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Zusammenfassung

Die Thraustochytriaceae sind eine Familie von marinen Protisten, die sowohl in der Taxono-
mie wegen ihrer kontrovers-diskutierten Stellung im Reich der Eukaryonten als auch durch ihre
Eigenschaft groBe Mengen an w-3-Fettsduren zu produzieren Aufmerksamkeit erlangt haben.
Die Identifikation von isolierten Stimmen aus marinen Standorten wird sowohl mittels Sequen-
zierung der 18S rRNA-Gene als auch durch die Analyse von morphologischen Charakteristika
und Stoffwechselprodukten wie Fettsduren und Carotenoide durchgefiihrt und wirft einige Pro-
bleme auf. So gibt es noch keine etablierte Methode zur Sequenzierung der 18S rRNA-Gene
dieser Organismen und aufgrund der grolen Diversitit dieser Gruppe von Protisten werden im-
mer noch neue Arten beschrieben und neu eingeordnet.

In dieser Bachelorthesis wurden isolierte Stimme mit Phasenkontrastmikroskopie und Ras-
terelektronenmikroskopie untersucht und ein System zur Sequenzierung der 18S rRNA-Gene
entwickelt. Auerdem wurden die Fettsduren der hier gewéhlten Stimme in einem vorherigen
Projekt isoliert und gemessen und mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen. Es wurden
die Probleme bei der Amplifikation und Sequenzierung der 18S rRNA-Gene erortert und ein

Vergleich der Identifikationsmethoden angestellt.



1 Einleitung

1.1 Taxonomie der Thraustochytriden

Die Thraustochytriden sind marine Protisten, die sich saprotroph oder selten parasitir ernih-
ren (Porter, 1990). Die evolutionidren Beziehungen und die Taxonomie innerhalb dieser Grup-
pe von Protisten sind immer noch nicht vollstindig geklirt. Die erste beschriebene Gattung
Thraustochytrium wurde urspriinglich den Pilzen unter der Ordnung Chytridiales zugeordnet
(Sparrow, 1936). Wegen ihrer heterokont begeillelten Zoosporen wurden sie spiter den Oomy-
ceten unter der Ordnung Saprolegniales zugeordnet (Dick, 1973). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigten aber, dass sie sich sehr von den Pilzen unterscheiden. Charakteristisch
fiir die Thraustochytriden ist ein ektoplasmatisches Netz, welches von einem einzigartigen Or-
ganell, dem Sagenogenetosom, Sagenogen oder Bothrosome (alle drei Bezeichnungen werden
in der Literatur akzeptiert) produziert wird (Perkins, 1973a). Auflerdem besteht ihre Zellwand
nicht aus Cellulose, sondern aus vom Golgi-Apparat abgeleiteten Schuppen, die sich in meh-
reren Schichten um die Zelle legen. Die Zellwand besteht je nach Gattung aus verschiedenen
Polysacchariden wie Galactose, Glucose, Mannose, Xylose, Fucose und Rhamnose, sowie ver-
schiedenen Proteinen. Das Verhiltnis Proteine zu Polysacchariden ist je nach Gattung ebenfalls
sehr unterschiedlich (Bahnweg und Jickle, 1986). Aufgrund dieser Entdeckungen wurden fiir
die Thraustochytriden zwei eigene Ordnungen aufgestellt: Thraustochytriales (Alderman et al.,
1974) und Labyrinthulales (Moss, 1986). Die Thraustochytriales haben globulidre Zellen und
ein ektoplasmatisches Netz, dass nur von einem Sagenogen produziert wird, wihrend die La-
byrinthulales spindelformig sind und ihr ektoplasmatische Netz von mehreren Sagenogenen
ausgeht. AuBlerdem gleiten die Labyrinthulales durch ihr ektoplasmatisches Netz. Von anderen
Wissenschaftlern wurden diese beiden Ordnungen zu einer Ordnung namens Labyrinthulida
zusammengefasst, welche sich in zwei Familien aufteilt: Labyrinthulaceae und Thraustochy-
triaceae (Olive, 1975). Diese Ordnung wird der Klasse Labyrinthulea unterstellt, welche zu-
ndchst von Olive dem Reich der Protista zugeordnet wurde. Spéter wurden die Labyrinthulea
aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu den heterokonten Algen dem neuen Reich der Chromista zu-
geordnet (Cavalier-Smith et al., 1981, 1994). Aber dieses Reich, welches die Cryptophyceae,
Haptophyta und Stramenopiles (Adl et al., 2005) beinhaltet, ist trotz der Akzeptanz der meisten
Taxonomen noch umstritten (Burki et al., 2007). Ebenso wird die Klasse oft auch als Laby-
rinthulomycetes deklariert, was sie dem Namen nach wieder den Pilzen zuordnet (Levine et al.,
1980).

All diese Kontroversen fiihren dazu, dass diese marinen Protisten umgangssprachlich Thrau-
stochytriden genannt werden, da man sie bisher nicht eindeutig taxonomisch einordnen kann.
Es liegen noch nicht geniigend DNA-Sequenzen (Datenbank NCBI) der einzelnen Gattungen

und Arten vor, sodass man nur beschrinkt aussagekriftige phylogenetische Stammb&dume er-



stellen kann, um ihre Stellung im Reich der Protisten zu analysieren.

Zurzeit gibt es elf beschriebene Gattungen in der Familie der Thraustochytriaceae: Aplanochy-
trium (Bahnweg und Sparrow, 1972), Aurantiochytrium (Yokoyama und Honda, 2007a), Botryo-
chytrium (Yokoyama und Honda, 2007b), Japonochytrium (Kobayashi und Ookubo, 1953), La-
byrinthuloides (Perkins, 1973), Oblongichytrium (Yokoyama und Honda, 2007a), Parietichy-
trium (Yokoyama und Honda, 2007b), Schizochytrium (Goldstein und Belsky, 1964), Sicyoi-
dochytrium (Yokoyama und Honda, 2007b), Thraustochytrium (Sparrow, 1936) und Ulkenia
(Gaertner, 1977). Die Gattungen werden hauptsédchlich anhand ihrer Sporenmorphologie und
dem Mechanismus der Sporenentlassung unterschieden. So ist Aplanochytrium zum Beispiel
die einzige Gattung, die Aplanosporen entldsst und Ulkenia setzt zunichst amoboide Zellen
frei bevor Sporangien gebildet werden. Es wurde bisher keine sexuelle Fortpflanzung bei den
Thraustochytriden entdeckt. Sie vermehren sich entweder durch sukzessive Zweiteilung oder
durch Bildung von Sporangien. Diese Sporangien konnen nicht-sprossend, einfach-sprossend

oder vielfach-sprossend sein (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Arten der Sporangien von Thraustochytriaceae (Moss, 1986)

Der Lebenszyklus der Thraustochytriden beginnt mit der Freisetzung der Zoosporen durch teil-
weise oder komplette Desintegration der Zellwand. Nach einer Schwarmperiode siedeln die
Zoosporen sich an einem Substrat an und formen sich in vegetative Zellen um, die ein ektoplas-

matisches Netz bilden und der Zyklus beginnt von neuem.



Die morphologische Klassifikation ist jedoch problematisch, da einige Charakteristika sich
tiberschneiden. So konnten auch bei Thraustochytrium und Schizochytrium amoboide Zellen un-
ter bestimmten Kultivierungsbedingungen beobachtet werden (Honda, 1998; Bongiorni, 2005).
Eine sicherere Identifikation bote der Vergleich von 18S rRNA Sequenzen. Die Sequenzierung
der 18S rRNA-Gene hat sich in den letzten Jahren als gute Methode entwickelt, um phyloge-
netische Stammbidume zu erstellen (Field et al., 1988). Eine Literaturrecherche hat ergeben,
dass noch keine etablierte Methode zur Amplifikation und Sequenzierung der 18S rRNA-Gene
der Thraustochytriaceae existiert. Es wurden schon verschiedene Primer entwickelt und ver-
wendet, um die 18S rRNA-Gene von Thraustochytriaceae zu amplifizieren, doch Vorversuche
haben gezeigt, dass nicht alle in der Literatur genannten Primer fiir die hier gewihlten Stimme
geeignet sind. Die Primer, die Honda et al. (1999) verwendet hat, konnten anscheinend nicht
spezifisch genug an die DNA der hier verwendeten Stimme binden, da nur selten ein PCR-
Produkt entstanden ist und die Sequenzen sehr unsauber und damit nicht verwertbar waren.
Auch das Primerset von Mo et al. (2002) hat nicht genug saubere Sequenzen hervorgebracht,
sodass von keinem Stamm die komplette Sequenz des 18S rRNA-Gens zur Verfiigung stand.
In dieser Thesis werden die Primer von Burja et al. (2006) zur Amplifikation verwendet, da sie
laut Aussage des Autors eine Modifikation der Primer von Honda et al. sind und das Potential

haben, spezifischer an die DNA zu binden.

1.2 Biotechnologische Bedeutung

Kommerzielle Aufmerksamkeit haben die Thraustochytriden in den letzten Jahren dadurch er-
langt, dass sie w-3-Fettsduren (PUFAs = polyunsaturated fatty acids) in groler Menge synthe-
tisieren. Diese mehrfach ungesittigten Fettsduren sind fiir den Menschen wichtige Nihrstoffe,
da sie essentielle Fettsiuren sind, also nicht vom Kérper produziert werden kénnen. Uber die
Nahrung wird aber oft zu wenig von den w-3-Fettsduren und zu viel von w-6-Fettsduren auf-
genommen, was zu Krankheiten wie Krebs, Asthma und Herz-Kreislauf-Erkrankungen fithren
kann (Norrish et al., 1999; Hodge et al., 1996) und immer mehr Menschen greifen zu Nahrungs-
ergdnzungspraparaten, die w-3-Fettsduren enthalten. Zurzeit werden die PUFAs hauptsidchlich
aus Fischol und phototroph kultivierten Mikroalgen gewonnen. Da die Fischbestinde zuriickge-
hen und eine Fischzucht zu aufwendig und teuer ist, um das Ol aus den Fischen zu extrahieren,
wird diese Quelle der PUFAs in Zukunft nicht ertragreich genug sein. Ein weiteres Problem
sind die Schadstoffe im Meer, die die Fische in ihren Korpern einlagern und so iiber das Ol in
den Menschen gelangen konnen. Die Kultivierung der Mikroalgen ist ebenfalls problematisch,
da sie Licht zum Wachsen benétigen. Die optimale Beleuchtung und damit grofite Wachstums-
rate wird nur durch komplexe Bioreaktorbauarten und Beleuchtung mit Leuchtstoffrohren unter
hohem Energieverbrauch erreicht. Deshalb sind die Thraustochytriden eine gute Alternative zu

den Fischen und Mikroalgen. Sie benotigen kein Licht, ihre Kultivierung ist relativ einfach und
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einige Stimme haben hohe Wachstumsraten (Scheper et al., 2003). Die mengenméfig am meis-
ten vorkommende w-3-Fettsidure in Thraustochytriden ist Docosahexaensidure (DHA), welche
in Stimmen aus kalten Habitaten bis zu 50% und in Stimmen aus subtropischen Habitaten bis
zu 37% des Gesamtfettfaureanteils ausmacht (Bowles et al., 1999). Weitere w-3-Fettsduren sind
Eicosapentaensiure (EPA) und Docosapentaensdure (DPA), die jedoch in viel geringeren Men-
gen vorkommen und somit als Nahrungserginzungsmittel nicht relevant sind (Barclay et al.,
2010). Anfang der 1990er Jahre hat die kommerzielle Produktion von DHA mit Thraustochy-
triden begonnen und es wurden schon mehrere Patente auf diesen Prozess angemeldet (Barclay,
1992, 1994). Zurzeit wird mit Staimmen der Gattungen Schizochytrium (DSM, Niederlande und
USA), Ulkenia (Lonza, Schweiz) und Thraustochytrium (Ocean Nutrition, Kanada) Ol produ-
ziert, was hauptsichlich in der Aquakultur eingesetzt wird, um das Uberleben der Larven und
ihr Wachstum zu unterstiitzen. Auch in der Hahnchenzucht und als Futterergdnzungsmittel bei
Legehennen werden getrocknete Thraustochytriden eingesetzt (Hammond et al., 2001).
Obwohl schon einige Screenings von Isolaten aus marinen Standorten auf der ganzen Welt
durchgefiihrt wurden, besteht ein gro3es Potential neue Staimme mit hoheren DHA-Ausbeuten
und Wachstumsraten zu finden (Lewis et al., 1990).

Ein weiteres interessantes Produkt der Thraustochytriden sind die einfach ungesittigten Fett-
sduren (MUFAs = monounsaturated fatty acids), die als Biodiesel genutzt werden konnen. Es
gibt einige Stamme, die Fettsduren produzieren, die bis zu 90% aus einfach ungesittigten Fett-
sduren wie Palmitoleinsdure (C16:1), Olsdure (C18:1), Gadoleinsdure (C20:1) und Erucasiure
(C22:1) bestehen. Diese konnen mit Hilfe von Methanol und einem Katalysator in Biodiesel
und Glycerin umgeestert werden. Es wurde schon ein Patent veroffentlicht, dass die Biodiesel-
produktion mit Thraustochytriden beschreibt (Fisher et al., 2010).

AuBerdem sind die Thraustochytriden eine potentielle Quelle fiir Carotenoide wie S-Carotin
und die Xanthophylle Astaxanthin und Canthaxanthin (Aki et al., 2003). Sie produzieren diese
Antioxidantien wahrscheinlich, um ihre eingelagerten Fette vor Oxidation zu schiitzen (Burja
et al., 2006). Wihrend einer viertidgigen Kultivierung mit einem Stamm der Gattung Schizochy-
trium wurden von AKki et al. (2003) 10 mg/L Canthaxanthin und 8 mg/L S-Carotin erzielt. Die
Carotenoid-Profile von Thraustochytriden kdnnen auch genutzt werden, um sie taxonomisch zu
charakterisieren, da von Yokoyama und Honda (2007a,b) herausgefunden wurde, dass mono-

phyletische Gruppen auch die selben Carotenoide produzieren.



1.3 Bestimmungsmethoden fiir die Gruppe der Thraustochytriden

Morphologisch

Bis zur Entdeckung der PCR und damit Erstellung von phylogenetischen Stammbédumen mit
Hilfe von DNA-Sequenzen, wurden die Thraustochytriden anhand von morphologischen Merk-
malen unterschieden und in sechs Gattungen eingeteilt. Thraustochytrium wurde anhand von
globuldren Sporangien, die nicht-sprossend, einfach-sprossend oder vielfach-sprossend sind
charakterisiert. Die Freisetzung der Zoosporen erfolgt durch teilweise Auflosung der Zellwand
(Sparrow, 1936). Japonochytrium bildet Abzweigungen im ektoplasmatischen Netz (Kobaya-
shi und Ookubo, 1953), Schizochytrium vermehrt sich nur durch bindre Zellteilung (Goldstein
und Belsky, 1964), Althornia besitzt kein Sagenogen und damit auch kein ektoplasmatisches
Netz (Jones und Alderman, 1971), Ulkenia entldsst amoboide Zellen bevor Sporangien gebildet
werden (Gaertner, 1977) und Aplanochytrium entldsst nur Aplanosporen (Bahnweg und Spar-
row, 1972). Diese Bestimmungsmethode hat sich aber als problematisch erwiesen, da einige
gattungsspezifische Charakteristika unter bestimmten Kultivierungsbedingungen auch bei an-
deren Gattungen auftreten (Bongiorni et al., 2005). Die schon weiter oben erwédhnten “neuen”
Gattungen Aurantiochytrium, Botryochytrium, Labyrintuhloides, Oblongichytrium, Parietichy-
trium und Sicyoidochytrium wurden nicht nur anhand von morphologischen Merkmalen defi-
niert, sondern es wurden die 18S rRNA Sequenzen, die Fettsdureprofile sowie die vorhandenen

Carotenoide in die Identifikation mit einbezogen.

Molekularbiologisch

In der molekularen Phylogenie hat es sich etabliert, die 18S rRNA- bzw. 16S rRNA-Gensequenz
zur Bestimmung von Arten und Aufstellung von phylogenetischen Stammb#dumen zu sequen-
zieren (Field et al., 1988). Es wurden schon einige Primer entwickelt, die der Amplifikation und
Sequenzierung der 18S rRNA-Gene von Thraustochytriden dienen sollen, doch scheint es noch
keine optimalen Primer zu geben, mit denen man die DNA von allen Gattungen sequenzieren
kann. So verwendete Honda et al. in seiner Veroffentlichung von 1999 die Primer 18S001 und
18S13, wihrend er ein paar Jahre spiter die Primer SR1 und SR12 zur Amplifikation und die
Primer 18S01-18S12 zur Sequenzierung verwendete (Yokoyama und Honda, 2007a,b). Mo et
al. (2002) hat versucht eine PCR-Strategie zu entwickeln, mit der man Thraustochytriden identi-
fizieren kann, doch dies gelang ihm nur teilweise. Es stellte sich heraus, dass seine enwickelten
Primer F, FA1, FA2, FA3, R, RA1, RA2 und RA3 nicht bei allen verwendeten Stimmen PCR-

Produkte hervorbringen konnten.



Stoffwechselprodukte

In Kombination mit den morphologischen und molekularbiologischen Bestimmungsmethoden
wird seit einiger Zeit auch das Carotenoid-Profil von Thraustochytriden mit in die Bestimmung
mit einbezogen (Yokoyama und Honda, 2007a,b). Auch die Fettsdureprofile werden als unter-
stiitzendes Charakteristikum fiir die Bestimmung von Thraustochytriden verwendet. Huang et
al. (2003) hat gezeigt, dass Thrauchstochytriden sich anhand ihrer Fettsduren in fiinf Katego-
rien einordnen lassen: DHA/DPA, DHA/DPA/EPA, DHA/EPA, DHA/DPA/EPA/AA (Arachid-
onsdure) und DHA/DPA/EPA/AA/DTA (Adrensiure).

1.4 Sammlung des Kieler Wirkstoff-Zentrums

Das Kieler Wirkstoff-Zentrum (KiWiZ) am Helmholtz-Zentrum fiir Ozeanforschung GEOMAR
besitzt eine Sammlung von 286 Labyrinthulida-Stimmen, die von Karsten Schaumann, der am
Alfred-Wegener-Institut fiir Polar- und Meeresforschung in Bremerhaven titig war, aus marinen
Standorten isoliert wurden. Die Stimme wurden anhand von morphologischen Charakteristika
unterschieden und haben interne Stammbezeichnungen erhalten. Eine Identifikation auf Art-
oder Gattungsebene hat noch nicht stattgefunden. Nidhere Informationen zu Sammlungsort und

-zeitpunkt der Stimme liegen nicht vor.

1.5 Ziel der Bachelorthesis

Ziel dieser Bachelorthesis ist es, eine verldssliche Methode zu entwickeln, mit der es moglich
ist, aus dem Meer isolierte Stimme von Thraustochtriaceae auf Art bzw. Gattungsebene zu
bestimmen. Es werden einige der bisher verwendeten Bestimmungsmethoden verglichen und
diskutiert, um die beste Methode herauszufinden. Zu diesen Methoden gehoren die Einord-
nung nach morphologischen Charakteristika mittels Lichtmikroskop und Rasterelektronenmi-
kroskop, sowie die molekularbiologische Methode der Sequenzierung des 18S rRNA-Gens und
die Bestimmung der Gesamtfettsduren der Thraustochytriaceae. Die Bestimmung der Fettsédu-
ren ist nicht praktischer Teil dieser Arbeit, sondern wurde in einem vorherigen Projekt schon
mit den selben Stimmen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieses Projektes werden mit den Ergeb-
nissen aus dieser Bachelorthesis verglichen. Ziel ist es aulerdem, mit den Sequenzen der 18S
rRNA-Gene einen phylogenetischen Stammbaum zu erstellen und die Verwandtschaft der Stim-
me ndher zu betrachten. Die zu entwickelnde Methode soll helfen, isolierte Staimme schnell und
sicher zu identifizieren, um ihr Potential als Fettsdureproduzent schnell einschétzen zu konnen.
Es wurden exemplarisch 39 Stimme der KiWiZ-Sammlung zuféllig ausgewdhlt und fiir die Ver-
suche verwendet. Eine mikroskopische Untersuchung hat gezeigt, dass die gewihlten Stimme
alle der Familie der Thraustochytriaceae angehoren. Aus diesem Grund wird auch nicht ndher

auf die Familie der Labyrinthulaceae eingegangen.



2 Material

2.1 Verwendete Stimme

Die verwendeten Stamme wurden alle der Labyrinthulida-Stammsammlung des KiWiZ (isoliert

von K. Schaumann) entnommen und haben folgende Stammbezeichnung (siehe Tabelle 1):

Tabelle 1: Verwendete Thraustochytriaceae-Stamme aus der Labyrinthulida-Stammsammlung

3401 1485b 4994a
5661 1518d 4994c
5905 1518e 4994d
6423 1526d 4995d
1438e 1527a 5629
1450d 1527c 5658a
1462d 1531c 5676f
1465d 1709d 6000b
1471d 2845¢ 6001b
1471f 415/11y 6002a
1472 4930a 6005a
1473e 4930b 6006d
1476b 4992b 6006e




2.2 Chemikalien und Nihrmedien

Verwendete Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in der Reinheit p.A. bezogen.

Chemikalie Hersteller
(+)D-Glucose-Monohydrat Merck

Hefeextrakt Becton Dickson and Company (BD)
Tropic Marine Seasalt Knutzen
Mono-Natrium-Glutamat Appli Chem

Pepton Bacto Becton Dickson and Company (BD)
Agarose Carl Roth

Bacto-Agar Otto Nordwald
Ethylenediaminetetraacetic acid trisodium salt (EDTA) | Sigma

Borsédure Sigma

TRIS Roth

SYBR® Safe DNA gel stain Invitrogen

DreamTaq Green Mastermix Fermentas

nuklease-freies H,O Fermentas

Zusammensetzung der Nihrmedien

B1TM-Agar (Gupta et al., 2013):
30 g/L Tropic Marin Seasalt

1 g/L Hefeextrakt

1 g/L Pepton (Bacto)

18 g/L. Agar (Bacto)

TSN+TM-Medium (Shabala et al., 2013):

8 g/L. Mono-Natrium-Glutamat

2 g/LL Hefeextrakt

20 g/L (+)D-Glucose-Monohydrat
30 g/L Tropic Marin Seasalt

B1TM-Medium (Gupta et al., 2013):
30 g/L Tropic Marin Seasalt

1 g/l Hefeextrakt

1 g/L Pepton (Bacto)

Puffer

IxTBE (pH 8,0):
10,781 g/L TRIS
5,770 g/L Borséure
0,716 g/L EDTA




3 Methoden

3.1 Kultivierung der Stimme

39 Thraustochytriaceae-Stimme wurden aus der -100°C Lagerung auf Agarplatten mit BITM-
Agar gebracht und mit 1 mL 20 %o Saline iiberschichtet und bei 28°C inkubiert. Nach ein bis
sieben Tagen konnte Wachstum auf den Platten festgestellt werden und ein Agarausschnitt wur-
de in 50 mL B1TM Vorkultur in 100 mL-Erlenmeyerkolben ohne Schikane iiberfiihrt. Die Vor-
kulturen wurden ebenfalls bei 28°C inkubiert und bei 120 rpm geschiittelt. Sobald Wachstum
erkennbar war, wurden die 50 mL Vorkultur in 200 mL TSN+TM Hauptkultur iiberfiihrt und
ebenfalls bei 28°C inkubiert und bei 120 rpm geschiittelt. Bei deutlicher Triibung der Haupt-
kulturen wurden diese geerntet, indem sie in Falcon Tubes iiberfiihrt und bei 4700 rpm 15 min
zentrifugiert wurden; der Uberstand wurde verworfen. Die Biomasse lagerte bei -20°C zur wei-
teren Verarbeitung. Acht der Thraustochytriaceae-Stamme sind nicht auf den gewihlten Platten
bzw. in den Fliissigkulturen gewachsen (1485b, 415/11y, 4994a, 4994c, 4994d, 4995d, 5658a
und 6001b).

3.2 DNA-Extraktion

Die DNA wurde mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kits von Qiagen extrahiert. Das Kit
wurde nach Anleitung des Herstellers wie folgt verwendet: Zellmaterial wurde in 180 uL. Buffer
ATL und 20 uL Proteinase K resuspendiert und bei 56°C im Thermomixer inkubiert bis die Pro-
be lysiert war (ca. 30 min). AnschlieBend wurde die Probe fiir 15 s homogenisiert und 200 uL
Buffer AL und 200 uL Ethanol (96-100%) dazugegeben und wieder vorsichtig homogenisiert.
Anschlieend wurde alles auf die DNeasy Mini Spin Column pipettiert und 1 min bei 8.000
rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und die Spin Column wurde in eine neue Col-
lection Tube platziert. Es wurden 500 uL. Buffer AW1 dazugegeben und 1 min bei 8.000 rpm
zentrifugiert. Das Filtrat wurde wieder verworfen. Zur weiteren Aufreinigung wurde 500 uL.
Buffer AW?2 auf die Spin Column pipettiert und anschlieBend bei 13.000 rpm 3 min lang zentri-
fugiert. Das Filtrat wurde verworfen und die Séule in ein neues Mikroreaktionsgefd$ tiberfiihrt.
Zum Schluss wurde die DNA mit 200 ¢ Buffer AE 1 min bei 8.000 rpm eluiert und das Filtrat
wurde bei -20°C gelagert.

Uberpriifung der DNA-Reinheit

Von dem DNA-Extrakt wurden 2 uL. in das Spektralphotometer NanoVue (GE Healthcare Life
Sciences) gegeben und die Absorption bei den Wellenldngen 230 nm, 260 nm und 280 nm ge-
messen. Es wurden die Quotienten A260/A280 und A260/A230 gebildet, um die Reinheit der
DNA festzustellen, wobei ein Quotient von 1,8 und 0,45 jeweils fiir reine DNA spricht.
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3.3 Primer

Es wurden in der PCR zur Amplifikation der 18S rRNA-Gene folgende Primer verwendet:

Primerbezeichnung | Basensequenz Schmelztemperatur
(Herstellerangabe)

T18S1F (Burja, 2006) | 5’-CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3’ | 65°C
T18S5R (Burja, 2006) | 5’-TCACTACGGAAACCTTGTTACGAC-3’ | 64 °C

Fiir die Sanger-Sequenzierung wurde ein Primerset aus sechs Primern verwendet:

Primerbezeichnung | Basensequenz Schmelztemperatur
(Herstellerangabe)
T18S1F 5’-CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3* | 65 °C
FA2 (Mo et al., 2002) | 5’-GTCTGGTGCCAGCAGCCGCG-3’ 69 °C
FA3 (Mo et al., 2002) | 5’-CTTAAAGGAATTGACGGAAG-3’ 54 °C
T18S5R 5’-TCACTACGGAAACCTTGTTACGAC-3’ | 64 °C
R (Mo et al., 2002) 5’-GGCCATGCACCACCACCC-3’ 63 °C
RA1 (Mo et al., 2002) | 5’-AGCTTTTTAACTGCAACAAC-3’ 52°C

Alle Primer wurden von der Firma metabion international AG (Planegg, Deutschland) syn-
thetisiert. Die Abbildung 2 zeigt die Position der Primer auf dem 18S rRNA-Gen von Stamm
1518d.

Abbildung 2: Positionen der Primer auf dem 18S rRNA-Gen von Stamm 1518d (Thraustochy-
trium kinnei)

3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR — englisch: polymerase chain reaction) wur-
de 1985 von Kary B. Mullis (Mullis, 1985) entwickelt. Diese Methode ermoglicht es, DNA-
Molekiile milliardenfach zu vervielfiltigen und auf diese Weise groB3e Mengen an spezifischen

DNA-Fragmenten herzustellen. Dazu dienen zwei Oligonukleotidprimer mit jeweils komple-
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mentirer Sequenz zu dem gesuchten DNA-Abschnitt. Auerdem wird ein thermostabiles En-
zym, welches die DNA-Synthese ausfiihrt, benotigt. In diesem Fall handelt es sich um die Taq
DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus, das sein Reaktionsop-
timum bei 75°C hat. Die DNA-Amplifizierung ist eine sich wiederholende Abfolge von folgen-
den Reaktionsschritten: 1) Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei iiber 90°C. 2) Hybri-
disierung (Annealing) der Primer an die einzelstringige Ziel-DNA, erreicht durch Abkiihlung
des Reaktionsansatzes auf die optimale Annealing-Temperatur. Eine zu niedrige Annealing-
Temperatur fordert unspezifische Bindungen der Primer; bei einer zu hohen Annealing Tem-
peratur wird die Hybridisierung der Primer verhindert. 3) Primer-Verldngerung (Elongation),
bei der die Tag DNA-Polymerase den komplementdaren DNA-Strang synthetisiert und dieser
somit nach dem letzten Schritt wieder als Doppelstrang vorliegt (Gassen und Schrimpf, 1999).
Der verwendete PCR-Ansatz enthielt 12,5 ul. DreamTag Green Mastermix (Fermentas), 1 uL
Forward Primer (10 uM), 1 uL Reverse Primer (10 uM), 9,5 u. DNA-freies Wasser und 1 uL
Template DNA (10-100 ng). Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgefiihrt:

PCR-Schritt Temperatur [°C] | Dauer [s] | Zyklen
Initiale Denaturierung | 94 180

Denaturierung 94 45

Annealing 64 30 30 Zyklen
Elongation 72 120

Finale Elongation 72 600

3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Um den Erfolg der Polymerase-Kettenreaktion zu iiberpriifen, wurde eine Agarose-Gelelek-
trophorese durchgefiihrt. Agarose ist ein Polysaccharid, das aus roten Meeresalgen gewon-
nen und durch Aufkochen in Puffer gelost wird und beim anschlieBenden Abkiihlen geliert.
Dabei bilden sich aus den Polysacchariden Doppelhelices, die sich in Gruppen parallel zu
Fiden zusammenlagern. So entsteht ein feinporiges Gel (Viovy, 2000). Unter elektrophoreti-
schen Bedingungen sind die Phosphatgruppen im Riickgrat einer Nukleinsdure ionisiert und
die Poly(desoxy)nukleotide liegen als Polyanionen vor. Sie bewegen sich somit im elektri-
schen Feld von der Kathode zur Anode. Die Geschwindigkeit, mit der das Molekiil durch
die Poren des Agarosegels wandert, hiangt weitgehend von seiner GroBe ab. Somit werden
die DNA-Fragmente ihrer Groe nach aufgetrennt. Je kiirzer das DNA-Fragment, desto un-
gehinderter und damit schneller wandert es durch die Poren des Agarosegels. Fiir die Agarose-
Gelelektrophorese wurde ein 1%-iges Gel aus 0,4g Agarose, 40 mL 1x TBE-Puffer und 4 uLL
SYBR® Safe DNA gel stain (10.000x Konzentrat in DMSO, Invitrogen) gegossen. Aufgrund

des schon im DreamTag Mastermix enthaltenen Ladepuffers konnten die PCR-Produkte direkt
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in die Geltaschen des Agarosegels gegeben werden. Es wurden jeweils 5 uL in die Geltaschen
pipettiert. Zur Kontrolle der Groenbestimmung wurde der DNA Molecular Weight Marker 1
kb von peqlLab ebenfalls im Gel aufgetrennt. Der Gellauf erfolgte bei 150V fiir ca. 20 Minuten.
Mithilfe der Gel-Jet-Imager Dokumentationsanlage (INTAS) wurde das Gel unter UV-Licht
digitalisiert.

3.6 Sequenzierung

Im Anschluss an die Polymerase-Kettenreaktion wurden die positiven Proben mit DNA-freiem
Wasser verdiinnt, da fiir die Sequenzierreaktionen 10 uL. PCR-Produkt pro Primer benotigt wur-
den. Die PCR-Produkte wurden dann in eine 96-Well-Platte gegeben und die Primer in separa-
ten Mikroreaktionsgefidlen auf eine Konzentration von 3,2 M verdiinnt. Alles zusammen wur-
de zur Sequenzierung an das Institut fiir Klinische Molekularbiologie des Universititsklinikums
Kiel iibergeben. Dort wurden alle Proben zunichst enzymatisch mit je 0,15 ul. Exonuklease I
(20 U/uLL) und 0,6 pL. FAP(1 U/uL) fiir 10 min bei 37°C aufgereinigt und dann 15 min bei 72°C

alle Enzyme inaktiviert (sieche Tabelle 2).

Tabelle 2: Reaktionsansatz fiir enzymatische Aufreinigung

Konzentration [U/uL] | Volumen pro Reaktionsansatz [uL]
HPLC-Wasser (dH20) 1,25
FAP 1,0 0,6
Exonuklease 1 20,0 0,15
PCR-Produkt 8,0
Endvolumen 10,0

Die PCR-Produkte wurden mit einem 3730x]1 DNA-Analyzer von der Firma ABI sequenziert.
Das Sequenzierverfahren beruht auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (Sanger,
1977). Hierbei handelt es sich um eine enzymatische Methode, bei der die zu analysieren-
de DNA als Matrize fiir die Synthese neuer DNA-Fragmente dient. Die DNA wird zuerst in
eine einzelstringige Form iberfiihrt. Diese Matrizen-DNA wird mit einem Oligonukleotid,
dem Sequenzierprimer, hybridisiert. Ausgehend von diesem Primer erfolgt die Synthese des
zur Matrize komplementiren Stranges. Fiir die DNA-Synthese wird ein Reaktionsansatz mit
folgenden Bestandteilen hergestellt: Matrizen-DNA, Primer, DNA-Polymerase, alle vier 2°-
Desoxynukleotidtriphosphate und zusitzlich jeweils 2°,3 ‘-Didesoxynukleotidtriphosphate (dd-
NTPs: ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP), die mit 4 unterschiedlichen Flourophoren versehen
sind. Die DNA-Polymerase akzeptiert dabei sowohl die dNTPs als auch das jeweilige ddNTP.
Wird ein ddNTP eingebaut, stoppt die Reaktion. Aufgrund der fehlenden 3‘-Hydroxygruppe

kann kein weiteres Nukleotid angefiigt werden. So entsteht in dem Reaktionsansatz eine Mi-
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schung an DNA-Fragmenten unterschiedlichster Kettenldnge (Gassen und Schrimpf, 1999). Die
entstandenen Segmente verschiedener Linge werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt
und die Floureszenzfarbstoffe im Laserstrahlengang aufgezeichnet. Anschliefend wird daraus
die Nukleotidreihenfolge ermittelt. In Verbindung mit dem ABI Sequenzer wurde das Big Dye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit verwendet (Tabelle 3). Fiir das Cycle-Sequencing wurde
das PCR-Protokoll aus Tabelle 4 verwendet.

Tabelle 3: Reaktionsansatz fiir das Cycle-Sequencing

Konzentration [uM)] | Volumen pro Reaktionsansatz [yL]
HPLC-Wasser (dH20) 4.8
Big Dye v1.1 0,7
5x SB 1,5
Primer 3,2 1,0
PCR-Produkt (aufgereinigt) 2,0
Endvolumen 10,0

Tabelle 4: Protokoll fiir die Sequenzierreaktion

PCR-Schritt Temperatur [°C] | Dauer [s] | Zyklen
Initiale Denaturierung | 96 60

Denaturierung 96 10

Annealing 50 5 30 Zyklen
Elongation 60 240

Endtemperatur 10

3.7 ChromasPro und BLAST-Suche

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden vom IKMB als Elektropherogramme zugeschickt.
Die einzelnen Sequenzabschnitte wurden mit dem Programm ChromasPro (Version 1.34) zu-
sammengefiigt und manuell einzelne Basen korrigiert. Die zusammengeschnittenen Sequenzen
wurden als .fasta-Dateien gespeichert und in die BLAST-Suche (Basic Local Alignment Search
Tool) des NCBI (National Center for Biotechnology Information) eingegeben (Altschul et al.,
1990).

3.8 Phasenkontrastmikroskopie

Alle 39 Stimme wurden in 24-well Platten in jeweils 1 mL B1TM und TSN+TM Fliissigmedi-
um bei 28 °C und 150 rpm kultiviert. Es wurde jeden Tag unter dem Binokular kontrolliert, ob

Wachstum stattfindet. Sobald dies der Fall war, wurde ein Préiparat fiir die Phasenkontrastmi-
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kroskopie hergestellt und digitale Aufnahmen gemacht, um das Wachstum zu beobachten und
die Stimme morphologisch zu vergleichen. Es wurde mit dem Mikroskop Axioskop 40 von
Zeiss gearbeitet und das Objektiv EC PLAN-NEO-FLUAR 100x/1,3 Oil/Ph3 sowie das Okular
W-P/10x/23 verwendet.

3.9 Rasterelektronenmikroskopie

Es wurden nach der Sequenzierung vier Stimme ausgewihlt, die nach der Auswertung un-
terschiedlichen Gattungen bzw. Arten zugeordnet werden konnten. Diese Stimme haben die
Stammbezeichnungen 6423, 6006d, 1518e und 6000b. Zur Vorbereitung fiir die Rasterelektro-
nenmikroskopie wurden diese Stimme, welche sich in 1mL Fliissigmedium B1TM befanden
und sieben Tage bei 150 rpm und 28 °C inkubiert wurden, zunédchst mit Formaldehyd fixiert
(Endkonzentration 1%). AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Spritzenvorsatzfilter (Po-
rengrofe 0,2 um) abfiltriert. Zur Trocknung wurde der Filter jeweils 10 Minuten in 30% Etha-
nol, 50% Ethanol, 70% Ethanol, 90% Ethanol und abschlieend dreimal in absolutem Ethanol
gelagert. Zur vollstindigen Trocknung wurden die Filter mit den Zellen in einen Kritisch-Punkt-
Trockner gelegt (Balzers, CPD 030). Dort wurde die Probenkammer zunichst achtmal mit fliis-
sigem CO, bei 4°C gespiilt. Langsam wurde dann die Temperatur und der Druck auf 32°C
und 73,5 bar erhoht (kritischer Punkt von CO;). Nach diesem Vorgang wurde die Temperatur
wieder auf Raumtemperatur und der Druck auf Normaldruck erniedrigt. Die Filter mit den tro-
ckenen Zellen wurden auf einen Trédger geklebt und in dem Sputter SCD 004 von Balzers mit
einer Gold-Paladium-Legierung bedampft. Mikroskopiert wurden die Stimme mit dem Raster-
elektronenmikroskop DSM 940 von Zeiss, mit dem die Bilder auch digital gespeichert werden

konnten.

3.10 Phylogenetische Analyse mit ClustalX

Nachdem alle Sequenzen manuell auf die gleiche Linge geschnitten und mit dem Programm
ClustalX (version 2.1.0.0) (Jeanmougin et al., 1998) aligned wurden, konnte ein phylogeneti-
scher Stammbaum erstellt werden. Der Stammbaum wurde mit der "neighbor-joining’-Methode
nach Saitou und Nei (1987) mit 1000 bootstrap trails konstruiert. Gezeichnet wurde der Baum
mit dem Programm njplot. Um die Stimme besser einordnen zu konnen, wurden dhnliche Se-
quenzen bekannter Stimme aus der Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology

Information) hinzugefiigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Sequenzierung

Von den 31 Stimmen, die im gewéhlten Nihrmedium gewachsen sind, konnte von 13 Stim-
men nahezu die komplette 18S rRNA-Sequenz sequenziert werden. Bei den anderen Stimmen
ist entweder schon kein PCR-Produkt mit den Primern T18S1F und T18S5R entstanden oder
die Sequenzierung mit den Primern T18S1F, FA2, FA3, T18S5R, R und RA1 hat nur teilweise
funktioniert, da die meisten Sequenzen unsauber waren. Die Sequenzen der in Tabelle 5 aufge-
listeten Stamme wurden im Anhang 1 angefiigt.

Die 13 erhaltenen 18S rRNA-Sequenzen wurden in die BLAST-Suche des NCBI eingegeben
(Stand: 11.11.2014) und so mit Sequenzen von bereits identifizierten Thraustochytriden vergli-
chen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Ergebnisse der BLAST-Suche und Lénge der erhaltenen Sequenzen

Stammbe- | Linge der | Nichste verwandte Art Query coverage | Identity
zeichnung | Sequenz

[bp]
1518d 1806 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
1518e 1805 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
1526d 1787 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
1527a 1770 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
1527¢ 1807 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
1709d 1796 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
2845¢ 1763 Thraustochytrium kinnei 99% 99%
6000b 1814 Ulkenia aff. visurgensis 95% 100%
6002a 1805 Thraustochytrium aureum 99% 99%
6005a 1805 Thraustochytrium aureum 99% 99%
6006d 1799 Thraustochytrium aureum 99% 99%
6006e 1778 Thraustochytrium aureum 99% 98%
6423 1779 Uncultured Chytridiomycota | 99% 95%

clone T5SP2AeG04

Die Suchergebnisse zeigen, dass nicht alle Staimme den Thraustochytriaceae angehoren. Stamm
6423 ist wahrscheinlich ein Pilz, doch es gibt noch keine iibereinstimmende Sequenz einer be-
stimmten Art in der Datenbank des NCBI. Die 18S rRNA-Sequenz hat in diesem Fall zu keiner

eindeutigen Identifikation gefiihrt. Es konnen von diesem Stamm nur die morphologischen Cha-
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rakteristika helfen, ihn niher zu bestimmen. Die Sequenzen der anderen Stimme zeigen eine
sehr hohe Ubereinstimmung zu den Arten Thraustochytrium kinnei, Ulkenia visurgensis und

Thraustochytrium aureum.

Nicht identifizierte Stimme

Von den 18 Stdmmen, die aufgrund fehlender oder nicht vollstindiger Sequenzen, nicht iden-
tifiziert werden konnten, haben die Primer T18S1F und T18S5R bei 8 Stimmen zu keinem
PCR-Produkt gefiihrt (3401, 5905, 1438e, 1450d, 1531c, 4930b, 4992b und 5676f), da sie nicht
an die DNA binden konnten. Bei den restlichen 10 Stimmen ist zwar ein PCR-Produkt entstan-
den, aber die Sequenzierung hat nur unsaubere oder unvollstindige Sequenzen hervorgebracht,
die nicht zusammengefiigt werden konnten. In Tabelle 6 sind die Stimme und die Lénge der

erhaltenen Sequenzen der einzelnen Primer aufgefiihrt.

Tabelle 6: Nicht identifizierte Stimme und die Sequenzlingen der PCR-Produkte bei Verwen-
dung der Primer in bp

Stammbezeichnung | T18S1F | FA2 FA3 T18SS5R | R RA1
5661 662 119 638 789 499 585
1462d 635 116 321 254 490 601
1465d 650 113 322 261 490 601
1471d 648 117 325 257 495 591
1471f 643 113 325 257 495 603
1472e 614 110 325 231 490 602
1473e 650 110 326 254 491 601
1476b 650 113 325 254 492 602
4930a 613 81 207 0 555 593
5629¢ 642 120 638 733 500 587

Es fillt auf, dass bei fast allen Staimmen die Sequenzen immer an der selben Stelle unsau-
ber bzw. liberlagert werden, sodass mit FA2 Sequenzen mit einer Linge von ca. 110 bp, mit
FA3 Sequenzen mit einer Lange von ca. 325 bp und mit T18S5R Sequenzen mit einer Lénge
von ca. 250 bp entstanden sind. Die einzelnen Primer miissen aber Sequenzen von mindestens
500 bp hervorbringen, damit die Sequenzen sich iiberlagern und man sie zur kompletten 18S
rRNA zusammenfiigen kann. Die Stimme 5661, 4930a und 5629¢ weichen von diesem Muster

ab, doch auch bei ihnen hat mindestens ein Primer eine viel zu kurze Sequenz hervorgebracht.

17



Phylogenetischer Stammbaum

Es wurden alle 13 nahezu vollstindigen 18S rRNA-Sequenzen auf eine Linge von 1760 bp
gekiirzt, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen. Die Sequenzen der nichsten verwandten
Arten wurden aus der Datenbank des NCBI heruntergeladen und zur Berechnung des phyloge-
netischen Stammbaumes hinzugefiigt. Alle Sequenzen wurden aligned und mit dem Programm

ClustalX ein Stammbaum nach der neighbor-joining-Methode berechnet (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum der sequenzierten Stimme mit einigen 18S rRNA
Sequenzen aus der Datenbank des NCBI. Alle Sequenzen und NCBI Accession numbers sind
im Anhang dieser Arbeit.
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Die neighbor-joining-Methode gehort zu den Matrix-orientierten Methoden. Die vorhandenen
Sequenzen werden hierbei in Distanzmatrizen konvertiert. Die berechneten Distanzen werden
als Linge der Aste des Stammbaumes ausgedriickt. Der berechnete phylogenetische Baum be-
statigt die Ergebnisse der BLAST-Suche. Es wurde keine zusitzliche Outgroup eingefiigt, da der
Stamm 6423 mit einer Distanzlidnge von 0,141 selbst relativ weit von den iibrigen Sequenzen

entfernt ist.

19



4.2 Phasenkontrast- und Rasterelektronenmikroskopie

Identifizierte Stimme

Im folgenden werden die Ergebnisse der Mikroskopie dargestellt mit einem direkten Vergleich
der Kultivierung in BITM- und TSN+TM-Medium. Auflerdem werden die vier Stimme, die
noch genauer mit der Rasterelektronenmikroskopie untersucht wurden, mit eingebunden. Die
Stamme sind nach Artzugehorigkeit geordnet. Zuerst werden die Aufnahmen der Stimme ge-
zeigt, die als Thraustochytrium kinnei identifiziert wurden, danach folgen die Aufnahmen von
Thraustochytrium aureum und Ulkenia visurgensis und abschliefend die Bilder des unbekann-
ten Stammes 6423. Alle lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer Vergroferung von
10 x 100 gemacht.

1518e (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 4: REM-Aufnahmen des Stammes 1518e, kultiviert in B1TM-Medium. Viele der
Zellen waren anscheinend tot oder sind durch die Probenpréparation in sich zusammengefallen
und die schuppige Zellwand hat sich teilweise abgeldst (oben links und unten links). Die vege-
tativen Zellen hatten einen Durchmesser von ca. 10 um und einige haben ein ektoplasmatisches
Netz ausgebildet (oben rechts und unten rechts.)
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Abbildung 5: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1518e, kultiviert in B1TM-
Medium. Einige Zellen dieses Stammes haben ihr Cytoplasma nach auflen entlassen (oben
links). Auffillig war aulerdem, dass je idlter die Kultur war, immer mehr knollenartige Aus-
wiichse sichtbar waren (unten, 10 Tage alte Kultur).

Abbildung 6: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1518e, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Es sind nur wenige Zellen in diesem Medium gewachsen und diese hat-
ten sehr viel Lipideinschliisse im Inneren. AuBBerdem sah es so aus, als wiirde die Zellmembran
nicht mehr direkt an der Zellwand anliegen, da die Zellen geschrumpft sind (links).
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1518d (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 7: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1518d, kultiviert in B1TM-
Medium. Bei diesem Stamm konnte nur Zellteilung und keine Sporenbildung beobachtet wer-
den (links). Die vegetativen Zellen hatten dunkle Granula im Inneren.

Im Medium TSN+TM konnte kein Wachstum von Stamm 1518d beobachtet werden und nach

mehrmaligem Mikroskopieren war die Kultur auch kontaminiert.

22



1526d (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 8: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1526d, kultiviert in B1TM-
Medium. Einfach-sprossende Sporangien (links) und Koloniebildung (rechts) war charakteris-
tisch fiir diesen Stamm.

Beim Stamm 1526d konnte im TSN+TM-Medium ebenfalls kein Wachstum beobachtet wer-
den.

1527a (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 9: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1527a, kultiviert in B1TM-
Medium. Dieser Stamm bildete grof3e Kolonien, es gab keine Sporenbildung und vereinzelt war
ein ektoplasmatisches Netz sichtbar (links).
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Abbildung 10: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1527a, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Es war kein Wachstum erkennbar.

1527¢ (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 11: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1527c, kultiviert in
B1TM-Medium. Einzelne Zellen haben ein ausgepragtes ektoplasmatisches Netz gebildet (oben

links). Vermehrung fand nur durch Zellteilung statt (oben rechts) und es wurden grof3e Kolonien
gebildet (unten).

Im Medium TSN+TM fand bei Stamm 1527¢ wieder kein Wachstum statt.

24



1709d (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 12: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 1709d, kultiviert in
B1TM-Medium. Die Aufnahmen zeigen, dass auch bei diesem Stamm einige Zellen ihr Cy-
toplasma nach auBlen entlassen haben (links) und sich zu Kolonien zusammengefiigt haben
(rechts).

Stamm 1709d ist nicht im Medium TSN+TM gewachsen.

2845c (Thraustochytrium kinnei)

Abbildung 13: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 2845c, kultiviert in
B1TM-Medium. Die vegetative Zellen haben dunkle Granula im Inneren (links). Es konnten
aber auch Zellen beobachtet werden, die nicht rund oder oval waren, sondern bananenformig
oder anders formig (rechts).
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Abbildung 14: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 2845c, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Das Cytoplasma ist deutlich heller als im B1TM-Medium und die Zellen
fiigen sich zu Kolonien mit fiinf oder sechs Zellen zusammen.

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass es einige Unterschiede zwischen den Stimmen
gibt. Es wurde sowohl Zellteilung (1518d, 1527¢, 1527a) als auch Sporenbildung (1526d) als
Vermehrungsmechanismus beobachtet. Es sind alle Stimme im B1TM-Medium gewachsen,
wihrend im TSN+ TM-Medium nur Stamm 2845c deutliches Wachstum zeigte und sich von den
anderen Stammen dadurch unterschied, dass das Cytoplasma auffillig hell war und die Zellen
sich in Kolonien von fiinf bis sechs Zellen zusammenlagerten. Bei den anderen Stimmen waren
die Kolonien meist viel grofer. Die Zellen von 1518e waren im TSN+TM-Medium deutlich
geschrumpft und hatten grofle Lipideinlagerungen. Es haben nicht alle Stimme ein ektoplas-
matisches Netz ausgebildet, was daran liegen konnte, dass die Kulturen geschiittelt wurden. Bei
1518e konnten aulerdem knollenartige Auswiichse bei der dlteren Kultur beobachtet werden.
Harel et al. (2008) beschrieb diese Auswiichse ebenfalls. Sie traten bei seinen Versuchen nur
in Kulturen in nihrstoffarmem Medium auf. Dies konnte ein Indiz dafiir sein, dass bei 1518e
die Nihrstoffe im Medium aufgebraucht waren. Auftillig war auch, dass einige Zellen ihr Cy-
toplasma durch eine Offnung in der Zellwand nach auBen verloren haben. Dies konnte Harel at

al. ebenfalls bei Kulturen beobachten, die auf marinem Agar gewachsen waren.
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6006d (Thraustochytrium aureum)

Abbildung 15: REM-Aufnahmen des Stammes 6006d, kultiviert in B1TM-Medium. Die vege-
tativen Zellen hatten einen Durchmesser von 10 bis 15 ym und und die Sporen waren ca. 2 ym
groB3. Es konnten einfach-sprossende Sporangien beobachtet werden (unten rechts).
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Abbildung 16: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6006d, kultiviert in
B1TM-Medium. Es konnten Sporangien beobachtet werden (oben links). Oben rechts ist ei-
ne Zelle zu sehen, die ihr Cytoplasma nach auB3en entlassen hat und in sich zusammengefallen
ist. Die vegetativen Zellen hatten ein sehr helles Cytoplasma (unten).
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Abbildung 17: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6006d, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Auch in diesem Medium gab es Zellen, die ihr Cytoplasma nach auflen
verloren haben (oben links). Es konnten Zellen beobachtet werden, die einen hellen Ring im
Inneren besallen, der an einer Stelle gedffnet war (oben rechts und unten).
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6002a (Thraustochytrium aureum)

Abbildung 18: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6002a, kultiviert in
B1TM-Medium. Bei diesem Stamm gab es viele Zellen, bei denen das Cytoplasma aus den
Zellen gelaufen ist (oben rechts und links). Je dlter die Kultur wurde, desto mehr helle Zellbe-
standteile konnten in den vegetativen Zellen beobachtet werden (unten).

Abbildung 19: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6002a, kultiviert in

TSN+TM-Medium. In diesem Medium konnten bei diesem Stamm viele Lipideinschliisse be-
obachtet werden.
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6005a (Thraustochytrium aureum)

Abbildung 20: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6005a, kultiviert in
B1TM-Medium. Von einzelnen Zellen wurden ektoplasmatische Netze gebildet (oben links).
Auch hier zeigten sich heller werdende Zellbestandteile je dlter die Kultur wurde (oben rechts)
und einige Zellen haben ihr Cytoplasma nach auflen entlassen (unten).

Abbildung 21: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6005a, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Die Zellen wirken verkiimmert und weisen viel Lipide im Inneren auf.
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6006e (Thraustochytrium aureum)

Abbildung 22: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6006e, kultiviert in
B1TM-Medium. Neben den normalen runden Zellen (unten), konnten auch amdboide Zellen
beobachtet werden (oben links und rechts).

Abbildung 23: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6006e, kultiviert in
TSN+TM-Medium. In diesem Medium gab es keine auffilligen Merkmale. Wachstum fand
nur begrenzt statt.

32



Die Stamme 6006d, 6002a und 6005a waren vom Erscheinungsbild alle relativ homogen. Bei
allen konnten Zellen beobachtet werden, die ihr Zellinneres nach auB3en entlassen haben und
das Cytoplasma war sehr hell. Im TSN+TM-Medium fand nur begrenzt Wachstum statt und
auch hier wirkten die Zellen verkiimmert und hatten Lipide in ihrem Inneren gelagert. Nur
bei 6006d konnte Vermehrung durch einfach-sprossende Sporangien beobachtet werden. Der
Stamm 6006d wies auBBerdem bei einigen Zellen im Inneren einen hellen Ring auf, der an ei-
ner Seite gedffnet war. Bei Stamm 6006e konnten amoboide Zellen beobachtet werden. Dies
ist eigentlich ein Chrakteristikum fiir Ulkenia, doch kann dieser Stamm der 18S rRNA nach
der Gattung Thraustochytrium zugeordnet werden. Raghukumar (1992) beschrieb in einer Ver-
offentlichung, dass die Gattungen Thraustochytrium und Schizochytrium in Anwesenheit von
Bakterien in der Lage sind amdboide Zellen zu formen und Phagozytose zu betreiben. Dies
zeigt, dass die Thraustochytriden sich nicht nur von toter organischer Materie, sondern auch

von Bakterien erndhren konnen.
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6000b (Ulkenia visurgensis)

Abbildung 24: REM-Aufnahmen des Stammes 6000b, kultiviert in B1TM-Medium. Die Zellen
sind 5 bis 10 um grof und lagern sich in Kolonien zusammen. Die Zelloberfliche ist uneben
und es wurden ektoplasmatische Netze ausgebildet.
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Abbildung 25: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6000b, kultiviert in
B1TM-Medium. Es haben sich grofe und kleine Kolonien gebildet (oben rechts und links).
Vermehrung fand durch Zellteilung statt (unten).
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Abbildung 26: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6000b, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Neben groen Kolonien (rechts oben und unten) konnten wieder Zellen
beobachtet werden, die ihren Zellinhalt nach au3en entlassen haben (oben links). Auffillig wa-
ren die hellen Korperchen im Inneren der meisten Zellen.

Dieser Stamm bildete gro3e Kolonien und ektoplasmatische Netze. Die Vermehrung fand durch
Zellteilung statt. Im TSN+TM-Medium haben wieder Zellen ihr Cytoplasma nach auen ent-
lassen. Aulerdem waren grof3e, helle Korperchen im Inneren der Zellen sichtbar. Anhand der
feststellbaren morphologischen Charakteristika kann der Stamm nicht eindeutig als Ulkenia

identifiziert werden, da keine amoboiden Zellen beobachtet werden konnten.
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6423 (unbekannt)

Abbildung 27: REM-Aufnahmen des Stammes 6423, kultiviert in B1TM-Medium. Sehr grof3e
Zellen mit einem Durchmesser von bis zu 50 um. Das ektoplasmatische Netz ist sehr dick
und umfangreich und teilweise dicht verwoben wie ein Spinnennetz (oben rechts). Die ca. 3
pm groflen Sporen dringen durch kleine Locher in der Zellwand des Sporangiums nach au3en
(unten links). Die meisten Sporangien sind aber auch grof3flachig an einer Stelle aufgerissen
(unten rechts). Die Sporen werden anscheinend nach Austritt aus der Mutterzelle sofort in das
ektoplasmatische Netz integriert (oben links).
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Abbildung 28: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6423, kultiviert in B1TM-
Medium. Sehr dickes und dichtes ektoplasmatisches Netz, das von einer Seite der Zelle ausgeht.

Abbildung 29: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen des Stammes 6423, kultiviert in
TSN+TM-Medium. Oben links erkennt man eine zusammengefallene leere Sporangienhiille
umgeben vom dichten ektoplasmatischen Netz. Oben rechts und unten befinden sich noch Spo-
ren in den Sporangien und man sieht die Auswdlbungen an der Zellwand.

Dieser Stamm gehort eindeutig nicht der Familie der Thraustochytriaceae an. Anhand der mor-
phologischen Merkmale gehort der Stamm wahrscheinlich der Gattung Rhizophydium unter der
Ordnung Chytridiomycota an (Chen und Cien, 1998). Auffillig sind die Locher in den Sporan-
gien durch die die Sporen nach auB3en entlassen werden. Im Gegensatz zu den Thraustochytriden
besitzt dieser Stamm viel dickere und dichtere ektoplasmatische Netze. Auch die Zellen sind
um einiges grofler. Da die Primer aber an die DNA dieses Stammes binden konnten, scheint es

eine gewisse Verwandtschaft zu geben.
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6¢

In Tabelle 7 sind die Eigenschaften der mikroskopierten Stimme noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 7: Uberblick iiber die Eigenschaften der mikroskopierten Stimme

Stamm 1518e | 1518d | 1526d | 1527a | 1527c¢ | 1709d | 2845¢c | 6006d | 6002a | 6005a | 6006e | 6000b | 6423

Vermehrung | Sporenbildung X X X X X X
Zellteilung X X X X X X X

Netze vorhanden X X X X X X X X X
nicht vorhan- X X X
den

Kolonien grof3 X X X X X X X X X X
klein X X X X

ausgelaufene] X X X X X X

Zellen

amoboide X

Zellen




5 Diskussion

Primerbindung

Das Ziel dieser Bachelorthesis war es, verschiedene Identifikationsmethoden zur Bestimmung
von Thraustochytriaceae zu vergleichen und eine Methode zu entwickeln, mit der isolierte
Stamme sicher und schnell identifiziert werden konnen. Dafiir wurde versucht, die 18S rRNA-
Gene von unbekannten Stimmen mit eigens fiir Thraustochytriden entwickelten Primern zu se-
quenzieren. Auflerdem wurden Phasenkontrastmikroskopie- und Rasterelektronenmikroskopie-
Aufnahmen gemacht, um die Stimme anhand ihrer morphologischen Merkmale einzuordnen.
In einem vorhergehenden Projekt wurde ein Screening der Fettsduren von den hier gewihlten
Stammen durchgefiihrt und es wird im Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit geschaut, ob
die Fettsduremuster als Bestimmungscharakteristikum dienen konnen.

Es hat sich gezeigt, dass eine morphologische Untersuchung nicht ausreicht, um die Stimme
eindeutig zu identifizieren. Die Sequenzierung der 18S rRNA-Gene scheint die sicherste Me-
thode der Bestimmung zu sein, doch ist sie auch problematisch. Da nur 13 Stimme von 31
gewachsenen Stimmen mit dieser Methode identifiziert werden konnten, stellt sich die Frage,
warum die Primer nicht alle 18S rRNA Sequenzen amplifizieren konnten. Ein gut designter
Primer darf nicht zu lang sein, damit sich keine Sekundirstrukturen bilden konnen und er darf
nicht zu kurz sein, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Au3erdem sollte er nicht zu sich
selbst komplementér sein. In der folgenden Tabelle sind die am hédufigsten verwendeten Primer
aufgelistet, die benutzt werden, um die 18S rRNA-Gene von Thraustochytriden zu amplifizieren

(Tabelle 8). Basen, die Haarnadelstrukturen bilden konnten, sind gelb hinterlegt.

Tabelle 8: Mogliche Haarnadelstrukturen der Primer
Primer | Sequenz Quelle

T18S1F | 5°- CAACC T GGTTG ATCCTGCCAGTA-3’ | Burja et al., 2006

5’-CAAC CTGG TTGATCCTG CCAG TA-3’ | Burja et al., 2006

T18S5R | 5>-TCACTACGGAAACCTTGTTACGAC-3 | Burja et al., 2006

185001 | 5°- AACC T GGTT GATCCTGCCAGTA-3" | Honda et al., 1999

5’-AAC CTGG TTGATCCTG CCAG TA-3* | Honda et al., 1999

18513 5’-CCTTGTTACGACTTCACCTTCCTCT-3" | Honda et al., 1999

SR1 5’-TAC CTGG TTGATCCTG CCAG -3’ Yokoyama und Honda, 2007a,b
SR12 5’-CCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3’ Yokoyama und Honda, 2007a,b

Es zeigt sich, dass einige Primer das Potential haben, Haarnadelstrukturen zu bilden. Dies in-
hibiert die Bindung an die Template DNA stark, was zu sehr geringen PCR-Ausbeuten fiihren
kann. Besonders die Forward-Primer haben das Potential Haarnadelstrukturen zu bilden. Eine

Moglichkeit dies zu verhindern wire, einen Primer zu entwickeln, der in der DNA noch einige
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Basen weiter vor oder zuriick ansetzt, um diesen Bereich zu umgehen. Ein weiteres Problem
konnte die Template-DNA an sich sein. Es fillt auf, dass die Sequenz oft an der selben Stelle
unsauber wird (siehe Tabelle 6). Dies konnte ein Indiz dafiir sein, dass die DNA-Polymerase
aufgrund von Sekundirstrukturen nicht mehr richtig arbeiten kann und die Sequenz somit un-
sauber wird.

Vergleicht man die Sequenzen des Stammes 6006e mit den Sequenzen der Stimme 6005a,
6006d und 6002a, die alle als Thraustochytrium aureum identifiziert wurden, zeigt sich, dass
sie nur zu 98% iibereinstimmen, was der phylogenetische Stammbaum auch verdeutlicht, da er
6006¢ in einen eigenen Abstammungszweig eingeordnet hat. Dieser Polymorphismus bestitigt
sich auch durch die morphologischen Untersuchungen, denn 6006e war der einzige Stamm, der
amoboide Zellen gebildet hat. Aulerdem war er auch der einzige Stamm dieser Art, bei dem
keine Sporenbildung beobachtet werden konnte. Yokoyama und Honda (2007a) behaupten, dass
dies ein Zeichen dafiir sein konnte, dass dieser Stamm evolutionir gesehen ilter ist, da in der
fortschreitenden Evolution oft ein Verlust von binirer Zellteilung und Entwicklung von Sporan-
gien beobachtet werden konnte.

Stamm 2845¢ wurde im phylogenetischen Stammbaum auch einer eigenen Abstammungsli-
nie zugeordnet, da es auch hier einige Polymorphismen in der 18S rRNA Sequenz zu den an-
deren Thraustochytrium kinnei- Staimmen gibt. Dies bestitigt sich ebenfalls durch die mikro-
skopischen Beobachtungen, denn 2845c¢ war der einzige Stamm dieser Art, der im TSN+TM-
Medium wachsen konnte und sein Cytoplasma war viel heller als bei den anderen Stimmen.
AuBerdem hat nur dieser Stamm Kolonien mit fiinf bis sechs Zellen gebildet. Diese Variabilitit
innerhalb einer Art macht deutlich, dass die Thraustochytriden eine sehr diverse Gruppe bilden,

die taxonomisch noch nicht vollstindig erschlossen ist.
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Vergleich der Fettsduren

Die Fettsduren, die von den Thraustochytriden produziert werden, werden oft als Eigenschaft
verwendet, um sie einer Art- bzw. Gattung zuzuordnen. Huang et al. (2003) zeigte in seinem
Review, dass monophyletische Gruppen von Thraustochytriden auch die gleichen Fettsduren
synthetisieren. Schaut man sich die hier verwendeten Stimme an, die der Art Thraustochytri-
um kinnei zugeordnet werden konnten, zeigen sich jedoch einige Unterschiede, besonders in
der Produktion der Fettsdauren DHA (Docosahexaensiure), EPA (Eicosapentaensidure) und AA
(Arachidonsiure). Es wurden die hier gewéhlten Stimme in dem Projekt von Dybowska (2014)
in den Medien B1TM und TSN+TM kultiviert und die Anteile der Fettsduren DHA, EPA und
AA verglichen. Stamm 6000b und 6423 zeigten in diesem Projekt kein Wachstum und deshalb
stehen auch keine Daten zu ihren Fettsduren zur Verfiigung. Es zeigte sich, dass die Stimme
1518d und 1518e im Medium TSN+TM keine der genannten Fettsduren produzierten, wihrend
im B1TM-Medium alle drei nachweisbar waren. Wihrend die Stimme 1526d, 1527¢c, 1709d
und 2845c¢ in beiden Medien AA produzierten, hat Stamm 1527a nur im TSN+TM Medium
AA produziert (Tabelle 9). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Fettsdureproduktion teilweise
medienabhingig ist. Die Anteile der jeweiligen Fettsduren sind hingegen bei allen Stimmen
relativ gleich. Alle produzierten ca. 50-65% DHA, 10-15% EPA und AA 0-6%, wenn die je-
weilige Fettsdure denn nachweisbar war. Da aber nach den Erkenntnissen dieser Arbeit nicht
alle Stimme einer Art bzw. Gattung angehoren, die Unterschiede in den Fettsdureanteilen aber
so gering sind, kann man sie nur bedingt verwerten, um die Thraustochytriden zu identifizieren.
Es scheint vielmehr, dass das Medium einen viel groBBeren Einfluss auf die Fettsdureproduktion

hat als die Artzugehorigkeit.

Tabelle 9: Fettsduremuster der identifizierten Stimme (Dybowska, 2014)

Stamm | Art Fettsiuremuster in BITM | Fettsiduremuster in TSN+TM
1518d | T kinnei | DHA/EPA/AA /

1518e | T. kinnei | DHA/EPA/AA /

1526d | T kinnei | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
1527¢ T kinnei | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
1709d | T kinnei | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
2845¢ | T. kinnei | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
1527a T kinnei | DHA/EPA DHA/EPA/AA
6006e | T. aureum | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
6005a | T. aureum | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
6006d | T. aureum | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
6002a | T. aureum | DHA/EPA/AA DHA/EPA/AA
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Morphologische Charakteristika

Die Morphologie der Stimme kann auch innerhalb einer Art sehr divers sein wie die Ergebnisse
der Mikroskopie zeigen. In der Gruppe der Thraustochytrium kinnei wurde sowohl Zellteilung
als auch einfach-sprossende Sporangien beobachtet. Charakteristisch fiir Thraustochytrium ist
laut Literatur nur die Vermehrung durch einfach-sprossende Sporangien, obwohl eingerdumt
wird, dass unter bestimmten Bedingungen auch binire Zellteilung auftreten kann (Moss, 1986).
Da bei den Stimmen 1518e, 1518d, 1527a, 1527¢, 1709d und 2845c¢ keine einfach-sprossenden
Sporangien entdeckt werden konnten, ist dieses Kriterium nicht sehr vertrauenswiirdig. Trotz-
dem waren alle Stimme aufler 2845¢ in ihrem Erscheinungsbild relativ homogen. Alle bildeten
globuldre Zellen und grole Kolonien und bei den meisten konnten Zellen beobachtet werden,
bei denen das Cytoplasma durch eine Offnung in der Zellwand nach auBen entlassen wurde.
Erkldrungen fiir diese Erscheinung gibt es bisher nicht.

Auch Thraustochytrium aureum bildet einfach-sprossende Sporangien, die bei 6006d beobach-
tet werden konnten. Insgesamt war das Cytoplasma bei den Stimmen, die dieser Art zugeord-
net wurden, heller als bei den Thraustochytrium kinnei-Stimmen. Stamm 6006¢ viel besonders
durch die Anwesenheit von amodboiden Zellen auf. Raghukumar (1992) beschrieb erstmals die
Bildung von amdéboiden Zellen bei Thraustochytriden und Phagozytose von Bakterien. Dieser
interessante Aspekt beweist, dass die Thraustochytriden eine Doppelrolle im Okosystem ein-
nehmen. Sie sind sowohl saprotroph als auch bakterivor. Ob die anderen Stimme auch in der
Lage wiren amoboide Zellen zu bilden oder ob dies eine stammspezifische Eigenschaft ist,
kann nicht sicher gesagt werden.

Stamm 6000b wurde als Ulkenia visurgensis identifiziert. Diese Art entldsst normalerweise viel-
kernige amoboide Zellen, die dann Zoosporen bilden (Gaertner, 1977). Es konnten bei diesem
Stamm jedoch keine Amdben beobachten werden und es fand nur Zellteilung statt. Da dies der
einzige Stamm war, der dieser Art zugeordnet werden konnte, gibt es leider keine vergleichen-
den Aufnahmen. Auftillig waren die relativ grofen hellen Korperchen im Inneren des Stammes
6000b. Ob dies Zellorganellen oder Einschliisse sind, kann mittels Lichtmikroskopie nicht ge-
nau gesagt werden.

Der optisch auffilligste Stamm 6423 kann nicht den Thraustochytriden zugeordnet werden, son-
dern besitzt viele Eigenschaften, die den Chytridiomycota zugeordnet werden. Ob dieser Stamm
auch PUFAs produziert, miisste noch untersucht werden, da er in dem Projekt von Dybowska

nicht gewachsen ist und somit keine Fettsduren gemessen werden konnten.
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6 Ausblick

Da nicht alle Stimme identifiziert werden konnten, ist eine Optimierung der Methode notwen-
dig. Zum einen kann vielleicht eine Primeroptimierung helfen, die unbekannten Stimme zu
identifizieren. AuBBerdem kann das 18S rRNA-Gen in einen Vektor eingefiigt werden und so
leichter sequenziert werden. In vielen Veroffentlichungen zur Bestimmung von Thraustochytri-
den wurden fiir die Sequenzierung Vektoren verwendet (Mo et al., 2002; Cavalier-Smith, 1994).
Dies wiire allerdings aufwendiger und teurer als eine einfache Sequenzierung der PCR-Produkte
und wire auch nur eine Losung fiir die Stimme, bei denen die PCR funktioniert hat. Es kann
auBerdem nicht ausgeschlossen werden, dass die Stimme nicht richtig isoliert wurden und ein
vermeintlich reiner Stamm aus zwei oder mehr Stdmmen besteht und die Sequenzen deswegen
unsauber sind. Die Stimme wurden nur nach morphologischen Charakteristika isoliert und, da
wie oben erortert, es oft schwer ist die Thraustochytriden nur nach diesen Gesichtspunkten zu
identifizieren, konnen bei der Isolierung Fehler aufgetreten sein. Deshalb konnte man die Stim-
me, bei denen die Sequenzen unsauber waren, neu ausplattieren und Kolonien picken. Vorher
konnte man sie noch einmal mikroskopieren, um herauszufinden, ob die Stamme auch wirk-
lich den Thraustochytriaceae angehoren. Denn wie oben erwihnt, konnte man bei Stamm 6423
schon unter dem Mikroskop groBe Unterschiede zu den allgemeinen Charakteristika der Thrau-
stochytriden feststellen.

Falls die Sekundirstrukturen in der DNA das Problem sein sollten, kann man mit bestimmten
Reagenzien wie Betain versuchen die Bildung dieser zu verhindern. Burja et al. (2006) ver-
wendete in dem PCR-Ansatz zur Amplifikation des 18S rRNA-Gens 1 M Betain. Man konnte
auBlerdem neue Primer entwickeln, die in der Nédhe der Stellen binden, an denen die Sequenzen
unsauber wurden. Dies konnte die Inhibierung durch die Sekundérstrukturen verringern.

Da in dem genannten Projekt von Dybowska nur die Fettsduren DHA, EPA und ARA betrachtet
wurden, konnte man auch ein umfangreicheres Fettsdurescreening durchfiihren, um festzustel-
len, ob es bei den mengenmifig geringer vorkommenden Fettsduren auftillige Muster beziig-
lich der Gattungen gibt.

Abschlielend lésst sich sagen, dass es noch viele Optimierungsmoglichkeiten im Hinblick auf
die Bestimmung der sehr diversen Gruppe der Thraustochytriden gibt und selbst die schon lédn-
ger etablierte Methode der Sequenzierung der 18S rRNA-Gene bei diesen Organismen viele

Probleme aufwirft.
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Anhang 1

Sequenzen der identifizierten Stimme (5'-3")

>1518D
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCTC
AGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCAG
AGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAGG
CCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGGG
TGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTTT
ATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGTG
ACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAG
GAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATAG
GACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGG
ATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTACA
CTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGGGTGGGTGTT
TGGTTGGTTTTGCCGACTAGACAATACTCGCTCCGCTTCCCGCTTGTTTTGCTCTCTTTTCT
AGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATAT
GAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAGA
ATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGATT
TTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAA
AGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACTTG
CGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCAC
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>1518E
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCTC
AGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCAG
AGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAGG
CCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGGG
TGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTTT
ATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGTG
ACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAG
GAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATAG
GACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGG
ATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTACA
CTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGGGTGGGTGTT
TGGTTGGTTTTGCCGACTAGACAATACTCGCTCCGCTTCCCGCTTGTTTTGCTCTCTTTTAA
AGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATAT
GAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAGA
ATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGATT
TTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAA
AGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACTTG
CGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGG
TTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACAT
AGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTA
AATAGTGGTGTCTATGGCGACATAGGTGATTGCTTCTTAGAGGGACATTTCGGTTTTACCGG
AAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCG
CTACACTGATGATTTCAACGAGTTGTTTATGTTGCTGTTTTTGGCAATATTTCCTTGTCCGTT
AGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGGTCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTTTTAATCTC
CAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCGAGTCATCAGCTCGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTT
GTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGTTCCGGTGAGACCTTTGGATCTGCTGA
TGTGGGGCGCAAGCCTTGTTGTTGGCGGAGAAATTGAGCAAACCTTAACGTTTAGAGGAA
GGTGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGTGA
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>1526D
CCAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCT
CAGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCA
GAGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAG
GCCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGG
GTGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTT
TATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGT
GACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAA
GGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATA
GGACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAG
GATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTAC
ACTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGGGTGGGTGT
TTGGTTGGTTTTGCCGACTAGACAATACTCGCTCCGCTTCCCGCTTGTTTTGCTCTCTTTTA
AAGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATA
TGAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAG
AATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGA
TTTTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACG
AAAGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACT
TGCGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTG
GGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACC
ACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGA
CATAGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCC
GTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTA
CTAAATAGTGGTGTCTATGGCGACATAGGTGATTGCTTCTTAGAGGGACATTTCGGTTTTAC
CGGAAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGC
GCGCTACACTGATGATTTCAACGAGTTGTTTATGTTGCTGTTTTTGGCAATATTTCCTTGTCC
GTTAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGGTCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTTTTAAT
CTCCAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCGAGTCATCAGCTCGCATTGATTACGTCCCTGCCC
TTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGTTCCGGTGAGACCTTTGGATCTGC
TGATGTGGGGCGCAAGCCTTGTTGTTGGCGGAGAAATTGAGCAAACCTTAACGTTTAGAG
GAAGGTGAAGTCGT
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>1527A
CCAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCT
CAGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCA
GAGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAG
GCCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGG
GTGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTT
TATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGT
GACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAA
GGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATA
GGACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAG
GATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTAC
ACTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGTGTGGGTGT
TTGGTTGGTTTTGCCGACTAGACAATACTCGCTCCGCTTCCCGCTTGTTTTGCTCTCTTTTA
AAGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATA
TGAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAG
AATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGA
TTTTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACG
AAAGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACT
TGCGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTG
GGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACC
ACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGA
CATAGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCC
GTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTA
CTAAATAGTGGTGTCTATGGCGACATAGGTGATTGCTTCTTAGAGGGACATTTCGGTTTTAC
CGGAAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGC
GCGCTACACTGATGATTTCAACGAGTTGTTTATGTTGCTGTTTTTGGCAATATTTCCTTGTCC
GTTAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGGTCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTTTTAAT
CTCCAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCGAGTCATCAGCTCGCATTGATTACGTCCCTGCCC
TTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGTTCCGGTGAGACCTTTGGATCTGC
TGATGTGGGGCGCAAGCCTTGTTGTTGGCGGAGAAATGAGCAAACCTTAACGTTAGA
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>1527C
CCAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCT
CAGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCA
GAGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAG
GCCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGG
GTGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTT
TATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGT
GACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAA
GGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATA
GGACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAG
GATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTAC
ACTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGGGTGGGTGT
TTGGTTGGTTTTGCCGACTAGACAATACTCGCTCCGCTTCCCGCTTGTTTTGCTCTCTTTTAT
AGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATAT
GAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAGA
ATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGATT
TTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAA
AGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACTTG
CGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGG
TTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACAT
AGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTA
AATAGTGGTGTCTATGGCGACATAGGTGATTGCTTCTTAGAGGGACATTTCGGTTTTACCGG
AAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCG
CTACACTGATGATTTCAACGAGTTGTTTATGTTGCTGTTTTTGGCAATATTTCCTTGTCCGTT
AGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGGTCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTTTTAATCTC
CAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCGAGTCATCAGCTCGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTT
GTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGTTCCGGTGAGACCTTTGGATCTGCTGA
TGTGGGGCGCAAGCCTTGTTGTTGGCGGAGAAATTGAGCAAACCTTAACGTTTAGAGGAA
GGTGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGTGAA
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>1709D
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCTC
AGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCAG
AGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAGG
CCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGGG
TGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTTT
ATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGTG
ACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAG
GAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATAG
GACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGG
ATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTACA
CTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGGGTGGGTGTT
TGGTTGGTTTTGCCGACTAGACAAAACTCGCTCCGCTTCCCGCTTGTTTTGCTCTCTTTTAA
AGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATAT
GAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAGA
ATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGATT
TTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAA
AGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACTTG
CGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGG
TTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACAT
AGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTA
AATAGTGGTGTCTATGGCGACATAGGTGATTGCTTCTTAGAGGGACATTTCGGTTTTACCGG
AAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCG
CTACACTGATGATTTCAACGAGTTGTTTATGTTGCTGTTTTTGGCAATATTTCCTTGTCCGTT
AGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGGTCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTTTTAATCTC
CAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCGAGTCATCAGCTCGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTT
GTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGTTCCGGTGAGACCTTTGGATCTGCTGA
TGTGGGGCGCAAGCCTTGTTGTTGGCGGAGAAATTGAGCAAACCTTAACGTTTAGAGGAA
GGTGAAGTCGTAACAAGGTTT
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>2845C
CAACCTTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCGTACGCTTGTTTCAAAGGTTAAGCCATGCATGTCT
CAGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAATCGGTTCTAGTCTCCA
GAGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAG
GCCTGACGGTGTTTTCACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGG
GTGATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTTGTCGGCGGTGACTT
TATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGT
GACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAA
GGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGAAAAATA
GGACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAG
GATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTAC
ACTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTCTAATGTATGGGAGTTGCGGTGTGGGTGT
TTGGTTGGTTTTGCCGACTAAACAATACTCGCTCCGCTTCCCGCGTTTTCTCTTTTTGTTTA
AGAAGGGATATTTCACTGTAAGTTAAAACAACTCGCTCAACAGCAAGGTTATCTTGATATG
AATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATTTTGTTGGTTTTAGTGGTCTGAGAA
TGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGATTT
TGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAA
AGTTTGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACTTG
CGATTGTTTTGTGTCATTTAATGAGCAGAGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGG
TTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACAT
AGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTA
AATAGTGGTGTCTATGGCGACATAGGTGATTGCTTCTTAGAGGGACATTTCGGTTTTACCGG
AAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCG
CTACACTGATGATTTCAACGAGTTGTTTTTATTGTTATTTTTGGTAATATTTCCTTGTCCGTTA
GGTCTGGGTAATCTTTTGAATGGTCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTTTTAATCTCC
AACGAGGAATTCCTAGTAAACGCGAGTCATCAGCTCGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGT
ACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGTTCCGGTGAGACCTTTGGATCTGCTGATG
TGGGGCGCAAGCCTTGTTGTTGGCGGAGAAATTGAGCAAACCTTAAC
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>6000B
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAATCGCACGCTTGTCTCAAAGACTAAGCCATGCATGTCT
AAGTATAAGCGATTTATACGGTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAAACAGTTATAGTTTCTTT
GAAAGTGTTTTTCTTTAGATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAATAATACATGCTTTAGGGC
CCGACTTTTGGGAAGGGCTGCATTTATTAGATATAAACCAATACCTCTCGGGGTTGTTTTGG
TGATTCATAGTAACTAAGCGAATCGCAGAGGTGTTTGTGCCGGCGATGTTCATTCAAGTTTC
TGCCCCATCAATTGTCGATGGTAGGGTATTGGCCTACCATGATTGTTACGGGTGACGGAGAA
TCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAG
CAGGCGCGCAAATTACTCAATGTCAATTCGACGAAGTAGTGACGAGAAATAACAGTGGGG
TGGGCTCAGCCTACTCTTTCTGTAATGAGAGCAATCTAAAACCCTCATCGAGGATCAACTG
GAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAACTCCAGCTCCGGTAGCGTGTATTAAAGT
TGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAGTATTGGTAGGACGGACCAGGCCTTTTGACGAA
TGTCGACTGTTGCTTTGCGTTTGATCTGGCCATCGTTGTCCGTTTGCGCTCTTTGTGGGCGT
GGGTGGGCATCATTTACTGTAAAAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAAATCGTATGGTTGGAAT
AGAGTAGTATGGAATAATAAGATAGGACTTTGTTGCTATTTTGTTGGTTTGCACATCAAAGT
AATGATTAACAGGGACAGTTGGGGGTATTCGTATTTGGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGA
TTTACAAAAGACGAACAACTGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACG
AAAGTTAGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCGTAAACGATGCCGAC
TTGCGATTGTCCGATGTTTTTTTCATATAGACTTGGGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTC
TTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGC
ACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCC
AGACATAGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATG
GCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGC
CTACTAAATAGTACGTGCTATGGCGACATAGTGGCGAGACTTCTTAGAGGGACATTTCGGTT
TTACCGGAAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGC
ACGCGCGCTACACTGATGGATTCAACGAGTATGTGTCGATTCGTTTCGTACGGTCGACGGT
CCTAGACAGGAATGTCCGGGCAATCTTTTAAATGTCCATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCA
ATTCTTAATCTCCAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGT
CCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGATCCGGTGAAATCTTC
GGATCCTGTTGTTTTGCGTTAATTCGTGTGACGACGGGAAAAGTTGAGTAAACCTTATCGT
TTAGAGGAAGGTGAAGTCGTAACAAAGGTTTCCGTAGTGA
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>6002A
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATACGCTTATCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTA
AGTATAAAGGCTTATACTCTGAAACTGCGAACGGCTCATTATATCAGTTATAGTTTCTTTGAT
AGTGTTTTTTCTACATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCGTACAGGCCTGA
CTTTGGGGGAGGGCTGCATTTATTTGACTTAAGCCAATACCCCTCGGGGTTGTTTTGGTGAT
TCAGAATAACTGAGCGAATCGCATAGCTTTCGGGCGGCGATGAATCATTCAAGTTTCTGCC
CCATCAGCTGTCGATGGTAGGGTATAGGCCTACCATGGCTGTCACGGGTGACGGAGAATTA
GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAG
GCGCGTAAATTACTCAATGTTGACTCGACGAAGTAGTGACGAGAATTAACAATGCGGAGCG
CTCAGCGTTTTGCAATTGGAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGGATCCATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATACTAAAGTTGTTG
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTCTGGTAGGGCCGACCTTGGCGCGCGGTGAATGCC
GCGCTGTTTAGAAAGCGTCGCTGCCCGGCCATCCTCCCCCGGTCTTTTGGGCTGGGGGTCG
TTTACTGTAAAAAAAATAGAGTGTTCCAAGCAGGGGGTAATATCCCGGTATATAGTAGTATG
GAATAATGAGATAGGACTTTGGTACTATTTTGTTGGTTTGCATGCCAAGGTAATGATTAAGA
GGGACAGTTGGGGGTATTCGTATTTAGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCGAAAGA
CGAACTACTGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG
ATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCGTAAACTATGCCGACTTGCGATTGTCC
GGCGTCGCTTTTAGATGACCTGGGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCG
GGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGA
GTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCGGACATAGGA
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAG
TTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTAAATAG
TGGCCGTTATGGCGACATAGCGGTGAACTTCTTAGAGGGACATTTCGGGTATACCGGAAGG
AAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTAC
ACTGATCGGTTCAACGAGTATTTGTTTTTTTCTCATTTTGGGAGGGGGCAGAGTCCTTGGCC
GGAAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGCCGATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTATTAA
TCTCCAACGAGGAATTCCTAGTAGACGCAAGTCATCAGCTTGCATCGATTACGTCCCTGCC
CTTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGATCCGGTGAGACCTTGGGATTCT
GTTGTGGCTGATTCATTTTGGCTGCGATGGGAGAACTTGAGCAAACCTTATCGTTTAGAGG
AAGGTGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGTGA
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>6005A
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATACGCTTATCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTA
AGTATAAAGGCTTATACTCTGAAACTGCGAACGGCTCATTATATCAGTTATAGTTTCTTTGAT
AGTGTTTTTTCTACATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCGTACAGGCCTGA
CTTTGGGGGAGGGCTGCATTTATTTGACTTAAGCCAATACCCCTCGGGGTTGTTTTGGTGAT
TCAGAATAACTGAGCGAATCGCATAGCTTTCGGGCGGCGATGAATCATTCAAGTTTCTGCC
CCATCAGCTGTCGATGGTAGGGTATAGGCCTACCATGGCTGTCACGGGTGACGGAGAATTA
GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAG
GCGCGTAAATTACTCAATGTTGACTCGACGAAGTAGTGACGAGAATTAACAATGCGGAGCG
CTCAGCGTTTTGCAATTGGAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGGATCCATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATACTAAAGTTGTTG
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTCTGGTAGGGCCGACCTTGGCGCGCGGTGAATGCC
GCGTTGTTTAGAAAGCGTCGCCGCCCGGCCATCCTCCCCCGGTCTTTTGGGCTGGGGGTCG
TTTACTGTAAAAAAAATAGAGTGTTCCAAGCAGGGGGTAATATCCCGGTATATAGTAGTATG
GAATAATGAGATAGGACTTTGGTACTATTTTGTTGGTTTGCATGCCAAGGTAATGATTAAGA
GGGACAGTTGGGGGTATTCGTATTTAGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCGAAAGA
CGAACTACTGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG
ATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCGTAAACTATGCCGACTTGCGATTGTCC
GGCGTCGCTTTTAGATGACCTGGGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCG
GGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGA
GTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCGGACATAGGA
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAG
TTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTAAATAG
TGGCCGTTATGGCGACATAGCGGTGAACTTCTTAGAGGGACATTTCGGGTATACCGGAAGG
AAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTAC
ACTGATCGGTTCAACGAGTATTTGTTTTTTTCTCATTTTGGGAGGGGGCAGAGTCCTTGGCC
GGAAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGCCGATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTATTAA
TCTCCAACGAGGAATTCCTAGTAGACGCAAGTCATCAGCTTGCATCGATTACGTCCCTGCC
CTTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGATCCGGTGAGACCTTGGGATTCT
GTTGTGGCTGATTCATTTTGGCTGCGATGGGAGAACTTGAGCAAACCTTATCGTTTAGAGG
AAGGTGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGTGA
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>6006D
CAACAATGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATACGCTTATCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCT
AAGTATAAAGGCTTATACTCTGAAACTGCGAACGGCTCATTATATCAGTTATAGTTTCTTTGA
TAGTGTTTTTTCTACATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCGTACAGGCCTG
ACTTTGGGGGAGGGCTGCATTTATTTGACTTAAGCCAATACCCCTCGGGGTTGTTTTGGTGA
TTCAGAATAACTGAGCGAATCGCATAGCTTTCGGGCGGCGATGAATCATTCAAGTTTCTGC
CCCATCAGCTGTCGATGGTAGGGTATAGGCCTACCATGGCTGTCACGGGTGACGGAGAATT
AGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCA
GGCGCGTAAATTACTCAATGTTGACTCGACGAAGTAGTGACGAGAATTAACAATGCGGAGC
GCTCAGCGTTTTGCAATTGGAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGGATCCATTGGAG
GGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATACTAAAGTTGTT
GCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTCTGGTAGGGCCGACCTTGGCGCGCGGTGAATGC
CGCGTCGTTTAGAAGCGTCGCTGCCCGGCCATCCTCCCCCGGTCTTTTGGGCTGGGGGTCG
TTTACTGTAAAAAAAATAGAGTGTTCCAAGCAGGGGGTAATATCCCGGTATATAGTAGTATG
GAATAATGAGATAGGACTTTGGTACTATTTTGTTGGTTTGCATGCCAAGGTAATGATTAAGA
GGGACAGTTGGGGGTATTCGTATTTAGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCGAAAGA
CGAACTACTGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG
ATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCGTAAACTATGCCGACTTGCGATTGTCC
GGCGTCGCTTTTAGATGACCTGGGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCG
GGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGA
GTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCGGACATAGGA
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAG
TTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTAAATAG
TGGCCGTTATGGCGACATAGCGGTGAACTTCTTAGAGGGACATTTCGGGTATACCGGAAGG
AAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTAC
ACTGATCGGTTCAACGAGTATTTGTTTTTTTCTCATTTTGGGAGGGGGCAGAGTCCTTGGCC
GGAAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGCCGATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATTATTAA
TCTCCAACGAGGAATTCCTAGTAGACGCAAGTCATCAGCTTGCATCGATTACGTCCCTGCC
CTTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGATCCGGTGAGACCTTGGGATTCT
GTTGTGGCTGATTCATTTTGGCTGCGATGGGAGAACTTGAGCAAACCTTATCGTTTAGAGG
AAGGTGAAGTCGTAACAAGGTTTCCG
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>6006E
CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATACGCTTATCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTA
AGTATAAAGGCTTATACTCTGAAACTGCGAACGGCTCATTATATCAGTTATAGTTTCTTTGAT
AGTGTTTTTTCTACATGGATACTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCGTACAGGCCTGA
CTTTCGGGGAGGGCTGCATTTATTTGACTTAAGCCAATACCCCTCGGGGTTGTTTTGGTGAT
TCAGAATAACTGAGCGAATCGCATAGCTTTCGGGCGGCGATGAATCATTCAAGTTTCTGCC
CCATCAGCTGTCGATGGTAGGGTATAGGCCTACCATGGCTGTCACGGGTGACGGAGAATTA
GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAG
GCGCGTAAATTACTCAATGTTGACTCGACGAAGTAGTGACGAGAATTAACAATGCGGAGCG
CTTTGCGTTTTGCAATTGGAATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGGATCCATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATACTAAAGTTGTT
GCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTCTGGTAGGGCCGACCTTGGCCCGCGGTGAATGC
CGCGGTGTTTTTCAGAGTGTCGTTGCCCGGCCATCCTCTCCCGGTTTCTTTTAGGGGCTGG
GGGTCGTTTACTGTAAAAAAAATAGAGTGTTCCAAGCAGGGGGTAATATCCCGGTATATAGT
AGTATGGAATAATGAGATAGGACTTTGGTACTATTTTGTTGGTTTGCATGCCAAGGTAATGA
TTAAGAGGGACAGTTGGGGGTATTCGTATTTAGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCG
AAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
AGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCGTAAACTATGCCGACTTGCGAT
TGTCCGGCGTCGCTTTTAGATGACCTGGGCAGCAGCACATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGT
TCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCGGACAT
AGGAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCACAGCCTACTA
AATAGTGGCCGTTATGGCGACATAGCGGTGAACTTCTTAGAGGGACATTTCGGGTATACCG
GAAGGAAGTTTGTGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGC
GCTACACTGATCGGTTCAACGAGTATTTGTTATTCTTCCTTTTGGGGAGGTGGCAGAGTCCT
TGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGCCGATCGTGATGGGGCTAGATTTTTGCAATT
ATTAATCTCCAACGAGGAATTCCTAGTAGACGCAAGTCATCAGCTTGCATCGATTACGTCCC
TGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAACGATCCGGTGAGACCTTGGGA
TTCTGTTGTGGCTGATTATATTTTGGCTGCGATGGGAGAACTGAGCAAACCTTATCGTTTAG
AG
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>6423
AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAA
GTATAAGCACTTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGAT
AATACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAAAAACCCCGAC
TTCTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAATCGGGGCAACCCGTTTACAGGTGAA
TCATGATAACTATTCGAATCGCAGGACTTTATGTCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCT
ATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTTTTAACGGGTAACGGAGAATTAGG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTAACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGG
CGCGCAAATTACCCAATTCCTGACACAGGGAAGGTAGTGACRATAAATAACAAATACAGAG
CTCTTCGAGTTTTGTAATTGTAATGAGTACAATTTACATCTCTTAACGAGAACCAATTTGGA
GGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGGCGTATATTAAAGTTG
TTGCAGTTAAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGACTCGGTTGGGCGGTCTCCTTTAATGGT
TGCACTTCTCTGGCCGGGTCTTTCCTTCTGGCTAGCTACTGTTCTATTCATTTAGTGCGGTAG
GGATCCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTTACGCTTGAATAC
ATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACTTTGGTTTTATTTTGTTGGTTTCTAAGACCAAAGTAA
TGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAGTCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTG
ACTAAAGACAAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAA
GTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG
GGATCGGACGCTGTTCATTAATGACGCGTTCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTAGG
TTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAT
AATAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTTTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAA
TAGTTGCATCAACTCTGGTTGATGATCAACTTCTTAGAGGGACTATAGACGCTTAGTCTATG
GAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTA
CACTGATGAAGGCAGCAAGTAATTCACCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCTTCTGAAACT
TTATCGTGCTGGGGATAGTCCTTTGCAATTATTGGACTTTAACGAGGAATTCCTAGTAAGCG
TGAGTCATCAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACRCACCGCCCGTCGCTAGTAC
CGATWGAATGGCTTAGTGAGACCTCCGGATTGGCGGTATGTTGGTGGCAACACCTCTTTAA
CTGCCGAGAAGCTGGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGGAAGGTGAAGTCGTAAACAAGG
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Anhang 2

Accession numbers der im phylogenetischen Stammbaum verwendeten Stimme aus der

Datenbank des NCBI

Thraustochytrium kinnei (strain 1694d): L34668.1

Thraustochytrium aureum (strain ATCC 34304):  AB022110.1
Japonochytrium sp. (strain ATCC 28207): AB022104.1
Ulkenia visurgensis (strain ATCC 28208): ABO022116.1
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