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Einleitung 1

Einleitung

1.1 Insekten

Systematisch lassen dch die Insekten in drel grofRen Gruppen eintellen. Der sog. Altgruppen
gehdren Ephemeroptera (Eintagsfliegen), Odonata (Libelen) und Plecoptera (Steinfliegen)
an, zu ene Mittdgruppen gehdren Orthopteroidea, Blattopteroidea, Psocopteria,
Thysanoptera und Rhynchota Die Holometabola mit Neuropteroidea, Coleoptera,
Hymenoptera und Mecopteroidea werden as Neugruppen zusammengefald (Remane e d.
1989). Die etwa 8000 bekannten Arten daatenbildender Insekten vertellen dch af zwe
Gruppen, Termiten (Isoptera) und Hymenopteren (Remane et ad. 1989). Die Stasten der
Termiten werden von beiden Geschlechtern gleichermal3en  aufgebaut. Auch  Jungtiere
gehdren dazu. In der Konigkammer leben Konig und Konigin. In den Staaten der
Hymenopteren herrscht das welbliche Geschlecht vor. Im komplizierten Insektenstaat miissen
ene Rehe von Aufgaben bewdtigt werden, um diesen funktionsféhig zu hdten. Dabel kann
es zur Kagenbildung kommen. Innerhdb eines Staates snd korperlich stark verschieden
augebildete Gruppen vorhanden (Soldaten, Arbeter, Geschlechtstiere). Konig und Koénigin
sorgen fur Nachkommenschaft. Die Soldaten bedtzen Verteidigungsmittel und werden von
den Arbeitern mit Futter erndhrt.

1.2 Termiten

Die hemimetabolen Termiten, auch wele Amesen gennant, sSnd  Insskten mit
hochentwicketen Stasten und zum Tell auffaligen Bauten aus Sediment, Kot und Speiched,
die besonders in den Savannengebieten Afrikas und Audraiens vorkommen. Manche der
Arten leben auch an der franzosschen Atlantikkiste bis zur HGhe von Paris. Die 2671
bekannten Termitenarten (Myles, 1999) sind Uber den gesamten Tropert und Subtropengrtel
verbreitet. Der termitenreichste Kontinent it Afrika, wo anndhernd 700 Arten vorkommen
(Grzimek und Erngt, 1969).

Termiten bilden die Ordnung Isoptera Die 2671 Termitenaten werden in 7 Familien
untertellt.  Die  sechs  Familien  Madtotermitidae,  Kdotermitidae,  Termopsidae,
Hodotermitidae, Rhinotermitidae  und  Seritermitidee  werden as niedere Termiten
zusammengefdd. Zu den hoheren Termiten zéhlt dagegen nur die Familie Termitidee, die mit
1958 Arten dlerdings 3/4 dler Termiten umfad (Myles, 1999). Die hoheren Termiten
grenzen dch von den niederen Temiten ua durch ihre grof¥en, tellweise oberirdisch
angdegten Nester und durch das Fehlen symbiontischer Flagdlaten im Enddarm ab.



Einleitung 2

Aufgrund  des  Vebratungsmusters fossler und  rezenter  Arten  |1&% sch  ihre
gammesgeschichtliche Entwicklung 300 Millionen Jahre zurlckverfolgen (Emerson, 1965;
1967). Die in Audrdien vorkommende Art Mastotermes darwiniensis, die enzige rezente
Spezies dar Madotermitidae, gilt ds die urgpringlichde Termite, da sSe noch enige
Merkmde mit den ds Termitenvorfahren angesshenen Schaben gemeinsam hat. So dimmt
die Higdaderung mit der der Schaben Uberein, und die gefligelten Tiere bestzen auch noch
en deutliches Andfdd in den Hinterfligdn. Schliedich legt diese Art ihre Eier nicht einzeln
wie dle Ubrigen Termiten, sondern in Form von Paketen ab, in denen 20 bis 24 Eier in ener
Doppdreihe durch ene gdatinbse Substanz zusammengekittet Sind. Diese Pakete entsprechen
grundsétzlich den Ootheken der Schaben (Grzimek und Erngt, 1969). Daher nimmt man heute
ds dcher an, dass Termiten von urspringlichen Schaben abstammen, die zum soziden Leben
Ubergegangen sind.

Nech der bevorzugten Nahrung lassen dch die Termiten in humus-, holz-, gras, und
dlesfressende  sowie pilzzichtende Arten entelen. Wéhrend die niederen  Termiten im
wesentlichen  von  Holz  leben, haben die hoheren Termiten zT. unterschiedliche
Nahrungsgewohnhaten. Vermutlich waren die Humusstoffe die urspringliche  Nahrung
(Grzimek und Erngt, 1969). Vide hothere Termiten (Termitidae, Macrotermitinag) warmer
Gebiete legen unterirdisch oder in der Tiefe ihres Nestes Filzgéaten in Kammen an. Die
Filzmyzde werden von den Termiten verzehrt, und ds Nahrung fir die Filze wird z. B. der
Kot der Termiten verwendet, oft auch Blédter und Holz. Die Feuchtigket liebenden Termiten
legen Uberdeckte Génge an und zerstéren vorwiegend Holz, das se mit Hilfe von Hagdlaten
und Bekterien aufschlieflen. So konnen die Termiten wirtscheftlichen Schaden  anrichten.
Anderersaits konnen die Termiten auch enen unschédzbaren Betrag zum Recycling von
biologischem Materid und zur Bodenfruchtbarkeit eisten (Baumann, 1999).

1.3 Anatomie des I ntestinaltraktes der Termiten

Die Gechlechtdtiere und die Arbeter snd mit kréftigen, beif3end-kauenden Mundwerkzeugen
ausgedtaitet. Der Osophagus kann sich hinten zu einem Kropf (Vormagen) enweitern. Die von
den Mundwerkzeugen grob zerkaute Nahrung gelangt zunéchst in den Kropf, wird dann in
dem mit Chitinzéhnen bewdhrten Kaumagen weter zerkleinet und in den Mitteddarm
gelatet. Der Hinterdarm mindet in die Exkretionsorgane (Mdpighischen Gefd3e) en. Erd im
sackformig ausgeweiteten Abschnitt des Enddarmes, der Garkammer, findet der wesentliche
Cdlulosedbbau  dait. Ein Ventil verhindert den Ubertritt von Géakammerinhdt in den
Mitteldarmbereich.
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Im Mittd- und Enddarm von niederen und hoheren Termiten liegt der pH-Wert gewohnlich
zwichen 6-7,5. Als Ausnahme wurde zum Beispid be erdfressenden Termiten im Vorderen
Tell des Hinterdarms ein akdischer pH-Wert von 10,4 gemessen (Brune at d., 1995, Radek
und Hausmann 1994). Auftreten drikt anaerober, fakultativ anaerober, aerober und
sauergoffempfindliiche Hagellaten zeigen ( Radek und Hausmann 1994; Kuhnigk et d. 1994,
Ohkuma und Kudo 1996, 1998), dass die Gakammer en Sauerstoffgradientensystem ist mit
dak negativem Redoxpotentidd bis zu —270 mV. Be Sauersoffpartialdruckmessungen der
Gakammer wurde festgestellt, dass nach den ersen 50-100 um des Radidprofils der
Géarkammer kein Sauerstoff mehr vorhanden ist (Brune 1998; Kuhnigk et d. 1994).

1.4 Flagellaten des Termitendar mes

Be den Arten, die vorwiegend Holznahrung zu dch nehmen, wird etwa dre Viertd der
Cdlulose von Enzymen (Cdlulasen) aufgespdten und dann ds Zucker aufgenommen. In
ihrem Darm, spezidl in dem dark erweterten vorderen Tell des Enddarmes, der Garkammer,
leben jedoch Einzdler, vidgelRdige Hagdlaen, die die feinen Nahrungdelchen aufnehmen
(Phagocytose) und Celulose Uber Glucose zu Pyruvat abbauen. Pyruvat wird anschlief3end in
spezidlen Zdlorgandlen, den Hydrogenosomen, in Acetat, Wassarstoff und Kohlendioxid
gespdten, wobel Acetat wiederum von den Termiten verwertet werden kann (Radek und
Hausmann, 1994; Muller, 1993). Zwischen den Termiten und den Darmflagellaten besteht en
fir bede Tele lebenswichtige Symbiose. Darmflagdlaten snd zwischen 5 pm und 500 pm
gro3 und werden aufgrund morphologischer und ultrastruktureller Merkmale den Ordnungen
Trichomonadida, Oxymonadida und Hypermadtigida zugeordnet (Honigberg, 1970; Yamin,
1979,1981).

Im Darm hoherer Termiten leben wenige Hagelaten und vereinzet auch andere Protozoen
wie Ciliaten, Gregarinen und Amoben, die aber keine Symbionten snd (Honigberg, 1970). Es
gibt Hinweise, dass ba hoheren und niederen Termiten in der Speichddriise, im Vorder- und
Mittdldam Cdlulasen (Endo-131,4-Glucanasen, [31,4-Glucosidasen) vorhanden snd, die
anscheinend krigdline Ceullose abbauen konnen (Saytor, 1992). Die Gemenschaft der
Darmbewohner hilft nicht nur, das Subgrat rasch chemisch aufzuschlief¥en, sondern dient
auch ds Stickgoff- und Vitaminquele Es ig dlgemein bekannt, dass vide der
hochentwickdten Termiten (Familie Termitidae) in ihren Nestern PRilzgarten anlegen, indem
Se bestimmte Kammen mit ihrem Kot fullen und oft noch zerkaute Nahrung sowie Holz
abzugeben und mit enem PRilz animpfen. Auf diesr Weise entwickeln sch bel der rdaive
hohen Luftfeuchtigkeit Pilzgeflechte, die das Holz leichter verwertbar machen.
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Bisher war man der Anscht, dass niedere Termiten nach Abtdten der FHagelaten im Darm
dlen nicht fahig snd, Cdlulose abzubauen. Versuche von Wenzedl et d. (2000) zeigten, dass
die beiden niederen Termiten Kalotermes flavicolis und Zootermopsis angusticollis ohne
Hagelaten Uberleben konnen. Obwohl die Fagdlaen fir Celulose- und Hemicellulosesbbau
offenbar unabdingbar snd, Ubernehmen be viden Termiten besonderes be den hoheren
Termiten, die ja keine symbiontischen Protozoen bedtzen, neben termiteneigenen Cdlulasen
maoglicherweise zahlreich vorhandene Bakterien den Celulosesbbau (Wenzd et d., 2000).
Be pilzkultivierenden Arten scheinen die Cdlulasen, die im Mittddarm nachgewiesen
werden konnten, von den Kultivierten Rlzen zu sammen (Martin und Martin 1978; 1979). In
Termiten spiden dlerdings auch die Darmbakterien eine wichtige Rolle. Fakultative anaerobe
Formen, welche vorhandenen Sauerstoff flr Oxidationsprozesse verwenden konnen, sind
wesentlich an der Aufrechterhdtung des anaeroben Milieus betelligt (Vevers et d., 1982).
Andere Bakterien konnen molekularen Stickstoff fixieren oder aus dem Harnséure
Ammoniak, die wieder von den Termiten verwendet wird, freisetizen (Bently, 1984).
Methanogene und acetogene Bakterien verwerten freigesetzten Wasserstoff und gebildetes
Kohlendioxid zur Energiegewinnung, wobel Methan bzw. Acetat hergestellt werden.

1.5 Bakterien des Termitendar mes

Der Grofyell der isolieten Bakterien sind fekultative anaerobe Formen wie verschiedene
Enterobacter-Arten. Andere Bakterienarten wie Streptococcus, Bacteroides, , Staphylococcus
und Bacillus, Coryneforme Bakterien und Streptomyceten wurden auch aus dem
Termitendarm isoliert. Daneben wurden auch obligat aerobe Arten zum Bespid aus den
Gatungen Pseudomonas und Acinetobacter gefunden. (Thayer, 1976; Schulz und Breznak,
1978; Eutick et d., 1978; Mannesmann und Piechowski, 1989; Kuhnigk et a., 1994). Die
auffdligen, groen, sch fre im Darmmilieu bewegenden Spirocheeten, die man in Termiten
und Schaben findet, gehdren phylogenetisch zu den Treponemen (Berchtold 1995). Von ihrer
doffwechsephysiologischen Funktion im Darm ig nicht vid bekannt. Vor kurzem konnten
Spirochaeten aus Zootermopsis angusticollis kultiviert werden (Leadbetter et al., 1999). Dabel
zeigte dch, dass die Spirochagten an der Acetogenese betelligt snd. Es ist schon langer
bekannt, dass Spirochagten zur Bewegung ihres Wirtes beitragen konnen, wie es be dem
grof:en Hagelaten Mixotricha paradoxa der Fal ist. Eutick et d. (1978) konnten zeigen, dass
die Lebensdauer der Termiten nach sdektiver Ausschatung der Spirochdten von 250 Tagen
auf 13 Tage sank. Bakterien der Gakammer konnen je nach Art fre im Darmlumen
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vorkommen, an der Darmwand oder an Hagdlaten angeheftet sein oder auch intrazdlular in
den Hagellaten |eben.

1.6 Methanbakterien als Symbionten in I nsekten

Mehr ds die Hafte des Methans in der Erdatmosphdre slammt aus biologischen Qudlen, wird
adso von Methanbakterien produziet (Rogers und Whitman, 1991). Obwohl es nur in
geringen Konzentrationen in der Atmosphére vorkommt, it es doch fir den Treibhauseffekt
und das Ozonloch mitverantwortlich (Rogers und Whitmann, 1991; Graedd und Crutzen,
1989). Methanbakterien kommen nicht nur in Sedimenten von Gewdassern, im Schlamm von
Klaranlagen und in Resfedern, Simpfen und Mlldeponien vor, sondern auch im Pansen der
Wiederkéuer und im Enddam von Insekten. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
der Inskten ergab, dass sch die Methanbakterien immer im Enddarm der Wirtdtiere
befinden. (Buchner, 1953; Breznak, 1982, Hackstein und Stumm, 1993; Stumm und
Hackstein 1994; Slaytor, 1992).

Methanbakterien kommen nicht nur frabeweglich im Enddam vor. In  viden
methanproduzierenden  Insektenarten konnen die Bakterien auch intrazdlular in Hagellaten
und Ciliaten nachgewiesen werden (Hackstein und Stumm, 1993; Frohlich  1999).
Elektronenmikroskopische  Untersuchungen haben gezeigt, dass die Methanbakterien
innerhdb der Protozoenzellen in der Néhe von gpezidiseten Organdlen, den
Hydrogenosomen, liegen. Die Lokdiderung der Methanbakterien dicht be  den
Hydrogenosomen dirfte vorteilhaft sein, da dort Pyruvat zu Acea, CO, und H;
decarboxyliet und der freigesetzte Wassarstoff tellweise sofort von  Methanbakterien
konsumiert wird. Die Verwertung von Wasserstoff durch die Methanbakterien ist adso fur die
Protigenzdlle und vide andere Darmbakterien vortelhaft und vidlecht lebensnotwendig, da
ene Anhdufung von molekularem Wassarstoff bestimmte Resktionen des Zdldoffwechsds
hemmen kann (Lee et d., 1987; Hackstein und Stumm, 1993).

Be der Umsstzung von CO, und Hz zu Methan spiden spezifische Coenzyme ene zentrde
Rolle Einer diesr Cofaktoren, das Deazeflavin-Derivat Fsp0, hat die Eigenschaft, bel
Bedrahlung mit kurzwelligem Blaulicht zu fluoreszieren. Methanbakterien leuchten daher im
kurzwelligen Blaulicht blaugrin - auf, wéhrend die andere Bakterien undchtbar bleiben
(Doddemaund Vogels, 1978; Stumm et ., 1982, Stumm und Zwart, 1986).
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1.7 Sulfatreduzierende Bakterien in Insekten

Sulfareduzierende Bakterien (SRB) gspiden ene grole Rolle bem Kohlengoff- und
Schwefd-Kreidauf in Okosystemen. Sulfatreduzierende Bakterien sind nicht nur in marinen
Standorten  (Widdel und Hansen, 1992) und Frischwasser-Sedimenten gefunden worden,
sondern auch aus dem Intestinaltrakt des Menschen, dem Pansen von Schafen und Kiihen und
dem Schweinedarm isoliert worden (Sass e d., 1998; Gebhart et d., 1993; Gibson et 4.,
1988ab; Howard und Hungate, 1976). Sulfatreduzierende Bakterien konnten auch ds
Ektosymbionten auf der Oberflache von anaeroben Ciliaten nachgewiesen werden (Fenchel
und Ramsng, 1992). Erg in jungster Zeit wurden sulfatreduzierende Bakterien ads Ho.
verwertende Bakteriengruppe aus dem Darm von hoheren und niederen Termiten und aus der
holzfressende Schaben Cryptocercus punctulatust isoliert (Trinkerl et a., 1990; Kuhnigk et
a., 1996; Frohlich et d., 1999). Im Termitendarm sehen SRB in direkter Konkurrenz mit
methanogenen und  acetogenen  Bakterien. Wéahrend Acetogene  Uberwiegend  be
holzfressenden  Termiten  vorkommen, findt man  Methanogene  vorwiegend  be
Bodentermiten (Braumann et d., 1992) Uberraschend idt, dass sulfatreduzierenden Bakterien
zT. nicht so drikt anaerob snd, wie postuliet wurde. Hardy und Hamilton (1981) fanden
heraus, dass Sulfatreduzierer einen gewissen Sauerstoffstress bis 72 h Uberleben kdnnen.

Es ist schon berichtet worden, dass im Boden Iebende Termiten mehr Sulfat mit der Nahrung
aufnehmen konnen. Fltterungsexperimente zeigten, dass der Titer in darkem Ma3e von dem
Sulfatangebot abhdngig it (Kuhnigk, 1996) . Wird Sulfat in Form von NaSO, oder CaSO4
mit der Nahrung gegeben, nimmt die Zahl der Sulfatreduzierer zu. Wird anderersaits
aulfatfreies Subgtrat verfiittert, snkt deren Zahl (Kuhnigk, 1996).

1.8 Zielsetzung

Bis heute haben vide Autoren Uber die Mikroorganismen in verschiedenen Termiten und ihre
Bedeutung fir die Symbiose in Termitendarm berichtet. Dabe wurden vide cdlulolytische
Bakterien charekteridert. Ebenfdls wurden auch Sulfatreduzierer aus den verschiedenen
Termiten isoliet. Hierbe dand die Frage im Vordergrund, welche Bakterien an der
Termitendarmwand lokdiset dnd und wie das Vertalungsmuster von sulfatreduzierenden
Bakterien ba verschiedenen Insekten ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die symbiontischen Bakterien, die an der Darmwand der
Tearmite Mastotermes darwiniensis lokadisert snd, charakterisert. Die kultivieten und nicht-
kultivieten Darmsymbionten wurden Uber ihre 16S rRNA, die be dlen Bakterien vorkommt
und fir verschiedene Bakterienaten spezifisch i, identifiziert. Ein Schwerpunkt lag auf der
Untersuchung der an dar Damwand lokdiderten Methanbakterien. Einen welteren
Schwerpunkt stellten die sulfatreduzierenden Bakterien (SRB) in verschiedenen Insekten dar.
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2 Material und Methoden

2.1 Insekten

Laven von Zygoptera spec. (Odonata), Chironomus thummi (Diptera), Baetis vernus
(Ephemeroptera), Perla marginata und Nemoura spec. (Plecoptera) wurden aus Teichen und
Fissen in der Umgebung von Manz gefangen. Adulte Tiere von Pyrrhocoris apterus
(Hemiptera) wurde unter Linden auf dem Campus der Universtd Manz gesammdt. Adulte
Tiere von Pachnoda marginata (Coleoptera) wurden von Frankfurter Zoo zur Verflgung
gedelt. Adulte Tiere von Gryllus bimaculatus (Ensfera) wurden vom Zoologischen Inditut
der Universtét Mainz erhdten.

Die audrdische Termite Mastotermes darwiniensis Froggait wurde von der Bundesangtat fiir
Materidforschung und Materidprifung, Berlin, zur Verfigung geselt. Einige hundert Tiere
wurden im Dunkeln bel 28°C in eénem Metdlgefd’ gehdten, das feuchtes Vermiculit enthiet.
Eine mit engmaschigem Drahtnetz versshene Bohrung im Gefa3deckd ermdglichte den
Gasaugtausch. Als Futter dienen Fichten- und Eichenholzquader.

2.2 Bakterien

Escherichia coli DH5a wurde von der Firma Gibco-BRL (Eggengtein) bezogen und auf LB-
Medium bei 37 °C im Schiittdinkubator geziichtet.

Escherichia coli TOP10Fwar in TA-Cloning-Kit (Invitrogen, Groningen, Niederland)
enthalten.

2.3 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Kasruhe

Agar Hartge-Marcor, Hackensack
Agarose NA Roth, Karlsruhe

Agarose (low meting) Applichem, Darmstadt
Ampidllin Fuka, Neuw-Ulm

ATP Boehringerm, Mannheim
Borsdure Roth, Kasruhe
Bromkresolgriin Merck, Darmstadt

CaCOs Merck, Darmstadt

Cdlulose Fluka, Ne-UIm
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Carboxymethylcdlulose (CMC) Sigma, Minchen
Diazabicyclooctan (DABCO) Sigma, Minchen

dNTP Fermentas, St. Leon-Rot
EDTA Roth, Kasruhe

Eisessg Roth, Kalsruhe

Ethanol Roth, Kasruhe

FeSO4 Merck, Darmstadt
Formamid Sigma, Minchen
Glucose Merck, Darmstadt

Glucose- 6- Posphat- Dehydrogenese

Glycerin

Glyan

Harngtoff
Hefeextrakt
Hydraziniumsulfat
IPTG

| sopropanol

KCI

K2HPO,

L actat- Dehydrogenase (LDH)

Mercaptogthanol
MgSO4

MnSO4
Nat-Acetat
NaCl

NAD

NADP+

NaNOs;
Paraformaldehyd
Pepton
Peptonwasser
Phenol-Chloroform
Saccharose
SDS

Boehringer, Mannhem
Roth, Kalsruhe
Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-UlIm

Hartge-Marcor, Hackensack

Sgma, Seinhem
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Roth, Kalsruhe

Roth, Kdsruhe
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roth, Kasruhe

Merck, Darmstadt
Roth, Kasruhe

Roth, Kalsruhe
Boehringer, Mannhem
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-UIm
Difco, Detroit
OXOID,

Roth, Kalsruhe

Roth, Kasruhe
Biorad, Hercules CA
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Tridthanolamin-Hydrochlorid
TRIS

Trypton

Tween 80

X-Gd

Sgma, Seinhem
Roth, Kasruhe
Difco, Detroit
Merck, Minschen

Fermentas, St. Leon-Rot

Alle nicht genannten Chemikdien waren von der Quditd& p.A. und wurden von den Frma
Fluka (Neu Ulm), Serva (Heiddberg), Sigma (Minchen), Roth (Karlsruhe) oder Merck

(Darmstadt) bezogen.

2.4 Biochemikalien, Enzyme und Kits

DNA-Léangenstandard (I HindlI1/EcoRI)
InstaGene-DNA- Purification- Matrix
Lysozym

Oligonuklectide (Tab. 1)
QIAquick-PCR-Purification-Kit
Plasmidvektor pBluescript (SK+)
Prepspin- Plasmid- Purification-Kit
QIAquick-Gd-Extraction-Kit
Redtriktionsenzym Not|
Rediriktionsenzym Alul
TA-Cloning-Kit

Tag DNA-Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot
Biorad, Hercules,CA
Serva, Heidelberg

ARK, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, San Diego, CA
Applied Biosystems
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Tab. 1: Oligonukleotide

a) Oligonukleotidefir diePCR

Name Sequenz Lange® TP  Position®

Eubak5F ATATGCGGCCGCAGAGTTGAT(C/T)(AIC)GGCTCAG 18 56 Eco8-27

GCEubak5 CGCCCGLCCGLCGLCCCGCGCCCGGCCCGLCGCGGLL 18 53 Eco 8-27
GCCCCAGAGTTTGATCMTGGCTC

Eubak3 ATATGCGGCCGCAGAAAGGAGGTGATCC 16 48 Eco 1544-1529

Eub338F ACTCCTACGGGAGGCAG 17 56 Eco 338-3x4

Eub781F AACAGGATTAGATACCC 17 48 Eco 781-797

Eub1070F ATGGCTGTCGTCAGCT 16 50 Eco 1055-1070

C1392R ACGGGCGGTGTGTAC 15 50 Eco 1392-1406

GC1392R CGCCCGLCCGLCGLCCCCGLGCCCGGCCCGLCGCGGLL 15 50 Eco 1392-1406
GCCCCACGGGCGGTGTGTAC

Narch1100R? GGGTCTCGCTCGTTRCC 17 57 Eco 1115-1098

GCNArch781F  CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCGGCCGCC 57 210 Eco 781-797
CCAACCGGATTAGATACCC

Narch5A 9 TCCGGTTGATCCCGCCGG 18 62 Eco 8-25

Narch5B¢ TCYGTTTGATCCTGGCRG 18 56 Eco 8-25

Narch5C? TCTGGTTGATCCTGCCAG 18 56 Eco 8-25

SRB335R" CGGCGTCGCTGCGTCAGG 18 64 Eco 385-403

SRB335F" CCTGACGCAGCGACGCCG 18 64 Eco 385-403

DSBY85 R" GGATGTCAAACCCAG 15 58 Eco 986-1010

b) Oligonukleotide zum Sequenzieren

Eubak5F ATATGCGGCCGCAGA GTTGAT(CIT)(A/IC)GGCTCAG 19 5°C Eco8-27

Eub1070F ATGGCTGTCGTCAGCT 16 50°C  Eco1055-1070

Eub781F AACAGGATTAGATACCC 17 48°C  Eco 781-797

Eub338F ACTCCTACGGGAGGCAG 17 56°C  Eco338-3%4

c) Oligonukleotidefur diein-situ-Hybridisierung

Eubak338° GCTGCCTCCCGTAGGAGT 5-Cy3 18 60 Eco 338-355

Eubak338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 5-F 18 60 Eco 338-355

Arch915° GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 5-Cy3 20 66 Eco 915-934

Arch915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 5-F 20 66 Eco 915-934

FM1045S AAAACCATCAACCTGGCTAT 5-F 20 50 Eco 1045

FM 1045B AAGACCATCAACCTGGCCAT 5-F 20 40 Eco 1045

FMBK ,5 840R GAGCAACTCAAGGTCATC 5-Cy3 18 %) Eco 840-858

1178TYIR TTCCTCACCTGCTGCCAT 5-Cy3 18 56 Eco 1178-1196

a) Anzahl der Nukleotide in dem Bereich der Oligonucleotide, der komplementér zur SSU-rDNA-Sequenz ist. b) Schmelztemperatur der
Oligonucleotide in °C. c) Die Positionsangaben beziehen sich auf die SSU-rRNA-Sequenz von Escherichia coli (Brosius et al., 1981;
Abb.1). d) Die Oligonukleotide sind am 5-Ende mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 (Cyanine3, MWG Biotech., Ebersberg) bzw.
Fluorescein markiert. €) Sequenz nach Amann et al. (1990). f) Sequenz nach Shinzato et al. (1999, modifiziert). g) spezifisch fir
Methanbakterien. h) Spezifisch fir sulfatreduzierende Bakterien
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Il und Il kennzeichnen die 5-, Zentra- und 3 -Doméne der 16S rRNA. Striche zwischen

Abb. 1: Sekundarstruktur der SSU rRND von Escherichia coli (aus Maidak et a. 2000). I,
Basen deuten die Wechsalwirkungen hinschtlich Sekundér- und Terti&rstruktur an.
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2.5 Medien

LB-Medium?

LB-Aga®
LBA-Medium?
LBA-Agar®

LBAIX-Aga?

TSB-Medium

Widde Lactat-Medium (nach Widde und Bak, 1992, modifiziert)

5 g Hefeextrakt
59 Trypton
5g NaCl

ad 1 | HyOpjidest
pH 7,2-7,5

LB-Medium mit 1,5% Agar

LB-Medium mit Ampicillin (200ug/ml)

LBA-Medium mit 1,5% Agar

11 LBA-Agar

2 ml X-Ga-L6sung (24 mg X-Ga/ml Dimethylformamid)

2 ml IPTG-L6sung (20 mg IPTG/mI HyOpigest)
¥ Sambrook et al. (1989), modifiziert

Basismedium
Dedtilliertes Wasser
Natrium-Lactat (50%)
NaSO4

KH2PO4

NH.CI

NaCl

KCl

MgCl, . 2 H,O
CaCl,. 2 H,O
FexSO4
Resazurin-Lésung (0,5 mg/m)

T SB-Fertigmedium (Difco) wurde nach Herstellerangaben angesetzt

1000 ml
2249
149
01lg
01lg
0,259
01g
0,29
01g
250 mg
05ml
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Natriumbicar bonat-L 6sung

1M NaHCOs-Ldsung

30 ml

Spureneementldsung SL9 (nach Tschech und Pfennig, 1984)

Dedtilliertes Wasser
Nitrilotriessigsaure
FeCl, . 4 H,O
CoCl, . 6 H,O
MnCl,

ZnCh

NaMoO, . 2 H,O
NiCL . 6 H.O
H3BO3

CuCl, . H,O

1000 ml
12,8 mi
1500 mg
190 mg
100 mg
70mg
36 mg
24 mg
6mg
2mg

Die Spurendementl6sung wurde mit 1 M NaOH auf pH 6,0 titriert und autoklaviert.

Selenit-Wolframat-L 6sung (nach Widdel, 1980)

Dedtilliertes Wasser
NaOH

NaSeOs . H,O
N&WO;, . 2 H,O

1000 ml
0449
6mg
8mg

Multivitaminlésung (nach Pfennig, 1978)

Dedtilliertes Wasser
Biotinlésung (100 mg/l)
Pyridoxamindihydrochlorid
Nikotinsdure
Cyanocobdamin

p- Amonobenzoeséure
Thiaminiumdichlorid
Cdziumpantothenat

180 ml
20ml

50 mg
20mg
10 mg
10 mg
10 mg
Smg

Die Multivitaminlésung wurde Stevilfiltriert und lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.
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Das Medium fir Sulfatreduzierer wurde anaerob unter 80% Stickstoff und 20% Wasserstoff
entgast und autoklaviert. Die 1 M Natriumhydrogencarbonatlésung wurde in den jewells
benGtigten Mengen angesetzt, in das Wasser gegeben, bis zur Sétigung mit CO, durchstromt
und unter Kohlengtoffdioxidgasatmosphére autoklaviert. Die Multivitaminldsung mufde auch
anagrob geril filtriet werden. Nach dem Autoklavieren wurden NaHCOs-Ldsung (30 ml),
Spurendementlosung (1,0 ml), Multivitaminlésung (1,0 ml) und  Sdenit-Wolframat-Ldsung
(02 ml) zum Badsmedium pipettiert. Schliefdich wurde das Medium mit enigen Krigdlen
Natriumdithionit versetzt, bis dch der Redoxindiketor Resazurin entférbte und reduzierende
Bedingungen anzeigte.

Postgate Medium B (Postgate' s Medium B, 1984)

Basismedium

Dedtilliertes Wasser 1000 ml
KH2PO4 059
NH,CI 109
MgS04.7 H,O 209
CaS0Oq 109
Hefeextrakt 1049
Natrium- L actat- L 6sung (50%) 709

Das Bassmedium wurde, dhnlich dem widdedmedium (s0.), anaerob unter 80% Stickstoff
und 20% Woasserstoff durchstromt und in geschlossenen Geféllen autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren  wurden zum Bassmedium 10 ml  Reduktiondbésung und 10 ml
Eisensulfatlésung (nach Postgate 1984) gegeben.

MacConkey-Agar
MacConkey-Ager i en Sdektivegar fir vide gramnegative Bakterien. Er wurde von der
Firma (Difco Laboratories GmbH, Augsburg) bezogen und nach Herstellerangabe eingesetzt.

Cdlulose-Ager Zum Nachweis von kunditutionelle Cellulasen
NaNO; 109
K2HPO,4 109
KCl 059

MgSO4 059
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MRS-Medium

SA2-Agar

Hefeextrakt 05¢g
CMC 0,5 %
Glucose 1049
Agar 129
Ad 1000 ml HzOpigest

PH 7,0

Zur Kultur von Milchsaurebakterien

Trypton 10,09
Hefeextrakt 509
Nat-Acetat 5049
K2HPO4 2049
Tween 80 10g
MgSO4.7 H,O 200 mg
MnSO4.H,O 34,0mg
FeS0,.7 H,0 10,0 mg
Glucose (2%) 20,09
ad 1000 ml HzOpigest

pH 6,5

Nachweis von Dextran-Bildung

Saccharose 50,09
Pepton 10,09
Hefeextrakt 509
NaCl 509
MgS0s.7 H,0O 059
MnSO,4.4 H,0O 0549
Tween 80 109
Bromkresolgriin 20,0 mg
CaCOs 309
Agar 13049

ad 1000ml HoObidest
pH 6,5
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Alle Medien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert. Hitzelabile Substanzen wie Ampicillin,
X-Gd oder IPTG wurden gerilfiltriert und nach dem Autoklavieren steril zugegeben.

2.6 Puffer und L dsungen

TE-Puffer® 10 mM Tris
1mM EDTA
pH 8,0

TBE-Puffer (10x)® 108 g Tris
55 g Borsaure
83 gEDTA
ad 1000 ml HaOpigest
pH 8,3

TAE-Puffer (50x)? 242 g Tris
57.1 ml Eisessig
18.61 g EDTA
ad 1000 ml HaOpigest
pH 8,0

Probenpuffer® 32ml TrigHC
35 ml Glycerin
1 Spate spitze Bromphenolblau
2,5 Ml HyOpidest
pH 8,0

PBS-Puffer® 26 ml 1M NaCl
20 ml 100mM Phaosphatpuffer
ad 200 Ml HyOpidest
pH 7,2

Phosphat-Puffer (100 mM) 13,8 g Natrium-Phosphat (NaH2PO,)
ad 1000 HyOpigest
pH 7,2 (mit NaOH eingestdllt)
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Acrylamid-L6sung? 0 % Denaturierungs-L ésung

20 ml 40 % Acrylamid/bisacrylamid. 37,5:1
2 ml 50 x TAE Puffer
ad 100 ml HoOvpigest

100 % Denaturierungs-L 6sung

20 ml 40 % Acrylamid/bisacrylamid 37,5:1
50 x TAE-Puffer

40 ml Formamid

42 g Harngtoff

ad 100 ml HyOpigest

In-si tu-Hybridisierungspuffer® 20 mM TrispH 7,2
900 mM NaCl
0,01 % SDS
2,5 ng Oligonukleotidsonde/ul

In-situ-Waschpuffer® 20 mM TrispH 7,2
180 mM NaCl
5mM EDTA

In-situ-Fixierungspuffer” 4 % Paraformaldehyd in HyOpides
Antibleichlosung® 233 mg DABCO

1ml PBS

9 ml Glycerin

Lagerung bei =20 °C

& Sambrook et al. (1989) P Manz et al. (1992) °Béchner (Abteilung Klinische Genetik, Universitat Ulm)
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2.7 Geréate

Agarose-Minige dektrophorese- Einheit Biorad, Hercules,CA

Computer PC Pentium [1

Computersoftware PHYLIP (Phylogeny inference package) Felsengtein (1993)
ClustaW- Segquenzaignmentprogramm Thompson (1994)

Didfilm PROVIA Fujichrome 1600

Fluoreszenz- Photomikroskop Axiophot 2 Zeiss, Oberkochen

(mit Fluoreszenzfilterséizen 01, 05, 10, 15 und Cy3- Filtersatz)

Digitdkamera SPOT DIAGNOSTIC VISITRON SY STEM, Puchheim
Denaturant Gel Electrophoresis D GENE ™ SYSTEM Biorad, Hercules-CA
Hybridiserungsofen HYBAID, Hedeberg
Labormikroskop LABORLUX 11 Letz, Wetzlar
Gaschromatograph C-R1B Shimadzu (CHROMATOPAC)
Nukleoti dsequenz- Datenbanken

RDP-rRNA-Datenbank RDP (Maidak et al. 2000)

EMBL - Nukleotidsequenz- Datenbank EBI (Stoesser et al. 1999)
Objektrager (Epoxid-beschichtet) Marienfeld, Bad Mergentheim
PCR-Reaktionsgefal3e (0.5ml) Roth, Kalsruhe
Stereomikroskop Stemi 2000-C Zeiss, Oberkochen
PCR-Gerdt PROGENE Techne, Cambridge
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
UV-Tranglluminaor (312 nm) Biometra, Gotingen
Ultraturrax T8 IKA Labortechnik, Staufen
Zentrifuge 5403 Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Biofuge A Heraeus Sepatech, Osterode

2.8 Praparation des Darmes aus Termiten

Die dekapitierten Tiere wurden fir ca 30 s in 70%ige Ethanol getaucht und in derilem
Wasser gewaschen, um Keime auf der Korperoberflache ab zu toten. Alle weiteren  Schritte
efolgten unter derilen Bedingungen. Das Abdomen der Tiere wurde mit einem Skapdl
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aufgeschnitten und der Darmtrekt mit ener Pinzette in 100 pl PBS Ubertragen. Der
Darminhdt wurde 2-3 ma mit PBS und wiederum 23 md mit HoOpigest. Weggewaschen. Das
Gewebe wurde wiederum in en neues Eppendorf-Gefdd mit ca 500 pul PBS bzw. H,O
Uberfihrt und fir 1 min ba 10.000 rpm zentrifugiert. Aus dem Gewebe wurde dann DNA
isoliet. Um Methanbakterien zu identifizieren, die an der Darmwand lokdisert snd, wurden
die Arbater von M. darwiniensis 1-2 Tage mit Lysozym (um Eubakterienzdlwand zu lysen)
geflttert. Nach der Darmprdparation (wie oben beschrieben) wurde der Darm mit einem
Skapel zerkleinert, in 50 pl H,O suspendiert und 34 md bei —70 °C fur 10 min eingefroren
und bel 80 °C aufgetaut. Durch die Eiskrigtalbildung wurde Methanbakterien zerstort, sodass
die DNA fre gesetzt wurde und isoliert werden konnte.

2.9 Praparation des Dar minhaltes aus ver schiedenen I nsekten

Die Tiere wurden entweder mit Chloroform oder in ener Mischung von 70 %igen
Isopropanol und 1 %igen Perchloressigsaure abgetttet. Tiere, die mit Chloroform abgetotet
wurden, wurden danach in der Isopropanol-Perchloressgsiure-Mischung keimfrel  gemacht.
Die Tiere wurden in eine Préparierschde Uberfihrt. Mit Serilen Pinzetten und Skapelen
wurden die Darme herausprdpariert. Je eén Darm wurde in @ne 1 ml-Spritze Uberfihrt und 0,9
% gsterile NaCl-Losung mit in die Spritze aufgezogen. Darm und NaCkLodsung wurden durch
die Spritzendffrung herausgedriickt, wobe der Darm zerkleinet und der Darminhat
fragesstzt wurde. Die Darminhdte von je 8 Tieren wurden verenigt und zwischen den
enzdnen Prpadionen auf Eis gdegt. Nach ener 1-mindtigen Zentrifugation der
Darmsuspensionen wurde 0,1 ml Ubergtand in ein Hungate-Réhrchen mit 9,9 ml Postgate B
Medium Uberimpft. Ausgehend von diessm Rohrchen wurde in zwel pardlden Ansitzen ene
1:10 Verdinnungsreihen bis 10° angelegt. Die Verdinnungsreihe wurden jeweils bei 15 °C
oder 28 °C bebritet bis eine Schwarzférbung des Mediums eintrat.

Danach wurden die Kulturen in verschiedenen Medium kultiviert :

Postgate Medium B

Widde-Lactat Medium

Widdd-Medien war doch Zugabe von Fe(11)SO,4 (500 mg/L) modifiziert.

Beim Animpfen wurde Peptonwasser (15 g/L) zu dem Widde-Medium gegeben
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2.10 Molekularbiologische | dentifizierung der Dar mbakterien

2.10.1 I solierung von Nukleinsauren

Das Darmgewebe wurde in 200 pl InstaGene-DNA-PurificationMatrix suspendiert, 20-30
min bei 56 °C unter Schiitteln inkubiert und schliefdich bei 95 °C  fur 15 min gekocht. Dabel
brechen die Zdlen auf und freigeseizte Kationen (z.B. Ca' , Mg" und postiv geladene
DNA-bindende Proteine) werden an die lonenaustauscher-Kigelchen gebunden, die in der
Purification-Matrix enthdten snd. Nach kréftigem Schitteln der Ansdtize wurden die
Zdltrimmer, Geweberete und die lonenaustauscher-Kugelchen 2 min ba 15000 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bel -20 °C gelagert und konnte direkt fir die PCR-

Reaktion verwendet werden.

2.10.2 Dur chftihrung der Polymer ase K ettenr eaktion (PCR)

Die Amplifikation der 16S rRNA-Gene (16S rDNA) efolgte mittds Polymerase Chain
Reaktion (PCR, Saki et al., 1988; Medlin et al., 1988). Dabel wurde je nach intressierender
Organismengruppe verschiedene Oligodeoxynukleotide ds Primer verwendet. Hierzu wurde
10 pl bzw. 20 pl DNA-Matrize und 90 pl bzw. 80 pl Mestermix (eine Mischung von PCR-
Puffer, ANTPs, Primer und Tag- Polymerase) vorgdegt und auf 100 pl aufgefillt.

Die Hergellung des PCR- Ansatzes erfolgte auf Eis (0 °C).

Standard Bedingungen: pH-Wert: 8,3
dNTPs-Konz.: 0,2 mM
Primer : 0,4 uM
Tag-Polymerase : 2,5 Units
MgCh : 1.5 mM
PCR-Programm
Zyklusschritt Temperatur Zeit
1) Vordenaturierung 94°C 5min
2) 30-35 Zyklen:  Denaturierung 94°C 1min
Hybridiserung 50-55 °C 1min
Polymeriserung 72°C 25min
3) Endpolymeriserung: 72°C 10 min

4) Abkiihlen auf 8 °C
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2.10.3 Horizontale Agar osegelelektr ophor ese

Lineere doppedrangige DNA wandet in enem dektrischen Fed durch ene
Agarosegematrix. Agarose i en komplex vernetzes, gdieféhiges Polysaccharid, das aus
Meeresdlgen gewonnen wird. DNA ig aufgrund ihres Phosphodiester-Aufbau  negativ
geladen, bewegt sch dso im dektrischen Fed zum postiven Pol. Die DNA-Fragmente
werden je nach Lange in ihrer Wanderungsgeschwendigkeit durch die Gematrix verzogert.
So wandern kleinere DNA-Fragmente schndller s grof3ere.

Es handdt dch hiegbe im Prinzip um ene Kombination von Elektrophorese und
Molekularsebchromatographie. Die Migrationgeschwindigkelt ist vorwiegend abhéngig von:

- der Konzentration der Agarose

- der angelegte Spannung

- der Zusammensetzung des Puffers

- der Fragmentlénge der DNA

In der vorliegenden Arbeit wurde 1%ige Agarosegde eingesetzt. Als Lauf- und Gepuffer
wurde 1 x TBE verwendet. Damn wurden die im Probenpuffer gemischten DNA-Proben in die
Gdtaschen enpipettiert. Die Saccharose im Probenpuffer liefd die DNA in die Tachen sinken.
Die Elektrophorese efolgte bei konstant 100 Volt. Uber die Farbstoffe im Probenpuffer
konnte die erforderliche Trenngtrecke optisch kontrolliert werden. Anschlief?end wurde die
eektrophoretisch separiete DNA  im G durch  Ethidiumbromid angefarbt und mit  Hilfe
enes UV-Translluminators detektiert und photographisch dokumentiert. Die Dokumentation
der Gele erfolgle mit Polaroid-Fimen. Ethidiumbromid is ein Fuoreszenzfarbstoff, der sch
sdektiv. an DNA binde und ba Anregung mit UV-Licht (260-360 nm) orange-rot

fluoresziert.

2.10.4 Reinigung der PCR-Produkten

Fur die Renigung der PCR Ansdtze von Primer, Nukleotiden, Sdzen, Enzymen und anderen
Verunreinigungen wird der ,QIAquick PCR Purification Kit* eingesstzt, der ale benGtigten
Puffer beinhdtet. Das PCR Produkt wurde mit der funffachen Menge an Puffer PB (im Kit
enthaten) versstzt und auf eine Saule pipettiert. Durch PB-Puffer wurde der pH-Wert unter
7,5 gebracht und die Konzentration an Salzen erhtht. Aufgrund der hohen Konzentration des
Sazes kénnen die DNA-Fragmente an die Sdule binden. Im Anschlul? an eine Zentrifugation
von ene Minute be 13000 rpm wurden die Sdule mit 750 pl PE-Puffer gewaschen. Nach
Entfernung des gesamten PE konnte die DNA durch Zugabe von 30 pl HyOpiges VOM
Saulenmateria durch einminiitiges Zentrifugieren duiert werden.
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2.10.5 Reinigung der Nukleinsauren durch Phenol/Chloroform-Extraktion

Um sorende Proteine in der DNA-Prgparation zu entfernen, wurde eine Phenol/Chloroform:
Extration durchgefiihrt. Die Nukleinsdure-Ldsung wurde dafir mit dem identischen Volumen
ene Mischung von Phenol und Chloroform versetzt. Hierbel denaturiert und |6st Phenol die
Proteine, und Chloroform dient as Stabilisator zwischen wéssiger und phenolischer Phase
und entfernt dabe die restlichen Phenolspuren (Newton und Graham 1994). Nachdem der
Ansatiz fir 10 min gut geschiitdt worden war, wurde er zur Phasentrennung 10 min bel
14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Anschlu daran wurde die obere, wéassrige DNA
enthaltende Phase mit ener Pipette vorschtig, ohne ewas von der organischen,
proteinreichen Interphase mitzufihren, abgenommen. Diesr Reinigungsschritt der wéassrigen
Losung wurde nochma wiederholt, um die resliche Phenol-Chloroform-Mischung nach
Zentrifugation ( 10 min, 14000 rpm, 4°C) zu entfernen.

2.10.6 Klonierung der PCR Produkte

Die Amplifikationsprodukte der PCR-Ansdtze, bei denen Darmwandbakterien der Termite M.
darwinienss ds Auggangsmaterid verwendet wurde, bedtanden aus ene Mischung
verschiedener 16S rRNA-Sequenzen. Um diese Sequenzen anadyseren zu kdnnen, mulden se

durch Klonieren aus dem Gemisch vereinzelt werden.

2.10.7 Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Redtriktionsendonukleasen  erkennen  kurze  DNA-Sequenzen und spdten  doppelstrangige
DNA innethdb bzw. in der Née de fir jedes Redriktionsenzym spezifischen
Erkennungssequenzen. Durch den Verdau von Nukleinsuren werden diese in Stiicke
definierter Lange zerkleinert, wodurch man z.B.Klone charakteriseren kann. Bel der Arbeit
wurden die DNA-Sequenzen nach Hergdlerprotokoll 4 bis 16 h ba 37 °C mit dem
Redriktionsenzym Notl inkubiert. Fir enen 25 pl-Restriktionsansaiz wurden 21,5 pl DNA
mit 25 pl 10 x Redriktionsouffer und 1 pl Redriktionsenzym Notl eingesetzt. Das
Redtriktionsenzym wurde anschlief3end durch 20 minttige Inkubation bei 70 °C inaktiviert.

2.10.8 Reinigung der DNA nach Restriktionsverdau

Die Isolation der redringierten und geldektrophoretisch aufgetrennten DNA wurde mit dem
QIAquick-Gd-Extraction-Kit durchgefiihrt. Die eingesstzten Puffer waren Bedtandteile des
Kits. Nachdem de gesamte Redriktionsansatz auf enem  Lowmdting-Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefabt wurde, wurde die DNA-Bande unter UV



Material und Methoden 24

detektiet und mittels eines Skapells ausgeschnitten. Da UV-Strahlung zu DNA-Mutationen
fuhren kann, wurde auf eine moglichst kurze Expostionszeit geachtet. Nachdem das Gelstlick
gewogen wurde, wurde es in der erforderichen Menge QXI-Puffer (300 /100 mg Gel) be 50
°C fur 10 min unter regedmédiger Bewegung aufgddst. Nach Zugabe von 1 Gevolumen
Isopropanol und mehrmaigem schitteln des Resktionsgefél}es, wurde die Mischung auf die
Saule gegeben. Ausschlief?end wurde die Sule mit 750 pl PE-Puffer gewaschen. Danach
konnte die DNA durch Zugabe von 30 pl H2Opiges VoM SEulenmaterid durch einminltiges
Zentrifugieren duiert werden.

2.10.9 Vorbehandlung des Plasmidvektors

Der zirkulé&re Plasmidvektor pBluescript SK(+), der eine Notl Schnitistdle bestzt, wurde
durch enen Redriktionsverdau mit Notl linedisert (2 pg Plasmid, 20 U Notl, 2 h 37 °C).
Nach Inaktivieren von Notl (20 min, 70 °C) wurden die 5-Enden des linearen Plasmids durch
Behandlung mit akalischer Phosphatase dephosphoryliert (5 U Phosphatase, 1 h, 37 °C), um
im folgenden Ligationschritt eine Religation des Vektors zu verhindern. Die Phosphatase
wurde durch Inkubation bel 70 °C fir 20 min inaktiviert.

2.10.10 Ligation von linearer DNA

Die Ligaion enes lineren DNA-Fragmentes berunt auf der Bildung neuer
Phosphodiesterbindungen.  Hierfir  wird die T4-DNA-Ligase und dazugehtrige Puffer
verwendet. Zu den 15 pl  Notl-verdauten Amplifikationsprodukten wurden 2 pl
dephosphorylierter Plasmidvektor pBluescript SK(+), 2 pl 10 x Ligase-Puffer und 1 pl Ligase
pipettiet und das Volumen mit Aq. bidest. auf 20 pl ergdnzt. Die Ligationsresktion fand bel
16 °C U.N. datt. Danach wurde das Enzym Ligase durch eine Inkubation bei 0 °C fir 20
min inektiviert.

2.10.11 Herstellung kompetenter Bakterien

Um Fremd-DNA €ffizient in ein Bakterium einschleul®en zu konnen, muld dieses Bakterium
vorher kompetent gemacht werden, d.h. die Permesbilitét der bakterielen Zdlwand fir DNA
wird erhdht. Dabei werden Escherichia coli DH5a-Zdlen in LB-Medium kultiviert (bel 37
°C, U.N. unter Schiitteln). 400 pl einer Ubernachkultur von E. coli DH5a wurde in 40 ml LB-
Medium inkubiert und so lange (ca. 2-3 h) bel 37 °C geschiittelt, bis eine OD von ca. 0,4
gracht war. Nach 5 mindtiger Kuihlung der Suspensonskultur auf Eis folgte en
Zentrifugationsschritt (4 °C, 3000 rpm, 5 min), um die Bakterien zu pelletieren. Nachdem das
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BakterienPdlet in 4 ml kdtem 100 mM CaCl, suspendiert wurde, wurde fir 30 min
wiedeeum auf Es inkubiet. Anschlilend  wurden die  Zdlen nach  enem
Zentrifugationsschritt (4 °C, 2000 rpm, 3 min) in 1 ml katem 100 mM CaClk, 15% Glycerin
suspendiert. Die Suspenson wurde diquotiert (200 pl) und sofort benutzt oder zum weiteren
Gebrauch bei —70 °C gelagert.

2.10.12 Transformation kompetenter Bakterien

Trandformation bezeichnet das EinschleulZen von DNA in kompetente Bakterienzellen. Nach
der Anheftung der DNA-Molekile an die Zdlen wird die egentliche Aufnéhme in die
Bakterien durch einen Hitzeschok bei 42 °C ermdglichst. Nach vorsichtigem Mischen von
200 pl kompetenten Bakterien mit einem Ligationsansatz (ca 20 pl) wurde der Ansatz fur 30
min auf Eis gehdten. Im Anschlul? an einen Hitzeschock be 42 °C fir 2 min wurde der
Ansaz nochmd 2 min auf Eis gehdten. Die Bakterien wurden mit 800 pl LB-Medium
versetzt vordchtig gemischt und fir 1 h be 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Suspension
wurde mittdls eines Glas-Spatels auf LBAIX-Agar-Platten ausplattiert (20-200 pl) und U.N
bei 37 °C inkubiet. Am néchgen Tag konnten die trandformierten Kolonien mit Kkorrekt
ligierten Plasmiden aufgrund von blauwwe3- Selektion detektiert werden.

Alternativ wurden gereinigte PCR-Produkte mit dem TA-Cloning Kit nach Herstelerangaben
kloniert.

2.10.13 Reinigung der rekombinanten Plasmide

Ausgehend von postiven Klonen wurden Ubernachtkulturen in LBA-Medium (5 ml)
angesetzt (37 °C, unter Schitteln). Plasmid-DNA wurde dann mit dem QIAprep Spin Plasmid
Kit, der die Puffer P1, P2, N3 und PE enthidt, entsprechend den Hergtdlerangaben gereinigt.
Im ergen Schritt wurden ca. 1 bis 1,5 ml Bakterienkultur bel 10.000 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiet und das Pellet in 250 pl Puffer P1, der RNase A enthidlt,
resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl akalischem P2, bestehend aus NaOH/SDS, wurden
die Bakterienzdlen 5 min be RT lydet. Durch 5-minitige Inkubation mit 350 p
eggekihltem  Puffer N3 auf Eis neutrdisete man das Lysa, ddlte ene hohe
Sdzkonzentretion ein, die Voraussetzung fur das Binden der DNA an die Membran der Saule
war. Im Anschiud an ene 10mindtige Zentrfugation be 13000 rpm wurde der klare
Ubersand auf eéne membranenthdtende Saule pipettiet. Nach zweimdigem Waschen mit
750 ul Waschpuffer PE, der dem Entfernen storender Salze diente, und anschlief3ender
Zentrifugation wurde die DNA mit 30-50 pil HoOpidest Oder Tris-Puffer duiert.
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Menge, Grofie und Quditédt des gereinigten Plasmids wurden unter Verwendung eines DNA-
Langenstandards (I Hindl11/EcoRI, 100 ng/ul) mittels Agarose- Gel el ektrophorese Uberprift.

Die InsertgroRe wurde nach enem Redriktionsverdau mit Notl ebenfadls Uber Agarose-
Geldektrophorese bestimmt. Fur enen Redtriktionsansatiz wurden 4 pl Plasmid-DNA mit 1
Enzym Notl und 1 pl Redriktionspuffer versetzt und das Resktionsvolumen mit Aqua bidest.
auf 10 pl ergdnzt. Inserts verschiedener Plasmide konnten nach enem Redtriktionsverdau mit
Alul anhand des resultierenden DNA-Bandenmusters verglichen bzw. unterschieden werden.
Zu 4 pl Pasmid-DNA wurden 1 pl 10 x Redtriktionspuffer, 1 pl Restriktionsenzym Alul und
1 yl BSA pipettiet und mit Aqua bidest. auf 10 pl aufgefult. Schliefdich wurden die
unterschiedlichen Sequenzen sequenziert.

2.10.14 DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung wurden von der Firma Genterprise (Mainz) durchgefuhrt. Als
Sequenzier- Primer wurden Eub1070F, Eub781F, Eubak5F und Eub338F (Tab. 1) verwendet.

2.11 ldentifizierung der kultivierbaren Dar mwandbakterien

Nach der Darmprdparation wurde der Gesamtdarm in 500 pl H,O mit enem Ultra Turrax
zerkleinert, auf TSB-Platten (50 pl und 100 ml) ausplattiert und bel 28°C inkubiert. Um aus
den mehreren Tagen gewachsenen  Kolonien  Renkulturen  zu  bekommen,  wurden
verschiedene Kolonien in TSB-Medium angeimpft und bei 28°C U.N. inkubiert. Nachdem die
Bakterien gewachsen waren, wurde DNA aus den Bakterien isoliet und in die PCR
eingesetzt. PCR-Produkte verschiedener Arten wurden nach enem Redriktionsverdau mit
Alul unterschieden. Schliefdich wurden die PCR-Produkte sequenziert.

Cellulase-Nachwes

Die Bakterienkulturen wurden auf CMC-Platten ausplattiert und U.N. bel 28°C inkubiert.
Nach Inkubetion der Platten wurden de mit 0,1%igen Kongorot fur 20 min ba RT
Uberschichtet. Schliefdich wurde 2.7%ige NaCl auf die Platten gegeben und fir 15 min be
RT inkubiert. Entstehung von weillen Hofen auf den Patten zegten, dass Cdlulase

vorhanden war.
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K atalase-Nachweis
Die Bakterienkulturen wurden mit 1 ml Wasserdoffperoxid (3%) Ubergossen. Katalase
positive Bakterien zeigen sofort oder spétestens nach 5 min Gasproduktion.

Amylase-Nachweis
Die Organismen wurden auf dakehdtige Platten ausplatiet. Nach ener Inkubation fir
mehrere Tagen bei 28 °C wurde Lugolsche'-Lésung zugegeben. Wenn Amylase vorhanden

war, entfarbte sich der Nahrboden und weil3en Hfen entstanden.

Glucose-Bestimmung (Bergmeyer 1974)
1 ml Puffer pH 7,6
(0,05 M Tridghanolamin-Hydrochlorid, 0,007 M MgChL x 6 H20, 00014 M
M ercaptoéthanol)
0,05 ml ATP (20 mg/ml),
0,05 ml NADP (10 mg/ml),
0,2 ml Probe.
E1 wurde bei 366 nm bestimmt.
0,01 ml HK (12 mg/ml)
0,01 ml G-6-P-DH (1 mg/ml)
E> wurde nach 10 min. abgelesen.
Die Glucosekonzentration wurde nach folgender Formel bestimmt:
DE * V;

e*d*Vz

¢ = Glucosekonzentration, DE = E2-E1 = Extinktionsdnderung, Vi = Testvolumen ml, V, = Probevolumen ml,

d = Schichtdichte cm, esss = Extinktionskoeffizient bei 365 nm (3,4 mM ™ cm™)

L actat-Bestimmung:

Durch den folgenden enzymatischen Test wurde die Menge des gebildeten Lactat bestimmt
(LDH = Lactat-Dehydrogenase):

Lactat + NAD" ® Pyruvat + NADH + H'

Gemessen wird die NADH-Zunahme bel 365 nm. Lactat wird quantitativ umgesetzt, da das
entsehende Pyruvat durch die Resktion mit Hydrazin aus dem Glechgewicht entfernt wird.
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Die Lactatkonzentration wurde nach folgender Forme berechnet (Extinktionkoeffizient von
NADH bei 365 nm: 34 mM ™t cm?).

E
c=
e*d

c = Lactatkonzentration, E = Extinktion, es = Extinktionskoeffizient bei 365 nm (34 mM ™ cm?), d =
Schichtdichte cr™

Reagenzien:
100 ml Glycin-Hydrazin-Puffer
(0,2 g EDTA in 51 ml 2N NaOH lésen, ad 100 ml dest. Wasser, 7,5 g Glycin, %,2 g
Hydraziniumsulfat, pH 9,5)
25mM NAD" in Aquadest. (1 ml)
L-LDH bzw. D-LDH

Durchfthrung:
In Eppendorfcaps pipettieren:
845 pl Glyan-Hydrazin-Puffer
50 ul NAD"-Lésung
0-100 pl Standard bzw. Probe
ad 995 pl Wasser

mit 5yl D- bzw. L-LDH die Resktion starten
30 min bei 37 °C inkubieren
Extiktion bel 365 nm gegen L uft messen, Blindwert abziehen.

Konzentration von Lactat in den Proben ausrechnen.

2.12 Denaturierende-Gradienten-Gel-Elektrophor ese

Die DGGE mit anschliel®ender Ethidiumbromidférbung i e@n Verfahren, um im Anschiul3 an
eine PCR DNA-Polymorphismen nachzuweisen, die innerhadb genomischer DNA  auftreten.
Das Prinzip der Technik beruht auf der unterschiedlichen Schmelzeigenschaft von
doppelstrangiger DNA, deren Sequenzen leicht voneinander abweichen (Muyzer et d. 1993).
Der  Ubergang von der doppd- zur enzddrangigen DNA  ig  mit  ener
Polyacrylamidgel e ektrophorese aufgrund der schlechten elektrophoretischen
Laufeigenschaften der enzddrangigen DNA gut zu verfolgen. Dazu verwendet man en Ge
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mit enem denaturierenden Gradienten, in dem die DNA-Strange chemisch (Formamid und
Hangoff) oder durch Hitze getrennt werden. Bel der DGGE werden zwe  dhnliche
Doppeldrénge an verschiedenen Stellen denaturiert und verlangsamen ihre Wanderung durch
das Polyacrylamidgd. In diessr Arbeit wurde fir die DGGE ein Polyacrylamidge mit enem
Denaturierungsgradienten von 0% bis 100% hergestdlt. Die Zusammensetizung des Gels
wurde in Kapite Materid und Methoden angegeben. Nach 5-7 h Elektrophorese bei 160 V
und 60 °C Puffertemperatur wurde der Lauf abgebrochen und das Ge mit Ethidiumbromid
gefarbt. Fur die Identifizierung der Methanbakterien an der Darmwand wurden die zwel
Primer GC-Arch781F und Narch1100R verwendet. Die beiden Primer schlief¥en eine ca 320
bp lange Sequenz, der 16S rDNA, zwischen den Nukleotiden 781 und 1100 ein.

2.13 Bestimmung der Methanbildungsrate

Fir die Besimmung der Methanbildunggate von Mastotermes darwiniensis-Darmflora
wurden insgesamt 180 Tiere getestet. Die Methanbildungsrate wurde fir jede Probe in
Hungate- Rohrchen durchgefiinrt, wobe bel jedem Versuch die Methanbildung von 20 Tieren
nach 3 bzw. 4 und 8 Stunden durch Gaschromatographie (Gaschromatograph Model 3700 mit
FID, Varian, Integrator CR-1B, Shimadzu, Carbon layer Open Tubulator-Kapillare 30m, 0,32
mm iD., Suppelco. Tesbedingungen: Saulenvordruck 04 bar He Split 110,
Einsoritzvolumen 1 ml, Injektor 100 °C, Sdulenofen 40 °C, Detektor 100 °C.) gemessen
wurde. Die Termiten wurden mit Holzpulver gefittert und bei 28 °C inkubiert.

2.14 Bestimmung der Sulfatreduktionsrate

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sulfatreduktionsrate der Darmflora der Termite
Mastotermes darwiniensis, des Rosenkdfers Pachnoda marginata und einer Desulfovibrio
intestinalis-Reinkultur (Stamm KMS2) nach Rossr und Hamilton 1983 gemessen. Die
Bestimmung der Sulfareduktionsrate bei M. darwinienss wurde nicht nur mit Holz-
gefitterten Termiten durchgefiihrt, sondern auch mit Termiten, die 22 Tage lang mit Sulfat-
reicher Nahrung gefittert wurden (2,5 g CaSO, pro 5 g S&gemehl). Fur jede Versuch wurde
94 Termiten bzw. 4 Rosenkdfer verwendet. Die Bestimmung der Sulfatreduktionsrate wurde
fur jede Probe in finf Paradldansitzen durchgefihrt. Dabe wurden jewells 94 Termiten
Dame bzw. 4 Rosenkder-Dame in 2 bzw. in 3 ml sulfaames (0.3 mM NaSO,)
Minerdmedium (Widdd und Bak, 1992) suspendiert. Zu jeder Iuftdicht verschlossenen
Versuchsflasche, die jeweils einen Behdter mit Filterpapier (aschenfrele Rundfilter, 15 cm &,
Macheray-Nagel, Duren) for H,S-Absorption und 10 ml sulfatarmes Minerdmedium enthidlt,
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wurden 500 wl  Damsuspenson injiziet (Abb. 2). Be der Bedimmung der
Sulfatreduktionsrate der Desulfovibrio intestinalis-Reinkultur wurden zu Beginn der Messung
10" BakterienZdlen in jedes Tesigefal gegeben. Die Versuchsflaschen mufen vorher
anaerob, autoklaviert und mit Gummisepten verschlossen sein. Nach schndller Zugabe von
100 pl *S-Sufa-Sammlésung (0,07 MBg) in das Medium wurden die Ansize fir 55
Stunden bei 28 °C inkubiert. Danach wurden durch das Septum 500ul 1 M Zinkacetat- L 6sung
in den Behdter mit dem Filterpapier fur die H,S-Absorption injiziert und anschliefRend 1 ml
einer 6 M HCl durch das Septum vordchtig in das Medium gepritzt (bel dem Versuch mit
Dsv. Intestinalis wurden erst die Zellen nach 55 Stunden gezéhlt). Hierbel wurde der Versuch
gestoppt und das entstandene Sulfid aus dem Darmsuspension-Medium  ausgetrieben.
Schlieflich wurden die Flaschen UN. (ca 20 h) unter Schiittein bei 28 °C zur vollstandigen
Absorption des Sulfids inkubiert. Danach wurden die Versuchflaschen gedffnet und das
Filterpapier mit absorbietem Sulfid bzw. 200 pl von Darmsuspensons-Medium separat in
vorbreitete  Szintillations-Haschen (gefllt mit 15 ml Szntillationscoktail, Rotiszink eco  plus,
Roth) gegeben. Die Messung der Radioaktivitée efolgte im  Szinitillationsspektrometer
(Beckmann LS 6000). Zur Besimmung der Aktivitdt des zugegebenen Sulfats (cpm SO4%)
wurden aulerdem 10 pl der eingesetzten 3°S0,4% - Stammlésung gemessen.

Abb. 2: Flasche (125 ml) mit Gummisgptum
zur Bestimmung der Sulfatreduktionsrate.

Behdter fir H,S-Absorption

Medium mit Darminhalt und 3°S0,*
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2.15 Sequenzierung und Konstruktion phylogenetischer Stammbaume

Die 16S rRNA- Sequenzen wurden fir die Kongtruktion phylogenetischer Baume verwendet.

Die erhatenen Daten wurden mit 16S rDNA-Sequenzen aus den zwel Datenbanken EMBL
und RDP verglichen. Die beden Datenbanken snd Uber folgende Internet-Adressen
zuereichen.

EMBL http://mww.ebi.ac.uk/ebi-homehtml, (Stoesser et al., 1999)

RDP  http://MWWWW.cmemsu.edw/RDP, (Maidak et a., 2000)

2.15.1 Sequenzalignment

Die Sequenzen wurden mit Hilfe von ClugdW unter Berlicksichtigung von Primér- und
Sekundéardtruktur in en Sequenzdignment eingeflgt, das von RDP bezogen wurde. Dieses
Alignment enthidt ca 6200 prokaryontische SSU-rRNA-Sequenzen. Die Postionen der
Sequenzen, die zu hochvariablen Bereichen (grofder 50% Variablitét) gehdren und damit nicht
endeutig einander zuzuordnen waren, wurden weggelassen. Dadurch ging zwar ein Tell der
Informationen verloren, es wurde &er verhindet, dass potentidl fasches Alignment in
hochvariablen Regionen die Qualitét der resultierenden Stammbdume beeintréchtigt.

2.15.2 Phylogenetischer Stammb&ume

Dieser reduzierte Datensatz konnte nun mit Programmen aus dem Programmpaket PHYLIP
(Fedsengtein 1993) nach Digtanz-Matrix-Methoden  (verwendete Programme:  DNADIST,
FITCH, NEIGHBOR) in einen Stammbaum umgesetzt werden.

Das Progranmm DNADIST vergleicht die Sequenzen paarweise miteinander und errechnet
zB. nach der Methode von Jukes und Cantor (1969) aus ermittelten Sequenzahnlichkeiten
»gendische Diganzen”. Ausgehend von solchen in Matrixform dargestdlten Diganzen kamn
nach der Neghbor-Joining-Methode (Programm NEIGHBOR; Saitio und Ne, 1987) bzw.
nach der Klengquadrat-Disanzmethoden (Programm FITCH; Fitch und Margoliash, 1967)
en Baum kondruiet werden. Die in Klammernotationsform erhaltenen B&ume konnten mit
dem Programm DRAWGRAM in Baumdiagranme umgesetzt und im
Textverarbeitungsprogramm WinWord editiert und ausgedruckt werden.

2.15.3 Statistische Absicherung der Stammbaume

Die Zuvelédssgket der Verzweigungen in enem Baum wird mit der Bootsrap-Methode
Uberprift (Felsenstein  1985). Be diesr Methode wird aus enem Datensaiz
(Criginddatensatz) der Lange n (n = Anzahl der Alignmentpostionen) durch Zufalsauswahl
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von n Alignmentpodtionen ein neuer Datensatz (Zufdldatensatz) der Lange n geschaffen.
Dieser Vorgang wird 100 bis 1000fach wiederholt. Von jedem der resultierenden 100 bis
1000 Zufdidaensize wird dann jewels en Baum (Zufalsbaum) berechnet. Eine
Verzweigung im Origindbaum i nun mit umso hoherer Wahrscheinlichkeait richtig, je hoher
der Bootstrap-Wert is, dh. je mehr Zufdlsbdume diese Vezweigung aufweisen. Fir
Bootdtrapwerte Uber 80 (b 100 Wiederholungen) kann ene Verzweigung ds verlddich
angesshen werden. Die ermitteten Bootstrapwerte wurden im  Baumdiagranmm  an  der

jewelligen Verzweigung angegeben.

2.16 Fluoreszenz in-situ-Hybridiserung

Fluoreszenz-markierte  Oligonukleotidsonden, die komplement&r zu Abschnitten der 16S
rDNA snd, binden an die 16S rRNA der Ribosomen, sofern dort die entsprechend
komplement&re Sequenz vorhanden is. Durch die Bindung der Sonden an die
komplementé&ren Bereiche zeigen die Zdlen bzw. Bakterien im Huoreszensmikroskop en
Fluoreszenssgnd.

Die Sonden, die in diessr Arbeit verwendet wurden, waren am 5-Ende mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescain bzw. Cy3 markiert (Tab. 1).

2.16.1 Vorbretung des Dar mgewebes

Der Darm der M. darwiniensis wurde nach mehrmaigem Waschen mit PBS bzw. HOpigest IN
500 plI H2Opiges suspendiet und mit Hilfe enes Ultra Turrax zerklenet. Nach ene
Zentrifugation bei 1000 rpm fir 1 min wurde der Uberstand (enthielt Bakterien, die durch die
Zerkleinerung von der Darmwand frel geworden sind) abpipettiert und fir 2 Stunden bel 4 °C
in 3 %igein-situ-Fxierungd 6sung inkubiert.

Zur Entfernung des Fixaives wurde die Suspension fir 3-5 min bei 15000 rpm zentrifugiert
und das Pdlet zwemd mit HyOpigesx gewaschen. Dann wurden 2 pl geeigneter Verdinnung
pro Fenster auf die Objekitrager (Epoxid-beschichtete Objekttréger mit runden Fenstern, 3
mm Durchmesser, die vorher mit 70 %igem Ethanol gesaubert wurden). Schligfdich wurden
die Objekttréger bis zur Hybridiserung bel Raumtemperatur trocken und dunkel gelagert.

2.16.2 Dur chfiihrung der Hybridiserung und DAPI -Farbung

(nachManz et al. 1992; modifiziert )

Zum Schutz der Farbstoffe muld starke Lichtexposition vermieden werden. Die FaconGefélze
werden mit einem Filterpapierstreifen und mit 500 pl in-situ-Aquilibrierpuffer beschickt.
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Danach wurden je 2 pl in-sit-Hybridiserungspuffer, der die  entsprechende
Oligonuklectidsonde enthielt, auf die Fenster der Objekttréger aufgebracht. Nachdem die
Préparate vorschtig in die FalconGefale geschoben wurden, sellte man sie waagrecht in den
Hybrididerungsofen  (die Hlssgket verschiedener Fenser daf nicht  zusammengemischt
werden). Nach 2-stindiger Inkubation bei 46 °C wurden die Objektrager 2 x 15 min bei 48 °C
in 40 ml in-sit-Waschpuffer inkubiert, um die ungebundenen Sonden zu entfernen. Danach
wurden die Objekitrager vorgchtig mit HoOpiges @dgesplit. Auf die luftgetrockneten Préparate
wurden 3 pl DAP (4,6-Diamidino- 2-phenylindol)/Fengter aufgebracht und 15 min be RT
dunkd gdagert (DAPI-StammiGsung: 1 mg/ml, vor Gebrauch 1:1000 verdinnen). Nachdem
die Objekttrager noch ma mit HoOpiges abgespllt wurden, wurden die Prgparate
luftgetrocknet.  Schliefdich wurden die Objekttrdger mit 2 pl  Antibleichlésung (DABCO,
Diazabicylooctan)/Fenster beschickt und mit Deckglas abgedeckt. Die Prgparate missen
moglichst sofort mikroskopiert werden.

2.16.3 Epifluoreszenzmikroskopie

Das Huoreszenzfarbgoffmolekil kann durch Huoreszenzanregung zum  Lichtemisson
gebracht werden. Unter dem Mikroskop konnen die leuchtenden Zelen entsprechend der
Sondenspezifitét identifiziet weden. Je nach Farbstoff (DAPI, Cy3 oder Fluoresein) wurden
UV-Lict-(360 nm), Roatlicht (540 nm)- bzw. Blaulicht-(450-490 nm) Huoreszenzanregung-
filter verwendet (Fluoreszenzfilteransdtze 01, Fcy3 und 10). Préparate wurden be 400-1000
Vergrof¥erung mit Epifluoreszenzausriistung (Axiophot 2, Zeiss) untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1.Charakteriserung symbiontischer Mikroorganismen an der Darmwand
der Termite Mastotermes darwiniensis

In der vorliegenden Arbeit wurden Eu- und Archaebakterien von der Darmwand der Termite
Mastotermes darwiniensis isoliet. Die Mikroorganismen wurden Uber 16S rDNA-
Sequenzandyse und Kultivierung identifiziert (Tab. 2 und 5).

3.1.1 Kultivierte Bakterien

Nachdem der Darm grundlich gewaschen und zerkleinert wurde, wurde er direkt auf TSB-
Patten ausplattiet und bei 28 °C inkubiert. Danach wurden gewachsene Kolonien in TSB-
Medium angempft. Ausgehend von da ehdtenen Renkulturen  konnten  funf
Bakteriensgamme (FZ1, FZ4, FZ5, Z2 und FZ) Uber ihre 16S rRNA identifiziert werden.
Dazu wurde von den Renkulturen zundchst DNA isoliet. Mit den Eubakterien goezifischen
Primern Eubak5 und Eubak3 (Tab. 1) wurde mittels PCR dann die 16S rRNA der Stamme
amplifiziet. Das ca 15 kb lange Amplifikationgorodukt wurde schliellich sequenziert (Siehe
Anhang). Die resultierende Sequenz wurde dann mit Sequenzen aus der EMBL- bzw. RDP-
Datenbank (Stoesser et al. 1999 bzw. Maidak et al. 2000) verglichen. Es ergaben sch funf
verschiedene kultivierbare Bakterienarten. Dabei zeigte die Sequenz FZ1 97% Ahnlichkeit zu
Celulomonas cellulans, die Sequenz FZ4 95% Ahnlichkeit zu Streptococcus bovis, die
Sequenz FZ5 96% Ahnlichkeit zu Leuconostoc citreum, die Sequenz Z2 98% Ahnlichkeit zu
Streptomyces griseus und die Sequenz FZ 100% Ahnlichkeit zu Burkholderia cepacia (Tab. 2
). Stamm FZ5 wurde genauer untersucht.
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Tab. 2 Vergleich von partiellen Sequenzen von 3'-Ende der 16S rDNA aus kultivierten
Darmwandbakterien von Mastotermes darwiniensis mit Sequenzen aus der
EMBL- bzw. RDP-Datenbank.

Nr. [SequenZ® | Ahnlichster Organismus | Ahnlichkeit® | Bakteriengruppe”
1 Fz1 Cellulomonas cellulans 97 %in403bp |HGC,Gram

2 Fz4 Streptococcus bovis 95%in422bp |LGC,Gram

3 FZ5 Leuconostoc citreum 96 %in380bp | LGC,Gram"

4 Z2 Streptomyces griseus 98%in 437 bp | HGC,Gram"

5 FZ Burkholderia cepacia 100% in 446 bp | Proteobakterien-Gram

3 Alle Sequenzen von kultivierbaren Bakterien der Darmwand von M. darwiniensis. °) Sequenzenwurden noch nicht bei
EMBL hinterlegt. ©) Sequenzvergleich mit der EMBL - bzw. RDP-Nukl eoti dsequenz-Datenbank (Stoesser et al. 1999, Maidak
et al. 2000). %) Bakteriengruppe, zu der der &hnlichste Organismus gehért. LGC-Gram' = Gram-positive Bakterien mit
niedrigem G+C-Gehalt, HGC-Gram" = Gram-positive Bakterien mit hohem G+C-Gehalt.

3.1.1.1. Physiologische Tests

Tabdle 3 zeigt die getesteten Eigenschaften der Stamme FZ5, FZ4, FZ1, Z2 und FZ. Alle
funf Bakteriend@mme dnd aerob und zeigen keine konditutiondle Cdlulase-Aktivitét und
keine Sporenbildung. Die Stdmme FZ5 und FZ4 gehdren nach der Gram-Regktion zu den
Gram-pogtiven Bekterien, da die Zdlen blau gefarbt waren und nicht auf MacConkey-Agar
wachsen (nur Gram-negative Bakterien wachsen auf MacConkey-Agar). Da bel dem Stamm
FZ en endeutiges Wachsdum auf MacConkey-Agar festgestellt wurde und nach Gram:
Farbung die Zdlen rot geférbt waren, gehtrt FZ zu den Gram-negaiven Bakterien. Die
Zdlen der Stamme FZ1 und Z2 gehdren vermutlich zu der Gram-positiven Bakterien, da die
Zdlen nicht auf MacConkey-Ager wachsen. Nach Gram-Resktion waren die Zdlen der
Samme FZ1 und Z2 rosaviolett gefabt. Die St@mme FZ4, FZ1, Z2 und FZ zedgten
Amylase= und Katdase-Aktivitdé. Stamm FZ5 zeigte weder Amylases noch Katdase
Aktivitét. Die Bakterien dler StGmmen waren kaum beweglich.
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Tab. 3 Vergleich der physologischen Eigenschaften der isolierten Stamme von

Mastotermes darwiniensis

Morphologie |Katdase- |Amylase Konditutionelle Gram- MacConke

Samm Aktivitét Aktivitédt Cdlulase-Aktivitét Resktio® |y-Agar

FZ5 Kokken, _ _ _ Gram+ _
Kettenférmig

Fz4 Kleine + + _ Gram+ _
Stébchen

FZ1 Kokken + + _ Gramt _

Z2 Mycdartig + + _ Gramz+ _

FZ Stébchen + + _ Gram- +

+ = Aktivitat, Wachstum auf MacConkey-Agar, - = Keine Aktivitat, kein Wachstum auf MacConkey-Agar, Gran+=Gram
positiv, Gram- = Gram negativ, Gramz = Unklar, = Simbert und Krieg, 1994

Stamm FZ5 (mit 96% Ahnlichkeit zur Leuconostoc citreum-Sequenz) wurde genauer
untersucht. Wie Tabdle 4 zeigt, kann der Stanm FZ5 aus Glucose, Trehdose und Xylose
eindeutig Saure bilden, wéhrend aus Saccharose, Fructose, Matose und Lactose nach
mehreren  Tagen Inkubationszeit nur  schwache Saurebildung  festzustdlen war.  Diese
Bakterien konnten bel einen pH von 6,5 und bel einer Temperatur von 28 °C gut wachsen. Da
Oenococcus oeni be enem pH von 4,8 und in Gegenwart von 10% Ethanol wéchst (Garvie,
1967, Dicks et a. 1995) und Leuconostoc gelidum sowie Leuconostoc carnosum bei einer
Temperatur von 1 °C wachsen (Shaw und Harding, 1989), wurden diese Tests auch bel der
weiteren |dentifizierung des Stammes FZ5 (mit einer Ahnlichkeit von 96% zu Leuconostoc
citreum) durchgefihrt. Ein Wachstum bei einem pH von 4,8 und 10% Ethanol sowie bel 1 °C
konnte nicht fesigedtellt werden. Die Lactatbestimmung unter Verwendung von Lactat-
Dehydrogenase und Hydrazin sowie die Glucose-Bestimmung zeigten, dass aus ca 80 mM
Glucose nur 50-54 mM Lactat gebildet wurde. Ausserdem konnte unter Verwendung von
Durham-Rohrchen gezeigt werden, dass die FZ5-Zdlen CO, produzierten. Dadurch konnte
dr Stamm FZ5 den heterofermentativen Milchsaurebakterien  zugeordnet  werden
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(homofermentative Bakterien bilden reines oder beinahe (90%) reines Lactat). Eine Dextran
Bildung konnte nicht festgestellt werden.

Tab. 4 Physiologische Eigenschaften des Stammes FZ5 von Mastotermes darwiniensis

und Leuconostoc citreum

Saure-Bildung aus Reaktion
SammFz5 Lc. citreum?®

Glucose + +
Fructose X +
Maltose X +
Trehalose + +
Xylose + X
Lactose X _
Saccharose X +
Wachstum bel pH: 6.5 + +

Wachstum bei pH: 4.8

Wachstum bei 10% Ethnol
Wachstum bei 28 °C + +
Weachstum bei 1 °C
Dextran-Bildung n.b.

+ = Séure-Bildung - = keine Saure-Bildung 6 = schwache Saure-Bildung n.b. = nicht bestimmt a) Farrow et a. (1989)

3.1.1.2 Phylogenie der kultivierten Dar mwand-Bakterien von Mastotermes darwiniensis

Fur die phylogenetische Andyse wurde ein Datensatz verwendet, der 17 Bakteriensequenzen
und Escherichia coli ds Aulfengruppe enthidt. Der zugrundeliegende Datensatz enthielt 471
Alignmentpositionen. In Abb. 3 i der Neghbour-Joining-Baum der  untersuchten
Darmwand-Bakterien SSU rDNA-Sequenzen gezeigt. Der Baum zeigt die Postionen der
isolierten Bakterien. Die néchsten Verwandten der Stdmme FZ1 und Z2 snd Cellulomonas
celulans (97%) bzw. Sreptomyces griseus (98%). Aufgrund der Stammbaum-
Berechnungsmethode konnen bel den anderen dre Stammen, FZ4, FZ5 und FZ- mit ener
Ahnlichkeit von 95% zu Streptococcus bovis, 96% zu Leuconostoc citreum bzw. 100% zu
Burkholderia cepacia nicht die richtigen Ahnlichkeitsverhdtnisse  bestimmt  werden
(Vergleich mit Tab. 2). Da hier die Unterschiede im niedrigen Prozentbereich liegen, spiegdt
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die Sruktur des Baumes unter Umstanden nicht mehr die richtigen Ahnlichkeitsverhdtnisse
wieder.

5 Fz4

100 Sreptococcus agalactiae

%5
Streptococcus anginosus

FZ5

Leuconostoc mesenter oides

Streptococcus bovis
100

% % Leuconostoc lactis

100L Leuconostoc citreum

el Arthrobacter globiformis

EI__ FzZ1
100 Cellulomonas cellulans

100] Streptomyces setonii
zZ2

69

67 FZ
100 ’I— Burkholderia gladioli

Streptomyces ariseus

Burkholderia cepacia

Escherichia cali

0.1

Abb 3: Phylogenetische Position der kultivierten Darmwandbakterien von
Mastotermes darwiniensis Diessr Baum wurde Uber die Neighbour-Joining-
Methode aus einem Datensatz mit 471 Alignmentpositionen und Escherichia coli ds
Aulengruppe errechnet. Die Bootstrapwerte sind an den entsprechender
Verzweigungen angegeben. Der Maldstrich entspricht 10 Austauschen pro 100
Nukleotidpositionen.
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3.1.2 Nicht-kultivierte Bakterien

Die nicht-kultivierten Bakterien wurden Uber ihre 16S rDNA Sequenzanadyse identifiziert.
Nach der Prgparation des Darmes wurde der Darm grundlich gewaschen und das
Darmwandgewebe zerkleinert. Nach 1-min(tiger Zentrifugation wurde aus dem Darmgewebe
die DNA der Bakterien isoliert, die an der Darmwand sitzen. Die DNA wurde dann in PCR-
Ansdize mit den Eubakterienspezifischen Oligonukleotidprimern Eubak3 und Eubak5 (Tab.
1) engestzt. Die resultierenden Amplifikationsprodukte bestanden aus enem Gemisch
verschiedener 16S rRNA Gene und hatten eine Lange von ca 1,5 kb. Um enzelne Sequenzen
aus dem Gemisch zu separieren, wurden die Amplifikationsprodukte kloniert. Von 60 Klonen
wurden jewells rekombinante Plasmide gerenigt. Nach enem Redriktionsverdau mit dem
Enzym Alul wurde ca. 25 verschiedene Sequenzen erhdten. Ein Verglech der erhdtenen
Sequenzen mit der EMBL- bzw. RDP-Datenbank ergab, dass diese Sequenzen von
verschiedenen Bakterien abgdetet snd (Tab. 5). Drel dieser Sequenzen (FM54, FM32 und
F6) gehdren zur Gruppe der Gram-podtiven Bakterien mit hohem GC-Gehdt. Dabe zeigen
die Sequenzen FM54, FM32 und F6-Eubak jeweils 95%, 91% und 94% Ahnlichkeit zu
Microlunatus phosphovorus. Finf dieser Sequenzen (F5, FM15, F8-Eubak, FM27 und FM60)
konnten auch zur Gruppe der Gram-postiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehdt zugeordnet
werden. Dabel sind die Sequenzen F5, F8-Eubak und FM27 zu 8%%, 91% und 86% mit
Clostridium aminobutyricum verwandt. Die zwe Sequenzen FM15 und FM60 zeigen 81%
bzw. 83% Ahnlichkeit zu Clostridium cellulos und Bacillus lautus. Die drei Stamme FM 16,
FM31 und FM53 konnten der FusobakterienGruppe zugeordnet werden und zwar snd se zu
Fusobacterium necrophorum Stamm FnS-1 verwandt (88% bzw. 92% und 92%). Die
Sequenzen FM45, FM8, FM30, FM41, FM44 stammen von Proteobakterien ab. Hierbe
zeigen die Sequenzen FM8, FM30, FM41 und FM44 mit 94%, 88%, 88% und 90%
Ahnlichkeit zu Verrucomicrobium sp.. Die nachste Verwandte zur Sequenz FM45 ist Thauera
selenatis mit 93% Ahnlichkeit. Die restlichen 9 Sequenzen (FM5, F5-Eubak, FM13, FM9,
FM46, FM33, FM25, FM37 und FM3) gehdren zu der Bacteroides-Gruppe. Dabe snd die
Sequenzen mit 88% bhis 95% &mlich zu Bacteroides forsythus. Sequenz FM3 ig mit

Bacteroides acidofaciens (85%) verwandt.
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Tab. 5 Vergleich von partiellen Sequenzen von 3-Ende der 16S rDNA aus nicht
kultivierten Darmwandbakterien von Mastotermes darwiniensis mit Sequenzen
aus der EMBL-bzw. RDP-Datenbank

Nr. Sequenz Né&chster verwandter Organismus Ahnlichkeit Bacteriengruppe

1 FM54 Microlunatus phosphovorus 95% in 400 bp HGC-Gram+

2 FM32 Microlunatus phosphovorus 91%in 398 bp HGC-Gram+

3 F6-Eubak Microlunatus phosphovorus 94%in 477 bp HGC-Gram+

4 F5 Clostridium aminobutyricum 89%in 372 bp LGC-Gram+

5 FM15 Clostridium cellulosi 81%in 159 bp LGC-Gram+

6 F8-Eubak Clostridium aminobutyricum 91%in 304 bp LGC Gram+

7 FM27 Clostridium aminobutyricum 86% in 359 bp LGC-Gram+

8 FM60 Bacillus lautus 83% in 160 bp LGC-Gram+

9 FM16 Fusobacterium necrophorum. FnS1 | 88% in 393 bp Fusobakterien-Gruppe
10 FM31 Fusobacterium necrophorum. FnS1 | 92% in 414 bp Fusobakterien-Gruppe
11 FM53 Fusobacterium necrophorum. FnS1 | 92% in 393 bp Fusobakterien-Gruppe
12 FM45 Thauera selenatis 93%in 334 bp Beta-Proteobakterien
13 FM8 Verrucomicrobium sp. VeCbl 94%in 410 bp Verrucomicrobien

14 FM30 Verrucomicrobiumsp 88%in 221 bp Verrucomicrobien

15 FM41 Verrucomicrobium sp. 88%in 220 bp Verrucomicrobien

16 FM44 Verrucomicrobium sp. 90% in 229 bp Verrucomicrobien

17 FM5 Bacteroides forsythus 90%in 300 bp Bacteroides-Gruppe
18 F5-Eubak Bacteroides forsythus 95%in 390 bp Bacter oides-Gruppe
19 FM13 Bacteroides forsythus 88%in 364 bp Bacter oides-Gruppe
20 FM9 Bacter oides forsythus 91% in 355 bp Bacter oides-Gruppe
21 FM46 Bacter oides for sythus 92%in 310 bp Bacter oides-Gruppe
22 FM33 Bacteroides forsythus 92%in 324 bp Bacter oides-Gruppe
23 FM25 Bacteroides forsythus 93%in 359 bp Bacteroides-Gruppe
24 FM37 Bacteroides forsythus 9% in 380 bp Bacteroides-Gruppe
25 FM3 Bacteroides acidofaciens 85% in 360 bp Bacteroides-Gruppe
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3.1.2.1. Phylogenie der nicht-kultivierten Darmwand-Bakterien von
Mastotermes darwiniensis

Abb. 4 zeigt die phylogenetische Sielung dler erhdtenen bakteridlen Sequenzen. Die nicht-
kultivierbaren Darmwand-Bakterien wurden in sechs verschiedene Gruppen eingetelt: Gram:
postive Bakterien mit hohem G+C-Gehdt, Gram-podtive Bakterien mit niedrigem G+C-
Gehalt, Fusobakterien, Proteobakterien, Verrucomicrobien und Bacteroides-Arten. Die
Phylogenie dieser Bakterien wurde aus verschiedenen Datensitzen errechnet (Abb. 4; Tab. 5).
Die identifizierten Bakterien wurden zu einem Alignment von 6205 bakteridlen SSU-rDNA
Sequenzen hinzugefigt. Die phylogengtische Andyse wurde mittels  Neghbour-Joining-
Methode durchgefiihrt, wobel Escherichia coli as Aul3engruppe verwendet wurde.
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Abb. 4: Phylogenetischer Stammbaum der identifizierten Bakterien von der Dar mwand
von Mastotermes darwiniensis. Dieser Baum wurde tber die Neighbour-Joining-Methode und
Methanococcus jannaschii als AulRengruppe errechnet. Die Bootstrapwerte sind an den
entsprechenden Verzweigungen angegeben. Der Malstrich entspricht 10 Austauschen pro 100
Nukleotidpositionen.
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Abb. 5 zeigt die Positionen der Klone FM32, FM54 und F6-Eubak, die zur Gruppe der Gram-
podtiven Bakterien mit hohem GC-Gehdt gehtren. Der verwendete Datensatz enthielt 9
Bakteriensequenzen und nach Abzug der hochvariablen Bereiche 462 Alignmentpositionen.
Um die Wurzd der Sammbdume zu finden, wurde Escherichia coli ds Aulengruppe mit in
den Datensaiz aufgenommen. Die néchsten Verwandten snd Microlunatus phosphovorus und
Propionibacterium avidum, wobel die Sequenz FM32 91,0%, Sequenz FM54 95,0% und
Sequenz F6-Eubak 94,0% Ahnlichkeit zur Microlunatus phosphovorus zeigen.

. Q‘I-— Clavibacter xyli

Agromyces ramosus

| Arthrobacter globiformis

85 Propionibacterium avidum
FM 32
99
100
a7 FM54
F6-Eubak
L Microlunatus phosphovorus

Frankia sp. CeD2

Escherichia coli

0.1

Abb. 5: Phylogeretische Position der grampositiven Bakterien mit hohem GC-
Gehalt von der Darmwand von Mastotermes darwiniensis Dieser Baum wurde
Uber die Neghbour-Joining-Methode aus enem Datensatz mit 462
Alignmentpodtionen und Escherichia coli as Aulengruppe erechnet. Die
Bootdrapwerte snd an den entsprechenden Verzweigungen angegeben. Der
Mal3strich entspricht 10 Austauschen pro 100 Nukleotidpositionen.
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Abb. 6 zeigt die Positionen der funf Klone F5, FM27, F8-Eubak, FM15 und FM60, die zu den
Gram-pogtiven Bakterien mit niedriggm GC-Gehdt zugeordnet werden konnen. Fir die
phylogenetische Andyse wurde ein Daensatz von 14 Bakteriensequenzen und Escherichia
coli ds Auengruppe verwendet. Nach Entfernen von Postionen, die nicht eindeutig enander
zuzuordnen waren, verblieben nur noch 440 Alignmentpostionen im Datensatz. Der néchgte
Verwandte zu den Sequenzen F5, FM27 und F8-Eubak ist Clostridium aminobutyricum mit
einer Ahnlichkeit von 89,0%, 86,0% und 91,0%. Die nichsten Verwandten zur Sequenz
FM15 sind Clostridium cellulos mit 81,0% Ahnlichkeit und zu der Sequenz FM60 Bacillus
lautus bzw. Bacillus licheniformis mit 83,0% Ahnlichkeit.

Staphylococcus aureus

Bacillus licheniformis

Bacillus lautus

2| L Bacillus pontothenticus

FM 60
32

. Clostridium rectum

66 —— FM15

— Clostridium cellulosi

o 95_|__ FM27

10| L F5

— Clostridium aminobutyricum

95
Eubacterium brachy

Leuconostoc mesenter oides

Escherichia coli
0.1

Abb. 6: Phylogenetische Postion der Gram-postiven Bakterien mit
niedrigem GC-Gehalt von der Darmwand von Mastotermes darwiniensis
Diesr Baum wurde Uber die Neghbour-Joining-Methode aus einem Datensatz
mit 440 Alignmentpostionen und Escherichia coli ads Aulengruppe errechnet.
Die Bootstirapwerte sind an den entsprechenden Verzweigungen angegeben. Der
Mal3strich entspricht 10 Austauschen pro 100 Nukleotidpositionen.
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Abb. 7 zeigt as dritte Bakteriengruppe die der Fusobakterien. Daflr wurde ein Datensatz von
9 Bakteriensequenzen und Escherichia coli ds AulBengruppe verwendet. Der Datensatz
enthidt nach Abzug der hochvariablen Bereiche 421 Alignmentpositionen. Der Neghbour-
joining-Baum zeigt die Podtionen der Sequenzen FM16, FM53 und FM31. Die beiden
Sequenzen FM16 und FM 53 zeigen nach dem Programm DNADIST eine Ahnlichkeit von
99,0%. Die Seguenz FM31 hat eine geringere Ahnlichkeit zu der Sequenz FM16 (97,9%)
bzw. zu der Sequenz FM53 (98,4%). Die néchsten Verwandten aus der EMBL-Datenbank zu
den drel Sequenzen sind Fusobacterium necrophorum und Fusobacterium gonidoformans mit
einer Ahnlichkeit von 92,0%.

s FM16

100 FM53
FM31

Fusobacterium varium

Fusobacterium russii

70
Fusobacterium alocis

76 .
Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium gonidoformans

97
‘[ Fusobacterium necrophorum Stamm FnS-1

Escherichia coli

0.1

Abb. 7. Phylogeretische Position der identifizierten Fusobakteriendhnlichen
Bakterien von der Darmwand von Mastotermes darwiniensis. Diessr Baum
wurde Uber die Neghbour-Joining-Methode aus enem Daensaz mit 421
Alignmentpodtionen und Escherichia coli ds Aulengruppe erechnet. Die
Bootstragpwerte snd an den entsprechenden Verzweigungen angegeben. Der
Mal3strich entspricht 10 Austauschen pro 100 Nukleotidpositionen.



Ergebnisse 46

In Abb. 8 ig de phylogenetische Baum der ProteobakterienGruppe FM45 und
Verrucomicrobien FM41, FM30, FM44 und FM8 dargestdllt. Zur Feststellung der Wurzdl des
Baumes wurde Bacillus subtilis as Aul3engruppe mit in den Datensatiz einbezogen, der 465
Alignmentpodgtionen enthidt. Nachdem die Sequenzen paaweise mitenander Uber das
Programm DNADIST verglichen wurden, konnte gezeigt werden, dass die beide Sequenzen
FM30 und FM41 100% &hnlich sind und die beiden Sequenzen FM44 und FM45 die
niedrigte  Ahnlichkeit (96,4%) untereinander haben. Der Baum zeigt, dass der néchde
Verwandte der Sequenzen FM30, FM41, FM44 und FM8 Verrucomicrobium sp. VeChl i,
Wahrend die Sequenz FM45 mit 93,0% Ahnlichkeit mit Thauera selenatis verwandt ist.

FM45

Thauera aromatica

100 f{60 ]
Thauera selenatis

62 . . .
o Neisseria cinerea

Escherichia coli

Desulfovibrio desulfuricans

100 | FM41
L FM 30

99

FM44

89 | 100 ;— Verrucomicrobium sp. VeChl

51

— FM8

Rhodother mus marinus

— Bacillus subtilis
0.1

Abb. 8: Phylogenetische Position der Bakterien aus der Proteobakterien bzw.
Verrucomicrobium-Gruppe von der Darmwand von Mastotermes darwiniensis
Diessr Baum wurde Uber die Neghbour-Joining-Methode aus enem Datensatz mit
465 Alignmentpogtionen und Bacillus subtilis ds Aulengruppe erechnet. Die
Bootsragpwerte snd an  den entsorechenden  Verzweigungen angegeben. Der
Mal3strich entspricht 10 Austauschen pro 100 Nukleotidpositionen.
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Abb. 9 zeigt den phylogendtischen Baum der identifizieten Bakterien, die zur Bacteroides-
Gruppe gehtren. Die 9 Bakteriensequenzen wurden zu enem  Alignment von 6205
bakteridlen SSU-rDNA  Sequenzen hinzufligt. Fur die phylogenetische Anadyse wurde dann
en Daensatz verwendet, der 14 Bacteroides-Sequenzen und 440 Alignmentpositionen
enthidt. Escherichia coli wurde as AulRengruppe mit in den Datensatz einbezogen. Der
néchste Verwandte der Sequenzen FM25, FM46, FM9, F5-Eubak, FM33, FM37, FM 13 und
FM5 aus der EMBL-Datenbank war Bacter oides forsythus (88,0%-95,0% A hnlichkeit).

FM 46

FM25
FM9
F5-Eubak

FM33
90 FM37

— FM13
FM5

58

97

Bacteroides forsythus
FM3

Bacteroides vulgatus

72
99 | Bacter oides ovatus
Bacteroides fragilis

100

———— Bacteroides distasonis

Escherichia coli

0.1

Abb. 9: Phylogenetische Position der Bacteroides-Gruppe der identifizierten
Bakterien von der Darmwand von Mastotermes darwiniensis Dieser Baumr
wurde Uber die Neghbour-Joining-Methode aus einem Datensatz mit  44C
Alignmentpositionen und Escherichia coli  ads Aulengruppe errechnet.  Die
Bootstragpwerte snd an den entsprechenden Verzweigungen angegeben. De
Mal3strich entspricht 10 Austauschen pro 100 Nukleotidpositionen.
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3.1.3 Methanbakterien von der Darmwand von Mastotermes darwiniensis

Da dle bisher bekannten Methanbakterienarten in ihren Zdlen Coenzym F4p0 bestzen, kann
man de mikroskopisch  von  anderen  Bakterien  unterscheiden. Durch  die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung konnten an der Darmwand von M. darwiniensis
mindestens zwel morphologisch verschiedene Methanbakterien nachgewiesen werden (Abb.
10ab). AulBerdem ega die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung, dass die
sébchenformigen bzw. filamentdsen Methanbakterien nicht glechm&dg an der Darmwand
vertellt snd. Eine groe Zahl von stdbchenformigen Methanbakterien befinden sch in der P4-
Region der Darmwand, und die magen filamentformigen Methanbakterien snd in P3b an der
Darmwand lokaisert (Abb. 11). In der P5-Region konnten keine Methanbakterien
nachgewiesen werden, wahrend in der P3a-Region nur st8bchenformige Methanbakterien in
geringerer Zah d's Endosymbionten von Flage laten vorkommen.
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Abb.10a

Abb. 10b

Abb. 10: (ab): Huoreszenzaufnahme von faden bzw. st&bchenférmigen Methanbakterien an
der Darmwand (Region P3b bzw. P4, sehe Abb.11) der Termite Mastotermes darwinienss.
Die Mehanbakterien snd an ihrer intendv grinen Autofluoreszenz deutlich zu erkennen.
Malgtrich entspricht 10 pum.
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Abb. 11: Darmschema der Termite Mastotermesdarwiniensis. C = Vorderdarm, M = Mitteldarm, P3a
und P3b = Garkammer, P4 = Colon, P5 = Rectum. Darmschema nach Noirot (1995)

Es wurde versucht, Uber 16S rDNA-Sequenzen die Vidfdt und die phylogenetische Postion
dieser Organismen innerhdb des Methanobakterienasts zu ermitteln. In mehreren PCR-
Ansdtizen wurden der Prokaryonten-spezifische Primer Eubak3R und der Methanbakterien
spezifische Primer NarchSCF eingesetzt, um 16S rRNA-Sequenzen von Methanbakterien zu
amplifizieren. Mit den erhdtenen PCR-Produkten wurde ene nested PCR durchgefuhrt,
wobel die zwei Methanbakterienspezifischen Primer Narch1100 R und GC Arch 781 F (Tab.
1) verwendet wurden. Schliefdich wurden die PCR-Produkte entweder auf DGGE
(Denaturierende  Gradientengelelektrophorese)  aufgetragen, um  fir  die  anschlief¥ende
Sequenzierung reine PCR-Produkte zu bekommen (FMB1, FMB2 und FMB3) oder wurden
direkt nach der PCR kloniert. Nach Klonierung der  Amplifikationsprodukte wurden
inggesamt 19 Klone mit enem 15 kb-Pasmidinsat andyset. Die Sequenzierung von 6
zufdlig herausgegriffenen Klonen zeigte, dass es sch be dlen Klonen um Methanbakterien
Sequenzen handelte (FMBK 1, FMBK2, FMBK4, FMBK5 FMBK6 und FMBK?7).

S0 ergaben Sch insgesamt 9 sequenzen von Methanbakterien mit einer Lange zwischen 287
bis 305 bp. Die Sequenzéhnlichkeiten zeigen, dass die identifizierten Methanbakterien zu der
Familie Methanobacteriaceee und zwar zu den Gattungen Methanobrevibacter und
Methanobacterium gehdren (Tab. 7).

3.1.31 Phylogenie der Methanbakterien von der Darmwand der Mastotermes
darwiniensis
Die 9 von sequenzen Methanbakterien FMB1, FMB2, FMB3, FMBK1, FMBK2, FMBK4,
FMBK5, FMBK6 und FMBK7 wurden zu einem Alignment von 6205 prokaryotischen 16S
rDNA-Sequenzen hinzugefigt. Fir die anschlielende phylogenetische Andyse wurden dann
en Daensaz verwendet, der 16 Methanogenensequenzen und Escherichia coli  ds
Aulengruppe enthidt. Aus den Digtanzwerten, errechnet nach Jukes und Cantor (1969),
wurden schliefdich Gber Neighbour-Joining-Methoden phylogenetische Béaume abgeleitet. Der
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eddlte Baum (Abb. 12) zeigt die Podtion der Termitendarmwand-Methanbakterien im
Vergleich zu Vertretern anderer M ethanbakteriengattungen aus der Datenbank.

- FMBK7
67

FMBK4

r FMBK5

FMBK?2

Methanobacterium for micicum

— Methanobacterium bryantii

[ Methanobrevibacter cuticularis

—  Methanobrevibacter arboriphilicus

FMB3

FMB2
57

FMB1

100
FMBK1

FMBK6

—  Methanobrevibacter smithii

Methanobrevibacter ruminantium

= Methanobrevibacter curvatus

| | Escherichia coli

0.1

Abb. 12: Phylogenetischer Stammbaum der Methanbakterien von der Darmwand der
Termite Mastotermes darwiniensis Diessr Baum wurde Uber die Neghbour-Joining-
Methode aus enem Daensaz mit 275 Alignmentpostionen und Escherichia coli ds
AulRengruppe erechnet. Die Bootdrgpwerte snd an den entsprechenden Verzweigungen
angegeben. Der Maldtrich entspricht 10 Austauschen pro 100 Nukleotidpostionen. Der Agt
2u E. coli wurde nicht mal3stabsgerecht dargestelt.
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Die 9 Sequezen kann man in zwe Gruppen untertellen (Tab. 6). Die erste Gruppe enthdt die
Sequenzen FMB1, FMB2, FMB3, FMBK1 und FMBKG6. Diese Sequenzen lief?en sich
endeutig der Gattung Methanobrevibacter zuordnen. Die Sequenzen FMB1, FMB2, FMB3
und FMBK6 gimmen in ihren 16S rRNA-Sequenz 100% Uberein, wadhrend die Sequenz
FMBK1 eine Ahnlichkeit von 99,6% bzw. 99% zu den anderen vier Sequenzen hat. Aufgrund
der hohen Ubereingtimmung von 99% 100% in der 16S rDNA-Sequenzen gehdren diese finf
Sequenzen zur gleichen Art. Die stirkste Ubereingimmung zu diesen Seguenzen in der 16S
rDNA zeigt Methanobrevibacter smithii (97% Ahnlichkeit). Als nachste Verwandte wurde
Methanobrevibacter curvatus mit 96% Ahnlichkeit identifiziert.

Zu der zweiten Gruppe gehoren die Squenzen FMBK2, FMBK4, FMBKS5 und FMBK?7. Die
vir Sequenzen zeigen ene hohe Sequenzéhnlichkeit (99.3%-99,7%) zueinander. Als
nachstverwandte Art wurde Methanobacterium bryantii Stamm RiH2 (96% Ahnlichkeit)
identifizieren.

Tab. 6 Vergleich von 16S rDNA-Sequenzen der Methanbakterien von der Darmwand

von Mastotermes darwiniensismit Sequenzen aus der Datenbank

Nr. | SequenZ’/ Datenbank-Nr. | Nachster Verwandter Ahnlichkeit®

1 |FMB3 (AJ243840) Methanobrevibacter smithii 97% in 288 bp
2 |FMB2 (AJ243839) Methanobrevibacter smithii 97% in 297 bp
3 |FMB1 (AJ243838) Methanobrevibacter smithii 97% in 292 bp
4 |FMBK1 (AJ243841) Methanobrevibacter smithii 97%in 297 bp
5 |FMBK6 (AJ243846) Methanobrevibacter smithii 97% in 287 bp
6 |FMBK2 (AJ243842) Mb. bryantii® Stamm RiH2 96% in 299 bp
7 |FMBK4 (AJ243844) Mb. bryantii Samm RiH2 96% in 287 bp
8 |FMBKS5 (AJ243845) Mb. bryantii Stamm RiH2 95% in 290 bp
9 |FMBK7 (AJ243847) Mb. bryantii Samm RiH2 96% in 281 bp

2Alle Sequenzen von direkt von der Darmwand stammenden Bakterien

® Sequenzvergleich mit der Nukleotidsequenz-Datenbank EMBL

¢Klon Cd30, (Ohkumaet al., 1999)

4Mb. bryantii, Methanobacterium bryantii

€Mbb. curvatus, Methanobrevibacter curvatus
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Tab. 7 Ahnlichkeitswert der 16S rDNA-Sequenzen der identifizierten Methanbakterien

von der Darmwand von Mastoter mes darwiniensis

Nr. | Sequenz | Sequenz- | Sequenzahnlichkeit
Lange bp | FMB1 FMB2 FMB3 FMBK1 FMBK2 FMBK4 FMBK5 FMBK6 FMBK7

1 |[FMB1 |299 100,0 1000 996 97,0 96,8 9,1 100,0 96,5
2 |FMB2 |305 1000 996 97,0 96,8 96,5 100,0 96,5
3 |FMB3 [295 996 970 96,7 9,4 1000 964
4 |FMBK1 | 297 97,0 96,9 958 990 958
5 |FMBK2|297 99,3 99,0 964 99,0
6 |FMBK4 |287 99,7 972 997
7 |FMBK5 | 290 9,8 99,3
8 FMBK®6 | 287 96,8
9 |FMBK7 |291
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3.1.3.2 Methanbildungsrate

Die Methanbildungsrate der methanogenen Darmflora von M. darwiniensis wurde in Tabelle
8 dargestdlt. Es wurde die Methanbildung in 9 Ansdtzen mit jewells 20 Termiten (insgesamt
180 Tieren) nach 3-4 und 8 Stunden gemessen. Es ergab sich ein Mittelwert von 2,35 g
Methan pro Termite und pro Tag mit einer Standardabweichung von 0,32. Ausgehend von
dem Mittelwert und einem durchschnitlichen Termitengewicht von 0,04 Gramm kann man

feststellen, dass pro Gramm Termiten ca. 2,6 jug CH, pro Stunde produziert wird.

Tab. 8 Methanbildungsratevon M. darwiniensis

Nach 3-4 h Nach8h
Ansatz CHa-Prodution |+ SA | CHs-Produktion |+ SA
M. dawiniensis | ug/Tag Mg/Tag
1 2,88 0,42 |4,00 0,10
2 4,26 0,23 [3,99 0,29
3 3,73 0,27 |3,51 0,49
4 n.b n.b. 1,00 0,29
5 n.b. n.b. 1,70 0,20
6 4,25 0,40 |2,40 0,40
7 2,4 0,20 |1,99 0,70
8 n.b. n.b. 1,10 0,30
9 1,79 (n=1) n.b. 1,49 _
Mittelwert: 2,35 ug/Tag x Termite (= 2,6 mg CH,/h x Gramm Termite), +SA: 0,32

SA = Standardabweichung, n.b. = nicht bestimmt, n = 3, falls nicht anders angegeben
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3.1.3.3 Fluoreszenz-in situ-Hybridiserung (FISH) der M ethanbakterien

Fur die Identifizierung der Methanbakterien an der Darmwand durch die FSH-Methode
wurden funf verschiedene Cy3 makierten Oligonukleotiden verwendet:

ARCH915 (Tab. 1) spezifisch fir ale Archaea,

1178TYIR (Tab. 1, modifiziert nach Shinzato et d., 1999) gpezifisch fir die beiden
Gattungen Methanobrevibacter und Methanobacterium,

FMBK 2 5840R spezifisch fir die beiden Sequenzen FMBK?2 und FMBKS5,

FM1045S sowie FM1045B spezifisch fur die beden identifizierten Sequenzgruppen (erste
Gruppe Sequenzen FMB1, FMB2, FMB3, FMBK1 und FMBKG6; zweite Gruppe: Sequenzen
FMBK2, FMBK4, FMBK5 und FMBK?7).

Wie Abb. 13a und b zegen, lieferten sowohl bischelartige ds auch kleine und grof3e,
gaochenformige  Methanbakterien mit  Arch9l5 rote Huoreszenzagnde. Zur weteren
Absicherung wurde eine Doppdfabung mit DAPI durchgefihrt. Wéhrend dle Bakterien mit
DAPI blau gefarbt waren, war nur Archaebakterien mit dr Sonde ARCH915 rot geférbt. Die
Hybridiserung mit dlen anderen Sonden fihrte ebenfdls zu Huoreszenzsgnden, wobe nur
kleine und grol3e, stabchenformige Zdlen rot fluoreszierten. Hierbei wurde auch eine DAPI-
Férbung zur weiteren Absicherung durchgefiinrt (Abb. 13c,d,e und f).
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Abb. 13 a

Abb. 13 b
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Abb.13c

Abb. 13d
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Abb. 13 e

Abb. 13f

Abb. 13: Lichtmikroskopische Aufnahme von Methanbakterien von der Darmwand von Mastotermes
darwiniensis. (ab) Epifluoreszenzaufnahme von Methanbakterien nach einer Hybridisierung mit der Sonde
ARCH915, (c) 1178TYIR, (d) FMBK,5840R und (e)FM1045S sowie (f) FM1045B. Zellen, die mit der
jeweiligen Sonde hybridisieren, zeigen rote Signale. Alle anderen Bakterien sind mit DAPI blau geférbt. Die

blauen und roten Aufnahmen wurden separat gemacht und nachtréglich mit leichter Verschiebung Uberlagert, um
Signale deutlicher darzustellen.
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3.2 Vorkommen von sulfatreduzier enden Bakterien im Darm ver schiedener

Insekten

3.2.1 Phylogenie der Sulfatreduzierer

Nachdem Sulfareduzierer aus den Gé&kammern der Termiten Cubitermes speciosus
(Termitideg), Odontotermes  obesus (Macrotermitidae) Mastotermes  darwiniensis
(Magtotermitidee), Heterotermes indicola (Rhinotermitidae) und der holzfressenden Schabe
Cryptocercus punctulatus isoliert werden konnten (Frohlich et d., 1999, Brauman et a., 1990,
Kuhnigk et d.199, Trinkerl et d. 1990), sollte untersucht werden, wie das
Vertelungsmuser von sulfareduzierenden Bakterien in anderen  Insektenarten i, Die
untersuchten Insekten stammten aus unterschiedlichen Habitaten und  hatten  entsprechend
unterschiedliche Ernghrungswveisen. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, aus acht
Insektenarten sulfatreduzierende Bakterien Uber ihre 16S rDNA-Sequenzen zu identifizieren.
Bei den vier Arten Baétis vernus (Eintagsfliegenlarven, 3x10° Zellen pro ml), Nemoura spec.
(Steinfliegenlarven, 3x10° Zdlen pro ml), Chironomus thummi-Gruppe (Zuckmiickenlarven,
4x10° Zdlen pro ml) und Pachnoda marginata (adulte Roserkéfer, 7x10° Zdlen pro ml)
konnten SRB aus Darmpréparationen angereichert werden (Tab. 9). Unterschiedliche Zellzahl
und Vertelung von SRB in den Damen der jeweligen Inssktenarten snd wahrscheinlich auf
die differierenden  Umwet- und Erndhrungsbedingungen  der  untersuchten  Tiere
zurtickzufthren,

Die Kultivierung der Stamme erfolgte in Postgate B-Medium und Widdd- L actat-Medium.

Nach den Verdinnungsansétzen der Kulturen und Inkubation der Kulturen bei 28 °C bzw. 15
°C fur mehrere Tage konnte leider keine Renkultur erhdten werden. Dagegen lagen dle
Kulturen ds Citrobacter-, Aeromonas- und Clostridium-Kokultur vor. Trotzdem wurden in
den erhdtenen Mischkulturen SRB  nachgewiesen (Sequenzen FSRO2 und FSO4  aus
Libellenlarven, Sequenzen FSCI, FSCIlI und FSC4 aus Zuckmickenlarven, Sequenz FSPad-5
aus Rosenkdfern und Sequenz FSB6 aus Eintagsfliegenlarven, Tab. 9). Um die identifizierten
Klone anhand ihrer 16S rDNA ener phylogenetischen Untersuchung zu unterziehen, wurden
in mehreren PCR-Ansdizen die Eubakterienspezifischen Primer Eubakb, GC-Eubak5 und der
SRB-spezifische Primer SRB385 R eingesetzt (Tab. 1). Die amplifizierte 16S rDNA von SRB
wurde dann kloniet und nach efolgter Plasmidaufreinigung mit dem Primer Eubek5 F
sequenziert (Klone: FSCI, FSCII, FSC4, FSPa4-5 und FSB6). Alternativ. wurden die
Amplifikationsprodukte Uber DGGE gerenigt und schliefdich mit dem Primer Eubek5 F
sequenziert (Klone: FSRO2, FSO4 und FSCIT).



Ergebnisse 60

Tab. 9 Vorkommen von SRB in ver schiedenen | nsektendar men

Nr. |Name Habitat Vorkommen von SRB Titer [ml™]

1 Libdlenlarven, Teiche, Fllisse® + (FSRO2, FSO4) n.b.
Zygoptera spec.

2 | Eintagsfliegenlarven, Teiche, Fliisse + (FSB6) 3x10°
Baétis vernus

3 Seanfliegenlarven, Teiche, Fisse n.b. n.b.

Perla marginata

4 | Feurwanzen, Linder? n.b. n.b.
Pyrrhocoris apterus

5  |Rosenk&fer, Z0o, Terrarium® + (FSPa4-5) 7x10°
Pachnoda marginata

6 Zuckmuickenlarven, Teiche, Flisse + (FSCI, FSCII, FSC4) | 4x10°
Chironomus thymmi

7 | Fddgillen, Zoologie, Terrarium® n.b. n.b.
Gryllus bimaculatus

8 |Sdnfliegenlaven, Teiche, Fliisse + 3x10’
Nemoura sp.

+ = Sulfatreduzierer durch Kultivierung nachgewiesen, n.b. = Nicht bestimmt, #= Tiere aus verschiedenen Teichen und
Fluissen aus verschiedenen Orten in Mainz, ® = Linden aus Mainz, ¢ = Frankfurter Zoo, d=Zoologischelnstitut Universitét

Mainz

Nach dem Sequenzvergleich von 16S rDNA-Sequenzen der SRB mit Sequenzen aus der
Datenbank konnte festgestdlt werden, dass die identifizierten Bakterien zu den Gattungen
Desulfovibrio und Desulfotomaculum gehdrten. Tabelle 10 zeigt die Sequenzéhnlichketen der
erhatenen Klone FSRO2, FSO4, FSCI, FSCII, FSC4, FSPa4-5 und FSB6 mit den Sequenzen
aus der Datenbank. Die Sequenzen FSRO2 und FSO4 aus Libelenlarven haben 97% bzw.
98% Ahnlichkeit zu Desulfovibrio desulfuricans bzw. Desulfovibrio termitidis. Die dre
Klone FSCI, FSCII und FSC4 aus Zuckmiickenlarven sind mit der Sequenz von Desulfovibrio
. Stamm. STL1 (98%, 96% und 97% Ahnlichkeit) verwandt. Die nichgte Verwandte der
Sequenz FSPa4-5 ist der von Sass et d. (1998) isolierte Desulfovibrio sp. Stamm STL6 mit
einer Ahnlichkeit von 94%. Schlielich konnte gezeigt werden, dass die Sequenz FSB6 zu der
Gatung Desulfotomaculum gehért. Klon FSB6 ig mit Desulfotomaculum halophilum nah
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verwandt (97% Ahnlichkeit). Die Ahnlichkeit der Sequenzen, die zur Gattung Desulfovibrio
gehoren, liegt bel 64,8% bis 98,6% (Tab. 11). Dabe zeigen die Klone FSCI und FSC4 mit
98,6% den hochsten Verwandschaftsgrad und die beiden Sequenzen FSPad-5 und FSRO2
weisen mit 64,8% die groften Unterschiede auf.

Tab. 10 Vergleich von SRB 16S rDNA-Sequenzen aus Darminhalt verschiedener
I nsekten mit Sequenzen aus der Datenbank

Nr. | Sequenz Datenbank-Nr. |Né&chster Verwandter Ahnlichkeit®

1 FSO4?2 AJ329334 Desulfovibrio termitidis 98% in 322 bp
2 FSRO2* AJ32935 Desulfovibrio desulfuricans 97% in 299 bp
3 FSCIP AJ32937 Desulfovibrio cuneatus. Samm STL1 | 98% in 365 bp
4 FSCII®  AJ32936 Desulfovibrio cunestus. Samm STL1 | 96% in 308 bp
5 FSc4P AJ32938 Desulfovibrio cuneatus. Stamm STL1 97% in 362 bp
6 FSPa4-5° AJ252167 Desulfovibrio sp. Stamm STL6 94%in 167 bp
7 FSB6 AJ271831 Desulfotomaculum halophilum 97% in 166 bp

#)Sequenzen aus Darminhalt von Libellenlarven (Zygoptera spec., Odonata)
®)Sequenzen aus Darminhalt von Zuckmiickenlarven (Chironomus thummi, Diptera)
©) Sequenz aus Darminhalt von Rosenkéafer (Pachnoda marginata, Coleoptera)

% Sequenz aus Darminhalt von Eintagsfliegenlarven (Baétis vernus, Ephemeroptera)
°)Sequenzv ergleich mit der EMBL- bzw. RDP-Nukl eotidsequenz-Datenbank.

Tab. 11 Ahnlichkeitswerte der 16S r DNA-Sequenzen der isolierten SRB-Stammen

Nr. | Sequenz Sequenz-lange | Sequenzéhnlichkeit
(bp) FSO4 FSRO2 FSCIl FSCI FSC4  FSPa4-5

1 |FSO4 326 1000 8620 80,30 81,30 81,00 67,60
2 |FSRO2 371 1000 7750 80,10 79,60 64,80
3 |FSCll 319 1000 9750 96,60 66,60
4 |FSCI 372 100,0 98,60 69,30
5 |FSC4 372 100,0 68,90
6 |FSPa4-5 178 100,0

Fir die anschlielfende phylogenetiscche Andyse wurde en  Daensatz  von 19
Bakteriensequenzen (Desulfovibrio-Arten) und Escherichia coli as Aullengruppe (Abb. 14)
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sowie 11 Prokaryonten (Desulfotomaculum-Arten) und Methanobacterium formicicum ds
AulRengruppe (Abb. 15) vewendet. Die identifizierten Bakteriensequenzen wurden zu einem
Alignment von 6205 bakteridlen 16S rDNA-Sequenzen hinzugefiigt. Mit den Programmen
DNADIST (Jukes und Cantor, 1969), FITCH (Fitch und Margoliash, 1967), NEIGHBOR
(Saitou und Ne, 1987) aus dem PHYLIP-Package (Felsenstein, 1993) wurden
phylogenetische Baume abgeleitet. Der phylogenetische Baum zeigt die Podtionen der Klone
FSCI, FSCIl, FSC4, FSRO2, FSO4 und FSPa4-5 innerhab verwandter, sulfatreduzierender
Bakterien der Gattung Desulfovibrio (Abb. 14). Der Baum zeigt, dass der néchste Verwandte
zu den Klonen FSCI, FSCIl und FSC4 Desulfovibrio cuneatus Stamm STL1 ist (98%, 96%,
97% Ahnlichkeit). Als nachstverwandte Arten zu den Sequenzen FSRO2 und FSO4 wurden
Desulfovibrio sp. Stamm KRS1 (97%) und Desulfovibrio termitidis Stamm KH1, HI1, KSS1
mit je 97% und 98% Ahnlichkeit identifiziert. Sequenz FSPa4-5 it mit 94% verwandt mit
Desulfovibrio gp. Stamm STL6. Jedoch wurden hier nur 167 bp sequenziert. Abb. 15 zeigt die
Position der Sequenz FSB6, die mit Desulfotomaculum halophilum zu 97% verwandt it.
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100

100

FSO4 von Zygoptera sp. (Larve)

Dsv. termitidis KH1, HI1,KSS1
981l Desulfovibrio. sp. KH2
Desulfovibrio sp. PT2

Dsv. lonreachii
Dsv. vulgaris Hildenborough

Dsv. africanus
Dsv. intestinalis KMS2, ( KOS1)

10ofr FSRO2 von Zygoptera sp. (Larve)

Desulfovibrio sp. KRS1

9 1" Dsv. desulfuricans ATCC27774
Dsv. salexigens

100

100

Dsv. desulfuricans Norway4
FSCI von Chironomus thummi (Larve)
FSC4 von Chironomus thummi (Larve)

FSCII von Chironomus thummi (Larve)
Desulfovibrio so. str. STL1
FSPa4-5 von Pachnoda marginata (Adult)

——— Desulfovibrio sp. STL6

Escherichia coli

0.1

Abb. 14: Phylogenetischer Stammbaum der Sulfat-reduzierenden Bakterien aus

dem Darm von verschiedenen Insekten. Dieser Baum wurde Uber die Neigbour-
Joining-Methode aus eénem Datensaiz mit 362 Alignmentpositionen und Escherichia

coli as AuRengruppe errechnet. Die Bootsrapwerte snd an den entsprechender

Verzweigungen angegeben. Der Maldrich entspricht 10 Austauschen pro  10C

Nukleotidpositionen. Dsv. = Desulfovibrio.
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Abb. 15: Phylogenetischer Stammbaum der Sulfat-reduzierenden Bakterien
aus dem Darm von Eintagsfliegenlarven Baétis vernus). Dieser Baum wurde
Uber die Negbour-Joining-Methode aus enem Daensaz mit 376 Alignment-
pogtionen und Methanobacterium formicicum as Aulengruppe errechnet. Die

Bootdrapwerte snd an den entsprechenden Verzweigungen angegeben. De
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Desulfotomaculum ther mosaprovorans
— Desulfotomaculum australicum
— Desulfotomaculum ther mobenzoicum

97 L
— Desulfotomaculum ruminis

L Desulfotomaculum nigrificans
99
—  Desulfotomaculum halophilium

FSB6 von Baétis vernus (L arve)
100 Desulfovibrio vulgaris
_I: Desulfovibrio termitidis

Desulfovibrio desulfuricans strain Norway4

Escherichia coli

Methanobacterium formicicum

0.1

Mal3strich entspricht 10 Austauchen pro 100 Nukleotidpositionen.
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3.2.2 Sulfatreduktionsraten

Tab. 12 zeigt die Sulfareduktionsraten der Darmflora der Termite M. darwiniensis, des
Rosenkdferes (Pachnoda marginata) und die Sulfatreduktionsrate einer  Desulfovibrio
intestinalis-Reinkultur Stamm KMS2. Die Sulfatreduktionsrate it im Rosenk&fer mit bis zu
18,05 nmol Sulfat/Darm x h am hichsten. Die Aktivitd pro Darm bei Rosenksfern (1,2 x 10°
SRB-Zdlen/Dam) ig damit 36837 md groler ds die Aktivitt be der Termite M.
darwiniensis (10° SRB-ZdlenvDarm), die mit Holz gefiittert wurde (0,049 nmol/Darm x h),
obwohl das Damvolumen der Rosenkdfer (173ul) nur 17,3 md groler i ds das
Damvolumen von M. darwiniensis (10ul). Die Termiten, die mit der Nahrung zusizlich
CasSO, aufgenommen haben, zeigen ene Sulfatreduktionsrate von 0,134 nmol/Darm x h. Die
Aktivitd pro Dam be diesen Termiten ig folglich 2,73 ma groler ds die Aktivité von nur
mit Holz gefiterten Termiten. Wenn man die Sulfareduktionsrate pro 107 Bakterien
erechnet, kahn die Sulfatreduktionsraten von Holz gefitterten Termiten, Rosenk&ern und
Dsv. intestinalis miteinander verglichen werden. Hierbel konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitét pro 10" Bakterien in mit Holz gefiitterten Termiten (4,9 nmol/10” Bakterien x h) am
hochgten igt.

Tab. 12 Sulfatreduktionsrate von SRB aus dem TermitenDarm, Mastotermes

darwiniensiss dem Rosenkafer-Darm und der Reinkultur von Dsv.intestinalis

(KMS2)
Darm- Zdlen/ Aktivitat/Darm Aktivitat/ml  Aktivitat/10” Zellen
Volumen Darm nmol/Darm x h nmol/ml xh  nmol/10’Bakterien x h
Termite? 10 pl 10° 0,049 4,9 4,9
Termite 10 pl nb.? 0,134 13,4 nb.?
Rosenkafer 173pl | 1,2x 10° 18,05 104,3 0,15
Dsv. Intestinalis”? | - - - 1,36 0,2-0,7

3 Termiten, die mit Holz gefiittert wurden, ®) Termiten, die mit der Nahrung zusétzlich CaSO,aufgenommen haben, 22 Tage

¢) Reinkultur von Desulfovibrio intestinalis Stamm KM S2, %) n.b. nicht bestimmt
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4 Diskussion

4.1 Methodik

Die enormen Fortschritte in der Molekularbiologie und der Gentechnologie haben ihren
Niederschlag in der mikrobiellen Taxonomie gefunden. Mit der 16S rRNA-Anadyse besal3
man bereits vor 20 Jahren eine Methoden, um Mikroorganismen zu charakteriseren und zu
gysematiseren. Das Zid diessr 16S rRNA-Anadyse bestand darin, einen moglichst grolien
Tel der genetischen Information diesee Molekils zu erhdten, ohne eine Totasequenzierung
der rRNA durchfihren zu missen. Mittlerweile is es Standard, die 16S rDNA zu
sequenzieren.  In diessr Arbeit wurde neben der Ublichen Identifizierungstechnik  durch
Isolierung  ener  Renkultur mit anschlieffenden  physiologischen  und  biochemischen
Untersuchungen e@n molekularbiologisch-phylogenetischer Ansatiz Uber die Andyse von 16S
rRNA-Gene gewahlt. Die 16S rRNA-Gene haben den grolen Vortell, dass se s
konservative Sequenzbereiche bedsitzen, die bel dlen Bakterien erhdten snd und daher
gesignete  Primerbindungsstellen  dargtdlen, um  entsprechende  Sequenzabschnitte  zu
amplifizieren. Mit der PCR konnen auch kirzere, variable Abschnitte der entsprechenden 16S
rRNA-Gene amplifiziet und ds spezifische Hybridiserungssonden verwendet werden. Die
Gensonden bieten ene schndle und verlésdiche Methode, um  Mikroorganismen ohne
vorherige Kultivieeung auf unterschiedlichem  taxonomischem Niveau zu identifizieren. Mit
der PCR sollte es moglich sein, einen enzelnen Mikroorganismus nachzuweisen. Gensonden
and hilfrach be Nachwes und ldentifizierung langsam wachsender oder schwierig zu
kultivierender Organismen. Da die meisten Bakterien bisher nicht kultiviert werden konnten,
wurden se dann nach Klonierung und Sequenzierung ihrer 16S rRNA-Gene sowie durch in
siti-Hybridiserung mit spezifischen Gensonden phylogenetisch charakterisert. Dies hat vor
dlem bea Mikroorganismen noch den Vortel gegenlber ener  phanotypischen
Charakteriserung, dass genotypische Merkmae enes Organismus, d.h. die Nukleotidabfolge
des rRNA-Gene unabhdngig von den Umgebungsbedingungen kondant und eindeutig snd.
Trotz dieser Vortelle gibt es auch kritische Punkte bel der genotypischen Charakteriserung
von Mikroorganismen. Da sghr  vide Faktoren ene efolgreiche  Amplifikation und
Hybrididerung  beanflussen  konnen, dnd somit  umfangreche  Optimierungsversuche
notwendig. Doch es kdnnen sowohl in den Schritten der Sequenzprgparation (Extraktion,
Amplifikation,  Klonierung, Sequenzierung) ds auch in der  Seguenzdetektion
(Hybridiserung) Probleme auftreten. So gilt sait Liessk et d. (1991) die Bildung von rRNA-
Sequenzchimé&ren ds  nicht  venachléssgbares Risko  fir  Untersuchungen aus
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Mischpopulationen. Je  mehr DNA-Fragmente mit  dhnlicher  Primérgtruktur  in - dem
Untersuchungsansatz vorliegen, desto grof3er ist die Wahrschenlichkit der Chimarenbildung.

Die Untersuchungen von Clayton et d. (1995) zeigen, dass sich die 16S rRNA-Gene enes
Organismus bzw. verschiedener Stamme einer Spezies bis zu 1% unterscheiden, da fast dle
Organismen mehrere 16S rRNA-Gene mit geringfligig unterschiedlichen Sequenzen besitzen.
Stackebrandt und Goebe (1994) haben enen vorlaufigen Grenzwert fir die Artabgrenzung
von 2% Sequenzunterschied vorgeschlagen. Die Charakteriserung von  Mikroorganismen
Uber die Andyse ihrer 16S rRNA-Gene scheint somit die leisungsféhigse unter den derzeit
zur Verfiigung stehenden Methoden zu sain.

Zid dieser Arbet war es, symbiontische Mikroorganismen von der Darmwand der Termite
Mastotermes darwiniensis bzw. Sulfat-reduzierende Bakterien in verschiedenen Insekten
anhand ihrer 16S rDNA-Sequenz zu identifizieren.

4.2 Phylogenetische Charakterisierung symbiotischer Bakterien an der
Darmwand von Mastotermes darwiniensis

Die Bakterien snd im Okosystem Termitendarm neben Flagdlaten die weitaus wichtigte
mikrobiele Komponente. Im Termitendarm befinden sch ene Vidzahl sowohl aerober ds
auch fakultativ anaerober und strikt anaerober Bakterien (Breznak und Brune, 1994; Varma et
ad. 1994). Es gibt Dutzende von Arten, von denen vide noch gar nicht charakterisert und
klessfiziert snd. Die Andyse der symbiotischen Mikroorganismen <6(¥ oft auf grofle
Schwierigkeiten, da es in dar Regd nicht enfach id, die verschiedenen Organismen zu
iolieren, e in Renkultur zu zichten und schlidich zu identifizieren (Breznak, 1982
Cruiden und Markovetz, 1987). Der Bakterientiter im Termitendarm liegt zwischen 10”7 und
10° Bakterien pro ml Darminhalt (Kuhnigk, 1996). Sie wurden von Breznak, (1982) mit 10°-
10" Zellen pro Dam sowohl freilebend ds auch an der Darmwand haftend angegeben. Seit
langem igt bekannt, dass Termiten ihre Nahrung, die oft aus Holz besteht, nur mit Hilfe von
symbiontischen Bakterien und Protozoen verdauen konnen. Ohne ihre Symbionten wirden sie
verhungern (Breznak, 1982; Oddson und Breznak, 1983). Meds i die Funktion der
asoziierten Bakterien unbekannt. Se scheinen generdl jedoch weniger Parasiten zu sain,
sondern sind vielmehr an der Erndhrung ihrer Wirte beteiligte Symbionten.

Von Kuhnigk (1996) snd eine Rehe von Bakterien aus Darminhdt von Mastotermes
darwiniensis isoliet worden. Die isolieten St&mme konnten in  Seben verschiedene
,Bakteriengruppen®  eingeteilt werden. Dazu z8hlen Enterobakterien, Gram-negative dtrikt
aerobe Bakterien (Pseudomonaden), Bacillus-Arten, drikt  anaerobe Clostridien-Arten,
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coryneforme Bakterien (Cdlulomonaden), Gram-podtive Kokken (Streptokokken) und die
letzte Gruppe bilden die Streptomyceten.

Von den Sulfa-reduzierenden Bakterien konnten bisher insgesamt 4 Arten aus dem
Termitendarm kultiviet und identifiziet und der Gatung Desulfovibrio zugeordnet werden
(Braumann et a., 1990; Trinkerl et ., 1990; Kuhnigk et &., 1996; Frohlich et d., 1999).

Berchtold (1995) und Berchtold und Koénig (1996) konnten ebenfdls aus dem Darminhdt von
Mastotermes darwiniensis neben unkultivierbaren Spirochaeten zusdizlich zu den kultivierten
Arten auch Bacteroidess und Mycoplasma-dhnliche Organismen nachweisen, die bis jetzt
noch nicht aus Termiten isoliert werden konnten. Von Ohkuma und Kudo (1996) wurde die
phylogenetische Diverstdt bekteridler Symbionten im Darm weterer Termiten durch 16s
rRNA Sequenzandysen dargestdlt. Bel der vorliegenden Arbeit wurde ersmals versucht, die
Darmwand-Bakterien von Mastotermes darwiniensis Uber Kultivierung und pardld dazu
nicht-Kkultivierte Bakterien Uber 16S rDNA-Andyse zu identifizieren.

4.2.1 Phylogenetische Charakteriserung der kultivierbaren symbiontischen Darmwand-
Bakterien von Mastotermes darwiniensis

Ausgehend von erhdtenen Reinkulturen konnten finf Bakteriengamme FZ1, FZ4, FZ5, Z2
und FZ- Uber ihre 16S rRNA identifiziert werden. Die Stamme zeigen keine konditutionelle
Cdlulase-Aktivitét, wéhrend dle Stdmme mit Ausnehme von Stamm FZ5 Kadase und
Amylase-Aktivitée zeigen. Abb. 3 und Tab. 2 zdgen die néchten Vewandten zu den
identifizierten Bakterien. Samm FZ1 ig mit 97% Ahnlichkeit zu Cellulomonas cellulans an
ahnlichgen. Dadurch kann man diese Bakterien zu den Gram-postiven Bakterien mit hohem
GC-Gehdt zuordnen, da der GC-Gehdt be Arten der Gattung Cellulomonas bel ca. 76,6%
liegt. FZ1 snd Grampodtive Kokken, die keine konditutionelle Celulase-Aktivitét zeigen,
obwohl die Gatung Cellulomonas schelich an Cdlulose- und Hemicellulosesbbau beteiligt
ig. Cellulomonas spec. wurde schon von Kuhnigk et a. (1994) aus dem Darminhdt von M.
darwiniensis und auch aus anderen Termiten isoliert.

Die Zdlen von Stamm FZ4 dnd Gram-postive Kokken und mit Streptococcus bovis
(Ahnlichkeit von 95%) vewandt. Diese Bakterienzelen gehdren zu den Gram-postiven
Bakterien mit niedrigem GC-Gehdt. Bis jetzt wurde Streptococcus spec. nicht nur in dieser
Arbeit aus dem Mastotermes darwiniensis-Darm von isoliert, sondern mehrere Autoren haben
diese Bakterien im Termitendarm gefunden (Tholen und Brunne 1997; Kuhnigk et a., 1994;
Potricus und Breznak, 1980a,b).
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Die Zdlen von Stamm FZ5 snd Kokken, die mes kettenférmig vorkommen. Der néchste
Verwandte zu diesen Bakterien ist Leuconostoc citreum mit einer Ahnlichkeit von 96%. Die
isolierten Bakterien dnd heterofermentative  Milchsdurebakterien, die zu den Gram-postiven
Kokken mit niedrigem GC-Gehdt gehdren. Die Zdlen zeigten keine Kadase-, Amylase- und
Cdlulase-Aktivitéat. Physiologische Experimente von FZ5 zeigen, dass die isolierte Bakterien
dgch in verschiedenen Eigenschaften wie Saurebildung bzw. Wachgdum auf  verschiedenen
Zuckern wie Fructose, Matose und Lactose von Leuconostoc citreum unterscheiden (Tab. 4,
Farrow et d., 1989). Von Schultz und Breznak (1978) und Kuhnigk et a. (1994) wurden auch
mehrere stdbchen und  kokkenférmige Milchséurebakterien wie Lactobacillus spec. bzw.
Lactococcus-Arten aus verschiedenen Termitendérmen isoliert.

Die Zdlen von Stamm Z2 wachsen mycdartig und sind zu Streptomyces griseus (Ahnlichkeit
98%) am ahnlichsen und werden deshab den Gram-postiven Bakterien mit hohem GC-
Gehdt zugeordnet. Streptomyceten wurden auch von anderen Autoren im Termitendarm
gefunden (Schéfer, 1993; Bignell et d., 1991, Mannesmann und Piechowski, 1989; Kuhnigk
et d., 1994). Ba diesem Isola konnte keine Cdlulase-Aktivitét festgestelt werden, wéhrend
Kuhnigk et d. (1996) aul3erten, dass einige isolierte Streptomyceten aus dem Termitendarm in
der Lage waren, native Cdlulose abzubauen und mdglicherweise zu enem gewissen Grade
zum Ligninabbau befahigt snd.

Stamm FZ- gehdrt zur Gatung Burkholderia (ehemds Pseudomonas) und is  zur
Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia) am dhnlichsten (Ahnlichkeit 100 %). Diese
drikt aeroben Bakterienzellen gehdren zu den Gram-negativen Proteobakterien. Verschiedene
Autoren berichten auch von der Isolierung von Burkholderia cepacia, Pseudomonaden und
verwandten Gettungen aus dem Temitendam (Kuhnigk et d.,1994; Mannesmann und
Piechowski, 1989; Schéfer, 1993).

Die 16S rRNA-Sequenzen dler in der vorliegenden Arbeit isolierten Bakterien weisen mehr
ds 95% Sequenzéhnlichkeit zu bekannten sequenzierten Organismen aus der Daenbank auf.
Mdoglicherweise handelte es sch bel den beiden Stamme Z2 und FZ-, die zu Streptomyces
griseus und Burkholderia cepacia 98% bzw. 100% &hnlich snd, um Stamme dieser Arten.
Doch bel den anderen dre Stammen FZ1, FZ4 und FZ5 ig trotz hoher Sequenz&hnlichkelt
zwichen 95%-97% zu bekannten Datenbank-Organismen ene wetere physiologische,
biochemische ds auch molekularbiologische Untersuchung notwendig. Das gilt besonders fir
Stamm FZ5, der mit Leuconostoc citreum (96%) verwandt ist, aber aufgrund physiologischer
Unterschiede vermutlich eine eigene Art bildet.
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Be der Isolierung von cdlulolytischen Bakterien kamen vide Autoren zu verschiedenen
Ergebnissen. Bis heute wurden vollig unterschiedliche Thesen vertreten. Cleveand (1924)
berichtete, dass in niederen Termiten Cdlulose in der Gakammer durch symbiontische
Hagellaten abgebaut wird. Versuchen von Wenzd e d. (2000) zeigten, dass die niederen
Termiten unabhdngig von Hagdlaen, Cdlulose abbauen konnen. Breznak (1984), Martin
und Martin (1978,1979) haben berichtet, dass in hoheren Termiten diese Aufgabe durch
symbiontische Bakterien oder ba pilzkultivierenden Arten durch die symbiontischen Pilze
Ubernommen, da se keine Hagdlaten im Darm bestzen. Andere Autoren sind der Meinung,
dass die Cdlulasen in den Speichddrisen und dem Mittddarm durch die Termiten sdbst
szermiet werden und Béakterien fir den Cdlulosesbbau im  Termitendam nur  ene
untergeordnete Rolle spiden (Breznak, 1984; Saytor, 1992). Die kompetentesten bakteriellen
Célulosegbbauer snd Cellulomonas- und Streptomyces-Arten, die von enigen Autoren aus
dem Termitendarm isoliert wurden (Kuhnigk 1996, Mannesmann und Piechowski 1989). Eine
Rehe von diesen isolierten Sl&mmen waren in der Lage, Cdlulose abzubauen. Die in dieser
Arbat isolieten St&mme FZ1 (Celulomonas cdlulans-dhnliche Bakterien) und Z2
(Streptomyces  griseus-dhnliche Bakterien) waren nicht in der Lage, Cdlulose kondiotutiv
abzubauen. Kuhnigk e a. (1996) haben cdlulolytische Bakterien aus dem Mastotermes
darwiniensss Darm isoliert und berichteten, dass etwa 1-10% der Gesamtbakterienzahl aus
cdlulolytischen Bakterien bestehen (= 10°~10” cellulolytische Bakterien pro Darm).

Als drikt aerobe Organismen durften dle diese Isolate nur an der Darmwand lokdisiert sain
oder aber in unmittelbarer N&he der Darmwand im sonst anaeroben Termitendarm Uberleben.

Ba desen iglieten Béakterien gdlt sch die Frage, inwiewet es dch dabe um
darmspezifische Arten handdt. Kuhnigk et al. (1996) aul¥erten, dass bei manchen Isolaten,
insbesondere bel den sporenbildenden Streptomyces-Arten, die Moglichkeit besteht, dass se
nur deshdb im Dam nachgewisen werden konnten, wel Se zusammen mit der Nahrung

aufgenommen worden waren.

4.2.2 Phylogenetische Charakteriserung der nicht kultivierbaren Darmwand-Bakterien
von Mastotermes darwiniensis

Obwohl die dlgemene phylogenetische Diversta bekteridler Symbionten im  Darminhat

von verschiedenen Termiten nach Untersuchungen von Berchtold (1996), Kuhnigk (1996)

oder Ohkuma und Kudo (1996) in Ansiizen bekannt ist, war unklar, welche Bakterienarten an

der Darmwand von Mastotermes darwiniensis vorkommen. Tab. 5 und der Stammbaum in

Abb. 3 zeigen die in dieser Arbeit erhdtenen Sequenzen und ihr phylogengtische Stellung.
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Uber die 16S rDNA-Sequenzandyse wurden 25 verschiedene BakterienrArten von der
Damwand von Mastotermes darwiniensis identifiziet. Die identifizierte Bakterien kdnnen in

sechs verschiedene Bakteriengruppen eingeteilt werden.

Die erse Gruppe bilden Gram-pogtive Bakterien mit hohem GC-Gehdt (Abb. 5). Alle dre
identifizieten Sequenzen snd zu Microlunatus phosphovorus (> 90%) am ahnlichgten (Tab.
5). Microlunatus phosphovorus ist en aerobes Gram-postives Bakterium, das aus Schlamm
isoliert worden ist (Nakamura et d., 1995) und mit den Gattungen Nocardia und Arthrobacter
shr eng vewandt ist. Kuhnigk et d., (1996) konnten auch Nocardia- bzw. Arthrobacter-

Arten aus dem Darm von Termiten isolieren.

Die zwete Gruppe bilden Gram-postive Bakterien mit niedrigegm GC-Gehdt. Die meden
von den identifizieten Sequenzen gehtren zu den Clostridium-ghnlichen Bakterien dlerdings
mit Sequenzdhnlichkeiten von weniger ds 90% zu bekannten Bakterienarten aus der
Datenbank (Tab. 5). Von Kuhnigk et a. (1994, 1996) und Branke (1997) wurden auch
Clostridium spec. aus Mastotermes darwiniensis- bzw. Neotermes spec.-Darminhdt isoliert.
Abb. 6 zeigt die erhatenen Sequenzen und ihre phylogenetischen Positionen.

Die dritte Gruppe bilden Gram-negative anaerobe Fusobakterien-dhnliche Bakterien. Alle dre
in der vorliegenden Arbet identifizieten Sequenzen snd zu Fusobacterium necrophorum
(Ahnlichkeit 88%-92%) am &hnlichsten (Tab. 5 und Abb. 7). Fusobacterium spec. wurden
auch von Schultz und Breznak (1978) aus dem Reticulitermes flavipes-Darm isoliert.
Aulerdem wurde Fusobacterium varium im Darm der Schabe Blatta orientalis und der

Termite Reticulitermes lucifugus nachgewiesen (Moore et d., 1984).

Die vierte Gruppe bilden die Bakterien, die zu den Proteobakterien gehtren (Tab. 5, Abb. 8).
Dazu gehort as einzige Sequenz FM45, die zu Thauera selenatis mit einer Ahnlichkeit von
93% am ahnlichsten ist und dadurch zur Beta-Gruppe der Proteobakterien zugeordnet werden
kann. Auf Grund der phdnotypischen Eigenschaften war Thauera selenatis friher ds
Pseudomonas . klassfiziet worden. Aus dem Darminhdt verschiedener Termiten z.B. M.
darwiniensis wurden von enigen Autoren auch Bakterien aus der Gattung Pseudomonas
isoliert (Kuhnigk et d., 1996; Mannesman und Piechowski, 1989).
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Die finfte Gruppe, bestehend aus 4 Sequenzen, gehdrt zu den Verrucomicrobien (Tab. 5).
Verrucomicrobium wurde von den Proteobakterien abgespdten und ds  egene
Bakteriengruppe definiert (Janssen e d., 1997). Diese Zdlen wurden aus Reisfeldern isoliert.
Se gnd drikt fermentative, Gram-negative Bakterien, die Sauerstoff tolerieren konnen und
werden ds ,dwaf cdls® bezechnet, da die Zdlen ser klein snd. Se verwerten keine
Cdlulose. Die phylogenetische Stdlung der identifizierten Sequenzen der Proteobakterien
bzw. Verrucomicrobium-Gruppe ist in Abb. 8 dargestelIt.

Die sechgte Gruppe bilden die Bacteroides-Arten. Dazu gehdren insgesamt neun Sequenzen.
Die meigen dieser Sequenzen weisen mehr ds 90% Sequenzéhnlichkeit zu Bacteroides
forsythus auf (Tab. 5 und Abb. 9). Verschiedene Autoren haben auch Cytophaga/Bacteroides
dhnliche Bakterien aus verschiedenen Termiten nachgewiesen (Berchtold et d., 1996;
Potricus und Breznak, 1980; Ohkuma und Kudo, 1996; Branke, 1997).

Ahnliche Ergebnisse finden sich be Ohkuma und Kudo (1996) und Berchtold et d. (1996),
wobel die von 0. Autoren identifizierten Bakterien aus dem Daminhdt der Termite
Reticulitemes speratus und Mastotermes darwiniensis in vier Hauptbakteriengruppen
eingeordnet  wurden:  Proteobakterien, Spirochaeten, Cytophaga/Bacteroides-Gruppe und
Gram-podtive Bakterien mit niedrigegm GC-Gehdt. In der vorliegenden Arbeit konnten keine
Spirocheeten an der Darmwand gefunden werden. Diese auffdligen, grof:en, sch fre im
Darmmilieu bewegenden Spirochagten scheinen auch nach mikroskopischem Befund nicht an
der Darmwand angeheftet zu sein. Unter den Bakterien aus dem Daminhdt dnd die
Spirocheeten die auffdliggten Symbionten in Termiten. Spirochegten snd durch ihre
Schraubenform und  die  periplasmatisch  lokdiderten  Flagdlaen klar von  anderen
Prokaryonten abgrenzbare Mikroorganismen (Canale-Parola, 1984; Cleveland und Grimstone,
1964, To e d. 1978). Ektobiontische Spirochagten konnen zur Bewegung ihres
Wirtsflagellaten beitragen, wie es bel dem grol¥en Fagdlaten Mixotricha paradoxa der Fall
ig (Marguliset d., 1979).

Auf der anderen Seite konnten in der vorliegenden Arbeit Gram-postive Bakterien mit hohem
GC-Gehdt an dear Termitendarmwand nachgewiesen und identifiziet werden (Microlunatus
phophovorus-éhnliche Bakterien), wie es ba Kuhnigk e d. (1994, 1996) der Fdl i
(Arthrobacter-, Nocardia- und Cellulomonas-Arten). Da die meisen Bakterienarten dtrikt
aerob snd, durften diese Arten vorwiegend an der Darmwand vorkommen. Bel den drikt

anaeroben Bakterien wie Fusobakterien-dhnliche Bakterien bzw. Bacteroides-Arten, die in
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diesr Arbeit an der Darmwand von M. darwiniensis identifiziert wurden, handdt es dch
mdglicherweise um Bakterien, die den geringen Sauerdoff-Partiddruck an der Darmwand
tolerieren konnen, da zB. in der Ndhe der Darmwand sténdig Sauerstoff von aeroben
Bakterien verbraucht wird.

Wenn man dle bis jeizt identifizierten Bakterien aus dem Termitendarminhat bzw. der
Termitendarmwand  vergleicht, seit man, dass im Temitendam zahlreche neuatige
Bakterienarten,  -gattungen und —familien vorhanden snd, die durch heutige
Kultivierunggtechniken  keiner  physologischen und  biochemischen Andyse  zugdnglich
gemacht werden konnten. Meist ist die Funktion der assoziierten Bakterien unbekannt. Dass
ge ene bedeutende Rolle im Abbau der Holzpatikd wie Cedlulose, Hemicdlulose und
Lignin bedtzen, ist zu vermuten (Wenzd et d,. 2000; Vama et d., 1994; Breznak und Brune,
1994; Saytor, 1992). Buchner (1953) berichteten, dass der Nutzen einer solchen Symbiose
fur den Wirt darin liegt, dass schwerverdauliche oder giftige Nahrung durch die Symbionten
aufgeschlossen wird. Das komplexe, noch immer Réisd aufgebende Zusammenspid von
Wirt, Flagelaten und Bakterien weckt daher weterhin das Interesse an  weteren
Untersuchungen zur Zusammensetzung der Bakterienfloraim Termitendarm.

4.2.3 Phylogenetische Charakteriserung symbiontischer Methanbakterien an der
Darmwand von Mastotermes darwiniensis

Moglicherweise  exisieren Methanbakterien schon sat 3-4  Milliarden  Jahren.  In dtrikt

anaeroben Nischen konnten sie bis heute Uberleben. Man unterscheidet 3 Biotope:

- S0 und Meawassersedimente, Faulschlamm sowie dSch  zersetzendes Holz  und
Moorboden.

- Verdauungstrakte von Wirbdtieren und Insekten.

- Thermaquelen (Konig 1986).

Untersuchungen an Uber 100 verschiedenen ArthropodenArten aus unterschiedlichen

Ordnungen zeigen, dass Symbiosen zwischen Arthropoden und Methanbakterien recht selten

snd (Hackstein und Stumm, 1993, Stumm und Hackstein 1994). Nur Tausendfller

(Diplopoden), Schaben, Termiten und Blattkd&fer produzieren Methan, wéhrend andere

Arthropodengruppen wie Assd, Silberfischchen, Bockkéfer, aber auch Grillen, Heuschrecken

oder Schmetterlingsraupen kein Methan abgeben. Da vide dieser Nichtproduzenten ebenso

Pflanzen oder Detritus fressen wie die Methanproduzenten, kann die Art der Nahrung nicht

von ausschlaggebender Bedeutung fir ene Symbiose mit Methanbakterien san. So

produzieren dle bisher untersuchten Termitenarten Methan, auch solche Arten, die sch von
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Filzen erndhren, die se in ihren Staaten zichten (Brauman et d. 1992). Auljerdem ergab die
fluoreszenmikroskopische Untersuchung der methanproduzierenden  Arthropoden, dass sich
die Methanbakterien in verschiedenen Abschnitten des Darmkanas der Wirtstiere befanden.
Diese Darmabschnitte sind komplexe mikrobidle Okosysteme, die am Aufschluss des
Nahrungsbreies beteiligt Snd. Verschiedene Experimente zeigen, dass die Methanbakterien
im Termitendarm sowohl as Endo- und Ektosymbionten von Hagdlaten ds auch ds free
Organismen im Darm und am Damepithdium vorkommen (Frohlich et a., 1999; Leadbetter
und Breznak, 1996). Insgesamt unterscheidet man sechs Morphotypen: die erste Gruppe
enthdlt mittellange bis lange blscheformige Bakterien, die d9ch zu Ketten zusammenlagern
konnen (Methanobacterium). Eine zweite Gruppe umfasst Gram-pogtive Bakterien, die aber
kurze Stdbchen bis kokkoide Formen ausbilden (Methanobrevibacter). Die dritte Variante
bilden geschwungene filamentdse Formen (Methanosprillum). Methanosarcina i en
Basod fir enen weteen Typ. Diee Zdlen konnen dch zu riedgen Zdlpaketen
zusammenlagern.  Eine  funfte morphologische Form  gdlen  Gram-negative, mehr oder
weniger regdméldige kokkoide Bakterien dar (Methanolobus tindarius). Erythrocyten-férmige
Bakterien bilden die sechste morphologische Variante (Methanococcus) (Konig 1986).

In der vorliegenden Arbeit wurden Methanbakterien an der Darmwand der holzfressenden,
niederen Termite M. darwiniensis (Magtotermitidae) identifiziert. Durch ihre Autofluoreszenz
konnten débchen bzw. fadenférmige Methanbakterien an der Darmwand von M.
darwiniensis nachgewiesen werden. Dabel zeigte Sch auch, dass die Methanbakterien an der
Darmwand nicht gleichmé&dg vertelt snd. Alle identifizierten Methanbakterien von der M.
darwinienss-Damwand gehdren zur Familie Methanobacteriaceae und  kbnnen  den
Gatungen Methanobrevibacter oder Methanobacterium  zugeordnet  werden.  Die
identifizierten Sequenzen snd zu Methanobrevibacter smithii und Methanobacterium bryantii
dhnlich. Bis jetzt wurden Methanbakterien in verschiedenen niederen Termiten identifiziert,
die megens zur Gattung Methanobrevibacter gehdren. Methanobrevibacter curvatus und
Methanobrevibacter cuticularis wurden aus der niederen Termite Reticulitermes flavipes
isoliert (Leadbetter und Breznak, 1996). Klon Cd30 wurde von Ohkuma und Kudo (1998) aus
der niederen Termite Cryptotermes domesticus identifiziert. Schliefdich konnten auch aus der
niederen Termite Hodotermopsis sjostedti und Reticulitermes speratus Methanbakterien
identifiziert werden, die zur Familie Methanobacteriaceae (Ohkuma et al., 1999 und 1995)
gehdren. Waeiterhin zeigten Frohlich und Konig (1999), dass verwandte methanogene Arten
ds Endo- bzw. Ektosymbionten der Damflagdlaten Pentatrichomonoides scroa bzw.
Oxymonas . in verschiedenen niederen Termiten auftreten. Methanbakterien sind auch in
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hoheren Termiten identifiziert worden. Ohkuma et a. (1999) haben Methanbakterien aus den
hoheren  Temiten  Odontotermes  formosanus, Nasutitermes takasagoensis und
Pericapritermes nitobel isoliet, die zu den Familien Mehanosarcinaceae und
Methanomicrobiaceae  (Ordnung:  Methanosarcindes  und  Methanomicrobides)  gehdren.
Diexe Ergebnise zegen, dass die niederen und hoheren Temiten unterschiedliche
Methanbakterienarten in ihrem Intestindtrakt bestzen. Im Gegensatz zu niederen Termiten
kommen Methanbakterien bel htheren Temiten in groferer Specieszahl vor. Das Vorkommen
von unterschiedlichen Methanbakterien im Termitendarm  ldst  dch  aufgrund  des
Nahrungsangebots erkléaren. 1Thr Substratspektrum it sehr begrenzt. Methanbakterien konnen
molekularen Wasserstoff verwerten, enige benutzen Methanol, Methylamine, Acetat oder
Formiat as Wasserstoffdonator. Alle Methanobrevibacter-Arten snd zur Methanproduktion
aus CO; und H féhig, verwerten aber kein Acetat, das die Hauptnahrungsqudle fir die
Termiten dargelt. Auf der anderen Sate snd die Methanosarcina-Arten zur Acetatspatung
fahig. Die Experimente zeigen auch, dass dle bisher untersuchten holzfressenden Termiten in
ihrem Intestindtrakt Methanobrevibacter sp. bestzen. Auf der anderen Seite konnte bis jetzt
aus dem Darm der holzfressenden hoheren Termite Nasutitermes takasagoensis (Ohkuma et
a., 1999) kein Methanobrevibacter sp. identifiziert werden.

Eine Mdglichkeit, Organismen verschiedener Spezies zu unterscheiden, ist die Fluoreszenz-
in-siti-Hybridiserung mit  artspezifischen  Oligonukleotidsonden. Damit i es im  Idedfdl
maoglich, die Organismen der verschiedenen Bakteriengpezies zu quantifizieren. In dieser
Arbeit geang es, Methanbakterien an der Darmwand von M. darwiniensis durch die in-situ-
Hybridiserungs- Technik nachzuwe sen. Dazu wurde funf Cy3-makierte
Oligonukleotidsonden (ARCH915, 1178TYIR, FMBK;5840R, FMI045S und FM1045B)
vewendet. Die einzdnen stdbchen und fadenformigen Methanbakterien, die med in ener
bischeformigen Anordnung vorkommen, zeigen mit der  Archeea-spezifischen  Sonde
(ARCH915) deutliche Signde. Be de Hybridiserung mit den anderen vier Sonden
1178TYIR (spezifiscch fur die Gatungen Methanobrevibacter und Methanobacterium),
FMBK 2 5840R (spezifisch fur die Sequenzen FMBK2 und FMBK5), FM1045S (spezifisch for
die Sequenzen FMB1,FMB2, FMB3, FMBK1 und FMBKG6) und FM1045B (spezifisch fur die
Sequenzen FMBK2, FMBK4, FMBK5 und FMBK7) zeigen sédbchenformige
Methanbakterien rote Signde. Lelder ig eine genaue Zuordnung der Sequenzen zu den
Zdlmorphotypen mit den vewendeten Sonden nicht moglich. Da die identifizierten
Sequenzen nur in eénem Fragment von ca 400 bp vorliegen, is die Herstdlung von anderen
Oligonukleotidsonden, die nur fir stdbchen bzw. fadenformigen Methanbakterien spezifisch
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wéaren, nicht moglich. Schinzato e d. (1999) konnten auch Methanbakterien im Darminhalt
der niederen Termite Reticulitermes speratus durch in-situ-Hybridiserung andyseren. Dabel
konnte gezeigt werden, dass kleine sdbchenférmige Methanbakterien im Darminhdt as
Doppelzdlen vorkommen, wéarend die ddbchenformigen Methanbakterien von M.

darwinienss mas ds Einzd zd len auftreten.

4.3 Methanbildungsrate von Mastodermis darwiniensis

Methan ig en Endprodukt des mikrobidlen Abbaus organischen Materids in anaeroben
Siwasserhabitaten wie den Sedimenten von Seen und dem Verdauungstrakt von Tieren.
Man wel3 heute, dass die Mikroorganismen, die Methan ads Endprodukt ihres
Energiestoffwechsdls bilden, dle zu den Archaegbakterien gehdren. Man schétzt, dass etwa 1
Milliarde Tonnen Methan pro Jahr hauptséchlich durch methanogene Bakterien gebildet
werden. Eine erwachsene Kuh zum Belspid kann etwa 200 | Methan pro Tag produzieren
(Kobnig, 1986).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methanbildungsrate von M. darwiniensis gemessen
(Tab. 8). Die durchgefiihrten Experimente zeigen, dass pro Termite 2,35 pg CHy/Tag [= 2,6
Mg CHy/g Termite x h] Methan produziert werden. Bis jetzt wurde die Methanbildungsrate
von verschiedenen Termiten untersucht. Experimente zeigen, dass die Methanbildungsrate
von den Nahrungsbedingungen der Termiten abhdngig i, Es ig auch bekannt, dass die
Bodenr und PRilzfressenden hoheren Termiten melr Methan  produzieren  ds  die
hol zfressenden Temiten (Brauman et d., 1992).

Von der hoheren Temite Gnathamitermes perplexus und der niederen Termite Reticulitermes
tibialis, die mit Flzen bzw. Kuhdinger gefittert wurden, wurde auch die Methanbildungrate
gemesen (Zimmerman et d., 1982). Die Ergebnisse zeigten, dass pro Individuum von M.
darwinienss mehr Methan gebildet wird ads von Gnathamitermes perplexus bzw.
Reticulitermes tibialis. Dies it nicht Uberraschend, da M. darwiniensis einen groferen Darm
im Vergleich zu den anderen belden Termiten bestzt und deshdb mehr Methan produzieren
kann. Experimente mit ener Mischung von anderen Temiten (Cryptotermes brevis,
Heterotermes indiculata, Mastotermes dawiniensis und Reticulitermes santonensis) zeigten,
dass pro g Termite 6,1 pg Methan/h (= 380 nmol CHs/g Termite x h) produziert werden
(Hackstein und Stumm, 1993). Nach den hier vorliegenden Ergebnissen wird pro g M.
darwiniensis-Biomasse nur circa die Hafte davon, 2,6 pg Methavh (= 235 pg/Termite x
Tag) produziert. Von den holzfressenden Termiten Nasutitermes spp. in Amazonien wurde
die Methanbildungrate von Martius et al. (1993) gemessen. Dabel wurde festgestellt, dass von
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enem g Termitenbiomasse etwa 26 mg Methan/Jahr (= 1.9 pug CHs/g Termite x h) produziert
wird. Legt man die in dieser Arbeit bestimmte Methanbildungsrate von 2,35 pg /Tag X
Termite und die Schézungen von Khdil et d. (1990), dass es wdltwet 2 x 10*" Termiten giht,
zugrunde, so berechnet sch daraus fur die globde Methanbildung eine Menge von ca 150
Millionen Tonnen Methan pro Jahr. Dies entspricht den in der Literatur genannten Werten,
die eine Methanmenge von 25-150 Millionen Tonnen schétzen (Madigan et d., 1997).

4.4 Sulfatreduzierer in ver schiedenen I nsekten

4.4.1 Phylogenetische Char akterisiering der Sulfatreduzierer in ver schiedenen I nsekten

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung der Sulfat-reduzierenden Bakterien (SRB) in
verschiedenen Insekten aus unterschiedlichen Habitaten untersucht. Bis jetzt wurden SRB aus
dem Intestindtrakt des Menschen (Gibson et a., 1988a und b) und aus verschiedenen
niederen bzw. héheren Tieren isoliert ( Kuhnigk et d., 1996; Frohlich et d., 1999; Trinkerl et
a., 1990; Gebhart et d., 1993; Howard und Hungate, 1976). Kirzlich wurden mehrere SRB
aus ungewohnlichen Habitatlen, wie zum Bespid aus den aeroben Schichten von
SiRwassersedimenten isoliert, die fir SRB nicht typisch snd (Sass e d., 19979). Es i
bekannt, dass SRB die Fahigkeit haben, den Sauerstoff ads ElektronenAkzeptor zu
verwenden (Dilling und Cypionka, 1990). Dadurch wird Sauerdoff aus der Umgebung
entfernt und wieder ein reduzierender Zustand fir SRB hergestelt (Sass et d., 1998). Vide
Berichte zeigen auch, dass SRB senkrecht in mikrobidle Matten wandern, um ene
Sauerstoff-Konzentrationszunahme  zu  vermeiden  (Krekdler et a., 1998). Nachdem man
physologische und biochemische Eigenschaften der isolieten SRB untersucht hat, konnte
festgestellt werden, dass viele dieser 1solate zur Gattung Desulfovibrio gehdren.

In dieser Arbeit wurde die phylogenetische Andyse und Identifikation der SRB aus dem
Intestindtrakt von verschiedenen Insekten mit einem ca 400 bp-Fragment ihrer 16S rDNA-
Gene durchgefuihrt. Die SRB bel den untersuchten Insekten wurden durch zwe verschiedene
Methoden, DGGE und 16S rDNA-Sequenzierung andyset. Alle in der Arbet identifizierten
SRB aus Libdlenlarven (Klone FSO4 und FSRO2), aus Zuckmickenlarven (Klone FSCI,
FSCII und FSC4) und aus Rosenkdfern (Klon FSPad-5) gehdren zur Gattung Desulfovibrio,
wogegen die idettifiziete Sequenz  aus Eintagdliegenlaven (FSB6) zu  Gattung
Desulfotomaculum gehért (Tab. 10, Abb. 14 und 15). Die beiden Klone FSO4 und FSRO2
dnd zu Desulfovibrio termitidis (98% Ahnlichkeit) bzw. zu Desulfovibrio desulfuricans (97%
Ahnlichkeit) verwandt. Tabelle 11 zeigt, dass die beiden Klone FSO4 und FSRO2 eine
Ahnlichkeit von nur 86.2% unteréinender haben. Dies zeigt, dass mindestens 2zwei
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verschiedene SRB-Arten im Libdlenlarvendarm vorkommen. Moglicherweise handdt es sch
um neue Arten, die zur Gattung Desulfovibrio gehtren.

Aus dem Intestindtrakt von Zuckmiickenlarven konnten ebenfdls SRB (Klone FSCI, FSCII
und FSC4) identifiziet werden. Tabelle 10 bzw. Abb.14 gdlen die néchstverwandten
Organismen aus der Datenbank zu den identifizierten Sequenzen vor. Alle drei Sequenzen
snd zu dem von Sass e d. (1998) aus Frischwasser-Sedimenten isolierten Desulfovibrio
cuneatus Stamm STL1 mit ener Ahnlichkeit von 98%, 96% und 97% verwandt. Das
Programm DNADIST zeigt, dass die Stdmme FSCl und FSC4 mit einer Ahnlichkeit von
98.6% am dmlichgen snd (Tab.1l, Abb.14). Vermutlich gehtren Se zu verschiedenen
Arten. Schliefldich konnten aus Rosenkéfer- und  EintagdliegenlarventDarminhdt die Klone
FSPad-5 und FSB6 identifiziert werden, wovon erstere zu dem von Sass e d. (1998)
isolierten Desulfovibrio sp. Stamm STL6 (94%) und letztere zu dem von Tardy-Jacquenod et
a. (1998) isolierten grampositiven Desulfotomaculum halophilum (97%) dnlich snd.

Aus dem Daminhdt der getesteten Insekten konnte keine Renkultur von SRB erhdten
werden. Fermentative Bakterien wie Citrobacter freundii, Erwinia persicinus, Fusobacterium
varium und Brevibacterium casel-dnliche Bakterien kommen as Kokultur mit SRB im Darm
der getedeten  Insekten:  [Eintagdfliegenlaven  (Baetis vernus, Nemoura  p.),
Senfliegenlarven (Perla marginata) und Fedgrillen (Gryllus bimaculatus)] vor. Es ist
bekannt, dass Citrobacter-Arten in der Lage sind, BS aus Senthdtenden Komponenten von
Kulturmedien-Bestandteilen wie Cysein  zu  produzieren  (Sekazaki  1984). Durch
physiologische Teste mit Citrobacter-lsolaten konnte man feststellen, dass diese Citrobacter-
ahnlichen Bakterien auch zur H,S-Produktion fahig snd. Unsere Experimente zeigten, dass
dle die in diesr Arbat isolieten fementative Bakterien auch H,S aus S-enthatenden
Komponenten von Kultur-Medien produzieren. Es it bekannt, dass SRB die katabolischen
Endprodukte der Darmflora wie Lactat unvollstdndig zu Acetat oxidieren konnen, welches
dann Uber die Darmwand vom Wirt aufgenommen werden kann (Kuhnigk et a., 1996).
Kuhnigk et d. (1996) fanden, dass eine Mischkultur aus Desulfovibrio sp. und Citrobacter sp.
aus der glechen Menge Glucose ewa 28 ma mehr Acea bildet ads eine Citrobacter-
Reinkultur. Das kann ein Grund fir die Schwierigkeiten bel der Isolierung ener Renkultur
von SRB aus dem Dam der untersuchten Insekten sain, well SRB haufig in Kokultur mit
fermentativen Bakterien wachsen kénnen.

Es gdlt dch die Frage, ob SRB autochthon oder dlochthon in Insektendérmen vorkommen.
Zur Beantwortung dieser Frage i zu beachten, dass das Vorhandensain von Sulfatreduzierern
in Insskten dem Wirt vidfache Vortele bringt, wie zB. unvollsdndige Oxidation der
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katabolischen Endprodukte der Darmflora zu Acetat, das vom Wirt weiter verwertet werden
kann sowie die Entfernung von Wasserstoff durch die Oxidation mit Sauerstoff. Dadurch wird
im Dam en anoxisches Milieu aufrechterhdten. Waeterhin  ig  die Fixierung von
molekularem Stickstoff zu nennen. Damit wird das Stickstoffangebot fur den Wirt erhtht. Der
sandige Verbrauch von Wasserstoff senkt die Hp-Konzentration loka auf en niedriges
Niveau. Dadurch wird das Gleichgewicht von Glucose in Richtung Acetat verschoben.

Folglich kann man fedddlen, dass die SRB ene wichtige Rolle im Dam von Insekten
spielen. Da bel dem Rosenkéfer (Pachnoda marginata) ein relativ hoher Titer von ca 7x10°
SRB/ml und eine hohe Sulfareduktionsrate (18,05 nmol Sulfat/Darm x h) ermittelt werden
konnte und da Kuhnigk et d. (1996) den Titer der Sulfatreduzierer von 10°-10° Zdlen pro ml
in den D&men verschiedener Termiten bestimmte, kann gefolgert werden, dass SRB sehr
aktiv im Darm sind. Das deutet darauf hin, dass SRB autochthon im Darm |eben.

4.4.2 Sulfatreduktionsraten

Die Sulfatkonzentration im Darm von Termiten wurden zu 0,3-0,7 nM bestimmt (Kuhnigk et
a. 1996). Neuere Untersuchungen zeigen, dass Mastotermes darwiniensis 0,14 mM Sulfat im
Darm enthdt. Durch sulfatreiche Did konnte dieser Wert sogar bis auf 18,3 mM gedteigert
werden. Im Veglech dazu enthdt Pachnoda marginata 1,1 mM Sulfa im Dam
(Pauluspersonliche  Mittelung). Wenn man das Darmvolumen der Termite Mastotermes
darwiniensis mit dem der Rosenkdfer Pachnoda marginata vergleicht, seht man, dass der
Darm von Rosenkdfern etwa 17,3 ma grof3er ist as der Darm von M. darwiniensis (Tab. 12).
Folglich igt der SRB-Titer bei Rosenkéfern relativ hoher. Kuhnigk et d. (1996) zeigten, dass
bei M. darwiniensis die Zdlzahl von SRB ewa 10°/ml betrégt, d.h. der SRB-Titer liegt etwa
bei 10° ZdlewDam. Wir haben festgestellt, dass der Gesamt-Bakterientiter im
Rosenkaferdarm bei etwa 1,2 x 10*/ml liegt und 5,8 % davon bestehen aus SRB, d.h. 7 x 10°
SRB-Zdlen kommen pro ml vor (= 12 x 10° ZdlevDam). Die Bestimmungen der
Sulfatreduktionsraten zeigte, dass die Aktivitdt pro Darm im Rosenk&fer 3684 mad grofder ist
ds die Aktivitét pro Darm in der holzfressenden M. darwiniensis, obwohl die Darmvolumen
Unterschiede nur bel etwa 17,3 fach liegen. Das deutet darauf hin, dass im Rosenkdfer pro
Volumen bzw. pro Darm eine 21,3 fach grolere Aktivitét vorhanden ist. Wenn die Aktivitét
auf die Zdlzahl bezogen wird, kann ene ca 25 fach klenere Aktivitt pro Zele be
Rosenkéfern bestimmt werden. Pro 107 Bakterien bei Termite M. darwiniensis wird ca. 4,9
nmol Sulfat in Sulfid pro Stunde reduziert, wobei die Sulfatreduktionsrate pro 107 Bakterienh
von Rosenkdfer be 0,15 nmol liegt. In der vorliegenden Arbet konnte gezeigt werden, dass
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die SRB im M. darwinienss-Dam ene deutlich groliere Aktivitée haben ds die SRB im
Rosenké&ferdarm, d.h. bei Rosenkdfern ist die Zdlzahl von SRB hoher, dber die Aktivité pro
Zdle eindeutig niedriger. Es gelt gch die Frage, warum die Aktivitéd pro Zdle abnimntt,
wenn die Zdlzahl zunimmt. Mdoglichewese hangt es vom Sulfatangebot ab. Andere
Darmbedingungen wie zB. Temperatur, pH-Wert, Sauerdoffpartiddruck und die Rolle
anderer Darmbakterien besonderes in Gegenwart von Sulfat kdnnen auch ene sehr wichtige
Rolle ba den Sulfareduktionsraten in  verschiedenen Insekten und  Termiten aus
verschiedenen Habitaten spiden.

Die Versuche der mit Sulfat gefitterten M. darwiniensis zeigen eine Sulfatreduktionsrate von
0,134 nmal/Darm x h. Die Aktivité pro Dam be diesen Termiten it dso 2,73 md grofler ds
die Aktivitt ba den Holz gefiitteten Termiten (Tab. 12). In Experimenten konnte gezeigt
werden, dass sch durch Zugabe von zusizlichem Sulfa die Bilanz der anaeroben
Minerdisation zugunsten der sulfatreduzierenden Bakterien verschieben lést (Brandl et d.,
1990). Es wurde an den beiden Termiten Reticulitermes santonensis und Heterotermes
indicola gezeigt, dass die Zahl der Sulfareduzierer um etwa en Zehnerpotenz zunimmt, wenn
Sulfat im Form von N&SO, oder CaSO, mit der Nahrung angeboten wird (Kuhnigk et d.,
1996). Wenn man annimmt, dass die Zdlzah ba M. darwiniensis nach Sulfa-Aufnahme
auch wie ba den og. Termiten, R. santonensis und H. indicola, um etwa ein Zehnerpotenz
zunimmt, kann men be Sulfa-gefltterten Termiten auf ene Sulfatreduktionsrate von 1,34
nmol/10° Bakterien x h schlielen. Dieser Wert zeigt ebenfdls, dass die Aktivitét der Zelen
bel diesen Termiten mit geigender Zdlzahl abnimnnt.

Schliefdich wurde die Sulfatreduktionsrate von getesteten Termiten und Rosenk&fern mit der
der Desulfovibrio intestinalis-Reinkultur (Stramm KMS2) verglichen. Hierbel konnte gezeigt
werden, dass Dsv. intestinalis-Zelen (10°) pro Stunde eine Sulfatreduktionsrate zwischen 0,2-
0,7 nmol zeigen (Tab.12). Man kann aso davon ausgehen, dass die SRB bel den Termiten,
nachdem se mit Holz gefiittert wurden (Sulfatreduktionsrate: 4.9 nmol/10” x h), am aktivsten
snd. Die Sulfatreduktionsrate wurde auch aus verschiedenen Sedimenten von oligo-, meso-,
eu-, und hypertrophen Seen und marinen Standorten bestimmt (Tab.13)
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Tab. 13: Sulfatreduktionsraten in ver schiedenen limnischen und marinen Systemen.

Gewasser Sulfatreduktionsrate Anzahl von SRB Quelle

nmol x cm® x d™* [Zellen x cm?]

Oligotrophe Seen:

Baikalsee 12 21x10° Namsaraev et ., 1995
Stechlinsee 1,66 12x10° Sassetd., 1997
M esatrophe Seen:
Bodensee 190 24x10° Rothfusset al., 1997
KadeKizaki 10,1 - Lietd. 1996
Eutrophe Seen:
Dagowsee 76,7 15x10° Sass und Babenzien, 1997
Untere Gl (Bodensee) 2000 55x 10° Bak und Pfennig, 1991
Hypertrophe Seen:
Lake Taganuma 1000 10° Fukui und Takii, 1990
Andere Standorte:
Abwasserbiofilm 20000 2x10° Kihl und Jagensen, 1992

Die hochge Sulfatreduktionsrate, die man bis jetzt gefunden ha, i von enem
Abwasserbiofilm und liegt bei 20000 nmol/cn?® x d (= 8333 nmol/ml x h). Hierbei haben
Ramsng e d. (1993) die Anzahl von SRB im Abwassrbiofilm auf 2 x 10°/ml besimmt. Die
niedrigsten Werte der Sulfatreduktionsrate wurden im oligotrophen Baikasee von Namsaraev
et a. (1995) mit 1,2 nmol/en x d (= 0,05 nmal/ml x h) bestimmt. Dabei wurde eine Zellzahl
von SRB von 2,1 x 10°/ml angegeben. Nach Sass et d. (1997) ist die Sulfatreduktionsrate im
oligotrophen Stechlinsee von 1,66 nmol/cn? x d (= 0,069 nmol/ml x h) mit einer SRB-Anzahl
von 1,2 x 10° Zdlen pro cnt korrdiet. Um diese Werte mit den hier vorgestellten
Ergebnissen vergleichen zu konnen, wurden die Sulfatreduktionsraten von nmol/ml x h in
nmol/10” Bakterien x h umgerechnet (Tab. 14).

Tab. 14: Vergleich von Sulfatreduktionsrazten in ver schiedenen Habitaten

Habitate Aktivitat [nmol/10" Bakterien x h]
Intestinaltrakt von Termite? 49

Intestinaltrakt von Rosenkéfer 0,15

Dsv. intestinalis Stamm KMS2” 0,2-0,7

Abwasserbiofilm 4,17

Baikalsee 23

Stechlinsee 575

9 Termiten, die mit Holz gefiittert wurden “Reinkultur von Desulfovibrio intestinalis
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Dabel ergab sich, dass die Sulfareduktionsraten im Abwasserbiofilm bei 4,17 nmol/10°
Bakterien x h, im Bakasee be 23 nmol/10’ Bakterien x h und im Stechlinsee bei 5,75
nmol/10’ Bakterien x h liegen. Wenn wenn man dle Resultate vergldcht, kann man
fedstdlen, dass die Aktivitét pro Zele in mit Holz gefitterten Termiten fast genauso hoch i,
wie die Aktivitdt pro Zdle aus Abwasserbiofilmen bzw. aus dem Stechlinsee. Waelterhin
zeigten die Experimente, dass die SRB im Rosenk&erdarm vid weniger aktiv snd.
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4.5 Ausblick

Die Erforschung der Lebenggemenschaft zwischen Termiten und ihren Darmsymbionten it
trotz ener Vidzahl spezidler Untersuchungen unvollgéndig. Das liegt zum enen am
Artenreichtum der Termiten und der beteligten Mikroorganismen. Zum anderen erschweren
die vidfach unbekannten Wechsdwirkungen zwischen Bakterien, Hagedlaen und Termiten
sowie die spezidlen Lebensbedingungen die Untersuchungen. Einige Autoren beschreiben
Kulturlésungen, in deren die anagroben Fagellaten bzw. anaerobe und aerobe Bakterien aus
dem Termitendarm einige Zeit am Leben erhdten blelben oder sch sogar vermehren konnen.
Mittdls molekularbiologischer Methoden i es viden Forschen in den letzen Jahren
geungen, Darmsymbionten sydemaisch zu efassen und  wichtige Erkenntnisse  Uber
Zusammensetzung, Funktion und Physologie symbiontischer  Mikroorganismen und  ihrer
Wirte zu erlangen. Die Anpassung der Mikromanipulationstechnik auf anaerobes Arbeiten
sowie die Kombination der mikromanipulatorischen  und  fluoreszenz- mikroskopischen
Techniken werden die Kultivierung und Identifizierung bzw. die Chaakteriserung drikt
anaerober Mikroorganismen wie z.B. der Methanbakterien im Termitendarm vereinfachen.
Eine genaue Charakterisierung der Darmwandflora wére fir en besseres Versandnis des
Celuloseabbaus im Termitendarm sScherlich winschenswert.  Ein weiterer, Ansatzpunkt fir
zukinftige Forschung ist aber auch die Lokdiserung der Mikroorganismen im Darm bzw. an
der Darmwand und die Abschézung ihrer physologischen Aktivité, was durch Anwendung
von Huoreszenz-in-situ Hybridiserung im Rahmen des Moglichen it
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5 Zusammenfassung

Die komplexe Lebensgemenschaft des Termitendarms fasziniet die Biologen schon st
langem. Es ist bekannt, dass Termiten ihre Nahrung mit Hilfe von symbiontischen Bakterien
und Protozoen verdauen konnen. Ohne ihre Symbionten wirden se verhungern. Das
Zusammenspid von  Temiten und darmbewohnenden  Mikroorganismen, zu  denen
Flagellaten, Bakterien, Archaebakterien und Hefen gehdren, it trotz  moderner
Untersuchungstechniken keineswegs vollsténdig aufgeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden:

1) Enige kultiviete und nicht-kultivierte Bakterien charakterisert, die an der Darmwand
von Mastotermes darwiniensis lokaisert snd. Die Darmwandbakterien wurden entweder
nach Kultivieeung oder direkt von der Darmwand fir die Andyse der 16S rDNA
verwendet. Die Sequenzierung erfolgte entweder nach DGGE oder nach Klonierung der
PCR-Produkte. Die identifizierten Bakterien kann man in 7 Gruppen tellen:

1. Gram-positive Bakterien mit hohem GC- Gehdlt

2. Gram:-podtive Bakterien mit niedrigem GC-Gehdt
3: Fusobakterien&hnliche Bakterien

4: (3-Proteobakterien

5: Verrucomicrobien

6: Bacter oides-8hnliche Bakterien

7 Methanogene Bakterien

2) Aufgrund des Vorhandensains des Coenzyms Deazeflavin-Derivas Fizo, kann man
Methanbakterien mikroskopisch identifizieren und von anderen Bakterien unterscheiden, well
Methanbakterien im  kurzweligen Bladlicht blaugrin  aufleuchten  Untersuchungen  haben
gezeigt, dass mindestens zwel Morphotypen von Methanbakterien an der Darmwand von M.
darwiniensis vorkommen. Sie wurden auch Uber 16S rDNA Sequenzanalyse identifiziert. Ihre
Lokdiserung an der Darmwand wurde durch Fuoreszenz-in-gtu-Hybridserung  mit
soezifischen  Oligonukleotiden nachgewiesen.  Schlieldich konnte gezeigt werden, dass pro
Gramm Termite 2,6 pg Methan pro Stunde produziert werden.

3) Bis jetzt wurden aus verschiedenen Termiten sulfatreduzierende Bakterien (SRB) isoliert.
Deshdb wurde in dieser Arbeit die Vebretung der SRB in verschiedenen Insekten
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untersucht. Insgesamt wurden zwei Sequenzen aus Libdlenlarven (FSBO4 und FSBROY),
drei  Sequenzen aus Zuckmickenlarven (FSCI, FSCII und FSC4), ene Sequenz aus
Rosenkdfern  (FSPa4-5) und ebenfdls ene Sequenz aus Eintagsfliegenlarven (FSB6)
identifiziert. Alle identifizieten Bakterien aussr Klon FSB6, gehdren zur Gattung
Desulfovibrio. Klon FSB6 gehort zu der Gram-positiven Gattung Desulfotomaculum.

AulRerdem wurde die Sulfatreduktionsrate der SRB im Darm von Rosenkd&fern (Pachnoda
marginata), Holz- bzw. Sulfa-gefitterten Termiten (Mastotermes darwiniensis) und ener
Reinkultur von Desulfovibrio intestinalis gemessen. Dabel konnte gezeigt werden, dass die
Aktivita pro Zellein Holz-gefiitterten Termite am hichsten ist (4,9 nmol/10” Bakterien x h).
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7 Anhang

7.1 Aligment der SSU rDNA-Sequenzen
Anhang 1. Alignment der SSU-rDNA-Sequenzen der kultivierten Bakterien

Die mit 1 bezeichneten Pogtionen wurden fir die Kontruktion des Stammbaumes der
kultivierten Bakterien von der Darmwand der Termite Mastoter mes darwiniensis verwendet.

E-coli
Stmgriseu
St m set oni
Lc-citreu
Lc-mesent e
Lc-lacU s
St c- angi no
St c-bovi s
St c-agal ac
CAlmcllul
Ar b- gl obi f
Bur - cepaci
Bur - gl adi o
FZ

Fza4

Fz5

Fz1

z2

1070

- UCGUGUUGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU

1111111111

CCUUUGUUGC
UCUGUGUUGC
UCUGUGUUGC
UGUUAGUUGC
UGUUAGUUGC
UGUUAGUUGC
UGUUAGUUGC
UGUUAGUUGC
UGUUAGUUGC
CCCAUGUUGC
UCCAUGUUGC
CCUUAGUUGC
CCTTAGITGC
TGTTAGITGC
CATTAGITGC
CCTGIGITGC
1111111111

UGCCAGUGAU
UGCCGGGGEUC
UGCCGGGGEUC
UGCCGGUGAC
UGCCGGUGAC
UGCCGGUGAC
UGCCGGUAAU
UGCCGGUAAU
UGCCGGUAAU

GAAAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG

1111111111

CAGCGG- - - -
CAGCAUGCC-
CAGCAUGCCC

CNGCATGCCT
1111100000

AAACUGGAGG
AACUCGGAGG
AACUCGGAGG
NAACCGGAGG
AAACCGGAGG
AAACCGGAGG
NAACCGGAGG
AAACCGGAGG
NAACCGGAGG

GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUNAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC

1111111111

- UCCGG- - - -
- UUCGG- G&U
- UUCG- GGGU
UUCAGU- - - -
UUCAGA- - - -
UUCAGU- - - -
UUAA
UUAAGU- - - -
UUAAGU- - - -
GUUAUG- - - -
GUAAUG- - - -
-GCNA- - - - -

TTAAGT- - - -
TTAAGT- - - -
- - CGGGTTAT
TTCGGG - GT
1111110000

AAGGUGGGGA
AAGGUGGGGA
AAGGUGGGGA
AAGGCGGGGA
AAGGCGGGGA
AAGGCGGGGA
AAGGUGGGGA
AAGGUGGGGA
AAGGUGGGGA

1100

GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGACCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGACCG

GATGGGGACT

CAACCCUUAU
CAACCCUUGU
CAACCCUUGU
CNACCCUNAU
CAACCCUUAU
CAACCCUUAU
CAACCCUNAU
CAACCCCUAU
CAACCCCUAU
CAACCCUCGU
CAACCCUCGU
CAACCCUUGU
CAACCCTTGT

CAACCCTTAT
----CCTTAT

1111111111
1150

CAAAGGAGAC
CACAGGAGAC
CACAGGAGAC
CUAGCGAGAC
CUAGCGAGAC
CUAGCGAGAC
CUAGCGAGAC
CUAGCGAGAC
CUAGCGAGAC
CAUGGGAGAC
CAUGGGAGAC
CUAAGGAGAC
CUAGGGAGAC
CTAAGGAGAC
CTAGCGAGAC
CTAGCGAGAC
CATGGGAGAC
CACAGGAGAC

00111111111 111111111

UGACCUCAAG
CGACGUCAAG
CGACGUCAAG
CGACGUCAGA
CGACGUCAGA
CGACGUCAGA
UGACGUCAAA
UGACGUCAAA
UGACGUCAAA

1200

UCAUCAUGGC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
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UGCCGGGGEUC
UGCCGGGGEUC
UGCCGGUGAC
UGCCGGUGAC
TGCCGGTGAC
TGCCGGTAAT
TGCCGGTGAC
TGCCGGEGTC
TGCCGGEGTC
1111111111

CCUUACGACC
CCUUAUGUCU
CCUUAUGUCU
CCUUAUGACC
CCUUAUGACC
CCUUAUGACC
CCUUAUGACC
CCUUAUGACC
CCUUAUGACC
CCUUAUGUCU
CCUUAUGUCU
CCUUAUGGGEU
CCUUAUGGGU
CCTTATGGGT
CCTTATGACC
CCTTATGACC
CCTTATGICT
CCTTATGICT
1111111111

CGACCUCGCG
CGAUGC- GCG
CGAUGCCCCG
CCAACCUCCG
CCAACCCCCG
CCAACCCCCG
CAAGCCGEUG
CGAGUCGEUG
CAAGCCGEUG
CGAUACCGUA
CGAUACUGUG
CCAACCCCCG
CCAACCCCCG
CCAACCCCCG
CAAGCTAGTG
CGAACCGCCG
CGATACCGTA
CGATGTCGTG
1111111111

GGAGUCUGCA
GGGGUCUGCA
GGGGUCUGCA
GCAGUCUGCA
GUAGUCUGCA
GCAGUCUGCA
GUAGGCUGCA

AACUCGGAGG
AACUCGGAGG
AAACCGCGAGG
AAACCGGAGG
AAACCGGAGG
AAACCGGAGG
AAACCGGAGG
AACTCGGAGG
AACTCGGAGG
1111111111

AGGGCUACAC
UGGGCUGCAC
UGGGCUGCAC
UGGGCUACAC
UGGGCUACAC
UGGGCUACAC
UNGGCUACAC
UGGGCUACAC
UNGGCUACAC
UGGGCUUCAC
UGGGCUUCAC
AGGGCUUCAC
AGGGCUUCAC
AGGGCTTCAC
TGGGCTACAC
TGGCGCTACAC
TGGCCTTCAC
TGGCGCTGCAC
1111111111

AGAGCAAGCG
AGGCGGAGCG
AGGCGGAGCG
AAGGUGAGCU
AGGGUGAGCU
AGGGUGAGCU
ACGGCAAGCU
ACGGCAAGCA
ACGGCAAGCU
AGGUGGAGCG
AGGUGGAGCU
AGGGGGAGCU
AGGGGGAGCU
AGGGGGAGCT
ATAGCAAGCT
ACGGCAACCT
AGGTGGAGCG
AGGCGGAGCG
1111111111

ACUCGACUCC
ACUCGACCCC
ACUCGACCCC
ACUNGACUGC
ACUCGACUAC
ACUCGACUGC
ACUCGCCUNC

AAGGUGGGGA
AAGGUGGGGA
AAGGUNGGCGA
AAGGUGGGGA
AAGGT GGGGA
AAGGT GGGGA
AAGGT GGGGA
AAGGT GGGGA
AAGGT GGGGA
1111111111

ACGUGCUACA
ACGUGCUACA
ACGUGCUACA
ACGUGCUACN
ACGUGCUACA
ACGUGCUACA
ACGUGCUACA
ACGUGCUACA
ACGUGCUACA
GCAUGCUACA
GCAUGCUACA
ACGUCAUACA
ACGUCAUACA
ACGTCATACA
ACGTGCTACA
ACGTGCTACA
GCATGCTACA
ACGTGCTACA
1111111111

GACCUCAUAA
AAUCUCAAAA
AAUCUCAAAA
AAUCUCUUAA
AAUCUCUUAA
AAUCUCUUAA
AAUCUCUGAA
AAUCUCUUAA
AAUCUCUUAA
AAUCCCAAAA
AAUCCCAAAA
AAUCCCAGAA
AAUCCCAUAA
AATCCCAGAA
AATCTCTTAA
AATCTCTTAA
AATCCCAAAA
AATCTCAAAA
1111111111

AUGAAGUCGG
AUGAAGUCGG
AUGAAGUCGG
ACGAAGUCGG
AUGAAGUCGG
ACGAAGUCGG
AUGAAGUCGG

UGACGUCAAA
CGACGUCAAA
UGACCUCAAG
UGACCUCAAG
TGACGTCAAG
TGACGTCAAA
TGACGTCAGA
TGACGTCAAA
CGACGTCAAG
1111111111

AUGGCGCAUA
AUGGCCGGUA
AUGGCCGGUA
AUGGCGUAUA
AUGGCGUAUA
AUGGCGUAUA
AUGGCUGGUA
AUGGUUGGUA
AUGGUUGGUA
AUGGCCGGUA
AUGGCCGGUA
AUGGUCGGAA
AUGGUCGGAA
ATGGTCGGAA
ATGGTTGGTA
ATGGCGTATA
ATGGCCGGTA
ATGGCCGGTA
1111111111

AGUGCGUCGU
AGCCGGEUCUC
AGCCGGEUCUC
AGUACGUCUC
AGUACGUCUC
AGUACGUCUC
AGCCAGUCUC
AGCCAAUCUC
AGCCAAUCUC
AGCCGGEUCUC
AGCCGGEUCUC
AACCGAUCCGU
AACCGAUCGU
AACCGATCGT
AGCCAATCTC
AGTACGTCTC
AGCCGGTCTC
AGCCGGTCTC
1111111111

AAUCGCUAGU
AGUUGCUAGU
AGUUGCUAGU
AAUCGCUAGU
AAUCGCUAGU
AAUCGCUAGU
AAUCGCUAGU

UCAUCAUGCC
UCAUCAUGCC
UCCUCAUGGC
UCCUCAUGGC
TCCTCATGGC
TCATCATGCC
TCATCATGCC
TCATCATGCC
TCATCATGCC
1111111111

1250

CAAAGAGAAG
CAAUGAGCUG
CAAUGAGCUG
CNACGAGUUG
CAACGAGUUG
CAACGAGUUG
CAACGAGUCG
CAACGAGUCG
CAACGAGUCG
CAAAGGGCUG
CAAAGGGUUG
CAGAGGGUUG
CAGAGGGUCG
CAGAGGGITG
CAACGAGTCG
CAACGAGITG
CAGAGGGCTG
CAATGAGCTG
1111111111

1300

AGUCCGGAUU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGACU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGACU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGAUU
AGUUCGGAUU
AGUCCGGAUU
AGUCCGGAUU
AGTCCGGATT
AGTTCGGATT
AGTTCGGATT
AGTTCGGATT
AGTTCGGATT
1111111111

1350

AAUCGUGGAU
AAUCGCAGAU
AAUCGCAGAU
AAUCGCGGAU
AAUCGCGGAU
AAUCGCGGAU
AAUCGCGGAU



Anhang

102

GUAGGCUGCA
GUAGGCUGCA
GGGGUCUGCA
GGGGUCUGCA
GCACUCUGCA
GCACUCUGCA
GCACTCTGCA
GIAGGCTGCA
GCAGGCTGCA
GGGGTCTGCA
GGGGTCTGCA
1111111111

CAGA- AUGCC
CAGCAUUGCU
CAGCAUUGCU
CAGC- ACGCC
CAGC- ACGCC
CAGC- ACGCC
CAGC- ACGCC
CAGC- ACGCC
CAGC- ACGCC
CAGCAACGCU
CAGCAACGCU
CAGC- AUGCC
CAGC- AUGCC
CAGC- ATGCC
CAGC- ACGCC
CAGC- ACGCC
CAGCAACCCT
CAGCATTCCT
1111111111

ACACCAUGGCG
ACGUCACGAA
ACGUCACGAA
ACACCAUGGCG
ACACCAUGGCG
ACNCCAUGGG
ACACCACGAG
ACACCACGAG
ACACCACGAG
AAGUCACGAA
AAGUCACGAA
ACACCAUGGCG
ACACCAUGGCG
ACACCATGGCG
ACACCACGAG
ACACCATGGG
AAGTCACGAA
ACGTCACGAA
1111111111

GGAGGGECGCU
GGAGGGAGCU
GGAGGGAGCU
GGAGGGAGCC
GGAAGGAGCC

ACUCGCCUAC
ACUCGCCUNC
ACUCGACCCC
ACUCGACCCC
ACUCGAGUCC
ACUCGAGUGC
ACTCGAGTCGC
ACTCGCCTAC
ACTCGCCTGC
ACTCGACCCC
ACTCGACCCC
1111111111

ACGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGUGAAUA
GCGGTGAATA
GCGGTGAATA
GCGGTGAATA
GCGGTGAATA
GCGGTGAATA
1111111111

AGUGGGEUUCC
AGUCGGUAAC
AGUCGGUAAC
AGUUUGUAAU
AGUUUGUAAU
AGUUUGUAAU
AGUUUGUAAC
AGUUUGUAAC
AGUUUGUAAC
AGUCGGUAAC
AGUUGGUAAC
AGUGGGEUUUU
AGUGGGEUUUU
AGTGGGTTTT
AGTTTGTAAT
AGTTTGTAAT
AGTTGGTAAC
AGTCGGTAAC
1111111111

UACCACUUUG
GUCGAAGEUG
GUCGAAGEUG
GUCUAAGGCA
GUCUAAGGCA

AUGAAGUCGG
AUGAAGUCGG
AUGAAGUCGG
AUGAAGUCGG
AUGAAGCUGG
AUGAAGCUGG
ATGAAGCTGG
ATGAAGTCGG
ATGAAGT CGG
ATGAAGT CGG
ATGAAGT CGG
1111111111

CGUUCCCCEG
CGUUCCCGEG
CGUUCCCGEG
CGUUCCCGEG
CCUUCCCCEG
CCUUCCCNGG
CCGUUCCCGEG
CCGUUCCCCEG
CGUUCCCCEG
CGUUCCCCEG
CGUUCCCGEG
CGUUCCCGEG
CGUUCCCGEG
CGTTCCCGEG
CGTTCCCCEG
CGTTCCCCEG
CGTTCCCCEG
CGTTCCCCGG
1111111111

AAAAGAAGUA
ACCCGAAGCC
ACCCGAAGCC
GCCCAAAGCC
GCCCAAAGCC
GCCCNAAGCC
ACCCGA- - - -

ACCCGAAGUC
ACCCH
ACCCGAAGCC
ACCCGAAGCC
ACCAGAAGUG
ACCAGAAGUG
ACCAGAAGTG
ACCCAAAGCC
GCCCAAAGCC
ACCCGAAGCT
ACCCGAAGCC
1111111111

UGAUUCAUGA
GGACUGGCGA

AAUCGCUAGU
AAUCGCUAGU
AGUCGCUAGU
AGUCGCUAGU
AAUCGCUAGU
AAUCGCUAGU
AATCGCTAGT
AATCGCTAGT
AATCGCTAGT
AGTCGCTAGT
AGTTGCTAGT
1111111111

CCUUGUACAC
CCUUGUACAC
CCUUGUACAC
UCUUGUACAC
UCUUGUACAC
NCUUGUACAC
CCUUGUACAC
CCUUGUACAC
CCUUGUACAC
CCUUGUACAC
CCUUGUACAC
UCUUGUACAC
UCUUGUACAC
TCTTGTACAC
CCTTGTACAC
TCTTGTACAC
CCTTGTACAC
CCTTGTACAC
1111111111

GGUAGCUUAA
GGUGGCCCAA
GGUGGCCCAA
GGUGGCCUAA
GGUGGCCUAA
GGUGGCCUAA

GGUGGCCUAA
GCUAGUCUAA
GCUAGUCUAA
GCTAGTCTAA
GGTGGGCTAA
GGTGGCCTAA
CATGGCCCAA
GGT GGCCCAA
1111111111

AAUCGCGGAU
AAUCGCGGAU
AAUCGCAGAU
AAUCGCAGAU
AAUCGCGGAU
AAUCGCGGAU
AATCGCGGAT
AATCGCGGAT
AATCGCGGAT
AATCGCAGAT
AATCGCAGAT
1111111111

1400

ACCGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACGGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACCGNNNNUC
ACCGCNCGUC
ACCGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACNGCCCGUC
ACCGCCCGUC
ACCGCCCGTC
ACCGCCCGTC
ACCGCCCGTC
ACCGCCCGTC
ACCGCCCGTC
1111111111

1450

CC- - UUCG- -
CCC- CUUGUG
CCC- CUUGUG
CC- - NNNU- -
CC- - UUUUA-
CC- - UUAU- -

CCG UUCG C
CCC- CUUGUG
CC- - ACAA- -
CC- - GCAA- -
CC- - GCAA- -
CCA- ATTAT-

CCGGITCGCC

CCC- CTTGIG
1100111100
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Anhang 2:

1111111111

GGUAACCGUA
GGUAGCCGUA
GGUAGCCGUA

GGUAGCCGU-

GGUAGCCGUA
GGUAGCCGUA
GGTAGCCGTA
GGTAGCCGTA
GGTAGCCGTA
GGTAGCCGTA
GGTAGCCGTA
1111111111

GUCGAAGEUG
CACNANGGUA
CACCACGGUA
CACCACGGTA
GICKAAGGTA
GICTAAGGCA
GICAAAGGTG
GICGAAGGTG
1111111111

1111111111

GGACUGGCGA
GGAUUNANG-

GGAUUCAUGA
GGATTCATGA
GGATAGATGA
GGACAGATGA
GGACTGGCGA
GGACTGGCGA
1111111111

CGGUUGGAUC
CGGCUGGAUC
CGGCUGGAUC

1111111111

UUGGGACUAA
UUGGGACUAA

1111111111

1111111111

1540

ACCUCCU- - -
ACCUCCU- - -
ACCUCCU- - -

ACCTCCTTTC
ACCTCCTTTC
ACCTCCTTTC
ACCTCC- - - -
ACCTCCTTTC
1111111000

§
TGCGGCCGCT
TGCGGEC: - - -
TGCGGCCGCT
0000000000

Alignment der SSU rDNA-Sequenzen von grampostiven Bakterien mit
hohem GC-Gehalt

Die mit 1 bezeichneten Positionen wurden fir die Kostruktion des Stammbaumes der grampositiven

Bakterien mit hohem GC-Gehdt von der Darmwand der Termite Mastotermes darwinienss

verwendet.

Cv-xyli

Ar b- gl obi f
Prp-avi dum
Mel - phphov
Fra-spCeD2
F6- Eubak
FM32

FMB4

1000000000 0000000000 0000000000

1100

GGUUAAGUCC CGCAACGAGC GCAACCCUUA
GGUUAAGUCC CGCAACGAGC GCAACCCUCG

1070

- - - CAUGUUG
- - - CAUGUCG
- - - CAUGUCG
- - - CAUGUCG
CCUCGUGUCG
- - - CAUGUCG
GCUCGUGUCG

0000111111

UCCUUUGUUG
UCGUAUGUUG

UGAAAUGUUG
UGAGAUGUUG
UGAGAUGUUG
UGAGAUGUUG
UGAGAUGUUG
UGAGAUGUUG
UGAGAUGUUG

1111111111

CCAGCGG- UC
CCAGCACGUC
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GGUUAAGUCC
GGUUAAGUCC
GGUUAAGUCC
GGUUAAGUCC
GGUUAAGUCC

1111111111

CGGCCGGGAA
AUGGUGGGAA
AUGGCGGGAA
AUGGCGGGGA
AUGGUGGGGA
AUGCCGGGGA
GUGUCGGGGA
- - GCCGGGAA
AUGCSGGGGA
AUGCCGGGGA
1111111111

GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGACGACGU
GGGAUGACGU
GGGAUGACGU

GGGACGACGU
GGGAWGACGU
GGGAUGACGU
1111111111

UACAAUGGCG
UACAAUGGCC
UACAAUGGCC
UACAAUGGCC
UACAAUGGCC
UACAAUGGCU
CACAAUGGCC
UACAAUGGCC
UACAAUGGCC
1111111111

AUAAAGUGCG
AAAAAGCCGG
AAAAAGCCGG
AAAAAGCCGG
GGAAAGCCGG
AAAAAGCCAG

1111111111

1111111111
1150

CUCAAAGGAG
CUCAUAUGAG
CUCAUAGGAG
CUCAUGGGAG
CUCAGUGGAG
CUCAUAGGAG
CUCAUAGGAG
CUCAAGAAAG
CUCAUAAGAG
CUCAUAGGAG
1111111111

1200

CAAGUCAUCA
CAAAUCAUCA
CAAAUCAUCA
CAAAUCAUCA
CAAGUCAUCA
CAAGUCAUCA
CAAGUCAUCA
CAWGUCCUCA
CAAGUCAUCA
1111111111

1250

CAUACAAAGA
GGUACAAAGG
GCUACAAAGG
GCGUACAAAGG
GGUACAAAGA
GGUACAAAGG

1111111111
1300

UCGUAGUCCG
UCUCAGUUCG
UCUCAGUUCG
UCUCAGUUCG
UCUCAGUUCG
UCUCAGUUCG
UCUCAGUUCG
UCUCAGUUCA
UCUCAGUUCG
1111111111

GCAACCCUCG
GCAACCCUCG
GCAACCCUCG
GCAACCCUCG
GCAACCCUCG
GCMMSCCUCG

1111111111

- ACUGCCAGU
- ACUGCCGGG
- ACUGCCGGG
- ACUGCCGGG
- ACCGCCGEG
- ACUGCCGGG
- ACUGCCGGG
- ACUGCCGGG
- GCUGCCGEG
CACUGCCGGG
0111111111

UGGCCCUUAC
UGCCCCUUAU
UGCCCCUUAU
UGCCCCUUAU
UGCCCCUUAU
UGCCCCUUAA
UGCCCCUUAU
UGCCCCUUAU
UGCCCCUUAU
1111111111

GAAGCGACCU
GCUGCGAUGU
GCUGCAAUAC
GUUGCGAUAC
GUUGCGAGCC
GCUGCAAUAC
GCUGCAAUAC
GCUGCAAUCC
GCUGCAAUCC
1111111111

GAUUGGAGUC
GAUUGAGGUC
GAUUGAGGUC
GAUUGGGEUC
GAUUGGEGEUC
GAUUGGEGEUC

1111111111

UUCUAUGUUG
UUCCAUGUUG
- UCACUGUUG
UCCUAUGUUG
UCCUAUGUUG
UUUCUUGUUG
UCCWAUGUUD
UCCUUUGUUG
1111111111

GAUAAACUG
GUCAACUCG
GUCAACUCG
GUCAACUCG
GUCAACUCG
GUCAACUCG
GUCAACUCG
GUCAACUCG
GUCAACUCGA
GUCAACUCG
1111111110

GACCAGCGCU
GUCUUGGEGECU
GUCUUGGGECU
GUCUUGGEGECU
GUCCAGGGCU
GUCCAGGGCU

GUCCAGGGCU

1111111111

UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
UGCAACUCGA
1111111111

CCAGCGCGUA
CCAGCGCGUA
CCAGCACGUU
CCAGCGGGUA
CCAGCGAGUC
CCAGCGGEUUC
CCAGCGGAUA
CCAGCGGAUA
1111111111

GAGGAAGEUG
GAGGAAGEUG
GAGGAAGEUG
GAGGAAGEUG
GAGGAAGEUG
GAGGAAGEUG
GAGGAAGEUG
AAGGAAGGUG
GAAGARUGUG
GAGGAAGEUG
1111111111

ACACACGUCC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
UCACGCAUGC
1111111111

AGCGGACCUC
AGCGAAUCCC
AGCGAAUCCC
AGCUAAUCCC
AGCGAAUCUC
AGCGAAUCCC
AGCGAAUCCC
AGCGAAUCCC
AGCGAAUCCC
1111111111

CUCCAUGAAG
CCUCAUGAAG
CCUCAUGAAG
CCCCAUGAAG
CCCCAUGAAG
CCCCAUGAAG
CCCCAUGAAG
CCCCAUGAVG
CCCCAUGAAG
1111111111
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UCGGAAUCGC
UCGGAGUCGC
UCGGAGUCGC
UCGGAGUCGC
UCGGAGUCGC
UCGGAGUCGC
UCGGAGUCGC
UCAGAGUCGC
UCGGAGUCGC
1111111111

ececcoesVel
ecececoesvel
CGGGCCUUGEU
CGGGCCUUGEU
CGGGECUUGEU
CGGGCCUUGU
CGGGCCUUGU
CGGEGECUUGU
eceececesVel
1111111111

AGUAGGUAGC
AGCCGEUGEC
AGCCGEUGEC
AGCCGGEUGEC
AGCCGGEUGEC
AGCCGGEUGEC

1111111111

AUGACUGGGG
GUGAUUAGGA
GUGAUUAGGA
GCGAUUGGGA
GUAAUUAGGA
GCGAUUAGGA
GUAAUUAGGA
GUAAUUAGGA
GUAAUUAGGA
1111111111

1350

UAGUAAUCEU
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
1111111111

AGAUCAGCAA
AGAUCARCAA
AGAUCAGCAA
1111111111

1400

ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
ACACACCGCC
1111111111

CGUCACACCA
CGUCAAGUCA
CGUCAAGUCA
CGUCAAGUCA
CGUCAAGUCA
CGUCAAGUCA

1111111111

1450

UUAACC- UUC
CUAACC- CUU
CCAACC- CWU
CUAACCCCUU
CUAACC- UcU
CCAACC- UWU
CUAACC- CUU
CUAACC- CUU
CUAACCUUWU
1111111111

1490

- UGAAG- - - -
- CUAAG- - - -
- CUAAG - - -
- CUAAG - - -
- CUAAG- - - -
“CUA------
- CUAAGUCGU
- CUAAGUCGU
ACUAAGUCCU
0111110000

G - GGAGGGC
GU- GGAGGGA
GU- GGAGGGA
GUGGGAGGGA

0000000000

UGCCACGGEUG
CCCUGCGEUG
CGCUGCGAUG
CGCUGCGAUG
CGCUGCGEUG
CGCUGCGEUG
CCCUCGCGEUG
CCCUGCGEUG
CCCUGCGEUG
1111111111

1111111111

GCUUACCACU
GCCGUCGAAG
GCCGUCGAAG
GCCGUCGAAG
GCCGUCGAAG
GCCGUCGAAG
GCCGUCGAAG
CCCAUCGAAG
GCCGUCCAAG
1111111111

CCGUACCGGA
CCGUACCGGA
CCGUACCGGA
0000000000

AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
AAUACGUUCC
1111111111

UUGCAAAAGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
UAACACCCGA
1111111111

UUGUG- AUUC
GUGGG- AUCG
GUGGG- AUCG
GUGGG- ACUG
GUGGG- ACUG
GUGGG- ACUG
GUGGG- ACCG
GUGGG- ACCG
GUGGGGACCG
1111101111

0000000000
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Anhang 3: Alignment der SSU-rDNA-Sequenzen der grampositiven Bakterien mit
niedrigem GC-Gehalt

Die mit der 1 bezeichneten Positionen wurden fir die Konstruktion des Stammbaumes der
grampositiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehat von der Darmwand der Termite Mastotermes
darwiniensis verwendet.

E-col i
C-rectum
C- ani nobut
C-cel l ul os
B-1ichenif
B- pant ot he
Lc- mesent e
St p- aur eus
Eub- br achy
B-1autu

F5

F8- Eubak
Fwe7

FML5

FMB0

1000000000

AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCN
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACGAGCGCA
AACRAGCGCA
AACGAGCCCA
AACGAGCGCA
1111111111

1150

AAAGGAGACU
AUGCGAUACU
UAGUGAGACU
UAUUAAGACU
UAAGGUGACU
UAAGGUNACU
UAGCGAGACU
UAAGUUGACU
UAGUGAGACU
UAAGGUGACU
UACCGAGACU
UAACGGGACU
UAACGGGACU
NAAUGAGACC
UGGNGANACU
1111111111

0000000001

ACCCUUAUCC
ACCCCUUUCG
ACCCUUGUCA
ACCCUUGUUA
ACCCUUGAUC
ACCCUUGAUC
ACCCUUAUUG
ACCCUUAAGC
ACCCUUGUCA
ACCCUNGAUC
ACCCUUGUCG
ASCCUUGCCG
ACCCUUUUCN
ACCCUUCUCN
1111111111

GCCAGUGAUA
GCCUGCGAUC
GCCGUGGAUA
GCCGUUGAUA
GCCGGUGACA
GCCGGUGACN
GCCGGUGACA
GCCGGUGACA
GCCGGGGACA
GCCGGUGACA
GCCGGGGAUA
GCCGGGGACA
GCCGGGGACA
GCUACCG- UA
GCCAGNNCAU
1111111111

CGUGUUGUGA
CGUGUCCGUGA
CGUGUCCGUGA
CGUGUCGUGA
CGUGUCGUGA
CGUGUCGUGA
CGUGUCGUGA
CGUGUCGUGA
CGUGUCGUGA
CGUGUCCGUGA

1111111111

UUUGUUGCCA
UAUGUUGCCA
UUAGUUGCCA
AUAGUUGCUA
UUAGUUGCCA
UUAGUUGCCA
UUAGUUGCCA
UUAGUUGCCA
UUAGUUGCCA
UUAGUUGCCA
GUAGUUGCCA
UUAGUUGCCA
UUUUUUGCUA
UCUUUUACCA
1111111111

AACUGG- AGG
AGCAGG- AGG
ACACGG- AGG
AAACGG- AGG
AACCGG- AGG
AACCGG- AGG
AACCGG- AGG
AACCGG- AGG
ACUCGG- AGG
AACCGG- AGG
ACUCGG- AGG
ACUCGGGAGG
ACUCGG- AGG
AGGUGG- AGG
NACCNGGAGG
1111110111

UA- GUCNGUU
UN- GUCCGNU
1111111111

1130

GCGG- UCCGG
UCA- UUAAGU
GCA- GUAAGA
- G- - - GCAA-

GCA- UUCAGU
GCA- UUUAGU
GCA- UUCAGA
UCA- UUAAGU
UCA- UUAAGRU
GCA- UUCAGU
GCAGCUAGGC
UCGCUUCGGEG
UCA- GCCAGG
CC-- - - CNA-

UUUNUUCAGU
1110111111

- - AAGGBUGGEG
- - AAGGUGGG
- - AAGGUGGG
- - AAGGUGGG
- - AAGGUGGG
- - AAGGUGGEG
- - AAGGCGGG
- - AAGGBUGGEG
- - AAGGBUGGEG
- - AAGGBUGGEG
- - AAGGUGGEG
GAAAGGUGGEG
- - AAGGUGGG
- - AAGGUGGG
- - AANGUGGG
0011111111

UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC
UAAGUCCCGC

UAAGUCCCGC
UAANUCNUUC
1111111111

CCGGGAACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- - GAGCACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- UGGGCACUC
- CGGGCACUC
CUGGGCACUC
- - GAGCACUC
- UGGGGACUC
0111111111

GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCN
GACGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GANUACGUCN
GAUGAGGUCA
1111111111

1100
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1200

AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
GAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCAUCAUG
AAUCUNCAUN
AAUCNUCAUN
1111111111

1250

UA- CAAAGAG
UA- CAGAGAG
UA- CAAAGAG
CAACAAAGGG
AA- CAAAGGCG
AA- CNAAGGG
UA- CAACGAG
UA- CAAAGGG
UA- CAAAGAG
AA- CAAAGGCG
UA- CARARAG
UA- CAAUGGG
UA- CAAUGGG
CNACANANGG
AA- CAAAGGG
1101111111

1300

CGUAGUCCGG
CUCAGUUCGG
CCCAGUUCGG
CCCAGUUCAG
CUCAGUUCGG
CUCNGUUCGG
CUCAGUUCGG
CUCAGUUCGG
CCCAGUUCGG
CUCAGUUCGG
CCCAGUUCGG
CCCAGUUCGG
CCCAGUUCGG
CUCAGUUCGG
CUCAGUUCGG
1111111111

1350

UAGUAAUCGU
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC

GCCCUUACGA
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUGU
CCCCUUAUGA
CCCCUUAUGA
CCCCUUAUGA
CCCCUUAUGA
CCCCUUAUGA
CCCCUUAUGU
CCCCUUAUGA
CCCCUUAUGC
CCCCUUAUGU
CCCCUUAUKU
CCCCUUANGA
CCCCUUAUAA
1111111111

AAGCGACCUC
UCGCAAACCU
ACGCAAGACG
AAGCAAUACC
CAGCGAAGCC
CNGCGAAGCC
UUGCCAACCC
CAGCGAAACC
AAGCAAGACC
CAGCGAAGCC
AAGCAAGGUC
AAGCGAUACG
AAGCAAUAUG
AAGCNAACCC
AANCGAAGCC
1111111111

AUUGGAGUCU
AUUGUACUCU
AUUGUAGGCU
AUUGCAGGCU
AUCGCAGUCU
AUUGCAGGCU
AUUGUAGUCU
AUUGUAGUCU
AUUGUAGGCU
AUCGCAGUCU
AUCGCAGGCU
AUUGCAGGCU
AUUGCAGGCU
AUCGCAGGCU
AUUGNACUCU
1111111111

GGAUCAGA- A
AAAUCAGCUA
AGAUCAGA- A
GGAUCAGC- A
GGAUCACC- A

CCAGGGCUAC
GCUGGGCUAC
UCUGGGCUAC
CCUGGGCUAC
CCUNGGCUAC
CCNNGGCUAC
CCUGGGCUAC
UUUGGGCUAC
UCUGGGCUAC
CCUGGGCUAC
CCUGGGCUAC
UCUGGGCUAC
CUUGGGCUAC
CCUGGGNUAC
CCUGGGCUAC
1111111111

GCGAGAGCAA
GCGAGGGGGA
GUGACGUGGA
GCGAGGUGGA
GCGAGGCUNA
GCGAGGCCAA
GCGAGGGUGA
GCGAGGUCAA
GCAAGGUGGA
GCGAGGCUAA
GCGAGGCGGA
GCGACGUGGA
GCRACAUGGA
GCNAGGUGNA
GCGAGGCNAA
1111111111

GCAACUCGAC
GCAACUCGAG
GCAACUCGCC
GCAACCCGCC
GCAACUCGAC
GCNACUCGCC
GCAACUCGAC
GCAACUCGAC
GAAACUCGCC
GCAACUCGAC
GAAACCCGCC
GAAACCCGCC
GAAACCCGCC
GCAACCCGCC
GCAACCCGNG
1111111111

UGCCACGGEUG
UGUUGCGGEUG
UGCUGCGGEUG
UGCCGCGEUG
UGCCGCGGUN

ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUACUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACKUGCUA
ACACGUGCUA
ACACKUGCUA
ACNCNUNCUA
GCACGUNCUA
1111111111

GCGGACCUCA
GCUAAUCUCA
GCAAAUCUCA
GCGAAUCCCC
GCCAAUCCCA
GCNAAUCCCA
GCUAAUCUCU
GCAAAUCCCA
GCAAAGCUCA
GCCAAUCCCA
GCAAAUCUCA
GCAAAUCACC
GCAAAUCACC
GCCAACCCCC
GCNAACCCCA
1111111111

UCCAUGAAGU
UACAUGAAGU
UACAUGAAGU
UGCAUGAAGA
UNCGUGAAGC
UGCAUGAAGC
UACAUGAAGRU
UACAUGAAGC
UACAUGAAGU
UGCGUGAAGC
UGCGUGAAGU
UGCAUGAAGU
UGCAUGAAGC
UGCNUNAANU
UGCAUGAANU
1111111111

AAUA- CGUUC
AAUA- CGUUC
AAUG- CGUUC
AAUA- CGUUC
AAUA- CGUUC

CAAUGGCGCA
CAAUGGGUAG
CAAUGGCUGG
CAAUGGCCGC
CAAUGGGCAG
CNAUGGAUGG
CAAUGGCGUA
CAAUGGACAA
CAAUGGCUGG
CAAUGGGCAG
CAAUGGCCGG
CAAUGGCCGG
CAAUGGCCGG
CANUGGCCGU
CAAUGGGUCA
1111111111

UAAAGUGCEU
GAAAACUAUU
- AAAACCAGU
- AAAAGCGGU
CAAAUCUNUU
UNAAACCNUU
UAAAGUACRU
UAAAGUUGUU
- AAAACCAGC
CAAAUCUGUU
- AAAACCGGU
- AAAACCGGEU
- AAAACCGGU
- AAAACCGGU
CAAAAUUAUU
1111111111

CGG- AAUCGC
UGG- AAUCGC
UGG- AGUUGC
CGG- AAUUGC
UNG- AAUCGC
CGG- AAUCGC
CGG- AAUCGC
UGG- AAUCGC
CGG- AGUUGC
UGG- AAUCGC
UGG AGUUGC
CGG- AGUMGC
CGG- AGUUGC
CGG- AAUUNC
UGGGAAUCNC
1110111111

CCGGGECCUUG
UCGGGUCUUG
CCGGEUCUUG
CCGGGECCUUG
CCGGGCCUNG
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UNGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCEU
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGU
UAGUAAUCGU
NANUAAUCGC
UAGUAAUCNC
1111111111

1400

UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UACACACCGC
UUCNNACCGC
UCACCNCCCC
1111111111

GGAUCAGC- A
GGAUCAGC- A
AGAUCAGC- A
AGAUCAGA- A
GGAUCACGCC- A
GAAUCAAA- A
GAAUCAGA- A
GAAUCARA- A
NGAUCAGC- A
NGAUCAGCAN
1111111101

CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
NCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUNACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCACACC
CCGUCNCNCC
CCUNCANCCC
1111111111

1450

UAGCUUAACC - UUCG- - - - -

AGGCCUAACC
CCA------
UUGCGUAACC

UGGCCUAACC
UGGAGUAACC
C AGA- - - - -

CAGC- - - - - -
CAAUC: - - - -
NGUCUNACCC
UGGCCUACCC
1111000000

- GCAA- - - - -
AUAAAUA- - -

- UUUUA- - - -
- UUUUA- - - -
- UAAA- - - - -

CNAA- - - - - -
CCAUAGGGAG
0000000000

UGCCGCGGUN
CGCCGCGEUG
UGCUACGGEUG
UGCUGCGEUG
UGCCCCGEUG
UGUCCGCGEUG
UGUCACGGEUG
UGUCACGGUR
AGCCGNGGNN
GCUUCCGGUA
1111111111

AUGCGA- - GU
ACGAGA- - GU
AUGGAA- - GU
AUGAGA- - GN
ACGAGA- - GU
ACGAGA- - GU
AUGGGA- - GU
ACGAGA- - GU
AUGGAA- - GU
ACGAGA- - GU
AUGGAA- - GU
AUGGAA- - GU
AUGGAAA- GU
AUGAAAA- AC
NNAAAAUUGG
1111110011

AGGAGAUUGC
0111111111

1500

AAUA- CGUUC
AAUA- CGUUC
AAUA- CGUUC
AAUG- CGUUC
AAUA- CGUUC
AAUG- CGUUC
AAUA- CGUUC
AAUA- CUUUC
AAUAACUUUC
AAUC- CuuCC
1111011111

GGGUUGCAAA
UGGUUGCACC
UGGGGGCGCC
NGGCAACACC
UUGUAACACC
UGGUAACACC
UUGUAAUGCC
UUGUAACACC
UGGGGGECGCC
UNGUAACACC
UGGGGGCGCC
UGGGGGCGCC
UGGGGGCGCC
NGGUANCCCC
UAUUGACCCU
1111111111

UUACCACUUU
CUCCGAGGGU
UACCUAAGGC
CGCCGAAGGU

CGUCUAAGGC
CGUCGAAGEU
UACCUAAGEU
UGCCUAAGGC
UCCCUAAGGC
UCCCUAAGGC
UGCCCAAGRU
UCCCAGAGRU
1111111111

CCGGGUNUUG
CCGGEUCUUG
CCGGGUAUUG
CCGGEUCUUG
CCGGGCCNNG
CCGGEUCUUG
CCGGEUCUUG
CCGGEUCUUG
CCNGGNNNUG
CCGGGEUCUGN
1111111111

CAAAAUNAUU
AGAACUAGUC
1111111110

GUGAUUCA- U
GUGAUUAG- C
GAAAUCAA- U
GGGAUCGG- U

GUUGUAUCUU
1111111101

AAGUCGUAAC AAGGUAGCCG UAUCGGAAGG UGCGGCUGGA
AAGUCGUAAC AAGGUAGCCG UAUCGGAAGG UGCGGCU- - -
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GACUGGGEEUG AAGUCGUAAC AAGGUAGCCG UAUCGRAAGG UGCGGCUGGA
GANUGGGGUU AAGUNUUUAC CCGGUUNCCC AUUUCUGNAA NGUNCAGCUA
GGGCAUAUNG NGGUGUUNAA UCUCUAUACA CAGGUGUUAC UCCCGUCAUG
11111112111 1111111110 0000000000 0000000000 0000000000

Anhang 4. Alignment der SSU-rDNA-Sequenzen der Fusobacterium-Gruppe

Die mit der 1 bezeichneten Postionen wurden fir die Konstruktion des Stammbaumes der
Fusobacterium-dhnlichen Bakterien von der Darmwand der Termite Mastotermes darwiniensis

verwendet.

E- col

Fus- necph2
Fus- nucl ea
Fus-varium
Fus- russi
Fus- goni di
Fus-al oci s
FMB1

FMB3

FML6

1070

- UCGUGUUGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU
- UCGUGUCGU

1111111111

CCUUUGUUGC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUGUUAC
CGUAUKUUAC
1111111111

UAAACUGG- A
CGAGCAG - A
UGAGUAGG- A
UGAGCAGG- A
UGAGCAGG- A
CGAGCAGG A
UGAGCAGG- A
UGACAAGGGA
UGACAAGGUA
UGACAAGG- A
0111111101

CCAGGGCUAC
GCUGGGCUAC
GCUGGGCUAC
GCUGGGCUAC
GCUGGGCUAC
GCUGGGCUAC
GCUGGGCUAC

GAAAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG
GAGAUGUUGG

1111111111

CAGCGG- UCC
CAGCC- UUCA
CAUCA- UUAA
CAUCA- UUAA
CAUCA- UUAA
CAGCC- UUUA
CAUCA- UUAA
CAUCA- UUCA
CAUCA- UUCA
CAUCA- UUCA
1111101111

GGAAGGBUGGEG
GGAAGGUGGEG
GGAAGGUGGEG
GGAAGGUGGEG
GGAAGGUGGEG
GGAAGGUGGEG
GGAAGGUGGEG
GGAAGGUGEG
GGAAGGBUGEG
RGAAGGUGGEG
1111111111

ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUGCUA

GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC
GUUAAGUCCC

1111111111

GGCCGGGAAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
GU- UGGGGAC
1101111111

GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUNN
GAUGACGUNN
GAUGACGUCA
GAUGACGUNA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
GAUGACGUCA
1111111111

CAAUGGCGCA
CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAG

1100

GCAACGAGCG
GCAACGACCG
GCAACGACCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCAACGAGCG
GCCACGAGCG
GCAACGAGCG
1111111111

1150

UCAAAGGAGA
UCAUGCGAUA
UCAUGCGAUA
UCAUGCGAGA
UCAUGCGAUA
UCAUGCGAUA
UCAUGCGAUA
UCAUGCGAGA
UCAUGCGAGA
UCAUGCGAAA
1111111111

1200

AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUCAUCAUG
AGUYAUCAUG
1111111111

1250

UACAAAGAGA
UACAGAGAGC
AACAGAGAGU
UACAGAGAGC
AACAGAGAGU
UACAGAGAGC
AACAGAGAGU

CAACCCUUAU
CAACCCCUAU
CAACCCCUW
CAACCCCUW
CAACCCCUW
CAACCCCUAU
CAACCCCUNU
CAASCCUUWU
CMVSC- UUUU
CAACCCUUWU
1111111111

CUGCCAGUGA
CUGCCUGCGA
CUGCCUACGA
CUGCCUGCGA
CUGCCUGCGA
CUGCCUGCGA
CUGCCUGCGA
CUGCCUUGGA
CUGCCUUGGA
CUGCCUUGGA
1111111111

GCCCUUACGA
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUAC
CCCCUUAUAU
CCCCUUAUAU
CCCCUUAUAU
1111111111

AGCGACCUCG
GGCAAACCCG
UGCAAAGCCG
UGCAAACCUG
GGCGAAGCUG
GGCGAACCCG
UGCAAAGCCG



Anhang

110

GCUGGGCUAC
GCUGGGCUAC
RCUGGGCUAC
1111111111

CGAGAGCAAG
CGAGGGGGAG
UGAGGUGGAG
CGAGGGUAAG
UGAACUGGAG
CGAGGGGGAG
UGAGCUGGAG
CGAGGCAGAG
CGAGGCAGAG
CGAGGVAMVAG
1111111111

GCAACUCGAC
GCAACUCGAG
GCAACUCGAG
GCAACUCGAG
GCAACUCGAG
GCAACUCGAG
GCAACUCGAG
GCAACCCGEG
GCAACCCCEG
GCAACCCCEG
1111111111

GCCACGGUGA
GUUGCGGUGA
GUCGCGGUGA
GUUGCGGUGA
GUUGCGGUGA
GUUGCGGUGA
GUCGCGGUGA
GUUGCGGUGA
GUUGCGGUGA
GUUGCGGUGA
1111111111

GGGAGUGCGEU
GAGAGUUGGEU
GAGAGUUGGEU
GAGAGUUGGEU
GAGAGUUGGEU
GAGAGUUGGEU
GAGAGUUGGU
GAGAGUUGGU
GAGAGUUGAU
GAGAGUUGAU
1111111111

ACACGUGCUA
ACACGUGCUA
ACACGUKCUA
1111111111

CGG- ACCUCA
CAA- AUCUCA
CUA- AUCUCA
CUA- AUCUCA
CAA- AUCUCA
CAA- AUCUCA
CUA- AUCUCA
CGA- AACUCA
CGA- AACUCA
CGAGAACUCA
1110111111

UCCAUGAAGRU
UACAUGAAGU
UACAUGAAGU
UACAUGAAGU
UACAUGAAGU
UACAUGAAGU
UACAUGAAGU
UACAUGAARU
UACAUGAARU
UACAUGAARU
1111111111

AUACGUUCCC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
AUACGUUCUC
1111111111

UGCAAAAGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
UGCACCUGAA
CGCACCUGAA
1111111111

CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAG
CAAUGGGUAS
1111111111

UAAAGUGCEU
GAAAACUAUU
GAAAACUAUU
UAAAACUAUU
GAAAACUAUU
GAAAACUAUU
GAAAACUNUU
SAAAACUAUU
GAAAACUAUU
GAAAACUAUU
1111111111

CGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCGCU
UGGAAUCSCU
1111111111

GGGCCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
GGGUCUUGUA
1111111111

GUAGGUAGCU
GUAGCAGGCC
GUAGCAGGCC
GUAACAGGCC
GUAACAGGCC
GUAGCAGGCC
GUAGCAGGCC
GUAGCAGGCC
GUAGCAGGCC
GUAGCWGGCC
1111111111

AACAAAGAGA
AACAAAGAGA
AACAAAGAGA
1111111110

AGCAAAGCCG
AGCGAAGCCG
AGCGAASCCG
0111111111

1300

CGUAGUCCGG
CUUAGUUCGG
CUUAGUUCGG
CUUAGUUCGG
CUUAGUUCGG
CUUAGUUCGG
CUUAGUUCGG
CUCARUUCGG
CUCAGUUCGG
CUCAGUUCGG
1111111111

AUUGGAGUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AUUGUACUCU
AWUWGUAMUCU
1111111111

1350

AGUAAUCGUG
AGUAAUCGCA
AGUAAUCGCG
AGUAAUCGCA
AGUAAUCGCA
AGUAAUCGCA
AGUAAUCGCG
AGUAAUCGCA
AGUAAUCGCA
AGUAAUCSCA
1111111111

GAUCAGA- AU
AAUCAGCAAU
AAUCAGCAAU
AAUCAGCUAU
AAUCAGCAAU
AAUCAGCAAU
AAUCAGCAAU
AAUCAGCAAU
AAUCAGCAAU
AAUCMRCAAU
1111111111

1400

CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
1111111111

GUCACACCAU
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACNCCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAU
GUCACACCAU
1111111111

1450

UAACCUUCGG
UAACCUUAGG
UAACCGUAAG
UAACCGUAAG
UAACCGAAAG
UAACCGUAAG
UAACCG- - - -

UAACCGUAAG
UAACCGUAAG
UAACCGUAAG
1111111111

GAGGGCGCUU
GAAGGAUGCU
GAGGGAUGUU
GAGGGAUGUU
GAGGGAUGUU
GAAGGAUGCU

GAAGGAUGCU
GAAGGAUSCU
1111111111
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Anhang 5

ACCACUUUGU
CCGAGGGUGU
CCGAGGEUGU
CCGAGECEUGU
CCGAGGGUGRU
CCGAGGGUGRU

1111111111

Alignment

Verrumicrobium-Gruppe

GAUUCA- UGA
GGUUAG- CGA
GAUUAG- CGA
GAUUAG- CGA
GAUUAG- CGA
GGUUAG- CGA
GGUUAG- CGA
GGUUGG- CGA
GGUUGGGCGA
1111110111

1500

CUGGGGUGAA
UUGGGGUGAA
NNGGGG- - - -

UUGGGGUGAA
UUAGGGUGAA
UUAGGGUGAG
0111111100

GUCGUAACAA
GUCGUAACAA
- - - GUAACAA

GUCGUAACAA
GUCGUAACAA
GUCGUAACAA
0001111111

GGUAACCGUA
GGUAUCCGUA
GGUAUCCG- -

GGUAUCCGUA
GGUAUCCGUA
GGUAUCCGUA
1111111100

der SSU-rDNA-Sequenzen der  Proteobakterien  bzw.

Die mit 1 bezeichneten Postionen wurden fur die Konstruktion des Stammbaumes der
Proteobakterien bzw. Verrumicrobium-Gruppe von der Darmwand der Termite Mastotermes
darwiniensis verwendet.

B-subtilis
E-col i

Tha- ar omat
Tha- sel nat
Ni s-ci nere
Dsv-desul f
Rht - mari nu
Fw45
Ver r u- Seq
FnvB

FMBO

Fv41

Fwv44

1000000000

1100

UGG GUUAAG
UGG GUUAAG
UGG GUUAAG
UGG GUUAAG
UGG- GUUAAG
UGG- GUUAAG
UNG- GUUAAG
UGC- GUUAAG

UGCCGUUUNG
1110111111

- UUCAGU- UG
G UCCGGCCG
- UUUGGU- UG
- UUGAGU- UG
- UUUAGU- UG
AGUAAUGUUG

0000000000

UCCCGCAACG
UCCCGCAACG
UCCCGCAACG
UCCCGCAACG
UCCCGCAACG
UCCCGCAACG
UCCCGCCNCG
UCGCGCAACG
UCGCGCAACG
- - CCGCAACG
UCCCGCAACG
UCCGGCCACG
1111111111

1150

GGCACUCUAA
GGAACUCAAA
GGCACUCUAG
GGCACUCUAG
GGCACUCUAA
GGCACUCUAU

0000000111

AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCSCAACCC
AGCGCAASCC
AGCGCAACCC
AGCGCCCCCC
1111111111

GGUGACUGCC
GGAGACUGCC
UGAGACUGCC
UGAGACUGCC
UGAGACUGCC
UCAGACUGCC

CAGCUCCUGU
CAGCUCGUGU
CAGCUCCUGU
CAGCUCCUGU
CAGCUCCUGU
CAGCUCGUGC

- - UCCCCGNUWU
1111111111

UUGAUCUUAG
UUAUCCUUUG
UUGUCACUAG
UUGUCACUAG
- - GUCAUUAG
CUAUGGAUAG
CUACCGCCAG
UUUUNNCCAG
CUGUCCUUAG
CUKUCCUUAG
CUAUGGUUAG
CUAUGGUUAG
UCUUUCUNAG
1111111111

GGUGACAAAC
AGUGAUAAAC
GGUGACAAAC
GGUGACAAAC
GGUGACAAGC
CGGGUUAACC

CGUGAGAUGU
UGUGAAAUGU
CCUGAGAUGU
CCGUGAGAUGU
CGUGAGAUGU
CGUGAGGUGU

UUCCNGUUAU
0111101111

UUG- CCAGCA
UUG- CCAGCG
UUG- CCAUCA
UUG- CCAUCA
UUG- CCAUCA
UUG- CCAGCA
UUA- CCAGCG
UUG- CCACCA
UUG- CCAUCA
UUG- CCAUCA
UUA-C----A
UUA-C----A
UUUUCCAGCG
1110111111

CCGAGGAAGG
UGGAGGAAGG
CGGAGGAAGG
CGGAGGAAGG
CGGAGGAAGG
GGGAGGAAGG
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GGUAAUGCCG
- UUUAGU- UG
- UUUAGU- UG
- UUUAGU- UG
CCGUCCGCAAG
CGUCCGCAAG
GUUAAAGCCG
0111111011

UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGACGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
UGGGGAUGAC
1111111111

GCUACAAUGG
GCUACAAUGG
CAUACAAUGG
CAUACAAUGG
CAUACAAUGG
ACUACAAUGG
GCUACAAUGG
CAUACAAUGG
ACUACAAUGC
ACUACAAUGC
ACUACAAUGC
ACUACAAUGC
GCUACAAUGC
0111111111

CCAC- - AAAU
UCAU- - AAAG
CCAA- - AAAG
CCUU- - AAAG
UCAC- - AAAA
CCAA- - AAAA
CCU- - - AAAG
CCCAUAAAAG
CUC- - - AAAA
UUC- - - AAAA
UCAG- - AAAA
UCAG- - AAAA
CAU- - - AAAG
1110001111

GGGACUCUGG
GGCACUCUNG
GGCACUCUAG
GGCACUUUAA
GACUCUCUAG
GACUCUCUAG
GGGACUCUAA
1111111111

1200

GUCAAAUCAU
GUCAAGUCAU
GUCAUGUCCU
GUCAAGUCCU
GUCAAGUCCU
GUCAAGUCAU
GUCAAGUCAU
GUCAAGUCCU
GUCAAGUCAG
GUCAAGUCAG
GUCAAGUCAG
GUCAAGUCAG
GUCAAGUCAG
1111111111

1250

ACAGAACAAA
CGCAUACAAA
UCGGUACAGA
UCGGUACAGA
UCGGUACAGA
CGCGCACAAA
CCGGUACAAU
UCGGUACANA
CCGGUACAGA
CCGAUACAAA
AUACUACAGA
AUACUACAGA
CCGGUACAAA
0111111111

1300

CUGUUCUCAG
UGCGUCGUAG
CCGAUCGUAG
CCGAUCGUAG
CCGAUCGUAG
CGCGUCCCAG
CCGGUCUCAG
CCGAUCGUAG
CCGGGCCCAG
UCGGGCCCAG
GUAUGCCCAG
GUAUGCCCAG
CCGGGCUCAG
1111111111

CGGGACUGCC
UGAGACUGCC
GGAGACAAAC
GGAGACAAAC
CCAGACCGCU
CCAGACCGCU
GAGGACAAAC
0111111111

CAUGCCCCUU
CAUGGCCCUU
- AUGGCCCUU
CAUGGCCCUU
CAUGGCCCUU
CAUGGCCCUU
CAUGGCCCUU
CAUGGCCCUU
GAUGGCCCUU
GAUGGCCCUU
GAUGGCCCUU
GAUGGCCCUU
CAUGGCCCUU
1111111111

GGGCAGCGAA
GAGAAGCGAC
GGGUUGCCAA
GGGUUGCCAA
GGGUAGCCAA
GGGGAGCGAG
GGGCAGCCAC
GGGACGCGAA
GGGACGCAAU
GAGUCGCAAU
GGGACGCAAG
GGGACGCAAG
UGGAGGCGAA
1110011010

UUCGGAUCGC
UCCGGAUUGG
UCCGGAUCRU
UCCGGAUCEU
UCCGGAUUGC
UCCGGAUUGC
UUCGGAUUGG
UCCGGAUCGC
UUCAGAUUGU
UUCAGAUUGU
UUCGGAUUGG
UUCGGAUUGG
UUCAGAUUGC
1111111110

UGCG- CAAGC
GGUGACAAAC
CCUCUUUGAG
UCUCUCUGAG
CUGUUUAACG
CUGUUUAACG
UCGU- - UAAG
0110011111

AUGACCUGGG
ACGACCAGGCG
AUGGGUAGGG
AUGGGUAGGG
AUGACCAGGG
ACGCCUAGGG
ACGCCCAGGG
AUGGGUAGGG
ACGGCUAGGG
ACGCGUUUGGG
AUGACCAGGCG
AUGACCAGGG
ACAUCCAGGG
1111111111

ACCGCGAGGEU
CUCGCGAGAG
GCCGCGAGGEU
GCCGCGAGGEU
GCCGCGAGGU
ACCGCGAGGU
CCCGCGAGEG
GCCGCGAGEU
ACCGCGAGGU
ACCGCGAGGEU
ACCGCAAGGEU
ACCGCAAGGEU
UCCGCGAGGA
0111111111

AGUCUGCAAC
AGUCUGCAAC
AGUCUGCAAC
AGUCUGCAAC
ACUCUGCAAC
AGUCUGCAAC
AGUCUGCAAC
ANUCUGCAAC
AGUCUGCAAC
UGUCUGCAAC
AGGCUGCAAC
AGGCUGCAAC
AGUCUGCAAC
1111111111

AGGAGGAAGG
CGGAGGAAGG
GCUGGGAAGG
AGUGGGAAGG
GAGAGGAAGG
GAGAGGAAGG
GGUGGGAAGG
0111111111

CUACACACGU
CUACACACGU
CUUCACACGU
CUUCACACGU
CUUCACACGU
CUACACACGU
CUGCACACGU
CUUCACACGU
CUGCACACGU
CUGCACACGU
CUGCACACGU
CUGCACACGU
CUGCACACGU
1111111111

UAAGCCAAUC
CAAGCGGACC
GGAGCCAAUC
GGAGCCAAUC
GGAGCCAAUC
GGAGCCAAUC
GGAGCGAAUC
GGAGCCAAUC
GGAGCAAAUC
GGAGCUAAUC
GGAGCUAAUC
GGAGCUAAUC
GGAGCAAAAC
1111111111

UCGACUGC&U
UCGACUCCAU
UCGACUACU
UCGACUACU
UCGAGUGCAU
UCGACUGCAU
UCGACUCCAU
UCGACUGCU
UCGACUACAU
UCGACAACAU
UCGCCUCCAU
UCGCCUCCAU
UCGACUGCAU
1111111011
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GAAGCUGGAA
GAAGUCGGAA
GAAGUCGGAA
GAAGUCGGAA
GAAGUCGGAA
GAAGUUGGAA
GAAGCCGGAA
GAAGUCGGAA
GAAGUUGGAA
GAAGUUGGAA
GAAGCCGGAA
GAAGCCGGAA
GAAGUUGGAA
1111111111

UUCCCGGGCC
UUCCCGGGCC
UUCCCGGGEUC
UUCCCGGGEUC
UUCCCGGGECC
UUCCCGGGECC
UUCCCGGGEUC
U- CCCGGGCC
UUCCCGGGCC
UUCCCGGGEUC
UUCCCGGGEUC
UUCCCGGGCC
1111111111

CCCGAA- GUC
AAAGAA- GUA
CCAGAA- GUA
CCAGAA- GUA
CCCGAA- GCC
CCCGAA- GUC
CCANAAAGUA
CCCGAAGUGC
CCCAAAGUGC
CCCGAAGUCA
CCCGAAGUCA
CCCCNAAGUA
1111110111

1350

UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
UCGCUAGUAA
1111111111

1400

UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
UUGUACACAC
1111111111

UCGCGGAUCA
UCGUGGAUCA
UCGCAGAUCA
UCGCAGAUCA
UCGCAGGUCA
UUCGAGAUCA
UCGCGCAUCA
UCCCGGAUCA
UGGCGUAUCA
UGGCGCAUCA
UGGCGCAUCA
UGGCGCAUCA
UGGUGCAUCA
0111111111

CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAA
CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
UGCCCGUCAC
UGCCCGUCAC
CGCCCGUCAC
1111111111

GGU- - AGCCU UAACCGCAAG
GUU- - UGCCA ACCAGCAAUG
GUU- - AGCCA ACCAGCAAUG
UUU- - CGG- -
UUU- - CGG- -
UCCCGAGCCA ACUCGCAAGA
1110001100 0000000000

GC- AUGCCGC
GA- AUGCCAC
GC- AUGCUGC
GC- AUGCUGC
GC- AUACUGC
GC- AUGCUCG
GCUACGGCGC
GC- AUGCCGC
GCUACGACGC
GCUACGGCGC
GCUACGGCGC
GCUACGGCGC
GCAACGGCAC
1101111111

ACCACGAG A
ACCAUGGG A
ACCAUGGG A
ACCAUGGG- A
ACCACGAA- A
CCCAUGGG A
ACCAUGGGGA
GUCAUGAA- A
AUCAUGAA- A
AUCAUGAA- A
AUCAUGAA- A
GUCAUGAA- A
1111111101

0000000000

GCUGAAUACG
GCUGAAUACG
GCGUGAAUACG
GCUGAAU- - -

GGUGAAUACG
GGUGAAUGCG
GGUGAAUACG
GGUGAAUACG
CGUGAAUACG
CCUGAAUACG
CCUGAAUACG
CCUGAAUACG
CCUGAAUACG
1111111111

GUUUGUAACA
GUGGGUUGCA
GUGGGUUUCA
GUGGGGGAUA
GUCGGUUUUA
GCCGEEGEECG
GUGGGUUUCA
GCCGEUUUCG
GCCGEUUUUG
GCCGGUUGUA
GCCGGUUGUA
GCCGAUUCAA
1111111111

UUUACCCACG
CCUAAGGUGA
CCUAAGGUGA
CCUAAGGUAU
CCUAAGGUAU
CCUAAGGUCG
0000000000

Anhang 6: Alignment der SSU-r DNA-Sequenzen der Bacteroides-Gruppe

Die mit 1 bezeichneten Positionen wurden fir die Konstruktion des Stammbaumes der Bacteroides-

ahnlichen Bakterien von der Darmwand der Termite Mastoter mes darwiniensis verwendet.

1070

E-coli

1100

- UCGUGUUGU GAAAUGUUGG GUUAAGUCCC GCAACGAGCG CAACCCUUAU

Bac- f syt hs - UCGUGCNGU GAGGUGUCGG CUUAAGUGCC AUAACGAGCG CAACCCUGAC

Bac-fragi l

- UCGUGCCGAU GAGCGUGUCGG CUUAAGUGCC AUAACGAGCG CAACCCUUAU

Bac- di st as - UCGUGCCCU GAGGUCUCGG CUUAAGUGCC AUAACGACGCG CAACCCUUGC

Bac- vul gat

- UCGUGCCGAU GAGGUGUCGG CUUAAGUGCC AUAACGAGCG CAACCCUURU
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Bac- ovat us - UCGUGCCGU
FMB7

F5- Eubak
FM33
Fme5

Five

Fmv46
FML3

F\Vb

FwvB

1000000000

CC- UUUGUUG
UG- UCAGUUG
CU- UUAGUUA
CA- CUAGUUA
UG- UCAGUUA
CU- UUAGUUA
CTGTCAGITG
TG TCAGITG
CTGTCAGITG
TG TCAGITG
TG TCARTTG
NG TCAGITT
TG TCAGITG
TG TCAGITA
CG ATAGITA
1101111111

AUAAACUG G
- UAAGCUGUG
- UAAGAUGUG
- UAAGCUGCG
- UAAGAUGUG
- UAAGAUGUG
- TAAGCTGTG
- TAAGCTGTG
- TAAGCTGTG
- TAAGCTGTG
- TAAGCTGTR
- TAAGCTGTG
- TAAGCTGTR
- TAAGCTGTA
- TAAGGTGTR
0111111111

ACGACCAGGG
ACNNCCGGGEG
ACGUCCGGEGEG
ACAUCCGGGG
ACCUCCGGGEG
ACCUCCGGGG
ACATCCGGGG
ACATCCGGGG
ACATCCGGGG
ACATCCGGGG
ACATCCGGGEG
ACATCCGGGEG

0000000000

CCAGCGG- UC
CUAACAGGUA
CUAACAGGUU
CUAACAGGUU
CUAACAGGUU
CUAACACGUU
CTAACAGGTA
CTAACAGGTA
CTAACARGTA
CTAACAGGTA
CTAACAGGTA
NTAACAGGTA
CTAACAGGTA
CTAACAGGTA
CCAGYAAGTG
1111111111

AGGAAGGU- G
AGGAAGGU- U
AGGAAGGU- G
AGGAAGGEC- G
AGGAAGGU- G
AGGAAGGU- G
AGGAAGGT- T
AGGAAGGTTG
AGGAAGGT- T
AGGAAGGT- T
AGGAAGGT- T
AGGAAGGT-T
AGRAAGGT- K
AGRAAGGT-T
AGGAAGCGT- G
1111111101

CUACACACGU
CGACACACGU
CUACACACGU
CGACACACGU
CUACACACGU
CUACACACGU
CRACACACKT
CGACACACGT
CAACACACKT
CAACACACTT
CAACACACKT
CAACACACNT

CUUNAGUGCC

- - - AAGTGCC

0000000001

CGGCCGGGAA
AAGCUGAGGA
AUGCUGAGGA
AGGCUGAGGA
AUGCUGAGGA
AUGCUGAGCGA
GTGCTGAGGA
GIGCTGAGGA
RTGCTGAGGA
GIGCTGAGGA
GIGCTRAGGA
GIGCTGAGGA
GIGCTGAAGA
ATGCTGARGA
AAGTTGGGGA
1111111111

GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGAUGACGU
GGGATGACGT
GGGATGACGT
GGGATRACKT
GGGATRACTT
GGGATRACKT
GGGATNACNT
GCRATAACTT
GCRATRACTT
GGGATRACGT
1111111111

GCUACAAUGG
GUUACAAUGG
GUUACAAUGG
GUUACAAUGG
GUUACAAUGG
GUUACAAUGG
GITACAATGG
GITACAATGG
GITACAATGG
GITACAATGG
GITACAATGG
GITACAATGG

AUAACGAGCG
ATAACRAGCG
ATAACGAGCG
ATAACRAGCG

ATNACNAGCG
ATAACRAGCG
- TAACRAGCS
ATAACRAGCG
1111111111

1150

CUCAAAGGAG
CUCUNGCGGG
CUCUAGAGAG
CUCUGGUGGN
CUCUGACAAG
CUCUAGAGAG
CTCTGECCEG
CTCTGGECCEG
CTCTGGECCEG
CTCTGGECCEG
CTCTGGECCEG
CTCTGGECGEG
CTCTGGCAGR
CTCTGGCAGG
CTCTGTCGGG
1111111111

CAACCCUUAU
CAACCCTGGA
CAACCCTGAC
CAASC- - TRA
----CCTGAC
- AACCCTRAC
CCCCCCTGAC
CAACCCTGAC
CAACCCTGAC
CAACCCTTAC
1111111111

ACUGCCAGUG
ACUGCCGGCG
ACUGCCGUCG
ACUGCCAGCG
ACUGCCAUCG
ACUGCCGUCG
ACTGCCGGCG
ACTGCCGGCG
ACTGCCGGCG
ACTGCCGGCG
ACTSCCGGCG
ACTGCCGGECG
ACTGSCGGCA
ACTGCCGGCR
ACTGCCACCG
1111111111

1200

CAAGUCA- UC
CAAAUCA- GC
CAAAUCA- GC
CAAAUCA- GC
CAAAUCA- GC
CAAAUCA- GC
CAAATCA- GC
CAAATCA- GC
CAAATCA- GC
CAAATCA- GC
CAAATCA- GC
CAAATCA- GC
CAAWTCACGC
CAAWTCA- SC
CAAATCA- GC
1111111011

CGCAUACAAA
CAGGGACAAA
GGGGUACAGA
CGUGGACAAA
GGGGUACAGA
GGGGUACAGA
CAGGGACAAA
CAGGGACAAA
CRGGGACAAA
CAGGGACAAA
CAGGGACAAA
CAGGGACAAA

AUGGCCC- UU
ACGGCCC- UU
ACGGCCC- UU
ACGGCCC- UU
ACNGCCC- UU
ACGGCCC- UU
ACGGCCC-TT
ACGGCCCCTT
ACGGCCC-TT
ACGGCCC-TT
ACGGCCC-TT
ACGGCCC-TT
ACGGCCC-TT
ACGGCCC-TT
ACGGCCC- TT
1111111011

1250

GAGAAGCGAC
GGGCAGCUAC
AGGCAGCUAG
GGGAGGCCAC
GGGCNGCUAC
AGGCRGCUAC
GGGCAGCTAC
GGGCAGCTAC
GGGCASCTAC
GGGCAGCTAC
GGGCAGCTAC
GGGCAGCTAC
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ACATCCGGGEG
ACATCCGGGEG
ACKTCCGGGEG
1111111111

CUCGCGAGAG
CGGGCGACCG
CGGGUGACCG
CUGGCGACAG
CACGCGAGUG
CUGGYGACAG
CTGGTGACAG
CTGGTGACAG
CTGGTGACAG
CTGGTGACAG
CTGGTGACAG
CTGGTGACAG
CTGGTRACAG
CGGGCRACCG
ACAGCRATGT
1111111111

UCUGCAACUC
UCUGCAACUC
UCUGCAACCC
UCUGCAACCC
UCUGCAACCC
UCUGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
TCTGCAACCC
1111111111

A- - AUGCCAC
CC- AUGCCGC
CC- ACGCGCGC
CC- AUGGCGC
CC- ACGGCGC
CC- AUGGCGC
CC- ATGGCGC
CC- ATGGCGC
CC- ATGGCGC
CC- ATGGCGC
CC- ATGCGCGC
CC- ATGCGCGC
ACCATGGCCC
MV ATGGCGC
CC- ATGGCGC
1101111111

CAACACACTT
CRACACACTT
CRACACACKT
1111111111

CAAGCGGACC
GAUGCCAAUC
UAUGCUAAUC
GGAGCGAAUC
GAUGCCAAUC
GAUGCUAAUC
GATGCTAATC
GATGCTAATC
GATGCTAATC
GATGCTAATC
GATGCTAATC
GATGCTAATC
GATGCTAATC
GATGCCAATC
GATGCGAATC
1111111111

GACUCCAUGA
GACUCCGUGA
GACUUCGUGA
GACUCCGUGA
GACUCCACGA
GACUUCGUGA
GACTCTGTGA
GACTCTGTGA
RACTCTGTGA
RACTCTGTGA
RACTCTGIRA
NACTCTGTGA
GACTCTGTGA
RACTCTGTGA
RACTTCGTRA
1111111111

GGU- GAAUAC
GGU- GAAUAC
GGU- GAAUAC
GGU- GAAUAC
GGU- GAAUAC
GGU- GAAUAC
GGT- GAATAC
GGT- GAATAC
GGT- GAATAC
GGT- RAATAC
GGT- RAATAC
GGT- GAATAC
GGTAGAATAY
GGT- RAATAC
GGT- RAATAC
1110111111

GITACAATGG
GITACAATGG
GITACAATGG
1111111111

UCAUAAAGUG
UCC- AAACCC
CCA- AAAUCC
CCC- AAACCA
CCC- AAAACC
CCA- AAAACC
TCT- AAACCC
TCT- AAACCC
TCT- AAACCC
TCC- AAACCC
TCK- AAACCC
TCT- AAACCC
TCT- AAACCC
TCC- AAACCC
TCC- AAACCC
1111111111

AG- UCGGAAU
AG- CUGGAUU
AG- CUGGAUU
AG- CUGGAUU
AG- CUGGAUU
AG- CUGGAUU
AG- CTGGATT
AG- CTGGATT
AG- CTGGATT
AG CTGGATT
AS- CTGGATT
AN- CTGGATT
AGTCTGGATT
AG- CTGGATT
AG- CTGGATT
1101111111

GUUCCCGGEGEC
GUUCCCGGEGC
GUUCCCGGEGC
GUUCCCGGEGC
GUUCCCGGGC
GUUCCCGGGC
TTTCCCGGGC
GITCCCGGGC
KTYCCCGGGC
TTTCCCGGEGC
GITCCCGGGC
TTTCCCGGGT
GT- CCCGGGC
TTTCCCGGGC
KTTCCCGGGC
1111111111

CAGGGACAAA
TGGGGACAAA
GGGGRACAAA
1111111111

CGUCGUAGUC
UGUCUCAGUU
UCUCUCAGUU
CGUCUCAGUU
UCUCUCAGUU
UCUCUCAGUU
TGTCTCAGTIT
TGTCTCAGTT
TGTCTCAGTT
TGTCTCAGIT
TGTCTCARTT
TGTCTCANTT
TGICTCAGIT
CATCTCAGIT
TCTCCCAKTT
1111111111

CGCUAGUAAU
CGCUAGUAAU
CGCUAGUAAU
CGCUAGUAAU
CGCUAGUAAU
CGCUAGUAAU
CCCTAGTAAT
CCCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CCCTAGTAAT
CCCTAGTAAT
CCCTAGTAAT
CCCTAGTAAT
CCCTAGTAAT
1111111111

CUUGUACACA
CUUGUACACA
CUUGUACACA
CUUGUACACA
CUUGUACACA
CUUGUACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
CTTGTACACA
1111111111

RGGCACCWAC
RGGCTGCWAC
GGGCAGCTAC
1111111111

1300

CGGAUUGGAG
CGGAUCGGAG
CGGAUCGAAG
CCGAUCGGAG
CCGACUGGAG
CCGAUCGAAG
CCGATCGGAG
CCGATCGGAG
CCGATCGGAG
CGGATCGGAG
CGGATCGRAG
CGGATCGGAN
CCGATCGGAG
CCGATCGGAG
CGGATCRAAK
1111111111

1350

CGUGGAUCAG
CGCGCAUCAG
CCGCGCAUCAG
CCGCGCAUCAG
CCGCGCAUCAG
CGCGCAUCAG
CCGCGCATCAG
CGCGCATCAG
CGCGCATCAS
CGCGCATCAG
CGCGCATCAG
CCCGCATCAG
CCCGCATCAG
CCGCGCATCAG
CCGCGCATCAG
1111111111

1400

CCGCCCGUCA
CCGCCCGUCA
CCGCCCGUCA
CCGCCCGUCA
CCGCCCGUCA
CCGCCCGUCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCGTCA
CCGCCCCKCA
CCGCCCGTCA
1111111111
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CACCAUGGGA
AGCCAUGGGA
AGCCAUGGGA
AGCCAUGGCGA
AGUCAUGGCGA
AGCCAUGAAA
AGCCATGGGA
AGCCATGGGA
AGCCATGGGA
AGCCATGGGA
AGCCATGGGA
AGCCATGGGA
ASCCATGGRA
AGCCATGGRA
AGCCATGGRA
1111111111

GGCGCUUACC
- - - UCGGCCU
- - - ucauccu
- - - Ucaeccu
- - - GCECCCU
- - - GCGUCCU
- - - GCGTCCT
- - - GCGTCCT
- - - GCGTCC-
- - - GCGTCCT
- - - GCGTCCT
- - - GCGTCCT
- - - GCGTCCT
- - - GCGTCCT
- - - ACGCGCCT
0001111111

GUAACC- GUA

GIACCC- GTA
GI'AGCC- GTA
GIAGCC- GTA
GIAGCCCGTA
GTANCCCGTA

GUGGGUUGCA
GCCGGGGGUA
GCCGGGGGUA
GCCGGGGGEUA
GCCGGGGGEUA
GCCGGGGGEUA
GCCGGGGGTA
GCCGGGGGTA
GCCGGGGGTA
GCCGGGGGTA
GCCGGGGGTA
GCCGGGGGTA
GCCGGGCGTA
GCCGGGGGTA
GCCGGGGGTA
1111111111

- ACUUUGUGA
- AGGGUAAAA
- AGGGUAAAA
- AGGGUAAAA
- AGGGUAAAA
- AGGGUAAAA
- AGGGTAAAA
- AGGGTAAAA

CCGGAAAGGT

GTACCC- GTW CCGGAAGG- T

GTAGCC- GTA
GTAGCC- GTA
1111111111

CCGRAAGG- T
CCGRAAGG- T
1111111111

AAAGAA- GUA
CCUGAA- GUC
CCUGAA- GUA
CCUGAA- GUC
CCUGAA- UG
CCUGAA- GUA
CCTGAA- GTA
CCTGAA- GTA
CCTGAA- GTA
CCTRAA- KTA
CCTGAA- GTA
CCTNAAANTA
CCTAGAWGTR
CCTAAAAGTA
CCTRAA- RTC
1111110111

UUCA- UGACU
CUGG UG- - -
CUGG- UGACU
CUGG- UGACU
CUGG- UGACU
CUGG- UAAU-
CCGG TGACT
CCGG TGACT
CCGG TRACT
CCGG TRACT
CCGGGTGACT
CCGG TGACT
CCGG TGACT
CCGGGTAACT
1111011111

1111111111

GGUAGCUUAA

1111111111

UCACCU- - CC
ACACCU- - CC
ACACCU- - CC
ACACCU- - CC

TCACCT- - CC
TCACCT- - CC
TCACCCTCCC
TCACCT- - CC
TCACCT- - CC
TCACCT- - CC
1111110011

1450

CCUUCGGGAG
CCGCGAGGA-
CCGCAAGGA-
CCGAAAGGA-
CCGCGAGGA-
CCGCAAGGA-
CCGCAAGGA-
CCGCAAGGA-
CCGCAAGGA-
CCGCAAGGAA
CCGCAAGGA-
CCGCAAGGAA
CCGCAAGGA-
CCGCAAGCG
CCGCRAGGG
1111111110

1500

- CGGAACAAG
TCGTAACAAG
- CTTAACAAG
CGTTAACAAG
- CGTAACAAG
0111111111

TTTCTGCGGC
TTTCTGCGGC
TTTCTGCGGC
TTTCTGCGGC
TTTCTGCGGC
TTTCTGCGGC
1000000000
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Anhang 7: Alignment der SSUr DNA-Sequenzen der M ethanbakterien

Die mit 1 bezeichneten Postionen wurden fir die Konstruktion des Stammbaumes der

Methanbakterien von der Darmwand der Termite Mastoter mes darwiniensis verwendet.

E-coli

Mob- ar bor i
Mob- runi na
Mo- bryant i
Mo-forni c

f bl

fnmb2

f mb3

Mob- Cuti Cu
FMVBK2
FIVBK4
FMVBK7
FMVBKS
FIVBK6
FIVBK1
Mob-smi t hii
Mob- Cur vat u

CCGCG
GAACGAACCU

1000000000

CCCCcaCaEeee
GACGGUGAGG

0000000000

800

AUACCCUGGU
AUACCCGGGEU
AUACCCGGGEU
AUACCCGGGEU
AUACCCGGGEU
AUACCCGGGEU
AUACCCGGGU
AUACCCGGGU
AUACCCGGGU

1111111111

- CUUGA- - GG
CUUUGAGCCG
CUUUGAGCNN
CUUCGAGCUG
CUCCGAGCUG
CUUUGAGCUG
CUUUGAGCUG
CUUUGAGCUG
CUUUGAGCCG
CCUUGAGUUG
CCUUGAGUUG
CCUUGAGUUG
CUUUGAGCUG
CUUUGAGCUG

AGUCCACGCC
AGUCCUAGCC
AGUCCUGGCC
AGUCCUGGCC
AGUCCUGGCC
AGUCCUAGCC
AGUCCUAGCC
AGUCCUAGCC
AGUCCUAGCC

1111111111
850

jeciccovioe
CUCUAGUGCC
UUCCGEUGCC
CUCCAGUGCC
CCCCAGUGCC
UUCCAGUGCC
UUCCAGUGCC
UUCCAGUGCC
CUCCAGUGCC
CUCCAGUGCC
CUCCAGUGCC
CUCCAGUGCC
UUCCAGUGCC
UUCCAGUGCC

GACGAAAGCU

0000000000

GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAACGAUG
GUAAGCGAUG
GUAAACGAUG

GUAAACGAUG
GUAAACGAUG

1111111111

GGAGCUAACG
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGU

AGGGGCGCGA

0000000000

UCGACUUGGA
CGGACUUGGEU
CGGACUUGGEU
CGGACUUGGEU
UGGACUUGRU
CGGACUUGGEU
CGGACUUGEU
CGGACUUGGEU
CGGACUUGGEU
CGGACUUGGEU
- - - - CuucaU
CGGACUUGGEU
- GGACUUGGEU
- - - - cuucau
CGGACUUGGEU
CGGACUUGEU

1111111111

CGUUAAGUCG
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC

781

ACAGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGAUUAG
ACCGGGUUAG

0000000000

GGUUGUGCC-

GUUAGAAUGG
GUUGGGAUGG
GUUGGAAUGG
GUUGGGAUGG
GUUGGGEGEUGG
GUUGGGEGEUGG
GUUGGGEGEUGG
GUUGGAAUGG
GUUGGGAUGA
GUUGGGAUGA
GUUGGGAUGA
GUUGGGAUGA
GUUGGGEGEUGG
GUUGGGEGEUGG
GUUGGGEGEUGG

1111111111

ACCGCCUGGG
GUCGCCUGEG
GCCGCCUGGN
GCCGCCUCEG
ACCGCCUGGG
GCCGCCUCEG
GCCGCCUGEG
GCCGCCUGEG
GCCGCCUGEG
GUCGCCUGEG
GUCGCCUGEG
GUCGCCUGEG
GCCGCCUCEG
GCCGCCUCEG
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CUUUGAGCUG
- - - UGAGCUG
1111111111

GAGUACGGCC
AAGUACGGUC
NAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
AAGUACGGUC
1111111111

AAGCGGUGGA
AACGCCGUGCGA
AACGCCGUGCGA
AACGCCGUGCGA
AACGCCUGGA
AACGCGUGGA
AACGCGUGGA
AACGCGUGGA
AACGCGUGGA
AACGCGUGGA
AACGCCGUGCGA
AACGCCGUGCGA
AACGCCUGGA
AACGCCUGGA
AACGCGUGGA
AACGCGUGGA
AACGCGUGGA
1111111111

GGUCUUGACA

UCCCAGUGCC
UUUCAGUGCC
1111111111

900

GCAAGGUUAA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
GCAAGACUGA
1111111111

950

GCAUGUGGUU
GCNNNNNGUU
GCNUGCCGEUU
GCNUGCCGEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCGEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCCEUU
GCCUGCGEUU
1111111111

1000

UCCACGGAAG

GAAGGGAAGC
GAAGGGAAGC
1111111111

AACUCAAAUG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
AACUUAAAGG
1111111111

UAAUUCGAUG
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
- AAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
UAAUUGGAUU
1111111111

UUUUCAGAGA

UGUUAAGUCC
UGUUAAGUCC
1111111111

AAUUGACGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGNNNN
AAUUGGCGGEG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGCGG
AAUUGGCGGEG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
AAUUGGCGGG
1111111111

CAACGCGAAG
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CAACGCCGGA
CUACGCCGGA
1111111111

UGAGAAUGUG

GCCGCCUGEG
ACCGCCUGGG
1111111111

GGCCCGC- AC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCAC- UC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
GGAGCACCAC
1111111111

AACCUUACCU
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CGUCUMACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
CAUCUCACCA
1111111111

CCUUCGGGAA
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1111000000

1040

GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA
GCUGAGAGGA

1090

UUAAGUCCCG
UUAAGUCAGG
UUAAGUCAGG
UUAACUCAGG

UUAAGUCGGG
UUAAGUCAGG
UUAAGUCAGG
UUAAGUCAGG
UUAACUCAGG
UUAAGUCAGG
UUAAGUCAGG
UUAAGUCAGG
UUAAGUCAGG
1111111111

ACAGCAGUAU
ACAGCUGUAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGUAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCAGAAU
ACAGCUGUAU
ACAGCAGUAU
1111111111

1050

GCUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
NGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC
GGUGCAUGGC

1111111111

GAUGGCCAGG
GAUUACCAGG
GAUGGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUGGCCAGG
GAUGGCCAGG
GAUGGCCAGG
GAUGGCCAGG
GAUGGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUAGCCAGG
GAUGGCCAGG
1111111111

UGUCGUCAGC
NGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC
CGCCGUCAGC

GACCCACGCC
GUACCCA- - -
GACCC- - - - -
GACCC- - - - -

GUACCCA- - -
GACCCACGCU
GACCCACGCC
1001100000

UUGAUGGCCU
CUGAUGACCU
UUGACGACCU
UUGAUGACCU
UUGAUGGUUU
UUGAUGGUUU
UUGAUGGUUU
UUGAUGGCCU
UUGAUGGUCU
UUGAUGGUCU
UUGAUGGUCU
UUGAUGGUCU
UUGAUGGUUU
UUGAUGGUUU
UUGAUGACUU
UUGAUGGUCU
1111111111

UCGUGUUGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGU-

UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG
UCGUACCGUG

CUUAGUUACC
CUUAGUUACC
0000000000

UGCUUGACAA
UGUUUGACUA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACAA
UGCUUGACUA
UGCUUGACAA
1111111111

AAAUGUUGGG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG

AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG
AGGCGUCCUG

AGCGGAUCCU
AGCGGAUCCU
0000000000
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Anhang 8: Alignment der SSU-rDNA-Sequenzen der sulfatreduzierenden Bakterien

Die mit 1 bezeichneten Postionen wurden fir die Konstruktion des Stammbaumes der

sulfatreduzierenden Bakterien aus verschiedenen Insekten verwendet.

E-coli

Dsv- sal exi

20

- UGGCUCAGA
- UGGCUCAGA

Dsv-afri ca - UGGCUCAGA

Dsv-1onrch
Dsv-desul f
Dsv- spKRS
Dsv-vul gar
Dsv-spPT

Dsv-spKH

Dsv-termt
Dsv- desuN

FSO4
FSRC2
Dsv- KM32
FSC

fsc4
Dsv- SUL1
FSCl |
Dsv- STL6
FSPa4- 5

- UGGCUCAGA
- - GGCUCAGA
- UGGCUCAGA
- UGGCUGAGA

- UGGCUCAGA

G ----GIGA
0000000111

GGACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGAGUGA
GCRCGGGUGA

UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
- - GAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
AUGAACGCUG
- - GAACGCUG
- - GAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAACGCUG
UUGAMCGCUG
TTGAACCCTG
TTGAACCCTG
1111111111

- - GAAGAAGC
AC- AGUUCCU
NA- GUYGGYU
AA- - - GGGCU
AA- - GCGACU
AA- - GCGACU
AA- - - GGACU
AA- - - - GGCU
AA- - - GGGCU
AA- - - GGGCU
AA- - GGGGCU
AA- - - GGEGCU
AA- - GCGACU
AA- - GGGGCU
A- - - GGGACC
A- - - GGGACGC
A- - - GGGAGC
A- - - GGGAGC
ATTAAGGAGC
A- - - GGGAGC
1100111111

GUAAUGUCUG
GUAACGCGUG
GUAACACGUG
GUAACGCGUG
GUAACGCGUG
GUAACGCAUG
GUAACGCGUG

GCGGCAGGCC
GUGGCGUGCU
GCGGCGEUGCC
GCGGCGEUGCC
GCGGCGUGCU
GCGGCGUGCU
GCGGCGUGCU
GCGGCEUGCC
GCGGCEUGCC
GCGGCGEUGCC
GCGGCEUGCC
GCGGCGEUGCC
GCGGYUUGCU
GCGGCGUGCU
GCGGCGUGCC
GCGGCGEUGCC
GCGGCEUGCC
GCGGCGEUGCC
GCGGCGTCCT
GCGGCGTGCC
1111111111

UUGCUUCUUU
UCGGGAACC-
UCGGCCCCC-
UCGGCC- - - -
UCGGUCCU- -
UCGGUCCU- -
UCGGYCC- - -
UCGGCC- - - -
UCGGCC- - - -
UCGGCC- - - -
UCGGCCCU- -
UCGGCC- - U-
UCGGUCCU- -
UCGGCCCU- -
UUGCUCCCG
UUGCUCCCG
UUGCUCCUG-
UUGCUCCCG
TTGCTCTTT-
TTGCTCCCT-
1111111100

GGA- AACUGC
GAUAAUCUAC
GGUGAUCUCC
GAUGAUCUGC
GAUAAUCUGC
GAUAAUCUGC
GAUGAUCUAC

50

UAACACAUGC
UAACACAUGC
UANNACAUNC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
UAACACAUGC
TAACACATGC
TAACACATGC
1111111111

- UAGUAG- - -
GAGUA
UGAGUAA- - -
- GAGUAA- - -
- GAGUAA- - -
- GAGUAA- - -
UGAGUAA- - -
UGAGUAA- - -
UGAGUAA- - -
- GAGUAG: - -
- GAGUAA- - -
- GAGUAA- - -
- AAGUAA- - -

- AATTT- - - -
- GATCT- - - -
0111111000

CUGAUGGAGG
CCAGAAGACU
CUAACAGAUU
CCAUGAGUUG
CCUUAUGAUC
CCUUAUGAUC
CCAUGAGUUG

AAGUCGAACG
AAGUCGUGCG
AAGUCGUGNG
AAGUCGUNCG
AAGUCGAACG
AAGUCGAACG
AAGUCGNGCG
AAGUCGUGCG
AAGUCGUGCG
AAGCUCGUGCG
AAGUCGUACG
AAGUCGUGCG
AAGUCKAACG
AAGUCGAACG
AAGUCGAGCG
AAGUCGAGCG
AAGUCGAGCG
AAGUCGAGCG
AAGTCGAACG
AAGTCGAACG
1111111111

100

GACGAGUGGC
- - - - AGCGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGUGGC
- - - - AGUGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGCGGC
- - - - AGCGGC
- - - - AGUGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGUGGC
- - - - AGUGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGOGGC
- - - - AGCGGC
- --- AGTGGC
---- AGTGGC
0000111111

150

GGGAUAACUA
GGGAUAACAG
GGGAUAACAG
GGAAUAACGG
GGGAUAACAG
GGGAUAACAG
GGAAUAACGG
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GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCGCGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGUGA
GCACGGGTGA
GCACGGGTGA
0000000111

CUGGAAACGG
UUGGAAACGA
CCGGAAACUG
CUGGAAACGG
UUGGAAACGG
UUGGAAACGG
CUGGAAACGG
CUGGAAACGG
CUGGAAACGG
CUGGAAACGG
UGCGAAAGUG
CUGGAAACGG
UUGGAAACGG
UCGGAAACGG
CUGGAAACGG
CUGGAAGCGG
CUGGAAACGG
CUGGAAACGG
CGGGAAACTG
TTGGAAACGA
1111111111

GUAACGCGUG
GUAACGCGUG
GUAACGCAUG
GUAACGCAUG
GUAACGCGUG
GUAACGCGUG
GUAACACGUG
GUAACGCAUG
GUAACGCGUG
GUAACGCGUG
GUAACGCEKG
GTAACGCGTG
GTAACGCGTG
1100111111

UAGCUAAUAC
CUGCUAAUAC
CUGCUAAUAC
UCGCUAAUAC
CUGCUAAUAC
CUGCUAAUAC
UCGCUAAUAC
UCGCUAAUAC
UCGCUAAUAC
UCGCUAAUAC
GAGCUAAUAC
UCGCUAAUAC
CUGCUAAUAC
CUGCUAAUAC
CUGACAAUAC
CUGACAAUAC
CUGACAAUAC
CUGACAAUAC
TTGCTAATAC
CTGCTAATAC
1111111111

200

- - - CAAAGAG
AGAGAAAGGEU
GAUGAAAGGC
GGGGAAAGGU
GAGGAAAGAU
GAGGAAAGAU
GGGGAAAGGU
GGGGAAAGGU
GGGGAAAGGU
GGGGAAAGGU
CGGUAAAGGA
GGGGAAAGGU
GAGGAAAGAU
GAGGAAAGGU
UGUCAAAGGC
UGUCAAAGGC
G UCAAAGGC
KGUCAAAGGC
GATCAAAGGC
TGTTAAAGGA
1111111111

GGGGA- CCUU
GGCCUCUNUU
GGCCuCUGCU
GGCCuUCUGCU
GGCCuCuUGCU
GGCccucucCU
GGCcucuGCU
GGCcuCcuUGCU
GGCCuUCUGUU
GGCcuCuUGCU
UGCCUCU- GC
GGCCuUCUGCU
GGCCUYUGCU
GACCUCUGCU

1111111111

GAUGAUCUGC
GAUGAUCUGC
GAUGAUCUGC
GGUAAUCUAC
GAUGAUCUGC
GAUAAUCUGC
GAUAAUCUGC
GAUAAUCUAC
GAUAAUCUAC
GAUAAUCUAC
GAUAAUCUAC
GATGATCTAC
GATGATCTAC
1111111100

CGCAUAAC- -

CGGAUACGUU
CGGAUACGAU
CGAAUACGCU
CGGAUACGCU
CGGAUACGCU
CGAAUACGCU
CGAAUACGCU
CGAAUACGCU
CGAAUACGCU
CGGAUAGUCU
CGAAUACGCU
CGGAUACGCU
CGGAUACGCU
CGGGUAAUAU
CGGGUAAUAU
CGGGUAAUAU
CGGGUAAYAU
CGGATAACAT
CGAATACGGC
1111111111

CGGG- ccucu
U- CAAGCUAU
UGCAAGCUGC
UGCAAGCUAC
UGCAUGCUAU
UGCAUGCUAU
UGCAAGCUAC
UGCAAGCUAC
UGCAAGCUAC
UGCAAGCUAC
GU- AUGCAUWU
UGCAAGCUAC
UGCAUGCUAU
UGCAAGUUAC
- GCAACCUGU
- GCAACCUGU
- GCAACCUGU
- GCAACCUGU
- - - AACCTGT
T--ATGCTTT
1111111111

CCAUGAGUUG
CCAUGAGUUG
CCAUGAGUUG
CCUUGGAUWU
CCAUGAGUUG
CCUUAUGAUU
CCUUAUGAUC
CCACGASAUC
CCACGAGAUG
CCACGAGAUC
CCACGAGAUC
CCTTGAGITT
CCTGGAGITT
0111111000

----GQUC-GC
UCA- UAUUUA
CCA- - CU- UA
CCG- AUU- UC
CAA- AAU- GA
CAA- AAU- GA
CCG- AUU- UC
CCG- AUU- UC
CCG- AUU- UC
CCG- AUU- UC
NGCUUUA- AA
CCGAUUUCGA
CAA- - AAUGA
CAA- - AAUGA
GCA- - AUUUA
GCA- - AUUUA
ACAAUUUUAC
RCA- - AUUWA
CACAAATCAA
ACCATTTCAT
1100111011

UGCCAUCGGA
CACUUUUGGA
NACUGUUAGA
CGCUCAUGGA
CACGUAAGGA
CACGUAAGGA
UGCUCAUGGA
CGUUCAUGGA
CGCUCAUGGA
CGCUCAUGGA
CGUCCGAGGA
CGCUCAUGGA
CGCAUAAGGA
UGCAUGAGGA
CGCUUGUGGA
CGCUUGUGGA
CGCUUGUGGA
CGCUUGUGGA
CCCTTGGGEA
CCCTTTGGGA
1111111111

GGAAUAACGG
GGAAUAACGG
GGAAUAACGG
GGGAUAACUC
GGAAUAACGG
GGAAUAACAG
GGGAUAACAG
GGGAUACCAG
GGGAUACCAG
GGGAUACCAG
GGGAUACCAG
GCGATAACAG
GGGACAACAG
0000111111

190

AA- GAGC- - - -

ACUNNA- - UN
AU- CG- - - UG
AC- AGUU- CG
AC- UUU- - UU
AC- UUU- - UU
RA- CNU- - CG
AC- AUUU- CG
AU- AGUU- CG
AU- AGUU- CG
UA- AGA- AGU
AUULC- ---G
ACUUU- - - UU
ACUUU- - - UU
ACUAU- - - UG
ACUAU- - - UG
UAUUGU- - - -

ACUAU- - - UG

ATTTG ---G
1111110011

UGUGCCCAGA
UGAGUCCGCG
UGRRCCCGCG
UGAGUCCGCG
UGAGUCCGCG
UGAGUCCCCG
UGAGUCCGCCG
UGAGUCCGCCG
UGAGUCCGCG
UGAGUCCGCG
UGAGCCCGCG
UGAGUCCGCG
UGAGUCCGCG
UGAGUCCGCG
UGAGUCCGCCG
UGAGUCCGCCG
UGAGUCCGCCG
UGAGUCCGCG
TGAGT CCGCG
TGAGT CCGCG
1111111111
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UGGGAUUAGC
UUUCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCUCAUUAGC
UCCCAUUAGC
UCCCAUUAGC
GCCCAUUAGC
UCUCAUUAGC
UCUCAUUAGC
UCUCAUUAGC
UCUCAUUAGC
TCTCATTAGC
TTTCATTAGG
1111111111

GCUGGUCUGA
GCUGGUCUGA
GCUGGUCUGA
GCCGACCUGA
GCCGAUUUGA
GCCGAUUUGA
GCCGGUCUGA
GCCGACCUGA
GCCGACCUGA
GCCGACCUGA
GCUGGUCUGA
GCCGACCUGA
GCCGAUUUGA
GCCGAUUUGA
GCCGGCCUGA
GCCGGCCUGA
GCCGGCCUGA
GCCGGCCUGA
GCCGGTCTGA
GCCGGCCTGA
1111111111

CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGG

250

UAGUAGGUGG
UAGUUGGUAA
UUGUUGGCGG
UAGUGGGCECG
UUGUUGGCGG
UUGUUGGCGG
UAGUUGGUGG
UAGUUGGCGG
UUGUUGGCGG
UUGUUGGCGG
UAGUUGGUAG
UAGUUGGCGG
UUGUUGGCGG
UAGUUGGUAG
UAGUUGGUAA
UAGUUGGUAA
UAGUUGGUAA
UAGUUGGUAA
TAGITGGTGA
TAGITGGTGA
1111111111

300

GAGGAUGACC
GAGGAUGACC
GAGGAUGACC
GAGGGUGAUC
GAGGAUGAUC
GAGGAUGAUC
GAGGAUGACC
GAGGGUGAUC
GAGGGUGAUC
GAGGGUGAUC
GAGGAUGAUC
GAGGGUGAUC
GAGGAUGAUC
GAGGAUGAUC
GAGGGUAAUC
GAGGGUAAUC
GAGGGUAAUC
GAGGGUAAUC
GAGGATGATC
GAGGGTAATC
1111111111

350

AGGCACGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCACGCAGU
AGGCAGCAGU
AGGCNGCNGU

AGGCAGCAGU
AGGCAGCAGU

GGUAACGGCU
GGUAACGGCU
GGUAACGGCC
GGUAAUGGCC
GGUAACGGECC
GGUAACGGECC
GGUAACGGCC
GGUAAUGGCC
GGUAAUGGCC
GGUAAUGGCC
GGUAAUGGCC
GGUAAUGGCC
GGUAACGGECC
GGUAACGGECC
GGUAAUGGCU
GGUAAUGGCU
GGUAAUGGCU
GGUAAUGGCU
GGTAATGCCT
GGTAATGCCT
1111111111

AGCCACACUG
AGCCACACUG
AGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
AGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACUG
GGCCACACTG
GGCCACACTG
1111111111

GGGGAAUAUU
GGGNNAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU
GGGGAAUAUU

CACCUAGCCG
UACCAAGGCG
CACCAAGGCG
CACCAAGCCG
CACCAAGGCA
CACCAAGGCA
CACNAAGCCG
CACCAAGCCG
CACCAAGCCG
CACCAAGCCG
UACCAAGGCA
CACCAAGGCG
CACCAAGGCA
UACCAAGGCA
UACCAAGGCA
UACCAAGGCA
UACCAAGGCA
UACCAAGGCA
CACCAAGGCA
CACCAAGCCT
1111111111

GAACUGAGAC
GGACUGGAAC
GGACUGAAAC
GAACUGGAAC
GAACUGAAAC
GAACUGAAAC
GGACUGGAAC
GGACUGGAAC
GGACUGGAAC
GGACUGGAAC
GAACUGAAAC
GGACUGGAAC
GAACUGAAAC
GGACUGAAAC
GGACUGAAAC
GGGCUGAAAC
GGACUGGAAC
GGACUGAAAC
GGACTGGAAC
GGACTGGAAC
1111111111

ACGAUCCCUA
ACGAUGAAUA
ACGAUGGGUA
ACGAUGGGUA
UCGAUGGGUA
UCGAUGGGUA
ACRAUGGGNA
ACGAUGGGUA
ACGAUGGGUA
ACGAUGGGUA
ACGAUGAGUA
ACGAUGGGUA
ACGAUGGGUA
ACGAUGGGUA
GUGAUGAGUA
GUGAUGAGUA
AUGAUGAGUA
GUGAUGAGUA
ACGATGAGTA
GCGATGAGTA
1111111111

ACGGUCCAGA
ACGGCCNAGA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGUCCAGA
ACGGUCCAGA
ACGGCCNAGA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGUCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGUCCARA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCARA
ACGGCCCAGA
ACGGCCCAGA
1111111111

CCGCAAGCCUG
GGAAACCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUN
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
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CUCCUACGGG
CUCCUACGGG
CUCCUACGGEG
CUCCUACGGG
CTCCTACGGG
CTCCTACGGG
1111111111

AUGCAGCCAU
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCAGCNAC
ACGCCACC- - -

ACGCAGCGAC
ACGCA
ACGCAGCC- - -

ACGCAGCGAC
ACGCAGCGAC
ACGCCACC- - -

1111111111

400

1100000000

0000000000

0000000000

CGAAAGCCUG
CGAAAGCCUG
CGAAAGUCUG

0000000000

Anhang 9: Alignment SSU r DNA-Sequenzen der sulfatreduzierenden Bakterien

Die mit 1 bezeichneten Postionen wurden fir die Konstruktion des Stammbaumes der
sulfatreduzierenden Bakterien aus dem Darm von Eintagfliegenlarven (Baétis vernus) verwendet.

Mo-f orni ci
E-coli
Dfmnigrif
Dfmrunin
Df m t hbenz
Df m t hsapv
Df m austra
Dsv- desuN4
Dsv-termt
Dsv-vul gar
FSB6

Df m hal oph

AGAGUUUGAU
1000000111

60

UGCAAGUCGA
UGCAAGUCGA
UGCAAGUCGA
UGCAAGUCGA
UGCAAGUCGA
UGCAAGUCGA

20

CCUGGCGGAG
CAUGGCUCAG
CCUGGCUCAG
CCUGGCUCAG
CCUGGCUCAG
CCUGGCUCAG

CCUGGCUCAG
1111111111

GCC- ACUGCU
AUUGAACGCU
GACGAACGCU
GACGAACGCU
GACGAACGCU
GACGAACGCU
AAUGAACGCU
AUUGAACGCU
AUUGAACGCU
- - - - AACGCU
GACGAACGCU
0111111111

NUGAAUGAA-
UUUAAAAUGA
AGAGGUGAGA

AUUGGGEUUUC
GCGCGCCA- GG
GCGCGCECG UG
GGCGCECG UG
GGCGCECG UG
GGCGECG UG

GCGCGCECG UG

50

GAUUAAGCCA
C- CUAACACA
C- CNNNNACA
C- UUAACACA
C- CUAACACA
C- UUAACACA
C- CUAACACA
C- CUAACACA
C- UUAACACA
C- CUAACGCA
C- CUAACACA
1011111111



Anhang

124

- - - - AGUCGA
UGCAAGUCEU
UGCAAGUCEU
UGCAAGUCGN
UGCAAGUCGA
UGCAAGUCGA
1111111111

0000000000

ACGUGGAUAA
GUCUGGGA- A
GCGUGGAUAA
GCGUGGAUAA
GCGUGGAUAA
GCGUGGAUAA
GCGUGGAUAA

0000000000

SEYecceel)
- - - - UGCUUC

UA- - - - GAUC
- --- UACUW
- - GGCAGUUG
- --- CEGECCC
- - - - CGGCC-
----CGGYCC

- - - - UGGAUC
0000011000

- - - - GAUUUC
- - -- GAUUW
ACA- UCUCAC

0000000000

CCUAACCUUA
ACUGCCUGAU
CccuGccucaU
CCUGGCGGAU
CCUGCCCAWU
CCUGCCCAAU
CCUGCCCAWU

AACGGAGGUC

70

80

UA- AACCU- A
UR- AACUU- A
CU- CUCAAUA

ACUAAACUUA
UAAUAUCCUA
0000000001

GGACUGGGAU
GGAGGGGGAU
AGACCGGGAU
AGACCGGGAU
AGACCGGGAN
AGCCUGGGAU
AGACCCGGAU

GGUCA- UCGG

0000000000

GUGGCGUACG
GUGGCGGACG
GUGGCGGACG
GUGGCGGACG
GCGGCGGACG
GUGGCGGACG
GC- GCGGACG
GUGGCGCACG
GCGGCGCACG
GCGGCGCRCG
GUGGCGGACG
GUGGCGGACG
1111111111

AACCCUGGGA
AACUACUGGA
AACAGCUGGA
AACAGUUGGA
AACGCCGGGA
AACGCCGGGA
AACGCUGGCA

AGGUC- AGAA

0000000000

GCUCAGUAAC
GGUGAGUAAU
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
GGUGAGUAAC
1111111111

AACUGGGGAU
AACGGUAGCU
AACGGCUGCU
AACGACUGCU
AACUGGUGCU
AACCGGEUGCU
AACUGCCGCU

100

150
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GCGUGGGUAA
GCGUGGAUGA
GCGUGGAUGA
GCGUGGAUAA
GCGUGGAUAA
1111111111

AAUACCGGAU
AAUACCGCAU
AAUACCGGAU
AAUACCGGAU
AAUACCGGAU
AAUACCGGAU
AAUACCGGAU
AAUACCGGAU
AAUACCGAAU
AAUACCGAAU
AAUACCAGAU
AAUACCGGAU
1111111111

GAUGCCUCU-
GUGGCCUCUG
GUGGCCUCUG

0000000000

GGUAGUUGGC
GCUAGUAGGU
GCUGEUUGGEU
GCUAGUUGGA
GCUAGAUGGU
GCUAGUUGGU
GCUAGAUGGU
GCUAGUUGGEU
GCUUGUUGGC
GCUAGUUGGEU
GCUAGUUGGU
GCUAGUUGGU
1111111111

GAGAGCAAGA
GAGAGGAUGA
GAGAGGGCGA
GAGAGGGCGA
GAGAGGGUGA
GAGAGGGCGA
GAGAGGGUGA
GAGAGGAUGA

UCUACCCUUG
UCUGCCCAUG
UCUACCCAUG
CccuGccuauu
CCUGCCUAUC
1111111111

ACGCUCUUGG
ACGCUCCUAG
ACGUCCCACU
ACGUUCACCG
ACGCUCCCUG
AGUCUNGCU-

ACGCUCCG- -

ACGCCUCCG- -

AA- - UAAUUA
ACA- - AACUU
1111111111

200

CUUGCAAGCU
CUUGCAAGCU

0000000000

GGGGUAAAUG
GGGGUAACGG
GGUGUAGCGG
GGUGUAACGG
GGGGUAACGG
AGGGUAACGG
GGGGUAACGG
AGGGUAAUGG
GGGGUAAUGG
GGGGUAACGG
GGGGUAAAGG
GGGGUAAAGG
1111111111

GCCCGGAGAU
CCAGCCACAC
CCGGCCACAC
ACGGCCACAC
CCGGCCACAC
CCGGCCACAC
CCGGCCACAC
UCAGCCACAC

GAUUUGGGAU
AGUUGGGAAU
AGUUGGGAAU
AGACUGGGAU
AGACUGGGAU
1111111111

CUGCCUGGAA
- - GUC- GCAA
N- GCC- GCAU
G AAC- CCAU
G GCC- GCCAU
G- AUU- GCAU
G- UUC- GCAU
- - UUA- AAUA
- - AUU- UCAU
- - AUU- UCRA
UUUGGCGCAU
ACUAACGCAU
0000001111

- ACGCCUAAG
CUUGCCAUCG
- CCGCUAUCA
- UCGCUAACC
CCCGCUAAUG
ACCGCUACUG
CCCGCUAAUG
UUCGUCCGAG
ACCGCUCAUG
ACUGCUCAUG
UCUGCUAACA
UUCGCUGAUA
0111111111

250

CCCACCAAGC
CUCACCUAGG
ACCACCAAGG
ACCCCUAAGG
CCCACCAUGG
CCUACCAAGG
CCUACCAUGG
CCUACCAAGG
CCCACCAAGG
CCCACNAAGG
CCUACCAAGG
CCUACCAAGG
1111111111

300

GGAACCUGAG
UGGAACUGAG
UGGGACUGAG
UGGAACUGAG
UGGGACUGAG
UGGAACUGAG
UGGGACUGAG
UGGAACUGAA

AACUCUGCGA
AACGGCUGGA
AACGGCUGCGA
AACUCCGGCGA
AACACCGGGA
1111111111

180

UGGU- U- CCC
-GAC------
- GGU- - GCCG
- GUU- - CUAA
- GGU- - CGGG
- GGU- - CCGG
- GGA- - CUGG
- AGA- - - - AG
-AGUU----C

GCUA- - - AGU
GUUA- - - GGA
0100000000

GAUGGAUCUG
GAUGUGCCCA
GAUGGAUCCG
GAUGGAUCCG
GAUGGGUNCG
GAUGGGUCCG
GAUGGGUCCG
GAUGAGCCCG
GAUGAGUCCG
GAUGAGUCCG
GAUGGAUCCG
GAUGGAUCCG
1111111111

CAGUAAUCUG
CGACGAUCCC
CGACGAUGGG
CGACGAUGGEG
CGACGAUGGG
CGACGAUGGEG
CGACGAUGGEG
CAACGAUGAG
CGACGAUGGG
CGACRAUGGG
CGACGAUGGG
CAACGAUGGG
1111111111

ACAAGGUUCC
ACACGGUCCA
ACACGGCCCA
ACACGGCCUN
ACACGGCCCA
ACACGGUCCA
ACACGGCCCA
ACACGGUCCA

AAGUGGAGCU
AACGGUCGCU
AACGGUCGCU
AACCGCGUGCU
AACCGCGUGCU
1111111111

UAUUGAAAUG
----CAAA- G
AGAGGAAA- G
GGAGGAAA- G
GGAGGAAA- G
UGAAGAAA- G
GGAGGAAA- G
UCGGUAAA- G
GGGGGAAA- G
GGGGGAAA- G
AAUUGAAAGG
AGUUGAAAAG
0111111101

CGGCAGAUUA
GAUGGGAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCUCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
CGUCCCAUUA
1111111111

UACGGGEUUGRU
UAGCUGGUCU
UAGCCGGCCU
UAGCCGGCCU
UAGCCGGCCU
UAGCCGGCCU
UAGCCGGCCU
UAGCUGGUCU
UAGCCGACCU
NAGCCGGUCU
UAGCCGGCCU
UAGCCGGCCU
1111111111

AGGCCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
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GAGAGGGUGA
GAGAGGAUGA
GAGAGGGUGA
GAGAGGGUGA
1111111111

GGGCGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCNGCN
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
GGAGGCAGCA
1111111111

AACCCAAGUG
AUGCCGCGUG
ACGCCGCGUG
ACGCNGCGUG
ACGCCCCGUG
ACGCCCCGUG
ACGCCCCGUG
ACGCCGUGUG
ACGCCCCGUG
ACGCCGCGUR
ACGCCGCGUG
1111111111

UCGGCCACAC
CCGGCCACAC
CCGGCCACAC
ACGGCCACAC
1111111111

GGCGCGAAAC
GUGGGGAAUA
GUGGGGAAUC
GUGGGGAAUA
GUGGGGAAUC
GUGGGGAAUC
GUGGGGAAUC
GUGGGGAAUA
GUGGGGAAUA
GUGGGGAAUA
GUGGGGAAUA
GUGGGGAAUA
1111111111

cC-------

UAUGAAGAAG
AGGGAAGAAG
AGGCGAAGAAG
AGCGAAGAAG
AGUGACGAAG
AGCGAAGAAG
AGGGAUGAAG
AGGGAUGAAG
AGGGAUGAAG
AGGGAAGAAG
1111111111

UGGGACUGGA
UGGGACUGGA
UGGGACUGAG
UGGGACUGAG
1111111111

350

CUCCGCAAUG
UUGCACAAUG
UUCCGCAAUG
UUCCGCAAUG
UUCCGCAAUG
UUCCGCAAUG
UUCCGCAAUG
UUGCGCAAUG
UUGCGCAAUG
UUGCGCAAUG
UUCCGCAAUG
UUCCGCAAUG
1111111111

cosvveceey
GCNUCGNGUU
icovvsveceey
GC- uucceaU
GUCUUCGGAU
coosveceey
coisveceey
cosvveceey
GUCCUCGGAU
GUUUUCG- AU
1111111111

ACACGGCCCA
ACACGGCCNA
ACACGGCCCA
ACACGGCCCA
1111111111

CACGAAAGUG
GGCGCAAGCC
GCGCGAAAGC-

GGCGAAAGCC
GGCGAAAGC-

GGCGCAAGCC
GGCGAAAGCC
GGCGAAAGCC
GGCGAAAGCC
GGCGAAAGCC
GGGGAAACCC
GGGGAAACCC
1111111111

UGUAAACCUC
1111110000

GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
GACUCCUACG
1111111111

CGACGGGGGA
UGAUGCAGCC
UGACGGAGCA
UGAGGGAGCA
UGACGGACCG
UGACGGAGCA
UGACGGAGCG
UGACGCAGCN
UGACGCAGCG
UNACGCAGCG
UGACGCAC- -

UGACGGAGCG
1111111111

400

UGUUCUAUGG
0000000000
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7.2. Abkirzungen der Organismen in den Aligments
Kapitel Organismus Abkirzungen | Kapitel Organismus Abklrzungen
Anhang 1 | Escherichia coli E.coli Anhang 6 | Bacteroides forsythus Bac. fsyths
Streptomyces griseus Sm. griseu Bacteroidesfragilis Bac. fragil
Streptomyces setonii Sm. setoni Bacteroides distasonis Bac. distas
Leuconostoc citreum Lc. citreu Bacteroides vulgatus Bac. vulgat
Leuconostoc mesenterodes Lc. mesente Bacter oides ovatus Bac. ovatus
Leuconostoc lactis Lc. lactis Anhang 7 | Methanobrevibacter arboriphilicus Mbb. arbori
Streptococcus anginosus Stc. angino Methanobrevibacter ruminantium Mbb. rumina
Streptococcus bovis Sc. bovis Methanobacterium bryantii Mb. bryanti
Streptococcus agalactiae Stc. agalac Methanobacterium formicicum Mb. formic
Cellulomonas cellulans Clim. cllul Methanobrevibacter cutucularis Mbb. cuticu
Arthrobacter globiformis Arb. globif Methanaobrevibacter smithii Mbb. smithii
Burkholderia cepacia Bur. cepaci Methanobrevibactre curvatus Mbb. curvatu
Burkholderia gladioli Bur. gladio Anhang 8 | Desulfovibrio salexigens Dsv. salexi
Anhang 2 | Agromyces ramosus Agmy. ramos Desulfovibrio africanus Dsv. africa
Clavibacter xyli Clv. xyli Desulfovibrio lonreachii Dsv. lonrch
Arthrobacter globiformis Arb. globif Desulfovibrio desulfuricans ATCC27774 | Dsv. desulf
Propionibacteriumavidum | Prp. avidum Desulfovibrio sp. KRSL Dsv. spKRS
Microlunatus phosphovorus | Mcl. phphov Desulfovibrio vulgaris Dsv.vulgar
Frankia sp. CeD2 Frau.spCeD2 Desulfovibrio sp. PT2 Dsv. spPT
Anhang 3 | Clostridiumrectum C. rectum Desulfovibrio sp. KH2 Dsv. spKH
Clustridium aminobutyricum | C. aminobut Desulfovibrio termitidisKH1, HI1, KSS1 | Dsv. termit
Clostridium cellulosi C. cellulos Desulfovibrio desul furicans Norway4 Dsv. desuN
Bacilluslicheniformis B. lichenif Desulfovibriointestinalis KMS2, (KOS1) | Dsv. KM
Bacillus pontothenticus B. pantothe Desulfovibrio sp. Samm STL1 Dsv. STL1
Leuconostoc mesenteroides | Lc. mesente Desulfovibrio sp. STL6 Dsv. STL6
Staphylococcus aureus Stp. aureus Anhang 9 | Methanobacterium formicicum Mb. formici
Eubacterium brachy Eub. brachy Escherichia coli E. coli
Bacillus lautus B. lautu Desulfotomaculum nigrificans Dfm. nigrif
Anhang 4 | Fusobacterium necrophorum | Fus. Necph2 Desulfotomaculum ruminis Dfm. rumin
Samm FnS-1
Fusobacterium nucleatum Fus. nuclea Desulfotomacul um ther mobenzoicum Dfm. thbenz
Fusobacteriumvarium Fus. varium Desulfotomacul um thermosapr ovorans Dfm. thsapv
Fusobacteriumrussii Fus. russi Desulfotomaculum australicum Dfm. austra
Fusobacterium Fus. gonidi Desulfovibrio desulfuricans Norway4 Dsv. DesuN4
gonidoformans
Fusobacteriumalocis Fus. alocis Desulfovibrio termitidis Dsv. termit
Anhang 5 | Bacillussubtilis B. subtilis Desulfovibrio vulgaris Dsv. vulgar
Escherichia coli E.coli Desulfotomaculum halophilium Dfm. haloph
Thauera aromatic Tha. aromat
Thauera selenatis Tha. selnat
Neisseria cinerea Nis. cinere
Desulfovibrio desulfuricans | Dsv. desulf
Rhodothermus marinus Rht. marinu
Verrucomicrobium sp. VeChl | Verru. VeChl
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