGAACA
AAGTGGAATTCCCGGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATCGGGAGGAATA
AAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAACA
GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCCTAG---————————————
*

11110000000000000000000000000000000000000000000000

TCAGTGGCGAAGGCGGCTATCTGGCGCAAAACTGACGCTGAGGC——----
TCAGTGGCCAAGGCGACTATCTGGCACAACACTGACGCTGAGGTGCGAA-

TCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAA
TCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGACCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAA
TCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACCGGTATTGACGCTGAGG----—-~-
TCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACCGGTATTGACGCTGAGGTG--—-~
CCAGTGGCGAAGGCGGCCATCTGGACTGTCACTGACGCTGAGGTGC—---
CCGGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGACCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAA
CCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTGCGAAA
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Dsv.africanus
Dsv. longus
Desulfom.norv
Desulfom.escam
Desulfob.postg
Desulfobulbpr
Desulfobotulus
e.coli

clone_Rs-K75
DesvSTL1
clonePM6
Desv.oryzae
Desv.termidkh2

Dsv.longreachii

Desv.vulgaris
Desv.intestin
Dsv.desulfur
Dsv.gigas
Dsv.giganteus
Dsv.salexigens
Dsv.africanus
Dsv. longus
Desulfom.norv
Desulfom.escam
Desulfob.postg
Desulfobulbpr
Desulfobotulus
e.coli

CCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAA
CCAGTGGCGAAGGCGGCCTGCTGGACAGATACTGACGCTGAGGTGCGAAA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAA
CCGATGGCGAAGGCAGCTTTCTGGACCGATATTGACGCTGAGGCGCGAAG
CCGGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCTGGATACTGACGCTGAGGCGCGAAA
CCRGTGGCGAAGGCGGCTNTCTNGACCNATACTGACGCTGATGCGCGAA-

GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG--—-—=—-~
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA-——————
GTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC-———————————————
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG--—-—=—--—
GTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG--—-—=—-~—
GTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCG
GCGTGGGTAGCAAACGGGAT————— e
GCGTGGGGAGCAAACAGGAT —————— e

00000000000000000000000000000000000000000000

7.2.3. Sequenzen des ,,nifH-Stammbaums* (Abb. 25)

Alle Sequenzpositionen die mit einer ,,1* versehen sind, wurden fiir die phylogenetische

Stammbaumanalyse verwendet (Abklrzungen und Zugriffsnummer, siehe Kap. 7.3.3).

Methanobiv
Methanocvo
tky19

nknl2
Zas2Nif2
spiths

gfnlo

TDY11
cfnrt2

tky3

cfné

nkn20

TKY7

cfnl6
clpasteur
TKY2

TDY3
ZASONIFH1
nknrtl6
Zas2Nifl
Spzuelz
Desulfogig
cfn24
Rhizobiumm
Azospirbra
Rhodobcapsu
Azotobvinel
Azotobviner
Methanobther
Rhodobcapbchl

Methanobiv
Methanocvo
tky19

TTRTLIGKRLP-TILDIVKKK-==-KNA-—-———-- S----1EEVLFEGYG
STRTLMHGKIN-TVLDTFRDKGP--EYM----——- K----1EDIVYEGFN
STRLLLHGERITTVLDYLKVTG---PDR------- C---VLSDLVHEGAF
STRLLLHGERITTVLDYLKVTG---PDR--—---- C---VLSDLVHEGAF
STRFLLHGERITTVLDYLKGKT---PDQ------- C---CLSDVVHLGAF
STRLLLGGLHQKTVLDTIRDNR---LEV-----—- T----LDQLVKEGWL
STRLLLGGLHRKTVLDTIRDNR---LEV----—-- T----LDHLVKTGWG
STRLLLGGLHQKTVLDTIRDNT---QEV--———-- T--—--LDHLVKSGWK
STRLLLGGLHQKTVLDTIRDNV---QEV-=———-- K----LEQLVKTGYH
STRLLLGGLHQKTVLDTIRDNA---HEV----——- K-—-—-LENLMKTGWK

STRLLLGGLHQKTVLDTIRDNA---LEA---———- AQGAGLSALLKTGYK

STRLLLGGLHQKTVLDTIRDN----QRP-————-- G----LESLIRRGFL
STRLLLGGMHQETVLDTVRDNR---KGV-===--- T----LENLVKVGFG
STRLLLGGLAQKTVLDTLREEG---DGV—-=—=—-- E----LSSIMKEGYK
STRLLLGGLAQKSVLDTLREEG---EDV------- E----LDSILKEGYG
STRLILGGLAQQTVLDTLREEG---EDI------- E----LDYVLKPGFS
STRLLLNGLAQKTVLDTLRTEG---EDL------- D----LEDVVKVGFK
STRLLLNGLAQKTVLDTLRTEG---EDL------- D----LEDVVKVGFK
STRLLLNGLAQKTVLDTLRTEG---EDL------- D----LEDVVKVGFK
STRLLLNGLAQKTVLDTLRTEG---EDL------- D----LDDVVKVGFK
STRLLLGGLSQKTVLDTLREEG---EDL------- D----LEDVVKAGFK
STRLLLGGLSQRTVLDTLREEG---EDV-=—=—-- D----LDDIVSPGFA
STRLLLHGLAQKTVLDTLRDEG---EDV------- E----LEDVMKKGFK
STRLILNAKAQDTVVHLAATEGSV-EDL------- E----LEDVLKVGYR
STRLILHAKAQDTVLHLAAEAGSV-EDL-————-- E----LEDVLKIGYK
STRLILNTKLQDTVLHLAAEVGSV-EDL———---- E----LEDVVKIGYR
STRLILHSKAQNT IMEMAAEAGTV-EDL------- E----LEDVLKAGYG
STRLILHSKAQGTVMEMAASAGSV-EDL------- E----LEDVLQIGFG

CTSNLRGGQEIPTVLDILREKG-L-DKLGLET I IEKEMIEINDIIYEGYN
DSTFTLTGRLQETVIDILKQVNFHPEELR---===-—--- PEDYVTEGFN
- - - x

11111111111011111111100001110000000000001111111111
NVKCVESGGPEPGVGCAGRGY IVAMGLLDKLGTFSD--DIDI 1 1YDVLGD

GVYCVESGGPEPGVGCAGRGV ITAVDMLDRLGVYDQL-KPDVVIYDILGD
GVHCVEAGGPEPGVGCAGRGILTTFELLERLGIKQNN--YDT11YDVLGD
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nkn12 GVHCVEAGGPEPGVGCAGRG ILTTFELLERLGIKQNN--YDT 1 1 YDVLGD
Zas2Nif2 GVHCVEAGGPEPGVGCAGRG ILTTFELLERLG IKDNN--YDG ILYDVLGD
spit5 GIRCVESGGPEPGVGCAGRGI 1TSIDMLENLGAYTDD--LDYVFYDVLGD
gfn10 GIRCVESGGPEPGVGCAGRG I 1TSIDMLENLGAYTGD--LDYVFYDVLGD
TDY11 GIRCVESGGPEPGVGCAGRG I I TAIDMLESLGAYTDD--LDYVFYDVLGD
cfnrt2 GIRCVESGGPEPGVGCAGRGI I TAIDMLENLGAYTGD--LDYVFYDVLGD
tky3 NIRCVESGGPEPGVGCAGRG I I TAIDMLENLGAYTPD-- IDYVFYDVLGD
cfné GIRCVESGGPEPGVGCAGRG I I TAIDMLESLGAYTED--IDYVFYDVLGD
nkn20 GIRCVESGGPEPGVGCAGRG I I TAIDMLENLGAYTED--LDYVFYDVLGD
TKY7 GIKCVESGGPEPGVGCAGRG I 1TSIDMLENLGAYTED--LNYVFYDVLGD
cfnl6 GTRCVESGGPEPGVGCAGRGI I TSIGLLENLGAYTED--LDYVFYDVLGD
clpasteur GIRCVESGGPEPGVGCAGRG I 1 TSINMLEQLGAYTDD--LDYVFYDVLGD
TKY2 GIRCVESGGPEPGVGCAGRG I I TAIGLLERLGAYEDD--LDYVFYDVLGD
TDY3 GTRCVESGGPEPGVGCAGRG I 1 TS INLLEQLGAFHENYKLDYTFYDVLGD
ZASONiFH1 GTRCVESGGPEPGVGCAGRGI 1 TS INLLEQLGAFHEQYKLDYTFYDVLGD
nknrtl16 GTRCVESGGPEPGVGCAGRG I 1 TSINLLEQLGAFDAQYKLDYTFYDVLGD
Zas2Nifl GTRCVESGGPEPGVGCAGRG I 1 TSINLLEQLGAFGDQYKLDYTFYDVLGD
Spzuelz ATRCVESGGPEPGVGCAGRGI I TSINLLEQLGAFDEKYKLDYTFYDVLGD
Desulfogig NTLCTESGGPEPGVGCAGRG I I TSINLLEQLGAFKEEKKLDYTFYDVLGD
cfn24 DTSCVESGGPEPGVGCAGRG I I TSINLLEQLGAYDDDKQLDYVFYDVLGD
Rhizobiumm GIKCVESGGPEPGVGCAGRGV I TSINFLEENGAY-ND--VDYVSYDVLGD
Azospirbra GIKCVESGGPEPGVGCAGRGV I TSINFLEENGAY-DD--VDYVSYDVLGD
Rhodobcapsu GIKCTESGGPEPGVGCAGRGV I TAINFLEENGAY-DD--VDYVSYDVLGD
Azotobvinel GVKCVESGGPEPGVGCAGRGV I TAINFLEEEGAYEDD--LDFVFYDVLGD
Azotobviner GVKCVESGGPEPGVACAGRGV I TAINFLEEEGAYSDD--LDFVFYDVLGD
Methanobther GIYCVEAGGPKPGYGCAGRGV IVV I DLLKKMNLYKDLK-LD IVLYDVLGD
Rhodobcapbchl GVMCVEAGGPPAGTGCGGYVVGQTVKLLKQHHLLEDT---DVVVFDVLGD
*_*:*** _* _*_* : . :*_ : :*:***
11112112211221122122112211221221110100001111112111212

Methanobiv VVCGGFAVPLREDFADEVY IVTSGEYMAL
Methanocvo VVCGGFAMPLQKKLAEDVY IVTTCDPMAI
tky19 VVCGGFAVP IRRDYAKKVY ILTSGEFMAI
nkni2 VVCGGFAVP IRRDYAKKVY ILTSGEFMAI
Zas2Nif2 VVCGGFAVP IRRDYAEKVY IVTSGEFMSI
spit5 VVCGGFAMP IREGKAKE 'Y IVASGEMMAL
gfn10 VVCGGFAMP IREGKAKE 1Y 1VASGEMMAL
TDY11 VVCGGFAMP IREGKAKE 'Y I VASGEMMAL
cfnrt2 VVCGGFAMP IREGKAKE 'Y IVASGEMMAL
tky3 VVCGGFAMP IREGKAKE 'Y IVASGEMMAL
cfné VVCGGFAMP IREGKAKE 1Y IVASGEMMAL
nkn20 VVCGGFAMP IREGKAKE 1Y I VASGEMMAL
TKY7 VVCGGFAMP IREGKAKE 'Y IVASGEMMAL
cfnl6 VVCGGFAMP IREGKAKE 'Y IVASGEMMAL
clpasteur VVCGGFAMP IREGKAQE 1Y 1VASGEMMAL
TKY2 VVCGGFAMP IREGKAQE 1Y IVASGEMMAL
TDY3 VVCGGFAMP IRDGKAEE 1Y 1 VCSGEMMAM
ZASONiFH1 VVCGGFAMP IRDGKAEE 'Y IVCSGEMMAM
nknrtl6 VVCGGFAMP IRDGKAEE 1Y IVCSGEMMAM
Zas2Nifl VVCGGFAMP IRDGKAEE 1Y IVCSGEMMAM
Spzuelz VVCGGFAMP IRDGKAEE 1Y 1 VCSGEMMAM
Desulfogig VVCGGFAMP IREGKAQE 1Y IVVSGEMMAM
cfn24 VVCGGFAMP IRDGKAQEVY I VCSGEMMAM
Rhizobiumm VVCGGFAMP IRENKAQE 1Y 1VMSGEMMAL
Azospirbra VVCGGFAMP IRENKAQE 1Y IVMSGEMMAL
Rhodobcapsu VVCGGFAMP IRENKAQE 1Y IVCSGEMMAV
Azotobvinel VVCGGFAMP IRENKAQE 1Y IVCSGEMMAM
Azotobviner VVCGGFAMP IRENKAQE 1Y IVCSGEMMAM
Methanobther VVCGGFAMPLRMGLAEQIYVVTSSDYMAI
Rhodobcapbchl VVCGGFAAPLQH--ADRAL IVTANDFDSI

* - - - -

Fkhkhkkhk K- - - -

11111111111100111111111111111
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7.3 Abkurzungen und Zugriffsnummern

7.3.1 Abkirzungen und Zugriffsnummern des ,,Spirochaeten-Stammbaums*

Organismus /Klon [Wirt] Abkurzung Zugriffsnr. (NCBI)
Leptonema illini Leptonema M88719
Leptospira biflexa Lsbhiflexa 212821
Klon Za29 [Zootermopsis angusticolis] Za29 AJ419823
Klon Rs-B68 [Reticulitermes speratus] Rs-B68 AB088897
Klon Rs-H09 [Reticulitermes speratus] Rs-H09 AB088910
Klon NkS34 [Neotermes koshunensis] NkS34 AB084961
Spirochaeta sp. ,,Buddy* Spirosp.Buddy AF357916
Spirochaeta sp. ,,Grapes* Spirosp.Grapes AF357917
Stamm SPN1 [Neotermes castaneus] SPN1 AJ698092
Spirochaeta smaragdinae S.smaragdinae U80597
Spirochaeta bajacaliforiensis Spbajacalifor AJ698859
Klon Rs-D16 [Reticulitermes speratus] RsD16 AB088873
Spirochaeta halophila Sphalophila M88722
Spirochaeta africana S.africana X93928
Treponema denticola T.denticola M71236
Treponema pallidum T.pal Lidum M88726
Treponema pectinovorum T.pectinovorum M71237
Treponema bryantii T.bryantii M57737
Klon RFS2 [Reticulitermes flavipes] RFS2 AF068429
Klon Rs-G65 [Reticulitermes speratus] Rs-G65 AB088858
Klon RFS9 [Reticulitermes flavipes] RFS9 AF068432
Klon HsPySp20 [Hodotermopsis sjoestedti] HsPySp20 AB032004
Klon RsDiSp12 [Reticulitermes speratus] RsDiSp12 AB031998
Klon Rs-A53 [Reticulitermes speratus] Rs-A53 AB088895
Klon Rs-A48 [Reticulitermes speratus] Rs-A48 AB088859
Spirochaeta stenostrepta S.stenostrep M88724
Spirochaeta caldaria Sp.caldaria M71240
Klon sp40_11 [Mastotermes darwiniensis] sp4011 X89048
Treponema sp. ZAS9 [Zootermopsis angusticolis] ZAS9 AF320287
Treponema sp. ZAS1 [Zootermopsis angusticolis] ZAS1 AF093251
Treponema sp. ZAS2 [Zootermopsis angusticolis] Zas? AF093252
Klon RFS3 [Reticulitermes flavipes] RFS3 AF068340
Klon Nc5 [Neotermes castaneus] clonencs AJ419819
Klon RFS8 [Reticulitermes flavipes] RFS8 AF068343
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Klon Rs-J93 [Reticulitermes speratus] RsJ93 AB088913
Stamm SPIM25 [Incisitermes marginipennis] Spim25

Stamm SPIM20 [Incisitermes marginipennis] spim20

Klon NkS-Oxy26 [Neotermes koshunensis] NkSOxy26 AB085167
Klon NkS56 [Neotermes koshunensis] NkS56 AB084967
Klon NkS-Ste9 [Neotermes koshunensis] NkSSte9 AB085162
Klon NkS97 [Neotermes koshunensis] NKS97 AB084973
Stamm SPIT5 [Incisitermes tabogae] Spit5

Klon mpsp2 [Mastotermes darwiniensis] mpsp2 X89050
Klon Rs-H91 [Reticulitermes speratus] Rs-HO1 AB088863
RFS94 [Reticulitermes flavipes] RFS94 AF068423
Spirochaeta aurantia Spaurantia M57740
Borrelia anseria Borranseria M72397
Escherichia coli ecoli J01695

7.3.2 Abktrzungen und Zugriffsnummern des Stammbaums sulfatreduzierender

Bakterien
Organismus /Klon Abkurzung Zugriffsnr. (NCBI)
Klon Rs-K75 [Reticulitermes speratus] clone_Rs-K75 AB089105
Desulfovibrio cuneatus STL1 DesvSTL1 X99501
Klon PM6 [Pachnoda marginata] clonePM6 AJ630406
Desulfovibrio oryzae Desv.oryzae AF273083
Desulfovibrio termitidis KH2 [Heterotermes indicola] Desv. termidkh2 X87409
Desulfovibrio longreachii Dsv.longreachii 224450
Desulfovibrio vulgaris Desv.vulgaris AF418179
Desulfovibrio intestinalis [Mastotermes darwiniensis] Desv.intestin Y12254
Desulfovibrio desulfuricans Dsv.desulfur A30645
Desulfovibrio gigas Dsv.gigas M34400
Desulfovibrio giganteus Dsv.giganteus AF418170
Desulfovibrio salexigens Dsv.salexigens M34401
Desulfovibrio africanus Dsv.africanus X99236
Desulfovibrio longus Dsv.longus AY359867
Desulfomicrobium norvegicum Desulfom.norv AJ277897
Desulfomicrobium escambiense Desulfom.escam AJ277886
Desulfobacter postgatei Desulfob.postg AF418180
Desulfobulbus propionicus Desulfobulbpr AY548789
Desulfobotulus sapovorans Desulfobotulus M34402
Escherichia coli ecoli J01695




7. ANHANG 122

7.3.3 Abktrzungen und Zugriffsnummern des ,,nifH-Stammbaums*

Organismus /Klon [Wirt] Abkirzung Zugriffsnr. (NCBI)
Methanobacterium ivanovii Methanobiv X07501
Methanococcus voltae Methanocvo X03777
Klon TKY19 [Reticulitermes speratus] tky19 D83111
Klon NKN12 [Neotermes koshunensis] nkn12 AB011858
Treponema sp. ZAS2 [Zootermopsis angusticolis] Zas2Nif2 AF325802
Stamm SPIT5 [Incisitermes tabogae] spit5

Klon GFN10 [Glyptotermes fuscus] gfn10 AB011897
Klon TDY11 [Reticulitermes speratus] TDY11 D83087
Klon CFNRT2 [Coptotermes formosanus] cfnrt2 AB083570
Klon TKY3 [Reticulitermes speratus] tky3 D83118
Klon CFN6 [Coptotermes formosanus] cfné AB011853
Klon NKN20 [Neotermes koshunensis] nkn20 AB011864
Klon TKY?7 [Reticulitermes speratus] TKY7 D83122
Klon CFN16 [Coptotermes formosanus] cfnlé AB011844
Clostridium pasteurianum clpasteur X07472
Klon TKY2 [Reticulitermes speratus] TKY2 D83112
Klon TDY3 [Reticulitermes speratus] TDY3 D83089
Treponema sp. ZAS9 [Zootermopsis angusticolis] ZASONifH1 AF325803
Klon NKNRT16 [Neotermes koshunensis] nknrtl6 AB027743
Treponema sp. ZAS2 [Zootermopsis angusticolis] Zas2Nifl AF325801
Spirochaeta zuelzerae Spzuelz AF325795
Desulfovibrio gigas Desulfogig U68183
Klon CFN24 [Coptotermes formosanus] cfn24 AB011848
Rhizobium meliloti Rhizobiumm V01215
Azospirillum brasilense Azospirbra X51500
Rhodobacter capsulatus Rhodobcapsu M15270
Azotobacter vinelandii Azotobvinel M20568
Azotobacter vinerandii Azotobviner M32371
Methanobacterium thermolithotrophicus Methanobther X07500
Rhodobacter capsulatus bchL Rhodobcapbchl Z07500
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