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1.  Einleitung, Hintergrund und Zielstellung

Mikroorganismen besiedeln alle erdenklichen Lebensraume auf der Erde und weisen
eine enorme genetische sowie metabolische Vielfalt auf. lhre weitreichende
Enzymausstattung erlaubt ihnen den Abbau verschiedener organischer Verbindungen zu
Monomeren und Elementen sowie deren Nutzung zur Energiegewinnung und
mikrobiellen Synthese. In biologischen Stoffkreislaufen sind sie daher héufig von
zentraler Bedeutung (Giesecke, 1973). So auch im Vormagensystem, insbesondere im
Pansen des Wiederkduers, mit dem sie in einzigartiger Symbiose leben. Trotz seiner
herbivoren Erndhrungsweise ist der Wiederkauer ebenso wie das monogastrische Tier
nicht in der Lage, eigens Enzyme zu synthetisieren, die ihn zur Spaltung
B-1,4-glycosidischer Bindungen in pflanzlichen Nichtstarke-Polysacchariden befahigen.
Dennoch kann er diese zur Energiegewinnung nutzen, da die symbiotisch im Pansen
lebenden Mikroorganismen Uber ein breites Spektrum an Enzymen verfugen, die nicht
nur den Aufschluss von Starke sondern auch von anderen Polysacchariden wie
Cellulose, Hemicellulosen und Pektinen ermdglichen. Hierbei freiwerdende
Monosaccharide unterliegen einer Verstoffwechselung zu kurzkettigen Fettsduren, die
anschlieBend vom Tier Uber die Pansenwand absorbiert und energetisch verwertet
werden. Dariiber hinaus bauen die Mikroorganismen im Pansen einen Grof3teil des mit
dem Futter zugefuhrten Proteins zu Peptiden, Aminoséuren und Ammoniak ab. Diese
kdnnen anschliefend zur mikrobiellen Neusynthese genutzt werden, die u.a. die Bildung
verschiedener Vitamine mit sich bringt. Nach Abfluss der Mikroorganismen aus dem
Vormagensystem stehen diese dem Tier zur weiteren Verdauung und damit als Protein-
bzw. Aminosduren- sowie Vitaminquelle zur Verfiigung.

Im Gegenzug bietet der Wiederkduer den Mikroorganismen im Pansen relativ stabile
Umweltbedingungen. Kennzeichnend sind geringe Temperaturschwankungen in einem
Bereich von 38-41°C, ein weitgehend anaerobes Mileu, eine Regulierung des
pH-Wertes durch die Pufferkapazitét des Speichels sowie ein fortwahrender Abtransport
hemmender Stoffwechselendprodukte des mikrobiellen Stoffumsatzes. Uber die
Futteraufnahme (pflanzliches Material), den Speichel (Phosphat, Bicarbonat) und die
Pansenwand (Harnstoff) sorgt das Tier dartber hinaus fur einen standigen Zufluss von
Né&hrstoffen (Mackie et al., 2001, Dehority, 2003). Durch regelméRiges Wiederkauen
wird das Futter zerkleinert und die angreifbare Oberflache des pflanzlichen Materials

fur die Mikroorganismen vergrofRert. Aullerdem erfolgt hierbei deren intensive
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Einarbeitung in die Futterpartikel. Kontraktionen der Pansenmuskulatur sorgen daruiber
hinaus flr eine standige Durchmischung der Digesta bzw. der festen und flissigen
Phase (Hobson, 1997).

Mikroorganismen im Pansen

Aufgrund der Heterogenitat der durch das Futter bereitgestellten Substrate bietet der
Pansen eine Vielzahl 6kologischer Nischen, die Raum zur Entwicklung verschiedener
Spezies und deren Interaktion ermdglichen. Die biochemischen Reaktionen im Pansen
sind folglich komplexer Natur und beinhalten gemeinschaftliche Aktivitaten einer
Vielzahl von Mikroorganismen (Madigan und Martink, 2006), die zum Teil
verschiedene Kompartimente des Pansens besiedeln. Neben partikelassoziierten finden
sich flissigkeits- und pansenwandassoziierte sowie lose an Futterpartikeln haftende
Spezies (Cheng und McAllister, 1997).

Zu den im Pansen des Wiederkduers vorkommenden Mikroorganismen gehodren in
erster Linie Bakterien, Archaeen, Protozoen und Pilze, wobei erstere mit bis zu
10*Zellen/g Panseninhalt zahlenmaRig berlegen sind. Protozoen und Pilze sind
dagegen weniger haufig anzutreffen (10*-10° und 10%-10* je g Panseninhalt) (Mackie et
al., 2001).

Unter den im Pansen lebenden Bakterien finden sich vor allem anaerobe Spezies, deren
Substratspezifitat zum Teil beachtlich variiert (Stewart et al., 1997). Wéhrend einige
Spezies vorwiegend auf Starke und Zucker zurtickgreifen, sind andere zum Abbau von
Cellulose, Hemicellulosen und Pektinen fahig. Dartliber hinaus lassen sich proteolytisch
sowie lipolytisch aktive Arten finden. Andere haben sich dagegen auf pflanzliche
Sekundérmetabolite wie Oxalate spezialisiert oder nutzen Fermentationsprodukte wie
Succinat und Lactat zur Energiegewinnung (Madigan und Martinko, 2006). Neben
ausgesprochenen Spezialisten treten auch etliche Generalisten auf, die sowohl zum
Abbau verschiedener Polysaccharide als auch Proteine fahig sind (Stewart et al., 1997).
Der GroRteil bisher im Pansen nachgewiesener Bakterienspezies stammt aus den Phyla
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fibrobacteres und Actinobacteria. Dartiber
hinaus finden sich aber auch Spezies aus 12 weiteren Phyla der Bacteria (RDP-
Datenbank, Ribosomal Database Project I1, v.10.2, Cole et al. 2007).

Die den Pansen besiedelnden Archaeen gehdren Uberwiegend den methanogenen
Euryarchaeota an (Janssen und Kirs, 2008). Zur Energiegewinnung greifen diese
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Organismen lediglich auf Abbauprodukte der mikrobiellen Fermentation zurtick. Die
Bildung von Methan, das zentraler Bestandteil ihres Energiemetabolismus ist, kann
beispielsweise aus Kohlendioxid und Wasserstoff erfolgen (Madigan und Martinko,
2006).

Die Protozoenfauna im Pansen umfasst vorwiegend Ciliaten (Dehority, 2003). Diese
sind sowohl am Abbau der Strukturkohlenhydrate als auch Starke im Pansen beteiligt.
Um ihren Bedarf an Aminosduren und Stickstoff decken zu konnen, verdauen sie
Futterprotein und Bakterien. Daher wird den Protozoen auch eine regulierende Funktion
im Hinblick auf die Bakteriendichte im Pansen zugeschrieben (Williams und Coleman,
1997).

Ebenso wie Bakterien und Protozoen haben auch die im Pansen lebenden Pilze Anteil
am Abbau verschiedener Kohlenhydrate und Proteine aus dem Futter. Da sie in der
Lage sind, mit Hilfe ihrer Rhizoide pflanzliche Gewebe hohen Ligninanteils
mechanisch  zu  penetrieren, wird vermutet, dass sie den Abbau der
Strukturkohlenhydrate auch fiir andere Mikroorganismen im System erleichtern (Akin
et al., 1989, Dehority, 1993).

Wechselwirkungen zwischen den Mikroorganismen koénnen synergistischer oder
kompetitiver Natur sein  (Dehority, 2003). So profitieren beispielsweise
nicht-cellulolytisch aktive Spezies von Cellodextrinen, die von cellulolytischen Spezies
freigesetzt werden (Russell, 1985). Methanogene Archaea nutzen Abbauprodukte der
Kohlenhydrat-vergérenden Spezies (Russell und Wallace, 1997, Wolin et al., 1997).
Aullerdem stellen einige Bakterien fir andere Spezies Proliferanten von
Wachstumsfaktoren wie etwa Vitaminen und Aminosduren dar (Miura et al., 1980,
Wallace, 1985, Williams et al., 1994). Konkurrenz um Nahrung kann dagegen zur
Produktion Bakteriozin-dhnlicher Substanzen fiihren, die auf andere Spezies inhibierend
wirken (Odenyo et al., 1994, Chen et al., 2004). Als negative Interaktion kann auch die
Réauber-Beute-Beziehung zwischen Protozoen und Bakterien gedeutet werden (Williams
und Coleman, 1997, Dehority, 2003).

Einfluss des Futters auf die mikrobielle Gemeinschaft im Pansen

Allgemein anerkannt ist, dass die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im
Pansen mafRgeblich durch die an das Tier verfltterte Ration bestimmt wird (Dehority
und Orpin, 1997). Ursache hierflr sind die genannte unterschiedliche Enzymausstattung
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und die damit variierende Substratspezifitat der vorkommenden Mikroorganismen
(Stewart et al., 1997). So fordern beispielsweise hohere Gaben leichtloslicher
Kohlenhydrate wie Starke und Zucker amylolytisch und saccharolytisch aktive Spezies
(Dehority und Grubb, 1976, Tajima et al., 2001b), wéhrend in Rationen hohen
Grobfutteranteils Strukturkohlenhydrat-abbauende Spezies einen Vorteil haben (Tajima
et al., 2001b, Mrazek et al., 2006). AulRerdem nehmen die eingesetzten Futtermittel
Einfluss auf die Wiederkauaktivitat, den Speichelfluss sowie die Gasfreisetzung im
Pansen (Kurihara et al., 1997, von Engelhardt und Breves, 2000, Krause et al., 2002,
Maekawa et al., 2002) und sind daher von entscheidender Bedeutung fir das hier
vorherrschende Milieu. So ist nach hoheren Gaben leicht fermentierbarer Stérke mit
einem niedrigeren pH-Wert im Pansen zu rechnen als nach Einsatz von Rationen hohen
Faseranteils (Oba und Allen, 2003). Grund hierfur ist u.a. das relativ schnelle
Wachstum amylolytischer Spezies und deren rapide Fettsdaurenproduktion (Russell et
al., 1992). Fur gewohnlich schwankt der pH-Wert im Pansen zwischen 5,5 und 7
(Dehority, 2003), ein pH-Wert < 6 wirkt allerdings hemmend auf verschiedene
celluloytische Bakterien (Russell und Wilson, 1996) sowie Protozoen (Dehority, 2003).
Andert sich in Abhangigkeit der eingesetzten Futtermittel die Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft im Pansen, so ist davon auszugehen, dass sich auch die
Zusammensetzung des mikrobiell gebildeten Proteins dndert. Zumindest weisen neuere
Untersuchungen auf ein futtermittelbedingt variierendes Aminosdurenmuster des
Mikrobenproteins im Pansen hin (Hvelplund, 1986, Cecava et al., 1990, Korhonen et
al., 2002, Boguhn et al., 2006a). Da bis zu 80 % des am Diinndarm anflutenden Proteins
aus dem im Pansen neu synthetisierten Mikrobenprotein besteht (Nolan und Leng,
1972), wird die Aminosdurenversorgung des Wiederkduers mafRgeblich durch die
Zusammensetzung des mikrobiellen Proteins bestimmt.

Die Menge des im Pansen gebildeten Mikrobenproteins hangt von der hier zur
Verfugung stehenden Energie aus abbaubaren Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten
(Clark et al.,, 1992, Stern et al., 1994) sowie der Stickstoffversorgung der
Mikroorganismen ab (Hume et al., 1970). Um ein stabiles Pansenmilieu, die
Gesunderhaltung des Tieres sowie eine maximale Futteraufnahme gewahrleisten zu
kdnnen, sollte der Konzentratanteil in Wiederkduerrationen allerdings 55-60 % der
Trockensubstanz (T) nicht Gberschreiten (Jeroch et al., 1999). Folglich ist die Aufnahme
von Energie und Protein mit dem Futter begrenzt und kann im Bereich hoher
Milchleistung unzureichend sein. Eine Mdglichkeit, die Versorgung der hochleistenden
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Milchkuh mit Energie und Protein zu verbessern, bestiinde in der Erhohung der
Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese. In diesem Zusammenhang ware auch eine
Reduzierung der Klima-relevanten Gase Methan und Kohlendioxid denkbar, die
ebenfalls wahrend der mikrobiellen Fermentation im Pansen entstehen und einen
Energieverlust fir das Tier darstellen. Bisherige Untersuchungen lassen eine
Spannweite von 69-307 g gebildetes Mikrobenprotein je kg verdauter organischer
Substanz erkennen (Stern und Hoover, 1979). Schatzungen aus in vivo Studien zufolge
werden im Pansen 10,1 (x1,5) g Mikrobenprotein je MJ umsetzbarer Energie (ME)
synthetisiert, wobei die hohe Standardabweichung von 1,5 g die Unsicherheit dieser
Schétzung dokumentiert (GfE, 2001). Dies gab bereits Anlass zu einer Reihe von
Untersuchungen (Armstrong, 1980), die eine Identifizierung der Ursachen fir diese
Differenzen sowie deren Quantifizierung und eine gezielte Beeinflussung der Effizienz
der mikrobiellen Proteinsynthese zum Ziel hatten. Umfangreiche in vitro
Untersuchungen von Boguhn et al. (2006b) zu dieser Thematik lieRen unter Einsatz
verschiedener Mischrationen keine eindeutig identifizierbaren Einflussfaktoren auf die
Hohe der Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese erkennen. Es deutete sich jedoch
ein positiver Effekt des Rohprotein (XP)-gehaltes im Futter an. Der partielle Austausch
von Mais- gegen Grassilage in Rationen hohen Grobfutteranteils fuhrte im Gegensatz zu
in vivo Studien zu einer erhohten Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese. Als
Ursache fur die niedrigere Effizienz der mikrobiellen Synthese im nativen Pansen wird
die asynchrone Verfugbarkeit von Stickstoff und Kohlenhydraten aus der Grassilage
diskutiert, welche auf den grofRen Anteil leichtloslicher Kohlenhydrate, die bereits
wahrend der Silierung mikrobiell verstoffwechselt werden, zurlckzufihren ist (Givens
und Rulquin, 2004). Die beobachteten Differenzen hinsichtlich der Syntheseleistung
kdnnten wie auch im Falle der variierenden Aminosaurenmuster des Mikrobenproteins
auf futtermittelbedingte Anderungen der mikrobiellen Gemeinschaft im Pansen
zuriickzufuhren sein. Unter diesen Umstanden wére (ber eine optimierte
Rationsgestaltung  die gezielte Einflussnahme auf Syntheseleistung sowie

Aminosaurenmuster denkbar.

Methoden zur Charakterisierung, ldentifizierung und Quantifizierung ruminaler

Mikroorganismen

Das Verstandnis um die im Pansen ablaufenden mikrobiellen Prozesse ist

Voraussetzung fir eine gezielte Beeinflussung der mikrobiellen Gemeinschaft.
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Demnach besteht auch die Notwendigkeit einer Charakterisierung und Identifizierung
der im Pansen unter verschiedenen Fitterungsbedingungen lebenden Mikroorganismen.
Da eine Vielzahl von Spezies in die Fermentation involviert ist und viele Arten in
synergistischer Beziehung zueinander stehen, sind Daten, die anhand von isolierten
Reinkulturen generiert wurden, nur bedingt von Nutzen, um die komplexe mikrobielle
Aktivitat im Pansen nachvollziehen zu kénnen (Dehority, 2003). Die Kultivierung von
Mikroorganismen lasst lediglich deren nédhere Charakterisierung hinsichtlich
physiologischer ~und  biochemischer  Eigenschaften  sowie  Studien  Uber
Wechselwirkungen zwischen einzelnen Spezies zu. Daher wird zur Beschreibung
ruminaler Mikrobengemeinschaften und zur Quantifizierung einzelner Organismen
zunehmend mit  kultivierungsunabhangigen, molekularbiologischen  Methoden
gearbeitet (Tajima et al., 1999). Diese erlauben sowohl eine Detektion nicht
kultivierbarer Spezies als auch die Untersuchung verschiedener Organismen im
Gesamtkontext der Mikrobengemeinschaft. AufRerdem sind sie im Gegensatz zu
kultivierungsabhangigen Methoden relativ schnell und einfach durchzufiihren.
Phylogenetische Untersuchungen basieren meist auf einem Vergleich der Sequenzen
ribosomaler Ribonukleinséuren (rRNA) wie der 16S rRNA oder deren dazugehoriger
DNA (Desoxiribonukleinsdure)-Sequenzen (rDNA). Das 16S rRNA-Gen ist in allen
prokaryotischen Zellen zu finden und sowohl funktionell als auch strukturell stark
konserviert. Dennoch enthélt es einige hoch variable Regionen, die eine
phylogenetische Einordnung bis auf Artebene erlauben. Damit stellt es einen idealen
molekularen Marker dar (Ludwig und Schleifer, 1994), der grolRes Potenzial zur
Darstellung prokaryotischer Diversitat in Mikrobengemeinschaften besitzt (Olsen et al.,
1986, Woese, 1987).

Eine Mdglichkeit, die Diversitdit mikrobieller Gemeinschaften darzustellen und
strukturelle Veranderungen nachzuvollziehen, besteht in der Erstellung genetischer
Profile, so genannter ,,Fingerprints“. Zu den Fingerprintmethoden zéhlen beispielsweise
die denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) sowie die
Temperaturgradientengelelektrophorese  (TGGE). Hierbei werden in  einem
Polyacrylamidgel PCR (Polymerase-Kettenreaktion)-Produkte (z.B. Teilsequenzen des
16S rRNA-Gens) sequenzabhangig entlang eines denaturierenden Gradienten (chemisch
oder Temperatur) elektrophoretisch aufgetrennt (Muyzer et al., 1993, Muyzer und

Smalla, 1998). Dies fuhrt zu komplexen Bandenmustern im Gel, welche Hinweise auf
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die strukturelle Diversitat der betrachteten Mikrobengemeinschaften liefern und deren
direkten Vergleich méglich machen.

Ahnliche  Profile lassen sich auch mit Hilfe der Methode des
Einzelstrangkonformationspolymorphismus (single strand conformation
polymorphism/SSCP) darstellen (Schwieger und Tebbe, 1998). Hierbei erfolgt die
Gelelektrophorese allerdings unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Anstatt
doppelstrangiger werden im Rahmen der SSCP einzelstrangige DNA-Fragmente
gleicher Lange aufgetrennt. Die PCR erfolgt unter Einsatz eines phosphorylierten und
eines nicht-phosphorylierten  Primers. Im Anschluss wird mit Hilfe eines
A-Exonukleaseverdaus der phosphorylierte DNA-Strang des PCR-Produktes selektiv
entfernt. Die einzelstrangigen DNA-Molekiile nehmen daraufhin entsprechend ihrer
Sequenzabfolge unterschiedliche Konformationen ein, die deren Laufverhalten wahrend
der Elektrophorese im Polyacrylamidgel bestimmen und damit keinen Gradienten
erforderlich machen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode besteht im Verzicht auf GC-
Klammern, die im Rahmen der DGGE und TGGE notwendig sind, um eine vollstandige
Trennung der Doppelstrdnge zu verhindern (Muyzer et al., 1993) und damit die
Primerauswahl einschranken. AulRerdem verringern das Fehlen der GC-Klammer sowie
der Einzelstrangverdau die Gefahr der Bildung von Heteroduplexstrukturen wahrend
der Elektrophorese (Dohrmann und Tebbe, 2004).

Alle drei Fingerprintmethoden haben den Vorteil, dass eine groRe Anzahl von Proben
gleichzeitig bearbeitet und verschiedene Mikrobengemeinschaften relativ einfach
miteinander verglichen werden kdénnen. Dartiber hinaus kdnnen Banden, die von
naherem Interesse sind, aus den Gelen ausgeschnitten und sequenzanalytisch bearbeitet
werden. Nachteilig ist, dass sich anhand der Bandenintensitdt keine quantitativen
Aussagen machen lassen, da eine Bande durch mehrere Spezies représentiert werden

kann (Schmalenberger et al., 2003).

Fur die Quantifizierung einzelner Spezies in ruminalen Mikrobengemeinschaften bietet
sich die Methode der Real-time quantitativen (q) PCR an (Tajima et al., 2001b).
Wahrend die klassische PCR lediglich einen qualitativen Nachweis der Endprodukte
erlaubt, wird im Verlauf der Real-time gPCR die Zunahme der DNA im PCR-Ansatz
fluoremetrisch  bestimmt.  Hierfur werden dem PCR-Ansatz beispielsweise
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR Green zugesetzt. Dieser bindet

sequenzunspezifisch  an  doppelstrangige DNA-Molekile und  kann als
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DNA-SYBR-Green-Komplex durch Licht einer bestimmten Wellenldnge zur
Fluoreszenz angeregt werden. Mit Zunahme der Amplifikate in jedem PCR-Zyklus
nimmt auch die zu messende Fluoreszenz im PCR-Ansatz zu. So kann der Verlauf der
Amplifikation uUber den gesamten Zeitraum der Reaktion verfolgt und aufgezeichnet
werden. Allerdings ist die Templatemenge zu Beginn der Reaktion begrenzt und die
Wahrscheinlichkeit, dass Template, Primer und Polymerase zueinander finden gering
(Polz und Cavanaugh, 1998). Gegen Ende bedingen dagegen abnehmende Primer- und
Nukleotidkonzentrationen, eine mdgliche Schédigung der Polymerase sowie die
Anhaufung der PCR-Produkte einen suboptimalen Reaktionsverlauf (Milhardt, 2003).
Wahrend der exponentiellen Phase der PCR aber stehen geniigend Template sowie
ausreichend intakte Reagenzien zur Verfligung, um eine optimale Reaktion und damit
die Verdopplung jedes Templates pro Zyklus zu ermdglichen. Zu diesem Zeitpunkt der
Reaktion ist die Menge der Amplifikate im PCR-Ansatz proportional zur Menge der
eingesetzten Template-DNA, was deren Quantifizierung erlaubt (Smith und Osborn,
2009). Diese erfolgt auf Basis des sogenannten Ct (Threshold-Cycle), einem
Schwellenwert, der angibt, in welchem PCR-Zyklus sich das Fluoreszenzsignal erstmals
deutlich von der Hintergrundfluoreszenz abhebt. Die Quantifizierung kann sowohl
absolut, mit Hilfe von Standards, oder aber relativ erfolgen.

Eine  weitere  Mdoglichkeit zur  Quantifizierung einzelner  Spezies oder
Organismengruppen in mikrobiellen Gemeinschaften bietet die Methode der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) (Amann et al., 1995a). Hierbei werden
fluoreszenzmarkierte Sonden zur Hybridisierung von rRNA in fixierten Zellen genutzt.
Zur Entwicklung entsprechender Sonden dienen u.a. die Sequenzen des 16S und
23S rRNA-Gens. Die Hybridisierung erfolgt entweder in Losung oder auf Filtern und
Objekttragern. Die Quantifizierung der hybridisierten Zellen wird anschlieBend am
Fluoreszenzmikroskop vorgenommen. Gegenuber der Real-time gPCR hat diese
Methode den Vorteil, unabhangig von der DNA-Extraktion sowie PCR-bedingten
Verzerrungen zu sein. Auflerdem erlaubt sie die Visualisierung und Identifizierung
einzelner Mikroorganismen innerhalb ihres natiirlichen Mikro-Habitats (Amann et al.,
1995a, Moter und Gaébel, 2000).

In vivo und in vitro Studien

Zur Prufung verschiedener Einflussfaktoren auf die ruminale Mikrobengemeinschaft

kdénnen sowohl in vivo als auch in vitro Untersuchungen durchgefiihrt werden. Studien



am Tier haben den Vorteil, die mikrobielle Gemeinschaft in ihrem natlirlichen Habitat
untersuchen zu kénnen und Wechselwirkungen mit dem Wirtstier zu erfassen. Jedoch
sind sie mit einem relativ hohen Aufwand verbunden und daher nur mit geringen
Tierzahlen zu realisieren. Die Entnahme von Proben aus dem Pansen ist zudem nur
unter Beeintrachtigung des Tieres, sei es durch das Setzen von Fisteln oder Uber das
Einflhren einer Schlundsonde, vorzunehmen.

Die Simulation der Pansenprozesse bietet dagegen den Vorteil des Erhaltes einer
konstanten Umwelt lber einen langen Zeitraum ohne Einfluss des Tieres. In vitro
Systeme sind leicht zu handhaben und gut kontrollierbar, was im Gegensatz zum Tier
die Schaffung standardisierter Bedingungen ermdglicht. Die Entnahme représentativer
Proben féllt leichter, ebenso wie die Quantifizierung von Fermentationsprodukten.
AuRerdem bieten sie die Mdglichkeit, Futtermittel wie Konzentrate allein zu inkubieren,
ohne wie im Falle der Futterung an Tiere die Pansenfunktion zu beeintrachtigen. Von
Nachteil ist, dass keine Absorption von Stoffwechselendprodukten simuliert werden
kann und diese sich im System akkumulieren. Dennoch zeigten vergleichende Studien,
dass in den Fermentergefalien kontinuierlicher Simulationssysteme ein &hnliches Milieu
(pH, Redoxpotential, Konzentration kurzkettiger Fettsduren) (Merry et al., 1987) sowie
ein vergleichbar hoher Abbau der Rohnahrstoffe aus dem Futter zu beobachten ist
(Hannah et al., 1986) wie im nativen Pansen.

Man unterscheidet semi-kontinuierliche (Czerkawski und Breckenridge, 1977) und
kontinuierliche Systeme (Hoover et al., 1976). Letztere haben den Vorteil einer
gleichméRig Uber den Tag verteilten Zufihrung kleinerer Futtermengen sowie deren
direkte Inkubation im Pansensaft-Puffergemisch der Fermentergefale. Auf diesem
Wege soll die natiirliche Futteraufnahme nachgeahmt werden, jedoch bereitet diese
Vorgehensweise Schwierigkeiten im Hinblick auf die Durchmischung im Fermenter
sowie die Filtration der Uberlaufflissigkeit (Hoover et al., 1976). Semi-kontinuierliche
Systeme sind dagegen technisch einfacher aufgebaut. Einerseits wird das Futter nur
einmal té&glich zugefihrt, andererseits erfolgt die Inkubation in Nylonbeuteln, deren
Porengrolle (Carro et al., 1995) ebenso wie die zugeleitete Puffermenge (Czerkawski
und Breckenridge, 1979, Hoover et al.,, 1984) Einfluss auf die mikrobielle

Fermentationsleistung nehmen kann.

Ein weiterer Nachteil der in vitro Systeme besteht darin, das Wiederkauen der Tiere und

damit die Zerkleinerung des Futters nicht nachahmen zu kénnen. Das zu inkubierende



10

Futter wird bisher in Abhédngigkeit des Versuchsanstellers unzerkleinert bis zu einem
Vermahlungsgrad von 1 mm Siebdurchgang inkubiert. Eine Beeinflussung der
mikrobiellen Gemeinschaft durch die angebotene Futterpartikelgrofie ist aber weder in
vivo noch in vitro auszuschlieBen. Mit zunehmender Partikelgréfle scheint die
Abbaurate der Faserfraktionen aus dem Futter sowohl in vivo und in situ als auch in
vitro zu sinken (Smith et al., 1983, Cherney et al., 1988, Bowman und Firkins, 1993).
AuRerdem deuteten sowohl in vivo als auch in situ Untersuchungen auf eine héhere
Besiedlungsdichte kleinerer Partikel hin (Bowman und Firkins, 1993, Yang et al.,
2001). In vitro Studien von Rodriguez-Prado et al. (2004) lieRen bei Variation der
FutterpartikelgroRe (3 und 1 mm) nur geringe Unterschiede im Aminosédurenmuster
einzelner Mikrobenfraktionen erkennen. Da aber das Aminosaurenmuster des
mikrobiellen Proteins kein eindeutiger Faktor zur Beschreibung der Zusammensetzung
mikrobieller Gemeinschaften ist, weisen diese Ergebnisse nicht zwingend auf identische
Mikrobengemeinschaften in den Fermentern hin. Hinweise auf eine Beeinflussung
einzelner Bakterienspezies durch die angebotene FutterpartikelgroRe finden sich bei
Olschlager (2007). Systematische Untersuchungen zum Einfluss der gewdéhlten
FutterpartikelgrolRe auf die Zusammensetzung der ruminalen Mikrobengemeinschaft in

vitro stehen aber nach bisherigem Kenntnisstand noch aus.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war daher,

1. mit Hilfe molekularbiologischer Methoden zu prifen, inwiefern die
Futterpartikelgrofle einen Effekt auf die Zusammensetzung der ruminalen

Mikrobengemeinschaft in vitro hat.

Da vergleichende Untersuchungen zu futtermittelbedingten Anderungen der
mikrobiellen Gemeinschaft im Pansen bisher meist unter dem Aspekt Grobfutter zu

Konzentrat-Verhaltnis durchgefihrt wurden, sollte

2. der Frage nachgegangen werden, ob verschiedene Grobfutter und deren
Verhaltnis zueinander Einfluss auf die Zusammensetzung der mikrobiellen

Gemeinschaft in vitro nehmen.



11

3. sollte geklart werden, welche Mikrobengruppen oder Spezies durch den

Einsatz unterschiedlicher Grobfutter gefordert bzw. gehemmt werden.

Die Wahl der zu prufenden Grobfutter fiel auf Mais- und Grassilage, da
vorangegangene in vitro sowie in vivo Studien deren erheblichen Einfluss auf die
Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese hatten erkennen lassen und beide europaweit
einen bedeutenden Anteil des Grobfutters in Wiederk&uerrationen ausmachen (Givins
und Rulquin, 2004).

Mit Hilfe von SSCP-Analysen sollten strukturelle Unterschiede der mikrobiellen
Gemeinschaften beschrieben werden. Die anschliefende Sequenzierung ausgewahlter
Banden sollte Hinweise darauf liefern, welche Spezies mdglicherweise in Abhéangigkeit
des Mais- und Grassilageanteils im Futter bzw. der Futterpartikelgrofie auftreten.
Daruber hinaus sollte unter Verwendung der Real-time qPCR sowie der FISH eine
relative Quantifizierung einzelner Mikrobengruppen und Spezies erfolgen, um
Veranderungen innerhalb der Mikrobengemeinschaften nachweisen und Aussagen ber
deren Zusammensetzung treffen zu kénnen.

Da vorausgegangene Arbeiten Hinweise auf Unterschiede der Mikrobenfraktionen
geliefert hatten (Boguhn et al. 2006a und 2008), wurde auRerdem mit Hilfe der FISH
ein Vergleich der isolierten Zellen aus dem Fermenter und Uberlauf angestrebt. Ziel war
es, die Ursachen dieser Variationen zu definieren und Empfehlungen fir weiterfiihrende

Untersuchungen zur Probennahme zu geben.

Im Rahmen der fur die vorliegende Arbeit durchgefiihrten in vitro Versuche wurden
innerhalb eines zweiten Teilprojektes der Abbau der Rohnéhrstoffe und Faserfraktionen,
die Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese, das Aminosdurenmuster des
mikrobiellen Proteins sowie weitere Fermentationsparameter erfasst. Die Betrachtung

der eigenen Daten erfolgte demnach auch unter Berticksichtigung dieser Ergebnisse.
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2.  Herkunft der Mikroorganismenproben flr die eigenen

Untersuchungen

Das in dieser Arbeit  verwendete Probenmaterial stammt aus
Pansensimulationsversuchen, die im Rahmen des DFG-Projektes ,,Einfluss
unterschiedlicher Anteile von Silagen in Mischrationen fur Wiederkéuer auf die
ruminale mikrobielle Gemeinschaft und deren Syntheseleistung in vitro“ (DFG
BO2960/1)  durchgefihrt  wurden. Die Betreuung der Versuche im
Nutztierwissenschaftlichen Zentrum Merbitz sowie die Probenahme,
Futtermittelanalytik und Betrachtungen zur Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese
lagen bei Mitarbeitern der Professur fur Tiererndhrung (Dr. agr. J. Boguhn, Dipl.-Ing.
agr. B. Hildebrand). Die molekularbiologischen Untersuchungen zur Zusammensetzung
der sich in vitro etablierenden mikrobiellen Gemeinschaften erfolgten am
Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung UFZ in Leipzig und sind Inhalt der

vorliegenden Arbeit.

2.1 Invitro Versuche zur Pansensimulation

Die in vitro  Versuche erfolgten in  einem  semi-kontinuierlichen
Pansensimulationssystem nach Czerkawsky und Breckenridge (1977). Details zur
technischen Umsetzung und zum Versuchsablauf finden sich bei Boguhn et al. (2006b).
An dieser Stelle sollen das Pansensimulationssystem und die Durchfiihrung der
Versuche nur kurz beschrieben werden. In Abbildung 1 ist der Aufbau einer von sechs
Einheiten des hier verwendeten Pansensimulationssystems schematisch dargestellt.

Fur eine Pansensimulation sind sowohl fllssige (Pansensaft) als auch feste Bestandteile
des Panseninhaltes von Wiederk&uern notwendig. Als Spendertiere hierfiir standen funf
pansenfistulierte Schafe der Rasse ,,Schwarzkopfiges Fleischschaf® aus dem
Nutztierwissenschaftlichen Zentrum Merbitz zur Verfiigung. Jedes der Tiere erhielt
taglich 200 g eines handelsiiblichen Konzentratfuttermittels fur Schafe sowie zusatzlich
10 g einer Mineralstoff- und Vitaminmischung. Darber hinaus hatten die Tiere freien
Zugang zu Wasser und Wiesenheu.

Zu Beginn jeder Pansensimulation wurde jedes der sechs zylinderférmigen
Fermentationsgefae mit einem Gemisch aus 400 ml frisch entnommenem Pansensaft

und 400 ml einer in Anlehnung an McDougall (1948) erstellten Pufferlésung (Anhang,
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Tab. Al) befiillt. Die perforierten Innengefalle der Fermenter wurden zunéchst mit je
zwei Nylonbeuteln (Nylonsiebgewebe der Fa. Linker Industrie Technik GmbH;
PorengroRe 100 um) bestlickt, von denen einer ~60g feste Bestandteile des
Panseninhaltes und der andere 15 g des jeweils zu untersuchenden Futters enthielt.
Sowohl der Pansensaft als auch die festen Bestandteile des Panseninhaltes wurden als

Mischproben der fiinf Spendertiere verwendet.

Gestange zum Hubmotor

r

Uberlauf Ventil zur Probenahme

Gestangefiihrung

Schraubverschluss des
FermentergefiBes

Gasauslass — e—

Fermentergefal3

Pansensaft-
Puffergemisch

perforiertes Innengefal3

Nylonbeutel

[— Futtermittel

Gefill zum
Auffangen des
Uberlaufes "}— Zufthrung

der Pufferlosung

ANNN

Wasserbad, 4°C Wasserbad, 39°C =———t—

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer Fermentereinheit im semi-
kontinuierlichen  Pansensimulationssystem  (modifiziert nach Czerkawski und
Breckenridge, 1977)

Um der durchschnittlichen Korpertemperatur des Schafes zu entsprechen, standen die
Fermentationsgefal3e in einem 39°C warmen Wasserbad. Die Pansenmotorik wurde im
Fermenter mit Hilfe wvertikaler Hub- und Senkbewegungen der InnengefaRe
nachgeahmt. Die Zufiihrung von taglich ca. 600 ml der oben genannten Pufferldsung in
die FermentationsgefaRe diente sowohl der Stabilisierung des pH-Wertes im Fermenter

als auch der Versorgung des Systems mit Flissigkeit und weiteren Mineralstoffen.
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Dariuiber hinaus sollte dem System mit der Pufferldsung eine Markersubstanz zugefihrt
werden, die zur Bestimmung der Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese nétig war.
Daher enthielt die Pufferldsung zusatzlich Ammoniumchlorid (0,7 mM), das mit dem
natiirlichen Isotop >N angereichert war (Chemotrade Chemiehandelsgesellschaft mbH,
deklariert 10 at.-%).

Der Abfluss von Stoffwechselprodukten der mikrobiellen Fermentation und nicht
abgebauten Futterpartikeln sowie der Mikrobenmasse aus dem Pansen wurde Uber die
Ausleitung Gberlaufender Suspension aus dem Fermenter simuliert. Die Uberfiihrung
erfolgte Uber Schlduche in separate Auffanggefalie, die zur Unterbindung mikrobieller
Aktivitat in einem 4°C kalten Wasserbad standen und téglich ausgewechselt wurden.

24 h nach Beginn der Inkubation wurde der mit festen Bestandteilen des Panseninhaltes
gefullte Nylonbeutel im InnengefdR jeden Fermenters gegen einen Futterbeutel
ausgetauscht. Nach weiteren 24 h wurde der ab Tag 1 inkubierte Futterbeutel durch
einen neuen ersetzt. Innerhalb der folgenden 13 Tage wurde dann alle 24 h jeweils
derjenige Futterbeutel ausgewechselt, der bereits 48 h inkubiert worden war. Bei der
Entnahme der Nylonbeutel wurden diese mit ca. 70 ml Pufferlésung gespiilt, um sowohl
lose an Futterpartikeln  haftende  Mikroorganismen als auch  restliche
Fermenterfllssigkeit in das System zuriickzufuhren. 13 Tage nach Start der Inkubation
wurde die Pansensimulation mit der Probennahme aus den Fermentations- und

UberlaufgefaRen abgeschlossen.

2.2  Futtermittel

Zur Klarung der Frage, welchen Einfluss die Grobfutterquelle in Wiederk&uerrationen
auf die mikrobielle Gemeinschaft im Pansen hat, wurden fur die vorliegende Arbeit flinf
Futtermischungen konzipiert, die hauptséchlich aus Mais- und Grassilage bestanden
(Tab. 1). Der Konzentratfutteranteil in den Mischungen wurde mit nur 10 %
Sojaextraktionsschrot (SES) bewusst niedrig gewéhlt, um einen moglichen Einfluss der
verwendeten Konzentratfutterquelle auf die Mikroorganismengemeinschaft zu
minimieren. Das SES diente ausschliel3lich der Stickstoffversorgung der Mikroben,
insbesondere bei der Inkubation der proteinarmen Maissilage. Den in Tabelle 1
aufgefithrten Mischungen wurde auflerdem die Mineralstoff- und Vitaminmischung
zugesetzt, die auch an die Spendertiere verabreicht worden war. lhr Anteil in der

Gesamtfuttermischung machte 1,1 % der T aus.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Futtermischungen® (in % der T)

Futtermischung  Maissilage Grassilage  Sojaextraktionsschrot

I 90 0
I 70 20
I 45 45 10
v 20 70
\Y 0 90

* plus 10 g der Mineralstoff- und Vitaminmischung

Die verwendeten Silagen stammten von einem Betrieb in Sachsen-Anhalt und wurden
unter Praxisbedingungen gewonnen. Die Ernte der Maissilage erfolgte zum Ende der
Teigreife. Zeitgleich wurde die Grassilage von einem intensiv bewirtschafteten
Grinland geschnitten (4. Schnitt). Die Grassilage sollte etwa 15 bis 20 % Rohprotein
und 20 bis 25 % Rohfaser enthalten und eine Energiekonzentration von
> 5,8 MJ NEL (Nettoenergie Laktation) je kg T aufweisen. Fir die Maissilage wurden 7
bis 10 % Rohprotein und 18 bis 22 % Rohfaser sowie eine Energiekonzentration von
> 6,5 MJ NEL/kg T erwartet.

Der erste im Rahmen des oben genannten DFG-Projektes durchgefiihrte Versuch
erfolgte lediglich unter Verwendung der Futtermischungen I, 111 und V. Die analysierten
Gehalte an Weender Rohnéhrstoffen (Rohasche: XA, Rohprotein: XP, Rohfett: XL,
Rohfaser: XF) des hierfir verwendeten Futters sind in Tabelle 2 zu finden. Fir einen
zweiten, spater folgenden Versuch, in dem die Prifung aller finf Futtermischungen
sowie der Einzelkomponenten anstand, wurde eine erneute Analyse der Rohnahrstoffe
vorgenommen, um Veranderungen im Futter wéhrend der Lagerung berticksichtigen zu
konnen. Die Ergebnisse hierzu sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Fur die Analysen wurde das
Futter zundchst 24 h bei 65°C getrocknet und anschlieend auf 1 mm Siebdurchgang
vermahlen. Die Weender Rohnahrstoffanalyse erfolgte nach den Vorgaben des
Verbandes Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA, Naumann und Bassler, 1976) im institutseigenen Labor. Zusatzlich wurden
die Fraktionen der Neutral- und Saure-Detergenzien-Faser (NDF, ADF) nach Vorschrift
der VDLUFA (1988 und 1993) bestimmt. Die analysierten NDF- und ADF-Gehalte

sind ebenfalls in den Tabellen 2 und 3 angegeben.
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Tabelle 2: T-Gehalte’, analysierte Rohnahrstoffe sowie Gehalte an NDF und ADF in

den Futtermischungen I, I11und V, Analyse flr den ersten Versuch
Futtermischung T XA XP XL XF NDF ADF
(g/kg) |(9/kgT) | (9kg T) | (g/kg T) |(9/kg T) | (9/kg T) | (9/kg T)
I 920 58 128 33 172 326 193
" 917 88 178 36 196 356 239
\% 918 129 232 38 210 390 248

1

nach 24-stiindiger Vortrocknung bei 65°C

Tabelle 3: T-Gehalte’, analysierte Rohnahrstoffe und Gehalte an NDF und ADF fiir die
Futtermischungen 1-V sowie deren Einzelkomponenten, Analyse fir den zweiten

Versuch
T XA XP XL XF NDF | ADF
(9/kg) |(g/kgT)|(g/kgT) | (g/kgT) | (g/kg T) | (g/kg T) | (g/kg T)
Futtermischung
| 945 55 127 33 191 338 214
I 933 67 151 33 206 352 213
1l 929 97 174 35 199 381 208
\Y 926 115 202 34 215 406 223
Y 952 126 227 34 220 410 230
Einzel-
komponenten
Maissilage 935 43 92 35 205 380 211
Grassilage 935 125 216 31 242 412 252
szr{fgi‘”ak“ons' 886 | 72 | 464 | 17 o5 | 173 | 129

1

Die Bestimmung der

nach 24-stiindiger VVortrocknung bei 65°C

Rohnahrstoffverdaulichkeiten und die Berechnung der

Energiekonzentrationen (GfE, 2001) in den Futtermischungen erfolgten im Rahmen von
Verdaulichkeitsversuchen mit Hammeln (AfBN, 1991), die bereits im Vorfeld der
eigenen Untersuchungen durchgefiihrt worden waren. Die ermittelten Werte zur
Verdaulichkeit der Rohnéhrstoffe sowie die berechneten Energiegehalte kénnen dem
Anhang entnommen werden (Tab. A2).

Zur Kldrung der Frage, welchen Einfluss die FutterpartikelgroRe auf die ruminale
Mikrobengemeinschaft hat, sollte das Futter bei unterschiedlichen Partikellangen
inkubiert werden. Hierfur wurde das Futter zundchst tber 24 h bei 65°C getrocknet und
anschlieBend auf 1 und 4 mm Siebdurchgang vermahlen. Bis zur Einwaage in die
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Nylonbeutel kurz vor Versuchsbeginn wurde das aufbereitete Futter in geschlossenen
GefaRen bei Raumtemperatur gelagert.

Da davon auszugehen war, dass wéhrend der Vermahlung auch Partikel das Sieb
passiert hatten, die grofier oder kleiner als 1 und 4 mm waren, wurde zu einem spateren
Zeitpunkt die Verteilung der FutterpartikelgroBe in den Mischungen bestimmt. Diese
Analysen erfolgten allerdings nicht im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen,
sondern wurden von Herrn Hildebrand im Zuge der Bearbeitung des zweiten
Teilprojektes durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Analysen fanden daher in der
vorliegenden Arbeit ausschliellich Beachtung im Hinblick auf die Diskussion der
eigenen  Daten. Ungeachtet der tatsachlich ermittelten  Verteilung  der
FutterpartikelgroRe in den Mischungen wurde im Folgenden vereinfachend an den
Begriffen FutterpartikelgroRe sowie 1 und 4 mm festgehalten. Diese Begrifflichkeiten
sollen demnach keine Bezeichnung einer definierten Futterpartikellange von 1 und
4 mm darstellen, sondern beschreiben vielmehr den gewéhlten Vermahlungsgrad und

damit die jeweilige Behandlung.
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3.  Qualitative Untersuchungen - Analyse von

Einzelstrangkonformationspolymorphismen (SSCP)

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Versuchsdurchfuhrung, Probengewinnung und -aufbereitung

Zur Gewinnung von Probenmaterial fur die PCR-basierte SSCP-Ananlyse der
mikrobiellen Gemeinschaften kamen in einem ersten Versuch die Futtermischungen I,
Il und V zum Einsatz (Vergleich 2.2). Da Fingerprintmethoden wie die SSCP-Analyse
mit einem hohen Aufwand flr die folgenden Sequenzanalysen verbunden sind und zu
Beginn der Untersuchungen nicht klar war, wie grofl ein mdglicher Effekt der
Grobfutterquelle auf die mikrobielle Gemeinschaft ausfallen wirde, wurde sich in
diesem Versuch bewusst fur die Priifung der Mischungen mit Anteilen von 90 % Mais-
() oder Grassilage (V) sowie fur die dazwischen liegende Variante mit gleichen
Anteilen beider Silagen (Ill) entschieden (Tab. 1). In drei aufeinander folgenden
Versuchsdurchgangen wurde jede der drei Futtermischungen fir die beiden
Vermahlungsgrade 1 und 4 mm inkubiert. Fir die folgenden Analysen standen demnach
drei Wiederholungen je Variante zur Verfugung.

Fur die SSCP-Analysen wurde ausschlie3lich Probenmaterial aus der Mikrobenfraktion
der Uberliufe gewonnen. Die Probenahme erfolgte am letzten Tag der Inkubation. Aus
je 320 ml des Uberlaufes eines Fermenters wurden die Mikroorganismen mittels
Differenzialzentrifugation nach einem modifizierten Protokoll von Brandt und Rohr
(1981) isoliert. Zunachst wurden die Uberlaufe fur 5min bei 2000 x g und 4°C
vorzentrifugiert (Suprafuge 22, Heraeus), um die in der Suspension enthaltenen
Futterpartikel abzuscheiden. AnschlieRend wurden die Uberstiande fir mindestens 24 h
tiefgefroren und nach dem Auftauen zur Abtrennung restlicher Futterpartikel einer
zweiten  Vorzentrifugation  unterzogen. Es  folgten  drei 15-mindtige
Hauptzentrifugationen bei 27000 x g und 4°C. Zwischen den Zentrifugationsschritten
wurden die  Mikrobenpellets  jeweils mit 10ml einer 0,9 %igen [w/v]
Natriumchloridldsung gewaschen. Nach der dritten Hauptzentrifugation wurden
~100 mg Mikrobenmasse fiir die DNA-Analyse enthommen und bei -80°C gelagert.

Fir die Optimierung der SSCP-Methode im Hinblick auf die eigenen Proben wurden

auflerdem Mikroorganismen direkt aus dem Pansensaft der Spendertiere isoliert. Die
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Zentrifugation und die anschlieBende Lagerung erfolgte mit Ausnahme der ersten

Vorzentrifugation (5 min, 4°C, 2200 x g) wie oben beschrieben.

Fur alle im Folgenden beschriebenen molekularbiologischen Untersuchungen
qualitativer und quantitativer Art sei angemerkt, dass, sofern nicht weiter erldutert, alle
verwendeten Chemikalien in pro analysi Qualitdt von den nachstehend aufgelisteten
Firmen bezogen wurden. Das Losen der Substanzen erfolgte, falls nicht anders

angegeben, in destilliertem Wasser.

e Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

e Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

e Serva Feinbiochemica GmbH & CO (Heidelberg, Deutschland)

e Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)

e BTS BioTech Trade & Service Laborbedarf GmbH (St. Leon-Rot, Deutschland)

3.1.2 Extraktion mikrobieller DNA

Zur Extraktion und anschlieBenden Aufreinigung der DNA aus den Mikroorganismen
wurde das ,,Fast DNA® KIT*“ (Qbiogene) unter Verwendung des , Fast Prep®
Instrumentes* (Thermo Savant FastPrep FP120 Homogenizer, Qbiogene) genutzt. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte hierbei mechanisch nach der Methode des ,,Bead-
Beating®“. Das vom Hersteller vorgegebene Protokoll wurde unverandert tibernommen.
Die Extraktion wurde aus je ~100 mg Mikrobenmasse vorgenommen. Die Elution der
DNA erfolgte in 100 pl reinem, nucleasefreiem Wasser, die Lagerung der extrahierten
DNA bei -20°C.

Die DNA-Konzentration in den Eluaten wurde durch Messung der optischen Dichte
(OD) bei 260 nm am Spektrophotometer (NanoDrop-1000, NanoDrop Technologies)
ermittelt. Hierflr musste lediglich 1 pul Probe auf den Lichtwellenleiter des Gerates
aufgetragen werden. Anhand des Verhaltnisses von ODygp: OD239 bzw. OD2gp: ODogo
kann Uber die Messung der DNA-Konzentration hinaus eine Aussage zur Reinheit der
DNA getroffen werden. Das Verhaltnis von ODyg: ODy3p sollte im Bereich von
1,8-2,2, das von ODyg: ODogp bei etwa 1,8 oder dariiber liegen, um Verunreinigungen
wie Proteine, Polysaccharide, Alkohole oder Phenole ausschliefen zu koénnen
(Sambrook et al., 1989). Inwiefern hochmolekulare DNA extrahiert werden konnte,

wurde mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese Uberprift.
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Agaroseqgelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese kdnnen DNA-Fragmente unterschiedlicher
Lange im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Uberpriifung der extrahierten DNA
erfolgte im 0,8 %igen [w/v] Agarosegel (SeaKem-Agarose LE, Biozym) in
0,5 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE, 20 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 7,4). Der
TAE-Puffer diente gleichzeitig als Laufpuffer. Je 5 ul DNA-Eluat wurden mit 4 pl
Lauf- und 1 pl Ladepuffer (0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 40 % [w/v] Sucrose) versetzt

und neben einem DNA-GroRenstandard (Raoul ™

Ready-to-use, Qbiogene) auf das Gel
geladen (Elektrophoresekammern: Mupid 21, Cosmo Bio Co, Bio-Rad). Die Laufzeit
wurde anhand des Farbmarkers (Bromphenolblau) im Ladepuffer bestimmt.
AnschlieBend wurden die DNA-Banden im Ethidiumbromidbad (5 pg/ml) angeférbt.
Die Visualisierung der DNA unter UV-Licht erfolgte mit Hilfe des

Geldokumentationssystems ,,GeneGenius® (Syngene).

Erstellung von DNA-Mischproben

Wie bereits angedeutet, ist die Sequenzanalyse von DNA-Fragmenten aus SSCP-Gelen
mit einem hohen Arbeitsaufwand verbunden. Daher ist nur eine begrenzte Anzahl von
SSCP-Banden je Gel analysierbar. In der hier vorgestellten Untersuchung sollte mit drei
Wiederholungen je Futtermischung gearbeitet werden, was die Anzahl der zu
betrachtenden SSCP-Banden um ein Vielfaches erhohte. Da hier die mikrobielle DNA
fir jede Behandlung aus jeweils drei Fermentern und damit aus unabh&ngigen
mikrobiellen Gemeinschaften extrahiert wurde, war nicht sichergestellt, dass die
Analyse einer von drei auf gleicher Hohe laufenden SSCP-Banden ein reprasentatives
Ergebnis fir die entsprechende Futtermischung liefern wirde. Aufgrund dieser
Uberlegung wurden zusatzlich Mischproben aus den drei DNA-Extrakten jeder
Behandlung erstellt, die im Rahmen der Sequenzanalyse stellvertretend fiir die drei
Einzelproben bearbeitet werden sollten. Die Behandlung der Mischproben entsprach im

Weiteren der der Einzelproben.

3.1.3 PCR fur Teilsequenzen der 16S rDNA

Die Amplifikation von Teilsequenzen des 16S rRNA-Gens aus dem Genom der
Mikroorganismen fiir die SSCP-Analysen erfolgte in zwei aufeinander folgenden
PCR-Schritten nach dem Prinzip der nested PCR. Hierbei wurden wahrend einer ersten

PCR mit Hilfe spezifischer Primer vordergrindig Sequenzen amplifiziert, die fir die
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entsprechend gewahlte phylogenetische Gruppe von Bakterien oder Archaeen typisch
sind. Das erhaltene PCR-Produkt wurde anschlielend als Matrize fur einen zweiten
Amplifikationsschritt, die nested PCR eingesetzt. Diese zweite PCR diente der
Egalisierung der Fragmentlangen auf ~ 400 Basenpaar (bp) und der Realisierung eines

phosphorylierten 5°-Endes als Bindungsstelle fiir die Exonuclease.

Gruppenspezifische PCR

Die  SSCP-Analyse sollte fur die  Bakteriengruppen  Clostridia  und
Bacteroides-Prevotella sowie fiir die Doméne der Archaea erfolgen. Die verwendeten
Vorwarts- und Ruckwaértsprimer (f, R) flr die gruppenspezifische PCR sind in Tabelle 4
aufgelistet. Bezogen wurden die Primer von der Firma Biomers. Die aus den
Mikroorganismen extrahierte DNA wurde fur die PCR 1:100 verdinnt. Der jeweilige
Reaktionsansatz sowie die PCR-Bedingungen sind in Tabelle 5 zu finden.

Durchgefuhrt wurden sowohl diese als auch alle folgenden PCR unter Verwendung des
,DNA Engine® Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (PTC-200) der Firma MJ Research.
Zur Kontrolle der verwendeten Arbeitsmaterialien wurde jede PCR von einer
Blindprobe begleitet, die anstatt der DNA reines PCR-Wasser enthielt.

Um zufallig auftretende Unterschiede im Vervielféltigungsprozess zu berlicksichtigen,
wurde die PCR fiir jede Probe in drei 25-pl-Ansatzen durchgefuhrt, die nach Ablauf der

Reaktion vereinigt wurden.

Tabelle 4: Ubersicht der gruppenspezifischen Primerpaare zur Amplifikation von
Teilsequenzen des 16S rRNA-Gens

Zielarunpe Escherichia coli- Primersequenz Referenz
grupp Positon 5-3
Clostridium- 482 f CGG TACY TGA modifiziert nach
Cluster XIVaund b CTA AGA AGC Franks et al., 1998
. TACGGY TACCTT
Bacteria 1492 R GTT ACG ACT T Lane, 1991
ACK GCT CAG TAA Grosskopf etal.,
Archaea 109 f CAC GT 1998
GTG CTC CCC cGC | Stahl und Amann.,
Archaea 934R CAATTCCT | 1991
Bacteroides- 303 GAA GGT CCC CCA | Bartosch et al.,
Prevotella CAT TG 2004
. GGG TTG CGC TCG | modifiziert nach
Bacteria 1100R TTG CGG Lane, 1991
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Tabelle 5: Reaktionsansétze und PCR-Bedingungen flr die gruppenspezifischen PCR

Clostridia Bgfésg?é?f;_ Archaea
Reaktionsansatz:
IQa?aggn? Master Mix Kit 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul
f-Primer (10 mM) 1pl 0,5 ul 0,5 ul
R-Primer (10 mM) 1pl 0,5 ul 0,5 ul
DNA ~2,5ng ~2,5ng ~2,5ng
reines PCR-Wasser 10 pul 11 ul 11 ul
PCR-Bedingungen:
initiale Denaturierung 4 min 94°C - - 4 min 94°C
Denaturierung 45s 94°C 60 s 94°C 30s 94°C
Primer-Annealing 45s 55°C 60 s 56°C 30s 54°C
Elongation 60 s 72°C 455 72°C 60 s 72°C
terminale Elongation 5 min 72°C 5 min 72°C 5 min 72°C
Zyklenzahl 25 30 25

Im Anschluss wurden die gepoolten PCR-Produkte, wie oben beschrieben,
gelelektrophoretisch aufgetrennt, um sie auf die erwartete Fragmentlange und Ausbeute
hin zu Oberprufen. Die Elektrophorese erfolgte in einem 1,5 %igen [w/v] Agarosegel.
Als GroRenstandard diente hier wie auch zur Uberpriifung aller weiteren PCR-Produkte
ein 100-bp-Standard (New England BioLabs). Alle PCR-Produkte wurden grundséatzlich
bei -20°C gelagert.

Nested PCR

Der gruppenspezifischen PCR folgte die Amplifikation der V4V5-Region des
16S rRNA-Gens. Mit Hilfe der universellen Com-Primer 519 f und 926 R (Tab. 6)
wurde ein ~400bp langer DNA-Abschnitt innerhalo des zuvor aus der
gruppenspezifischen PCR erhaltenen Amplifikates vervielféltigt. Ohne vorherige
Aufreinigung wurde das gepoolte Produkt aus der gruppenspezifischen PCR als 1:100er
Verdunnung fir die Clostridia und als 1:5000er Verdunnung fir die Archaea in der
nested PCR verwendet. Die Produkte aus der Bacteroides-Prevotella-spezifischen PCR
mussten ihrer Menge entsprechend 1:100, 1:1000 und 1:5000 verdiinnt werden. Fur die

Archaea erfolgte die nested PCR mit modifizierten Com-Primern (Tab. 6).
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Tabelle 6: Ubersicht der Primerpaare fiir die nested PCR

Zielgruppe ESChS;';?é?] coli- Primersequenz 5°- 3’ Referenz
Com1 519 f CAG CAG CCG CGG Schwieger und
Bacteria TAATAC Tebbe, 1998
Com 2 926 R CCG TCA ATT YMT TTG rgoﬂ'f'.z'ert na%h
Bacteria AGTTT chwieger un

Tebbe, 1998
Coml 519 f CAG CMG CCG CGG
Archaea TAA YAC
Strobel et al. 2008
Com 2} 926 R CCGCCAATTCCTTTA
Archaea AGTTT

1

am 5’-Ende phosphoryliert

Die Reaktionsansatze sowie die dazugehdrigen PCR-Bedingungen sind in Tabelle 7

aufgefiihrt. Je Probe wurden dreimal 50 pl angesetzt, die im Anschluss an die PCR

vereinigt wurden.

Tabelle 7: Reaktionsansétze und PCR-Bedingungen fir die nested PCR

Clostridia Bs:;sg?;?f;' Archaea
Reaktionsansatz:
;I'S(iqag;? Master Mix Kit 25 ul 25 ul 25 ul
f-Primer (10 mM) 2 ul 1pl 1l
R-Primer (10 mM) 2 ul 1pl 1l
DNA (PCR-Produkt) 1l 1l 1l
reines PCR-Wasser 20 pl 22 ul 22 ul
PCR-Bedingungen:
initiale Denaturierung 3 min 94°C 3 min 94°C 3 min 94°C
Denaturierung 60 s 94°C 45s 94°C 45s 94°C
Primer-Annealing 60 s 50°C 45s 50°C 45s 56°C
Elongation 60 s 72°C 60 s 72°C 60 s 72°C
terminale Elongation 5 min 72°C 5 min 72°C 5 min 72°C
Zyklenzahl 30 30 25




24

3.1.4 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Aufreinigung der Produkte aus der nested PCR erfolgte unter Verwendung des
»Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System* (Promega), da mit Hilfe dieses Systems
sowohl eine direkte als auch eine gelpréaparative Aufreinigung der PCR-Produkte
maoglich war. Wéhrend die nested PCR-Produkte fiir die Archaea im Agarosegel nur
eine DNA-Bande von ca. 400 bp zeigten und daher direkt aufgereinigt werden konnten,
wurde flr die nested PCR-Produkte der beiden Bakteriengruppen eine Doppelbande
detektiert. Um einen Einfluss der zweiten, mdglicherweise unspezifischen Bande auf die
SSCP-Profile der Clostridia und Bacteroides-Prevotella auszuschlielen, wurden die
nested PCR-Produkte beider Gruppen gelpréparativ aufgereinigt. Dafur wurden die
150 ul PCR-Produkt je Probe im 1,5 %igen [w/v] Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und die ca. 400 bp langen DNA-Fragmente mittels hitzesterilisiertem
Skalpell unter UV-Licht (Transluminator UVT-20 M/L, Herolab) ausgeschnitten. Die
Aufreinigung erfolgte im Weiteren nach den Angaben des Herstellers. AnschlieRend
wurden die aufgereinigten PCR-Produkte mit 35 pl reinem, nucleasefreiem Wasser

eluiert.

3.1.5 Exonucleaseverdau und Denaturierung

Voraussetzung fir eine konformationsabhangige Auftrennung von DNA-Einzelstrangen
im Polyacrylamidgel ist eine Gelelektrophorese wunter nicht denaturierenden
Bedingungen. Fir den Erhalt einzelstrangiger DNA ist aber zuvor eine Denaturierung
der DNA-Doppelstrange erforderlich. Die DNA-Einzelstrange allerdings neigen unter
nicht denaturierenden Bedingungen verstarkt zur Bildung von Heteroduplex-Strukturen
oder sie rehybridisieren. In einem SSCP-Gel kann dies zum Auftreten zusatzlicher
Banden flhren, da doppelstrangige DNA andere Konformationen als einzelstrangige
DNA einnimmt. So wiirde zum einen das SSCP-Profil verfalscht und zum anderen die
bildanalytische Auswertung der Gele erschwert. Daher wurden die aufgereinigten
PCR-Produkte zundchst einem Einzelstrangverdau mit A-Exonuclease (New England
BioLabs) unterzogen. Das Enzym baut hierbei den durch den Com 2 Primer
phosphorylierten Einzelstrang selektiv ab. Auf diesem Wege wird eine anschlieRende
Rehybridisierung der DNA-Strange verhindert sowie die Bildung von Heteroduplices

erschwert.
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Den Vorgaben von Dohrmann und Tebbe (2004) entsprechend sollten je Probe
mindestens 300 ng doppelstrangige DNA flr den Einzelstrangverdau eingesetzt werden.
Die Quantifizierung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte wie oben beschrieben am
Spektrophotometer. Durch entsprechende Verdiunnung einzelner PCR-Produkte mit
reinem, nucleasefreiem Wasser wurden alle Proben einer zu untersuchenden Gruppe auf
ahnliche DNA-Konzentrationen eingestellt. Somit konnte sichergestellt werden, dass
spater auch dhnliche DNA-Mengen auf das SSCP-Gel geladen wurden und eine
Vergleichbarkeit der Proben hinsichtlich ihrer SSCP-Profile erhalten blieb. Fur die
einzelnen Gruppen wurden ca. 670ng (Clostridia), 100-600 ng (Bacteroides-
Prevotella) und 1300-1700 ng (Archaea) DNA verdaut. Dazu wurden 27 pl des
aufgereinigten und verdunnten PCR-Produktes nach Zugabe von 4,0 ul 10 x A-Puffer
(New England BiolLabs), 0,5ul A-Exonuclease (2,5U) und 8,5ul reinem,
nucleasefreiem Wasser fir 60 min bei 37°C in einem Heizblock (Thermomixer comfort,
Eppendorf) inkubiert.

Nach dem Einzelstrangverdau wurde jede Probe mit einem Volumen (40 ul) frisch
erstellten SSCP-Puffers (95 % [v/v] Formamid, 10 mM Natriumhydroxid, 0,25 % [w/v]
Bromphenolblau) versetzt, gevortext und anschlieBend fiir 2 min bei 95°C im Heizblock
denaturiert. Nachfolgend wurden die Proben sofort fiir 5 min eisgekihlt, um direkt im

Anschluss auf das SSCP-Gel geladen zu werden.

3.1.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der einzelstrangigen DNA-Fragmente erfolgte in 0,6 x MDE-Gelen
(2 x Mutation Detection Enhancement® Gel Solution, Biozym) unter VVerwendung von
1 x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE in bidestilliertem Wasser (Bidest), 89 mM Tris,
89 mM Borsaure, 2 mM EDTA). Die Zusammensetzung der Ldsung zur Herstellung der

Polyacrylamidgele ist in Tabelle 8 zu finden.

Tabelle 8: Zusammensetzung eines 0,6 x MDE-Polyacrylamidgels

Komponente Volumen
5x TBE 10,2 ml
Bidest 25,5 ml
2 x MDE®-Lésung 15,3 ml
Ammoniumpersulfat (10 %ig [w/v] in Bidest) 210 pl
Tetramethylethylendiamin 21 pl
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Zur Fixierung der Gele diente eine Polybond-Folie (TGGE PolyBond film, Whatman
Biometra), die zwischen zwei Ubereinander mit Klammern befestigten Glasplatten
positioniert wurde. Abstandhalter zwischen den Glasplatten boten Raum (Schichtdicke
ca. 0,6 mm) fur das GieRen der Gele. Wahrend der zweistiindigen Polymerisation waren
die Gele mit wassergesattigtem n-Butanol tberschichtet.

Fur die Elektrophorese stand eine ,,TGGE-Maxi-Apparatur® (Biometra) zur Verfiigung.
0.1 %iges [v/v] Triton diente der WarmeUbertragung vom Thermoblock der Apparatur
uber die Polybond-Folie auf das Polyacrylamidgel. Unter Verwendung frei
applizierbarer Silikontaschen (Biometra) wurden 18 ul je aufbereiteter SSCP-Probe auf
das Gel geladen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte Uber einen
Zeitraum von 18 h bei einer konstanten Spannung von 350 V, maximaler Stromstarke

und einer Temperatur von 26°C.

Speziesstandard

Zur Uberprifung des Einzelstrangverdaus und einer erfolgreich gelaufenen
Elektrophorese wurde jedes SSCP-Gel zusétzlich mit einem Speziesstandard
(Schmalenberger et al., 2001) beladen. AulRerdem sollte dieser als Anhaltspunkt fur die
Laufhohe einzelner Banden dienen, wenn innerhalb eines Gels Verschiebungen
auftraten.

Fur die Erstellung des Speziesstandards wurde aus den Genomen von Bacillus
licheniformis  (DSMZz' 13), Rhizobium trifolii (DSMZ 1980), Flavobacterium
johnsoneae (DSMZ 2064) und Rhizobium radiobacter (DSMZ 30150) jeweils die
V4V5-Region des 16S rRNA-Gens mit Hilfe der oben beschriebenen universellen
Com-PCR amplifiziert. Daraufhin wurden die aufgereinigten PCR-Produkte der vier
Organismen  vereinigt und auf 14 pul  aliquotiert.  Schliellich  erfolgten
Einzelstrangverdau und Denaturierung des Speziesstandards parallel zu den zu

untersuchenden Proben.

Optimierung der Elektrophoresebedingungen

Das Laufverhalten einzelstrangiger DNA im Polyacrylamidgel wird mal3geblich von der
Temperatur beeinflusst (Glavac und Dean, 1993). Daher wurde zunédchst geprift, bei

welcher Temperatur eine optimale Auftrennung der hier zu analysierenden Proben zu

! Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures)
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erwarten war. Da das Gerét urspringlich fur die TGGE konzipiert wurde, war es
mdoglich, dieselbe Probe auf einem SSCP-Gel bei verschiedenen Temperaturen
(16-31°C) laufen zu lassen (Lieber et al.,, 2003). Hierfir wurde DNA aus
Mikroorganismen extrahiert, die direkt aus dem Pansensaft der Spendertiere gewonnen
worden waren (Abschnitt 3.1.1). Die Behandlung und Aufbereitung der Proben fir die
SSCP-Analyse erfolgte mit Ausnahme der PCR wie oben beschrieben. Auf eine
gruppenspezifische PCR wurde hier verzichtet, da das allgemeine Laufverhalten der
amplifizierten DNA-Fragmente aus den Pansenmikroben von Interesse war. Zudem
wurde die extrahierte DNA flr die PCR lediglich 1:10 verdiinnt und die Reaktion in nur
einer Wiederholung (50 pl) durchgefuhrt. Dartiber hinaus wurden fiir die Amplifikation
der V4V5-Region des 16S rRNA-Gens universelle Primer verwendet, die hinsichtlich
ihrer Sequenz nur teilweise den in Tabelle 6 aufgefiihrten Primern entsprachen
(Anhang, Tab. A3). Diese Primer waren im Zuge der Etablierung der SSCP-Methode
am UFZ Leipzig von Lieber et al. (2003) in Anlehnung an Schwieger und Tebbe (1998)
entwickelt und zunédchst fir diese Untersuchungen (bernommen worden. Der
Reaktionsansatz sowie die PCR-Bedingungen fir die von Lieber et al. (2003)

ubernommenen Primer sind in Tabelle A3 angegeben.

Silberfarbung
Die Farbung der SSCP-Gele erfolgte mit Silbernitrat in Anlehnung an Bassam et al.

(1991). Das verwendete Protokoll ist Tabelle A4 zu entnehmen. Im Anschluss an die
Silbernitratfarbung wurden die SSCP-Profile mit Hilfe des ,,ScanMaker i 900
(Microtek) und der Software ,,SilverFast* (v.6.2.119) digitalisiert.

3.1.7 Extraktion von 16S rDNA-Fragmenten aus silbergefarbten SSCP-Gelen

Auswahl der SSCP-Banden

Bei der Auswahl der SSCP-Banden fir die Sequenzanalysen stellte sich zunéchst die
Frage, inwieweit die Extraktion von 16S rDNA-Fragmenten aus dem SSCP-Profil einer
Mischprobe zu représentativen Ergebnissen fir eine entsprechend zu untersuchende
Futtermischung fuhrt. Zur Klarung dieser Frage wurde daher ein SSCP-Gel erstellt,
anhand dessen eine vergleichende Sequenzanalyse zwischen Misch- und Einzelproben
vorgenommen werden sollte. Da zu Beginn der eigenen Untersuchungen noch keine
Proben aus dem oben beschriebenen Versuch (Abschnitt 3.1.1) zur Verfligung standen,

musste auf Probenmaterial aus einer vorangegangenen in vitro Untersuchung
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zurlickgegriffen werden. Die Gewinnung und Aufbereitung der Proben erfolgte mit
Ausnahme einiger PCR-Parameter (Anhang, Tab. A5) wie vorab beschrieben
(Abschnitt 3.1). Da die Erstellung eines Fibrobacter-spezifischen SSCP-Gels angedacht
war, wurden hierfur wahrend der ersten PCR entsprechende Primer (Anhang, Tab. A5)
verwendet. Die extrahierte DNA aus den Mikroorganismen kam in dieser PCR als
1:10er Verdinnung zum Einsatz. Beide PCR wurden jeweils in nur einer Wiederholung
durchgefuhrt. Der Einzelstrangverdau erfolgte hier fir ca. 400 ng aufgereinigtes
PCR-Produkt je Probe.

Fur die vergleichende Sequenzanalyse wurden aus dem Fibrobacter-spezifischen Gel
vier SSCP-Banden gleicher Laufhohe ausgewahlt, die sowohl fur die drei Einzelproben
als auch fur die Mischprobe aufgetreten waren.

Fur alle weiteren Sequenzanalysen wurden vorwiegend SSCP-Banden aus den Profilen
der Mischproben ausgewahlt. War die Reamplifizierung von DNA aus der SSCP-Bande
einer Mischprobe nicht mdglich, musste auf die Banden in den Profilen der zugehdérigen
Einzelproben zurtickgegriffen werden. Bearbeitet wurden SSCP-Banden, die entweder
fur alle Futtermischungen oder nur in Abhangigkeit einzelner Futterkomponenten bzw.

der Futterpartikelgrolie zu detektieren waren.

Extraktion der DNA
Die Extraktion der 16S rDNA-Fragmente aus den SSCP-Gelen erfolgte nach der durch
Schwieger und Tebbe (1998) modifizierten ,,Crush and Soak“-Methode von Sambrook

(2001). Dazu wurden die ausgewahlten SSCP-Banden mit Hilfe hitzesterilisierter
Skalpelle aus dem Gel ausgeschnitten, mit 50 ul ,,Crush and Soak“-Puffer (0,5 M
Ammoniumacetat, 10 mM  Magnesiumacetat, 1mM EDTA, 0,1 % [w/V]
Natriumdodecylsulfat (SDS)) versetzt und fir 3 h bei 37°C und 800 rpm in einem
Heizblock mit Schitteleinrichtung (Thermomixer comfort, Eppendorf) inkubiert.
Nachfolgend wurden 40 pl der Losung in 80 pl Ethanol (absolut) Gberfihrt und die
enthaltene DNA uber Nacht bei -20°C geféllt. Es folgte eine 15-minitige Zentrifugation
bei 19000 x g und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet innerhalb
von 20 min bei 37°C im Heizblock getrocknet. Im Anschluss wurde die DNA in 15 pl
reinem, nucleasefreiem Wasser resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C aufbewabhrt.
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3.1.8 Reamplifikation und Klonierung

Reamplifkation

Fur eine erfolgreiche Klonierung der extrahierten 16S rDNA-Fragmente aus den
SSCP-Banden war zundchst ein weiterer PCR-Schritt zur Vervielféltigung der DNA
erforderlich. Diese Reamplifikation der DNA erfolgte, wie zuvor die nested PCR zur
Erstellung der SSCP-Proben, unter Verwendung der jeweiligen Com-Primer flr
Bacteria und Archaea (Tab.6). Jedoch blieben die hier eingesetzten R-Primer
unphosphoryliert, da andernfalls eine Hemmung der Ligase wahrend des ersten
Klonierungsschrittes zu erwarten gewesen ware. Die Reamplifikation erfolgte in einem
Reaktionsvolumen von je 50 pl. Die Reaktionsansétze fiir die einzelnen Gruppen sind in
Tabelle 9 aufgefiihrt. Die PCR-Bedingungen entsprachen denen der oben beschriebenen
nested PCR (Abschnitt 3.1.3).

Tabelle 9: Reaktionsansétze fur die Reamplifikation der 16S rDNA-Fragmente aus den
SSCP-Banden

Clostridia Bs:;sg?;?f;' Archaea
Reaktionsansatz:
;I'S?ageCnF)\’ Master Mix Kit 25 1 25 1 25 1
f-Primer (10 mM) 1,5 ul 1l 1,25 ul
R-Primer (10 mM) 1,5 ul 1l 1,25 ul
Dimethylsulfoxid 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
Magnesiumchlorid (25 mM) 3ul 3ul 3 ul
DNA (aus SSCP-Banden) 5-10 pl
reines PCR-Wasser 6,5-12,5 pl

Direkt im Anschluss an die Reaktion erfolgte zur Uberpriifung der PCR-Produkte deren
elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel. Nach erfolgreicher Reamplifikation
wurden die PCR-Produkte unter Verwendung des ., MinElute® PCR Purification Kit
(Qiagen) entweder direkt (Clostridia) oder préaparativ (Bacteroides-Prevotella, Archaea)
aufgereinigt. Die Elution der DNA erfolgte in 10 pl reinem, nucleasefreiem Wasser. Zur
Uberprifung der Aufreinigung wurden jeweils 2 ul DNA-Eluat einer weiteren
Agarosegelelektrophorese unterzogen. Fir die anschliefende Klonierung der PCR-
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Produkte wurde eine Abschatzung der DNA-Menge in den Reamplifikaten anhand des
Agarosegels unter  Einbeziehung des 100-bp-Standards, der gleichzeitig
Molmassestandard  ist,  bildanalytisch ~ vorgenommen.  Hierfir wurde das

Gel-Analyseprogramm ,,GeneTools* (Syngene) verwendet.

Klonierung
Da nicht davon auszugehen war, dass jede der ausgeschnittenen SSCP-Banden nur eine

Spezies représentierte (Schmalenberger und Tebbe, 2003), kam eine direkte
Sequenzierung der Reamplifikate nicht in Frage. Eine Klonierung der
16S rDNA-Fragmente machte aber deren Vereinzelung aus den Reamplifikaten
moglich. Die Klonierung erfolgte unter Verwendung des ,,TA Cloning® Kit* der Firma
Invitrogen entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Je nach DNA-Konzentration im
Eluat wurden 1-6 pl des aufgereinigten Reamplifikates bei 14°C (ber Nacht in den
pCR®2.1 Vektor ligiert. AnschlieRend wurden die Ligationsprodukte in chemisch
kompetente Escherichia coli-Zellen (Hanahan, 1983) des Stamms DH5a transformiert
und diese bei 37°C (Brutschrank, Heraeus) uber Nacht inkubiert. Das hierfir vom
Hersteller empfohlene S.O.C. Medium wurde durch das NZY-Medium (1 % [w/v]
Pepton, 0,5 % [w/v] Hefeextrakt, 8,6 mM Natriumchlorid, 12,3 mM Magnesiumchlorid,
12,5 mM Magnesiumsulfat, 22 mM Glucose, pH 7,5) ersetzt. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte in Petrischalen auf Luria-Bertani (LB)-Medium (DSMZ, Medium 381).
Zur Unterdruckung des Wachstums von nicht transformierten Zellen wurde das
Antibiotikum Kanamycin (50 pug/ml LB) verwendet. Die spatere Auswahl (Blau-WeiR-
Selektion) von Zellkolonien (weiR), die ein rekombinantes Plasmid aufwiesen, wurde
durch den Einsatz von 2 %igem [w/v] X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-
galactopyranosid) und 0,1 M IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalacto-pyranosid) ermdglicht.
Jeweils 40 ul der beiden Ldsungen wurden kurz vor Verwendung der Platten auf die
Agaroberflache des LB-Mediums aufgetragen. Je Agarplatte wurden ca. 60 ul des
Transformationsansatzes ausgestrichen. Die Auswahl der positiven (weil3en) E. coli-
Klonkolonien erfolgte zufallig. Es wurden ca. 50-150 Klone je Ligationsansatz gepickt,
erneut auf LB-Medium mit Kanamycin, X-Gal und IPTG ausgestrichen und Uber Nacht

bei 37°C angezogen.
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3.1.9 Restriktionsanalyse klonierter 16S rDNA-Fragmente (ARDRA)

Die Restriktionsanalyse der klonierten 16S rDNA-Fragmente, die im Weiteren auch als
Klone bezeichnet werden, diente deren Auswahl zur Sequenzierung. Mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Alul und Hae Il sollte eine Differenzierung der Klone mit
unterschiedlichen Inserts erfolgen. Ziel war die Einschrankung der Anzahl von Klonen,
die fur jede SSCP-Bande zu sequenzieren waren. Zundchst wurden hierfur 24 positive
E. coli-Klonkolonien zufallig von den LB-Platten gepickt und lber Nacht bei 37°C in
200 ul  Flussig-LB-Medium (50 ug  Kanamycin/l) auf 96-Well-Mikrotiterplatten
angezogen. Das Separieren der Zellen erfolgte im Anschluss durch eine 45-minitige
Zentrifugation der Platten bei 3200 x g und 4°C in einer Tischkuhlzentrifuge
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf). Nach der Zentrifugation wurde das Uberstandige
Medium verworfen. Die anschlieRende DNA-Extraktion aus den E. coli-Zellen erfolgte
in Anlehnung an Orsini und Romano-Spica (2001) durch Mikrowellenaufschluss.
Hierfir wurden die Zellen in 100 pl sterilem Bidest resuspendiert und (ber einen
Zeitraum von 55 s bei 650 W in der Mikrowelle aufgeschlossen. Danach wurden die
Aufschlisse fur 10 min auf Eis gestellt, bevor sich eine zweite Zentrifugation wie oben
beschrieben anschloss. Letztlich wurde die extrahierte DNA in den Uberstanden in neue
Mikrotiterplatten Uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Fur den geplanten Restriktionsverdau war zundchst ein weiterer PCR-Schritt
erforderlich, um die in den Vektor ligierten 16S rDNA-Fragmente in ausreichenden
Mengen zu amplifizieren. Dariiber hinaus diente dieser PCR-Schritt einer Uberpriifung
der Ligation. Die PCR erfolgte unter Verwendung von Vektor-spezifischen
M13-Primern (Tab. 10, MWG-Biotech). Mit Hilfe dieser Primer war die Amplifikation
eines ca. 600 bp langen DNA-Fragmentes aus dem Vektor moglich, das das
entsprechend ligierte 16S rDNA-Fragment beinhaltete. Der Reaktionsansatz fiir die
PCR erfolgte zundchst in 12,5 ul (Tab. 10).
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Tabelle 10: Sequenzen der M13-Primer sowie Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

fur die M13-PCR

Primer Sequenz 5°-3°
M13 f TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 R CAG GAA ACA GCT ATG ACC
Reaktionsansatz:
PCR Master Mix Kit (Promega) 6,25 pl
f-Primer (10 mM) 0,5 ul
R-Primer (10 mM) 0,5 ul
DNA (aus E. coli) 0,5 ul
reines PCR-Wasser 4,75 pl
PCR-Bedingungen:
initiale Denaturierung 5 min 95°C
Denaturierung 45 95°C
Primer-Annealing 45s 55°C
Elongation 70s 72°C
terminale Elongation 5 min 72°C
Zyklenzahl 25

Im Folgenden wurde eine Uberpriifung

der PCR-Produkte nach deren

elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel vorgenommen. Fir den anschlieBenden

Restriktionsverdau wurden nur diejenigen PCR-Produkte verwendet, die die

entsprechend erwartete Lénge von ca. 600 bp aufwiesen (20-24 Klone). Fir alle anderen

musste von einer fehlerhaften Ligation oder M13-PCR ausgegangen werden.

Der Verdau mit den Restriktionsenzymen Alu | und Hae 11l (New England BioLabs)

erfolgte Uber Nacht bei 37°C in folgendem Reaktionsansatz:

= 7,5 ul steriles Bidest

= 0,25 ul Alul (2,5U)

= 0,25 pl Hae 111 (2,5 V)

= 1 ul 10 x Puffer (New England BioLabs)
= 1 pl M13-PCR-Produkt



33

Im Anschluss wurde der Verdau bei 65°C im Trockenschrank innerhalb von 10 min
gestoppt und die Proben auf Eis gestellt. Kurz darauf wurden die verdauten
PCR-Produkte mit jeweils 1 pl Ladepuffer versetzt und im 1,8 %igen [w/v] Agarosegel
elektrophoretisch ~ aufgetrennt  (Elektrophoreskammern:  Sub-Cell® Model 192,
Bio-Rad). Die Ethidiumbromidfarbung und Geldokumentation erfolgten wie bereits
beschrieben (Abschnitt 3.1.2).

Fur das Fibrobacter-spezifische Gel wurde im Rahmen der vergleichenden
Sequenzanalyse jeweils ein Klon pro aufgetretenem Restriktionsmuster innerhalb einer
SSCP-Bande zur Sequenzierung ausgewahlt. Fur alle weiteren SSCP-Gele richtete sich
die Auswahl der Klone zunachst nach der Haufigkeit ihres Auftretens wie folgt: Trat ein
Restriktionsmuster innerhalb einer SSCP-Bande fur mehr als zwei Klone auf, dann
wurde mindestens ein Klon zur Sequenzierung ausgewahlt, fir mehr als acht Klone
mindestens zwei, fir mehr als 13 Klone mindestens drei und fur mehr als 18 Klone
mindestens vier. Fanden sich fur zwei Klone trotz gleicher Restriktionsmuster
unterschiedliche Sequenzen, so wurden weitere Klone sequenziert, die das
entsprechende Muster ebenfalls zeigten. Dartiber hinaus kamen diejenigen Klone zur
Sequenzierung, die ein Restriktionsmuster aufwiesen, das betrachtet 0ber alle
untersuchten SSCP-Banden innerhalb eines Gels nur einmal vorkam. Ebenso erfolgte
ein Sequenzvergleich fir Klone, die ein Restriktionsmuster zeigten, das in mehreren
SSCP-Banden zu finden war.

Fur die zur Sequenzierung ausgewéhlten Klone wurde anschlieend die M13-PCR in
einem 25-ul-Ansatz wie oben beschrieben wiederholt. Das erhaltene PCR-Produkt
wurde im 1,5 %igen [w/v] Agarosegel Uberprift und anschlieBend mit Hilfe des
»Sure Clean Kit*“ (Bioline) aufgereinigt. Die Elution erfolgte in 20 pl reinem,

nucleasefreiem Wasser.

3.1.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Synthese von Sanger
et al. (1977) am DNA-Sequenzer ,,ABlI PRISM® 310 Genetic Analyzer“ (Applied
Biosystems).  Sequenziert wurden jeweils beide Komplementdrstrange der
DNA-Fragmente. Unter Verwendung des ,,BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing

Kit“ (Applied Biosystems) wurden daher fir jedes der zu analysierenden
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M13-PCR-Produkte zwei Sequenzieransatze in einem Reaktionsvolumen von je 10 pl
erstellt (Tab. 11).

Tabelle 11: Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen flr die Sequenzierung
Reaktionsansatz:

Big Dye (Applied Biosystems) 1l

5 x Big-Dye-Puffer 2 ul
M13-f-Primer oder M13-R-Primer (10 mM) 1l

DNA (M13-PCR-Produkt) 3ul

Wasser (HPLC grade) 3ul
PCR-Bedingungen:

initiale Denaturierung 30s 96°C
Primer-Annealing 155 55°C
Elongation 4 min 60°C
Zyklenzahl 25

Im Anschluss wurden die Produkte der Sequenzierreaktion mittels Ethanolféllung
aufgereinigt. Hierfir wurden sie mit 80 pl HPLC-Wasser, 10 ul Natriumacetat (3 M,
pH 4,6) und 250 pl Ethanol (absolut) versetzt und 15 min bei 16000 % g und
Raumtemperatur zentrifugiert (Centrifuge 5415 C, Eppendorf). Das erhaltene Pellet
wurde mit 300 pl Ethanol (70 %ig [v/v] in HPLC-Wasser) resuspendiert, 5 min bei
16000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Daraufhin
wurde das Pellet 15 min getrocknet und fiir die folgende Sequenzierung in 20 pl

,,Hi-Di™ Formamide* (Applied Biosystems) aufgenommen.

3.1.11 Auswertung

Bildanalyse und statistische Auswertung

Die bildanalytische Auswertung der SSCP-Gele erfolgte mit Hilfe der Software
,»TotalLab“ (TL 120 v.2006, Nonlinear Dynamics) und ,,R* (v.2.6.1, R Foundation for
Statistical Computing, R Development Core Team, 2008).

Fur jedes SSCP-Gel wurde zundchst mittels TotalLab das Auftreten bzw.
Nicht-Auftreten einzelner Banden (ber alle Profile in Form eines bindren Datensatzes
zusammengefasst. Dieser diente im Folgenden als Grundlage zur Berechnung einer

Ahnlichkeits- bzw. Distanzmatrix fiir die zu vergleichenden Einzelprofile des jeweiligen
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SSCP-Gels. Die Ahnlichkeit zweier Profile sollte hier unter Verwendung des

Jaccard-Index (S;) (Jaccard, 1901) wie folgt beschrieben werden:

a

S, = ¢ (1)
mit: a = Anzahl der in beiden Profilen gemeinsam aufgetretenen
SSCP-Banden
b = Anzahl der nicht in beiden Profilen gemeinsam aufgetretenen

SSCP-Banden

Das korrespondierende Distanzmal? (D;), auf dessen Grundlage im Weiteren sowohl die
bildanalytische als auch statistische Auswertung erfolgte, wurde wie nachstehend

berechnet:

D, = 1-5, @)

Fur die graphische Darstellung der berechneten Distanzen zwischen den einzelnen
Profilen eines SSCP-Gels wurde das Ordinationsverfahren der nichtmetrischen
multidimensionalen Skalierung (NMDS) gewahlt. Das Ziel der NMDS besteht in einer
Reduzierung der Komplexitat hoherdimensionaler Daten durch deren geometrische
Projektion im niedriger dimensionierten Raum. In diesem Raum soll die Konfiguration
der zu betrachtenden Objekte weitgehend deren rechnerisch ermittelte Distanz
wiedergeben. Die bildliche Darstellung kann  beispielsweise in  einem
zweidimensionalen Diagramm erfolgen. Damit ermdglicht die NMDS eine
Visualisierung von Distanzen zwischen Objekten. Die Ermittlung deren optimaler
Konfiguration erfolgt hierbei (ber ein iteratives Verfahren. Wahrend im Rahmen der
metrischen MDS versucht wird, die urspriinglich ermittelten Distanzen zwischen den
Objekten im Ordinationsraum zu bewahren (Leyer und Wesche, 2007), ist die von
Shepard (1962a, b) entwickelte NMDS lediglich ein rangbasiertes Verfahren.
Ausgangspunkt der NMDS ist eine Startkonfiguration der Objekte im n-dimensionalen
Raum, die entweder zufallig gewahlt ist oder das Ergebnis einer zuvor durchgefiihrten
metrischen MDS darstellt. Fir diese Startkonfiguration werden zunéchst anhand der
Koordinaten des Ordinationsraumes die jeweiligen Distanzen zwischen den Objekten
erhoben und eine entsprechende Rangfolge gebildet. Hierbei wird der geringsten

Distanz der niedrigste Rang zugeordnet. Weicht diese Rangfolge im Hinblick auf
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diejenige der rechnerisch ermittelten Distanzen ab, so werden die einzelnen Objekte im
Raum solange umpositioniert, bis die bestmdgliche Konfiguration erlangt ist. Der
hierfir verwendete Algorithmus geht auf Kruskal (1964a, b) zurlck. Entspricht die
Rangfolge der Distanzen in der Endkonfiguration einer NMDS der Rangfolge der zuvor
rechnerisch ermittelten Distanzen zwischen den Objekten, so zeigt bei deren Vergleich
im so genannten Shepard-Diagramm die Verbindung der Punkte einen monoton
steigenden Verlauf (Backhaus et al., 2000). Inwiefern die ermittelte Endkonfiguration
diese Monotoniebedingung erftllt, wird durch das so genannte Stress-Mal angegeben.
Vereinfacht ausgedruickt beschreibt der Stress die Abweichung der fir die NMDS
erhobenen Distanzen gegeniber den tatsachlich ermittelten Distanzen. Je hoher der
Stresswert ausfallt, desto weniger lassen sich die eigenen Daten differenzieren und
umso schlechter ist die Giite der ermittelten Konfiguration einzuschétzen. Daher wird
der Stress gleichzeitig als Zielkriterium fur die Optimierung herangezogen (Kruskal,
1964a). Er kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Fir einen Stress-Wert nahe Null ist
von einer relativ guten Ubereinstimmung zwischen den wiahrend der NMDS erhobenen
und den tatsachlich ermittelten Distanzen auszugehen. Der durch das Verfahren der
NMDS bedingte Informationsverlust zu Distanzen einzelner Objekte ist in diesem Falle
gering. Dem entgegen deutet ein Stress nahe 1 auf einen sehr hohen Informationsverlust
hin und lasst eine Interpretation des erhaltenen NMDS-Plots nicht zu. Da das
Iterationsverfahren der NMDS lediglich eine Bestimmung lokaler Minima zulasst, ist
eine wiederholte Durchfuhrung der NMDS mit unterschiedlichen Startkonfigurationen
notwendig, um sich dem globalen Minimum zu nahern.

Die Erstellung der NMDS-Plots fir die Distanzmatrizen der SSCP-Gele erfolgte in
dieser Arbeit unter ,,R*“ mit Hilfe des Paketes ,,vegan® (v.1.8.8, Oksanen, 2008). Unter
Verwendung der Prozedur ,metaMDS* war eine wiederholte Berechnung der
NMDS-Plots ausgehend von mehreren zuféllig gewahlten Startkonfigurationen
maoglich. Die Darstellung erfolgte im zweidimensionalen Diagramm.

Da im Rahmen der NMDS die Ordinationsachsen im Diagramm keinen direkt
interpretierbaren Zusammenhang mit den Variablen zeigen (Leyer und Wesche, 2007),
kénnen mogliche Einflisse verschiedener Umweltvariablen nur bedingt nachvollzogen
werden. Um die Interpretation der NMDS-Plots zu erleichtern, wurden daher in einem
zweiten Schritt die Rohnahrstoffgehalte der Futtermischungen, die FutterpartikelgroRe
sowie der pH-Wert im Fermenter als mdgliche Einflussvariablen in die Analysen

einbezogen. Post hoc wurden hierfur die entsprechend erhobenen Werte mit Hilfe der
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»R“-Prozedur ,,envfit“ tiber dic Ordination gelegt und deren Korrelationen mit den
Aufnahmewerten der Ordination nach Pearson berechnet. Die Uberpriifung der
Korrelationen auf Signifikanz (p < 0,05) erfolgte auf Grundlage von 1000 zufélligen
Permutationen des Datensatzes. Eine signifikant mit der Ordination Kkorrelierte
Einflussvariable wird im Diagramm als Vektor dargestellt, dessen Richtung jeweils die
groRte Anderung der Variable beschreibt. Seine relative Lange im Vergleich zu
Vektoren anderer Einflussvariablen hingegen deutet auf die Starke der Anderung hin
und gibt damit Auskunft Gber die Hohe der Korrelation. Auf diesem Weg war es
mdoglich, die Richtung und Starke der Auswirkung hier betrachteter Einflussvariablen in
Beziehung zu den beobachteten SSCP-Profilen zu setzen (Leyer und Wesche, 2007).

Uber die beschriebene explorative Datenanalyse hinaus wurde der Einfluss der Faktoren
Futtermischung und FutterpartikelgroRe auf die SSCP-Profile der hier untersuchten
Mikrobengruppen im Weiteren nach McArdle und Anderson (2001) und
Anderson (2001) gepruft. Die Autoren schlagen fir den Vergleich von
Organismengemeinschaften unter o©kologischen Aspekten ein nichtparametrisches
Verfahren vor, dem das Prinzip der mehrfaktoriellen MANOVA (multivariate analysis
of variance) zu Grunde gelegt ist. Hierbei erfolgt die additive Zerlegung der Varianzen
entsprechend der Einflussfaktoren direkt anhand der berechneten Distanzen von
Objekten bzw. Gemeinschaften. Zur Ermittlung von Varianzanteilen wird hier die
Summe der quadrierten Distanzen bezogen auf die Anzahl zu vergleichender Objekte
einer Gruppe verwendet. Da aber im Falle der eigenen Daten weder von einer
Normalverteilung der Variablen (hier: SSCP-Banden im jeweiligen Profil) noch von
deren gegenseitiger Unabhangigkeit auszugehen war, konnten tabellierte Quantile der
F-Verteilung zur Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den Behandlungen
nicht genutzt werden (Anderson, 2001). Allerdings kann flr einen solchen Datensatz
mit Hilfe von Permutationen eine statistische Verteilung unter Annahme der
Nullhypothese generiert werden (u.a. Manly, 1997), was eine Berechnung weiterer
F-Werte ermdglicht. Diese konnen im Anschluss mit dem fur die realen Daten
bestimmten F-Wert verglichen werden. Die entsprechende Irrtumswahrscheinlichkeit p
fur eine félschliche Ablehnung der Nullhypothese nach Anderson (2001) ist dann wie
folgt zu ermitteln:
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(Anzahl der F 7 >F)
p = 3
(Gesamtzah | der F ")

F-Werte unter Permutationen

Tn
=
I

mit:

F-Wert fur realen Datensatz

n
I

Da fur komplexe Datensétze eine Durchfiihrung aller moglichen Permutationen kaum
praktikabel ist, empfehlen die Autoren, basierend auf den Angaben von Manly (1997),
die Realisierung von 1000 bzw. 5000 Permutationen flr Tests mit einem angestrebten
Signifikanzniveau von o =0,05 bzw. 0,01. Der von den Autoren vorgeschlagene
paarweise Vergleich einzelner Behandlungen folgt dem Prinzip des multiplen t-Tests
und wird ebenfalls direkt anhand der ermittelten Distanzen vorgenommen. Da aber fir
die eigenen Untersuchungen lediglich drei Beobachtungen je Behandlung vorlagen, war
die Anzahl moglicher Permutationen fir die paarweisen Vergleiche zu gering, um mit
Hilfe des oben beschriebenen Permutationstests p-Werte < 0,1 berechnen zu kénnen
(Anderson, 2005). Alternativ war aber die Generierung signifikanter p-Werte unter einer
Monte-Carlo-Simulation nach Anderson und Robinson (2003) méglich.

Rechnerisch umgesetzt wurde das beschriebene Verfahren unter Verwendung des
Programms ,,PERMANOVA®“ (Anderson, 2005). Die Analyse erfolgte wie fir die
NMDS auf Basis des Jaccard-Index (1). Auf eine vorherige Transformation und
Standardisierung der Daten wurde verzichtet. Da fir die Auswertung nur relativ wenige
Beobachtungen je Variante zur Verfugung standen, wurde die Permutation von
Rohdaten gewéhlt (Gonzalez und Manly, 1998). Die Anzahl der Permutationen wurde
auf 1000 beschréankt, da ein Signifikanzniveau von o = 0,05 als ausreichend erachtet

wurde.

Sequenzanalyse

Die Elektropherogramme der 16S rDNA-Teilsequenzen wurden computergestitzt mit
Hilfe der Software ,,.Sequencing Analysis® (v.3.7, Applied Biosystems) ausgewertet.
Das Verkirzen der DNA-Fragmente um die Vektorsequenzen sowie das
Zusammenflgen der sequenzierten Komplementarstrange erfolgte im Anschluss unter
Verwendung der Software ,,AutoAssemblere (v.2.1, Applied Biosystems). Letztlich
wurden die Sequenzen fur ihre weitere Verwendung ins FASTA-Format tberfihrt.

Die phylogenetische Einordnung der 16S rDNA-Teilsequenzen erfolgte sowohl Uber
deren direkten Vergleich mit der RDP-Datenbank als auch mit Hilfe des
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Softwarepaketes ,,ARB“ (Ludwig et al., 2004, v. ARBuntu 1.0). Die Ermittlung
nachster Verwandter innerhalb der RDP-Datenbank findet unter Zerlegung der
Sequenzen in 7 bp lange Oligonukleotide statt. Zur Berechnung eines
Anhnlichkeitswertes (S_ab score) fiir zwei zu vergleichende Sequenzen wird zunachst
die Anzahl deren einzigartiger, gemeinsam auftretender Oligonukleotide bestimmt.
AuRerdem wird fir jede der beiden Sequenzen die Gesamtzahl einzigartig aufgetretener
Oligonukleotide ermittelt. Letztlich wird die Anzahl gemeinsamer, einzigeartiger
Oligonukleotide durch diejenige Gesamtzahl einzigartiger Oligonukleotide der beiden
Sequenzen dividiert, die geringer ausfiel. Diese Vorgehensweise erlaubt u.a. den
Vergleich von Sequenzen unterschiedlicher Lange. Der ermittelte S_ab score nimmt
Werte zwischen 0 und 1 an. Je hoher er ausfallt, desto geringer ist die phylogenetische
Entfernung zweier Sequenzen einzuschétzen.

Fur eine phylogenetische Einordnung unter ARB wurden die Sequenzen zundchst in die
fir den Zeitpunkt der Bearbeitung aktuelle SILVA-Datenbank SSU Ref Release 92
(Oktober 2007, Pruesse et al., 2007) importiert und unter Verwendung der Funktion
»fast aligner gegen die gesamte Datenbank abgeglichen. Im Anschluss wurden die
Sequenzen unter Nutzung der ARB-Funktion ,,quick add pasimony* additiv in den
bestehenden Stammbaum der SILVA-Datenbank eingerechnet. Hierbei wurde fir die
Sequenzen der Clostridia- und Bacteroides-Prevotella-Gruppe der Bacteria-spezifische
Filter und flr die Archaea-Sequenzen der Filter fir Archaea verwendet. Notwendige
Korrekturen des Alignments erfolgten manuell anhand der Sequenzdaten des jeweils
ermittelten néchsten Verwandten. Abschlielend wurden die korrigierten Sequenzen
erneut in den hinterlegten Stammbaum eingerechnet. Die Uberpriifung der Sequenzen
auf chimdare Strukturen erfolgte mit Hilfe der Programme ,,Chimera Check® (v.2.7, Cole
et al., 2003) und ,,Bellerophon* (Huber et al., 2004).

3.2 Ergebnisse

Das Ziel der SSCP-Analyse bestand vordergrindig in der Detektion von mdglichen
Unterschieden zwischen den untersuchten Mikroorganismengemeinschaften, die auf die
beiden zu priifenden Faktoren Futtermischung und FutterpartikelgréRe zuriickgeftihrt
werden konnen. Des Weiteren geben die SSCP-Profile aber auch Aufschluss tber die
strukturelle Diversitdt der untersuchten Organismengruppen in einer Probe. Die

Sequenzanalyse fir ausgewahlte 16S rDNA-Fragmente aus einzelnen SSCP-Banden
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sollte zusatzlich Informationen zum Auftreten einzelner Organismen in Abhangigkeit
der jeweiligen Behandlung liefern.

Dem eigentlichen Versuchsansatz vorausgehend wurden methodische Details wie die
optimale Temperatur bei der Gelelektrophorese und die Mdglichkeit der Verwendung
von Mischproben bei der Sequenzanalyse geklart, die nachfolgend kurz dargestellt
werden sollen.

3.2.1 Optimierung der Temperaturfihrung fur die Gelelektrophorese

Zur Erstellung von SSCP-Profilen, die eine optimale Auftrennung der einzelstrangigen
16S rDNA-Fragmente zeigen, war zundchst die Ermittlung der optimalen
Elektrophorese-Temperatur erforderlich. Mit Hilfe der fur die Gelelektrophorese
verwendeten ,, TGGE-Maxi-Apparatur war das Anlegen eines Temperaturgradienten
perpendicular zur Laufrichtung der DNA moglich. Abbildung 2 zeigt verschiedene
SSCP-Profile eines PCR-Produktes, das unter Verwendung der von Lieber et al. (2003)
modifizierten Com-Primer aus der DNA von Mikroorganismen erhalten wurde, die

direkt aus dem Pansen der Spendertiere gewonnen worden waren.

16°C  18°C  19°C  21°C  24°C  25°C  27°C  29°C  31°C
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Abbildung 2: Temperaturabhédngige Auftrennung einzelstrangiger
16S rDNA-Fragmente (V4V5) im Polyacrylamidgel: SSCP-Profile fiir ein DNA-Extrakt
aus Mikroorganismen, die direkt aus dem Pansen der Spendertiere gewonnen wurden
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Deutlich  wird, dass die Auftrennung der einzelstrangigen PCR-Produkte
temperaturabhéngig variiert. Wahrend Temperaturen im Bereich von 16-24°C zu keiner
ausreichenden Auftrennung flhrten, lassen sich bei mehr als 27°C trotz guter
Auftrennung einige Banden im SSCP-Profil nur schwer detektieren. Die beste
Auftrennung der DNA bei gleichzeitig guter Bandenerkennung ist fir den Bereich
zwischen 25-27°C festzustellen. Daher wurde im Hinblick auf die eigenen Proben eine

Elektrophorese-Temperatur von 26°C als optimal erachtet und nachfolgend verwendet.

3.2.2 Vergleichende Sequenzanalyse fur Misch- und Einzelproben

Die vergleichende Sequenzanalyse von 16S rDNA-Fragmenten aus SSCP-Profilen von
Misch- und Einzelproben diente zur Klarung der Frage, inwiefern unter Verwendung
von Mischproben anstatt der drei einzelnen Wiederholungen eine Verringerung des
Arbeitsaufwands hinsichtlich der Sequenzanalysen bei gleichem Informationsgewinn
moglich  war. Abbildung 3 zeigt einen Ausschnitt des hierfur erstellten
Fibrobacter-spezifischen SSCP-Gels, das anhand von Probenmaterial aus einem

vorangegangenen in vitro Versuch angefertigt wurde.

Abbildung 3: Fibrobacter-spezifische !
SSCP-Profile fiir Misch- und Einzelproben ﬁ 1 #2 #3 4
extrahierter DNA aus Mikroorganismen, — b ‘

die im Rahmen einer Pansensimulation aus

den Uberlaufen der drei Wiederholungen S

fir ein zu prifendes Futter gewonnen

wurden, S:  Speziesstandard, a-c:

Einzelproben, m: Mischprobe, 1-4: zur

Sequenzanalyse gewéhlte SSCP-Banden
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Im Vergleich zu den einzelnen Wiederholungen (a-c) konnte fur die entsprechende
Mischprobe (m) der DNA ein &hnliches SSCP-Profil beobachtet werden. Die in
Abbildung 3 grin markierten Banden 1-4 waren in allen vier Profilen auf gleicher
Laufhohe zu detektieren und wurden daher fir die vergleichende Sequenzanalyse
herangezogen.

Die Ergebnisse der ARDRA sowie der vergleichenden Sequenzanalyse sind in
Tabelle 12 zusammengefasst. Wahrend fur die SSCP-Banden 1 und 2 lediglich ein
Restriktionsverdau von 23 M13-PCR-Produkten aus positiven Klonen zu realisieren
war, standen fur die Banden 3 und 4 jeweils 24 Klone zur Verfugung. Erwartungsgemaf
war fir jede der vier SSCP-Banden mehr als nur ein Restriktionsmuster festzustellen.
Die SSCP-Banden 1, 2 und 3 zeigten fir die untersuchten Klone zwei bis sechs
verschiedene ARDRA-Muster, in Bande 4 wurden sieben gefunden. Damit war die
hochste Variabilitat hinsichtlich der Restriktionsmuster fur die Mischprobe
festzustellen. Fir jedes innerhalb einer Bande detektierte Muster wurde stellvertretend
ein Klon zur Sequenzierung gewahlt. Die entsprechend ermittelten Sequenzen der
analysierten 16S rDNA-Fragmente sind dem Anhang zu entnehmen (Tabelle A7).
Klone, deren Sequenzen chimére Strukturen aufwiesen, sind in Tabelle 12 sowie in den
Tabellen 13-15 und A9-Al1l grau unterlegt. Waren fiir eine Sequenz innerhalb der
RDP-Datenbank mehr als drei nachste Verwandte mit gleichem Ahnlichkeitswert zu
ermitteln, so wird in den entsprechenden Tabellen unter dem Hinweis ,,und andere*
(u.a.) nur jeweils ein nachster Verwandter aufgefuhrt. Aus Tabelle 12 geht hervor, dass
bei einem Vergleich der Sequenzen mit der RDP-Datenbank mindestens 50 % der flr
eine Bande analysierten Klone dem Genus Succiniclasticum innerhalb der Firmicutes
zugeordnet werden konnten. Auffallend war das in allen vier Banden relativ haufige
Auftreten eines Restriktionsmusters, fur das stellvertretend die Klone F_1_Al, F 2 B4,
F 3 F7 und F_4 A10 analysiert wurden. Daher war zun&chst von einer Dominanz der
fur diese Klone ermittelten Sequenzen in den vier SSCP-Banden auszugehen. Wie
spatere Analysen aber zeigten, konnen gleiche Restriktionsmuster durchaus
unterschiedliche Sequenzen reprasentieren (Vergleich 4.2.4), weshalb nicht
uneingeschrankt von einer Sequenz auf diejenigen der anderen Klone mit gleichem
Restriktionsmuster zu schliefen war. Dennoch lag die Vermutung nahe, dass es sich
hier um sehr &hnliche Sequenzen handeln musste, da fur die vier stellvertretend
analysierten Klone von der RDP-Datenbank die gleichen nachsten Verwandten

ausgewiesen wurden. Selbige nachste Verwandte wurden dartiber hinaus auch fur Klone
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mit abweichendem Restriktionsmuster angegeben. Der entsprechende Sequenztyp
schien demnach sowohl in den Einzel- als auch in der Mischprobe relativ héufig
vorgekommen zu sein, was flr eine Verwendbarkeit der Mischproben sprach. Zudem
fand sich in Bande 3 ein weiteres Restriktionsmuster, das ebenfalls in Bande 4 detektiert
werden konnte. Beide Klone zeigten die gleichen nichsten Verwandten. Die dominante
Sequenz in Bande 3 stellte seinem Restriktionsmuster nach der Klon F_3 C7. Wenn
auch dasselbe Muster in Bande 4 nicht zu detektieren war, so konnte zumindest einem
Klon mit abweichendem Restriktionsmuster der gleiche n&chste Verwandte zugeordnet
werden. Vier weitere Sequenzen aus den Banden 1-3 waren allerdings anhand der hier
untersuchten Klone in Bande 4 nicht nachzuweisen. Der Haufigkeit des Auftretens ihrer
Restriktionsmuster nach spielten sie aber nur eine untergeordnete Rolle fir die Prasenz
der jeweiligen Bande. Damit bleibt festzuhalten, dass die in den Banden 1-3 dominanten
Sequenzen in Bande 4 durch ahnliche oder gleiche Sequenzen repréasentiert wurden.
Lediglich selten in den Banden 1-3 aufgetretene Sequenzen waren hier nicht zu
detektieren. Demzufolge wurde im Weiteren, sofern mdglich, auf eine Bearbeitung der
SSCP-Banden aus den Profilen der Einzelproben verzichtet und den Mischproben der
Vorzug gegeben.

Wie die Ergebnisse der vergleichenden Sequenzanalyse auBerdem erkennen lieRen, war
mit Hilfe der hier verwendeten Primer keine spezifische Amplifikation von 16S rDNA
der Fibrobacter-Spezies moglich. Daher fanden diese Primer zur Erstellung
gruppenspezifischer SSCP-Gele im Folgenden keine Anwendung.



Tabelle 12: RDP-Resultate fur die vergleichende Sequenzanalyse von Klonen aus den Banden 1-4 des Fibrobacter-spezifischen SSCP-Gels

Klon Ha_ufl_gkelt des 5_ab nachster Verwandter Taxonomische Einordnung
Restriktionsmusters | score

F1A1 20 0,97 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a. Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
F1G3 3 0,93 | uncultured rumen bacterium; P5_H09; EU381831 Veillonellaceae; Succiniclasticum

F 2 B4 17 0,97 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a.

F2C4 3 0,97 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY 244885 u.a. Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
F 2 A5 1 0,90 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a. Veillonellaceae; Succiniclasticum

F 2G5 1 0,92 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a.

F 2 F5 1 0,91 | uncultured bacterium; NED4H6: EF445289 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
- Ruminococcaceae; unclassified

F 3 C7 11 0,98 | uncultured rumen bacterium; band F10; AM493704 o _ . e
F 3 F7 6 0,96 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a. F|r_m|cutes, Clo.str|d|a}, .CIOSt.“d'aIeS’
== - Veillonellaceae; Succiniclasticum

F 3 E9 1 0,88 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a.

F 3 B7 1 0,91 | uncultured bacterium; GRANT41; AY858420 u.a. Firmicutes: Clostridia: unclassified
F 3 B8 3 0,94 | uncultured bacterium; 1; EU126850 ’ '

F 3 G7 2 0,78 | uncultured bacterium; B1 _401; EU764455 u.a. Flrm_lcutes; CIOStr_'d'a; CIO.St.”d'aIES;

Ruminococcaceae; unclassified

F 4 Al10 15 0,97 | uncultured rumen bacterium; BF7; AY244885 u.a. o _ o e

F 4 G12 1 0,86 | uncultured rumen bacterium; band F10; AM493704 F|r_m|cutes, Clo.str|d|a}, _Clost_r|d|ales,
= = - Veillonellaceae; Succiniclasticum

F 4 C12 1 0,94 | uncultured rumen bacterium; YRC72; EU259448 u.a.

F 4 B10 3 0,91 | uncultured bacterium; GRANT41; AY858420 Firmicutes: Clostridia: unclassified

F 4 F12 1 0,68 | uncultured bacterium; 1103200827165; EU842689 u.a. ’ '

F 4 D10 1 0,71 | uncultured bacterium; 1103200823390; EU843186 u.a. F'rm.'CUIES; CIOStr_'d'a; .CI.OSt”d'aIeS;
- = Ruminococcaceae; Papillibacter

F 4 H11 2 0,93 | uncultured bacterium; CAP_aah97f07; EU459465 Bacteroidetes; Bacteroidetes;

Bacteroidales; unclassified
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3.2.3 Gruppenspezifische SSCP-Profile

Fur die Untersuchung der Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften aus dem
unter Abschnitt 3.1.1 beschriebenen Versuch wurden im Rahmen dieser Arbeit
spezifische SSCP-Profile fur die Organismengruppen Clostridium-Cluster X1V a und b,
Bacteroides-Prevotella und Archaea erstellt. Betrachtet wurden lediglich die Proben aus
den Uberlaufen der Pansensimulation. Der Vergleich der SSCP-Profile fir die
verschiedenen Behandlungen erfolgte innerhalb jeder Organismengruppe. Hierfur
wurden auf jeweils ein Gel neben dem Speziesstandard die drei Wiederholungen jeder
Behandlung sowie die dazugehorigen Mischproben aufgetragen. Die Uberfilhrung der
SSCP-Profile in bindre Datensatze erfolgte unter Berlicksichtigung aller auf einem Gel
erkennbaren Banden. Verglichen wurden die jeweiligen SSCP-Profile eines Gels auf
Basis der Jaccard-Distanz. Die graphische Darstellung der Distanzen zwischen den

Profilen wurde anhand von NMDS-Plots realisiert.

Im Folgenden werden flr jedes gruppenspezifische SSCP-Gel die Gemeinsamkeiten
und Unterschiede zwischen den Profilen aller Behandlungen herausgearbeitet. Darlber
hinaus wird die Wiederholbarkeit der SSCP-Profile von Einzel- und Mischproben né&her
betrachtet. Die farblichen Markierungen in den Abbildungen der SSCP-Gele
(Abb. 4, 6, 8) kennzeichnen die zur Sequenzanalyse ausgewahlten Banden. Grin
markiert sind hierbei diejenigen Banden, die in den SSCP-Profilen aller Behandlungen
auftraten. Die rot markierten Banden hingegen liel3en sich nur fir einige Behandlungen

nachweisen.

Clostridia-spezifische SSCP-Profile
Die spezifischen SSCP-Profile fir die Clostridium-Cluster XIV a und b sind in
Abbildung 4 dargestellt. Der Gberwiegende Teil der Banden in den SSCP-Profilen war

in allen Behandlungen zu finden (u.a. 1, 2, 4, 5, 9, 10, 11, 13). Bei naherer Betrachtung
sind aber auch Banden zu erkennen, die nur fiir wenige oder einzelne Behandlungen
auftraten (3, 7, 8, 12, 14). Bande 3 zeigte sich beispielsweise nur in den Maissilage
enthaltenden Futtermischungen I und Il der FutterpartikelgroRe 1 mm. Dariber hinaus
konnte Bande 7 ebenfalls in der 4-mm-Variante der Mischung | nachgewiesen werden.
Die SSCP-Banden 6 und 8 waren hingegen fiir beide Futterpartikelgréfien in den
Maissilage enthaltenden Mischungen vertreten. AuBerdem zeigte sich Bande 6 auch fiir

die 1-mm-Variante der Grassilage-betonten Mischung V.
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Abbildung 4: Clostridia-spezifische SSCP-Profile amplifizierter 16S rDNA-Fragmente
von Mikroorganismen, die aus den Uberlaufproben der Pansensimulation zur Priifung
des Einflusses von Futtermischung (I, 111, V) und Futterpartikelgroe (1 und 4 mm)
gewonnen wurden, S: Speziesstandard, a-c: Wiederholungen einer Behandlung =
Einzelproben, m: Mischprobe einer Behandlung

Die Banden 12 und 14 waren nur fir die FutterpartikelgroBe 4 mm zu detektieren.
Wahrend erstere in beiden Grassilage enthaltenden Mischungen vorkam, war letztere
ausschlieBlich in Mischung V zu finden.

Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen zeigten sich auch bei Betrachtung
der mittleren Bandenanzahl je SSCP-Profil flr die drei Wiederholungen. Tendenziell
war entsprechend der oben dargestellten Reihenfolge eine Abnahme der Bandenanzahl
von Futtermischung | der FutterpartikelgroBe 1 mm bis hin zur 4-mm-Variante der
Futtermischung V zu beobachten. Wahrend fur die erstgenannte Variante 29 Banden
gezahlt wurden, waren in letzterer nur noch 17 zu detektieren. Unter Einbeziehung der

Mischproben bot sich ein ahnliches Bild.



47

Die NMDS-Plots fiir das Clostridia-spezifische SSCP-Gel finden sich in Abbildung 5.
Wahrend der linke Plot unter Berlicksichtigung der Mischprobenprofile (m) erstellt
wurde, erfolgte die Berechnung des rechten Plots ohne deren Einbeziehung. Fir
letzteren wurde aullerdem eine post hoc Vektoranpassung verschiedener
Umweltvariablen  (Rohnéhrstoffgehalte  der  Futtermischungen, NDF, ADF,
FutterpartikelgroRe, pH-Wert bei Versuchende) (ber die drei unabhangigen

Wiederholungen (a-c) jeder Behandlung vorgenommen.

Stress 0,09 Stress 0,09
Vm b [ ]
o v, Ve Va b FutterpartikelgréRe
b b m a Y
A
%a Om ® ®
c *m b v,
a L J [ J
() ° c (!m a
m 8c
@ A
a
b<gc v vb
'b Ob a
ADF, XF, XL, XP, NDF, XA

Abbildung 5: NMDS-Plots fur das Clostridia-spezifische SSCP-Gel basierend auf der

Jaccard-Distanz (o: Futtermischung 1, <: Futtermischung Ill, v: Futtermischung V,
weill: 1 mm, schwarz: 4 mm), links: Einbeziehung aller SSCP-Profile; rechts:
Ausschluss der Mischproben (m) zur post hoc Vektoranpassung verschiedener
Umweltvariablen Uber die drei unabhangigen Wiederholungen (a-c) jeder Behandlung

Zundchst einmal zeigen die beiden NMDS-Plots eine deutliche Gruppierung der drei
Wiederholungen jeder Behandlung, denen aulRerdem, wie im linken Bild deutlich wird,
das SSCP-Profil der jeweiligen Mischprobe zugeordnet werden konnte. Des Weiteren
ist eine klare Trennung der SSCP-Profile von Futtermischungen unterschiedlicher
FutterpartikelgroRe festzustellen. Darlber hinaus lassen die Plots ungeachtet der
FutterpartikelgroRe einen Gradienten von der Maissilage-betonten Futtermischung |
uber die Zwischenvariante 111 zur Grassilage-betonten Mischung V erkennen. Die
Richtung der Vektoren flr die post hoc tber die Ordination gelegten Umweltgradienten
bestatigte diese Deutung der Plots. Sowohl die einzelnen Rohnéhrstoff-, NDF- und
ADF-Gehalte der Futtermischungen als auch die Futterpartikelgrofie korrelieren

signifikant mit den Aufnahmewerten der Ordination (p < 0,05). Mit steigendem Gehalt
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an ADF, XF, XL, NDF, XP und XA (Vergleich 2.2, Tab. 2) wird eine ahnlich gerichtete
Veranderung der Clostridia-spezifischen SSCP-Profile fur die Futtermischungen 111 und
V im Vergleich zu Mischung | ersichtlich. AuRBerdem zeigte sich eine gleichgerichtete
Verénderung der Profile bei Erhéhung der FutterpartikelgroRe von 1 auf 4 mm. Da die
Lange aller Vektoren vergleichbar ist, kann von einer ahnlich starken Beeinflussung der
SSCP-Profile durch diese Umweltvariablen ausgegangen werden. Ein Einfluss des bei
Versuchsende gemessenen pH-Wertes war nicht zu beobachten.

Die statistische Auswertung der Daten nach McArdle und Anderson (2001) bestatigt die
Ergebnisse der NMDS. Sowohl fur die Futtermischung (p =0,001) als auch fur die
FutterpartikelgroRe (p=0,03) konnte ein signifikanter Einfluss auf die
Clostridia-spezifischen SSCP-Profile festgestellt werden. Des Weiteren wurde eine
deutliche Interaktion beider Faktoren beobachtet (p =0,001). Der im Anschluss
durchgefuhrte paarweise Vergleich lieferte fir alle betrachteten Behandlungen ebenfalls
signifikante Unterschiede (Monte Carlo p-Wert < 0,05).

Bacteroides-Prevotella-spezifische SSCP-Profile

Die spezifisch flr die Gruppe der Bacteroides-Prevotella erstellten SSCP-Profile sind in
Abbildung 6 dargestellt. Im Vergleich zu denen der Clostridia (Abb. 4) zeigten die
Profile hier ein weniger eindeutiges Bild. Lediglich drei SSCP-Banden (2,11, 12)
lieRen sich fur alle Behandlungen bzw. Proben detektieren. Fur eine ganze Reihe von
Banden konnte ein behandlungsabhangiges Auftreten beobachtet werden. Die
SSCP-Banden 1, 3, 5 und 9 waren beispielsweise vorwiegend fur die Maissilage
enthaltenden Futtermischungen 1 und Il zu finden, wobei Bande 9 fur die
1-mm-Variante der Mischung | nicht auftrat. Dem entgegen konnte SSCP-Bande 10
ausschlief3lich fur die Futtermischung | der Futterpartikelgrofie 4 mm nachgewiesen
werden. Bande 4 erschien fir die feinere Mischung Il sowie teilweise fir die
Grassilage-betonten Mischungen. Die Bande 15 trat nur fur die vorwiegend Grassilage
enthaltende Futtermischung V der 4-mm-Variante auf. Dariiber hinaus war Bande 13,
wenn auch nur schwach, in allen anderen Grassilage enthaltenden Futtermischungen
ebenfalls zu erkennen. Ein relativ universelles Auftreten zeigten die Banden 6, 7, 8 und
14, die nur in den SSCP-Profilen der grober vermahlenen Futtermischung I fehlten bzw.
hier sehr schwach ausfielen.

Die mittlere Bandenzahl fir die einzelnen Wiederholungen jeder Behandlung betrug

12-19 Banden. Es wurden keine Unterschiede zwischen den beiden
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FutterpartikelgroRen, jedoch fir die drei Futtermischungen ersichtlich. Die
Futtermischung | zeigte hier die geringste Bandenanzahl, wahrend die Mischung 111 die

hochste erkennen lieR.

1 mm 4 mm
A A
- — - —
I 1 Vv | i V
AL AL AL A AL A
r N N A r N N N\

Sabcmabcmabcm SabcecmabcmabocmsS

»

EEALESRNS S L RS ——)

&
L

AT S ~r

Abbildung 6: Bacteroides-Prevotella-spezifischne =~ SSCP-Profile  amplifizierter
16S rDNA-Fragmente von Mikroorganismen, die aus den Uberlaufproben der
Pansensimulation zur Prifung des Einflusses von Futtermischung (I, 11, V) und
FutterpartikelgroRe (1 und 4 mm) gewonnen wurden, S: Speziesstandard, a-c:
Wiederholungen einer Behandlung = Einzelproben, m: Mischprobe einer Behandlung

In den NMDS-Plots der Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Profile zeigte sich,
wenn auch weniger deutlich als im Falle der Clostridia, ebenfalls eine Gruppierung der
jeweils drei Wiederholungen jeder Behandlung (Abb. 7). Auch hier ist eine relativ gute
Zuordnung der einzelnen Mischproben zu den entsprechenden Einzelproben erkennbar
(Abb. 7, oben). Der fir die Clostridia-spezifischen SSCP-Profile bereits beschriebene

Gradient Uber die Futtermischungen war auch fur die Gruppe der
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Bacteroides-Prevotella zu beobachten. Die Rohnahrstoff-, NDF- und ADF-Gehalte in
den Futtermischungen korrelieren signifikant mit den Aufnahmewerten der Ordination
(p <0,05). Dies deutete auch fir die Gruppe der Bacteroides-Prevotella auf eine
gleichgerichtete Verénderung der SSCP-Profile in Abhéngigkeit des Mais- bzw.
Grassilageanteils in der Futtermischung. Ein gerichteter Effekt der FutterpartikelgroRe
sowie des pH-Wertes war allerdings anhand der dargestellten NMDS-Plots fur den

zweidimensionalen Raum nicht festzustellen.

Abbildung 7: NMDS-Plots flr das
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Die Auswertung der Daten nach McArdle und Anderson (2001) liel} wie zuvor flr die
Clostridia auf einen signifikanten Einfluss der Futtermischung sowie auch der
FutterpartikelgroRe auf die SSCP-Profile der Bacteroides-Prevotella-Gruppe schlieen
(p = 0,001). Auch hier interagierten beide Faktoren deutlich (p = 0,001). Der paarweise
Vergleich einzelner Behandlungen zeigte ebenfalls ausschlielflich signifikante

Unterschiede (Monte Carlo p-Wert < 0,05).
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Archaea-spezifische SSCP-Profile

Die spezifischen SSCP-Profile fiir die Domane der Archaea finden sich in Abbildung 8.
Deutlich zu erkennen auf diesem Gel sind die vier, zum Teil relativ starken
SSCP-Banden 1, 3, 8 und 9, die behandlungsunabhéngig fir nahezu alle Proben
detektiert wurden.
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Abbildung 8: Archaea-spezifische SSCP-Profile amplifizierter 16S rDNA-Fragmente
von Mikroorganismen, die aus den Uberlaufproben der Pansensimulation zur Priifung
des Einflusses von Futtermischung (I, 111, V) und FutterpartikelgréRe (1 und 4 mm)
gewonnen wurden, S: Speziesstandard, a-c: Wiederholungen einer Behandlung =
Einzelproben, m: Mischprobe einer Behandlung

Die SSCP-Banden 2, 4, 5, 6 und 7 dagegen waren vorrangig fur die Grassilage
enthaltenden Futtermischungen nachzuweisen, wobei letztere auch fir die
1-mm-Variante der Maissilage-betonten Futtermischung I in Erscheinung trat.
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Fur den Uberwiegenden Teil aller Gbrigen Banden bleibt ein relativ uneinheitliches
Auftreten festzuhalten, das keinen direkten Zusammenhang mit den hier gepriften
Einflussfaktoren erkennen liel3. Die mittlere Bandenzahl fur die SSCP-Profile der drei
Wiederholungen jeder Behandlung lag hier zwischen 10 und 24, wobei fir die
FutterpartikelgroRe 1 mm im Durchschnitt mehr Banden gefunden wurden als fur die
4-mm-Variante. Aulerdem zeigten die SSCP-Profile der Grassilage enthaltenden

Futtermischungen eine erhohte Bandenzahl gegeniber den Maissilage-betonten

Mischungen.
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Abbildung 9: NMDS-Plots fur das Archaea-spezifische SSCP-Gel basierend auf der

Jaccard-Distanz (o: Futtermischung 1, <: Futtermischung Ill, v: Futtermischung V,
weill: 1 mm, schwarz: 4 mm), links: Einbeziehung aller SSCP-Profile; rechts:
Ausschluss der Mischproben (m) zur post hoc Vektoranpassung verschiedener
Umweltvariablen Uber die drei unabhangigen Wiederholungen (a-c) jeder Behandlung

Die NMDS-Plots fiir das Archaea-spezifische SSCP-Gel in Abbildung 9 lassen eine
erkennbare Gruppierung der SSCP-Profile einzelner Behandlungen lediglich fur die
beiden Maissilage-betonten Futtermischungen sowie fir die Mischung 1l der
FutterpartikelgrofRe 1 mm zu. Die ibrigen Behandlungen zeigten ein bis zwei Ausreiler,
deren relativ groRe Distanz zu den anderen SSCP-Profilen der jeweiligen Behandlung
bereits in Abbildung 8 deutlich wird. Hier war zu beobachten, dass die SSCP-Profile fir
die Proben V/b/1 mm, 11/b/4 mm und 11/m/4 mm vergleichsweise schwach ausfielen,
wahrend sich das Profil der Probe V/a/4 mm relativ stark abzeichnete.

Ein Gradient hinsichtlich der Futtermischungen, wie er zuvor fir die Clostridia und

Bacteroides-Prevotella beschrieben wurde, konnte anhand der NMDS-Plots fir die
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Archaea-spezifischen Profile nicht nachvollzogen werden. Allerdings wird eine
raumliche Trennung der Futtermischungen unterschiedlicher FutterpartikelgréRe im
NMDS-Plot ersichtlich. Das Bild der post hoc Uber die Ordination gelegten
Umweltvariablen bestétigt diese Beobachtung (Abb. 9, rechts). Hier wird eine gerichtete
Veranderung der SSCP-Profile mit zunehmender FutterpartikelgroRe erkennbar
(p <0,05). Ein Zusammenhang zwischen dem pH-Wert im Fermenter sowie den
Rohnéhstoff-, NDF- und ADF-Gehalten im Futter und der Veranderung der Profile
bestand allerdings nicht. Dennoch zeigte die Auswertung der Daten nach McArdle und
Anderson (2001) auBer fur die FutterpartikelgroRe (p = 0,03) auch einen signifikanten
Einfluss der Futtermischung (p =0,01) auf die Archaea-spezifischen SSCP-Profile.
Eine Interaktion beider Faktoren wurde aber nicht nachgewiesen (p =0,37). Der im
Anschluss durchgefuhrte paarweise Vergleich einzelner Behandlungen zeigte
signifikante Unterschiede fur die Futtermischungen | und I innerhalb der
FutterpartikelgrofRe 1 mm sowie fir die Mischungen | und V der 4-mm-Variante (Monte
Carlo p-Wert <0,05). Deutliche Unterschiede im Hinblick auf die FutterpartikelgréRRe
waren hier lediglich fir die SSCP-Profile der Maissilage-betonten Futtermischung |
nachzuweisen (Monte Carlo p-Wert < 0,05).

3.2.4 Sequenzanalyse ausgewdahlter 16S rDNA-Amplifikate

Zur Kléarung der Frage, welche Organismen zum Auftreten einzelner SSCP-Banden in
den Clostridia-, Bacteroides-Prevotella- und Archaea-spezifischen Profilen gefiihrt
hatten, wurden insgesamt 38 Banden aus den drei SSCP-Gelen zur Sequenzanalyse
ausgewahlt (Abb. 4, 6 und 8). Die enthaltenen 16S rDNA-Fragmente wurden extrahiert
und reamplifiziert, um sie im Anschluss klonieren und sequenzieren zu kdénnen. Die
Vorauswahl der Klone zur Sequenzierung erfolgte im Rahmen einer ARDRA unter
Verwendung der Restriktionsenzyme Alu | und Hae IIl. Im Ergebnis des
Restriktionsverdaus waren fir 20-24 untersuchte Klone je SSCP-Bande 5-12
verschiedene Restriktionsmuster zu erkennen, was im Folgenden die Sequenzierung
mehrerer Klone je Bande erforderte (2-9). Ausgewéhlt wurden Klone, die ein relativ
haufig oder einzigartig aufgetretenes Restriktionsmuster aufwiesen. VVon insgesamt 876
der ARDRA unterzogenen Klonen wurden letztlich 216 sequenziert. Die ermittelten
16S rRNA-Teilsequenzen dieser Klone sind dem Anhang zu entnehmen (Tabelle A8).
Die Ergebnisse zu deren phylogenetischer Einordnung mit Hilfe der RDP-Datenbank
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sind in den Tabellen 13-15 und A9-All aufgefuhrt. Die fur einige Sequenzen unter
ARB erstellten Teilstammbé&ume finden sich in den Abbildungen 10-12.

Das Ergebnis der Sequenzanalyse machte zunédchst deutlich, dass ein Grofteil der
SSCP-Banden durch Sequenzen reprasentiert wurde, die mehreren Phyla zugeordnet
werden konnten. Die SSCP-Bande 11 des Bacteroides-Prevotella-spezifischen Gels
wies beispielsweise Sequenzen aus den drei Phyla Actinobacteria, Bacteroidetes und
Proteobacteria auf (Tab. A10). Demgegeniber war aber auch festzustellen, dass
identische Sequenzen wie die der Klone B_3 A8 und B_13 B2 oder die der Klone
B 5 E1 und B_15 C7 in SSCP-Banden unterschiedlicher Laufhthe auftraten, welche
zudem entweder nur fur die Mais- oder Grassilage enthaltenden Futtermischungen
detektiert werden konnten (Abb. 6, Tab. A10). Dartiber hinaus zeigte sich, dass eine
Reihe von Klonen aus sowohl spezifisch als auch universell aufgetretenen
SSCP-Banden denselben néchsten Verwandten zuzuordnen waren. Die entsprechenden
Resultate flr den Vergleich dieser 16S rRNA-Teilsequenzen mit der RDP-Datenbank
sind den Tabellen A9-A11 zu entnehmen ebenso wie die phylogenetische Einordnung
aller Gbrigen Sequenzen, die fur die universellen SSCP-Banden ermittelt wurden. Die in
den Tabellen 13-15 und Abbildungen 10-12 aufgefiihrten Klone stammen dagegen alle
aus spezifisch aufgetretenen SSCP-Banden und weisen Sequenzen auf, deren nachste
Verwandte in den universellen Banden nicht nachzuweisen waren.

Der Vergleich von ARDRA- und Sequenzdaten machte deutlich, dass Klone einer
SSCP-Bande, deren Verdau gleiche Restriktionsmuster lieferte, zum Teil
unterschiedliche Sequenzen aufwiesen, wéhrend andere mit abweichendem
ARDRA-Muster durchaus ahnliche Sequenzen zeigten. Fur die Klone A_6 F4 und C4
wurden beispielsweise trotz gleicher Restriktionsmuster ndchste Verwandte ermittelt,
die sogar unterschiedlichen Doménen angehdren (Tab.15, Abb.12). Die Klone
C_3 D7 und G7 waren dagegen trotz unterschiedlichen Verdaus denselben néchsten

Verwandten zuzuordnen (Tab. 13).

Sequenzanalyse fiir ausgewahlte SSCP-Banden der Clostridia-spezifischen Profile

Wie anhand von Abbildung 4 nachzuvollziehen ist, wurden aus den
Clostridia-spezifischen SSCP-Profilen sechs spezifisch und acht universell aufgetretene
Banden zur Sequenzanalyse ausgewahlt. Die Sequenzierung erfolgte fiir 76 Klone. 49
von ihnen wurden den Firmicutes, 23 den Proteobacteria, zwei den Bacteroidetes und

einer den Acidobacteria zugeordnet (Tab. 13, A9). Ein weiterer Klon konnte lediglich
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der Doméne der Bacteria zugewiesen werden (Tab. A9). Innerhalb des Phylums der
Firmicutes erwiesen sich alle 49 Klone als Zugehorige der Ordnung Clostridiales, 47
davon waren der Familie der Lachnospiraceae zuzuordnen. Von den 23 Klonen, die
nahe Verwandte unter den Proteobacteria zeigten, konnten sechs als Alpha-, neun als
Beta-, sechs als Gamma- und zwei als nicht néher zu klassifizierende Proteobacteria
identifiziert werden. Flr die beiden zum Phylum der Bacteroidetes gehdrenden Klone
waren die ndchsten Verwandten unter den Sphingobacteriaceae zu finden. Der als
einziger den Acidobacteria zuzuordnende Klon C_14 D7 ist in Tabelle 13 aufgefihrt,
da er aus einer spezifisch aufgetretenen SSCP-Bande stammt und sein nachster
Verwandter in keiner der universellen Banden aller drei SSCP-Gele nachzuweisen war.
Er zeigte nahe Verwandtschaft zu einem bisher nicht kultivierten Bakterium, dass dem
Genus Gp3 innerhalb der Acidobacteriaceae angehort und erstmals in organisch
gedungtem Boden gefunden wurde. Die nachsten Verwandten aller Gbrigen Klone, die
flr das Clostridia-spezifische SSCP-Gel nur flr einzelne Behandlungen zu detektieren
waren, erwiesen sich ebenfalls als bisher nicht kultivierte Organismen, die in erster
Linie den Lachnospiraceae zuzuordnen waren. Der uUberwiegende Teil dieser
Organismen wurde erstmals im Verdauungstrakt verschiedener Wiederk&uer und
monogastrischer Tiere nachgewiesen (Tab.13).

Uber die in Tabelle 13 aufgefiihrten Klone hinaus waren fiir die spezifisch aufgetretenen
SSCP-Banden 3, 6, 7, 8 und 14 aber auch solche zu detektieren, deren néchste
Verwandte ebenfalls fur Klone aus universellen Banden ermittelt wurden (Tab. A9-
All). Lediglich in SSCP-Bande 12 fand sich kein Klon, dessen ndchster VVerwandter in
irgendeiner der universellen Banden nachgewiesen werden konnte

Wenn auch fur den GrofBteil aller untersuchten SSCP-Banden des
Clostridia-spezifischen Gels Klone detektiert wurden, deren nachste Verwandte auch
fur Klone aus anderen SSCP-Banden standen, so kann dennoch festgehalten werden,
dass, ausgenommen Bande 3, jede der betrachteten Banden mindestens einen Klon
erkennen liel3, dessen néchster Verwandter in keiner der anderen Banden gefunden

wurde.



Tabelle 13: RDP-Resultate fir Sequenzen von spezifisch (behandlungsabhéngig) aufgetretenen Klonen aus den SSCP-Banden 6, 7, 8 und 14 des
Clostridia-spezifischen SSCP-Gels

Klon sSc_oarté nachster Verwandter ANCUC;SrS;ZP Herkunft Taxonomische Einordnung

C 6 F5 0,97 | uncultured bacterium; FAC81 DQ451520 Waldboden Proteobacteria,; Gammaproteobacteria; unclassified

C7A7 | 0098

C7A9 | 082

C 7 F8 | 098 | uncultured bacterium: 1103200828862 EUB45451 | Pansen: Rind Eri]rcrl‘";g;}?;.c'os”idiai Clostridiales; Lachnospiraceae;

cC7D8 | 083

C 7.D7 | 089

cs8cC2 0,94 | uncultured bacterium; 1103200822104 EU844987 Pansen: Rind
uncultured bacterium; RHSD_aaa04h11 EU775950 Kot:

il B uncultured bacterium; RHSD_aaa04h11 1 | EU777964 | Klippschliefer Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
uncultured bacterium; RHSD_aaa04h11 EU775950 Kot: unclassified

coAl) 0% uncultured bacterium: RHSD aaa04h1l 1 | EU777964 | Klippschliefer

C 8 B3 0,84 | uncultured bacterium; 1103200828862 EU845451 | Pansen: Rind

cscs | ol uncultured bacterium; 1103200822304 EU845063 pansen: Rind | Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
unidentified rumen bacterium JW28 AF018556 Butyrivibrio

C 12 Al | 089 | uncultured bacterium; SITU B_16_42 EF403060 | Darm: Mensch | - irmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;

Roseburia




Fortsetzung Tabelle 13:

Klon S_ab nachster Verwandter Accession Herkunft Taxonomische Einordnung
score Nummer
— Rhizosphare: | Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Methylo-
C12 H1 0,95 uncultured bacterium; RB146 AB240313 Schilfrohr coccales; Methylococcaceae; Methylomonas
uncultured bacterium; 1103200827222 EU842707 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
c 12 B1 | 097 |uncultured rumen bacterium 3C3d-8 AB034063 unclassified
- . Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
uncultured bacterium; 1103200830978 EU843476 Roseburia P
uncultured bacterium; 1103200827222 EU842707 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
Cc 12 E2 | 097 |uncultured rumen bacterium 3C3d-8 AB034063 | pansen: Rind unclassified
uncultured bacterium: 1103200830978 EUS43476 Flrmlcut_es; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
Roseburia
uncultured bacterium; 1103200827222 EU842707 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
C 12 G1 uncultured rumen bacterium 3C3d-8 AB034063 unclassified
- = 0,98 — - — ——— - -
uncultured bacterium: 1103200830978 EUS43476 Flrmlcut_es, Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
Roseburia
C 14 C9| 082 | uncultured bacterium: 1103200825046 EU842522 | Pansen: Rind | irmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
Pseudobutyrivibrio
C_14 G7 | 0,84 | uncultured bacterium; 014B-G12 u.a. DQ905615 | Kot: Mensch lIJ:rlli:rlne::slﬁ‘?Sd Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
uncultured Firmicutes bacterium; Acidobacteria; Acidobacteria; Acidobacteriales;
C14.D7 | 093 | caspwc2s2 A06 EF074967 Boden Acidobacteriaceae; Gp3
C 14 A7 | 0,86 | unidentified rumen bacterium JW11 AF018547 Pansen: Rind
A _ Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
ST 0.83 uncultured bacterium; L7-15 AJ400253 Dickdarm: Lachnospiraceae Incertae Sedis
- uncultured bacterium; L7-1 AJA00247 Maus
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Sequenzanalyse fiir ausgewahlte SSCP-Banden der Bacteroides-Prevotella-spezifischen

Profile

Wie aus Abbildung 6 hervorgeht, erfolgte die Sequenzanalyse fir das
Bacteroides-Prevotella-spezifische SSCP-Gel anhand von 12 spezifisch und drei
universell aufgetretenen SSCP-Banden. Insgesamt wurden 83 Klone zur Sequenzierung
ausgewahlt, von denen letztlich nur acht dem Phylum der Bacteroidetes zugeordnet
werden konnten. Sechs davon waren ausschlieBlich in den spezifisch aufgetretenen
SSCP-Banden 4, 8, 10 und 15 nachzuweisen. Wéhrend einer dieser Klone innerhalb der
Ordnung der Bacteroidales nicht néher zu klassifizieren war (Abb. 10), konnten die
anderen fiinf dem Genus Prevotella zugeordnet werden (Abb.11). Wie den
Abbildungen 10 und 11 zu entnehmen ist, wurden die néchsten Verwandten dieser
Klone alle erstmals im Pansen von Rindern nachgewiesen. Die beiden tbrigen der zu
den Bacteroidetes gehdrenden Klone zeigten nahe Verwandtschaft zu einem nicht
kultivierten Bakterium aus der Ordnung der Sphingobacteriales, stammten aber sowohl

aus einer universell als auch einer spezifisch aufgetretenen SSCP-Bande (Tab. A10).

672 Rikenella
g
118 uncultured rumen bacteria =1
o]
=
o
— 17 . . . o
SSCP_B_4_H11 uncultured bacteria of turkey intestine %
DQ673471, uncultured rumen bacterium, cattle 7]

AB185549, uncultured rumen bacterium, cattle
DQ394649, uncultured rumen bacterium, reindeer
DQ394586, uncultured rumen bacterium, reindeer
EF686618, uncultured rumen bacterium, cattle
DQ394587, uncultured rumen bacterium, reindeer
DQ394589, uncultured rumen bacterium, reindeer
EF436379, uncultured rumen bacterium, water buffalo

AB234428, uncultured Bacteroidales bacterium

0.10

Abbildung 10: Phylogenetische Einordnung des zu den Bacteroidales z&hlenden Klons
aus Bande 4 der Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Profile. Die Position der
ermittelten partiellen 16S rRNA-Sequenz im Stammbaum wurde unter Verwendung der
ARB-Software nach der Maximum Parsimony-Methode berechnet. Die néchsten
Verwandten sind einschlieflich ihrer GenBank Accession Nummer angegeben. Der
MaRbalken kennzeichnet 10 % Sequenzdivergenz.



Abbildung 11: Phylogenetische Einordnung
der zum Genus Prevotella zdhlenden Klone
aus den Banden 8, 10 wund 15 der
Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-
Profile. Die Positionen der ermittelten
partiellen  16S  rRNA-Sequenzen im
Stammbaum wurden unter Verwendung der
ARB-Software  nach der Maximum
Parsimony-Methode berechnet. Die néchsten
Verwandten sind  einschlieBlich  ihrer
GenBank Accession Nummer angegeben.
Der Malbalken  kennzeichnet 10 %
Sequenzdivergenz.

0.10

116482, Prevotella ruminicola

[ 6 uncultured Prevotella sp.

SSCP_B_10_A5

m’ Prevotella ruminicola

AF001729, unidentified rumen bacterium RCP19, cattle
AF018475, unidentified rumen bacterium 12-66, cattle
AB034101, uncultured rumen bacterium 3C3d-1, cattle
AF018450, unidentified rumen bacterium JW31, cattle

uncultured rumen bacteria

SSCP_B_8_H11
DQ673513, uncultured rumen bacterium, Bos frontalis

AB009239, unidentified rumen bacterium RFN92, cattle
AB009224, unidentified rumen bacterium RFN76, cattle
EF436315, uncultured rumen bacterium, water buffalo

uncultured rumen bacteria
AF218619, Prevotella ruminicola
8~ prevotella bryantii

Prevotella sp.

—

—| 12 Prevotella loescheii
—{ 24 Prevotella sp.
AY 134905, Prevotella sp. oral clone FX046
11 Prevotella buccalis - oralis
L—U Prevotella oris
9 Prevotella corporis - salivae

DQ256291, uncultured rumen bacterium, goat

AB185747, uncultured rumen bacterium, cattle

AB185797, uncultured rumen bacterium, cattle

AB034108, uncultured rumen bacterium 4C3d-6, cattle
SSCP_B_8_B11

SSCP_B_15_E7

SSCP_B_8_G11

AF487886, Prevotella sp. Smarlab 121567, blood culture,

Prevotella brevis

sa)apI0Jaloey




60

61 der fur das Bacteroides-Prevotella-spezifische SSCP-Gel sequenzierten Klone
wurden dem Phylum der Proteobacteria zugewiesen (Tab. 14 und A10). 35 von ihnen
wurden den Burkholderiales innerhalb der Klasse der Betaproteobacteria zugeordnet.
Fur mehr als die Hélfte dieser Klone wurde dasselbe nicht kultivierte Aquabacterium
(AJ966866) als nachster Verwandter ermittelt (Tab. AL10). In die Klasse der
Alphaproteobacteria fielen 17 der 61 Klone. Sie wurden als Zugehorige der beiden
Ordnungen Caulobacterales und Rhizobiales ausgewiesen. Neun weitere der zu den
Proteobacteria zu zdhlenden Klone waren innerhalb der Gammaproteobacteria
entweder nicht ndher zu klassifizieren oder zeigten nahe Verwandtschaft zu Vertretern
der Familie der Moraxellaceae.

Von den restlichen der 83 analysierten Klone waren neun den Actinomycetales
innerhalb der Actinobacteria zuzuordnen (Tab.14 und A10). Die phylogenetische
Einordnung eines weiteren Klons erfolgte lediglich auf Doménenebene der Bacteria
(Tab. A10). Die Ubrigen vier Klone zeigten nahe Verwandtschaft zu Vertretern der
Phyla Firmicutes und Deferribacteres. Deren phylogenetische Einordnung und nachste
Verwandte sind wie fur alle anderen Klone, die nicht den Bacteroidetes zuzuordnen
waren, aber nur fur die spezifisch aufgetretenen SSCP-Banden nachgewiesen wurden,
Tabelle 14 zu entnehmen. Lediglich zwei dieser Klone zeigten nahe Verwandtschaft zu
bereits kultivierten Organismen, Klon B_3_C7 zu Pelomonas saccharophila sowie Klon
B_15 C9 zu Tepidimonas taiwanensis. Alle anderen Klone wurden dagegen bisher nicht
kultivierten Organismen zugeordnet. Bemerkenswert ist die Vielfalt an Habitaten, fir
die deren erstmaliger Nachweis gelang. Auffallend aulerdem in Tabelle 14 sowie in
Abbildung 10 und 11 ist das Fehlen von Klonen aus den ebenfalls als spezifisch
erachteten SSCP-Banden 7 und 9. Da diese beiden SSCP-Banden aber nur Klone
aufwiesen, deren n&chste Verwandte auch in universell aufgetretenen Banden
nachzuweisen waren, finden sich die Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir diese Banden
in Tabelle A10. AuRerdem geht aus Tabelle A10 hervor, dass letztlich alle der
spezifisch aufgetretenen SSCP-Banden Sequenztypen repréasentierten, die auch in den
universellen Banden detektiert wurden. Im Hinblick auf die universell aufgetretenen
SSCP-Banden 2, 11 und 12 bleibt abschlieRend festzuhalten, dass die beiden letzteren
immerhin je einen Klon aufwiesen, dessen néchster Verwandter fur keine der anderen

analysierten Banden nachzuweisen war (Tab. A10).



Tabelle 14: RDP-Resultate fiir Sequenzen von spezifisch (behandlungsabhéngig) aufgetretenen Klonen aus den SSCP-Banden 1, 3, 4, 5, 6, 13, 14
und 15 des Bacteroides-Prevotella--spezifischen SSCP-Gels

S ab

Accession

Klon nachster Verwandter Herkunft Taxonomische Einordnung
score Nummer
Schlegelella sp. KBla AY538706 Kompost
. Proteobacteria; Betaproteobacteria;
B 1C3 0,92 | Schlegelella sp. Wcfl DQ417336 heille Quelle Burkholderiales: unclassified
uncultured organism; EME093 EF127603 Gletschereis
B 3 C7 0,97 Pelomonas saccharophila; 5-1 AF368755 ultrareines Wasser Proteobacte_zrla; .Betaproteoba_cter.la;
Burkholderiales; Incertae sedis 5; Pelomonas
uncultured bacterium; Ob2-2_03 AJ880248 Darm: Biene
uncultured bacterium; P11T-05a AM261940 Grundwasser Proteobacteria; Betaproteobacteria;
uncultured bacterium; Ob2-2_03 AJB80248 Darm: Biene Burkholderiales; Burkholderiaceae; Ralstonia
B_4 D10 | 0,95 | uncultured bacterium; P10F-06b AM261933 kontaminiertes
uncultured bacterium; P11T-05a AM261940 Grundwasser
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
B 4 G12 | 0,85 | uncultured soil bacterium; 95 ¢ DQ303941 | Savannenboden, Brasilien | Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae;
Bradyrhizobium
uncultured Acinetobacter sp.; T4150 EU029433 Rohmilch Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
B5_F2 | 097 | yncultured Acinetobacter sp.; EU705093 | <ennedy Space Centre, Pseudomonadales; Moraxellaceae;
3P-4-1-B06 sauberer FuRboden Acinetobacter
B 5 Bl 0,00 | uncultured bacterium: K5-01 AJA37119 Rhizosphare: Proteobacteria; Alphaproteobacteria;

Leguminosen

Rhizobiales; Rhizobiaceae; Rhizobium




Fortsetzung Tabelle 14:

Klon S_ab nachster Verwandter Accession Herkunft Taxonomische Einordnung
score Nummer
- ’ uncultured Caryophanon sp.; T8194 EU029585 Rohmilch Caryophanon
L _ . . Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
B 13 Al | 095 uncultured Bradyrhizobium sp.; SSCP AJB8A740 Grenzschicht zwischen Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae;
band 14 PCB und Wasser o
Bradyrhizobium
B 13 E2 | 098 | uncultured Streptococcus sp.; SSCP34 | EU704162 Gallenweg-Stent | - /rmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Streptococcaceae; Streptococcus
uncultured bacterium; 65493 DQ404864 kontaminiertes Sediment
uncultured Burkholderiaceae _— Proteobacteria; Betaproteobacteria;
ERCEDe | 097 bacterium; 401F06 AM420125 subgingivaler Plaque Burkholderiales; Oxalobacteraceae; unclassified
uncultured bacterium; 198 EU531785 Schlammvulkan, China
Steinkorallen im Roten Actinobacteria; Actinobacteria;
B_14 H4 | 0,98 | uncultured bacterium; BB31NT16S-8 EF089481 Meer Actinomycetales; Corynebacteriaceae;
Corynebacterium
- . . - . Proteobacteria; Betaproteobacteria;
B 15 C9 | 0,96 | Tepidimonas taiwanensis (T); 11-1 AY845054 heile Quelle Burkholderiales: Incertae sedis 5; Tepidimonas
uncultured bacterium; E4 AY526503 anaerober Bioreaktor | Deferribacteres; Deferribacteres;
: Deferribacterales; Deferribacteraceae;
B 15 G9 | 0,92 | uncultured bacterium; TP16_M AB290379 anaerober Kldrschlamm | ,nclassified
uncultured bacterium; C74 DQ424926 Kraftstoffzelle unclassified Bacteria
uncultured bacterium; E4 AY526503 anaerober Bioreaktor | Deferribacteres; Deferribacteres;
Deferribacterales; Deferribacteraceae;
B_15_ B8 | 0,96 | uncultured bacterium; TP16_M; AB290379 anaerober Klarschlamm | ynclassified

uncultured bacterium; C74

DQ424926

Kraftstoffzelle

unclassified Bacteria
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Sequenzanalyse fir ausgewéahlte SSCP-Banden der Archaea-spezifischen Profile

Wie Abbildung 8 zu entnehmen ist, wurden aus den Archaea-spezifischen
SSCP-Profilen finf spezifisch und vier universell aufgetretene Banden zur
Sequenzanalyse ausgewéhlt. Die Sequenzierung erfolgte fir 57 Klone, von denen
letztlich 41 den Archaea und 16 den Bacteria zugeordnet werden konnten.

Innerhalb der Archaea wurden alle 41 Klone dem Phylum der Euryarchaeota
zugewiesen. Wahrend 6 dieser Klone nicht naher zu klassifizieren waren, erfolgte die
phylogenetische Einordnung fur 26 weitere Klone in die Ordnung der
Thermoplasmatales (Tab. 15, A11). Die tbrigen neun der 41 zu den Archaea zahlenden
Klone fanden dagegen ihre néchsten Verwandten unter den Methanobactericeae
innerhalb der Klasse der Methanobacteria. Drei von ihnen zeigten nahe Verwandtschaft
zu einem nicht naher zu klassifizierenden, bisher nicht kultivierten Archaeon, stammten
aber sowohl aus spezifisch als auch aus universell aufgetretenen SSCP-Banden. Die
entsprechenden Ergebnisse der Sequenzanalyse fir diese drei Klone finden sich daher in
Tabelle A11. Die restlichen sechs der neun Klone aber waren ausschlielich fir die
spezifisch aufgetretenen SSCP-Banden 5 und 6 nachzuweisen. Sie erwiesen sich als
Angehorige des Genus Methanosphaera. Ihre phylogenetische Einordnung ist
Abbildung 12 zu entnehmen. Wie zu erkennen ist, weisen jeweils drei der Klone einen
gemeinsamen nachsten Verwandten auf, in beiden Féllen ein bisher nicht kultiviertes
Archaeon. Wahrend das eine von beiden erstmals im Pansen von Ziegen gefunden
wurde, war das andere erstmalig im Pansen von Rindern nachzuweisen.

Alle weiteren Klone, die ebenfalls nur in spezifisch aufgetretenen SSCP-Banden zu
detektieren waren, sind in Tabelle 15 aufgefiihrt. Auch hier wird deutlich, dass ein
Groliteil der Klone nahe Verwandtschaft zu Organismen zeigt, deren erstmaliger
Nachweis im Pansen verschiedener Wiederkéuer erfolgte. Lediglich zwei Klone aus
SSCP-Bande 5 und 6 weisen einen gemeinsamen Verwandten auf, der innerhalb des
Phylums der Bacteroidetes den Sphingobacteriales zuzuordnen ist und erstmals in
Prérieboden nachgewiesen wurde. Dariber hinaus zeigten 13 weitere Klone aus
verschiedenen Banden des Archaea-spezifischen SSCP-Gels ebenfalls nahe
Verwandtschaft zu Vertretern aus der Ordnung der Sphingobacteriales. Da deren
néchste Verwandte aber sowohl fir spezifisch als auch universell aufgetretene
SSCP-Banden zu detektieren waren, sind die entsprechenden Ergebnisse der

Sequenzanalyse Tabelle A11 zu entnehmen.
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Abbildung 12: Phylogenetische Einordnung der zur Klasse der Methanobacteria
zahlenden Klone aus den Banden 5 und 6 der Archaea-spezifischen SSCP-Profile. Die
Positionen der ermittelten partiellen 16S rRNA-Sequenzen im Stammbaum wurden
unter Verwendung der ARB-Software nach der Maximum Parsimony-Methode
berechnet. Die ndchsten Verwandten sind einschlieBlich ihrer GenBank Accession
Nummer angegeben. Der Mallbalken kennzeichnet 10 % Sequenzdivergenz.

Nur einer der 16 Klone, die den Bacteria zugeordnet wurden, war in das Phylum der
Proteobacteria einzugruppieren. Er war zwar fir die Archaea-spezifischen Profile
ausschlie3lich in der spezifischen SSCP-Bande 2 nachzuweisen, zeigte aber innerhalb
der Betaproteobacteria einen nachsten Verwandten unter den Burkholderiales, der
bereits fur eine Reihe von Klonen aus universellen Banden des
Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Gels ermittelt werden konnte (Tab. A10 und
A9). Letztlich ist aber auch fur die spezifisch aufgetretenen SSCP-Banden 4, 5 und 7
des Archaea-Gels festzuhalten, dass einige der Klone néchste Verwandte aufwiesen, die
auch fur Klone aus universellen SSCP-Banden detektiert wurden (Tab. A11). Lediglich
in SSCP-Bande 6 fand sich kein Klon, dessen nachster Verwandter in irgendeiner der
universellen Banden nachgewiesen werden konnte. Es bleibt aber auch festzuhalten,
dass alle universellen SSCP-Banden des Archaea-spezifischen Gels mindestens einen

Klon zeigten, dessen ndchster Verwandter in keiner der anderen Banden zu finden war.



Tabelle 15: RDP-Resultate fir Sequenzen von spezifisch (behandlungsabhdngig) aufgetretenen Klonen aus den SSCP-Banden 2, 5, 6 und 7 des
Archaea-spezifischen SSCP-Gels

Klon S_ab nachster Verwandter Accession Herkunft Taxonomische Einordnung
score Nummer
uncultured methanogenic archaeon; LGM-LG07 EU520269 . .
A 2 C6 0,95 Pansen: Ziege Eﬁ ryarchlaeota, Tlhe_rmoﬁ"asf‘];‘?‘;’
uncultured methanogenic archaeon; LGM-LG08 EU520270 ermoplasmatales; unclassifie
A 2 H4 0,98 uncultured archaeon; LGM-AF04D u.a. EF222222 Pansen: Ziege Euryarchaeota; unclassified
A 5 F1 0,94 | uncultured euryarchaeote; LGMJNG3 EF055552 Pansen: Rind Euryarchaeota; Thermoplasmata;
Thermoplasmatales; unclassified
A5 A3 | 093 | uncultured bacterium; FFCH9847 EU133745 | Prérieboden (Langgras) | Socteroidetes; Sphingobacteria;
Sphingobacteriales; unclassified
uncultured bacterium; FFCH9847 EU133745 Prérieboden (Langgras) . . .
A6 F4 0.98 Bacteroidetes; Sphingobacteria;
T ’ . . Ikaitsaule: Sphingobacteriales; unclassified
uncultured Sphingobacterium sp. DQ028395 Fjord, Gronland
A_7 D11 0,97
A 7 Ell 0,96 uncultured archaeon; CSIRO-QId03 u.a. AY995277 Pansen: Schaf Euryarchaeota; Thermoplasmata;
A 7 G10 0,99 Thermoplasmatales; unclassified
A 7 H10 0,96 uncultured methanogenic archaeon; SRmetG5 EU413633 Pansen: Rentier
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3.3 Diskussion

3.3.1 Methode

Wenngleich die SSCP in der Literatur als geeignete Alternative zu anderen
Fingerprint-Methoden beschrieben wird, um die strukturelle Diversitdt mikrobieller
Gemeinschaften aus verschiedenen Habitaten darzustellen (Schwieger und Tebbe, 1998,
Schmalenberger et al., 2001, Strobel et al., 2004), so unterliegen die im Rahmen von
SSCP-Analysen ermittelten Ergebnisse dennoch einer ganzen Reihe von methodisch
bedingten Einflussfaktoren, die es im Folgenden zu diskutieren gilt.

Ausschlaggebend zundchst ist, welche Methode zur Extraktion der mikrobiellen DNA
gewahlt wird (Von Wintzingerode et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde nach
dem Prinzip des ,,Bead-Beating* vorgegangen, einer mechanischen Aufschlussmethode,
die fur die Praparation mikrobieller DNA aus dem Gastrointestinaltrakt von Mensch
und Tier empfohlen wird (Zoetendal et al., 2001, Anderson und Lebepe-Mazur, 2003,
Yu und Morrison, 2004). Mit Hilfe dieser Methode konnte bereits hochmolekulare
DNA aus gramnegativen und grampositiven Bakterien sowie auch aus Methanogenen
gewonnen werden (Whitford et al., 1998, Sawayama et al., 2005). Ein Aufschluss unter
Verwendung des ,Fast Prep® Instrumentes* wurde bereits fiir Praparationen
mikrobieller DNA aus dem Boden und dem lleum des Schweins beschrieben (Mesarch
et al., 2000, Lieber et al., 2003, Hill et al., 2005). AuBerdem fand die Methode bereits
Anwendung zur Aufbereitung von Proben aus Pansensimulationssystemen (Koch et al.,
2006, Strobel et al., 2008, Boguhn et al., 2008).

1 mm 4 mm
I I V | Il \Y

a b cabcab Gcabocaboc aboc G

<«—— 485kb

<+«—— 23kb

Abbildung 13: Uberprifung der DNA-Extraktion im 0,8%igen Agarosegel,
hochmolekulare DNA aus den Mikroorganismen der Uberlaufproben (a-c:
Wiederholungen einer Behandlung, G: DNA-Gr6Renstandard)
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Im Hinblick auf die eigenen Proben war festzustellen, dass die DNA vordergriindig in
hochmolekularer Form extrahiert werden konnte (Abb. 13). Fragmente, die eine Lénge
von weniger als 2,3 kb aufwiesen, machten den weitaus geringeren Teil der préparierten
DNA aus. Im Mittel konnten flr jede Probe 50 pug (s =10) DNA extrahiert werden.
Aufgrund der sehr unterschiedlichen Methoden zur Gewinnung und Aufbereitung von
Proben aus dem Pansen ist allerdings ein Vergleich der hier gewonnenen DNA-Mengen
mit Angaben aus der Literatur nicht mdéglich.

Des Weiteren unterliegt das Ergebnis einer SSCP-Analyse dem Einfluss der
PCR-Reaktion. Wahrend des Amplifikationsprozesses mikrobieller DNA aus
Umweltproben kdnnen verschiedene Probleme auftreten. Sowohl eine Hemmung der
Reaktion durch Kontaminationen als auch die Bildung von PCR-Artefakten sind
denkbar (Von Wintzingerode et al., 1997).

Kontaminationen, wie Proteine und pflanzliche Polysaccharide, die im Zuge der
DNA-Préparation co-aufgereinigt werden, kénnen die Amplifikation der DNA stéren
und damit die Effizienz der PCR senken (Monteiro et al., 1997, Powell et al., 1994). Da
aber die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten DNA-Extrakte nach Messung ihrer
optischen Dichte optimale Werte fiir das Verhaltnis von ODyg,: OD,go aufwiesen und
keinerlei Beeintrachtigung der PCR zu beobachten war, wurde zunachst von keiner
negativen Beeinflussung der Amplifikation durch eventuelle Kontaminationen
ausgegeangen (Abb. 14). Wenngleich auch das Verhéltnis von ODyg: OD23 flir einige
Proben relativ gering ausfiel und damit auf Verunreinigungen der DNA zu schliel}en

war.

<«—— 800 bp

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung von PCR-Produkten, die unter Verwendung
der Archaea-spezifischen Primer fir die Futtermischungen I, 11l und V der
4-mm-Variante erhalten wurden, G: DNA-GréRenstandard, a-c: Wiederholungen einer
Behandlung = Einzelproben, m: Mischprobe der jeweiligen Behandlung
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Mit dem Auftreten von PCR-Artefakten kann im Zuge von Analysen komplexer
mikrobieller Gemeinschaften auf Grundlage PCR-basierter Methoden immer gerechnet
werden (Von Wintzingerode et al., 1997). Bisher beschrieben wurden chimare
Molekiile, Deletions- und Punktmutationen. Chiméren bestehen aus unterschiedlichen
DNA-Molekilen, die sehr dhnliche Sequenzen aufweisen. Daher treten sie vor allem
dann auf, wenn sich die Template-DNA sehr dhnelt. AulRerdem wird die Bildung von
Chiméren durch eine starke Fragmentierung der DNA geférdert (Von Wintzingerode et
al., 1997), die hier aber nicht zu beobachten war (Abb. 13).

Zeigt die Template-DNA sehr stabile Sekundéarstrukturen, so kann es zur Formation von
Deletionsmutationen kommen (Cariello et al., 1991). Punktmutationen resultieren aus
dem Einbau falscher Nukleotide durch die DNA-Polymerase (Von Wintzingerode et al.,
1997). Die Fehlerrate der hier verwendeten Tag-Polymerase kann in Abhangigkeit der
gewdhlten Reaktionsbedingungen stark variieren. In der Literatur werden daher
Fehlerraten zwischen 1 Fehler unter 290 Nukleotiden (3 x 10°%) und 1 Fehler unter 5411
Nukleotiden (2 x 10™) genannt (Von Wintzingerode et al., 1997). Im Hinblick auf das
hier betrachtete, relativ kurze 16S rRNA-Gen (ca. 1500 bp) ware demnach ein durch
Punktmutationen verursachter Fehler vernachlassigbar gering, wenn nur eine PCR
durchgefuhrt wirde. Jedoch kénnen mehrere aufeinander folgende PCR zu weitaus
héheren Fehlerraten fihren (Von Wintzingerode et al., 1997). Dariiber hinaus konnten
Qiu et al. (2001) nachweisen, dass sich auch mit zunehmender Speziesdiversitét in der
Probe die Zahl mutationsbedingter PCR-Artefakte erhoht.

Je mehr Artefakte aber letztlich in einem PCR-Produkt vorliegen, desto
wahrscheinlicher ist das Auftreten zusatzlicher Banden im SSCP-Profil. Damit besteht
im Hinblick auf die hier durchgefihrte SSCP-Analyse eine Fehlerquelle in der
mdoglichen Formation von PCR-Artefakten. Wahrend eine Detektion von chiméren
Sequenzen mit Hilfe entsprechender Programme wie ,,Chimera-Check® mdglich ist,
sind mutationsbedingte PCR-Artefakte in Umweltproben nicht zu identifizieren
(Qiu et al., 2001). Die Uberpriifung der ermittelten Sequenzen auf chimare Strukturen
hin erfolgte hier unter Verwendung zweier Computerprogramme, die unterschiedliche
Algorithmen nutzen. Lediglich diejenigen Sequenzen, die von beiden Programmen als
potenzielle Chimaren ausgewiesen wurden, sind entsprechend gekennzeichnet worden.
Von den Betrachtungen ausgeschlossen wurde aber keine der Sequenzen, da die
Detektion von Chiméren innerhalb kurzer Sequenzen (< 1300 Nukleotide) relativ

schwierig ist (Hugenholtz et al., 1998) und die verwendeten Programme lediglich einen
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Hinweis auf potenzielle Chimaren liefern kénnen (Whitford et al., 1998, Gonzalez et al.,
2005).

Einen Einfluss des verwendeten PCR-Kits sowie der eingesetzten DNA-, Primer- und
MgCl,-Konzentration im PCR-Ansatz auf die Ergebnisse der SSCP konnte Lieber
(2005) anhand von SSCP-Profilen fiir Nitrosomonas/ Nitrosospira aus Bodenproben
ausschlieBen. AuBerdem fand er keinen Effekt der PCR-Zyklenzahl auf die Profile.
Dohrmann und Tebbe (2004) beschreiben fir 25 und 30 PCR-Zyklen geringfiigige
Unterschiede zwischen den SSCP-Profilen einer Mikrobengemeinschaft aus der
Rhizosphare der Wilden Malve (Malva sylvestris). Demzufolge sollte die Wahl von
25-30 Zyklen im Hinblick auf die eigenen Proben keinen entscheidenden Einfluss auf
die erhaltenen SSCP-Profile gehabt haben.

Ebenso wie Lieber (2005) konnten auch Schwieger und Tebbe (1998) in Abhéngigkeit
der initialen DNA-Konzentration im PCR-Ansatz keine Unterschiede zwischen den
jeweiligen  SSCP-Profilen von  Mikrobengemeinschaften aus  verschiedenen
Rhizosphéren feststellen. Sie priften verschiedene DNA-Konzentrationen zwischen 0,2
und 10 ng je 100 pl PCR-Ansatz. Die in dieser Arbeit fir die SSCP-Analysen
verwendeten initialen DNA-Konzentrationen lagen etwa zwischen 2 und 3 ng je 50 pl
PCR-Ansatz und damit in dem von Schwieger und Tebbe gepruften Bereich.

Um gesicherte Aussagen Uber die Ahnlichkeit von SSCP-Profilen verschiedener
Mikrobengemeinschaften treffen zu konnen, ist aulerdem wichtig, dass die
Wiederholbarkeit der PCR sowie die Reproduzierbarkeit des SSCP-Profils jeder
einzelnen Probe gewahrt ist. Gezielte Untersuchungen dahingehend wurden im Rahmen
dieser  Arbeit allerdings nicht durchgefuhrt, da Voruntersuchungen zur
DNA-Préparation bereits gezeigt hatten, dass auch nach wiederholter DNA-Extraktion
aus Mikroben der gleichen Pansensaftprobe die SSCP-Profile der amplifizierten 16S
rDNA-Fragmente kaum Unterschiede aufwiesen (Abb. 15). Demnach war sowohl von
einer relativ guten Wiederholbarkeit der DNA-Extraktion als auch der PCR auszugehen.
Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit des SSCP-Profils einer Probe nach
wiederholter PCR wurden von Seibold (2002) sowie Dohrmann und Tebbe (2004)
vorgenommen. Aber auch sie fanden kaum Unterschiede zwischen den SSCP-Profilen
von PCR-Produkten, die fiir ein und dasselboe DNA-Extrakt aus verschiedenen
Reaktionsansatzen erhalten wurden. Um dennoch zuféllig auftretenden Unterschieden

im Vervielfaltigungsprozess Rechnung zu tragen, wurde in dieser Arbeit, wie von
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Dohrmann und Tebbe (2004) empfohlen, jede PCR in drei Ansétzen durchgefihrt, die

im Anschluss an die Reaktion vereinigt wurden.

Abbildung  15:  SSCP-Profile  amplifizierter
16S rDNA-Fragmente von Mikroorganismen, die
direkt aus dem Pansensaft der Spendertiere
gewonnen  wurden, ausschlieflicher  Einsatz
universeller Com-Primer, S: Speziesstandard, a-d:
SSCP-Profile fir PCR-Produkte aus DNA, die
wiederholt aus derselben Pansensaftprobe extrahiert
wurde

Der von Glavac und Dean (1993) beschriebene Einfluss der Temperatur auf das
Laufverhalten einzelstrangiger DNA im Polyacrylamidgel wurde berucksichtigt, indem
hier zunadchst eine Auftrennung entsprechender 16S rDNA-Fragmente aus
Pansenmikroben bei verschiedenen Temperaturen erfolgte. Die optimale Auftrennung
lag zwischen 25 und 27°C (Abb. 2). Lieber et al. (2003) nutzten fir ihre
SSCP-Analysen dieselbe ,, TGGE-Maxi-Apparatur”, die in dieser Arbeit verwendet
wurde. Sie beobachteten fir mikrobielle DNA aus Bodenproben eine optimale
Auftrennung bei 26°C.

Um die Vergleichbarkeit der Profile auf einem SSCP-Gel zu wahren, sollten mit jeder
Probe gleiche DNA-Mengen geladen werden (Dohrmann und Tebbe, 2004). Daher
erfolgte hier vor dem Einzelstrangverdau eine spektrophotometrische Quantifizierung
der nested PCR-Produkte. Wie in Abbildung 4 zu erkennen ist, fiihrte der Verdau von
ca. 670 ng DNA im Falle der Clostridia fiir alle Proben zu SSCP-Profilen ahnlicher
Intensitat. Dagegen zeigen die Archaea-spezifischen Profile deutliche Unterschiede
zwischen den Proben (Abb. 8). Verdaut wurden hier zwischen 1300 und 1700 ng DNA.
Auf eine genaue Einstellung der DNA-Konzentration in den PCR-Produkten musste

verzichtet werden, da hier fiir den groRten Teil der Proben eine relativ hohe Verdiinnung
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erforderlich gewesen ware, die Quantifizierung am Spektrophometer aber durchaus
ungenau ausfallen kann. Kontaminationen wie Polysaccharide oder Proteine kdnnen
hierbei eine Uberschiatzung der PCR-Ausbeute bedingen. Da das Verhaltnis von
ODygp : OD53o flr eine Reihe der Proben relativ gering ausfiel, war demnach eine
Verunreinigung einiger PCR-Produkte nicht auszuschlieBen. Da nun anhand der
Archaea-spezifischen ~ SSCP-Profile durchaus ein  Zusammenhang zwischen
aufgetragener DNA-Menge und der Intensitédt einiger Banden zu erkennen war, muss
dies bei einem Vergleich der einzelnen Behandlungen beachtet werden. Auch im Falle
der Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Profile wurde aus genannten Griinden
mit unterschiedlichen DNA-Mengen gearbeitet. Hier fallen die Unterschiede
hinsichtlich der Profil- bzw. Bandenintensitdt aber weitaus geringer aus. Auf
Einzelheiten dazu soll aber erst spéter eingegangen werden (Abschnitt 3.3.2).

Allerdings sei bereits hier darauf hingewiesen, dass auch der Einsatz gleicher
DNA-Mengen keine Interpretation der Bandenintensitat im Hinblick auf die Abundanz
eines Organismus erlaubt. Denn die hohe Ausbeute eines PCR-Produktes kann sowohl
auf eine hohe Ausgangskonzentration der entsprechend amplifizierten DNA
zurlckzufuhren sein als auch auf besonders giinstige PCR-Bedingungen fur das
entsprechende Template. So binden beispielsweise universelle Primer, wie die hier
verwendeten Com-Primer, nicht an jede Template-DNA gleichermal3en gut. AulRerdem
bilden einige DNA-Molekiile stabile Sekunddrstrukturen aus, die weder eine
Anlagerung der Primer noch der DNA-Polymerase ermdglichen (Amann et al., 1994).
Demnach werden einige Templates gegenuiber anderen bevorzugt amplifiziert, obwohl
sie moglicherweise in geringer Ausgangsmenge vorliegen (Amann et al., 1994).
Daruber hinaus konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass eine SSCP-Bande
oft durch mehr als eine Sequenz reprasentiert wird (Schmalenberger et al., 2003,
Tatsuoka et al., 2007). Vermutet wird, dass auch sehr unterschiedliche Sequenzen ein
ahnliches Laufverhalten wahrend der Elektrophorese im SSCP-Gel aufweisen kénnen
(Schmalenberger et al., 2001). AulRerdem wird eine Kontamination einzelner Banden
durch hédufig auftretende Sequenzen, die unterschiedliche Konformationen einnehmen
konnen, in Betracht gezogen (Dohrmann und Tebbe, 2004). Die eigenen Analysen
bestétigen die Ergebnisse von Schmalenberger et al. (2003) bzw. Tatsuoka et al. (2007)
und lassen beide Erklarungsansatze plausibel erscheinen. Zum einen traten hier
beispielsweise in Bande 12 des Clostridia-spezifischen SSCP-Gels lediglich Sequenzen

auf, die in keiner der anderen Banden zu finden waren, sich aber dennoch deutlich
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voneinander unterschieden (Tab. 12). Zum anderen war in 13 von 15 analysierten
SSCP-Banden des Bacteroides-Prevotella-spezifischen Gels mindestens eine Sequenz
nachzuweisen, fur die als ndchster Verwandter das nicht kultivierte Aquabacterium
AJ966866 ausgewiesen wurde. Allein in sieben dieser Banden zeigte der entsprechende
Klon gegeniiber dem Bakterium einen Ahnlichkeitswert von 1. Demzufolge scheint das
entsprechende 16S rDNA-Fragment relativ haufig in den PCR-Produkten vorgelegen zu
haben. Eine mdgliche Kontamination und damit Verstarkung einzelner SSCP-Banden
durch diese Sequenz liegt somit nahe.

Um diesem Problem entgegen zu wirken, schlagen Heuer et al. (1997) sowie Dohrmann
und Tebbe (2004) den Einsatz gruppenspezifischer Primer vor, mit Hilfe derer letztlich
die Komplexitat eines SSCP-Profils reduziert werden soll. Allerdings erfolgten auch die
eigenen Analysen unter Verwendung gruppenspezifischer Primer, dennoch waren fur
jede der betrachteten SSCP-Banden verschiedene Sequenzen nachzuweisen. Dies mag
einerseits an der unzureichenden Spezifitat der verwendeten Primer gelegen haben,
andererseits kdnnte das Problem aber auch auf die gewéhlten phylogenetischen Ebenen
zurlickzufuhren sein. Der Einsatz von Primern auf weitaus niedrigerer phylogenetischer
Ebene konnte mdglicherweise zu eindeutigeren Ergebnissen fuhren. Gleichzeitig wiirde
sich aber damit der Arbeitsaufwand erhohen, da entsprechend mehr Gruppen zu

betrachten waéren.

Wie bereits angedeutet, besteht ein weiteres Problem der SSCP sowie auch anderer
Fingerprint-Methoden darin, dass einzelne Klone aus verschiedenen Banden die
gleichen nachsten Verwandten aufweisen. Dieses Phdnomen ist u.a. damit zu erklaren,
dass ein und dieselbe Sequenz mehrere Konformationen einnehmen kann (Schwieger
und Tebbe, 1998, Seibold, 2002). Darlber hinaus besitzen einige Organismen mehrere
Kopien des hier betrachteten 16S rRNA-Gens, die sich hinsichtlich ihrer Sequenz
durchaus unterscheiden kénnen (Von Wintzingerode et al., 1997, Fogel et al., 1999). Im
Rahmen dieser Arbeit kamen Primer zur Amplifikation der V4-und V5-Region des
16S rRNA-Gens zum Einsatz. Wie Schmalenberger et al. (2001) anhand von 13
Bakterienspezies nachweisen konnten, eignen sich diese Regionen zur Analyse
komplexer Mikrobengemeinschaften besser als andere Abschnitte des Gens. Im
Durchschnitt fanden sie hier nur 1,7 Banden je Organismus. Die Autoren
schlussfolgerten eine geringere Operonheterogenitit und damit héhere Konservierung

des Gens in diesem Bereich. Allerdings weisen sie auch darauf hin, dass die
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Operonheterogenitédt des 16S rRNA-Gens fiir nicht von ihnen untersuchte Organismen
aus anderen phylogenetischen Gruppen durchaus héher ausfallen kénnte und daher
andere Regionen zu bevorzugen wadren. Schmalenberger et al. (2001) flhrten keine
Untersuchungen  an  Vertretern  der  Archaea, Clostridia  oder  der
Bacteroides-Prevotella-Gruppe durch. Dass im Rahmen der eigenen Analysen eine
ganze Reihe von Organismen in weit mehr als nur einer SSCP-Bande detektiert worden

sind, konnte demnach auf diese Hypothese zurtickgefthrt werden.

Auf Grundlage der beobachteten Intensitat einer SSCP-Bande konnen folglich keine
quantitativen Aussagen zu einzelnen Organismen gemacht werden (Schmalenberger et
al.,, 2001 und 2003). Die Bandenintensitat kann lediglich einen Hinweis auf das
vermehrte oder verminderte Auftreten entsprechender Sequenzen liefern. Aussagen zur
strukturellen Diversitat einer Mikrobengemeinschaft sind dagegen mit Hilfe der SSCP
mdoglich. Allerdings ist die Auflésung im Profil auf etwa 60 Banden beschrénkt
(Dohrman und Tebbe, 2004). Wenn auch nicht jede Spezies einer mikrobiellen
Gemeinschaft zu genau einer SSCP-Bande fiihrt, so kann zumindest bei erhdhter
Speziesdiversitat eine Zunahme der Bandenanzahl im Profil beobachtet werden
(Schwieger und Tebbe, 1998).

Im Rahmen der eigenen Arbeit wurde auf eine Diversitatsanalyse verzichtet, da die
Ergebnisse der Sequenzierung deutlich gemacht haben, dass sich hier eine ganze Reihe
von Sequenzen uberlagern und diese darliber hinaus in mehreren Banden auftreten.
Demnach ware eine Betrachtung der mikrobiellen Diversitat in den Proben mit einem
nicht einzuschatzenden Fehler behaftet und entsprechende Aussagen nicht belastbar.
Aus diesem Grund soll auch auf eine Interpretation der beobachteten Bandenanzahl in

den Profilen verzichtet werden.

Ein relativer Vergleich der SSCP-Profile innerhalb eines Gels ist allerdings moglich, da
alle Proben gleichermalien aufbereitet wurden und wiederholte Beobachtungen fiir jede
der Behandlungen in die Betrachtungen eingehen (Hughes et al., 2001). Fir diesen
Vergleich wurde der Jaccard-Koeffizient gewahlt. Er stellt ein AhnlichkeitsmaR dar, das
unabhéangig von der Artenzahl im Gesamtdatensatz ist und fehlende Arten bzw.
SSCP-Banden nicht berticksichtigt (Leyer und Wesche, 2007). Da das Fehlen einer Art
bzw. SSCP-Bande in zwei zu vergleichenden Organismengemeinschaften (Profilen)

nicht zwingend auf die selben Griinde zurickzufuhren ist, kann auch nicht davon
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ausgegangen werden, dass eine hierauf griindende Ahnlichkeit zwischen den beiden
Gemeinschaften besteht. Hinsichtlich des Vergleichs der einzelnen Profile konnte
demnach unter Verwendung des Jaccard-Koeffizienten eine Uberbewertung fehlender
Arten bzw. SSCP-Banden vermieden werden (Leyer und Wesche, 2007).

3.3.2 Einfluss der FutterpartikelgrofRe sowie des Mais- und Grassilageanteils im

Futter auf die gruppenspezifischen SSCP-Profile

Um einen moglichen Effekt von Futtermischung und FutterpartikelgroRe auf die
gruppenspezifischen SSCP-Profile der zu untersuchenden Mikrobengemmeinschaften
statistisch absichern zu koénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit drei unabhéngige
Wiederholungen je Behandlung betrachtet. In Bezug auf SSCP-Analysen zur
mikrobiellen Gemeinschaft des Pansens ist diese VVorgehensweise bisher nur aus in vivo
Studien bekannt (Strobel et al., 2004). Die Autoren konnten nachweisen, dass die
SSCP-Profile fur Mikrobengemeinschaften aus dem Pansen verschiedener Schafe eine
relativ gute Ubereinstimmung zeigen, wenn die Tiere unter gleichen Bedingungen
gehalten und gefuttert werden. Dies galt auch fiir den Vergleich von Proben, die den
Tieren an verschiedenen Tagen enthommen wurden.

SSCP-Ergebnisse aus Untersuchungen, in denen mit vergleichbaren in vitro Systemen
gearbeitet wurde wie hier, basieren lediglich auf einer (Koch et al., 2006) oder mehreren
abhangigen (Strobel et al., 2007 und 2008, Boguhn et al., 2008) Stichproben. Zwar
inkubierten auch Strobel et al. (2007, 2008) sowie Boguhn et al. (2008) jeweils drei
Fermenter mit ein und derselben Futtermischung, allerdings erfolgten die drei
Wiederholungen je Behandlung innerhalb eines Versuchsdurchgangs. Ein moglicher
Durchgangseffekt fand keine Berticksichtigung. Ungeachtet dessen konnten die Autoren
anhand  verschiedener  gruppenspezifischer  SSCP-Gele eine relativ  gute
Wiederholbarkeit der Profile fiir die jeweils drei beprobten Mikrobengemeinschaften
einer Behandlung nachweisen. Die Beachtung eines méglichen Durchgangseffektes, wie
in dieser Untersuchung vorgenommen, lieR jedoch ebenfalls bis auf wenige Ausnahmen
hinsichtlich des Archaea-spezifischen Gels eine hohe Ahnlichkeit zwischen den
Profilen einer Behandlung erkennen (Abb. 4-9). Dies deutet auf eine gute
Wiederholbarkeit der in vitro Versuche und Reproduzierbarkeit der SSCP-Profile fiir
eine Behandlung hin.



75

Die Bearbeitung von Mischproben der mikrobellen DNA, die aus den drei
unabhéngigen DNA-Extrakten jeder Behandlung erstellt wurden, fiihrte gréRRenteils zu
SSCP-Profilen, die alle Banden aufwiesen, die auch in den Profilen der Einzelproben zu
finden waren (Abb. 4, 6, 8). In einigen der Mischprobenprofile aber, wie etwa in der
Probe Archaea/lll/m/1 mm, traten Banden, die in der einen oder anderen Einzelprobe zu
detektieren waren, nicht auf (Abb. 8). Die Ursache hierfir dirfte in der
Mischprobenbildung liegen. Denn enthielt beispielsweise nur eine der drei Proben die
DNA derjenigen Mikroorganismen, die zum Auftreten der entsprechenden SSCP-Bande
gefuhrt haben, so kann diese DNA im Zuge der Mischprobenbildung soweit verdiinnt
worden sein, dass ihre Amplifikation wahrend der PCR erfolglos blieb. Demnach liegt
hierin eine Erklarung dafir, dass die Einzelproben in den NMDS-Plots teilweise
unterschiedliche Distanzen gegeniiber ihrer Mischprobe aufweisen.

Als weitere Ursache fur fehlende Banden in Misch- gegenuiber Einzelproben sollen aber
auch unterschiedliche DNA-Mengen genannt sein, die je Probe auf die Gele aufgetragen
wurden. Wahrend zur Erstellung der Archaea-spezifischen SSCP-Profile fir die
Mischproben 111 und V der 4-mm-Variante nur etwa 1400 und 1500 ng DNA verdaut
wurden, konnten flr die entsprechenden Einzelproben um bis zu 200 ng mehr in den
Einzelstrangverdau eingesetzt werden. Dies fiihrte, wie anhand des Archaea-Gels zu
erkennen ist, zu SSCP-Profilen, die sich hinsichtlich ihrer Intensitdat deutlich
unterschieden (Abb. 8). In Folge dessen stellten sich die genannten Mischproben im
korrespondierenden NMDS-Plot als ausgesprochene AusreiRer ihrer Gruppen dar
(Abb. 9). Ebenso dirfte auch das Bacteroides-Prevotella-spezifische SSCP-Profil fir
die Mischprobe der Futtermischung 111/4 mm von der eingesetzten DNA-Menge negativ
beeinflusst worden sein. Hier wurden etwa 300-600 ng DNA fur die Einzelproben, aber
nur 100 ng fir die Mischprobe verdaut (Abb. 6 und 7).

Dem Einfluss unterschiedlich aufgetragener DNA-Mengen unterlagen aber letztlich
auch die Einzelproben. Allerdings  fiel dieser im Falle  der
Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Profile relativ gering aus. Obwohl die
verdaute DNA-Mengen innerhalb einer Behandlung um 200-300 ng variierte, war
unabhangig davon ein GroRteil der Banden fir alle drei Wiederholungen einer
Behandlung zu detektieren (Abb. 16). Dagegen zeigten die SSCP-Profile von Proben,
die aus verschiedenen Behandlungen stammten, fiir die aber gleiche DNA-Menge

verdaut und aufgetragen wurde, deutliche Unterschiede im Profil (Abb. 16). Demnach
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war auch eine klare Differenzierung der Profile in Abhangigkeit der jeweiligen
Behandlung méglich (Abb. 7). Da innerhalb jeder Behandlung sowohl mit relativ hohen
(500-600 ng) als auch relativ niedrigen (100-200 ng) DNA-Mengen gearbeitet wurde,
stand einem Vergleich der SSCP-Profile tber alle Behandlungen nichts entgegen.

Zur Erstellung der Archaea-spezifischen SSCP-Profile wurde fur alle Proben der
Variante mit 4 mm PartikelgroBe weniger DNA verdaut (1300-1700 ng) als fir die
1-mm-Variante (1700 ng). Die stark variierende Intensitat der Profile l&sst hier einen
deutlich groReren Effekt der aufgetragenen DNA-Menge erkennen als im Falle des

Bacteroides-Prevotella-spezifischen Gels (Abb. 8).

V/c/l mm: 500 ng

I11/c/1 mm: 500 ng

I1/c/4 mm: 300 ng

I11/a/4 mm: 600 ng

Abbildung 16: Exemplarische Darstellung des Effekts der jeweiligen Behandlung bzw.
der fur den Einzelstrangverdau eingesetzten DNA-Menge (ng) auf die
Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Profile, roter Pfeil: Bande, die nur in einem
der beiden Profile zu detektieren war

Der beobachtete Effekt der FutterpartikelgroRe auf die Archaea-spezifischen
SSCP-Profile kann demzufolge nicht als gesichert gelten und wére gegebenenfalls
erneut zu prufen. Gegen einen Vergleich der verschiedenen Futtermischungen innerhalb
der FutterpartikelgrélRe 1 mm spricht allerdings nichts, da hier dieselben DNA-Mengen
eingesetzt worden sind. Auch fur die Mischungen I und V der 4-mm-Variante sind diese
vergleichbar (1500-1700 ng), lediglich fir die Mischung Il ist der Einfluss
unterschiedlich aufgetragener DNA-Mengen zu beachten.
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Einfluss der Futtermischung

Die beiden Grobfuttermittel Mais- und Grassilage weisen ganz unterschiedliche
Eigenschaften auf. Wie die Weender Rohndahrstoffanalyse erkennen lieR, enthielt die
verwendete Grassilage weitaus hohere XP-, XF- und XA-Gehalte als die Maissilage
(Tab. 3). AuBerdem wurden in der Grassilage hohere Gehalte an NDF und ADF
analysiert. Dementsprechende Unterschiede zeigten auch die drei inkubierten
Futtermischungen (Tab. 2). Eine Bestimmung des Starkegehaltes in den Silagen wurde
zwar nicht vorgenommen, es ist aber davon auszugehen, dass der Starkegehalt der
Maissilage deutlich Uber dem der Grassilage lag. Wahrend fir Maissilage gegen Ende
der Teigreife mit einem Stérkegehalt von 213-345 g/kg T gerechnet werden kann,
weisen Grassilagen, wenn die Ernte der Gréser im vegetativen Stadium erfolgt, keine
messbaren Starkemengen auf (Deutsche Landwirtschafts-Gesellschaft, DLG, 1997).
Daruber hinaus konnte in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die
Zellwandzusammensetzung verschiedener Graser in Abhangigkeit von Pflanzenart und
Reifestadium variiert (Reeves, 1987, Osaki et al., 1991, Carpita, 1996, Morrison, 1980,
Abedon et al., 2006, Jung und Casler, 2006). Unterschiede im Zellwandaufbau von Cs-
(Graser in Grassilage) und C,4-Grasern (Mais), die deren Abbau im Pansen beeinflussen,
sind unbestritten (Akin, 1989, Wilson, 1993, Buxton und Redfearn, 1997). AuRerdem
weist Mais gegen Ende der Teigreife einen sichtlich anderen Pflanzenhabitus als die in
Grassilagen enthaltenen Graser auf. Folglich kann von deutlichen Unterschieden in der
Zellwandzusammensetzung beider Grobfuttermittel ausgegangen werden (Tamminga,
1998).

AuRerdem unterscheiden sich beide Silagen hinsichtlich der Energiebereitstellung fur
die Mikroorganismen. Wahrend die leichtléslichen Kohlenhydrate der Griinlandgraser
bereits im Zuge der Silierung mikrobiell verstoffwechselt werden, verfligt Maissilage
uber einen hohen Gehalt an Stérke, die im Vergleich zu Cellulose und Hemicellulosen
eine relativ schnell verfiigbare Energiequelle darstellt. Gleichzeitig enthalten Mais- und
Grassilage einen hohen Anteil leichtléschlicher Proteine und Nicht-Protein-
Stickstoffverbindungen (Oshima und McDonald, 1978, Krishnamoorthy et al., 1982,
Sniffen et al., 1992). Daher ist bei Einsatz von Maissilage zumindest im Pansen mit
einer besseren Synchronisation von Energie- und Stickstoffversorgung fur die
Mikroorganismen zu rechnen (Givins und Rulquin, 2004).

Aufgrund der dargestellten Unterschiede zwischen Mais- und Grassilage Uberrascht es

nicht, dass sich ein deutlicher Effekt der Futtermischung auf die erstellten SSCP-Profile
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erkennen lieB. Die NMDS-Plots der Clostridia- und Bacteroides-Prevotella-
spezifischen-Profile sowie die ermittelten Gradienten deuteten auf eine gerichtete
Verénderung der mikrobiellen Gemeinschaft in Abhéngigkeit der analysierten Weender
Rohnahrstoffe und Faserfraktionen hin (Abb. 5 und 7). Die Vermutung liegt nahe, dass
innerhalb dieser beiden Mikrobengruppen die Etablierung einiger Bakterienspezies nur
dann erfolgte, wenn entweder eine Mais- oder Grassilage-betonte Mischung angeboten
wurde. Aufgrund des hohen Starkegehaltes dirften bei Inkubation von Mischung I auch
amylolytische Spezies gefordert worden sein. Dagegen koénnten in Mischung V
aufgrund der hoheren Gehalte an XP und XF proteolytisch und cellulolytisch aktive
Spezies einen Vorteil gehabt haben. Futtermischung Il schien hinsichtlich der
SSCP-Profile eine Zwischenstellung einzunehmen. Hier fanden sich neben universell
aufgetretenen Banden auch solche, die sonst nur in den Mais- oder Grassilage-betonten
Mischungen zu detektieren waren. Mdglicherweise wurden diese Banden durch Spezies
reprasentiert, die sich durch ein breiteres Substratspektrum als andere auszeichnen und
demnach flexibler gegentiber den unterschiedlichen Futtermischungen reagierten.

Eine gerichtete Veranderung der Archaea-spezifischen SSCP-Profile war nicht zu
beobachten (Abb. 9). Bei AuRerachtlassung der beiden offensichtlichen Ausreiler
V/b/1 mm und 111/b/4 mm allerdings, deutet sich aber auch hier der oben fir die drei
Futtermischungen beschriebene Gradient an. Darlber hinaus durften auch die
Ergebnisse der statistischen Auswertung nach McArdle und Anderson (2001) von den
genannten AusreiRern beeinflusst worden sein. Innerhalb der 1-mm-Variante waren hier
lediglich signifikante Unterschiede zwischen den Profilen der Mischung 1| und Ill
festzustellen, obwohl sich auch die beiden Profile a und c¢ der Grassilage-betonten
Mischung V deutlich von der Maissilage-betonten Mischung | abgrenzten (Abb. 8).
Innerhalb der 4-mm-Variante konnten zumindest signifikante Unterschiede zwischen
Mischung | und V nachgewiesen werden. Inwiefern Mischung Ill sich von diesen

abhab, ist allerdings weniger eindeutig zu erkennen.

Die in Abhédngigkeit der Futtermischungen beobachteten Verschiebungen der
SSCP-Profile innerhalb der betrachteten Organismengruppen durften auf deren
phylogenetische und physiologische Diversitat zurtickzufiihren sein (Mannarelli et al.,
1991, Collins et al., 1994, Avgustin et al., 1997, Mackie et al., 2001, Uz und Ogram,
2006). In den Clostridium-Clustern X1V a und b beispielsweise finden sich sowohl

cellulolytische Spezies wie Clostridum populeti (Sleat und Mah, 1985) als auch solche
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wie Eubacterium xylanophilum, das lediglich zum Abbau von Hemicellulosen befahigt
ist (van Gylswyk 1985). Auflerdem unterscheiden sich einige Organismen dieser
Gruppe wie z.B. Pseudobuytrivibrio ruminis und Butyrivibrio fibrisolvens deutlich in
ihrer proteolytischen und amylolytischen Aktivitat (Cotta und Forster, 2006).

Eine groRe Diversitat zeigen auch die Bacteroides-Prevotella. Vertreter dieser Gruppe
sollen ebenfalls am Abbau von Stdrke und Hemicellulosen sowie dem Abbau von
Pektinen beteiligt sein (Cotta, 1992, Dehority, 1991). Dariiber hinaus wird davon
ausgegangen, dass einige Prevotella-Spezies eine Dbedeutende Rolle im
Proteinstoffwechsel des Pansens spielen (Wallace et al., 1993, Attwood und Reilly,
1995, Wallace, 1996).

Allerdings erwiesen sich nur wenige Klone aus den Bacteroides-Prevotella-spezifischen
SSCP-Profilen als Zugehorige dieser Gruppe. Ein Grofteil der Klone war den
Proteobacteria zuzuordnen. Da aber auch diese ein Phylum ausgesprochener
metabolischer Vielfalt darstellen (Madigan und Martinko, 2006), sind entsprechende
Veranderungen innerhalb dieser Gruppe in Abhéngigkeit der eingesetzten
Futtermischungen ebenfalls wahrscheinlich.

Die eigenen Beobachtungen bestdtigen die Ergebnisse bisher veroffentlichter in vivo
und in vitro Studien. Kocherginskaya et al. (2001) arbeiteten mit Pansensaft von
Rindern, denen entweder eine Mais- oder Heu-basierte Ration angeboten wurde.
DGGE-Profile der ruminalen Mikrobengemeinschaften deuteten auf beachtliche
Unterschiede  zwischen beiden  Varianten hin. Zusatzlich erstellte
16S rDNA-Klonbanken bestatigten dieses Ergebnis. In beiden Klonbanken konnten
vorwiegend Sequenzen nachgewiesen werden, die den Clostrida, Bacteroidetes oder
Proteobacteria zuzuordnen waren. Uberschneidungen hinsichtlich der gefundenen
Phylotypen zeigten sich aber nur wenige. Flr die Mais-basierte Ration konnten
beispielsweise innerhalb der Proteobacteria vor allem nahe Verwandte des
amylolytischen Ruminobacter aminophilus nachgewiesen werden. Im Falle der
Heu-basierten Ration dagegen wurde das Phylum der Proteotobacteria durch andere
Spezies reprasentiert, zu deren Physiologie aber bisher keine Informationen vorliegen.
Daruber hinaus konnte fur die Mais-basierte Ration eine deutlich hthere mikrobielle
Diversitéat festgestellt werden als fir die Heu-basierte. Die Autoren schlussfolgerten,
dass sich fiur jede der angebotenen Ration eine spezifische Mikrobengemeinschaft im

Pansen der Tiere etabliert hatte. Veranderungen innerhalb der Clostrida, Bacteroidetes
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und Proteobacteria flhrten Kocherginskaya et al. (2001) ebenfalls auf die
physiologische Diversitat dieser Organismengruppen zurlck.

Boguhn et al. (2008) untersuchten den Einfluss verschiedener Futtermischungen auf die
ruminale Mikrobengemeinschaft in vitro. Hierfur nutzten sie das gleiche System, das
auch in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung kam. Sie verwendeten u.a. zwei
Futtermischungen, die sich in erster Linie durch variierende Mais- und Grassilageanteile
auszeichneten (13 bzw. 46 % Maissilage und 82 bzw. 49 % Grassilage, aulRerdem 5 %
Heu und Stroh). Die Ergebnisse ihrer SSCP-Analysen lieRen ebenfalls einen deutlichen
Effekt des jeweiligen Silageanteils in der Ration auf die Profile der mikrobiellen
Gemeinschaften erkennen. Signifikante Unterschiede waren hier fir Bacteria- und
Archaea-spezifische SSCP-Profile festzustellen. Ein Effekt auf die Gruppe der
Clostridia aber konnte nicht statistisch abgesichert werden. Da allerdings von den
Autoren zur Erstellung der Clostridia-spezifischen SSCP-Profile ein anderer
Vorwartsprimer verwendet worden ist als in der vorliegenden Arbeit, widersprechen
diese Ergebnissse nicht zwingend den eigenen. Denn eine Amplifikation von

16S rDNA-Fragmenten anderer Clostridia-Spezies wére durchaus vorstellbar.

In Ubereinstimmung mit den zuvor dargestellten Untersuchungen von Boguhn et al.
(2008) wurde auch in dieser Arbeit ein deutlicher Effekt des Mais- und
Grassilageanteils in der Ration auf die SSCP-Profile der Archaea festgestellt. Auch
diese Gruppe zeichnet sich durch eine enorme metabolische Vielfalt aus (Madigan und
Martinko, 2006, DeLong et al., 2001). Einer aktuellen Ubersichtsarbeit von Janssen und
Kirs (2008) zufolge sind allerdings unter den Archaea im Pansen hauptséchlich
Methanogene zu finden, die Abprodukte der Fermentation wie Wasserstoff und
Kohlendioxid oder Formiat zur Energiegewinnung nutzen. Da aufgrund dessen fir diese
Organismen eine weniger enge Interaktion mit den angebotenen Futtermitteln erwartet
werden darf als fir viele Bakterien, stellen die Autoren eine eher indirekte
Beeinflussung der Archaea-Gemeinschaft im Pansen zur Diskussion. Sie fiihren
beispielsweise Verdnderungen des pH-Wertes durch das verabreichte Futter an.
Allerdings finden sich im Pansen auch andere Methanogene (Janssen und Kirs, 2008),
die zur Energiegewinnung auf Substrate wie Methanol, Methylamin oder Acetat
angewiesen sind (Madigan und Martinko, 2006). Darliber hinaus ist bekannt, dass
verschiedene Methanogene auch auf unterschiedliche Kohlenstoffquellen zurlickgreifen

und ihr Bedarf an Wachstumsfaktoren wie Acetat, Vitaminen und Aminoséuren deutlich
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variiert (Zeikus, 1977). Eine direkte Beeinflussung dieser Organismen durch das
angebotene Futter ware folglich auch méglich.

Neben den Methanogenen besiedeln aber auch andere Euryarchaeota, wie die hier
nachgewiesenen Thermoplasmata, den Pansen domestizierter Wiederkauer (Tajima et
al.,, 2001a, Wright et al., 2006 und 2007). Phylogenetisch und physiologisch
unterscheiden sich diese Organismen deutlich von den Methanogenen (Tajima et al.,
2001a, Madigan und Martinko, 2006). Unter den Thermoplasmata sind sowohl
anaerobe und fakultativ anaerobe als auch aerobe Spezies zu finden. Sie wurden bereits
in einer Vielzahl von Habitaten nachgewiesen und sind daher wohl in der Lage,
verschiedene organische Verbindungen zu metabolisieren (Schénheit und Schéfer,
1995, Itoh, 2003, Madigan und Martinko, 2006). Eine direkte Beeinflussung durch das
angebotene Futter scheint daher auch im Falle der Thermoplasmata plausibel.
Rationsbedingte Veranderungen der ruminalen Archaea-Gemeinschaft sind folglich zu
erwarten. Allerdings sind nach derzeitigem Kenntnisstand gezielte Untersuchungen zum
Einfluss der Grobfutterquelle in Wiederkduerrationen auf die Archaea im Pansen nur
von Wright et al. (2004) durchgefiihrt worden. Die Autoren isolierten mikrobielle DNA
aus dem Pansensaft von Schafen, die entweder Luzerne- oder Haferheu angeboten
bekamen bzw. freien Weidezugang hatten. Anhand von relativ umfangreichen
16S rDNA-Klonbanken wiesen sie deutliche Unterschiede zwischen den drei
Futterungsgruppen nach. Zum einen variierte die Haufigkeit verschiedener
Methanobrevibacter-Spezies in den Proben, zum anderen deutete sich fir die
Weidetiere eine hohere Diversitat der Methanogenen an als fir die Luzerneheu
fressenden Tiere. Die Haferheu-Gruppe nahm in beiderlei Hinsicht eine
Zwischenstellung ein. Ein Effekt der Grobfutterquelle auf die Archaea im Pansen lief3
sich demnach auch in den Untersuchungen von Wright et al. (2004) nachweisen.

Weitere Hinweise auf eine tatsachliche Beeinflussung der untersuchten
Mikrobengemeinschaften durch die eingesetzten Futtermischungen liefern Ergebnisse
von Hildebrand et al. (2008), die im Rahmen des hier zur Diskussion gestellten
Versuches den Abbau verschiedener Futterinhaltsstoffe sowie die Effizienz der
mikrobiellen Proteinsynthese ermittelten. Wahrend kein Einfluss der Futtermischung
auf den Abbau der organischen Substanz und des XP nachgewiesen werden konnte, war
jedoch mit steigendem Grassilageanteil in der Mischung ein deutlich hoherer

NDF-Abbau sowie eine erhohte Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese zu
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beobachten. Eine Hemmung des Wachstums cellulolytisch und hemicellulolytisch
aktiver Spezies in den Maissilage enthaltenden Mischungen liegt folglich nahe.

Des Weiteren stellte Hildebrand (unvertffentlicht) in Abhéngigkeit der eingesetzten
Futtermischung variierende Aminosédurenmuster im Mikrobenprotein sowie ein anderes
Verhaltnis der kurzkettigen Fettsauren in den Uberldufen fest. Diese Ergebnisse deuten
auf Anderungen der Umsetzungsprozesse in den Fermentern und damit ebenfalls auf

Unterschiede zwischen den untersuchten Mikrobengemeinschaften hin.

Einfluss der FutterpartikelgroRe

Soll die FutterpartikelgroRe als mdoglicher Einflussfaktor auf die ruminale
Mikrobengemeinschaft in vitro gepruft werden, so ist Voraussetzung, dass die
Vermahlung des Futters bei verschiedenen Siebdurchgéngen auch zu entsprechenden
Unterschieden in der Partikellinge fihrt. Die Ergebnisse von Hildebrand
(unveroffentlicht) lieRen im Falle der fir diese Untersuchungen gewéhlten
Siebdurchgéange einen tatséchlich erhdhten Anteil groRerer Partikel (> 1 mm) in der
Futtermischung VvV der 4-mm-Variante  erkennen. Die  Analyse  der
PartikelgroRenverteilung fur Mischung | war allerdings nicht auswertbar, da durch den
hohen Stérkeanteil im Mais ein relativ grolRer Anteil agglomerierter Teilchen in der
Futterprobe vorlag. Den Angaben von Hildebrand (unveréffentlicht) zufolge
unterschieden sich aber auch in dieser Mischung beide Varianten augenscheinlich
voneinander. Bossen et al. (2008) nutzten zum Vermahlen einer Mais- und Grassilage
ebenfalls Siebdurchgange von 1 und 4 Millimetern und konnten einen erhohten Anteil
langerer Partikel unter Verwendung des 4-mm-Siebes bestétigen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeichnete sich ein deutlicher Effekt der
FutterpartikelgréRe auf die SSCP-Profile der drei untersuchten Organismengruppen ab.
Wahrend im Falle der Clostridia- und Archaea-spezifischen Profile die NMDS-Plots
einen gerichteten Partikeleffekt erkennen lielen (Abb. 5 und 9), war dies flr die
Bacteroides-Prevotella nicht zu beobachten (Abb. 7). Wie aber aus Abbildung 6 zu
ersehen ist, zeigten die Bacteroides-Prevotella-spezifischen Profile fur die
Futtermischung | der 1-mm-Variante eine Gel-bedingt schlechtere Auftrennung der
Banden und zeichneten sich daher gegentiber den anderen Profilen weniger deutlich ab.
Dies dirfte einen erheblichen Einfluss auf die Bandendetektion gehabt und zu
entsprechend abweichenden Profilen gefiihrt haben. Werden diese von den

Betrachtungen ausgeschlossen, ) lassen die NMDS-Plots der
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Bacteroides-Prevotella-Gruppe  ebenfalls  einen  gerichteten Effekt  der
Futterpartikelgrolie auf die SSCP-Profile vermuten.

Wie bereits erwéhnt, ist eine Vielzahl von Vertretern der Clostridia und
Bacteroides-Prevotella am ruminalen Abbau von Strukturkohlenhydraten aus dem
Futter Dbeteiligt. Deren Aufschluss ist entscheidend durch die gegebene
FutterpartikelgrolRe beeinflusst, da sich mit abnehmender Partikelldnge die angreifbare
Oberflache des abzubauenden Pflanzenmaterials flr die Mikroorganismen deutlich
erhoht (Weimer et al., 1990, Bowman und Firkins, 1993, Buxton und Redfearn, 1997,
Fields et al., 2000).

Faserspaltende Enzyme ruminaler Mikroorganismen liegen zum Uberwiegenden Teil
zellgebunden vor (Williams und Stachan, 1984, Olschlager, 2007). Daher ist fiir eine
Reihe von Bakterien, die am Zellwandabbau beteiligt sind, eine direkte Besiedlung der
Futterpartikel zu beobachten (Cheng et al, 1991). Die Anheftung allerdings erfolgt bei
verschiedenen Spezies Uber unterschiedliche Mechanismen (Latham et al., 1978,
Chesson und Forsberg, 1997). Darlber hinaus wurde bereits nachgewiesen, dass
Unterschiede hinsichtlich der praferierten Bindungsstellen am Futterpartikel bestehen
(Latham et al., 1978, Shinkai und Kobayashi, 2007). Ruminococcus flavefaciens
beispielsweise bevorzugt die Oberflaiche von Epidermis, Phloem und Sklerenchym
pflanzlicher Zellwénde, Fibrobacter succinogenes dagegen findet sich eher an
Schnittkanten pflanzlicher Zellen oder wdchst auf der Oberflache von Mesophyll,
Epidermis und Phloem (Latham et al., 1978). Der gewahlte Vermahlungsgrad des
eingesetzten Futters konnte demnach im Zuge der Partikelbesiedlung die eine oder
andere Spezies der Clostridia und Bacteroides-Prevotella entsprechend bevor- oder
benachteilt haben. Allerdings erfolgte in dieser Arbeit lediglich eine Erstellung von
SSCP-Profilen fir die Mikroben aus den Uberlaufen. Eine Veranderung der
partikelassoziierten Mikrobengemeinschaft sollte aber auch anhand dieser Fraktion
erkennbar sein, denn mit zunehmendem Anteil einer partikelassoziierten Spezies diirfte
sich deren Zahl auch in der flissigen Phase erhohen. Dies sollte zumindest fur lose an
den Futterpartikeln haftende Mikroorganismen der Fall sein, da nach weitgehendem
Abbau eines Partikels die Neubesiedlung anderer erforderlich wird (Cheng und
McAllister, 1997). Allerdings finden sich in der Literatur auch Hinweise darauf, dass
Veranderungen der fest an den Partikeln haftenden Spezies wie F. succinogenes oder R.
flavefaciens auch anhand mehrfach filtrierten Pansensaftes nachzuvollziehen sind

(Tajima et al., 2001b). Aullerdem ist hier davon auszugehen, dass auch die gewonnene
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Mikrobenmasse trotz mehrerer Waschschritte noch immer kleinste Futterpartikel
enthielt, die ebenfalls dem Prozess der DNA-Extraktion unterlagen.

Darliber hinaus ist aber auch eine indirekte Beeinflussung der Clostridia und
Bacteroides-Prevotella in der flussigen Phase Uber eine Veranderung der
partikelassoziierten Mikrobengemeinschaft und resultierender Fermentationsprodukte
denkbar. Im Falle der 4-mm-Variante konnte beispielsweise der Zellwandabbau
vermehrt durch Pilze erfolgt sein. Diese Uberwinden strukturelle Barrieren wie Lignin
deutlich leichter als Bakterien und sind in der Lage, die pflanzliche Kutikula zu
durchdringen (Kolattukudy, 1985, Akin et al., 1989 und 1990, Varga und Kolver, 1997).
Des Weiteren verfiigen ruminale Pilze Uber eine héhere proteolytische Aktivitat als
cellulolytische Bakterien und konnen aufgrund dessen Proteinschichten auf der
Pflanzenoberflache problemlos penetrieren (Orpin und Joblin, 1997). Pilze sind

demzufolge weniger abhangig von der Vermahlung des Futters als Bakterien.

Die Ergebnisse zum Néhrstoffabbau aus den hier eingesetzten Futtermischungen lieRen
lediglich einen Effekt der FutterpartikelgroBe auf den Abbau des XP erkennen
(Hildebrand et al., 2008). Die Autoren beobachteten fur die 4-mm- gegeniber der
1-mm-Variante einen signifikant erhdhten Abbau des XP aus dem Futter. Dies stiitzt die
These zur vermehrten Aktivitat von Pilzen wahrend der Inkubation.

Fur eine Beeinflussung der mikrobiellen Gemeinschaft durch die FutterpartikelgroRe
sprechen auch die von Hildebrand (unvertffentlicht) erfassten Daten zur téglich
gebildeten Menge an Kkurzkettigen Fettsduren. Wahrend kein Einfluss der
FutterpartikelgroRe auf die produzierte Menge an Propionat und Valerat bestand, war
ungeachtet der Futtermischungen in der 4-mm- gegeniber der 1-mm-Variante sowohl
mehr Acetat als auch Butyrat gebildet worden. AufRerdem unterschied sich das
Aminosaurenmuster des aus den Uberldufen stammenden Mikrobenproteins in

Abhéngigkeit der gewahlten FutterpartikelgréRe (Hildebrand, unverdffentlicht).

Fernandez et al. (2004) priften ebenfalls den Einfluss der FutterartikelgroRe einer
Maissilage auf verschiedene Parameter der ruminalen Fermentation. Fir ihre in vivo
Studien konzipierten sie eine Maissilage-betonte Ration (79 % der T Maissilage) fir
Rinder und variierten ausschlielich die Partikellange des enthaltenen Grobfutters
(mittlere  Partikellange: 0,5 und 2,64 mm). Im Gegensatz zu Hildebrand

(unveroéffentlicht) konnten Fernandez et al. (2004) keinen Effekt der Partikellange auf
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das Verhaltnis der gebildeten kurzkettigen Fettsduren im Pansen der Tiere nachweisen.
Bei Verabreichung der groberen Maissilage zeigte sich lediglich eine leicht erhohte
Ammoniumkonzentration sowie ein geringfiigig verminderter Abbau der organischen
Substanz, Starke und NDF. Statistisch absicherbar waren diese Differenzen allerdings
nicht. Ebenso wenig konnten weder Hildebrand et al. (2008) noch Bossen et al. (2008)
einen Partikeleffekt auf den Abbau der NDF aus Mais- und Grassilage beobachten,
wenn fir die in vitro Inkubation des Futters Siebdurchgange von einem und vier
Millimetern gewé&hlt wurden.

Bowman und Firkins (1993) dagegen wiesen in situ einen deutlichen Effekt der
PartikelgroRe auf den Abbau von NDF und ADF aus verschieden vermahlenen Grésern
(Tripsacum dactyloides, Dactylis glomerata) nach. Sie wahlten Siebdurchgange von 2
und 5 Millimetern. Es zeigte sich, dass NDF und ADF aus den feiner vermahlenen
Grasern deutlich schneller abgebaut wurden als aus den gréber vermahlenen. Den
beschleunigten Abbau aus dem feineren Material fuhrten die Autoren auf die
VergroRerung der angreifbaren Oberflache fur die Mikroorganismen zuriick. Nach
72-stiindiger Inkubation aber lag der Abbau beider Faserfraktionen in der
5-mm-Variante (iber dem der 2-mm-Variante. Ahnliche Beobachtungen hatten zuvor
Lentz und Buxton (1992) gemacht. Sie vermuteten, dass ein sehr feines Vermahlen des
Futters strukturelle Veradnderungen nach sich zieht und damit die Abbaubarkeit des
pflanzlichen Materials negativ beeinflusst. Uber die Unterschiede im Abbau der
Faserfraktionen NDF und ADF hinaus ermittelten Bowman und Firkins (1993) fur die
groberen Futterpartikel eine geringere Besiedlung durch Mikroorganismen. AulRerdem
stellten sie fur beide FutterpartikelgroRen variierende Cellulase-Aktivitaten der
Mikroorganismen fest.

Eine deutlich hohere Besiedlungsdichte kleinerer Futterpartikel (0,15 mm) gegeniber
groReren (3,35 mm) fanden auch Yang et al. (2001) im Pansen von Rindern, die eine

Ration hohen Grobfutteranteils angeboten bekamen.

Unabhéangig von der verwendeten Methode lassen sich also eine ganze Reihe von
Anhaltspunkten finden, die fur einen Effekt der PartikelgréRe des eingesetzten
Grobfutters auf die ruminale Mikrobengemeinschaft sprechen. Insbesondere die
Ergebnisse von Hildebrand (unveréffentlicht) sowie von Hildebrand et al. (2008)
bestatigen die eigenen auf molekularbiologischer Ebene gemachten Beobachtungen. Im

Hinblick auf den vorgestellten Versuch kann daher von einer Beeinflussung der
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untersuchten Gruppen, Clostridia und Bacteroides-Prevotella, durch die gewahlte

PartikelgroRe des Futters ausgegangen werden.

Der fur die Archaea beobachtete Partikeleffekt kann aus genannten Grinden als nicht
gesichert gelten. Sind allerdings wie gezeigt andere Organismengruppen von einem
Partikeleffekt betroffen, so liegt auch eine Verdnderung der Archaea-Gemeinschaft
nahe. Denn vor allem ruminale Methanogene sind fir ihre Energiegewinnung auf
Abbauprodukte der mikrobiellen Fermentation von Kohlenhydraten angewiesen
(Stewart et al., 1997, Wolin et al., 1997) und kénnten daher indirekt beeinflusst werden.

3.3.3 Sequenzanalyse

Wie erwartet, hatte die anhand des Fibrobacter-spezifischen SSCP-Gels durchgefiihrte,
vergleichende Sequenzanalyse gezeigt, dass die aus den Profilen dreier unabh&ngiger
Proben einer Behandlung gewahlten SSCP-Banden trotz gleicher Laufhohe zum Teil
unterschiedliche Sequenzen aufwiesen. Die am hdaufigsten in den drei Banden
aufgetretenen Sequenzen wurden jedoch alle durch é&hnliche Sequenzen in der
entsprechenden SSCP-Bande aus dem dazugehdrigen Mischprobenprofil reprasentiert.
Die Mischprobe lieferte demnach ein umfassenderes Ergebnis als die drei unabhéngigen
Einzelproben fir sich. Demzufolge wurde auf eine Bearbeitung der SSCP-Banden aus
den Profilen der Einzelproben verzichtet und den Mischproben der Vorzug gegeben.
Hierdurch verringerte sich der Arbeitsaufwand fir die folgenden Sequenzanalysen
deutlich.

In den zur n&heren Analyse gewéhlten Banden aus den drei gruppenspezifischen
SSCP-Gelen fur Clostridia, Bacteroides-Prevotella und Archaea fanden sich
16S rDNA-Sequenzen, die innerhalb der Bacteria den Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Deferribacteres sowie Acidobacteria zuzuordnen waren.
Letztere ausgenommen wurden diese Phyla bereits alle im Pansen des Wiederkauers
nachgewiesen (Tajima et al., 2000, Whitford et al., 1998, Kocherginskaya et al., 2001,
Ozutsumi et al., 2005, Allison et al. 1993). Ein Vorkommen von Acidobacteria im
Gastrointestinaltrakt von Tieren wurde dagegen bisher nur fir Bockkéfer und
Regenwurm beschrieben (Park et al., 2007, Singleton et al., 2003). Unter den Archaea
waren erwartungsgemal Methanogene zu detektieren (Janssen und Kirs, 2008). Dartiber

hinaus fanden sich aber auch Vertreter der Thermoplasmata, deren Prasens im Pansen
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bisher nur in wenigen Studien nachgewiesen werden konnte (Tajima et al., 2001a,
Wright et al., 2006 und 2007).

Wie die Ergebnisse der Sequenzierung erkennen lielen, war mit Hilfe der in dieser
Arbeit eingesetzten Primer keine ausschlieBliche Amplifikation von 16S rDNA der
Clostridia, Bacteroides-Prevotella oder Archaea mdglich. Im Falle der Clostridia und
Archaea aber war zumindest ein GroRteil der Sequenzen den entsprechend gewahlten
Organismengruppen zuzuordnen. Gegen eine weitere Verwendung dieser Primerpaare
zur Erstellung von Klonbanken beispielsweise wirde demnach nichts sprechen. Im
Rahmen von SSCP-Analysen allerdings sollte aus oben genannten Grinden auf
niedrigerer phylogenetischer Ebene gearbeitet werden, insbesondere dann, wenn eine
Sequenzanalyse der SSCP-Banden erfolgen soll. Der zur Amplifikation der
Bacteroides-Prevotella gewahlte R-Primer scheint allerdings ungeeignet zu sein, um
eine Selektion dieser Mikrobengruppe zu erreichen. Ein Vergleich mit der
RDP-Datenbank macht deutlich, dass dieser sonst universelle Primer nur unter
Fehlpaarungen eine Vervielfaltigung der 16S rDNA von Vertretern der
Bacteroides-Prevotella erlaubt. In der vorliegenden Arbeit kam er zum Einsatz, weil
andere aus der Literatur bekannte R-Primer, spezifisch oder universell, keine
entsprechenden PCR-Produkte erwarten lielen bzw. vorhandene Primerpaare keine
nested PCR fur die V4V5-Region des 16S rRNA-Gens moglich gemacht hatten. In
zukunftigen Untersuchungen aber konnte zur Erstellung von SSCP-Profilen der
Bacteroides-Prevotella-Gruppe ein Primerpaar eingesetzt werden, das von Bartosch et
al. (2004) vorgeschlagen wurde. Es erwies sich als hoch spezifisch und amplifiziert ca.
400 bp lange 16S rDNA-Fragmente. Die PCR-Produkte kdnnten demnach direkt fiir die
SSCP eingesetzt werden, ohne dass eine folgende nested PCR notwendig ware.

Wenn auch keine ausschlieBlich spezifische Amplifikation der gewahlten
Organismengruppen realisiert werden konnte, so waren dennoch behandlungsabhéngige
Unterschiede zwischen den Mikrobengemeinschaften anhand der SSCP-Profile zu
erkennen. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind im Hinblick auf die untersuchten
Einflussfaktoren jedoch nur schwer zu interpretieren, da jede der betrachteten
SSCP-Banden durch mehr als einen Organismus reprasentiert wurde und einige
Sequenzen in mehreren Banden zu finden waren. Auch mit Hilfe des

Restriktionsverdaus war nicht eindeutig festzustellen, welche der Sequenzen in einer
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Bande am hdaufigsten auftrat (Vergleich. 3.2.2). Da auferdem nur einige Klone je
SSCP-Bande zur Sequenzierung ausgewahlt wurden, kann letztlich auch nicht als
erwiesen gelten, dass eine behandlungsabhéngig aufgetretene Sequenz in keiner der
anderen Banden zu finden gewesen waére.

Daruiber hinaus erlaubte das relativ kurze 16S rDNA-Fragment von etwa 400 bp haufig
keine sichere phylogenetische Einordnung (Sun et al., 2008). Eine Zuordnung aber, die
lediglich auf Ebene der Familie oder des Genus erfolgte, machte eine Differenzierung
nach den untersuchten Einflussfaktoren oft unmoglich, da entsprechende Vertreter
dieser Gruppen zum Teil ganz unterschiedliche physiologische Eigenschaften
aufweisen. Fir einige Organismen wie zum Beispiel Butyrivibrio fibrisolvens trifft dies
sogar auf Artebene zu (Stewart et al., 1997). Ohne genaue Kenntnis des Stamms waren
entsprechende Aussagen zum Einfluss von Futtermischung oder FutterpartikelgroBRe nur
bedingt mdglich. Ein Zusammenhang beispielsweise zwischen dem Auftreten des
Organismus und dem verabreichten Futter wére kaum herzustellen. AuBerdem stehen
fur eine Reihe von Bakterien und Archaeen, insbesondere aber fiir bisher nicht
kultivierte Organismen, nur wenige oder keine Daten aus der Literatur zur Verfugung,
die auf deren Physiologie oder Funktion in einem Okosystem schliefen lassen wiirden.
Dies erschwert die Deutung der Sequenzdaten erheblich. Eine ausfiihrliche Diskussion
aller Ergebnisse kann aufgrund der umfangreichen Sequenzanalyse ohnenhin nicht
erfolgen. Daher soll im Anschluss nur beispielhaft auf einige der ermittelten Sequenzen

eingegangen werden.

Wie aus Tabelle 13 hervorgeht, fand sich in Bande 12 des Clostridia-spezifischen
SSCP-Gels u.a ein Klon (C_12_ A1), dessen nachster Verwandter (S_ab score: 0,89) ein
bisher nicht kultiviertes Bakterium (EF403060) darstellt. Dieses ist dem Genus der
Roseburia zuzuordnen und wurde erstmalig in menschlichen Exkrementen
nachgewiesen (Li et al., 2008). Roseburia besiedeln aber auch den Gastrointestinaltrakt
verschiedener Tiere (Stanton und Savage, 1983, Leser et al., 2002). Bisher beschriebene
Roseburia-Spezies gelten als strikt anaerob lebende Bakterien, deren
Temperaturoptimum bei 37°C liegt. Zur Energiegewinnung nutzen sie verschiedene
Einfachzucker. Einige Spezies sind in der Lage Starke abzubauen (Duncan et al., 2006).
Das Hauptprodukt der Vergarung von Glucose ist Butyrat (Duncan et al., 2002a und
2006). Im Rahmen des eigenen in vitro Versuches war ein Anstieg der Menge an

gebildetem Butyrat sowohl mit zunehmendem Grassilageanteil in der Mischung als
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auch bei erhohter Futterpartikelgrofie zu verzeichnen (Hildebrand, unverdffentlicht). Ein
vermehrtes Auftreten von typischen Butyratbildnern wie den Roseburia liegt demnach
fur diese Behandlungen nahe und wirde die ausschlieRliche Detektion der SSCP-Bande
12 fir die Grassilage enthaltenden Futtermischungen der 4-mm-Variante erklaren. Als
nachste, bereits kultivierte Verwandte des Klons C_12 A1l (S_ab score: 0,87) erwiesen
sich zwei Stdimme der Spezies Roseburia intestinalis (Stamm L1-82, AJ312385; Stamm
L1-8151, AJ312386). Unter in vitro Bedingungen zeigen diese Stamme netto einen
Acetatverbrauch, Konzentrationen von 20-100 mM Acetat im Medium wirken daher
wachstumsfordernd  (Duncan et al.,, 2002b). Die in vitro gemessenen
Acetatkonzentrationen in der Uberlauffliissigkeit lagen zwischen 20 und 40 mM
(Hildbrand, unveroffentlicht). Allerdings waren fur die 4-mm-Variante deutlich héhere
Konzentrationen an Acetat nachzuweisen als flir das feiner vermahlene Futter. Bei
Inkubation des groberen Futters konnte demnach das Wachstum einiger
Roseburia-Spezies begunstigt worden sein. AuBerdem sind verschiedene Stamme der
Spezies R. intestinalis in der Lage Xylane abzubauen (Duncan et al., 2006). Diese
machen einen relativ hohen Anteil der in Grésern vorkommenden Hemicellulosen aus
(Aman, 1998). Neben der NDF kann auch die Faserfraktion der ADF noch
Hemicellulosen beinhalten (Theander und Westerlund, 1998). Demnach kann mit
steigendem NDF- und ADF-Anteil im Futter, wie flr die Grassilage enthaltenden
Mischungen beobachtet, auch von zunehmenden Xylangehalten ausgegangen werden
(Tab. 2). Ein mogliches Mehrangebot dieser Hemicellulosen in den Mischungen 111 und
V konnte demzufolge wachstumsférdernd auf Xylan-abbaubauende Roseburia-Spezies
gewirkt haben.

Auch im Pansen des Wiederkdauers konnte bereits ein naher Verwandter von
R. intestinalis nachgewiesen werden (Sun et al., 2008). Fir diese in situ
Untersuchungen verwendeten die Autoren sowohl Bléatter als auch Sténgel eines
Weidelgrases sowie Reisstroh (68-77 % NDF). Die Inkubation der Substrate wurde im
Pansen von Ziegen vorgenommen, die ausschlieBlich Heu geflttert bekamen. Die
Probenahme erfolgte sowohl aus verschiedenen Tieren als auch zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Zur Analyse der sich jeweils in situ etablierenden Mikrobengemeinschaft
wurden DGGE-Profile von Teilsequenzen der 16S rDNA erstellt. Unabh&ngig vom
Tier, dem Zeitpunkt der Probenahme sowie dem angebotenen Substrat war in allen
DGGE-Profilen eine Bande zu detektieren, die eine Sequenz reprasentierte, die zu 92 %

mit der von R. intestinalis Ubereinstimmte. Demnach war auch in dieser Studie nach
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Inkubation sehr faserreicher Substrate im Pansen eine Roseburia-Spezies gefunden
worden.

Die Klone C_12 B1, E2 und G1 aus SSCP-Bande 12 des Clostridia-spezifischen Geles
zeigten ebenfalls nahe Verwandtschaft zu Vertretern der Roseburia (Tab. 13).
Ubereinstimmende Ahnlichkeitswerte wiesen die Sequenzen dieser Klone allerdings
auch gegenuber zwei weiteren nicht kultivierten Organismen (EU842707, AB034063)
auf, die bisher nur den Lachnospiraceae zugeordnet werden konnten. Beide wurden
erstmalig im Pansen von Rindern nachgewiesen (Tab. 13). Fir ersteren jedoch liegen
keine n&heren Informationen zur Fltterung der Tiere vor. Letzterer wurde im Pansen
von Rindern gefunden, die nach langerem Verzehr einer Heu-betonten Ration (morgens
und abends 3,5 kg Heu, 1 kg Heupellets, 1,5 kg Konzentrat) an drei
aufeinanderfolgenden Tagen eine Getreide-reiche Ration (morgens 0,5 kg Heu, 2,4 kg
Konzentrat, 3,6 kg Gerste, abends ohne Heu) angeboten bekamen (Tajima et al., 2000).
Dies muss jedoch den eigenen Beobachtungen nicht zwingend widersprechen, da die in
SSCP-Bande 12 nachgewiesenen Klone keine absolute Ubereinstimmung mit dem von
Tajima et al. (2000) gefundenen Organismus zeigten. Mdoglicherweise handelt es sich
um zwei Bakterien-Spezies, die sich zwar genetisch &hneln, aber ganz unterschiedliche
physiologische Eigenschaften aufweisen. Denkbar wére aber auch, dass Tajima et al.
(2000) anhand ihrer 16S rDNA-Klonbanken einen Organismus nachgewiesen haben,
der typischerweise fiir Heu-betonte Rationen zu finden ist aber aufgrund der zum Teil
mehrtagigen Verweildauer des Futters im Pansen auch drei Tage nach Futterumstellung
noch prasent war. Voraussetzung waére allerdings eine entsprechende Toleranz der
Spezies gegeniliber anderen Futtermitteln und Milieubedingungen. In jedem Falle lassen
die eigenen Beobachtungen eine gewisse Toleranz der nachgewiesenen Organismen
gegenuliber Maissilage in der Ration vermuten.

Als néchster bereits kultivierter Verwandter der Klone C_12 B1, E2 und G1 wurde der
Stamm Mz3 der Spezies Butyrivibrio fibrisolvens (AMO039822) ausgewiesen
(S_ab score: 0,95-0,97). Dieser Organismus ist allerdings nicht dem Genus Butyrivibrio,
sondern lediglich den Lachnospiraceae zuzuordnen. Erstmalig isoliert wurde das
Bakterium aus dem Pansen von weidenden Schafen (Wallace et al., 2006). Dies kann als
weiterer Hinweis darauf gewertet werden, dass die Klone C 12 B1, E2 und G1
Sequenzen von Organismen reprasentierten, die im Pansen von Tieren zu finden sind,

denen Gras-betonte Rationen angeboten werden.
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In den Banden 8, 10 und 15 des Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Gels waren
u.a. Klone nachzuweisen, deren néchste Verwandte verschiedene Prevotella-Spezies
darstellen (Abb. 11). Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, handelt es sich bei den
Prevotella um eine Gruppe von Bakterien, die eine enorme phylogenetische Diversitét
aufweist (Avgustin et al., 1994). Analog dazu finden sich auch hinsichtlich ihrer
physiologischen  Eigenschaften  gravierende  Unterschiede. Eine Besiedlung
verschiedener Nischen im Okosystem Pansen liegt daher fiir diese Organismen nahe
(Avgustin et al., 1997). Fir diese These sprechen auch die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen, denn die fir die einzelnen Futtermischungen nachgewiesenen
Prevotella-Spezies lieBen sich phylogenetisch deutlich voneinander abgrenzen (Abb.
11). Die grolte Sequenzdivergenz war fir zwei Klone zu beobachten, von denen einer
aus Bande 10 (B_X_Ab5) fir die vorwiegend Maissilage enthaltende Mischung | und der
andere aus Bande 15 (B_XV_E7) fir die vorwiegend Grassilage enthaltende Mischung
V nachgewiesen wurde. Eine weitere Prevotella-Spezies (B_VIII_H11) aus
SSCP-Bande 8 nahm aus phylogenetischer Sicht beziiglich der in Bande 10 und 15
gefundenen Klone eine Zwischenstellung ein. Bande 8 war fur alle drei
Futtermischungen aufgetreten. Demnach sollten hier enthaltene Sequenzen von
Organismen stammen, die sich unabhdngig vom gewahlten Mais- und Grassilageanteil
in der Ration etablieren konnten. Eine entwicklungsgeschichtliche Zwischenstellung
derartiger Organismen hinsichtlich der in Bande 10 und 15 detektierten Spezies wére
folglich nachvollziehbar. Die SSCP-Bande 8 =zeichnete sich allerdings fir die
vorwiegend Maissilage enthaltende Mischung | deutlich schwacher ab als fur die
Grassilage enthaltenden Mischungen 111 und V (Abb. 6). Mdglicherweise traten die flr
Bande 8 nachgewiesenen Organismen in Mischung | weniger haufig auf. Denkbar wére
aber auch, dass die Bande 8 im Falle der Mischungen 111 und V weitere Sequenzen von
Spezies beinhaltete, die in Mischung | gar nicht auftraten. Derartige Organismen
konnten beispielsweise durch die in Bande 8 detektierten Klone B_VIII_B11 und G11
reprasentiert worden sein. Damit ware zumindest erklart, warum diese beiden Klone in
ein gemeinsames Cluster mit der fir SSCP-Bande 15 gefundenen Prevotella-Spezies
fallen (Abb. 11) und folglich fir diese drei Organismen &hnliche physiologische
Eigenschaften zu erwarten sind. lhr n&chster Verwandter stellt ein bisher nicht
kultiviertes Bakterium dar (AB034108), das erstmals im Rahmen der genannten
Untersuchungen von Tajima et al. (2000) drei Tage nach Umstellung der Ration von

Heu-betont auf Getreide-reich nachgewiesen wurde. Angaben zu N&hrstoffgehalten
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dieser Rationen finden sich bei Tajima et al. (2000) keine. Es kann aber von deutlichen
Unterschieden in der Nahrstoffzusammensetzung der Grassilage enthaltenden
Futtermischungen, die in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen, und der Getreide-
reichen Ration von Tajima et al. (2000) ausgegangen werden. Eine Gemeinsamkeit
bestand dennoch. Bei Tajima et al. (2000) dirfte aufgrund der
Rationszusammensetzung sowie des gewéhlten Konzentrates (24 % Weizenmehl, 20 %
Mais, 20 % Weizenkleie, 10 % Sojamehl, 10 % Leinsamenmehl, 6 % Kleber, 5 %
Reiskleie, 5% Mineralstoffe und Vitamine) die Getreide-reiche gegenuber der
Heu-betonten Ration einen hoheren XP-Gehalt aufgewiesen haben. Auch die Grassilage
enthaltenden Futtermischungen aus den eigenen Untersuchungen lieRen deutlich hdhere
XP-Gehalte erkennen als die vorwiegend Maissilage enthaltende Mischung (Tab. 2). Da
eine Reihe von Vertretern der Prevotella eine relativ hohe proteolytische Aktivitat
aufweist (Avgustin et al., 1997), wére folglich denkbar, dass die drei in Bande 8 und 15
nachgewiesenen Organismen sowie deren ndchste Verwandte durch erhohte
Proteingehalte im Futter positiv beeinflusst wurden.

Der in SSCP-Bande 10 detektierte Klon dagegen zeigte einen nachsten Verwandten
(AF018450), der erstmalig von Whitford et al. (1998) im Pansen von Rindern
nachgewiesen wurde, die eine Mais-basierte Mischration angeboten bekamen (30%
Maissilage, 26 % Luzernesilage, 9% Heu, 35% Konzentrat: 50,8% Mais, 28,1 %
getoastete Sojabohnen, 13 % Gerste, Mineralstoffe und Vitamine). Dies konnte als
Hinweis darauf gedeutet werden, dass es fiir beide Organismen im Pansen oder in vitro
von Vorteil ist, wenn Mais-basierte Rationen zum Einsatz kommen. Das
nachstverwandte, bereits kultivierte Bakterium gehort der Spezies Prevotella ruminicola
an (L16482). Eine Reihe von Vertretern dieser Spezies ist in der Lage Stérke abzubauen
(van Gylswyk, 1990, Cotta, 1992, Avgustin et al., 1997), was in der vorwiegend
Maissilage enthaltenden Futtermischung, die mehr Starke enthielt als die Grassilage
enthaltenden Mischungen, einen Vorteil fir das in Bande 10 gefundene Bakterium
bedeutet haben kann.

Die SSCP-Banden 10 und 15 waren lediglich fur die 4-mm-Variante der jeweiligen
Futtermischung zu detektieren. Folglich ware ein Effekt der FutterpartikelgroRe auf
beide hier nachgewiesenen Prevotella-Spezies zu vermuten. Einige Vertreter der
Prevotella sind am Abbau von Zellwandbestandteilen wie Xylanen und Pektinen
beteiligt (van Gylswyk, 1990, Cotta, 1992, Avgustin et al., 1997), wobei synergistische

Interaktionen mit cellulolytischen Bakterien eine bedeutende Rolle spielen (Gradel und
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Dehority, 1972, Dehority, 1991). Deren Beeinflussung durch die gewahlte
FutterpartikelgroRe liegt aus bereits genannten Griinden nahe (Vergleich 3.3.2). Sollten
einige cellulolytische Spezies einen Vorteil im Falle groRerer Futterpartikel haben, so
ware deren positiver Einfluss auf verschiedene Prevotella-Spezies denkbar. Strukturelle
Veranderungen pflanzlicher Bestandteile in den Futtermischungen der 1-mm-Variante,
die moglicherweise durch das feine Vermahlen des Futters verusacht wurden (Lentz und
Buxton, 1992), koénnten die entsprechenden Prevotella-Spezies aber auch direkt

beeinflusst haben.

In den Banden 5 und 6 des Archaea-spezifischen SSCP-Gels wurden sechs Klone
nachgewiesen, die innerhalb der Familie der Methanobacteriaceae dem Genus
Methanosphaera zuzuordnen waren (Abb. 12). Bei den Methanosphaera handelt es sich
wie auch bei allen anderen Methanogenen um strikte Anaerobier. Fir ein optimales
Wachstum sind Temperaturen zwischen 36 und 40°C sowie ein pH-Wert im Bereich
von 6,5-6,9 erforderlich. Auferdem sind Methanospaera-Spezies auf Acetat, COy,
Isoleucin und Vitamin B; angewiesen sowie auf Ammonium als Stickstoffquelle (Miller
und Wolin, 1985). Zur Energiegewinnung greifen Methanospaera auf Methanol zurick,
das mit Hilfe von H, zu Methan reduziert wird. Zur Bildung von Methan aus CO, und
H,, Formiat, Acetat oder Methylaminen sind diese Methanogenen allerdings nicht
beféhigt. Folglich sind sie auf das Vorhandensein von Methanol und H, angewiesen
(Miller und Wolin, 1985). Da die genannten Voraussetzungen sowohl im Pansen als
auch in dem hier verwendeten in vitro System erfullt werden, erscheint das Auftreten
von Methanosphaera-Spezies in beiden Habitaten plausibel.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Organismen jedoch nur in den SSCP-Banden 5
und 6 des Archaea-spezifischen Gels detektiert. Folglich dirften sich die
nachgewiesenen Methanosphaera-Spezies vorrangig unter Verwendung der Grassilage
enthaltenden Futtermischungen etabliert haben (Abb. 8).

Wie Abbildung 12 zu entnehmen ist, fielen die 6 Klone beider Banden in zwei
verschiedene Cluster, deren Sequenzdivergenz mehr als 3 % betragt. Demzufolge ist
davon auszugehen, dass beide Cluster unterschiedliche Spezies reprasentieren
(Stackebrandt und Goébel, 1994). Als néchster Verwandter der Klone A 5 E3, A 6 C4
und F6 stellte sich ein bisher nicht kultiviertes Archaeon (DQ402012) heraus, das
erstmals im Pansen von Ziegen nachgewiesen wurde, zu dem aber dartiber hinaus keine

weiteren Informationen vorliegen. Die Klone A 6 G4, E4 und H4 zeigten dagegen
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nahe Verwandtschaft zu einer nicht kultivierten Methanosphaera-Spezies (AY422960),
die erstmals im Pansen weidender Rinder detektiert wurde (Skillman et al., 2006). Dies
geht mit der oben aufgestellten Hypothese konform, dass Methanosphaera-Spezies bei
Futterung Gras-betonter Rationen nachzuweisen sind. Eine Reihe weiterer
Untersuchungen bestétigt, dass auch bei freiem Weidezugang oder unter Einsatz
Heu-betonter Rationen mit dem Auftreten dieser Organismen im Pansen des
Wiederkduers zu rechnen ist (Tokura et al., 1999, Wright et al., 2004, Tatsuoka et al.,
2007, Nicholson et al., 2007). Da aber Vertreter der Methanosphaera auch nach
Futterung Mais-basierter Rationen beobachtet wurden (Whitford et al., 2001, Wright et
al., 2007), schlussfolgerten Skillman et al. (2006), dass es sich hierbei um universell im
Pansen auftretende Organismen handelt. Allerdings erfolgte in den genannten
Untersuchungen ausschlieflich ein qualitativer Nachweis der Methanosphaera. Dies
lasst offen, ob quantitative Unterschiede im Auftreten dieser Organismen bestanden.

Die eigenen Ergebnisse lassen zumindest vermuten, dass die nachgewiesenen
Methanosphaera-Spezies einen deutlichen Vorteil bei Inkubation der Grassilage
enthaltenden Futtermischungen hatten. Da die Vertreter der Methanosphaera zur
Energiegewinnung auf Methanol angewiesen sind, sollte dessen Bereitstellung aus dem
angebotenen Futter einen entscheidenden Einfluss auf das Vorkommen dieser
Organismen wahrend der in vitro Inkubation gehabt haben. Methanol im Pansen stammt
vorwiegend aus dem mikrobiellen Abbau methylierter Pektine (Howard, 1961, Wright,
1961, Vantchev et al., 1970, Dehority, 2003), die u.a. ein Bestandteil von Zellwanden in
Grésern sind (Knox et al., 1990, Chesson et al., 1995, Carpita, 1996). Folglich wird ein
Teil der Pektine erst im Zuge des Faserabbaus fur pektinolytische Spezies zugéanglich
gemacht. Da sich flr die vorwiegend Maissilage enthaltende Mischung I ein deutlich
geringerer Abbau der NDF aus dem Futter abzeichnete (Hildebrand et al., 2008), ist zu
vermuten, dass auch entsprechend weniger methyliertes Pektin hydrolisiert wurde und
damit geringere Mengen Methanol zur Verfiigung standen. Flr einen Zusammenhang
zwischen dem Abbau der Faserfraktionen und Pektinen sprechen auch die Ergebnisse
aus Untersuchungen von Gradel und Dehority (1972) sowie Osborne und Dehority
(1989). Die Autoren beobachteten in vitro einen deutlich besseren Abbau von Pektinen
aus Knaulgras (Dactylis glomerata) und Weicher Trespe (Bromus hordeaceus), wenn
sie pektinolytische mit cellulolytischen Spezies kombinierten. Dariiber hinaus konnte
festgestellt werden, dass sich der Pektinabbau mit zunehmendem Reifestadium der

Gréser erheblich verringerte. Als Ursache hierfir fiihrten Dehority et al. (1962) die


http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=wlqAU.&search=Dactylis
http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=wlqAU.&search=hordeaceus
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fortgeschrittene Lignifizierung der Zellen in Pflanzen spéaterer Entwicklungsstadien an.
Aufgrund des erreichten Reifestadiums dirfte auch die Maispflanze gegenlber den
Grinlandgrasern eine deutlich vorangeschrittenere Lignifizierung der Zellen in Spross
und Blattern aufgewiesen haben. Ein geringerer Abbau des Pektins aus dem Mais
scheint daher plausibel.

Bekannt ist aber auch, dass sich die Zusammensetzung der Pektine in verschiedenen
Grésern unterscheidet (Carpita, 1989, Carpita, 1996). Die Maispflanze enthélt
beispielsweise Pektine, die zu einem nicht unbedeutenden Teil mit anderen Alkoholen
als Methanol verestert sind (Kim und Carpita, 1992, Brown und Fry, 1993). Denkbar
ware daher auch, dass in der Maissilage ein geringerer Anteil methylierter Pektine
vorlag als in den Grésern vom Griinland und aufgrund dessen weniger Methanol in der

vorwiegend Maissilage enthaltenden Futtermischung freigesetzt wurde.

Wie die vorangegangene Diskussion erkennen lasst, erschwerten die Komplexitat der
eingesetzten  Grobfuttermittel sowie die physiologische Vielfalt einzelner
Organismengruppen die Interpretation der Daten erheblich. Inwiefern die angefiihrten
Faktoren tatsdchlich das Auftreten einzelner Spezies bedingt haben, muss folglich offen
bleiben. Dartiber hinaus waren methodisch bedingt keine endgultig gesicherten
Aussagen zum behandlungsabhéngigen Auftreten einzelner Organismen zu machen.
Daher kamen im Folgenden, um die Ergebnisse der qualitativen SSCP-Analyse zu
verifizieren, Methoden zum Einsatz, mit deren Hilfe quantitative Veranderungen

innerhalb mikrobieller Gemeinschaften nachvollzogen werden kénnen.
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4.  Quantitative Untersuchungen — Real-time quantitative

PCR und Fluoreszenz in situ Hybridisierung

4.1 Real-time quantitative PCR

4.1.1 Material und Methoden

4.1.1.1 Probengewinnung und -aufbereitung

Die Real-time qPCR wurde als erganzende Methode zur qualitativen SSCP
herangezogen, um auf Ebene einzelner Organismen nahere Informationen zum Einfluss
der gepriften Faktoren auf die untersuchten Mikrobengemeinschaften zu erlangen.
Demnach sollten im Rahmen der Real-time qPCR dieselben DNA-Extrakte zum Einsatz
kommen wie zuvor in der SSCP-Analyse. Voruntersuchungen hatten jedoch gezeigt,
dass bei Verwendung dieser DNA-Extrakte mit unterschiedlichen PCR-Effizienzen fur
die drei Futtermischungen zu rechnen war, was einen Vergleich der verschiedenen
Behandlungen deutlich erschwert hétte. Da bei der Konzentrationsbestimmung der
DNA in den Eluaten am Spektrophotometer (Abschnitt 3.1.2) fir eine Reihe der
Extrakte ein relativ niedriges Verhaltnis von ODgg: ODy3p festgestellt wurde, war
davon auszugehen, dass wahrend der DNA-Extraktion aus den Mikroorganismen einige
unerwiinschte Hemmstoffe wie zum Beispiel Polysaccharide co-extrahiert worden
waren. Obwohl hierdurch kein Einfluss auf die konventionelle PCR ersichtlich war, ist
eine Detektion mdglicher PCR-Beeintrachtigungen im Rahmen der weitaus sensitiveren
Methode der Real-time gPCR denkbar. Um stérende Hemmstoffe aus den Extrakten zu
entfernen, wurde die DNA einer zusétzlichen Aufreinigung mittels Isopropanol-Fallung
unterzogen. Hierfir wurden je Probe 20 ul DNA-Extrakt mit 0,1 Volumen
Natriumacetat (1 M, pH4,8) und 0,7 Volumen Isopropanol (absolut) versetzt.
AnschlieBend wurde gevortext und das Gemisch fur 5 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Es folgte eine 15-mindtige Zentrifugation bei 12000 x g und Raumtemperatur
(Centrifuge 5403, Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene
DNA-Pellet zweimal mit 500 pl Ethanol (70 % [v/v]) gewaschen (5 min bei 12000 x g
und Raumtemperatur). Daraufhin wurde ein zweites Mal 15 min wie oben beschrieben
zentrifugiert, die (berstdndige Flissigkeit abpipettiert und das Pellet bei

Raumtemperatur im Exsikkator getrocknet. Die Resuspension der DNA erfolgte in
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50 pl reinem, nucleasefreiem Wasser. AnschlieBend wurde erneut die Reinheit der
DNA-Extrakte am Spektrophotometer bestimmt (Abschnitt 3.1.2).

Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration in den mit Isoprpopanol aufgereinigten
DNA-Extrakten erfolgte mit Hilfe des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes
PicoGreen unter Verwendung des ,,Quant-iT™ PicoGreen ® dsDNA Assay Kits*
(Invitrogen). Gemé&lR den Angaben des Herstellers wurden die Proben nach dem
Protokoll ,high range assay“ bearbeitet. Zundchst wurden die Proben in
1 x Tris-EDTA-Puffer (TE, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) 200-fach verdinnt.
Zusitzlich wurde eine Verdiinnungsreihe von A-DNA bekannter Konzentration erstellt,
die im Folgenden als Standard fur die Konzentrationsbestimmung dienen sollte. Am
Spektralfluorometer (Gemini EM, Molecular Devices) wurde daraufhin die
Hintergrundfluoreszenz jeder Probe ermittelt. Nach Zugabe des Farbstoffes wurde die
Messung der Fluoreszenz bei Wellenldngen von 480 (Anregung) und 520 (Emission)
nm wiederholt. Im Anschluss wurden die fur den Standard ermittelten
Fluoreszenzintensitaten den entsprechenden A-DNA-Mengen gegenlbergestellt, um
mittels linearer Regression eine Funktion ableiten zu kdnnen, die den Zusammenhang
zwischen DNA-Konzentration und gemessener Fluoreszenzintensitidt beschreibt.
Anhand dieser Funktion war im Folgenden auf Grundlage der fur die Proben ermittelten
Fluoreszenzintensitaten die Bestimmung der DNA-Konzentration in den Extrakten
maoglich.

Fur ihre Verwendung in der Real-time gPCR wurden die DNA-Extrakte im Anschluss
durch entsprechende Verdunnung mit reinem, nucleasefreiem Wasser auf eine

Konzentration von 20 ng DNA/ul eingestellt.

4.1.1.2 PCR

Die Real-time gPCR sollte im Rahmen dieser Arbeit fur die beiden Organismen
Ruminococcus albus und Prevotella bryantii erfolgen. Die hierfur verwendeten
Primerkombinationen sind in Tabelle 16 aufgelistet. Als Zielgen fur die Amplifikation
wurde wie auch fur die SSCP das 16S rRNA-Gen gewéhlt. Die in den Referenzen
angegebenen Annealing-Temperaturen der Primer wurden nach deren Uberpriifung in
einer Temperaturgradienten-Real-time gPCR flr die eigenen Analysen ibernommen.

Bevor die Primer jedoch in der Real-time g°PCR zum Einsatz kamen, wurde deren
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Spezifitat fur die zu untersuchenden Organismen im Hinblick auf die eigenen Proben
Uberprift. Hierfir wurde eine DNA-Mischprobe aus allen Extrakten erstellt, jeweils
eine entsprechende konventionelle PCR durchgefihrt (Anhang, Tab. A6), das Produkt

kloniert und anschlielend sequenziert (Vergleich 3.1).

Tabelle 16: Primerkombinationen zur Amplifikation von Teilsequenzen des
16S rRNA-Gens von Ruminococcus albus und Prevotella bryantii in der
Real-time gPCR

Ziel- . Primersequenz 1 PCR-
organismus Primer 5-3 Ta Produkt Referenz
f CCC TAA AAG CAG Koike und
TCTTAGTTCG i
R. albus 55°C | 175bp | opayashi, 2001
CCT CCT TGC GGT
R TAG AAC A Wang et al., 1997
£ AGC GCA GGC CGT
. TTGG o Stevenson und
P. bryantii ~ | GCTTCCTGT GCA 61°C | 95bP | \neimer, 2007
CTC AAG TCT GAC

! Annealing-Temperatur

Die Real-time gPCR wurde am ,,iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System*
(Bio-Rad) unter Verwendung des ,,iQ™ SYBR Green Supermix“ durchgefiihrt.
Demnach kam fir die Real-time gqPCR in dieser Arbeit der interkalierende
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green zum Einsatz. Die PCR erfolgte auf 96-Well-Platten.
Dies ermdglichte eine gleichzeitige Bericksichtigung aller Proben in nur einem
PCR-Lauf je Organismus. Fir jede Probe wurde die PCR in drei Parallelen
durchgefuhrt. Es wurde ein Reaktionsvolumen von 25 pl gewéhlt. Die Reaktionsansatze
sowie die entsprechenden PCR-Programme wurden in Anlehnung an Koike et al. (2007)
und Stevenson und Weimer (2007) erstellt (Tab. 17).

Um den Pipettierfenler zu minimieren, wurde zundchst fur alle Proben ein
Reaktionsansatz aus SYBR Green Supermix, Primern und Wasser erstellt. Dieser wurde
im Anschluss entsprechend der Probenzahl auf mehrere kleine Ansétze aliquotiert, um
nach Abnahme der Blindprobe die jeweiligen DNA-Proben zusetzen zu kénnen. Die
abschlieRend auf die PCR-Platte zu pipettierenden drei Parallelen fiir jede Probe

stammten demnach aus jeweils einem Reaktionsansatz.
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Tabelle 17: Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen fur die Real-time qPCR von
Ruminococcus albus und Prevotella bryantii

R. albus P. bryantii

Reaktionsansatz:
SYBR Green Supermix 12,5 ul 12,5 ul
f-Primer (10 mM) 1,25 ul 1,25 ul
R-Primer (10 mM) 1,25 ul 1,25 ul
DNA 20 ng 20 ng
reines PCR-Wasser oul 9 ul
PCR-Bedingungen:
initiale Denaturierung 9 min 95°C 10 min 95°C
Denaturierung 20s 95°C 20s 95°C
Primer-Annealing 30s 55°C 60 s 61°C
Elongation 10s 72°C 90s 72°C
terminale Elongation 5 min 72°C 5 min 72°C

Zyklenzahl 45 45

Die Uberprifung der Amplifikate nach Ablauf der PCR erfolgte anhand einer
Schmelzkurvenanalyse. Die PCR-Produkte werden hierflir durch Kkontinuierliche
Erh6hung der Temperatur um je 0,5°C von 50°C auf 99,5°C erhitzt. Dabei werden die
PCR-Produkte langsam aufgeschmolzen und das SYBR Green wieder freigesetzt.
Gleichzeitig nimmt das Fluoreszenzsignal langsam ab. Wird allerdings der
Schmelzpunkt eines PCR-Produktes erreicht, der sequenzabhéngig und damit spezifisch
fur ein zu erwartendes Amplifikat ist, so wird in kulrzester Zeit eine drastische
Reduktion des Fluoreszenzsignals gemessen. Wird waéhrend der Erhitzung die
beschriebene Reduktion des Fluoreszenzsignals auf die Temperaturdnderung
(AT = 0,5°C) bezogen und (iber der jeweils erreichten Temperatur dargestellt, so ist der
Schmelzpunkt eines PCR-Produktes im Verlauf der Kurve durch genau einen Peak
gekennzeichnet. Zusétzlich auftretende Peaks waren ein Hinweis auf Primerdimere oder
unspezifische Amplifikate. Eine Uberpriifung der PCR-Produkte hinsichtlich ihrer
Grolke im Agarosegel - wie unter Abschnitt 3.1.3 beschrieben - erfolgte lediglich im

Rahmen der zuvor durchgefuhrten Temperaturgradienten-Real-time qPCR.
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Effizienz der PCR

Um mit Hilfe der Real-time qPCR einen Vergleich verschiedener

Mikrobengemeinschaften hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens einzelner
Organismen zu ermdglichen, ist sicherzustellen, dass keine wesentlichen Unterschiede
in der PCR-Effizienz zwischen den Behandlungen und im Hinblick auf die
Primerkombinationen bestehen. Letzteres ist allerdings nur erforderlich, wenn die
jeweiligen Anteile der untersuchten Organismen in einer Gemeinschaft quantifiziert
werden sollen. Wird aber wie in dieser Arbeit eine relative Quantifizierung angestrebt,
die lediglich einen Vergleich der verschiedenen Behandlungen innerhalb eines
Organismus zum Ziel hat, so ist eine Uberpriifung der PCR-Effizienz fir die einzelnen
Behandlungen ausreichend. Ahnliche PCR-Effizienzen wirden gegen eine
behandlungsbedingte Beeinflussung der PCR durch z.B. co-extrahierte Hemmstoffe wie
Proteine oder Polysaccharide sprechen. Unter Verwendung gleicher DNA-Mengen fur
die PCR ware in diesem Falle ein direkter Vergleich aller fiir einen Organismus
beobachteten Ct-Werte Uber verschiedene Behandlungen moglich.

Uberpriift wurden die PCR-Effizienzen anhand von DNA-Verdinnungsreihen, die
individuell fir die drei zu untersuchenden Futtermischungen (I, 111, V) erstellt worden
waren. Die Ermittlung der Effizienz erfolgte hierbei auf Grundlage der linearen
Abhangigkeit des Cr-Wertes vom Logarithmus der eingesetzten DNA-Menge
(Higuchi et al., 1993, Rasmussen et al., 2001). Die fur die jeweilige Verdiinnungsreihe
bekannten Ausgangsmengen an DNA wurden logarithmiert gegen die dazugehorigen
Ct-Werte abgetragen, um eine lineare Regressionsfunktion ableiten zu kénnen. Anhand
deren Steigung wurde im Anschluss die PCR-Effizienz nach Rasmussen (2001) wie

folgt berechnet:

E — 1 0 —1/Steigung (4)
und
(E-1)
E(%) = ~— 5
(%) 0.01 (5)

Um den Aufwand zu minimieren, wurden die drei DNA-Extrakte einer Futtermischung

zu je einer Mischprobe vereinigt und folgende DNA-Mengen in der PCR eingesetzt:

= 40, 20, 4 und 1 ng fir R. albus
= 100, 10, 1 und 0,1 ng fur P. bryantii
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Reaktionsansatze und PCR-Programme entsprachen den oben genannten Parametern.
Lediglich der Zusatz von Wasser wurde in Abhéngigkeit der zu verwendenden
DNA-Menge variiert.

Da fur die Futtermischungen der Futterpartikelgrole 4 mm nur sehr geringe
DNA-Mengen fir die Real-time qPCR zur Verfiigung standen, wurde die

Mischprobenbildung und Effizienzlberprifung auf die 1-mm-Variante beschrankt.

Standard

Um sicherzugehen, dass die beiden PCR-L&ufe zur Effizienzbestimmung und Analyse
der Proben fir den jeweiligen Organismus vergleichbar sind, wurde auf beiden
PCR-Platten zusatzlich ein Standard mitgefuhrt. Dieser enthielt in Abhangigkeit des
untersuchten Organismus genomische DNA aus einer Reinkultur von R. albus
(DSMZ 20455) bzw. P. bryantii (DSMZ 11371). Die DNA wurde zum einen vom
Johann Heinrich von Thiinen-Institut (Institut fir Biodiversitat, Braunschweig) und zum
anderen vom United States Department of Agriculture (US Dairy Forage Research
Center, Madison, Wisconsin, USA) zur Verfugung gestellt.

Die Vergleichbarkeit zweier PCR-L&ufe sollte anhand der jeweils ermittelten Effizienz
im Standard abgeschatzt werden. Daher wurde dieser in vier Verdiinnungen wie folgt

mitgeflhrt:

= 20, 2,0,2und 0,02 ng DNA zur Analyse von R. albus und P. bryantii
sowie fiir die Effizienzbestimmung von P. bryantii

= 20, 0,02, 0,002 und 0,0002 ng DNA fir die Effizienzbestimmung von
R. albus

4.1.1.3 Auswertung

Zur Auswertung der fiir die Real-time qPCR erhaltenen Daten fand die ,,iQ""'5 Optical
System Software (v.2.0, Bio-Rad) Anwendung. Hiermit erfolgte die manuelle
Bestimmung des Threshold-Wertes (Schwellenwert) fur den jeweiligen PCR-Lauf,
die Auswahl der PCR-Parallelen, die in die Auswertung einbezogen werden sollten, die
Berechnung der PCR-Effizienzen sowie die Schmelzkurvenanalyse. Dariiber hinaus war
mit Hilfe der Software unter Verwendung der ACt-Methode fir jede Probe eine relative
Quantifizierung der jeweils amplifizierten Zielsequenz im Vergleich zu den restlichen

Proben moglich. Als Bezugspunkt diente hier jeweils diejenige Probe, fir die im
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entsprechenden PCR-Lauf der geringste mittlere Cr-Wert aus den zur Auswertung

gewéhlten PCR-Parallelen nachgewiesen wurde. Die Berechnung sah wie folgt aus:

relative Haufigkeit der amplifizierten Zielsequenz,,,,, = 2min CTere)  (G)

mittlerer C+-Wert der Probe mit dem kleinsten mittleren Ct+-Wert

mittlerer C+-Wert der Probe

CT Probe

Die graphische Aufbereitung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism
(v.4.0 fur Windows, GraphPad Software).

Im Rahmen weiterflihrender Datenanalysen sollte geklart werden, inwiefern fir die
beiden Organismen Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen hinsichtlich
der relativen Haufigkeit der amplifizierten Zielsequenz statistisch abzusichern waren.
Da nur auf Daten aus drei Wiederholungen je Behandlung zurtickgegriffen werden
konnte, war flr die zu prifende Variable von keiner Normalverteilung auszugehen.
Demnach erfolgte die Auswertung auf Grundlage eines verteilungsfreien,
nichtparametrischen, rangbasierten Verfahrens in Anlehnung an Brunner et al. (2002).
Fir die Durchfilhrung der Ranganalyse fand das Softwarepaket ,,SAS“ (v.9.2)
Anwendung. Unter Nutzung der SAS-Prozedur ,,RANK“ wurden den ermittelten
Werten zur relativen Haufigkeit einer Zielsequenz im ersten Schritt entsprechende
Réange zugeteilt. Die Ranganalyse erfolgte im Anschluss unter der Prozedur ,,MIXED*
mit Hilfe der Option ,,ANOVAF*. Der paarweise Vergleich einzelner Behandlungen
erfolgte mittels Tukey-Test. Wie zuvor fir die Auswertung der SSCP-Profile wurde
auch hier ein Signifikanzniveau von o = 0,05 als ausreichend erachtet, um Uber
signifikante Effekte der untersuchten Einflussfaktoren sowie Uber deutliche

Unterschiede zwischen den Behandlungen zu entscheiden.

4.1.2 Ergebnisse

Spezifitat der Primer

Eine Voraussetzung zur Quantifizierung einzelner Organismen in mikrobiellen
Gemeinschaften mit Hilfe der Real-time gqPCR ist die Verwendung hochspezifischer
Primer, die lediglich eine Amplifikation der Zielsequenz erlauben. Daher wurde
zungchst anhand der eigenen Proben geprift, inwiefern die gewahlten Primer eine

spezifische Amplifikation von 16S rDNA-Teilsequenzen aus dem Genom von R. albus
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und P. bryantii erwarten lieRen. Hierflr wurden entsprechende PCR-Produkte aus einer
Mischprobe aller DNA-Extrakte kloniert und je Organismus sechs Klone zur
Sequenzierung zufallig ausgewahlt. Im Ergebnis der Sequenzierung war festzustellen,
dass alle sechs Klone aus dem PCR-Produkt, das unter Verwendung der fir R. albus
veroffentlichten Primer erhalten wurde, bei ihrem Vergleich mit der RDP-Datenbank
einen Ahnlichkeitswert von 1 gegeniiber 10 verschiedenen R. albus-Stammen und vier
bisher nicht kultivierten Ruminococcus-Spezies aufwiesen. Im Falle der fir P. bryantii
ausgewiesenen Primer sah das Ergebnis &hnlich aus. Erwartungsgeméald zeigten alle
sechs Klone gegeniiber P. bryantii (Stamm B14) einen Ahnlichkeitswert von 1. Dieser
war aber darlber hinaus auch gegeniber 3 weiteren, bisher nicht kultivierten

Prevotella-Spezies zu ermitteln.

Effizienz der PCR

Fur die relative Quantifizierung der beiden Organismen, wie unter Abschnitt 4.1.1.2

beschrieben, war Uber die Spezifitat der Primer hinaus die Effizienz der PCR in den
verschiedenen Proben zu bestimmen. Zuvor wurde die DNA aber einer weiteren
Aufreinigung  mittels  Isopropanolféllung  unterzogen. Im  Ergebnis  der
Isopropanolfallung war fiir die Proben nach Messung deren optischer Dichte am
Spektrophotometer ein verbessertes Verhéltnis von OD,go : OD,39 zu erkennen. Wahrend
die Werte vor der Fallung zwischen 0,1 und 2,7 lagen, wurden anschlieBend Werte
zwischen 1,8 und 2,2 ermittelt. Das Verhaltnis von ODyg: OD2go lag im Bereich von
1,8 und 2,0.

Die Ergebnisse der im Folgenden, zur Bestimmung der PCR-Effizienzen
durchgefuhrten Real-time qPCR sind fiir beide Organismen Tabelle A12 zu entnehmen.
Aufgeflihrt sind die Cr-Werte der drei Wiederholungen jeder Reaktion. Die grau
markierten Ct-Werte wurden von der Auswertung ausgeschlossen, da sie entweder um
mehr als einen Ct gegenlber den anderen beiden Wiederholungen abweichen oder da
anhand der Schmelzkurve des PCR-Produktes eine unspezifische Amplifikation zu
erkennen war. Die Schmelzkurven derjenigen PCR-Produkte, deren Cr-Werte in die
Auswertung einbezogen wurden, sind in den Abbildungen Al und A2 dargestellt. Den
einheitlichen Schmelzkurven der PCR-Produkte nach konnte fiir beide Organismen von
einer spezifischen Amplifikation der erwarteten 16S rDNA-Teilsequenzen ausgegangen
werden. Die Schmelztemperatur fur das PCR-Produkt von R. albus lag bei 87°C, fur das

von P. bryantii bei 86°C. Die Ermittlung der PCR-Effizienzen fur die verwendeten
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Primerpaare und verschiedenen Mischproben, die flr jede Futtermischung der

1-mm-Variante erstellt worden waren, ist anhand von Abbildung 17 nachzuvollziehen.

R. albus Futtermischung I:
287 —— 'y =-3,60x + 26,8
R°=098  $,x=0,35
26 - E =1,90
b Futtermischung I11:
= 24- : — Y, -3,37x + 26,9
& R°=0,97 Syx=0,39
E =198
22 .
Futtermischung V:
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Abbildung 17: Ermittlung der PCR-Effizienz (E) fir die R. albus- und
P. bryantii-spezifischen Primer sowie fur die Mischproben von DNA, die fir die
Futtermischungen I, 111 und V der Futterpartikelgrofie 1 mm erstellt wurden

Den Verdunnungsreihen der Mischproben entsprechend wurden hier fir beide
Organismen die eingesetzten DNA-Mengen logarithmiert den ermittelten C-Werten
gegenlibergestellt. Im Folgenden wurde fir jede der Mischproben eine
Regressionsgerade angepasst, deren Steigung entsprechend Gleichung 6 zur Ermittlung
der PCR-Effizienz diente. Neben der jeweilig berechneten Effizienz sind in Abbildung
17 fir jede Mischprobe und damit Futtermischung die geschatzte Funktion sowie deren

BestimmtheitsmaR und Schétzfehler angegeben. Wie der Abbildung zu entnehmen ist,



105

konnten fir R. albus PCR-Effizienzen zwischen 1,90 und 1,98 bzw. 90 und 98 %
ermittelt werden. Deutlich niedrigere Effizienzen waren dagegen fir P. bryantii
festzustellen (1,71-1,78 bzw. 71-78 %). Fir die jeweils eingesetzten Standards wurden
PCR-Effizienzen von 93 % fur R. albus und 52 % fiir P. bryantii ermittelt.

Real-time gPCR fiir R. albus und P. bryantii

Die Ergebnisse der Real-time qPCR zur Quantifizierung von R. albus und P. bryantii
sind Tabelle Al13 zu entnehmen. Aufgefiihrt werden die Cy-Werte der drei
Wiederholungen jeder Reaktion. Grau markiert sind die Werte, welche nach den oben
beschriebenen  Kriterien von der Auswertung ausgeschlossen wurden. Die
Schmelzkurven der in die Auswertung einbezogenen PCR-Produkte sind in den
Abbildungen A3 und A4 dargestellt. Auch hier kann anhand des Kurvenverlaufs der
einzelnen PCR-Produkte auf eine spezifische Amplifikation der erwarteten
16S rDNA-Teilsequenzen geschlossen werden. Die ermittelten PCR-Effizienzen fir die
beiden Standards lagen bei 86 % fur R. albus und 60 % fir P. bryantii und damit
annahrend im Bereich der zuvor durchgefuhrten PCR-L&ufe.

Da die Ergebnisse der spektrophotometrischen Messung nach der Isopropanolféallung
keine Verunreinigungen der DNA-Extrakte mehr erkennen lieRen und fur die einzelnen
Behandlungen ahnliche PCR-Effizienzen innerhalb eines Organismus ermittelt wurden,
war von keiner gravierenden Beeinflussung der PCR in den verschiedenen Proben durch
mogliche Hemmstoffe auszugehen. Daher erfolgte die Bestimmung der relativen
Héaufigkeit der 16S rDNA beider Organismen in den Proben unter Annahme gleicher
Effizienzen (Vergleich 4.1.1.3). Die entsprechenden Ergebnisse sind in den
Abbildungen 18 und 19 zu finden. Dargestellt hier wird die relative Haufigkeit der
16S rDNA, die fur jede einzelne Wiederholung einer Behandlung anhand der in die
Auswertung einbezogenen Ct-Werte ermittelt wurde. Die angegebenen Fehlerbalken
kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung flr die Messwiederholungen.

Zum Teil zeigten sich relativ grole Abweichungen zwischen den einzelnen
Messwiederholungen einer Probe. Fiir die Mehrzahl der Beobachtungen jedoch fielen
die Unterschiede zwischen den einzelnen Wiederholungen einer Behandlung gréfi3er aus.
Dennoch war ein Effekt der betrachteten Einflussvariablen Futtermischung und
Futterpartikelgrolie auf die untersuchten Organismen zu erkennen.

Wie aus Abbildung 18 hervorgeht, war in den Proben der Futterpartikelgrofie 4 mm
deutlich weniger 16SrDNA von R. albus nachweisbar als in den Proben der
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1-mm-Variante (p=0,01), was auch der paarweise Vergleich beider
Futterpartikelgruppen bestatigte (p <0,05). Zwischen den einzelnen Behandlungen
bestanden aber keine signifikanten Unterschiede. Eine Beeinflussung durch die
Futtermischung oder signifikante Interaktionen konnten ebenfalls nicht festgestellt

werden.

1.2

Relative Haufigkeit der 16S rDNA von
R. albus

I Il \Y

BT 1 1mm
EFALSA 4 mm

Abbildung 18: Relative Haufigkeit der 16S rDNA von R. albus in Abhédngigkeit der
Futterpartikelgrolie sowie des Mais- und Grassilageanteils im Futter (MW, s, n <3)

Fur P. bryantii dagegen war ein deutlicher Effekt der Futtermischung zu erkennen
(p =0,01; Abb. 19). Ungeachtet der FutterpartikelgroRe war hier mit zunehmendem
Grassilageanteil im Futter eine tendenzielle Erhéhung des Gehaltes an 16S rDNA des
Organismus in den Proben zu beobachten. Statistisch abzusichern waren die
Unterschiede zwischen den Futtermischungen | und V (p <0,05). Auf Ebene der
einzelnen Behandlungen lieR der paarweise Vergleich aber nur deutliche Unterschiede
fur die Futtermischung V der 1-mm-Variante und die Mischung | der 4-mm-Variante
erkennen (p <0,05). Darlber hinaus zeigte sich wie auch fir R. albus ein Effekt der
FutterpartikelgroRe auf die relative Haufigkeit der 16S rDNA von P. bryantii in den
Proben (p =0,04). Eine Interaktion von Futtermischung und FutterpartikelgroRe war

allerdings nicht festzustellen.
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Abbildung 19: Relative Haufigkeit der 16S rDNA von P. bryantii in Abhé&ngigkeit der
FutterpartikelgrolRe sowie des Mais- und Grassilageanteils im Futter (MW, s, n < 3);
unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05)

4.1.3 Diskussion

Methode

Der fur die Real-time gPCR eingesetzte Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green bindet an
jedes vorhandene, doppelstrangige DNA-Molekiul im PCR-Ansatz. Daher ist
unabdingbar, dass die verwendeten Primer hochspezifisch fiir den entsprechenden
Zielorganismus sind. Eine unspezifische Amplifikation von Sequenzen anderer Spezies
wiirde eine Uberschitzung der Abundanz des eigentlichen Zielorganismus nach sich
ziehen (Smith und Osborn, 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde daher zundchst
anhand einer Mischprobe aus allen DNA-Extrakten die Spezifitdt der Primer fur R.
albus und P. bryantii Gberpruft. Im Ergebnis zeigte sich, dass neben den beiden
Zielorganismen auch weitere Vertreter des jeweiligen Genus amplifiziert wurden.
Allerdings wiesen diese eine enorm hohe Ahnlichkeit gegeniiber den beiden
Zielorganismen auf (S_ab score: 1), was vermuten l&sst, dass sie der jeweiligen Art
zugeordnet werden koénnen und allenfalls andere St&mme beider Spezies darstellen.
Auch der Vergleich der Primersequenzen mit der RDP-Datenbank wies auf eine
spezifische Amplifikation von R. albus und P. bryantii sowie einiger naher Verwandter
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hin. Aulerdem bestatigen die einheitlichen Schmelzkurven der PCR-Produkte die
Amplifikation entsprechend &hnlicher Sequenzen.

Der Einsatz von genomischer DNA anstatt von cDNA fur die Real-time gPCR ist mit
der relativ schnellen Umwalzung des Fermenterinhaltes (~550 ml je Tag) und der hohen
Nukleaseaktivitat im Pansensaft zu rechtfertigen. Wéhrend mikrobielle DNA im Boden
oder in Meeressedimenten relativ lange tberdauern kann und daher zur Quantifizierung
aktiver Organismen die Extraktion von RNA sowie die Synthese von cDNA notwendig
sind, sollten abgestorbene Mikroorganismen im Fermenter des verwendeten in vitro
Systems innerhalb weniger Stunden entweder ausgespult oder/und lysiert werden.
Hierbei freiwerdende Nukleinsduren unterliegen dann allerdings einem schnellen Abbau
durch die hohe Nukleaseaktivitdt anderer Vertreter der mikrobiellen Gemeinschaft
(Ruiz et al., 2000). Folglich sollte die Extraktion von genomischer DNA und deren
Einsatz fiir die Real-time qPCR eine Quantifizierung aktiver Organismen im System
ermaoglichen.

Fur die Reproduzierbarkeit der Real-time qPCR sowie die Verlasslichkeit der
Ergebnisse spielt die Qualitat der extrahierten DNA eine entscheidende Rolle (Stults et
al., 2001, Fleige et al., 2006). Es wurde bereits dargestellt, dass mit Hilfe der gewahlten
Extraktionsmethode hochmolekulare DNA gewonnen wurde (Abb. 13). Die
erforderliche Reinheit der DNA-Extrakte wurde durch die zusétzliche Aufreinigung der
DNA unter Verwendung von Isopropanol erreicht (Vergleich 4.1.2). Das Verhaltnis von
OD260: ODgo und OD4g: ODo3o lag anschlieRend im geforderten Bereich von 1,8-2,0
bzw. 1,8-2,2. Offensichtliche Verunreinigungen der DNA, die die PCR hatten negativ
beeinflussen kdnnen (Stults et al., 2001), waren folglich nicht festzustellen. Da aber
nicht bekannt ist, bis zu welcher Konzentration mdgliche PCR-Inhibitoren wirken,
sollte nach Stults et al. (2001) dennoch eine empirische Uberpriifung fir verschiedene
Proben erfolgen, um sicherzugehen, dass zu vergleichende PCR &hnliche
Reaktionseffizienzen aufweisen (Smith und Osborn, 2009). Diese wurden in der
vorliegenden Arbeit anhand von DNA-Verdinnungsreihen fir jede Futtermischung
individuell bestimmt. Um den Aufwand zu verringern, wurde hierflr jeweils aus den
drei Wiederholungen einer Futtermischung eine Mischprobe erstellt und somit die
mittlere Effizienz der drei Proben ermittelt. Fur die 4-mm-Variante stand allerdings nur
wenig DNA zur Verfugung, weshalb nur die Futtermischungen der 1-mm-Variante

uberprift wurden. Unter der Annahme, dass PCR-Inhibitoren vor allem futtermittel-
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und weniger partikelgroBenbedingt auftraten, wurden die ermittelten Effizienzen im
Anschluss auf die 4-mm-Varianten Ubertragen.

Zwischen den einzelnen Futtermischungen unterschieden sich die ermittelten
PCR-Effizienzen nur geringfligig (Abb. 17). Daher wurde zunéchst von gleichen
Effizienzen zur Berechnung der relativen 16S rDNA-Haufigkeiten ausgegangen
(Gleichung 6). Um zu prifen, inwieweit diese Annahme gerechtfertig war, wurden die
Ergebnisse der Real-time qPCR zusétzlich einer Effizienzkorrektur wie folgt unterzogen
(Pfaffl, 2001):

Effizienz (CTimin)

Futtermisc hung min

relativeHaufigkeider amplifizierten Ziel z =
elativeHaufigkeider amplifizierten Zielsequenz,, Efizions —

Futtermisc hung Probe

(7
mit:  Ct min = mittlerer Ct-Wert der Probe mit dem kleinsten mittleren C+-Wert
Crprobe = mittlerer Ct+-Wert der Probe
Effizienz ruttermischung min-~ = Effizienz der Futtermischung, in der der kleinste

mittlere Ct-Wert aufgetreten ist

entsprechende Probe gehort

Das Ergebnis der Effizienzkorrektur ist in Abbildung 20 dargestellt. Im Falle von R.
albus stellten sich gravierende Verdnderungen der Aussage in Bezug auf die
Futtermischungen 1 und Il heraus. Wahrend ohne Korrektur lediglich ein
Futterpartikeleffekt detektiert wurde, konnte nach der Effizienzkorrektur aulerdem ein
Einfluss der Futtermischung festgestellt werden (p = 0,02). Gegenliber den Mais- und
Grassilage enthaltenden Futtermischungen zeigten die Maissilage-betonten Mischungen
eine erhohte relative Haufigkeit der Ruminococcus-16S rDNA (p <0,05). Der
deutlichste Unterschied bestand zwischen Mischung | der 1-mm-Variante und
Mischung Il der 4-mm-Variante (p <0,05). Ein moglicher Effekt des Mais- und
Grassilageanteils im Futter auf die Abundanz von R. albus wirde folglich bei
ausschliel3licher Betrachtung der nicht korrigierten Real-time-gPCR-Ergebnisse nicht

erkannt werden.
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Abbildung 20: Relative Haufigkeit der 16S rDNA von R. albus und P. bryantii in
Abhéngigkeit der Futterpartikelgrofie sowie des Mais- und Grassilageanteils im Futter
nach Effizienzkorrektur (MW, s, n < 3); unterschiedliche Hochbuchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05)

Im Falle von P. bryantii ergab sich nach der Effizienzkorrektur ein &hnliches Bild wie
zuvor. Signifikante  Unterschiede bestanden auch hier zwischen beiden
Futterpartikelvarianten sowie zwischen den Mais- und Grassilage-betonten Mischungen
I und V (p <0,05). Dariiber hinaus bestatigte sich der vermutete Unterschied zwischen
den Mais- und Grassilage enthaltenden Mischungen Il und den Grassilage-betonten
Mischungen V (p <0,05). Auf Ebene der einzelnen Behandlungen waren innerhalb der
4-mm-Variante Unterschiede zwischen den Maissilage enthaltenden Mischungen und
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der Grassilage-betonten Mischung statistisch abzusichern (p <0,05). Demnach
zeichnete sich der beobachtete Trend zu héheren Gehalten an 16S rDNA von P. bryantii
in den Proben der Grassilage-betonten Mischungen nach der Effizienzkorrektur noch
deutlicher ab. Diesen Betrachtungen zufolge sollten die Ergebnisse der Real-time gPCR
auch unter Berlcksichtigung der Effizienzkorrektur diskutiert werden.

Die Normalisierung der Real-time-Daten erfolgte Uber den Einsatz gleicher
DNA-Mengen fir die PCR. Aufgrund dessen waren die ermittelten C+-Werte bzw.
relativen 16S rDNA-Haufigkeiten direkt miteinander zu vergleichen. Fur den einfachen
Vergleich der sechs Behandlungen war die Nutzung externer Standards oder eines
Referenzgens folglich nicht erforderlich. Die Bestimmung der DNA-Menge in den
Proben erfolgte fir die Real-time gPCR mit Hilfe des interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen ® anstatt am Spektrophotometer, da am Fluorometer
eine deutlich genauere Quantifizierung zu erwarten war (Sandaa et al., 1998). Wahrend
bei Messung der optischen Dichte am Spektrophotometer infolge auftretender
Verunreinigungen eine Uberschatzung der DNA-Konzentration in den Proben moglich
ist, schlieRt sich dies unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes aus. Dieser bindet
ausschlieBlich an doppelstrangige DNA und erlaubt damit deren direkte
Quantifizierung.

Die externen Standards aus Reinkulturen der beiden Spezies, die in dieser Arbeit zum
Einsatz kamen, dienten lediglich als Kontrolle fir die beiden PCR-Ldufe, die je
Organismus durchgefuhrt wurden. Da die ermittelten PCR-Effizienzen der beiden
Standards in den jeweils zwei aufeinander folgenden Laufen ahnlich ausfielen (R. albus:
1,93 vs. 1,86; P. bryantii: 1,53 vs. 1,60), wurde von einer entsprechenden
Wiederholbarkeit der PCR und der damit verbundenen Reaktionseffizienzen in den
einzelnen Proben ausgegangen.

Die Wiederholbarkeit der Messung wurde anhand von drei PCR-Ansétzen je Probe
uberpruft. Cr-Werte, die gegeniliber den anderen beiden der jeweiligen Probe um mehr
als einen C+—Wert abwichen, wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Im Falle von
R. albus wichen fur eine Probe der Futtermischung I_1mm (b) die Ct-Werte aller drei
PCR-Ansétze deutlich voneinander ab (Tab A13). Der Ausschluss einer Messung war
daher nicht moglich Dies erklart aber auch die hohe Standardabweichung in den
Abbildungen 18 und 20. Dartiber hinaus waren im Falle von P. bryantii fur zwei Proben
keine Standardabweichungen anzugeben (I1l_4mm_a und V_4mm_a), da fur jeweils

zwei der drei PCR-Produkte uneinheitliche Schmelzkurven auf eine unspezifische
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Amplifikation hindeuteten. Da aber in allen drei Féllen der vereinfacht ermittelte
Ct-Wert dem Trend der jeweiligen Behandlung folgte, sollten dies kaum verzerrend auf
die Ergebnisinterpretation gewirkt haben. Ursache fir die teilweise schlechte
Wiederholbarkeit der Reaktionen kdnnten Ungenauigkeiten beim Pippettieren sowie
beim anschlieBenden Mischen der PCR-Ansétze sein.

Zumeist fiel aber die Variabilitdt zwischen den einzelnen Wiederholungen der
Behandlungen deutlich groRer aus (Abb. 18-20) als zwischen den wiederholten
Messungen. Dies lasst auf einen gewissen Durchgangseffekt schlieRen, der jedoch, wie
die Ergebnisse der statistischen Auswertung erkennen lassen, gegenuber dem Einfluss
beider Priffaktoren geringer ausfiel.

Eine Kontamination der eingesetzten Chemikalien und Arbeitsmaterialen mit DNA der
Zielorganismen konnte anhand der mitgefiihrten Blindproben ausgeschlossen werden,
denn diese zeigten entweder einen Ct-Wert, der um mehr als 3,3 Zyklen tber der Probe
mit dem hdchsten Cr-Wert lag (Smith et al., 2006), oder beinhalteten Primerdimere
anstatt eines spezifischen PCR-Produktes (Abb. A2-A4).

R. albus

R. albus gehort zu den wichtigsten cellulolytisch aktiven Spezies im Pansen (Weimer,
1993, Forsberg et al., 1997, Dehority, 2003) und tritt daher vor allem partikelassoziiert
auf (Patterson et al, 1975, Morris und Cole, 1987, Koike et al., 2003a). Die Besiedlung
der Futterpartikel erfolgt relativ schnell (Morris und Cole, 1987). Eine deutliche
Vermehrung des Organismus ist aber erst nach deren Anheftung an die Partikel zu
beobachten (Koike et al., 2003a). Folglich ware zu vermuten, dass futtermittelbedingte
Verénderungen hinsichtlich der Abundanz von R. albus anhand der fliissigen Phase aus
dem Uberlauf kaum nachzuvollziehen sind. Koike et al. (2003a) zeigten jedoch, dass in
situ inkubiertes Knaulgras nach nur 10 min schon von 10° partikelassoziierten R.-albus-
Zellen/g T besiedelt ist. Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass bereits zu Beginn der
Inkubation eine beachtliche Menge an R.-albus-Zellen in der fliissigen Phase des
Panseninhaltes vorhanden gewesen sein muss. Dartiber hinaus beobachteten Fields et al.
(2000) anhand von F. succinogenes, einem anderen cellulolytisch aktiven Bakterium im
Pansen, dass Tochterzellen anheftender Organismen in die flissige Phase abgegeben
werden und anschlieBend andere Futterpartikel besiedeln. Je groRer folglich die
Population anheftender cellulolytischer Organismen ist, desto mehr freie Tochterzellen

sollten auch in der flussigen Phase des Pansens zu finden sein. Von Olschlager (2007)
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sind zumindest in der flissigen Phase des Panseninhaltes bereits rationsabhéngig
variierende Abundanzen von R. albus nachgewiesen worden. Quantitative
Veranderungen dieser Spezies sollten demnach auch anhand der Uberlaufflussigkeit aus
dem in dieser Arbeit verwendeten in vitro System nachzuvollziehen sein.

Die Ergebnisse der Real-time gPCR flr R. albus wiesen zunmindest auf einen Effekt
der FutterpartikelgrofRe hin. Tendenziell war in den Mischungen der 4-mm- gegeniber
der 1-mm-Variante weniger 16S rDNA des Organismus zu finden (Abb. 18 und 20).
Folglich scheint das feinere Vermahlen des Futters und die damit verbundene
Vergrolierung der angreifbaren Oberflache des pflanzlichen Materials positiv auf das
Wachstum des Bakteriums gewirkt zu haben. Da der Zellwandabbau durch
cellulolytische Bakterien im Pansen oft vom Inneren des Futterpartikels her nach aullen
gerichtet erfolgt (Weimer, 1996), sind entsprechende Spezies auf natiirliche Offnungen
der Pflanze sowie auf den Bruch der Partikel angewiesen (Chesson und Forsberg,
1997). Eine Bevorteilung von R. albus im Falle der 1-mm-Variante wére demnach
schlussig.

Auch in vivo lassen sich Hinweise auf einen Effekt der gewahlten FutterpartikelgroRRe
beziiglich R. albus erkennen. Olschlager (2007) konzipierte zwei Heu-basierte Rationen
niedrigen Konzentratanteils (20 %), die sich nur in Bezug auf die Hacksellange des
Heus unterschieden (6 und 30 mm), und verfiitterte diese an Rinder. Die
Quantifizierung erfolgte auch in dieser Untersuchung mit Hilfe der Real-time qPCR
sowie unter Verwendung der Primer (Tab. 16), die auch in der vorliegenden Arbeit zum
Einsatz kamen. Drei Stunden nach Futterung konnte die Autorin im Pansensaft der
Tiere, die das feiner gehdckselte Heu erhalten hatten, einen deutlich héheren Anteil von
R. albus an der Gesamtbakterienzahl feststellen als nach Einsatz des groberen Futters.
Unterschiede hinsichtlich der festen Phase des Pansneinhaltes lieBen sich allerdings

weder eine Stunde vor noch drei Stunden nach der Fltterung nachweisen.

Ein Effekt des Mais- und Grassilageanteils im Futter auf R. albus war zundchst nicht
erkennbar (Abb. 18), was in Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Autoren steht,
die ebenfalls weder einen Einfluss der Grobfutterquelle noch einen Effekt des
Konzentratanteils in der Ration auf die Abundanz des Organismus feststellen konnten
(Tab. 18). Nach erfolgter Effizienzkorrektur in der vorliegenden Arbeit zeigte sich
allerdings ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Maissilage enthaltenden

Futtermischungen | und I1l. Auf Ebene der einzelnen Behandlungen unterschieden sich
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aber lediglich die Futtermischung | der 1-mm-Variante und die Mischung Il der
PartikelgroBe 4 mm. Das tendenziell erhéhte Auftreten von R. albus in den
Maissilage-betonten gegentiber den Mais- und Grassilage enthaltenden Mischungen ist
nur schwer zu erkléren. Da das Bakterium keine amylolytische Aktivitét zeigt (Stewart
et al., 1997) und darlber hinaus auch relativ haufig in den Grassilage-betonten
Futtermischungen auftrat, liegt keine positive Beeinflussung durch den hoheren
Starkegehalt der Maissilage nahe. Ebenso wenig kann ein Zusammenhang zwischen den
Rohnéhrstoff-, NDF- sowie ADF-Gehalten und der Abundanz des Organismus
hergestellt werden (Tab. 2). Folglich mussen andere Faktoren eine Rolle gespielt haben,
die aber anhand der hier verfugbaren Daten nicht zu fassen sind.

Nach derzeitigem Kenntnisstand beziehen sich Untersuchungen, in denen ein
futtermittelbedingter Effekt auf die Abundanz von R. albus nachgewiesen wurde, nur
auf den Vergleich von Rationen hohen und niedrigen Konzentratanteils (Linden et al.,
1984, Martin et al., 2001, Olschlager, 2007). Sie liefern daher keine weiteren
Anhaltspunkte fir die Interpretation der eigenen Daten.

Inwiefern ein tatséchlicher Einfluss der Futtermischung auf den Organismus in vitro

bestand, muss daher offen bleiben.

Tabelle 18: Auswahl von in vivo Untersuchungen, in denen kein Einfluss der
verwendeten Ration auf die Abundanz von Ruminococcus albus nachgewiesen wurde

Referenz Ration Tierart | Digestaphase Meth_o_dg zur
Quantifizierung
Weimer et al Luzernesilage-
N Versus Rind Hybridisierung
1999 . .
Maissilage-basiert
Luzerneheu:Konzentrat Gfe Tt'esfﬂnaéjs
Koike und 800:200 g Schaf fliissiger Competetive
Kobayashi, 2001 500:500 g Phasge PCR
200:800 g
Mosoni et al., Heu versus .
2007 HewKonzentrat (1:1) | Sohaf Real-time qPCR
P. bryantii

Im Gegensatz zu R. albus zeigt P. bryantii kaum cellulolytische Aktivitat (Morris und
van Gylswyk, 1980, Fields et al. 1998). Allerdings weist P. bryantii im Vergleich zu
anderen Spezies im Pansen eine relativ hohe xylano- und pectinolytische Aktivitét auf,
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was darauf hindeutet, dass das Bakterium entscheidend am Abbau von
Strukturkohlenhydraten aus dem Futter beteiligt ist (Miyazaki et al., 1997, Matsui et al.,
2000). Folglich erstaunt es nicht, dass P. bryantii partikelassoziiert auftritt (Koike et al.,
2003b, Duval et al., 2007). Da das Bakterium aber auch auf l6slichen B-Glucanen und
Cellodextrinen wachst (Russell, 1985, Fields et al., 1998), ist es ebenso in der flussigen
Phase des Panseninhaltes zu finden (Tajima et al., 2001b). Ein futtermittelbedingt
unterschiedlich haufiges Auftreten dieser Spezies konnte daher bereits sowohl anhand
flissiger (Tajima et al., 2001b) als auch fester Phase (Duval et al., 2007) des Pansens
nachvollzogen werden. Demnach sollten auch hier quantitative Veranderungen des
Bakteriums anhand der Uberlauffliissigkeit aus den Fermentern nachzuvollziehen sein.
Die Ergebnisse der Real-time gPCR fur P. bryantii lassen zumindest sowohl in
Abhadngigkeit der eingesetzten Grobfutterquelle als auch der gewdhlten
FutterpartikelgroRRe deutliche Unterschiede zwischen den Behandlungen erkennen (Abb.
19 und 20). Unabhéngig von der FutterpartikelgréRe schien das Bakterium in den
Grassilage-betonten Mischungen deutlich 6fter aufgetreten zu sein als in den Maissilage
enthaltenden Varianten. Ursache hierfir kdnnten synergistische Beziehungen zwischen
cellulolytischen Spezies und P. bryantii sein. Zumindest wurde bereits mehrfach
nachgewiesen, dass der Abbau sowie die Nutzung von Hemicellulosen und Pektinen
durch verschiedene Prevotella-Spezies deutlich verbessert wird, wenn diese in Cokultur
mit R. flavefaciens oder F. succinogenes angezogen werden (Coen und Dehority, 1970,
Gradel und Dehority, 1972, Osborne und Dehority, 1989, Fondevila und Dehority,
1994). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass sich im Zuge des Celluloseabbaus
die Zugénglichkeit der Hemicellulosen und Pektine fur Nichtcellulolyten verbessert
(Dehority, 2003). Von einer erhohten cellulolytischen Aktivitdt in den
Grassilage-betonten Mischungen kann ausgegangen werden, da sich hier gegeniber den
Maissilage enthaltenden Mischungen ein héherer XF- bzw. ADF-Abbau andeutete
(Hildebrand, unvero6ffentlicht). Der erhohte Abbau der NDF (Hildebrand et al., 2008)
weist sowohl auf einen hoheren Abbau der Cellulose als auch der Hemicellulosen hin,
wobei letztere als Substrat fiir P. bryantii zur Verfiigung gestanden haben durften.
Mehrere Autoren weisen darauf hin, dass Prevotella-Spezies aufgrund ihrer hohen
proteolytischen Aktivitat entscheidend am Proteinabbau im Pansen beteiligt sind
(Wallace et al., 1993, Griswold et al., 1999). P. bryantii ist in der Lage, verschiedene
Proteine zu hydrolisieren und sollte daher im Gegensatz zu anderen Spezies einen

Vorteil beim Abbau der unterschiedlichen Proteine aus dem Futter haben (Griswold et
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al, 1999). Die hoheren XP-Gehalte in den Grassilage-betonten Mischungen und das
gleichzeitig verstarkte Auftreten der Spezies sprechen flr diese Hypothese. AuRerdem
konnte in vitro bereits nachgewiesen werden, dass eine steigende
Aminosdurenkonzentration im Medium die Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese
des Bakteriums erhoht (Cotta und Russell, 1982). Eine weitere Stimulierung des
Wachstums von P. bryantii wird allerdings durch den Einsatz von Peptiden erreicht,
aullerdem sinkt mit zunehmender Peptidkonzentration im Medium die De-novo-
Synthese der Aminosdauren in den Zellen (Atasoglu et al., 1998). Folglich ist das
Bakterium in der Lage Peptide aufzunehmen, anschlieBend zu hydrolisieren und die
freiwerdenden Aminosauren fiir den Aufbau des eigenen Proteins zu nutzen (Pittman et
al., 1967, Atasoglu et al, 1998). Hohere Gehalte an Nicht-Protein-
Stickstoffverbindungen in der Grassilage, zu denen auch Peptide und Aminoséuren
zahlen, konnten das Bakterium folglich auch gefordert haben.

Letztlich ist zu vermuten, dass sowohl der erhéhte Zellwandabbau als auch der hohe
Gehalt an XP bzw. Nicht-Protein-Stickstoffverbindungen zur Férderung des Wachstums
von P. bryantii in den Grassilage-betonten Mischungen flhrten. Einerseits sollte
aufgrund der verbesserten Zuganglichkeit von Hemicellulosen und Pektinen weit mehr
Substrat fur die Energiegewinnung zur Verfiigung gestanden haben. Andererseits stand
ausreichend Stickstoff sowohl aus zuvor zellwandgebundenen Proteinen als auch
leichtldslichen Stickstoffverbindungen zur Verfugung.

Weitere Versuchsergebnisse auf Basis einer Real-time gPCR lielen ein deutlich
vermehrtes Auftreten des Bakteriums bei Verabreichung einer Getreide-reichen im
Vergleich zu einer Heu-basierten Ration erkennen (Tajima et al., 2001b). Da P. bryantii
auch amylolytische Aktivitat aufweist (Avgustin et al., 1997), vermuteten die Autoren
einen positiven Effekt des hoheren Stdrkeanteils in der Getreide-betonten Ration.
Allerdings zeigt P. bryantii gegeniiber anderen Spezies im Pansen eine vergleichsweise
geringe amylolytische Aktivitat (Cotta et al.,, 1988). Das hé&ufigere Auftreten des
Bakteriums konnte folglich auch durch den erhéhten XP-Gehalt in der Getreide-reichen
Ration bedingt gewesen sein, was die eigenen Beobachtungen bestétigen wiirde.

Da P. bryantii in der Lage zu sein scheint, sowohl Stérke als auch Hemicellulosen und
Pektine zur Energiegewinnung zu nutzen, kénnte das verminderte Auftreten in den
Maissilage enthaltenden Mischungen auch alleinige Folge des geringeren

Stickstoffangebotes gewesen sein.
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In situ Untersuchungen von Duval et al. (2007) lieRen aber auch Substratpréferenzen
des Bakteriums erkennen, die ungeachtet der Stickstoffversorgung zu beobachten sind.
Die Autoren konzipierten zwei Grassilage-basierte Rationen mit einem Konzentratanteil
von 40 % und verfiitterten diese an Schafe. Variiert wurde lediglich der XP-Gehalt des
Konzentrates (13 versus 15 %). Nach vierwdchiger Adaptationsphase wurden je Schaf
drei verschiedene Getreidemehle 6 h in situ inkubiert (Gerste, Weizen, Mais).
AnschlieBend wurde jeder Nylonbeutel sorgféltig gewaschen und die DNA der
partikelassoziierten Mikroorganismen extrahiert. Im Ergebnis der folgenden
Real-time gPCR zeigte sich, dass P. bryantii unabhéngig vom XP-Gehalt der
eingesetzten Ration haufiger an Gerste als an Weizen und Mais gebunden vorkam. Da
die Gerste im Vergleich zu den anderen beiden Getreiden einen geringeren Starkegehalt
und bestenfalls einen dhnlichen XP-Gehalt wie der Weizen aufgewiesen haben sollte
(Deutsche Landwirtschafts-Gesellschaft, DLG, 1997), kann allein die Menge dieser
beiden Inhaltsstoffe nicht ausschlaggebend fiir das vermehrte Auftreten des Organismus
gewesen sein. Hier scheinen andere Faktoren, wie sie mdglicherweise auch im Falle der
in dieser Arbeit verwendeten Futtermischungen auftraten, eine Rolle gespielt zu haben.

Ein Effekt der gewéhlten PartikelgroRe auf die Abundanz von P. bryantii war wie im
Falle von R. albus lediglich zwischen beiden Futterpartikelgruppen zu beobachten,
wobei dieser allein auf die relativ geringen Mengen nachgewiesener
Prevotella-16S rDNA in den Maissilage enthaltenden Mischungen | und Il der
4-mm-Variante zurtckzufiihren ist (Abb. 19 und 20). Denn nach Inkubation der
Grassilage-betonten Mischung V trat das Bakterium ungeachtet der FutterpartikelgroRe
relativ haufig auf. Auch R. albus wurde im Falle der Grassilage-betonten Mischung V
kaum von der FutterpartikelgroRe beeinflusst (Abb. 18 und 20), ebenso wenig zeigten
sich partikelgrofienabhangige Unterschiede im Abbau der NDF (Hildebrand et al.,
2008). Eine dahnliche Aktivitat cellulolytischer sowie hemicellulolytischer und
pectinolytischer Spezies wie P. bryantii liegt daher nahe. Im Falle der Maissilage
enthaltenden Mischungen war dagegen auch fur R. albus mit zunehmender
FutterpartikelgrolRe tendenziell weniger 16S rDNA in den Proben nachzuweisen (Abb.
18 und 20). Die geringere Abundanz von P. bryantii in den Mischungen | und 111 der 4-
mm-Variante konnte demnach auf das weniger hdufige Auftreten von Cellulolyten
zuzufiihren sein, zu denen synergistische Beziehungen bestehen. Da sich aber letztlich
auf Ebene der einzelnen Behandlungen nur die beiden Grassilage-betonten Mischungen

signifikant von den Maissilage enthaltenden Mischungen | und 11l der 4-mm-Variante
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unterschieden (Abb. 20), sollte im Hinblick auf die Abundanz des Bakteriums von
einem deutlicheren Effekt der Grobfutterquelle als der gewahlten FutterpartikelgroRe

auszugehen sein.

4.2  Fluoreszenz in situ Hybridisierung

4.2.1 Material und Methoden

4.2.1.1 Versuchsdurchfuhrung

Fur Untersuchungen der mikrobiellen Gemeinschaften mit Hilfe der FISH wurde die
Durchfiihrung eines weiteren in vitro Versuches notwendig, um intakte Zellen gewinnen
zu konnen. Neben den Futtermischungen I, Il und V, die im Rahmen der
SSCP-Analyse und Real-time qPCR betrachtet worden waren, wurden hier zusétzlich
die Futtermischungen Il und IV (Vergleich 2.2) sowie die drei Einzelkomponenten der
Mischungen getestet. Da auBerdem geprift werden sollte, ob sich die
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften in Fermenter und Uberlauf
unterschied, wurden beide Mikrobenfraktionen beprobt. Aufgrund des relativ hohen
Zeitaufwands, der mit der Durchfiihrung von Pansensimulationen und FISH-Analysen
verbunden ist, wurde aber lediglich mit der 1-mm-Variante und mit nur einer
Wiederholung je Behandlung gearbeitet. Die Inkubation des Futters erfolgte wie unter
Abschnitt 2.1 beschrieben. Alle 8 Varianten wurden zeitgleich inkubiert.

4.2.1.2 Probengewinnung und —aufbereitung

Wie auch in den vorangegangen Versuchen erfolgte die Probenahme 13 Tage nach
Beginn der Inkubation. Unmittelbar nach Beendigung des Versuches wurde fiir jede
Behandlung sowohl aus dem Fermenter- als auch aus dem UberlaufgefaR je 1 ml Probe
gewonnen. Zur Fixierung der Mikroorganismen wurden die Suspensionen anschlief3end
mit je 1 ml 1 x PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung, pH 7,6; 137 mM Natriumchlorid,
2,7 mM Kaliumchlorid, 4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 1,4 mM
Kaliumdihydrogenphosphat) und 6 ml Paraformaldehyd (4 % [w/v] in 1 x PBS) versetzt
und 4 h bei 4°C inkubiert. Flr die spatere in situ Hybridisierung ist die Fixierung der
Zellen von zentraler Bedeutung. Das Paraformaldehyd bewirkt hierbei eine
Quervernetzung der Proteine in den Zellen und sorgt damit flr eine Stabilisierung der

Zellwénde. AuBerdem inaktiviert es Enzyme. Auf diesem Weg ist ein schnelles Abtéten
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der Mikroorganismen moglich, wobei aber deren Zellmorphologie weitgehend erhalten
bleibt und der Verlust von Nukleinsduren minimal ist.

Nach der Fixierung wurden 800 pl aus jeder Zellsuspension entnommen und diese
10 min bei 14000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert (Centrifuge 5403, Eppendorf).
Die erhaltene Zellmasse wurde daraufhin unter gleichen Bedingungen mit 800 pl
1 x PBS gewaschen, um dann fur eine Nachfixierung der Zellen tiber Nacht und deren
weitere Lagerung bei -20°C in 400 ul 1xPBS und 400 ul Ethanol (absolut)
aufgenommen zu werden.

Die  Hybridisierung der  Zellen sollte auf Polycarbonat-Membranfiltern
(PorengrélRe 0,2 um, Sartorius) erfolgen, was im Weiteren eine Fixierung der Zellen auf
den Filtern erforderte. Um eine gleichmélige Verteilung der Zellen auf der
Filteroberflache zu erreichen, mussten diese zundchst im Ultraschallbad vereinzelt
werden. Hierflr wurden je Probe 100 pl der fixierten Zellen mit 4,9 ml 1 x PBS und
5 ml einer 20 mM Natriumpyrophosphatldsung versetzt, die Suspension kurz gevortext
und anschlieBend bei 35kHz und 240 W 30s mit Ultraschall (Sonorex TK52H,
Bandelin) behandelt. Das Abfiltrieren der Proben erfolgte unter Verwendung von zwei
verschiedenen Vakuumfiltriereinheiten (verwendete Vakuumpumpen: Vakuumpumpe
DOA-P730 BN, Pall; G-Membranpumpe MZ2, Vacuubrand). Entsprechend der
gewahlten Filterdurchmesser von 25 wund 47 mm wurde zum einen ein
Polysulfon-Filter-Trichter (200 ml) der Firma Pall und zum anderen ein Glas-
Filtrationstrichter (250 ml) der Firma Sartorius und das entsprechende Zubehor fur die
Filtration genutzt. Als Stltzfilter diente hier ein Cellulose-Nitrat-Membranfilter
(Porengrofie 0,45 pum, Sartorius). Wéhrend fur die beiden Proben der Inkubation des
SES lediglich 2 ml der Zellsuspension auf die Polycarbonat-Membranfilter pipettiert
und abfiltriert wurden, kamen fir alle anderen Varianten jeweils 4 ml zum Einsatz. Die
Filter wurden mit 4 ml 1 x PBS sowie 4 ml sterilem Bidest gewaschen, luftgetrocknet

und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

4.2.1.3 Permeabilisierung der Zellen

Wiéhrend die Zellwand gramnegativer Bakterien fur niedermolekulare Verbindungen
wie die hier verwendeten fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden durchléssig ist,
kdnnen diese die mehrschichtige Zellwand grampositiver Bakterien wie auch die vieler
Archaeen nur unzureichend passieren. Aus diesem Grund war es erforderlich, im

Vorfeld der FISH fur entsprechende Organismen eine Behandlung der Filter zur
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Permeabilisierung der Zellwénde vorzunehmen. Um ein Ablosen der Zellen wéhrend
dieses Prozesses zu verhindern, wurden die Filter zuvor mit 0,1 %iger [w/v] Agarose
beschichtet. Fir die weitere Behandlung wurden die Filter unter Verwendung eines
Skalpells geviertelt.

Die Permeabilisierung der grampositiven Bakterien erfolgte mit Hilfe der Enzyme
Lysozym und Achromopeptidase nach einem modifizierten Protokoll von Pernthaler
und Pernthaler (2004). Je Probe wurde hierfur ein Filterviertel ausgewahlt und dieses
zungchst in 50 ml Lysozymldsung (0,05 mM EDTA, pH 8, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,
10 mg Lysozym/ml, 44700 U/mg (Sigma-Aldrich)) fur 30 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Filter zweimal in 50 ml Bidest und einmalig in 50 ml Ethanol
(absolut)  gewaschen. Nach ihrer  Trocknung wurden sie in 50 ml
Achromopeptidaselosung (0,01 M Natriumchlorid, 0,01 M Tris-HCI, pH8, 60U
Achromopeptidase/ml (Sigma-Aldrich)) fir 15 min bei 37°C inkubiert. Das Waschen
und Trocknen der Filter erfolgte wie zuvor beschrieben. Bis zu ihrer weiteren
Verwendung wurden die Filter nachfolgend bei -20°C gelagert.

Die Permeabilisierung der Archaeen erfolgte unter Verwendung von basischem
TE-Puffer. Hierflir wurden die gewdahlten Filterviertel in 50 ml 1 x TE-Puffer (pH 8)
3 min bei 60°C mit Mikrowellen (240 W, Laboratory Microwave Tissue Processor
BP-111-RS, Microwave Research & Applications) behandelt. Daraufhin wurden die
Filter kurz in destilliertem Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Im Falle der Archaeen
erfolgte die Hybridisierung der Zellen direkt im Anschluss an die Permeabilisierung.

4.2.1.4 Hybridisierung

Die FISH erfolgte mit Hilfe rRNA-gerichteter DNA-Oligonukleotidsonden, die an
ihrem 5°-Ende mit dem Fluorochrom Carbocyanin 3 (Cy3) markiert waren. Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Sonden sind in Tabelle 19 aufgeflihrt. Synthetisiert
wurden sie von den Firmen Operon, MWG-Biotech und Biomers. Entsprechend der
gewdhlten Sonden waren fir die Hybridisierungsreaktion unterschiedliche
Formamidkonzentrationen in den Hybridisierungspuffern zu verwenden (Tab. 20).
Wiéhrend die FISH unter Nutzung der Sonde BAC 303 ohne Formamid erfolgte, war fiir
die Sonde F. succ. ein Formamidgehalt von 50 % [v/v] im Hybridisierungspuffer
erforderlich. Fir alle Gbrigen Sonden enthielt der Puffer 35 % [v/v] Formamid. In
Abhangigkeit von der Formamidkonzentration im Hybridisierungspuffer variierte auch

die Zusammensetzung der jeweils verwendeten Waschpuffer (Tab. 20).
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Tabelle 19: Sequenzen der im

DNA-Oligonukleotidsonden

Rahmen dieser Arbeit fiir die FISH verwendeten

Ziel- Ziel s as
organismen Sonde EISH Sequenz 5°- 3 Referenz
GCT GCC TCC CGT Amann et al.,
EUB 338 AGG AGT 1990a
) 16S GCA GCC ACCCGT
Bacteria EUB 338 11 RNA AGG TGT Daims et al..
GCT GCC ACC CGT 1999
EUB 338 111 AGG TGT
16S GTG CTC CCC CGC | Stahl und Amann,
Archaea ARCHII5 | pNA CAATTCCT 1991
Methano- MB 1174 16S TAC CGT CGT CCA Raskin et al.,
bacteriaceae rRNA CTCCTTCCTC 1994
TGG AAG ATT CCC
LGC 354 A
Grampositive TACTGC
mit niedrigem 16S CGG AAG ATT CCC Meier et al.,
GC-Gehalt | FCC34B | pna TAC TGC 1999
(Firmicutes) CCG AAG ATT CCC
LGC 354 C TAC TGC
Gamma- 1 23S GCC TTC CCA
proteobacteria GAM 42a rRNA CATCGTTT Manz et al.,
Beta- 5 23S GCC TTCCCACTT 1992
proteobacteria BET 42a rRNA CGTTT
DELTA AGT TAG CCG GTG Loyetal.,
Delta- 495a 16S CTT CCT 2002
proteobacteria cDELTA rRNA | AGT TAG CCG GTG Macalady et al.,
4953° CTTCTT 2006
Bacteroides- BAC 303 16S CCA ATG TGG GGG Manz et al.,
Prevotella rRNA ACCTT 1996
Fibrobacter . suce 16S TGC CCC TGA ACT Amann et al.,
succinogenes ' ' rRNA ATC CAA GA 1990b

Betaproteobacteria eingesetzt

Gammaproteobacteria eingesetzt

unmarkierte Kompetitorsonde

auBerdem als nicht fluoreszenzmarkierte Kompetitorsonde wahrend der Hybridisierung der

auBerdem als nicht fluoreszenzmarkierte Kompetitorsonde wahrend der Hybridisierung der
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Tabelle 20: Zusammensetzung von 20 ml Hybridisierungs- und 50 ml Waschpuffer fur
die FISH in Abhéngigkeit von der verwendeten Formamidkonzentration

Formamidkonzentration im
Stammldésung Hybridisierungspuffer (% [v/v])

0 | 35° | 50 *
Hybridisierungspuffer
5 M Natriumchlorid 3,6 ml 3,6 ml 3,6 ml
1 M Tris-HCI, pH 8 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
Formamid - 7ml 10 ml
destilliertes Wasser 16 ml 7ml 4 mi
10 x Blocking-Reagent-Lésung® - 2 ml 2 ml
Dextransulfat - 100 mg/ml 100 mg/ml
SDS, 20 % [wi/v] 10 ul 20 ul 20 ul
Waschpuffer
5 M Natriumchlorid 9ml 0,8 ml 0,28 ml
1 M Tris-HCI, pH 8 1ml 1ml 1ml
0,5MEDTA - 0,5 ml 0,5 ml
destilliertes Wasser 40 ml 47,7 ml 48,22 ml
SDS, 20 % [wiV] 25 pul 25 ul 25 pl

" nach Pernthaler und Pernthaler (2004)
2 Blocking-Reagent (Roche) in Maleinsaure-Puffer (100 mM Maleinsaure, 150 mM Natriumchlorid,
pH 7,5)

Fur die Hybridisierung wurden die Filterviertel entsprechend ihres Durchmessers
entweder gedrittelt (25 mm) oder geviertelt (47 mm). Daraufhin wurde jeweils ein
Filterstick je Probe und Sonde in einem ReaktionsgefaR (0,2 ml PCR Gefal,
Eppendorf) platziert und mit 100 (25 mm) bzw. 150 pl (47 mm) des jeweiligen
Hybridisierungspuffers benetzt. Anschliefend wurden 10 bzw. 15 pl der jeweiligen
Sondenlésung (50 ng Sonde/ul) hinzu gegeben und durch Anschnipsen des
ReaktionsgeféaRes Puffer und Sonde gemischt. Die Hybridisierung wurde wie auch die
Permeabilisierung der Archaeen mit Hilfe von Mikrowellen vorgenommen. Da die
Mikrowellen das Eindringen der Sonde in die Zelle beschleunigen, war hierdurch eine
Verkurzung der Inkubationszeit moglich. Die ReaktionsgefalRe mit den Filtern wurden
in ein auf 46°C vorgewarmtes Wasserbad gelegt und 30 min bei 240 W in der oben
genannten Mikrowelle inkubiert. Das Stoppen der Reaktion sowie das Auswaschen
unspezifisch oder nicht gebundener Sonden erfolgten im Anschluss mit Hilfe des
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jeweiligen Waschpuffers. Die Filter wurden hierflr in den vorgewarmten Waschpuffer
uberfuhrt und 5 min bei 48°C im Brutschrank (Klein-Brutschrank, Typ B15, Heraeus
Instruments) inkubiert. Daraufhin wurden sie kurz in Bidest und abschliefend in
Ethanol (absolut) gewaschen und getrocknet.

Zur Visualisierung der Gesamtzellzahl auf den Filtern wurden die Zellen nach der
Hybridisierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)
gefarbt. Dieser Farbstoff lagert sich sequenzunspezifisch in die kleine Furche der
DNA-Doppelhelix ein und bindet hier bevorzugt an AT-reiche Regionen, wodurch seine
Fluoreszenz um etwa 20 % verstarkt wird. Die maximale Lichtabsorption und damit
maximale Anregung des DNA-gebundenen DAPI erfolgt bei einer Wellenldnge von
358 nm, das Emissionsmaximum liegt bei 463 nm. Das fur die FISH verwendete Cy3
hingegen zeigt ein Absorptions- und Emissionsmaximum von 549 bzw. 562 nm.
Demnach unterscheiden sich die Emissionsmaxima beider Farbstoffe hinreichend, um
deren Trennung mit Hilfe optischer Filter und Farbteiler am Fluoreszenzmikroskop zu
realisieren. Dies erlaubt eine Parallelfarbung der Zellen und l&sst eine Bestimmung des
Anteils hybridisierter Zellen an der Gesamtzellzahl zu, was letztendlich einen Vergleich
der Filter und Varianten untereinander ermdglicht.

Die DAPI-Farbung erfolgte hier mit dem Einbetten der Filter auf den Objekttragern in
Citifluor (AF1 Citifluor Mountant Solution, CITIFLUOR Ltd.) nach einem Protokoll
von Pernthaler et al. (2002). Hierfir wurde das Citifluor mit DAPI versetzt und die
Filter anschlieRend mit etwa 20 pl der Losung (1 pg DAPI/mI Citifluor) benetzt. Bis zu

ihrer mikroskopischen Auswertung wurden sie bei -20°C gelagert.

4.2.1.5 Mikroskopie und bildanalytische Auswertung

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte am ,,Axio Observer.Z1“ (Zeiss).
Mit Hilfe des gewahlten Objektivs (Plan-Achromat 63x/1,4 Oil DIC M27, Zeiss) wurde
unter Verwendung des entsprechenden Okulars (W-PL 10x/20 Br.foc, Zeiss) eine
630-fache GesamtvergrélRerung der Zellen erreicht. Fur die Detektion der hybridisierten
Zellen wurde der Filtersatz ,,43 HE Cy 3 (Zeiss) verwendet. Die DAPI-geféarbten
Zellen wurden durch den Filtersatz ,49 DAPI“ (Zeiss) sichtbar gemacht. Zur
Bilddokumentation wurde die monochrome Digitalkamera ,,AxioCam MRm® (Zeiss)

sowie die Software ,,AxioVision“ (v.4.6.3 SP1, Zeiss) genutzt.
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Die Quantifizierung der zu untersuchenden Mikroorganismengruppen erfolgte nicht
direkt am Mikroskop, sondern anhand von Aufnahmen der Fluoreszenzsignale. Es
wurden je Filter und Sonde 15 zuféllige Bilder (Belichtungszeit: DAPI =100 ms,
Cy3 =250 ms) gemacht, von denen im Anschluss zwischen 7 und 10 zur Auswertung
kamen. Mit Hilfe der Software ,Image]* (v.1.4.3.67, Rasband, 1997-2008) wurden
unter Verwendung des Zusatzmoduls ,,Cell Counter“ (De Vos, 2008) sowohl die
DAPI-geféarbten als auch die hybridisierten Zellen manuell gezahlt. Fir einen Vergleich
der Filter bzw. der verschiedenen Futtermischungen und Mikrobenfraktionen aus der
Pansensimulation wurde zun&chst die Anzahl hybridisierter Zellen auf einem Filter auf
die DAPI-gefarbten Zellen bezogen. Hieraus wurde bei Betrachtung der auf
Domanenebene ansetzenden Sonden EUB 338 I-111 und ARCH 915 ersichtlich, welcher
Anteil der DAPI-geféarbten Zellen Gberhaupt hybridisierbar war. Damit war im Weiteren
die Anzahl der auf niedrigerer phylogenetischer Ebene hybridisierten Zellen auf die im
Mittel fur eine Probe hybridisierbaren Bacteria (EUB 338 I-11I) bzw. Archaea
(ARCH 915) zu beziehen.

4.2.2 Ergebnisse

Aufgrund des Versuchsdesigns konnte nur auf eine Wiederholung je Behandlung
zurlickgegriffen werden. Daher erfolgte lediglich ein nominaler und kein statistischer
Vergleich der ermittelten Werte. Die in den folgenden Diagrammen angegebenen
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (s) resultieren aus den wiederholten
Z&hlungen, die flr jede der eingesetzten Sonden anhand mehrerer Bildaufnahmen
vorgenommen wurden. Gezadhlt wurden je Sonde und Probe mindestens 1000
DAPI-geféarbte Zellen. Die fir jedes Bild im Einzelnen erhobene Anzahl hybridisierter
sowie DAPI-gefarbter Zellen ist dem Anhang zu entnehmen (Tab. A14 und Al5).

Abbildung 21 zeigt zundchst die mittlere Gesamtzellzahl je Aufnahme, die flr jede der
Behandlungen auf den Filtern zu detektieren war. Direkt gegenibergestellt werden
jeweils die beiden Mikrobenfraktionen aus Fermenter und Uberlauf. Die Berechnung
der hier dargestellten Anzahl DAPI-gefarbter Zellen je Aufnahme basiert auf den
Werten, die im Rahmen der FISH mit den Sonden EUB I-11l;, ARCH 915 und MB 1174
erhoben wurden. Die im Zusammenhang mit den anderen Hybridisierungen ermittelten

Werte zur DAPI-Zahl konnten nicht berticksichtigt werden, da die FISH fiir einige
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Proben auf Filtern mit groRerem Durchmesser wiederholt werden musste, diese aber
eine geringere Zelldichte aufwiesen.

Deutlich zu erkennen in Abbildung 21 ist die erhdhte Gesamtzellzahl je Aufnahme in
den Fermenter- gegentiber den Uberlaufproben. Die dahingehend groRten Unterschiede
sind fir die beiden Maissilage-betonten Futtermischungen | und Il festzustellen. Im
Vergleich zu den Uberlaufen waren hier fir die Fermenter mehr als doppelt soviele
DAPI-gefarbte Zellen je Aufnahme zu zéhlen. Darlber hinaus lasst ein Vergleich der
einzelnen Behandlungen erkennen, dass die mittlere Gesamtzellzahl fur die
Fermenterproben mit zunehmendem Grassilageanteil im Futter abnahm. Fur die
Uberlaufproben dagegen war diese Beobachtung nicht zu machen. Im Falle der
Einzelfuttermittel zeigte die Grassilage gegeniber der Maissilage fir beide
Mikrobenfraktionen eine minimal erhohte Gesamtzellzahl je Aufnahme. Wie aus
Abbildung 21 aber auch hervorgeht, fuhrte die alleinige Inkubation von SES sowohl fiir
die Fermenter- als auch die Uberlaufproben zur Detektion der insgesamt hochsten
Zelldichte auf einem Bild.
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Abbildung 21: Mittlere Anzahl DAPI-geféarbter Zellen je Aufnahme, die im Rahmen
der Hybridisierung mit den Sonden EUB I-11l, ARCH 915 und MB 1174 detektiert
wurde (MW, s, n = 21), SES: Zellzahl je Bild um die geringere abfiltrierte Kulturmenge
korrigiert

Die Ergebnisse der Hybridisierungen, die unter Verwendung der auf Domanenebene
ansetzenden Sonden EUB I-1lIl und ARCH 915 durchgefiihrt wurden, sind in
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Abbildung 22 dargestellt. Wie hieraus hervorgeht, zeigte ein Grof3teil der Zellen ein
deutliches  Hybridisierungssignal unter Einsatz der EUB-Sonden. In den
Fermenterproben lag der Anteil dieser Zellen an den mit DAPI gefarbten Zellen
zwischen 61 und 77 %, in den Uberlaufproben zwischen 67 und 81 %. Der Anteil von
Zellen, die in den Uberlaufproben mit den EUB-Sonden hybridisierten, war gegeniiber
den Fermenterproben fur alle Futtervarianten bis auf die Grassilage leicht erhéht. Eine
gerichtete Verdanderung des Anteils EUB-hybridisierter Zellen an der Gesamtzellzahl in
Abhéngigkeit des Mais- bzw. Grassilageanteils im Futter war nicht zu beobachten.
Allerdings waren auch nach Einsatz der Sonde ARCH 915 weder in den Fermenter-
noch in den Uberlaufproben behandlungsabhingige Unterschiede in Bezug auf die Zahl
der hybridisierten  Zellen zu erkennen. Insgesamt machte der Anteil
ARCH-hybridisierter Zellen lediglich 4 - 10 % der Gesamtzellzahl aus, wobei dieser in
den Uberlaufen fur jede einzelne Behandlung geringer ausfiel als in den Fermentern.
Damit konnten letztlich unter Verwendung der Sonden EUB I-11l und ARCH 915
insgesamt 69 - 87 % bzw. 73 -85 % aller DAPI-gefarbten Zellen in den Fermenter-
bzw. Uberlaufproben hybridisiert werden.
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Abbildung 22: Prozentualer Anteil der mit den FISH-Sonden EUB I-111 und ARCH
915 hybridisierten Zellen an den mit DAPI geféarbten Zellen (MW, s, n=7)

Um die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften, die fir die acht
Behandlungen zu untersuchen waren, néher beschreiben zu kénnen, wurde im Weiteren

eine Hybridisierung auf niedrigerer phylogenentischer Ebene vorgenommen. Die
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Abbildungen 23-25 zeigen die Ergebnisse der FISH von Vertretern der Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Fibrobacteres und Euryarchaeota, die unter
Verwendung der in Tabelle 19 aufgefuhrten Sonden ermittelt wurden. Dargestellt hier
ist der Anteil hybridisierter Zellen an den EUB- bzw. ARCH-hybridisierbaren Zellen,
dessen Hohe sich anhand der in Abbildung 21 aufgefiihrten Ergebnisse ableiten lieR.
Wie aus Abbildung 23 hervorgeht, war unter Einsatz der Sonde BAC 303 ein relativ
grolRer Teil der EUB-hybridisierbaren Zellen (9 - 23 %) in den Fermenterproben zu
hybridisieren. Der Anteil LGC-hybridisierter Zellen machte lediglich 3 - 11 % aus, der
aller anderen nicht mehr als 3 % (Abb. 23 und 24).
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Abbildung 23: Anteil der mit den FISH-Sonden LGC 354 A-C, BAC 303, DELTA
495a und F. succ. hybridisierten Zellen bezogen auf die Anzahl EUB-hybridisierbarer
Zellen in den Proben (MW, s,8>n>7)

Unter Einsatz der Sonden BAC 303, LGC 354 A-C, DELTA 495a und F. succ. fiel der
Anteil hybridisierter Zellen fir jede einzelne Gruppe in den Uberlaufproben deutlich
geringer aus als in den Fermenterproben (Abb. 23). Das Verhéltnis der verschieden
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hybridisierten Zellen zueinander variierte sowohl zwischen den Behandlungen als auch
zwischen beiden Mikrobenfraktionen (Abb. 23).

Wie Abbildung 24 erkennen lasst, flihrte der Einsatz der beiden Sonden BET 42a und
GAM 42a zur Hybridisierung der Beta- und Gammaproteobacteria in den Uberldufen
zu einem deutlich héheren Anteil hybridisierter Zellen als in den Fermentern. Dariber
hinaus war fiir die Uberlaufproben eine Verschiebung des Verhaltnisses der beiden

Gruppen zugunsten der Betaproteobacteria zu beobachten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Anteil der mit den FISH-Sonden BET 42a und GAM 42a hybridisierten
Zellen bezogen auf die Anzahl EUB-hybridisierbarer Zellen in den Proben (MW, s,
10>n>7)

Gerichtete Verédnderungen in Abhangigkeit des Mais- bzw. Grassilageanteils im Futter
waren fir die hier untersuchten Organismengruppen beziiglich ihres Anteil an der
mikrobiellen Gemeinschaft nicht zu erkennen. Lediglich unter Einsatz der Sonde
MB 1174 zur Hybridisierung der Methanobacteriacea deutete sich fir die

Grassilage-betonten Futtermischungen in beiden Mikrobenfraktionen eine erhohte Zahl
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hybridisierter Zellen an (Abb. 25). Hier war der Anteil MB-hybridisierter an

ARCH-hybridisierbaren Zellen fur einige Proben mit bis zu 40 % vergleichsweise hoch.
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Abbildung 25: Anteil der mit der FISH-Sonde MB 1174 hybridisierten Zellen bezogen
auf die Anzahl ARCH-hybridisierbarer Zellen in den Proben (MW, s, n =7)

Ungeachtet der Hybridisierungen war anhand der DAPI-Farbungen eine Veranderung
der mikrobiellen Gemeinschaft in Abhéngigkeit des Mais- bzw. Grassilageanteils im
Futter nachzuvollziehen. Abbildung 26 zeigt typische Aufnahmen, wie sie fir die
einzelnen Behandlungen gemacht wurden. Hier wird am Beispiel der FISH fiir die
Gruppe der Methanobacteriaceae deutlich, dass mit steigendem Anteil der Maissilage
im Futter die Anzahl der in den Bildern markierten Zellpakete erheblich zunahm,
wahrend diese in den Maissilage-freien Behandlungen kaum oder gar nicht zu
detektieren waren. Da diese Zellpakete hdufig in groRBen Zellverbédnden aber auch
vereinzelt auftraten, war eine Quantifizierung in den Proben nicht moglich. Dartiber
hinaus erwies sich die Hybridisierung dieser Zellen als auBerordentlich schwierig. Sie
zeigten sowohl unter Verwendung Archaea- als auch Bacteria-spezifischer Sonden
(ARCH 915, EUB I-lll, MB 1174) eindeutige bis unzureichende

Hybridisierungssignale, die letztlich aber keine phylogenetische Zuordnung erlaubten.
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Abbildung 26: Beobachtete Zellpakete in den Fermenterproben fir die
Futtermischungen 1-V sowie die Einzelfuttermittel, Beispielaufnahmen zur FISH der
Methanobacteriaceae (blau: DAPI-gefarbte Zellen; rot: mit Sonde MB 1174
hybridisierte Zellen)
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4.2.3 Diskussion

Methode

Voraussetzung fur eine erfolgreiche Hybridisierung ist im ersten Schritt eine optimale
Fixierung der Zellen (Reyes et al., 1997, Hristova et al., 2000). Mit Hilfe der hier
gewéhlten Methode ist nach Moter und Gdbel (2000) eine ausreichende Penetration der
Zellen sowie gleichzeitig der weitgehende Erhalt der Zellmorphologie und RNA
mdoglich. Wahrend PFA, das auch in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kam, gut
geeignet ist, um gramnegative Bakterien sowie methanogene Archaea zu fixieren
(Amann et al., 1995a, Crocetti et al., 2006), werden fur Grampositive oft Ethanol-
basierte Verfahren empfohlen (Amann et al., 1995b, Moter und Gdébel, 2000). Werden
aber grampositive Bakterien, die mit PFA oder Formaldehyd fixiert wurden, vor ihrer
Hybridisierung mit Lysozym bzw. Lysozym und Achromopeptidase behandelt, so kann
eine Verbesserung ihrer Permeabilitét erreicht werden (Beimfohr et al., 1993, Honerlage
et al., 1995, Sekar et al., 2003). Daruber hinaus weisen Ergebnisse anderer Autoren
darauf hin, dass etliche grampositive Bakterien, die den Vormagen des Wiederkéuers
oder den Darmtrakt des Menschen besiedeln, auch nach alleiniger Fixierung mit PFA
ohne eine Lysozymbehandlung hybridisierbar sind (Shinkai und Kobayashi, 2007,
Franks et al., 1998, Al-Tamimi et al., 2005, Parracho et al., 2005). Ein Grofiteil der
Zellen in den Proben aus dem hier verwendeten in vitro System sollte demnach
erfolgreich fixiert worden sein.

Fur eine spezifische Bindung der Oligonucleotidsonden sind die gewahlten
Hybridisierungsbedingungen von erheblicher Bedeutung. Formamid kann eingesetzt
werden, um die Spezifik einer Sonde zu erhohen. Durch Schwachung der
Wasserstoffbriickenbindungen senkt das Formamid die Schmelztemperatur der DNA-
und RNA-Doppelstrange, so dass auch bei niedrigeren Temperaturen eine
Hybridisierung unter stringenten Bedingungen erfolgen kann (Moter und Gdébel, 2000).
Allerdings fuhren zu hohe Formamidgehalte im Hybridisierungspuffer oft zu einer
drastischen Senkung des Fluoreszenzsignals (Manz et al., 1992, Bond et al., 2001). In
der vorliegenden Arbeit wurden die Hybridisierungsbedingungen so gewahlt wie sie
nach Verifizierung anhand von Reinkulturen in der Literatur angegeben werden (Tab.
19). Lediglich im Falle der Sonde F. succ. war eine Neubestimmung der optimalen
Formamidkonzentration notwendig, da hierzu keine Angaben von den Autoren gemacht
wurden. Zwar empfehlen Shinkai und Kobayashi (2007) fur eine geringfligig gegentiber

F. succ. modifizierte Sonde einen Formamidgehalt von 70 % im Hybridisierungspuffer,
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jedoch erwiesen sich diese Bedingungen als ungeeignet. Daher wurden verschiedene
Formamidgehalte (0, 20, 35, 50 und 70 %) im Hybridisierungspuffer getestet. Das
deutlichste Fluoreszenzsignal zeigte sich schlieBlich bei einem Formamidgehalt von
50 %.

Die Signalintensitat hangt allerdings nicht allein von der Hybridisierung sondern auch
vom eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff sowie der Menge vorhandener rRNA in der Zelle
ab (Bouvier und del Giorgio, 2003). Lediglich aktive Zellen mit ausreichender
Ribosomenzahl zeigen nach ihrer Hybridisierung ein deutliches Fluoreszenzsignal
(Delong et al., 1989, Amann et al., 1995a, Moter und Gobel, 2000). Der
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 wurde gewéhlt, da er gegeniiber anderen Fluorochromen eine
relativ hohe Signalstabilitat sowie -intensitat aufweist (Wessendorf und Brelje, 1992)
und mit seiner Hilfe die Sensitivitadt der FISH erhoht werden kann (Glockner et al.,
1996).

Die Auswertung der FISH erfolgte anhand von hochaufgelosten Bildern. Damit lief}
sich die Belichtungsdauer der Proben auf ein Minimum reduzieren. Eine Abnahme der
Fluoreszenzsignale, wie sie wahrend langwieriger Z&hlprozesse am Mikroskop zu
beobachten ist, konnte demnach vermieden werden. Auflerdem erleichterten die
Aufnahmen das Zahlen deutlich und lieen eine genauere Quantifizierung zu.
DAPI-gefarbte Zellen lassen sich oft leichter differenzieren als hybridisierte Zellen
(Abb. 27), da das Auflosungsvermdgen des Mikroskops u.a. von der Wellenldnge des
emittierten Lichtes beeinflusst wird. Mit abnehmender Wellenldnge, wie im Falle des
DAPI-Farbstoffes, nimmt die Auflésung zu. Dagegen zeigen benachbarte, hybridisierte
Zellen haufig eine Uberlagerung ihrer Fluoreszenzsignale, da der zur Markierung der
Sonde eingesetzte Farbstoff oft langewelliges Licht emittiert. Aufgrund der relativ
hohen Zelldichte, die ein Teil der Proben aufwies, wére es daher im Falle einer Z&hlung
am Mikroskop wahrscheinlich zur Unterschatzung der Anzahl hybridisierter Zellen
gekommen. Die aufgenommenen Bilder aber konnten nach einer Splittung in die
Farbkanale Rot, Griin und Blau parallel ausgewertet werden.

Da Pernthaler et al. (2003) zufolge das Z&hlen von mehr als 1000 DAPI-geférbten
Zellen je Probe zu keiner weiteren Reduzierung der Variabilitdt paralleler
Hybridisierungen fihrt, wurde sich auch in der vorliegenden Arbeit auf dieses

Mindestmal beschrankt.



Abbildung 27: Uberlagerung des Fluoreszenzsignals benachbarter, hybridisierter
Zellen, links: DAPI-gefarbte und Cy3-markierte Zellen; rechts: DAPI-gefarbte Zellen
nach Rot/Grin/Blau-Splittung mittels ,,ImageJ* (v.1.4.3.67)

Fur den Vergleich der verschiedenen Behandlungen wurde der Anteil hybridisierter
Zellen an den EUB- bzw. ARCH-hybridisierbaren Zellen ermittelt. Der Anteil EUB-
und ARCH-hybridisierbarer Zellen an den DAPI-gefarbten Zellen variierte jedoch
erheblich zwischen den Behandlungen, so dass eine Verzerrung der Ergebnisse zu
erwarten war. Daher wurde die Anzahl der mit den einzelnen Sonden hybridisierten
Zellen zusétzlich auf die Anzahl der DAPI-gefarbten Zellen bezogen (Abb. 28). Im
Falle der verschiedenen Bakteriensonden war ein dhnliches Bild zu erkennen wie nach
Kalkulation des Anteils der hybridisierten Zellen an den EUB I-111 (Vergleich Abb. 23
und 23). In Bezug auf die Methanobacteriaceae allerdings ergab sich fir die Fraktion
aus den Fermentern eine Verschiebung (Abb. 29), was im Zuge der folgenden
Diskussion Beachtung finden soll. Wahrend sich zuvor in den Grassilage enthaltenden
Mischungen ein etwas hoherer Anteil dieser Organismen an den ARCH-
hybridisierbaren Zellen angedeutet hatte, stellte sich ihr Anteil in Bezug auf die DAPI-
gefarbten Zellen auch in der vorwiegend Maissilage enthaltenden Mischung I relativ
hoch dar. Der postulierte hohere Anteil Methanobacteriaceae in den Fermentern der
Grassilage enthaltenden Mischungen ist demnach nicht zwingend gegeben.

Auf eine absolute Quantifizierung wurde verzichtet, da die Zellen nach ihrer Fixierung
einem Waschschritt unterzogen wurden, der eine Zentrifugation notwendig machte. Da
hierbei nicht alle Zellen abgeschieden werden, wére die absolute Zellzahl in den Proben

unterschatzt worden.
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Abbildung 28: Anteil der mit den FISH-Sonden LGC 354 A-C, BAC 303, DELTA
495a, F. succ., BET 42a und GAM 42a hybridisierten Zellen bezogen auf die Anzahl
DAPI-geféarbter Zellen in den Proben (MW, s, 10 >n >7)
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Abbildung 29: Anteil der mit der FISH-Sonde MB 1174 hybridisierten Zellen bezogen
auf die Anzahl ARCH-hybridisierbarer (oben) bzw. DAPI-geféarbter (unten) Zellen in
den Proben (MW, s, n=7)
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Gesamtzellzahl

Bei Betrachtung der Gesamtzellzahlen fallt zunachst die hohe Anzahl DAPI-geférbter
Zellen auf, die nach alleiniger Inkubation des SES festzustellen war (Abb. 21). SES ist
ein eiweildreiches Konzentrat, das einen beachtlichen Anteil XP aufweist (Tab. 3), von
dem etwa zwei Drittel im Pansen relativ leicht 16slich sind (Mosimanyana und Mowat,
1992). Etwa ein Drittel der T besteht aus Stickstoff-freien Extraktstoffen. Der XF-
Gehalt ist gering (Tab. 3). Demnach liegt auch der Energiegehalt des SES tber dem von
Mais- und Grassilage (Deutsche Landwirtschafts-Gesellschaft, DLG, 1997). Im Falle
des SES wurden den Mikroorganismen folglich hthere Mengen an Protein und leicht
verfugbarer Energie in geldster Form angeboten, was die erhohte Zellzahl in der
flissigen Phase des Systems erklart. Nahe liegt, dass sich hier eine mikrobielle

Gemeinschaft etablierte, die einen enorm hohen Anteil proteolytischer Spezies aufwies.

In den Fermentern wurde nach Inkubation der Maissilage-betonten Futtermischungen |
und Il eine hohere Gesamtzellzahl detektiert als im Falle der Grassilage enthaltenden
Varianten (Abb. 21). Ursache hierfir konnte der hohere Gehalt an Starke in der
Maissilage gewesen sein. Diese ist im Gegensatz zu den Strukturkohlenhydraten der
Silagen relativ gut l6slich und kann daher schnell abgebaut und energetisch genutzt
werden (Sniffen et al., 1992). Ein in der Fermenterflissigkeit vermehrtes Auftreten von
Spezies, die vorwiegend Stérke und deren Abbauprodukte zur Energiegewinnung
nutzen, erscheint demnach plausibel. Ergebnisse aus einer Untersuchung von Dehority
und Grubb (1976) deuteten zumindest auf eine Erhohung des Anteils kultivierbarer,
amylolytischer Spezies im Pansen von Schafen, wenn diese anstatt nur Heu eine Ration
bestehend aus 60 % Mais und 40 % Heu angeboten bekamen.

In den Grassilage enthaltenden Varianten durfte dagegen ein hoherer Anteil
partikelassoziierter Spezies zu finden gewesen sein. Hierauf weisen zumindest die
groReren Mengen mikrobiellen Proteins dieser Fraktion sowie der erhéhte NDF- und
ADF-Abbau hin (Hildebrand, unveréffentlicht). Die niedrigere Gesamtzellzahl, die
gegenliber den Mischungen | und Il nach alleiniger Inkubation der Maissilage
festzustellen war, konnte auf die geringere Stickstoffversorgung der Mikroorganismen
zurlckzufuhren sein, denn hier stellten das leichtlosliche Protein und der
Nicht-Protein-Stickstoff aus der Maissilage sowie das Ammoniumchlorid aus der

Pufferldsung die einzigen Stickstoffquellen dar.
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In der Uberlaufflissigkeit lieR sich ungeachtet der Behandlung eine geringere Anzahl
DAPI-gefarbter Zellen je Aufnahme im Vergleich zur Fermenterfllssigkeit erkennen.
Die deutlichsten Unterschiede waren dabei fir die beiden Maissilage-betonten
Mischungen | und Il zu beobachten (Abb. 21). Die hochste Gesamtzellzahl zeigte sich
zwar auch hier fur das SES, allerdings war der zuvor beobachtete Trend abnehmender
Zellzahlen mit zunehmendem Grassilageanteil im Futter nicht mehr nachzuvollziehen.
Die Gesamtzellzahlen, die fur die Mischungen I-V sowie die beiden Silagen ermittelt
wurden, fielen im Vergleich der beiden Flussigkeiten &hnlich aus. Als Ursache wére
eine selektive Auswaschung verschiedener Mikroorganismen aus dem Fermenter oder
deren unterschiedlich starke Lyse im Uberlauf denkbar. Untersuchungen zu diesem

Themenkomplex sind nicht bekannt.

Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in Fermenter und Uberlauf
Mit Hilfe der auf Doménenebene ansetzenden Sonden EUB I-111 und ARCH 915 konnte
insgesamt ein relativ groRer Anteil (69-85 %) der DAPI-gefarbten Zellen in den Proben

aus Fermenter und Uberlauf hybridisiert werden. Dies zeigt, dass der Gberwiegende Teil
der fixierten Zellen fir die Sonden permeabel und hinreichende Mengen an
rRNA-Kopien vorhanden waren, um ein entsprechendes Fluoreszenzsignal zu
induzieren (Moter und Gdbel, 2000). Diejenigen Zellen, die mit keiner dieser Sonden
hybridisiert werden konnten, waren entweder nicht ausreichend permeabel oder
beinhalteten keine der Zielsequenzen. Bei einem Abgleich mit der RDP-Datenbank
deutete sich zumindest an, dass etwa 200000 (von 720000) Bacteria sowie 17600 (von
37000) Archaea unter Verwendung der EUB- und ARCH-Sonden nicht zu hybridisieren
sind.

Wie aus Abbildung 22 hevorgeht, war mit Hilfe der EUB-Sonden in den Uberlaufen ein
groRerer Anteil Zellen zu hybridisieren als in der Fermenterflissigkeit. Die Anzahl
ARCH-hybridisierbarer Zellen fiel in diesen Proben allerdings geringer aus. Diese
Ergebnisse konnten ebenfalls auf eine selektive Auswaschung verschiedener Spezies
oder deren unterschiedliche Empfindlichkeit gegentiber den Bedingungen im Uberlauf
hindeuten. Der geringere Anteil ARCH-hybridisierbarer Zellen in den Uberlaufen
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die strikt anaeroben Methanogenen einen Nachteil
in den nicht luftdicht abgeschlossenen Uberlaufen hatten. Ein vermehrtes Absterben
dieser Spezies wurde zudem den erhéhten Anteil EUB-hybridisierbarer Zellen erklaren.

Dieser konnte aber auch auf einen erhohten Anteil gramnegativer Bakterien in den
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Uberlaufen zuriickzufilhren sein, denn diese sind im Vergleich zu einigen
Grampositiven sehr viel leichter zu hybridisieren. Die Ergebnisse der FISH fir die
gramnegativen Beta- und Gammaproteobacteria wirden diese Hypothese stiitzen, denn
unabhingig von der Behandlung lag ihr Anteil in den Uberlaufen deutlich tiber dem in
den Fermentern (Abb. 24 und 28). Das obligat anaerobe Gammaproteobacterium
Ruminobacter amylophilus beispielsweise, das in hier nicht présentierten
Voruntersuchungen zur Real-time qPCR in den Proben nachzuweisen war, stellt ein
typisches Pansenbakterium mit hoher amylolyischer Aktivitat dar (Cotta, 1988). Da es
ausschliel3lich Starke und Maltose zu fermentieren vermag (Dehority, 2003), ist davon
auszugehen, dass es vorwiegend in der flissigen Phase sowie an Starkekdrnchen zu
finden ist (McAllister et al., 1990). Eine vermehrte Auswaschung aus dem Fermenter in
den Uberlauf ware daher moglich. Moglich wére aber auch, dass ein Bakterium wie R.
amylophilius, das auf eine leicht verfligbare Energiequelle wie Stirke angewiesen ist,
nur kurze Zeit nach Beginn der Inkubation eines neuen Futterbeutels ausreichend
Substrat vorfindet und zu einem spéateren Zeitpunkt bereits aus dem Fermenter
ausgewaschen ist.

Im Rahmen der zuvor durchgefiihrten Sequenzanalysen konnten allerdings auch einige
aerobe Beta- und Gammaproteobacteria nachgewiesen werden. Es fanden sich Vertreter
aus den Gattungen Burkholderia, Ralstonia, Commamonas und Methylomonas
(Vergleich 3.2.4). Erstere besiedeln u.a. aquatische Systeme und sind in der Lage auf
ein breites Spektrum an organischen Verbindungen als Kohlenstoff- oder Energiequelle
zurlickzugreifen. Es wird davon ausgegangen, dass sie am Abbau verschiedener
l6slicher Verbindungen aus dem Zerfall pflanzlichen Materials beteiligt sind (Madigan
und Martinko, 2006). Methylomonas-Spezies sind dagegen methanotrophe Organismen
und zur Energiegewinnung auf Einkohlenstoffverbindungen angewiesen (Seghers et al.,
2003, Eshinimaev et al, 2004, Madigan und Martinko, 2006). So sind sie in der Lage,
Methan mit Hilfe von Sauerstoff zu Methanol zu oxidieren (Hanson und Hanson, 1996).
Folglich sind Methylomonas-Spezies vor allem dort zu finden, wo Methan aus
anoxischen Bereichen in oxische Sphaeren gelangt (Madigan und Martinko, 2006). Da
in dem verwendeten in vitro System sowohl Methanogene als auch Methanotrophe
nachgewiesen werden konnten, mussen folglich fir beide Organismengruppen
entsprechend 6kologische Nischen zur Verfligung gestanden haben. Der Eintrag von
Sauerstoff in das System durfte vor allem wahrend des Futterbeutelwechsels und tber

die nicht ganz luftdicht abgeschlossenen UberlaufgefaRe stattgefunden haben. Aerobe
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Organismen hatten sich folglich vorzugsweise nach Beginn der Inkubation des neu
zugesetzten Futters und wahrend der Uberfilhrung der Uberlauffliissigkeit etablieren
konnen. Nach Verbrauch des Sauerstoffs im Fermenter sollten dagegen anaerobe
Spezies wie die Methanogenen einen Vorteil gehabt haben. Obligat aerobe Vertreter aus
den genannten Gattungen von Beta- und Gammaproteobacteria konnten demnach zum
Zeitpunkt der Probenahme aus dem Fermenter bereits zu einem groRen Teil
ausgewaschen gewesen sein. Hierin ldge zumindest ein weiterer Erklarungsansatz fir
deren haufigeres Auftreten in den Uberléufen.

Im Gegensatz dazu zeichnete sich unter Einsatz der Sonden BAC 303, LGC A-C,
DELTA 495a und F. succ. ein gegenlaufiges Bild ab. Hier lag der Anteil entsprechend
hybridisierter Zellen in den Uberlaufen unter dem in den Fermentern (Abb. 23 und 28).
Da mit Hilfe dieser Sonden eine Vielzahl typischer Pansenbakterien mit anaerobem
Stoffwechsel hybridisiert werden kdnnen, waére wie auch im Falle der Archaea ein
negativer Effekt des in die Uberlaufgefale eingetragenen Sauerstoffs oder deren spatere
Etablierung im Fermenter denkbar. Auflerdem sind eine Reihe von Vertretern der
Bacteroides-Prevotella, Firmicutes sowie Fibrobacteres vorwiegend partikelassoziiert
vorzufinden (Tajima et al., 1999, Koike et al., 2003b, Shinkai und Kobayashi, 2007)
und konnten aufgrund dessen weniger schnell ausgewaschen worden sein als andere
Spezies.

Die Hybridisierung der Methanobacteriaceae (MB 1174) lie} ebenfalls Unterschiede
zwischen den Orten der Probennahme erkennen (Abb. 29). Allerdings waren unter
Einsatz der Sonde MB 1174 keine gerichteten Veranderungen zu beobachten. Wahrend
sich fur einige der Behandlungen ein hoherer Anteil hybridisierter Methanobacteriacea
im Fermenter zeigte, war fir andere ein hoherer Anteil im Uberlauf zu finden.

Dariiber hinaus zeichnete sich in den Uberldufen gegeniiber den Fermentern ein
verschobenes Verhaltnis der einzelnen Organismengruppen zueinander ab (Abb. 23-25
und 28-29). Die mikrobiellen Gemeinschaften in Fermenter und Uberlauf sollte sich
diesen Beobachtungen zufolge deutlich unterschieden haben und sind nicht gleich zu
stellen. Einen weiteren Hinweis zur Stutzung dieser These liefern die variierenden
Aminosaurenmuster beider Mikrobenfraktionen, die im Rahmen des Teilprojektes von
Hildebrand (unveroffentlicht) ermittelt wurden. Unterschiede hinsichtlich des
Aminosaurenmusters der Mikroben aus Fermenter und Uberlauf waren dariiber hinaus
bereits in einer Untersuchung von Boguhn et al. (2006a) festgestellt worden, in der

unter Verwendung des gleichen in vitro Systems verschiedene TMR (totale
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Mischrationen) zum Einsatz kamen. Ferner lassen auch Ergebnisse aus SSCP-Analysen
Unterschiede zwischen den mikrobiellen Gemeinschaften in Fermenter und Uberlauf
erkennen (Strobel et al., 2008). Folglich ist kritisch zu hinterfragen, inwiefern die
alleinige Beprobung der Mikroben aus dem Fermenter oder dem Uberlauf ein
reprasentatives Ergebnis in Bezug auf das verwendete in vitro System und die sich

etablierende mikrobielle Gemeinschaft liefert.

Einfluss des Mais- und Grassilageanteils im Futter auf die Zusammensetzung der

mikrobiellen Gemeinschaft in Fermentern und Uberlaufen

Ein gerichteter Effekt des Mais- und Grassilageanteils im Futter auf die Abundanz
untersuchten Organismengruppen war nicht festzustellen (Abb. 22-25 und 28-29). Fir
das cellulolytisch aktive Bakterium F. succinogenes war aber nach alleiniger Inkubation
des SES ein deutlich verringertes Auftreten als nach Einsatz der Silagen zu erkennen
(Abb. 23 und 28). Wéhrend sein Anteil im Falle des SES nicht mehr als 0,4 % der
EUB-hybridisierbaren Zellen ausmachte, lag dieser nach Inkubation der Silage-haltigen
Futter zwischen 0,8 und 2,2% und damit in dem aus anderen Untersuchungen
bekannten Bereich von 0,8 %-8,5% (Briesacher, et al, 1992, Olschlager, 2007,
Stevenson und Weimer, 2007). Ursache fiir das geringe Auftreten im Falle des SES
sollte dessen geringerer Gehalt an Strukturkohlenhydraten gewesen sein (Tab. 3).

Den groBten Anteil der hybridisierbaren Organismen machten Vertreter der
Bacteroides-Prevotella und Firmicutes aus (Abb. 23 und 28). Bis zu 23 bzw. 11 % der
EUB-hybridisierbaren Zellen zeigten unter Verwendung der Sonden BAC 303 und LGC
A-C ein entsprechendes Fluoreszenzsignal. Relativ viele Vertreter dieser Gruppen
finden sich auch in Klonbanken, die auf Grundlage von Proben aus der fliissigen Phase
des Pansens von Rindern erstellt wurden (Tab. 21). Der Anteil der Firmicutes in den
Klonbanken fiel aber héher aus als in den eigenen Untersuchungen. Mdgliche Ursachen
hierfur konnten ein verzerrender Effekt der PCR (Vergleich 3.3.1) sowie die
unterschiedlichen Umweltbedingungen in vivo und in vitro sein. VVon entscheidender
Bedeutung sollte aber die Wahl der Sonden gewesen sein. Wie ein Vergleich mit der
RDP-Datenbank zeigte, sind unter Einsatz der in dieser Arbeit verwendeten
LGC-Sonden sehr viele Bacilli aber nur wenige Clostridia zu hybridisieren. Erstere
spielen aber im Pansen eher eine untergeordnete Rolle und treten in groReren Mengen
allenfalls bei Futterung Konzentrat-reicher Rationen auf (Stewart et al., 1997, Dehority,

2003). Die geringe Anzahl LGC-hybridisierbarer Zellen sollte daher auf die wenigen
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Bacilli im System oder einige Clostridia zurlickzufuhren sein, die mit diesen Sonden
dennoch hybridisiert werden konnen. Die Klonbanken wurden dagegen unter
Verwendung universeller Primer erstellt, die auch eine Amplifikation der im Pansen

haufig zu findenden Clostridia erlauben.

Tabelle 21: Prozentualer Anteil der 16S rDNA-Sequenzen in Klonbanken, die den
Firmicutes, den Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB) sowie den
Proteobacteria zuzuordnen sind und aus der flissigen Phase des Pansens von Rindern
stammen (erganzt nach Firkins und Yu, 2006)

Referenz Grobfutter/ Firmicutes | CFB Proteobacteria Primer
Konzentrat (Klone)
Whitford et al., 27f/11492R
1998 65/35 55 30 1 (31)
Tajima et al., 27f/1544R
1999 80/20 52 38 5 (84)
) 75/95 90 4 4 27f/1544R
Tajimaetal., (51)
2000 27f/1544R
4/96 72 22 0 (58)
) 100/0 25 67 3 3411/534R
Kocherginskaya (96)
et al., 2001 341f/534R
20/80 15 58 27 (107)
Ozutsumi et al., 27f/1544R
2005 66/34 59 34 1 (151)
530f/1492R
An et al., 2005 55/45 22 40 27 (197)

Der Anteil der Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides in den Klonbanken fiel
ebenfalls hoher aus als der, der in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der BAC-Sonde zu
ermitteln war. Die Abweichungen kdnnen auch hier methodisch bedingt sein. Vor allem
aber zéhlen zur Gruppe der Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides weit mehr
Organismen als unter Verwendung der Bacteroides-Prevotella-spezifischen Sonde
hybridisiert werden kénnen. Dazu kommt, dass in keiner der in Tabelle 21 aufgefiihrten
Untersuchungen mit vergleichbaren Futtermitteln gearbeitet wurde. Haufig diente als

Grobfutterquelle nur Heu anstatt Silagen.
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Beta-, Gamma- und Deltaproteobacteria machten gemeinsam zwischen 3 und 26 % der
EUB-hybridisierbaren Zellen in den Proben aus, was in etwa den Angaben aus anderen
Untersuchungen entspricht (Tab. 21).

Der Anteil der Archaea, die mit Hilfe der Sonde ARCH 915 hybridisiert werden
konnten, lag zwischen 4 und 10 % der DAPI-gefarbten Zellen (Abb. 22) und damit im
Bereich von Literaturangaben, die sich sowohl auf in vitro Systeme als auch den Pansen
beziehen (Sharp et al., 1998, Ziemer et al., 2000, Yanagita et al., 2000, Soliva et al.,
2004a). Behandlungsabhéangige Unterschiede hinsichtlich ihrer Abundanz waren nicht
festzustellen.

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus anderen in vitro Untersuchungen (Soliva et
al., 2004a und b) konnten in dieser Arbeit bis zu 35 % der nachgewiesenen Archaea als
Methanobacteriaceae identifiziert werden. In Abhéngigkeit des Mais- und
Grassilageanteils im Futter waren keine gerichteten Veranderungen hinsichtlich ihrer
Abundanz zu erkennen. Jedoch erwies sich ihr Anteil an der Gesamtzellzahl sowie in
Bezug auf die ARCH-hybridisierten Zellen nach Inkubation der Mischung Il, der
Maissilage und des SES als vergleichsweise gering (Abb. 29). Folglich sollten
behandlungsabhéngige  Unterschiede hinsichtlich der Zusammensetzung der
Archaea-Gemeinschaften in den Fermentern bestanden haben. Fur deren néhere
Analyse wurden daher weitere Sonden zur Hybridisierung der Methanomicrobiales,
Methanosarcina und Methanosaeta eingesetzt (Raskin et al., 1994), ohne jedoch eine
weitere Differenzierung darstellen zu konnen. Entweder wurden suboptimale
Hybridisierungsbedingungen eingestellt oder die Ubrigen Archaea gehorten anderen
Organismengruppen wie etwa den Thermoplasmatales an, die ebenfalls in diesem
System zu finden waren (Vergleich 3.2.4).

Eine futtermittelbedingt unterschiedliche Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaften deutete sich allerdings auch anhand der hybridisierten Bakterien an.
Zumindest variierte das Verhdltnis der einzelnen Organismengruppen zueinander
sichtlich (Abb. 23-24 und 28). Unter Einsatz der Sonden BAC 303 und LGC A-C waren
daruber hinaus in den Fermentern aber auch gleichgerichtete Verénderungen zu
beobachten. Mit abnehmendem Anteil BAC-hybridisierter Zellen verringerte sich auch
der Anteil LGC-hybridisierter Zellen. Ursache hierfir konnten synergistische
Interaktionen sein, wie sie etwa fur Ruminococcus- und Prevotella-Spezies bestehen
(Gradel und Dehority, 1972). Allerdings ware ebenso mdoglich, dass Vertreter beider
Gruppen auf dhnliche Substrate zugreifen.
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Ein gerichteter Effekt des Mais- und Grasilageanteils im Futter auf die mikrobielle
Zusammensetzung in den Fermenter- und Uberlaufproben zeigte sich letztlich aber nur
in Bezug auf die unterschiedlich hdufig detektierten Zellpakete (Abb. 26). Deren
Auftreten schien mit steigendem Maissilageanteil zuzunehmen. Da allerdings keine
einheitliche Hybridisierung dieser Zellen gelang, war deren phylogenetische Zuordnung
nicht méglich. Ihrer Form (Paket-artig) und GroRe (ca. 2 um) zu Folge kdnnte es sich
hierbei um grampositive Bakterien aus der Gattung Sarcina handeln. Diese obligaten
Anarobier vergéren verschiedene Zucker und wurden bereits in tierischen Exkrementen
nachgewiesen (Madigan und Martinko, 2006). Sie umgeben sich mit einer dicken,
fibrosen Zelluloseschicht, die das Ineinanderlaufen benachbarter Zellen zur Folge hat
und moglicherweise die Permeabilisierung der Zellen behindert. Allerdings weisen auch
etliche andere Bacteria und Archaea &hnliche phéanotypische Merkmale auf. Die

Festlegung auf eine bestimmte phylogenetische Gruppe ware daher vage.
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5.  Schlussbetrachtung und Ausblick

Die Innovation der vorliegenden Arbeit auf Basis einer in vitro Inkubation besteht in der
Kombination sowohl qualitativer Fingerprint- als auch quantitativer Methoden wie die
Real-time gPCR und die FISH zur Beschreibung der mikrobiellen Gemeinschaft im
Pansen. Als Einflussfaktoren wurden verschiedene Mais- und Grassilageanteile in
Futtermischungen sowie die FutterpartikelgroRe gewahlt. Im Folgenden sollen die
Ergebnisse entsprechender Analysen kurz zusammengefasst, Methoden-ubergreifend

betrachtet und Schlussfolgerungen gezogen werden.

Die Ergebnisse der SSCP-Analysen lieferten erste Hinweise auf strukturelle
Veranderungen der untersuchten Mikrobengemeinschaften in Abhéangigkeit beider
Einflussfaktoren. Die erstellten SSCP-Profile fur die Organismengruppen der
Clostridia, Bactreoides-Prevotella und Archaea zeigten deutliche Unterschiede bei
Variation der Silagenanteile. Die gewahlte FutterpartikelgroRe liel ebenfalls einen
Einfluss auf die Profile erkennen, war jedoch aufgrund der unterschiedlich
aufgetragenen DNA-Mengen im Falle der Archaea nicht eindeutig nachzuweisen. In
den korrespondierenden NMDS-Plots deutete sich dariiber hinaus eine gerichtete
Veranderung der SSCP-Profile an, die sowohl mit den Rohnahrstoff- und Fasergehalten
der Futtermischungen als auch mit der Futterpartikelgrdlle in Verbindung zu bringen
war.

Ferner ist die gute Wiederholbarkeit der SSCP-Profile fur die drei Wiederholungen je
Behandlung hervorzuheben. Damit bestatigte sich gleichzeitig die Reproduzierbarkeit
der in vitro Versuche. Bisherige in vitro Untersuchungen hatten den zeitlichen Aspekt
unbeachtet gelassen und lediglich die Wiederholbarkeit innerhalb eines

Versuchsdurchganges nachgewiesen.

Zur Steigerung der Effektivitat der Sequenzanalyse und Einbeziehung moglichst vieler
Banden wurde gepruft, inwiefern ein Einsatz von DNA-Mischproben der drei
Wiederholungen je Behandlung zu ahnlichen SSCP-Profilen fihrt wie fir die
Einzelproben und ob diese zur Sequenzierung genutzt werden konnen. Im Ergebnis
zeigte sich in den Mischprobenprofilen eine gute Reproduzierbarkeit der Banden aus
den Einzelproben, wenngleich einige Abweichungen zu beobachten waren. Ebenso lie

die vergleichende Sequenzanalyse erkennen, dass unter Verwendung der SSCP-Banden
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aus den Mischprobenprofilen ein fir die drei Einzelproben repréasentatives Ergebnis zu
erwarten ist.

Fur zuklnftige Arbeiten ware das Mischen der Einzelproben erst nach erfolgter PCR
und dem Einzelstrangverdau zu empfehlen. Auf diesem Wege waren einerseits Zeit-
und Materialaufwand bereits vor der Sequenzierung zu verringern. Andererseits sollte
sich die Reproduzierbarkeit der Einzelprobenprofile in der Mischprobe verbessern. Dies
durfte sich auch positiv auf das Ergebnis der Sequenzierung auswirken, da diese
Mischprobe nicht dem Einfluss der PCR unterliegt, sondern die enthaltenen Amplifikate
lediglich aus den Einzelproben stammen.

Die Sequenzierung ausgewahlter SSCP-Banden konnte nur bedingt die Hypothese einer
Faktoren-abhangigen Veranderung der Anteile einzelner Organismen an der
mikrobiellen Gemeinschaft unterstiitzen. Dies hat v.a. methodische Grunde. Die
Sequenzanalyse flr ausgewahlte SSCP-Banden der Clostridia-, Bacteroides-Prevotella-
und Archaea-spezifischen Profile zeigte, dass jede der Banden durch mehr als einen
Organismus représentiert wurde. Aullerdem waren einige Sequenzen in mehreren
Banden zu detektieren. Dies erschwerte die Interpretation der Sequenzdaten erheblich.
In zuklnftigen Untersuchungen sollten daher fiir SSCP-Analysen Primer zum Einsatz
kommen, die auf weitaus niedrigerer phylogenetischer Ebene ansetzen und damit eine
hohere Auflosung erlauben. Dartiber hinaus erwiesen sich die zur Darstellung der
Bacteroides-Prevotella-spezifischen SSCP-Profile gewahlten Primer als ungeeignet. Zu
empfehlen wére daher die Prifung anderer, wie der von Bartosch et al. (2004)
vorgeschlagenen Primer.

Beachtung fanden letztlich diejenigen Sequenzen, die ausschlieBlich in
behandlungsabhéngig aufgetretenen Banden nachzuweisen waren. Wenngleich
aufgrund der begrenzten Anzahl sequenzierter Klone nicht auszuschlielRen ist, dass
diese Sequenzen auch in anderen SSCP-Banden vorkamen, so kann deren Detektion
zumindest als Hinweis auf ein behandlungsabhangiges Auftreten entsprechender
Organismen gedeutet werden. Dies liefert Ansatzpunkte fir weitere, evtl. auch
guantitative Analysen. So ware beispielsweise zu prufen, inwiefern die im Rahmen
dieser Arbeit nachgewiesenen Roseburia-Spezies tatsachlich einen Vorteil in den
Grassilage enthaltenden Mischungen der groberen FutterpartikelgroRe hatten. Zu klaren

waére auch, ob der Einsatz von Grassilage tatsachlich zu einer erhdhten Abundanz der
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detektierten Methanosphaera-Spezies flihrt. Voraussetzung aber ware auch hier die

Verfligbarkeit entsprechender hoch-spezifischer Primer oder Sonden.

Im Ergebnis der quantitativen Untersuchungen bestétigte sich das Bild der
SSCP-Analysen. So fihrte die Inkubation des grober vermahlenen Futters im Falle der
Maissilage enthaltenden Mischungen zu einer verringerten Abundanz von
Ruminococcus albus und Prevotella bryantii. Da letztere Spezies auch
hemicellulolytische sowie pectinolytische Aktivitat zeigt, ist eine indirekte negative
Beeinflussung durch das verminderte Auftreten eines Cellulolyten wie R. albus
wahrscheinlich. Futtermittelbedingte Unterschiede hinsichtlich der Abundanz waren nur
flr P. bryantii festzustellen. Ursache fur das vermehrte Auftreten diese Organismus in
den vorwiegend Grassilage enthaltenden Mischungen konnte u.a. der im Vergleich
hohere XP-Gehalt bzw. hohe Anteil an Nicht-Protein-Stickstoff sein. Da das Bakterium
bei Verfugbarkeit von Peptiden und Aminoséuren zu einer effizienteren Proteinsynthese
befdhigt ist als unter Nutzung von anorganischem Stickstoff, lage hierin moglicherweise
eine Begrindung fir die hohere Effizienz der Proteinsynthese, die im Falle der
Grassilage enthaltenden Mischungen von Hildebrand et al. (2008) nachzuweisen war.
Eine veranderte Syntheseleistung der Mikroorganismen in vitro oder im Pansen kdnnte
daher auf die Forderung oder Hemmung entsprechend effizient arbeitender Spezies
zuruckzufiihren sein. Diese Hypothese misste zukinftig mit weiteren, systematischen

molekular- sowie mikrobiologischen Untersuchungen untersetzt werden.

Analog zu den soeben dargestellten Daten der Real-time gPCR lieRen auch die
Ergebnisse der FISH eine futtermittelbedingt unterschiedliche Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaften in vitro erkennen. Es zeichnete sich eine Verschiebung
der Relationen einzelner Organsimengruppen zueinander ab. Allerdings waren weder
fur die Gruppe der Bacteroides-Prevotella oder Firmicutes noch fur verschiedene
Proteobacteria gerichtete Verdnderungen zu beobachten. Der Einsatz von Sonden, die
auf niedrigerer phylogenetischer Ebene ansetzen, konnte wie auch im Falle der SSCP
mehr Aufschluss zu dieser Fragestellung bieten.

Die Verwendung der einzigen artspezifischen Sonde, die zur Detektion von Fibrobacter
succinogenes diente, zeigte eindeutig, dass flr diese Spezies keine Beeinflussung durch
die Anteile von Mais- und Grassilage in den Futtermischungen bestand. Die Abundanz

in der Uberlaufflissigkeit schien demnach wie fir R. albus unabhingig von der
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inkubierten Silage zu sein. Die Ergebnisse der DAPI-Farbung der Zellen deuten
dagegen auf gerichtete Veranderungen der untersuchten Mikrobengemeinschaften hin.
Mit zunehmendem Maissilageanteil im Futter nahm die Anzahl Paket-formiger
Zellzusammenschlusse zu. Hierbei handelte es sich offensichtlich um Spezies, die bei
Inkubation der Maissilage einen Vorteil hatten, deren phylogenetische Einordnung

allerdings nicht gelang.

Den dargestellten Ergebnissen zufolge fuhrte der Einsatz unterschiedlicher Mais- und
Grassilageanteile im Futter zu deutlichen Unterschieden in der Zusammensetzung der
ruminalen Mikrobengemeinschaft in vitro. Da auch das Aminosdurenmuster des
mikrobiellen Proteins sowie verschiedene Fermentationsparameter in Abhangigkeit der
eingesetzten Silagen variierten (Hildebrand et al., 2008, Hidlebrand, unveroffentlicht),
gilt die futtermittelbedingte Beeinflussung der mikrobiellen Gemeinschaften als
gesichert. Da Silagen ein sehr heterogenes Substrat darstellen und die enzymatische
Ausstattung einzelner Mikroorganismen, wenn Uberhaupt bekannt, sowohl extrem
spezialisiert als auch generalisiert sein kann, sind Aussagen Uber die tatsachliche
Ursache fiir das Auftreten einzelner Spezies kaum zu treffen.

Uberraschenderweise deutet sich in vitro eine hohere Effizienz der mikrobiellen
Proteinsynthese bei Austausch von Mais- gegen Grassilage an (Boguhn et al., 2006
Hildebrand et al., 2008), wogegen in vivo scheinbar umgekehrte Verhéltnisse vorliegen
(Givins und Rulquin, 2004). Der hiermit in Verbindung gebrachte Effekt einer besseren
Synchronisation der Stickstoff- und Energieversorgung bei Verfutterung von Maissilage
scheint demnach in vitro weniger Bedeutung zu haben. Nahe liegt, dass der
leichtlosliche Stickstoff aus der Grasssilage zwar schnell freigesetzt wird, das System
jedoch nur langsam verléasst und damit den Mikroorganismen auch wéhrend des Abbaus
der langsam fermentierbaren Substanz zur Verfiigung steht. Im nativen Pansen dagegen
wird frei werdender Stickstoff in Form von Ammoniak tiber die Pansenwand absorbiert.
Es ist daher sehr fraglich, ob eine Ubertragung der in vitro ermittelten Daten zum
Einfluss des Mais- und Grassilageanteils im Futter auf das Tier ohne Weiteres maglich

ist.

Weitere methodische Details, wie die gewahlte PartikelgroRe des zu inkubierenden
Futters, haben offensichtlich auch einen entscheidenden Einfluss auf die mikrobielle

Gemeinschaft und damit die in vitro ermittelten Daten. Da im Pansen Futterpartikel
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unterschiedlichster GroRe zu finden sind, wére maoglicherweise eine Inkubation in
OriginalgroRe oder einer Vermahlung bei verschiedenen Siebdurchgangen der Vorzug
zu geben. In jedem Falle wére eine Standardisierung und Validierung der
Pansensimulation wunschenswert, um die Vorteile einer in vitro Inkubation besser
nutzen und gleichzeitig die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen miteinander

vergleichen zu kdnnen.

Auch die Mikrobenfraktion, die als Referenz fir die mikrobielle Gemeinschaft sowie
die Bestimmung der Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese genutzt wird, variiert
zwischen verschiedenen Untersuchungen. Um eine Vergleichbarkeit mit Literaturdaten
zu gewahrleisten, ermittelten Hildebrand et al. (2008) die Effizienz der mikrobiellen
Proteinsynthese anhand der Mikroben aus den Uberlaufen. In Anlehnung an dieses
Komplementérprojekt erfolgten auch in der vorliegenden Arbeit die SSCP-Analysen
sowie die Real-time qPCR anhand dieser Mikrobenfraktion. Der im Rahmen der FISH
durchgefiihrte Vergleich der Organismen in der Fermenter- und Uberlaufflissigkeit lieR
aber deutliche Unterschiede zwischen den Mikrobenfraktionen erkennen. Ob diese
durch den Sauerstoffeintrag, zeitlich bedingte Verénderungen der mikrobiellen
Gemeinschaft oder eine unterschiedliche Auswaschung aus dem Fermenter verursacht
wurden, muss offen bleiben. In jedem Falle fanden sich neben vielen anaeroben auch
etliche obligat aerob lebende Spezies in der Uberlaufflissigkeit. Aerobe sind aber auch
im Pansen des Wiederk&uers nicht Ungewohnliches, da auch hier ein Sauerstoffeintrag
uber den Schlund sowie das Futter erfolgt. Um alle der eben genannten Storfaktoren
ausschlieBen zu koénnen und ein reprasentatives Ergebnis im Hinblick auf die an der
Fermentation beteiligten Spezies zu erhalten, ware eine tdglich mehrfache Beprobung

des Fermenters moglicherweise von Vorteil.
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Zusammenfassung

Das Verstandnis um die im Pansen ablaufenden mikrobiellen Prozesse sowie das
Wissen um die daran beteiligten Mikroorganismen sind Voraussetzung zur gezielten
Optimierung von Futterrationen fur Wiederkauer.

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte mit Hilfe molekularbiologischer Methoden
geklart werden, welchen Einfluss unterschiedliche Anteile von Mais- und Grassilage in
Futtermischungen auf die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Pansen
haben. Zur Gewinnung mikrobieller Masse und Isolation von DNA wurde eine
Pansensimulation (Rusitec) gewahlt, da in vitro Systeme gegeniiber dem Tier besser
kontrollierbar und standardisierbar sind. Da die angreifbare Oberflache des pflanzlichen
Materials ein wichtiger Parameter fur den Grad des fermentativen Abbaus des Futters
und damit fir die mikrobielle Gemeinschaft ist, wurde zusatzlich der Vermahlungsgrad
und damit die FutterpartikelgroRe variiert.

Zunéchst wurden drei verschiedene Futtermischungen in einem semi-kontinuierlichen
Pansensimulationssystem inkubiert. Diese enthielten jeweils 10 % Sojaextraktionsschrot
sowie 90 % Mais- und Grassilage in variierenden Anteilen (1:0; 0,5:0,5; 0:1 auf Basis
der Trockensubstanz, T). Zur Prufung des Effektes der FutterpartikelgroRe wurde das
Futter auf 1 und 4 mm Siebdurchgang vermahlen. Je Behandlung wurden drei
Wiederholungen angesetzt, die in drei verschiedenen Versuchsdurchgéngen realisiert
wurden.

Die Probenahme erfolgte stets am 14. Tag der Inkubation. Mittels
Differentialzentrifugation wurden die Mikroorganismen aus der Uberlaufflissigkeit
abgeschieden und deren genomische DNA extrahiert. Zur Darstellung struktureller
Unterschiede der Mikrobengemeinschaften wurden anschlielend auf Grundlage von
Teilsequenzen des 16S rRNA-Gens spezifische SSCP-Profile (single strand
conformation polymorphism) fur die Gruppen Clostridia, Bacteroides-Prevotella und
Archaea erstellt. Es war eine sehr gute Wiederholbarkeit fur die SSCP-Profile der drei
Wiederholungen je Behandlung zu beobachten, was gleichzeitig auf eine entsprechende
Reproduzierbarkeit der in vitro Versuche deutete. Die Profile aller drei
Organismengruppen variierten in Abhdngigkeit der Anteile der Silagen in den
Futtermischungen deutlich. Auferdem war im Falle der Clostridia und
Bacteroides-Prevotella ein Effekt der FutterpartikelgréRe nachweisbar. In den

korrespondierenden NMDS (nichtmetrische multidimensionale Skalierung)-Plots war
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darliber hinaus eine gerichtete Veranderung der SSCP-Profile zu erkennen. Diese
konnte auf den zunehmenden Gehalt an Rohprotein, Rohfett und Rohfaser in den
Grassilage enthaltenden Futtermischungen sowie auf die gewahlte FutterpartikelgroRe
zurlickgefuhrt werden.

Die Sequenzanalyse ausgewahlter SSCP-Banden sollte Aufschluss darlber geben,
welche Organismen behandlungsabhéngig auftraten. Im Vorfeld konnte gezeigt werden,
dass der Einsatz von DNA-Mischproben der drei Wiederholungen je Behandlung
ahnliche SSCP-Profile bedingte wie die korrespondierenden Einzelproben und dass die
Sequenzierung von Banden aus den Profilen der Mischproben zu reprasentativen
Ergebnissen in Bezug auf die Einzelproben fiihrte. Demnach wurde zur Sequenzierung
ausschlieBlich auf die Banden aus den Mischprobenprofilen zuriickgegriffen.

Im Zuge der Sequenzanalyse einzelner SSCP-Banden war festzustellen, dass diese
haufig durch weit mehr als einen Organismus reprasentiert wurden. Es fanden sich
sowohl identische Sequenzen in mehreren Banden als auch behandlungsabhéngig
aufgetretene  Sequenzen in einzelnen SSCP-Banden. Inwiefern entsprechende
Organismen tatsachlich einem Einfluss der eingesetzten Futtermischungen oder
gewadhlten Partikelgro3e unterlagen, wére in weiterfihrenden Untersuchungen mit Hilfe
quantitativer Methoden zu kléren.

Um behandlungsabhéngige Unterschiede auf Ebene einzelner Spezies quantitativ
nachzuweisen, wurde eine Real-time quantitative (q)PCR fur Ruminococcus albus und
Prevotella bryantii durchgefuhrt. Im Ergebnis war flr beide Spezies, die vor allem
partikelassoziiert vorkommen, bei einer PartikelgroBe von 4 mm eine geringere
Abundanz festzustellen. Die Verminderung der angreifbaren Oberfliche des
pflanzlichen Materials konnte hier limitierend gewirkt haben. Dartiber hinaus lieRen
zunehmende Grassilageanteile im Futter einen positiven Effekt auf P. bryantii erkennen.
Da dieses Bakterium aktiv in den Stickstoff-Stoffwechsel im Pansen eingreift, konnte
sein vermehrtes Auftreten auf die hoheren Gehalte an Rohprotein  bzw.
Nichtprotein-Stickstoff-Verbindungen in den Grassilage enthaltenden Mischungen
zurlickgefuhrt werden. Die Ergebnisse der Real-time qPCR bestatigten damit die
anhand der SSCP-Profile vermuteten strukturellen Unterschiede zwischen den
untersuchten Mikrobengemeinschaften.

In einem weiteren in vitro Versuch wurden sowohl die im ersten Versuch verwendeten
Futtermischungen als auch zwei weitere, die ein Mais-/Grassilageverhaltnis von
0,75:0,25 und 0,25:0,75 aufwiesen, sowie die drei Einzelfuttermittel (Mais-, Grassilage
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und Sojaextraktionsschrot) mit einer PartikelgroBe von 1 mm in einfacher
Wiederholung  inkubiert.  Der  Versuch diente der Beschreibung  der
Mikrobengemeinschaften anhand einer PCR-unabhangigen Methode, der Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH). AuRerdem wurde die Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaften in Fermenter und Uberlauf miteinander verglichen. Das Ergebnis der
FISH lieR auf deutliche Verschiebungen der Relationen einzelner Organismengruppen
zueinander in Abhéngigkeit der Futtermischung schlieRen. Gerichtete Veranderungen in
Abhéngigkeit der eingesetzten Silageanteile waren aber nur anhand der
DAPI(4',6-Diamidino-2-phenylindol)-gefarbten Zellen zu beobachten. So deutete sich
mit zunehmendem Maissilageanteil im Futter ein vermehrtes Auftreten Paket-férmiger
Zellzusammenschlisse an. Eine phylogenetische Einordnung dieser Spezies gelang
nicht.

Unterschiede lieRen sich dartber hinaus auch zwischen den Mikrobenfaktionen in
Fermenter und Uberlauf erkennen. Waihrend in den Fermentern die
Bacteroides-Prevotella (9-23 %) sowie die Firmicutes (3-11 %) den grofiten Anteil der
hybridisierten Zellen ausmachten, war in den Uberlaufen auRerdem ein erhohter Anteil
Beta- sowie Gammaproteobacteria zu finden (4-16 %). Es muss daher Kkritisch
hinterfragt werden, welche in vitro gewonnene Mikrobenfraktion repréasentativ fur die
gesamte Mikrobengemeinschaft ist.

In Zusammenfassung dieser Untersuchung konnte demnach mit Hilfe verschiedener
molekularbiologischer Methoden nachgewiesen werden, dass sich die mikrobielle
Gemeinschaft in vitro in Abhangigkeit der Mais- und Grassilageanteile im Futter dndert.
Dies konnte die Ursache der in einer assoziierten Untersuchung festgestellten erhéhten
Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese mit zunehmendem Grassilageanteil in der
Futtermischung sein. Der deutliche Effekt der gewéhlten Futterpartikelgrofie auf die in
vitro ermittelten Daten legt eine Standardisierung des Vermahlungsgrades des zu
inkubierenden Futters nahe.

Von einer Ubertragung dieser Ergebnisse auf das Tier sollte ohne vorherige Priifung
Abstand genommen werden, da inshesondere die im Pansen stattfindenden
Absorptionsvorgange der Fermentationsprodukte innerhalb des verwendeten

Simulationssystems nicht bericksichtigt wurden.
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Summary

The understanding of microbial processes in the rumen as well as the knowledge of
microorganisms involved are important for optimising ruminant rations.

This study was conducted to investigate the influence of different maize silage to grass
silage ratios in ruminant rations on the composition of ruminal microbial community by
using molecular techniques. A semi-continuous rumen simulation technique (Rusitec)
was chosen for obtaining microbial mass and DNA as in vitro systems are easier to
manage and standardise than in vivo studies. Since the accessible surface area of plant
material is an important parameter for the fermentation of feed and thus for the
microbial community, the feed particle size was also varied.

In a first experiment three different rations that contained 10 % soybean meal as well as
maize silage and grass silage in different ratios (1:0; 0,5:0,5; 0:1 on dry matter basis)
were incubated. In order to study the effect of feed particle size the rations were dried
and ground through sieves with a 1 or 4 mm screen. Three replicates per treatment were
used during three successive experimental runs.

Samples were taken after 13 days of incubation. Microbes were isolated from the liquid
effluent by stepwise centrifugation and genomic DNA of the microbial community was
extracted. Structural differences of microbial communities were assessed by PCR-SSCP
(single strand conformation polymorphism ) analysis of 16S rDNA fragments amplified
using primers specific for Clostridia, Bacteroides-Prevotella or Archaea. SSCP profiles
of the three replicates per treatment showed a good reproducibility, thus indicating a
suitable repeatability of the in vitro experiments. The inclusion levels of different
silages led to significant differences within group specific profiles. An additional effect
of the feed particle size was detected for Clostridia and Bacteroides-Prevotella.
Furthermore the corresponding NMDS (non-metric multidimensional scaling) plots
revealed a shift of the SSCP profiles which could be attributed to the higher content of
crude protein, ether extract and crude fibre in grass silage as well as to the particle size
of the incubated feed.

In order to identify organisms which occurred in dependence on certain treatments
16S rDNA-fragments were extracted from single SSCP bands and sequenced after
reamplification and cloning. PCR products of mixed DNA samples of the three
replicates per treatment showed similar SSCP profiles as the PCR products of the

corresponding individual samples. Moreover, sequence analyses of bands cut out from
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profiles of mixed samples gave representative results with respect to the corresponding
bands in profiles of individual samples. Therefore, sequencing was restricted to bands
from profiles of mixed samples.

Results of the sequence analyses showed that each band was represented by more than
one organism. On the one hand identical sequences were found to be present in several
bands. On the other hand sequences were detected which seemed to occur in
dependence on treatment. To what extent the respective organisms were actually
influenced by maize silage to grass silage proportion in ration or the feed particle size
has to be verified in further studies by using quantitative methods.

In order to detect quantitative differences at species level in this study real time
quantitative (q) PCR was carried out for Ruminococcus albus and Prevotella bryantii.
Both species which are known to be particle-associated bacteria showed a lower
abundance after incubation of feed ground to pass a 4 mm sieve. The reduction in
surface area of plant material can be considered as a limiting factor for species growth.
Results also suggested a higher abundance of P. bryantii with increasing grass silage
proportion in the rations. Due to the fact that this bacterium is involved in the ruminal
nitrogen metabolism its higher abundance may have been caused to the higher contents
of crude protein and non-protein nitrogen compounds in the grass silage containing
rations. Thus, the results of the real time qPCR confirmed the results of the SSCP

analyses which indicated structural differences between microbial communities.

In a second in vitro experiment the same rations as in the first experiment as well as two
further rations (maize silage to grass silage ratios: 0,75:0,25 and 0,25:0,75) and single
feed components (maize silage, grass silage, soybean meal) were used. Rations were
only ground through a 1 mm screen. Incubation was carried out once per treatment.
Fresh and intact cells for an analysis of the microbial communities by a non PCR based
method, the fluorescence in situ hybridization (FISH), were taken. A further objective
was to compare the composition of microbial communities in the fermenter vessels and
the liquid effluent was compared to each other.

The results of the FISH indicated different relations of several organism groups to each
other in dependence on the incubated feed. A shift of microbial communities depending
on the maize silage to grass silage ratio was only detectable by DAPI

(4',6-Diamidino-2-phenylindole) staining of the cells. Thus, an increased amount of a
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certain kind of cells which were clustered in packages seemed to appear with increasing
maize silage content of the incubated feed. A phylogenetic identification of these
species was not possible. Differences were observed between microbial factions
obtained from the fermenter vessels and the liquid effluent. While in the fermenter
vessels a higher amount of Bacteroides-Prevotella (9-23%) and Firmicutes (3-11%)
was detected, a lot of cells were also identified as Beta- and Gammaproteobacteria (4-
16%) in the liquid effluents. This gives further support to the hypothesis, that it is
difficult to obtain a microbial fraction that is representative for the microbial community
as a whole.

In conclusion this study showed by using different molecular techniques that the
microbial communities in vitro varied in dependence on the maize to grass silage
proportions in ruminant rations. The changes of microbial community may have been
caused a higher efficiency of microbial protein synthesis in grass silage rich rations
found in an associated study. The significant effect of the feed particle size suggests that
a standardisation of the grinding is needed in in vitro experiments.

Results of the present study cannot be transferred to the situation in a functional rumen
without further studies on the comparability of results.
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Anhang

Tabelle Al: Zusammensetzung

Anlehnung an McDougall, 1948

Chemikalien

mM

Natriumchlorid

8,04

Kaliumchlorid

7,65

Kalziumchlorid

0,22

Magnesiumchlorid

0,63

Natriumhyrogenphosphat

26,20

Natriumhydrogencarbonat

117,9

der Pufferlosung fur die Pansensimulation (in

Tabelle A2: Verdaulichkeit der Rohnahrstoffe und berechnete Energiegehalte in den
Futtermischungen (MW, s; n = 4)

Rohnahrstoffverdaulichkeit

Energiegehalt

(%) MJ/kg T
. Organische N-freie

Futtermischung Substanz XP XL XF | Extrakt-| ME | NEL
stoffe

I 78,9 74,3 84,0 64,8 83,6 116 | 7,1
1,1 2,4 1,7 33 0,3

I 79,7 77,3 75,4 72,7 83,1 115 | 71
1,7 1,9 4,7 34 1,3

Il 80,7 78,3 77,1 74,6 84,1 116 | 7,1
0,4 1,0 2,5 0,9 0,1

v 81,1 81,4 66,7 81,2 82,3 11,3 | 6,9
1,0 0,8 2,9 2,2 0,7

\Y/ 83,9 84,2 63,1 84,7 85,3 115 | 71
0,9 0,7 2,3 0,6 1,5
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Tabelle A3: Sequenzen der von Lieber et al. (2003) nach Schwieger und Tebbe (1998)
modifizierten Com-Primer sowie die entsprechenden Reaktionsansatze und
PCR-Bedingungen fur die Amplifikation von Teilsequenzen der 16S rDNA aus
Mikroorganismen des Pansens

Primer E. coli- Position Sequenz 5°- 3’
modifizierter Com 1 515 f GTG CCA GCA GCC GCG
modifizierter Com 2! 927 R CCCGTCAATTYMTTTGAGTT

PCR

= 25 ul Mastermix (Qiagen)
= 1 pl f-Primer (10 pmol)
Reaktionsansatz = 1 pul R-Primer (10 pmol)
= 1ulDNA

= 22 pl reines PCR-Wasser

94°C 3 min initiale Denaturierung

94°C 20 s Denaturierung

PCR-Bedingungen 54°C 30 s Primer-Annealing 30 Zyklen
72°C 1 min Elongation

72°C 5 min terminale Elongation

*am 5°-Ende phosphoryliert
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Tabelle A4: Protokoll fur die Silberfarbung der SSCP-Gele (in Anlehnung an Bassam

etal., 1991)
Fixieren 30 min mit 10 %iger [v/v] Essigsaure in Bidest
Waschen | 3 * 5 min mit Bidest

Imprégnieren

30 min mit 0,1 %iger [w/v] AgNOs-Lbsung in
Bidest (300 ml) unter Zugabe von 450 pl
Formaldehyd (37 %) kurz vor Anwendung

Waschen 11 20 s mit Bidest
Waschen 111 1 min in Bidest
10 s in 200 ml Entwicklerlésung (3 %ige [v/V]
Entwickeln NaOH in Bidest unter Zugabe von 750 pl
Formaldehyd (37 %) kurz vor Anwendung)
10-30 min in 300 ml Entwicklerldsung
Stoppen 30 min mit 10 %iger [v/v] Essigsaure in Bidest
Waschen IV 3 * 15 min mit Bidest

Konservieren

30 min mit 13 %iger [v/v] Ethanol- und 10 %er
[v/v] Glycerolldsung in Bidest

Trocknen

Einweckfolie in Bidest tranken und das Gel mit der
Folie luftblasenfrei abdecken
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Tabelle A5: Sequenzen der im Vorversuch verwendeten Fibrobacter-Primer sowie die
Reaktionsansatze und PCR-Bedingungen fir die gruppenspezifische und die nested
PCR

Zielgruppe | E- coli- Sequenz 5°- 3’ Referenz
Positon
Fibrobacter | 225 f GGG ATG AGC TTG CGT CCG ATT Stafllgggal-,
Bacteria 1492R | TACGGY TACCTTGTTACGACTT Weistilggglet al.,
Gruppen- Nested PCR* Reamplifikation®

spezifische PCR

Reaktionsansatz:

Mastermix (Qiagen) 12,5 25 ul 25 ul
f-Primer (10 mM) 1,25 pl 2,5 ul 2,5 ul
R-Primer (10 mM) 1,25 pl 2,5 ul 2,5 ul
Dimethylsulfoxid? - - 2,5l
Magnesiumchlorid® - - 3,0 pl
DNA 0,5 ul 1l 5-10 pl
reines PCR-Wasser 9,5 ul 19 ul 4,5-9,5 ul

PCR-Bedingungen:

initiale Denaturierung 4 min bei 94°C 3 min bei 94°C
Denaturierung 45 s bei 94°C 1 min bei 94°C
Primer-Annealing 45s bei 59°C 1 min bei 50°C
Elongation 70 s bei 72°C 70 s bei 72°C
terminale Elongation 10 min bei 72°C 10 min bei 72°C
Zyklenanzahl 30 30

! Die PCR erfolgte unter Verwendung der in Tabelle 4 aufgefiihrten Com-Primer fiir Bacteria.
2 -

100 %ig
¥ Stamml6ésung: 25 mM
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Tabelle AB: Reaktionsansatze und PCR-Programme fur die klassische PCR von
Ruminococcus albus und Prevotella bryantii zur Uberprifung der Primerspezifitat

R. albus

P. bryantii

Reaktionsansatz

2 ul DNA (1:10, 6 ng)

12,5 pul Mastermix (Qiagen)
1,25 pl f-Primer (12,5 pmol)
1,25 pl R-Primer (12,5 pmol)

8 ul reines PCR-

= 1l DNA (30 ng)
= 9 ul reines PCR-Wasser

PCR-Bedingungen:

initiale Denaturierung
Denaturierung
Primer-Annealing
Elongation

terminale Elongation

Zyklenanzahl

94°C
94°C
55°C
72°C
72°C
30

9 min
30s
30s
30s

10 min

94°C 10 min

94°C  20s

61°C  60s

72°C 90s

72°C 5 min
30
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Tabelle A7: 16S rRNA-Teilsequenzen der analysierten Klone aus den zur Extraktion
gewéhlten DNA-Banden des Fibrobacter-spezifischen SSCP-Profile

>F_1 Al
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAG
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGG
>F_1 G3
CAGCAGCCGC
CGUAGAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAGGUACC
AUUGACGG
>F_2 B4
CAGCAGCCGC
CGCAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGG
>F 2 C4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAG
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGG
>F 2 A5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCuuuC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGC
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCUAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUUAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCUG

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
GGUCUGUCGU
ACUUGAGCGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UCCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AAUUAUUGGG
GAAACUGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GACGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAACGC
ACUCAAAUAA
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>F_2 F5
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGU
UUAACUGAGG
AAGUGGAAUU
CCGGUGGCGA
GUGUGGGGAG
AUGGAUACUU
CGAUAAGUAU
AAUUGACGG
>F_2 G5
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGC
UCGGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UAAACUCAAA
GUAUCGACCC
GAGUACGG
>F_3_B7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUCAAGAUGG
UAAGUGGAAU
ACCAGUGGCG
AGUGUGGGGA
GAUGAAUGCU
ACAAUAAGCA
AAAUUGAC
>F_3_C7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AAUUGACGG
>F_3_F7
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGG
>F_3_G7
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGC
UUAACCAUGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGG
GUGUGGGGAG
AUGAUUACUA
UAAGUAAUCC
UGACGG

409 bp
GGUAAUAUGU
GCGUAGACGG
AACUGCAACC
CCUAGUGUAG
AGGCGACUUU
CAAACAGGAU
GGUGUAGGCU
CCCACCUGGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GAAAGUCCUG
CUUCCGUGCC

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GAAUUGCUUU
UCCCAGUGUA
AAGGCGACUU
GCAAACAGGA
AGGUGUAGGG
UUCCGCCUGG

409 bp
GGUAAUAUGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCUG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

406 bp
GGUAAUACGU
GUGUAGGCGG
GAGUGCAUCU
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUG
CAAACAGGAU
GGUGUGGGGG
ACCUGGGGAG

AGGGAGCAAG
AUUAACAAGU
AAAACUAUUA
CGGUGAAAUG
CUGGACAGUA
UAGAUACCCU
GUGAUGAGCA
GAGUACGACU

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
GCCGUAAACG
GGAGUUAACG

AGGGGGCAAG
CCUUAUAAGU
GGAUACUGUA
GCGGUGAAAU
ACUGGACUGU
UUAGAUACCC
GGUAUCGACC
GGAGUACGGC

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCGAG
GGGAGCAAGU
GAAACUGUUU
CGGUAAAAUG
CUGGGCUUUU
UAGAUACCCU
CGUCAAGCUU
UACGGCCGCA

CGUUAUCCGG
UGGUUGUGAA
AUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCUGUGCCG
GCAAGGUUGA

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GAAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAUUGACGG
AUGGGUACUA
CAAUAAGUAC

CGUUGUCCGG
CUGGAGUGAA
GGGCUUGAGU
GCGUAGAGAU
AACUGACGCU
UGGUAGUCCm
CCUUCUGUGC
CGCAAGGUUG

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUUA

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
CAGAUGUGAA
UUCUUGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CCGUGCCGGA
AGGUUGAAAC

AUUUAUUGGG
AUCCCUCGGC
CUGGAGGGGA
AGGAAGAACA
AGGCACGAAA
ACCGUACACG
GAAGCUAACG
AACUCAAAUA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGCAAGGCU
GGUGUGGGAG
CCCGCUUGGG

AGUGAUUGGG
AGUCCUGUUC
GCAGGAGAGG
UGGGAGGAAC
GAGGCGCGAA
CrCUGUAAmMC
CGCAGUUAAC
AAACUCAAAG

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAACGC
AACUCAAAUA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAAAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AACCCAAGGC
ACGGAGAGGC
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
ACCGUAAACG
GUUAACACAA
UCAAAUGAAU
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>F_3 B8
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UURAAGGUGGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GUGUGGGGAG
AUGAAUGCUA
CAAUAAGCAU
AR

>F_3 E9
CAGCAGCCGC
GCGUAAAAGC
GGGCUCAGCC
GGAAAGGGGA
ACACCGGUGG
AAAGCCAGGG
ACGAUGGGUA
ACACAAURAG
>F_4_Al0
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGGAG
>F_4_B10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAAGAUGGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GUGUGGGGAG
AUGAAUGCUA
CAAUAAGCAU
AAUUGACGG
>F_4_D10
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGC
UUAACCAUGG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGCAUACUG
UAUGUAUGCC
GACGG
>F_4_H11
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
GCUCAACCAU
GUAGGCGGAA
CACCGAUUGC
AAGCGUGGGU
CGAUGAUGAC
UUAUGUCAUC
UUGACGG

402 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
AAUUGCUUUG
CCCAGUGUAG
AGGCGACUUA
CAAACAGGAU
GGUGUAGGGG
UCCGCCUGGG

388 bp
GGUAAUACGU
GCAUGUAGGC
CCGUAUGGCG
ACUCCCAGUG
CGAAGGCGCC
UAGCGAACGG
CUAGGUGUGG
UAUCCCACCU

410 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCuuuC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

409 bp
GGUAAUAUGU
GCGUAGGCGG
AAUUGCUUUG
CCCAGUGUAG
AGGCGACUUA
CAAACAGGAU
GGUGUAGGGG
CCCGCCUGGG

405 bp
GGUAAUACGU
GUGUAGGCGG
GACUGCAUUU
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUG
CAAACAGGAU
GGGUGUCCGG
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUAUGG
GCGUAGGCGG
AGCAUUGCCG
UGUGUGGUGU
GAAGGCAGCU
AUCGAACAGG
UAGCUGUUGG
CACCUGGGGA

AGGGGGCGAG
CUCGGUAAGU
GAUACUGUCG
CGGUGAAAUG
CUGGACUGUA
UAGAUACCCU
GUAUCGACCC
GAGUACGGCC

AGGUGGCAAG
GGUAAUUUAA
AUGGAAACUG
UAGCGGUGAA
UUUCUGGACU
GAUUAGAUAC
GAGGUAUCGA
GGGGAGUACG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGGGGCAAG
CCUUAUAAGU
GAUACUGUAG
CGGUGAAAUG
CUGGACUGUA
UAGAUACCCU
GUAUCGACCC
GAGUACGGCC

AGGUGGCGAG
GGGAGCAAGU
GAAACUGUUU
CGGUAAAAUG
CUGGACGUUA
UAGAUACCCU
GGAUUUCCCC
GUACGUACGC

AGGAAGCGAG
GACGUCAAGU
UUGAAACUGG
AGCGGUGAAA
UACUGGAGCG
AUUAGAUACC
CGAUACAAUG
GUACGCCGGC

CGUUGUCCGG
CUGAAGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CUUCUGUGCC
GCAAGGUUGA

CGUUGUCCGG
GUCUGUCGUG
GGUUACUUGA
AUGCGUAGAU
GUGUCUGACG
CCCGGUAGUC
CCCCuucCcGU
GUCGCAAG

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
CUGGAGUGAA
GGCUUGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CUUCUGUGCC
GCAAGGUUGA

CGUUGUCCGG
CAGAUGUGAA
UUCUUGAGUG
CGUGGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCGC
GGGUACCGUA
AAGUAUAAAC

CGUUAUCCGG
CAGCrGGGUG
CGACCUUGAG
UGCUUAGAUA
CAACUGACGC
CUGGUAGUCC
UCAGCGGCAC
AACGGUGAAA

AAUGAUUGGG
AGUCCUGCUU
CAGGAGAGGU
GGGAGGAACA
AGGCGCUAAA
ACUGUAAACG
GCAGUUAACA
AACUCAAAUA

GAAUUAUUGG
AAAACUGCGG
GUGCAGGAGA
AUUGGGAAGA
CUGUGAUGCG
CUGGCCGUAA
GCCGGAGUUA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAC
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAGCGC
ACUCAAAUAA

AAUGAUUGGG
AGUCCUGUCU
CAGGAGAGGU
GGGAGGAACA
AGGCGCGAAA
ACUGUAAACG
GCAGUUAACA
AACUCAAAUA

AUUUACUGGG
AACCCAAGGC
ACGGAGAGGC
AGGAGGAACA
AGACGCGAAA
ACCGUAAACA
GCCAACGCGU
UCAAAUAAUU

AUUUAUUGGG
AAAUACUGUG
UGCGGCAGAG
UCACACAGAA
UGAGGCACGA
ACGCUGUAAA
AGCGAAAGCG
CUCAAAUGAA
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>F_4_C12
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CGGUGGCGAA
CCAGGGUAGC
UGGGUACUAG
AAUAAGUACC
AUUGACGG
>F_4_F12
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAGCCCCGU
AGGGGAACUC
CAGUGGCGAA
UGUAGGGAGC
UGAAUGCUAG
AAUAAGCAUU
UUGACGG
>F_4_G12
AGCAGCCGCG
GUAAAGCGUA
CAGCCCCGUA
GGGGAACUUU
GGUGGCGAAG
CAGGGUAGCG
GGGUACUAGG
AUAAGUACCC
UUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGCCUUUC
GAACGGGAUU
GUGUGGGAGG
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUAUGU
AUGUAGGCGG
AUGGCGAUGG
CCAGUGUAGC
GGCGACUUAC
AAACAGGAUU
GUGUAGGGGG
CCGCCUGGGG

407 bp
GUAAUAUGUA
UGUAGGCGGU
UGGCGAUGGA
CAGUGUAGCG
GCGCCUUUCU
AACGGGAUUA
UGUGGGAGGU
UGCCUGGGGA

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAGCUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUGU
AGAUACCCCG
UAUCGACCCC
AGUACGGCCG

AGGUGGCAAG
UAAUUUAAGU
AAACUGGGUU
GGUGAAAUGC
UGGACUGUAA
AGAUACCCUG
UAUCGACCCC
AGGACGGCCG

GGUGGCAAGC
AAUUUAAGUC
AACUGGGUUA
GUGAAAUGCG
GGACUGUGUC
GAUACCCCGG
AUCGACCCCU
GUACGGCUGC

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUUG
CUGACGCUGA
GUAGUCCUGG
UUCCGUGCCG
CAAGGCUUAA

CGUUGUCCGG
CUGUCGUGAA
ACUUGAGUGC
GUAGAGAUUG
CCGACGCUGA
GUAGUCCACA
UUCUGUGCCG
CAAGGUUAAA

GUUGUUCGGA
UGUCGUGAAA
CUUGAGAGCA
UAGAUAUUGG
UGACGCUGAG
UAGUUCUGGC
UCCGUGCCGG
AAGGCUUAAA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAAGAACAA
GAUGCGAAAG
CCGUAAACGA
GAGUUAACGU
ACUCAAAUAA

AAUUAUUGGG
ACUGCGGGGC
AGGAGAGGAA
GGAGGAACAC
GGCGCGAAAG
CUGUAAACGA
CAGUUAACAC
CUCAAAGAAA

AUUAUUGGGC
CUGCGGGGCU
GGAGAGGAAA
GAAGAACACC
AUGCGAAAGC
CGUAAACGAU
AGUUAACGCA
CUCAAAUAAA
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Tabelle A8: 16S rRNA-Teilsequenzen der analysierten Klone aus den zur Extraktion
gewéhlten = DNA-Banden  der  Clostridia-, Bacteroides-Prevotella-  und

Archaea-spezifischen SSCP-Profile

>C_1 c1
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGG
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_1_G2
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGG
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGCAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_1_H3
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGG
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_1 Bl
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUGCGG
GAGCGGAAUU
CCGGCGGCGA
GCGUGGGUAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_2 B4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCuUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AACUGCAUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCuUCA
CAAACAGGAU
GGUGUGGGUG
CCACCUGGGG

407 bp

GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGCACGUUCG

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
AAGGACAAGU
GAAACUGUCC
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
AGCACAGCUC
AGUACGUUCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
CUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
CUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUC
ACUGAUGUUG
GGUAGUCCAC
CUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUAUCCGG
CUGAUGUGAA
AUCUGGAGUA
CGCAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
AUCCGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGAUGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

AUUUACUGGG
AUCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCCCGAAA
GCCGUAAACG
GCGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AUCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCCCGAAA
GCCGUAAACG
GCGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AUUUACUGGG
AUCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCCCGAAA
GCCGUAAACG
GCGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AUUUACUGGG
AGCCCGCGGC
UCGGAGGGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCUGUGAACG
CAGCAAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA
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>C_2 F4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUGACC
AUUGACGG
>C_2 A6
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGAACUA
GCUAAGUUCU
AUUGACGG
>C_2 G6
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCCCUG
AGGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_2 D6
CAGCAGCCGC
GUAAAGGGAG
CAACCGACAG
AGCGGAAUUC
CAGUGGCGAA
UGUGGGGAGC
AUGAUUACUA
AUAAGUAAUC
UUGACGG
>C_2 E6
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACCCUGG
UAGUGGAAUA
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGCACACAA
CAAUUAGUGU
AAUUGACGG
>C_3_D7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
GCCUGGGGAG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAACAGGAU
GACGUUGAGA
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AACUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
AGUGUCGGCA
CCACCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
CGUAGGCGGG
ACUGCAUUCA
CUAGUGUAGC
GGCGGCUUGC
AAACAGGAUU
GGUGUGGGGG
CACCUGGGGA

409 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGUCGG
AACUGCCUGU
CCCAGUGUAG
AGGCGGCUAU
CAAACAGGAU
GCUGUAGUGG
GCCGCCUGGG

407 bp

GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
UACGGCCGCA

AGGGUGCGAG
UUCUGUAAGU
GAGACUGCAA
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCCU
AGUACGGCCG

AGGGGGCAAG
AAUAGCAAGU
GAAACUGUUG
CGGUGAAAUG
CUGGACGGUA
UAGAUACCCU
UCCGAAGGGU
AGUACGUACG

AGGUGGCAAG
AAGGCAAGUU
AAACUGUUUU
GGUGAAAUGC
UGGGCUUUUA
AGAUACCCUG
CGUCAAGCUU
GUACGGCCGC

AGGGUGCAAG
UAUUGAGAGU
GAGACCUCAG
CGGUGAAAUG
CUGGCUCACA
UAGAUACCCU
GAUUUUACUC
GAGUACGGUC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CGGAUGUGAA
AGCUAGGGUG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
CCCAGUGUCG
CAAGGUUGAA

CGUUAUCCGG
CUGGAGUGAA
AUCUUGUGUA
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUGCAC
GUCGGUGCUG
CAAGUAUGAA

CGUUGUCCGA
GGAUGUGAAA
UCUUGAGUGC
GUAGAUAUUA
CUGACGCUGA
GUAGUCCACA
CCGUGCCGGA
AAGGUUGAAG

CGUUGUUCGG
CACGGGUGAA
UACUAGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGAUC
GGUAGUCCAC
CUGCUGUGGC
GCAAGACUAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCAUAAACG
CAGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AUUUACUGGG
AUGUAGGGGC
CCGGAGGGGC
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CCGUUAACAC
ACUCAAAGAA

AUUACUGAGU
ACUGUGGGCU
UGUAGAGGCA
GGAGGAACAC
GGCUCGAAAG
CUCGUAAACG
GUUAACACUA
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCAGGGC
UGAGAGGGGA
GGGUGGAACA
AGGCACGAAA
GCCGUAAACU
GAAGCUAACG
AACUCAAAUA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA
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>C_3 c8
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACCCCCG
AGGCGGAAUU
CCGGCGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAUCACUA
AUUAAGUGAC
UUGACGG
>C_3 G8
CAGCAGCCGC
GCGUAAAGGG
CUCAACCUCG
UGUGUGGAAC
ACCAGUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGAGUGCU
AUUAAGCACU
AUUGACGG
>C_3 A7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACCCUGG
UAGUGGAAUA
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGCAUACAA
GCAAUUAGUA
AAAUUGACGG
>C_3 @7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAUGUUG
AAUUGACGG
>C_4_Al0
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCGCGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACCA
CAUUAAGUAU
AAUUGACGG
>C_4 _Bll
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUCCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AAUUGACGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
GACUGCUCUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
GGUGUCCGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGA
CGCGUAGGCG
GAAAUGCCUU
UCCGAGUGUA
AAGGCGACUC
GCAAACAGGA
AGUUGUCGGC
CCGCCUGGGG

410 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGUCGG
AACUGCUUGC
CCCAGUGUAG
AGGCGGCUAU
CAAACAGGAU
GCUGUAGUGG
UGCCGCCUGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
ACCGCCUGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GACUGCUUUU
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGU
UCCACCUGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
GAUUGCAUUU
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCA
CCACCUGGGG

AGGGGGCAAG
CGCGGCAAGU
GAAACUGUCA
CGGUGAAAUG
CUGGACCGUA
UAGAUACCCU
GACACGGUCC
AGUACGUUCG

AGGGGGCUAG
GACAGUUGAG
CAAUACUGGC
GAGGUGAAAU
ACUGGCCCGU
UUAGAUACCC
AUGCAUGCAU
AGUACGGUCG

AGGGUGCAAG
UAUUGAGAGU
GAGACCUCAG
CGGUGAAAUG
CUGGCUCACA
UAGAUACCCU
GAUUUUACUC
GGAGUACGGU

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GAGUACGGCC

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGACUGUU
UAGAUACCCU
CCCAUAAGGG
GAGUACGUUC

AGGGGGCAAG
CGUGGCAAGU
GAAACUGUCA
CGGUGAAAUG
CCGGACGAAA
UAGAUACCCU
GGCAAAGCCU
AGUACGUUCG

CGUUAUCCGG
CCGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
CCGGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUGCUCGG
UUGGGGGUGA
UGUCUUGAGU
UCGUAGAUAU
UACUGACGCU
UGGUAGUCCA
GUCGGUGACG
CAAGAUUAAA

CGUUGUUCGG
CGCGGGUGAA
UACUAGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGAUC
GGUAGUCCAC
UCUGCUGUGG
CGCAAGACUA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
GCAAGGUUGA

CGUUAUCCGG
CAGAAGUGAA
UGCUGGAUUA
CGUAGAUAUU
AAUGACGCUG
GGUAGUCCAC
AUUCAGUGCC
GCAAGAAUGA

CGUUAUCCGG
CAGAUGUGAA
AGCUAGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

AUUUACUGGG
AGGCGGGGGC
CGGGAGGGGC
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
CAGCCAACGC
CUCAAAUGAA

AAUUUACUGG
AAGCCCGGGG
ACGGGAGAGG
UCGGAAGAAC
GAGGCGCGAA
CGCCGUAAAC
CAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AUCCCAGGGC
UGAGAGGGGA
GGGUGGAACA
AGGCACGAAA
GCUGUAAACU
CGAAGCUAAC
AAACUCAAAG

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AAGGUAACGC
AACUCAAAUG

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CAGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
GGCGCAAACG
AACUCAAAUA

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
UCGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCAAACGC
AACUCAAAUA
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>C_4_E11
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCGCAG
AAGCGGAAUU
CCGGAGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_4_H12
CAGCAGCCGC
UGUAAAAGGG
CUCAACUGUG
UAAGCGGAAU
AUCAGUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGAAUACU
CAUUAAGUAU
AAUUGACGG
>C_4_C12
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCCCGG
AAGCGGAAUU
CCAGAGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAUCACUA
CAAUAAGUGA
AAUUGACGG
>C_4_C10
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGG
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_4 D12
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACCCCCG
AGGCGGAAUU
CCGGCGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAUCACUA
AUUAAGUGAU
AUUGACGG
>C_4_Gl10
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGG
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGCA
CCACCUGGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
GAAUUGCUUU
UCCUGGUGUA
AAGGCGGCUU
GCAAACAGGA
AGGUGUUGGG
UCCACCUGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AACUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCU
UCCACCUGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGA
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GACUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
GGUGUCUGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGA
CCACCUGGGG

AGGGGGCAAG
GAUGGCAAGU
GAAACUGUCA
UAGUGAAAUG
CUGGGCGAUA
UAGAUACCCU
UGCGAAGCAU
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
GCGAUGCAAG
GGAAACUGUA
GCGGUGAAAU
ACUGGACAGC
UUAGAUACCC
GAGCAAAGCU
GAGUACGUUC

AGGGGGCAAG
CUUGGCAAGU
GAAACUGUCU
CGGUGGAAUG
CUGGACUGUA
UAGAUACCCU
AUGCAUAGCG
GAGUACGUUC

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
GACAUAGUCU
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
CGCGGCAAGU
GAAACUGUCA
CGGUGAAAUG
CUGGACCGUA
UAGAUACCCU
GACAUGGUCC
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
GACAUAGUCU
AGUACGUUCG

CGUUAUCCGG
CCGAAGUGAA
ACCUGGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
UCUGAAGUGA
UUGCUUGAGU
GCGUAGAUAU
AACUGACGUU
UGGUAGUCCA
CUUCGGUGCC
GCAAGAAUAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UGUCGGUGCC
GCAAGAAUGA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UUCAGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CCGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
CCGGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UUCAGUGCCG
CAAGAAUAAA

GUUUACUGGG
AUCCUGCGGC
UCGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGGAA
GCCGUAAACG
CCGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AUUUACUGGG
AAUCCCACGG
GCUGGAGAGG
CAGGAAGAAC
GAGGCCCGAA
CGCCGUAAAC
GGCGCUAACG
AACUCAAAUA

AUUUACUGGG
AGCUCGGGGC
CAGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
GCAGCAAACG
AACUCAAAUG

AUUUACUGGG
AUCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
UCGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AGGUGGGGGC
CGGGAGGGGC
AGGAGGGACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
CAGCCAACGC
ACUCAAAUGA

AUUUACUGGG
AUCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
UCGCUAACGC
ACUCAAAUGA
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>C_5 Bl
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AAUUGACGG
>C_5 D1
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUCCGU
AGGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_5_C2
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUCCUG
AGGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGCGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_6_Rn4
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUUAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>C_6_C4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>C_6_E4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUAGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
GGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
AGUGUCGGCA
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AACUGCCUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGA
CCACCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

407 bp

GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
AGUACGGCCG

AGGGGGCAAG
UAUGGCAAGU
GAAACUGUCA
CGGUGAAAUG
CUGGACGGUA
UAGAUACCCU
UCCGAAGGAU
AGUACGUACG

AGGGGGCAAG
AACAGCAAGU
GAAACUGUUG
CGGUGAAGUG
CUGGACGGUA
UAGAUACCCU
ACCACAGGUU
AGUACGUUCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUAAUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
CCAGUAACGA
CAAGGUUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
AACUCGAGUA
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUC
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCUG
CAAGUAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAGGUGAA
AUCUGGAGUA
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UUCAGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UUGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAUACGC
AACUCAAAUA

AUUUACUGGG
AUCAUGGAGC
CCGGAGGGGC
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CCGUAAACAC
ACUCAAAUAA

AUUUACUGGG
AUGUAGGGGC
CCGGAGGGGC
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
UCGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAGAAA
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>C_6_C6
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGAACUA
GCUAAGUUCU
AUUGACGG
>C_6_F5
CAGCCGCGGU
AAAGCGCACG
ACCUGGGAAC
CGGAAUUCCA
GUGGCGAAGG
UGGGGAGCAA
AGAACUAGAU
AAGUUCUCCG
GACGG
>C_7_Aa7
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
GCAUUAAGUA
AAAUUGACGG
>C_7_E7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCGACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>C_7_B8
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUAUCG
AGGCGGAAUG
CCAAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGAAUACUC
AAGUAUUCCA
GACGG
>C_7_D8
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAGUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AUUGACGG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAACAGGAU
GACGUUGAAG
CCGCCUGGGG

405 bp
AAUACAGAGG
UAGAUGGCUU
UGCAUUCGAA
GGUGUAGCGG
CGGCUUCCUG
ACAGGAUUAG
GUCGGGCGGG
CCUGGGGAGU

410 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCCGUG
UUCCACCUGG

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
GAGUGCUUUU
UGACAAGUAG
AGGCAGCUUA
CAAACAGGAU
GAUGUUGGCG
CCUGGGGAGU

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAUGAU
GGUGUUGGCU
CCACCUGGGG

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCCC
AGUACGGCCG

GUGCGAGCGU
UGUAAGUCGG
ACUGCAUUGC
UGAAAUGCGU
GUCCAACAUU
AUACCCUGGU
UUAGCCGUCC
ACGGCCGCAA

AGGGGGCAAG
CGGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACCGGC
UAGAUACCCU
GGCAUGAAGC
GGAGUACGUU

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGAUCCGAG
CCUGUUAAGU
GAUACUGACG
CGGUGAAAUG
CUAAAGUGUG
UAGAUACCCU
AUAUACGGUC
ACGCCCGCAA

AGGGGGCAAG
CGGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACCGGC
CAGAUACCCU
UCCAUAGGGA
AGUACGUUCG

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
AGCUAGGGUG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
UCCAGUGUCG
CAAGGUUGAA

UAAUCGGAAU
AUGUGAAAUC
UCGAAUGUGG
AGAUAUCUGG
GACAUUCAGG
AGUCCACGCC
GGUGUCGCAG
GGUUGAAACU

CGUUAUCCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGAUUC
CGUAGAUAUC
AAUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CCGGGGGUGC
CGCAAGAAUG

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACUC
AAGAUUAAAA

CGUUAUCCGG
CAGAGGUGAA
GGCUUGAAUG
CAUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
AGCGUCUAAG
GGGUGAAACU

CGUUAUUCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGAUUC
CGUAGAUAUC
AAUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCAUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

UACUGGGCGU
CCCGGGCuca
AAGAGGGAAG
AGGAACAUCA
UGCGAAAGCG
AUAAACGAUG
CUAACGCGUU
CAAAGGAAUU

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CGCCGCAAAC
AAACUCAAAU

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUAAA

AUUUAUUGGG
AGGCGGUAGC
CAGCUGAGGU
UCACAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCGUU
CAAAUAAAUU

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCAAACGC
ACUCAAAGAA
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>C_7_D7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
ACGCAUUAGG
AGAAAUUGAC
>C_7_F8
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
GCAUUAAGUA
AAAUUGACGG
>C_7_A9
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GAUGAAUGCU
CAUUAAGCAU
AAUUGACGG
>C_7 D9
CAGCCGCGGU
AAAGCGCGCG
ACUUGGGAAU
UAGAAUUCCA
AUGGCGAAGG
UGGGGAGCAA
UCUACUAGCC
AAGUAGACCG
GACGG

>C_8 Al
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCGCAG
AAGCGGAAUU
CCGGAGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_8 Bl
CAGCAGCCGC
UGUAAGGGGA
UCAACCUGUG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUGCUA
AUUAAGCAUU
AUUGACGG

412 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCCGUG
UAUUCCACCU
GG

410 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCCGUG
UUCCACCUGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
AGGUGUUGGC
UCCACCUGGG

405 bp
AAUACAGAGG
UAGGUGGCUA
UGCAUUCGAU
GGUGUAGCGG
CAGCCAUCUG
ACAGGAUUAG
GUUGGGGCCU
CCUGGGGAGU

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGCA
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
GACUGCUCUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCA
CCACCUGGGG

AGGGGGCAAG
CGGUACAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACCGGC
UAAAUACCCU
GGCUAUGAAG
GGGGAGUACG

AGGGGGCAAG
CGGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACCGGC
UAGAUACCCU
GGCAUGAAGC
GGAGUACGUU

AGGGGGCAAG
CGGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACCGGC
UAGAUACCCU
AGCUAUGAGC
GAGUACGUUC

GUGCGAGCGU
AUUAAGUCAA
ACUGGUUAGC
UGAAAUGCGU
GCCUAAUACU
AUACCCUGGU
UUGAGGCUUU
ACGGUCGCAA

AGGGGGCAAG
GAUGGCAAGU
GAAACUGUCA
UAGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUAUCCU
UGCGAAGCAU
AGUACGUUCG

AUGUGGCAAG
UAAUACAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACGGAA
UAGAUACCCU
GCUAUGAGCU
AGUACGUUCG

CGUUAUCCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGAUUC
CGUAGAUAUC
AAUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CCCGGGGGUG
UUCGCAAGAA

CGUUAUCCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGAUUC
CGUAGAUAUC
AAUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CCGGGGGUGC
CGCAAGAAUG

CGUUAUCCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGAUUC
CGUAGAUAUC
AAUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUCGGUGCC
GCAAGAAUAA

UAAUCGGAUU
AUGUGAAAUC
UAGAGUAUGG
AGAGAUCUGG
GACACUGAGG
AGUCCAUGCC
AGUGGCGCAG
GACUAAAACU

CGUUAUCCGG
CUGGAGUGAA
ACCUGGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGGAGUGAA
AACUAGAGUA
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CUCGCCGCAA
UGAAACUCAA

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CGCCGCAAAC
AAACUCAAAG

AUUUACUGGG
GACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCUCGUAAAC
GCCGCUAACG
AACUCAAAGA

UACUGGGCGU
CCCGAGCUUA
GAGAGGAUGG
AGGAAUACCG
UGCGAAAGCA
GUAAACGAUG
CUAACGCGAU
CAAAUGAAUU

AUUUACUGGG
AUCCUGCGGC
UCGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CCGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AUUUACUGGG
AGGCAUGGGC
CCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCCUAAACG
CCGCUAACGC
ACUCAAAGAA
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>C_8 G3
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
CAAUAAGUAU
AAUUGACGG
>C_8 Hl
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCUGUG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUGCUA
AUUAAGCAUU
AUUGACGG
>C_8 C2
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCCCGG
AAGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACCA
CAUUAAGUAU
AAUUGACGG
>C_8 D2
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_8 B3
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
CCAACUCCGG
AAGCGGAAUU
CCUGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_9 c4
AGCAGCCGCG
GUAAAGGGUG
CAACCUCUAA
AGUGGAAUUC
CAGUAGCGAA
CGUGGGGAGC
UGAAUGCUAG
UAAGCAUUCC
UGACGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
GCUUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGU
UCCACCUGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACAG
GACUGCUCUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCA
CCACCUGGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GUGUAGGCGG
GACUGCCUUU
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGCUGGGG
UCCACCUGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGUU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GCAUGCUGUU
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCU
CCACCUGGGG

406 bp
GUAAUACGUA
CGUAGGCGGU
GCUGCUUCUG
CGAGUGUAGC
GGCGGCUUUC
AAAUAGGAUU
GUGUCGGGGC
ACCUGGGAAG

AGGGGGCAAG
UGAUGUAAGU
GAAACUAUAU
CGGUGAAAUG
UUGGACAGCA
UAGAUACCCU
UCCAAUAGGG
GAGUACGUUC

AUGGGGCAAG
UAAUACAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACGGAA
UAGAUACCCU
GCUAUGAGCU
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
CUGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAGAUG
CUGGGCUGAG
UAGAUACCCU
ACUGAAUAGU
GAGUACGUUC

AGGGGGCAAG
CGGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
CGGUGCAAGU
GAAACUGCAU
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
UCCAUAGGGA
AGUACGUUCG

GGGAGCGAGC
UUGUUAAGUC
AAACUGAUGA
GGUGAAAUGC
UGGACCAUAA
AGAUACCCUG
UUACGGGUCU
UACGAUCGCA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
GACUAGAGUA
CGUAGAUAUU
GCUGACGUUG
GGUAGUCCAC
AUUCGGUGCC
GCAAGAAUGA

CGUUAUCCGG
CUGGAGUGAA
AACUAGAGUA
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUAUCCGG
CAGAAGUGAA
AGCUUGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CUUCGGUGCC
GCAAGAAUGA

CGUUAUCCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGACUC
CGUAGAUAUC
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
CUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUAUCCGG
CAGCAGUGAA
UGCUUGAUUC
CGUAGAUAUC
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

GUUAUCCGGA
AGAAGUGAAA
ACUAGAGUGU
GUAGAGAUUC
CUGACGCUGA
GUAGUCCACG
CGGUGCCGAA
AGAUUGAAAC

AUUUACUGGG
ACCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAG
GCCGUAAACG
GCAGCUAACG
AACUCAAAUA

AUUUACUGGG
AGGCAUGGGC
CCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CCGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CAGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
GAAGCAAACG
AACUCAAAUA

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAAGAACA
AGGCCCGAAA
GCCGUAAACG
GCGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
CGGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCAAACGC
ACUCAAAUAA

UUUACUGGGU
UUUAGGGGCU
GGGAGAGGAA
GGAGGAACAC
GGCACGAAAG
CUGUAAACGA
GUUAACACAU
UCAAAGAAAU
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>C_9 C5
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCGCAG
AAGCGGAAUU
CCGGAGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_10_B7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>C_10_D7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>C_10_F7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGGGCACUA
GCUAAGUGCC
AUUGACGG
>C_10 D9
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACCCUGG
UAGUGGAAUA
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGCACACAA
GCAAUUAGUG
UAAAUUGACG
>C_11 _Aal0
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACUCCGG
AGGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGCA
CCACCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAACAGGAU
GACGUUGAAG
CCGCCUGGGG

411 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGUCGG
AACUGCCUGU
CCCAGUGUAG
AGGCGGCUAU
CAAACAGGAU
GCUGUAGUGG
UGCCACCUGG
G

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
GACUGCUUUG
CCCAGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCA
CCACCUGGGG

AGGGGGCAAG
GAUGGCAAGU
GAAACUGUCA
UAGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAAAUACCCU
UGCGAAGCAU
AGUACGUUCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCCC
AGUACGGCCG

AGGGUGCAAG
UAUUGAGAGU
GAGACCUCAG
CGGUGAAAUG
CUGGCUCACA
UAGAUACCCU
GAUUUUACUC
GGAGUGCGGU

AGGGGGCAAG
CGCAGCAAGU
GAAACUGCUG
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
UCCAAAGGAU
AGUACGUUCG

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
AUCAGGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAAUCGG
CGGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACACUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
AGCUAGGGUG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
UCCAGUGUCG
CAAGGUUGAA

CGUUGUUCGG
CACGGGUGAA
UACUAGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACGAUC
GGUAGUCCAC
UCUGCUGUGG
CGCAAGACUA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

AUUUACUGGG
AUCCUGCGGC
UCGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAG
GCCGUAAACG
CCGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCUUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AUCCCAGGGC
UGAGAGGGGA
GGGUGGAACA
AGGCACGAAA
GCCGUAAACU
CGAAGCUAAC
AAACUCUAAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGC
GGGAAGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
GCGCAAACGC
ACUCAAAUAA
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>C_11_B10
GCUUGCCGCG
GUAAAGGGCG
CAACCUCGGA
AGUGGAACUC
CAGUGGCGAA
CGUGGGGAGC
UGAGUGCUAG
UAAGCACUCC
UGACGG
>C_11_F10
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACUCCGG
AGGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_11 D12
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCCCGG
AGGCGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_11 H1l
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
CUCAACCUGG
GGGAUGGAAU
ACCGAUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGUCAACU
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>C_12 Bl
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCCCUG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_12 Gl
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCCCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG

406 bp
GUAAUACGAA
CGUAGGCGGA
AUUGCCUUCA
CGAGUGUAGA
GGCGACUCAC
AAACAGGAUU
UUGUCGGCAU
GCCUGGGGAG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
GACUGCUUUG
CCCAGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACUGGAU
GGUGUUGGCA
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
GACUGCUUUG
CCCAGUGUAG
AGGCGGCCUG
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCA
CCACCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGAGCG
GAACUGCCUU
UCCGCGUGUA
AAGGCAAUCC
GCAAACAGGA
GGUUGUUGGA
CGCCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
UACUGCAUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGGA
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
UACUGCAUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGGA
CCACCUGGGG

GGGGGCUAGC
CAGUUAAGUU
AUACUGGCUG
GGUGAAAUUC
UGGCCCGUUA
AGAUACCCUG
GCAUGCAUGU
UACGGUCGCA

AGGGGGCAAG
CGCAGCAAGU
GAAACUGCUG
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
UCCAAAGGAU
AGUACGUACG

AGGGGGCAAG
CGCAGCAAGU
GAAACUGCUG
CGGUGAAAUG
CUGGACAAUA
UAGAUACCCU
UCCAAAGGAU
AGUACGUUCG

AGGGUGCGAG
GCUUUGCAAG
UGUGACUGCA
GCAGUGAAAU
CCUGGGCCUG
UUAGAUACCC
CGGCUUGCUG
GUACGGCCGC

AUGGUGCAAG
UACGGCAAGU
GAAACUGUCG
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUC
UAGAUACCCU
GGCAUUGCCU
AGUACGUUCG

AUGGUGCAAG
UACGGCAAGU
GAACCUGUCG
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUC
UAGAUACCCU
GGCAUUGCCU
AGUACGUUCG

GUUGCUCGGA
GGGGGUGAAA
UCUUGAGUAC
GUAGAUAUUC
CUGACGCUGA
GUAGUCCACG
CGGUGACGCA
AGAUUAAAAC

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAG
UGCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUA
CGUAGAUAAU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAAUCGG
ACAGAGGUGA
AGGCUAGAGU
GCGUAGAUAU
UACUGACGCU
UGGUAGUCCA
UUCAGUAACG
AAGGUUGAAA

CGUUAUCCGG
CUGAUGUGAA
AACUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAUGUGAA
AACUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

AUUACUGGGC
GCCCGGGGCU
GGGAGAGGUG
GGAAGAACAC
GGCGCGAAAG
CCGUAAACGA
GCUAACGCAU
UCAAAGAAAU

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGC
GGGAAGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
GCGCAAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGC
GGGAAGAACA
AGGCUCGAAG
GCGGUAAACG
GCGCAAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AAUCCCCGGG
ACGGCAGAGG
GCGGAGGAAC
CAUGCACGAA
CGCCCUAAAC
AAGCUACGCG
CUCAAAGAAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
UCGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
UCGCUAACGC
ACUCAAAGGA
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>C_12_E2
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCCCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG

>C_12 A1

CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCCCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGCGAA
CGUGGGGAGC
UGAAUACUAG
AUAAGUAUUC
UUGACGG

>C_12 H1

CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACCUGGG
GAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGUAG
AUGUCAACUA
AUUAAGUUGA
AUUGACGG

>C_12 F3

CAGCAGCCGC
CGUGAAGCGC
UCAACUCCAG
GAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAUAACUA
AUUAAGUUAU
UUGACGG

>C_13 A4

CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUGCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG

>C_13_D4

CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUGCGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AUUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
UACUGCAUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGGA
CCACCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
UACUGCAUUG
CCUAGUGUAG
GGCGGCUUAC
AAACAGGAUU
GUGUUGGGUA
CACCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCAUUU
UCAGGUGUAG
AGGCGGCUCC
CAAACAGGAU
ACCGUUGGGU
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGG
ACGUAGGCGG
AAUUGCCUUU
CCGAGUGUAG
AGGCGGCUCA
CAAACAGGAU
GCUGUCGGGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
GACUGCUUUG
CCUAGCGUAG
AGGCGACUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
GACUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGGG
CCACCUGGGG

AUGGUGCAAG
UACGGCAAGU
GAAACUGUCG
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUC
UAGAUACCCU
GGCAUUGCCU
AGUACGUUCG

AUGGUGCAAG
UACGGCAAGU
GAAACUGUCG
CGGUGAAAUG
UGGACGAUCA
AGAUACCCUG
GCGAAGCUAU
GUACGUUCGC

AGGGUGCAAG
CUUGUUCAGU
GAUACUGGCA
CGGUGAAAUG
CUGGACUAAA
UAGAUACCCA
UCUUAAAGAA
AGUACGGCCG

AGGGAGCUAG
CUUUGUAAGU
AAGACUGCAU
AGGUGAAAUU
CUGGACUGGU
UAGAUACCCU
CUCUUAGAGC
AGUACGGCCG

AGGGGGCAAG
UAAAGCAAGU
GAAACUGUUU
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
UAAAGCAAGU
GAAACUGUUU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGUA
UAGAUACCCU
GGCAAAGCCC
AGUACGUUCG

CGUUAUCCGG
CUGAUGUGAA
AACUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGAUGCUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAUGUGAA
AACUAGAGUG
CGUAGAUAUU
CUGACGCUGA
GUAGUCCACG
UCAGUGCCGG
AAGAAUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAUGUGAA
GGCUAGAGUU
CGUAGAGGUC
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CUUAGUGGUG
CAAGGCUAAA

CGUUAUUCGG
UAGAGGUGAA
CGCUUGAAUC
CGUAGAUAUU
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGGCG
CAAGGUUAAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
AACUGGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
AACUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUC
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
UCGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
GGCUCGAAAG
CCGUAAACGA
CGCAAACGCA
CUCAAAUGAA

AAUUACUGGG
AGCCCUGGGC
UAGUAGAGGG
UGAAGGAACA
AGGUACGAAA
GCCGUAAACG
GAGCUAACGU
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AGCCUGGAGC
CAGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGUGCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCUAACGC
AUCAAAGAAA

AUUUACUGGG
AGCCCGCGGC
UCGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
UCGCAAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUACUGGG
AGCCCGCGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUUGAAA
GCGGUAAACG
CCGCAAACGC
ACUCAAAGAA
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>C_13 B5
CAGCAGCCGC
GUGUAAAGGG
CUCAACUGUG
UAAGCGGAAU
AUCAGUGGCG
GGCGUGGGGA
GAUGAAUACU
CAUUAAGUAU
AAUUGACGG
>C_13 E5
CAGCAGCCGC
GUGUAAAGGG
CUCAACUGCG
UAAGUGGAAU
ACCAGUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGAAUACU
CAAUAAGUAU
AAUUGACGG
>C_13 D6
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUAUCG
AGGCGGAAUG
CCAAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGAAUACUC
AAGUAUUCCA
GACGG
>C_14_D7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGAGU
UUAACUGGGA
UAGCGGAAUU
CCGGUGGUGU
GCGUGGGUAG
AUGCAUACUU
UUAAGUAUGC
UUGACGG
>C_14_G7
AGCAGCCGCG
GUARAGGGAG
CAACCCUGGG
AGUGGAAUUC
CAGUGGCGAA
CGUGGGGAGC
UGAAUACUAG
UUAAGUAUUC
UUGACGG
>C_14 D8
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUGCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AGUAAGUAUU
AUUGACGG

409 bp
GGUAAUACGU
GGCGCAGACG
GAAUUGCUUU
UCCUGGUGUA
AAGGCGGCUU
GCAAACAGGA
AGGUGUUGGG
UCCACCUGGG

409 bp
GGUAAUACGU
AGCGUAGACG
GGACUGCUUU
UCCUAGUGUA
AAGGCGACUU
GCAAACAGGA
AGGUGUUGGA
UCCACCUGGG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
GAGUGCCUUU
UGACAAGUAG
AGGCAGCUUA
CAAGCAGGAU
GAUGUUGGCG
CCUGGGGAGU

407 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GGGUGCGGUG
CCUGGUGUAG
AGACGGCUGA
CAAACAGGAU
GGUGUGAGCC
CGCCUGGGGA

407 bp
GUAAUACGUA
CGUAGACGGC
ACUGCUUUGG
CUAGUGUAGC
GGCGGCUUAC
AAACAGGAUU
GUGUCGGCAU
CACCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAAACGG
GACUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGACUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

AGGGGGCAAG
GCGAUGCAAG
GGAAACUGUU
GCGGUGAAAU
ACUGGACAGC
UUAGAUACCC
GAGCAAAGCU
GAGUACGUUC

AGGGGGCAAG
GUAAAGCAAG
GGAAACUGUU
GCGGUGAAAU
ACUGGACGAU
UUAGAUACCC
UAGCAUAGCU
GAGUACGUUC

AGGAUCCGAG
CCUGUUAAGU
GAUACUGACG
CGGUGAAAUG
CUAAAGUGUG
UAGAUACCCU
AUAUACGGUC
ACGCCCGCAA

AGGCAGCAAG
UGCCCUAAGU
GAAACUGGGG
CGGUGAAAUG
CUGGACCACG
UAGAUACCCU
AUUCAUUUGG
GUACGGUCGC

GGGGGCAAGC
GAAGCAAGUC
AAACUGCUUU
GGUGAAAUGC
UGGUCGAUAA
AGAUACCCUG
GCGAAGCAUG
GUACGUUCGC

AGGGGGCAAG
UAAAGCAAGU
GAAACUGUUU
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGUACGUUCG

CGUUAUCCGG
UCUGAAGUGA
UGGCUAGAGU
GCGUAGAUAU
AACUGACGUU
UGGUAGUCCA
CUUCGGUGCC
GCAAGAAUAA

CGUUAUCCGG
UCUGAAGUGA
UAACUGGAGU
GCGUAGAUAU
AACUGACGUU
UGGUAGUCCA
AUUCGGUGCC
GCAAGAAUGA

CGUUAUCCGG
CAGAGGUGAA
GGCUUGAAUG
CAUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
AGCGUCUAAG
GGGUGAAACU

CGUUGUUCGG
CUGUUGUGAA
UGCUUGAGAG
CGUAGAUAUC
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UUCGUGCCGG
AAGGCUGAAA

GUUAUCCGGA
UGAAGUGAAA
GCUAGAGUGU
GUAGAUAUUA
CUGACGUUGA
GUAGUCCACG
UCGGUGCCGC
AAGAAUGAAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
AACUGGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

AUUUACUAGG
AAUCCCACGG
ACUGGAGAGG
CAGGAAGAAC
GAGGCCCGAA
CGCCGUAAAC
GGCGCUAACG
AACUCAAAUA

AUUUACUAGG
AAGCCCGCGG
GUCGGAGAGG
AAGGAGGGAC
GAGGCUCGAA
CGCCGUAAAC
GCAGCUAACG
AACUCAAAUA

AUUUAUUGGG
AGGCGGUAGC
CAGCUGAGGU
UCACGGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCGUU
CAAAUGAAUU

AGUUACUGGG
AUCUCCCGGC
UGGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCACGGAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

UUUACUGGGU
ACCCAGGGCU
CGGAGAGGUA
GGAGGAACAC
GGCUCGAAAG
CCGUAAACGA
CGCUAACGCA
CUCAAAUAAA

AUUUACUGGG
AGCCCGCGGC
UCGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
UCGCAAACGC
ACUCAAAUGA
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>C_14_C9
CAGCAGCCGC
UGUAUAGGGA
UCAACUCCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCAUGGGGAG
AUGAAUACUA
AAUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_14_E7
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGG
UCAACUGUGG
AAGCGGAAUU
UCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGAC
>C_14_H7
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACCCUGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
CAUUAAGUAU
AAAUUGACGG
>C_14 A7
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UCAACUCCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUACUA
AUUAAGUAUU
AUUGACGG
>C_14 B9
CAGCAGCCGC
UGUAAAGGGA
UUAACCGCAG
AAGCGGAAUU
CCGGAGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAUUACUA
CAAUAAGUAA
AAUUGACG
>B 1 D1
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
GAUUGCAUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGCU
CCACCUGGGG

406 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGACGG
AAUUGCUUUG
CCUGGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUUGGGG
CCACCUGGGG

410 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
GACUGCUUUG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGCA
UCCACUCUGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGGCGG
GAUUGCUUUU
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GGUGUCGGCA
CCACCUGGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGUAGACGG
AAUUGCUUAG
CCUAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAA
GGUGUUGGGG
UCCACCUGGG

407 bp

GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

AGGGGGCAAG
UAUAGCAAGU
GAAACUGUAG
CGGUGAAAUG
CUGGACGAUU
UAGAUACCCU
UCCAUAGGGG
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
CGAUGCAAGU
GAAACUGUAU
CGGUGAAAUG
CUGGACAGCA
UAGAUACCCU
AGCAAAGCUC
AGUGCGUUCG

AGGGGGCAAG
CGAAGCAAGU
GAAACUGUUU
CGGUGAAAUG
CUGGACUGUA
UAGAUACCCU
UGCGAAGCAU
GGAGUACGUU

AGGGGGCAAG
CAUGGCAAGU
GAAACUGUCA
CGGUGGAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
UGCGAAGCAU
AGUACGUUCG

AGGGGGCAAG
GAUGGCAAGU
GAAACUGUCA
UAGUGAAAUG
CUGGACGAUA
UAGAUACCCU
AACAAUAGUU
GAGUACGUUC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

CGUUAUCCGG
UUGAUGUGAA
AACUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUUGAGUG
CGUAGAUAUC
GCUGACGUUG
GGUAGUCCAC
UUCGGUGCCG
CAAGAAUAAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
UGCUAGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCUC
CGCAAGAAUG

CGUUAUCCGG
CAGAAGUGAA
AGCUUGAGUG
CGUAGAUAUU
ACUGACGUUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGCCG
CAAGAAUGAA

CGUUAUCCGG
CUGAAGUGAA
ACCUGGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUUACGUUG
GGUAGUCCAC
CUUCGGUGCC
GCAAGAAUGA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

AUUUACUGGG
AACCCGGGGC
UCGGAGGGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCCAACGC
ACUCAAAUAA

AUUUACUGGG
AUCCCACGGC
CUGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCCCGAAA
GCCGUAAACG
GCGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AUUUACUGGG
AACCCAGGGC
UCGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
GCCGCUAACG
AAACUCAAAU

AUUUACUGGG
AGCCCGGGGC
UCGGAGAGGU
AGGAGGAACA
AGGCUCGAAA
GCCGUAAACG
CCGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AUUUACUGGG
AUCCUGCGGC
UCGGAGAGGU
AGGAAGAACA
AGGCUCGAAA
GCUGUAAACG
GUCGCUAACG
AACUCAAAGA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA
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>B_1 D2
CAGCAGCCGC
CGUARAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>B_1 G1
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B 1 _C3
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACCUGGG
GAGUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B 2 A4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>B 2 G4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UGACGG
>B 2 D5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
GCUUUAAGUA
AAAUUGACGG

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCAUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAGCUCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGUC
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

406 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAAUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCGGGGAG

410 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
CCCCGCCUGG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
GUACGGCCGC

AGGGUGCGAG
UUGUGCAAGA
GUGACUGCAC
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGC
UAGAUACCCU
CUUCACUGGA
GUACGGCCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUGCUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
UACGGUCGCA

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGGUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGACACCCU
CCAUUCCACG
GGAGUACGGC

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGU
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAUGCGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAUGUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGAAACGU
AAGGUUGAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AGAUUAAAAC

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAGGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CGCAAGGCUA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCGAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAGGAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
UCAAAGAAAU

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
CGUAGCUAAC
AAACUCAAAG
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>B_2 B4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B_2 E5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
CGCUUUAAGU
GAAAUUGACG
>B 2 F5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GAUGAGUGCU
CGCAUUAAGC
GARAAUUGACG
>B_2 D6
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GAUGAGUGCU
AUUAAGCACU
AUUGACGG
>B_3 E7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAAGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCUACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B 3 A8
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CCGCCUGGGG

411 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
ACCCCGCCUG
G

411 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
AGUUGUCGGC
ACUCCGCCUG
G

408 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
AGUUGUCGGC
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

407 bp

GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
AGUACGGCCG

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGGUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGACACCCU
CCAUUCCACG
GGGAGUACGG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UAUGCUAUGC
GGGAGUACGG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
AUGCAUGCAU
AGUACGGUCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAGGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CCGCAAGGCU

CGUUGCUCGG
GGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UAUGUCGGUG
UCGCAAGAUU

CGUUGCUCGG
GGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGACG
CAAGAUUAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
UCGUAGCUAA
AAAACUCAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCUCGUAAAC
ACGCAGCUAA
AAAACUCAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCUCGUAAAC
CAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA
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>B_3 A7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCUACUU
GUGAAGUAGA
AUUGACGG
>B_3 C7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B_4_Al0
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>B_4_G10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_4_F10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B 4 Bl1
CAGCAGCCGC
CUUAAAGGGU
UUAACUAUCG
AGGCGGAAUG
CCAAUUGCGA
GCGUGGGGAU
GAUGAAUACU
UAAGUAUUCC
UGACGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCAUUG
CCACGUGUAG
AGGCAGCCCC
CAAACAGGAU
AGUUGUCGGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGAGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CCGCCUGGGG

406 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
GAGUGCCUUU
UGACAAGUAG
AGGCAGCUUA
CAAACAGGAU
CGAUGUUGGC
ACCUGGGGAG

AGGGUGCAAG
UUUUGUAAGU
GAGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGAUAAC
UAGAUACCCU
ACUUAAUUGU
AGUACGGUCG

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
AGUACGGCCG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCUGUU
UAGAUACCCU
UACAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
AGUACGGCCG

AGGAUCCGAG
CCUGUUAAGU
GAUACCGACG
CGGUGAAAUG
CUAAAGUGUG
UAGAUACCCU
GAUAUACGGU
UACGCCCGCA

CGUUAAUCGG
CUGAUGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAGAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
CUUGGUAACG
CAAGAUUAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUAUCCGG
CAGAGGUGAA
GGCUUGAAUG
CAUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
CAGCGUCUAA
AGGGUGAAAC

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
UGUCAGAGGG
UGGAGGAAUA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
CAGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUAUUGGG
AGGCGGUAGC
CAGCUGAGGU
UCACAGAACA
AGGCACAAAA
UGCCCUAGAC
GCGAAAGCGU
UCAAAUGAAU
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>B_4_D10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACUUGGG
GGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
UGUCAACUAG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_4_H11
CAGCAGCCGC
UUAAAAGGGU
UUAACCCUUG
GGGAGGAAUG
CCGAUUGCGA
GUGUGGGGAU
AUGAUGACUC
AAGUCAUCCA
GACGG
>B 4 _Cl2
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACUUGGG
GGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUA
UGAAGUUGAC
UUGACGG

>B 4_Gl2
CAGCAGCCGC
GCGUAAAGGG
CUCAGCUCCA
UAAGUGGAAC
ACCAGUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGAAUGCC
UUUAAGCAUU
AGUGGAUCCG
>B 5 Bl
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGC
UCAACCUCGG
AAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUGUUA
UUAAACAUUC
UUGACGG
>B 5 E1
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
GCUUUAAGUA
AAAUUGACGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AAUUGCAUUG
CCACGUGUAG
AGGCAGCCCC
CAAACAGGAU
UUGUUGGGGA
CGCCUGGGGA

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
ACCUGCCGUU
UGUGGUGUAG
AGGCAUCUCA
CAAACAGGAU
GCUGUCGGCG
CCUGGGGAGU

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AAUUGCAUUG
CCACGUGUAG
AGGCAGCCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGG
CGCCUGGGGA

417 bp
GGUAAUACGA
UGCGUAGGUG
GAACUGCCUU
UGCGAGUGUA
AAGGCGGCUU
GCAAACAGGA
AGCCGUUGGG
CCGCCUGAAG
AGCUCGG

407 bp
GGUAAUACGA
ACGUAGGCGG
AACUGCCUUU
GCGAGUGUAG
AGGCGGCUUA
CAAACAGGAU
GCCGUCGGGC
CGCCUGGGGA

410 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
CCCCGCCUGG

AGGGUCCAAG
UUGUGCAAGA
GUGACUGCAC
CAGUGAAAUG
CUGGGAUAAC
AGAUACCCUG
UUCAUUUCUC
GUACGGUCGC

AGGAUGCGAG
UUUGUCAAGU
GAAACUGAUU
CGGUGAAAUG
CAAAUCCGUG
UAGAUACCCU
AUAUACAGUC
ACGACCGCAA

AGGGUCCAAG
UUGUGCAAGA
GUGACUGCAC
CAGUGAAAUG
CUGGGAUAAC
UAGAUACCCU
AUUCAUUUCC
GUACGGUCGC

AGGGGGGCUA
GAUCUUUAAG
UGAUACUGAG
GAGGUGAAAU
ACUGGCCCGA
UUAGAUACCC
GGGUUUACUC
CCGAAUUCCA

AGGGGGCUAG
ACAUUUAAGU
GAUACUGGGU
AGGUGAAAUU
CUGGUCCAUU
UGGAUACCCU
AGUUGACUGU
GUACGGUCGC

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGGUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGAUACCCU
CCAUUCCACG
GGAGUACGGC

CGUUAAUCGG
CCGAUGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAGAUG
ACUGACGCUC
GUAGUCCACG
UUAGUAACGU
AAGAUUAAAA

CGUUAUCCGG
CAGCGGUGAA
GACUAGAAUG
CAUAGAUAUC
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUGGCCAAG
GGUUGAAACU

CGUUAAUCGG
CCGAUGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAGAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UUAGUAACGU
AAGAUUAAAA

GCGUUGCUCG
UCAGGGGUGA
GAUCUUGAGU
UCGUAGAUAU
UACUGACACU
UGGUAGUCCA
CUCAGCGGCG
GCACACUGGC

CGUUGUUCGG
CAGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGGCGC
AAGAUUAAAA

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAGGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CGCAAGGCUA

AAUUACUGGG
AUCCCCGAGU
UGUCAGAGGG
UGGAGGAAUA
AUGCACGAAA
CCCUAAACGA
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AUUUAUUGGG
ACGCAAGGGC
CGUAUGCUGU
ACACAGAACA
AGGCACGAAA
ACUGUAAACG
CGAAAGCGAU
CAAAGAAAUU

AAUUACUGGG
AUCCCCGAGC
UGUCAGAGGG
UGGAGGAAUA
AUGCAUGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

GAAUCACUGG
AAUCCUGGAG
UCGGGAGAGG
UCGCAAGAAC
GAGGCACGAA
CGCCGUAAAC
CAGCUAACGC
GGCCGUUACU

AAUUACUGGG
AUCCCGGGGC
UGGAAGAGGU
AGCAGGAACA
AGGUGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUGAA

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
CGUAGCUAAC
AAACUCAAAU
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>B 5 F2
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACUUAGG
UGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCAUGGGGGG
AUGUCUACUA
GAUAAGUAGA
AUUGACGG
>B_5 D3
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGA
UUAACCUGGG
GAAGUAGAAU
ACCGAUGGCG
AGCGUGGGUA
GAUGUCUACU
CGAUAAGUAG
AAUUGACGG
>B_6_Ad
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACAG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_6_C5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAACCGGGG
UAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
CAUCAAGCAC
AAUUGACGG
>B_6_H5
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGAACUA
GCUAAGUUCU
AUUGACGG
>B 6_C4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GAAGCGGAAU
ACCAGUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGAGAACU
CGCGCUAAGU
GAAAUUGACG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGGCGG
AAUUGCAUUC
CCAGGUGUAG
AGGCAGCCAU
CAAACAGGAU
GCCGUUGGGG
CCGCCUGGGG

409 bp
GGUAAUACAG
GUGUAGGUGG
AACUGCAUGU
UCCAGGUGUA
AAGGCAGCUU
GCAAACAGGA
AGCCGUUGGG
ACCGCCUGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGG

409 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGUGG
AGGGUCAUUG
CCAAGUGUAG
AGGCGACUGU
CAAACAGGAU
AGUGUUGGGG
UCCGCCUGGG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAGCAGGAU
GACGUUGAAG
CCGCCUGGGG

411 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UUCCGGUGUA
AAAGCGGCUU
GCAAACAGGA
AGACGUUGAA
UCUCCGCCUG
G

AGGGUGCGAG
CUUCUUAAGU
GAUACUGGGA
CGGUGAAAUG
CUGGCCUAAU
UAGAUACCCU
CCUUUGAGGC
AGUACGGUCG

AGGGUGCGAG
CUCAUUAAGU
GAUACUGGUG
GCGGUGAAAU
CCUGGCAUAA
UUAGAUACCC
GUCCUUGAGA
GAGUACGGCC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGUGGCAAG
UUCUUUAAGU
GAAACUGGGG
CGGUGAAAUG
CUGGUCUGUA
UAGAUACCCU
GGUUUCCGCC
GAGUACGGUC

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCCC
AGUACGGCCG

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGG
GCGGUGAAAU
CCUGGUCCAG
UUAGAUACCC
GGGGUAAGCC
GGGAGUACGG

CGUUAAUCGG
CGGAUGUGAA
AGCUAGAGUA
CGUAGAGAUC
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAU
UUUAGUGGCG
CAAGACUAAA

CGUAAAUCGG
CACAUGUGAA
GUGCUAGAAU
GCGUAGAGAU
UAUUGACACU
UGGUAGUCCA
CUUUAGUGGC
GCAAGGUUAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGUCCGG
CUGGUGUGAA
AACUUGAGUG
CGUAGAGAUU
ACUGACACUG
GGUAGUCCAC
CCUCAGUGUU
GCAAGACUGA

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
AGCUAGGGUG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
UCCAGUGUCG
CAAGGUCGAA

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
UAGUUAGGGU
GCGUAGAUAU
CACCGACGUU
UGGUAGUCCA
UCUCCUAGUG
CCGCAAGGUU

AUUUACUGGG
AUCCCUGAGC
UGGGAGAGGA
UGGAGGAAUA
AGGUACGAAA
GCCGUAAACG
CAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
AUGUGAGAGG
CUGGAGGAAU
GAGAUUCGAA
CGCCGUAAAC
GCAGUUUACG
AACUCAAAGA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUAUUGGG
AGCCCCCGGC
CAGAAGAGGA
UGGAGGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
GCAGCUAACG
AACUCAAAUA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCAUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
GCGGAAGAGG
CGGAAGGUAC
CAGGCACGAA
CGCCAUAAAC
UCGUAGCUAA
GAAACUCAAA
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>B_6_D6
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UUAACUUGGG
UGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCAUGGGGAG
AUGUCUACUA
GAUAAGUAGA
AUUGACGG
>B_7_C7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>B_7_F7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_7_F8
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
GCUUUAAGUA
AAAUUGACGG
>B_7_H8
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGA
UUAACCUGGG
GAAGUAGAAU
ACCGAUGGCG
AGCGUGGGUA
GAUGUCUACU
CGAUAAGUAG
AAUUGACGG
>B 7 B8
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCUACUA
UGAAGUAGAC
UUGACGG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGGUGG
AAUUGCAUUC
CCAGGUGUAG
AGGCAGCCAU
CAAACAGGAU
ACCGUUGGGG
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACAU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAGACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

410 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
CCCCGCCUGG

409 bp
GGUAAUACAG
GUGUAGGUGG
AACUGCAUGU
UCCAGGUGUA
AAGGCAGCUU
GCAAACAGGA
AGCCGUUGGG
ACCGCCUGGG

407 bp

GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCAUUG
CCACGUGUAG
AGGCAGCCCC
CAAACAGGAU
GUUGUCGGGA
CGCCUGGGGA

AGGGUGCGAG
CUAAUUAAGU
GAUACUGGUU
CGGUGAAAUG
CUGGCCUAAU
UAGAUACCCU
CCUUUGAGGC
AGUACGGUCG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGGUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGAUACCCU
CCAUUCCACG
GGAGUACGGC

AGGGUGCGAG
CUCAUUAAGU
GAUACUGGUG
GCGGUGAAAU
CCUGGCAUAA
UUAGAUACCC
GUCCUUGAGA
GAGUACGGCC

AGGGUGCAAG
UUUUGUAAGU
GAGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGAUAAC
UAGAUACCCU
CUUAAUUGUC
GUACGGUCGC

CGUUAAUCGG
CAAAUGUGAA
AGCUAGAGUA
CGUAGAGAUC
ACUGACACUG
GGUAGUCCAU
UUUAGUGGCG
CAAGACUAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAAGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CGCAAGGCUA

CGUUAACCGG
CACAUGUGAA
GUGCUAGAAU
GCGUAGAGAU
UAUUGACACU
UGGUAGUCCA
CUUUAGUGGC
GCAAGGUUAA

CGUUAAUCGG
CUGAUGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAGAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UUGGUAACGC
AAGAUUAAAA

AUUUACUGGG
AUCCCCGAGC
UGGGAGAGGA
UGGAGGAAUA
AGGUGCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUGAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
CGUAGCUAAC
AAACUCAAAU

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
AUGUGAGAGG
CUGGAGGAAU
GAGAUUCGAA
CGCCGUAAAC
GCAGUUAACG
AACUCAAAUA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
UGUCAGAGGG
UGGAGGAAUA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA
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>B_7_E7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B_7 D8
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
CGCUUUAAGU
UARAAUUGACG
>B_8 Bl1
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGA
UCAACAUCUG
UGGCUGAAUU
CCGAUUGCGA
GUGCGGGUAU
AUGGAUGCCC
AAGCAUCCCA
GACGG

>B_8 D10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_8 Gl1
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGA
UCAACGUCUG
UGGCGGAAUU
CCGAUUGCGA
GUGCGGGUAU
AUGGAUGCCC
AAGCAUCCCA
GACGG

>B_8 H11
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGA
UCAACGUCUG
GUACGGAAUU
CCGAUUGCGA
GUGCGGGUAU
AUGGAUGCCC
AAGCAUCCCA
GACGG

408 bp
GGUAAUACAU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAGACAGGAU
GUUGUUGGAC
CCGCCUGGGG

411 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
ACCCCGCCUG
G

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCCG
CACUGCAGCG
CGUCGUGUAG
AGGCAGCUGA
CGAACAGGAU
GCUAUUCGGC
CCUGGGGAGU

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCCG
CACUGCAGCG
CGUCGUGUAG
AGGCAGCUGA
CGAACAGGAU
GCUAUUCGGC
CCUGGGGAGU

405 bp
GGUAAUACGG
GCGCAGGCCG
AAUUGCGUCG
CGUGGUGUAG
AGGCAGUGCA
CGAACAGGAU
GCUGUUUGCG
CCUGGGGAGU

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
AGUACGGCCG

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGGUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGAUACCCU
CCAUUCCACG
GGGAGUACGG

AAGGUCCAGG
GAGAUUAAGU
CAUACUGGUU
CGGUGAAAUG
CGGGAGUGCA
UAGAUACCCU
CGAAUGGUUG
ACGCUGGCAA

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGU

AAGGUCCAGG
GAGAUUAAGU
CAUACUGGUU
CGGUGAAAUG
CGGGAGUGCA
UAGAUACCCU
CGAAUGGUUG
ACGCCGGCAA

AAGGUCCGGG
GAGAUUAAGC
CGAACUGGUU
CGGUGAAAUG
CGAGUCCUUU
UAGAUACCCU
AUACAGUGUA
ACGCCGGCAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAGGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CCGCAAGGCU

CGUUAUCCGG
GUGUUGUGAA
UCCUUGAGUA
CUUAGAUAUG
ACUGACGCUG
GGUAGUCCGC
AGUGGCCAAG
CGGUGAAACU

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAUCCGG
GUGUUGUGAA
UCCUUGAGUA
CUUAGAUAUG
ACUGACGCUG
GGUAGUCCGC
AGUGGCCAAG
CGGUGAAACU

CGUUAUCCGG
GUGACGUGAA
UCCUUGAGUG
CUUAGAUAUC
ACUGACGCUA
GGUAGUCCGC
AGCGGCCAAG
CGGUGAAACU

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AAGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
UCGUAGCUAA
AAAACUCAAA

AUUUAUUGGG
AUGUAGGUGC
CACACAAUGU
ACGAAGAACU
AAGCUCGAAA
ACGGUAAACG
CGAAAGCAUU
CAAAUGAAUU

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGGACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AUUUAUUGGG
AUAUAGGCGC
CACACAACGU
ACGAAGAACU
AAGCUCGAAA
ACGGUAAACG
CGAAAGCAUU
CAAAUGAAUU

AUUUAUUGGG
AUGUAGACGC
AGAACGACGU
ACGAAGAACC
AAGCUCGAAA
ACGGUAAACG
CGAAAGCGUU
CAAAGGAAUU
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>B_9 Bl
CAGCAGCCGC
CGUAAGGGGC
UCAACCUCGG
GCGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>B_9 E2
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGGAUGGAAU
ACCGAUGGCG
AGCGUGGGGA
GAUGUCAACU
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B 9 F1
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAGGUUGAC
UUGACGG
>B 9 C2
AGCAGCCGCG
GUAAAGCGUG
CAACCUGGGA
GAUGGAAUUC
CGAUGGCGAA
CGUGGGGAGC
UGUCAACUGG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

>B 10 _C4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUAGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

>B 10 _F4
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GAUGAGUGCU
CGCAUUAAGC
UGAAUUGACG

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
UCCGCGUGUA
AAGGCAAUCC
GCAAACAGGA
GGUUGUUGGA
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

407 bp
GUAAUACGUA
CGCAGGCGGU
ACUGCCUUUG
CGCGUGUAGC
GGCAAUCCCC
AAACAGGAUU
UUGUUGGGAG
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

411 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
AGUUGUCGGC
ACUCCGCCUG
G

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
GCAGUGAAAU
CCUGGGCCUG
UUAGAUACCC
CGGCUUGCUG
AGUACGGCCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

GGGUGCAAGC
UAUGCAAGAC
UGACUGCAUG
AGUGAAAUGC
UGGACCUGUA
AGAUACCCUG
GGUUUCUUCU
GUACGGCCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UAUGCUAUGC
GGGAGUACGG

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
GUGUAGAUAU
UACUGACGCU
UGGUAGUCCA
UUCAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUGGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

GUUAAUCGGA
AGAGGUGAAA
GCUAGAGUAC
GUAGAUAUGC
CUGACGCUCA
GUAGUCCACG
CUAGUAACGU
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UAUGUCGGUG
UCGCAAGAUA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCACGAGG
GCGGAGGAAC
CAUGCACGAA
CGCCCUuAAAC
AAGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA

AUUACUGGGC
UCCCCGGGCU
GGUAGAGGGG
GGAGGAACAC
UGCACGAAAG
CCCUAAACGA
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCUCGUAAAC
ACGCAGCUAA
AAAACUCAAA
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>B_10 A5
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGA
UCAACGGCUG
AGGCGGAAUU
CCGAUUGCGA
GUGCGGGUAU
AUGGAUGCCC
AAGCAUCCCA
GACGG
>B_10 D5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GAUGAGUGCU
GCAUUAAGCA
AAAUUGACGG
>B_10_E5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACG
>B_10 C6
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGAACUA
GCGCUAAGUU
AAAUUGACGG
>B 11 A7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

>B 11 _F7
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUAUCG
AGGCGGAAUG
CCAAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGAAUACUC
AAGUAUUCCA
GACGG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGCAGGCCG
AACUGCGUCG
CGUGGUGUAG
AGGCAGCCUA
CGAACAGGAU
GCUGUUCGCG
CCUGGGGAGU

410 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
AGUCGUCGGC
CUCCGCCUGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CCGCCUGGGG

410 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAACAGGAU
GACGUUGAAG
CUCCGCCUGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
GAGUGCCUUU
UGACAAGUAG
AGGCAGCUUA
CAAACAGGAU
GAUGUUGGCG
CCUGGGGAGU

AAGGUCCGGG
AAGGUUAAGC
CGAACUGGCU
CGGUGAAAUG
CAAGGCCUUU
UAGAUACCCU
AUAGACUGUG
ACGCCGGCAA

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UAUGCAUGCU
GGAGUACGGU

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
AGUACGGCCG

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCUC
GGAGUACGGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGAUCCGAG
CCUGUUAAGU
GAUACUGACG
CGGUGAAAUG
CUAAAGUGUG
UAGAUACCCU
AUAUACGGUC
ACGCCCGCAA

CGUUAUCCGG
GUGACGUGAA
UUCUUGAGUG
CUUAGAUAUC
ACUGACGCUA
GGUAGUCCGC
AGCGGCCAAG
CGGUGAAACU

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
AUGUCGGUGA
CGCAAGAUUA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCUAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
AGCUAGGGCG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
UCUCCAGUGU
CGCAAGGUUG

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAUCCGG
CAGAGGUGAA
GGCUUGAAUG
CAUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
AGCGUCUAAG
GGGUGAAACU

AUUUAUUGGG
AUGUAGCCGC
AGUUCGAUGU
ACGAAGAACU
AAGCUCGAAG
ACGGUAAACG
AGAAAUCGUU
CAAAUAAAUU

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCUCGUAAAC
CGCAGCUAAC
AAACUCAAAG

AAUUACUGGG
AUCUCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAUAA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCAUAAACG
CGUAGCUAAC
AAACUCAAAG

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA

AUUUAUUGGG
AGGCGGUAGC
CAGCUGAGGU
UCACAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCGUU
CAAAUGAAUU
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>B_11 B9
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_ 11 _E7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGAGC
UUAACUCCGG
GACUGGAAUU
CCGGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUUGGGCGCU
CGCAUUAAGC
UARAAUUGACG
>B_12 B10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_12 D10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGAACUA
GCUAAGUUCU
AUUGACGG
>B_12 HI1l
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AAUGAGUGCU
AUUAAGCACU
AUUGACGG
>B_12 B12
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

411 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGCGG
GCCUGCAGCC
CCUGGUGUAG
AGGCGGGUCU
CAAACAGGAU
AGGUGUGGGU
GCCCCGCCUG
G

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAACAGGAU
GACGUUGAAG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGAAU
AGUUGUCGGC
CCGCCUGGGG

407 bp

GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCAAG
UCUGUCGCGU
GAUACGGUCA
CGGUGAAAUG
CUGGGCCGAU
UAGAUACCCU
CUCAUUCCAC
GGGAGUACGG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCCC
AGUACGGCCG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAACU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
AUGCAUGCAU
AGUACGGUCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGUCCGG
CGGCUGUGAA
GACUAGAGUU
CGCAGAUAUC
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GAGGUCCGUG
CCGCAAGGCU

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
AGCUAGGGUG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
UCCAGUGUCG
CAAGGUUGAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GUCGGUGACG
CAAGAUUAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA

AAUUAUUGGG
AACCUGGGGC
CGGCAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUCGUAAAC
CCGCAGCUAA
AAAACUCAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCAUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAGGA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
CAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGGAA
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>B_12_F10
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B_13 El
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG
>B_13-G1
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

>B 13 B2
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_13 G3
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCGACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AAUUGACGG
>B 13 Al
GCCGCGGUAA
AGGGUGCGUA
UCCAGAACUG
GAACUGCGAG
GGCGAAGGCG
GGGAGCARAC
UGCCAGCCGU
UAUUCCGCCU
GG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGAGGA

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

409 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
GACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CCGCUCUGGG

402 bp

UACGAAGGGG
GGCGGGUUUU
CCUUUGAUAC
UGUAGAGGUG
GCUCACUGGC
AGGAUUAGAU
UAGUGGGUUU
GGGGAGUACG

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
AGUACGGCCG

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGUGCGAG
CUUCGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
GAGUACGGCC

GCUAGCGUUG
UAAGUCAGGG
UGAAGGUCUU
AAAUUCGUAG
CCGGUACUGA
ACCCUGGUAG
ACUCACUAGU
GUCGCAAGAU

CGUUAGUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
GCAAGGUUGA

CACGGAAUCA
GUGAAAUCCU
GAGUCCGGGA
AUAUUCGCAA
CGCUGAGGCA
UCCACGCCGU
GGCGCAGCUA
UAAAACUCAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
UAGCUAACGC
AACUCAAAGA

CUGGGCGUAA
GGAGCUCAAC
GAGGUGAGUG
GAACACCAGU
CGAAAGCGUG
AAACGAUGAA
ACGCUUUAAG
AGAAAUUGAC
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>B_13 E2
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGA
UUAACCAUAG
AGUGGAAUUC
CGGUACCGAA
CGUGGGGAGC
UGAGUGCUAG
AUUAAGCACU
AUUGACGG

>B_14_B4

CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG

>B 14_E4

CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGUGCUA
UUAAGCACUC
UUGACGG

>B 14 D6

CAGCAGCCGC
CGUARAGCGU
UCAACCUGGG
GGGUAGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCUACUA
UGAAGUAGAC
UUGACGG

>B 14 _E5

CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UCAACCUCGG
GAGUGGAACU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GAUGAGUGCU
CGCAUUAAGC
UGAAUUGACG
>B 14 H4

CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACUCCGG
UAACUGGAAU
ACCGAUGGCG
AGCAUGGGUA
GGUGGGCGCU
CGCAUUAAGC
UAAAUUGACG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
UACGCUUUGG
CAUGUGUAGC
AGCGGCUCUC
AAACAGGAUU
GUGUUAGACC
CCGCCUGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

407 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
GUUGUCGGCA
CGCCUGGGGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCAUUG
CCACGUGUAG
AGGCAGCCCC
CAAACAGGAU
GUUGUCGGGA
CGCCUGGGGA

411 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AAUUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGACUCA
CAAACAGGAU
AGUUGUCGGC
ACUCCGCCUG
G

411 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCAGGC
UCCUGGUGUA
AAGGCAGGUU
GCGAACAGGA
AGGUGUGAGG
GCCCCGCCUG
G

AGGUCCCGAG
UUAGAUAAGU
AAACUGUUUA
GGUGAAAUGC
UGGCUUGUAA
AGAUACCCUG
CUUUCCGGGG
AGUACGACCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACUGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UGCAUGCAUG
GUACGGUCGC

AGGGUGCAAG
UUUUGUAAGU
GAGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGAUAAC
UAGAUACCCU
CUUAAUUGUC
GUACGGUCGC

AGGGGGCUAG
ACAGUUAAGU
AAUACAGGCU
AGGUGAAAUU
CUGGCCCGUU
UAGAUACCCU
UAUGCUAUGC
GGGAGUACGG

AGGGUGCGAG
UUUGUCGCGU
GAUACGGGCA
GCGGUGAAAU
ACUGGGCAGU
UUAGAUACCC
GUCUUUUCAC
GGGAGUACGG

CGUUGUCCGG
CUGAAGUUAA
ACUUGAGUGC
GUAGAUAUAU
CUGACGCUGA
GUAGUCCACG
UUUAGUGCCG
CAAGGUUGAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACGC
AAGAUUAAAA

CGUUAAUCGG
CUGAUGUGAA
GGCUAGAGUG
CGUAGAGAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UUGGUAACGC
AAGAUUAAAA

CGUUGCUCGG
UGGGGGUGAA
GUCUUGAGUA
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UAUGUCGGUG
UCGCAAGAUU

CGUUGUCCGG
CGUCUGUGAA
UAACUUGAGU
GCGCAGAUAU
UACUGACGCU
UGGUAGUCCA
GACUUUCGUG
CCGCAAGGCU

AUUUAUUGGG
AGGCUGUGGC
AAGAGGGGAG
GGAGGAACAC
GGCUCGAAAG
CCGUAAACGA
CAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCCGUAAACG
AGCUAACGCA
CUCAAAUAAA

AAUUACUGGU
AUCCCCGGGC
UGUCAGAGGG
UGGAGGAAUA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAGAAA

AAUUACUGGG
AGCCCGGGGC
CGGGAGAGGU
CGGAAGAACA
AGGCGCGAAA
GCUCGUAAAC
ACGCAGCUAA
AAAACUCAAA

AAUUACUGGG
AUUCCGGGGC
ACUGUAGGGG
CAGGAGGAAC
GAGGAGCGAA
UGCCGUAAAC
CCGUAGCUAA
AAAACUCAAA
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>B_14_H5
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UUAACCCUGG
UAGUGGAAUA
CCGGUGGCGA
CGUGGGGAGC
UGCAUACAAG
AAUUAGUAUG
AUUGACGG
>B_14_F6
CAGCAGCCGC
CGUAAGGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
GUGAAGUUGA
AUUGACGG
>B_15_C7
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
GCUUUAAGUA
AAAUUGACGG
>B_15_G7
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGACGG
>B_15_B8
CAGCAGCCGC
CGUARAGCGC
UCAACUGUCG
UGGCGGAAUU
CCAUUGGCGA
GCGUAGGGAG
AUGGAUGUUA
CGUUAAACAU
AAUUGACGG
>B 15 F9
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
AAGCGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAGAACUA
GCUAAGUUCU
AUUGACGG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGUCGG
AACUGCCUGC
CCCAGUGUAG
AGCGGCUAUC
AAACAGGAUU
CUGUAGUGGG
CCGCCUGGGG

408 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CCGCCUGGGG

410 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
CCCCGCCUGG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGAC
CGCCUGGGGA

409 bp
GGUAAUACGG
ACGUAGGCGG
UAAGGCCUCA
CCCGGUGUAG
AGGCGGCUAU
CAAACAGGAU
GAUGUUGGUG
CCCGCCUGGG

408 bp
GGUAAUACAG
GCGUAGACGG
AAUUGCAUUC
UCCGGUGUAG
AAGCGGCUUC
CAAACAGGAU
GACGUUGAAG
CCGCCUGGGG

AGGGUGCAAG
UAUUGAGAGU
GAGACCUCAG
CGGUGAAAUG
UGGCUCACAA
AGAUACCCUG
AUUUUACUCC
AGUACGGUCG

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
AGUACGGCCG

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGGUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGAUACCCU
CCAUUCCACG
GGAGUACGGC

AGGGUGCGAG
CUUUGCAAGA
GUGACUGCAA
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGU
UAGAUACCCU
GGCUUGCUGU
GUACGGCCGC

AGGGGGCAAG
UUUUGUAAGU
GAUACUAUAG
CGGUGAAAUG
CUGGCUGGUA
UAGAUACCCU
GAACCGACCC
GAGUAUGCUC

AGGGUGCAAG
UUACAUAAGU
GAGACUGCGU
CGGUGAAAUG
CUGGUCCAGC
UAGAUACCCU
GGGUAAGCCC
AGUACGGCCG

CGUUGUUCGG
CGCGGGUGAA
UACUAGAGUG
CGUAGAGAUU
CUGACGAUCA
GUAGUCCACG
UGCUGUGGCG
CAAGACUAAA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCUAGUAACG
CAAGGUUGAA

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAGGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CGCAAGGCUA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

CGUUGUUCGG
CUGGGGUCAA
AACUGGAGUG
CGUAGAUAUC
ACUGACGCUG
GGUAGUCUAC
CAUCAGUGUC
GCAAGAGUGA

CGUUAAUCGG
CGGGUGUGAA
AGCUAGGGUG
CGUAGAUAUC
ACCGACGUUC
GGUAGUCCAC
UCCAGUGUCG
CAAGGUUGAA

AAUUACUGGG
AUCCCAGGGC
UGAGAGGGGA
GGGUGGAACA
GGCACGAAAG
CCGUAAACUA
AAGCUAACGC
ACUCAAAUGA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AAGCUAACGC
ACUCAAAGAA

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
CGUAGCUAAC
AAACUCAAAU

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGGGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUGAA

AAUUACUGGG
AGGCGACAGC
CCAGAGAGGA
GGGAGGAACA
AGGUGCGAGA
GCUGUAAACG
GAAGCUAACG
AACUCAAAUA

AAUUACUGGG
AGCCCCGGGC
CGGAAGAGGG
GGAAGGAACA
AGGCACGAAA
GCCAUAAACG
UAGCUAACGC
ACUCAAAUAA
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>B_15 D9
CAGCAGCCGC
CGUAAAGGGC
UUAACCCUGA
GAAUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
GUGGGUACUA
CGCUUUAAGU
UARAAUUGACG
>B_15_G9
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGC
UCAACUGUCG
UGGCGGAAUU
CCAUUGGCGA
GCGUAGGGAG
AUGGAUGUUA
CGCGUUAAAC
UGAAUUGACG
>B_15 _C9
CAGCAGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCGACUG
UGAAGUCGAC
UUGACGG
>B_15 E7
AGCAGCCGCG
UUAAAGGGAG
CAACAUCUGC
GGCGGAAUUC
CGAUUGCGAA
UGCGGGUAUC
UGGAUGCCCG
AGCAUCCCAC
ACGG
>A 1 B2
GCCGCCGCGG
UAARACGUUC
AACUUUCCGA
GAGGUACUUC
GGUGUCGAAG
CUGGGUCGCA
GCAGACUUGG
UUGUUAAGUC
GAAUUGGCGG
>A 1 Cl
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUUCGA
CUGCGGAAUA
CUAUUGCGAA
CGUGGGGAUC
CGGAUACUCG
AGUAUCCCAC
GCGG

411 bp
GGUAAUACGU
UCGUAGGUGG
GCGUGCUUUC
CCUGGUGGAG
AGGCGGUUCU
CGAACAGGCU
GGUGUGGGGU
ACCCCGCCUG
G

411 bp
GGUAAUACGG
ACGUAGGCGG
UAAGGCCUCA
CCCGGUGUAG
AGGCGGCUAU
CAAACAGGAU
GAUGUUGGUG
AUCCCGCCUG
G

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AAUGGCGCUU
CCGCGUGUAG
AGGCAGUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGU
CGCCUGGGGA

404 bp
GUAAUACGGA
CGUAGGCCGG
ACUGCAGCGC
GUCGUGUAGC
GGCAGCCGAC
GAACAGGAAC
CUAUUCGGCC
CUGGGGAGUA

410 bp
UAAUACCUGC
GUAGCCGGUU
CUUCCGAAGA
UGGGGUAGGG
GCGUCUAGCU
AACGGGAUUA
UGUUGGAGGC
UGCUACUUGG

404 bp

GGUAACACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
GGCAGCAGGC
AAACAGGAUU
ACAUACGCGA
CUGGGAAGUA

AGGGUGCGAG
UUGAUCGCGU
GAUACGGAUU
CGGUGGAAUG
CUGGGCCUUU
UAGAUACCCU
CCAUUCCACG
GGGAGUACGG

AGGGGGCAAG
UUUUGUAAGU
GAUACUAUAG
CGGUGAAAUG
CUGGCUGGUA
UAGAUACCCU
GAACCGACCC
GGGAGUAUGC

AGGGUGCGAG
UUGUGUAAGA
GUGACUGCAC
CAGUGAAAUG
CUGGGCCUGC
UAGAUACCCU
CUUAGGUGAC
GUACGGCCGC

AGGUCCAGGC
AGAUUAAGUG
AUACUGGUUU
GGUGAAAUGC
GGGAGUGCAA
AGAUACCCUG
GAAUGGUUGA
CGCCGGCAAC

AGCCCAAGUG
CGGUAAAUCU
GACUGCCGAA
GUAAAAUCCU
AGAACGGGUC
GAUACCCCGG
AAUUCGGUUG
GGUGUACGUC

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
UACACAUAUA
AGAUACCCUG
UACACUGUGU
CGACCGCAAG

CGUUGUCCGG
CGGAAGUGUA
GACUUGAGGA
CGCAGAUAUC
CCUGACGCUG
GGUAGUCCAC
GGUUCCGUGC
CCGCAAGGCU

CGUUGUUCGG
CUGGGGUCAA
AACUGGAGUG
CGUAGAUAUC
GCUGACGCUG
GGUAGUCUAC
UCAUCUAGUG
UCGCAAGAGU

CGUUAAUCGG
CAGGCGUGAA
GGCUGGAGUG
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGA
AAGGUUGAAA

GUUAUCCGGA
UGUUGUGAAA
CCUUGAGUAC
UUAGAUAUGA
CUGACGCUGA
GUAGUCCGCA
GUGGCCAAGC
GGUGAAACUC

GUGGUCGAUU
UUGGGUAAAU
CUUGGGACCG
GUAAUCCUAG
CGACGGUGAG
UAGUCCAGGG
CAUUCAGUGC
CGCAAGGAUG

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUAGAUAUGA
UUGACGCUGA
GUAGUCCACG
GUGUCUGAGC
GUUGAAACUU

AUUUAUUGGG
AUCUUGGGGC
AGGUAGGGGA
AGGAGGAACA
AGGAGCGAAA
GCUGUAAACG
UCGUAGCUAA
AAAACUCAAA

AAUUACUGGG
AGGCGACAGC
CCAGAGAGGA
GGGAGGAACA
AGGUGCGAGA
GCUGUAAACG
UCGAAGCUAA
GAAACUCAAA

AAUUACUGGG
AUCCCCGGGC
CGGCAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACCAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUCAAAUAAA

UUUAUUGGGU
UGUAGAUGCU
ACACAACGUU
CGAAGAACUC
AGCUCGAAAG
CGGUAAACGA
GAAAGCAUUA
AAAUGAAUUG

UUAUUGAGUC
CGGGAAGCUC
GGAGAGGCUA
AAGGACCACC
GGACGAAGCC
UGUAAACGCU
CGGAGAGACG
AAACUUAAAG

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
CAUAGAACAC
GGCACGAAAG
CCCUAAAGGA
GAAAGCAUUA
AAAGGAAUUG
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>A 1 D1
CAGCAGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCAGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 2 A4

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 2 B4

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AAGGAAUUGG
>A 2 H4

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 2 C6

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UUAACUUUUC
CUAGAGGUAC
ACCGGUGGCG
GCCCUGGGUC
GCUGCCGACU
AAGUUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A 2 D4

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUURAG
AGGAAUUGGC

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCUGCUACUU
GG

412 bp
GGUAAUACCU
UAGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGUGCUACU
CGG

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
CGACUUCCGA
UUCUGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCAAACGGGA
UGGUGCUGGA
GUCGGCUACU
CGG

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

GCAGCCCAAG
UUCGGUAAAU
GAGACUGCCG
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCAGUUCGGU
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
UGGGGGGUAC

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGGGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
AGAGACUGUC
GGGGUAAAAU
GCUAGAACGG
UUAGAUACCC
GGCCCUUCGG
UGGGGAGUAC

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
UGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGC
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
GACCGCAAGG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AAACUUGGGA
CCUGUAAUCC
AUCCGACGGU
CGGUAGUCCA
GGGCAUUCAG
GUCCGCAAGG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAGGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
AUGAAACUUA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAGGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CCGGGAGAGG
UAGAAGGACC
GAGGGACGAA
GGGUGUAAAC
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA
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>A_2 BS
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A_2 E5
CAGCCGCCGC
CGUAAAGCGU
UCAACCUGGG
GGAUGGAAUU
CCGAUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGUCAACUG
UGAAGUUGAC
UUGGCGG
>A 2 A6
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCUGACUU
AGCUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 3 A7
CAGCAGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
ACCGGUGGCG
GCCCUGGGUC
GCUGCCGACU
AAGUUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A 3 D7
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG

>A_3 G8
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UUAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

407 bp
GGUAAUACGU
GCGCAGGCGG
AACUGCCUUU
CCGCGUGUAG
AGGCAAUCCC
CAAACAGGAU
GUUGUUGGGA
CGCCUGGGGA

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGUCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AAGGCGUCUA
GCAAACGGGA
UGGUGUUGGA
GUCGGCUACU
CGG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

AGGGUGCAAG
UUAUGCAAGA
GUGACUGCAU
CAGUGAAAUG
CUGGACCUGU
UAGAUACCCU
GGGUUUCUUC
GUACGGCCGC

GUAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGGUAAAAU
GCUAGAACGG
UUAGAUACCC
GGCCCUUCGG
UAGGGAGUAC

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGUAUUCAGU
UCCGCAAGGA

CGUUAAUCGG
CAGAGGUGAA
GGCUAGAGUA
CGUAGAUAUG
ACUGACGCUC
GGUAGUCCAC
UCAGUAACGU
AAGGUUGAAA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CCUGCAAUCC
AUCCGACGGU
CGGUAGUCCA
GGGCAUUCAG
GUCCGCAAGG

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UUUUACUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

AAUUACUGGG
GUCCCCGGGC
CGGUAGAGGG
CGGAGGAACA
AUGCACGAAA
GCCCUAAACG
AGCUAACGCG
CUUAAAGGAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAGGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
UAGAGGGACC
GAGGGACGAA
GGGUGUAAAC
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGAGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA
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>A_3 B9
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUAGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A_3 E7
CAGCCGCCGC
GUCUAAAACG
CUCAACUUUC
CUAGAGGUAC
ACCGGUGGCG
GCCCUGGGUC
GCUGCCGACU
AAGUUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A_3 H7
GCCGCCGCGG
UAAAACGUUC
AACUUUCCGA
GAGGUACUUC
GGUGGCGAAG
CUGGGUCGCA
GCCGACUUGG
UUGUUAAGUC
GAAUUGGCGG
>A 3 A8
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CGGUGGCGAA
CCUGGGUCGC
UGCCGACUUG
GUUGUUAAGU
GGAAUUGGCG
>A 4 Al0
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG

>A 4 B10
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCAGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAAUACCU
UUCGUAGCCG
CGACUUCCGA
UUCUGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCAAACGGGA
UGGUGUUGGA
GUCGGCUACU
CGG

410 bp
UAACACCUGC
GUAGCCGGUU
CUUCCGAAGA
UGGGGUAGGG
GCGUCUAGCU
AACGGGAUUA
UGUUGGAGGC
GGCUACUUGG

411 bp
GGUAACACCC
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGUAGG
GGCGUCUAGC
AAACGGGAUU
GUGUUGGAGG
CGGCUACUUG
G

405 bp
GGUAACACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCUGCUACUU
GG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAC
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACUGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
GUUUGGUAAA
AGAGACUGUC
GGGGCAAAAU
GCUAGAACGG
UUAGAUACCC
GGCCCUUCGG
UGGGGAGUAC

AGCCCAAGUG
UGGUAAAUCC
GACUGUCAAA
GUAAAAUCCU
AGAACGGAUC
GAUACCCCGG
CCUUCGGGGG
GGAGUACGUC

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGUAAAAUCC
UAGAACGGAU
AGAUACCCCG
CCCUUCGGGG
GGGAGUACGU

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

GCAGCCCAAG
UUCGGUAAAU
GAGACUGCCG
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCAAUUCGGU
GGGGAGUACG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGC

UGGUAGGUCG
UCUUUGGGUA
AAACUUGGGA
CCUGUAAUCC
AUCCGACGGU
CGGUAGUCCA
GGGCAUUCAG
GUCCGCAAGG

GUGGUCGAUU
UUGGGUAAAU
CUUGGGACCG
GUAAUCCUAG
CGACGGUGAG
UAGUCCAGGG
CAUUCAGUGC
CGCAAGGAUG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
UGUAAUCCUA
CCGACGGUGA
GUAGUCCAGG
GCAUUCAGUG
CCGCAAGGAU

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
UGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGAAGAGA
UGAAACUUAA

AUUUUAUUGA
AAUCGGGAAG
CCGGGAGAGG
UAGAAGGACC
GAGGGACGAA
GGGUGUAAAC
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA

UUAUUGAGUC
CGGGAAGCUC
GAAGAGGCUA
AAGGACCACC
GGACGAAGCC
UGUAAACGCU
CGGAGAGAAG
AAACUUAAAG

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
GAAGGACCAC
GGGACGAAGC
GUGUAAACGC
CCGGAGAGAA
GAAACUUAAA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA



212

>A 4 _F11
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 5 A2
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGUCGACUU
AGUUGUURAG
AGGAAUUGGC
>A 5 A3
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 5 D2
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 5 F1
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUURAG
AGGAAUUGGC
>A 5 Al
CAGCAGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCUCGACU
AAGUUGUUAA
AAGGAAUUGG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAGCGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
UGGUGUUGGA
GUCGGCUACU
CGG

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGCG
ACGACCGCAA

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

AGGGUGCAAG
GCAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAG

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GGCCCUUCGG
UGGGGAGUAC

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUUA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
UUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAGGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGGCAUUCAG
GUCCGCAAGG

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACACAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGUGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGUG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA
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>A 5 Bl

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGAGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AAGUUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A 5 C1

CAGCAGCCGC
UCUGAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 5 B3

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 5 _E3

CAGCCGCCGC
CCUAAAGCGU
UUAACUAUAA
UUAGAGGUAC
ACCUGUGGCG
AGCCAGGGGC
GAUGUGGACU
AAGCUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A 6 _C4

CAGCAGCCGC
CCUAAAGCGU
UUAACUAUAA
UUAGAGGUAC
ACCUGUGGCG
AGCCAGGGGC
GAUGUGGACU
AAGCUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A 6 _E4

CAGCAGCCGC
CCUAAAGCGU
UUAACUAUAA
UUAGAGGUAC
ACCUGUGGCG
AGCCAGGGGC
GAUGUGGACU
AAGCUGUUAA
AAGGAAUUGG

413 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
GUCGGCUACU
CGG

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAAUACCG
UCGUAGCCGG
GAAUUGCUGG
UACCGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCGAACCGGA
UGGUGUUGGA
GUCCACCGCC
CGG

413 bp
GGUAACACCG
UCGUAGCCGG
GAAUUGCUGG
UACCGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCGAACCGGA
UGGUGUUGGA
GUCCACCGCC
CGG

413 bp
GGUAACACCG
UCGUAGCCGG
GAAUUGCUGG
UACCGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCGAACCGGA
UGGUGUUGGA
GUCCACCGCC
CGG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUUA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
UGGGGAGUAC

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAACC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCUCGAG
UUUGAUAAGU
AGAUACUAUU
GGGGUGAAAC
ACUGGAACGA
UUAGAUACCC
AUGGCUUUGA
UGGGAAGUAC

GCAGCUCGAG
UUUGAUAAGU
AGAUACUAUU
GGGGUGAAAU
ACUGGAACGA
UUAGAUACCC
AUGGCUUUGA
UGGGAAGUAC

GCAGCUCGAG
UUUGAUAAGU
AGAUACUAUU
GGGGUGAAAU
ACUGGAACGA
UUAGAUACCC
AUGGCUUCGA
UGGGAAGUAC

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCUAG
GUCCGCAAGG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCC
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUAGCUGU
CUUUGGUGAA
AGACUUGAAG
CCUAUAAUCC
UCUUGACGGU
GGGUAGUCCU
GUUGUUCCGG
GGUCGCAAGA

UGGUAGCUGU
CUUUGGUGAA
AGACUUGAAG
CCUAUAAUCC
UCUUGACGGU
GGGUAGUCCU
GUUGUUCCGG
GGUCGCAAGA

UGGUAGCUGU
CUUUGGUGAA
AGACUUGAAG
CCUAUAAUCC
UCUUGACGGU
GGGUAGUCCU
GUUGUUCCGG
GGUCGCAAGA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUUAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGGG
AGCUUGUAGC
UCGGGAGAGG
UGGGAGGACC
GAGUAACGAA
GGCCGUAAAC
UGCCGAAAGG
CUGAAACUUA

UUUUAUUGGG
AGCUUGUAGC
UCGGGAGAGG
UGGGAGGACC
GAGUAACGAA
GGCCGUAAAC
UGCCGAAGGG
CUGAAACUUA

UUUUAUUGGG
AGCUUGUAGC
UCGGGAGAGG
UGGGAGGACC
GAGUAACGAA
GGCCGUAAAC
UGCCGAAGGG
CUGAAACUUA



214

>A_6_G4
CAGCCGCCGC
CCUAAAGCGU
UUAACUAUAA
UUAGAGGUAC
ACCUGUGGCG
AGCCAGGGGC
GAUGUGGACU
AAGCUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A_6_F4
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A_6_H4
CAGCCGCCGC
CCUAAAGCGU
UUAACUAUAA
UUAGAGGUAC
UCCUGUGGCG
AGCCAGGGGC
GAUGUGGACU
AAGCUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A_6_F6
CAGCCGCCGC
CCUAAAGCGU
UUAACUAUAA
UUAGAGGUAC
ACCUGUGGCG
AGCCAGGGGC
GAUGUGGACU
AAGCUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A 7 _Al0
CAGCCGCCGC
CCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 7 D11
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UUAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCAGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC

413 bp
GGUAACACCG
UCGUAGCCGG
GAAUUGCUGG
UACCGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCGAACCGGA
UGGUGUUGGA
GUCCACCGCC
CGG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

413 bp
GGUAAUACCG
UCGUAGCCGG
GAAUUGCUGG
UACCGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCGAACCGGA
UGGUGUUGGA
GUCCACCGCC
CGG

413 bp
GGUAAUACUG
UCGUAGCCGG
GAAUUGCUGG
UACCGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCGAACCGGA
UGGUGUUGGA
GUCCACCGCC
CGG

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUCGGAG
UCGGCUACUU
GG

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
UGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCUGCUACUU
GG

GCAGCUCGAG
UUUGAUAAGU
AGAUACUAUU
GGGGUGAAAU
ACUGGAACGA
UUAGAUACCC
AUGGCUUUGA
UGGGAAGUAC

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

GCAGCUCGAG
UUUGAUAAGU
AGAUACUAUU
GGGGUGAAAU
ACUGGAACGA
UUAGAUACCC
AUGGCUUCGA
UGGGAAGUAC

GCAGCUCGAG
UUUGAUAAGU
AGAUACUAUU
GGGGUGAAAU
ACUGGAACGA
UUAGAUACCC
AUGGCUUUGA
UGGGAAGUAC

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCUAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

UGGUAGCUGU
CUUUGGUGAA
AGACUUGAAG
CCUAUAAUCC
UCUUGACGGU
GGGUAGUCCU
GUUGUUCCGG
GGUCGCAAGA

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUAGCUGU
CUUUGGUGAA
AGACUUGAAG
CCUAUAAUCC
UCUUGACGGU
GGGUAGUCCU
GUUGUUCCGG
GGUCGCAAGA

UGGUAGCUGU
CUUUGGUGAA
AGACUUGAAG
CCUAUAAUCC
UCUUGACGGU
GGGUAGUCCU
GUUGUUCCGG
GGUCGCAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UUUUAUUGGG
AGCUUGUAGC
UCGGGAGAGG
UGGGAGGACC
GAGUAACGAA
GGCCGUAAAC
UGCCGAAGGG
CUGAAACUUA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGGG
AGCUUGUAGC
UCGGGAGAGG
UGGGAGGACC
GAGUAACGAA
GGCCGUAAAC
UGUCGAAGGG
CUGAAACUUA

UUUUAUUGGG
AGCUUGUAGC
UCGGGAGAGG
UGGGAGGACC
GAGUAACGAA
GGCCGUAAAC
UGCCGAAGGG
CUGAAACUUA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA
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>A_7_G10
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UUAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCAGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A_7_H12

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A_7 _B10

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCUACUU
AAGUUGUUAA
AAGGAAUUGG
>A_7_H10

CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
CUUAACUUUC
CUAGAGGUAC
ACCGGUGGCG
GCCCUGGGUC
GCUGCAGACU
AAGUUGUUAG
AAGGAAUUGG
>A 7 _El1

CAGCAGCCGC
UCUAAAACGU
UUAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCAGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 7 G12

CAGCCGCCGC
AGUCUAAAAC
GCUCAACUUU
GCUAGAGGUA
CACCGGUGGC
AGCCCUGGGU
CGCUGCCGAC
GAAGUUGUUA
AAAGGAAUUG

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCUGCUACUU
GG

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
GUCGGCUACU
CGG

413 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
CGACUUCCGA
UUCUGGGGUA
AAGGCGUCUA
GCAAACGGGA
UGGUGUUGGA
GUCUGCUACU
CGG

412 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCUGCUACUU
GG

414 bp
GGUAAUACCU
GUUCGUAGCC
CCGACUUCCG
CUUCUGGGGU
GAAGGCGUCU
CGCAAACGGG
UUGGUGUUGG
AGUCGGCUAC
GCGG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCU
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAGAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
UGGGGAGUAC

GCAGCCCAAG
UUUAGGUAAA
AGAGACUGUC
GGGGUAAAAU
GCUAGAACGG
UUAGAUACCC
GGCCCUUCGG
UGGGGAGUAC

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

AGCAGCCCAA
GGUUUGGUAA
AAGAGACUGU
AGGGGUAAAA
AGCUAGAACG
AUUAGAUACC
AGGCCCUUCG
UUGGGGAGUA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCUAG
GUCCGCAAGG

UGGUGGUCGA
UCUUUGGGUA
AAACUUGGGA
CCUGUAAUCC
AUCCGACGGU
CGGUAGUCCA
GGGCAUUCAG
GUCCGCAAGG

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

GUGGUGGUCG
ACCUUUGGGU
CAAACUUGGG
UCCUGUAAUC
GAUCCGACGG
CCGGUAGUCC
GGGGCAUUCA
CGUCCGCAAG

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
UGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA

UUUUAUUGAG
AAUCGGGAAG
CCGGGAGAGG
UAGAAGGACC
GAGGGACGAA
GGGUGUAAAC
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
CGAAACUUAA

AUUUUAUUAG
AAAUCGGGAA
ACCGGGAGAG
CUAGAAGGAC
UGAGGGACGA
AGGGUGUAAA
GUGCCGGAGA
GAUGAAACUU
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>A 8 A7
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCAGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 8 G7
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACCCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 8 B8
CAGCAGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUCCCGACUU
AGUUGUUAAG
GGAAUUGGCG
>A 8 C7
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 8 E7
CAGCCGCCGC
UCUAAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CCGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 8 F7
CAGCCGCCGC
UCUAAAGCGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
GCUGCCGACU
AAGUUGUUAU
AAGGAAUUGG

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUUUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCUGCUACUU
GG

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

411 bp
GGUAACACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
G

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AAUUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

412 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACCUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

413 bp
GGUAAUACCU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUAGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
UGGUGUUGGA
GUCGGCUACU
CGG

GCAGCCCAAG
UUCGGUAAAU
GAGACUGCCG
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCAAUUCGGU
GGGGAGUACG

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GGCCCUUCGG
UGGGGAGUAC

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGCCCAG
UGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGAU

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

CGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACCUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGGCAUUCAG
GUCCGCAAGG

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
GAAACUUAAA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

UGUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACU
UGCCGGAGAG
AUGAAACUUA
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>A_8 F8
CAGCCGCCGC
UCUUAAACGU
UCAACUUUCC
UAGAGGUACU
CCGGUGGCGA
CCCUGGGUCG
CUGCCGACUU
AGUUGUUAAG
AGGAAUUGGC
>A 9 Al
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 9 E1
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCGA
UUGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 9 Gl
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCUAG
AAGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGGAUACUC
AAGUAUCCCA
GGCGG
>A 9 A2
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCAG
AAGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGAUUACUC
AAGUAAUCCA
GGCGG
>A 9 H1
CAGCAGCCGC
UUUAAAGGGU
UUAACUCCAG
AAGCGGAAUA
CCUAUUGCGA
GCGUGGGGAU
AUGAUUACUC
UAAGUAAUCC
UGGCGG

412 bp
GGUAAUACUU
UCGUAGCCGG
GACUUCCGAA
UCUGGGGUAG
AGGCGUCUAG
CAAACGGGAU
GGUGUUGGAG
UCGGCUACUU
GG

405 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

405 bp
GGUAAUACGA
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCAGG
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

405 bp
GGUAACACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCAUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCUUA
CAAACAGGAU
GACAUACGCG
CCUGGGAAGU

405 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCUUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCUUA
CAAACAGGAU
GACGUAUGCG
CCUGGGAAGU

406 bp
GGUAACACGG
GCGUAGGCGG
AACUGCCUUU
UGUCAUGUAG
AGGCAGCUUA
CAAACAGGAU
GACGUAUGCG
ACCUGGGAUG

GCAGCCCAAG
UUUGGUAAAU
GAGACUGUCA
GGGUAAAAUC
CUAGAACGGA
UAGAUACCCC
GCCCUUCGGG
GGGGAGUACG

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGCG
ACGACCGCAA

AGGGUGCAAG
GUAUGUAAGU
GAUACUAUAU
CGGUGAAAUG
CUACACAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGCG
ACGACCGCAA

AGGGUGCAAG
GUAUUUAAGU
GAUACUAUUU
CGGUGAAAUG
CUACGCAUAU
UAGAUACCCU
AUACACUGUG
ACGACCGCAA

AGGGUGCAAG
AUAGGUAAGU
GAUACUAUCU
CGGUGAAAUG
CUACGCCUAU
UAGAUACCCU
AUACACAGUA
ACGACCGCAA

AGGGUGCAAG
AUAGGUAAGU
GAUACUAUCU
CGGUGAAAUG
CUACGCCUAU
UAGAUACCCU
AUACACUAGU
UAUGACCGCA

UGGUGGUCGA
CUUUGGGUAA
AACUUGGGAC
CUGUAAUCCU
UCCGACGGUG
GGUAGUCCAG
GGCAUUCAGU
UCCGCAAGGA

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAUUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAUUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

CGUUAUCCGG
CAGUGGUGAA
AUCUUGAAUA
CUUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGUGUCUGAG
GGUUGAAACU

CGUUAUCCGG
CAGGGGUGAA
AUCUUGAAUA
CAUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UGCGUCUGAG
GGUUGAAACU

CGUUAUCCGG
CAGGGGUGAA
AUCUUGAAUA
CAUAGAUAUG
AUUGACGCUG
GGUAGUCCAC
AUGCGUCUGA
GGGUUGAAAC

UUUUAUUGAG
AUCGGGAAGC
CGGGAGAGGC
AGAAGGACCA
AGGGACGAAG
GGUGUAAACG
GCCGGAGAGA
UGAAACUUAA

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

AUUCACUGGG
AUCUCGGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

AUUCACUGGG
AUCCUAGAGC
UUGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

AUUCACUGGG
AUCCUGGAGC
UGGUGGAGGU
ACAUAGAACA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
CGAAAGCAUU
UAAAGGAAUU

AUUCACUGGG
AUCCUGGAGC
UGGUGGAGGU
ACAUAGAGCA
AGGCACGAAA
GCCCUAAACG
GCGAAAGCAU
UUAAAGGAAU
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>A 9 C2
CAGCCGCCGC
UUUAAAGGGU
CUUAACUCCA
UAAGCGGAAU
ACCUAUUGCG
AGCGUGGGGA
GAUGAUUACU
UAAGUAAUCC
UGGCGG

406 bp
GGUAAUACGG
GCGUAGGCGG
GAACUGCCUU
AUGUCAUGUA
AAGGCAGCUU
UCAAACAGGA
CGACGUAUGC
ACCUGGGAAG

AGGGUGCAAG
AUAGGUAAGU
UGAUACUAUC
GCGGUGAAAU
ACUACGCCUA
UUAGAUACCC
GAUACACAGU
UACGACCGCA

CGUUAUCCGG
CAGGGAGUGA
UAUCUUGAAU
GCAUAGAUAU
UAUUGACGCA
UGGUAGUCCA
AUGCGUCUGA
AGGUUGAAAC

AUUCACUGGG
AAUCCUGGAG
AUGGUGGAGG
GACAUAGAAC
GAGGCACGAA
CGCCCUAAAC
GCGAAAGCAU
UUAAAGGAAU



Tabelle A9: Ausgewahlte RDP-Resultate fur Sequenzen von unspezifisch (behandlungsunabhéngig) aufgetretenen Klonen in den SSCP-Banden des
Clostridia-spezifischen SSCP-Gels

Klon S_ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung

c1B1 0,95 uncultured bacterium; 1103200823704; EU844189
cil1c 0,97

o . . Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
C1lG2 0,96 Clostridium aminophilum; 152R-1b; DQ278862
C 1 H3 0,97
C 2 D6 0,86 uncultured bacterium; KsuB12; AB291446 u.a. Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae
C2G6 0,95 uncultured bacterium; 1103200820170; EU844109 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
C_2 B4 0,98 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
C 2 F4 0,97 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 | Incertae sedis 5
C 2 A6 0,94 uncultured bacterium; WIM-Mc-37; AY309104 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified

uncultured bacterium; . .
C 2 E6 1,00 SSCP band Rum_12d: AJ874226 Proteobacteria; unclassified
C 3 G8 0.95 uncultured bacterium; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
— = ' SSCP band Ant_09d; AJ874181 Caulobacteraceae
C_3 D7 1,00 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
C 3G7 0,95 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 | Incertae sedis 5
C.3.C8 0,83 uncultured bacterium: TRT72: FJ032553 Flrmlcgt(_es; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
unclassified
uncultured bacterium; e .

C 3 A7 0,93 DGGE band: KH03-30B: AB307981 unclassified Bacteria
C_ 4 D12 0,79 uncultured bacterium: TRT72: FJ032553 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;

unclassified




Fortsetzung Tabelle A9:

Klon S ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung

C 4 Al10 0,93 uncultured bacterium; NWD62; AB334040

C 4 Ci12 0,91 uncultured bacterium; 1103200821686; EU843149

C 4 B11 0,81 uncultured bacterium; 1103200828366; EU845299

C 4 C10 0,85 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae

C 4 G10 0,87 Clostridium aminophilum; 152R-1b; DQ278862

C 4 H12 0,94

C 4 Ell 0,92 uncultured rumen bacterium 4C3d-8; AB034056 u.a.

C5C2 0,81 uncultured bacterium; 1103200825370; EU843319 o o o )

Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae

C5 D1 0,94 uncultured bacterium; 1103200831002; EU843487

C 5Bl 0.96 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
— = ' SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5

C_6.C4 0,97 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a. Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;

C_6_E4 0,96 uncultured bacterium: ODP-92B-02; DQ490042 u.a. | Caulobacteraceae

C 6 Al 0.98 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
— = ! SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5

C 6 C6 1,00 uncultured bacterium; NAT70; AJ607025 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified

C 7 B8 0.93 uncultured Cytophagales bacterium; Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
- = ’ DGGE gel band LY03; EU685803 Sphingobacteriaceae

C 7 E7 0,94 uncultured bacterium; ODP-92B-02: DQ490042 u.a. Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;

Caulobacteraceae
C_7 D9 1,00 uncultured bacterium; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;

EV818BHEB5102702SAS92; DQ256352

Moraxellaceae




Fortsetzung Tabelle A9:

Klon S _ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
C_8_Al 0,97 uncultured rumen bacterium 4C3d-8; AB034056 u.a. o o o )
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
C 8 D2 0,79 Clostridium aminophilum; 152R-1b; DQ278862
coc4 0,97 Clostridium lentocellum; DSM 5427; X76162 u.a. Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; unclassified
C9Ch 0,95 uncultured rumen bacterium 4C3d-8; AB034056 u.a. Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
C_10_B7 0,96 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
C 10 D7 1,00 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
C 10 F7 0,98 uncultured bacterium; NAT69; AJ607024 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified
uncultured bacterium; - -
C 10 D9 0,94 SSCP band Rum_12d: AJ874226 Proteobacteria; unclassified
C 11 A10 0,97
C 11 D12 0,95 uncultured bacterium; NED5ES8; EF445268 Firmicutes; Clostridia; Clostridiales Lachnospiraceae
C 11 F10 0,90
C 11 B10 0.98 uncultured bacterium; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
= ' SSCP band Ant_09d; AJ874181 Caulobacteraceae
C 11 H11 0.97 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
= ' SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
C 13 A4 0,97 uncultured bacterium; C764; AY916349 u.a.
C_13_B5 0,90 Clostridium aminophilum; 152R-1b; DQ278862 o o o )
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
C 13 D4 0,82 uncultured bacterium; SJTU _D_15 41; EF401759
C 13 E5 0,85 uncultured bacterium; SJTU_D_11 18; EF401468




Fortsetzung Tabelle A9:

Klon S_ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
C 13 D6 0.91 uncultured Cytophagales bacterium; Bac_teroidetes;.Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
= ’ DGGE gel band LY03; EU685803 Sphingobacteriaceae
C 14 B9 0,80 uncultured rumen bacterium 4C3d-8; AB034056 u.a.
C 14 D8 0,98 uncultured bacterium; C764; AY916349 u.a. Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
C 14 E7 0,93 Clostridium aminophilum; 152R-1b; DQ278862




Tabelle A10: Ausgewahlte RDP-Resultate fiir Sequenzen von unspezifisch (behandlungunabhéngig) aufgetretenen Klonen in den SSCP-Banden
des Bacteroidetes-Prevotella-spezifischen SSCP-Gels

Klon S_ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
B 1 D1 100 uncultured Aquabacterium sp.;
= ’ SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
uncultured Burkholderiales bacterium; Incertae sedis 5
B_1G1 1,00 NSP3Q1s46; EU629394
B 1 D2 0.98 uncultured bacterium; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
- ' SSCP band Ant_09d; AJ874181 Caulobacteraceae
B 2 E5 0,96 uncultured bacterium; AL1-1_02; AJ880159 u.a. Propionibacteriaceae
B 2 A4 1,00 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a.
B_2 D6 0,95 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a. ) .
- - Q Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
B 2 F5 0,92 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a. Caulobacteraceae
uncultured bacterium;
B_2 G4 0,96 SSCP band Ant_09d; AJ874181
B 2 B4 0.98 uncultured Burkholderiales bacterium; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
—= ' NSP3Q1s46; EU629394 Incertae sedis 5
B 3 A7 0,99 uncultured bacterium; CD140; DQ441391 u.a.
B 3 E7 0.96 ] Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
—o_ : uncultured Aquabacterium sp.; Incertae sedis 5
B 3 A8 1,00 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866
B 4 B11 086 uncultured Cytophagales bacterium; Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
- = ’ DGGE gel band LY03; EU685803 Sphingobacteriaceae
B 4 AL0 095 uncultured bacterium; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;

SSCP band Ant_09d; AJ874181

Caulobacteraceae




Fortsetzung Tabelle A10:

Klon S ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
B 4 F10 0.98 uncultured Burkholderiales bacterium;
- = ’ NSP3Q1s46; EU629394 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
B 4 G10 1.00 uncultured Aquabacterium sp.; Incertae sedis 5
- = ! SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866
B 5 El 1,00 uncultured bacterium: AL1-1_02; AJ880159 u.a. Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales;
Propionibacteriaceae
B 5 D3 0.95 Moraxella osloensis: 3: Y15855 u.a Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
= ' T o Moraxellaceae
B 6 A4 0.97 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
— = ' SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
B 6 C4 0,93 ) ) . -
—- 098 uncultured bacterium; NAT70; AJ607025 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified
B 6 D6 0.97 uncultured bacterium; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
- = ’ EV818BHEB5102702SAS92; DQ256352 Moraxellaceae
— 09R.N- Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
B 7 C7 0,98 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a. Caulobacteraceae
B 7 BS 0.98 uncultured bacterium: CD140: DQ441391 u.a Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
- = ' ' ' e Oxalobacteraceae
B_7_E7 0,94 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
B 7 F7 0,96 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
B 7 H8 0.97 Moraxella osloensis: 3: Y15855 u.a Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
_/_ ' ' e Moraxellaceae
B 7 D8 0,98 uncultured bacterium; AL1-1 02; AJ880159 u.a. Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales;
B 7 F8 0,98 uncultured bacterium; AL1-1_02; AJ880159 u.a. Propionibacteriaceae




Fortsetzung Tabelle A10:

Klon S _ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
B 8 D10 0.96 uncultured Aguabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
- = ! SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
B 9 BL 0.95 uncultured bacterium; ODP-92B-02; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
== ' DQ490042 Caulobacteraceae
uncultured Burkholderiales bacterium;
B 9 C2 0,98 . ’
NSP3Q1546; EU629394 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
B 9 E2 0,96 uncultured Aquabacterium sp.; Incertae sedis 5
B 9 F1 0,96 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866
B_10_D5 0,92 uncultured bacterium; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
B 10 F4 0,93 SSCP band Ant_09d; AJ874181 Caulobacteraceae
B 10 C4 0.98 uncultured Aguabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
- = ' SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
B 10 E5 0.95 uncultured Burkholderiales bacterium; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae
- = ' NSP3Q1s46; EU629394 sedis 5
B 10 C6 0,96 uncultured bacterium; NAT70; AJ607025 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified
B 11 E7 0,86 uncultured bacterium; Rock63; AM773399 Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; unclassified
B 11 E7 0.95 uncultured Cytophagales bacterium; Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
- = ’ DGGE gel band LY03; EU685803 Sphingobacteriacea
B_11 A7 1,00 uncultured Agquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
B 11 B9 1,00 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Incertae sedis 5
B_12_Hi1 0,93 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a, | roweobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
Caulobacteraceae
B_12 D10 1,00 uncultured eubacterium WD2124; AJ292676 u.a. Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified




Fortsetzung Tabelle A10:

Klon S _ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
uncultured Aguabacterium sp.;
B_12 BI0 100 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866
B 12 B12 1.00 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae
—— : SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 sedis 5
uncultured Burkholderiales bacterium;
B_12_F10 0,96 NSP3Q1s46; EU629394
B 13 E1 0,98 uncultured bacterium: ODP-92B-02: DQ490042 u.a. Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
Caulobacteraceae
B_13_B2 1,00 uncultured Aguabacterium sp.;
B 13 G1 0,96 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae
B 13 G3 0.93 uncultured Burkholderiales bacterium; sedis 5
- = ’ NSP3Q1s46; EU629394
B 14 E4 0.97 uncultured bacterium; ) )
— ’ SSCP band Ant 09d: AJ874181 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales;
— Caulobacteraceae
B 14 E5 0,92 uncultured bacterium; ODP-92B-02; DQ490042 u.a.
B_14_B4 1,00 uncultured Agquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae
B 14 F6 0,97 SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 sedis 5
uncultured bacterium; r .
B 14 H5 0,97 DGGE band: KH03-308; AB307981 unclassified Bacteria
B_15 D9 0,97 uncultured bacterium; AL1-1_02; AJ880159 u.a. Propionibacteriaceae
B 15 G7 098 uncultured Aquabacterium sp.; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae
= ’ SSCP Band 56-B547 from PCB-biofilm 5; AJ966866 sedis 5
B 15 F9 1,00 uncultured bacterium; NAT70; AJ607025 Proteobacteria, Gammaproteobacteria, unclassified




Tabelle A11l: Ausgewéhlte RDP-Resultate fir Sequenzen von unspezifisch (behandlungsunabhangig) aufgetretenen Klonen in den SSCP-Banden

des Archaea-spezifischen SSCP-Gels

Klon S_ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung
A1Cl 0.90 0863 uncultured Sphingobacterium sp.; Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
- ' DQ028395 u.a. unclassified
Al B2 0,92 uncultured archaeon; JB13-2; EF614366 Euryar(_:h_aeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales;
L unclassified
uncultured methanogenic archaeon; . -
A 1D1 0,94 LGM-LG17: EU520279 Euryarchaeota; unclassified
uncultured methanogenic archaeon; ) e
A 2 A6 0,92 LGM-LG11: EU520273 u.a. Euryarchaeota; unclassified
A2 A4 0.95 uncultured methanogenic archaeon; Euryarchaeota; Methanobacteria; Methanobacteriales;
— = ’ NRmetA8; EU284787 Methanobacteriaceae
A2 B4 0,94 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.
A 2 B5 0,95 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a. Erl:gairsngota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales;
A 2 D4 0,97 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.
A 2 ES 0.98 uncultured Burkholderiales bacterium; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
—— k NSP3Q1s46; EU629394 Incertae sedis 5
A 3 D7 0,98 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 u.a. Bactero_l(_jetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
unclassified
uncultured methanogenic archaeon; . -
A 3 G8 0,96 LGM-LGO6; EU520268 u.a. Euryarchaeota; unclassified
A 3 E7 0,96 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.
A 3 A8 0,96 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a. unclssified
A_3 B9 0,91 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.




Fortsetzung Tabelle Al11:

Klon S _ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung

A 3 A7 0,94 uncultured archaeon: 1: DQ355968 Euryar(_:haeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales;
unclassified

A_4_A10 0,97 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 u.a. Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;

A 4 Fl1 0,94 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 u.a. unclssified

A 4 B10 0,08 uncultured archaeon: JB13-2; EF614366 Euryarc_:h_aeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales;
unclassified

A 5 D2 0,96 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 u.a. Bacter'o'ldetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;
unclssified

uncultured methanogenic archaeon; ] e

A5 Al 0,94 LGM-LGO6: EU520268 Euryarchaeota; unclassified

A5 A2 0,94 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.

A 5 B3 0,95 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a. unclassified

A5 Cl 0,93 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.

uncultured methanogenic archaeon; ) e
A7 G12 0,94 LGM-LGO6: EU520268 Euryarchaeota; unclassified
A 7 B10 0.95 uncultured methanogenic archaeon; Euryarchaeota; Methanobacteria; Methanobacteriales;
- = ’ NRmetA8; EU284787 Methanobacteriaceae

A 7_H12 0,95 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a. Euryarchaeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales;

A 7 Al10 0,94 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a. unclassified

A_8_C7 0,96 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;

A 8 G7 0,96 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 u.a. unclssified




Fortsetzung Tabelle Al11:

Klon S ab score nachster Verwandter und Accession Nummer Taxonomische Einordnung

A 8 E7 0.96 uncultured methanogenic archaeon; Euryarchaeota;_ Methanobacteria; Methanobacteriales;
— = ! NRmetA8; EU284787 Methanobacteriaceae

A 8 A7 0,95 uncultured archaeon; JB13-2; EF614366

A_8 F7 0,87 trg#,:ttré%g] eér&agnzoogze%c archaeon; Euryarchaeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales;

A 8 B8 0,93 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a. unclassified

A 8 F8 0,95 uncultured methanogenic archaeon; 6; DQ372975 u.a.

A 9 H1 0,89

A9 A2 0,97 uncultured bacterium; HKT35; DQ309379

A_9_C2 0,94 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales;

A9 Al 0,93 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 u.a. unclssified

A9 E1l 0,93 uncultured Sphingobacterium sp.; DQ028395 .u.a.

A 9 Gl 0,97 uncultured bacterium; 47mm40; AY 796040 u.a.
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Tabelle A12: Ermittelte Cr-Werte (Threshold-Cycle) wahrend der Real-time gPCR fur
Ruminococcus albus und Prevotella bryantii zur Bestimmung der Reaktionseffizienz

Probe/ eingesetzte DNA R. albus eingesetzte DNA P. bryantii
Futtermischung (ng) c (ng) Cs
Blindprobe 0 43,50 0 30,72
1291 12,73
20 12,46 20 13,70
11,53 14,06
22,68 16,95
2 22,56 0,02 16,93
22,75 16,63
Standard 2610 24,30
0,2 26,03 0,002 24,18
26,24 24,54
30,81 29,68
0,002 30,32 0,0002 29,22
28,48 28,49
21,17 15,54
100 20,98 40 15,22
19,28 15,18
22,27 18,78
10 16,38 20 19,46
|t 21,96 19,14
25,00 22,58
1 24,30 4 22,30
23,93 22,77
27,35 27,83
0.1 26,72 1 27,66
26,77 27,79
21,44 13,83
100 21,83 40 13,59
20,12 14,14
22,84 17,24
10 22,51 20 17,84
m 22,26 17,68
24,64 20,64
1 24,35 4 20,21
24,19 20,44
27,40 26,18
0.1 26,82 1 26,20
27,13 26,35
21,42 13,63
100 20,82 40 13,39
22,29 14,93
23,76 19,13
10 22,08 20 16,32
Vi 22,35 16,71
24,42 21,43
1 24,73 4 21,22
24,68 21,63
26,99 25,79
0.1 28,41 1 27,52
27,89 26,73

! Mischproben der DNA aus den drei wiederholten Pansensimulationsversuchen fiir die Futter-
mischungen der FutterpartikelgroRe 1 mm

2 .
grau markierte Cy -Werte wurden von der Auswertung ausgeschlossen
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Abbildung A1: Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der Produkte aus der
Real-time gPCR zur Effizienzbestimmung der Reaktion fir Ruminococcus albus

3000

2500

e

2000

1500 it
Blindprobe / L A

1000

500

-d(RFUy/dT

1,00

-500

-1000

-1500

11 I 1111 T | L1l 1111 | I 1111 I L1l 1
50 55 60 65 T0 7S &0 85 80 93 100

Temperatur (°C)

Abbildung A2: Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der Produkte aus der
Real-time gPCR zur Effizienzbestimmung der Reaktion fiir Prevotella bryantii
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Tabelle A13: Ermittelte Cr-Werte (Threshold-Cycle) aus der Real-time qPCR fur
Ruminococcus albus und Prevotella bryantii

Probe/ Futterpartikel- | Wiederholung der | eingesetzte R. albus P. bryantii
Futtermischung groRe Pansensimulation DNA (ng) ct ct
21,27 20,66
a 21,28 20,53
21.00 17,75
22,50 20,67
| b 8.34 20,73
20,75 4,96
22,74 17,66
c 22,27 16,81
22.03 17.55
21.60 17.96
a 20,75 17,71
20,45 16,37
21.89 18.28
11 1 mm b 22,57 18,40
21,26 18,13
22.25 17,11
c 22.20 16.82
21.89 16,95
22.98 17.91
a 22.39 16.88
21,95 17.33
22,94 18.42
\% b 22,59 17.95
22.18 18,15
22,07 16,95
c 21,61 16,67
20 22,59 18.13
23.15 20,86
a 21.41 19.68
21,09 19,58
23.55 22,05
| b 23.74 22.03
23.74 22,63
22.29 20,33
c 23.29 22,00
22,51 21.89
23.21 20,28
a 23.44 18.25
23.25 17.86
22.83 21.29
1l 4 mm b 22.60 21,14
21.66 21.49
25,28 18.90
c 23.88 19,34
24,08 18.84
3.64 18,27
a 22.42 17,12
22.59 17.80
23.23 17,60
\% b 22.84 17.64
23,11 17,37
21,78 16,54
c 22,20 16,08
22.06 16,37

! grau markierte C -Werte wurden von der Auswertung ausgeschlossen
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Fortsetzung Tabelle A13:

Probe/ Futterpartikel- | Wiederholung der | eingesetzte R. albus P. bryantii
Futtermischung groie Pansensimulation DNA (ng) o o
Blindprobe - - 0 35,28 40,76
10,60 14,00
20 10,86 13,70
12,44 14,39
15,95 18,31
2 16,09 18,33
14,42 17,55
Standard - - 17.08 22.05
0,2 17,09 23,62
16,83 23,96
22,87 28,37
0,02 23,91 28,87
23,14 9,11

! grau markierte Ct -Werte wurden von der Auswertung ausgeschlossen
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Abbildung A3: Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der Produkte aus der
Real-time gPCR fiir Ruminococcus albus
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Abbildung A4: Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der Produkte aus der
Real-time gPCR fir Prevotella bryantii



Tabelle Al4: Detektierte Anzahl DAPI-geféarbter und hybridisierter Zellen je Bild fur die Proben aus den Fermentern (EUB 338 I-111: Eubacteria,
ARCH 915: Archaea, LGC 354 A-C: Firmicutes, BAC 303: Bacteroides-Prevotella, DELTA 495a: Deltaproteobacteria, F. succ.: Fibrobacter
succinogenes, BET 42a: Betaproteobacteria, GAM 42a: Gammaproteobacteria, MB 1174: Methanobacteriaceae)

§ < | EUB338I-llI ARCH 915 LGC 354 A-C BAC 303 DELTA 495a F. succ. BET 42a GAM 42 a MB 1174
+~ —
'f - DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde
1 600 450 741 58 572 49 275 40 246 4 633 10 262 8 193 2 574 16
2 458 335 654 87 515 56 293 47 261 3 503 9 414 9 274 4 586 11
3 588 460 732 65 739 49 435 65 312 4 502 5 455 12 160 2 535 9
I 4 641 526 580 58 434 39 323 58 194 2 567 8 406 9 199 2 632 10
5 761 562 856 80 491 34 280 49 419 6 509 5 525 14 158 1 531 7
6 563 438 652 50 548 46 227 43 260 3 545 12 472 13 200 2 557 11
7 610 487 522 55 484 18 282 45 218 4 523 6 453 13 188 2 604 20
1 488 297 428 18 417 13 320 33 253 3 189 2 477 9 165 1 437 3
2 458 309 388 18 401 17 476 50 291 5 190 1 381 5 147 1 478 2
3 428 271 317 34 353 17 451 58 147 3 161 4 339 4 206 2 639 1
I 4 425 293 477 63 391 15 372 39 215 4 219 1 422 6 264 4 451 1
5 464 286 364 25 225 7 360 35 181 3 159 4 401 5 229 2 729 1
6 480 312 312 24 372 20 402 48 175 2 171 3 455 3 164 2 756 1
7 475 304 324 17 389 23 432 57 233 6 177 3 396 5 207 2 401 3
1 415 284 317 18 396 17 499 48 332 4 347 3 353 8 179 2 529 6
2 389 277 357 21 442 27 508 56 166 2 356 2 389 9 169 1 430 5
3 397 251 568 36 323 16 418 76 179 3 441 3 302 4 214 2 499 12
1] 4 405 280 215 10 340 27 467 60 126 2 319 2 253 2 176 2 376
5 411 252 239 23 321 24 385 45 207 3 350 3 283 3 225 2 425
6 396 248 411 32 201 9 426 61 200 3 383 2 302 4 184 2 487 11
7 447 330 249 22 400 18 439 64 208 2 367 3 396 6 281 1 442 4
1 386 281 436 29 316 32 461 69 114 2 412 6 403 9 185 3 346 5
2 440 269 427 32 329 34 316 47 134 2 451 5 364 6 123 2 326 3
3 418 261 388 34 389 34 315 44 156 2 401 2 374 3 128 2 363 4
W 4 399 266 392 22 423 24 336 47 123 2 284 2 323 4 157 2 429 6
5 376 255 376 27 349 28 424 70 155 3 321 4 392 6 156 1 658 11
6 504 371 364 22 435 25 330 56 115 2 397 3 323 4 135 2 375 4
7 409 250 392 26 353 20 328 54 127 2 403 3 362 4 154 1 364 10
8 123 2




Fortsetzung Tabelle Al4:

§ o | EUB338 I-11I ARCH 915 LGC 354 A-C BAC 303 DELTA 495a F. succ. BET 42a GAM 42 a MB 1174
- - —
'f - DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde
1 301 196 241 13 246 13 271 28 161 3 128 3 245 5 110 2 353 7
2 319 220 218 9 270 14 179 15 127 3 144 2 241 3 109 2 209 7
3 264 200 293 14 225 9 267 39 160 3 123 2 287 3 149 2 266 6
4 290 227 235 16 250 23 231 23 201 5 175 1 300 3 115 0 283 5
v 5 235 170 219 19 215 23 254 33 120 3 139 1 255 3 112 0 359 7
6 192 142 195 15 260 17 240 29 119 3 105 0 262 3 84 1 294 8
7 202 159 250 14 227 18 286 38 194 5 142 2 296 5 98 0 242 4
8 108 1 103 0
9 75 1
10 105 2
1 240 162 258 14 306 10 269 22 219 4 146 1 245 1 166 2 631 1
2 274 180 418 24 352 13 261 27 9 2 134 1 225 1 158 2 485 1
3 283 194 331 14 249 7 251 17 220 4 142 1 237 1 181 2 475 3
MS | 4 236 158 243 20 252 9 245 29 185 4 117 1 257 1 164 3 276 2
5 380 229 255 11 188 5 262 17 163 2 162 1 233 2 247 2 165 0
6 255 169 298 14 266 5 217 15 149 3 151 1 312 2 132 2 206 1
7 251 178 257 19 265 3 299 33 133 3 149 2 182 1 163 2 222 1
1 338 217 333 28 394 17 377 51 182 4 334 3 103 1 151 1 269 5
2 320 193 436 36 287 8 347 38 252 4 320 2 183 2 161 1 325 6
3 378 234 a1 26 334 20 404 38 225 3 328 2 109 1 168 2 368 3
GS 4 353 241 390 26 328 8 513 55 179 5 414 6 146 1 163 1 326 5
5 356 216 504 20 371 13 433 44 205 5 281 3 148 1 123 2 266 5
6 391 221 392 20 285 9 432 54 210 3 263 4 148 1 137 2 330 7
7 344 200 345 22 375 9 429 51 220 4 415 5 163 2 170 1 359 7
1 705 420 909 53 584 16 690 43 297 2 582 1 361 2 377 0 943 0
2 575 386 954 62 559 12 659 32 283 3 756 1 278 1 398 0 774 1
3 634 411 1024 71 643 18 731 46 266 2 777 1 521 3 340 4 794 0
SES | 4 504 313 857 77 684 10 647 35 299 3 657 0 362 1 342 4 787 0
5 721 402 394 35 601 15 663 37 295 2 702 1 374 2 379 4 800 0
6 309 200 795 43 534 10 613 31 288 2 803 1 369 2 310 1 287 0
7 398 245 733 48 727 11 752 45 305 3 748 2 277 1 261 0 699 3




Tabelle A15: Detektierte Anzahl DAPI-gefarbter und hybridisierter Zellen je Bild fiir die Proben aus den Uberlaufen (EUB 338 I-111: Eubacteria,
ARCH 915: Archaea, LGC 354 A-C: Firmicutes, BAC 303: Bacteroides-Prevotella, DELTA 495a: Deltaproteobacteria, F. succ.: Fibrobacter
succinogenes, BET 42a: Betaproteobacteria, GAM 42a: Gammaproteobacteria, MB 1174: Methanobacteriaceae)

§ o | EUB338 I-11I ARCH 915 LGC 354 A-C BAC 303 DELTA 495a F. succ. BET 42a GAM 42 a MB 1174
+— —
'f - DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde
1 340 247 250 12 260 13 249 19 144 1 160 2 229 8 124 11 321 2
2 295 250 281 13 215 9 281 21 160 1 89 1 273 13 169 15 198 2
3 194 155 225 9 199 6 302 16 150 2 112 2 210 10 123 11 301 0
I 4 214 178 210 14 217 6 255 29 114 1 155 2 297 7 192 12 248 0
5 244 197 235 17 225 7 270 16 249 2 128 1 200 12 139 12 191 1
6 290 220 202 7 237 11 288 23 100 1 236 2 239 9 209 17 273 1
7 218 159 220 11 250 13 218 23 172 2 185 3 214 9 141 13 220 3
1 186 151 214 10 203 14 183 14 138 1 109 0 205 9 126 15 230 0
2 214 160 250 8 218 10 179 12 128 2 104 0 228 6 174 20 186 3
3 179 131 261 6 167 5 322 16 215 2 85 1 231 6 134 24 235 4
" 4 203 150 205 7 186 14 166 15 158 1 107 1 162 5 117 23 260 1
5 223 174 181 6 179 6 222 16 137 1 118 1 163 4 253 21 290 1
6 186 148 209 7 154 6 201 11 113 2 181 1 194 7 226 30 280 3
7 197 158 161 9 183 8 186 14 127 2 101 1 166 7 228 16 188 0
8 95 1
9 100 1
1 271 209 441 25 327 6 141 13 268 2 180 1 266 9 120 17 343 0
2 259 199 349 18 283 8 160 19 169 2 181 1 371 21 189 17 467 3
3 243 184 352 19 419 24 162 15 132 2 128 1 272 16 193 25 510 4
i 4 326 244 451 16 378 9 196 24 185 2 178 1 376 18 143 22 374 2
5 302 246 267 12 306 12 190 14 182 3 157 1 313 15 174 24 385 0
6 278 225 329 11 395 16 159 17 480 3 142 1 325 16 160 19 408 1
7 413 355 327 10 304 16 180 13 158 1 121 1 360 10 168 25 379 3
1 201 146 226 10 129 2 135 13 117 1 167 1 266 7 169 19 459 4
2 228 193 336 14 224 7 161 15 179 1 149 1 318 9 188 20 366 9
3 245 181 316 12 131 3 141 13 132 1 147 1 268 8 152 20 349 8
v 4 169 141 258 15 138 5 138 14 145 2 156 1 286 12 169 17 344 5
5 210 175 270 18 164 7 139 13 140 1 9 1 288 9 123 16 274 5
6 232 188 294 12 136 3 120 13 163 2 128 1 285 8 131 17 343 3
7 238 172 280 12 190 5 170 16 158 2 159 1 266 10 214 31 345 4




Fortsetzung Tabelle A15:

§ o | EUB338 I-11I ARCH 915 LGC 354 A-C BAC 303 DELTA 495a F. succ. BET 42a GAM 42 a MB 1174
- - —
'f - DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde | DAPI | Sonde
1 232 175 287 10 152 4 186 11 136 2 188 1 199 28 163 13 281 3
2 172 122 270 9 136 2 178 8 247 4 121 1 207 23 101 8 228 3
3 226 163 288 14 174 4 173 11 146 1 117 1 234 30 164 9 236 3
\% 4 173 122 253 10 153 2 162 13 160 1 174 1 260 35 188 11 178 4
5 228 180 247 7 150 4 157 10 139 1 119 1 170 17 173 9 206 3
6 207 151 291 8 136 3 164 11 126 2 211 1 185 16 158 8 344 5
7 204 146 306 9 149 2 244 13 121 1 241 1 157 18 111 9 271 3
1 171 135 228 9 262 7 204 13 114 1 116 0 219 8 115 6 200 1
2 201 174 154 6 200 6 209 10 89 1 219 0 249 12 127 6 174 1
3 254 203 224 10 190 3 297 16 126 2 108 0 322 11 121 6 164 0
MS 4 175 142 346 15 353 5 180 12 120 1 148 1 267 13 120 8 186 1
5 283 223 160 9 300 4 324 22 180 2 276 2 273 16 115 9 253 0
6 257 201 184 6 294 4 148 10 152 1 134 1 180 7 85 9 117 0
7 251 205 254 7 236 2 189 15 122 1 103 1 178 10 102 8 138 1
8 146 2 141 9
9 120 8
1 210 156 246 18 183 4 226 9 218 3 147 1 229 8 231 15 188 5
2 225 145 356 28 180 3 150 9 156 1 170 1 239 6 151 13 265 6
3 201 130 260 13 127 6 182 11 156 2 157 1 259 3 144 9 311 4
GS 4 190 120 299 17 167 3 157 7 87 1 140 1 189 3 129 14 309 8
5 199 144 281 13 170 2 175 10 210 2 148 1 208 5 151 13 253 5
6 198 134 217 12 145 6 233 7 150 2 187 1 202 6 163 16 266 6
7 235 149 452 28 148 5 238 10 138 1 113 1 203 3 242 22 363 4
1 565 424 604 30 480 6 312 15 243 1 240 1 519 19 256 3 510 0
2 517 387 477 16 516 9 300 15 310 2 221 1 568 10 264 9 608 3
3 639 412 475 16 402 11 307 15 242 1 258 1 684 20 227 7 485 1
SES | 4 546 380 538 28 508 6 294 20 358 2 222 1 589 16 219 7 540 3
5 526 353 568 26 515 5 324 16 303 1 267 0 704 15 247 8 592 3
6 632 418 577 23 450 5 302 16 278 2 234 0 549 22 217 5 574 3
7 505 341 523 31 503 6 236 10 242 1 339 1 493 14 223 8 473 4
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Witzig, Maren
03.01.1981

Halle (Saale)

Besuch der Grundschule am Bruhl in Halle
Besuch der Latina August Hermann Francke in
Halle

Freiwilliges Okologisches Jahr auf dem Gutshof
Ddlinitz

Studium der Agrarwissenschaften an der
Landwirtschaftlichen Fakultét der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Studienrichtung: Nutztierwissenschaften
Thema der Diplomarbeit: ,,Untersuchungen zur
Nettoabsorption und Verwertung von Phosphor

und Calcium beim Broiler*

Promotionsstudium am Institut fur Agrar- und
Erndhrungswissenschaften,
Naturwissenschaftliche Fakultat 111 der

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
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