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1. Einleitung und Problemstellung 

 
In den letzten Jahren ist der Einsatz von Herbiziden in der Landwirtschaft stetig gestiegen. 

Glyphosat (N-Phosphonomethylglycin) als Wirkstoff des Totalherbizids Roundup® ist dabei 

das am meisten verwendete Herbizid weltweit. Es wird standardmäßig zur Unkrautbekäm-

pfung in der Landwirtschaft, aber auch im Gartenbau und in Städten angewandt. Seine 

Verwendung hat sich beispielsweise in den Jahren 1992 bis 2002 versechsfacht. Damit wurde 

Glyphosat noch häufiger eingesetzt besonders in den Vereinigten Staaten (Gianessi und 

Reigner, 2006). Der Hauptgrund für diesen Anstieg liegt in der Entwicklung von 

glyphosatresistenten Kulturpflanzen wie Soja (Glyzine max) oder Raps (Brassica napus). 

Allein in den Vereinigten Staaten wurden im Jahre 2004 ca. 30 Millionen Hektar mit 

glyphosatresistentem Soja bepflanzt (Cerdeira und Duke, 2006). Der kombinierte Einsatz von 

gentechnisch veränderten Kulturpflanzen und Glyphosat wird zukünftig wahrscheinlich 

zunehmen. Gleichzeitig werden sich Unkräuter mit natürlichen Resistenzen gegenüber dem 

Herbizid auf den Feldern ausbreiten und sich neue Resistenzen entwickeln. 

 

Das Totalherbizid Glyphosat wird im Boden mikrobiell abgebaut. Zahlreiche Bakterien 

wurden bereits kultiviert, die Glyphosat unter Phosphatmangelbedingungen als Phosphat-

quelle verwenden können. Man vermutet, dass es zwei mikrobiell katalysierte Hauptab-

bauwege für Glyphosat in der Natur gibt, bei denen C-P-Lyasen eine wichtige Rolle spielen. 

Über die biomolekularen Grundlagen des Abbaus ist aber kaum etwas bekannt. Dies liegt vor 

allem auch daran, dass mehr als 99 % der Mikroorganismen, die in natürlichen Habitaten 

vorkommen, bislang nicht kultivierbar sind (Amann et al., 1995). Um die Schwierigkeiten 

und Limitationen, die mit der Kultivierung von Mikroorganismen verbunden sind, zu 

umgehen, wurden verschiedene kultivierungsunabhängige Methoden entwickelt. Eine 

innovative Methode ist die so genannte „Metagenomik“, die versucht komplexe Genome aus 

mikrobiellen Nischen zu erfassen (Streit und Schmitz, 2004). In der vorliegenden Arbeit 

wurde diese Methode eingesetzt, um auch Gene von bislang nicht kultivierbaren Organismen, 

die am Abbau von Glyphosat beteiligt sind, identifizieren und eventuell bisher unbekannte 

Abbauwege des Herbizids entdecken zu können.  

 

Glyphosat bindet im Boden normalerweise schnell an Bodenpartikeln. Die Adsorption von 

Glyphosat an Bodenpartikel beeinflusst die Bioverfügbarkeit und den Abbau des Herbizids. 

Neuere Arbeiten zeigen aber, dass sich Glyphosat von Bodenpartikeln wieder lösen kann 
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(Cerdeira und Duke, 2006). Eine Verlagerung ins Grundwasser kann somit nicht 

ausgeschlossen werden. Der Abbau von Glyphosat im Boden ist vom Bodentyp abhängig. 

Halbwertszeiten von einigen Tagen bis zu mehreren Monaten und Jahren wurden festgestellt 

(Torstensson, 1985). Um einer mögliche Gefährdung des Grundwassers durch das Herbizid 

Glyphosat vorzubeugen, ist es Ziel der vorliegenden Arbeit, Grundlagen für ein biotechno-

logisches „on-site“-Verfahren zu entwickeln. Dadurch soll es ermöglicht werden, den 

Wirkstoff, sobald er in den Boden eingedrungen ist, schnellst möglich abzubauen. 

Entsprechende Gene, die in der Lage sind, das Herbizid effizient zu metabolisieren, müssen 

zu diesem Zweck in Böden detektiert und charakterisiert werden. Der Fremdstoffabbau im 

Boden kann direkt nach der Applikation eingeleitet werden, da Glyphosat über die Blätter und 

nicht über die Wurzel aufgenommen wird. 

 

Im Mittelpunkt des Interesses der vorliegenden Arbeit steht die Charakterisierung von C-P-

Lyasen kodierenden Genen in zwei unterschiedlichen Ackerböden (schluffig versus sandig; 

mit einem unterschiedlichen Gehalt an organischer Substanz). Phylogenetische Analysen 

haben gezeigt, dass homologe Gene für den C-P-Lyaseabbauweg in entfernt verwandten 

Bakterienspezies vorkommen. Die phn-Gencluster unterscheiden sich strukturell, funktional 

und in ihrem Aufbau innerhalb verschiedener bakterieller Spezies. Doch alle enthalten die 

Gene phnG – phnM, die essentiell für die Spaltung der Kohlenstoff-Phosphor-Verbindung 

sind (Huang et al., 2005). Auch Glyphosat enthält eine solche C-P-Bindung. Zumal die phnJ-

Gene einzelner Spezies bereits nachgewiesen werden konnten, wurde in der vorliegenden 

Arbeit darauf fokussiert, phnJ-Gene über Speziesgrenzen hinweg im Boden zu detektieren. 

 

In der vorliegenden Arbeit war ein Modellversuch die Basis für ein Kultivierungsverfahren 

und einem kultivierungsunabhängigen analytischen Ansatz vorangestellt. Mikrokosmen 

wurden dazu mit zwei unterschiedlich bewirtschafteten Böden verschiedener Textur befüllt 

und mit Glyphosat beaufschlagt. Als Indikator für die mikrobielle Aktivität wurde während 

des gesamten Versuchsverlaufs die Emission der Spurengase Kohlendioxid, Lachgas und 

Methan gemessen. Der Modellversuch zielte zum einen darauf ab, eine eventuelle 

Beeinflussung mikrobieller Prozesse durch die Aufbringung von Glyphosat festzustellen. 

Zum anderen wurden damit selektive Bedingungen geschaffen, um Organismen, die am 

Abbau der Substanz beteiligt sind, anzureichern und Probenmaterial für die kultivierungs-

abhängigen und die kultivierungsunabhängigen Analysen zu generieren.  
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Der kultivierungsabhängige Teil der vorliegenden Arbeit zielte darauf ab, Bakterien aus den 

beiden Böden zu isolieren, die in der Lage waren, Glyphosat abzubauen. Das Spektrum 

bereits bekannter zum Glyphosatabbau befähigter Bakterien sollte eventuell erweitert werden. 

Zudem sollten die bakteriellen Isolate in Bezug auf ihre Glyphosatabbaufähigkeit 

charakterisiert werden. Gene, die für den Abbau von Glyphosat in diesen Isolaten 

verantwortlich waren, sollten nachgewiesen werden.  

 

Der kultivierungsunabhängige Teil bestand zum einen in der Konstruktion einer Metagenom-

bank aus dem konventionell bewirtschafteten sandigen Boden. Diese Metagenombank sollte 

charakterisiert werden und nach Genen untersucht werden, die am Abbau von Glyphosat im 

Boden beteiligt waren. Dieser Ansatz wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Zum 

anderen sollten in dem integriert bewirtschafteten schluffigen und dem konventionell 

bewirtschafteten sandigen Boden C-P-Lyase kodierende Gene (phnJ-Gene) aus mikrobiellen 

Gemeinschaften nachgewiesen und die Beeinflussung ihrer Diversität durch Glyphosat 

aufgezeigt werden.  

2. Stand des Wissens und Zielsetzung 

2.1 Mikrobielle Leistung und Qualität von Böden 

 
Böden sind in Bezug auf die Diversität der Bodenmikroorganismen eines der interessantesten 

Ökosysteme auf der Erde. Schätzungsweise 4000 - 10000 verschiedene prokaryotische 

Genome befinden sich in einem Gramm Oberboden (Torsvik et al., 1990; Torsvik et al., 

1996).  

 

Diese Biodiversität ist ein wesentlicher Faktor der Bodenfruchtbarkeit, wobei die Funktionen 

der Mikroorganismen nicht nur für das Pflanzenwachstum, sondern auch für den Abbau von 

Agrochemikalien wichtig sind. Pestizide werden weltweit vor allem in der Nahrungsmittel-

produktion eingesetzt. Sie helfen, die Versorgung einer stetig wachsenden Weltbevölkerung 

zu gewährleisten und sind heute aus der modernen Landwirtschaft nicht wegzudenken. 

Dennoch begrenzen die Auswirkungen auf die Umwelt und die Gesundheit des Menschen 

ihren übermäßigen Einsatz. Daher ist das Verständnis über die Auswirkungen von Pestiziden 

im Boden sehr wichtig für die Einschätzung ihres sicheren Gebrauchs und ihres Umwelt-

verhaltens. Um mögliche Umweltauswirkungen abschätzen zu können, ist zudem das 

chemische Verhalten bzw. das Zusammenspiel von Adsorption und Abbau sehr wichtig. 
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Pestizide können sich auch durch wiederholte Applikation im Boden akkumulieren. Die 

Kontamination von Böden durch die Verwendung großer Mengen an Pestiziden bei der 

Bewirtschaftung oder bei der unbeabsichtigten Freisetzung kann zu einer Kontamination des 

Bodens und des Grundwassers führen. Zudem ist zukünftig mit einem Anstieg der 

Applikation von Pestiziden durch die Kombination pestizidresistenter Kulturpflanzen und der 

entsprechenden Komplementärpestizide zu rechnen. Bodenmikroorganismen sind zum Abbau 

einer Vielzahl unterschiedlicher Pestizide im Boden befähigt. Die Bioremediation kann einen 

wichtigen Beitrag leisten, kontaminierte Ökosysteme zu dekontaminieren. Unter Bioreme-

diation versteht man in diesem Zusammenhang den gezielten Einsatz von Mikroorganismen 

und das Unterstützen deren Aktivität zur Beseitigung von Kontaminationen.  

2.2 Auf der Suche nach mikrobiellen Funktionen 

 
Mikrobielle Funktionen in Böden können mit Kultivierungsverfahren und kultivierungs-

unabhängigen Methoden erforscht werden. Kultivierungsabhängige Methoden beschränken 

sich dabei weitgehend auf den Anteil bislang kultivierbarer Mikroorganismen, die nur einen 

kleinen Anteil an der Gesamtpopulation ausmachen, da derzeit nur etwa 0,1 – 0,2 % der 

Bodenmikroorganismen kultivierbar sind (Amann et al., 1995). Mit kultivierungs-

unabhängigen Methoden kann ein größerer Anteil der Gesamtpopulation von Bodenmikro-

organismen erfasst werden. 

 
2.2.1 Kultivierungsabhängige Techniken 

 
Ribosomale RNS Analysen zeigen, dass in fast allen prokaryotischen Gruppen bislang nicht-

kultivierte Mikroorganismen vorhanden sind. Für zahlreiche Gruppen sind keine kultivier-

baren Vertreter bekannt (Kaeberlein et al., 2002). Die Gründe dafür, dass eine so große 

Anzahl an Mikroorganismen auf synthetischem Medium in Reinkultur nicht isoliert werden 

kann, sind vielfältig. Zum einen müssen die Mikroorganismen mit den chemischen Kompo-

nenten ihrer natürlichen Umwelt versorgt werden. Diese sind aber oftmals nicht bekannt. Zum 

anderen entspricht der hohe Nährstoffgehalt künstlicher Medien nicht den tatsächlichen 

oligotrophen Bedingungen im Boden. Durch Verdünnung der Nährstofflösungen kann die 

Anzahl kultivierbarer Bodenmikroorganismen erhöht werden (Janssen et al., 2002). Zudem 

können Mikroorganismen Signalmoleküle aus ihrer Umgebung benötigen, die ihnen eine 

vertraute Umwelt anzeigen (Bruns et al., 2002). Für diese Hypothese spricht, dass 

Mikroorganismen auch dann nicht wachsen, wenn ihnen die benötigten Nährstoffe zur 
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Verfügung stehen (Kaeberlein et al., 2002). Durch die Anwendung innovativer Techniken wie 

Diffusionskammern, die eine natürliche Umwelt simulieren, konnten beispielsweise bislang 

nicht-kultivierbare marine Mikroorganismen isoliert werden (Kaeberlein et al. 2002). Der 

Vorteil eines kultivierungsabhängigen Ansatzes besteht darin, dass mikrobielle Funktionen 

direkt mit einem bestimmten Mikroorganismus in Verbindung gebracht werden können.  

 

Der Abbau von Pestiziden wie Acetochlor, Chlorpyrifos, Hexazinon, und Oxadiazon durch 

Bodenmikroorganismen kann beispielsweise durch die Verwendung des Pestizids als einzige 

P- oder C-Quelle, durch die Verringerung der eingesetzten Pestizidkonzentration und den 

Nachweis von Abbauprodukten belegt werden (Garbi et al., 2006; Wang et al., 2005; Xu et 

al, 2006; Yang et al., 2005). Zu diesem Zweck werden häufig radioaktiv-markierte Pestizide 

eingesetzt (Crawford et al., 1998; El Sebai et al., 2004). Da kultivierungsabhängige Methoden 

sehr selektiv sind, muss die Bedeutung der isolierten Mikroorganismen und ihrer Funktionen 

für das Ökosystem zusätzlich untersucht werden.  

2.2.2 Kultivierungsunabhängige Techniken 

 
Molekularbiologische Techniken zum Nachweis von Bakterien in Bodenproben, die auf der 

Extraktion von DNS aus dem Boden basieren, sind von der Kultivierbarkeit von Boden-

bakterien unabhängig. Probleme ergeben sich bei diesen Methoden durch die Lyse 

bakterieller Zellwände, die Extraktion intakter extrazellulärer Nukleinsäuren und die Koex-

traktion von Substanzen wie Huminstoffe. Diese Huminstoffe können nachfolgende 

enzymatische Reaktionen wie die Polymeraseaktivität in der PCR und den Restriktionsverdau 

inhibieren (Cullen und Hirsch, 1998). Im Folgenden werden einige kultivierungsunabhängige 

Techniken vorgestellt. 

2.2.2.1 Shotgun-Sequenzierungen  

 
Um Shotgun-Sequenzierungen durchführen zu können, wird hochmolekulare DNS zunächst 

fragmentiert, der Größe nach aufgetrennt und in einen geeigneten Vektor kloniert. Diese 

Klone werden anschließend ausgehend von beiden Enden sequenziert. Auf diese Weise erhält 

man mehrfach überlappende Sequenzen, die zu zusammengehörenden Sequenzen zusammen-

gefügt werden. Durch Shotgun-Sequenzierungen wurden bisher zahlreiche Genome voll-

ständig sequenziert (Doolittle, 2002). Aber auch aus Umweltproben gewonnene DNS-

Sequenzen wurden auf diese Weise analysiert, um repräsentative Sequenzen von unterschied-
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lichen Mikroorganismen gleichzeitig zu erhalten (Venter et al., 2004). Dabei sind häufig 

vorkommende Spezies mit zahlreichen Sequenzen, unterrepräsentierte Spezies hingegen mit 

wenigen Sequenzen vertreten (Venter et al., 2004). Tyson et al. (2004) sequenzierten die 

DNS eines Biofilms einer Säuremine mit 76,2 Mbp fast vollständig. Auch im bisher größten 

Sequenzierungsansatz wurden 1045 Milliarden Basenpaare von DNS aus der Sargasso-See 

mit Hilfe dieser Methode analysiert (Venter et al., 2004).  

2.2.2.2 Einsatz von degenerierten Primern 

 
Eine weitere kultivierungsunabhängige Methode basiert auf degenerierten Primern. Bei dieser 

Methode werden degenerierte Primer auf der Basis von publizierten Sequenzen konstruiert 

und in der PCR eingesetzt. Die Ziel-DNS stammt aus Umweltproben. Mit Hilfe dieses 

Ansatzes werden funktionelle Gene detektiert und die Häufigkeit und die Diversität 

bestimmter Gene in Umweltproben untersucht. Dabei können wichtige Daten bezüglich der 

Ökologie und der Evolution der untersuchten Gene gewonnen werden. Aussagen über die 

Verbreitung der untersuchten Gene in den mikrobiellen Gemeinschaften im Boden können 

getroffen werden. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass Sequenzinformationen über 

die zu untersuchenden Gene vorliegen müssen. Es stehen zwar immer mehr vollständig 

sequenzierte mikrobielle Genome zur Verfügung, diese stammen aber vor allem von kultivier-

baren Mikroorganismen. Auch werden meist funktionelle Gene bekannter Genfamilien und 

nicht völlig neue Gene identifiziert, da die degenerierten Primer aus konservierten 

Genregionen stammen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass auch die DNS bislang 

nicht kultivierbarer Mikroorganismen erfasst wird. Dieser Ansatz birgt auch das Potenzial 

homologe Gene aus Mikroorganismen zu identifizieren, die bislang mit dieser Funktion nicht 

in Zusammenhang gebracht wurden. Neue Gensequenzen mit Homologien zu bekannten 

Genen werden in diesem Ansatz detektiert (Eschenfeldt et al., 2001; Guardabassi und Agerso, 

2006). 

2.2.2.3 Metagenombanken 

 
Ein relativ neuer Ansatz, der sich auf bislang nicht kultivierbare Mikroorganismen richtet, ist 

der Metagenomansatz. Durch Metagenombanken kann ein Einblick in das genomische 

Potential und die ökologische Rolle kultivierbarer und nicht kultivierbarer Mikroorganismen 

gewährt werden (Streit und Schmitz, 2004). Darüber hinaus dienen sie als wertvolle Quelle 

für weitere Sequenzanalysen und biochemische Experimente (DeLong, 2005). Unter einem 
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Metagenom versteht man die kollektiven Genome aller Mikroorganismen in einem gegebenen 

Habitat (Lorenz et al., 2002a). Eine Metagenomanalyse umfasst die Isolierung von DNS aus 

einer Umweltprobe, die Klonierung dieser DNS in einen geeigneten Vektor, die 

Transformation des Vektors in ein Wirtsbakterium und das Screening der erhaltenen 

Transformanten (Abb. 1). Durch den Metagenomansatz versucht man Gene in verschiedenen 

Umwelten zu identifizieren und ihre Funktionen und Interaktionen aufzuzeigen (Wexler et al., 

2005). Außerdem gewährt dieser Ansatz einen Zugang zu den Genomen von bislang nicht 

kultivierbaren Mikroorganismen. Diese stellen häufig den Hauptanteil von natürlich 

vorkommenden mikrobiellen Gemeinschaften dar (Béjà et al., 2000). Pace et al. (1985) 

schlugen die direkte Klonierung von DNS einer Umweltprobe vor. DeLongs Gruppe legte den 

Grundstein, indem sie eine Metagenombank von Prokaryoten aus Meerwasser konstruierte 

(Stein et al., 1996). Dabei wurde ein 16S-rRNS Gen identifiziert, das von einem bislang nicht 

kultivierbaren Archaeon stammte.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Vorgehensweise beim Erstellen einer Metagenombank (modifiziert, Autor unbekannt) 

 

Als Umweltproben zum Erstellen einer Metagenombank wurden unter anderem Boden 

(Rondon et al., 2000; Yun et al., 2004), Flusswasser (Cottrell et al., 2005), Meerwasser (Béjà 

et al., 2000; Venter et al., 2004), die Rumenmikroflora einer Milchkuh (Ferrer et al., 2005), 

anaerobe Bakterien aus einer Kläranlage (Wexler et al., 2005) und ein Biofilm aus dem 

Entwässerungssystem einer Säuremine (Tyson et al, 2004) verwendet. Dabei ist die Isolierung 
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von hochmolekularer DNS aus dem Boden häufig schwierig, da polyphenolische Verbin-

dungen mitextrahiert werden, an Nukleinsäuren binden und enzymatische Reaktionen 

behindern (Young et al., 1993).   

 

Aus den Umweltproben wird die DNS zur Konstruktion einer Metagenombank entweder 

durch direkte Lyse gewonnen (Henne et al., 1999), oder ein Anreicherungsschritt wird der 

Lyse vorangestellt (Knietsch et al., 2003). Der Vorteil der direkten Lyse liegt darin, dass 

sowohl kultivierbare als auch bisher nicht kultivierbare Bakterien erfasst werden. Die 

vorangestellte Anreicherung hingegen erhöht die Wahrscheinlichkeit im Screening einen 

gewünschten Kandidaten zu identifizieren. Allerdings werden Bakterien, die mit den bis dato 

bekannten Techniken nicht isolierbar sind, in diesem Ansatz nicht erfasst. Für die Detektion 

von biotechnologisch interessanten Enzymen wie Amidasen, Agarasen, Koenzym B12-

abhängigen Dehydratasen und Alkoholoxidoreduktasen hat sich dieser Ansatz bewährt 

(Daniel, 2005).  

2.2.2.3.1 Klonierungsvektoren  

 
Neben Cosmid-Vektoren werden BAC-Vektoren (Bacterial Artificial Chromosome) am 

häufigsten zum Erstellen einer Metagenombank verwendet. Der Vektor pBeloBAC11     

(Abb. 2) wurde von Shizuya et al. (1992) entwickelt. Er repräsentiert die zweite Generation 

an BAC-Vektoren, die bereits ein lacZ-Gen enthalten und dadurch ein blau-weiß-Screening 

ermöglichen. Das Plasmid basiert auf dem F-Faktor Replikon von E. coli. Die Gene parA, 

parB und parC gewährleisten die exakte Aufteilung des Plasmids während der Teilung des 

Bakterienwirts. Die geringe Kopienzahl von einer bis zwei Kopien pro Zelle bedingt die 

Stabilität der geklonten DNS und verringert das Rekombinationspotential der DNS-

Fragmente. YAC-Plasmide (Yeast Artificial Chromosome) können zu einem hohen 

Prozentsatz (32 %) instabile Klone ausbilden (Schmidt et al., 1994). Chimäre Klone können 

ein Drittel (Libert et al., 1993) bis 60 % (Green et al., 1991) aller Klone bilden. Diese 

chimären YACs kommen entweder durch Rekombinationsereignisse während der 

Transformation oder durch die gemeinsame Klonierung nicht zusammengehörender DNS-

Fragmente zustande. Während YAC-Plasmide Inserts bis zu einer Größe von 2 Mb 

integrieren können, beträgt das bislang größte publizierte Insert eines BAC-Klons 725 kb 

(Zimmer und Gibbins, 1997). Fosmid- und Cosmid-Vektoren hingegen verpacken stabil 

DNS-Fragmente nur bis zu einer Größe von etwa 40 kb (Daniel, 2005). Diese Vektoren und 

BACs sind im Gegensatz zu YACs leicht handhabbar. Molekularbiologische Standard-
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techniken können problemlos angewendet werden (Osoegawa et al., 1998). 

                                                                                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Genkarte von pBeloBAC11, Cmr: Chloramphenicolresistenz (Sambrook und Russell, 2001) 

2.2.2.3.2 Screening von Metagenombanken 

 
Metagenombanken können auf verschiedene Weise nach gewünschten Klonen durchsucht 

werden. Ein möglicher Ansatz ist die Sequenzanalyse. Beispielsweise können die Klone einer 

Metagenombank zunächst nach phylogenetischen Markern wie 16S-rRNS-Genen durchsucht 

werden. Dadurch können Rückschlüsse auf den möglichen taxonomischen Ursprung der DNS 

des entsprechenden Klons gezogen werden. Durch die vollständige Sequenzierung des 

jeweiligen Klons können weitere Gene detektiert werden. Béjà et al. (2000) identifizierten 

einen Klon, der ein 16S-rRNS-Gen eines γ-Proteobakteriums aus dem Meer enthielt. In der 

flankierenden Region dieses Gens konnte ein bakteriorhodopsin-ähnliches Gen festgestellt 

werden. Der Nachweis des Genproduktes zeigte, dass es sich tatsächlich um einen Photo-

rezeptor handelte. Bacteriorhodopsingene kommen folglich nicht ausschließlich in Archaeen 

vor, sondern sind auch unter Proteobakterien des Meeres weit verbreitet. Dieser Ansatz kann 

auch dazu benutzt werden, Sequenzinformationen von Bakterien zu generieren, über die 

wenig bekannt ist. Die Sequenzierung von Klonen aus Metagenombanken, die dem 

Acidobacteria-Phylum zugerechnet werden konnten, lieferte bisher ca. 500 kb Sequenzin-

formation. Diese kann einen Einblick in Untergruppen dieses Phylums gewähren, die bisher 

nicht kultiviert wurden (Liles et al., 2003; Quaiser et al., 2003).    

 

Eine weitere Möglichkeit der Sequenzanalyse besteht in der Sequenzierung der Insertenden 

von zufällig ausgewählten Klonen einer Metagenombank. Wird ein interessantes Gen auf 

pBeloBAC11 

7,4 kb
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diese Weise identifiziert, kann die flankierende DNS-Region nach phylogenetischen Markern 

durchsucht werden (Handelsman, 2004). Wird eine sehr große Anzahl an Klonen einer 

Metagenombank sequenziert (Tyson et al., 2004; Venter et al., 2004), können 

phylogenetische mit funktionellen Aussagen verknüpft werden. Dies erlaubt Rückschlüsse, 

wie häufig bestimmte Gentypen vorkommen, und Genome von bislang nicht kultivierbaren 

Organismen lassen sich auf diese Weise rekonstruieren (Handelsman, 2004). Tyson et al. 

(2004) sequenzierten das Metagenom eines Biofilms aus einer Säuremine fast vollständig. 

Dabei konnten zwei fast vollständige Genome (Leptospirillum Gruppe II; Ferroplasma Typ 

II) rekonstruiert werden. Interessanterweise wurden Gene, die Ähnlichkeiten mit Genen der 

Stickstofffixierung aufwiesen, in einem Organismus identifiziert, der in der Biofilmge-

meinschaft nur in sehr geringer Anzahl vorhanden war. Venter et al. (2004) konnten zeigen, 

dass viele Genome aus der Sargasso-See Gene enthielten, die Ähnlichkeiten mit Genen der 

Phosphonataufnahme und der Nutzung von Polyphosphaten hatten. Phosponate und Poly-

phosphate kommen in diesem extrem phosphatlimitierten Ökosystem vor. Die Bedeutung des 

Metagenomansatzes lässt sich dadurch erkennen, dass die Anzahl an publizierten Meta-

genomsequenzen allein im Jahr 2004 etwa 900 Mb betrug (Streit und Schmitz, 2004).   

 

Eine weitere Möglichkeit eines genetischen, aber zunächst sequenzierungsunabhängigen 

Screenings, ist der Einsatz degenerierter Primer, um in einer Metagenombank gewünschte 

Gene durch PCR (Ginolhac et al., 2004) oder Hybridisierung (Knietsch et al., 2003) 

nachzuweisen. Der Vorteil dieses Screenings, liegt darin, dass es unabhängig von der 

heterologen Genexpression ist. Der Nachteil besteht darin, dass Sequenzinformationen über 

die gesuchten Gene vorliegen müssen. Primer und Sonden werden aus konservierten 

Regionen konstruiert. Mit diesem Ansatz können meist nur neue Mitglieder bekannter 

Genfamilien identifiziert werden (Daniel, 2005). Enthält in einer Metagenombank ein Insert 

eines Klons das gewünschte Gen, ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass das ganze Gen in 

diesem Insert enthalten ist (Daniel, 2005).  

 

In einem alternativen Ansatz werden interessante Klone dadurch identifiziert, dass sie eine 

bestimmte Funktion exprimieren. Dies erfordert die erfolgreiche Transkription und Trans-

lation eines oder mehrerer Gene und gegebenenfalls die Sekretion der Genprodukte im 

entsprechenden Wirt. Dieser Ansatz ist der einzige, der völlig neue Genklassen für bekannte 

oder neue Funktionen identifizieren kann, da die gesuchten Gene nicht aufgrund ihrer 

Sequenz erkannt werden. Dabei bleibt die heterologe Genexpression die größte Barriere 
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dieses Ansatzes. Viele, möglicherweise die meisten Gene werden im Wirtsbakterium nicht 

exprimiert (Handelsman, 2004). Dennoch wurden durch funktionelle Analyse bereits neue 

Antibiotika wie Turbomycin A und B (Gillespie et al., 2002), Antibiotikaresistenzgene gegen 

Tetracyclin (Diaz-Torres et al., 2003), Na+ (Li+)/H+ Transporter (Majernik et al., 2001), 

lipolytische Enzyme (Henne et al., 2000) und Gene, die für den Abbau von 4-Hydroxybutyrat  

kodieren, identifiziert. Die meisten Biomoleküle, die durch ein funktionelles Screening 

entdeckt wurden, sind schwach oder gar nicht mit bekannten Genen verwandt (Daniel, 2005). 

Die Frequenz von Klonen einer Metagenombank, die eine bestimmte Aktivität zeigen, ist 

niedrig. In einer Metagenombank eines nordamerikanischen Bodens zeigten 29 der 24576 

Klone hämolytische Aktivität (Rondon et al., 2000). Deshalb müssen effiziente Screening-

methoden entwickelt werden.  

 

Alternativ können Genombanken auch mit c-DNS konstruiert werden (Daniel, 2005). Der 

Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, dass jedes nachgewiesene Gen auch funktional ist. Eine 

weitere Möglichkeit besteht in der Verknüpfung von Metagenombanken mit Microarrays. In 

diesem Ansatz werden nur die Gene identifiziert, die auch transkribiert werden und die 

relevant für ein Ökosystem sind (Streit und Schmitz, 2004). Ein weiterer Screeningansatz 

wurde von Uchiyama et al. (2005) beschrieben. Im „substrate induced gene expression 

screening“ (SIGEX) wird die Metagenombank in einem gfp-Expressionsvektor konstruiert. 

Da die katabole Genexpression normalerweise durch Substrate induziert wird und durch 

benachbarte Regulationselemente kontrolliert wird, können positive Klone in Flüssigkultur 

durch FACS („fluorescence activated cell sorting“) identifiziert werden. Auch die Kombina-

tion von SIP („stable isotope probing“) mit Metagenomik ist viel versprechend (Dumont und 

Murrell, 2005). In dieser Methode wird eine mikrobielle Gemeinschaft mit einem 13C-

markierten Substrat angezogen. Anschließend wird die 13C-markierte DNS isoliert. Mit dieser 

DNS kann eine Metagenombank erstellt werden. Alle Gene, die in einem anschließenden 

Screening detektiert werden, stammen von Mikroorganismen, die das Substrat auch nutzen 

konnten.  

 

Trotz der hohen Kosten und des hohen Zeit- und Arbeitsaufwands birgt Metagenomik ein 

sehr großes Potenzial für die Entdeckung neuer Gene. 
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2.3 Phosphonat-Pestizide 

 
In Phosphonatverbindungen ist ein Kohlenstoffatom kovalent an ein Phosphoratom gebunden. 

Diese stabile C-P-Verbindung ist resistent gegenüber chemischer Hydrolyse, thermischer 

Zersetzung und Photolyse (Moore et al., 1983). Phosphonate kommen in der Natur als 

Phospholipidanaloga, Phosphonatantibiotika wie Fosfomycin und Phosphinothricin und als 2-

Aminoethylphosphonsäure, die vor allem in pflanzlichen und tierischen Membranen zu finden 

ist, vor. In den letzten Jahrzehnten wurde eine wachsende Anzahl synthetischer Phosphonate 

entwickelt. Diese sind industriell bedeutsam als Weichmacher, Chelatbildner, Flamm-

schutzmittel und Klebstoffe (Hilderbrand, 1983). Eine wichtige Rolle nehmen Phosphonate 

auch in der modernen Landwirtschaft ein. Sie werden als Phosphonatinsektizide oder in Form 

von Totalherbiziden eingesetzt.  

2.3.1 Glyphosat 

 
Das am häufigsten eingesetzte Phosphonatxenobiotikum ist Glyphosat (Kertesz, 1994). 

Glyphosat als aktiver Wirkstoff in Roundup® wurde im Jahre 1971 von der Firma Monsanto 

auf den Markt gebracht. Es handelt sich hierbei um ein nicht-selektives Blattherbizid mit 

systemischer Wirkung, das zur Unkrautbekämpfung einjähriger und mehrjähriger Unkräuter 

eingesetzt wird (Roundup, 2002; Hassall, 1990, S. 390).  

 
Die Wirkung von Glyphosat auf Pflanzen beruht darauf, dass die Reaktion der 5-

Enolpyruvylshikimat-3-phosphatsynthase (EPSPS) inhibiert wird (McDowell et al., 1996). 

EPSPS ist ein Schlüsselenzym des Shikimatweges, das ausschließlich in Pflanzen und 

Mikroorganismen vorkommt (Skarynsky et al., 1996). Dieses Enzym ist eine Enolpyruvyl-

transferase, welche die Kondensation von Shikimat-3-phosphat und Phosphoenolpyruvat 

(PEP) zu 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat (EPSP) katalysiert. EPSP folgt dem Chorismat-

weg, dessen Endprodukte die aromatischen Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und 

Tryptophan sind. Glyphosat agiert als kompetitiver Inhibitor von PEP und bildet mit 

Shikimat-3-phosphat und EPSPS einen stabilen Ternärkomplex (McDowell et al., 1996), der 

bewirkt, dass in den behandelten Pflanzen die Biosynthese der essentiellen aromatischen 

Aminosäuren unterbunden wird und diese ausgedünnt werden. Glyphosat wird ausschließlich 

über die grünen Pflanzenteile aufgenommen und durch das Phloem in der gesamten Pflanze 

verteilt. Die behandelte Pflanze, einschließlich der unterirdischen Dauerorgane, stirbt 

innerhalb von sieben bis vierzehn Tagen vollständig ab (Roundup, 2002). Glyphosat wurde 
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von der WHO ein Toxizitätslevel von IV (Gefährlichkeit unbedenklich, bei sicherer 

Anwendung) zuerkannt (Hurtig et al., 2003). Wird Glyphosat in einer 100-fach höheren 

Konzentration als in der Landwirtschaft üblich eingesetzt, ist es in bodenextraktfreiem 

Medium für zahlreiche Bakterien und Pilze toxisch. Wird dieselbe Konzentration hingegen 

auf den Boden aufgebracht, ist sie für Bakterien und Pilze nicht toxisch (Busse et al., 2001).  

2.3.1.1 Applikation von Glyphosat 

 
Glyphosat (N-Phosphonomethylglycin, Abb. 3) wird primär in der Landwirtschaft eingesetzt, 

sowie in der Forstwirtschaft und zur Unkrautbekämpfung an Bahndämmen. In Abhängigkeit 

vom Unkraut- und Artenspektrum beträgt die Aufwandmenge 3 – 5 l Roundup®/ha, bei einem 

Wirkstoffgehalt von 360 g Glyphosat/l (Roundup, 2002). Die Applikation von Glyphosat 

erfolgt als Nachauflaufbehandlung und als Vorernteapplikation, beispielsweise in stehender 

Wintergerste, um Zwiewuchs und Unkräuter im Bestand abzutöten (Roundup, 2002). 

 

 

 

Abb. 3: Strukturformel von Glyphosat (N-Phosphonomethylglycin) 

 

2.3.1.2 Glyphosatresistente Pflanzen 

 
Das Breitbandherbizid Glyphosat wird auch als Herbizidresistenzsystem angewendet, in dem 

eine glyphosatresistente Kulturpflanze in Kombination mit dem Komplementärherbizid 

Glyphosat verwendet wird. Im Jahr 2002 wurden weltweit in sieben verschiedenen Ländern 

auf 36,5 Millionen Hektar herbizidresistenter Soja angebaut. Bei mehr als der Hälfte handelte 

es sich dabei um glyphosatresistenten Soja (ISAAA, 2003). Seit einigen Jahren sind in den 

USA gentechnisch veränderte Pflanzen auf dem Markt. Vor allem transgene Sojapflanzen, die 

gegen Glyphosat resistent sind, nehmen eine bedeutende Rolle ein. Eine Möglichkeit 

glyphosatresistente Pflanzen zu erhalten, besteht darin, das EPSPS-Gen von Agrobacterium 

sp. CP4 (CP4-EPSPS-Gen) in Pflanzen zu inserieren. Dieses Gen kodiert für eine alternative 

EPSPS, die weniger sensitiv gegenüber Glyphosat ist als die endogene EPSPS (Tan et al., 

2006). Durch Strukturunterschiede zur pflanzlichen EPSPS wird die EPSPS von 

Agrobacterium sp. CP4 nicht durch Glyphosat gehemmt und aromatische Aminosäuren 

können synthetisiert werden. Die meisten Pflanzen besitzen keine oder nur eine geringe 
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endogene Fähigkeit Glyphosat abzubauen (Stock et al., 1991). Deshalb wird zur 

Detoxifizierung von Glyphosat häufig auch das gox-Gen von Ochrobactrum anthropi in die 

gentechnisch veränderte Kulturpflanze eingebracht. Dieses Gen befähigt die Pflanze zum 

Abbau von Glyphosat zu Glyoxylat und AMPA. Dadurch wird die Menge an Glyphosat, die 

das Targetenzym EPSPS erreicht, reduziert (OECD, 1999). Im Jahre 2001 wurden allein in 

den USA 20,4 Millionen Hektar glyphosatresistenter Soja angebaut (Transgen, 2003). 

Glyphosatresistente Kulturpflanzen wurden für Soja (Glyzine max, Delannay et al., 1995), 

Zuckerrübe (Beta vulgaris L., Madsen et al., 1993), Baumwolle (Gossypium hirsutum L., 

Keeling et al., 1996), Mais (Zea mays L., Johnson et al., 1998) und Raps (Brassica napus, 

Coleman und Jenks, 1999) entwickelt und kommerzialisiert.  

2.3.1.3 Abbau von Phosphonaten 

 
Lebende Organismen decken ihren Bedarf an Phosphor primär über anorganischen Phosphor. 

Phosphor befindet sich dabei in seiner höchsten Oxidationsstufe von + 5 (Metcalf und 

Wanner, 1991). Phosphonatxenobiotika werden von Mikroorganismen in den meisten Fällen 

unter Phosphatmangelbedingungen als einzige Phosphatquelle zum Wachstum verwendet 

(Ternan et al., 1998). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Fähigkeit, C-P-Verbindungen 

zu spalten, ubiquitär in Bakterien vorhanden (Dick und Quinn, 1995) ist. Die C-P-Verbindung 

wird durch mindestens vier bakterielle Enzyme gespalten. Ein Enzym ist die Phosphonatase, 

welche die Spaltung der C-P-Bindung von 2-Phosphonoacetaldehyd zu Acetaldehyd und 

anorganischem Phosphat katalysiert. Ein weiteres Enzym ist die Phosphonoacetathydrolase, 

die Phosphonoacetat zu Essigsäure und anorganischem Phosphat spaltet. Der Abbau von 

unsubstituierten Phosphonaten und von Alkyl- und Arylorganophosphonaten erfolgt durch 

das dritte Enzym, die C-P-Lyase. Diese katalysiert die Spaltung von Organophosphonaten zu 

den entsprechenden Kohlenstoffwasserstoffverbindungen und anorganischem Phosphat. Das 

vierte Enzym schließlich, die Phosphonopyruvathydrolase, katalysiert die Spaltung von 3-

Phosphonopyruvat zu Pyruvat und anorganischem Phosphat (Kononova und Nesmeyanova, 

2002). Während die Phosphonoacetathydrolase und die Phosphonopyruvathydrolase bisher 

nur in Pseudomonas (Kulakova et al., 1997) und Burkholderia (Ternan et al., 2000) 

nachgewiesen wurden, sind der C-P-Lyasekomplex und die Phosphonatase, die beide unter 

Phosphatmangelbedingungen exprimiert werden, für den Abbau der meisten Phosphonate in 

der Natur verantwortlich (Kononova und Nesmeyanova, 2002).  

 

Der erste indirekte Beweis der Spaltung einer C-P-Verbindung durch Bakterien wurde durch 
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Zeleznick et al. (1963) erbracht. E. coli konnte hierbei sein Wachstum auf den synthetischen 

Organophosphonaten Methyl- und Ethylphosphonat als einzigen Phosphatquellen aufrecht-

erhalten. La Nauze et al. (1970) konnten schließlich einen direkten Beweis für die enzyma-

tische Spaltung einer C-P-Verbindung liefern, indem sie eine Phosphonatase von Bacillus 

cereus aufreinigten und charakterisierten. 

2.4 Das C-P-Lyase-Operon 

 
Die C-P-Lyase besitzt im Vergleich zur Phosphonatase eine breite Substratspezifität und kann 

sowohl substituierte als auch unsubstituierte Phosphonate spalten (Wanner, 1994). Die Gene, 

die für die C-P-Lyase kodieren, befinden sich in E. coli in einem ca. 10,9 kb großen Operon 

(Abb. 4). Dieses Operon, das die Gene phnC bis phnP umfasst, wird durch Phosphatmangel-

bedingungen induziert. Der Promotor befindet sich oberhalb von phnC (Metcalf und Wanner, 

1993). Die Gene phnC, phnD und phnE kodieren für einen Bindeprotein-abhängigen 

Phosphonattransport. Die Genprodukte von phnF und phnO spielen eine Rolle in der 

Genregulation, während die Genprodukte von phnG, phnH, phnI, phnJ, phnK, phnL, phnM, 

phnN und phnP den C-P-Lyase Enzymkomplex bilden (Wanner und Metcalf, 1992). Das 

Genprodukt PhnJ hat in Sinorhizobium meliloti vier konservative Cysteinreste, die Liganden 

für Metalle sein können oder Bindestellen für schwefelhaltige Metallkomplexe. Dies lässt 

darauf schließen, dass Metalle in die Katalyse des Alkylphosphonatabbaus involviert sind 

(Kononova und Nesmeyanova, 2002). Bisher ist es nicht gelungen, eine C-P-Lyaseaktivität in 

einem zellfreien Extrakt nachzuweisen. Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass die C-

P-Lyase membranassoziiert ist (Wackett et al., 1987).  

 

 

 

 

Abb. 4: phn-Operon in E. coli;  nach rechts gerichtete Pfeile: 14 Gene, die für Phosphonatabbau benötigt 
werden; phnCp: durch anorganisches Phosphat regulierter Promotor dieser Gene; vier ORFs und ein Promotor 
(PL-3) auf dem gegenüberliegenden Strang (Metcalf und Wanner, 1993) 

 

Die Gene des C-P-Lyaseweges kommen meist in einem Kluster vor, werden aber nicht immer 

in derselben Richtung transkribiert. Das Gen phnF wird - außer in γ-Proteobakterien - meist in 

der entgegen gesetzten Richtung transkribiert. Während bei den meisten α-Proteobakterien 

und Bakterien, die nicht zu den Proteobakterien gehören, die Gene phnG bis phnM 
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aufeinander folgend angeordnet sind, werden bei γ-Proteobakterien die phn-Gene durch Gene, 

die für hypothetische oder andere Proteine kodieren, unterbrochen (Huang, 2005).   

 

Viele phn-Genkluster sind benachbart zu mobilen genetischen Elementen wie Transposasen 

oder inaktivierten Transposasen. Dies deutet auf die Bedeutung eines lateralen Gentransfers 

für das phn-Operon im Laufe der Evolution hin (Huang, 2005). Mobile Elemente übertragen 

Gene nicht direkt von einer Zelle zur anderen, besitzen aber die Fähigkeit, Gene auf Plasmide 

zu übertragen. In einigen Bakterien (Nostoc, Trichodesmium, Chloroflexus und 

Oceanobacillus) gibt es Hinweise auf einen horizontalen Gentransfer des phn-Operons 

(Huang, 2005). 

2.5 Abbau von Glyphosat im Boden 

 
Glyphosat, das auf den Boden gelangt, wird durch das Zusammenspiel verschiedener 

Mikroorganismen fast vollständig zu Wasser, Kohlendioxid und Phosphat abgebaut. Die 

Abbauraten von Glyphosat im Boden wurden in den meisten Studien durch die Aufbringung 

von 14C-markiertem Glyphosat und die Messung des freigesetzten 14CO2 ermittelt 

(Torstensson, 1985; Reimer et al., 2005; von Wirén-Lehr et al., 1997). Die Halbwertszeiten 

variieren dabei erheblich zwischen weniger als einer Woche und mehreren Monaten bis 

Jahren (Torstensson, 1985). Die Abbaurate von Glyphosat im Boden kann nicht auf einen 

einzigen Bodenfaktor zurückgeführt werden, sondern sie korreliert mit der generellen 

mikrobiellen Aktivität des Bodens, die von verschiedenen Bodenfaktoren beeinflusst wird 

(Torstensson, 1985). Darüber hinaus wird die Mineralisierung von Glyphosat durch die 

schnelle Adsorption von Glyphosat an Bodenpartikel limitiert (Moshier und Penner, 1978). 

Glyphosat bindet dabei mit der Phosphonsäuregruppe an Bodenpartikel (Sprankle et al., 

1975). Glyphosat und Phosphat konkurrieren wahrscheinlich um dieselben Adsorptions-

stellen, wobei die Affinität für Phosphat am größten ist (Gimsing und Borggaard, 2002). Die 

Adsorption von Glyphosat ist positiv mit dem Eisen- und Aluminiumgehalt und dem Gehalt 

an Tonmineralien im Boden korreliert, während die organische Substanz im Boden um die 

Adsorptionsstellen konkurriert und dadurch die Adsorption inhibiert (Gerritse et al., 1996). 

Der Grad der Adsorption wird durch einen niedrigen pH-Wert begünstigt (Miles und Moye, 

1988). Trotz der starken Adsorption im Boden ist eine Desorption von Glyphosat möglich 

(Torstensson, 1985).  

 

Der Glyphosatabbau erfolgt über zwei verschiedene Wege (Abb. 5). Im ersten Abbauweg 
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erfolgt die Spaltung der C-P-Bindung bereits im ersten Schritt durch eine C-P-Lyase, wobei 

das Aminosäureanalogon Sarkosin und anorganisches Phosphat entsteht. Im weiteren Verlauf 

wird Sarkosin zu Glyzin und einer C1-Verbindung umgewandelt, die in Purine und einige 

Aminosäuren eingebaut wird (Ternan et al., 1998; Klimek et al., 2001). Der Abbau von 

Glyphosat über das Intermediat Sarkosin wurde für Pseudomonas sp. (Moore et al., 1983; 

Kishore und Jacob, 1987; Dick und Quinn, 1995), Arthrobacter sp. (Pipke und Amrhein, 

1988), Sinorhizobium meliloti (Liu et al., 1991) und Streptomyces sp. (Obojska et al., 1999) 

beschrieben.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Abbauwege von Glyphosat im Boden (http://umbbd.ahc.umn.edu/gly/gly_image_image_map.html, 
modifiziert) 

 
Beim zweiten Abbauweg wird im ersten Schritt die C-N-Bindung durch die Glyphosat-

oxidoreduktase gespalten, wobei AMPA und Glyoxylat entsteht. Erst im zweiten Schritt folgt 

die Spaltung der C-P-Bindung durch die C-P-Lyase. Dabei wird Methylamin und 

Orthophosphat freigesetzt (Ternan et al., 1998; Klimek et al., 2001). AMPA wurde als das 

Hauptabbauprodukt im Boden identifiziert (Sprankle et al., 1975, Rueppel et al., 1977). Die 

Degradation von Glyphosat über das Intermediat AMPA wurde für Flavobacterium sp. 
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(Balthazor und Hallas, 1986), Arthrobacter atrocyaneus (Pipke und Amrhein, 1988), 

Agrobacterium radiobacter (Mc Auliffe et al., 1990), Alcaligenes sp. (Lerbs et al., 1990), 

Xanthomonas maltophilia (Carson et al., 1997) und Geobacillus caldoxylosilyticus (Obojska 

et al., 2002) beschrieben.  

 
Glyphosat wird in den meisten Fällen ausschließlich unter Phosphatmangelbedingungen als 

einzige Phosphatquelle genutzt. Eine Ausnahme hierzu bilden Streptomyces sp. (Obojska et 

al., 1999) und Agrobacterium radiobacter (Wackett et al., 1987), die Glyphosat auch dann 

abbauen, wenn Phosphat im Medium vorhanden ist. Die Nutzung von Glyphosat als einzige 

Phosphatquelle durch Pilze wurde bisher für Penicillium notatum (Bujacz et al., 1995), 

Trichoderma harzianum, Scopulariopsis sp. und Aspergillus niger (Krzysko-Lupika et al., 

1997) beschrieben. Bisher konnten keine Mikroorganismen isoliert werden, die Glyphosat als 

einzige C-Quelle nutzen konnten. Hingegen konnten Penicillium chrysogenum (Klimek et al., 

2001) und Streptomyces sp. (Obojska et al., 1999) Glyphosat als einzige N-Quelle nutzen.  

  

Die meisten Untersuchungen auf landwirtschaftlichen Flächen ergaben entweder keine 

Beeinflussung oder eine leichte Stimulierung der Bodenmikroorganismen durch Glyphosat 

(Busse et al., 2001). Die Anzahl kultivierbarer Bakterien und Pilze stieg durch die 

Applikation von Glyphosat an (Roslycky, 1982; Rueppel et al., 1977). Die Fähigkeit zum 

Abbau von Glyphosat war bereits vor der Einführung des Herbizids im Jahre 1971 in der 

Natur vorhanden. Beispielsweise war ein Stamm von Arthrobacter atrocyaneus, der sich seit 

1956 in einer Typstammsammlung befand, fähig Glyphosat abzubauen (Pipke und Amrhein, 

1988). Mikrobielle Gemeinschaften können sich an den Abbau von Glyphosat adaptieren. 

Wird das Herbizid wiederholt aufgebracht, erfolgt der Abbau schneller als bei der ersten 

Applikation (Quinn et al., 1988). 

2.6 Zielsetzung  

Die vorliegende Arbeit war Teil eines Verbundpojektes, das gemeinschaftlich von 

verschiedenen Arbeitsgruppen des Instituts für Bodenökologie und des Instituts für 

Biochemische Pflanzenpathologie an dem GSF-Forschungszentrum für Umwelt und 

Gesundheit in Neuherberg bearbeitet wurde. Ziel dieses Projektes, das im Jahre 2002 begann, 

war es, unter anderem den Abbau von Glyphosat bei wiederholter Applikation zu verfolgen 

und die Folgen für die Qualität von Böden und angrenzende Habitate (z. B. Grundwasser) zu 

erfassen. 
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Basierend auf den verfügbaren Daten in der Literatur wurde postuliert, dass auch nach 

wiederholter Applikation Glyphosat vollständig mineralisiert wird. Entsprechend sollten 

glyphosatabbauende Bakterien und die Gene, die für den Abbau kodieren, aus dem Boden 

isoliert werden können. Um diese Hypothesen zu untersuchen, wurden in der vorliegenden 

Arbeit zwei unterschiedliche Böden auf dieses mikrobielle Potenzial untersucht und die 

folgenden Ziele verfolgt.  

 

I.  Den Einfluss der Glyphosatapplikation auf Bodenmikroorganismen zu erfassen. 

II.    Bakterien aus dem Boden zu isolieren, die Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen 

können. 

III.  Eine Metagenombank aus der Boden-DNS zu konstruieren und nach Genen zu suchen, 

die für den Glyphosatabbau relevant sind. 

IV.  C-P-Lyase kodierende Gene nachzuweisen und die Beeinflussung ihrer Diversität 

durch Glyphosat darzustellen.                                                                                                                                                  
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3. Material und Methoden 

3.1 Bodenmaterial und experimentelles Design des Modellversuchs 

 
Bodenproben zur Isolierung glyphosatabbauender Bakterien, zur Gewinnung von 

Nukleinsäuren und zur Herstellung von Bodenextraktmedium wurden von dem Schlag A17 

des Klostergutes in Scheyern (N 48°30,0´; O 11°20,7´) und von einer landwirtschaftlich 

genutzten Fläche in Neumarkt in der Oberpfalz (N 49°28,0´; O 11°46,3´) vom Ap-Horizont 

entnommen. Bei dem Boden aus Scheyern (A17) handelte es sich um einen Luvisol, der 

integriert bewirtschaftet wurde, bei dem Boden aus Neumarkt (NM) um einen Cambisol, der 

konventionell bewirtschaftet wurde. Tabelle 1 gibt einige Kenndaten der Böden der 

untersuchten Standorte wieder. Hauptunterschiede sind in der Körnung (schluffig bzw. 

sandig) und im Gehalt an organischer Substanz gegeben. 

 

Tab. 1: Kenndaten der Oberböden (Ap) der untersuchten Agrarstandorte Scheyern (Flessa et al., 2002) und 
Neumarkt (Dörfler et al., 1994) 

 
 

 

 

 

 

 
Bodenproben vom schluffigen Boden A17 wurden am 29.07.2002 entnommen. An diesem 

Standort wurde zu diesem Zeitpunkt Winterweizen (Triticum aestivum) angebaut. Die 

Fruchtfolge an diesem Standort setzte sich aus Winterweizen, Silomais, Winterweizen und 

Kartoffel zusammen. In den Monaten März, April und Juni 2002 wurde der Boden mit 

Stickstoffdünger (138-167 l/ha; N-Input: 50-70 kg/ha) versetzt. Touchdown® (Glyphosat) 

wurde im April 2001 (3 l/ha) aufgebracht. Bodenproben vom sandigen Boden NM wurden am 

19.07.2002 genommen. Zu diesem Zeitpunkt wuchs Roggen (Secale cereale) an diesem 

Standort. Die Fruchtfolge war Roggen, Mais, Gerste, Roggen. Auf den Boden wurde im Mai 

NPK-Dünger (400 kg/ha) aufgebracht. Glyphosat wurde auf diesen Boden noch nie beauf-

schlagt.  

 

Die frischen Bodenproben wurden vor der Verwendung auf eine Korngröße von 2 mm 

gesiebt. Der Wassergehalt der Böden wurde auf 40 % der maximalen Wasserhaltekapazität 
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eingestellt. Je 3,2 kg Boden vom Schlag A17 beziehungsweise 3,7 kg Boden aus Neumarkt 

wurden in gleichmäßiger Dichte (A17: 1,49 g . cm-3; NM: 1,72 g . cm-3) in zylindrische 

Mikrokosmen gefüllt. Die Inkubationsbehältnisse mit einer Höhe von 20 cm wurden mit einer 

Deckel- und einer Bodenplatte abgeschlossen. Den Abschluss zur Bodenplatte bildete eine 

Lage feinporiger Gaze und zwei Lagen Membranfilter (Sartolon Polyamid, SM250G, 

Sartorius, Göttingen, Deutschland) mit einer Porengröße von 0,45 µm. Die Bodenplatte besaß 

eine Steckverbindung zur Gewinnung von Perkolat. Die Deckelplatte war zentral mit einer 

Regendüse sowie mit zwei Steckverbindungen für Zu- und Abluft versehen. Die Inkubations-

behältnisse (Abb. 6), wurden luftdicht verschlossen und an eine automatisierte Belüftungs-

anlage (Hantschel et al., 1994) angeschlossen. Die Mikrokosmen wurden abgedunkelt und bei 

Raumtemperatur (ca. 20 °C) inkubiert. Das Perkolat wurde durch einen kontinuierlich 

angelegten Unterdruck von 0,1 hPa in Sammelflaschen aufgefangen. Die Belüftung des 

Gasraumes der Mikrokosmen erfolgte durch handelsübliche Druckluft mit atmosphärischen 

Konzentrationen an Spurengasen (ca. 350 ppm CO2, ca. 320 ppb N2O, ca. 1740 ppb CH4), 

wobei der Gasfluss auf 25 ml/Min. eingestellt wurde. Die Messung und Aufzeichnung 

erfolgte kontinuierlich über ein rechnergesteuertes Flowmeter. In der Abluft der Mikro-

kosmen wurde kontinuierlich die Konzentration der Spurengase Kohlendioxid, Distickstoff-

oxid und Methan gaschromatographisch (acht Analysen h-1) gemessen. Der Gaschromato-

graph (GC-14B, Shimadzu, Duisburg, Deutschland; Trennsäule: Porapack Q, 150-200 µm, 

Millipore, Schwalbach, Deutschland; Ofentemperatur: 60 °C; Detektortemperatur: 280 °C) 

detektierte Methan über einen Flammenionisationsdetektor (FID) und Kohlendioxid und 

Distickstoffoxid über einen Elektronen-Einfang-Detektor (ECD) mit Stickstoff (ECD-

Qualität) als Trägergas. FID (für CH4) und 63Ni-ECD (für CO2 und N2O) waren in dem 

Gaschromatographen in Serie geschaltet. 

 

 

 

 

Abb. 6: Schematische Darstellung der verwendeten  Mikrokosmen     
(Kamp et al., 1998) 
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Zum Ausgleich von Verdunstungsverlusten wurden die Mikrokosmen während der 

Vorlaufphase einmal, einen Tag vor der Glyphosatapplikation, eine Woche nach Glyphosat-

applikation und unmittelbar vor der Probenahme mit Leitungswasser beregnet. Die 

Beregnung erfolgte in festgesetzten Abständen von acht Tagen. Nach einer Vorlaufphase von 

acht Wochen wurden je drei Mikrokosmen pro Boden mit in Leitungswasser gelöstem 

Glyphosat (N-Phosphonomethylglycin, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland) beregnet. 

Dabei wurde die doppelte, der von Monsanto empfohlenen, Aufwandmenge eingesetzt. Die 

Aufwandmenge betrug 3 – 5 l Roundup Ultra® pro Hektar bei einer Glyphosatmenge von  

360 g/l Roundup Ultra®. Pro Mikrokosmos wurden 4,75 mg Glyphosat eingesetzt. Je drei 

Mikrokosmen pro Boden dienten als Kontrolle und wurden nur mit Leitungswasser beregnet. 

Zwei Wochen nach Glyphosatapplikation wurden pro Boden zwei Mikrokosmen ausgewählt 

(ein Mikrokosmos mit Glyphosatapplikation und ein Kontrollmikrokosmos) und Boden-

proben aus einer Tiefe von 0 – 5 cm entnommen. Die Bodenproben wurden in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei – 80 °C (Tenak Ultra Low Freeze, MM Europe, Herlev, 

Dänemark) bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt, beziehungsweise zur Isolierung von 

Bakterien bei Raumtemperatur weiterverarbeitet.  

 

Die Berechnung der Produktions- bzw. Aufnahmeraten von CH4, CO2 und N2O in den 

Mikrokosmen erfolgte gegen die Nullluft unter Einbeziehung der Gasdurchflussmenge und 

wurden nach folgender Formel berechnet: 

 
P = (cMK – cL0) . Φ  

 
P: Produktion (µl/Min.); cMK: Gaskonzentration der Mikrokosmen (µl/l); cL0: Gaskonzen-

tration der Null-Luft (µl/l); Φ: Gasdurchflussmenge (l/h) 

 

Die online-Messung wurde mit dem Programm MK4ERG 1.4 (Messwert GmbH, Göttingen, 

Deutschland) ausgewertet.  

 

Der Gasfluss F wurde nach der folgenden Formel berechnet: F = k T0 T1
-1 A-1 c Ф. 

 

 k  Multiplikator aus Molgewicht M und Molvolumen V: 

  k = M . V-1 

  MC = 12 g mol-1 

  MN = 14 g mol-1 
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  V = 22,4 l mol-1 

 → kCO2 = 0,536 µg C µl-1 

  kN2O = 1,25 µg N µl-1 

  kCH4 = 0,536 µg C µl-1 

 T0 Normaltemperatur (273,15 K) 

 T1 Inkubationstemperatur (293,15 K) 

 A Grundfläche der Mikrokosmen (m2); A = π . r2; d = 0,143 m; A = 0,0161 m2 

 c Gaskonzentration (µl . l-1)  

 Ф Gasfluss bezogen auf 1 h; 1,5 l . h-1 

 
Die Gasflüsse wurden für CO2 in mg m-2 h-1 und für N2O und CH4 in µg m-2 h-1 angegeben. 

 

Die Bestimmung des Wassergehaltes, der Trockensubstanz und der maximalen Wasserhalte-

kapazität erfolgte nach Schinner et al. (1991). 

3.2 Mikroorganismenstämme und Plasmide 

 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstämme, Plasmide und ihre 

Herkunft sind in den folgenden Tabellen 2, 3 und 4 dargestellt.  

 

Tab. 2: Verwendete Mikroorganismen 

Organismus Referenz
Arthrobacter atrocyaneus DSM 20127

Bacillus subtilis DSM 10 
Cupriavidus metallidurans DSM 2839
Oceanobacillus iheyensis DSM 14371

Silicibacter pomeroyi DSM 15171  
 

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig 

 

Tab. 3: Verwendeter Escherichia coli Stamm 

Organismus Genotyp Herkunft

Escherichia coli 

TransforMaxTM EC100TM

F- mcrA ∆(mrr -hsdRMS-
mcrBC) Φ80dlacZ∆M15 
∆lacX74 recA1 endA1 

araD139 ∆(ara, leu)7697 

galU galK λ- rpsL nupG

Biozym, Hessisch 
Oldendorf
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Tab. 4: Verwendete Plasmide  

Plasmid Genotyp Referenz/Herkunft

pBeloBAC11 parA parB parC lacZ CmR 

ori S repE
Kim et al., 1996/Lehner, 

TU-München

pUC19 bla lacIOPZ
Yanisch-Perron et al., 
1985/Biozym, Hessisch 

Oldendorf

pCR®2.1 lacZα KmR AmpR pUC ori Invitrogen, Karlsruhe  

3.3 Kultivierungsabhängige mikrobiologische Methoden 

3.3.1 Nährmedien  

 
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Bakterien mit den von der Deutschen Sammlung 

für Mikroorganismen empfohlenen Nährmedien unter den genannten Bedingungen kultiviert. 

Die Nährmedien wurden in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven (Varioklav 250T, H + 

P Labortechnik, Oberschleißheim, Deutschland) für 20 Minuten  bei 121 °C und  

1,013 . 105 Pa Überdruck sterilisiert. Hitzelabile Substanzen wie Hemmstoffe und 

chromogene Substrate wurden sterilfiltriert (Minisart, 0,2 µm Celluloseazetat, Sartorius, 

Göttingen, Deutschland) und nach Absinken der Temperatur des Mediums auf ca. 45 °C steril 

zugesetzt. Feste Medien wurden vor dem Autoklavieren mit 1,8 % Agar (Typ RG, Bernd 

Euler, Frankfurt am Main, Deutschland) versetzt.  

 

Zur Isolierung potenzieller glyphosatabbauender Bakterien wurde in Anlehnung an Liu et al. 

(1991) phosphatfreies MOPS-Medium hergestellt. Das Medium enthielt 25 mM MOPS/KOH 

(pH 7,4), 2 mM MgSO4, 0,1 mM Eisenzitrat, 1,2 CaCl2, 33 mM NH4Cl, 0,5 mg Thiamin . HCl 

pro Liter, 1 mg Nikotinsäure pro Liter, 0,1 mg Biotin pro Liter, 0,5 mg Pantothensäure pro 

Liter und Spurenelemente (0,8 µM CoCl2, 40 µM CuSO4, 14 µM H3BO3, 0,1 µM MnCl2, 10 

µM Na2MoO4, 0,2 µM NiSO4, 1,5 µM ZnSO4) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). 

Als einzige C-Quelle enthielt das Medium 0,2 % (wt/vol) Glucose (AppliChem, Darmstadt, 

Deutschland) und als alleinige P-Quelle 0,5 mM beziehungsweise 1,5 mM Glyphosat. Die 

Stammlösung von Glyphosat betrug 6,25 mg/ml in H2Odd, wobei zum Sterilfiltrieren Nylon-

spritzenfilter (0,2 µm Porengröße, neoLab, Heidelberg, Deutschland) verwendet wurden. Alle 

Gefäße, die mit dem Medium in Berührung kamen, wurden, um sie phosphatfrei zu machen, 

vor Gebrauch mit 1 M HCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) und anschließend mit H2Odd 

gespült. Als Kontrollmedien wurde zum einen phosphatfreies MOPS-Medium ohne den 
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Zusatz von Glyphosat und zum anderen MOPS-Medium mit dem Zusatz von 0,5 mM 

beziehungsweise 1,5 mM K2HPO4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) verwendet.  

 

Luria-Bertani-Nährmedien wurden nach den Empfehlungen von Sambrook und Russell 

(2001) hergestellt.  

3.3.2 Hemm- und Zusatzstoffe 

 
Alle E. coli Stämme, die ein rekombinantes Plasmid enthielten, wurden zur Aufrechterhaltung  

des Selektionsdrucks auf Luria-Bertani-Medium (Miller, 1992) angezogen, welches in 

Abhängigkeit der verwendeten Plasmide Chloramphenicol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Deutschland) in einer Endkonzentration von 12,5 µg/ml bzw. Kanamycin in einer Endkonzen-

tration von 50 µg/ml enthielt. Chloramphenicol wurde in einer Stammlösung von 20 mg/ml in 

100 % Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) hergestellt und bei 6 °C aufbewahrt. Die 

Stammlösung von Kanamycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) betrug 20 mg/ml 

in H2Odd und wurde bei 6 °C aufbewahrt. Das chromogene β-Galaktosidase-Substrat 5-

Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactopyranosid (X-Gal, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, 

Deutschland) wurde dem Nährboden in einer Konzentration von 50 µg/ml zugesetzt, um 

rekombinante Transformanten anhand ihrer Koloniefärbung identifizieren zu können 

(Messing et al., 1977). Die Stammlösung von X-Gal betrug 20 mg/ml Dimethylsulfoxid 

(Merck, Darmstadt, Deutschland) und wurde bei -20 °C aufbewahrt. IPTG (Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen, Deutschland) verstärkte die Enzymreaktion als Induktor der β-Galaktosidase. Es 

wurde als 20 prozentige Lösung in H2Odd hergestellt, aliquotiert und in einer Endkonzen-

tration von 25 µg/ml eingesetzt. INT (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) konnte als 

künstlicher Elektronenakzeptor in Farbassays Dehydrogenaseaktivitäten anzeigen (Nachlas et 

al., 1960). Es wurde als 4 mg/ml Stammlösung in H2Odd angefertigt, bei 6 °C gelagert und in 

einer Endkonzentration von 50 µg/ml verwendet.  

 

MOPS-Medium zur Isolierung von glyphosatabbauenden Bakterien wurde zur Inhibierung 

des Pilzwachstums Cycloheximid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in einer 

Konzentration von 10 µg/ml zugesetzt. Cycloheximid wurde in einer Stammlösung von  

10 mg/ml Ethanol hergestellt und bei 6 °C aufbewahrt.  
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3.3.3 Bakterienkultivierung 

 
Die Anzucht aerob wachsender Bakterienstämme erfolgte als Flüssigkultur in 10 ml 

Reagenzgläsern, in Erlenmeyerkolben oder auf agarhaltigen festen Nährböden in Petrischalen. 

Die Inkubationstemperaturen betrugen für potenziell glyphosatabbauende Bakterien Raum-

temperatur, für E.coli 37 °C und für alle übrigen Bakterienstämme die von der DSMZ 

empfohlene Temperatur.  

3.3.4 Gewinnung potenzieller Glyphosat abbauender Isolate 

 
Zur Isolierung von Bakterien, die in der Lage sind Glyphosat abzubauen, wurde pro Standort 

von den Mikrokosmen, denen Glyphosat verabreicht wurde, 1 g Boden mit 9,0 ml 

physiologischer Kochsalzlösung (0,9 % NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt und 

10 Min. in der Schwingmühle bei maximaler Geschwindigkeit geschüttelt (Modell MM2, 

Retsch, Haan, Deutschland). Anschließend wurde die Bodensuspension 60 Min. bei 

Raumtemperatur präzipitiert. 4 ml Überstand von A17 und 6 ml Überstand von NM wurden 

entnommen, abzentrifugiert (5 Min., 14000 g) und der Überstand vollständig entfernt. Das 

Pellet wurde in 2 ml 0,9 % NaCl resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Dieser 

Waschschritt zur Entfernung von Phosphatresten wurde vier weitere Male wiederholt. Nach 

dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 1 ml 0,9 % NaCl aufgenommen, 10-1 

verdünnt, auf agarhaltigem MOPS-Medium (0,5 mM Glyphosat, siehe 3.3.1) ausplattiert und 

bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Boden wurden 50 nach ihrer Morphologie möglichst 

unterschiedliche Bakterien ausgewählt. 

3.3.5 Stammhaltung 

 
Die verwendeten Bakterienstämme wurden auf Agarplatten maximal vier Wochen bei 4 °C 

aufbewahrt. Die Reinheitsüberprüfung erfolgte mittels Reinigungsausstrichen. Für länger-

fristige Lagerungen wurden zusätzlich Glyzerinkulturen (Glyzerin (Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen, Deutschland) und bewachsenes Nährmedium) angelegt. Die Konzentration von 

Glyzerin betrug dabei 50 %. Die Glyzerinkulturen wurden bei - 80 °C aufbewahrt. Zusätzlich 

wurden auch gefriergetrocknete Zellsuspensionen angelegt.  

3.3.6 Physiologische Identifizierung der Isolate  

 
Die Isolate wurden einem Schnelltest mit Bactident® Aminopeptidase (Merck, Darmstadt, 
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Deutschland) unterzogen. Dieser Test ermöglichte durch Farbumschlag den Nachweis von in 

der bakteriellen Zellhülle lokalisierter L-Alanin-Aminopeptidase. Dieses Enzym kommt in 

relevanter Aktivität fast nur bei gramnegativen Bakterien vor, Aminopeptidase-Reaktion und 

Gram-Verhalten konnten somit korreliert werden. Von 2 ml Flüssigkultur ausgehend wurde 

genomische DNS nach Herstellerangaben extrahiert, wobei die Inkubationszeit der enzyma-

tischen Lyse für die Isolierung grampositiver Bakterien auf 60 Min. erhöht wurde.  

3.3.7 Nukleinsäureisolierung aus Bakterien 

 
Genomische DNS von Bakterien wurde durch Verwendung des DNeasy® Tissue Kits 

(Qiagen, Hilden, Deutschland) gewonnen. Hierbei wurde die DNS nach der Lyse der Zellen 

selektiv an eine Silikagelmembran gebunden. Kontaminationen und Enzyminhibitoren 

wurden durch Waschschritte entfernt und die DNS wurde anschließend von der Matrix 

eluiert.  

3.4 Kultivierungsunabhängige mikrobiologische Methoden 

3.4.1 Nukleinsäureisolierung aus dem Boden 

 
DNS aus dem Boden wurde durch Verwendung des Fast DNA Spin® Kit for soil (QBiogene, 

Heidelberg, Deutschland) extrahiert. Mikroorganismen aus dem Boden wurden dabei durch 

die Kombination von Lysematrix und geeigneten Puffern im Homogenisator (FastPrep 

FP120A, QBiogene, Heidelberg, Deutschland) lysiert. Genomische DNS wurde extrahiert und 

diese wurde selektiv an eine Silikamatrix gebunden. Durch Waschschritte wurden 

Verunreinigungen eliminiert. Es wurde für jede Extraktion 0,5 g Boden eingesetzt und nach 

Herstellerangabe verfahren. 

3.4.2 In-vitro-Amplifizierung von DNS mittels Polymerasekettenreaktion 

3.4.2.1 Prinzip der PCR (Mullis et al., 1986 ; Saiki et al., 1988) 

 
Die PCR diente der Amplifikation spezifischer DNS-Abschnitte in vitro. Zwei, zu jeweils 

einem DNS-Strang komplementäre Oligonukleotide flankierten den zu amplifizierenden 

Sequenzabschnitt. Durch das wiederholte Durchlaufen von Amplifikationszyklen (thermische 

Denaturierung der zu amplifizierenden DNS, Hybridisierung der Oligonukleotide an ihre 

Zielsequenz, Elongation der 3´-Enden der gebundenen Oligonukleotide durch eine thermo-

stabile Polymerase) erfolgte eine exponentielle Vervielfältigung der Zielsequenz.  
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3.4.2.2 Verwendete Oligonukleotid-Primer für PCR- und Sequenzierungstechniken 

 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Thermo-Electron 

(Dreieich, Deutschland) bezogen und laut Herstellerangabe in H2Odd gelöst. Die in dieser 

Arbeit verwendeten genspezifischen und plasmidspezifischen Oligonukleotid-Primer sind in 

Tabelle 5 dargestellt. 

 

Tab. 5: Verwendete Oligonukleotid-Primer 

Primer Sequenz (5´-3´) Targetgen Referenz

616V AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG 16S-rRNS-Gen Juretschko et al. (1998)

630R CAK AAA GGA GGT GAT CC 16S-rRNS-Gen Juretschko et al. (1998)

phnJ1 TVA ARR TNA THG AYC ARG G phnJ-Gen Engel, pers. Mitteilung

phnJ2 YYK CTT YTY KCG YCC SKC phnJ-Gen Engel, pers. Mitteilung

phnJoc1 AAR GTR ATM GAY CAR GG phnJ-Gen Engel, pers. Mitteilung

phnJoc2 CAT YTT YGG ATT RTC RAA phnJ-Gen Engel, pers. Mitteilung

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG G T7 Promotor
Dunn und Studier 

(1983)

M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC M13 Promotor
Yanisch-Perron et al. 

(1985) 

609V GGA TTA GAT ACC CBD GTA 16S-rRNS-Gen Ackermann et al., 2001

612R GTA AGG TTY TNC GCG T 16S-rRNS-Gen Liske, 2002
 

Abkürzungen:  
Primer: V: vorwärts, an den +Strang bindend; R: rückwärts, an den –Strang bindend;  
Basensymbole: (IUB, Nomenclature Commitee, 1985): 
B = C und G und T D =  A und G und T  H = A und C und T K = G und T  
M = A und C  N = A und C und G und T         R = A und G  S = C und G               
V = A und C und G           Y = C und T 

3.4.2.3 Standardbedigungen zur Amplifizierung von Zielsequenzen 

 
Sämtliche PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler (T3 Thermocycler, Biometra, 

Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Für Standard-PCR-Reaktionen wie die Amplifizierung 

der gesamten 16S-rRNS-Gensequenz wurde das thermostabile Enzym Taq DNS Polymerase, 

Reaktionspuffer und MgCl2 von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) und Nukleotide von 

MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt. Pro Reaktionsansatz wurden 50- 

150 ng Template-DNS, 10-fach-Reaktionspuffer in einer 1-fachen Endkonzentration, 0,2 mM 

dNTPs, 2 mM MgCl2, 25 pmol je Primer 616V und 630R und 0,1 U/µl Taq DNS Polymerase 
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verwendet. Standardreaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 µl bzw. 100 µl 

durchgeführt. Die Amplifikationsbedingungen waren: 1. Schritt: 94 °C: 2 Min. (primäre 

Denaturierung der DNS); 2. Schritt: 94 °C: 1 Min. (Denaturierung der DNS); 3. Schritt:       

50 °C: 1 Min. (Annealing der Oligonukleotide); 4. Schritt: 72 °C: 1 Min. (Extension der 

Primersequenzen); 5. Schritt: 72 °C: 10 Min. (finale Extension) bei einer Zyklenanzahl 

(Schritt 2 – Schritt 4) von 35.  

 

Zur Ermittlung der optimalen PCR-Bedingungen mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2 wurden 

„Touch-down“-PCRs durchgeführt. Bei der so genannten „Touch-down“-PCR (Don et al., 

1991) wurde die Annealing-Temperatur von 64 °C schrittweise um je zwei Grad auf 44 °C 

abgesenkt. Bei jeder Temperatur wurden zwei PCR-Zyklen gefahren. Nach einer primären 

Denaturierung bei 94 °C für zwei Minuten vor dem ersten Zyklus, umfassten alle weiteren 

Zyklen eine Denaturierung bei 94 °C für eine Minute, ein Annealing bei 64 °C - 44 °C für 

eine Minute und eine Extension der Primersequenzen bei einer Temperatur von 72 °C für eine 

Minute. Bei einer Annealing-Temperatur von 44 °C wurden schließlich 35 PCR-Zyklen 

ausgeführt, wobei bei dem letzten PCR-Zyklus die Dauer der Extension der Primersequenzen 

auf zehn Minuten verlängert wurde. 

 

Red GoldStarTM, welche eine 5→́3´ Exonukleaseaktivität aufweist, wurde zusammen mit 

dem mitgelieferten Reaktionspuffer und dem MgCl2 von Eurogentec (Seraing, Belgien) und 

mit den Nukleotiden von MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) in den übrigen PCR-

Reaktionen eingesetzt. Zur Amplifikation von phnJ-Genfragmenten der Bodenisolate und der 

Klone der Metagenombank wurden in einem Gesamtansatz von 100 µl pro Reaktionsansatz 

50 ng Template DNS, 10-fach-Reaktionspuffer in einer 1-fachen Endkonzentration, 0,2 mM 

dNTPs, 4 mM MgCl2, 100 pmol je Primer phnJ1 und phnJ2, 30 µg BSA, 5 % DMSO und  

2 U/µl Red GoldStarTM DNS Polymerase verwendet. Die relativ hohe Primerkonzentration 

wurde gewählt, um zu gewährleisten, dass trotz des hohen Degenerationsgrades der Primer 

von jeder Variante eine genügend hohe Konzentration zur Verfügung stand. Der 

unspezifische Enzymstabilisator BSA stabilisierte labile Enzyme wie Polymerasen und hat die 

Hemmung der PCR durch seine Bindung an Inhibitoren wie Huminstoffe unterbunden. Der 

Zusatz von DMSO verbesserte die Denaturierung GC-reicher Regionen und half Schwierig-

keiten bei der Primerextension durch Sekundärstrukturen der DNS zu überwinden. DMSO 

trug auch dazu bei, dass die Hybridisierung der Oligonukleotidprimer stringenter erfolgte. 

Optimale Amplifikationsbedingungen wurden durch eine primäre Denaturierung der DNS bei 
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94 °C für zwei Minuten eingeleitet. Eine weitere Denaturierung der DNS bei 94 °C für eine 

Minute, ein Annealing der Oligonukleotidprimer bei 48 °C (DNS der Bodenisolate) bzw.  

44 °C (Klone der Metagenombank) für eine Minute und eine Extension der Oligonukleotid-

primersequenzen bei 72 °C für eine Minute erwiesen sich bei einer Zyklenanzahl von 35 als 

optimal. Die finale Extension erfolgte bei 72 °C für zehn Minuten.  

  

Zur Amplifikation von phnJ-Genfragmenten im Boden A17 und NM wurden die eben 

beschriebenen Bedingungen übernommen, wobei eine geringere Primerkonzentration von            

0,4 pmol/µl phnJoc1 bzw. phnJoc2 eingesetzt wurde. Die Zyklenzahl wurde auf 30 reduziert. 

Die Annealingtemperatur betrug 48 °C. Die finale Extension wurde auf 30 Min. erhöht. Dies 

sollte gewährleisten, dass die Red GoldStarTM-Polymerase für die anschließende Klonierung 

alle Amplifikate mit einem 3´-Desoxyadeninrest versah.  

 

Die hohe Sensitivität der PCR bedingte ein erhöhtes Risiko, Kontaminationen zu verviel-

fältigen. Zur Kontaminationskontrolle wurde bei jedem Amplifikationsexperiment eine 

Negativkontrolle ohne den Zusatz von DNS mitgeführt. Amplifizierte DNS Fragmente 

wurden nach entsprechender Reinigung mit Restriktionsendonukleasen (siehe 3.4.6) 

behandelt, kloniert (siehe 3.4.4) oder einer Sequenzanalyse (siehe 3.4.11) unterzogen.  

3.4.3 Isolierung, Reinigung und Konzentrierung von DNS-Fragmenten 

 
PCR-Amplifikate wurden zur Aufbereitung für eine spätere Sequenzierung (siehe 3.4.11) in 

präparativen 2 - 4- prozentigen Agarosegelen aufgetrennt (siehe 3.4.7.1), durch Ethidium-

bromid unter UV-Licht lokalisiert und als Gelstücke ausgeschnitten. Die Isolierung der DNS-

Fragmente aus der Gelmatrix sowie deren Reinigung und Aufkonzentrierung erfolgte durch 

Verwendung eines kommerziellen Kits (MinElute® Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden, 

Deutschland). Hierbei wurde die DNS selektiv bei einer hohen Salzkonzentration und einem 

pH-Wert von 7,5 an eine Silikamembran gebunden, während Kontaminationen wie Proteine, 

Polysaccharide, Salze und Oligonukleotide nicht an die Membran gebunden wurden und in 

mehreren Waschschritten entfernt wurden. Aufgereinigte DNS wurde bei höherem pH und 

geringerer Salzkonzentration von der Säulenmatrix eluiert. Die Vorgehensweise bei der 

Reinigung und Konzentrierung erfolgte nach Herstellerangabe, wobei ein zusätzlicher 

Waschschritt mit 750 µl Waschpuffer (PE) eingefügt wurde. Wurde in der PCR (siehe 3.4.2) 

nur ein spezifisches PCR-Produkt erhalten, wurde dieses direkt aus dem PCR-Ansatz 

aufgereinigt. Es wurde ein Kit (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) 
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verwendet, welches nach dem gleichen Prinzip einer selektiven Bindung der DNS an eine 

Silikagel-Matrix funktionierte. Die Reinigung und Konzentrierung erfolgte nach Angabe des 

Herstellers, wobei auch hier ein zusätzlicher Waschschritt mit 750 µl Waschpuffer (PE) 

eingefügt wurde. Die erfolgte Aufreinigung wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 

3.4.7.1) überprüft.  

3.4.4 Klonierung von PCR-Fragmenten 

 
Die Ligation von aufgereinigten PCR-Fragmenten (phnJ-Genfragmente aus dem schluffigen 

Boden A17 und dem sandigen Boden NM) mit dem „high copy“ Vektor pCR®2.1 (Abb. 7) 

erfolgte durch Verwendung des TA Cloning® Kits (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Der 

Vektor lag in dem verwendeten Kit bereits in linearisierter Form vor und trug bereits 3´-

Desoxythymidinreste. In der PCR wurde mit Hilfe der Red GoldStarTM-Polymerase an die 

Produkte der Polymerasekettenreaktion ein 3´-Desoxyadenin gehängt. Durch eine finale 

Extension von 30 Min. sollte erreicht werden, dass möglichst alle Amplifikate einen 3´-

Desoxyadeninrest trugen. Der linearisierte und mit einem 3´-Desoxythymidinrest 

ausgestattete Vektor wurde mit den mit 3´-Desoxyadenin versehenen Amplifikaten nach 

Herstellerangaben ligiert. Die Ligationsansätze wurden entsalzt und aufkonzentriert (siehe 

3.4.8.6), um sie durch Elektroporation in E. coli (TransforMaxTM, Biozym, Hessisch 

Oldendorf, Deutschland) transformieren zu können (siehe 3.4.8.7). Die Transformanten 

wurden auf LB-Platten (+ Kanamycin + IPTG + X-Gal, siehe 3.3.1 und 3.3.2) ausplattiert. 

Die Transformationseffizienz erreichte bei den einzelnen Klonierungen Werte zwischen 2,7 . 

107 und 1,2 . 108 cfu/µg ligierte DNS. Rekombinante Klone wurden durch Farbselektion 

ermittelt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Karte des Vektors pCR®2.1 (http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ta_man.pdf) 
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3.4.5 Präparation rekombinanter Plasmide 

 
Rekombinante Plasmide wurden durch Verwendung des Plasmid DNA Purification Kits 

(Machery-Nagel, Düren, Deutschland) aufgereinigt. Das Prinzip dieser Methode beruhte auf 

einer SDS-alkalischen Lyse, welche die Plasmid-DNS freisetzte. SDS-Präzipitate und 

Zelldebris wurden ausgefällt und die Plasmid-DNS wurde selektiv an die Säulenmatrix 

gebunden. Durch die folgenden Waschschritte wurden Salze, Metabolite und lösliche 

zelluläre Komponenten entfernt. Die Plasmid-DNS wurde bei geringer Ionenstärke eluiert. Es 

wurde nach Herstellerangabe verfahren, wobei ein zusätzlicher Waschschritt mit 600 µl 

Puffer A4 eingefügt wurde. Die aufgereinigten Plasmide wurden anschließend einer 

Sequenzierung unterzogen (siehe 3.4.11). 

3.4.6 Spaltung von DNS mittels Restriktionsendonukleasen 

 
Zur Spaltung von DNS-Molekülen wurden Restriktionsendonukleasen vom Typ II der Firma 

MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt. Zur Abschätzung der Insertgrößen 

der Klone der Metagenombank wurden von 10 ml Übernachtkultur ausgehend Minipräpa-

rationen (siehe 3.4.9.1) der Klone zur Isolierung von Plasmid-DNS hergestellt. Diese wurden 

im Gesamtansatz einer Restriktion mit HindIII unterzogen (5 U HindIII, 12 µl Reaktions-

ansatz). Für die amplifizierte rDNS Restriktionsanalyse (ARDRA) der Bodenisolate wurden 

die aufgereinigten PCR-Produkte (siehe 3.4.2.3) in einem Doppelverdau mit AluI und MspI 

restringiert (je  1 U AluI/MspI, 300-500 ng DNS, Puffer TangoTM,  10 µl Reaktionsansatz). 

Die Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend den beiliegenden Produktbeschrei-

bungen zusammen mit den mitgelieferten 10-fach-Puffern verwendet. Die Inkubation bei  

37 °C erfolgte für den HindIII-Ansatz über Nacht und für den AluI/MspI-Ansatz für 10 h. Die 

Enzyme wurden danach für 20 Min. bei 65 °C inaktiviert.  

3.4.7 Gelelektrophorese 

 
Nukleinsäuren wurden nach ihrer Wanderung in Agarosegelen in Abhängigkeit von ihrer 

Masse und Konformation (linear, offenzirkulär bzw. superhelikal) im elektrischen Feld 

aufgetrennt. Durch Interkalation von Ethidiumbromid in die DNS konnte diese im UV-Licht 

(302 nm) sichtbar gemacht werden. Sehr geringe DNS-Konzentrationen konnten durch 

Silberfärbung sichtbar gemacht werden (siehe 3.4.7.3). Analytisch wurde die Gelelektropho-

rese zur Bestimmung der Größe, Reinheit und Konzentration von Nukleinsäuren eingesetzt. 

Präparativ diente sie zur Abtrennung und Isolierung von DNS-Fragmenten bestimmter Größe. 
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Menge und Größe der DNS konnten über den visuellen Vergleich mit mitgeführtem DNS-

Längenstandard (100 bp und 1 kb DNA ladder, GeneRulerTM, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, 

Deutschland) abgeschätzt werden. Alternativ wurde die Konzentration an DNS und RNS mit 

dem NanoDrop® Spectrophotometer (ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) 

bestimmt. 

3.4.7.1 Agarosegelelektrophorese 

 
Agarosegele (Biozym Agarose, Hessisch Oldendorf, Deutschland) wurden in einer 

Konzentration von 1 - 3 % (wt/vol) in 1 . TAE (Sambrook und Russell, 2001) eingesetzt. 

DNS-Proben wurden mit 0,1 - 0,3 Vol. Auftragspuffer (0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % 

Xylencyanol, 0,1 M Na2-EDTA und 70 % Glyzerol, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Deutschland) versetzt. Die Elektrophorese (Spannungsgeber: Bio-Rad Power PAC 300, Bio-

Rad, München, Deutschland; Kammer: OWL Separation Systems Inc., Portsmouth, USA) 

wurde bei 80 V - 120 V mit konstanter Spannung durchgeführt. Gele wurden 20 Min. in 

Ethidiumbromidlösung (0,015 %, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) gefärbt. Die 

DNS wurde anschließend durch einen Transilluminator (Vilber Lourmat TFX-35.M, Marne-

la-Vallée, Frankreich) sichtbar gemacht und dokumentiert (INTAS Geldokumentationsanlage, 

Mitsubishi P91D, Göttingen, Deutschland).  

3.4.7.2 Pulsfeldgelelektrophorese 

 
Die Größe der integrierten DNS-Fragmente in Metagenombanken erforderte eine besondere 

Art der Gelelektrophorese. DNS-Fragmente einer Größe von über 40 kb konnten in einem 

konstanten elektrischen Feld nicht aufgetrennt werden. Durch Pulsfeldgelelektrophorese 

(PFGE) war es mittels eines alternierenden elektrischen Feldes möglich, hochmolekulare 

DNS bis zu 5 Mb aufzutrennen. Wenn sich die Richtung des elektrischen Feldes änderte, 

mussten sich die DNS-Moleküle neu orientieren, bevor sie in die andere Richtung wandern 

konnten. Je größer die Fragmente waren, desto mehr Zeit nahm dies in Anspruch (Sambrook 

und Russell, 2001). Zum Aufschmelzen der Agarose (1 %, CertifiedTM Molecular Biology 

Agarose, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) und als Laufpuffer wurde 0,25 . TBE 

(Sambrook und Russell, 2001) verwendet. Der Marker (Low Range PFG Marker, New 

England BioLabs, Frankfurt am Main, Deutschland) wurde als dünne Scheibe luftblasenfrei in 

eine Tasche gedrückt und diese wurde mit Low Melting Agarose (Low Melt Preparative 

Grade Agarose, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) verschlossen. Alle übrigen Proben 
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wurden mit 0,3 Volumina Auftragspuffer (siehe 3.4.7.1) versetzt und in die Taschen 

pipettiert. Die Laufbedingungen in der Pulsfeldgelelektrophorese (Rotaphor Typ R21, 

Biometra, Göttingen, Deutschland) umfassten ein Startinterval von 50 Sek., ein Endinterval 

von 20 Sek., einen linearen Ramp, einen Startwinkel von 110 °, einen Endwinkel von 95 °, 

eine Rotorgeschwindigkeit von 6 Umdrehungen/Min., eine maximale Temperatur von 14 °C, 

eine Laufzeit von 24 h, bei 200 V und 150 mA bei einer Gellänge von 20 cm.  

3.4.7.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese und Silberfärbung 

 
Polyacrylamidgele wurden zur Detektion von Restriktionslängenpolymorphismen eingesetzt. 

Gele und Puffer wurden dem CleanGel DNA Analysis Kit (Amersham Biosciences, Freiburg, 

Deutschland) entnommen und den Herstellerangaben zufolge verwendet. Die Elektrophorese-

einheit umfasste die Elektrophoresekammer (Multiphor II) und den Spannungsgeber 

(Electrophoresis constant power supply ECPS 3000/150, Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Schweden). Der Spannungsgeber wurde, 15 Min. nachdem alle Proben aufgetragen worden 

waren, gestartet. Die Laufbedingungen betrugen 100 V, 23 mA und 5 W, bis die 

Xylencyanollinie von der Bromphenolblaulinie gerade überholt wurde und anschließend  

200 V, 23 mA und 5 W, bis die Bromphenolblauline die Anode erreichte. 

 

DNS in Polyacrylamidgelen wurde nach einer modifizierten Version des Protokolls von 

Heukeshoven und Dernik (1986) durch Silberfärbung angefärbt (Fixierung 2 . 10 Min.: 10 % 

Ethanol p.a., 0,5 % Eisessig; Silberfärbung 10 Min.: 0,1 % AgNO3, 0,004 % Formaldehyd;    

2 . mit H2Odd waschen; Entwicklung 5-6 Min.: 1,5 % NaOH, 0,015 % Formaldehyd, 0,01 % 

NaBH4; Fixierung 10 Min.: 0,75 % Na2CO3, sämtliche Lösungen: Merck, Darmstadt, 

Deutschland; alle Feststoffe: Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), wobei die Lösungen 

kurz vor jeder Silberfärbung frisch zubereitet wurden. 

3.4.8 Erstellen einer Metagenombank 

3.4.8.1 Isolierung und Aufreinigung hochmolekularer DNS aus dem Boden 

 
Zum Erstellen der Metagenombank wurde ausschließlich die DNS aus dem Boden vom 

Standort Neumarkt mit Glyphosatapplikation (NM + Gly) isoliert (siehe 3.1). Der Boden 

wurde nach der Beendigung des Mikrokosmenexperiments vom Standort NM mit Glyphosat-

applikation aus einer Tiefe von 0 – 5 cm entnommen, schockgefroren und bis zur Extraktion 

bei – 80 °C aufbewahrt. Die DNS wurde nach der Methode von Zhou et al. (1996) aus diesem 
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Boden extrahiert. Modifiziert wurden 10 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris/HCl [pH 8,0]; 

100 mM Natrium-EDTA [pH 8,0]; 100 mM Natriumphosphat [pH 8,0]; 1,5 M NaCl; 1 % 

CTAB; NaCl und HCl, Merck, Darmstadt, Deutschland; alle übrigen Chemikalien Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) pro 5 g aufgetautem Boden vom Standort Neumarkt 

eingesetzt. 100 µl Lysozym (10 mg/ml in Tris/HCl (pH 8), Sambrook und Russell, 2001) 

wurden zur Lyse von hauptsächlich grampositiven Bakterien zugesetzt und 30 Min. bei 37 °C 

inkubiert. Danach wurden 100 µl Proteinase K (10 mg/ml gelöst in Extraktionspuffer) zum 

Entfernen von DNasen und RNasen zugefügt und bei 37 °C für weitere 30 Min. inkubiert. 

Lysozym (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und Proteinase K (Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen, Deutschland) wurden für jede Extraktion frisch zubereitet. Nach dem Zusatz von 

1,1 ml des Detergens SDS (20 %, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) fanden die 

Denaturierung von Proteinen und die Lyse von Zellen bei einer Temperatur von 60 °C für 2 h 

statt. Nach einer Zentrifugation für 10 Min. bei 6000 g wurde der Überstand zur Auftrennung 

von Nukleinsäuren und Proteinen nach dem Zusatz von einem gleichen Volumen 

Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bei 16000 g 

und 4 °C für 20 Min. zentrifugiert. Die DNS aus der wässrigen Phase wurde mit 0,6 

Volumina Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) präzipitiert, mit Ethanol gewaschen, 

in 1 ml H2Odd resuspendiert und bei -20 °C (Liebherr Comfort, Liebherr, Ochsenhausen, 

Deutschland) aufbewahrt.  

 

Die hochmolekulare DNS wurde zur Abtrennung von Huminstoffen, die zusammen mit der 

DNS aus dem Boden extrahiert wurden und nachfolgende Reaktionen negativ beeinträchtigen 

könnten, einer präparativen Pulsfeldgelelektrophorese (siehe 3.4.7.2) unterzogen. Humin-

stoffe liefen in der Elektrophorese schneller als die DNS. Die beiden Ränder des Gels wurden 

abgeschnitten und zur Lokalisierung der DNS mit Ethidiumbromid gefärbt. Hochmolekulare 

DNS enthaltende Regionen wurden aus dem Rest des Gels ausgeschnitten und in TE 

(Sambrook und Russell, 2001) plus PA (0,75 mM Spermin; 0,30 mM Spermidin; Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) zur Stabilisierung bis zur weiteren Verwendung bei 6 °C 

aufbewahrt. 

 

Dialyseschläuche (Cellulose-Membran, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurden 

erst einige Stunden mit Wasser gespült und dann nach der Methode von Sambrook und 

Russell (2001) mit der Modifikation präpariert, dass von Anfang an mit Handschuhen 

gearbeitet wurde und die Kochzeiten in 2 % (w/v) Natriumbikarbonat (Sigma-Aldrich, 
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Taufkirchen, Deutschland) plus 1 mM EDTA und in 1 mM EDTA auf 20 Min. verdoppelt 

wurden. Die hochmolekulare DNS enthaltenden Gelstücke wurden in Dialyseschläuche 

überführt und mit 0,5 . TBE bedeckt. Die Dialyseschläuche wurden 3 h in 1 l 0,5 . TBE 

gerührt, um die Pufferbedingungen in den Gelstücken den nachfolgenden Reaktionen 

anzupassen. Hochmolekulare DNS wurde durch Elektroelution aus den Gelstücken eluiert 

(Osoegawa et al., 1998). Dabei wurde die Dauer der Elektroelution (100 V; 150 mA; 6 °C) 

auf 13 h erhöht. Nach Beenden der Elektroelution wurde durch Umpolung für 60 Sek. die 

DNS von der Dialysemembran abgelöst. Nach einem weiteren Dialyseschritt (1 . TE für 5 h), 

wurden die Gelstücke aus den Dialyseschläuchen entfernt. Die Lösung in den Dialyse-

schläuchen wurde durch Dialyse (0,5 . TE + 30 % Polyethylenglykol 8000, Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen, Deutschland) auf ca. 500 µl aufkonzentriert. Alle Dialyseschritte wurden bei  

6 °C durchgeführt. 

3.4.8.2 Partieller Restriktionsverdau der aufgereinigten hochmolekularen DNS  

 
Aufgereinigte hochmolekulare DNS wurde einem partiellen Restriktionsverdau unterzogen, 

um die DNS klonierbar zu machen. In Vorversuchen wurde die Menge an Restriktionsenzym 

ermittelt, bei der nach dem Verdau die Fragmentgrößen noch sehr groß waren. Im 

präparativen Restriktionsverdau wurden pro 100 µl Ansatz 60 µl hochmolekulare DNS, 10 µl 

10 x Puffer R und 2 Units HindIII (MBI Fermentas St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt. 

Der Restriktionsansatz wurde 10 Min. bei 37 °C inkubiert. Acht Ansätze wurden vereint und 

mit 160 µl Auftragspuffer (siehe 3.4.7.1) versetzt. Der partielle Restriktionsverdau wurde zur 

Größenselektion auf ein präparatives Pulsfeldgel (siehe 3.4.7.2) aufgetragen. Nach der 

Elektrophorese wurden die beiden Ränder des Gels abgetrennt und mit Ethidiumbromid 

angefärbt. DNS-Fragmente einer Größe von 15 – 40 kb wurden aus dem Rest des Gels 

ausgeschnitten und elektroeluiert (siehe 3.4.8.1). Die partiell verdaute hochmolekulare DNS 

wurde durch Dialyse in 0,5 . TE + 30 % Polyethylenglykol auf ca. 800 µl aufkonzentriert 

(siehe 3.4.8.1).  

3.4.8.3 Präparation des Vektors pBeloBAC11 

 
Der Vektor pBeloBAC11 wurde wegen seiner Fähigkeit, sehr große DNS Fragmente stabil 

integrieren zu können, verwendet. Um für die Erstellung der Metagenombank genug „single 

copy“ Plasmid pBeloBAC11 bereitzustellen, wurden 3 l LBChl (siehe 3.3.1 und 3.3.2) 1:50 mit 

einer Tageskultur von E. coli/pBeloBAC11 beimpft und über Nacht bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Die Tageskultur wurde mit einer blauen Kolonie E. coli/pBeloBAC11 von einer X-

Gal/IPTG-Platte (LB + X-Gal + IPTG, siehe 3.3.1 und 3.3.2) beimpft. Aliquots der  

Zellsuspension wurden zur Bestimmung der Zelldichte bei einer optischen Dichte von 600 nm 

photometrisch vermessen (Spektro Photometer UV-1202, Shimadzu, Duisburg, Deutschland). 

Die Zellen wurden in der späten logarithmischen Wachstumsphase beim Erreichen einer 

optischen Dichte von 0,77 durch Zentrifugation (10 Min., 5000 g) geerntet. Die Präparation 

der Plasmid-DNS erfolgte wie im URL bei Rondon et al. (2000) beschrieben, wobei  

10 ml RNase A (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in einer Stammlösung von  

0,5 mg/ml in 2 . SSC (Sambrook und Russell, 2001) zur Degradation der RNS zugesetzt 

wurden. Die Plasmid-DNS wurde durch die Verwendung von 4 Qiagen-tip 500 Säulen 

(Qiagen Maxi Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) aufgereinigt, mit 0,7 Volumina 100 % 

Isopropanol gefällt, mit 70 % Ethanol gewaschen und in 18,6 ml TE resuspendiert, wie im 

Protokoll angegeben. Die resuspendierte Plasmid-DNS wurde bis zum Zusatz von 

Cäsiumchlorid bei einer Temperatur von 6 °C aufbewahrt.  

 

18,43 ml aufgereinigtes Plasmid pBeloBAC11 wurden mit 20,31 g DNAse-freiem 

Cäsiumchlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) versetzt. Durch Inkubation bei  

30 °C wurde das Cäsiumchlorid in Lösung gebracht. 400 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) 

wurden zum Sichtbarmachen der DNS im Cäsiumchloridgradienten zugesetzt, gemischt und 

auf zwei Zentrifugenbecher aufgeteilt. Zur Ausbildung eines Cäsiumchloridgradienten 

erfolgte die Zentrifugation in einer Beckman-Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, Krefeld, 

Deutschland) unter Zuhilfenahme eines 75 Ti Rotors bei 201728 g (47500 rpm) für 71 h bei 

20 °C. Durch den Cäsiumchloridgradienten werden Verunreinigungen wie Proteine und RNS 

von der DNS abgetrennt. Ebenso konnte lineare DNS und zirkuläre DNS mit Einzelstrang-

bruch von DNS, die zirkulär in geschlossener Form vorlag, abgetrennt werden. Unter UV-

Licht konnte diese DNS in zwei unterschiedlichen Banden sichtbar gemacht werden. Der 

Zentrifugenbecher wurde mit zwei Kanülen durchstochen. Die Kanüle im oberen Bereich des 

Zentrifugenbechers diente zur Entfernung des Vakuums. Die untere Bande, die die DNS in 

geschlossener zirkulärer Form enthielt, wurde über die zweite Kanüle (20 Gauge, Braun, 

Melsungen, Deutschland) abgeführt. Ethidiumbromid wurde durch sechsmalige Extraktion 

mit einem gleichen Volumen an wassergesättigtem Isoamylalkohol (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) eliminiert (Sambrook and Russell, 2001). DNS wurde durch den Zusatz von  

3 Volumina H2O und 8 Volumina 100 % Ethanol über Nacht bei 6 °C präzipitiert und somit 

vom Cäsiumchlorid abgetrennt, wie bei Sambrook und Russell (2001) beschrieben. Die 
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aufgereinigte Plasmid-DNS wurde am nächsten Tag abzentrifugiert (20000 g, 15 Min.), mit 

70 % Ethanol gewaschen, in 2 ml TE aufgenommen und bei - 20 °C aufbewahrt. Zum 

Pipettieren wurden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet, um Scherkräfte zu reduzieren.  

3.4.8.4 Präparativer Restriktionsverdau von pBeloBAC11 

 
Die aufgereinigte Plasmid-DNS wurde durch Zentrifugation mit Centricon® (YM-30, 

Millipore, Billerica, USA) auf ein Volumen von 380 µl eingeengt. Der Vektor (3 µg) wurde 

durch einen präparativen Restriktionsverdau in einem Gesamtvolumen von 420 µl, wobei  

10 Units HindIII (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und 42 µl 10 x Puffer R+ 

eingesetzt wurden, linearisiert. Die Dauer der Restriktion betrug 1 h bei 37 °C. Das 

Restriktionsenzym wurde anschließend bei 65 °C für 20 Min. inaktiviert. Die verdaute 

Plasmid-DNS wurde zur Überprüfung der vollständigen Restriktion auf ein Agarosegel 

aufgetragen. Der linearisierte Vektor wurde durch Extraktion mit demselben Volumen 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) vom 

Restriktionsenzym abgetrennt. Zur besseren Aufreinigung erfolgte eine zweite Extraktion mit 

Chloroform-Isoamylalkohol. Vor der Fällung mit 2 Volumina 100 % Ethanol wurde die 

wässrige Phase mit 1/10 Volumen 3 M Kaliumazetat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land) aufgesalzen. Die Fällung erfolgte für 30 Min. bei – 20 °C. 

3.4.8.5 Dephosphorylierung von pBeloBAC11 

 
Zur Eliminierung der 5´-Phosphatgruppe von pBeloBAC11 wurde der Vektor dephos-

phoryliert. Die Dephosphorylierung hat die Religation und die Ringbildung des linearisierten 

Plasmids durch die DNS-Ligase unterbunden. Die gefällte linearisierte DNS wurde in 90 µl 

10 mM Tris/HCl (pH 8) unter dem Zusatz von 10 µl 10 x Puffer resuspendiert und mit  

0,5 Units alkalischer Phosphatase (CIP, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) 

versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 35 Min. bei 37 °C wurden erneut 0,5 Units alkalische 

Phosphatase zugesetzt und es folgte eine weitere Inkubation für 30 Min. bei 37 °C. Die 

Inaktivierung der alkalischen Phosphatase erfolgte durch den Zusatz von Proteinase K. 

Proteinase K wurde in einer Endkonzentration von 200 µg/ml eingesetzt, EDTA (pH 8) wurde 

bis zum Erreichen einer Endkonzentration von 15 mM zugefügt und bei 55 °C für 30 Min. 

inkubiert. Die zweimalige Extraktion der linearisierten und dephosphorylierten DNS und das 

Aufsalzen erfolgten, wie unter 3.4.8.4 beschrieben. Die DNS wurde über Nacht bei – 20 °C 

gefällt, abzentrifugiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und in 20 µl TE resuspendiert. Zur 
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Überprüfung der vollständigen Dephosphorylierung wurde der Vektor mit T4-DNS-Ligase 

(MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland), wie vom Hersteller angegeben, versetzt (siehe 

3.4.8.6). Die Religation des Vektors wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 3.4.7.1) 

überprüft.  

3.4.8.6 Ligation von hochmolekularer DNS mit dem Vektor pBeloBAC11 

 
Die T4-DNS-Ligase katalysierte die ATP-abhängige Bildung von Phosphordiesterbindungen 

zwischen doppelsträngigen DNS-Molekülen mit 5´-Phosphat- und 3´-Hydroxyltermini (Weiss 

et al. 1968). Dieses Enzym diente zur Insertion von partiell verdauter hochmolekularer DNS 

aus dem Boden in den Vektor pBeloBAC11. Das molare Verhältnis von Insert- und Vektor- 

DNS betrug 1:1. Insert-DNS, Vektor und H2Odd wurden 5 Min. bei 65 °C inkubiert und auf 

Eis abgekühlt. Es wurden wie vom Hersteller für Ligationen mit überstehenden Enden 

empfohlen, für 50-400 ng DNS 2 Units T4-DNS-Ligase eingesetzt. Die Ligationsansätze 

wurden über Nacht bei 16 °C inkubiert. Die Inaktivierung der Ligase erfolgte durch eine 

Inkubation bei 65 °C für 10 Min. Für ihren Einsatz in der Elektroporation wurden die 

Ligationsansätze durch Tropfendialyse entsalzt. Die Entsalzung der Ansätze erfolgte nach 

dem Diffusionsprinzip. Membranfilter (VWP01300, 0,025 µm Porendurchmesser, Millipore, 

Schwalbach, Deutschland) wurden auf 25 ml 0,5 . TE in einer sterilen Petrischale gesetzt. Die 

Ligationsansätze wurden auf die Membranfilter aufgetragen und 2,5 h bei 6 °C inkubiert. Zur 

Aufkonzentrierung wurden die Ligationsansätze anschließend auf Membranfilter auf 25 ml  

30 % Polyethylenglycol in 0,5 . TE aufgebracht und so lange bei 6 °C inkubiert, bis sich das 

Probenvolumen auf ein paar Mikroliter reduziert hatte. Zur Reduzierung von Scherkräften 

wurden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet.  

3.4.8.7 Transformation von E. coli   

 
Zur Transformation wurden 25 µl kommerziell erhältliche elektrokompetente E. coli 

(TransforMaxTM, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) mit 2 µl Ligationsansatz 

versetzt und eine Minute auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in eine eiskalte Küvette (0,1 cm 

Elektrodenabstand, Bio-Rad, München, Deutschland) überführt. Die Elektroporation fand bei 

600 Ω, 1,8 kV und 10 µFa (MicroPulserTM, Bio-Rad, München, Deutschland) statt. Die 

transformierten Zellen wurden mit 500 µl SOC (Sambrook und Russell, 2001) aus der 

Küvette gespült. Nach der phänotypischen Expression bei 37 °C für eine Stunde wurde der 

Ansatz mit physiologischer Kochsalzlösung (0,9 % NaCl) verdünnt und auf LB-Platten  
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(+ Chloramphenicol + X-Gal + IPTG, siehe 3.3.1 und 3.3.2) ausplattiert. Zur Bestätigung 

rekombinanter Klone wurden weiße Kolonien erneut auf LB-Platten (+ Chloramphenicol + X-

Gal + IPTG) ausgestrichen.  

3.4.8.8 Anzucht und Stammhaltung der Klone der Metagenombank 

 
Die Klone der Metagenombank wurden als Duplikat in je 53 Mikrotiterplatten (NunclonTM, 

96-Wells, Nunc, Roskilde, Dänemark) angezogen, wobei ein Klon pro Vertiefung mit einem 

sterilen Zahnstocher in 120 µl LBChl (siehe 3.3.1 und 3.3.2) überimpft wurde. Die Nummer-

ierung der Klone innerhalb der Mikrotiterplatten erfolgte nach dem Schema: 1A-C3  

[1: Nummerierung der Mikrotiterplatte (1 - 53); A: Duplikat (A, B); C: Spalte der 

Mikrotiterplatte (A - H); 3: Zeilennummerierung der Mikrotiterplatte (1-12)]. Die 

Stammhaltung der Klone der Metagenombank erfolgte durch den Zusatz von 70 µl 90 % 

Glyzerin pro Vertiefung zu jedem angewachsenen Klon. Die Metagenombank wurde bei  

– 80 °C aufbewahrt.  

3.4.9 Charakterisierung der Metagenombank 

3.4.9.1 Bestimmung der Insertgrößen 

 
Zur Charakterisierung der Metagenombank wurden 110 Klone zufällig ausgewählt. Jeder 

Klon wurde in 10 ml LBChl (siehe 3.3.1 und 3.3.2) angezogen. Die rekombinanten Plasmide 

wurden mittels Plasmid-Präparationskit (Plasmid Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) 

aufgereinigt. Der Zellaufschluss erfolgt hierbei durch alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 

1979). Die Abtrennung der Plasmid-DNS von Proteinen, Nukleotiden und Polysacchariden 

wurde durch Säulenchromatographie erzielt. Das Standardprotokoll wurde dahingehend 

modifiziert, dass zum Resuspendieren und zur Lyse der Zellen die doppelte der angegebenen 

Puffermenge eingesetzt wurde. Die DNS wurde von der Anionenaustauschersäule mit auf  

65 °C vorgewärmtem Puffer eluiert. Die in TE aufgenommene extrahierte Plasmid-DNS 

wurde zur besseren Lösung über Nacht bei 6 °C inkubiert und bei – 20 °C aufbewahrt. Die 

rekombinanten Plasmide wurden im Gesamtansatz mit dem Restriktionsenzym HindIII (MBI 

Fermentas St. Leon-Rot, Deutschland) verdaut (siehe 3.4.6). Die vollständig verdaute 

Plasmid-DNS wurde mit 2 µl Auftragspuffer (siehe 3.4.7.1) versetzt, über eine Pulsfeld-

gelelektrophorese (siehe 3.4.7.2) elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid 

(siehe 3.4.7.1) sichtbar gemacht. 
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3.4.9.2 Charakterisierung der Gene der Metagenombank (Endsequenzierungsansatz) 

 
Zur Charakterisierung der Gene der Metagenombank wurden 114 weitere Klone zufällig 

ausgewählt. Diese wurden jeweils in 2 ml LBChl (siehe 3.3.1 und 3.3.2) über Nacht 

angezogen. Die rekombinanten Plasmide wurden wie eben beschrieben (siehe 3.4.9.1) durch 

Verwendung eines Plasmid-Präparationskits (Plasmid Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) 

gewonnen. Anschließend wurde ein Insertionsende eines jeden Plasmids unter Verwendung 

des Oligonukleotidprimers T7 (siehe 3.4.2.2) ansequenziert (siehe 3.4.11).  

 
Von den 105 Sequenzen (siehe Anhang 3) des Endsequenzierungsansatzes, die ein Insert 

enthielten, wurde in der “Biology Workbench 3.2“ die Sequenz des Vektors entfernt und mit 

dem Programm NASTATS der G + C-Gehalt berechnet. Die Nukleinsäuresequenzen dieser 

ansequenzierten Klone wurden durch “ExPASy“ in Aminosäuresequenzen übersetzt und 

durch das Programm COGnitor (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/xognitor.html) mit 

dem zur Verfügung stehenden Datensatz verglichen und Klustern orthologer Gruppen (COG) 

zugeordnet. Vorraussetzung für die Zuordnung einer Aminosäuresequenz zu einer COG-

Kategorie war, dass die entsprechende COG-Kategorie ein Protein aus mindestens drei 

phylogenetisch entfernten Genomen umfasste (Tatusov et al., 1997). Orthologe Gene besitzen 

normalerweise dieselbe Funktion. Dies erlaubt die Übertragung funktioneller Informationen 

von einem Mitglied auf die gesamte COG. Auf diese Weise kann eine ganze Reihe von 

funktionellen Vorhersagen für wenig charakterisierte Genome getroffen werden (Tatusov et 

al., 1997). 

3.4.10 Screening der Metagenombank 

3.4.10.1 Funktionelles Screening der Metagenombank 

3.4.10.1.1 Vorscreening der Metagenombank 

 
Die Klone der Metagenombank wurden auf ihre Fähigkeit, Glyphosat als alleinige P-Quelle 

zu nutzen, untersucht. Dazu wurden alle Klone einem Wachstumstest unterzogen. Zunächst 

wurden sämtliche Klone der DNS-Bibliothek auf LBChl-Platten angezogen (siehe 3.3.1 und 

3.3.2). In einem weiteren Schritt wurden diese Klone in Flüssigmedium in Mikrotiterplatten 

(NunclonTM, 96-Wells, Nunc, Roskilde, Dänemark) überimpft. Ein Klon wurde pro 

Vertiefung in 200 µl Medium resuspendiert. Bei dem Medium handelte es sich um ein 

modifiziertes MOPS-Medium, in dem nach dem Zusatz von Phosphat auch E. coli wachsen 
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konnte. Das verwendete Medium unterschied sich von dem in 3.3.1 beschriebenen dadurch, 

dass die doppelte Menge an den aromatischen Aminosäuren Tyrosin, Tryptophan und 

Phenylalanin, NaCl (0,5 %), Leucin (0,006 %) und eine größere Menge an Glucose (1,52 %) 

eingesetzt wurde. Das Medium enthielt Chloramphenicol an Stelle von Cycloheximid, um 

eine Ausdünnung der rekombinanten Plasmide zu inhibieren. Das Medium wurde steril-

filtriert. Alle Klone wurden jeweils mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und erst in MOPS-

Medium resuspendiert, das als alleinige P-Quelle 1,5 mM Glyphosat enthielt und dann in 

MOPS-Kontrollmedium resuspendiert, welches neben 1,5 mM Glyphosat auch 1,5 mM 

K2HPO4 enthielt. Dieses Kontrollmedium sollte als Wachstumsreferenz dienen. Als Kontroll-

organismen wurden E. coli und E. coli/pBeloBAC11 eingesetzt. Die Mikrotiterplatten wurden 

zur Verhinderung von Verdunstungsverlusten mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, 

Menasha, USA) umwickelt und bei 37 °C und 125 UpM (Inkubationsschüttler, Certomat®, 

Braun, Melsungen, Deutschland) inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach einer Inkubations-

zeit von einem bis acht Tagen per Auge und durch Messung der optischen Dichte bei einer 

Wellenlänge von 630 nm in einem Mikrotiterplattenlesegerät (Microplate Reader MR4000, 

Dynatech, Guernsey, Großbritannien).  Mit potenziell positiven Klonen wurde der Versuch 

wiederholt. Die Inkubation der Mikrotiterplatten wurde hierbei auf eine Temperatur von  

30 °C oder auf Raumtemperatur reduziert. Dies sollte gewährleisten, dass die Enzym-

aktivitäten in ihrem Temperaturoptimum erfolgten, da die Donor-DNS aus dem Boden 

stammte. 

3.4.10.1.2 INT-Test  

 
Das Tetrazoliumsalz Iodonitrotetrazoliumviolett (INT), welches als künstlicher Elektronen-

akzeptor Elektronentransportaktivitäten durch Farbumschlag anzeigte, wurde zur Erleich-

terung der Auswertung zugesetzt. Im oxidierten Zustand war INT farblos, im reduzierten 

Zustand rot. INT wurde durch intakte Dehydrogenasen lebender Organismen reduziert. Die 

im Vorscreening ermittelten potenziell positiven Klone wurden einem weiteren Test 

unterzogen. In drei parallelen Ansätzen wurde je ein Klon pro Vertiefung einer Mikro-

titerplatte erst in 200 µl modifiziertem MOPS-Medium (siehe 3.4.10.1.1) ohne jegliche P-

Quelle, dann in modifiziertem MOPS-Medium mit 1,5 mM Glyphosat als alleiniger P-Quelle 

und anschließend in MOPS-Kontrollmedium mit 1,5 mM Glyphosat und 1,5 mM K2HPO4 

resuspendiert und bei Raumtemperatur und 150 UpM (Inkubationsschüttler, Certomat®, 

Braun, Melsungen, Deutschland) inkubiert. Durch diesen Inkubationsschritt sollten Teilungen 

aufgrund von in den Mikroorganismen vorhandenen Phosphatspeichern vorweggenommen 
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werden. Nach 6 – 7 Tagen wurden 2,5 µl INT (4 mg/ml) pro Vertiefung zugefügt und 

resuspendiert. Die Mikrotiterplatten wurden mit Parafilm umwickelt und weitere 6 – 7 Tage 

bei 37 °C bzw. bei Raumtemperatur inkubiert. Da Sauerstoff ein besserer Elektronenakzeptor 

als INT ist, wurde nach INT-Zugabe auf das Schütteln verzichtet. Als Kontrollorganismen 

fungierten E. coli und E.coli/pBeloBAC11. Die Auswertung des Farbumschlages erfolgte per 

Auge und durch Messung der optischen Dichte im Microplate Reader (Microplate Reader 

MR4000, Dynatech, Guernsey, Großbritannien) bei einer Wellenlänge von 490 nm. 

 

Die Bodenisolate wurden mit demselben Test mit der Modifikation gescreent, dass das unter 

3.3.1 beschriebene Medium verwendet wurde. Dem Medium wurde zum einen in der 

Negativkontrolle kein Phosphat, zum anderen Glyphosat (0,5 mM bzw. 1,5 mM) oder in der 

Positivkontrolle Glyphosat und K2HPO4 (jeweils 0,5 mM bzw. 1,5 mM) zugesetzt. Die 

Inkubation nach INT-Zugabe erfolgte bei Raumtemperatur (Abb. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Versuchsdesign INT-Test; zum Glyphosatabbau befähigte Isolate: kein Farbumschlag bei - P; 
Farbumschlag bei + Gly und + Gly + P; P: Phosphat, Gly: Glyphosat 
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3.4.10.1.3 Glyphosatanalytik 

 
Ausgewählte Bodenisolate und Klone der Metagenombank wurden daraufhin untersucht, ob 

durch ihr Wachstum die Glyphosatkonzentration im Medium abnahm. Das Medium (siehe 

3.4.10.1.1) in dem die Vorkulturen inokuliert wurden, enthielt an Stelle von Glyphosat 1,5 

mM K2HPO4. Für die Vorkulturen der Isolate und Kontrollen wurde auf den Zusatz von 

Cycloheximid verzichtet. Dem Medium, in dem die ausgewählten Klone der Metagenombank 

angezogen wurden, wurde Chloramphenicol (siehe 3.3.2) zugesetzt. 5 ml Vorkulturen wurden 

mit einer Kolonie beimpft und bei Raumtemperatur inkubiert, bis gutes Wachstum zu 

verzeichnen war. Die Vorkulturen wurden bei 18626 g (14000 UpM, Micro 200R, Hettich, 

Tuttlingen, Deutschland) abzentrifugiert und Medienreste wurden entfernt. Die Bakterien 

wurden in einem Milliliter phosphat- und glyphosatfreiem MOPS-Medium resuspendiert und 

erneut abzentrifugiert. Dieser Waschschritt zur Entfernung von Phosphat wurde noch zwei 

weitere Male wiederholt. Anschließend wurde die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 

600 nm bestimmt. Die 100 ml-Erlenmeyerkolben aus Glas, in denen die Hauptkulturen 

angezogen wurden, wurden vor ihrer Verwendung mit 1 M HCl gespült und mit H2Odd 

nachgespült, um sie phosphatfrei zu machen. Für die Hauptkulturen wurde dem Medium an 

Stelle von K2HPO4 1,5 mM Glyphosat zugesetzt. Die Hauptkulturen wurden in Triplikaten 

1:50 mit den gewaschenen Vorkulturen mit einer optischen Dichte von 0,8 angeimpft und 14 

Tage lang bei Raumtemperatur und 125 UpM (Inkubationsschüttler, Certomat®, Braun, 

Melsungen, Deutschland) inkubiert. Anschließend wurden die Hauptkulturen abzentrifugiert 

(6000 g,  

10 Min., Kendro 1.0R Megafuge, Thermo Electron, Langenselbold, Deutschland) und der 

Überstand wurde sterilfiltiriert (Nylonfilter, 0,2 µm Porengröße, neoLab, Heidelberg, 

Deutschland). Die Isolate und Kontrollen, die Polysaccharide abgeschieden hatten, wurden 

bei 18626 g (14000 UpM, Micro 200R, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) abzentrifugiert und 

der Überstand wurde durch Verwendung von 5 µm-Filtern (Minisart, Sartorius, Göttingen, 

Deutschland) filtriert. Als Negativkontrollen wurde nicht-inokuliertes Medium und 

Escherichia coli mitgeführt. Arthrobacter atrocyaneus wurde als potenzielle Positivkontrolle 

verwendet. Die Vorkulturen wurden dabei in den von der DSMZ empfohlenen Medien 

angeimpft. Die Glyphosatanalytik wurde von dem Analytik Institut Rietzler (Nürnberg, 

Deutschland) durchgeführt.  
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3.4.10.2 Screening der Metagenombank auf DNS-Ebene 

 
Die im Präscreening ermittelten potenziell positiven Klone wurden einem weiteren Screening 

auf DNS-Ebene unterzogen. Von 10 ml Übernachtkultur in LBChl (siehe 3.3.1 und 3.3.2) 

ausgehend wurden die rekombinanten Plasmide der potenziell positiven Klone mittels 

Plasmid-Präparationskit (Plasmid Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) gewonnen (siehe 

3.4.9.1). Zur Amplifizierung des Gens phnJ, welches Teil des C-P-Lyase Operons ist, wurde 

die DNS (je 10 – 50 ng) von jeweils 10 Minipräparationen potenziell positiver Klone 

vereinigt. Durch den Einsatz des degenerierten Primerpaares phnJ1/phnJ2 (siehe 3.4.2.2) in 

der PCR (siehe 3.4.2.3) sollten mögliche glyphosatspezifische C-P-Lyasegene detektiert 

werden. Als Positivkontrolle fungierte chromosomale DNS (50 ng) von Oceanobacillus 

iheyensis für das Primerpaar phnJ1/phnJ2. Zur Verifizierung, dass es sich bei den 

Amplifikaten tatsächlich um phnJ-Genfragmente handelte, wurden diese aufgereinigt (siehe 

3.4.3) und unter Verwendung des Oligonukleotidprimers phnJ1 sequenziert (siehe 3.4.11). 

3.4.11 Sequenzanalyse, Auswertung der Sequenzdaten und Rekonstruktion von Stamm-

bäumen  

 
Die Sequenzierung der 16S-rRNS-Genfragmente der Bodenisolate wurde mit den Primern 

609V, 612R, 616V und 630R (siehe 3.4.2.2) durchgeführt (siehe Anhang 1). Die phnJ-

Genfragmente der Bodenisolate wurden unter Verwendung des Primers phnJ1 (siehe 3.4.2.2) 

sequenziert (siehe Anhang 2). Die Sequenzierung der phnJ-Genfragmente aus dem Boden 

erfolgte mit dem Primer M13R (siehe 3.4.2.2; Anhang 4). Die Sequenzanalysen wurden 

extern durch die Firma Sequiserve (Vaterstetten, Deutschland) durchgeführt.  

 

Die gewonnenen Sequenzen wurden mit Nukleinsäuresequenzen der NCBI-Datenbank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) mittels des Programms Blast in Beziehung gesetzt (Altschul et al., 

1997). Im Falle der Sequenzen der 16S-rRNS-Gene wurden die Nukleinsäuresequenzen mit 

dem Programm BlastN mit den verfügbaren Nukleinsäuresequenzen der NCBI-Datenbank 

abgeglichen. In allen übrigen Fällen (PhnJ-Sequenzen der Bodenisolate, Endsequenzierungs-

ansatz der Metagenombank, PhnJ-Sequenzen aus dem Boden) wurden die DNS-Sequenzen in 

Aminosäuresequenzen unter Berücksichtigung sämtlicher Leserahmen und ihrer Orientierung 

translatiert und anschließend mit den zur Verfügung stehenden Proteinsequenzen der NCBI-

Datenbank verglichen. Dies erfolgte mit dem Programm BlastX.  
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Um phylogenetische Aussagen zu ermöglichen, wurden die erhaltenen Sequenzen in ein 

Alignment bereits bekannter Sequenzen eingepasst. Die Sequenzen wurden dazu so 

angeordnet, dass sich homologe Positionen an denselben Stellen befanden. In den variablen 

Sequenzbereichen des Alignments der 16S-rRNS-Gensequenzen dienten Sekundärstruktur-

analysen und Gruppen konservierter Basenfolgen als Orientierung bei der Bestimmung 

homologer Positionen. Die Rekonstruktion und die optimale Darstellung der phylogene-

tischen Bäume auf 16S-rRNS-Genen basierend, erfolgte mit dem Programm ARB (Strunk 

und Ludwig, 1997; TU-München, München, Deutschland). Die Rekonstruktion der 

phylogenetischen Bäume für die 16S-rRNS-Gene wurde nach der Maximum Likelihood- und 

Distanzmatrix- (Neighbour-Joining) Methode durchgeführt.  

 

Die “Biology Workbench 3.2“ (http://workbench.sdsc.edu/, SDSC, University of California, 

San Diego, USA) diente als Forum zum Erstellen der übrigen Alignments und der restlichen 

phylogenetischen Bäume. Das Alignment der phnJ Sequenzen wurde mit dem Programm 

“CLUSTAL W“ ( www.ebi.ac.uk/clustalw, SDSC, University of California, San Diego, USA) 

durchgeführt. Die auf phnJ-Sequenzen basierenden phylogenetischen Bäume wurden mit dem 

Programm “DRAWGRAM PHYLIP rooted phylogenetic tree“ (SDSC, University of 

California, San Diego, USA) erstellt. Zum Erstellen von phylogenetischen Bäumen, die auf 

Aminosäuresequenzen (PhnJ-Sequenzen) beruhten, wurde zunächst durch Verwendung von 

“ExPASy“ (http://www.expasy.ch/tools/dna.html) der richtige Leserahmen ermittelt. An-

schließend wurden die phylogenetischen Bäume der PhnJ-Sequenzen mit dem Programm 

“DRAWGRAM PHYLIP rooted phylogenetic tree“ berechnet. Die Algorithmen, die den 

Alignments und den phylogenetischen Bäumen zugrunde gelegt wurden, wurden von Higgins 

et al. (1992), Thompson et al. (1994) und Felsenstein (1989) definiert. Die Programme, die 

der Kalkulation der Alignments und der phylogenetischen Bäume als Grundlage dienten, 

waren “CLUSTAL W“ (Thompson et al., o. J.) und “PHYLIP“ (Felsenstein, 1993).  

 

Virtuelle Polymerasekettenreaktionen wurden mit dem Programm Genomatix 

(http://www.genomatix.de, Genomatix Software, München, Deutschland) durchgeführt.  

3.4.12 Rarefactionkurven 

 
Rarefactionkurven wurden verwendet, um die Vollständigkeit der Beprobung eines Habitats 

abzuschätzen. Rarefactionkurven wurden dabei mit der Software Analytic Rarefaction 1.3 

(http://www.uga.edu/~strata/software/Software.html, S. M., Holland, UGA Stratigraphy Lab., 
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Athens, USA) erstellt. Die Distanzmatrizen der phnJ-Sequenzen und der PhnJ-Sequenzen zur 

Anfertigung der Rarefactionkurven wurden ebenfalls in der “Biology Workbench 3.2“ erstellt. 

Die Algorithmen, welche der Berechnung der Distanzmatrizen als Basis dienten, wurden von 

Higgins et al. (1992) und von Thompson et al. (1994) dargelegt. Das der Berechnung der 

Distanzmatrizen zugrunde gelegte Programm war “CLUSTAL W“ (Thompson et al., o. J.). 
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4. Ergebnisse 

4.1 Effekt der Glyphosataufbringung auf Gasemissionen im Mikrokosmenexperiment 

 
Ein Ziel des Mikrokosmenexperiments (siehe 3.1) war es, den Einfluss der Applikation von 

Glyphosat auf die Bodenmikroflora zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurde als Indikator für 

die mikrobielle Aktivität die Emission der Spurengase Kohlendioxid (aerobe Atmung), 

Lachgas (anaerobe Atmung, Denitrifikation, Nitrifikation) und Methan (anaerobe Atmung, 

Methanogenese) ermittelt (Abb. 9). 

 

Der Verlauf der Gasemissionen der Bodenproben aus Scheyern (schluffiger Boden), im 

Folgenden mit A17 abgekürzt, und aus Neumarkt, nachfolgend mit NM (sandiger Boden) 

bezeichnet, war sehr ähnlich. Die Gasemissionen wurden hauptsächlich durch die Beregnung 

beeinflusst. Nach den Beregnungen war bei beiden Böden ein Anstieg von CO2 zu 

verzeichnen. Dieser Anstieg war sowohl bei den mit Glyphosat beaufschlagten als auch bei 

den Kontrollmikrokosmen zu beobachten. Dies deutete auf eine optimale Wasserversorgung 

nach der Beregnung hin. Ebenso wurde ein deutlicher Zusammenhang zwischen der 

Beregnung und dem Anstieg der N2O-Emissionen gemessen. Dies könnte darauf hinweisen, 

dass sich durch die Beregnung an einigen Stellen im Boden anaerobe Mikrosites ausgebildet 

haben. Der Verlauf der CH4-Emissionen wies neben dem geringeren Anstieg nach den 

Beregnungen zusätzlich größere Schwankungen auf. Durch abnehmende Feuchtigkeit 

zwischen den Beregnungen wurden alle drei gemessenen Aktivitäten verringert.  

 

Standortspezifische Unterschiede zwischen den beiden Böden konnten anhand der 

Spurengasmessung ermittelt werden. Die größten Unterschiede zwischen dem schluffigen 

Boden A17 und dem sandigen Boden NM wurden bei der Emission von N2O identifiziert. 

NM wies mit Maximalwerten in den mit Glyphosat beaufschlagten Mikrokosmen von  

0,011 µg m-2 h-1 (08. Dez.) und 0,013 µg m-2 h-1 (15. Dez.) im Vergleich zum A17-Boden mit 

Maximalwerten von 0,009 µg m-2 h-1 (08. Dez. und 15. Dez.) eine signifikant höhere N2O-

Emission auf. Ebenso war die CO2-Freisetzung bei NM tendenziell höher als bei A17. Die 

CH4-Emissionen waren bei beiden Böden nahezu identisch.  

 

Der Vergleich der Mikrokosmen mit und ohne Glyphosatbeaufschlagung zeigte, dass durch 

den Zusatz von Glyphosat bei NM (sandiger Boden) erwartungsgemäß die CO2-Freisetzung 
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anstieg. Bei A17 (schluffiger Boden) konnte dagegen kein Anstieg der CO2-Emission nach 

der Glyphosatapplikation beobachtet werden. Durch die Beaufschlagung von Glyphosat 

erhöhte sich die N2O-Emission beider Böden. Dies deutete auf eine durch das Herbizid 

induzierte Stressantwort der Mikroflora hin. Unbeeinflusst vom Glyphosatzusatz blieben die 

CH4-Emissionen der beiden untersuchten Böden.  

  

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9: Verlauf der Gasemissionen (CO2, N2O, CH4) der Mikrokosmen befüllt mit Boden aus Scheyern (A17, 
linke Spalte) und Neumarkt (NM, rechte Spalte); mit (rot) und ohne (schwarz) Glyphosatbeaufschlagung; 
Beregnungszeitpunkte: blaue Pfeile; Zeitpunkt der Glyphosatapplikation: roter Pfeil 

 

 

 

0

0,0005

0,001

0,0015

0,002

0,0025

0,003

0,0035

0,004

25. Nov 30. Nov 05. Dez 10. Dez 15. Dez 20. Dez 25. Dez

Zeit (d)

0

0,0005

0,001

0,0015

0,002

0,0025

0,003

0,0035

0,004

25. Nov 30. Nov 05. Dez 10. Dez 15. Dez 20. Dez 25. Dez

Zeit (d)

m
g

 C
O

2-
C

 m
-2

h-
1

m
g

 C
O

2-
C

 m
-2

h-1

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

25. Nov 30. Nov 05. Dez 10. Dez 15. Dez 20. Dez 25. Dez

Zeit (d)

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

25. Nov 30. Nov 05. Dez 10. Dez 15. Dez 20. Dez 25. Dez

Zeit (d)

µ
g

 N
2O

-N
 m

-2
h-

1

µ
g

 N
2O

-N
 m

-2
h-1

-0,0005

0

0,0005

0,001

0,0015

0,002

0,0025

25. Nov 30. Nov 05. Dez 10. Dez 15. Dez 20. Dez 25. Dez

Zeit (d)

-0,0005

0

0,0005

0,001

0,0015

0,002

0,0025

25. Nov 30. Nov 05. Dez 10. Dez 15. Dez 20. Dez 25. Dez

Zeit (d)

µ
g

 C
H

4
-C

 m
-2

h-1

µ
g

 C
H

4
-C

 m
-2

h-1

  A17      NM 



Ergebnisse                                                                                                                                50  

4.2 Kultivierungsabhängiger Ansatz: Isolierung und Identifizierung glyphosatab-

bauender Bakterien 

4.2.1 Isolierung glyphosatabbauender Bakterien 

 
In dem Mikrokosmenexperiment konnten durch die Applikation von Glyphosat selektive 

Bedingungen für die Anreicherung glyphosatabbauender Bakterien geschaffen werden. In den 

Vorversuchen zeigte sich, dass festes MOPS-Medium alleine zur Isolierung glyphosatab-

bauender Bakterien ungeeignet war, da Agar und Agarersatzstoffe wie Gelrite® Spuren von 

Phosphat enthielten, die auch das Wachstum von Bakterien ermöglichten, die nicht Glyphosat 

als Phosphatquelle nutzten. Auf den Kontrollplatten, denen keine Phosphatquelle zugesetzt 

wurde, konnte durch Optimierungsmaßnahmen (siehe 3.3.1) wie die Verwendung von 

zweifach deionisiertem Wasser, die Reduzierung der C-Quellen auf D-Glucose und 

Vorspülen der Gefäße mit Salzsäure erfolgreich das Bakterienwachstum beim sandigen 

Boden NM um 32 % und beim schluffigen Boden A17 um 41 % reduziert werden. Durch den 

Vergleich der Kontrollplatten mit den Platten, denen Glyphosat zugesetzt worden war, konnte 

die Zahl der glyphosatabbauenden Isolate auf etwa 20 – 40 % abgeschätzt werden.  

 

Morphologisch unterschiedliche Bakterienkolonien wurden ausgewählt. Aus dem Boden-

extrakt von NM wurden auf diese Weise 53 Bakterien, aus dem Bodenextrakt von A17  

50 Bakterien isoliert. Diese wurden zunächst identifiziert und anschließend in weiteren 

Versuchen auf ihre Fähigkeit, Glyphosat als einzige Phosphatquelle zu nutzen, untersucht. 

4.2.2 Identifizierung potenziell glyphosatabbauender Bakterien 

 
Zur Identifizierung der auf MOPS-Medium angereicherten Bakterien wurden zunächst die 

16S-rRNS-Gene amplifiziert (siehe 3.4.2.3). Diese wiesen die erwartete Länge von ca.  

1500 bp (E. coli 1541 bp) auf (Abb. 10). Durch RFLP konnten die Bakterienisolate aufgrund 

übereinstimmender Bandenmuster von 50 auf 15 (A17, schluffiger Boden) und von 53 auf 13 

(NM, sandiger Boden) reduziert werden (Abb. 11). Die 16S-rRNS-Gene der phylogenetisch 

unterschiedlichen Isolate wurden sequenziert (Tab. 6), wobei bei einer Übereinstimmung von 

über 97 % eine Zugehörigkeit zur gleichen Spezies angenommen wurde (Stackebrandt und 

Goebel, 1994).  
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Abb. 10: Aufgereinigte 16S-rRNS-Genfragmente ausgewählter Isolate; M: 1 kb Marker 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 11: 16S-rRNS-Genamplifikate der Isolate A17 und NM nach Doppelverdau mit AluI und MspI; M: 100 bp 
Marker 

 
Das in dieser Arbeit verwendete MOPS-Medium begünstigte interessanterweise das 

Wachstum grampositiver Bakterien. Aus beiden Böden wurde ein ähnliches Artenspektrum 

isoliert. Am häufigsten wurden Bakterien isoliert, die phylogenetisch ähnlich zur Gattung 

Paenibacillus waren. Bakterien, die phylogenetische Ähnlichkeiten mit den endosporen-

bildenden Gattungen Bacillus und Paenibacillus, und mit den gramnegativen Gattungen 

Sinorhizobium und Pseudomonas hatten, wurden sowohl aus A17 (schluffiger Boden) als 

auch aus NM (sandiger Boden) isoliert. Nur aus A17 wurden Bakterien mit phylogenetischen 

Ähnlichkeiten zu den Gattungen Actinobacterium, Arthrobacter, Rhodococcus und 

Sphingomonas isoliert. Ausschließlich aus NM hingegen wurden Bakterien, die Ähnlichkeiten 

mit den Gattungen Nocaridia und Burkholderia hatten, isoliert.  
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Tab. 6: Ergebnisse der Sequenzierungen der 16S-rRNS-Genamplifikate  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                

98 %nicht kultiviertes Bakterium AY661985A17:5

100 %Sphingomonas xenophagaAY611716A17:46

100 %Sphingomonas xenophagaAY611716A17:27

99 %Rhodococcussp. AB204817A17:35

99 %Rhizobium gallicumAY509211A17:41

99 %Rhizobium gallicumAY509211A17:40

99 %Pseudomonassp. DQ453821A17:3

99 %Paenibacillussp. AM162314A17:33

97 %Paenibacillussp. AM162318A17:32

99 %Paenibacillussp. AM162314A17:19

99 %Bacillus megateriumAJ717381A17:36

99 %Bacillus drentensisAJ542506A17:17

99 %Arthrobactersp. AJ864856A17:34

99 %Arthrobacter globiformisM23411A17:18

100 %ActinobacteriumEC5 AY337600A17:38

ÄhnlichkeitSpeziesIsolat

A17

98 %nicht kultiviertes Bakterium AY661985A17:5

100 %Sphingomonas xenophagaAY611716A17:46

100 %Sphingomonas xenophagaAY611716A17:27

99 %Rhodococcussp. AB204817A17:35

99 %Rhizobium gallicumAY509211A17:41

99 %Rhizobium gallicumAY509211A17:40

99 %Pseudomonassp. DQ453821A17:3

99 %Paenibacillussp. AM162314A17:33

97 %Paenibacillussp. AM162318A17:32

99 %Paenibacillussp. AM162314A17:19

99 %Bacillus megateriumAJ717381A17:36

99 %Bacillus drentensisAJ542506A17:17

99 %Arthrobactersp. AJ864856A17:34

99 %Arthrobacter globiformisM23411A17:18

100 %ActinobacteriumEC5 AY337600A17:38

ÄhnlichkeitSpeziesIsolat

A17

99 %Rhizobium gallicumAY509211NM:37

99 %Pseudomonas fluorescensAY538263NM:13

98 %Paenibacillussp. AM162345NM:53

99 %Paenibacillussp. DQ407278NM:26

98 %Paenibacillussp. DQ407280NM:15

99 %Paenibacillussp. AM162336NM:10

99 %Paenibacillus amylolyticusAM237394NM:36

98 %Paenibacillus alginolyticusAB073362NM:5

100 %Nocardia globerulaAF430065NM:11

99 %Burkholderia hospitaAY040365NM:50

98 %Burkholderia glatheiU96935NM:39

100 %Bacillus simplexAJ628743NM:23

99 %Bacillus niaciniAB021194NM:12

ÄhnlichkeitSpeciesIsolat

NM

99 %Rhizobium gallicumAY509211NM:37

99 %Pseudomonas fluorescensAY538263NM:13

98 %Paenibacillussp. AM162345NM:53

99 %Paenibacillussp. DQ407278NM:26

98 %Paenibacillussp. DQ407280NM:15

99 %Paenibacillussp. AM162336NM:10

99 %Paenibacillus amylolyticusAM237394NM:36

98 %Paenibacillus alginolyticusAB073362NM:5

100 %Nocardia globerulaAF430065NM:11

99 %Burkholderia hospitaAY040365NM:50

98 %Burkholderia glatheiU96935NM:39

100 %Bacillus simplexAJ628743NM:23

99 %Bacillus niaciniAB021194NM:12

ÄhnlichkeitSpeciesIsolat

NM
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Die isolierten Bakterien wurden anschließend in einem funktionellen Screening auf ihre 

Glyphosatabbaufähigkeit untersucht. 

4.3 Glyphosatabbaufähigkeit der aus A17 und NM isolierten Bakterien 

4.3.1 Wachstum in Flüssigmedium 

 
Die Fähigkeit der Isolate zum Glyphosatabbau wurde zunächst durch Wachstum in 

Flüssigmedium mit Glyphosat als einziger Phosphatquelle untersucht (siehe 3.3.1). Die Dauer 

bis zum Erreichen einer bestimmten Bakteriendichte schwankte zwischen zwei und vierzehn 

Tagen. Zwei der Isolate, die phylogenetische Ähnlichkeiten mit Bacillus (A17:36, NM:23) 

und zwei Isolate, die phylogenetische Ähnlichkeiten mit Paenibacillus (A17:19, A17:33) 

aufwiesen, konnten in diesem Flüssigmedium nicht wachsen (Tab. 7). Viele Isolate zeigten 

auch nach einer längeren Inkubationszeit nur schwaches Wachstum. Daher wurde zur 

Vereinfachung der Auswertung ein Schnelltest entwickelt, der bakterielle Aktivität durch 

einen Farbumschlag anzeigte.  

 

Tab. 7: Wachstum der Isolate in Flüssigkultur mit Glyphosat (0,5 mM bzw. 1,5 mM) als einziger P-Quelle;  
+: sichtbares Wachstum nach 1 – 4 Tagen; (+): schwaches Wachstum nach 5 – 9 Tagen; -: kein Wachstum 

                             

Isolat Wachstum Isolat Wachstum
3 (+) 5 +
5 (+) 10 (+)
17 + 11 (+)
18 (+) 12 +
19 - 13 (+)
27 (+) 15 +
32 + 23 -
33 - 26 (+)
34 + 36 (+)
35 + 37 (+)
36 - 39 (+)
38 (+) 50 (+)
40 (+) 53 (+)
41 (+)
46 (+)

A17 NM
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4.3.2 INT-Test 

 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein INT-Test in Mikrotiterplatten entwickelt (siehe 

3.4.10.1.2). Mit Hilfe dieses Schnelltests konnten anhand des Farbumschlags bakterielle 

Isolate identifiziert werden, die Glyphosat als einzige Phosphatquelle nutzen konnten  

(Abb. 8). Die Durchführung des INT-Tests in Mikrotiterplatten ermöglichte einen schnellen 

Durchsatz einer sehr großen Anzahl an Isolaten und die Auswertung in einem Lesegerät für 

Mikrotiterplatten.  

 
Bei einer Glyphosatkonzentration von 0,5 mM konnten vier Isolate (NM:5, NM:39, A17:32, 

A17:41) bei 1,5 mM Glyphosat hingegen sechs Isolate (NM:5, NM:36, NM:37, A17:32, 

A17:35, A17:41) identifiziert werden, welche mit Glyphosat als einziger Phosphatquelle 

einen Farbumschlag anzeigten (Tab. 8). Dabei wiesen alle entsprechenden Positivkontrollen 

einen Farbumschlag und alle Negativkontrollen keinen Farbumschlag auf. Ein weiteres Isolat 

(NM:50) zeigte bei beiden Glyphosatkonzentrationen in allen drei Medien einen 

Farbumschlag an. Allerdings fiel dieser in der Negativkontrolle deutlich geringer aus. Das 

geringe Wachstum in der Negativkontrolle könnte darauf hinweisen, dass das entsprechende 

Isolat auch bei sehr geringen Phosphatkonzentrationen wachsen konnte, wie dies 

beispielsweise für Rhizobium-Stämme beschrieben wurde (Cassman et al., 1981). Wachstum 

bei beiden untersuchten Glyphosatkonzentrationen konnte für die Isolate NM:5 

(Paenibacillus), NM:50 (Burkholderia), A17:32 (Paenibacillus) und A17:41 (Rhizobium) 

ermittelt werden. 
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Tab. 8: Ergebnisse des INT-Tests der Bodenisolate; 0,5 mM bzw. 1,5 mM: Glyphosatkonzentrationen; -: kein 
Farbumschlag; +: Farbumschlag mit Glyphosat als einziger P-Quelle  

        

Isolat 0,5 mM 1,5 mM Isolat 0,5 mM 1,5 mM
3 - - 5 + +
5 - - 10 - -
17 - - 11 - -
18 - - 12 - -
19 - - 13 - -
27 - - 15 - -
32 + + 23 - -
33 - - 26 - -
34 - - 36 - +
35 - + 37 - +
36 - - 39 + -
38 - - 50 + +
40 - - 53 - -
41 + +
46 - -

A17 NM

 

 

4.4 Glyphosatanalytik ausgewählter Isolate aus A17 und NM 

 
Isolate, die im INT-Test positiv reagierten, wurden ausgewählt und auf ihre Fähigkeit 

Glyphosat abbzubauen untersucht (siehe 3.4.10.1.3). Die Kontrollen E. coli und Arthrobacter 

atrocyaneus sollten in nur einem Medium angezogen werden. Deshalb wurde zunächst 

überprüft, ob die ausgewählten Isolate in dem für E. coli modifizierten MOPS-Medium (siehe 

3.4.10.1.1) nach dem Zusatz von Phosphat wachsen konnten. Vier (A17:32, A17:35, NM:5, 

NM:50) der sieben im INT-Test positiven Isolate erfüllten diese Bedingung und wurden auf 

ihre Glyphosatabbaufähigkeit untersucht (Tab. 9).  

 

Bei den Kontrollen konnte kein Rückgang der Glyphosatkonzentration im Versuchsverlauf 

festgestellt werden. Für E. coli (µ = 301 µg Gly/l; σ = 1) und Arthrobacter atrocyaneus  

(µ = 293,33 µg Gly/l; σ = 15,28) ergab die Untersuchung ähnliche Werte wie bei der 

Negativkontrolle (µ = 294,67 µg Gly/l; σ = 8,08), die nur aus Medium bestand.  

 

Eine Abnahme der Glyphosatkonzentration im Vergleich zur Negativkontrolle wurde 

hingegen bei allen untersuchten Isolaten ermittelt. Bei dem Isolat A17:32 (µ = 285,33 µg 

Gly/l; σ = 9,24) mit phylogenetischer Ähnlichkeit zu Paenibacillus konnte eine Vermin-
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derung der Glyphosatkonzentration im Vergleich zur Medienkontrolle um 9,34 µg/l, bei dem 

Isolat A17:35 (µ = 256,67 µg Gly/l; σ = 5,77) mit phylogenetischer Ähnlichkeit zu 

Rhodococcus um 38 µg/l, bei dem Isolat NM:5 (µ = 255,33 µg Gly/l; σ = 4,74) mit 

phylogenetischer Ähnlichkeit zu Paenibacillus um 38,34 µg/l und bei dem Isolat NM:50 (µ = 

253,33 µg Gly/l; σ = 5,77) mit phylogenetischer Ähnlichkeit zu Burkholderia um 41,34 µg/l 

ermittelt werden.  

 

Tab. 9: Glyphosatkonzentration und Abnahme nach Inkubation ausgewählter Isolate und der Kontrollstämme 

Isolat
Mittelwert 

(µg/l)
Standardabweichung 

(µg/l) 
Abnahme 

(µg/l)
Abnahme 

(%)
Medium 294,7 8,1 - -

Arthrobacter atrocyaneus 293,3 15,3 1,4 0,5
E. coli 301,0 1,0 - -
A17:32 285,3 9,2 9,3 3,2
A17:35 256,7 5,8 38,0 12,9
NM:5 255,3 4,7 38,3 13,0
NM:50 253,3 5,8 41,3 14,0  

 

Die beiden Isolate, die eine phylogenetische Ähnlichkeit mit Paenibacillus (NM:5) und  

Rhodococcus (A17:35) aufwiesen, verringerten die Glyphosatkonzentration im Medium 

deutlich, wobei die Standardabweichungen gering waren. Sowohl im Wachstums- als auch  

im INT-Test waren beide Isolate positiv. Daraus konnte geschlossen werden, dass NM:5 und 

A17:35 zum Glyphosatabbau befähigt waren. Trotz der nicht so deutlichen Abnahme der 

Glyphosatkonzentration und der relativ hohen Standardabweichung des Isolats (A17:32), das 

eine phylogenetische Ähnlichkeit zu Paenibacillus hatte, deuteten die eindeutig positiven 

Ergebnisse des Wachstums- und des INT-Tests darauf hin, dass auch hier ein Glyphosatabbau 

stattgefunden hat. Obwohl das Isolat (NM:50) mit phylogenetischer Ähnlichkeit zu 

Burkholderia im INT-Test auch in der Negativkontrolle einen geringen Farbumschlag zeigte, 

wiesen die deutliche Verringerung der Glyphosatkonzentration mit einer geringen 

Standardabweichung und das positive Ergebnis im Wachstumstest auch hier darauf hin, dass 

NM:50 Glyphosat abbauen konnte. 

4.5. Identifizierung von phnJ-Genfragmenten bei den isolierten Bakterien 

4.5.1 Virtuelle PCR mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2 

 
Zum Nachweis des im C-P-Lyaseoperon enthaltenden phnJ-Gens wurden die degenerierten 
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Primer phnJ1/phnJ2 (siehe 3.4.2.2) konstruiert (Engel, persönliche Mitteilung). Die zur 

Primerkonstruktion verwendeten phnJ-Sequenzen sind in Abbildung 12 in einem phylogene-

tischen Stammbaum (siehe 3.4.11) dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12: Phylogenetischer Stammbaum der zur Primerkonstruktion verwendeten phnJ-Sequenzen. 
Rekonstruktion des Stammbaumes nach dem Neighbour Joining Verfahren 

 

Die virtuelle PCR (siehe 3.4.11) ergab mit einer Fehlpaarung der Primer eine theoretische 

Fragmentlänge von 423 bp bzw. 426 bp innerhalb verschiedener Bakteriengruppen (Tab. 10). 

Dabei wurde immer das phnJ-Gen erfasst. Hauptsächlich phnJ-Gene von Proteobakterien 

wurden mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2 erkannt. Mit zwei Fehlpaarungen der Primer phnJ1 

und phnJ2 wurden auch unspezifische Zielsequenzen einer Größe von 54 bp bis 1930 bp 

amplifiziert. 

 

Oceanobacillus iheyensisBA000028

Environmental sequence

TrichodesmiumerythraeumZP_00674757

Environmental sequence

Nostocsp. BA000019

RubrivivaxgelatinosusNZ_AAEM00000000

ThiobacillusdenitrificansCP000116

ChloroflexusauranthiacusEA058704

YersiniapestisAE013674

DesulfovibriodesulfuricansCP000112

ChromobacteriumviolaceumAE016825

BurkholderiaxenovoransABE33804

DesulfitobacteriumhafnienseNZ_AAAW00000000

CupriavidusmetalliduransABF07649

Pseudomonassyringaepv. syringaeCP000075

Pseudomonassyringaepv. tomatoAE016853

PseudomonasstutzeriAY505177

PseudomonasaeruginosaAE004759

SilicibacterpomeroyiCP000031

Silicibactersp. ABF62667 

RhodopseudomonaspalustrisCP000250

Bradyrhizobium japonicumBA000040

MesorhizobiumlotiBA000012

EscherichiacoliK12 U14003

EscherichiacolipsiD locusJ05260

KlebsiellaaerogenesCAB45138

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.  atrosepticumBX950851

  10 % 
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Tab. 10: PCR-Fragmente nach der virtuellen PCR mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2 Detektion eines phnJ-Genfragmentens in Oceanobacillus iheyensis 

 
Die Bedingungen der PCR mit dem neu konstruierten Primerpaar phnJ1/phnJ2 konnten 

erfolgreich optimiert werden (siehe 3.4.2.3). Für eine Amplifizierung mussten die Primer-

konzentrationen und die MgCl2-Konzentration optimiert werden und BSA und DMSO 

zugesetzt werden. Das phnJ-Genfragment der DNS der Positivkontrolle Oceanobacillus 

iheyensis konnte detektiert werden. Das gewünschte Fragment wies in Übereinstimmung mit 

dem Ergebnis der virtuellen PCR eine erwartete Länge von ca. 420 bp auf (Abb. 13). 

Oceanobacillus iheyensis wurde als Positivkontrolle gewählt, da die Sequenz des phnJ-Gens 

zur Konstruktion der Primer phnJ1 und phnJ2 verwendet wurde.  

 

 

 

423 bpphnJShigella boydii(CP000036)1

423 bpphnJSynechococcussp. (CP000240)1

423 bpphnJ
Rhodopseudomonas palustris
CGA009 (BX572595), Rh. 
palustrisHaA2 (CP000250)

1

423 bpPhnJRalstonia eutropha(CP000091)1

423 bpPhnJ
Pseudomonas syringae

(CP000075)
1

426 bp
htx-Operon; Phosphonat-

metabolismusprotein; 
Ähnlichkeit zu PhnJ

Pseudomonas stutzeri
(AF061267)

1

423 bpphnJ

E. coliK12 (U14003), E. coli
K12 MG1655 (U00096), E. coli
CFT073 (AE014075), E. coli

W3110 (AP009048)

1

423 bpphnJ
Pectobacterium carotovorum

subsp.atrosepticum(BX950851)
1

423 bpphnJ
Chromobacterium violaceum

(AE016825)
1

426 bpPhnJ
Thiobacillus denitrificans

(CP000116)
0

423 bp
Phosphonatmetabolismus-

protein
Oceanobacillus iheyensis

(BA000028)
0

423 bpphnJ
Agrobacterium tumefaciens

(AE007958)
0
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Abb. 13: Agarosegel des PCR-Produkts von phnJ, P: Positivkontrolle (Oceanobacillus iheyensis), N: 
Negativkontrolle, M: 1 kb DNS Marker 

 

4.5.3 Screening der isolierten Bakterien nach phnJ-Genfragmenten 

 
Die isolierten Bakterien wurden daraufhin untersucht, ob sie das phnJ-Gen enthielten. Bei den 

Isolaten A17:32 und NM:5 konnte erfolgreich ein PCR-Produkt der gewünschten Größe 

amplifiziert werden (Abb. 14). Das Isolat NM:5 (phylogenetische Ähnlichkeit mit 

Paenibacillus alginolyticus) wies neben dem PCR-Produkt der gewünschten Länge von ca. 

420 bp ein zusätzliches etwas größeres Fragment auf. Die Sequenzierung dieses Fragments 

(siehe 3.4.11) ergab nach Umschreibung in eine Aminosäuresequenz keine Ähnlichkeit mit 

bekannten Proteinen. Das sequenzierte Amplifikat NM:5 der erwarteten Größe hingegen hatte 

nach Übersetzung in eine Proteinsequenz eine Ähnlichkeit von 71 % zu einem Protein des 

Phosphonatmetabolismus von Oceanobacillus iheyensis. Auch das sequenzierte PCR-Produkt 

von A17:32 (phylogenetische Ähnlichkeit zu Paenibacillus sp.) zeigte, in eine 

Aminosäuresequenz umgeschrieben, eine Ähnlichkeit von 73 % zu einem Protein des 

Phosphonatmetabolismus von Oceanobacillus iheyensis. In Anbetracht der Ähnlichkeiten von 

73 % (A17:32) und 71 % (NM:5) zu Proteinen des Phosphonatmetabolismus könnten 

gegebenenfalls neue Subklassen beschrieben worden sein.  

 

Die vorangestellten Versuche ergaben, dass die beiden Isolate A17:32 und NM:5 (beide mit 

phylogenetischer Ähnlichkeit zu Paenibacillus) Glyphosat abbauen konnten. Der Nachweis 

des phnJ-Genfragments und somit des C-P-Lyaseoperons in diesen beiden Isolaten wies 

   M    P     N 

     500 bp 

       250 bp 
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darauf hin, dass der Abbau von Phosphonaten über den C-P-Lyaseweg erfolgte. Über welchen 

der beiden Abbauwege Glyphosat in diesen beiden Isolaten abgebaut wurde, bleibt offen, da 

in beiden Abbauwegen C-P-Lyasen beteiligt sind. 

 

 

 

                                     

Abb. 14: Agarosegel der PCR-Produkte von phnJ der Bodenisolate, P: Positivkontrolle (Oceanobacillus 
iheyensis), N: Negativkontrolle, M: 1 kb DNS Marker 

 

Bei dem Isolat A17:35 (phylogenetische Ähnlichkeit mit Rhodococcus) und dem Isolat 

NM:50 (phylogenetische Ähnlichkeit mit Burkholderia), die wie die vorherigen Versuche 

zeigten, ebenfalls zum Glyphosatabbau befähigt waren, konnte hingegen kein phnJ-

Genfragment und folglich kein C-P-Lyaseoperon nachgewiesen werden. Dies deutete darauf 

hin, dass diese beiden Isolate Glyphosat nicht über den C-P-Lyaseweg abbauten. Möglich 

wäre auch, dass die beiden Isolate ein C-P-Lyaseoperon enthielten, das von dem Primer-

system phnJ1/phnJ2 nicht erkannt wurde. 

 

In Abbildung 15 ist die phylogenetische Verwandtschaft (siehe 3.4.11) der wichtigsten Isolate 

des kultivierungsabhängigen Ansatzes dargestellt. Diese Isolate, die zum Glyphosatabbau 

befähigt waren, konnten unterschiedlichen phylogenetischen Linien zugeordnet werden. 
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Abb. 15: Phylogenetischer Stammbaum der 16S-rRNS-Genfragmente der wichtigsten Isolate des 
kultivierungabhängigen Ansatzes. Paenibacillus sp. (A17:32), Rhodococcus sp. (A17:35), Paenibacillus 
alginolyticus (NM:5), Burkholderia hospita (NM:50); mit Maximum Likelihood berechnet; Bootstrap mit 100 
Wiederholungen; 
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4.6 Kultivierungsunabhängiger Ansatz: Erstellen und Charakterisierung einer Meta-

genombank 

4.6.1 Erstellen einer Metagenombank 

 
In einem kultivierungsunabhängigen Ansatz wurde eine Metagenombank erstellt (siehe 3.4.8). 

Dieser Ansatz sollte einen Zugang zu der genomischen Information eines möglichst großen 

Pools an Bodenmikroorganismen eröffnen, einschließlich solcher, die bisher nicht kultivierbar 

waren. Ziel dieses Ansatzes war es, in der Metagenombank Gene zu detektieren, die für den 

Abbau von Glyphosat kodierten. Die Vorgehensweise bei der Erstellung und der Durch-

suchung der Metagenombank ist in Abbildung 16 wiedergegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Schematische Vorgehensweise bei der Erstellung und Durchsuchung der Metagenombank (modifiziert 
nach Handelsman (2004)) 
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Zunächst wurde hochmolekulare DNS extrahiert (siehe 3.4.8.1). Hierbei wurde zur Extraktion 

sandiger Boden vom Standort NM aus dem Mikrokosmenexperiment verwendet. Durch den 

Zusatz von Glyphosat im Mikrokosmenexperiment wurden selektive Bedingungen zur 

Anreicherung glyphosatabbauender Mikroorganismen geschaffen. Dieser Schritt sollte den 

Anteil an DNS glyphosatabbauender Mikroorganismen in der Metagenombank erhöhen. 

 

Durch Optimierung der Extraktionsbedingungen, in denen auf jegliche Vortexschritte 

verzichtet wurde und ausschließlich abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet wurden, 

konnte hochmolekulare DNS einer Größe von 50 – 150 kb erfolgreich isoliert werden. 

Lysozym wurde zugesetzt, um den Anteil an DNS grampositiver Bakterien zu erhöhen. Der 

Zusatz an Lysozym erhöhte die Gesamtmenge an extrahierter HMW-DNS erheblich (Abb. 

17). 

 

 

                                                                                      
Abb. 17: Ränder eines Pulsfeldgels mit hochmolekularer DNS; schonendes Extraktionsverfahren + Lysozym; 
M: Low Range PFG Marker, HMW-DNS: hochmolekulare DNS 

 

Durch Pulsfeldgelelektrophorese (siehe 3.4.7.2) konnten Huminstoffe von der gewonnenen 

HMW-DNS erfolgreich abgetrennt werden. Die nachfolgenden enzymatischen Reaktionen 

erfolgten unbeeinträchtigt von störenden Huminstoffen.  

 

Die HMW-DNS aus dem Boden wurde anschließend partiell mit HindIII  verdaut (siehe 

3.4.8.2). Dieser Restriktionsschritt musste optimiert werden, um einerseits möglichst viele 

überhängende Enden und andererseits möglichst große DNS-Fragmente zu erhalten. Die 

Größe der aus dem Gel ausgeschnittenen und eluierten HMW-DNS (Abb. 18, Spur K) einer 

       M HMW-DNS M 
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          4,36 kb 

     2,32 kb 

           23,1 kb 
           48,5 kb 

              97 kb 
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Größe von 15 – 100 kb wurde auf diese Weise verringert. Die eingesetzte Menge an 

Restriktionsenzym und die Inkubationsdauer wurden so gewählt, dass der Großteil der 

geschnittenen HMW-DNS in einem Bereich von 15 - 40 kb lag (Abb.18, Spur 1).   

 

                                                          

Abb. 18: Pulsfeldgel nach Restriktionsverdau gleicher Mengen HMW-DNS, M: Low Range PFG Marker, K: 
Kontrolle ohne HindIII, 1: 1 Unit HindIII + 10´ Inkubationsdauer, 2: 2 Units HindIII + 10´ Inkubationsdauer, 4: 
4 Units HindIII + 10´ Inkubationsdauer, 8: 8 Units HindIII + 60´ Inkubationsdauer 

 
Das single-copy-Plasmid pBeloBAC11 wurde in ausreichender Menge zur Verfügung gestellt 

(siehe 3.4.8.3). Der geschnittene und dephosphorylierte Vektor (Abb. 19) wurde mit der 

geschnittenen aufgereinigten HMW-DNS ligiert und anschließend transformiert (siehe 3.4.8.4 

– 3.4.8.7). Die Transformationseffizienz erreichte dabei Werte zwischen ca. 3,5 . 106 cfu/µg 

ligierter DNS und 4,0 . 106 cfu/µg ligierter DNS. Insgesamt wurden sieben Transformationen 

durchgeführt.  

 

Die Metagenombank bestand letztendlich aus 5079 Klonen. Die Klone wurden in 53 

Mikrotiterplatten mit jeweils 96-Vertiefungen aufbewahrt. Diese Anzahl wurde gewählt, um 

genügend genomische Information zum Auffinden der gesuchten Gene bereitzustellen und 

gleichzeitig eine handhabbare Größe zu besitzen.  
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Abb. 19: Agarosegel des aufgereinigten und mit HindIII verdauten Vektors pBeloBAC11; M: 1 kb Marker;  
1: pBeloBAC11 

 

4.6.2 Charakterisierung der Metagenombank 

4.6.2.1 Bestimmung der Insertgrößen der Metagenombank 

 
Es wurden ca. 2 % (n = 110) der Klone der Metagenombank auf die Größe ihrer Inserts 

untersucht (siehe 3.4.9.1). Die entsprechenden Plasmide wurden mit HindIII verdaut. Dadurch 

wurde der Vektor pBeloBAC11 als 7,4 kb großes Fragment herausgeschnitten (Abb. 20). 

Durch Addition der übrigen Fragmentgrößen wurde die gesamte Insertgröße berechnet.  

 
 

                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 20: Pulsfeldgel mit DNS-Fragmenten ausgewählter Klone der Metagenombank nach Restriktion mit 
HindIII, M: Low Range PFG Marker 
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Dadurch konnten folgende Aussagen über die Größenverteilung innerhalb der Inserts und die 

Gesamtmenge der klonierten DNS in der Metagenombank getroffen werden. 91,3 % der 

Klone enthielten ein Insert mit einer durchschnittlichen Größe von 18,6 kb. 9,06 % der Klone 

trugen eine Insert einer Größe von unter 10 kb, während 71 % der Klone ein Insert einer 

Größe von 10 – 30 kb integriert hatten. Bei 11 % der Klone der Metagenombank schließlich 

betrug die Größe der integrierten DNS-Fragmente 30 – 50 kb (Abb. 21). Diese Ergebnisse 

stimmten mit der ermittelten Größe von 15 – 40 kb (siehe 4.6.1) der HMW-DNS nach dem 

partiellen Verdau mit HindIII überein.  
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Abb. 21: Verteilung der Insertgrößen der Metagenombank (n = 110);  Klone innerhalb eines Bereichs von 10 kb 
wurden gruppiert 

 
Die ermittelte Größe der Inserts der erstellten Metagenombank war für den in dieser Arbeit 

verfolgten Zweck völlig ausreichend, da beispielsweise das C-P-Lyaseoperon von E. coli eine 

Größe von 10,9 kb aufwies (Metcalf und Wanner, 1993). Zusätzlich könnten sich auf dem 

Insert noch phylogenetische Marker oder weitere Gene befinden, die Aufschluss über die 

Physiologie und Ökologie des entsprechenden Mikroorganismus, von dem die Insert-DNS 

stammte, geben könnten. 

 

Die Gesamtmenge der sich in der Metagenombank befindenden DNS bezifferte sich auf etwa 

94,4 Mbp. Legte man eine durchschnittliche Größe von einer Kilobase pro Gen zugrunde, 

konnte angenommen werden, dass die Metagenombank etwa 94400 Gene enthielt. 
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4.6.2.2 Charakterisierung der Gene der Metagenombank 

 
Um die in der Metagenombank enthaltenen Gene zu charakterisieren, wurden Sequenzen von 

einem der Insertionsenden von 114 zufällig ausgewählten Klonen der Metagenombank 

generiert (siehe 3.4.9.2). Neun (7,9 %) dieser Sequenzen enthielten kein Insert. Unter den 

verbleibenden 105 Sequenzen wiesen 97 (92,4 %) mit einer Länge von über 770 bp eine hohe 

Qualität auf. Insgesamt wurden 79,8 kb in diesem Ansatz analysiert. Abzüglich der 

Vektorsequenz wurden 74,7 kb in diesem Endsequenzierungsansatz untersucht. 

4.6.2.2.1 Bestimmung des G + C-Gehalts 

 
Der nach dem Entfernen der Vektorsequenz bestimmte G + C-Gehalt (siehe 3.4.9.2) der 105 

Sequenzen zeigte eine starke Variation (Abb. 22). Dabei dominierten Sequenzen mit einem 

relativ hohen G + C-Gehalt. 75,3 % der untersuchten Sequenzen wiesen einen G + C-Anteil 

von über 55,1 % auf. Ein Maximum (28,6 %) der Sequenzen wurde bei 60,1 – 65 % G + C-

Gehalt erreicht. Wie erwartet, hat der Zusatz von Lysozym in der Zelllyse die Zusammen-

setzung der in der Metagenombank repräsentierten mikrobiellen Genome beeinflusst. Es ist 

gelungen, Mikroorganismen anzureichern, die sensitiv gegenüber der Zellwandlyse mit 

Lysozym waren.  
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Abb. 22: Verteilung der Sequenzen im Endsequenzierungsansatz der Metagenombank auf Basis ihrer G + C- 
Verhältnisse 
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4.6.2.2.2 BlastX Ergebnisse 
 

62 (59,0 %) Sequenzen zeigten signifikante Ähnlichkeiten zu bekannten proteinkodierenden 

Genen der Datenbank (siehe 3.4.9.2 und 3.4.11), basierend auf BlastX-Ergebnissen mit e-

Werten < e-15. 60 (57,1 %) dieser Sequenzen ergaben eine höchste Übereinstimmung mit 

bakteriellen Proteinen. Dabei konnten 46,7 % dieser Sequenzen Proteinen von gramnegativen 

Bakterien, 4,8 % Proteinen von grampositiven Bakterien und 5,7 % sonstigen bakteriellen 

Proteinen zugeordnet werden, während jeweils eine Sequenz die beste Übereinstimmung mit 

einem pilzlichen (1,0 %) und einem anderen eukaryotischen (1,0 %) Protein aufwies (Abb. 

23). 

                              

gramnegativ

grampositiv

sonstige 

pilzlich

eukaryotisch

keine signifikanten
Ähnlichkeiten

                
Abb. 23: Zuordnung der Sequenzen mit signifikanten Ähnlichkeiten (e-Werten < e-15) zu ihrem 
phylogenetischen Ursprung 

 

Von den 105 untersuchten Sequenzen waren 19 (18,1 %) unbekannt. Proteinen mit einer  

hypothetischen Funktion wurden 37 (35,2 %) Sequenzen und Proteinen unbekannter Funktion 

wurden drei Sequenzen (2,9 %) zugeordnet. 19 (18,1 %) Sequenzen hatten eine Ähnlichkeit 

von unter 50 % zu bekannten Proteinen. Den verbleibenden 27 (25,7 %) Sequenzen konnten 

signifikante Ähnlichkeiten von über 50 % zu bekannten proteinkodierenden Genen in der 

Datenbank zugewiesen werden (Tab. 11).  
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Tab. 11: Identifizierung potenzieller bakterieller unbekannter Genomfragmente der Metagenombank; Auswahl 
an Klonen: Ähnlichkeit > 50 % und  e-Werte < e-15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

114/161 (70 %)Rhodospirillum rubrumTranslationsinitiationsfaktor 353A-G3

160/160 (100 %)E. coliORF_f74653A-D2

151/208 (72 %)Solibacter usitatusIspG Protein27A-A3

132/247 (53 %)Sinorhizobium melilotiRtsD25A-E7

161/254 (63 %)Prosthecochloris aestuarii
Glucosamin-Fructose-6-phosphat 

Aminotransferase
24A-G3

174/228 (76 %)Bradyrhizobiumsp.Benzoat-CoA-Ligase23A-E8

207/245 (84 %)Mesorhizobium lotiABC-Transporter23A-D4

156/207 (75 %)Novosphingobium aromaticivoransNitrilase23A-A2

46/65 (70 %)Flavobacteriumsp.Methionyl-tRNS-Synthetase22A-H3

171/185 (92 %)Bradyrhizobium japonicumABC-Transporter19A-G7

203/242 (83 %)Magnetospirillum magnetotacticum
GTPase-

Translationselongationsfaktor
19A-A4

206/264 (78 %)Burkholderia ambiferaAconitathydratase 115A-C3

124/124 (100 %)E. coli4-Alpha-L-Fucosyltransferase15A-A10

152/238 (63 %)Chlorobium phaenobacteroidesATPase14A-G5

177/177 (100 %)Escherichia coliInsertionselement IS 1506A-H7

119/154 (77 %)Erythrobacter litoralisAcetyl-CoA-Synthetase6A-E12

145/246 (58 %)Synechococcussp.Polyphosphatkinase5A-E9

72/137 (52 %)Rhodospirillum rubrumPenicillinbindeprotein4A-F10

127/212 (59 %)Nostoc punctiformeKationen-/Multidrugeffluxpumpe4A-D5

156/187 (83 %)Bradyrhizobium japonicum6-Phosphogluconatdehydrogenase4A-C3

170/241 (70 %)Burkholderia xenovoransPhenylacetyl-CoA-Ligase3A-H1

134/231 (58 %)Acidobacteria bacterium4 Fe-4 S Ferredoxin3A-F3

174/231 (75 %)Rhodopseudomonas palustris
Glucosamin-Fructose-6-phosphat 

Aminotransferase
3A-B5

57/106 (53 %)nicht kultiviertes BakteriumN-Acyltyrosinsynthase2A-B6

114/210 (54 %)Cupriavidus metalliduranszyklisches Nukleotid-Bindeprotein2A-A2

162/239 (67 %)Novosphingobium aromaticivorans
Glutamyl-, Glutaminyl-tRNS-

Synthetase
1A-G9

59/111 (53 %)Acidobacteria bacteriumTransposase1A-C7

Ähnlichkeit 
(AS)

OrganismusName des ProteinsKlon
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Unter den aufgeführten Aminosäuresequenzen befanden sich Proteine, die eine wichtige Rolle 

in der bakteriellen Proteinbiosynthese spielten (z. B. Translationsinitiationsfaktor 3, GTPase-

Translationselongationsfaktor, tRNS-Synthetasen). Auch waren Proteine des Energie-

stoffwechsels (z. B. ATPase) und für Stoffwechselwege bzw. Synthesewege charakteristische 

Proteine enthalten (z. B. 6-Phosphogluconatdehydrogenase, Acetyl-CoA-Synthetase). Neben 

Membranproteinen (z. B. ABC-Transporter, Penicillinbindeprotein) wurden ein Regulations-

protein (zyklisches Nukleotid-Bindeprotein), ein Insertionselement (IS 150) und eine 

Transposase gefunden. Das vielfältige Spektrum an Proteinen ließ den Schluss zu, dass in der 

gesamten Metagenombank genetische Informationen, die für eine Vielzahl unterschiedlicher 

funktioneller Proteine kodierten, enthalten waren. 

 

Tabelle 12 fasst wichtige Ergebnisse des Endsequenzierungsansatzes zusammen. 

 

Tab. 12: Statistische Auswertung des Endsequenzierungsansatzes der Metagenombank 
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4.6.2.2.3 COG-Kategorisierung 

 
Um Aussagen über den kodierenden Anteil und die Diversität der Metagenombank treffen zu 

können, wurden die 105 Sequenzen des Endsequenzierungsansatzes COG-Kategorien 

zugeordnet (siehe 3.4.9.2). Jede COG-Kategorie (cluster of orthologous groups, NCBI) 

beinhaltete Proteine, die eine gemeinsame Funktion oder Domäne hatten. Diese hatten 

ihrerseits eine bestimmte Rolle in zellulären Prozessen. Alle COG-Kategorien wurden in 

Großbuchstaben angegeben und konnten vier übergeordneten funktionellen Gruppen 

zugeordnet werden (Informationsspeicherung und Prozessierung, zelluläre Prozesse und 

Signalübertragung, Metabolismus, schlecht charakterisierte Funktionen). Tabelle 13 fasst die 

Ergebnisse der COG-Kategorisierung zusammen. Zum Vergleich wurde die Zuordnungen zu 

COG-Kategorien der Genome von drei kultivierten Mikroorganismen angegeben 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/). Dabei handelte es sich einerseits um zwei 

heterotrophe Bakterien, das α-Proteobakterium Mesorhizobium loti und das grampositive 

Bakterium Bacillus subtilis, die typischerweise im Boden und der Rhizosphäre zu finden sind. 

Andererseits wurde das autotrophe hyperthermophile Archaeon Methanocaldococcus 

janaschii aufgelistet. 

 
28,6 % der Sequenzen konnten keiner COG-Kategorie zugeordnet werden. Dies kann darauf 

beruhen, dass die zu untersuchende Proteinsequenz nicht zu einer bisher definierten COG-

Kategorie gehörte. Die entsprechenden Nukleinsäuresequenzen könnten aber auch inter-

genische Regionen oder Fragmente von Genen beinhalten. 12,4 % der Sequenzen hingegen 

wurden mehreren COG-Kategorien zugewiesen. Dies kann daran liegen, dass die ent-

sprechende Proteinsequenz multifunktional war oder aus mehreren Domänen bestand, die 

durch verschiedene COG-Kategorien repräsentiert wurden. 59 % der Sequenzen konnten 

eindeutig einer COG-Kategorie zugeordnet werden. 
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Tab. 13: Zuordnung der Sequenzen des Endsequenzierungsansatzes zu COG-Kategorien 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a: Kaneko et al., 2000; b: Kunst et al., 1997; c: Bult et al., 1996:;  *: Sequenzen des Endsequenzierungsansatzes; 
ORFs: potenzielle Gene in den Genomen der Referenzorganismen (Mesorhizobium loti, B. subtilis, 
Methanocaldococcus jannaschii) 
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Die Genomgrößen der Referenzorganismen waren um das 23- bis 95-fache größer als die 

Gesamtmenge der im Endsequenzierungsansatz untersuchten Sequenzen. Dennoch stimmte 

der Großteil der Zuordnung zu den COG-Kategorien der Sequenzen des Endsequenzierungs-

ansatzes mit der der Referenzorganismen überein. Die in der Metagenombank enthaltenen 

Sequenzen repräsentierten in etwa einen Durchschnittswert an Genomen, die in diesem 

Habitat vorhanden waren. Abweichungen von über 1,6 % zu dem ähnlichsten Prozentsatz der 

Referenzorganismen ergaben sich in den Kategorien T (Signaltransduktionsmechanismen), E 

(Aminosäuretransport und Metabolismus) und P (anorganischer Ionentransport und 

Metabolismus). Während den Kategorien T und P im Endsequenzierungsansatz ein größerer 

Anteil an Sequenzen im Vergleich zu den Referenzorganismen zugeordnet werden konnte, 

wurde der Kategorie E ein geringerer Anteil zugewiesen.  

4.6.2.3 Phylogenetische Charakterisierung der Metagenombank 

 
Einige Sequenzen, die relevante phylogenetische Funktionen enthielten, wurden im 

Endsequenzierungsansatz identifiziert (siehe 3.4.9.2). Unter ihnen befanden sich zwei t-RNS-

Synthetasen und zwei Translationselongationsfaktoren (Tab. 11). Um Aussagen über den 

phylogenetischen Ursprung der Sequenzen der Metagenombank treffen zu können, wurden 

die Sequenzen des Endsequenzierungsansatzes nach partiellen ribosomalen RNS-Operonen 

durchsucht. Eine partielle Sequenz eines 23S-rRNS-Genes wurde dabei gefunden (3A:E4). 

Diese Sequenz konnte einem bislang nicht kultivierbaren Mikroorganismus zugeordnet 

werden. Der nächste Verwandte, der sich zuordnen ließ, hatte eine phylogenetische 

Ähnlichkeit (96 %) zu Xanthomonas oryzae pv. oryzae. 

4.6.3 Screening der Metagenombank 

4.6.3.1 Funktionelles Screening der Metagenombank 

 
Die 5079 Klone der Metagenombank wurden daraufhin untersucht, ob sie mit Glyphosat als 

einziger Phosphatquelle wachsen konnten. Dadurch könnten auch bisher unbekannte Gene 

gefunden werden, die für den Abbau von Glyphosat kodierten. E. coli musste hierfür nicht 

genetisch modifiziert werden, da E. coli Glyphosat nicht abbauen konnte. Es gelang, das 

flüssige MOPS-Medium, das für die Isolate verwendet wurde, so zu optimieren, dass auch  

E. coli nach dem Zusatz von Phosphat in diesem Medium wachsen konnte (siehe 3.4.10.1.1). 

 

Bei 265 Klonen (siehe Anhang 5) war innerhalb der Inkubationszeit von acht Tagen in 



Ergebnisse                                                                                                                                74  

MOPS-Medium mit Glyphosat als einziger Phosphatquelle ein schwaches Wachstum zu 

erkennen. Keiner dieser Klone wies ein ebenso starkes Wachstum wie im Kontrollmedium, 

das neben Glyphosat K2HPO4 enthielt, auf.  

 

Um positive Klone einfacher anhand ihres Farbumschlags zu erkennen, wurden die 265 

potenziell positiven Klone einem INT-Test unterzogen (siehe 3.4.10.1.2). Gleichzeitig wurde 

die Inkubationstemperatur vor dem Zusatz von INT auf Raumtemperatur reduziert. Da 

Bodenmikroorganismen als DNS-Donoren für die Metagenombank dienten, sollte dies 

bewirken, dass Enzymaktivitäten in ihrem Temperaturoptimum  stattfanden. Es konnten 

reproduzierbar acht Klone (11A:C3; 11A:D7; 17A:C5; 19A:B10; 30A:B11; 31A:D6; 

33A:C4; 53A:A5) ermittelt werden, die in dem Medium mit Glyphosat als einziger P-Quelle 

einen sehr schwachen Farbumschlag anzeigten (Tab. 14). Da dies als Kriterium für den 

Abbau von Glyphosat nicht ausreichend war, wurden diese Klone weiteren Versuchen 

unterzogen.  

 

Tab. 14: Ergebnisse im Wachstums- und INT-Test ausgewählter Klone der Metagenombank; +: schwaches 
Wachstum; (+): sehr schwacher Farbumschlag 

                                       

Isolat
Wachstums-

test
INT-Test

11A-C3 + (+)
11A-D7 + (+)
17A-C5 + (+)
19A-B10 + (+)
30A-B11 + (+)
31A-D6 + (+)
33A-C4 + (+)
53A-A5 + (+)  

4.6.3.2 Screening der potenziell positiven Klone auf DNS-Ebene 

 
Probleme bei der heterologen Genexpression oder beim Ausschleusen der gewünschten 

Proteine aus E. coli könnten der Grund dafür sein, dass im funktionellen Screening kein 

eindeutig positiver Klon gefunden werden konnte. Um diese Probleme zu umgehen, wurden 

die 265 potenziell positiven Klone der Metagenombank auf DNS-Ebene daraufhin untersucht, 

ob sie ein phnJ-Genfragment und somit ein C-P-Lyaseoperon enthielten (siehe 3.4.10.2). 

Hierzu wurden pro PCR-Ansatz je zehn rekombinante Plasmide vereinigt. Mit dem 

Primerpaar phnJ1/phnJ2 wurde in einem dieser Ansätze (Ansatz 14) ein PCR-Produkt der 
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erwarteten Größe von ca. 420 bp identifiziert (Abb. 24). 

 

                                     

 

 

 

 

 

 

Abb. 24: Agarosegel der PCR-Produkte mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2;  1 – 15: jeweils zehn rekombinante 
Plasmide (potenziell positive Klone der Metagenombank) in einem PCR-Ansatz vereinigt, M: 1 kb DNS Marker, 
P: Positivkontrolle (Oceanobacillus iheyensis), N: Negativkontrolle 

 
Die zehn rekombinanten Plasmide des Ansatzes 14 wurden einzeln in der PCR daraufhin 

untersucht, welcher Klon das entsprechende Amplifikat lieferte (Abb. 25). Das PCR-Produkt 

der erwarteten Größe von ca. 420 bp lieferte Klon 26A:F8 (14 B).  

 
 

 

                                 

Abb. 25: Agarosegel der PCR-Produkte mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2; vereinzelte Klone (potenziell positive 
Klone der Metagenombank) des Ansatzes 14 (A – J); M: 1 kb DNS Marker, P: Positivkontrolle (Oceanobacillus 
iheyensis); N: Negativkontrolle  

 
In den phylogenetischen Stammbaum (siehe 3.4.11) der PhnJ-Sequenzen (Abb. 26) wurden 

auch die PhnJ-Sequenzen der Isolate mit phylogenetischer Ähnlichkeit zu Paenibacillus sp. 

(A17:32) und Paenibacillus alginolyticus (NM:5) und die Aminosäuresequenz des Amplifi-

kats von Klon 26A:F8 der Metagenombank eingerechnet. Aus dem phylogenetischen Stamm-
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baum konnte geschlossen werden, dass die umgerechnete Aminosäuresequenz des 

Amplifikats von 26A:F8 mit keiner der bisher bekannten PhnJ-Sequenzen verwandt war.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 26: Phylogenetischer Stammbaum bekannter PhnJ-Aminosäuresequenzen, PhnJ-Aminosäuresequenzen der 
Isolate A17:32 und NM:5 und der Aminosäuresequenz des Amplifikats von Klon 26A:F8 der Metagenombank; 
Rekonstruktion des Stammbaumes nach dem Neighbour Joining Verfahren 

Haloquadratum walsbyiCAJ52714

Chloroflexus aurantiacusEA058704

Pseudomonas stutzeriAY505177

Rubrivivax gelatinosusNZ_AAEM00000000

Thiobacillus denitrificansCP000116

Trichodesmium erythraeumZP_00674757

A17:32

NM:5

Oceanobacillus iheyensisBA000028

Alkaliphilus metalliredigenesEA082427

26A-F8

Clostridium difficileNZ_AAML00000000

Burkholderia malleiCP000010

Burkholderia pseudomalleiCP000124

Burkholderia xenovoransABE33804

Pseudomonas syringaepv. syringaeCP000075

Pseudomonas syringaepv. tomatoAE016853

Pseudomonas aeruginosaAE004759

Escherichia coliK12 U14003

Escherichia coli0157 AE005174

Klebsiella aerogenesCAB45138

Yersinia pestisAE013674

Pectobacterium carotovorumBX950851

Agrobacterium tumefaciensAE007958

Sinorhizobium melilotiAL591985
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Rhodopseudomonas palustrisCP000250
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4.6.3.3 Untersuchung ausgewählter Klone auf Glyphosatabbaufähigkeit 

 
Ausgewählte Klone der Metagenombank wurden auf ihre Fähigkeit Glyphosat abzubauen 

untersucht (siehe 3.4.10.1.3). Als Auswahlkriterium dienten die Voruntersuchungen. Die 

Klone, die sowohl im Wachstumstest als auch im INT-Test schwach positiv waren (11A:C3, 

11A:D7, 17A:C5, 19A:B10, 30A:B11, 31A:D6, 33A:C4, 53A:A5), wurden ausgewählt. 

Außerdem wurde der Klon 26A:F8 selektiert. Dieser Klon war im Wachstumstest schwach 

positiv, im INT-Test negativ, lieferte aber mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2 ein PCR-Produkt 

der erwarteten Größe. Als Negativkontrollen dienten nicht-inokuliertes Medium und mit  

E. coli angeimpftes Medium. Als potenzielle Positivkontrolle wurde Arthrobacter 

atrocyaneus in entsprechendem MOPS-Medium inokuliert (Tab. 15). 

 

Tab. 15: Glyphosatkonzentration und Abnahme nach Inkubation ausgewählter Klone der Metagenombank 

Isolat/Klon 
(Metagenombank)

Mittelwert 
(µg/l)

Standardab-
weichung (µg/l)

Abnahme 
(µg/l)

Abnahme 
(%)

Medium 291,33 12,06 - -
Escherichia coli 301 1 - -

Arthrobacter atrocyaneus 293,33 15,28 - -
11A:C3 316,67 15,28 - -
11A:D7 296,67 20,82 - -
17A:C5 263,33 5,77 28 9,6
19A:B10 303,33 5,77 - -
26A:F8 316,67 5,77 - -

30A:B11 323,33 5,77 - -
31A:D6 330 0 - -
33A:C4 363,33 30,55 - -
53A:A5 306,67 11,55 - -     

 

Bei den Kontrollen wurde keine Abnahme der Glyphosatkonzentration im Versuchsverlauf 

ermittelt. Für E. coli (µ = 301 µg Gly/l; σ = 1) und Arthrobacter atrocyaneus (µ = 293,33 µg 

Gly/l; σ = 15,28) ergab die Untersuchung ähnliche Werte wie bei der Negativkontrolle (µ = 

291,33 µg Gly/l; σ = 12,06), die nur aus Medium bestand. Die für Arthrobacter atrocyaneus 

bereits beschriebene Glyphosatabbaufähigkeit (Pipke und Amrhein, 1988), konnte unter den 

in dieser Arbeit verwendeten Versuchsbedingungen nicht bestätigt werden. 

 

Klon 26A:F8 konnte die Glyphosatkonzentration im Vergleich zur Negativkontrolle nicht 

vermindern (µ = 316,67; σ = 5,77). Dieser Klon konnte somit Glyphosat nicht abbauen.  
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Als einziger der untersuchten Klone verringerte 17A:C5 die Glyphosatkonzentration im 

Vergleich zur Negativkontrolle, die nur aus Medium bestand, um ca. 28 µg/l (µ = 263,33;  

σ = 5,77). Hierbei handelte es sich um eine deutliche Abnahme, wobei die Standard-

abweichung gering war. In Verbindung mit den schwach positiven Ergebnissen im 

Wachstums- und im INT-Test gab diese Abnahme der Glyphosatkonzentration einen Hinweis 

auf die Befähigung von Klon 17A:C5 zum Abbau von Glyphosat. Da in der PCR kein phnJ-

Genfragment bei dem Klon 17A:C5 nachgewiesen wurde, deutete dies darauf hin, dass der 

Abbau von Phosphonaten hierbei nicht über den C-P-Lyaseweg erfolgte. Glyphosat wurde in 

diesem Isolat entweder über einen bisher unbekannten Weg abgebaut, oder es war ein phnJ-

Gen vorhanden, das aber mit dem Primersystem phnJ1/phnJ2 nicht erkannt wurde.  

 

4.7 Nachweis von phnJ-Genfragmenten im Boden 

4.7.1 Virtuelle PCR mit dem Primerpaar phnJoc1/phnJoc2 

 
Zum Nachweis des im C-P-Lyaseoperon enthaltenen phnJ-Gens im Boden wurden neue 

Primer konstruiert (Engel, persönliche Mitteilung). Bei der Konstruktion der degenerierten 

Primer phnJoc1/phnJoc2 wurden die phnJ-Sequenzen von A17:32 (phylogenetische 

Ähnlichkeit mit Paenibacillus sp.) und NM:5 (phylogenetische Ähnlichkeit mit Paenibacillus 

alginolyticus) mitberücksichtigt (siehe 4.5.3). Die Primer phnJ1 und phnJoc1 waren nahezu 

identisch. Der Primer phnJoc1 war um 2 bp kürzer als phnJ1 und enthielt weniger 

degenerierte Stellen. Die virtuelle PCR (siehe 3.4.11) mit dem Primerpaar phnJoc1/phnJoc2 

(siehe 3.4.2.2) ergab eine theoretische Fragmentlänge von 374 bp innerhalb verschiedener 

Bakteriengruppen (Tab. 16). Mit einer Ausnahme (Mesorhizobium loti BA000012) wurde 

dabei immer das phnJ-Gen detektiert. Die phnJ-Gene von A17:32 und NM:5 tauchten in der 

virtuellen PCR nicht auf, da die entsprechenden Sequenzen nicht in einer öffentlichen 

Datenbank aufgenommen wurden.   
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Tab. 16: Ergebnisse der virtuellen PCR mit dem Primerpaar phnJoc1/phnJoc2 
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4.7.2 Detektion eines phnJ-Genfragments in Oceanobacillus iheyensis, A17:32 und NM:5 

mit dem Primerpaar phnJoc1/phnJoc2 

 
Die Bedingungen der PCR mit den neu konstruierten Primern phnJoc1 und phnJoc2 konnten 

erfolgreich optimiert werden (siehe 3.4.2.3). Zur Amplifizierung des phnJ-Gens wurden die 

Primerkonzentration und die Zyklenanzahl reduziert, um die Anzahl unspezifischer PCR-

Produkte zu reduzieren. Das phnJ-Genfragment der DNS von Oceanobacillus iheyensis, 

A17:32 (phylogenetische Ähnlichkeit mit Paenibacillus sp.) und NM:5 (phylogenetische 

Ähnlichkeit mit Paenibacillus alginolyticus) konnte detektiert werden (Abb. 27). Die PCR-

Produkte wiesen hierbei in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der virtuellen PCR eine 

erwartete Größe von ca. 370 bp auf. Für O. iheyensis wurde durch Sequenzierung die 

Spezifität der Primer bestätigt. O. iheyensis wurde als Positivkontrolle gewählt, da die 

Sequenz des phnJ-Gens zur Konstruktion des Primerpaares phnJoc1/phnJoc2 verwendet 

wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

Abb. 27: Agarosegele der PCR-Produkte von phnJ; P: Positivkontrolle (O. iheyensis); N: Negativkontrolle; M:  
1 kb DNS Marker; A17:32: Paenibacillus sp.; NM:5: P. alginolyticus 

4.7.3 Nachweis von phnJ-Genfragmenten mit dem Primerpaar phnJoc1 und phnJoc2 im 

Boden 

 
Die Auswirkungen von Glyphosat auf Mikroorganismen, die am Phosphonatabbau beteiligt 

waren, wurden durch den Nachweis von phnJ-Genen im Boden untersucht. Dazu wurden aus 

jedem Mikrokosmos vierzehn Tage nach Applikation von Glyphosat drei unabhängige 

    P    N   M 
  A17 NM               M 

       500 bp  500 bp 

           250 bp          250 bp 

 32    5 
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Parallelen entnommen und analysiert (siehe 3.4.2.3). Es gelang mit dem Primerpaar 

phnJoc1/phnJoc2, in allen vier Bodenproben (schluffiger Boden A17/sandiger Boden NM 

mit/ohne Glyphosatbeaufschlagung) ein PCR-Produkt der erwarteten Größe von ca. 370 bp zu 

amplifizieren (Abb. 28). Im Bereich über 370 bp wurden hierbei auch unspezifische 

Zielsequenzen vervielfältigt. Diese waren vernachlässigbar, da die PCR-Produkte der 

gewünschten Größe aus dem Gel ausgeschnitten wurden (siehe 3.4.3).  

 

 

                                 

Abb. 28: Agarosegel der PCR-Produkte von phnJ mit dem Primerpaar phnJoc1/phnJoc2; NM + G: sandiger 
Boden vom Standort Neumarkt nach Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; NM – G: ohne 
Glyphosatapplikation; A17 + G: schluffiger Boden vom Standort Scheyern nach Glyphosatapplikation im 
Mikrokosmenexperiment; A17 – G: ohne Glyphosatapplikation 

 

Die PCR-Produkte wurden mit dem Vektor PCR®2.1 ligiert (siehe 3.4.4). Pro Boden und 

Behandlungsform wurden 40 Klone nach dem Zufallsprinzip ausgewählt und sequenziert 

(siehe 3.4.11; Tab. 17, 18).  

 

In beiden Böden wurden mit dem in dieser Arbeit entwickelten Primersystem neben den 

erwarteten phnJ-Genfragmenten auch unspezifische Zielsequenzen detektiert (32,5 – 65 %). 

Während die erwarteten phnJ-Genfragmente mit den Primern phnJoc1 und phnJoc2 detektiert 

wurden, wurden unspezifische Zielsequenzen dadurch detektiert, dass der Primer phnJoc1 

zwei Mal gebunden hatte. Die Sequenzen, die durch die Bindung des Primers phnJoc1 

generiert wurden, waren dabei untereinander nicht verwandt. Die Primerbindungsstellen 

waren mit wenigen Fehlpaarungen nachweisbar. Wurden die 79 unspezifischen Zielsequenzen 

in Aminosäuren umgeschrieben, zeigten sieben dieser Sequenzen  (A17+ Gly: 16; 30; 31; 25; 

40; A17-Gly: 1; 5) Ähnlichkeiten von ca. 40 % zu Glycosyltransferasen. 

 

            NM + G       NM – G      A17 + G      A17 – G     

                                  500 bp 

                                      250 bp 

                            1500 bp 

                    750 bp 

                                 1000 bp 

    M                                                                                    P   N   M 
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Bei den Organismen, zu denen die in diesem Ansatz gefundenen PhnJ-Sequenzen Ähnlich-

keiten zeigten, handelte es sich ausschließlich um α-Proteobakterien. 

Tab. 17: Ergebnis der Sequenzierung von je 40 zufällig ausgewählten Klonen (PCR-Produkte mit Primerpaar 
phnJoc1/phnJoc2) vom Standort Scheyern; A17 – Gly: schluffiger Boden vom Standort Scheyern ohne 
Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; A17 + Gly: nach Glyphosatapplikation; *: nicht auswertbar, 
da Mischsequenz 
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Rhodopseudomonas
palustrisBisB5

84 % (111/131) - 96 % 
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Tab. 18: Ergebnis der Sequenzierung von je 40 zufällig ausgewählten Klonen (PCR-Produkte mit Primerpaar 
phnJoc1/phnJoc2) vom Standort Neumarkt; NM – Gly: sandiger Boden vom Standort Neumarkt ohne 
Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; NM + Gly: nach Glyphosatapplikation; *: nicht auswertbar, 
da Mischsequenz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ---2,50%3*

--

hypothetische 
Funktion/Ähnlichkeiten 

in sehr kurzen 
Sequenzabschnitten

30,0 %
5, 7, 8, 9, 10, 12, 27, 28, 

29, 31, 32, 37

Rhodopseudomonas
palustrisHaA2

95 % (125/131)
PhnJ (Phosphonat-

metabolismusprotein)
2,5 %17

Rhodopseudomonas
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92 % (121/131) - 96 % 
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PhnJ (Phosphonat-
metabolismusprotein)
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Rhodobacterales
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PhnJ (Nutzung von 
Alkylphosphonat)
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Rhizobium etli79 % (127/159)
C-P-

Lyasekomponenten-
protein
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denitrificans
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cryptum
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Für alle detektierten phnJ-Sequenzen wurden pro Behandlungsform Rarefactionkurven erstellt 

(siehe 3.4.12). In diesen Kurven wurde die Anzahl an verschiedenen phnJ- und PhnJ-

Sequenzen gegen die Anzahl analysierter Klone aufgetragen, um festzustellen, ob die Anzahl 

untersuchter Klone ausreichte, die Diversität der phnJ-Gene und PhnJ-Sequenzen in den 

einzelnen Habitaten abzudecken. Dabei wurden auf DNS-Ebene von den Unterschieden der 

phnJ-Genfragmente von Bradyrhizobium japonicum und Bradyrhizobium sp. ausgehend 

Differenzen von über 11,5 % als unterschiedliche Sequenzen gewertet. Auf Aminosäureebene 

wurden ebenfalls von den Differenzen der PhnJ-Sequenzen von B. japonicum und 

Bradyrhizobium sp. ausgehend Unterschiede von über 4,6 % als unterschiedliche Sequenzen 

gewertet.  

 

Wie aus Abbildung 29 hervorgeht, wurde für A17 + Gly (Standort Scheyern mit 

Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment) ein Plateau erreicht. Auf DNS-Ebene 

wurden sechs verschiedene phnJ-Genfragmente, auf Proteinebene drei unterschiedliche PhnJ-

Sequenzen entdeckt. Es ist davon auszugehen, dass die für diesen Boden charakteristischen 

phnJ-Gene und PhnJ-Sequenzen identifiziert werden konnten. Für den Standort A17 – Gly 

(phnJ-Genfragmente: 7; PhnJ-Sequenzen: 6) wurde noch kein Plateau erreicht, was auf eine 

höhere Diversität der phnJ-Genfamilie schließen ließ. Dennoch wurden bisher schon mehr 

phnJ-Gene und PhnJ-Sequenzen detektiert als nach dem Zusatz von Glyphosat. Die 

Applikation von Glyphosat bewirkte folglich beim schluffigen Boden des Standortes A17 

eine Reduktion der PhnJ-Diveristät. Bei dem sandigen Boden der Standorte NM + Gly (phnJ-

Genfragmente: 20; PhnJ-Sequenzen: 13) und NM – Gly (phnJ-Genfragmente: 10; PhnJ-

Sequenzen: 9) wurde noch kein Plateau erreicht. Dies ließ darauf schließen, dass mehr als 40 

Klone analysiert werden sollten, um genauere Informationen über die Diversität der 

bakteriellen phnJ-Sequenzen in diesem Habitat zu erhalten. Tendenziell schien für den 

Standort NM der Zusatz von Glyphosat die Diversität der phnJ-Gene und PhnJ-Sequenzen zu 

vergrößern. Jedoch war eine eingehende Untersuchung der Diversität der bakteriellen phnJ-

Gene in den einzelnen Habitaten im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich.  
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Abb. 29: Rarefactionkurven: Anzahl an unterschiedlichen bakteriellen phnJ- und PhnJ-Sequenzen aufgetragen 
als Funktion der Anzahl an Klonen; A17 – Gly: schluffiger Boden des Standortes Scheyern ohne 
Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; A17 + Gly: mit Glyphosatapplikation; NM – Gly: sandiger 
Boden des Standortes Neumarkt ohne Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; NM + Gly: mit 
Glyphosatapplikation  
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Sämtliche PhnJ-Sequenzen von A17 und NM konnten in einer phylogenetischen Analyse 

(siehe 3.4.11) den beiden Gruppen A und B zugeordnet werden (Abb. 30). Der Großteil der 

PhnJ-Sequenzen wurde dabei der Gruppe B zugewiesen. In dieser Gruppe befanden sich 

PhnJ-Sequenzen aller Standorte (NM; A17) und Behandlungsformen (mit/ohne Glyphosat-

beaufschlagung). Diese nah verwandten Sequenzen konnten phylogenetisch zu den PhnJ-

Sequenzen von Rhodopseudomonas palustris, Bradyrhizobium japonicum und Brady-

rhizobium sp. eingeordnet werden.  

 

Die übrigen PhnJ-Sequenzen konnten der Gruppe A zugeordnet werden. In dieser Gruppe 

dominierten die PhnJ-Sequenzen des sandigen Bodens vom Standort NM, wobei bemerkt 

werden muss, dass insgesamt von diesem Standort mehr PhnJ-Sequenzen (47) als vom 

schluffigen Boden des Standortes Scheyern A17 (34) zur Verfügung standen. Dennoch waren 

auch in dieser Gruppe PhnJ-Sequenzen aller Standorte und Behandlungsformen vertreten. 

Eine genauere Zuordnung dieser PhnJ-Sequenzen war allerdings nicht möglich, da keine 

entsprechenden PhnJ-Referenzsequenzen in der Datenbank vorhanden waren.  

 

Eine Gruppierung der PhnJ-Sequenzen bezüglich der Standorte (A17: schluffiger Boden; NM: 

sandiger Boden) und der Behandlungsform (Glyphosatapplikation; keine Glyphosat-

applikation) konnte nicht festgestellt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 30: Phylogenetischer Stammbaum: Verwandtschaft der bakteriellen PhnJ-Sequenzen aller untersuchten 
Habitate und der Referenzorganismen der Datenbank; NM + Gly: sandiger Boden vom Standort Neumarkt mit 
Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; NM – Gly: ohne Glyphosatapplikation; A17 + Gly: 
schluffiger Boden vom Standort Scheyern mit Glyphosatapplikation im Mikrokosmenexperiment; A17 – Gly: 
ohne Glyphosatappliaktion; Cluster: A, B; a – g: jeweils identische Sequenzen; a: NM – Gly 27; NM – Gly 31; 
b: A17 – Gly 26; c: NM + Gly 38; A17 + Gly 4; d: NM + Gly 19; e: A17 + Gly 7; A17 + Gly 27; f: NM + Gly 2; 
NM + Gly 24; NM – Gly 20; NM – Gly 39; g: NM + Gly 4; NM – Gly 13; NM – Gly 40; h: A17 + Gly 14; A17 
+ Gly 23; A17 + Gly 24; A17 + Gly 34; A17 – Gly 15; NM + Gly 18; Rekonstruktion des Stammbaumes nach 
der Neighbour Joining Methode 
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5. Diskussion 
 

Um das Ziel dieser Arbeit, das mikrobielle Potenzial des Glyphosatabbaus zu 

charakterisieren, zu erreichen, liegen spezifische Ergebnisse für zwei ausgewählte, 

unterschiedliche Böden vor. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Operonstrukturen zu 

identifizieren, die für den Abbau von Glyphosat verantwortlich sind, um gegebenenfalls 

geeignete Maßnahmen zu entwickeln, um diesen Genpool gezielt zu stimulieren. Dieser 

Genpool soll nun im Hinblick auf Beeinflussbarkeit und Stimulierbarkeit dargestellt werden. 

Über zwei Böden liegen nun Daten vor. 

5.1 Einfluss von Glyphosat auf die Bodenmikroflora 

 
Die Parameter CO2, N2O und CH4 wurden im Mikrokosmenexperiment gemessen, um den 

globalen Einfluss von Glyphosat auf die mikrobielle Aktivität der beiden Böden NM und A17 

zu bestimmen. Eine signifikante Stimulierung der mikrobiellen Aktivität durch Glyphosat 

wurde bereits nachgewiesen (Haney et al., 2000).  

 

Die Applikation von Glyphosat führte in dem sandigen Boden (NM) zu einer Erhöhung der 

CO2-Produktion. Eine erhöhte CO2-Emission als Stressantwort der Bodenmikroorganismen 

kann dabei ausgeschlossen werden, da bei der hier eingesetzten Glyphosatmenge und der 

Aufbringung von Glyphosat auf den Boden die Toxizität vernachlässigbar ist (Busse et al., 

2001). Obwohl NM in der Vergangenheit nicht mit Glyphosat in Berührung gekommen ist, 

konnte Glyphosat mineralisiert werden. Die Fähigkeit zum Glyphosatabbau ist in Bakterien 

ubiquitär vorhanden (Dick und Quinn, 1995). Zwischen einer wiederholten Glyphosat-

aufbringung und einer beschleunigten Mineralisierung des Herbizids konnte in einigen Böden 

ein Zusammenhang hergestellt werden (Quinn et al., 1988), während in anderen Böden kein 

Zusammenhang festgestellt wurde (Busse et al., 2001). Die Abbaurate von Glyphosat im 

Boden wurde im Labor häufig durch die Aufbringung von 14C-Glyphosat und die Messung 

der 14CO2-Freisetzung bestimmt (Getenga und Kengara, 2004; Moshier und Penner, 1978; 

Reimer et al., 2005; von Wirén-Lehr et al., 1997). Um die Herkunft des aus dem sandigen 

Boden NM freigesetzten Kohlendioxids eindeutig zu bestimmen, müsste der Versuch mit 14C-

Glyphosat wiederholt werden. Gründe dafür, dass in A17 durch die Glyphosatapplikation kein 

CO2-Anstieg zu verzeichnen war, können einerseits eine zu geringe aufgebrachte Glyphosat-

konzentration und andererseits eine geringe Bioverfügbarkeit von Glyphosat im schluffigen 



Diskussion                                                                                                                              89  

Boden A17 sein. Die Bioverfügbarkeit von Glyphosat im Boden ist von der Adsorption des 

Herbizids an Bodenpartikel abhängig. Sorensen et al. (2006) konnten in den unteren 

Bereichen eines Bodenprofils einen Zusammenhang zwischen einer hohen Adsorption und 

einer geringen Desorption von Glyphosat und keiner bzw. einer verringerten Mineralisierung 

aufgrund einer verringerten Bioverfügbarkeit von Glyphosat feststellen. Die Adsorption von 

Glyphosat ist positiv mit dem Eisen- und Aluminiumgehalt und dem Gehalt an Tonmineralien 

im Boden korreliert (Gerritse et al., 1996). Da A17 einen fast viermal höheren Tongehalt und 

einen ca. sechsmal höheren Schluffgehalt als NM aufweist, kann angenommen werden, dass 

die Adsorption von Glyphosat in A17 höher ist als in NM. In Bioabbauversuchen mit 14C-

Glyphosat wurde für den sandigen Boden NM ein Abbau von 19 % innerhalb von 15 Tagen 

ermittelt (Grundmann und Loos, persönliche Mitteilung). Für A17 liegen keine vergleich-

baren Untersuchungen vor.  

 

In beiden Böden (A17; NM) wurde nach der Applikation von Glyphosat (Säureform) ein 

Anstieg der N2O-Bildung festgestellt. Dies weist auf die Stimulierung der Nitrifikation oder 

der Denitrifikation in beiden Böden durch Glyphosat hin. Für Glyphosat (Säureform) und 

eines seiner Abbauprodukte AMPA wurde ebenfalls eine Stimulierung der Denitrifikation 

nachgewiesen (Pell et al., 1998). In einem aquatischen Sediment hingegen wurde bei hohen 

Glyphosatkonzentrationen gezeigt, dass Nitrifikationsprozesse inhibiert wurden (Enrich-Prast, 

2006). Für einige Herbizide (Atrazin und Simazin) wurde eine vollständige Inhibierung der 

denitrifizierenden Aktivitäten eines Xanthobacter autotrophicus-Stammes beschrieben (Saez 

et al., 2006). Auch für die Herbizide Ioxynil und Prosulfuron wurde mit steigenden 

Konzentrationen eine Inhibierung der Denitrifikation  festgestellt (Pell et al., 1998; Kinney et 

al., 2005). Für andere Herbizide wie Butachlor konnte eine anfängliche Stimulierung der 

Nitrifikation in Reisböden nachgewiesen werden (Min et al., 2001). Auch wurde eine erhöhte 

Denitrifikation nach der Applikation von Herbiziden wie Alloxydim und Dalapon-Na auf den 

Boden beschrieben (Pell et al., 1998).  

 

Im sandigen Boden NM wurden für N2O deutlich höhere Werte, für CO2 hingegen tendenziell 

höhere Werte als im schluffigen Boden A17 gemessen. Diese unterschiedliche mikrobielle 

Aktivität kann durch Differenzen in der Verfügbarkeit und der Art der N- und C-Quellen in 

den beiden Böden bedingt sein. Lee et al. (2006) stellten in Felduntersuchungen fest, dass 

Unterschiede in Spurengasemissionen eher von biochemischen Parametern als von 

physikalischen Parametern abhängen. 
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Die Methanogenese blieb in beiden Böden (A17; NM) durch die Aufbringung von Glyphosat 

unbeeinflusst. Ein Zusammenhang zwischen der Applikation von Glyphosat und der 

Beeinflussung der Methanogenese wurde bisher nicht festgestellt. Für das Herbizid Butachlor 

wurde hingegen in Reisböden bei unterschiedlichen Herbizidkonzentrationen eine Inhibierung 

der Methanbildung festgestellt (Mohanty et al., 2004).  

 

Die Beregnung hatte in beiden Böden einen Anstieg der CO2- und N2O-Emissionen und eine 

geringe Erhöhung der CH4-Emission zur Folge. Die Beregnung hatte dabei einen größeren 

Einfluss als der Bodentyp. Ein Zusammenhang zwischen der Beregnung und der Erhöhung 

der CO2-, N2O und CH4-Emissionen wurde bereits dargelegt (Fan und Haruo, 2004; Lee et 

al., 2006; Yue et al., 2003). Die geringe Beeinflussung der Methanogenese durch die 

Beregnung könnte auf ein zu hohes Redoxpotential und einen zu niedrigen pH-Wert (A17: 

5,9; NM: 4,9) zurückgeführt werden. Methanogene Bakerien erreichen ihre optimale Aktivität 

nämlich bei einem niedrigen Redoxpotenzial und einem neutralen pH-Wert (Oremland, 

1988). 

5.2 Vorkommen von glyphosatabbauenden Bakterien 

5.2.1 Glyphosatabbaufähigkeit der Bodenisolate 
 

Es konnten zwei Bodenisolate (A17:41; NM:37) isoliert werden, die im INT-Test ein 

positives Ergebnis lieferten und somit Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen konnten. Diese 

Isolate hatten eine phylogenetische Ähnlichkeit mit Rhizobium gallicum. Liu et al. (1991) 

konnten zeigen, dass in der Familie der Rhizobiaceae die Fähigkeit zum Glyphosatabbau weit 

verbreitet ist. Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium leguminosarum, Sinorhizobium galega 

und Sinorhizobium trifolii konnten mit Glyphosat als einziger P-Quelle wachsen. 

Sinorhizobium meliloti bildete dabei als unmittelbares Abbauprodukt Sarkosin. In der 

vorliegenden Arbeit wurde das von Liu et al. (1991) verwendete Medium eingesetzt mit der 

Modifikation, dass ausschließlich Glucose als C-Quelle verwendet wurde. Mit dem 

Primerpaar phnJ1/phnJ2 konnte in Übereinstimmung mit der virtuellen PCR kein Fragment 

der gewünschten Größe amplifiziert werden. Die entsprechenden Isolate nutzten entweder 

einen anderen als den C-P-Lyaseweg oder die Primer phnJ1 und phnJ2 waren zu spezifisch. 

Auf die Reduzierung der Glyphosatkonzentration wurden die beiden Isolate (A17:41; NM:37) 

nicht überprüft. Die Fähigkeit von Rhizobien zum Glyphosatabbau ist in diesem Zusammen-

hang auch ökologisch sehr interessant, da nachgewiesen wurde, dass Glyphosat in den 
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Wurzelknöllchen von glyphosatresistentem Soja akkumuliert (Grundmann, persönliche 

Mitteilung).  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Glyphosatabbau stammspezifisch 

ist. Nur eines (A17:32) der sieben Bodenisolate, die eine phylogenetische Ähnlichkeit mit 

Paenibacillus sp. aufwiesen, war im INT-Test positiv und konnte die Glyphosatkonzentration 

herabsetzen. Auch Pipke und Amrhein (1988) konnten in nur einem von zwei untersuchten 

Arthrobacter sp.-Stämmen die Nutzung von Glyphosat als einziger P-Quelle nachweisen.  

  

Die gewählten Medienbedingungen spielten beim Nachweis der Glyphosatabbaufähigkeit und 

der Isolierung der Bodenisolate eine bedeutende Rolle. Die Bodenisolate, die eine 

phylogenetische Ähnlichkeit mit Bacillus megaterium (A17:36), Arthrobacter sp. (A17:34) 

und Pseudomonas sp. (A17:3) aufwiesen, konnten Glyphosat unter den hier gewählten 

Versuchsbedingungen nicht als einzige P-Quelle verwenden, obwohl ihre Glyphosatab-

baufähigkeit bereits beschrieben wurde (Quinn et al., 1989; Pipke et al., 1987; Dick und 

Quinn, 1995). Auch konnten Vertreter der im Boden häufig vorkommenden Bakterien-

gattungen Streptomyces und Flavobacterium in dem hier beschriebenen Ansatz nicht 

nachgewiesen werden. Obojska et al. (1999) wiesen nach, dass Streptomyces sp. Glyphosat 

als einzige P- und N-Quelle nutzen konnte, wobei Sarkosin beim Abbau freigesetzt wurde. 

Für die Isolierung von Streptomyces sp. wurde ein Medium mit einer anderen Zusammen-

setzung verwendet, das sich unter anderem in der Glyphosatkonzentration (10 mM), von dem 

in der vorliegenden Arbeit benutzten Medium (0,5 mM Glyphosat) unterschied. 

Flavobacterium sp. konnte Glyphosat unter der Freisetzung von AMPA abbauen (Balthazor 

und Hallas, 1986). Das zur Isolierung von Flavobacterium sp. eingesetzte Medium 

unterschied sich unter anderem dadurch, dass Gluconat und Pyruvat als C-Quellen dienten. In 

der vorliegenden Arbeit wurde dagegen nur Glucose als C-Quelle verwendet. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich Bakterien untersucht, da der Glyphosat-

abbau in Bakterien besser dokumentiert ist. Über die Rolle von Pilzen für den Glyphosat-

abbau im Boden ist wenig bekannt. Da Pilze für die Assimilation der meisten Organo-

phosphonate im Boden verantwortlich sind (Kafarski et al., 2001), dürften sie auch eine 

wichtige Rolle im Glyphosatabbau spielen. Beispielsweise konnten sieben von 26 

untersuchten Pilzstämmen Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen (Krzysko-Lupicka et al., 

1997).  
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5.2.2 Verwendung des C-P-Lyaseweges 

 
Die Glyphosatabbaufähigkeit von Bakterien wird üblicherweise durch Wachstum auf 14C-

Glyphosat und den Nachweis eines Abbauproduktes erbracht (Dick und Quinn, 1995; Kertesz 

et al., 1991; Kishore und Jacob, 1987; Pipke und Amrhein, 1988). In der vorliegenden Arbeit 

wurde kein radioaktiv markiertes Glyphosat eingesetzt. Es wurde festgestellt, ob ausgewählte 

Isolate die Glyphosatkonzentration im Versuchsverlauf unter den gewählten Versuchs-

bedingungen herabsetzen konnten. 

 

Die Isolate der vorliegenden Arbeit, die eine phylogenetische Ähnlichkeit zu Paenibacillus 

sp. (A17:32), Paenibacillus alginolyticus (NM:5), Rhodococcus sp. (A17:35) und 

Burkholderia hospita (NM:50) aufwiesen, konnten die Glyphosatkonzentration verringern. 

Die Verringerung der Glyphosatkonzentration weist den Transport von Glyphosat in das 

Zellinnere nach, der Abbau kann erst durch den Nachweis von Metaboliten erbracht werden. 

Das mangelnde Wachstum von Arthrobacter atrocyaneus ATCC 13752 ist auf das in dieser 

Arbeit verwendete MOPS-Medium zurückzuführen, da für diesen Stamm die Glyphosatab-

baufähigkeit bereits beschrieben wurde (Pipke und Amrhein, 1988).  

 

Bei den zum Glyphosatabbau befähigten Isolaten, die eine phylogenetische Ähnlichkeit mit 

Paenibacillus sp. (A17:32) und Paenibacillus alginolyticus (NM:5) zeigten, konnte mit dem 

Primerpaar phnJ1/phnJ2 das phnJ-Gen und somit das C-P-Lyaseoperon nachgewiesen 

werden. In der virtuellen PCR (Tab. 10) wurde mit dem Primersystem phnJ1/phnJ2 kein 

phnJ-Gen von Paenibacillus erfasst. Dies ist dadurch begründet, dass in der Datenbank keine 

phnJ-Gensequenzen von Vertretern der Gattung Paenibacillus vorlagen. Dagegen wurde in 

der virtuellen PCR das phnJ-Gen von Oceanobacillus iheyensis erkannt. Oceanobacillus und 

Paenibacillus sind miteinander verwandt und gehören beide der Ordnung Bacillales an. Der 

Nachweis des phnJ-Gens weist darauf hin, dass in den beiden Isolaten A17:32 und NM:5 

Glyphosat und andere Phosphonate über den C-P-Lyaseweg abgebaut werden. Es wurden 

allerdings mehrere Bakteriengenome beschrieben, die mehr als ein C-P-Lyaseoperon 

enthielten. In dem Genom von Pseudomonas stutzeri wurden beispielsweise zwei C-P-

Lyaseoperone nachgewiesen, wobei Glyphosat nicht als Substrat genutzt werden konnte 

(White und Metcalf, 2004). Auch gibt es Hinweise darauf, dass Arthrobacter sp. mindestens 

zwei verschiedene C-P-Lyasesysteme enthält, dabei wird Glyphosat nur über einen der beiden 

C-P-Lyaseabbauwege abgebaut (Kertesz et al., 1991). Enterobacter aerogenes schließlich 
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verfügt über zwei verschiedene Phosphonatabbauwege, den C-P-Lyaseweg und den 

Phosphonataseweg (Lee et al., 1992). Auf die Fähigkeit zum Glyphosatabbau wurde dabei 

nicht eingegangen. Der endgültige Beweis, dass beide Isolate (A17:32; NM:5) Glyphosat über 

den C-P-Lyaseweg abbauen können, kann erst durch das Einfügen einer Deletion in das C-P-

Lyaseoperon erbracht werden. Über welchen der beiden Abbauwege Glyphosat letztendlich 

abgebaut wird, kann erst durch den Nachweis eines der beiden Metabolite Sarkosin oder 

AMPA erbracht werden.  

 

Für Vertreter der Gattung Paenibacillus wurde der Abbau von Glyphosat bisher nicht 

dokumentiert. Für Geobacillus caldoxylosilyticus, der mit der Gattung Paenibacillus 

verwandt ist, wurde der Abbau von Glyphosat unter der Freisetzung von AMPA beschrieben 

(Obojska et al., 2002). Dieses Isolat wurde aus Zentralheizungswasser gewonnen und konnte 

Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen. Auch für Bacillus megaterium, das aus dem Boden 

isoliert wurde, wurde Wachstum auf Glyphosat als einziger P-Quelle nach einer lag-Phase 

beschrieben (Quinn et al. 1989).  

 

Auch für Vertreter der Gattung Rhodococcus wurde der Glyphosatabbau bislang nicht 

dargestellt. Für andere grampositive Bakterien wie Arthrobacter sp. und Arthrobacter 

atrocyaneus wurde der Abbau von Glyphosat dagegen bereits erläutert. Sowohl Arthrobacter 

sp. als auch Arthrobacter atrocyaneus konnten mit 14C-Glyphosat als einziger P-Quelle 

wachsen. Arthrobacter sp. baute Glyphosat über das Intermediat Sarkosin ab (Pipke et al., 

1987), Arthrobacter atrocyaneus hingegen unter Freisetzung von AMPA (Pipke und 

Amrhein, 1988).  

 

Der Abbau von Glyphosat von einem Vertreter der Gattung Burkholderia wurde bisher nicht 

beschrieben. Kuklinsky-Sobral et al. (2005) schilderten lediglich, dass endophytische 

Burkholderia gladioli in ihrem Wachstum auch durch hohe Glyphosatkonzentrationen nicht 

beeinträchtigt wurden.  

 

Die beiden Isolate, die eine phylogenetische Ähnlichkeit mit Rhodococcus sp. (A17:35) und 

Burkholderia hospita (NM:50) aufwiesen, konnten Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen.  

Mit dem Primerpaar phnJ1/phnJ2 konnte kein phnJ-Genfragment und folglich kein C-P-

Lyaseoperon nachgewiesen werden. Ternan et al. (2000) konnten zeigen, dass Burkholderia 

cepacia ein anderes C-P spaltendes Enzym (Phosphonopyruvathydrolase) enthielt, das für 
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seine Aktivität keinen Phosphatmangel erforderte. Der fehlende Nachweis des C-P-

Lyaseoperons in A17:35 und NM:50 deutet darauf hin, dass diese beiden Bodenisolate 

Glyphosat nicht über den C-P-Lyaseweg abbauen. Glyphosat könnte in diesen beiden Isolaten 

auch über einen bisher unbekannten Weg abgebaut werden. Möglich wäre allerdings auch, 

dass beide Isolate ein C-P-Lyaseoperon mit einem phnJ-Gen enthalten, welches mit dem 

Primersystem phnJ1/phnJ2 nicht erkannt wird. In der virtuellen PCR (Tab. 10) wurde mit dem 

Primersystem phnJ1/phnJ2 kein phnJ-Gen von Rhodococcus oder eines anderen hoch-GC 

Organismus erfasst. Die virtuelle PCR enthielt dagegen die phnJ-Gene einiger β-

Proteobakterien. Ein Vertreter der Gattung Burkholderia war allerdings nicht darunter. Um 

gegebenenfalls die phnJ-Gene von Rhodococcus sp. und Burkholderia hospita zu erfassen, 

müssten spezifische Primersysteme entwickelt werden. Dies ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht 

möglich, da die entsprechenden phnJ-Gensequenzen nicht vorliegen.  

 

In der Literatur wurden bislang nur spezifische Primer zum Nachweis des phnJ-Gens eines 

bestimmten Mikroorganismus beschrieben. Für den Nachweis des phnJ-Gens von 

Sinorhizobium meliloti beispielsweise wurden Primer entwickelt, mit denen dieses phnJ-Gen 

erfolgreich amplifiziert werden konnte (Parker et al., 1999). Von Dyhrman et al. (2006) 

wurde ein Primerset konstruiert, mit dem das phnJ-Gen von Trichodesmium erythraeum durch 

ein 280 bp großes Amplifikat nachgewiesen werden konnte. Über welchen Abbauweg 

Glyphosat in den beiden Bodenisolaten A17:35 und NM:50 letztendlich abgebaut wird, kann 

erst durch den Nachweis von Intermediaten erbracht werden.  

5.3 Metagenombank aus dem Boden NM nach Glyphosatapplikation 

 
Metagenombanken ermöglichen den Zugang zu Genomsequenzen aus Ökosystemen 

einschließlich solcher von nichtkultivierbaren Mikroorganismen (Binnewies et al., 2006). 

Metagenombanken aus dem Boden haben sich dabei als wertvolles Hilfsmittel zur 

Identifizierung neuer Genprodukte wie Amylasen (Rondon et al., 2000), Lipasen (Henne et 

al., 2000) und Sekundärmetaboliten wie Antibiotika (Gillespie et al., 2002) erwiesen.  

5.3.1 Generierung der Metagenombank 

 
Die durch direkte Lyse gewonnene HMW-DNS aus dem sandigen Boden NM hatte eine 

Größe von 50 – 150 kb. Roh et al. (2006) konnten durch die Verwendung von vier 

verschiedenen Methoden der direkten Extraktion von DNS aus dem Boden (thermischer 
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Schock, “Bead Beating“, heiße Lyse mit Detergens, Auftau- und Einfrierzyklen) nur relative 

kleine DNS-Fragmente einer Größe von 12 kb gewinnen. Die direkte Lyse von 

Mikroorganismen innerhalb der Bodenmatrix repräsentiert die mikrobielle Diversität besser 

als die vorherige Anreicherung und anschließende Lyse der Mikroorganismen. Auch 

Mikroorganismen, die an Bodenpartikel gebunden sind, werden lysiert (Daniel, 2004). 

Direkte Extraktionsmethoden liefern darüber hinaus eine 10- bis 100-fache Ausbeute an DNS 

verglichen mit indirekten Extraktionsmethoden (Gabor et al., 2003; Roh et al., 2006). 

Lysozym wurde zur Erhöhung des Anteils an grampositiven Bakterien zugesetzt. Krsek und 

Wellington (1999) dokumentierten, dass Lysozym auch die Reinheit der extrahierten DNS 

verbesserte. Das Problem der Koextraktion von polyphenolischen Verbindungen wie 

Huminstoffen, die an Nukleinsäuren binden können und enzymatische Reaktionen wie den 

Restriktionverdau und die Klonierung behindern können, wurde durch die elektrophoretische 

Abtrennung der Huminstoffe gelöst (Young et al., 1993). Bei dem Boden NM handelte es 

sich um einen sehr sandigen Boden (85 % Sandgehalt), bei dem die Huminstoffe durch 

Elektrophorese leicht von der HMW-DNS abgetrennt werden konnten. Sandige Böden sind 

für die Konstruktion von Metagenombanken sehr gut geeignet. Wie von Osoegawa et al. 

(1998) beschrieben, blieb die Größe der HMW-DNS durch die Elektroelution 

unbeeinträchtigt.  

 
Eine DNS-Bibliothek, die das gesamte Metagenom einer Bodenprobe repräsentiert, müsste 

schätzungsweise aus 106 BAC-Klonen mit Insertgrößen von 100 kb bestehen. Dies gilt unter 

der Annahme, dass alle Spezies mit der gleichen Häufigkeit vorkommen (Handelsman, 1998). 

Die Anzahl an Klonen, die hingegen statistisch nötig ist, um gewünschte Klone zu erhalten, 

ist von der Häufigkeit der Organismen, welche die entsprechenden Gene enthalten, im Boden 

abhängig (Gabor et al., 2004a). In dem für die Konstruktion der Metagenombank verwen-

deten Boden NM der vorliegenden Arbeit konnte in Bioabbauversuchen eine vollständige 

Mineralisierung von 19 % des aufgebrachten Glyphosats bereits nach fünfzehn Tagen nachge-

wiesen werden (Grundmann und Loos, persönliche Mitteilung). Deshalb kann angenommen 

werden, dass zum Glyphosatabbau befähigte Bakterien in dem verwendeten Boden häufig 

vorkommen. Die Wahrscheinlichkeit, bestimmte Gene in einer Metagenombank zu finden, 

hängt auch von den Insertgrößen der DNS-Bibliothek und der Größe der Zielsequenzen ab 

(Gabor et al., 2004b). Da die minimale Größe des C-P-Lyaseoperons 10,9 kb beträgt, um den 

Phosphonatabbau sicherzustellen (Yakovleva et al., 1998), waren im vorliegenden Ansatz 

keine Insertgrößen von 100 kb erforderlich. Die Häufigkeit, mit der die gewünschten Gene in 
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der Metagenombank vorkommen, kann durch Selektionsdruck, der das Wachstum der 

Bakterien mit der angestrebten Aktivität begünstigt, erhöht werden (Gabor et al., 2004a). 

Durch die Applikation von Glyphosat im Mikrokosmexperiment wurden selektive Beding-

ungen zur Anreicherung von glyphosatabbauenden Isolaten geschaffen.  

 

Die Wahl des Expressionswirts fiel auf E. coli, da seine Anforderungen bezüglich der 

Promotorerkennung und der Initiation der Translation im Vergleich zu anderen Bakterien wie 

Bacillus und Streptomyces gering sind (Lorenz et al., 2002a). Allerdings wurde dadurch in 

Kauf genommen, dass die Expression von Genen grampositiver Bakterien nur schwierig 

erfolgte. 

 

Bei der in dieser Arbeit erstellten Metagenombank handelt es sich mit einer durchschnitt-

lichen Insertgröße von 18,6 kb um eine DNS-Bibliothek mit großen Inserts, da man ab einer 

Größe von 15 kb von großen Inserts spricht (Daniel, 2005). Die Metagenombank bestand aus 

5079 Klonen, wobei 8,7 % der Klone kein Insert trugen. 11 % der Klone enthielten ein Insert 

einer Größe von 30 – 50 kb. Insgesamt befanden sich schätzungsweise 94,4 Mbp an DNS in 

der Metagenombank, was in etwa einer Anzahl an 94400 Genen entspricht. Von Rondon et al. 

(2000) wurde mit der Bibliothek SL1 eine ähnliche Metagenombank aus dem Boden 

beschrieben. Sie bestand aus 3648 Klonen, wobei 3 % der Klone kein Insert enthielten. Die 

durchschnittliche Insertgröße war mit 27 kb größer als die durchschnittliche Insertgröße der 

Klone der vorliegenden Arbeit. Etwa 20 % der Klone hatten eine Insertgröße von 30 – 50 kb. 

Insgesamt wurde die Größe der Metagenombank auf 100 Mbp abgeschätzt. Dies kommt einer 

ungefähren Anzahl an 100000 Genen gleich und entspricht in etwa der Anzahl an Genen im 

vorliegenden Ansatz. In der Literatur wurden auch BAC-Bibliotheken mit viel größeren 

Inserts und einer wesentlich größeren Anzahl an Klonen beschrieben. Béjà et al. (2000) 

beispielsweise konstruierten eine Metagenombank aus Pikoplankton mit 6240 Klonen und 

Insertgrößen zwischen 18 und 155 kb. Aus praktischen Gründen konnte im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit keine größere Anzahl an Klonen bereitgestellt werden. Werden die Klone 

nicht in Mikrotiterplatten aufbewahrt, kann eine wesentlich größere Anzahl an Klonen nach 

der gewünschten Aktivität durchsucht werden. Henne et al. (1999) untersuchten beispiels-

weise ca. 930000 Klone einer Metagenombank aus drei verschiedenen Böden direkt nach 4-

Hydroxybutyrat-Dehydrogenaseaktivität, ohne die Klone in Mikrotiterplatten aufzubewahren. 

Für den hier verwendeten Ansatz war diese Methode ungeeignet, da das Screening nach 

glyphosatabbauenden rekombinanten E. coli nicht auf festem Medium erfolgen konnte. 
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Zudem kann die in dieser Arbeit erstellte Metagenombank auf lange Sicht noch weiteren 

Versuchen nach anderen Aktivitäten zur Verfügung stehen.  

5.3.2 Diversität der Metagenombank  
 

Ziel des Endsequenzierungsansatzes war es, genauere Informationen darüber zu erhalten, 

welche genomische Information in der Metagenombank gespeichert wurde und ihre Diversität 

zu evaluieren. Die Endsequenzierung zufällig ausgewählter Klone der Metagenombank ist 

aufgrund der hohen Gendichte von Prokaryonten viel versprechend. Mit einem ORF kann pro 

1000 bp gerechnet werden (Tringe et al., 2005). Der Großteil der Sequenzen dieser Arbeit 

(92,4 %) hatte eine Länge von 770 bp. Dies bedeutet, dass die individuellen Sequenzen den 

signifikanten Anteil mindestens eines Gens enthielten (Goo et al., 2004). 

 

Der G + C-Gehalt der 105 untersuchten Sequenzen wies eine Dominanz von Sequenzen mit 

einem relativ hohen G + C-Gehalt auf. 75,3 % der Sequenzen hatten dabei einen G + C-Anteil 

von über 55,1 %. Treusch et al. (2004) dokumentierten bei der Untersuchung einer wesentlich 

größeren Anzahl an Endsequenzen eine ähnliche Verteilung des G + C-Gehalts in einer von 

drei untersuchten Fosmid-Bibliotheken. Bei der entsprechenden Fosmid-Bibliothek aus dem 

Boden wurde bei der Zelllyse wie auch in der vorliegenden Arbeit Lysozym zugesetzt. In 

beiden Bibliotheken führte dies zur Anhäufung von Organismen, deren Zellwand sensitiv 

gegenüber Lysozym reagierte.  

 

Der Großteil der Sequenzen (57,1 %), die signifikante Ähnlichkeiten mit proteinkodierenden 

Genen aufwiesen, war bakteriellen Ursprungs. Der größte Anteil (46,7 %) zeigte dabei 

Ähnlichkeiten mit proteinkodierenden Genen gramnegativer Bakterien. Die Ursache für die 

nicht übereinstimmenden Ergebnisse des hohen G + C-Gehalts der meisten Sequenzen und 

dem Anteil an proteinkodierenden Genen von grampositiven Bakterien ist darin zu finden, 

dass sich der G + C-Gehalt auf die vollständigen Sequenzen bezog, die Ähnlichkeiten mit 

proteinkodierenden Genen sich dagegen häufig auf Sequenzabschnitte bezogen. 

 

Im Endsequenzierungsansatz der vorliegenden Arbeit betrug der Anteil unbekannter 

Sequenzen 18,1 %. Während 38,1 % der Sequenzen unbekannten oder hypothetischen 

Funktionen zugewiesen wurden. Dieser hohe Prozentsatz ist dadurch bedingt, dass die 

öffentlichen Datenbanken keine nahen Verwandten der untersuchten Spezies, denen die 

Sequenzen zugrunde liegen, enthielten (Teeling et al., 2004). In dem bisher größten 
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Sequenzierungsansatz eines Metagenomprojekts aus der Sargasso-See konnten 69 % der 

generierten Sequenzen keinen bekannten Funktionen zugeordnet werden (Venter et al., 2004). 

Bisher wurden mehr als 300 bakterielle Genome vollständig sequenziert (Binnewies et al., 

2006). Der Großteil dieser Genome stammt dabei von medizinisch relevanten Bakterien. 

Diese Sequenzinformation ist auch in Anbetracht des hohen Anteils bislang nicht 

kultivierbarer Mikroorganismen im Boden relativ gering. Je mehr Genome aus solchen 

Habitaten rekonstruiert werden, umso mehr Gene können mit phylogenetischen Markern in 

Verbindung  gebracht werden. Tyson et al. (2004) gelang es beispielsweise, zwei Genome 

(Leptospirillum; Ferroplasma) durch die Sequenzierung einer Metagenombank aus einem 

Biofilm fast vollständig zu rekonstruieren. Dies war möglich, weil die Biofilmgemeinschaft 

von wenigen bakteriellen Gattungen dominiert wurde. Für die wesentlich komplexeren 

bakteriellen Gemeinschaften aus dem Boden ist eine Rekonstruierung von Genomen mit 

einem vergleichbaren Datensatz kaum vorstellbar.  

 

Der Vergleich der Sequenzen der vorliegenden Arbeit mit den Sequenzen öffentlicher 

Datenbanken zeigte, dass die genetische Information der Metagenombank aus dem Boden für 

eine Vielzahl an unterschiedlichen funktionellen Proteinen kodierte. Schmeisser et al. (2003) 

beschrieben ebenfalls eine große Anzahl funktioneller Klassen in ihrem Sequenzierungs-

ansatz. In diesem Ansatz, in dem eine Cosmid-Bibliothek eines Biofilms untersucht wurde, 

stand allerdings ein größerer Datensatz als in der vorliegenden Arbeit zur Verfügung.  

 

Die Diversität möglicher proteinkodierender Gene, die durch die Zuordnung zu den 

verschiedenen COG-Kategorien reflektiert wurde, war mit der von drei komplett 

sequenzierten Genomen kultivierter Mikroorganismen (Mesorhizobium loti, B. subtilis, 

Methanocaldococcus jannaschii) vergleichbar. Geringfügige Abweichungen sind im relativ 

geringen Datensatz der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu den sequenzierten Genomen 

begründet. Auch Treusch et al. (2004) konnten in ihrem Endsequenzierungsansatz 

vergleichbare Zuordnungen zu COG-Kategorien zwischen den von ihnen untersuchten 

Sequenzen und den Sequenzen derselben Referenzorganismen feststellen. Obwohl in diesem 

Ansatz ein größerer Datensatz als in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, traten auch 

geringe Abweichungen auf.  

 

Obwohl die erhaltenen Sequenzen des Endsequenzierungsansatzes keine vollständige Analyse 

der physiologischen und metabolischen Funktionen der Metagenombank erlaubten, gewährten 
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sie dennoch einen Einblick in die genomische Struktur und das metabolische Potential der 

Metagenombank. 

5.3.3 Phylogenetische Charakterisierung der Metagenombank 

 
Um Aussagen über den phylogenetischen Ursprung der sich in der Metagenombank 

befindenden DNS treffen zu können, wurden die Sequenzen des Endsequenzierungsansatzes, 

die für phylogenetische Marker kodierten, ausgewertet. Neben t-RNS-Synthetasen und 

Elongationsfaktoren wurde ein partielles 23S-rRNS-Gen eines bisher nicht kultivierbaren 

Mikroorganismus detektiert. Der nächste Verwandte, der sich zuordnen ließ, hatte eine 

phylogenetische Ähnlichkeit von 96 % zu Xanthomonas oryzae. Das Screening der gesamten 

Metagenombank nach phylogenetischen Markern war im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

nicht möglich. In anderen Arbeiten (Béjà et al., 2000; Liles et al., 2003; Cottrell et al., 2005) 

wurden bei der Durchsuchung von Metagenombanken zahlreiche 16S-rRNS-Gene gefunden, 

die eine breite Diversität an Mikroorganismen abdeckten. Pro bakteriellem Genom kann die 

Anzahl an rRNS-Operonen zwischen einem und 15 variieren (Rainey et al. 1996). Sporen-

bildende Bodenbakterien wie Bacillus subtilis  (Loughney et al., 1983) und Clostridium 

paradoxum (Rainey et al., 1996) enthalten beispielsweise 10 – 15 Kopien von rRNS-

Operonen pro Genom. Klappenbach et al. (2000) konnten in einem mit dem Herbizid 2,4-

Dichlorphenoxyessigsäure (2,4-D) beaufschlagten Bodenmikrokosmos nachweisen, dass  

2,4-D abbauende Bakterien mit multiplen (x  = 5,4) rRNS-Genen dominant wurden, während 

in den unbehandelten Kontrollen Populationen mit weniger rRNS-Operonen (x  = 2,7) 

dominierten. Unter der Annahme, dass ein durchschnittliches bakterielles Genom eine Größe 

von 4 Mb aufweist und zwischen einem und fünf rRNS-Operonen enthält, müsste die 

Metagenombank in dem hier untersuchten Ansatz zwischen 24 und 120 16S-rRNS-Gene 

enthalten. Rondon et al. (2000) hingegen konnten in ihrer SL1 Metagenombank aus dem 

Boden, die eine vergleichbare Größe zu der Metagenombank der vorliegenden Arbeit aufwies, 

nur sieben 16S-rRNS-Gene entdecken.  

5.3.4 Auffinden eines Glyphosat abbauenden Klons in der Metagenombank 

 
Zunächst wurden die 5079 Klone der Metagenombank in einem funktionellen Screening auf 

ihre Fähigkeit, Glyphosat als einzige P-Quelle zu nutzen, untersucht. Eine solche funktionelle 

Analyse hat das Potenzial, völlig neue Genklassen zu entdecken, die für neue Enzymtypen 

oder Enzymklassen kodieren. Der Vorteil eines funktionellen Screenings beruht darauf, dass 
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eine vorherige Kenntnis der Gensequenzen nicht erforderlich ist (Daniel, 2004) und dass nur 

aktive Enzyme detektiert werden (Lorenz et al., 2002a). Von den 265 Klonen, die ein 

schwaches Wachstum zeigten, waren acht im INT-Test ebenfalls schwach positiv. Ein Grund 

für das schwache Wachstum der Klone im INT-Test kann eine andere Kodonverwendung von 

E. coli im Vergleich zu den Donor-Organismen sein (Streit und Schmitz, 2004). Zum 

Nachweis, dass diese Klone Glyphosat als einzige P-Quelle nutzten, waren weitere Versuche 

notwendig. Das Screening einer Metagenombank unter der Verwendung von INT wurde 

bislang nicht dokumentiert. Henne et al. (1999) konnten aber in ihrer Metagenombank durch 

die Verwendung von TTC, einem sehr ähnlichen künstlichen Elektronenakzeptor, fünf Klone 

nachweisen, die 4-Hydroxybutyrat abbauen konnten. Die Ursachen für eine fehlende 

heterologe Expression rekombinanter Proteine in E. coli sind vielfältig. Zunächst müssen 

vollständige Gene und Operone in Verbindung mit nativen Promotoren und ribosomalen 

Bindungsstellen in der Metagenombank vorhanden sein und von E. coli erkannt werden 

(Daniel, 2004). Um eine heterologe Genexpression zu gewährleisten, müssen die 

rekombinanten Proteine korrekt gefaltet und prozessiert werden, wichtige Chaperone und 

Kofaktoren müssen vorhanden sein und die Sekretionsmaschinerie von E. coli muss die 

rekombinanten Proteine exportieren können (Gabor et al., 2004b). Dies kann im Vorfeld eines 

Aktivitätsscreenings nicht vorausgesagt werden. Die Toxizität der rekombinanten Proteine 

kann als Ursache vernachlässigt werden, da pBeloBAC11 ein single-copy Plasmid ist (Liles et 

al., 2003). In einer BAC-Bibliothek, die in E. coli mit genomischer DNS eines grampositiven 

Bakteriums (Bacillus cereus) konstruiert wurde, konnte eine heterologe Genexpression für 

sechs von zehn untersuchten Aktivitäten nachgewiesen werden (Rondon et al., 1999). In 

Metagenombanken wurden bisher beispielsweise hämolytische Aktivitäten (Gillespie et al., 

2002), ein amylolytisches Enzym (Yun et al., 2004), hydrolytische Enzyme (Ferrer et al., 

2005), Amidasen (Gabor et al., 2004a), Chitinasen (Cottrell et al., 1999) und β-Lactamasen 

(Song et al., 2005) in Aktivitätsscreenings detektiert. 

 

Da im kultivierungsabhängigen Ansatz vor allem grampositive Bakterienspezies 

nachgewiesen wurden, die Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen konnten, wäre die Wahl 

eines grampositiven Klonierungswirtes unter Umständen sinnvoll gewesen. 

 

Der Vorteil eines Screenings, das auf der DNS beruht, liegt darin, dass es nicht auf die 

heterologe Genexpression in E. coli angewiesen ist. Beispielsweise können in diesem Ansatz 

auch  Klone gefunden werden, die im Aktivitätsscreening unentdeckt blieben, da in E. coli 



Diskussion                                                                                                                              101  

das Expressionslevel den nötigen Schwellenwert nicht erreichte (Lorenz et al., 2002a). Auch 

können partielle Gene detektiert werden. Für diesen Ansatz müssen Primer konstruiert 

werden, die konservierte Genregionen erkennen können. Diese werden entweder direkt in der 

PCR eingesetzt oder dienen dazu, Hybridisierungsproben zu erstellen. In diesem Ansatz bleibt 

allerdings offen, ob die Enzyme, für die die gefundenen Sequenzen kodieren, auch aktiv sind. 

Ein weiterer Nachteil des Screenings, das auf der DNS-Ebene beruht, besteht darin, dass 

keine völlig neuen Genklassen detektiert werden können. Dennoch ist die molekulare 

Diversität so groß, dass auch neue Varianten bekannter funktioneller Proteinklassen auf diese 

Weise identifiziert werden konnten (Lorenz et al., 2002a). Für Xylanasen (Radomski et al., 

1988), Polyketidsynthasen (Seow et al., 1997) und andere biotechnologisch relevante 

Enzymklassen (Lorenz et al., 2002b) wurde dies bereits demonstriert. Die PCR-Primer 

wurden dabei von konservierten Regionen bekannter Gene abgeleitet. Die degenerierten 

Primer phnJ1und phnJ2 der vorliegenden Arbeit wurden eingesetzt, um die 265 im 

Vorscreening ermittelten Klone der Metagenombank auf das Vorhandensein von phnJ-Genen 

und somit eines C-P-Lyaseoperons zu untersuchen. Von einem Klon (26A:F8) konnte ein 

PCR-Produkt der gewünschten Größe amplifiziert werden. Es konnte aber keine Ähnlichkeit 

zu bekannten phnJ-Genen festgestellt werden. Ob es sich bei diesem PCR-Produkt um ein 

unspezifisches Amplifikat handelte oder um eine bisher unbekannte Variante des phnJ-Gens, 

wurde in einem weiteren Versuch nach der Glyphosatabbaufähigkeit dieses Klons getestet. In 

der Glyphosatanalytik konnte dieser Klon die Glyphosatkonzentration im Versuchsverlauf 

nicht verringern. Er konnte somit Glyphosat nicht abbauen. Das Vorhandensein von phnJ-

Genen in den restlichen Klonen der Metagenombank konnte im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit nicht bearbeitet werden. In Metagenombanken konnten bislang durch Screenings, die 

auf der DNS-Ebene basierten, beispielsweise Dehydratasegene (Knietsch et al., 2003) und 

Gene, die für Polyketidsynthasen (Seow et al., 1997) kodierten, detektiert werden.  

 

Von den acht im INT-Test schwach positiven Klonen, konnte ein Klon (17A:C5) im 

Versuchsverlauf die Glyphosatkonzentration im Vergleich zur Negativkontrolle verringern. 

Von diesem Klon konnte mittels PCR kein phnJ-Gen nachgewiesen werden. Da in den beiden 

bekannten Glyphosatabbauwegen C-P-Lyasen eine bedeutende Rolle spielen, ist es 

vorstellbar, dass dieser Klon einen bisher unbekannten Weg des Glyphosatabbaus benutzt. 

Allerdings ist es auch möglich, dass ein phnJ-Gen in dem Klon 17A:C5 enthalten war, von 

dem Primerpaar phnJ1 und phnJ2 aber nicht erkannt wurde. Ein Grund hierfür kann sein, dass 

die verwendeten Primer nur teilweise gebunden haben oder zu spezifisch waren. Zum 
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endgültigen Nachweis der Glyphosatabbaufähigkeit des Klons 17A:C5 müsste ein Metabolit 

nachgewiesen werden. Die vollständige Sequenzierung dieses Klons kann Aufschluss über 

die zum Glyphosatabbau relevanten Gene liefern.  

5.4 Genetisches Potenzial zum Glyphosatabbau in Bodenproben von A17 und NM 

 
Phosphonate sind in der Umwelt allgegenwärtig. Neben natürlich vorkommenden Phospona-

ten wie Phospholipidanaloga, Phosphonatantibiotika und 2-Aminoethylphosphonsäuren 

spielen synthetische Phosphonate vor allem in der Landwirtschaft in Form von Phosphonat-

insektiziden und dem Herbizid Glyphosat eine bedeutende Rolle. Nur wenige Mikroorganis-

men können Phosphonate als einzige C- oder N-Quelle nutzen (Obojska, 1999). Zahlreiche 

Mikroorganismen hingegen verwenden Phosphonate meist unter Phosphatmangelbedingung 

als einzige P-Quelle zum Wachstum. Die C-P-Verbindung wird hierbei durch die Enzyme 

Phosphonoacetathydrolase, Phosphonopyruvathydrolase, Phosphonatase und C-P-Lyase 

gespalten. Phosphonatasen und C-P-Lyasen sind dabei für den Abbau der meisten 

Phosphonate in der Natur verantwortlich (Kononova und Nesmeyanova, 2002). Viele Mikro-

organismen, die aus den verschiedensten Umweltproben isoliert wurden, metabolisieren 

Phosphonate mit Hilfe der C-P-Lyase. Diese weist die Besonderheit auf, dass sie eine breite 

Substratspezifität besitzt (Dick und Quinn, 1995). Dies lässt auf die Bedeutung von 

Phosphonaten als potenzielle Nährstoffe schließen. Homologe Gene für den C-P-Lyase-

abbauweg kommen dabei in entfernt verwandten Bakterienspezies vor (Huang et al., 2005).  

 

Zur Konstruktion der Primer phnJoc1 und phnJoc2 wurden die phnJ-Sequenzen der Isolate 

A17:32 und NM:5 (phylogenetische Ähnlichkeit mit Paenibacillus sp. und Paenibacillus 

alginolyticus), die sowohl bei den physiologischen als auch bei den genetischen Versuchen 

ein positives Ergebnis lieferten, und die in den öffentlichen Datenbanken zugänglichen phnJ-

Sequenzen berücksichtigt (Engel, persönliche Mitteilung). Die öffentlichen Datenbanken 

enthielten dabei vor allem die Genomsequenzen von pathogenen Mikroorganismen und nur 

einige landwirtschaftlich oder ökologisch relevante Gruppen (Huang et al., 2005). Bisher 

wurden in der Literatur ausschließlich Primer beschrieben, die für die Detektion der phnJ-

Gene von Sinorhizobium meliloti (Parker et al., 1999) und Trichodesmium erythraeum 

(Dyhrman et al., 2006) konstruiert wurden (vgl. 4.2.1.2). Parker et al. (1999) gelang es mit 

dem von ihnen konstruierten Primerpaar das phnJ-Gen von Sinorhizobium meliloti 

nachzuweisen. Dyhrman et al. (2006) konnten mit dem von ihnen konstruierten Primerpaar 

neben dem phnJ-Gen von Trichodesmium erythraeum in drei weiteren Trichodesmium-
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Spezies (T. tenue, T. thiebautii, T. spiralis) phnJ-Gene detektieren. Es bestand keine 

signifikante Ähnlichkeit zwischen den Primern dieser Arbeiten und den Primern in der 

vorliegenden Arbeit. Für die Konstruktion speziesspezifischer Primer stehen deutlich mehr 

konservierte Bereiche zur Verfügung als für die Konstruktion der Primer der vorliegenden 

Arbeit, die phnJ-Sequenzen verschiedener phylogenetisch entfernt verwandter Organismen 

nachweisen sollten.  

 

Mit dem Primerpaar phnJoc1/phnJoc2 konnten in beiden Böden (schluffiger Boden A17 und 

sandiger Boden NM) und bei beiden Behandlungsformen (mit/ohne Glyphosat-

beaufschlagung) phnJ-Genfragmente diverser Mikroorganismen detektiert werden. Die 

Auswertung der Klongenbanken wies interessanterweise ausschließlich PhnJ-Sequenzen 

nach, die Ähnlichkeiten mit PhnJ-Sequenzen von α-Proteobakterien hatten. Dies ist nicht 

durch die Primer selbst bedingt, da in der virtuellen PCR auch phnJ-Gene von β-, γ- und δ-

Proteobakterien, einem Cyanobakterium und einem grampositiven Bakterium nachgewiesen 

werden konnten. Dies wurde auch in in vitro PCR bestätigt, in der mit dem Primerpaar 

phnJoc1/phnJoc2 phnJ-Sequenzen von grampositiven Bakterien (Oceanobacillus iheyensis; 

Paenibacillus sp., P. alginolyticus) detektiert werden konnten. Da es sich bei den beiden 

Paenibacillus-Spezies um Isolate aus A17 und NM handelte, müssen die phnJ-Gene dieser 

Isolate in beiden Böden vorhanden sein. Gründe für einen fehlenden Nachweis dieser phnJ-

Gene in der PCR können einerseits dadurch bedingt sein, dass die grampositiven Bakterien 

bei der DNS-Isolierung nicht lysiert wurden, andererseits kann auch ihre Anzahl im Boden so 

gering sein, dass sie unter der Nachweisgrenze liegen. Auch gehören Paenibacilli zu den R-

Strategen, die sich leicht kultivieren lassen, da sie sich unter günstigen Nährstoff-

verhältnissen, wie dies bei dem hier verwendeten MOPS-Medium möglich wäre, schnell 

vermehren können. Dies könnte ein Grund dafür sein, dass sie bei der Isolierung 

überrepräsentiert waren. Je nach Standort schwankte der Anteil an Sequenzen, die nicht für C-

P-Lyasen kodierten, zwischen 32,5 % und  65 %. Der hohe Anteil lässt sich dadurch erklären, 

dass der Primer phnJoc1 zweimal gebunden hat. Diese Amplifikate ließen sich nicht anhand 

ihrer Größe von den Amplifikaten der phnJ-Gene unterscheiden.  

 

An einem Standort und unter einer Behandlungsform (schluffiger Boden A17 + Gly) wurde 

die bakterielle Diversität der nachweisbaren phnJ-Gene und PhnJ-Sequenzen komplett erfasst. 

Im Vergleich zu den PhnJ-Sequenzen desselben Standortes ohne Glyphosatapplikation wurde 

durch den Zusatz von Glyphosat am Standort A17 die Diversität herabgesetzt. Dies kann 
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dadurch bedingt sein, dass bestimmte Mikroorganismen durch den Zusatz von Glyphosat in 

ihrem Wachstum stimuliert wurden und die Population anschließend dominierten. Seghers et 

al. (2001) konnten ebenfalls nach einer Herbizidbehandlung eine herabgesetzte Diversität von 

Typ I Methanotrophen nachweisen. Chang et al. (2001) untersuchten amoA Klon-

bibliotheken, die nach der Behandlung mit fünf Herbiziden (Atrazin, Dicamba, Fluometuron, 

Metachlor und Sulfentrazon) erstellt wurden. Während die unbehandelte Kontrolle stabile 

Populationsgrößen aufwies, konnte nach dem Herbizidzusatz von 100 ppm eine signifikante 

Populationsabnahme beobachtet werden. Da der Standort A17 in der Vergangenheit bereits 

mehrfach mit Glyphosat behandelt wurde, sind die Mikroorganismen bereits gut an den 

Abbau von Glyphosat adaptiert. Der sandige Boden des Standortes NM wies im Vergleich 

zum schluffigen Boden des Standortes A17 eine größere Diversität an phnJ-Sequenzen auf. 

Über die Auswirkungen der Applikation von Glyphosat auf die Diversität der phnJ-

Sequenzen an diesem Standort (NM) können erst gesicherte Aussagen getroffen werden, 

wenn eine größere Anzahl an phnJ-Sequenzen zur Verfügung steht.  

  

Alle in der vorliegenden Arbeit detektierten PhnJ-Sequenzen konnten in einer phylogene-

tischen Analyse zwei Gruppen zugeordnet werden. Gruppe A enthielt PhnJ-Sequenzen 

verschiedener bakterieller Linien, während in der größeren Gruppe B PhnJ-Sequenzen mit 

Ähnlichkeiten zu den PhnJ-Sequenzen von drei α-Proteobakterien eingeschlossen waren. Eine 

Gruppierung der Sequenzen nach Standort und Behandlungsform wurde dabei nicht 

beobachtet. In einer phylogenetischen Analyse aller in öffentlichen Datenbanken zugäng-

lichen PhnJ-Sequenzen konnten Dyhrman et al. (2006) hingegen drei Hauptgruppen identi-

fizieren. Eine Gruppe enthielt PhnJ-Sequenzen von γ-Proteobakterien, eine Gruppe bestand 

ausschließlich aus PhnJ-Sequenzen von α-Proteobakterien und die dritte Gruppe enthielt 

PhnJ-Sequenzen verschiedener bakterieller Linien. Im Gegensatz zu den PhnJ-Sequenzen der 

vorliegenden Arbeit, die durch Umschreiben der in der PCR detektierten phnJ-Genfragmente 

entstanden, untersuchten Dyhrman et al. (2006) vollständige PhnJ-Sequenzen. 

 

Der Großteil der in den beiden Böden detektierten PhnJ-Fragmente wies Ähnlichkeiten mit 

der PhnJ-Sequenz von Rhodopseudomonas palustris auf. Im Isolierungsansatz konnte 

hingegen kein Rhodopseudomonas palustris nachgewiesen werden. Dies ist auf die verwen-

dete Isolierungsmethode und das eingesetzte Medium zurückzuführen. 

 

Viele phn-Operons befinden sich in der Nähe von mobilen genetischen Elementen wie 
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Transposasen (Huang, 2005). Für das phn-Operon von Trichodesmium erythraeum gibt es 

Beweise, dass es durch horizontalen Gentransfer erworben wurde (Dyhrman et al., 2006).  

T. erythraeum ist bisher das einzige marine Cyanobakterium, das Gene für einen C-P-

Lyaseweg enthält und sich dadurch wahrscheinlich einen Wettbewerbsvorteil sichert. 

Lateraler Gentransfer dürfte auch im Boden eine wichtige Rolle spielen, da durch die 

Fähigkeit des Phosphonatabbaus das Überlebenspotential von Mikroorganismen erhöht wird. 

Für A17 und NM wurde das Vorhandensein von phnJ-Genen nachgewiesen. Es ist davon 

auszugehen, dass diese Gene auch tatsächlich exprimiert werden. Dies müsste experimentell 

bestätigt werden, wie dies für die Expression des phnJ-Gens in T. erythraeum unter Phosphat-

mangelbedingungen bereits erfolgte (Dyhrman et al., 2006). Durch reverse Transkription der 

m-RNS und anschließende PCR konnte nur in T. erythraeum-Kulturen, die unter Phosphat-

mangelbedingungen angezogen wurden, die Expression des phnJ-Gens nachgewiesen werden.  

5.5 Schlussfolgerungen und Ausblick 

 
Die Abbauraten von Glyphosat in Böden variieren erheblich, deshalb kann die Akkumulation 

von Glyphosat nach wiederholter Applikation nicht ausgeschlossen werden. Dies unterstreicht 

die Bedeutung, die Mechanismen des Glyphosatabbaus im Boden näher zu untersuchen. Die 

vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass mit kultivierungsabhängigen Methoden Mikro-

organismen, die Glyphosat als einzige Phosphatquelle nutzten, aus verschiedenen Böden 

isoliert werden konnten. Unter den gewählten Versuchsbedingungen wurden in diesem kulti-

vierungsabhängigen Ansatz vor allem grampositive Bakterien isoliert. Der kultivierungs-

unabhängige Ansatz hingegen lieferte einen viel versprechenden Kandidaten, der zum Abbau 

von Glyphosat befähigt zu sein schien. In diesem kultivierungsunabhängigen Ansatz wurde in 

einer zeit- und arbeitsintensiven Methode eine Metagenombank erstellt. Diese kann zukünftig 

nach weiteren Mechanismen des Glyphosatabbaus und beliebigen weiteren mikrobiellen 

Funktionen durchsucht werden. Das Vorhandensein von C-P-Lyaseoperonen konnte durch 

den Nachweis von phnJ-Genen diverser Mikroorganismen in den untersuchten Böden 

erbracht werden. Hierbei zeigte sich, dass in dem schluffigen Boden (A17) die Applikation 

von Glyphosat zu einer Reduzierung der Diversität der nachweisbaren phnJ-Gene führte. Die 

ausschließliche Identifizierung von PhnJ-Sequenzen mit Ähnlichkeiten zu PhnJ-Sequenzen 

von α-Proteobakterien, lässt vermuten, dass α-Proteobakterien eine besondere Rolle im Abbau 

von Glyphosat und anderer Phosphonate im Boden spielen. Das Ergebnis kann dazu anregen, 

α-Proteobakterien verstärkt auf ihre Glyphosat- und Phosphonatabbaufähigkeit zu unter-

suchen. Die Funktionalität der phnJ-Gene müsste durch Expressionsversuche bestätigt 
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werden. Die Ergebnisse zeigen, dass nur die Kombination kultivierungsabhängiger und 

kultivierungsunabhängiger Methoden zu einem umfassenden Verständnis über die Aus-

wirkungen von Pestiziden führen kann.  

 

Die breite Substratspezifität wurde für den C-P-Lyaseabbauweg beschrieben. Zahlreiche 

Mikroorganismen konnten neben Glyphosat eine beträchtliche Anzahl weiterer Phosphonate 

als einzige P-Quelle nutzen (Quinn et al., 1989; Konanova und Nesmeranova, 2002; 

Schowanek und Verstraete, 1990). Dennoch kann von dem Vorhandensein von C-P-Lyase 

kodierenden Genen nicht unmittelbar auf die Fähigkeit zum Glyphosatabbau geschlossen 

werden. E. coli beispielsweise besitzt ein phn-Operon, kann Glyphosat aber nicht als P-Quelle 

nutzen (Kononova und Nesmeyanova, 2002). Hierbei wird davon ausgegangen, dass es sich 

um ein Transportproblem handelt. Eine genauere Untersuchung der für den Phosphonat-

transport verantwortlichen Gene in verschiedenen Mikroorganismen könnte dazu beitragen, 

C-P-Lyasegene zu detektieren, die glyphosatspezifisch sind. Die Kristallisation der C-P-Lyase 

könnte Aufschluss über ihre Substratbindungsstellen geben.  

 

Auf lange Sicht könnten diese glyphosatspezifischen C-P-Lyasegene dazu genutzt werden, in 

biotechnologischen „on-site“-Verfahren eingesetzt zu werden. An Standorten, an denen sich 

Glyphosat akkumuliert und nur sehr langsam abgebaut wird, könnte durch gezielte Bioreme-

diation der Glyphosatabbau beschleunigt werden. Dies gilt allerdings nur unter der 

Voraussetzung, dass die Bioverfügbarkeit von Glyphosat in dem entsprechenden Boden 

gegeben ist. Ein besseres Verständnis über den Abbau von Pestiziden im Boden ist 

unentbehrlich, um Kontaminationen, die durch Pestizide verursacht werden, zu reduzieren.  
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6. Zusammenfassung 

 
Mit dem Aufkommen von herbizidresistenten Pflanzen werden einige Herbizide besonders 

häufig eingesetzt werden. Deren Abbau muss verstanden werden, um ihn unterstützen zu 

können. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Verständnis über den Abbau des 

Herbizids Glyphosat im Boden zu erweitern, C-P-Lyase kodierende Gene nachzuweisen und 

ihre Diversität und ihre Beeinflussung durch Glyphosat darzustellen. Im Mikrokosmen-

experiment wurde mit zwei unterschiedlichen agrarischen Bodenmaterialien (schluffig bzw. 

sandig) der kurzfristige Einfluss der Applikation von Glyphosat auf die Bodenmikroflora 

bestimmt. Im sandigen Oberboden bewirkte die Aufbringung von Glyphosat einen Anstieg 

der CO2- und der N2O-Produktion. In einem kultivierungsabhängigen Ansatz konnten von 

beiden Standorten insgesamt vier Bakterienspezies (phylogenetische Ähnlichkeiten mit 

Paenibacillus sp.; P. alginolyticus; Rhodococcus sp.; Burkholderia hospita) isoliert werden, 

die Glyphosat als einzige P-Quelle nutzen konnten. In den beiden Isolaten, die eine 

phylogenetische Ähnlichkeit mit Paenibacillus aufwiesen, konnte das Vorhandensein eines C-

P-Lyaseoperons durch den Nachweis des phnJ-Gens erbracht werden. Dies gibt Hinweise 

darauf, dass in diesen beiden Isolaten Glyphosat und andere Phosphonate über den C-P-

Lyaseweg abgebaut werden. In den anderen beiden Isolaten (phylogenetische Ähnlichkeiten 

mit Rhodococcus sp.; Burkholderia hospita) konnte kein C-P-Lyaseoperon detektiert werden. 

Diese beiden Bodenisolate enthalten entweder ein phnJ-Gen, das mit dem entwickelten 

Primerpaar nicht detektiert wird, oder sie bauen Glyphosat und andere Phosphonate nicht über 

den C-P-Lyaseweg, sondern über einen anderen biochemischen Weg ab. In einem 

kultivierungsunabhängigen Ansatz wurde eine Metagenombank aus dem sandigen Boden NM 

bestehend aus 5079 Klonen mit einer durchschnittlichen Insertgröße von 18,6 kb erstellt. 

Insgesamt wurden 94,4 Mbp an DNS in dieser Bibliothek zusammengestellt. Die 

Endsequenzierung von ca. 2,0 % der Klone ergab, dass eine große Anzahl funktioneller 

Klassen und eine große Diversität proteinkodierender Gene in der Metagenombank enthalten 

war. Zudem wurde in diesem Ansatz ein partielles 23S-rRNS-Gen eines bisher nicht 

kultivierten Bakteriums detektiert. In dem funktionellen Screening der Metagenombank 

wurde ein viel versprechender Klon (17A:C5) festgestellt, der im Vergleich zur Negativkon-

trolle die Glyphosatkonzentration verringern konnte. Ein C-P-Lyaseoperon konnte in diesem 

Klon nicht nachgewiesen werden. Das phnJ-Gen wurde in diesem Klon mit dem entwickelten 

Primerpaar entweder nicht erkannt oder der Abbau von Glyphosat erfolgte nicht über den C-

P-Lyaseweg. Die noch ausstehende vollständige Sequenzierung dieses Klons und der 
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Nachweis von Metaboliten werden zur Klärung der offenen Fragen beitragen. In beiden 

untersuchten Böden konnten mit und ohne Glyphosatapplikation phnJ-Gene detektiert 

werden, die interessanterweise alle Ähnlichkeiten mit phnJ-Genen von α-Proteobakterien 

aufwiesen. In dem schluffigen Boden A17 wurde dabei die komplette bakterielle Diversität 

der phnJ-Gene erfasst. Durch die Applikation von Glyphosat wurde die Diversität der phnJ-

Gene herabgesetzt.  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination 

kultivierungsabhängiger und kultivierungsunabhängiger Methoden Nachteile der jeweiligen 

Methoden umgangen werden können. Es wurden Gene identifiziert, die beim Glyphosat- bzw. 

Phosphonatabbau im Boden eine wichtige Rolle spielen. Damit wurden die ersten Schritte für 

eine Bioremediation dieser Xenobiotika geschaffen. Weiterführende Untersuchungen werden 

nötig sein, bis ein ausgereiftes biotechnologisches „on-site“-Verfahren entwickelt ist. Mit 

diesem Verfahren wird es möglich sein, in Böden, die sehr lange Halbwertszeiten beim 

Abbau von Glyphosat und anderer Phosphonate aufweisen, den Xenobiotikabbau zu 

beschleunigen. 
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8. Anhang 

 
Anhang 1: Sequenzen: 16S-rRNS-Genfragmente der im INT-Test positiven Bodenisolate 

>A17-32\(<<612R<<>>609V>>>) 

TGCGGCCCATTATCTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACAC

TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCTTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAA

CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCCTAGACGAACAGCAAGGCGAGTAAGTGCGCTTTGTGT

GACGGTATAGsAGAAGAArGCCCCGTCwAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAsGTAGGGGCCAAGCGTTGTCCGGAATTA

TTGGGskTAmAGCGCGCkCAGGCGGTTATTTAAGTTGGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCCAAAACTGGTT

GACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGCAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGAGAA

GGCGACTTTTTGGCCTATAACTGACGTTGAGGCGCGmAAGCGTGGGGAGCmAACAGGATTAGTTACCCTGGTAGTCCCCGCC

GTAAACGATGCATACTAGGTGTTGGGGATTCGATTCCTCGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGTATGCCGCCTGGGGAGTACG

CTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA

GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGAATATCCTAGAGATAGGGTAGGCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATG

GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACTTyGGGT

GGGCACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC

TACACACGTACTACAATGGTCGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCTAAAAAGCCGATCTCAGTTCGG

ATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGT

CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCGCAAGGGAGCCAGCCGCCGA

AGGTGGGGTAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTATG 

>A17-35\(<<612R<<>>609V>>>) 

GGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCAAGGACTGCATGGTTTTTGGTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGC

GGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGG

GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGC

CGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCA

CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAG

GCGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAAACTCACAGCTCAACTGTGAGCCTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGG

GAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGT

AACTGACGCTGAGGArCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAG

GTGTGGGTTCCTTCCACGGGATCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC

TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTT

GACATATACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTAAGAGACT

GCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATG

GCCGGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCG

ACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

GTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGCGA

TTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTG 
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>A17-41\(616V>>><<<630R) 

GAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAAC

GTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGTAAGGG

ATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCA

GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGAT

CCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAG

AAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA

CGTAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTATGGA

AGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTC

CATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGT

TAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAA

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCT

TGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG

TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGAC

TGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAA

TGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTC

GAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

GTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTG

GGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCT 

>NM5\(<<612R<<>>609V>>>) 

CTGGTTTTCTCGCATGAGAGAATCATGAAACACGGAGyAATCTGTGGCTTATAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT

AGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT

TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCCTAGACGAACAGCAAGGCGAGTAACTGCGCTTTGTGTGACGGTATAGGAGAAGAAAGC

CCCGkCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA

GGCGGTTAATTAAGTTGGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCCAAAACTGGTTGACTTGAGTGTAGGAGAG

GAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCCTATA

ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGCATACTAG

GTGTTGGGGATTCGATTCCTCGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGTATGCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTC

AAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA

CATCCGGATGTAACACCTAGAGATAGGkGCCCTCTTCGGAGCAyyGrAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACTTyGGGTGGGCACTCTAAGATGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGT

CGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCTTATAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCC

TGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTC

ACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCGCAAGGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGATTG

GGGTGAAGTC 

>NM36\(616V>>><<<630R) 

GAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGAGTTGATrrGAAGCTTGCTTyCTTGATrsTTAGCGGCGGACGGGTG
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AGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCT

GAAGrAAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG

CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG

CTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACG

TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAG

TCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC

ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGC

GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCG

ATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACG

GGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCyswmTGAyCG

rTGCAGAGATGTAyCTTTyCTTCGGrACAkwsrAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCAyTTCGGrTGGGCACTCTAGATAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCTGC

GAAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAA

TTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTA

TAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCGCAAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

GTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCT 

>NM37\(<<612R<<>>609V>>>) 

CTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGTAAGGGATCGG

CCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGC

CATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCC

CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAG

GCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTATGGAAGAG

GTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATT

ACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGC

CGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCA

AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGAC

ATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCC

GGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGT

GGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGT

GCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC

ACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTG

AAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTTmTG 

>NM39\(<<612R<<>>609V>>>) 

ATACCGCATACGACCTAAGGGAGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTT

GGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
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CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAA

GGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTTGGATAATACCTGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAAT

AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTG

CGCAGGCGGTTTGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 

GAACTGCATTTGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGT

GGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA

GATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAG

TTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGAT

TAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGCTCGAAAGAGAA

CCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTC

CTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGG

CCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCTAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAA

ACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG

TGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAG

GAGGACGGTCACCACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACC

TCCTTTATG 

>NM50\(616V>>><<<630R) 

GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAG

TAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTCTGGATGAAAGC

GGGGGACCGAAAGGCCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC

GATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG

GAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCC

GGAAAGAAAACCrCTTCTCTAATACAGrGGTGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGyTAAGACCGATGTGAA

ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCA

GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCG

TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTA

ACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCAC

AAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTTGCCGAGAGG

TGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

GCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG

GATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCG

AGGTGGAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA

TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGA

AGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATC

GGAAGGTGCGGCT 
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Anhang 2: phnJ-Genfragmente der Bodenisolate 

 

>A17:32\(phnJ1) 

TTCGGATGAATCGGTAAATGCCGTCAGCATTAAGAAGCTGATCGATAAAACAACGGGTATTCCTACGGTAGATGCAACCAAG

GATGCTACGTTGATCCAATCCAGACACCGTATTCCGGAAGTCCCGCTAGACGCAGGGCAAATCCTCGTCTTGCAGGTTCCGAT

GCCGGAGCCGCTGCGGATGTACGAATCCAGTGAACTGGAGACCAAACGTCTGCATGGGGAGAAAGATTACAGCGGGGCCTG

GTTGATGCTATTCGAGCAAATCATGAAGTACGGCAGTGTATCCACGGGTGCGGATCATCCGGTTATGGTTCATGACCGCTATG

TCATGGCGCCAAGCCCGATTCCGAAATTCGACAATCCGAAGATGAACTATTCCGAAGCTTTAATTTTACTGGGTGCSGGRCGM

RARAAGMRR 

>NM5\(phnJ1) 

GAATCGGTAAATGCCGTTAGCATTAAGAAGTTGATCGACAAAACAACGGGAGTTCCTACGGTAGACGCGACTAAGGATGCTA

CGTTGATCCAATCCCGACATCGTATTCCGGAAGTCCCGCTAGACGCAGGGCAAATCCTCGTCTTGCAGGTTCCGATGCCGGAG

CCGCTTCGGATGTACGAATCCAGTGAACTGGAGACCAAACGTCTGCATGGGGAGAAAGATTACAGTGGAGCCTGGTTGATGT

TATTCGAGCAAATCATGAAATACGGCAGTGTATCCACAGGTGCGGATCATCCGGTTATGGTGCATGACCGCTATGTTATGG 

CGCCAAGCCCGATTCCGAAGTTCGATAATCCGAAGATGAACTATTCCGAGGCTTTAATTTTGCTAGGTGCSGGACGMRAAAA

GMVRCTTTGTGATCGATGACGACAAGATCATTTCCTTCTACAAGTTCAATCCCCATTTGCCGGRCGMRAAAAGMRR 

 

Anhang 3: Sequenzen: Endsequenzierungsansatz der Metagenombank (Vektor bereits entfernt) 

 

>1A-B2 

CACAACAATTTCGTCGATGAGGCGCGGCACAGGCAGGTCGCGAGTGATCGCGTGTTCGAAGAAGCAGCCAGGCAACTGCGGT

GGCACTATCAATGGTGCGTCCTTCATGAATTCTTGCCGATACTCGTGGGTCAAACACTTGCCGACCTGGTGCTTGATGAAGGC

CCTCGGTGGTTCCGTCCTGCTCACGGCGCCTTTATACCGCTTGAGTTTGCTGACGCGGCTTATCGATACGGCCACTGTCAGATC

CGCCACCGGTATCTGCTGAATCGAGAGACCAAGCCGATGCCGGTGTTTCCCGACCTCCTCGGGTTCCGGGAGATCCCGCGTGA

GCGTGCCGTTGATTGGACCCTGTTCTTCGATACACCAGGCAAACGCACGGCACAGCGCTCCAAAAAGATCGACGGGAAATTA

GTGCGATCACTCATCCAGTTACCTGTTGCGCTCACGGGCGAGTGCGAGATTGACGACTATCATTCCCTCGCGGTGCGTGATCT

GCAACGCGGGCAAGGCGTGGGGCTTCCGTCTGGAGAAGCGGTAGCCCGCCATCTCGGAATCGCGCCACTCACCGCGGCGCAG

ATTTGCGTCGCCTCTACAGGTTGGCATGCCGAGACTCCACTGTGGTACTACGTACTCCGCGAGGCCGCCGCTTGCACCGGCGG

TCACCGTCTTGGCCCGGTTGGCGGTCGTATCGTAGCCGAGGTTCTGATCGGTCTGATCAAT 

>1A-C7 

CCTTCCACAACGTCCTCCTGAAATCTGCACAGCTCATGAGAACGCCCGAGGTCTGTAACCGACTGAGTCAGTTTGTCAACATT

TTCAGGCGAACTTCGGTGCAGACAAACCTCTGGCTTCGAGATGTTCCAGTTTTAGGTCTGGCGAAAACTAGTCTAGAGCGACT

AGGGGAAAGGCTGGGCGGCTTACCCTGAGCACAATTGTACACAGCGCTGGGAGCAGCGGCAATTCGGAAGTTAAGTGTTGCC

AACAGCGTTTACATTGAGAAATTTGGCCGATCCGGGCCAGTGAGTGATATTGATTCCATAACAACGCCGGCTCCCAGGCCCG

AGTAAACTTTGGTGGTGGCAACCAACCAAAGGCTCGGGCAGAAAGGAGCCGGACCATGATCATTATAGGAGCAGATTATCAC

CCGGGCTTCCAACAAATTGCTTTTGTAGATACGGAAACGGGAGATTGTGGAGAGCAGCGATTGCAACACCGCGAGGAAGCTG

AGAAGTTCTACCGCGATCTCGCAGCTCAGGGAACGAAGGTGCGCGTGGGGATGGAAGCCAGTGGGCATGCACGCTGGTTCGA

GCGACTGCTGGCGGAGCTGAACATCGAGTTATGGATTGGCGACGCGGCGGAGATTCGCACGAAACAGGTGCGCAAGCGGAA

GACGGATCGAGAGGATGCCCGGCTGCTGCTGCGCTTGATGCGGGAAGATCGCTTTCCGC 
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>1A-D10 

GTTGCCATGGTCGACATCGACCACTTCAAGCACGTCAACGACAAATTCGGCCATATGTTTGGTGACGCTGTGCTTAAGCGCGT

TGCTTCAACCCTGCAAGGCGCCGTAAACAGAGGCGACACCGTGTACCGGTTTGGCGGCGAAGAGTCTCTCGTCATTGCCGCCT

GCCGCGATATCGCTGACGCACGGTTGCTGGTCGAAGTGCTCAGAGAAGCAGTCGCCGCGGTCAACTTCCAGCATCGGCGCAA

CCGGCCTGCATTGCACGTGACCGTATCGGCGGGAGTAGCCGTATTCGATGCAGCGTCAGGCCCGTTCGAACACGTGATCGAG

CTGGCAGACCAGGCCCTCTACCGGGCCAAGGCTAACGGCCGCAACAGAGTCGAGCTTGCTGGCAGGTTCGAAGCTGAAAAGC

GGCCAGCCGCCTAGCTCATAGCACAAACCTGCGCTGAGCCTTGACGTTAACTTGTTAAGCATTAGTATGGCCGCGAACCGGCG

CACTGCCCGGTCAACGATGCGTTTCTCGCAGAGGAGAACCCTTAGATGATCATCGACGCTCACGCCCATACAAACGGCGGCA

ACCTGGGTAACTACAAAGCTGGCTTGCTGGCCTCGCGTGCCCTGGCCCGTGCCGAGTTTCACCAGAACGAAGACCAGCTGCG

CACCGCAGTCAACCACCACATGACCACGATCATGGACAAGGTCGGGACGGACATTCAGTTCCTC 

>1A-G9 

CCGGCCTGTTTCGTCGAGCAGCAGCGGGTGGTGGTGCCAAGTGGGCACCGGCAACTTGAGCAGGGCCTGGAGCAGACGGTGG

ACGTGCGTCGCCGGAAACAGGTCCATGCCGCGGGTGACCAGCGTGACGCCGTCGGCCGCATCGTCGAGCGTCACCGCGAGGT

GATAGCTCGCTGGCGTCTCGGCTTCCTTGCGCACCAGCACCAGGTCGCCGTGAAGCTCGGGCCGGGCGACCTGCTCGCCCATG

CGTTGGTCGATCCACGCCAGCGGTCCGGTGCGGCCGAGCGCCGCGGCCACGTTGAGCCGCCAGGCGACCGCTTCGCCAGGCG

CGAACGAAGCGCCGCGGCAGGTGCCCGGGTAAATCGGTCCGTCCGGGCCCTCGGCCGTCGCGGCGTCGCGAATCTCGATCCG

CGTGCAACGGCACGGGTAGAGCAGCCCCATCGCGCGCAGCCGCTCGGCCGCCGCTTCATAGGCCGCCAGCCGCGCCGATTGC

GCGGGCACCTCGTCCCACTCGAGCCCGAGCCAGGCGAGGTCGGCACGGAACTCGCGCTCCAGCTCGGGCCGCGAGCGCACGC

CGTCGATATCCTCGATCCTGAGCAGGAAGCACCCGCTCCGCGCTTGGGCCAGGTCATGCGCCACGATCGCCGAATACGCGTG

GCCGAGGTGCAGCGGGCCGTTGGGACTGGGGGCGAAACGAGTAACCACCATTCCTCCTC 

>1A-H12 

GGCACGAACTATCCGAAAGGTCCTCTCAAATGGGCGGACGAGATCGGCCTTGACCTGGTGTTCAATATCCTCAAGTCACTGCA

GGCATCGCTGGGCGACGAGCGCTACAGACCTGCACCCCTGCTTCGGCAGATGGTAAGATCAGGCGCGACGGGCGAGGCGGTG

GGCGAGGGGTGGCACACGCCCGGCGAGAAAGGGATGGTCTGACCACCGGGTTGAACCACAAAGGCACAAAGAGCACAAATA

TCGAGACCGGGTTCACCAAGCGTGGGTTTCTCAACCCCAGGATCAGGCGCAGACTGATGGTGCACCATGTGCCGCTGGCGGT

GGTGGCCGCTAACCTGACCTTTACGATATTGCTGCTGACGCCCTCGGCAAGCTCGCATTTCGCGCTGAGCATTGCCACAGCCT

ATGTGGGGCTGATCTTTTTGGCCGTGACACTGGCTGTTGGCCCGCTGAAACTACTTCGGGGGCTGCGCAATCCAGTGTCGAGC

GACCTGAGGCGGGATATAGGTATCTGGGCGGGCATAACGGGTTTGTTGCACGTGCTGGTGAGTTTGCCTCCCCTCGGCAGTAT

TATCTTTCTATTCCTTCGTGAAACGGGAGAGAAGTTCGGCCTGACGCTGCGGACGGATATAATCGGCCTGGCGAACGATTTCG

GCCTGCTGGCGACCGTGCTTACTCTTTTCCTTGTGCTACTCTCGAACGACTGGACACTCAGC 

>2A-A2 

CGGGAACGTGTCGGGCACGGTCCCGGTTTCCACCGTCATGGCCTGGTTCTCCTCCAGTGTGGGCGTAGTGTAGCCGCCCCCGT

CAACCGGGGGGTGTCTTTTGGTTGACAATCGGGGTTCGTCGCCCGGGGGAAACGCCCTGCAAACGCTCGCCGACCTGCTCGCC

GCCTCGCTCTGGACGCGCTCCCTCGCGCCCGCCCAGCTCGCGCGCGTGGAGGCCGAGACGGTGGTGCGCGACTTCCCCGCCG

GCGCGTACGTCTGCCGGAAGGGCGACCCGGTCGACCACTGGATCGGCGTGATCGACGGCCTCGTGAAGATGGCGAGCGTGAG

CCCGGAGGGGAAGACCACCACGTTCGCGGGCGTGACGAGCGGCGGCTGGTTCGGCGAAGGCTCCCTCTTGAAGGACAAGGC

GCGGCGCTACGACATCGGGGCCCTTCGCGCGAGCCGCATGGCGCTCATGCCGCGTGCCACCTTCGAGTGGCTCCTGGACACC

GACATCGGCTTCAACCGGTTCCTCCTCATGCAGCTGAACGAGCGGCTTTCGCAGTTCATCGCGATGGTCGAGTACCAGCGGCT

CCTGGGGCCGGACGCCCGGGTGGCGCGCTCGCTCGCGGCGCTCTTCAATCCGGTGCTCTATCCCGGCCAGGCGACCGAGATCC
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AGATCTCGCAGGAGGAAGTGGGCTACCTCTCCGGCGTCTCGCGCCAGCGGGTGAACCGCGCGCTC 

>2A-B6 

TGCGTATGGTGCTCGCAGCGTATGCTTTTTTCAGAACTGTCGGAGGAGCTGTTTGCCTGGCCACTGCAACCGTTCGTCATTCCT

CTGCTTCCATCCTGCGAAGAATTGGCGGCAGACCGCTGGAATACAGGGGTCAACAGCTGCCTTCTTATGTGGATCCCCAGTAT

AACTGCCAGATGGAAATGTTGCGGTTCTATTCCTGGGCGCCAAACCCTAGGTTCGATTCGTGGATCGGTGAAATCGGGCGGG

AAATTGCACGTACGCCGGTGATTTCGGGAATGCTGCCGGAGCTGGCTTGGATGAATGTACCCAACCCGATTCTCAGCAGACA

AACGACGGTAGGCTAACGGTTTCGGAGCTCTGCCATGCGGGCTCGTAAGCCCGGGGAAACCAGTCATCCGGCGAGGATATGT

CGAGATCCAGCAGATATCCGAAACCCTGGTCCGCCTCGCACCGCGTCACTTCCGCCGCTACTTCCTTGTGCTCGACGGTAATT

CCGATCGGAGATCCCGCAGCCAAGGGAAAACTCGTCTGCACCGTCGCGCCATGCTCCCAGACTTCCAGCAGGATTGCGTTCTC

CGACGCCGGACGTCCGGGCGCAGGTTCGCAACCGATCCTCAGCATCTCCAAGCATGCAAAGTGCGGTTCTGCAACATGCGCA

CCTGAAATTGATAGCATATCCAGCGATAGCATATCCTAAGTTAAGCAACTGGAGGGCC 

>2A-E11 

CCAGAGCAATGGCCCCTACGGCGATGCGGGCGGTACGCTGACCATTCACGGCTTCGACTCGAGCCGTATTTCGCAGACGTTCG

ACGGCGTTCCGATGAACGACTCGGGCAATTACGCGCTCTTCTCGCAAGAGCAGCTCGACCCCGAGCTGATCAGCGAGGTCAA

CGTCAGCGTCGGCTCGACCGACCTCGATAGCCCGACGGCGTCCGCCACCGGCGGCACCGTCAACTATGTGCTGCGCGATCCG

ACCGACCAGATGCATGCCCGCGTACAAGGCTCCCTGGGCTCGTTCGCATTCCACCGGTTCTTTGGCGTGTTCGACACCGGCGC

GTTTACGCCCTTCGGCACGAAGGCTTTCGTCGCGGCGAGCGATCAGAGGGACCACAATCCGTTCGATTCGAGCGCGAAGATC

CACAAGATCCAGCTCAACGGCAAAGTCTACCAGCCGCTCGGCGGCGACAATTTCGTCTCGGTGAACGCTTTCTATGTCCGCAA

CCGAGGACAGAGGTTCAACGACGTCACGCTGGCGACTTTCCCGACCTCAACGACGGACACGTCACTGAAACCGCCTGCATGC

ACGATCGCGAAGGCGCCCCCGGTATCGGGCAAGAAGGACACCGCCGATCCCAAGTGCGGCCTCGCGTCGGCAGGCTATTTTG

GCTACGGTTTTAACCCTGCCACATCTTCCGCTTGCACCTGACCTCGCGGCTCACGCTGG 

>2A-F8 

TCCCAATCTTCGGACCGCTTCTGCATAAGATCAGTATGTCACTTTTCTCACGGACATTTGCTCAGTTGATCCGTAGTGGTGTGC

CTATCCTCGAGGTCCTGGATATTGTGGGCGGTTCATCAGGCAACCATGTCGTTGAGGAAAGCATCAAAGGCGTGAGTCTCGAT

GTAGAAAAGGGTGACAATCTCTCCATCGCGATGTCGAAAAAGAAGATTTTTCCGCCCATGCTACTGCGCATGGTGGCGGCTG

GTGAGTCGACCGGCCGAATCGATTCCATGCTGGAAAAAATGGCCGGCTTCTGGGATGAAAAAAAAAAACACAAAAGCTCAA

TGCGCTTACTTCGTTGATTGTGCCGTTTCTGATCGGGTTTTTGACTGTGATCGTCAGTGG 

>2A-G3 

AGGCACGAAGGTTCACGCGGCGCCTTGCGTTGAGCCCGGCAGCATGGGAATCGTGAAGGAGAACGTCGTAGTCTGACCGACG

ATGCTCTCCGCCCAGATGTGGCCGCCATGTGCTTCGACGAGATTTCTGCAGATGTACAACCCGACGCCGAGTCCTGGCACCTG

TCCGTTGCGTCTCTTCTCGCTCCGTGTGAATCGTTCGAACAGCTTCGGCATCTCGGCGGGCTCAATCCCGCCGCCCCGATTGCG

TACGGCGACTCTGTACTCCGAACCGTACGCCGCGAGTTCGATCGCGATCTCGTCGTCGGCCAGGCCGTACTTGGCCGCGTTCA

CGATTAGATTTCCGAGGACCTGCTCCAGGCGAAGGACGTCAACGAGTGCGGAAGCCGGCCTCACCAGTGCCTTGAATCGCAC

CGGATGGCCAGGCGCCAGCGACGACAGCCGCTCGACGGCGTCGTCCATGAACGATGCGAGATCGGTTTCAACCCGCTCGAGC

GAGAGGCGGTGCACTTCGATCCGCGCCACATCCAACAAATCATAGATATACTTGTTCAGACGGGTCGTGGATCGTCGGATTCG

CTAGGCGACTCTCCGGCAGTCCTCCCTTTGCCCCCGG 

>3A-B5 

GTGCCGCGGCCGAGATAGAGCACGTCTTTGACCTTCGCCAGATCCTGCGCGAGCCGCTCGATCTGCGGCTCCAACGTCAGGGC

CGCCGCCATGTGGCGCGGCGTCTCGATCAGCGCTTGCACCAGTTTCTGCTCGTCGGTCGCCGACAATTCGCCACGCGCCCTGC
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CCGCGGCAAGCGCAAGGCAGGCCAGCACGGCGAGCTGACAGGTGAACGCTTTGGTGGAGGCAACGCCGATCTCCGGACCCG

CCAAAGTCGGCATTGCGATATCGCTTTCGCGGGCGATTGTGGACGTCGGGACATTCACGACCGAGAGCACATGCTGCTTGTTC

TCGTGCGCGTAGCGCAGCGAGGCGAGCGTATCGGCGGTTTCGCCCGACTGCGAGACGAAGATCGCGAGATTGCCCGGATCGA

GCGGCGTGCCGCGATAACGGAATTCGGAGGCGATATCGATCTCCACCGGAATCTTGGCGAAACGCTCGAACCAGTATTTCGC

GACCAGCCCCGAATAAAACGCGGTGCCACAGGCCGAGATCGAAAGACGTTTCAGCTTCTTCCAGTCGAACGGCAATTCTTGC

GGCAGCACGACGCGCTCTTTTGTCATGTCGATGTAGTGCGCGAGCGTATGGCCGACCACTTCGGGCTGCTCGTGGATTTCCTT

GGCCATGAAGTGCTTGTGATTGCCCTTGTCCCACGACCCTGTGCGGAGGCGGTCGATTTGAG 

>3A-C8 

GAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT

TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTG

CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGAACCCCTTGCGGCCGC

CCGGGCCGTCGACCAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGT

AGCAACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAAT

TCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGC

CTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCAAAACTGGTGAA

ACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACTCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACAC

GCCACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCTGGAAATCGTCGTGGTATTAACTCCAGA 

>3A-D12 

ACTTTGTCATTAATATGCAGTTAATTTTTCAAATGGAATCACGGTAATAGT CGTAATTAAAATCCTGCTTTATGTACTCAAAAT

ATTTTATGATATGTCTGATTACTTTTGATGAAATGGACTGTAATTTTGTTTTACCCATTATGTCCGTACTTATTAAACCATAACC

ACCATACCCGGTCATGTATTGATGTATAAATATGGTATTATTATTAATCACAACTTCCTTTAATGGAGTCAGATGTAAAATAG

CTGTTTCCTGCTCTAAGTTAAATTCGATTACAGTGGTGTTCTTGATTTTCATTTAATTAAATTATAGTGGTGTCCCGTCTGGTGA

TTCTCTTCTTGGAATTTTTTGTGTCATCTTCCTCTTAGCATCCTCAATGTTCTTATTTTTGTTCCGGTTGAAAATAATTGAATAAT

CCATTTCTGACTGCCGGATATGTTTCATATTTATAATGTTCAATTTATTAATAGCATTGCATTTTATAAGTAACTCCTCCTGTTC

CCTTATCTTTTGATATTGCGTTCGTATTATCTCACTGGCTATAGTGAGCGTCATTAAGAATATTGTTATCCACGTTGCATTACTC

ATGCGTAAAATGTTGGCTGTTCACTGTGTCTTTTTGCGCTTTCTTCAATCTTGCGTAGAATAGGACTAACCTTTCCCCTGTGAA

CTACATCTACCCAATATTCGTCCTGTG 

>3A-E4 

AGGCAATAACAGACCGTACCGTATACCGACACTGGTGGGTGGGCAGATGATCTGCCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTTAA

GGAACTCTGCAAATTGATACCGTAACTTCGGAAGAAGGTATGCCTTCGATCGTGTATGGATTTACTTCAGAAGCGAACGAAG

GTCGCAGGTAATCGGTGGCTGCGACTGTTTACCAAAAACACAGCACTCTGCTAACACGAAAGTGGATGTATAGGGTGTGACG

CCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAAGTGATGGGGTCAGCCGCAAGGCGAAGCTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGT

AACTATGAAGAGAAGATGCAGCGCGCAGAGTTTGGACCGAATTGTAGTTACGTAAATAAACTTGGCTATTTGCTGGAAACTC

CGAGCATCCTTCGATACTCGTCGCGCAAGCGGCAGTGACAAATCGTGAGGTGCGGACAATCAGCAGGAAAGGCTCACGGTCG

AATGGGCGAACCAGGAAGGTTCGTTGCACCGGGAGAATCCTCAGAGACTGCACGCCAAGCTGCGACAAGCCATGATCGGCG

GGTCGCGGATGATACAGTCCGATCTGCATAGCGATATGCAGGAAAGTCTTCGACGCTGGAAGACTTCGCGAACGATGTGTCA

AGCATCGCACGCAACACATTGAACGGTCCTAAGGTAGCGTAAATTACTTGTCGGG 

>3A-F3 

GCGAGGTGGCGTGCAAAGAATGGAACCAGGTGCCGGATGACGGCTTCACCTGGTCGGGAAATTCCTATGATAACACCGGCCA
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CCTCGGCGCATCGACCTGGCGGCATGTCATGTTCCTGGAACAGGACCGCGCGAAGGGAAATCAAGTCACGGGACCGATGTCG

TTAGGCGGCGGCGAAGATCCGTTCCGCTGGGTTTTCTTGTCGGATGTTTGCAAGCATTGCGAGGAAGCCGGCTGTCTCGAGGC

GTGCCCGACCGGATCGATTGTCCGAACGGAAGTCGGCTCTGTGCTCGTGCAAAACGATGTCTGCAATGGTTGCGGCTACTGCG

TTGTTTCATGTCCGTTCGGCGTGATCGATCGCCGGCCGTCGCCGTTACCAGACCACGGCGGCGCATTCAAGTGCACGTTTTGTT

ATGACCGGCAAAAGAGCGGACTGGTTCCGGCCTGCGCAAAAGTTTGCCCGACGGAATCGATCGTCTTCGGCCGGCTCGATGA

TTTGCGTGCGCGCGGTGCACAGCGCGTGCAGCAATTGCGGGAGAGCGGTTACGCCGACGCGCAGGTGTATGATCCCGAAGAA

ACGAGCGTGCGCGGGATTCACGCCTTCTTTCTCATTCTTGGCGAACCCGAAGCCTACGGACTTCCGCCGAGGCCGCAGATTCC

AACCATTTACCTGAAGTCAGCCTGGACCGCGGCTTTCGCGACCGCGATTGCATCAATCATCGCCACC 

>3A-H1 

CGGCCTCTTGTCGACGATGCGCTTGGCCTTCCCGAGCGAGCGCTCGATGCCGCCGCTTTGCACGACCCGTACCTCGGCGCTGA

CGCCGATCAGGCTCTTGATCATATGCGAGAGCCTGGCACCCGCGGCGTCGCTGTCGGCGCCGCCGGCGCCGGGCGCTCGCTC

GACCAGCACGGTCAGCTCATCGAGCACCTTGGGTCGCGTAATCTCGAGCTGGTAATGCGGCGCCAGAGCCTCCTGCTTGAGG

ATCAGCTCCTCGACCTGCGTCGGAAACACGTTGACGCCGCGGATGATCAGCATGTCGTCGGAGCGCCCGGTGATTTTTTCCAT

GCGGCGCATCGAGCGCGCGCTCGGCGGCAACAGGCGCGTCAGGTCGCGCGTGCGATAGCGGACGATCGGCAGCGCTTCCTTG

GTCAACGAGGTGATCACCAGCTCGCCTTTTTCGCCGTCCGGCAGACAGCTGCCGGTCTCGGGATCGATCACCTCCGGATAGAA

GTGGTCCTCCCAGATCGTCAGGCCGTCCTTGGTTTCGATGCATTCCTGCGCGACGCCGGGCCCGATCACCTCGGACAGGCCGT

AGATGTCGAGCGCGTCGATGCCGAGCCTGCCCTCGATCGACTGCCGCATCGTCGCGGTCCACGGCTCGGCGCCGAACATGCC

GATCTGGAGCGATGTCTGCCGCGGATCGATACTTTGCCGCTCCATTTCCTCGGCGATCGC 

>4A-A5 

CGGATTCCTCGAAGCACTCCGTTGTTCAAGAAAGGAATAATTACGATGGCTAAAAAGAAAAAGACTACCCCAGCAGAGCGTA

AGGTTCTTGCGCATGTGAAAAGAGTTCAAGAGGTTCAGGAAGATCTCGTACTCGAGCTGGAGAAAATTAAAAAAGAAATAGA

AGAAATGGGAGTATTGGGATTTGGGGCCGCGAAGAAAAAACGCTGAACGTAGTACAGTCGACAAGACGATTCTAACGCTGCT

TCTGCAAACACATTGCGTAAGTCGAGCAGAACGCGCCGACAAGTCCAACTGCGACGGGCCAGGAGCTTGTTCGTCTACTGGC

GAGACGATCGGCTGTTGTTTCATAATTTCGCCAGGCAGGTGACCGTCTCCGGAAGGCCGGTTACGCGGGAGGTTCTCTCTTTC

TTTAGCAAGTGGCGAACGCAGAAAGAAGCACTCGCTCATTTCGCGGCCTATACGCCAAAGAGCGTACGTTCGGCTCTCTCGC

AATTGGCGAAACAAGGGCTGTTGCTTGTGAAAGGCTCAGCGCAGGCAATGCACGACAGCCGGCTGGTAACAGAGTGGTCGCC

CTGGTTGCCCGAAGGTAGCTTTCATTTTTCCACCAAGAATACGGTCTTCGTCGATGATAATTTGAGTTTAAATGAGTGGAAAG

CGATCCTTCCAAAAACGTGTCAGCCTAGATCTTTAAAACTGT 

>4A-C3 

CGGCGTGATCAAGGCTGCGCAGGCGCGCGGCGATTTCGACGTGCTGACCGAACGCGGCCGGCGTGCGCTGCGGGTGCATCTG

AAGGGCGATCTCAAATCAGGCCTCAAGATGCTCGATGCCGCGATTGCCGAGGCGTTGAGTTAAAAAAGGACAAGCTGCATGC

AACTCGGGATGATCGGCCTCGGCCGAATGGGCGGCAATATCGTCCGCCGGCTGATGAAAGGTGGACACACGACGGTCGTTTA

CGACAAGGACGAAAAGGCCGTGGCGGCGCTTGCCGCGGACGGTGTGGACGGCGCCAAGGCGCTGGAAGACTTCGTCGCCAA

GCTGGAGAAGCCGCGCACGGCATGGGTGATGCTGCCCGCCGGCAAGATCACCGAGGCCACGATCGAAGCGCTGGCGAAGCT

GATGGAGAAAGGCGACGTCATCATCGACGGCGGCAACACCTTCTGGCAGGACGACGTCCGCCGCGGCAAGGCGCTGAGGGA

GCGCGGCATCCATTATGTCGATGTCGGCACCTCCGGCGGCATCTGGGGCATCGACCGCGGCTATTGCATGATGATCGGCGGCG

ACAAGGCCGTGGTCGACCGGCTCGATCCGATCTTCGCCAGTCTTGCGCCGGGCATCGGTGACATCCCGCGCACCGACGGACG

CGAGAGCCGCGATCCCCGCATCGAGCAGGGCTACATCCATGCCGGCCCCGTCGGCGCCGGGCATTTC 
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>4A-D5 

TCGTACAGGATGCCGAGCACCAGGTAGATGACCAGGATCGCGAGCACCAGGAGCACCAGGAGCCCCTGCTGTGCCGCCTGGA

ACGCCTGCGCCGTGCCCGAGAAGCCGGTCGAGATGCTCGAGGGCAGCGTCTGCCGAGCCGCCTCCTCGACCTTGGCCGTCGC

GTCGCCCAGCGAGACGCCGGCATCCAGGTTGAAGGAGAGCGTCACCGACGGCAGCTGGCCCGAGTGGTTCACGCTGAGGGG

GCCGGTCGTCGCCGCGAACCTCGCCACCGACGCGAGCGGCACCGCCTCGCCGTTCCGCCCGGTGATGTGCAGCAGGTTGAGG

GCGGAGAGATCCTTCTGGTACTGGGGCAAGAGCTCCATCACCACCCAGTACTGGTTGTTGGGCGTGAGGATGGTGCTCACCTG

CCGGGCGCCGTACGCGTTGTACAGGGCGGTCTCGATCTGGGTCACGTCGATGCCGAGCGCCGACGCGCGGTCGCGGTCGATC

GTCACCTGCACCTGCGGGTTTTTCACCTGGAGGTCGCTGGTTACGTCGGTGAGACCGGGGATCGAGTGCAGCTTTGCCTCGAG

CTTGGACGCGCCGTCATAGAGCGCGTCCATGTCGGAGCTCTGAAGCGTGAACTGGTACTGGCTCTTCGACCCGCGGCCGCCGA

TGTTGATCGGCGGCGGATTCTGCACGAACACCCGCATACCCGGCACCGCCGCGAGCTTCCC 

>4A-F10 

CTCCGGGTGAGGGGAATCAATTCGAATCTTGGCTGTCGTCGTCGCCCTGCGGCACCGGTCTGCCGTTCTCGTCGCGACCGCGG

CGATTGTAAAACCAATCCCAGAAATCGCCGTGATCATCGTTCTGCTCGCGCGGCGGCGGTGGCGGACGATCTGCTTGTTCGTC

GCCGGGATAGACGGTGCGCGCGCCGCCGGATTCGTCGTCGCTTCCCGAAGGCGTATAGACGTCGCCGCTGCCGAAGATGCCG

ACATCGACGGGCGGCTGCGGTTCGGATTTGTCGAGCGGGCTCGCGGGCAAGCCCATTTCCGCCGTCGTCATCACGGCATGCCA

GATCGTCGCCGGCAGCGCACCGCCGGTGACGCTTTTCATCGGTGTCGCATCGTCGTTGCCGACCCAAACGCTCGCCACATAAT

CCTTGGTGAAGCCGATGAACCAGGCGTCGTGGAAATCCTGCGTCGTGCCGGTCTTGCCGGCGGCCTGGTGGCCGGCGATGGC

GGCGCCGCGCCCGGTTCCCTCGGTAACGACGCCATAGAGCATCGCGACGAGATCGCGGTTGACGTGGCTCGCGACGACGCGC

TCGGGATCCTCCGGCGGCTTTCGCTGATAGAGCAGGTGGCCGCCATGATCTTCGACCGCGGTCACGAAATAGGGATAGACCTT

CAAGCCGCCATTCGCGAACACCGCATAGGCGCGCGTCAGCTCGAGCGGCGTCACTTCC 

>5A-A1 

CAGCTACCTGGCTCGACTGCTTGGGCCCCAAGATTACGGTTTCTTGGAATTTACGCTAGCGGTGATGGTTTTCTTCACGCTCCC

AGTAGACTTAGGACTGGGCACTTATGGGGCTCGGGAAATCGCCCGCCATCCGGATGAGGCCGCGCGATTGTTGCGCGAAATC

ACAGGATTGCGAATGGCGCTTGCGCTATTCTCTTTGGCGGCGTTGAGTATCTTCATTCTGCTTCTTCACAAATCTTTCAAATTG

AAGATCTTGCTAGCCATGTATGGAGTGAGCCTGCTGGGCGGACCTTTTCTGCTCCAATGGTTCTTCCAGGCGCATGATCAAAT

GCGCTGGGTTGGATGGGCTTCTGTCGTTCGCCAAACGGGCTTTGCAGGCTTAGTATTCCTGGTGTTCCGTAAAGGAACGCCGC

TGCTTTACATCGGCCTCATCGAATGCGCCTCGGTTACGGCTGTCGTTGTCTTCTGCCTCTTCGTCGCCCGGAATAAGATGGGTT

TTACTTTCCCTCACCCTGACCTGCAGATTTCGCGCTTCCTGAACCATCTCAGCGAGTCGGCCCCCATCGGCCTGACGGAACTCG

CCTGGGGATTCATGTGGTATTTCTGCACCGTTCTGCTGGGTTTCCTGTTCTCAGACGCGACGTTGGGGTGGTGGGGAGCGTCCC

ATCGGGCCTTGATGGCTCTTCACACGTTCGTCTGGCTGTACTTCTTCAACCTG 

>5A-C10 

TGGCGAGGAAGCCATCGATAGTTTTACGCGTATTGGCGTCCAGGGCGCCCGGGCCTTCGTAAGCGGCCGCGCGAGCATATTC

AAACAACGCGAGCGGCATCTGCTCGGGATGTTCCTTCTGCTGTCCCAGCAAAACACCGGCCAGCATATAGGATGCCTGGGCA

TTGGTAGGATCTGCCTGAAGTGTTTTGGTCAACTCTGTCTGAGCCTTAGCAGCATCTTTTTCCGTGGCTCCAACATAGCCGAGC

GTAAATTGAGCAAAGTTCACCATTGTAGGCTTGGTCTTTGCCCAAGCGTCGTCGGCGACCCCTTGGGGCTTCTTATCAGCGCC

GTACACCGCATCTGGATTCGCCAACAAAGCTCGGGCAACCTTCTCGGTGGTGTCCAGGTCTGCCTTATTTTGAGCGGAAAGCG

GAGCATTGGGCTGCTGCGGCATCAGTGCCCGGATGTAGCCCAGGATCTCCTGAATGGAAGCAGCGTCGTTCGGGTCAGTCTTG

AGAATCTCCACTGCGGTGTCGAAAGCCGCCCGATGATTGTTCATCTGCTGATACGTAAGCAGGTAAATCTTAAGGCGCGTATC

GGCATACTCGCTCTGCGGGTAGCTGCTCTTCCATTTTTCAAGGTTTTGCAGACGCGCTGCCGGCGCGGCGTCCGGTTTCACAAT
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CTCCGTGTAAAGAGCGTACTCTTGTTGGTCTTTCCAGTTCTTTTTAGCTGCTTCAG 

>5A-D6 

CTCGGAAAACGAGCCGCGAAAAAATAATTTTGCCCACGAAACACACGAATTGACGCGAATTTTCCGCTTCATTAATTAGGAC

TGTCATGTTGAGCGAAGCGAAACATCTCGATCTATTCAGTCGCGGGTAACCGCTCAGTGATATGGGCCTCACACTTGTTGAAA

AAATTGCGGCGCGGCATGCGGATGGCCTCGCTCCGGGCACAGTCGTACGCAGCGGCGATTTCGTTTCGATTCGCCCGCGCCAC

GTGATGACGCACGACAACACCGGCGCGGTGATTCCGAAATTCAAGCAGATCGGGGCGACATCGATTGCCGATCCGGCACAGC

CGGTGTTCGCCATCGATCACGATATTCAAAATACTTCGCCCGAAAATCTGGCGAAGTACGCGAAGATCGAGACGTTCGCGCG

CGAGCACGACATCGATTTCTACCCAGCGGGAACCGGCATTTCCCATCAAGTGATGATCGAACAGGGCTATGTCGTTCCGGGGT

CGATGGTGGTCGCCAGCGATTCCCACTCCAATCTCTACGGCGCGATGGCGGCACTCGGGACGCCGGTCGTGCGCACCGATGC

CGCGAGCATCTGGGCGACCGGAGTTACGTGGTGGCAGGTTCCCCCAGTGGCGAAGGTCGTGCTAAAGGGAAAACTTTCGCCA

GGCGTGGTCGGAAAAGATGTGATCATCGCGTTATGCGGACTGTTCAACAAAGAC 

>5A-E9 

CCTGATTGATCAGCTCGAGCATTCCCGCGCGAAGGGTCGTAGGCGCCACCAGGAGTTTGCGATACGTGCTCTGCCGGCTGTAG

CCGGTGAGGTAGTTGAACAGCTCGGCGATGTCGGCTGTCACCTGAGCATCCGCGGTGAAAAGGGCGACGTCCTCATATGCGC

CGGCCGTCGACGCGTTGTAGTTGCCCGTGCCGATGTGCGCGTAGCGCCGGACTCCCTCGCCCTCCTGCCGCACGACCAGCATG

AGCTTGGCGTGCGTCTTCAAGCCGACGAGGCCGTAAACGACATGCACGCCCGCTTCTTCCAGCGCTTTGGCCCATACGATGTT

CGCCTGCTCGTCGCCGCGGGCTTTCAGCTCCACGAGCGCGACGACCTGCTTGCCTGATTGCGCGGCCTTCTTCAGCGCCCGCG

CCATTGGGCTCTCAGGTCCGGACGTTCGATACATCGCCACCTTGATTCCGAGTACGTCCTTGTCACGAGAGGCCTGTTCGATG

AATGCCTCGACCGAGGTGATGAATGAGTCGTATGGGTGGTGTACGAGAAGGTCTCCATCTCGAATCACCTCGAAGAAGTCGA

TCGGCTCGCCGCCGTCGGACCTAAGCCGTGGTTGGGTGGCGGGCAGCCAGGCGCGCGATTCGTACGCGCTTGGAAGGGGAAT

CGAAAGAAGGCCGGTCAGATCCAGCATCCCCGTCACCGAGTACACGTCGTCGGACCCGAGC 

>5A-G7 

GTTCCATCCTCAGCATTGTACGCGCTGCTTCCGGAGGTTGACGGATAGGTGCAACTTAAGATCTGAACGCCCGGAGCCCAGAC

GCTCACGCTCCTGCCGTAATTGGAAAAACTTGCAGGGCCATCGTTCTGGTCCGTCGCTCCGACCGAAAGCACCCCCGGGCCAT

TGCAGGGATAGAACGCATTCTTATCATCGCTCAGCGGATTGCCAAACTGATCGCCATTACCGGACGACGCAACGACAAGAGC

ATTACGCTGCTCGGCTTCGATGAGGAATGTGTTGGCAAACGTTTGATCGCCAGAGACCTGTCCGCCCCACGAGCAATTGATCA

CACGCGCGCCATGCGTCGCAGCATAATGAATGCCTTCATAGCCTCCCGAAATATTCGATGATGCATCGTTCCCAGCAGCCTTG

ATCGCGATCAGGCGACATCCAAAGCCAGATCCGGCGATGCCAAGCCCATTATTACCTGTCGCTGCAATGCAGCCGGCGGTAT

GTGAGCCATGTGTATTACCAGGATAGTCGGGCATTGGATCTTCATCGGGCTGAAATGGCTCGCCGGCGCTAACATTGCCGACG

ACATCGTGCCCGATCTTGATCGCGTTCTTCAGATCTTCATGCTTTGTGTTGAAGCCATCGTCCACATCGGCGATGAGGATCGTG

CTATCGCCTTTCGTGACGTCCCACGCCGCTTCGAGATGCATGTTCGCGATCGCATATTGCGAG 

>6A-A3 

CGTCATTTCATTCATGGCCTGATCGAGCGCCGGCCAATTCTTCTCCTGCTCGGGCGTGAGCTTGAGCCCGGCTTTGAACGCAG

CGACATGCGCCGCAGTGAATGCGGCCATATGCTCTGCCATAACGAGCGCCTGTTGATCGGCAGCGGTGGGTGCGGGCGCAGC

AGCAGCGGCGGGTTTTGCAGCGGCCGGCGCGCCGGACTGCTGTTGGGCGTACACAAGCGACGAGCCGGCAAGCATCAACGAT

GCAGTGCCGACGAGAACTGCTTTCCACATGGTTTCCTCCAGCGGTGTGCAACCGGGCCTGCCATCTCAGGATGACAGGGTCAA

AATTCAGTCAGCGACGTCTGATCCACCCGCGACGACTGTAGTCTTGGTTGGCGGGGCGGCGCAATCGTAACACGAGGGAGTC

CAGCCACGATCGCGTTAACAGGAAAAAGAGCCGGTTAACGAGGCAACCGGCCATAACTCGACATAATCCCGGCACGACGGA

CAGCCGAACCGGGATTCCGATACGATTTAGACACCATATCGAGCCGGAAAGTTCATTCTGCAGCGCCGGCATGGCCAATCTG
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CGCAGACCGCCAAAGCGGACGTTGAGTGCTTGTGGCGGTGTTTACACGCACGTTAGCCGACCAATCCCCGCGAACGGGGATC

GGTCTTCAATTGTTCTGCGAAATGCGTGAACTCAGCCGGCGTCGGTCGAGTGAATGCGGCGG 

>6A-B8 

GAGCCCAATCGCACTATAGAAGGAGAGGCAACTGGCGGTTTCGGGCGTATGGGCTGTGTCGGTGGCAAACAGGAGCGACAG

TACTTTGCCCTGACTCTGGGCCGCAGTCTGCGCCAGGTTGGTCACGTCTATGCCCCACATTGTCTCTTCATCCCCATCTTTAGG

GTGTACTCGGCTGGTGCTAAGGGGGGCCGCAACGACCTGTTGCGAGCCAGAAAACAGACTGCCGGGGGCGGCCTTCACCAAC

TGGCCATTGCGATAGAGGCCGCCACTCGTCGCACTGACGGCCGTGTCGAGGCTGGTGGCACAATCGTGTTCGTTGGCAGCGG

CGGCTGCCACAAACTCGTCGGGGAACAGCCCGCTGGAGTCATAAAAGTTTTGCACCCGGCCTCTTTGGAAGAGGAGCGTTGC

CTTTTGGATCTTGGTACTGCCTATCTGACCCAGATCAAACGTCACCAGGCCTTCGCGCCACAGAGTGGTCACCTGTGGGCAGG

CCGGGTCTGGGCCGATTTGGAGATGCATATACCCGACAGCGAATCCATAAGGATTACGGATAAACCAATAATCGGGAGCTTG

GGCCGCGCCAGGTGTATCCGTTTGCGTTGAGGTAATGGGATCACAGGTGGTGCCTGCGTAAGTGGATCCAAACGCGTACATG

CTCGTCGGTGGAACGGTGCCAGAGGTGAAACCGACATCGCTGAACGTCATAC 

>6A-C11 

GCCTCGTCCCGCTCGACGAGCTGGCGGAGCGGGCCGTCGAGATCGAATCGGAAAAGGATCGGCTGGTGGTCTGCTACTGCCA

CCACGGCGTTCGCAGCCTGCACGCTGCGCTCATCCTCGGCGCCGCCGGGTTCAAGGACGCGGTCTCCCTGCGCGGCGGGATCG

AGGCGTGGTCGCAAATGATCGACCCGGCCGTCCCTAGATACTAGGTGGTCGCCCTTGAATGTCGTACACTCACGCGATTCCAA

AGAGGCGCGCGGCAGTTCCCCCGAGCACGCGCGCTTCGTCGGCCGCAGGCAACTCGAGGGCGCGAACCACTTTCAGCTCGCG

GGACCACTCGTACGGGAGGTTGGGGAAGTCGGTTCCGTAGAGGATGCGGTCGGGACGCCGGCGCAGGATTTCCGCATCCGGC

CCTCTCGGAAAGTAGCCAGCGATTGCCATGGTGGTGTCGAGGTAGAGGTGCTCGAACTCGTCGAGCATCGCCTCGAACTTTTC

GGGCTCGTCCCAGCCGAGGTGCGGCACGATGCAGATCGTGTCGGGATGCTTCTCGAGCGCGCGGCGCAGACGGACGGCTCCC

GAAAGCGCGCGCACGTCGACTCCGTACCCTTCCGAGGCTGGCTCGCGCCCGCAATGGATGACGATCGGCTTGCGATGCCGGG

CGCAGGCGCGGAAGACGGGATCGAGGCGCTCGTCGTCGGGAGCGATGCGCATGACGTGCGAGTGG 

>6A-E12 

ATCCGGGACTCTATTTCACCGGAGACGGCTGCCGCCGCGACGAGGACGGCTATTACTGGATCACCGGGCGAGTTGACGACGT

AATAAACGTCTCCGGCCACCGCATCGGCACCGCCGAAGTGGAAAGCGCGCTCGTCGCGCATCCCAAGGTGGCCGAGGCCGCG

GTCGTCGCTTACCCGCACGACATCAAAGGGCAGGCGATCTACGCCTTTGTCACGCTCAACGTCGGCGAAGACGGCGACGACG

CGCTGCGCAAGGAACTGAACCAGGAAGTGCGCAAGGACATTGGTGCATTCGCCGCGCCCGACAAGATCCACTTCACGCCGGC

GCTGCCCAAGACCCGCTCGGGCAAGATCATGCGCCGCATCCTCCGCAAGATCGCCGAAGGCGCGACCTCCGGCCTCGGCGAT

ACATCGACCCTCGCCGATCCGAGCGTCGTCGACGCGCTGCTCGCGGGCCGTCAGTGAGGCTCGCCGCAGCCGCAGCAATCGT

CCTGCTCGCCGGCAGCGCTTCGGCGGCTCCCGAAACGGCGAAGCTCGACCTCACCGCATTCTTCAACGGCCATAGCCACGCCG

ACAACGTGCTCAGGATCGCCTTCCACGGGCCAGCCAAGCTCATTGTCGACAGCGTCGGCGGCAAGGGCGACCGCGGCGATTT

CGTGCTCATCGACACGGTGCACGAAGGCGATAAGCCCGTCCGCACGCGCAAATGGGTGATGCAG 

>6A-H7 

TTTGAATGCCTGATCGAGCATATTCTCAACCATGTTCATCACTGGTCTTTCCGAAAGGCTGTAAGAAATAACTTCGTTGTTGAA

GAGATCTATTACTGGAGACAAATACAGCTTGCGCCCATTGACTGCAAATTCAGTAACATCGGTAACCCACTTCTCGTTTGGCC

GCGTAGCCTTGAAATCTCTTTGGAGAACATTAGGGGCGGTTTGCCCTACCTCTCCTCTGTAAGAGCGGTATCGCTTGACCTTA

ATCGCTGCTTTAAGTGAGAGGGTTCCCATCAGGCGCTGAACAGCTTTATGGTTAATCTGTTTCCCTTCTCGATGAAGAGACAG

CGTTACCCTACGGTATCCGTATCGGCCTCTATTCTCGTGATAAATCTCACTAATACGCTTTTTAACGTCCGCATACTTGTCAGG

CTTGCTGAGAGCCTTTAGATGATAATAAAACGTACTGCGCGGTATCTCCGCAGCCCTGAGAAGCTCATCAAGAGGATAAAAC
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TGCCTTAGCTCGTTGAGTACTTTCACTTTTTCGTGGGATGAGCTAAGGCTTTCAGCTTTTTTAGATACATAAGCCGCGTTTCAA

GAAATCGAACTTGCCTTTCAAGATCCTCAATGCGTCGGTCTTTTGACAGCTCCAATGCTGATGCCGCTTTTTCTGGATCAACTG

ATATTGCAATGTTTCTTTTGGTGCCAATCTTGAGCGCGCGTAAACCAGCTTCTCCGCGCT 

>7A-D12 

TGACCCAAGTAGCTCGGGAACATTCCCGGAAACAAGGTCAGCACATCGAAACGCATGACGCTTTGCTCATGGTTCCGCGGCG

CGCGGGTGCCGGCCACGGTTTTCAGTTTTCAATATTAAATGGTATCTATTCGGAAACGCTTGCCGCCTGTTCCGGCGACTCGCT

GGTGAGGCCTTCGTCGCTGCTGGGGGCCGCAGCGGCAGGGGCCTCGGGTTCGCTGGACGGCACAAAAACCGGCGTGCCCGCT

TCGGGCACGATGCGCGGCATCGCCAGACGTTCGCGGGCTGTGCGCTGTTGCTCGACGTGGGTCCCGCCGGCGCCATACTTCTT

GATCAGCGTGCGGACCTTGTCGGACGGCTGAGCGCCAACGCCCAGCCAATAATTGATTCTCTCGGGTTTTAGCAGCGCGCGG

GCGTCCGCCTCGCTGACCATGGGGTCGTAGGTGCCCAATTCTTCCAGCACGCGGCCGTCCCGCGGATTGCGCGAGTCGATCGC

GCAAATGCGAAAGAACGGGCGATGCTTGCGGCCCATCTTTTTCATGCGAATTCTTACTGCCACACGTTTCTCCTGGTTGGTTG

AGTTAAAAAGGATGTTCTCGGCTGGTTCGTTTCCACGCGGGAATCCCGCGACAAGTCGCGGGGCTAAATAAGTTCTCGCTAGT

TGCTTTTCTTGGCCTCGCGCTTGCGGCGGCGCAGATCTTTTTCTCGCTGTTTTCGCAACTTGGC 

>7A-E1 

TGGGCAAGATGGGCCGAGCGATCAATCGAGTGGTTGCTGTAATCACAAAATGGTGGCAATCGCTGTTTCCCCACCCGGAAGG

ATCAACTCAGCTTTCAAACACTTCTTCCGCTCCTACTTGGATCACTCAGCTACTGCTCTATGCCATAATCTGCGGTTTGATCAT

AGCAGCGGCGCTCATCGTGCTTCGCATCCTCGCTCGATCCAAGAAAAAGCCGCTTCCAATTGGGTCGGCAATGCCGGTTACGC

CGAATCTCGAAAGTGAAACGACTGTTGCTGATGAGCTCCCGGAAGATCAATGGCTGCTCTTGGCTCGCCGTAAGCTGGAGGA

GGGCGAACCTCGTCTGGCATTGCGCGCACTATTTCTCGCGGTTCTCTCTTTGCTAGGCGCCCAACGTCTGATCGTCGTTCGGCG

ATCTAAATCGAACTCCGACTATGAGACTGAATTAAGGCGACGAAGATCGGCGGAATTGACCGAGCTATTTAGAGGCAGTCGC

CGGCTGTTCGAACGCTGCTGGTACGGAGATTACCCCGTTACCAATGTCGAAATTGAGCAGTCGACTAACTTCTATCAGCGCCT

GAAACATGCCTGCCTCGCGGAAAAATAAGATCCTGGCCTACTTTTTGGTGCTGGCCACGATCGGGACATTCGTTGTCGTCGCG

CTGCAAACGTTCGAGGTGCGCCTCGAAACGCAAGAGGGATATCCCGTCGCGTCAAGTTT 

>7A-F5 

GTCGTAATTCTTGTCAGTGAACGTGTCGTCGACGATGGCGACGCCGCGATAGCGCTTCGGGTCGGAGGCGATGCAGTCGAGC

ATCGCCGCGTTGTCAGTGCCGTGGCAGCTCGCCTGCACGATCACCGAGCGTTCGACGCCGAGATGGTCATGCAACGCACGCA

GCATTTCCTTCGGAGCATCCTGCGGCGTGTAGCGCCGGCCCGGCGCATAAGGAAATTTGGCGGCCGGGCCGAACACGTGACA

ATGCGCGTCGGTCGCGCCCGGCGGCAGCTTGAAGCGCGGCTTGCGGCGCTTAGCGAGAAATGCGGCATGGATGTTCATGGAG

AGCGTTTAGCGAAGCGCGCGCGCACTCACAAGGTCAGGGATTGGCCGGGATATCGCCGCGCTGCCAGCAGGCCATCGTCTCG

GCGCGGAACGCCTCGAAGCGGCCTGTTTCGATGGCCGCGCGCATACCGGCCATCAGGTCCTGGTAATAGGCAAGATTGACGG

TCGAGAGCAGCACCTGGCCGAGCATCTCATTGGCTTTGGTGAGATGATGCAGATAGGCGCGCGAAAACTCACGCGCCGCCGG

ATGCGCGCCTTGCTCGTCGAGCGGGCGGGCGTCGTTGGCGTGGCGGGCGTTCGACAGATTGATCGCGCCGAAGCGCGTAAAG

GTCATGCCGTGGCGGCCGTTGCGGGTCGGCAGCACGCAGTCAAACATGTCGATGCCCCGCGCA 

>8A-D10 

GTTGCTTATCTTCTTTATTCTGTCACACAGCGAAACTTTACTCTTCATAAGACTCCTGGAATTTATATCCATGGTATTTATGTTG

ATATTCCTTATCGACGTCAAAAAATTGGAACCAGCCTAATAGAAACGCTCATAAAAATAGCCAAAGAAAAAGATTTTGGAAG

AATTGAATTTGCTCTTTTACGGAACAACAAAATAGGAGAACTTTTCCTTGAAAGTTTATTATTCAAGGAAATTGATTTTATTAA

ACCCATGCGTTTATCACTAAAATAATTAAATCTTTCTACCTTTTGCTAACCTAAGATCTGAAAAAATTACGGATAAATGTCATA

TGTCGGTAAGTCTAAACATACAATATTCAGAAAAAACACCAAATTTAGTCA ATTCATCGCTAACTTTGGTAGAAAAGCTACCA
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TCTATTATAGAAGAGTTTCAGCAAAAAAATGGAAAATGGATCACATCAAAT TGTCAGCATATCCAGCAAGAGAATATTCATT

ATTATGGCATTCACAAAAATCAGCAAATGCAAACAGAAGAAAACAAATGGT CTCATTTAGCAACTCGCCTACTATATCAAGA

GATAAAATCACATATTTTGCAAATAATGAAACTTCCACCAGACACCAAGGT CATTCAAGTTGTCGGTGATTCCGCAACTTTTA

GTTTAGATGGCACCGAAAGGGCAAAGGATTTTTTAAGAAAAAACTTACCGGATGATTGTGT 

>8A-E5 

GCGCTGCTGCTCGGCCAGGGCTGCTTGCTGAGCCACCATTTGATGAGCTGCAAGTCCGCGTGACGAGCAGCAAACAAGCGAG

CGACAACATCGAGCCGCCAGAGACCCAAACGCACCAAAAGGCGATGCGCAGCGAGACCAACGGGTGAGAAAGGAGATAGA

CAGATCGGACAGGCACACACAGGAGACAACAGACCAAATCAGAGTCGCGGCACTCGTCGACTACAAACAACGCGCGCAACG

CACCAGCGAGCTGCTGCTGCATATATGCCTGCTGCGCGGCTGCCTCGCGAGTCTGCAGGGCAATCTTCTCGGCGGGCGACAGA

ACGGGCGCGTGCATCACGACAGGAGGTGCTTGTGCACGCGCCGGTTGGTTGTATCTGTGTCGATTGATCATTTCGACCATGAA

CAAGAAGCAAAAACCACCAAAATTGGTGCACAACAGCAACAACAACAGCAC ACACACCCACACACTGAGTCTCCACCGAGA

GCGTACAGAGACAAGATGTCTTGCGGACTCCGCTGCGGCGTCAGTACACCCGCACCAGCGGGCGCGGTGGTTGGTTGCATGG

ACTGAGCTTGTGCAACCGGAACAGTGCCAACGGTTGCCACCTGCGCCATTCAAGGTGTGATCGGGTAAGAGCACATGTGTGC

GGCTCGGACTCTCGCGACAGCCAGCAACACACCTGTTTGGCGATGCTGTTGAACACGTTTGGATCG 

>8A-G12 

CGAGCCGTTCGCCTGGAGGATGAAGGTTCGGCGCATTCCGAGCACTCCACCGAAGAGTCCCGCTTCGAACACGACATTGTCTC

GCGGAGAAGCCTGTCCGGATTCGGGACCGGGCGATGCCGGGAGGCTCGTGCTCGTCCAGTCGTCCCGAGCAAACACAAAAGC

CGCAAAGTCCACTTGATGGGCGAGGTCGAGGAGGCGTTCCAGTGTGGTTGTCCCAGGATTGAAGGATGTTGTCCACGGTTCA

ACGTGTGCGACATCTTCAAGACCACGTGTCAGCGCCTGCAGAAGTTTCTCCTGCTTTCCTGACGAGCCTAGGAAGATGCGAGG

TTTGTCCATTCGTCCCTCTTGACAGTAGACCGAGCGAACGAGATTTCCAACCTTCCCCCAACTAACAATCTCCAAGTGAGCTA

ACAACGACGATGCTACTCATTAGCGCTGATCGCCGCAGTTCATAACTATACGCCAGCGATCCTGCGCTTGTATTCAGTGAGTG

CCTGATCGAGCCTCTCCCTTGCGGTGGTGTCGCCGGGCACGTTGTGCGACGGATGGATGAACAGCCTCACGCCGCGCTCACTC

AAAATCTCGGCGATGGTCGTGATAGTCATCCACACCACCGCCACGAACGCCATCGTCGATACCGGACCAACGTTGTCCACGT

GATTCTTCAGCGGAACCGACGAGTCCCCCGCTGGAACCCGGCTGTCGATTACGACATCGGCG 

>9A-B1 

ATTCGACCAACCATCAGCGTCCGTCCAATCGTCGTTCCATGTATGAAGCTGCACAAGATCGAAGCTCTTGAGTTCGGCATTCT

CCAAACTCTTGTGGACAAACTCCTCGATATGTTCCGGCGGATAACATTCATCCAACGAGTATTCCGGCAGCGACGGCCACTGC

ATATTCTTCGGCGGAATTTTCGTAGCGGTGTAGATCTTTTTATCGGGGTTATTTCGAACGAGCTTGCCGAGCAGACCTTCACTT

CGTCCGTTTCCATACGCAAACGCCGTGTCAAAAAAATTGCACCCAAGATCGACCGCTCGCTGAAGCGCCGCTAGTGACTCTTC

ATCGTTCGAGCCCGACCAGCTGCCCATTCCCCACATGCCGTAACCGATATCGCTGACCTGCCAGCCCGTGCGTCCAAATGTTC

TATATTTCATAGATTTCAGTTGTCCAAATTAACGTCGAAAATAAAGATCAT TATTGATGGCCTATTGTTAACATCGTGGATCGA

TTCCGGATCATTTTTTCAGCTTACTTTTCAATGCGGCGGCGATCGCATCATCGGCCAGCGGCTTCATTATTTCGTAGCCTTTTGC

GTTGGGGTGCAGGCCGTCGTTTGCTAGCTCTTCGCGAAAGAAGCCTTTGTCATCCACGGTCGCCGTAAAATAGTCGAGATAGA

CGAGACCACTTTCGGCGGCAAAGGTTTTCATCCAGCGATTCAGTTCGTGGATC 

>9A-F3 

GGGGATGGCGTATTTAAGCGGCAGGAAAAGACTCGCGCCGACGCCAACGGCAATTGTGCCGGGGATGACGCTCGACCAGTTC

GGGCCTGGCGCCGTGGGTTGCAGCACCAGCCGAAGCGCCAATCCTGCGGTGAGGCCGGCAAAGGCCAAAGCAAGATAGGTC

AAGAGGTATGGGGCGGGCGCAATCCCCATTCCCCAGGTGACCAGCCACCACAAAACCTCCAGCGCCGTTACGGCGACCATGA

CTCCGAGCCATGTGGCATCTTCGCCGAACCTGGCGCGAGCCACGCTCGCTCGTGCGGTCGCTGATGCGCGAACTTCAACTTGC
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GTCAGTCCGACCATTGCAGCTCAGCCACTCGCAAGCTGGGAGGTGCCGTTGCTCGCCCGCGCGACTTCATCGAGCTCGTCCGG

CCATTTGTCGCGGCGGTTGAGCTGCGGCGTCATGAACAGGATCGGGAGCTTGAGCAGGAGCAGCTCCCCGTGGATGAACGCA

TCGATCGCGCGCTCCCAACAGCTTGGCCGCCTTCGTCCATGCGCCCGCAGCCAATCGTCGTACGGCGCCCAATGGCTGGGCTC

GTCCCGTTCGATGATCCGGAAGATTTTCATCAACGCCCGGTCGTCAGCCACGACAGGGTGGCGCAGCAAAATCTGGACCTGC

CGGTAGCCCCGTTTCTCGGTGAGCGAGATCACCCGGCACATGCGCTCGAACAGGTCGTCGCG 

>10A-G1 

AACAGCAGCTGCCTCAGCAGCAGCCATTGATCTGACACAGAGGCATGCGACAAGCTCACGCAAGTTGTTACGAGTTTGAATT

CGAGTTGGAGGACGAGTTGTTCGATGAACTGTCGATTGCGGGAGCAGACTCGTCCTCTCCGCTGCAAGACACGTCGGCTATGC

ATCAGAAACACACGTACTCGTCGTCGTTGGCGCCAGGAACAGTGAAAACGCCGTCATCGAAGTTCTCTTCGGTCTCGTCAGCG

AGTTCCGGCTTAGGCAGCTGCTTCTCATCCAGCGGCAGCGGTTGTGACACGCCGGCCTTGGAGAACGAGTTGCGAATCGTGTC

GCCGGTGACCTCTTCCCAGGCTTGGTGCACCCACTGACACAGGACAGGCAGCGACGGCTTTCGCAGATTCCCGTCCTTCGTGG

TCTCATGTGGACCATCAATAAGCCACTTGTTCCAGAGCGCCCGAATCGCTGCCTTCACACTGCGGTTGATGCCCAAATCGAGC

GGTTGGAAGATAGCGGTGAACCCAGCCGGAATGACAGCGATGGTGGTCTTGAGCTCCTTGAAGCGCTTCTTGATTTTCTCGGT

CAAGTGAACCTTGAACGAGTCAAGCACCAGGAGAGTGGGTTTCTCGAGGACAACTGGCGTGCTCTGAGCCCACACGCGCTCG

ATCCAGTCCTTCATGTGCTCCTCGTCCATGTAGGAGTTCTCCTGCGCCACGACGATCATGCCAGC 

>11A-C3 

TCCGACTTCGGGCTCGCCCATTGCCGCGACGTTTGGAACAAGGGCGTCAACCAGCCGTCGGGAGGGACGCTTGACTACATGG

CGCCGGAACAAATGAGTAATCCCGAAAACGTCGGACCTTCGAGCGACGTCTATGGCCTGGGCGGGGTGCTGTATTATCTGCT

CACCGGCAAGGCGCCGCGACGGCGCCGCGACAATCCGGTGCTTGCCAGAGAGCAGGTCGAGCGTGGCGAGATCGACCAGGA

GCCGCTGAGCGACCGCAAGATCCCGCGCCGGCTCGCCGAAATCTGCTTGCGCGCCTTGGCCGCCGATCCGAGCCAGCGCTAT

CGCACCGCCGGGACCATGGCGGACGAACTCGAGAAATACGTCCAACCTCGGACGCCCTGGCGGCGTTTTGGTTTGTTCGCTGT

GGCTGCGGTGGTTTTGCTGCTGGTCAGTTGGCCGATCTACCAACTCACGCGGCCGGCCACCGATCCCAACGCGAAACGGCCGC

CCACTGATGACAAGAGGCAGCAACTCGTCCAGCCCAGTCCCAACTACGCCGGCGAGCGCGCCCCTGTCAAGCGTCCGGACGC

GCTGCGCCACTTCCTTCTCGACGTGCGCCGCGGTGGCAAGGGGCACATTCCCAAAACCGCCGACGACCTCGCGCGCCTGATTC

CCTTCAGCGGCGCCGACGAGTTCCGCATCGCCGCCGTTGTGCCCGATGGCATCCAACCCGCGCTTTTC 

>11A-D6 

ATCTTGAATTCGAGATAAGCTGTCGGCGTGGCTTGCCCTTGCGCTTCCGCTTCGGCCTCGGCTTGTAATTCGCAGCGGCCGCGC

CAGTCGCACGCTTCGGCCAATTCATAGCCTTGCGGACGCGATTCCAACGATACTGTGGCAGTGGCTCGCCGTGGTAGAAGCGT

TTTTCGACCTCTTGCTTTAGCTTCTCGATGTTGATGAACTCTCTCCCTTCGTCGTCAAACTCAGCGCCGCAACCCTCGGAGACC

ATCACGAGCACCTGCCGCAACAGCGTTGGCTCATGGCTTCGGTGAAACATGCCATCCGCCGATTTACGTGCATCGCGCACAAT

TCCAACGATCTTGTCGTCACCGTTCGCCAACGCACACAAAACAATTGTGCCGATTTCGCCGCGTGTCTCAGCGTCGAAGCGGT

GGCGCACCCACGAGCGCATTTGTGGCGAGAATGTGTCACACCCAAAGTCGATAGTGTATCCGCGCGGACCCTTGTCGCCGGG

AGATCGCGTCATCGAAGATTGCGCAATCGCTGCGAGAATCGGATTTGTCGGCTCGTTCATACGCGCGGCAGCACAGCGACAG

CCTCACGCAGCAACGACAACTCGCGGTGAGTGTAGCGTTGCTGCATCTCGCGCGTGACGTGACCGGTCAGCGCCATGCGGGT

TTCCTCGGCGACGCCAGCATTCGCGAGCAGTGAAGAAAAACTGTGGCGCAGAGAATGGAATG 

>11A-E5 

CATGTACTCTCCGAGGATAAGTGAACGGTCGTTATAGTGCGGGCGGGGCCGGGACGGCGCAAGCATCGTCTTTCACTCCATA

AAGTCATGCGACCGTCGAGAGAACAGATGACGCGCTACGGACAGGTCCTGTTTTTGTCGGGACTCTACGTGTTCCTTCTCTGG

AGTTTGTGGATCAGGATGAGCGATTTGCTTCTCGCTTACGCCACGCCACGTGCGGGTATCCCCAATCCGGCCCGGACGTACAG
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GGAGTCCGGAATGATTTTTGTCGGACTTAATTCGGGTGCGTTCGCACTGACGTTGTTGTCGTTTTCACGGACGCGCAGCTTTTC

GCCAGTATCACGTTTTCTTTTTCCGGTTTTCCTGGGCGTTCTGCTTTCCGTCGTCATCACTGTCCTCTTGCTCTTCTTCTACGACT

TTATTCGGTACTTTGGCCCGCTCGTCGTAACAACCATGGGCAGATTTGTCTTTCTGGCCCACTTAATCGTGCCTGGCCTGCTCG

CGGGACAGTTATTTCGGTTTCCGCGTTCGCAGCGTACGTAAGAATCTCTGGATGCCGAGAACCAGCGCTGGAATCTTGATGTT

TCGCCGAAACGGTGAGGGGATTGAAGTATTTCTGATTCACCCCGGCGGACCTTTCTGGGCGAAGAAGGACGTTGGCGCGTGG

TCAATTCCGAAAGGTGAATACGGAGACGATGAAGCGCCGCTCGACGCAGCGCGCC 

>12A-A2 

AATGCTGGTTTTCCATTCTGCTTTTGAAGAATCTTTCAGTATCTTTATCGATAAAATAAACATAGCATCCTTTCATTCCTCTACT

TAGTAAAACACGATACGTATTTTTTATCATTTCTGTAAATTTTTCTTTTGA TCTCTTTACAGTGCTATCGGAAGAATTTTCAGGA

TTTCCTATCCAAAATTGGTTATCAAAATTGTATGTAAGATCCTTGCCGACTATTACACCAATATAGTCAAATTCAAATCCTTGA

ACCGTGTACACAGTACCGACCTGTTTTACACCATTTGGATCATGTGCCCAAAGTGATGCTGGGGGAATATCTTTACTGAGTCG

GAAGCCATCTTTTCCTTCCCAGGGCATTGCAAAGTCATCAATTACAACATCATTTTCTAATGTTCCATCTGGTAAGGGATTTGT

CCATGGCCAACAAAATCCTGCTACTAAGCGTGCGGAATTGGGAACTTCATAGTTCTTTTTGCTTATTTCTTGATAAAGTTCGAG

TGGTGATTCAACTATTTTAAAATCAAATTCTTCCTTTCTATCCCAAAGAACATTAGCTGTTTTCCGAATTCCTAATGTGTTGTCA

ATCCAGTTGACAAATCCATCTGAACCTTGACATCTAAACTGAGCAATTAATTCATACTCATGAATTACACAGTTGTGTTTAAT

GGCGTACTCTTTAATGTAATCCTGTGTGTCCAATTTCTTTTGGTC 

>12A-E10 

AGGGTTCGATTCCCTTCACCCGCTCCAACGCCGACATGCCTGGGGCATGCCGAAGCGTTGGAGCGCCGGAGCGAAGCGACGG

GCGACATTTCGCGATCTGCCGGGAGATGTTCTGATTTGGAGCGCCCGGAGCGAAGCGAAGGGGCGACAATCACCGCAGTCAC

ACGCGTTGACACACCGCACCCGCGCCGCCATTTGGCGCGCCTGCCTGCACCGATGGAGAGGTGGCCGAGTGGTTAAAGGCAG

CAGACTGTAAATCTGCCCGCGCAAGCGTACGCTGGTTCGAATCCAGCCCTCTCCACCAGCATCATCCGCAGCCGGTCCGGGGG

ACTGGCGAGCATGATGCTGTGTCGAAAGAATCCCCTAATCACTTGCTAGCCGCGACATGGACGATATGTGACAGGCGGATGA

CAGCTCTTGGTCCGGACAGGTCGAGGGATCGCCGGATCGAGGATCCGAGCAACCTCTGGATCATCCACGCAGCCGCCGGCCG

GTTGCTGCCGTGGTTCGTCGCTCGCGGCATCTCTGCCAATTCAGTCTCCGTCGGGGGCTTCTTCATCGGAGCCGCTGCGGCTCT

CGCTTACTCGCAATGGCGCGTCTGGCGATTCGCACTCCTCGGATTGCTGCTGTCCGTAGGGTGGCTCATCGCCGATGGACTGG

ACGGCATGATCGCCCGAGCGACCAAGAGCGCCAGCGCGCTGGGGCGGTTCCTCG 

>12A-G3 

GAGCGGCGTGAGGCTCTTCTCGTCGTCGATCATGATCGGCAGCGGGTGCACGCCTGGGATCGCCTCGAGCACCACGCCGAGG

TCGTGCCTCAGGTCGTGCCGCTGGATCTTCCGGTGCCCGACGCCAGAGCGCCGCGCGACGGCGCGCACGAGCAGCTCGGCAC

GCGTCATTTCCATTGACGCCACGATGACGGCGGCCTCTCCGCCGCCACGCTCCGCGACGTATTCCGCGAGCTGCTGCGCCCAA

GCGCTCTTGCCCTGGCCCGGGCGCGCGCCCGCGTACCAGAGCTGCCCGGGCCTCATGCCCATCGTGTGGTCGTCGAGGCGTTG

GTAGCCCGTCGCCGTGCCCCACGTGCGCTCGCTGTTTGCCGCCGCCTCGTCCCACCCGGCTTGGATGGTAGCTCCGGCCTCGG

CGTAAAGCGCCGCCGATTGCCGGGCGCGACCCTCGCTCGCGGTCGCCGCGTAGGCCCGCCGCTCGCACGTGTCGAGCCAGGC

GTCGACGTCGGGAAGCTCGGCGTTCGCGCCCTCGGCCGCGAGCTCGCGAAACGCGTTCATCGCGCGCCGCACGCGGGCTAGG

TTCCGGATCGTTCGAGCGTGCTGCTCGAGGTTGCCGTAGGGCTGCCCGGCTAGCGTCGCGAGGTACGTCGTGCCGCCTACGGT

CTCGATGCGCTTACGGGACCGGAGCTCGCCGACGACGGCCGTGATGTCCACCGTGTCGCCGCGGGCG 

>13A-A3 

TGCAGGTCAGATTGAATCGCAGATTCAGCAACGGTTTTACGCTCTACAACTCGTACGCATTCGGCAAGTCGATCGACTTCAAC

CCCAGCACCGCGGGCGCGAATAATTTTAACGTCATCGATTTCTCCCGCAACAAAGGACTCTCCGACTGGGACCGGCGCCACAT
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CTATACCATGAGCGCGGTTTATGAGTTGCCTTTCGGGCAGGGCAAGCACTTTTTGACGAGCGGCCCTGGGAAGTGGATCCTGG

GCGGCTGGCAGCTTAACGCCCTGTGGAGCTGGGAGAGCGGGTTGCCGCTGGATATCAGCACCAGCAACACCAGCTTGAACGC

ACCGGGTAATATCAATCGCCCGAACGTAAGTGGCCCGGTAAATATCCCCGGAGGTATTGGACCGGGGACGCTGTATTTCGAC

AAGACGAAGTTTTCGGCGCCCGCGCCAAATACCTTTGGCAACCTCGGCCGAAACGTCCTGCACGGGCCTGGTATATTCACCAT

CGACTCATCGATCTTCCGACGATTCCCCATTCGGGAGCGGATGAACGTGGAGTTTCGCGCGGAAGCGTTTAACGTGACCAACA

CGCCGCAGTACAATCGGCCGGTTCAAGATTTCACGAACGCTGCTTTCGGTTCGGTGATAGCGGCGAACGGCACGCAGTCCGT

GCTGGTGAATAACAGCCGGGCGTTGCAGTTGAGCATGCGGGTGCAGTTCTAGGTTTCCTAGAA 

>13A-H10 

GTGCTTATAGGATTGCAGGGAAAAATTATTCCGGTAGAAAATTTGCCTGCATCTAATCTTGTTTTTTTAATTGATGTATCCGGG

TCAATGATGCAAGAAAATAAATTACCACTTGTAAAAACTTCATTAAAAATG CTTACTGATCAGCTTCGTGAAAATGATCACAT

TTCAATTGTTGTATATGCAGGCAATGCGGGGCTTGTACTACCGGCCACGGGTGGACGCGATAAAATAAAAATTAAAACCGCT

ATTGATGCATTAGAGGCTGGTGGCTCAACTGCAGGAGGTGCAGGCATTGAGCTTGCGTATAAAATTGCTCAGGAAAATTTAA

TGAAGGAAGGTAATAACCGCATCATTCTTTGCACTGATGGCGACTTTAATATTGGTGCGAGCAGCGACGATGATATGGTACG

ACTGATAGAAAAAGAACGCAACAAGGGAATATTTCTTACGGTACTTGGTTATGGAATGGGAAATTACAAGGACAGTAAAATG

GAACAGCTTGCAGACAAAGGAAATGGCAATCACGAATATATTGATGGCATAAACGAAGCAAAGAAAGTTTTGGTAAATGAA

TTTGGTGGTACATTATTTACTATTGCAAAAGATGTGAAGCTGCAGGTTGAATTTAATCCTGCAAAAGTTGCAGGTTACAGATT

GATTGGTTATGAAAACCGGTTATTAAATAAAGAAGATTTTAATGACGATAA AAAAGATGCCGGT 

>14A-B1 

GCTGCGAGAAGAGGACGGTCCAGGCGGCGAGCCGCGCTACCTGATGCTGGAGACGGTCCGGGAATTCGGGCAGGAGCGCTT

GGCTACGGCCGGTGAGGAGGCCGCGGCCCAAGACCGCCATGCGGCGTGGTGCCTGGCCTACGCGGACCAGGCGGGGACAGC

CCTCATCCCGATCGTCCACCCCAACGCCGTTGAAAAGTTGGAGGCTGAGCACCCCAACCTGCGTGCCGCGCTGGCGTGGCTGG

ACGGAGCAGACCGGGCGGCGGATTTGCTCGCGCTCGCCGCTGCACTCGGATTGTTCTGGTACCTCATAGGGCATTATCGGGAA

GGACTGGGCTGGCTGGAACGGGCACTCGCGGTCAGCCGAGATGATCGGGCCAGGGCGCACATCAAGGTGTTGTGCGATGCCG

GCACCCTGGCGCAGGCGCTGGATGCTCCCGTGGCGGCCACCTATCTGGAGCAGGCTCGCGCACTCGCGCGGACAACCGGCCA

GGTGGCCTACGAGGCAGAAGCATCACTCATGCTGGGCGTCATCGCCGAGGATCAGGGCGATTATGCGGCGGCCGAGACATTC

ATCACCGCAGCTCAAGAACTCTTTGAACAGACGAGCGATCCTTTCCTCCCAATCGTCGCCGACTACCACTTGGGGGTCGTCGC

CTATGGCCGGGGAGACGTGGTGCAGGCGGCTTCCCTTCTGGAAGGGGCCCTCGCCGCCGC 

>14A-D8 

GCGGATGGCGTCGGACGGGTCGAGGCCTTGCCAGAGTTTCGCGATCAGGTAGTCCAGAGGAGGATGACCGGCGTCGGCCCGA

ATGGATCTCCAGAAGAAGCTCCACGTTCCATTCATCCAATAGGTCTGCAGGATCTCGTCCAGACCGTAGGAGAACCGGTCGA

GCGCATGGAAACGGATCGCCGCGCCCACGACGGTGATCGTGATGAGCGCGAGGCGCCACGTCCGGTCAGAGATCGAAGTCA

CGCGGGTCGCTTCCGACCTGATACGTTCCCCGCGTGTCGAACGTCGTATCTCAAGTTCTCCGCTTCTCGCTCGCCATCTGGATC

GGCGGGAGTGTACTCGTCGTCATCGCGGCGCCCGTCGTTTTCCGGGCCGTCTCTTCTCGGGACCAGGCCGGGGCCGCGTTCGG

GGAGATCCTGCGCCAGTTCGAGATCGTGAAGCAGCTCCTCTCGCTGCTTCTCGTCATCGGCGTCTTCGTCGAGCTCGAGCGAT

CCGGAAGGTTGGAGGGGCCGGCCATCGTCTCGGGAATCGCGATCTTCGTCGCCGTCGCGACGAACGTGTATCTCGCGATGGT

GCTCCGTCCGCGGATGAATTACTTCCGCATGAAGGTCGGCTCGTTCGACGCAGCGGGACCGGACGACCCGTGGAGAAAGAAG

TTCGACCGGCTGCACCGGCGGTCGAGCCGGGTCTTTTCGCTGGGAGCCCTCGCGGCCGCGGTCGC 

>14A-G5 

CGCCCGAGCGCACGATCGCGAGCAGCGCCGCGAGCGTATCCGGGTAGCTGCCCCGGTCTTCGATTCCCTGCCTTAGAAAGGC
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TTCGATCTTATCGTGAACGTGAACGGCCTGATCGATCCGGGGACTCGTGCCCTTCACGTAGGCACCGATGTTGATGAGGTCCT

CGGCTTGCGCGTAGGTCGCCATCCACTCGCGGATCTGTCCGGCCTGGGCGAGATGCTCCTTTGTGCTCACCGCTCGCATCACG

CGTGACGTGGAGGCAAGGACGTCGATCGCCGGAAAGCGGTTTCGCTCGGCGATCCGGCGCGAGAGGGCGACGTGGCCATCG

AGAATCGAACGGGCCGCGTCGGCGACCGGGTCATCCATGTCATCGCCTTCGACGAGAACGGAGTAAAGACCGGTGATGCTGC

CCTTACCGGGCGCCATGCCCGCGCGTTCAAGGAGCTTTGGAAGTTTGGCGAAAACACTCGGGGTGTAGCCCTTCGACGCCGGT

GGCTCGCCCATCGAAAGGCCGATCTCACGCTGGGCCATGCAGAAGCGCGTGACCGAATCCATGAGCAGCAGTACATCCTTAC

CCTGATCGCGGAAGTGCTCGGCGATCGTGGTGGCGAGAAATGCGCCGCGAGCGCGAAGAAGCGGAGATTTGTCTGAGGTCGA

GACAACGATCACCGAGCGCTTCAAGCCCTCGGGTCCGAGGTCGTTCTCGATGAACTCGCGTACTT 

>15A-A10 

ATATCTCAAGCCACTGGAAAGCTCATACAGGTCTGCCCCCCAGATATGCCAGAAAAACTGGCTGGGCTTAATGCCACCACTC

AGCAGAGCCAGCCACAGTGTGGGATTGAACTGACCGTGGAAGAAAAAACGCTGCTGACGGTTAGCTTTTGCTTTCGCGATGA

CCGCTTCCGCCAGCGATTTTTTCCCAGGGAAAAATTGCACAGAAAGCGCCGGACAGCTATCACTTAAGCCGTCGTCCTTGCCA

ACAACCATAAACTCGCGCGCGTGCTCGCTCGTCGCGGCCAGCGCGTCATTGAAAAACCGCAAAACGGTTCGGTTATGGTGAG

GGATATCCGATCCCAGTACGTGAATCAGTACAGTCATGCCCGCCTACGCCAGAGTAAAAACACGCCACAACAAAGAGAAAA

ATAGACGATATAAGTTGCCATATATGCCTGCGCCGCGCCCAGTGCACCATGCGCAGGGATTAGCCAGTGGGCAAATACCATC

AATAAAGTGAACTGGCTGACTTCCGCCAGAATATAAAACCGCAGTGACGCTTTGGCGATCACCAGATAACCAAAGACATAAG

CGCCCACTTTTAACACATCACCCACTAACTGCCAGGCAAAGAGATCGCGCATAGCGGTAAATTTATTCGACAACAGCAGCCA

GATAGCAAAATCACGCAGCAGCCAGACGGTAAAACTCGCCGCCGCCACTGCCGGTAAGACGAATTTCAG 

>15A-C3 

CGGCAGCTCGATGCGATCCTGCGGGCGCTTCGGACCCGCGAGCGACGGGGTGATCGTCGACAAGTCGAGCGACAGCGTCTTC

GTGTAGTCGATCTGCCCCGCCACGGGCATGCCGAACAAACCCTGCGCCTTGAAATACGTCTCGAACGCGTCGACCTGCGCGTC

GGTGCGTCCGGTCGAGCGCAGGTAATCGACGGTCGCCGTGTCGACGGGGAAGAAGCCCATCGTCGCGCCGTATTCGGGTGCC

ATGTTGCCGATCGTCGCGCGATCGGGCACCGACAGCGTTCCGGTGCCTTCGCCGTAGAACTCGACGAACTTGCCGACGACCTT

CTCCTTGCGCAGCATTTCGGTGACGGTGAGCACGAGATCGGTCGCCGTCGCGCCTTCGGGCAGGCGTCCCTTCAGCTCGACGC

CGACGACGTCGGGCGTCAGGATGTAGACAGGCTGGCCAAGCATGCCGGCTTCCGCCTCGATGCCGCCGACACCCCAACCGAC

GACGCCGATGCCGTTGATCATCGTCGTGTGGCTGTCGGTTCCGACGAGCGTGTCGGGATAGTAGGTGCCGGCCTTGCAGTGCA

CGCCGGGTGCGAGGAACTCGAGGTTCACCTGGTGGACGATGCCGATGCCCGGCGGCACGACCTTGAACGTATCGAACGCCTG

CATTCCCCATTTCATGAACTGGTAGCGCTCGGCATTGCGCCGGAATTCGAGCTTCATGTTGAG 

>15A-E10 

TCTTTCGACATGCGAGGAGTATGATCCAAAGGCAAATGAGTGGAAATCACTTCCTCCTATGTCAACAACCAGATCTTCGTCTA

CAGCAAGTGTTATTGATGGAAAACTCGTTGTTTGTGGTGGAAGGAATAGTGGCTCTCTTTCAACGTGCGAAGTGTATGATCCT

CAGACGAAGCAATGGAAAGAGTTTCCCTCTTTATCAACCGAGAGAACTGGATGTTCATCAGCTCTATTGAATGGTCAACTAAT

AGTATGTGGTGGAAGTGATGGTAGTTCTTTTCTCTCTTCATGCGAAGCATACGATGCAAGGAGTAATCAATGGAGAGCCTTTC

GTTCTATGTCAACAAAGAGGTACCAGTTCGCAGCAGTGTCATTGTAATGAACACTATTGCGCTTGTGGTGAATAAAGCTGACT

AGGTTGAGGAGCAATTTGGACATAACTATTAGTAAAAAAATAGTTTGAATT ACATATTAACTCACTTTCTTCGTCTCACTCGA

TGTTATTTTATTCAAATAAATAGCAAAGTTGACTCAACTTGTTTGTAATCA CGCGTAGGACCAGGAATTCGCTGCTTTTCATAA

GTTTGAAGCTTCTTCCCTAACTTCAATGACATTTTCGCTATCAATCCAGTCAGTTTCGTAAGAGGAAGTGCGCAGCTCTGGGTT

ACTTTTGGACCATTGCAGTACTTGGCTAACAGGAATGAGGTGTGGTAAAAGTGCTT 
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>16A-E5 

CATTAACGGCGACCTGGTCGCGCCGCGGCTTCCACCTTCCCAGCCAGTATGAGGAGGTGATCGTCAAGCCGATCCGCAAACT

GAACGCAGATCTGATCATGGAGGAATGGGATAACCTCCTGCTGCTCGCGCTCGTGGCCGCTGGTCGCAGTGGGATTGGCGAT

AGCCAGGTGAAGAGAACTTCACCGGGGGGAAACGTTTCTCCCTGCTGCGGCAGGACGTTCAGGCATACAGTAGACCAAAGCA

GGCGCCAGGGTCATCGAATCGATCGATGGAGCATCTGACTCGCCTGCTCTACCTCGCGCCGAGCGTCATCGAGCGCAAGGGC

GAGGAACACAAGGGAGGTGAGCGTCGATGCGTATCACCATGCAACCCGGCCTGTGTGCTACAAGCTATAGCACGACAGGGG

CATCATTCTGTGAGAGTTGCTTCGCCACGTTCATGATGCACGGCTGCTATCCTGACCGCGCCTGCATCCTGGAGGTCGTCGAC

GGCGACCGAGACGAGATCACGCTCGTGCTGCGCCGCGATGGAGGGGAGGAGATCGTGGAAATCACCGACGAGAATCGGGCA

GCACTGGCCTTTGGGGAACGGCAAGGGATTCAGTAGCAGTATCCGAACGCCGCTGATTCAATGGACGTCATCCTGGCAGTCT

GGCAAGGCGACCGAGCTCCAGCAGGCAGGCCAAACTGATGGAGCTCTTCCGGACAACTTCGTTGTCGAA 

>17A-D12 

TCAGGCCCTGCTGCGGAATCCGCTGGCTGATCCTTATGTACTGGGCGTTTCGAGCGGTGCGGCTCTTGGCTCGATCCTTGCGCT

GATCATCGCGCCGGGCTTTGCGCTGGTCACGCCAGTTGGCGCGTTTATTGGAGCCGGCGCAACGATCGCGGGAGTTTATTTTC

TGGGTCGGCGCGAAGGCCAGCTCGACAGCACGACGCTATTGCTTGGCGGCATCATCTGCGCATCATTTTTTTCCGCCATCATC

ATGTTTCTGATGACGACGCTTGCCGGTCGAGACCTGCGCGGCATGGTTTTCTGGCTCATGGGGGATTTATCGACGCCCGTTTCC

GCCGGAATGCAGTGGATTTTCACGGTGGGCCTTCTTGTTGCCATTGGCGCGATCTACAGCACCTCCGCCGACCTGAATTTGTT

GCTGACGGGTGAGCGCGAAGCCATTCACCTGGGAGTGGACGTGACGCGCGTCAAGCTTGTTGTCTACGTTTGCGCGTCGCTTC

TGACGGCGCTGGCGGTTTCGGCCAGCGGCGCCATCGGCTACGTTGGTTTGCTTGTGCCACACGCGGTACGACTGATTTTCGGA

TCGGATTACCGGCTGCTGATTCCGGCGTCTGCATTGTGCGGCGCAATCGCCATCGTTATGGCCGATACGCTGGCGCGCACAAT

CGTGCCGCCGACGGAGTTACCGGTTGGGGCAATGACCGCCATGGCCGGTGCGCCGATTT 

>17A-E7 

GCCGAGCGCGATCGCAGTCTTCACGAAAAAGTCGTCTCGCTCGAGGAGGCCGCGTCCCTTGTCAAAGATGGCGAGACGGTGG

GCATCGGCGGCAGCACGCTGTCGCGCACGCCGATGGCGATGATCTTTGCGTTGATTCGCGCGGGCCGAAAGCGACTGTCGTG

CGCGCGCGGCATCGTCTCGAGCGAAGGCGACCTCCTGTTCGCGTCAGGCGTCAGCAATCACATCGTGACGAGCTGGTTCAGC

CAGGGCATCGTGTGGGGCATCTCGAAAGTGATGCGCCATCACGTCGAGCGCCGCAAGGCGCGCTTCGACGAGTGGAGCCACA

TGGCGATGGGACTGCGCTTTCGCGCCGGCGCAATGGGCCTGCCTTTCCTGCCGATGCGATCGATGCTGGGCTCCGACGTTTTG

CGCGAGCGACCCGAGCCGCGCGAAATGGCGTGCCCGTTCACCGGAGAAAAGCTGCTGCTCGTGCCGGCGCTCAATCCCGATG

TCGCCATCATCCACGTCCAGCGCTGCGACGCGTATGGAAACGCGCAGATCGATGGCCTGCAGTTCATGGACATCGATCTTGCA

ATGGCCGCGAATCGCGTGATCCTGACCACCGAGCGAATTGTTTCCAACGACCAGATCCGGCGCGCTCCTGACCAGACCAAAA

TCCCGTTCTTCGCCGTCGAGGCAGTGGTGGAAGTTCCCTTCGGCTGCGCTCCGCACGAATGCGGT 

>17A-G1 

CAGCGCGATGACCGGCGTATCGTCGGGCGCCGCCGGATGCGTCTTTGCGGGATCGTGCTTGCCGGATGACGCCTTCGCGGCGC

CTTTGCCCCCTTTGATCGCGCGCAGTACGGGCTGATTTTTTGCAATGGCCGCTTTAGCCGCGGTTTTGGCTGACTTATCAGGCA

ATTTATCGTTCTTCGGCATTTCCCGTCCTTTGAATTTCCGAGTGTTCGGGCGCAAGACTACATTGTTCCAGATAGCCGCGATAC

GACCGGGCGGGCAGCATTTCGTCTTTCCCTTCAGAGAGTTAAACGCGGCCCCTTTGCACTCCTTTGCACTCCTATGCACTCCTA

TGCACCCCTGTGCACGCCTGTCACCGACGCGTCACCAAATGGTGTGTTGCTCTCGACCTTCTCCGGCAGAAGGTGAAAACTTC

AAATGCGCCTCGACCGATTCCCCGAAGACGCGCGAGGTTCCATGGCCGTTGAGCTTCCCGCCAGTGACGAAGAAAAAGCCGC

CCGCAACGTGATCGAACTCGCGGGCGCGGCACTGGCGCGCCGTCGCAGCGACATCCCGGGCACGTTCGTCGCGCAGCTTTAC

GGTCGATGCGTGCCGGAGGATGTCGTGCGCTACGGCGCCGACGACATCGTCGCGCTGGCCGAGCGCGCCTACGATTTTCTGTC



Anhang   145  

GGAGCGCACGCCGGGCACGCCGAAGATCCGTTGCGAGACCGTGCCGCTTGTTGCC 

>18A-A7 

CGCTTCCACCTGGGCATCGGAATGGGGTTCAAACGCCGCGAGTGTCTGGCCAGTGGACGGATTGACGCTGACGATCGATTTC

ATACTTTACTTTCAGGGAGGGGCGAGCTCCGCGAGTCCCATTTTGGCCGGCGAAAAAAATAAGACTCGCTGGAGCTCGTCCCT

CGCTACAGCTTTTTCAATTGGATATTCTTGATCGACGAACTTGTCACAAAACTCGCGACTCCAAGAGGCGACGAAAGGAAAAT

GTCGCCGAACCGCAGTGAGATTTTTTTGCCTTCCAAATCGACATCATAAACCTGGTCGGTGTCCACCCAGCCCTGGAGGTGGT

TGTTGGCCAGTCGCACTCGCACGTGATACCAGCGGTTCGGTTCGAAATAGAGAAACTTCGTGGTTTCGTTTTCCGAGGCGTCG

ACGCCGTTGATACACGATAAGCCTGTGATGCTTCCACCCCAGCCCCCGAGGACCATCGTACCGAATGAATCGTTCACGGGAA

AAGTCAGGGCGCAAAAGAAATCGCTCCCCTGACGTTTCATGGCGTCGAGCGAAATCTCGTAATTGTTCTTCGGAAGCGACGA

GGGGTTATTGGTCCAGGTGATGCCAGTGAGCGGATCGCCCTGCCCGAGACGTATCGCACCATCCTTCACATCCACCGTGGCGT

GACCCGCGAACTCGGTGACCGCCCAATTTTGCAACGATACGCCATCAAAAAGATTCGTTGCACC 

>18A-B3 

ATTCTTGGTGGCAATCTGTGCTGCCGACCGAGTATCCAGTTTACGCCAAAGCCGCTAAACTTATCGCTCATTGCGCCGGAACC

ACTGCCGCTCGCCTGGAAAAGGAACATCTTCATTCCCACTTCCAAGCAGCGCTCCACAACGCGCTTCTTGCTGGCACAGCCGG

TCTTTTGGGCCTCTCACACAAGCGGCATGATTCTCTACCAGCAGCTGGCAGTGCAAAGGACACCACACTGGTCCTGGTGCGGG

GCTTCGTTGACCATGTGGCACTGCAGTGCAAGAACGACAAGGTTCAGTGGGGAGCGCGCTCGACGGTCAAGATGATCCACAC

GTGCTGTCAAGAGGTCGGCGGGTTTAGCATGGTGGAGCTGCACCGGCGGACGGAGGCCAAGATAGACAAGCATGTACAGTTT

GAGGCACTGTTCCAGACAAATCACTAAAGTAACCACTCGTCGTCATAGAGACTGCCCCTGCGAGGTGGGGGGTTTCGGATAT

AGGGCGTCGGGATTTCTGGGGTAGGTACCGAGACTACAACAACAATATCAAACAGAGGGTCAGGGCGGCACTGCTGACGACT

GCGGCCGGGTCTTCTCGTATTCGTTGAACTTGGTGTAGTCAACCTCGTAAACCCCGCGCTGGTTCTGCGTTGCGGAGGAGGGG

GAAGGAGGCTTGAGCGTGAAAGCAGGTTCAACAACAGCGGTACCAGGGACACGATATC 

>18A-C12 

GGCGACAAAATCCTCGGTTCGCCGAACTGGGTCAAATCGCCCGACGGCAAAAAGAATTGGATCCTCACCGGCAGCTACGATT

TCAAACTCTATTCCGTGGACGCCACCACCGGCAAAACGAATTGGTTTTTCGAAAGCGGAAATTACATCAACGGCGCGCCGGC

GGTCGCAGACGGCAAAACAGTCTTCGGCGGATGCGATGCATTGCTTCACGTCATCAATTTGAAAGACGGCACAAAAGAAAAA

GAAGTCGAAGCCGGCGCTTACATCGCGGGCTCGGGCGCGTTCGAGAAAGGCAAATTCTACATCGGCCATTATGAAAACGAAT

TTCTATGCGCCGATCTCAACGAAGGCAAAATCGCCTGGAAATTTCACGATCGCAATTTCCCTTACTACTCCTCGCCCGCGCTC

ACCGCTGATCGCGTGATCTTCGGTTGCCGCGATAAAAAATTACATTGTTTGAATCGAAACGACGGCCAGGAAGTCTGGAGTTT

TAGCGCGCGCGGCAAAGTGGACAGCTCGCCCGTGGTCGCCGGCGACAAAATCGTCGTTGGCTCCGATGACGGCCGCCTCTAC

ATGGTCGCGCTCCCGGATGGCAAGGAGCTTTGGAATTTTGAAATCGGTCAACCCATCACCGCTTCGCCCGCCGTGGCTGGCGG

CCGTGTTTACATTGGAAGCGAAGATGGGAACCTTTATTGTTTCGGCCCCGCCGCC 

>18A-E8 

CACCGAGCTCGTGCGCGATTGCGGGTCGTTCAGCTTCACGCTGAGAGGAATTTGCTGACCCTTCTCGACTTCGGACGGCGAGT

TGTGCGCGAGCGTGACGGGCGCGACCGGCGCTTCTTGCTCTTGCACGAGACCGGGCTTGCCATCCGCTTCCCACTTCGTCTTT

GCCGTGTTGAAGAAATCGCGAAAACGCGGCGACTCGCTCGGCGGCAGCGAATATTCGGGATCGATCGCGAAGAGCCCGCGC

GCTGCGCTCTCGGCCTCTTCTTTGCGATTCAGCGTGATGTAGTTGTAAGCGAGCAGGCGATAGACCTCGATCTTCTGCTCCTTC

GAGTTGTTCGGACGAAGCAGCGCCGCGGACAACGTTTGGATCGACTCTTCGTATTGCTGATCGTCGAAGAGATTTTTTCCGCG

CGTGATGAGGTCTTGTCGACCCGCGGGCTGCGCGCCGCCTCCGCGCTGTTGCGCGTAAACGACCGGCGACGACAAGACGATC

GCGTTCGCGGTGGCGATGAGCGCGAGCGCAGAGATCGGGCCTCGCAAGCGAGCGAAAAGCATGGCGCGAAGGCTAGCTGAA
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AACGAAGTTCAGCCCTTGGTTTTTTCCGCGTACATGCGTCGAGCGGGCTCGAAAACCAGCAATTTTTCGCGATCCGCGGCGCG

TCGCGGGATCGTTTCGTTCTCGCCCAGCACGAGCGCCGCGAGACGACCGCCGTACACGCATCC 

>18A-H2 

AACTCTCTCGATGTCCTTGGGAAGGATGAGGCCGAGGCAGTCGGCAAATTATTAGGCGCAGATCGAGTTTTTTGGGGCAGCTT

CGAATCAGTGACCGGAAAATATTCTGCTAATATCCAAATCCTAAATGTTGCTTCCGGAAAAATTTCTGGAAAGGCTAGTGCAT

ATTCGCCGGATCTGTATGAACTCTCCTACTTGCTTGCCGAAAGGGTTCTGGGAGAACTAAATGTTAAGGAGATAAAGCGAGA

AGGTAATCTAAGACTAATCGGCTGGAGCATGTCGCCTGGCGCGTTAGACCATTTTGGCAAAGGCAAAATTCTTTTAGCAGAG

GAAAAGCGCGAAGAGGCATGCTGGGAATTTAGGAAATCAATCGAGATTGATCCGCTTTTTGAAGAGGCGAAAACTGTTCTCG

CACAAGCCTTGGCGGACGAGTCGAAATGGGATGAGGCTGGGAAACTGGCGGAATCAATTGTAAATCTGCAGCCATCCAATAC

TTCGGCAAGAGAGCTTTTTGGCGTTTATCTTTGGATTCGTGGCAGAAATGAGGAATCCGAGGCGGAACTGAGAACGGCTCTCA

AATTCGACCCGGACAATGCCAATGTTTTAACTCGACTGGGGTATCTTTATTTTTTTGAACAAAGATTTGAAGAAGCTGTTGCG

GCGTACCAGAGTGCACTGCGGTTGGAGCCATATGGTCCGACCGCCTGTTCTAGTCACGCGCAGCT 

>19A-A4 

CGCACTGAAAATGCGTGTGCGGCGTGATCGAGCCCGGCGCCGCCAATACCTGGCCGCGCTCCACTTCCTCCCGCTTGGTGCCG

CGCAACAGGACGCCGATATTGTCGCCCGCCTCGCCCTGGTCCAAGAGCTTCCGGAACATCTCGACCCCGGTCGCCACCGTCTT

GGTGGTCGGCCGGAGGCCCACAATCTCCACTTCGTCGCCGACTTTGACGATGCCGCGCTCGACCCGGCCGGTCACCACCGTGC

CGCGCCCCGAGATCGTAAACACATCCTCGATCGGCATCAGGAACGGCCGGTCCTTGGCGCGCTCCGGCTGCGGGATATAGGC

GTCGACCGCATCCATCAATTCCTGGATCGACTTGGCGCCGGTCTCCGGGTCCTTGCCTTCGAGGGCCGCCAAGGCCGACCCCT

TGACCACCGGGATGTCGTCGCCCGGAAAGCCGTAGGACGACAAAAGCTCGCGCATCTCCAATTCGACCAGCTCGATCAGCTC

CGGGTCGTCCACCATGTCGATCTTGTTCATGTAGACGACCAGCGAAGGGACGCCGACCTGGCGGGCCAACAGGATATGCTCG

CGGGTCTGCGGCATCGGCCCGTCGGCGGCCGAGACCACCAGGATCGCGCCATCCATCTGCGCCGCCCCGGTGATCATGTTCTT

GATGTAATCGGCATGGCCCGGGCAATCGACATGCGCGTAATGCCGCTTCGCCGTCTCGTAC 

>19A-G7 

CGTGCACCTCAATCGTGAATCTTCCAACTGGGTCGCGGTGCTTCAGGGCGTGCATGAATACCCGCCGGGCCACGTGCTGGATG

CGGTGCTCGACCCGAATAATGTCTTCGTGTTCGATGCCGCCGGCCGTCTGGTCGCGGCCCCGGGCTCGGCGTGAGGAAGATGC

AGCATGGCCCGCATTGACCTCGTCGATCTTGCGCACTCCTACAGCGGCAACAGCGCGGCTCTCGAATCCTTTGCGCTCAAGCC

TGTCACGATGACCTGGCGGCAGGGTGGGGCCTATGCACTGCTCGGGCCATCGGGGTGCGGCAAGACCACGCTGCTCAATCTG

ATCTCGGGCATCGTCACCCCCTCGCGCGGAAAAATCCTGTTCGACGGCGTCGATATCACCCCGCTGTCGACCCAGAAACGCAA

TATCGCGCAAGTGTTCCAGTTCCCGGTGATCTACGACACCATGACGGTCGGACAAAATCTGGCGTTTCCGCTGAAAAATCGCG

GCGTGCCGAAGCAGGAGATCGACGCGCGGGTGGCGGAGATCGCGCGCCTGCTCGACCTCACGCCCTATCTTGAACGCAAGGC

GACGCGACTGACGGCAGATGCCAAGCAGAAAATCTCGCTCGGCCGGGGATTGGTCCGGTCCGACGTCGCTGCGATTCTGTTC

GACGAGCCGCTGACGGTGATCGACCCCGAGCTGAAGTGGCAGTTGCGGTCCAAGTTGAAGGCGCT 

>20A-B10 

TAAATTCTAACCATCCGCTTCTCACAAACCTAATACCATGAAAACAACACT CCTTATTATCACTGCAACGCTGGGCCTCACCC

TCGGGCAAGCTCACGCCGATCGTCTTGTCATCAAAGGTTCCGATACGCTCGGCGCCAAGCTCATCCCTCAGTTGGCCGAAGCT

TTTAAGGCTAAGAGTCCCGGCACCACCTTCGATATTGCAGCCGAAGGTTCCACCACCGGCATCGCTGCCATCATCGATGGCAC

GGCGCAGATCGGGATGGCCAGCCGGCGCGCCAAACCTTCCGAAGTCGGCGCAGCTTCGGGCAAGGGAGTGAATATGAAACC

GACGATTGTCGCTTACGATGGGATCGCGGTTATCGTGAATTCGGCCAATCCGATAAAGGGACTCACCAAGAAACAGGTCGAG

CAGATCTTCACCGGCGATGTCATCGACTGGAGCGCCGTGGGTGGCAATCCTGCGCAGATCTCGGTCTACACCCGTAACACGTC
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ATCAGGCACCTACTCTGACTTTAAGGAACTGGCGATGAAGAAACGCGACTACGCTTCCAGCGGACAGAAAATGGCAGGTAAC

GAGCAGATCGCCTCTGAAGTCAGTAAGAACGCCAACGGCATTGGCTATGTCGGCCTGGCCTACACCAAGGCGAGTGGAATCA

AAGTCGTGGCGATTGATGGCGCAGTTCCGTCGGTCAAAAGCGTGCAGGCCAAAACTTACCCCTATG 

>20A-D2 

GGCGTCGAGGTCCTGTTTCTCCTGCTGCTCACCACCCTCAACATCCGCGGCGTGCGGGAATCGGTGCTCGCGCTGCTGCCGCT

CTTCCTGCTCTTCCTCGTCACCCACGCACTGGTGATCGGCGGCGGCGTCATCGGCCATTTGCCGCAACTCTCCGGAACGGTCG

CCGGCGTGCGAGAGAGCTACGCCCGCGGCACATCACTCCTCGGGATGGGCGGACTGGCGCTCCTCTTCCTCCGGGCCTACAG

CCTGGGCGGCGGGACCTACACCGGGATCGAGGCGGTGTCGAACGGGCTGCCCGTGATGCGCGAGCCGAGGGTGCAAACCGG

CAAGCGCACGATGGCCTACATGGCGTTCTCGCTGGCCATCACCGCCAGCGGCCTGCTTCTCTGCTACCTGCTCTGGCAGGTCA

CGCCGGTCGCGGGAAAGACGATGAACGCAGTGCTGGTCGAGCGCATCACGAATGGCCTCCCCTTCGGGCACGCCTTCTCGGT

GGTGACGCTCTTCACCGAGGGTGCGCTGCTGGTGGTCGCCGCACAGGCGGGATTTCTCGATGGGCCGCGGGTGCTGGCCAAC

ATGGCGGTCGACAGCTGGGCGCCGCATCGCTTCGCCTCGCTCTCCGAGCGCCTGACCACCAAGAACGGCATTCTCCTGATGGG

CGGAGCGGCGCTGATCGCGCTGCTGTACACCCGCGGCAATGTGGGTCACCTGATCGTGATGTACTCG 

>20A-F5 

TTTGCGAACGTTGAGCGAGTCAGTTCGTCCGATTGGAACGGAAGGCCGCAATTTTTTGTTGGGGCACGCCCCGGATGACAAAT

CAAAAATTGAAGCGCTCGCAAGTGCAAGTAACCGCGGGCAACTGGAAAGATTCCTGAAGGAGGCAAGCGGACGCGATTGGT

CGGTGAAGTTTGTGGCGAAAGACGGAATTCCGCCGAGCGGTGGTGTTGTCTCTGACACAGCAAAATCAACTGAATCGTTCAA

AGATGACCCGCTGATTCAGCAAGCCATCGAACTGTTTAAGGCCCAGGTGAGGTCCTGACGCCCATGCGGTCTCTTTGTATCCT

GAGCGGAACGAAGCCAAGTCGAAACATCTCTCGATGTTTATCTTCAAGCGAGAGATTCCTCGACGCAGCTTGTCCTGAGTGA

AGTCGAAGGACTCGGAATGACAAAGCGTAATCTAAACCATGAATCTAAATA AATTGATGAAGCAGGCTCAGAAGATGCAGG

AGCAGATGACGAAAACGCAGGCTGAGCTTGAGAAACAAACTATCGAAGTAAGCGCAGGTGGCGGGAAGGTGAAGATAACAG

CCAATGGCGCGGGAGACATCATTGGGATCAAGATTGACAAAGAAGTCGTCGACCCGAATGACGTCGAATTTCTCGAAGAAGT

GATCCTCAGCGGCGTGAAACAGGCTGTCGAACAAGGCAAGGCGCTCGCGCAATCTGAAATGAGCAGGAT 

>21A-A5 

AGGAAACTTTTTGGTGTGACCTTCCGAAAATATATGGTGCTGGCCGGAGTGACCATCTTCGGCGCCGTGGGAGATACGCTGCT

CTCCCACGGAATGAAAGAAGTCGGCCCCATTTCTCTTCATCGTTTGCCGCAAATTTTCCTAGTCATTTTGGACCCCTGGGTCGC

GCTGGGAATTCTCTTTCTATTGGGATTTTTTAGCGCCTATATG 

GTAAGCCTCTCCTGGGCTGATCTGACCTACGTGCTGCCCGCAACTTCGTTGGGATATGTTGTGCTGGCGTTGATCGCAAAATTC

GCACTGCACGAAGAGGTGAGCCTTAGCCGCTGGCTGGGGATTCTGCTGATCTCAGCCGGGGTGGGGTTCGTCACCCGAGGCC

CAGCGTTAACGCATCCGCCCAAAGCTGAGAAGGTCAATCCAGAGCCTGTGGGCAGCAGGGGACGCTATTGAGCCACCACGCC

TATACCTGGGGGGGCATTACAGCGATCGTTCTAGCCTCGACGACCGGCGACGTACTGCTGTCGCGTGCCATGAAGCAGGTGG

GAGATGTAGGCCAGGTCTGGCGGCAGCATGGATTGCTCAAAGTCGCGGGCCGCATTTTGCGCAATCCGAATTTTCTTCTCGGG

CTCACCGCCATGGCAGTGGCCTTTTATAGTTTACTCTTGGCGCTTTCCTGGGCGGATGTCAGCCTGGTGGCTCCGGCCTCGGCA

TCGCTGACATTC 

>21A-D1 

GCGCTCGACGCCGGGCGAGCTCACTTCCATGGTGTACCGTCCGCCTGGAATCACATCTTCTACGTCCAGGATGGTGCCCACGT

TTTGCGTGATGTACTCGCAATCGGCATGCGTTACGCCTTCCGGCTTGTCTATGAAAATGCGCAAAACACGGGTACCGCCGCCG

CCCAGCATCTGGACATCGACGACTTCCAGCGCCTTATCGGCGCCGACGCGTTCGGTTATTTCCCGCACTTTTTCTACGATGGTC

GCCCGGTCCGCCATGTTTCAGTTCCCGACCCATCACTCGCCTCAAGCAAGGAATCCGAGCAATAAAAAAGTGGGCTTTCGCCC
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ACTGCCACTGCTCGTCCCTAGAACCTAGTATACACCCTTGTTAAAACGGCCCTCGCGAACGGTGGGCGCGTAGGGCATAGCA

ACAAAACGAACCCAGGAACTTGCTGAAACCAATGGGACGGACATCCTCGTTCCGGCGTTCTGGTCACGCTCTTAGGGTTCTTG

AAAATTTGTAGACCCGGCCAATCGGCGTATGCCGGTGGCTCGCCTCTGGCGCCGTAACGCAGTCCCGCCCCTCCGCGTCCCAC

ACCCGATGAGGTTTCACGAAGTACTTAAAGCGATGAAAAGGCCGCTGATCGCGTTATCCGCGCTGCTGGCCGTAGCTCTATCC

GGATTCGCCGCGCTAGGCGGTTCCGAAGGATCGGTAACGTCCGACCAGGTCAAATT 

>21A-E11 

TCTGAACAAACGGCCCCGCGCCTCCCGCTTATTCCTGTCGCTCGCCGCGCCCGCCCGTTATAATTCCCGCCATGAAACACCTC

GCGCTGCTGCTGTCGTTACTCGCCGCCGCCACCGCCTCCGCCGCAGATCCCCCGCCGCTCAAAGTTGTCATGTTTTCCGGCTCC

TCCGAATACAACTCCGCCGATTCCCTCAACGACTTCAAAAAGCTCTTGGAAAAAGACCACCACTGCCAGTGCACCGTCAACAT

CGTCGAAGAAAAAGGCACCACTCTCACCGGCATCCAAGGCCTCGAAACCGCCGATGTTGCCGTCTTCTTCACCCGCCGCGTCA

GCCTCTCCGATGATCAAATCGCCAAAGTCAAAAACTTCATCAAAGCCGGCAAAGGCGTTGTCGGCATCCGCACCGCAAGCCA

CGGCTTCCAGACCTGGCTGGGCTTTGACCCCGAAATACTAGGCGGTTCTTACAACAACCACTACGGCAAAGACGTCCCCGCCG

ACGTCTCCATTGAGGAAAAAGCAAAAGACCACCCCATCCTCAGAGGCGTCACGCCCTTCGTCACCACCGGCAAACTCTACAA

AAATCCCAAAATCGCCGAAGACGCGACAATTCTTCTCCGCGCCAAAACCCCCGATTACGGCGAACCCGTCGCGTGGGCGCGC

GAAGGAAAACCGGGCGAACGAGGCCGAGTCTTTTACACCTCATTAGGCACCCCCAAAGA 

>21A-F7 

GCGGCAATCTGTATCGGAACCGACATTGGCCTGCACGGCGCGCACCTGCGCGCCTGTCTGGCGCACGGCATCCGCGACCGCC

TCGGCCTCTTTCGCGCTTTTGCTGTAATTGATCACCACATCGGCGCCACGTCTGGCGAGCCCGAGTGCGACACTTGCGCCAAT

CCCCGACGAGGATCCCGTAACAATTGCAACCAGGCCCTTGAGGTCTTTCTGTTCCATCATCCCCGCCTTATGCTTGTTGTCCCG

ATTGGGATAATCGTATCCGACACGCGCGACGCTGCAAGGAGCCGCCATTTCCGCTCAACCACGACCCATGGACCGCCCTGAG

CAAGGCGCTTGCGCCATGCGGATCATCCTGATCCGCCATGGCCGTCCCGCGATCGAGACCGCGCCGCGCACCAATCATCACG

GCTTCCGCTCCTATATCGACGACTACGACCAGGCGGGTCTCGATCCCGCGAGCGTGCCGCCGGAGGAGCTGCAGGATCTCGTC

AAGGAACTGACGGCCGTGTTCACCAGCGGCCGCGCACGCGCACATGAAAGCGCGAAGGTGCTGGCGCCGAAAGCCGAACTG

ATCGCCGATCCGCTGTTCGCCGAGGCGCCGCTCGCAAGCCCGCGCATTCCGCTCTTGCGCATGAAGGTCCCAAAATGGGCCGT

GGTCGCGCGCTTACTTTGGCACGCCGGTTATCGTCCCGGGATCGAGGGCTACACGAAAGCCAGA 

>22A-B8 

TGAACCACTTCACGATTCTATGGCCGGAACGGATGCCGGCCCTGGAGAGACTCGCGTCATGAAAGCGCAGAACCCTTCGAAA

ATCGCTGAGCAGGGGAAGTGGCACTTACCCCCTTCCCCTGCACCCCATCC 

>22A-H3 

TCCATCGACTTGGGCTTTGAGACAAGAACTGTTGTATCAGGAATTGCAGAGTTTTTTAAACCCGAAGAAATTATTGGCTTGCA

GGTTTCGGTAGTGGCTAATCTGGCTCCTCGTAAGTTAAGGGGGATTGAGTCGAGAGGGATGATTCTGATGGCAGAAGATGAA

GCCGGTAAACTCCATTTCGTATTACCAAAAGATTTAACATCAAACGGCAGTATCATTAAATAAAAGTTTTACTTTCGGTAACT

TATTCTTCATCTAAAAAACAAGTATGAAAAAGATTTTTTACTCAATGGTTA TGTTGATGTTATCGGCATCGCAGATTTTTGCTC

AATGCGGTGCGCGTTATCACGATATGATTTTTTCGAATGTAACTACCACTTTAAATGTTACCTATTCCACTTCAAATGGAACTA

CGCTTAAACTTGATGTTTATCAACCCACAGGTGATACTGCTTCTATGCGCCCCTTGGTTATTATGGCGCATGGCGGAAGTTTTA

TTGGTGGCGATAAGAACGAAAGTGTATGCGCGACCATTTGCACTAACTTTGCTAAACGCGGTTATGTATGTGCTTCAATCAAT

TACCGTTTGGGGAATGCGCTGGCGATGTTGGATTCAGCCAATGCCATCACAACCGTTATGAAAGCCATCAGCGATGGTAAATC

GGCTATTCGTTTTTTCAGACAGGATGCAGCCAATGCAAACACGTATAAAATTGACC 
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>23A-A2 

GCGGAGGAATTGAGGATCTGGATCCCGACCAGCTTCTTCGAAGCGGACGGGCCGCACCACTACAACAGCCTCGCGATGATCG

GCCCGGACGGCAAGGTCGCGGGCGTTTATCGCAAGAGCCACATCCCCGACGGGCCCGGATACGAGGAGAAATTCTACTTCCG

GCCGGGCAATACCGGATTCAAGGTGTGGGGCGGCCCGCACAAGACGACGCTCGGCGTCGGCGTTTGCTGGGACCAATGGTAC

CCCGAAACGGCGCGCGCGATGATGCTGATGGGCGCCGACATCCTGTTCTATCCGACCGCGATCGGAACCGAGCCCCACGATC

CCGACCTCGACACCAGCCGCCTGTGGCGACGGGCGATGATCGGCCATGCGGTCTCGAATGTCGTGCCGGTGGTCGCCGCCAA

CCGCATCGGGACCGAGCACGGCCAACGCTTCTACGGCCACAGCTTCATCTGCGATGAGCGCGGCGACATCCTCGCCGAGTTT

GGAGCGAAGGAAACTGGCGTACTGGTCGCGACGCTGGACCTCGCGGCGGCAAAGAAGCACCGCGCGGCCTTTGGTTTCTTCC

GGGACCGCCGGCCAGAGCTTTACGGACGGCTCACCGAGGACGTCTGAGCGCGACCGCGCGTTCGAACACGCTTTCGAACATC

GCCGCGTCGAGGCGGCCGGTATTCTGGTTGTAGCGTGAGCAGTGATAACTCGACAGCAGCACTCGG 

>23A-C7 

CGCTCAAGATCGGAATGCCGGCGAGCACGTTGCTTCTGAAACAAGCAGGCAGAGTCCGCCCGGCAAGCCGCGGCAGCGGGG

GAAGCGTGTCGCGGAGAGCGAGGAAGCCTTTATCGCCGAGCGCCTGCACCGTGACCGGGGCCGATGCGTCGACTCCAAGCTC

GATCCTGAAACGATTGTCCCACAATGCCCGCTTGCCCGGCAGAAGCTCGATCACAGGGAGACCGCTTGCCCTCATCTCGCGGA

AGATACCGAGCCGGCCGGACAGAGGCTCGATCCAGCAGCGGCCGAGCGTTTGCGTGGTGCCGGGATGCTTCGCGAGCGAAGC

GAGCAACGCTTCGAGCTTGGAAAGCTGTAGCGGCTCCTCGCCACCGCCCACCGAGGCGATGAGGCGCGCGAGCGCGCGCAGC

GCGATCTCCTGCGGTGCCTTGAGCAGCGCGCCCTGGTCGACCGTTGCGTAGCCCGCCTCGCTCGTTTCGCTGCTGCCTTCGAG

GAAATTATCAGCCGCGTGGTCGAGCGCCTCGCGCGCGCGCCTCAAGCGACGCGCCGAAAGCGCCAGCGCCTTTTGCGTGAGA

CCGAGCGCATCGAGCGCGCTCGCAGCTCCCCTCACCCGCACACGTTCGAAGCGTTGATCGGCGTTGTTCGGATCGGTGACGAA

ACCGATTTGCCGGGCCGCAAGCGCGGCGATGAGCCGCGCCTTGGGCAGTTCGAGCAGAGGCCGATG 

>23A-D4 

CTGCACCGTCTCCTTGTTGGCCTCGACCCAGGCGGTCTGCATGTAAAGCGACGCGGCGGGATAGGTGCCGCCGAGCGCCGCTT

TGGTCCCCTCGATGGTGCGCATATCGACGAGCACCGTGGCATCGCCCGCCTTGATGAGACGGGTGATGGTGGGCTCGGTCGTC

ATGCCCGCCTGAATTTTGTCCTGCTGCATGGCGGCGATGAAGGTATTGCCCGCCCCCACCGGCACCGAAGTGAAATCACCGAG

TTTCACGCCGTTCTTGACTGCCAGATACTGGGTGAGGAAGTTGGTCGAGGAGCCAAGTCCCGTGACGCCCAGGCTCATGCCCT

TGAAATCGGCGGGCGACTTTATTTCCGGATGCTTGGCCGAAACCATCTCCACTTCACCCGGCGCCTGGCTGAACTGCACGACC

GACTCGACGAACTTGCCCTTGGCCTGCAGGTCGATTGAGTGATCGTAGAAGCCGACGACACCCTGCACGGCACCGGCCAGCA

TTTCGTTCTCGGCATCGACACCCGCCGGCTCGTTCAGCAATTCGACGTCGAGCCCCTCATCCTTGAAATATCCAAGGGACTCG

GCAAGCTTTGCGGGCAGATAGATTTGCTTCTCGAACCCTCCCACCATGATCGAAACCTTGGTGTCGGCCTGGGCCGATGCCGG

CATAGCGAAACTTGTCCCCACCAGGATGGCGGCGAAAGCGGCGGAAAAAAAGAGATTGCGAGC 

>23A-E8 

CAGCACCTGGCGGGCAAATGCAGCCTCGCTATAGGCCATGTCGTGATGCAGATGAACGATGCCCTTGGGTCGTCCGGTCGAT

CCCGAGGAATACATCCAGAACGCCATCTCGTTGCGGTGGGTGTCGGCTTCGGCGAGATCGGTGGCGAGACCCGGCAACCATG

CATCGGCGGCGATGGCGTTGGGCACCGCATGATCGGCTGCGGTGCCGTTGACGACGACGAGCGTGCGGAGCGACGTATCCTT

GCAGGCCACCGCGTCGAAGCGGGTGCAAAACTCGGCATCGGCGACGGCCACGGCTGCGCCGGAATCCGACAGGTAGAATTG

CAGCAGGTCGGGAGGCGTCAGCGTGTTGATCAACAGCGGCACGAAGCCGGCGCGCACCGCGCCGAAAAACGCGGCCGGATA

GGCCGGCGTGTCGTCGAGGAACATCAGGATGCGATCACCGCGCTGCATTCCCAGCGACCTGAAACCATGTCCCCACCGCGAC

GCCTCGGCGCAGAGTTCGGCGTAGCTGCGGCTTCCGGCCGGCCCGACCAGTGCTGGCCGCTCGCCACGCCCCGCGGTCAGATT

GTCGAACAGGATGCGGCTCGCATTGTACCGCCCGGAAATCGCAAATCCGATCTCGCGCGCGCCGGGACTATCGCTCGGGACA
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GGATCCGTGATCTCGGCGGTCATGACCGGCCTCCGCCGGAGTTCGACGCCTCGTAACGCGCCATGAAG 

>23A-G12 

CGGCCGGAGATCCATGATGAAGCTATCACGCAGCGGAATGAGGTACCCGCGCGGTGCGTTACCGGGATCGGGAGCTGCCTGA

TTGATCGCAGTGCACATCCGGTGCACGGCGGCGTCCGCTTGCGCAATACTGATCCCCGGACGCAGTCTTGCCGACCCATACAG

GTAATGGTTGCGCTGGCCAGTGGCTGCAAAGTTGAGCGCAATCGGCAACCAGATCGCGGCCCGATACGGATGACGAAACGCT

TTCGGCATCACGCCAACGATGGTGTAGGGAGCGTCGTCCAGTTTGATGCTGCTCCCAAGGACATCCACGCGTCCGCCGAGCTC

CCGCTGCCAGAAATCGTGACTGACAATGGCGACGCGCGGTCCGCCCGGCTGATCCTCGGCGGCGGTGAAATTCCTTCCCAAC

GCCGGCTGAAGACCGAGCACCGTCAGGAAGTTGGAGCTAATCCGGGCCGCTGAGAAATTGTGTGCCGGTGCACCCGCATTCG

CGCCCTCTGAGACGCTTGCTCCCGTCGCCACGCCAATGCCTTCGAAAATATCGCGTCCATATTCGCGCCATTGCTGAACAGTTT

TCTCCGAGAGATTGAGTAAATCGCTGTGCGCGCCGTTCTCCTCGAACGTTTCGTAAATCCGCACCAATCGATCCGCTTTCGGA

AAAGGCAACGGCCGCAGTAATGCGCTCTCGATTACCGAAAATATTGCGGTATTCGCG 

>23A-H1 

GATTGCCGTCGCGGCGCTTGCTGCGGCCATGACCGCGACCGCGGCCAGCGCGGAGAAGAAATATGATCCGGGCGCCAGCGAT

ACCGAGATCAAGATCGGCAATATCATGCCCTATAGTGGCCCGGCATCCTCCTATGGCGTGATCGGCAAAACGGAAGCGGCGT

ATTTCGACAAGGTCAACGCCGAAGGCGGCATCAACGGCCGCAAAATCAAATTCATTTCCTATGACGATGCCTACAGCCCGCC

CAAGGCGATCGAGCAGGCGCGCAAGCTGGTGGAGAGCGACGAGGTGCTGCTGATCTTCCAGCCGCTCGGAACGCCTTCCAAC

ACGGCGACCCAGAAATACATGAACGCCAAGAAGGTGCCGCAGCTTTTCGTCGCCACCGGCGCGACCAAATGGGGCGATCCGA

AAAATTTTCCGTGGACCATGGGCTGGCAGCCCAATTACCAGAGCGAGGGGCGCATCTACGCCAAATACATTCTGGAGCACTA

TCCCAACAGCAAGATTGCGGTGTTTTGGCAGAACGACGACGCCGGGCGGGATCAGGTCAAGGGCGTGCGGGACGGGCTCGG

CGCCAAGGCCAATATGATCATTGCCGACAAATCCTATGAGGTCAGTGATCCCACCGTCGATTCCCAGATCGTCGCGTTGCACG

ATTCGGGCGCCGATATCTTCATGACCTGGGCGGCACCCAAGGGCGCGGCGCAGGCGATCCGCAAGGTC 

>24A-D8 

GGCGCTGGACCGGTCCAGCACGTCGGCCACCTTGACCTCACGGCCGGTCTGAGCGGGATCCGGGCTACGGAAGGCCTCCACC

AAGAATTCGCTCACCCCCTCGGCCTGCTGCCGCGACTCCTCCGACTGCGCCAGGGCCGCCCGGGTCTCGGCCTGCGCCTTCGT

GGTCTCGGCCAAGGCTTGGTTCGTGGACTCGTTGGCCTTTCTCAGCGCGCTGTTGGCCCGCGCCTGGACGCCGGCCACGGCCC

CCAACCCGACCACACCGGCCACCAACGCCACCCCGCTCACCGCCAGTAGCGCCGCGACCGCGGGTTGCCGCTTCACCCACTT

GCGCAGACGTTCCGCACTTCCCACGGGTCGCGCCCCAATCGACCGGCCTTCCTGGAAACGCCGCATGTCCTCCGCCAGCTCCA

CGGCGCTGGCATAGCGCTGAGTCGGCTCCTTCTCCAAGCATTTCAGGCAGATCGTCTCCAGGTCGCGCGGCAGCTTGGGCCGC

AGCCGCGACGGCGCCAATGGCTCGTCGGTGAGCACCTGGCGCGACGTCTCAAGTGGCGACTCGGCCTTGAACGGTGGCCGGC

CGGTGAGCAGCTCATAGAGGATCGCTCCCAGGGCGTACACGTCGGTCGCCGCGCTGATCGCGTGGTGCCGGCTGGCCGCCTG

CTCCGGCGCCATGTAGCTGGGCGTGCCCAGCAGCTCGCCGGTATGGGTGCTCAAGTCCCCGCC 

>24A-F4 

TGCGTTATTGGCCTTGATCTCATCGATGCGGGCCATATTCTCAGGCGACGAGATGGCTATCAGATGCTGCATCCGATGTTCGTT

GGTTTCGCCTATGTCGTAGATCTTGACGCGGTCGGGTGCAGCGGCCGCTATTGCCTCGATGACCCGCTCCATTTGGGCATACG

TCGTGTGAAAGTCGCCGACGTCATACCGCAGGATACTCTGCGGCCGCGGAACGTTTGGCCGGTATTCACCGCGAGTGTAGAA

GTCGAATTTCTCCTCAACCTGGCCAAACGCCGCATTGCATAGCAACAGCCAAACGAGTGCTCCATAGATCAGCTTCGTTGATT

TCATTCTGGATAATATAGCCTGATAATATCGGGAAAGATTGTTACGCAAATTATAGCAAATGGTTCAAACTCATTGCAGAAGG

CTCGCACCTCAGTAAGGGCGTAACCCGCAACATGATCCAACAAAGCAAAACGGTGTGCCCCAAATGCGCCTCGATGAAAATG

AGATCGTGGCACGAACTCACCGCCGACGAACAGTTCCTAGCCAAACGCCTGCCTCTCTCCGCCGAATATACCCCCAAAGAAA
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GAAAAAAGCACCGGTTTTGCACCCGATGCTGGTTTGAGGCAACTGAAAAGTCACTTCATAACGTTTAATGGTTCACTTCAAAC

TTTTCACCCAATCTGGCCAATTCACCGGTTTTACGTTCAATCTCTCTTCAAAAACTCCGTCGCCG 

>24A-G3 

GGCGGTTTGAATATGAGCGACGACGAGCTGCTCAAGATCGACAACATCATCATCACCGCGTGCGGAACGAGCTGGCACTCTG

CGCTGATCGGCGAGCATATGCTGGAAGAGCTGACACGCGTTCCAGTCGAGGTCGAGTACGCGTCTGAATTCCGCTACCGCAA

TCCGATTGTCAACGAACGGTCGCTGTGCATTGTGATTTCGCAGTCAGGCGAAACGGCGGACACGCTCGCGGCAATGCGCGAG

GCGAAGAGTCGCGGCGCTCGGACCTACGGTGTGGTCAACGTCGTTGGATCAACGATTGCGCGCGAGACCGACGGCGGTATCT

ACGTTCACGCCGGCCCTGAGATTGGAGTTGCATCCACCAAGGCGTTTACGAGCCAGGTAGTCGCGCTTGCGCTATTTACACTG

AAGCTCGCTCGTTTGAAGGAAGTCTCCGTCGTCAAAGGACGACAGATGATCGAAGCGCTGCAGGCACTGCCTGCTCAGGTGA

AACAAATCCTCGACCGCGCCGAAGAAATCGAAGCTCTCGCGGAAGAATTCAAGCGCGCGCAGAACTTCTTGTACCTCGGTCG

CGGATACAATTTCCCGACGGCGCTCGAAGGTGCGTTGAAGCTCAAGGAGATCAGCTACATCCACGCAGAGGGATATCCCGCG

GCGGAGATGAAGCATGGTCCGATTGCGTTGATCGACGAGATGATGCCCGCGGTTTTCATTGCTCCGC 

>25A-A1 

GCTGCCGTTTGTAAGACCGCGTCCCTTACAATGTACGATTCAATATGCTCCGCGCGATTCCGCAGTTCCGCAGCCTTGCTACG

GTACTGTCGCGCCTTCTCAAAGATGGATACAGAATCGGTGGACATAGCCTCGCCTCGCATCGGTTCCGAAGGTGTCGTCATTT

CTAGTGAGCAGGGCTCCCGTCTTCTGTCCGAGCGGGCGGCCGGTCGCCGGGATCGAAATCAAGCAGGATCAAAAGGCCGGTC

CAGACCGCATGAAGCATCGCGCACACCAGCGACACGAGCGAGATGACGGGCATGGAAAGCGCTCCGAAGATGACGTCGCTG

GTTCTCACCCGCAGCATCGGCGCTCGTCGCGGCAATGCGCGCGTCAACAGGACCCCCAGCGCAACATAAACAAGTCCGGCCA

CAACCAGGTAAAGCACGTCTTCCTCCATATCAGCAGCCCGAGGCTAAGCGTAGAGCGCGTCGATGATGTCTTTCGGGACGGC

AAGCTCTGTGATCTCCGGTTTACGAAAGACCTTGTTGAGGATGACCGTGCGAAGGCGCCGGCCAGGACGGATCCCCTTGACTT

GGGCGCTGGCGCTCCACGACAGGGTCACGACCGCTTCGAAGAGCGGTTGCAGATCGCGCGGCAATCCGGCGTACTCGTACAG

CAGCGCAAGGGCGAGCACCGATCGCGACCCGAGCAGCTCGGACATGTGCTTCATCCGGGTCGCGTG 

>25A-B8 

GCCGCCGAAAGGCTCGGCGTCTTGGTCAAGCGCATTTCAGTGCGCGACCAGTCGAGCCGCTGGGGGTCATGCTCGACTACGG

GTGTGCTGTCGTACTCCTGGCGCCTGATCCTCGCGCCGCCGTTCGTGCTCAACTATCTTACGGTTCACGAGGTGGCGCATCTGA

TCGAAATGAATCACTCGCCGCGATTTTGGCGGCTGGTAAACAGCATCTGCTCCGATGCCGGCCGCGCCAAGGCCTGGCTCGAC

ATCCACGGCACCGACCTGCATCGCTTCGGCATGTCCGGCAACGCCTAGTACCTGCTTTCGGTGAAGTGTGATTCGCTCGTGGC

CCATGCTTCGAGACGCGCCATAGCGCGTCAAAGACGCGCGTAAACGCGCTTATGGTGCGCTCCTCAGCATGAGGTTGTGCCTT

GTTGCAACAAGAAGAACCTCATCCTGAGGAGGCCCGCGCAGCGGGCCGTCTCGAAGGATGGGCCACGGCAAGTATCTGTGAT

ACCGGGTACTAGCACGATGCTCCGCCCCGGTTCGTTCGCATTGACGTTACTGCTCGCCATGCTGACCGGGCTCGGGCCGCTAT

CGGTCGACATGTATCTGGCGTCGCTGCCGTCGATCGGCCGTTTGCTCGGCGCGCCGACGTCGCAGGTGCAACTGACGATCTCG

GCCTACCTGATCGGGTTCGCCATCGCACAGATATTCCACGGGCCGCTGTCGGATC 

>25A-E7 

GTCGAATTTCTTTTCGTCGCTGTCCGCGCCGGCAATACGCCCCGTGCGCATGAGCTGGCTGATCACGGGGTAGAGGGCGCTGC

CCTGATGCTGCGGCGAGCAGGAGTACCGCAGCCTGGTATGGGGCTCATTCTTTAGCTTTACCTCCAATTCCGCTGCCAGCCGC

GATTTGCCGATGCCACCCTCGCCGGACAGCAGCACAACTTGACCTTCGCCGGACTTTGCCTGATTCCATCGGCGCCAGAGCAA

TGCGAACTCTTCCTGGCGGTCGATCAGCGGCAGATCCGGGGAGTGCAGCGCCTCGAACCGGCTGTCGACCGCGCTCCGCCCG

AGTACCCGCCAAGCGCGTAACGGCTTGGCAAAACCCTTGAGCTCCTGCATGCCAAGATCGTCACACTCGAACAGACGCCCGG

TGAGACGACGGGTGCGCTCGTCGATCACAACCGTATTCGGTTCGGCAATCGCCTGCAGCCGGGCCGCTAAATTGGGTGTCTCT
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CCGACGACGGCCGGCTGGTCCATCTGGGCTGAATGAATGAGGTCTCCGACGATCACAATGCCCGTGGCAATGCCGACGCGAA

TTCGGAGTTTCTCGGACGCCTGACCCAACTCACTCACGGTCTTGATCAACTCAAGACCTGTCGCAATGGCGCGCTCAGTATCA

TCCTCCTGGGCCACCGGATAACCGAAATACGCCAGAATGCCATCGCCCAGATATCGGGCGACCA 

>25A-H10 

CACCCGTTGAGCGCATCCCCATGAACTCAACAGCCTTGACCGGTGCGGCGCAACCGCGCCGGCTCGAACTTGAGAACTGCGC

GCGAAGACGACGGAGCCTTCCGGGATGCGGCCGTGCTTCTTTTTCAGGCCTCGATATCGGCAACTTGAAGCGCGTAGTTCGGG

TTCGCCTTCACCTGATCGACGATCGAGATGACCACGAGCGGCCTGATGGCGTAGGTCGCGGGCAGCTCGTCGATCGCCGGAT

ATTCCGGTGCCCAATGGGCTGGCGGATCGAGCTGCGTGCCGAGCTGATCGGTCCTTAACCATATTCTGTCGCCTCGAAGCCGT

GCTTCTCGTGCTCGGTGTCGGAACCGGCCCTTGCCGGCGCGAAGGTGGAGTCGGCAAAGCCTGCCCAGACCGGGATGGTTGG

CGTGATCGTGTGCGTGAGGTCGACATACTTTGCGCCCTTCAACGCCTGCTCATAAACCGGCCAAAGGCTCTTGCCCTCTGCCG

CATCGCTCACGAACGGCATCATGACCGCGCACGCAGCGACCAAGGCGGCAAGCCGCGGGATGAGCCAAATCCGCGCTTTACC

TGATGTCATGCTCGCACCCTCCTTTCGCCAATCCTCGCTCAGTTCACCAGAATCGGCCGCTTGCACCGACGGCCACTGTCAAC

AGGCCGAACGCGAGATTGATCGCCACGATGCGGCGGATCTGCCCAAGCTGCTTGGCGGCTTC 

>26A-B6 

TCCTTCATTTCCGCGGTTATCGACACGGTCGTGGGCGCCAAGGAGACGCTCGAAGCGTTGAGCGAGGCGAAATTGGGCAAGG

CGCTGGGCAGCGGAATCGTCACCATCGGATCAATGATCATGGCGGTAGGCATCCTCGCTGAATCCAGTTTGGCAGGACCTAT

AGGCCTGGTGATCGTGGGAGCAGGGTTCATCATCAAGGCGATCTTCCGGGACCCCAATGACTACGAGAATTTTATCAACTTCA

GTTCATTCGGCAAGCGCGAGGGCGACCGGGAGGAAAAGCCACGCTGGTACAAAGCCGAAAAGACTTTCGAGGAGTGGGAAG

ACGATCTTGACGAGCAGATCCGGGCGGCGCTGATGCTCCTTTGCAAAATCAGAATTGAGCCGGCGGCGCCTGCCGGCGCTGC

CGACAATATGAGATACGAGTACCCATCGGAAGCGTGGATCCACTGGACCACCGACGCGCTGCGCAGGGGAACAGTCAAGAT

GAGTTGGATTCCAAGGGGCGCCAAGCTGCACCTCAAATACTCCGAGGAATGGGTGGACCGGCGGGATGGGCGAGAGTTTACC

GCCGATCTCGAGTTCGAGAGTGAAGATAAACCCACGATGCCTGCAACGAAGCTTGACGTGCAGATACAGCCGGGGAGGATCG

TGGTAATTCAGGCTCCCGGTGCCACCGCAGCGGGAAAGCCTCTTTTGTCAATCACTGATACTGGC  

>26A-D5 

TCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA

CAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCA

CTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGAACCCCTTGCGGCCGCCCGGGC

CGTCGACCAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGTAGCAAC

CAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTA

AGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCG

TATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCAAAACTGGTGAAACTCAC

CCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAA 

>26A-F10 

CAACGCATAATGTTGCCGTTTCTCGTCGTAGGAGTTGCAGTAGCGGGTATCGCCGCTTGGACCGACTGGCGAACCGGAAACAT

CCCGAACTGGTTGACGTTCGGTATCCTGGGCCTGGCCCCAATCGGTCACATCGTTATCTCGTTCGCACATCACGCCCCGGCCTC

AGAGGCTTTTGCAAACGGCGGATTTTCGATTCTCGGCGCGTTGGTTTGCGGCTCCATGCCGCTGCTTCTGTATCGACGCGGTGC

AATCGGCGGCGGTGACGTAAAGCTCTTTGCCGCTATCGGCGCTTTGCTTCGAACCATGGTCGGTATCGAAGCGGAGTTTTATT

GTTTCATGGCGGCCGCGCTCATCGCGCCCGCGCATCTCGCGTACGAAGGAAAGTTGTTTCGCACGCTGAAGAACTCTCTGCTC

CTCGTCGTGAATCCGTTTTTACCCGCAGACAAAAAGCGGGTCGTCGAGCAGGAAAGCATGTCGTGGTTTCGCCTCGGACCAGC



Anhang   153  

CATTTTCGTCGGGATGATTTTGACAGCCGCGCTCTACTGGAGGGCTTGAATCATGAGCAGTTTGAGGAGCTACTTCAAAAAAG

TCGGTAGACTGATCGGCGACCGGAGCGGCGCAGCCCTCCCGGAGTTCGCGATCGCGATCTTTCCGCTTTTGTGGCTCTTCTTC

GTGCTCGTGCAGGTCGCGACGATGTTCAGCGCGCACCTCGTCCTTCACCATGCGGCG 

>27A-A3 

CGAATGCCGAGCGACTGGAGGATCTGTTGCGCGACGAGCACTTCCTCTGTGCGATCGCCGTTCGGTTTCGGCGTCAAGGAAAC

GCGAATCGTGTCGCCTATGCCATCGGCGAGCAGAATTGACAGAGCCGCTGAGCTGGCGACGATGCCCTTCATCCCCATTCCGG

CCTCGGTGAGACCGAGGTGTAGGGGGTAGTCGCATCGCGCGCCAAGCCGCCGGTACACCTCCACGAGGTCGTCGACGCCCGA

GACTTTCGCCGAGATGATGATCTGGTCGTGGCGGAGCCCTACTTCCTCCGCCAGCTCCGCCGACTTGAGCGCGCTGGCGAGCA

TGGCTTCGACATACACCTCCTTCGCCTCTCGTGGCGCCGGCGAGCGTGCGTTTTCGTCCATCATCGTCGTCAGCAGATCCTGAT

CGAGCGAGCCCCAGTTAACGCCGATTCGAACGGGCTTGTCGTTGTCCACGGCGATCTGGACGATGGTGCGGAAATTCTCGTCC

CGACGCTTGCCGCCCACGTTGCCCGGGTTGATCCGGTACTTCGCGAGAGCCCGGGCGCACGCCGGGTACTTGGCCAGCAAGA

GATGCCCGTTGTAGTGGAAGTCGCCAACGATCGGCACGT 

>27A-F2 

GCGTTGCCGGGTGAATTCGGGTGCGAAAAAGAATTTCGTCTGCATAGATGTTTCCGATGCCAGCAATCAACTTCTGGTTGAGC

AAAATCGTTTTCACCGCCGCACGATGCTTTTTAAAGATCCCTTTGAACTGCGACAGATTGATCTCGAGCGCGTCCGAACCAAG

TGCGCGGTTTCTTAAAAATTCATCGACGTCTCTTAACAATCCGATCTCGCCGAATTTGCGCTGATCCCGGTATGCGAGCCGAG

AATGATTCGCGAAATAAAAAAGCACTCGCGTATCCTTCGTCGCTCGTCGCTGGCCCTTGAGATACTCAAGCGAGCCGGTCATG

CCGAAATGCAGCCGCAACCAGAGGTCGCGATCGGTGCGAACAAATAAATGTTTGCCATGGCGGCAGCTCGATTCGAAGGAGC

GGCCTTTTACTTGACGCCCAAGCTCCCGCTCAGAAATGCCCTTCAAAACATATGCGCTTCGCACCTCGACGCTCTTGATCGGCT

GATGCAATGAGGTCGCGTCAAGATATCGCTTGAACGTTTCGACGTCGGGTAGCTCTGGCATCGCGGCTTTATTTTAATTGCTC

GATGTATTCCTTCAGCGCGACGGCATTGTTGTGTTTGGTGTCTCTTGCCCCGAACAGAAGTGTTACGCTCCGCCTTCTGGCATC

TCGTGCCAGTTTTTCAACTTGGTCACGGCGATCGTCGAGCTCTGCCCAATATTTCTTT 

>27A-G5 

TCGCTGCGTCGCGAGACGATTTACTTCACCTCGACCGTCACTCCCAGCTTGCTCGGGATTCCTCCGACAAAGAGCATGACGGG

TGCGGATCCCAGAGGGATGTTGCCGGGAACGACGGCGTTCACCTGCATCATTCCCGCGACCTCTCCTGGAGCGCCGCCGGCGT

ATTGGATTTGCGCGTTCTGGCCGCCGATGTTGACAGATACGGGTTGAGCGGAGGCGGTGTAGGGAGCCGTTGCAAGCCGGCC

GTCGGCGACCTGCGGATTGGTGGCGCCTGTGCCGGTTACGAACAAGGTCACGATGGAACCTCGAGGGGCCGGATTGGACGTC

GAGTTGAAGCTGCCGTCCTGGTTCAGGACCGCGCCAGCTCCTTTACCGGTGGAATCCGCGGTGAAGATGCCAGGGATGGCTG

TGGATACCGGCACGGAGACAGGAGTGGACTGGATGCCGTTGTATTCAACGACGAGATTCGCGGCTGTGCCAGTGACGCCATA

CGGCACGATCGCCGATACCTGGCTGTCCGACGTGTAGAGGATGGGCGCGGCGATCCCGTTGAACAGGACGCGCGTTCCTGAT

GCGAGCTTCTCGATGAAGCCGCCGGAGTTGAGTTCGTAGCTCGCGAGCTTCTGCGGGCCCAGCTGTCGACCGGCGATGTAGG

CGATCATGCCGGGCGCGATTCCCGGCGCGTAGCTGGCGGCGTTCATCACTCCCGCGGCGGCGAA 

>27A-H4 

ATGACGAACTAATTACGTTCTCGTTTCGCTCGATGCAACAGCACGAAGACCTCGCTGTACCGGGTTCCGATCGCGCGAGGCAC

CGCCGGCTACGAACACGACGGCACGTTCGTCGTGTGATCGAGGGCATGCTCGCCGGCGATGGACCTCATGACGCACGGTCCG

AGTTGGTGCACTTCGCCACGTTCATCGGTATCGAAGTGGTTTAGCAGAGACAAAGGTTCCTCAGACGCCACGCCGGCCCTCCT

TTCCACGCTCTAGATAGGTAGGTGCAAATGACATAGGCATGGCGACGGCGCCATGCGCATTGCGTTCGGTACTACCGGGTGC

CGGGAGAGGATTCGTTTGTCGTGAGCTGGAAGGCTTGGCTATTCATTGGGAGCATAAGCTTGGTGCTTCTCACGCTCACCGCG

CGCGACCCTGCCGTTTCTCATGCCGCAGCTCCGTTCGCGAGGCAGGACGGATCGATAGGTGCGACCGTGCGGACCATTCCGGC
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GGTTATGACGCACGCTCCTCTCACGCATTGTAAGCGGTCGCGATGGCGGCTCGCGAGCCCTGAGGCGCTCAGCAACTCGCTGC

TTTCTATTTCCCACATCCTGATTCGTCACCGCGAGAGCCTACCCGACAACGTGCCGCTCTCGATTCTGGATTGGAAGACGGAC

TTCCCACTTGCGGAGCGCTCGCGAGAGCAAGCAGTCGCGCTCGCATCGCGGCTTTTCA 

>28A-A9 

TCCAGCATGCGGCCGTCAGTGCGCGGCTTGCGCCATCACCCGTTTCGCCCGCAGATACATTTCCAGGCTGCGCACCGTGAACA

TCGCGGCGGTGAAGACGATCAGGGCATCGACGATCACCGCCGGGTTGACCGGCCAGTCCGCCCCCGCCAGTCCCGCTTCGGT

GCGCACCACCGTGCGCAGCGCCAGCAGCGCCACCAGCACGATCAGCCCGATCGGACTGGTGGTGACCATCAAGGTGCCGTTC

TCGGGATGGACCTCGATCGCCAGGGTGCGCCCCAGCTGCCAGCCGCCAATGGCGCCCAGACCAGCGCCCAGCGCCAGGATCG

CCCAGTCCAGCGGCAGCAGATGGATCGGCGCCGCGCCGGGCTTTGCCGGCAGCAGCAGCACCGCGGCGCAGGCCAGCAGCA

GCAGGGCGGGGCGAATCCAGAGCAGTCCCAGCTTCAGCGGCTGCGGCTTGCCCACCCGTCGCGCCCGCAGCAGGAAGACAA

ATGCGATGATCGCCACCGGAATGACCAGTTGCAGCGTTTGCGGCGACATGGAGAGCCCCTCTTTTTCGGCAGATTACACGATC

GGCCCGTTCCCGAAAGCGGATTGCTACTGCAACACGGGCTGCCAGCCGTCCTGCGACCAGCGGAAAATCTGCGGTGAAACGG

GCCACTCTCCGGCCTGGAAAGCCCGCTGTGTCAGGGACGAAAGCGCGGCAACGGCTTCAGGCCCGTC 

>28A-E10 

TTCGTGGAGACATCCGCCATGATGGCGATCCTGCTTCAGGAAGCGGACTGGCGGGAACTTGCCGAAAGGGTTCGTGACAGTG

GCGAGGCTTTCACTTCTTCCGTGGCTCTGCTGGAGGCCACCTTCGGCATTCGGAAAGAGCGTGGTCTTCCGATTTCGGTCGCCT

ATTCGATCGTGCGCGACTTCGTCGATGCCTTTGGCTTGACGGTGGTGGAAATCTCGCCAGCAATGATCGACGCAGCGGTAGAT

GGAGCGGAGAAATACGGATCGGGTCGTTACCACCTCAATCTCGGCGATTGCATTAGTTATGCTGCGGCGAAATTCGATAATG

CAGCGATGCTCTATACAGGCAAGGACTTCGCCCGTACTGATCTCGCCTAAGGCATTTCCCGGAAAAGTTGATTTACTTTTCGA

TTAAGAAAGTTCGTCGAAACAAAGAGTTAGAAGAATTGCGATTCAGAGAAA TCGCACTTTTCTTTAGTGCTTCGGCTACTCCC

CCTCCCGGTGCTCCCTGACCCCCAGCGCATCCGCCAGCCTCGCCTTTGCCGATCCGGGCTGCAACGGCTTTTGCTGGCTCTCAT

GCGGCACCCAGCCCGAGATCCAGACCAGCTCGAAGGTGGCGCGGATGCGGCCATCGGGGTCCGAGAAGCGCGACTGGTAGA

TCTCGGCCATGCGCAGCAGGGTAGTCCGGCGCGTGAATGTCTTGCGGCGTTGGGACATGG 

>28A-G4 

TCCCCAGGCGACGCCGGCGCCAGGGAAGCGCTGACCCACGCCTACGCCATGCTGGGCAAGGGCGCGCATGCGGCGGCTCCCA

AGCCGCCCGCCGGCCCCACGCCTGAAGCATTGGCCCAGAAGGCTGCGGAGGACGAGGCCACGCGGCGCCTGGCCGCCGAAG

CCGCCGAAGCCGCGGCCCGCCTCGAGCAGCTCAAGCGCCAGGCCGAGGACGAGCAGCGCCGCCTCGAGGACATGCGCCGCC

TGCAGGAGGAGGCCCGGGTTAAGATCGAGGCCGAAGAGCGCGCCCGCCGCGACGCCGAAGAGGCCCTGCGCCTGGCCGCCG

AGGCCGCCCGCCACAAGAAAGAAGAGGAAGAGCGGCACCGCATGAGCGAAGCCGAGATGCGCAAGAACCTCGAAGCCGAG

ATCCGCAAGCAGCTGGAGGACGAGATGCGGCGCAAGGCCGAGGAGGAGATCCGCGCGCGCATGGAGGCCGAGCTCCGCGCC

AAGATGGAGGACGAGAAGCGCAAGGCCGACGAGGAGGGCCGCAAGCGCGCGGAGGACGAGACCCGCCGCCGCCTCGAGGA

GGAGAGCAAGAAGCTCGAGGCCGAGAAGGCCGACGTCCGCCGCCGCATGGAAGACGAGATGCGCAAGGCCATCGAGGCCCA

GGAGCGCGCCAAGAGCGAGCGCGAGAGCCTCGAAAAGATGGACGCCATGCGCAAGCATGAAGAGCAGGAAAACAAGA  

>28A-H11 

TACGGGCGGCAGGGCCCGCACGAAACCAGACCGCGAACCGCCGGCCGTCCCGCAAAGGATCGCTGGCGCCAGGGCGGCCCG

CAACAGGTCGAAAACGCATGAGAGATTTCAAGGGTATGAAGCGTCAACGCGGACGCAACCGCAACAGCGGCGGCGGCGCCG

GCGGCGGCAAACCGCAGCACAACACCAATCGGGCCTTCGATTCCAACGGGCCCGAGGGCGTCAAGGTGCGCGGCGCGGCCC

AGCATGTCTATGAAAAATACCAGCAACTGGCCCGCGACGCCCACACCGCCGGCGATCGGGTTCTGGCCGAAAACCACCAGCA

GCACGCCGAGCACTACTTCCGCGTCATGCGGGTCATGCAGCCTCAGCGGCCCCTGACCGAGATCATCGGCCGCGATCAGTTCG
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TGTCCGGCTACGACATGGATTTCGAGGATGAGAACGGGGTCGGCGAGACCGTCGAAGCCGAGGCGGAAGCCGGCGAGGTCA

ATGAGGGGCCCGGCGAGCGCCAGGAACGCTCCGAGGGTTACCGCGATGAGCGGCTTCGCGACGACCATCGGCAGGGCGAGG

CGCGGCCACGCGACGACCGGGCCCGAGCCAATGCATCCCGAACCGACGCATCCCGGGGGGACGCTTCACGGGGCGAGCGGT

GGACCAACGATCGCGCCAGGACCGATCGCGGCGCGAACGAGCGCGGGCCCGGGGATCGATTCCAGACCGATC 

>53A-A3 

GTGTGGAAATGCGTCAAACGATGCTTCCTGGAGGCAAAGCGTGGCCTTCGCACCGAAGCTGTACTCTTGTAGAATGGGCTGG

CGACGCTGCGAGATAAGTTGAGCGGTCCGCGAATGATCGATTTGAAAGCAACTTCCAAGCCATCCGAGTCGCATTTGGAACA

CTTGCGATGGTTACATTGAAGGTGAACGAGCGACCGTTCGAGCCAACCCATTTAAACGCTGGTTCAAGGATCGCCGCGAGCC

AACTCTCGTGCTTCGCTGGCTTCATTCGAAGGGTGCACTGAAGGTCGAGGCGGTGCCGCCGACGATCGCGAACAAATCCAAA

ATTGTATGGGCCGAATCCCAGCCAAACTGGCCGACCGGGAAACGGCCGCGATCGATTGTGTTCAGAGTACCGGACGGCCTGC

TGCCCGCAGCGCCCGGCTGAAGGATGAGCCGACTAGCCCTTAATTCCGGAGATTACGTCAATGAGGCGTGGCGGTTTGCTTG

AGATTCCGCCCCGCCCAAGAGATCCGATGGCCCTCATCCTAAGGGTGAAGCCCAGCGTCCGCGCCGTTATGCCGATGCCTAG

ACCGAATCGTTTTGAGGCTAGCGCCGATTGGCTTTTTCCGCGACTTGGAGCGGCGAGTGGCCATCCGACACACTTCGTCGAGG

TTTGCAACGCCTCGGCTCGTCATGCCTACGGCTTTTGACGCTCGCTTAAGGGCAGTGACCTCCTTT 

>53A-B2 

GGCAAGATTTCCTTCAACGCCCACTCAATCCTATCCACTTCTTCGCGAATGACTCGGATCGACTGCTGGCTTTTCGCGGGGTGA

GCCGAGGGTGCAATTCCTTCCAGGGCGCCGCGGATTTGATGATTGCGAGCCCAAATGAACTTAAGTCGTGCACGCCTCTCCTT

ACGGTTTCGGTAAGCATCTCCGACAAACTTGGTAGCCAGCCAGGTAAAAACAAAGCCGAACATAGCTTCGATCGGAATGCGA

TCCTTCGCACCGTCAAACTCCAGAAATAAAATCCGGTAGGCCGTTTCCCCCATCCCAAACGAGGCAAACAACACGATCACTCC

GAACAAATAAACTTTCAGGCGCTCGATCATTTGAAAGCGTATGGAATCGTAGCTTTCGTCGGGTGTTTGCAGAAACTTTATGG

CCAAGCTGCCCCCCCAATGATTGGTCACGGCTCGCGGACACCAGCCAGCGGTACGTGCCGATTTACTGAAATGATAATTGAA

ATTACAGCCAACGGCGGGCGCTCCGTCAACCCCATCCAGACAGCGAATAGCTTCCGGAACTGGCCGACGTCGCTTCACCGAC

GGCGGGGCTGGACAAGGAAGTCGTCATTGGCCCCATAATGCAAATCTTTTACAAGTCGCTGACGCTCCCATGACACGGGAAT

TGGGCCCCGCAATCTAAGCTGCCTCTTTGATTCGAAGTCCCCTGCCTCGAATCGCGCA 

>53A-B3 

CGCATTGGTGAAGCTGCTCGCGCCGAGGGCGATCCAAAAATAGTCCGGATCGTGCTCGTGCAGGAGTGTGGTGTCATGCGCG

CCAACGCGCACGCGTAGCACACGAAGAGTCGAATCCTCGAACACGAGGTGGTGATGCGGCTCGTTCTTGGCGAGAACCGCTC

CAGGAATGGATTGCGCGCGAACGGCGCTTGTAGCGAGCAGCAACAGAATGGTGCGAGTGAACATCGAGGTCAGAGGTGAGG

GCACAAAGGCGTCACGGTCGCAGTGGACGGGACAAGATACTGTCGTGCGTCGCCAACGCGAGTTTCGGATTGAGCGAGGCGT

CGACAAAGCCGATCGATGCGAACAACGGCAGAATCGATCCGGCCGGCAATGGCTGATACGCCGTGATGTCGATGTCCGAGTA

GTTGAGCTGAAACAGTGCGATCGCCTTCGCCGAATCGAGAATTTTCTCATGGCGACGCAGGTAGCGAGCCTGCATCGCCGGC

GACGATTGCAGCGAGCCAACCGCGGCCGACGTCCACCCGCCCTCGACGACCATGATCGGCAAACTCCGTCCGTTGGCGATCC

GCGCGTAGTAGTCGAGCGGGATCTGATCCGGGTCGGTATAGACGAAATACGGATAGGACGAAATCGCGAGGGTCTGGATGA

ACGGAAAATCGTGGAAGTCGGTCTCCGCGCCCTTGTACGCGGCGGGCGGTGGCCCCACGCGAAGTCCGC 

>53A-D2 

AATTCGTCGTCTGGTCATGGAACATTTGGCTGTATTAGGCTTAGAGATTGATACAGAAATGAATAATCGCTCTAACTCCTGTG

GTGAGCGAATTGTTTCCAGTGAAAATGCGCGTGTCATTTGTGCCGTTATTCCGACTAACGAAGAAAAAATGATTGCTTTGGAT

GCCATTCATTTAGGCAAAGTTAACGCGCCCGCAGAATTTGCATAATTTAGTTGAAGTATTGTAGAGAGATTATTTTTCATGAA

GGTAGATATTGATACCAGCGATAAGCTGTACGCCGACGCATGGCTTGGCTTTAAAGGTACGGACTGGAAAAACGAAATTAAT
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GTCCGCGATTTTATTCAACATAACTATACACCGTATGAAGGCGATGAATCTTTCCTCGCCGAAGCGACGCCTGCCACCACGGA

ATTGTGGGAAAAAGTAATGGAAGGCATCCGTATCGAAAATGCAACCCACGCGCCGGTTGATTTCGATACCAATATTGCCACC

ACAATTACCGCTCATGATGCGGGATATATTAACCAGCCGCTGGAAAAAATTGTTGGCCTGCAAACGGATGCGCCGTTGAAAC

GTGCGCTACACCCGTTCGGTGGCATTAATATGATTAAAAGTTCATTCCACGCCTATGGCCGAGAAATGGACAGTGAATTTGAA

TATCTGTTTACCGATCTGCGTAAAACCCATAACCAGGGCGTATTTGATGTTTACTCACCGGATA 

>53A-D3 

TCCGGCCACGTTCGCGCGGGTCGCGGAATATGTCGATCGCATCGCCAAGGGAGCCAAACCCGGCGATCTGCCCATCGAGCGA

CCCGCCAAGTTCGAGCTGATCGTCAATCTCCGGACCGCCAAGGCGATCGGCGTCACCGTGCCGCCGCTTCTGCTCGCCCGCGC

CGACGAAGTGATCGAGTAGCGTCCGGGAATTAGGCCGCGACCACCAGGTTCGAGGCGAGCTGGCGCACAGACTTCACCATCG

CCATGGCGACGAGTTTGCCTGTCTTGCGGTTCTCCTCGCTGACCGCCACGTCCTCCCTGAAGGTGAAGCGCCCAAACGCGCCC

TTGGCCTCGAGCTCGACAATGTGCGTCGTGATGGTGGGATCGGCCACGATCACGACGCGTGTCTTGTCGAGGCCGAGACCTGC

GATCGCGGCGGCGGCCGAGATGTTGACGTTCTGCGGATAAAGCCGTGCACCCTCGCGGACGGGACCGTCGAAGACGGTGTGC

GGCGCCTTCAGGGAATCGAGATCGACGAGCGTCTCCGCGACCGTGCCTTTCCAGGCCGACGGATCCTTGCGCACGGTGACGG

TGACGCTGTCGAGGCCACCGACCGCCGCGCTGCTCAGGATATCGAGCGCGCCGATGCCGGCCGAAGGCAGGATCAGGCGCGT

GCCGCTTGCTTTGGCCGCGGCCAGCAGGCGGTCGAACAGGACCGTATCGGTGAAAGCGCCAACAGATG 

>53A-F3 

GCGCCCGCAGTTTCGTTGTAACGCAAAAGGCCGAGGTTTATCGGTACAGTTAGAGCGTGATCGACTCGGAAACCCGGGTCAA

TCGTGTTTGCCGCTTGCAGAGAGCGAATAAAAAGGCCGGCCCCCACCAGGAGCACTACGGAGAAAACGAGCTGAGCAGTGA

CAAATACTGCACGTAAGAGCGATCGATGAGCTCCGCGCTGCAAGAAGTTTTCGCTCTTGAGCGCTATGGCTATATCCGACCGC

GAGGCCTCTAGTGCCGGTGCAAGTCCAAAAATGATTCCCGTCGCAACCGATACAAATAGTGTGAAGCCAAGCACGCGATAGT

CCACTCCCAGATCGAGTGAGGCAAGCGGAGTGGTTTGCAGGTATGAAATCAAAAGCTGATTAGCCCAGAGCGCCAGTAACAG

GCCAAGGGCGCCGCCGGCCAATCCCAGGATCAGGCTTTCCGTTAACCACTGGCGAATTAGTCGCGGCCGTGATGCGCCGAGC

GCTTGCCTGATGGCTGTCTCACGACGTCGAATTGCTGCGCGAGCCATAAGAAGACTGGCGATATTTGCGCAGGCGATCAAAA

GCACCAGCAACACAATGCCCATCACGATTCCAGCCAGCGGCAACGCTTCGGCTTGATCCCGTGGATCCATTCCACCGCTCATT

CGAAGCAGTTGTACGCTGCGCAAAGTCTCGGCATTGTCTTTGTCGCCGTAAGTTTCGGCTACGTG 

>53A-G3 

GACTTGCCGGCATAACTTCCCGATTTTACGGCTGTCGCGAGCGCCTGGACGGCATTTCCGCCGCCCCGGGGCCGTGGCATGAG

CATCGTGCAACAGCAATAGGAGACTGCCACATACGTCGCCCCATGAGAGCCGCGCCTGAGCGTGAGCCGGCTGGTCCCCGGA

TGAATGAAGACATCCGGGTCCGCGAAGTTCGACTGATCGACGAGACCGGTCAAAATGTCGGTGTCGTGGAGACTACCGACGC

CTTGGCTCGAGCCGTGCAAGTCGGCCTCGACCTGGTCGAGATATCACCGGATGCTGCGCCGCCGGTGGCCAAGATCCTCGACT

ACGGCAAATTCAAATACCAAGAGCAGAAGAAGGCCGCCGAAGCTCGCAAGCGGCAGAAGGTCGTCGAGATCAAAGAGATCA

AGATGCGGCCCAGCATCGACGATCACGACTATGACGTGAAGATGCGGGCCATCGCGCGCTTTTTCGACGAAGGCGACAAGGT

CAAGGTGACCCTGCGCTTCCGCGGCCGCGAGATGGCGCATCAGGAGCTCGGCTGGCAGGTCCTGCAGCGGGTCAAGGTCGAC

ACCGAGCCGATCGCCAAGGTGGAGTCCGAGCCGCGCATGGAAGGCCGGCAGATGGTGATGGTGCTGGCGCCGCGCTAGACG

CGGGTTTGGCCGGCGACCGAGCCGGCCATTGCCTATCGCAAGCTTCGCCACTATAACCCGCGGCC 

>53A-H1 

CCGGTAATTGCCGACTGATCGGGGGTTCGGCTCATCGCATTCTCTCCGGCAGAGGACAACGACCCTGCCGGAGGATCTCATGA

CACTCACTCTCGAAGGCCCAGCCCCCCGCGCGTACGCGGAGTGGCGCTCCAGGACACTCCCGATCGTGCTCGCCACGGATGG

AACGCCTGGCGCGAACGGTGCCGTTCGCATCGCCCGGCTGCTCGCCGAACGCGATGACGCGCCCGTGCAGGTGGTGGCGTGC
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ATCGATCCCGCCGGCCTGGCCGTGACCGACCTGGCACCCGATGCGGTGCCCGGCGCGCTCATCGAAGTGCTTCACGAGACAC

TCGTCCGCCGCGTGCGCGACCAGCTCGCCTCTGCCGGCAGCAGCGACTGGCCGGTCGCGATCGGCCGCGAGCAGCCCGCGCT

CCGCATCGCGCGCGCTGCACACGAAGCCAATGCGTCGCTCATCATCCTCGGCGTTGGACGGCATCGCCCGGTTGACCGCCTGC

TCGGCACCGAGACGGCGCTTCAGGTCGCGCGTCTCGCCGACCTGCCGGTGCTCGCCGTGCCCGAGGATGCCACGGAGCTCCC

GCGGCATGCGGTGATCGCGACCGACTTCAGCAGCACGAGCACGCAGGCGCTCCGCAGCGCCGCGCGCCTCATCGACCCGGGC

GGCCGTGTCACGCTGGTGCATGCGCTGCCACAAGCCACCGAGGGATCGGGCACCCTCGCGCCG 

 

Anhang 4: Sequenzen: phnJ-Fragmente aus dem Boden A17 und NM 

 

>A17-Gly4\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTGTCGAATTTCG

GCGTCGGCGACGGATCCATCACATAACGCGCGTTCACCTTCACCGGATACGCATACGAAGTCGCGATATGACCAAAGCGCGC

GATATCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAACCCATATTCGCCGAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTCGCGTGGCTCCA

GGAAACGCAGTGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGGTATGCAGCGGTGCTTCGGGAATCCGGTGCCG

GGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCGGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTGCGGATCGAGATCG

CGTTGGTGGTGTCATCCGAGCCCTGATCTATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCA

TGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAA

ACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGAT

CGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGT

TACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG 

>A17-Gly10\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGGGCTCCGACGACACCACCAATGCGGTGTCGATCCGAAAATTCTTCGCCAAGACCGCCGGCGTCCACACCACCACGTGC

ACCGCCGAGGCGACGGTGATCCAGACCCGCCATCGTATCCCCGAGACGCCGCTCAACGAGAGCCAGGTCCTCGTCTACCAGG

TTCCGATACCCGAGCCGCTGCGGTTCCTCGAGCCGCGCGAGACCGAAACCCGCCGGATGCATGCGCTCGCCGATTACGGGGT

GATGCACGTCAAGCTTTATGAGGACATCGCGCGCCACGGTCACATCGCGACGACCTATGCCTATCCCCTGAAGGTCGACGGC

CGCTATGTGATGGACCCTTCGCCGACGCCCAAGTTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17-Gly11\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGTGACGGGTCCATTACGTAGCGCGCGTTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATGA

CCGAAGCGCGCGATGTCTTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCACCGAGCGCATGCATGCGCCGGGTTTCGGTCTC

GCGCGGTTCGAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGAATTTGCCCGCCATGCAGCGGCGCTTCGGGA

ATCCGGTGCCTTGTCTGGATCACGGTGGCGTCGGCCGTCGCGGTCGTGGTCGCAACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCATTCGTTGTGTCGTCGGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG
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TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>A17-Gly13\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAACGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCATAGGCGGTCGCGATATGG

CCGAAGCGCGCGATATCCTCGTACAGCTTGACATGCATCAGACCATATTCACCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACTTGGCCCGCATGCAGCGGCGCCTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGACGTGGTGGTCGCGACACCAGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTCG

GATCGAGATCGCATTGGTGGTATCGTCCGAACCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17-Gly15\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGATCCATCACATAACGCGCGTTCACCTTCACCGGATACGCATACGAAGTCGCGATATGA

CCAAAGCGCGCGATATCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAACCCATATTCGCCGAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGTGGCTCCAGGAAACGCAGTGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGGCATGCAGCGGTGCTTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCGGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTGCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAGCCTTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>A17-Gly17\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCATCGGTGACGGGTCCATCACATAGCGCGCGTTCACCTTGACCGGATAGGCGTAGGAGGTGGCGATGTG

GCCGAAGCGGGCGATGTCTTCATACAGCTTTACATGCATCAGCCCGTATTCGGCGAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGAAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCATGCAGCGGCGCTTCGGG

GATGCGGTGCCTCGTCTGGATCACGGTGGCTTCGGTGATGGTGGTCGCGACGCCTGCGGTCTTGCCAAAGAATTTTCGGATCG

AGATCGCATTCGTGGTGTCGTCGGACCCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCT

CGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACT

GGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGC

ACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGT

GGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCC 

>A17-Gly21\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAACGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATG
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GCCGAAGCGCGCAATGTCTTCATACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCGAGCGCATGCATACGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAACCGCGGCGGCTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTGGCGGTCGTGGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17-Gly22\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGAGTTCACCTTTACCGGATAGGCATAGGAGGTCGCGATATG

GCCGAAGCGGGCAATGTCTTCGTACAGCTTGACATGCATCAGACCATATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGGCATGCAGGGGAGCTTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACAGTCGCATCCGCCGTAGCGGTCGTCGTTGCGACGCCGGCGGTCTTGCCGAAGAATTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>A17-Gly23\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATACGCATAGGAGGTCGCGATATGC

CCAAAGCGCGCGATATCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATACTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCCAGAAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGCCATGCAGCGCCGCTTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCAAAGAATTCCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAGCCCTGATCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17-Gly26\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGGTCCATGACATAGCGGGCGTTGACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATGTG

CCCAAACCGCGCGATATCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCAAGCGCGTGCATGCGTCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGTACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGCCATGCAGCGGCGCTTCGGG

AACCCGATGCCGGGTCTGGATCACGGTCGCGTCTTCCGTAGAGGTCGTGGTCGCGACGCCTGCGGTCTTGGCGAAGAATTTTC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG
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GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17-Gly31\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAACTTTGGGGTCGGAGACGGATCCATCATGTAGCGCCCGTCGACCTTGACCGGATATGCATAGGTCGTCGCGATGTGG

CCGTGGCGGGCAATATCCTCATAGAGCTTGACGTGCATCACGCCGTAATCGGCGAGCGCGTGCATCCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGCGGCTCCAAGAACCGCAGCGGCTCGGGGATGGGAACCTGATAGACCAGGACCTGCTGCTCCTTGAGCGCGGTCTCGGGG

ATCCGGTGGCGCGTCTGTATGACCGTTGCCTCCATCGTACGGGTGGTGGTGCGGACTCCGGCGGTCTTGGCGAAGAACTTGCG

GATCGACACGGCGTTGGTAGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17-Gly35\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGATCCATGACATAGCGAGCGTTGACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATG

CCCGAAGCGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAAGCCATATTCACCAAGCGCGTGCATACGCCTCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCAAGGAAACGCAGCGGCTCCGGGATCGGGACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGCCATGCAGCGGTGCTTCGGG

AATCCGATGCCGGGTCTGGATTACGGTCGCGTCTTCCGTGGAGGTCGTGGTCGCGACACCAGCGGTTTTGGCGAAGAACTTGC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>A17-Gly38\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGGGCGTTGACCTTCACCGGATAGGCATAGGAGGTCGCGATATG

GCCGAAGCGGGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATACTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGGGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGTTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGCCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATGCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTGGCAGTCGTGGTCGCAACACCCGCGGTCTTGGCGAAGAACTTG

CGGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC

GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT

CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA

GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG

CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17-Gly39\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGATGGATCCATCACGTAGCGCGCATTGACCTTGACCGGATAGGCATAGGCCGTAGCGATATG

GCCGAAGCGCGCGATGTCCTCATACAGCTTCACGTGGATCAGGCCGTATTCGCCGAGCGCGTGCACGCGGCGCGTCTCAGTCT
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CGCGTGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACTAGCACCTGATGCGCCTGCAGCGTCGCTTCGGG

AATGCGATGCCGGGTCTGGATCACCGTCGCATCACCCGTGCTCGTGGTCACGGCCACGCCTGCCGTCTTCTCGAAGAATTTCC

GGATGGAAATCGCATTGGTCGTATCGTCGGAGCCCTGATCGATTACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17+Gly3\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCGTTTACCTTCACCGGATAGGCATAGGAGGTCGCGATATGC

CCAAAGCGCGCGATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATACTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCCAGAAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGCCATGCAGTGGCGCCTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTTGCCGTCGTCGTCGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTTCG

GATCGAGATCGCATTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>A17+Gly4\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAAGTGATCGA

TCAGGGCTCCGACGACACCACCAATGCGATCTCGATCCGCAAGTTCTTCGCCAAAACCGCTGGTGTCGCGACCACGACCTCCA

CGGAAGACGCGACCGTAATCCAGACCCGGCATCGGATTCCCGAAGCACCGCTACATGGCGGGCAGGTGCTGGTCTATCAGGT

CCCGATCCCGGAGCCGCTGCGTTTCCTTGAGCCGCGCGAGACCGAGACGAGGCGTATGCACGCGCTTGGTGAATATGGCTTG

ATGCACGTCAAGCTCTACGAGGACATCGCGCGCTTCGGGCATATCGCGACCTCCTACGCCTATCCGGTGAAGGTCAACGCTCG

CTATGTCATGGATCCGTCGCCGACACCGAAATTCGACAATCCGAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC

GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT

CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA

GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG

CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>A17+Gly7\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

TCAGGGTTCCGACGACACAACGAATGCGATCTCGATCCGGAAATTCTTCGGCAAGACGGCGGGCGTTGCGACCACGACCGCG

ACGGCCGACGCCACCGTGATCCAGACAAGGCACCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGGCGGGCAAATTCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCGGAGCCGCTGCGGTTCCTCGAACCGCGCGAGACCGAAACCCGGCGCATGCATGCGCTCGGTGAATACGGCCT

GATGCACGTCAAGCTGTACGAAGACATCGCGCGCTTCGGTCATATCGCGACCTCCTACGCCTATCCGGTGAAGGTGAACGCG

CGCTACGTGATGGACCCGTCACCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC
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GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17+Gly10\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

TCAGGGGTCTGACGACACCACCAATGCGATCTCGATCCGGAAATTCTTCGGCAAGACGGCTGGTGTCGCGACCACCACATCT

ACGGCGGATGCCACCGTGATCCAGACCCGGCACCGGATTCCCGAGGCACCGCTGCATGCGGGCCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCCGAGCCGCTGCGTTTTCTGGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCGCATGCATGCGCTTGGCGAGTACGGCCT

GATGCATGTCAAGCTGTACGAGGATATTGCGAGCTTCGGCCATATCGCGACCGCGTACGCCTATCCGGTGAAGGTGAATGCG

CGCTATGTGATGGACCCTTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17+Gly11\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGATCCATCACATAACGCGCGTTCACCTTCACCGGATACGCATACGAAGTCGCGATATGA

CCAAAGCGCGCGATATCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAACCCATATTCGCCGAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGTGGCTCCAGGAAACGCAGTGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGGCATGCAGCGGTGCTTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCGGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTGCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17+Gly13\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCGTTGACCTTCACCGGATAGGCATACGAAGTCGCGATATG

GCCAAAGCGCGCAATGTCTTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGAGGCTCCAGGAATCGTAACGGCTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTAGCGGTCGTCGTTTCAACACCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>A17+Gly14\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGATCCATCACATAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATACGCATAGGAGGTCGCGATATGG

CCGAAGCGCGCAATGTCCTCGTATAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGTTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCGGCATGCAGCGGGGCCTCGGGA
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ATCCGGTGCCGGGTCTGAATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCTGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCTTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17+Gly15\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCATAGGAGGTCGCGATATG

GCCGAAGCGGGCGATGTCCTCGTACAGCCTGACATGCATCAGGCCATATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGAAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGTGCTTCGGG

AATCCGATGCCGGGTCTGGATTACGGTGGCATCCGCCGTTGCAGTCGTCGTTGCGACGCCGGCGGTCTTGCCGAAGAATTTTC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGGTCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>A17+Gly18\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGATCCATCACATAGCGCGCGTTCACCTTCACCGGATACGCATACGCGGTCGCGATATGA

CCGAAGCGCGCGATATCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGTGGCTCCAGGAAACGCAGTGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGCGCTTCTGGT

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCAGTCGTCGTTGCGACACCAGCCGTCTTGCCGAAGAATTTTCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAGCCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>A17+Gly19\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGGGCTCCGACGACACCACCAACGCGGTGTCGATCCGCGCATTCTTCGCCAAGACCGCAAACGTGCGCACCACCACGCGC

ACCGGCGATGCGACCATCATCCAGACCCGCCACCGCGTGCCGGAAACCACGCTCGCCAAGGGCCAGGTGCTGGTCTACCAGG

TGCCGATCCCCGAGCCGTTGCGCTTCCTCGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGCCGCATGCACGCGCATGCCGATTACGGCCT

GATGCATGTGAAGCTCTACGAGGACATCGCGCGTCACGGCCATATCGCGACGACCTATGCGTATCCCGTCAAGGTCGATGAC

CGCTACGTGATGGATCCTTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTT 
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>A17+Gly21\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

TCAGGGCTCCGACGACACCACCAATGCGATTTCGATCCGGAAATTCTTCGCCAAGACAGCTGGCGTTGCGGCCACGACTTCCA

CGGAAGACGCGACCGTGATCCAGACCCGGCATCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGGCGGGCAGGTGCTGGTCTATCAGGT

CCCGATCCCGGAGCCGCTGCGCTTCCTCGAGCCACGCGAGACCGAGACGAGGCGCATGCACGCGCTTGGCGAATATGGCCTG

ATGCATGTCAAGCTCTACGAGGACATTGCGCGCTTTGAGCACATCGCGACCTCCTACGCCTACCCGGTGAAGGTGAATTTCCG

CTACGTCATGGATCCGTCGCCGACACCGAAATTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC

GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT

CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA

GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG

CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>A17+Gly22\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGAAGGGTCCATCACATAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCATAGGAGGTCGCGATATGC

CCAAAGCGCGCGATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGCCGAGTGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTTTC

GCGCGGTTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCCGCCCGGCATGCAGCGGTGCTTCGGGA

ATCCGGTGGCGCGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTTGCAGTCGTCGTCGCGACGCCGGCCGTCTTGCTGAAGAATTTTCG

AATCGAGATCGCGTTCGTCGTGTCGTCCGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17+Gly23\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCATTCACCTTGACCGGGTAGGCATAGGAGGTCGCGATGTG

GCCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATACTCGCCGAGCGCATGCATGCGACGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCCGCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATGCGGTGCCGAGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACACCCGCGGTCTTGCCGAAGAATTTCC

GAATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17+Gly24\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCATTCACCTTGACCGGGTAGGCATAGGAGGTCGCGATGTG

GCCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATACTCGCCGAGCGCATGCATGCGACGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCCGCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATGCGGTGCCGAGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACACCCGCGGTCTTGCCGAAGAATTTCC
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GAATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCTTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>A17+Gly27\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

TCAGGGTTCCGACGACACAACGAATGCGATCTCGATCCGGAAATTCTTCGGCAAGACGGCGGGCGTTGCGACCACGACCGCG

ACGGCCGACGCCACCGTGATCCAGACAAGGCACCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGGCGGGCAAATTCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCGGAGCCGCTGCGGTTCCTCGAACCGCGCGAGACCGAAACCCGGCGCATGCATGCGCTCGGTGAATACGGCCT

GATGCACGTCAAGCTGTACGAAGACATCGCGCGCTTCGGTCATATCGCGACCTCCTACGCCTATCCGGTGAAGGTGAACGCG

CGCTACGTGATGGACCCGTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>A17+Gly29\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTAATCGA

CCAGGGCTCCGACGACACCACCAATGCGATCTCGATCCGGAAATCCTTCGGCAAGACCGCGGGTGTCGCAACGACGACTGCC

ACGGCGGATGCCACCGTGATCCAGACCCGGCACCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGCGGGGCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCCGAGCCGCTGCGTTTCCTGGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCGCATGCATGCGCTCGGCGAGTATGGCCT

GATGCACGTCAAGCTGTATGAGGATATCGCGCGCTTCGGCCATATCGCGACCGCATATGCCTATCCGGTGAAGGTGAATGCG

CGCTATGTGATGGACCCGTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17+Gly32\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGGTCCATGACATAGCGGGCGTTGACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATGTG

CCCAAACCGCGCGATATCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCAAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGTACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGCCATGCAGCGGCGCTTCGGG

AACCCGATGCCGGGTCTGGATCACGGTCGCGTCTTCCGTAGAGGTCGTGGTCGCGACGCCTGCGGTCTTGGCGAAGAATTTTC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTGTCGTCGGAGCCTTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 
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>A17+Gly33\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGGTCCATGACATAGCGGGCGTTGACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATGTG

CCCAAACCGCGCGATATCCTCGTTGAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCAAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGTACCTGATAGACCAGCACCTGTCCGCCATGCAGCGGCGCTTCGGG

AACCCGATGCCGGGTCTGGATCACGGTCGCGTCTTCCGTAGAGGTCGTGGTCGCGACGCCTGCGGTCTTGGCGAAGAATTTTC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTGTCGTCGGAGCCTTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>A17+Gly34\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAACGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATG

GCCGAAGCGCGCAATGTCTTCATACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCGAGCGCGTGCATGCGCCGTGTCTCGGTCT

CGCGGGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCGGGAATCGGCACCTGATAGACCAGTACCTGCCCCGCATGCAGCGGCGCTTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTGGCGGTCGTGGTTGCGACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGACCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>A17+Gly39\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTAATCGA

TCAGGGCTCGGACGACACCACCAACGCGATCTCGATCCGAAAATTCTTCGGCAAGACGGCCGGCGTTGCGACGACGACTGCA

ACGACGGACGCCACCGTGATCCAGACCCGGCACCGCATTCCCGAAGCCCCGCTGCATGCGAGGCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCGGAGCCGCTGCGGTTCCTGGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCGTATGCATGCGCTCGGTGAATACGGCCT

GATGCACGTCAAGCTGTACGAGGACATCGCGCGCTTTGGCCATATCGCGACCTCCTATGCTTATCCGGTGAAGGTGAATGCGC

GCTATGTGATGGACCCGTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCGAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>NM-Gly3\(M13rev)  

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGATGGGTCCATCACGTAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATGG

CCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCATGGAGCGGCGCCTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTCG



Anhang   167  

GATCGAGATCGCATTGGTGGTATCGTCCGAACCCTGGTCTATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>NM-Gly4\(M13rev)  

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTTGGTGAGGGATCCATCACGTAACGTGCATTCACCTTCACGGGATAAGCGTAAGACGTCGCAATATGC

CCGAACCGTGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCATATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGGGGCTCCAGGAAGCGCAGCAGCTCCGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCGTGCAGCGTCGCCTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTTTGAATGACGGTCGCCTCCGCGGTCGAGGTCGTGCTGGCAACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM-Gly6\(M13rev)  

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAAGTGATAG

ACCAGGGCGCCGACGATACGACCAACGCCGTCTCCATCCGCAAGTTCTTCGAGAACACCGCCGGGATCGCCACCACCACCGC

GACCGCCGAAGCGACCGTCATCCAGACCCGCCACCGTATCCCCGAAGCGCCGCTGGGCGAGGGGCAGATCCTTGTCTATCAG

GTGCCTATCCCGGAGCCTTTACGGTTCCTTGAGCCGCGCGAGACCGAAACACGCCAGATGCATGCGCTGGAGGACTATGACC

TCATGCATGTGAAGCTCTATGAGGATATCGCCCGGCACGGCCACATCGCGACGACCTATGCCTATCCGGTGAAGATCGAGGG

ACGCTATGTCATGGACCCTTCGCCCATCCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>NM-Gly7\(M13rev)  

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGAAGGGTCCATCACGTAACGGGCGTTGACCTTGACCGGATAGGCATAGGAGGTCGCGATATG

GCCGAAACGCGCGATGTCCTCGTACAGCTTCACGTGCATCAAGCCATATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAATCGCAGCGGTTCGGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGCGATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGTCGCGTCTGGATCACGCTCGCCTCTGCCGTAGAGGTGGTGGTGGCAACACCGGCGGTTTTGGCAAAGAACTGG

CGGATCGAAATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGATCCCTGATCGATTACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC

GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT

CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA

GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG

CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
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>NM-Gly9\(M13rev)  

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTAATCGA

CCAGGGCGCCGACGACACGACCAACGCCGTCTCGATCCGCCATTTCTTCGAGCGCACGACCGGCGTTGCGACAACCGAGCAG

ACTGCCGCAGCGAGCATCATCCAGACGCGCCATCGCATCCCCGAAACGCCGCTGCGCGAAAACCAGATCATCGTCTATCAGG

TGCCGATCCCCGAGCCGCTGCGTTGGATCGAGCCGCGCGAGGTCGAGACACGCAAGATGCACGCGCTCGCGGAGTACGGGCC

GATGTATGTCCGCCTCTACGAGGACATCGCGCAATTCGGCCAGGTGACGACGGCCTATGACTACCCGGTGGTGGTAAACGGC

CGCTATTTGATGCGGCCCTCGCCGATCCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM-Gly10\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGTGCGTTCACTTTCACCGGATAAGCATACGACGTCGCGATATGA

CCAAAGCGCGCGATATCCTCGTACAGTTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGTTCCAGGAACCGCAGCGGCTCGGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGTCCCGCATGCAGCGGCGCTTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTCGAGGTCGTGGTCGCGACACCAGCGGTCTTGCCGAAAAACTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM-Gly11\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAAGTAATCGA

TCAGGGCTCCGACGATACCACCAACGCGATCTCGATCCGAAAATTCTTCGGCAAGACTGCTGGCGTCGCGACCACAACTTCG

ACGGCGGATGCAACCGTGATCCAGACCCGGCACCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGGCGGGCAGATCCTGGTCTACCAGG

TGCCGATCCCAGAGCCGCTGCGGTTCCTCGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCGCATGCATGCGCTTGGCGAATATGGCCT

GATGCATGTCAAGCTGTATGAAGACATCGCGCGCTTCGGCCACATCGCGACTTCCTACGCCTATCCGGTGAAGGTGAACGCGC

GCTATGTGATGGACCCGTCGCCGACACCGAAATTCGACAATCCGAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>NM-Gly13\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTCGGAT

TGTCGAATTTTGGCGTCGGCGAAGGGTCCATCACATAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATATGCGTAAGAGGTCGCGATATGG

CCGAAGCGCGCAATATCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTACTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

CCTAGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCTGCATGCAGCGGCGCCTCGGGA

ATCCGGTGCCTGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTGGAGGTCGTGGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTCG
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GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGATCCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>NM-Gly14\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGAAGGGTCGCTCACGTATCTGGCGTTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGTGGTGGCAATGTGG

CCGTGGCGGGCGATGTCTTCATACAGTTTGACATGCATCACGCCGTAATCGGCCAGTGCGTGCATTTGCCGGGTTTCCGTCTC

GCGCGGCTCGAGAAAGCGCAGCGGCTCCGGAATGGGAACCTGGTAGACCAGGACTTGATGCTCGCCGAGTGGCGTTTCGGGA

ATCCGGTGCCTCGTCTGGATCACCGTCGCCTCGGCGGTGCGCGTGGTGGTGCGAACGCCCGCGGTCTTAGCAAAAAACTTGCG

GATCGACACCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCTTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>NM-Gly15\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGAAGGATCCATCACATAGCGGGCGTTCACCTTCACCGGATAGGCGTAAGCGGTCGCGATATG

GCCGAAACGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAGCCCATATTCGCCGAGTGCATGCATGCGCCGGGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGAAGGGGCTCGGGGATCGGAACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGCGCTTCCG

GAATCCGATGCCGGGTCTGGATCACCGTTGCATCGGACGTGCTGGTGGTGGTCGCAACGCCGGCGGTCTTGGCGAAGAACTT

GCGGATGGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTG 

>NM-Gly20\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATG

GCCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCATGGAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTATCGTCCGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
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>NM-Gly25\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAACTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCGTTGACCTTCACCGGGTAGGCGTAGGAGGTCGCGATGTG

GCCGAAGCGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAGCCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCTGCCTTCAGCGCCGCCTCGGG

AATGCGGTGGCGGGTCTGGATGACGGTTGCGTCGCTGGTCGACGTCGTCGTTTCAACGCCGGCGGTCTTGGCGAAGAACTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAACCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM-Gly27\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTTGGTGAGGGATCCATCACGTAACGTGCATTCACCTTCACGGGATAAGCGTAAGACGTCGCAATATGC

CCGAACCGTGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCATATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGGGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCGTGCAGCGTCGCCTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTTTGAATGACGGTCGCCTCCGCGGTCGAGGTCGTGCTGGCAACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>NM-Gly31\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTTGGTGAGGGATCCATCACGTAACGTGCATTCACCTTCACGGGATAAGCGTAAGACGTCGCAATATGC

CCGAACCGTGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCATATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGGGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCGTGCAGCGTCGCCTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTTTGAATGACGGTCGCCTCCGCGGTCGAGGTCGTGCTGGCAACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATTACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACT 

>NM-Gly32\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGATCCATCACGTAACGGCCCTGCACCTTGACCGGATAATCATAGGTCGTGGCGATATGG

CCGTTGCGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTCACATGCATGAGGCCGTATTCCTCAAGCGCGTGCATCTTTCTGGTCTCCGTCTCG

CGCGGTTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGCGTCGGCACCTGGTAGACCAGCACCTGATTGGCCGCGAGCTTTTGCTCCGGTA

TCCTGTGGCGCGTCTGGATGATCGTCGCTTCGCCCGTACGCGTCGTCACCGCAACATTGGCGACCTTCTGGAAGAACGCGCGG
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ATGGAGACGGCGTTGGTCGTGTCGTCCGCCCCCTGGTCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGC

CGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGT

GACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGC

CCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGG

GTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTT 

>NM-Gly33\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTTGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGTGCGTTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATGG

CCAAAGCGCGCAACGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGACGCGTCTCAGTCTC

GCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCGGGGATCGGCACCTGATAGTCCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGCGCTTCGGGA

ATCCGGTGACGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCGGCCGTGGAAGTCGTGGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGACCCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>NM-Gly36\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAACGCCGGTATGGGACTCGGCGACATCAAATATCGCTCGTTGACCCTGACCGGATAGTCGTAACTGGTCGAGATCTGA

CCGAGCCGCGCCACGTCCTCGTAAAGTTTCACATGCATCAACCCATAATCCGACAACGCATGCATCCGTTTCGTCTCCACCCT

ACTGGGCTCCAGACGAAACAGCGGTTCCGGTTGCGGCACCTGGTAAACGATGATCTGATTTTCCTGCAACGGTTCTTCCGGGA

TACGGTGCCGCGTCTGGATGACGGTTGCATCGGCGGTGTGCGTCGTGGTGCGGACCCCCGCGGTGCGGGCAGAGAACTGCCG

GATCGATACCGCGTTCGTGGTGTCGTCGGCGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM-Gly38\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TATCGAATTTCGGCGTTGGTGAGGGATCCATCACGTAACGTGCATTCACCTTCACGGGATAAGCGTAAGACGTCGCAATATGC

CCGAACCGTGCGACGTCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCATATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGGGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCGTGCAGCGTCGCCTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTTTGAATGACGGTCGCCTCCGCGGTCGAGGTCGTGCTGGCAACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGGTCGATTACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
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>NM-Gly39\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAACTTTGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATG

GCCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCATGGAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTATCGTCCGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC 

>NM-Gly40\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGGGTTCGGACGACACCACCAACGCAATCTCGATTCGAAAGTTCTTCGGCAAGACGGCCGGTGTCGCGACCACGACCTCA

ACGGCGGACGCCACCGTGATCCAGACCCGGCACCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGCGGGGCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCCGAACCGCTGCGGTTCCTGGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGTCGCATGCATGCGCTCGGCGAATACGGCCT

GATGCACGTCAAGCTGTATGAGGATATCGCACGCTTCGGCCATATCGCGACGTCCTACGCTTATCCGGTGAAGGTGAATGCGC

GCTATGTGATGGACCCCTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 >NM+Gly1\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGTGATGGGTCCATCACGTAGCGGGCATTGACCTTGACCGGATAAGCATAGGACGTCGCGATGTG

ACCGAAGCGGGCGATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGCCCATATTCGGACAGCGCATGCATGCGGCGTGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAACGCAGCGGCTCCGGGATTGGCACCTGGTAGACCAGCACCTGCTTGTCGTGCAGCGGCTCCTCCGG

AATGCGATGGCGGGTTTGAATTACGGTCGCATCGGCGGTCGCCGTCGTCGTCTGCACGCCGGCGGTCTTCTCGAAGAACTTGC

GGATCGAGATCGCGTTCGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

 >NM+Gly2\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTTGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATGG

CCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCATGGAGCGGCGCCTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTCG
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GATCGAGATCGCATTGGTGGTATCGTCCGAACCCTGGTCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 >NM+Gly4\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TATCGAATTTCGGCGTCGGCGAGGGGTCCATCACATAACGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAAGAGGTCGCGATGTG

GCCGAAGCGCGCGATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCAAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGTACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGGCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATGCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCGGCCGTCGAGGTCGTGGTCGCGACACCGGCCGTCTTGCCGAAGAATTTTC

GGATCGAAATCGCGTTCGTGGTGTCGTCCGAGCCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM+Gly6\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAACTTCGGAGTGGGCGAGGGATCGGTGACGTAGCGGCCGTCGACTTTCACCGGATAGGCATAGGTCGTTGCGATGTG

CCCGTGCTGCGCGATGTCTTCATAAAGCTTCACATGCATCAGGCCGTAATCGGCGAGGGCGTGCATGCGGCGTGTTTCCGTCT

CGCGCGGCTCGAGAAAGCGCAGCGGTTCTGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGATGTTCGGCGAGCGGCGTTTCCGG

AATGCGATGGCGCGTCTGGATGACGGTGGCGTTCTCCGTACTGGTCGTGGTCGCGACATTGGCGGTCTCCTTGAAGAAGCTAC

GGATTGATACGGCGTTGGTTGTGTCGTCGGCGCCTTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM+Gly11\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTCGGAT

TGTCAAACTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGGGCGTTGACCTTGACCGGGTAGGCGTAAGACGTGGCGATGTG

GCCGAAGCGCGCGATGTCTTCGTACAGCTTCACATGCATCAGGCCATATTCGGACAGCGCGTGCATGCGCCGTGTCTCGGTCT

CACGCGGCTCGAGGAAGCGCAAGGGTTCCGGTATCGGCACCTGGTAGACCAGCACCTGCTTGTCGTGCAGCGGCTCTTCCGG

AATGCGGTGGCGAGTCTGGATCACCGTGGCGTCGCCGGTCGCGGTCGTGGTTTTCACACCCGCGGTCTTCTCGAAGAATTTGC

GGATGGAGATCGCATTCGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
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>NM+Gly13\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAAGTGATCGA

TCAGGGCTCCGACGACACTACCAATGCGATCTCGATTCGGAAGTTCTTCGCCAAGACCGCTGGTGTCGCGACCACGACCTCCA

CGGAAGACGCGACCGTAATCCAGACCCGGCATCGGATTCCCGAAGCGCCGCTGCATGGCGGGCAGGTGCTGGTCTATCAGGT

CCCGATCCCGGAGCCGCTGCGTTTCCTTGAGCCGCGCGAGACCGAGACGAGGCGTATGCACGCGCTTGGCGAATATGGCC 

TGATGCACGTCAAGCTCTACGAGGACATCGCGCGCTTCGGGCATATCGCGACCTCGTACGCCTATCCGGTGAAGGTCAACGCC

CGATACGTCACGGATCCGTCGCCGACACCGAAATTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 >NM+Gly14\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGGGTTCCGACGACACCACCAACGCGGTGTCGATCCGCAAGTTCTTCAGCAAGACCGCGGGCGTGCGGACGACGACGTCA

ACACCGGAGGCGACCGTCATCCAGACGCACCACCGGGTGCCGGAGACACCCCTCACCGATGAGCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCCGAGCCGCTGCGGTTCCTCGAGCCGCGCGAGACCGAAACCCGCCGCATGCACGCCCTCGCCGAATACGGCC 

TGATGCACGTGAAGCTGTACGAGGACATCGCGCAGCACGGTCATATCGCAACGACCTACGCCTATCCTGTCACGGTCGCTGG

CCGCTACGTGATGGATCCCTCGCCGATCCCGAAGTTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTT 

 >NM+Gly15\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGATCCATGACGTATCGGGCGTTGACCTTCACCGGATAGGTGTACGAGGTCGCGATATGC

CCGAAGCGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAGGCTATATTCGCCAAGCGCGTGCATACGCCTCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCAAGGAAACGCAGCGGCTCCGGGATCGGGACCTGATAGACCAGCACCTGCCCGCCATGCAGCGGCGCTTCGGGA

ATCCGATGCCGGGTCTGGATTACGGTCGCGTCTTCCGTGGAGGTCGTGGTCGCGACACCAGCGGTCTTGGCGAAGAACTTCCG

AATCGAGATCGCATTGGTAGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 >NM+Gly16\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGCGCATTGACCTTGACCGGATAGGCATAGGCAGTCGCGATGTG

GCCGAAGCGGGCGATATCTTCGTACAGCTTGACATGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGTTCGGGGATCGGCACCTGATAGACCACCACCTGACCGCCATGCAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCGGTCGCGGTGGTGGTGGCGACGCCGGCGGTCTTGCCGAAGAATTTT
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CGGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCCGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC

GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT

CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA

GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG

CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 >NM+Gly17\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTAATCGA

TCAGGGGTCCGACGACACCACGAATGCGATCTCGATCCGAAAATTCTTTGGCAAGACCGCAGGCGTCGCGACTACCACCGAC

ACCACCGAAGCCACCGTGATCCAGACGAGGCACCGCATCCCCGAAGCGCCGCTGCATGAAGGCCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCGGAGCCGCTGCGCTTTCTCGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCGCATGCACGCGCTCGCCGAATACGGGC 

TGATGCATGTAAAGCTGTATGAAGACATCGCCCGCTTCGGCCACATCGCCACCTCCTACGCCTATCCGGTCAAGGTGAACACC

CGCTATGTGATGGACCCGTCACCGACGCCGAAATTCGACAATCCGAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 >NM+Gly18\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGGGTTCGGACGACACCACCAACGCGATCTCGATCCGAAAGTTCTTCGGCAAGACGGCCGGCGTCGCAACGACGACTGCA

ACGGCGGATGCCACCGTGATCCAGACCCGGCACCGGATTCCCGAAGCTCCGCTGCATGCCGGGCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATCCCGGAGCCATTGCGCTTTCTCGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCGCATGCATGCGCTCGGCGAATACGGCC 

TGATGCACGTCAAACTATATGAAGACATTGCGCGCTTCGGCCATATCGCGACCTCCTATGCCTATCCGGTGAAGGTGAACGCG

CGTTATGTGATGGACCCGTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

 >NM+Gly19\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGTGCGTTGACCTTGACCGGATAGGCATAGGACGTCGCGATGTGA

CCGAAGCGGGCAATGTCCTCGTAAAGCTTGACGTGCATCAGCCCGTACTCAGACAGCGCATGCATGCGACGTGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGCACCTGGTAGACCAGCACCTGCTTGTCGTGCAGCGGCTCCTCCGGA

ATGCGATGGCGGGTTTGAATTACGGTCGCATCGGCGGTCGCCGTCGTCGTCTGCACGCCGGCGGTCTTCTCGAAGAATTTGCG

GATCGAGATCGCGTTCGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
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 >NM+Gly20\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

TCAAGGCGCTGATGATACGACCAACGCGGTGTCCATACGCCGGTTCTTCGCGCGAACTGCCGGCGTGCAGACCACGACTTTTA

CCGCGGATGCCACAGTGATACAGACGCGGCACCGGATTCCGGAAAAGACGCTGAGAGACGATCAGATCATCGTTTATCAGGT

GCCGCAGCCGGAACCATTGTTTCGATTGGAACCTTCACGCATCGAGACGCGTCGCATGCATTCGCTGGCGGATTACGGGC 

TGATGCATGTGAAACTGTATGAGGACATTGCTCGGTTCGGGCAAATATCGATCAGCTGTGACTATCCGGTGATGGTGAATCAC

CGCTACCTGATGTCGCCTAGCCCGATACCTGCGTTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 

>NM+Gly21\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTTGGTGAGGGATCCATCACGTAACGTGCATTCACCTTCACGGGATAAGCGTAAGACGTCGCAATATGC

CCGAACCGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCATATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGGGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCGTGCAGCGTCGCCTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTTTGAATGACGGTCGCCTCCGCGGTCGAGGTCGTGCTGGCAACGCCCGCCGTCTTACCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly22\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTTGGTGAGGGATCCATCACGTAACGTGCATTCACCTTCACGGGATAAGCGTAAGACGTCGCAATATGC

CCGAACCGTGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCATATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTTTCGGTCTC

GCGGGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCTTCGTGCAGCGTCGCCTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTTTGAATGGCGGTCGCCTCCGCGGTCGAGGTCGTGCTGGCAACGCCCGCCGTCTTGCCGAAGAATTTCCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly23\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGAAGGGTCCATCACGTAGCGAGCGTTCACCTTTACGGGATATGCATAGGAGGTGGCGATGTG

GCCGAAGCGGGCAATGTCCTCATAAAGCTTCACGTGCATCAACCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGGCGCGTTTCGGTCT

CACGCGGCTCCAGAAACCGCAGCGGTTCCGGAATTGGCACCTGATAAACCAGCACCTGCCCTGCATGCAGCGGCGCTTCGGG

AATGCGGTGTCGGGTCTGGATCACGCTGGCTTCTTCGGTGGAAGTCGTAGTCGCAACGCCCGCGGTCTTGGCGAAGAACTTGC
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GGATGGAGATGGCATTGGTAGTGTCGTCCGAACCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly24\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGCGCATTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGAGGTCGCGATATG

GCCAAAGCGCGCAATGTCCTCGTACAGCTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAACCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCATGGAGCGGCGCCTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCGTCCGCCGTAGCCGTCGTCGTTGCGACGCCGGCCGTCTTGCCGAAGAACTTTC

GGATCGAGATCGCATTGGTGGTATCGTCCGAACCTTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM+Gly25\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAACTTCGGCGTCGGTGACGGGTCCATCACATAGCGCGCGTTCACCTTGACCGGATAGGCAAAGGAAGTCGWGATGTG

GCCGAAGCGCGCGATGTCTTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGGCCGTATTCGGCGAGCGCGTGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGCTCCAGGAAGCGGAGCGGTTCGGGTATCGGAACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCGTGCAGCGGCGCTTCGGG

AATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTAGCGTCCGCGGTCGAGGTGGTCGTGGCAACGCCGGCGGTCTTGCCGAGGAATTTG

CGGATCGAAATCGCATTGGTAGTGTCGTCCGAGCCCTGATCGATTACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC

GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT

CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA

GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG

CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM+Gly26\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGCGCGTTCACCTTCACCGGATAGGCGTAGGCAGTGGCGATGTG

GCCAAAGCGGGCGATGTCCTCGTAGAGCTTCACATGCATCAGGCCGTATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCT

CGCGCGGTTCGAGGAAACGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGTTCGCGTGCAGCGACGTCTCCGG

GATGCGGTGACGCGTCTGGATCACGGTTGCATCTTCTGTTGCCGTGGTCGTGGCGACGCCCGCGGTCTTGGCGAAGAATTTGC

GGATCGAGATCGCATTCGTCGTGTCGTCGGAACCTTGATCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 
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>NM+Gly30\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGGGGGCGGACGACACGACCAACGCCGTCTCCATCCGCGCGTTCTTCCAGAAGGTCGCCAATGTTGCGGTGACGACGCGT

ACGGGCGAAGCGACGAACATCCAGACGCGCCACAGGATACCGGAGCAAAAGCTCGCGGCCAATCAGGTGCTGGTCTACCAG

GTGCCGACGCCGGAGCCGCTGCGCTTCCTCGAACCGCGCGAGACGGAGACCAGAAAGATGCACGCGCTTGAGGAATACGGC

CTCATGCATGTGAAGCTCTACGAGGACATCGCGCGCAACGGCCATATCGCCACGACCTATGATTATCCGGTCAAGGTGCAGG

GCCGTTACGTGATGGATCCGTCGCCGACGCCGAAATTCGACAATCCAAAGATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACAC

TGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACA

ACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCG

AAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC

GCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly33\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTTGGCGTCGGCGACGGATCCATCACATAGCGTCCGTTCACCTTGACCGGATAGGCGTAGGAGGTGGCGATGTGG

CCGAAGCGGGCGATGTCCTCGTACAGCTTGACATGCATCAGCCCGTATTCGGCCAGCGCATGCATGCGCCGTGTCTCGGTTTC

GCGCGGCTCGAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGGTAGACCAGCACCTGGCCTTCATGCAGCGACGCCTCGGGG

ATGCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCTTCGGTGGTGTCGGTCGTGGTCGCGACGCCTGCGGTTTTGCCGAAGAATTTTCG

GATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCATCGGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly34\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATTTTCGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGAAGGGTCGCTCACGTATCTGGCGTTCACCTCCACCGGATAGGCGTAAGTGGTGGCGATGTGG

CCGTGGCGGGCAATGTCTTCATACAGTTTGACATGCATCACGCCGTAATCGGCCAGTGCGTGCATTTGCCGGGTTTCCGTCTC

GCGCGGCTCGAGAAAGCGCAGCGGCTCCGGAATCGGAACCTGGTAGACCAGGACTTGATGCTCGCCGAGCGGCGTCTCGGGA

ATCCGGTGCCGCGTCTGGATCACCGTCGCCTCGGCGGTGCGCGTGGTGGTGCGAACGCCCGCGGTCTTGGCAAAAAACTTGC

GGATCGACACCGCGTTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGC 

>NM+Gly35\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAGGTGATCGA

CCAGAGCTCCGACGACACCACCAACGCGATCTCGATCCGGAAATTCTTCGGCAAGACGGCGGGCGTTGCCAGCACGACCTCG

ACCGCGGAGGCGACCGTCATTCAAACCCGGCACCGCATTCCCGAGGCGACGCTGCACGAAGGCCAGGTGCTGGTCTATCAGG

TGCCGATTCCGGAGCCGCTGCGCTTCCTGGAGCCCCGCGAGACCGAAACGCGGCGCATGCATGCGCTGGCCGAATATGGCC 

TGATGCATGTCAAGCTCTACGAGGACATCGCGCGGTTCGGGCATATTGCGACGTCTTACGCTTATCCCGTGAAGGTGAATGCA
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CGTTACGTGATGGATCCCTCACCAACGCCGAAATTCGACAATCCGAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTG

GCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC

GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA

GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGC

GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA 

>NM+Gly36\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACATAGCGTGCGTTCACCTTCACCGGATAAGCATACGACGTCGCGATATGG

CCGAAGCGGGCGATGTCCTCGTACAGTTTGACGTGCATCAGGCCGTATTCGCCGAGCGCATGCATGCGCCGCGTCTCGGTCTC

GCGCGGTTCCAGGAACCGCAGCGGCTCGGGAATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGCCCCGCATGCAGCGGTGCTTCGGGA

ATCCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCCGCCGTCGAGGTCGTGGTCGCGACACCGGCGGTCTTGCCGAAAAACTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGTGTCGTCGGAGCCCTGGTCGATCACTTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly38\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGTGTCGGCGACGGATCCATGACGTATCGCGCGTTGACCTTCACCGGGTAGGCGTACGAGGTCGCGATATGC

CCGAAGCGCGCGATGTCCTCGTAGAGCTTGACGTGCATCAGGCCATATTCGCCAAGCGCGTGCATGCGCCTCGTCTCGGTCTC

GCGCGGCTCAAGGAAACGCAGTGGCTCCGGGATCGGGACCTGATAGACCAGCACCTGACCGCCATGCAGCGGCGCTTCGGGA

ATGCGGTGCCGGGTCTGGATCACGGTGGCATCTTCCGTGGAGGTCGTGGTCGCAACACCGGCGGTTTTAGCGAAGAATTTTCG

GATCGAGATCGCATTGGTGGTGTCGTCGGAGCCCTGGTCTATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGG

CCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG

TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCG

GGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

>NM+Gly39\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTAAAGTGATCGA

TCAGGGCTCGGACGACACGACGAACGCCGTCTCGATTCGCGCCTTCTTCGCCAAGGTGGCGCGCGTGGCGGTAACGACGAAA

ACGCGCGAGGCCGACATCATCCAGACGCGTCATCGCATTCCAGAGACGCCGCTCGAGGAGGGCCAGATCATCGTGTTCCAGG

TGCCGATCCCCGAGCCGCTGCGTTTCCTCGAGCCGCGCGAGACCGAGACGCGGCTCATGCACGCACTCGAGGATTATGGCTC

GATGCATGTGAAGCTCTATGAGGACATCGCACGGCATGGCCGCATCGCCACGACTTACGCGTATCCGGTGCGCGTCGCCGGG

CGCTATCTGATGGACCCTTCGCCCACCCCAAAATTCGACAATCCAAAAATGAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG

CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
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>NM+Gly40\(M13rev) 

CATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCATCTTTGGAT

TGTCGAATTTCGGCGTCGGCGACGGGTCCATCACGTAGCGGGCGTTCACCTTCACCGGGTAGGCGTAGGCGGTGGCGATGTG

GCCGAAGCGCGCGATATCCTCGTAGAGCTTGACATGCATCAGCCCATATTCGCCGAGCGCGTGCATGCGGCGCGTCTCGGTCT

CGCGTGGCTCCAGGAAGCGCAGCGGCTCCGGGATCGGCACCTGATAGACCAGCACCTGGCCGCTGTGCAGTGGCGCTTCCGG

AATCCGGTGCCGTGTCTGGATCACGGTCGCGTCCGCCGTGCTGGTGGTGGTCGCAACGCCAGCGGTCCTGGCGAAGAATTTCC

GGATCGAGATCGCGTTGGTGGTGTCGTCAGAGCCCTGATCGATCACCTTAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCG

GCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC

GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 

Anhang 5: 265 Klone der Metagenombank, die mit Glyphosat als einziger P-Quelle schwaches Wachstum 

zeigten. 
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