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Zusammenfassung

FR900359 (FR) ist ein selektiver Gq-Proteininhibitor, der ursprünglich aus

der P�anze Ardisia crenata isoliert wurde. G-Proteine spielen eine zentrale

Rolle in der Signalübertragung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GP-

CR), die an vielen physiologischen Prozessen beteiligt sind. G-Proteine sind

im Vergleich zu GPCRs relativ gering erforscht, da es nur wenig membran-

gängige G-Protein-Modulatoren gibt. FR kann aufgrund seiner Eigenschaften

diese Lücke schlieÿen.

Das Depsipeptid FR besteht aus acht gröÿtenteils ungewöhn-

lichen Aminosäuren, darunter drei Hydroxyleucine mit unter-

schiedlichen Seitenketten, N-Methyldehydroalanin, N,O-Dime-

thylthreonin und der Carbonsäure Phenyllaktat. Ein N-Methyl-

alanin und Alanin sind auch Teil des Peptid-Zyklus.

FR ist ein zyklisches Depsipeptid, bestehend aus 8 Einheiten, von denen 7

Aminosäuren sind. Die meisten davon sind nicht-proteinogenen Ursprungs.

Einen weiteren ungewöhnlichen Baustein bildet die Carbonsäure Phenyllak-

tat, die über eine Esterbindung in den Heterozyklus eingebaut ist. Das Bio-

synthesegencluster (BGC) von FR konnte in zwei unterschiedlichen Wirtsor-



ganismen lokalisiert werden, in Candidatus Burkholeria crenata und in Chro-

mobacterium vaccinii. Obwohl Cand. B. crenata im Gegensatz zu C. vaccinii

ein Endosymbiont ist, sind beide BGC strukturell nahezu identisch.

In dieser Arbeit wurden die beiden Nichtribosomalen Peptidsyntethase BGC

aus Cand. B. crenata und C. vaccinii identi�ziert und bioinformatisch be-

trachtet. Hierzu wurden die BGC vor allem auf Gemeinsamkeiten und Unter-

schiede hin untersucht. Des weiteren wurden die bioinformatischen Grund-

lagen gescha�en, um einen neuartigen Dehydratisierungsmechanismus durch

Kondensierungsdomänen (C-Domänen) zu untersuchen. Ebenfalls konnte für

die letzte Adenylierungsdomäne (A-Domäne) aus FrsG (A8) eine für A-

Domänen bis jetzt unbekannte Struktur postuliert werden, die sowohl zwei

Methyltransferasen (MT-Domänen) als auch zwei Subdomänen enthält. Die

A-Domänen aus FrsA (A1) und FrsD (A2) wurden anhand von in-vitro-

Studien untersucht, um die Biosynthese der nicht-proteinogenen Aminosäure

Hydroxyleucin während der FR-Biosynthese zu belegen.

Im ersten Teil der Arbeit konnte durch einen Vergleich der BGC auf DNA-

und Protein-Ebene die Identität der BGC untereinander bestimmt werden.

Hierbei wurde festgestellt, dass die BGC nicht nur untereinander sehr ähnlich

sind, sondern sich auch innerhalb des jeweiligen BGC wiederholende Berei-

che mit ausgesprochen hoher Identität be�nden. Diese sind bei beiden BGC

ähnlich groÿ und ihre Lokalisation ist übereinstimmend.

Eine weitere Besonderheit der frs-BGC ist die A-Domäne A8 mit zwei auf-

einander folgenden MT-Transferasen. Durch die Analyse der Core-Bereiche

der A-Domänen nach Stachelhaus konnte die ungewöhnliche Struktur der

A-Domäne A8 aus FrsG genauer bestimmt werden, die nicht nur zwei MT-

Domänen, sondern auch zwei A-Subdomänen enthält.

FR enthält die ungewöhnliche Aminosäure N-Methyldehydroalanin. Die frs-

BGC kodieren aber für kein Enzym, das o�ensichtlich die Dehydratisierung

von Serin zu Dehydroalanin katalysieren könnte. Durch Alignments und an-



schlieÿende Erstellung eines 3D-Modells der C-Domänen C6 und C8 konnte

ein Hinweis auf einen neuen putativen Mechanismus für eine Dehydratisie-

rung von Serin zu Dehydroalanin gefunden werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die beiden A-Domänen von FrsA und

FrsD, und damit die Hydroxyleucin-Biosynthese mithilfe des gut etablierten

A-Domänen-Assay nach Phelan et al. 2009 charakterisiert. Hierzu wurden

diese A-Domänen heterolog exprimiert und in einem massenspektroskopisch

basierten Assay auf ihre Spezi�tät getestet. Dabei konnte eine eindeutige

Prävalenz beider A-Domänen für Leucin gezeigt werden. Diese Erkenntnis

präzisiert die bioinformatische Analyse und zeigt, dass die Hydroxygruppe

enzymatisch nach dem Beladen des Peptidyl Carrier Protein (PCP) mit Leu-

cin eingefügt wird.

Insgesamt konnten durch diese Arbeit zahlreiche Einblicke und Grundlagen

in die Biosynthese von FR erhalten werden, die bei der Modi�zierung dieses

Wirksto�es helfen könnten. Neue Strukturvarianten von FR durch Bioen-

gineering können dazu beitragen, die Mechanismen der Funktion von G-

Proteinen zu entschlüsseln.





Abstract

FR900359 (FR) is a selective Gq-Protein-inhibitor which is originally isola-

ted from the plant Ardisia crenata. G-Proteins play an important role in the

signalling pathways of G-Protein coupled receptors (GPCR) which are invol-

ved in many physiological processes. Compared to GPCRs, there is relatively

little known about G-Proteins because there are not so many G-Protein inhi-

bitors that are able to pass membranes. FR can close this gap. In this work,

the biosynthetic gene clusters (BGCs) of FR from Candidatus B. crenata and

Chromobacterium vaccinii are bioinformatically analyzed and A domains are

partially expressed to investigate their speci�ty.

The depsipeptide FR consists of eight mostly unusual amino

acids, including three hydroxyleucines with di�erent site chains:

N-methyl-dehydroalanine, N,O-dimethyl-threonine and the car-

bon acid phenyllactate. N-methyl-alanine and alanine are also

part of the peptide.

FR is a cyclic depsipeptide containing 8 building blocks, 7 of which are of

non-proteinogenic origin. One of them is the carbonic acid phenyllactate. The

BGCs of FR are located in two hosts Cand. B. crenata and C. vaccinii. Even



though Cand. B. crenata is an endosymbiont, in contrast to C. vaccinii, the

BGCs are almost identical.

In the �rst part of this work, both BGCs were examined for similarities and

di�erences in their overall and detailed structure. Comparing DNA- and pro-

tein level, the identity of both BGCs had been determined. It could be shown

that both BGC contain repeating sequences with very high identity in the

respective BGC. Those are similar in both BGCs respecting their size and

location.

Additionally, a novel structure of the A domain A8, which contains two me-

thyltransferases as well as two A subdomains could be predicted. The identity

of the BGCs with regard to each other was examined by comparisons on the

DNA- and protein-level. Hereby it was shown that both BGC have the sa-

me architecture. It could also be shown that within one BGC, repeating

sequences can be found which occur in the same way in both clusters.

Both frs-BGCs contain the A domain A8 with two methyltransferases which

is unique for the BGCs of FR-analogues. By anaylsis of the core motifs of all

A domains [Stachelhaus et al., 1999], the unusual structure of the A domain

A8 from FrsG could be elucidated in detail. This A domain contains not only

two methyltransferases but also two A subdomains.

FR contains the unusual amino acid N-methyl-dehydroalanine, but there is

no obvious enzyme that is able to katalyze the dehydratation from serine to

dehydroalanine. By alignments and subsequent establishment of a 3D-model

from the two very similar C domains C6 and C8, new hints on a putative

dehydratation mechanism from serine to dehydroalanine could be found.

In the second part of this work, in vitro experiments for the two A domains

from FrsA and FrsD were performed in order to examine their substrate

speci�city. Therefore, these A domains were heterologously expressed and

evaluated for their speci�city by a mass spectrometry based assay. For both



A domains a clear preference for leucine was shown which speci�ed the bioin-

formatic analysis. Consequently, the hydroxygroup is incorporated into leu-

cine after having been activated and binded to the Peptidyl Carrier Protein

(PCP). Through this work we gained insight into the biosynthesis of FR,

which could help to modify FR by bioengineering, and to learn more about

the mode of action and function of G-Proteins.
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1 Einleitung

1.1 Natursto�e und deren Bedeutung für die Pharmazie

Als Natursto�e werden Metabolite bezeichnet, die von Organismen gebil-

det werden. Das bedeutet, dass sie tierischen, p�anzlichen oder mikrobiellen

Ursprungs sind [Gordon et al., 1997]. Natursto�e haben seit längerem eine

heilkundliche Bedeutung für den Menschen. Zum einen, weil es lange Zeit

keine synthetischen Wirksto�e gab und zum anderen, weil viele dieser Sto�e

von P�anzen oder Bakterien für die eigene Abwehr gegen Schädlinge gebil-

det wurden und sich im Laufe der Zeit perfekt auf ihr �Target� spezialisiert

haben. In vielen Fällen führt eine kleine Modi�kation des Natursto�es so-

gar zum Wirkverlust. Auch heute ist ein Groÿteil der neu auf den Markt

kommenden Medikamente Natursto�e oder deren Derivate, darunter Krebs-

medikamente, Antiinfektiva, Antidiabetika und andere [Harvey, 2008]. In den

Jahren 1981-2014 machte der Anteil der zugelassenen unmodi�zierten Natur-

sto�e an allen zugelassenen Wirksto�en einen Anteil von 4% aus [Newman

and Cragg, 2016].

Für die Produzenten haben Natursto�e in erster Linie eine ökologische Be-

deutung und werden als Abwehrsto�e produziert. Hier spielen auch Symbio-

sen eine groÿe Rolle [Luo et al., 2014], d.h. viele Spezies produzieren diese

Abwehrsto�e nicht selbst, sondern beherbergen Bakterien, die für sie diese

Aufgabe übernehmen. Als Beispiel seien die im Wasser lebenden Ascidiaceae

[Schmidt et al., 2012] oder Teredinidae [Elshahawi et al., 2013] genannt. Auch

bei P�anzen sind Symbiosen bekannt, wie im Falle von Psychotria kirkii und

deren Kirkamid produzierendem Endosymbionten Cand. Burkholderia kirkii

[Sieber et al., 2015].

Auch das Depsipeptid FR900359 (FR), Gegenstand der vorliegenden Arbeit

(siehe Abb. 1), wird unter anderem von einem p�anzlichen Endosymbionten,

Cand. B. crenata, gebildet [Carlier et al., 2016]. FR ist ein selektiver Gq/11/14-

Protein-Inhibitor [Schrage et al., 2015]. Die in vielen Organismen vorhandene
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Signalübertragung über G-Proteine [Link, 2016] führte zu der Überlegung,

dass FR genau wie Kirkamid möglicherweise eine ökologische Funktion für

die P�anze Ardisia crenata (A. crenata) besitzt (siehe auch Kap. 1.2.1).

Peptidische Natursto�e können von nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NR-

PS) gebildet werden. Diese groÿen Multienzymkomplexe bilden vorwiegend

kleine, oft zyklische Peptide, die anders als die ribosomal gebildeten Peptide

nicht nur proteinogene, sondern auch sehr ungewöhnliche Aminosäuren bis

hin zu Carbonsäuren in die Peptide integrieren (siehe Kap. 1.3 und folgen-

de). Über molekularbiologische und bioinformatische Methoden konnten gute

Einblicke in die Funktion von NRPS-Systemen gewonnen werden. Durch den

modularen Aufbau von NRPS, auf den in Kapitel 1.10 weiter eingegangen

wird, erho�t man sich neue Möglichkeiten, Wirksto�e zu entwickeln, indem

man diese Systeme genetisch verändert, um neue Natursto�e zu produzieren

(siehe auch Kap. 1.10).
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1.2 Das Depsipeptid FR900359

Das zyklische Depsipeptid FR900359 wurde ursprünglich 1988 aus der tropi-

schen P�anze A. crenata gewonnen [Fujioka M., 1988]. FR besteht aus zehn

Einheiten (siehe Abb. 1), wovon sieben Aminosäuren und drei Carbonsäuren

sind. Zu den Aminosäuren zählen sechs nicht proteinogene Bausteine, wie die

drei Hydroxyleucine, das N-Methylalanin, das N-Methyldehydroalanin und

das N,O-Dimethylthreonin. Letztere zwei fallen hier besonders auf. Das sehr

seltene N-Methyldehydroalanin ist in dieser Form nur für die Microcystine

[Tillett et al., 2000], Sameuramid [Machida et al., 2018] und YM-254890

(YM) bekannt. Das N,O-Dimethylthreonin kommt bis jetzt nur im struktu-

rell sehr ähnlichen YM-254890 (siehe Abb. 2) [Taniguchi et al., 2003] und im

Sameuramid [Machida et al., 2018] vor. Des weiteren sind drei Carbonsäuren

enthalten: Phenyllaktat, Essigsäure und Propionsäure, die letzteren beiden

an N-OH-Leucin gebunden. YM unterscheidet sich von FR lediglich in einem

Aminosäuregrundbaustein und in den zwei Acyl-Seitenketten. Anstelle eines

der N-acetyl-Hydroxyleucine ist hier ein N-Acetyl-Threonin in den Peptidzy-

klus eingebaut. Des Weiteren enthält YM einen N-Acetyl-Substituenten an

der Hydroxyleucin-Seitenkette, wo FR eine N-Propionyleinheit besitzt (siehe

Abb. 1 und 2).

Des weiteren enthält FR drei Hydroxyleucine und zwei Alanine, von denen ei-

nes N-methyliert ist. Auch die Art der Bindungen im Peptidring ist teilweise

ungewöhnlich. So sind das Phenyllaktat und das N,O-Dimethylthreonin über

eine Esterbindung im Ring verknüpft, so dass zwei Esterbindungen benach-

bart sind. Auÿerdem gibt es cis-kon�gurierte Peptidbindungen [Crüsemann

et al., 2018].
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Abbildung 1: Das Depsipeptid FR besteht aus acht gröÿtenteils ungewöhn-
lichen Aminosäuren, darunter drei Hydroxyleucine mit unterschiedlichen
Seitenketten, N-Methyldehydroalanin, N,O-Dimethylthreonin und die Car-
bonsäure Phenyllaktat. Ein N-Methylalanin und Alanin sind auch Teil des
Peptid-Zyklus. Die rot markierten Stellen zeigen die Unterschiede von YM
und FR auf.

Abbildung 2: Struktur des mit FR verwandten YM-254890. YM unterscheidet
sich lediglich dadurch, dass es eine Acetyl- anstatt einer Propionylseitenkette,
und eine Methyl- anstatt einer Isopropylgruppe enthält. Die rot markierten
Stellen zeigen die Unterschiede von YM und FR auf.

Aufgrund seiner ungewöhnlichen strukturellen Eigenschaften deutet vieles

auf einen nicht-ribosomalen Ursprung von FR hin, was die Vermutung nahe
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legt, dass es kein Metabolit von A. crenata, sondern bakteriellen Ursprungs

ist (siehe auch Kap. 1.2.1). A. crenata enthält den Endosymbionten Cand.

Burkholderia crenata, der vor allem in den Blatträndern in hoher Konzen-

tration zu �nden ist [Crüsemann et al., 2018]. Carlier et al. konnten das

Genom von Cand. Burkholderia crenata sequenzieren und stellten fest, dass

dieses evolutionär bedingt stark reduziert ist. Das Genom besteht aus einem

2,67Mb groÿen Chromosom und zwei extrachromosomalen Plasmiden, eines

davon 103 kb und das andere 78 kb groÿ. Auf dem gröÿeren Plasmid konnte

ein BGC für FR, d.h. das bcfrs-BGC gefunden werden [Carlier et al., 2016]

[Crüsemann et al., 2018]. Die Zugehörigkeit und Vollständigkeit des bcfrs-

BGC wurde durch heterologe Expression des BGC in E. coli bestätigt.

FR inhibiert selektiv heterotrimere Guaninnukleotid bindende Proteine (G-

Proteine) der Gq-Familien (Gq, G11, G14) [Schrage et al., 2015]. G-Proteine

sind Signalpeptide, die durch membranständige, G-Protein gekoppelte Re-

zeptoren (GPCRs) aktiviert werden. G-Proteine be�nden sich auf der inneren

Seite der Zellmembran und lösen von dort aus die Signale aus, die an der Au-

ÿenseite der Zelle an den GPCRs ankommen [Lefkowitz, 2004] [Rosenbaum

et al., 2009]. Ein Drittel aller Arzneisto�e setzt an GPCRs an [Overington

et al., 2006] [Rask-Andersen et al., 2011]. GPCRs spielen unter anderem

bei Asthma, allergischen Reaktionen, Krebs, Bluthochdruck oder metabo-

lischen Prozessen eine zentrale Rolle [Deshpande and Penn, 2006] [Druey,

2009] [Dorsam and Gutkind, 2007] [Takefuji et al., 2012] [Blad et al., 2012]

[Klepac, 2016]. Oft sind diese Signalwege sehr komplex. Es ist meist mehr als

ein Rezeptor an der Krankheit beteiligt, was es schwierig macht, Signalwege

über GPCRs zu modulieren. Trotz der Vielzahl an GPCR gibt es nur wenige

G-Proteine, die die Signale der GPCRs im Zellinneren in einen E�ekt über-

setzen [Gudermann et al., 1996]. Daher ist es wichtig die Beteiligung der G-

Proteine am Signalgeschehen besser zu verstehen, um noch gezielter Ein�uss

auf diese Signalwege nehmen zu können. Bis jetzt sind G-Proteine aufgrund

mangelnder pharmakologischer Werkzeuge kaum erforscht. Einer der weni-

gen zuverlässigen G-Proteininhibitor ist Pertussistoxin (PTX) (z.B. [Hughes

et al., 1984] [Sauliere et al., 2012]), welches aber nur für Forschungszwecke
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zur Verfügung steht und keinerlei therapeutische Relevanz besitzt. Aufgrund

der Membrangängigkeit von FR und seiner Eigenschaft, Gq-Proteine zu inhi-

bieren, ist es gut geeignet, die komplexen Signalprozesse von G-Proteinen zu

untersuchen [Crüsemann et al., 2018]. In dieser Hinsicht ist FR einzigartig,

da es, abgesehen von seinem Strukturanalogon YM, die einzige Substanz ist,

die selektiv als hochpotenter Wirksto� Gq-Proteine inhibieren kann [Nishi-

mura et al., 2010].
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1.2.1 Quellen für FR900359

Candidatus Burkholderia crenata

Candidatus Burkholderia crenata ist ein Endosymbiont aus der Klasse der β-

Proteobacteria. Er lebt in Symbiose mit A. crenata. Alle Versuche, das Bak-

terium ohne Wirt zu kultivieren, scheiterten bis jetzt. Der Endosymbiont

wird vermutlich vertikal auf die nächste Generation weitergegeben [Pinto-

Carbo et al., 2018]. Ein weiteres Beispiel dieser Symbioseart �ndet man bei

Psychotria kirkii und deren Endosymbiont Cand. Burkholderia kirkii [Sieber

et al., 2015]. Carlier et al. gelang es 2015, das Genom von Cand. B. crenata

zu sequenzieren, welches gegenwärtig als das kleinste Burkholderia-Genom

gilt. Das Genom ist stark reduziert, was auf die evolutionäre Entwicklung als

Endosymbiont zurückzuführen ist. Einige Gene mit möglicher Funktion für

Sekundärmetabolite konnten allerdings eindeutig dem Genom von Cand. B.

crenata zugeordnet werden, darunter das putative BGC von FR auf einem

103 kb groÿen Plasmid. Dieses BGC ist bis jetzt nur für diese Burkholde-

ria Spezies beschrieben worden. Des weiteren wurde ein 19 kb groÿes PKS-

Operon auf einem 78 kb groÿen Plasmid gefunden, das für zwei putative Typ

I trans-AT Polyketidsynthasen codiert [Carlier et al., 2016].

Ardisia crenata

A. crenata ist eine asiatische P�anze aus der Familie der Primulaceae, die

weit verbreitet als Schmuckp�anze Verwendung �ndet. An den Blatträndern

be�nden sich kleine Blatteinkerbungen, und die P�anze bildet rote Früchte

aus (siehe Abb. 3).
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Abbildung 3: A. crenata hat Einkerbungen an den Blatträndern, in denen
Cand. B. crenata als Endosymbiont eingebettet ist. Die P�anze wird weit
verbreitet als Schmuckp�anze verwendet und hat eine lange Tradition in der
chinesischen Medizin.

Phytochemisch wurde die P�anze 1986 von Fujioka und Kollegen untersucht.

Aus dem methanolischen Extrakt von A. crenata wurde FR isoliert und

Strukturaufklärung mittels 1H-NMR und massenspektrometrischer Studien

vorgenommen. Sie konnten ebenfalls schon zeigen, dass der methanolische

Extrakt hemmende Wirkung auf die Blutplättchenaggregation hat und den

Blutdruck senkt [Fujioka M., 1988]. Im Genus Ardisia gibt es bis jetzt drei-

ÿig Arten, für die eine Endosymbiose mit Bakterien belegt werden konnte,

darunter auch A. crenata, die den Endosymbionten Cand. B. crenata in ih-

ren Blatteinkerbungen enthält. Dort sind die Bakterien in einer Matrix aus

Schleimsto�en eingebettet [Miller, 1990] [Lersten and Horner, 1976]. Die Wei-

tergabe der Symbionten erfolgt vermutlich vertikal [Pinto-Carbo et al., 2018].
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Chromobacterium vaccinii

Chromobacterium vaccinii (C. vaccinii) ist ein gramnegatives Bakterium, das

ebefalls aus der Klasse der β-Proteobakterien stammt. Das Bakterium ist frei-

lebend und wurde von den Wurzeln von Vaccinium macrocarpon (Cranberry)

isoliert [Soby et al., 2013]. Das Genom von C. vaccinii wurde teilweise sequen-

ziert [Voing et al., 2015]. Die Sequenz enthielt Bruchstücke von NRPS-Genen,

die denen von Cand. B. crenata ähneln. Die teilweise vorliegende Sequenz des

FR-BGC wurde im Rahmen dieses Projekts mittels PCR-Lückenschluss ver-

vollständigt. Aus der Fermentationskultur von C. vaccinii konnte ebenfalls

FR isoliert werden.
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1.2.2 Die Biosynthesegencluster bcfrs und cvfrs von FR

Sowohl Cand. B. crenata als auch C. vaccinii sind in der Lage, das Dep-

sipeptid FR zu bilden [Crüsemann et al., 2018]. Trotz ihrer sehr unter-

schiedlichen Habitate besitzen sie zwei strukturell identische BGC. Die BGC

(siehe Abb. 4) von FR bestehen aus acht Genen. Diese bilden zwei NRPS-

Systeme. Die erste NRPS ist durch das erste Gen frsA kodiert und ent-

hält eine Starter-Kondensierungsdomäne (C-Domäne), eine Adenylierungs-

domäne (A-Domäne), ein Peptidyl Carrier Protein (PCP) und eine Thioes-

terasedomäne (TE-Domäne). Zwischen beiden NRPS liegt ein Gen für ein

MLP (MbtH like protein), gefolgt von frsC, einem Gen, das für eine Ma-

latdehydrogenase kodiert. Es folgen vier weitere Gene mit insgesamt sieben

weiteren NRPS-Modulen frsD-frsG. Insgesamt sind acht C-Domänen, acht

A-Domänen, acht PCP-Domänen, vier Methyltransferasen (MT-Domänen),

zwei TE-Domänen und eine Epimerisierungsdomäne (E-Domäne) vorhanden.

Nach der zweiten NRPS folgt die β-Hydroxylase FrsH. Beide BGC haben

zwar die gleiche Struktur, unterscheiden sich aber auf der DNA- und Protein-

Ebene. Das BGC von Cand. B. crenata wird im Folgenden als bcfrs und das

von C. vaccinii als cvfrs bezeichnet. Ein detaillierter Vergleich beider BGC

erfolgt im Kap. 3.1 Bioinformatische Analyse der BGC bcfrs und cvfrs von

FR.
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1.3 Nicht ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)

NRPS sind Multienzymkomplexe, die hauptsächlich in Mikroorganismen vor-

zu�nden sind. An ihnen �ndet die Proteinbiosynthese kleiner Peptide statt,

die oft zyklischer Natur sind und auch nicht-proteinogene Aminosäuren oder

andere ungewöhnliche Bestandteile enthalten [Marahiel, 2009].

Eine NRPS besteht aus mehreren Domänen, die in Module zusammengefasst

sind. Jedes Modul ist für die Aktivierung einer Aminosäure und deren Ver-

knüpfung mit der wachsenden Peptidkette zuständig. Dieses Prinzip nennt

sich Colinearitätsregel [Süÿmuth, 2017]. Für ein Peptid wie FR, das aus acht

Bausteinen besteht, braucht man also acht Module, d.h. die Anordnung der

Module innerhalb der NRPS bestimmt die Primärstruktur des Peptids.

  

C
A

PCP TEMTEC A PCP

Mögliche vollständige 
NRPS

A PCPC

Minimales ElongationsmodulAuswahl möglicher Domänen

TE

zwingend 
vorhanden

optional 
vorhanden

Abbildung 5: Aufbau einer NRPS: Sie besteht aus aneinandergesetzten Mo-
dulen, welche wiederum aus Domänen aufgebaut sind. Ein funktionsfähiges
Modul benötigt zwingend eine A-, eine PCP- und eine C-Domäne. Optio-
nal können modi�zierende Domänen wie MT- oder E-Domänen vorhanden
sein. Oft werden NRPS mit einer TE-Domäne abgeschlossen. Die Abfolge der
Domänen bestimmt die Struktur des Peptids.

Die Domänen sind die kleinsten funktionellen Einheiten der NRPS. Jede

Domäne hat ihre eigene Funktion und zeigt auch isoliert vom Komplex En-

zymaktivität. Für ein minimales Elongationsmodul sind mindestens drei Do-

mänen nötig (siehe Abb. 5). Dieses besteht aus einer C-Domäne, einer A-

Domäne, und einer PCP-Domäne [Marahiel et al., 1997]. Die Reihenfolge

dieser Module bestimmt die Struktur des Pepdids. Ein Startermodul besteht

in der Regel aus zwei Domänen und fängt oft mit einer A-Domäne an, die die
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erste Aminosäure aktiviert. Ein Elongationsmodul fängt mit einer C-Domäne

an, um die vorangegangene aktivierte Aminosäure mit der nachfolgenden zu

verknüpfen [Linne and Marahiel, 2000].

Innerhalb eines Moduls bildet die A-Domäne (siehe Kap. 1.4) eine Matrize für

die jeweilige vorgesehene Aminosäure und aktiviert diese. Die PCP-Domäne

(siehe Kap. 1.7) dient als Transportdomäne. Sie überträgt die wachsende

Peptidkette auf die PCP-Domäne des nächsten Moduls. Die C-Domäne (sie-

he Kap. 1.6) kondensiert die Proteinkette mit der nächsten aktivierten Ami-

nosäure. Optional können in einem Modul noch weitere Domänen vorhanden

sein, wie zum Beispiel Epimerasen (siehe Kap. 1.6), die die Kon�guration

der assemblierten Aminosäuren ändern oder MT-Domänen (siehe Kap. 1.5),

die N-, oder O-Methylierungen vornehmen können. So können im Gegensatz

zur ribosomalen Peptidsynthese eine Vielzahl ungewöhnlicher Aminosäuren

in ein Protein eingebaut werden [Marahiel, 2009] [Süÿmuth, 2017]. In den fol-

genden Kapiteln soll die Funktion der einzelnen Domänen genauer betrachet

werden.

1.4 Adenylierungsdomänen (A-Domänen)

Die A-Domänen initiieren die nichtribosomale Peptidsynthese. Im ersten

Schritt wird das spezi�sche Substrat der A-Domäne zum Aminoacyladenylat

aktiviert (siehe Abb. 6) und in einem zweiten Schritt das aktivierte Substrat

auf den Phosphopantetheinarm der PCP-Domäne übertragen (siehe Abb. 7)

[Süÿmuth, 2017].
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Abbildung 7: Thiolation: In einer zweiten Reaktion überträgt die A-Domäne
die aktivierte Aminosäure auf den Phosphopantetheinarm der PCP-Domäne.
Die PCP-Domäne dient als Transportdomäne für das entstehende Peptid.

A-Domänen gehören zur Enzymklasse der ANL Superfamilie der Adeny-

lierungsenzyme (Acyl-CoA Syntethasen, NRPS-Adenylierungsdomänen und

Luciferase Enzyme). Diese Enzymklasse katalysiert eine initiale Adenylie-

rungsreaktion eines Carboxylatsubstrats unter ATP-Verbrauch. Mit diesen

Enzymen teilt die A-Domäne vor allem eine hochkonservierte dreidimen-

sionale Struktur. A-Domänen bestehen aus einer ca. 50 kDa N-terminalen

Kerndomäne und einer ca. 10 kDa groÿen C-terminalen Subdomäne. Beide
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Untereinheiten sind über eine �exible Gelenkregion miteinander verbunden

[Conti et al., 1997].

Um diese dreidimensionale Struktur zu gewährleisten, haben A-Domänen

trotz ihrer sehr heterogenen Aminosäuresequenzen sogenannte Core-Regionen.

Diese Core-Regionen bilden hochkonservierte Aminosäuremotive innerhalb

der Proteinsequenz der A-Domänen, die für alle A-Domänen identisch sind.

Sie dienen als Orientierung bei der bioinformatischen Analyse der Sequenz.

So liegen die Core-Regionen A1 bis A8 auf der gröÿeren N-terminalen Kern-

domäne und die Core-Regionen A9 bis A11 auf der kleineren C-terminalen

A-Subdomäne [Conti et al., 1997] [Stachelhaus et al., 1999].

Nachdem mit der Kristallstruktur der A-Domäne von GrsA aus dem Grami-

cidin-BGC mit ihrem Substrat Phenylalanin die Struktur und die Substrat-

bindungstasche der A-Domänen bekannt war [Conti et al., 1997], konnte aus

Alignments von GrsA mit anderen A-Domänen die Bindungstasche für A-

Domänen allgemein abgeleitet werden [Stachelhaus et al., 1999].

Die Substratbindungstasche der A-Domänen be�ndet sich zum Groÿteil in

dem Bereich der Core-Regionen A4 und A5. Hier liegen neun der zehn Bin-

dungsstellen. Eine weitere liegt innerhalb der Core-A10-Region auf der A-

Subdomäne [Stachelhaus et al., 1999].

Die Aminosäuren in diesen zehn Positionen variieren von A-Domäne zu A-

Domäne, je nachdem, welches Substrat von der A-Domäne aktiviert werden

soll. Die Abfolge der Aminosäuren in diesen zehn Positionen legt also die

Substratspezi�tät der A-Domänen fest. Daher werden diese zehn Aminosäu-

ren auch als Stachelhauscode bezeichnet [Stachelhaus et al., 1999]. Position

eins und zehn des Stachelhauscodes sind dabei weitestgehend konserviert.

In Position eins be�ndet sich das Asp-235 und in Position zehn das Lys-

517. Diese beiden Aminosäuren sind für die Koordination und Bindung der

α-Aminogruppe und der Carboxygruppe der Substrataminosäure zuständig.

Alle anderen Positionen variieren stark [Stachelhaus et al., 1999].
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Die Selektivität einer A-Domäne ist nicht absolut. Die A-Domäne hat so-

zusagen eine gewisse Fehlertoleranz gegenüber ihrem Substrat. So können

oft chemisch sehr ähnliche Aminosäuren wie z.B. Leucin und Isoleucin in

unterschiedlichem Maÿ aktiviert werden. Um trotzdem am Ende der NRP-

Synthese ein korrektes Peptid zu bekommen, hat die C-Domäne (siehe auch

Kap. 1.6) desselben Moduls ebenfalls eine gewisse Substratselektivität und

Korrekturfunktion. So kann es bei einer Fehlaktivierung zum Abbruch der

NRP-Synthese kommen [Süÿmuth, 2017].

Die Substrate der A-Domänen sind häu�g proteinogene Aminosäuren oder

auch Carbonsäuren. Die Vielzahl ungewöhnlicher Aminosäuren, die typi-

scherweise in NRPs zu �nden sind, entstehen nach oder vor der Assem-

blierung durch Modi�kationen. Diese Modi�kationen werden durch andere

Domänenarten, wie MT-Domänen oder C-Domänen vorgenommen. Sie wer-

den in den Kapiteln 1.5 und 1.6 noch ausführlicher betrachtet.

Die modi�zierenden Enzymdomänen liegen oft C-terminal der A-Domänen.

Einige von ihnen sind aber auch in die A-Domänen eingebettet. Dadurch

entstehen Didomänen oder unterbrochene A-Domänen. Die Insertionspunk-

te dieser modi�zierenden Domänen liegen sehr häu�g zwischen den Core-

Regionen der A-Domänen [Labby et al., 2015].

MT-Domänen (siehe auch Kap. 1.5) kommen häu�g zwischen der Core-A8-

und Core-A9-Region der A-Domäne vor, seltener auch zwischen der Core-

A2- und Core-A3-Region, wie im Falle von Thiocoralin [Lombo et al., 2006].

Hier liegt die MT-Domäne aus TioN [Al-Mestarihi et al., 2014], die den selte-

nen Fall einer S-Methylierung darstellt, zwischen der Core-A2- und Core-A3-

Region der A-Domäne. Im selben BGC be�ndet sich auch eine MT-Domäne,

die eine zweifache Methylierung vornimmt [Mori et al., 2017]. Im BGC von

Microcystin [Tillett et al., 2000] konnte eine zwischen der Core-A8- und Core-

A9-Region unterbrochene A-Domäne in McyA gefunden werden, die genau

wie bei den frs-BGC eine N-Methylierung des sehr seltenen Dehydroalanins

vornimmt [Labby et al., 2015].
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Weitere modi�zierende Domänen, die in A-Domänen gefunden werden konn-

ten, sind beispielsweise Reduktasedomänen, wie im Falle von Cereulid [Ma-

garvey et al., 2006]. Diese liegt zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region

[Labby et al., 2015]. Im Falle von Myxothiazol [Silakowski et al., 1999] wurden

Oxygenasedomänen zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region identi�ziert,

von denen die Monooxygenasen in der Core-A4- und Core-A5-Region einge-

bettet waren [Labby et al., 2015].

A-Domänen sind ein Teil des groÿen NRPS-Enzymkomplexes, aber auch als

isoliertes Enzym funktional. Eine Funktionsanalyse ist daher über den gut

etablierten A-Domänenassay nach Phelan möglich [Phelan et al., 2009]. Dazu

wird die A-Domäne mit dem zu testenden Substrat und γ18O4-ATP inkubiert.

Der γ18O4-ATP-Verbrauch und das dadurch entstehende, leichtere 16O4-ATP

kann detektiert werden. Bleibt die Adenylierungsreaktion, wie im Falle eines

falschen Substrates, aus, wird das γ18O4-ATP nicht verbraucht, und es kann

kein 16O4-ATP detektiert werden (siehe auch Kap. 5.6.8).

Um voll funktionstüchtig zu sein, benötigen manche A-Domänen ein Helfer-

protein, das sogenannte MLP (siehe Kap. 1.8). Das Gen, welches für ein ca.

8 kDa groÿes Protein kodiert, ist Teil von vielen NRPS-BGC und wurde erst-

mals für ein BGC aus Mycobacterium tuberculosis beschrieben [Quadri et al.,

1998]. MLPs haben Ein�uss auf die Konformation, Löslichkeit, Spezi�tät und

Funktion der A-Domänen [Schomer and Thomas, 2017]. Das MLP wird oft

unabhängig von der A-Domäne exprimiert, bindet aber in einem stöchiome-

trischen Verhältnis von 1:1 mit der A-Domäne [Boll et al., 2011]. Im Falle von

SlgN1, eines Hybrid-PKS/NRPS-Systems des Antibiotikums Streptolydigin

[Deboer et al., 1955], kommt das MLP am N-terminalen Ende der A-Domäne

als Fusionsprotein vor [Herbst et al., 2013].

Da A-Domänen die entscheidenden Enzyme sind, die für die Substratwahl

der NRPSs verantwortlich sind, wurde viel unternommen, um die Funkti-

onsweise und Konformationsänderungen von A-Domänen zu verstehen und
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daraus Bioengineeringansätze zu entwickeln. Problematisch ist hier vor allem

der strukturelle Erhalt und das Zusammenspiel der einzelnen Domänen, das

reibungslos funktionieren muss. Im Kapitel 1.10 soll auf dieses Thema weiter

eingegangen werden.

1.5 Methyltransferase-Domänen (MT-Domänen)

MT-Domänen sind ca. 45 kDa groÿ [Süÿmuth, 2017] und für die Methylierung

der Aminosäurebausteine während der Biosynthese von NRPs zuständig. Es

existieren N-, O-, und C-methylierende Domänen [Ansari et al., 2008].

Die meisten MT-Domänen sind in die A-Domäne zwischen der Core-A8- und

Core-A9-Region integriert. Es gibt aber auch MT-Domänen, die zwischen

der Core-A2- und Core-A3-Region positioniert sind [Labby et al., 2015]. Die

N-Methylierung ist die bekannteste Art der Methylierung und kommt nicht

nur bei NRPS vor. Einen Überblick hierüber gibt der Review von Chatterjee

et al [Chatterjee et al., 2013].
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Abbildung 8: Bei der Methylierung wird eine Methylgruppe (rot) durch die
MT-Domäne von SAM auf die Aminogruppe übertragen.

Bei der Methylierung von Aminosäuren in der NRP-Synthese wird, wäh-

rend die Aminosäure am PCP gebunden vorliegt, eine Methylgruppe von

einem S-Adenosyl-methionin (SAM) als Methylgruppendonor auf die Ami-
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nosäure übertragen und als Abgangsgruppe wird S-Adenosyl-L-homocystein

abgespalten (siehe Abb. 8) [Ansari et al., 2008]. Das SAM wird in der MT-

Domäne durch vier konservierte Bereiche komplexiert, darunter das hoch-

konservierte GxGxG-Motiv [Velkov and Lawen, 2003]. Die N-Methylierung

wurde 2011 von Velkov et al. am Beispiel der Cyclosporin-Synthetase [La-

wen and Zocher, 1990] genauer beschrieben. Mit Hilfe von N-Methyltrans-

feraseinhibitoren wurde der E�ekt einer Blockierung der MT-Domäne auf die

Adenylierungsreaktion und Thioesterbildung sowie auf die Kondensationsre-

aktion untersucht. Die Bildung von Cyclosporin konnte durch Blockierung

der Methylierungsreaktion vollständig unterbrochen werden [Velkov et al.,

2011].

Ist eine Methylierung in der Biosyntheseabfolge vorgesehen, scheint sie für

den Verlauf der Synthese essentiell zu sein. Bei der Actinomycin-Synthetase

[Keller, 1987] wurde eine Valin aktivierende Domäne gegen eine N-Methyl-

Valin-Domäne ausgetauscht. Anstatt Valin wurde Methylvalin eingebaut, die

weitere Peptidsynthese wurde unterbrochen, da die folgenden Domänen be-

einträchtigt waren [Schauwecker et al., 2000]. Bei dem N-methylierten An-

thelmintikum PF1022A konnten Weckwerth et al. die komplette Synthese

zellfrei durchführen. Hier brach die Synthese allerdings ab, als kein SAM für

die Reaktion zugeführt wurde. Die Peptidsynthese ist in diesen Fällen an die

Methylierung gebunden [Weckwerth et al., 2000].

Das PKS-NRPS-BGC des Yersiniabactin enthält eine C-Methyltransferase.

Diese spaltet vermutlich den am C2 gebundenen Wassersto� des PCP ge-

bundenen Intermediates ab. Das daraus entstehende delokalisierte Carbanion

greift wiederum die elektrophile Methylsulfoniumgruppe des ebenfalls gebun-

denenen SAM an [Miller et al., 2001].

2018 gelang es Mori et al., eine Kristallstruktur von TioS, einer MT- unterbro-

chenen A-Domäne aus dem Thiocoralin-BGC, zu erstellen und zu analysie-

ren. Hier konnte erstmals gezeigt werden, wie die dreidimensionale Struktur

einer A-MT-Domäne aussieht. Die Domäne bildet ein hantelförmiges Kon-
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strukt, dessen Enden die Hauptdomäne der A- und die MT-Domäne bilden.

Die A-Subdomäne bildet das Verbindungsstück [Mori et al., 2018].

Im Falle des Thiocoralin-BGC konnten Mori et al. zwei interessante MT-

Domänen �nden. Einmal TioS, eine MT-Domäne, die in der Lage ist, eine

Zweifachmethylierung an einem Sticksto� vorzunehmen, und TioN, der ein-

zige Fall einer MT-Domäne, für die eine S-Methylierung zurzeit bekannt ist

[Al-Mestarihi et al., 2014]. Die N-methylierende Domäne liegt zwischen der

Core-A8- und Core-A9-Region und die S-methylierende Domäne zwischen

der Core-A2- und Core-A3-Region [Mori et al., 2017].

Das Prinzip der eingebetteten MT-Domänen machten sich Lundi et al. zunut-

ze, indem sie versuchten, eine monofunktionale A-Domäne ohne insertierte

MT-Domäne mit jeweils zwei unterschiedlichen fremden MT-Domänen zu er-

stellen. Dazu fügten sie einmal die O-methylierende Domäne von KtzH und

die N-methylierende Domäne von TioS zwischen die Core-A8- und Core-

A9-Region ein. Die A-Domäne war danach in der Lage, spezi�sch eine N-

bzw. O-Methylierung vorzunehmen [Lundy et al., 2018]. Zwischen der Core-

A8- und Core-A9-Region scheint also eine natürliche Schnittstelle für weitere

Bioengineeringansätze zu sein.

1.6 Kondensierungsdomänen (C-Domänen)

C-Domänen sind sehr vielseitige Domänen innerhalb der NRPS-Komplexe.

Sie sind ca. 450 Aminosäuren groÿ und sind N-terminal der A-Domänen

angeordnet, um die PCP-gebundene Aminosäure mit der wachsenden Pep-

tidkette zu verknüpfen [De Crecy-Lagard et al., 1995] [Marahiel et al., 1997].

Mit der ersten Kristallstrukturaufklärung einer C-Domäne von VibH (Vi-

briobactin-Synthetase) im Jahre 2002 konnte erstmals die Struktur der C-

Domänen identi�ziert und damit ihre Verwandtschaft zur Klasse der Chlor-

amphenicol-Acetyltransferase-Superfamilie festgestellt werden. Sie bilden mo-

nomere Pseudodimere, bestehend aus zwei Unterdomänen, die eine V-förmige

Tasche bilden, innerhalb derer die Kondensationsreaktion katalysiert wird
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[Keating et al., 2002].

Mit der Kristallstruktur der C-Domäne von CDA konnten mögliche Kon-

formationsänderungen während des Synthesezyklus am Computer simuliert

werden [Bloudo� et al., 2013].

Eine weitere Klassi�zierung der C-Domänen erfolgte 2007 auf Basis der phy-

logenetischen Verwandtschaftsverhältnisse [Rausch et al., 2007]. Allen C-Do-

mänen war bis dahin das konservierte HHxxxDG Motiv gemeinsam. Man

wusste, dass die Aufgaben der C-Domänen weitaus komplexer waren als nur

die Verknüpfung zweier Aminosäuren. 2003 konnte die C5 C-Domäne der

Tyrocidin-Synthetase eindeutig einer DCL C-Domäne zugeordnet werden, al-

so einer C-Domäne, die eine D-, mit einer L-kon�gurierten Aminosäure ver-

bindet [Clugston et al., 2003]. Rausch et al. konnten 2007 über eine phyloge-

netische Analyse weitere Subtypen von C-Domänen entschlüsseln und ihnen

typische Sequenzmotive zuordnen, so dass von da an eine bioinformatische

Vorhersage der Subtypen über einen "Hidden-Markov-Algorithmus" möglich

war [Rausch et al., 2007].

Die C-Domänen lassen sich über diese phylogenetische Analyse in mehre-

re Unterklassen einteilen: Die LCL-C-Domänen, die die Kondensation zweier

L-Aminosäuren katalysieren, und die DCL-C-Domänen, die die Kondensati-

onsreaktion zwischen einer D- und einer L-Aminosäure katalysieren. Darüber

hinaus gibt es Starter-C-Domänen, die stark verwandt sind mit den LCL-C-

Domänen, aber eine andere Substratspezi�tät aufweisen, da sie zum Beispiel

Acylierungen katalysieren [Rausch et al., 2007]. Starter-C-Domänen sind in

NRPS nicht zwangsläu�g vorhanden, da eine Peptidbindung mit einem vor-

angehenden Peptid nicht nötig ist.

E-Domänen kommen ebenfalls aus der Klasse der C-Domänen. Sie agieren

stark mit den C-Domänen zusammen [Linne and Marahiel, 2000]. Anhand der

Kristallstruktur der E-Domäne der Tyrocidin-Synthetase konnte gezeigt wer-

den, dass das ausschlieÿlich bei E-Domänen konservierte Glu-882 als Kataly-

sator wirkt und das His-743 im protonierten Zustand das Enolat-Intermediat
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der Isomerisation stabilisiert [Samel et al., 2014]. Da in den Bakterienzellen

vor allem L-Aminosäuren vorhanden sind, werden D-Aminosäuren eher selten

direkt eingebaut, sondern aus Epimerisierung einer L-kon�gurierten Amino-

säure gebildet. Daher folgen auf E-Domänen im nächsten Modul in der Regel
DCL-C-Domänen [Luo et al., 2002].

Auch Zyklisierungsdomänen (Cy-Domänen) können der Klasse der C-Domä-

nen zugeordnet werden. Sie teilen ebenso wie die E-domänen die Struktur

der C-Domänen, allerdings ist hier das katalytische HHxxxDG-Motiv durch

ein DxxxxDxxS-Motiv ersetzt, dessen Rolle bei der Katalyse nicht eindeutig

bestimmt werden konnte [Dowling et al., 2016]. 2017 konnte der putative Zy-

klisierungsmechanismus anhand der Kristallstruktur der BmdB-Cy2 Domäne

aus dem BGC der Bacillamid Synthetase gefunden werden. Dieser verläuft

über eine Säure-Base-Katalyse mit anschlieÿender Dehydratisierung. Anders

als bei den C-Domänen spielen hier vor allem die konservierten Aminosäuren

T1196 and D1226 eine Rolle [Bloudo� et al., 2017].

Darüber hinaus gibt es C-Domänen, die modi�zierende Reaktionen kataly-

sieren. Darunter be�nden sich vermutlich Dehydratisierungsreaktionen, wie

die Dehydroalaninbildung aus Serin (siehe Abb. 9).
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Abbildung 9: Putative Dehydroalaninbildung in NRPS: Dehydroalanin ist
eine ungewöhnliche Aminosäure, die auch in NRPs nicht sehr oft vorkommt.
Wahrscheinlich wird durch die vorangehende A-Domäne Serin aktiviert, wel-
ches in einem zweiten Reaktionsschritt putativ von der C-Domäne zu Dehy-
droalanin dehydratisiert wird.

Dehydroalanin ist eine für NRPs ungewöhnliche Aminosäure. Es gibt in der

Literatur unter den NRPs lediglich zwei Peptide, bei denen eine Dehydroala-

ninbildung untersucht wurde. Das erste ist das Microcystin, welches Dehy-
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droalanin als Baustein enthält. Man vermutet, dass die Dehydratisierung von

Serin zu Dehydroalanin über die C-Domäne erfolgt, dies konnte aber noch

nicht nachgewiesen werden [Tillett et al., 2000] [Crüsemann et al., 2018]. Das

zweite Peptid ist Nocardicin, ein β-Lactam-Antibiotikum. Hier katalysiert die

C-Domäne die Dehydratisierung von Serin zu Dehydroalanin als einem Inter-

mediat der β-Lactam-Bildung. Die C-Domäne des Nocardicin-BGC enthält

einen weiteren Histidinrest direkt N-terminal des HHxxxDG-Motivs, der ver-

mutlich die β-Elimination von Wasser und eine anschlieÿende β-Addition am

Seryl-(dehydroalanyl-)-β-Kohlensto� katalysiert [Gaudelli et al., 2015].

Aufgrund der vielseitigen Reaktionen, die C-Domänen katalysieren, war ihre

genaue Rolle in der NRP-Synthese lange unklar. 1997 kam in einem Review

von Mahariel et al. schon das katalytische Motiv HHxxxDG zur Sprache, von

dessen zweitem Histidinrest man eine katalytische Funktion als Base für eine

nucleophile Reaktion in der Kondensationsreaktion zweier Aminosäuren ver-

mutete [Marahiel et al., 1997]. Der genaue Kondensationsmechanismus war

trotzdem lange unklar.

Der zweite Histidinrest des konservierten Motivs His-147 konnte 1998 von

Stachelhaus et al. eindeutig dem katalytischen Zentrum zugeordnet werden.

Eine Kondensationsreaktion fand ohne das His-147 nicht statt [Stachelhaus

et al., 1998]. Eine weitere Mutationsanalyse diverser, aus 80 C-Domänen ge-

fundener, konservierter Aminosäuren von Bergendahl et al. konnte das noch

einmal bestätigen und ebenfalls eine katalytische Funktion des His-147 zei-

gen, sowie eine strukturelle Unterstützung der Kondensationsreaktion über

das Arginin R62 und das Aspartat D151. Eine Mutation von diesen Ami-

nosäuren bewirkte einen Ausfall der Kondensationsreaktion. Weitere Muta-

tionen von konservierten Motiven führten vor allem zu unlöslichem Protein

oder zu gröÿeren strukturellen Änderungen im Protein [Bergendahl et al.,

2002].

Der zweite Histidinrest des konservierten Motivs ist zwar essenziell, aber sei-

ne katalytische Funktion als Base wurde 2007 von Samel et al. für unwahr-
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scheinlich erachtet. Da die Kondensationsreaktion eine weite pH-Toleranz

hat, schlossen sie eine generelle Säure-Base-Katalyse aus. Sie vermuteten

einen Mechanismus ähnlich dem der ribosomalen Peptidsynthese über elek-

trostatische Stabilisierung des Substrates in einem tetrahedralen Übergangs-

zustand [Samel et al., 2007]. 2016 konnte dann durch Bloudo� et al. an der

Kristallstruktur der C-Domäne des Calcium-Dependent Antibiotic CDA-C1

gezeigt werden, dass der Histidinrest vor allem dafür verantwortlich ist, die

α-Aminogruppe des Substrates so in Position zu halten, dass ein nucleophiler

Angri� erfolgen kann (siehe Abb. 10) [Bloudo� et al., 2016].
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Abbildung 10: Kondensationsreaktion: Mit Hilfe der C-Domänen wird die
Peptidbindung zwischen dem entstehenden Peptid des vorangehenden Mo-
duls und der aktivierten Aminosäure des folgenden Moduls geknüpft.

C-Domänen katalysieren die Kondensationsreaktion und tragen in dieser

Funktion auch zu einer Fehlerkorrektur durch von A-Domänen falsch ak-

tivierten Substrataminosäuren bei. Sie enthalten zwei Bindungstaschen, eine

an der N-terminalen Donorseite und eine stark stereoselektive auf der C-

terminalen Akzeptorseite. Letztere weist ebenfalls eine Selektivität gegenüber

der Seitenkette des Aminoacyl-Thioesters auf [Ehmann et al., 2000] [Lautru

and Challis, 2004]. Die von der A-Domäne zur Verfügung gestellte aktivierte

Aminosäure wird dadurch noch einmal "Korrektur gelesen". Die Donorseite

ist gegenüber dem Substrat weitaus toleranter. Sowohl Gröÿe als auch Kon-

stitution des hier ankommenden Peptids scheinen keinen Ein�uss auf eine
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Kondensationsreaktion zu haben [Linne and Marahiel, 2000]. Die Selektivi-

tät an der Akzeptorseite scheint auch eine Rolle zu spielen, wenn es um die

Initiation der Bildung eines NRPs geht. So kann zum Beispiel ein Elonga-

tionsmodul keine Initiationsreaktion ausführen. Durch Abtrennung der N-

terminalen C-Domäne eines Elongationsmoduls konnte dieses in ein Initiati-

onsmodul umgewandelt werden [Linne and Marahiel, 2000] [Luo et al., 2001]

[Lautru and Challis, 2004] [Belshaw et al., 1999] [Ehmann et al., 2000].

2016 konnten Bloudo� et al. erstmals durch Punktmutation des S309G in der

C-Domäne des Calcium-Dependent Antibiotic CDA-C1 die Substratspezi�tät

der C-Domäne von Alanin zu Serin abändern [Bloudo� et al., 2016].

1.7 Peptidyl Carrier Protein oder PCP-Domänen

PCP-Domänen bilden �exible Domänen, die das Peptid während der NRP-

Synthese zu den einzelnen Domänen transportieren. Sie bestehen aus 80-100

Aminosäuren, [Lai et al., 2006] die vier Helices bilden.
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Abbildung 11: Phosphopantetheinylierung: An die inaktive PCP-Domäne
wird unter Mitwirkung einer PPTase ein Phosphopantetheinrest an einen
hochkonservierten Serinrest des Apo-PCP gebunden. In dieser Form ist die
PCP-Domäne in der Lage, sowohl entstehende Peptide als auch aktivierte
Aminosäuren kovalent zu binden.
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Die vier helikalen Strukturen der PCP-Domänen haben auf der nach innen

liegenden Seite hydrophobe Seitenketten und, zur äuÿeren Umgebung gerich-

tet, polare Seitenketten [Weber et al., 2000]. In dieser Form ist eine PCP-

Domäne noch inaktiv. Sie wird durch Phosphopantetheinyl-Transferasen [Lam-

balot et al., 1996] in ihre aktive Form umgewandelt. Dabei wird ein Phos-

phopantetheinrest auf das Ser45 des konservierten Motivs GxxS übertragen

[Weber et al., 2000]. Dieser Phosphopantetheinrest hat eine terminale reakti-

ve SH-Gruppe [Abe et al., 2018], die für die kovalente Fixierung der Amino-

säure verantwortlich ist (siehe Abb. 11). PCPs besitzen wahrscheinlich keine

eigene Substratspezi�tät [Doekel and Marahiel, 2000].

Tan et al. konnten anhand der Kristallstruktur der A-PCP Domäne von

McyG mit dem Intermediat L-Phe-AMP erste Einblicke in das Zusammen-

spiel von A-Domäne, PCP und deren katalytischen Regelkreis erhalten [Tan

et al., 2015]. Owen et al. versuchten nach Austausch verschiedener PCP-

Domänen im Indigoidin-Cluster, den Farbsto� weiterhin zu produzieren. Sie

stellten fest, dass die Produktion des Indigoidins aufrecht erhalten werden

konnte, sobald eine PCP-Domäne eingefügt wurde, die ursprünglich N-termi-

nal einer TE-Domäne stand. Mit PCP-Domänen, die ursprünglich N-terminal

einer C-Domäne lagen, kam die Produktion zum Erliegen. Es scheint also

einen Unterschied zwischen PCP-Domänen, auf die eine C-Domäne folgt,

und zwischen solchen, auf die eine TE-Domäne folgt, zu geben [Owen et al.,

2016].

1.8 MbtH-ähnliche Proteine

MbtH ähnliche Proteine, auch MLPs (MbtH like proteins) genannt, sind Pro-

teine, die eine sehr hohe Ähnlichkeit zum Protein MbtH aus demMycobactin-

BGC aus Mycobacterium tuberculosis aufweisen [Quadri et al., 1998]. Gene

für MLPs sind sehr oft in NRPS-BGC zu �nden und besitzen eine Funktion

als Helferprotein für manche A-Domänen.

MLP-Gene kodieren für ein ca. 8 kDa groÿes Peptid. Die Funktion dieses Pep-
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tids war lange unklar, da eine NRP-Synthese oft trotz Knockout des MLP-

Gens funktionierte. Dies wurde am Beispiel der Biosynthese des Glycopeptids

Balhimycin gezeigt. Nach einem Knockout des MLP-Gens im Balhimycin-

BGC wurde die Synthese des Wildtyps nicht beeinträchtigt [Stegmann et al.,

2006]. Der Grund dafür war aber keineswegs, dass MLPs für die Biosynthe-

se unwichtig sind, sondern, dass sie funktional gegeneinander austauschbar

sind. So konnten Wolpert et al. an der Biosynthese von Clorobiocin zeigen,

dass die Clorobiocinsynthese erst stoppte, als sämtliche im Wirtsorganismus

vorhandene MLP-Gene inaktiviert wurden [Wolpert et al., 2007]. Zu einem

ähnlichen Ergebnis kamen auch Lautru et al., indem sie herausfanden, dass

nur ein MLP-Gen für die Produktion des Peptidsiderophores Coelichelin und

dem Calcium-Dependent Antibiotic notwendig ist. Die MLPs waren gegen-

einander austauschbar [Lautru et al., 2007]. In der Glidobactin Biosynthese

konnte nur durch Coexpression des Initiationsmoduls GlbF mit MLP lösli-

ches und aktives Protein gewonnen werden [Imker et al., 2010].

Zhang et al. und Felnagle et al. konnten zeitgleich nachweisen, dass MLPs

in der Adenylierungsreaktion mancher A-Domänen benötigt werden [Zhang

et al., 2010] [Felnagle et al., 2010]. Es gibt also A-Domänen, die ohne MLPs

funktionieren und solche, die ein MLP benötigen. Boll und Kollegen änder-

ten durch eine einfache Mutation des Leucin-383 zu Methionin eine MLP-

abhängige A-Domäne in eine MLP-unabhängigen A-Domäne ab. Sie fanden

heraus, dass A-Domäne und MLP in einem stöchiometrischen Verhältnis von

1:1 binden [Boll et al., 2011]. MLPs scheinen eine gewisse chaperonähnliche

Eigenschaft zu besitzen, indem sie die Löslichkeit, Stabilität und Aktivität

mancher A-Domänen beein�ussen [Heemstra et al., 2009].

2013 zeigten D. Herbst und Kollegen anhand der Kristallstruktur des Ade-

nylierungsenzyms SlgN1 [Herbst et al., 2013], das in die Biosynthese des

Antibiotikums Streptolydigin involviert ist, dass die Aminosäuren Trp-25,

Trp-35 des MLP-Proteins und Ala-433 der A-Domäne für die Domäneninter-

aktion mit dem MLP verantwortlich sind. Das MLP hat keinen Kontakt zum

Substrat der A-Domäne. 2016 wurde in einem ähnlichen Ansatz anhand der
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NRPS EntF die komplette, hochdynamische Domänenarchitektur von EntF

mit assoziiertem MLP YbdZ aufgeklärt [Miller et al., 2016]. Durch Kristal-

lisation und Röntgenstrukturanalyse konnten Tarry et al. heraus�nden, wie

MLPs in der Gesamtstruktur der Domänen eingebettet sind [Tarry et al.,

2017].

MLP-Proteine haben auch eine funktionelle Varianz. Schomer et al. tauschten

das MLP YbdZ der Enterobactinsyntethase gegen andere MLPs aus. Sie wie-

sen nach, dass die A-Domäne der Enterobactinsynthetase aus EntF durch un-

terschiedliche MLPs unterschiedlich gut ihr Substrat aktivieren konnte. Das

zeigte sich in starken Ausbeuteschwankungen in der Enterobactin-Produktion.

MLPs scheinen also unterschiedlich in der Lage zu sein, die Löslichkeit oder

die Katalyse der Adenylierungsreaktion zu bein�ussen. Die Komplexität der

Interaktion ist bis jetzt nicht restlos geklärt [Schomer and Thomas, 2017].
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1.9 Thioesterasen (TE-Domänen)

TE-Domänen sind die endständigen Domänen der NRPS. Sie sind ca. 30 kDa

groÿ und agieren als α/β -Hydrolasen [Süÿmuth, 2017]. Sie sorgen für die Pro-

duktfreisetzung des fertigen Peptids durch eine nucleophile Reaktion. Nach

Bindung der Peptidkette an das Serin des aktiven Zentrums der TE-Domäne

wird die Freisetzung des Produkts entweder durch Hydrolyse oder Aminoly-

se bei linearen Peptiden, oder auch durch intramolekulare Zyklisierung des

Peptids erreicht (siehe Abb. 12) [Kopp and Marahiel, 2007] [Süÿmuth, 2017].
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Abbildung 12: Durch Hydrolyse oder Aminolyse bei linearen Peptiden oder
eine intramolekulare Zyklisierungsreaktion wird das fertige Peptid freigesetzt.

1.10 Vorstufengerichtete Biosynthese von NRPs und Bio-

engineering von NRPS

Der Wunsch, neue Natursto�analoga zu synthetisieren, führte im Laufe der

Zeit dazu, modulare Biosynthesesysteme, wie sie die NRPS-BGC darstellen,

durch vorstufengerichtete Biosynthese, Mutasynthese und genetische Mani-

pulation zu beein�ussen oder abzuändern.

Zu Beginn konzentrierte man sich jedoch auf die einfache Zufütterung von

Vorstufen. Bei diesem Prinzip werden dem nativen Natursto�produzenten be-

stimmte Aminosäuren und andere Vorstufen zur Verfügung gestellt, die den
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natürlichen Substraten ähneln, aber sich hinsichtlich der gewünschten Substi-

tuenten unterscheiden. Die ersten Versuche mit dieser Methode wurden schon

durchgeführt, bevor man Gencluster kannte. Die vorstufengerichtete Synthe-

se funktionierte am besten in Fällen, in denen das zugefütterte Substrat

nur minimal anders war als das natürliche Substrat. So haben Beacco et al.

beispielsweise ein chloriertes Alkaloidanalogon eines Ergopeptins durch Füt-

terung einer Kultur von Claviceps purpurea mit D,L-p-Chlorophenylalanin

erhalten [Beacco et al., 1978]. Bister et al. tauschten das Chlorid im Fer-

mentationsmedium von Amycolatopsis balhimycina [Wink et al., 2003] durch

andere Halogensalze aus und erhielten unterschiedliche Halogenierungsmus-

ter bei Balhimycin [Bister et al., 2003]. Auch bei Iturin A wurde mit der

Vorstufe 3-Fluoro-L-Tyrosin ein �uoriertes Produkt erzeugt [Moran et al.,

2009]. Bei Aureobasidin [Takesako et al., 1991], einem zyklischen Depsipep-

tid, konnten durch Zufütterung unterschiedlicher Aminosäuren sogar ganze

Aminosäurebausteine in der Peptidsequenz ausgetauscht werden [Takesako

et al., 1996]. Grüschow et al. zeigten 2009 am Beispiel des Antibiotikums

Pacidamycin [Karwowski et al., 1989] [Chen et al., 1989] [Fernandes et al.,

1989], dass durch Zufütterung von in unterschiedlichen Positionen substitu-

iertem Bromo-Tryptophan abweichende Ausbeuten im Vergleich zur Produk-

tion des nativen Pacidamycins erzielt werden konnten. Bei Zufütterung von

Aminosäurevarianten, in denen sich der Brom-Substituent in Position zwei

und sieben befand, war die Produktion teilweise höher als die des natürlichen

Pacidamycins, wohingegen das Protein bei Substituenten in den Positionen

vier, fünf und sechs in deutlich geringerem Ausmaÿ produziert wurde [Grü-

schow et al., 2009].

Auch in vitro konnten durch Fütterungsexperimente Analoga hergestellt wer-

den. Durch Zugabe von L-Alanin, L-Threonin, L-Valin oder L-Norvalin an-

statt L-2-Aminobuttersäure, zu einer Enzymfraktion des Rohextrakts von

Tolypocladium in�anatum erhielt man unterschiedliche Cyclosporin-Derivate

[Billich and Zocher, 1987]. Traber et al. benutzten dieses System dazu, in

Fermentationskulturen diese Cyclosporine in ausreichender Menge zu synthe-

tisieren, um Strukturaufklärung betreiben zu können [Traber et al., 1989].
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Bei Enniatin, einem zyklischen Hexadepsipeptid, wurden in vitro durch Pre-

cursorzugabe in einer Reaktion mit der Enniatin-Synthetase und in vivo-

Versuchen durch Fütterung einer Kultur von Fusarium sambucinum und

scirpi diverse Enniatin-Analoga erzeugt. So konnten verschiedenen Amino-

säuren gegeneinander ausgetauscht werden und die D-2-Hydroxyisovalerate

gegen D-2-Hydroxybuttersäure und D-Laktat ausgetauscht werden [Krause

et al., 2001]. Ein Review von Thiericke fasst die Thematik der vorstufenge-

richteten Biosynthese zusammen [Thiericke and Rohr, 1993].

Einen ähnlichen Ansatz wie die vorstufengerichtete Biosynthese verfolgt die

Mutasynthese, bei der die Vorstufen nicht den nativen, sondern mutierten Na-

tursto�produzenten zugefüttert werden. Auf diese Weise aktiviert das Enzym

Vorstufen, die vorher nicht als Substrat akzeptiert wurden.

Beispielsweise konnten Ankerbauer et al. einen Pseudomonas aeroginosa Mu-

tanten herstellen, dessen Biosynthesegen für die Salicylsäureproduktion aus-

geknockt war. Diese Mutante war in der Lage, exogen zugefütterte Salicylsäu-

reanaloga in Pyochelin einzubauen [Ankenbauer et al., 1991]. Das Glycopep-

tidantibiotikum Balhimycin konnte durch einen Knockout des β-Hydroxy-

Tyrosinbildenden Gens und Zufütterung von 3-Fluoro-β-hydroxy-Tyrosin als

Fluorbalhimycin erhalten werden [Weist et al., 2002]. Powell et al. knockten

eine MT-Domäne im BGC des Calcium-Dependent Antibiotic aus und er-

hielten durch Zufütterung von dreifach methyliertem Substrat trotzdem ein

vollständig methyliertes Calcium-Dependent Antibiotic. Des weiteren wurde

anstatt der dreifach methylierten Aminosäure eine dreifach �uoromethylier-

te Glutaminsäure erfolgreich zugefüttert [Powell et al., 2007]. Im Falle des

Antitumorwirksto�s Sibiromycin erzeugte man durch Knockout des Methyl-

transferasegens und anschlieÿender Zufütterung von 4-Methylanthranilsäure

einen Wirksto�, der weiterhin antitumorwirksam war, aber verringerte Kar-

diotoxizität aufwies [Yonemoto et al., 2012].

Sowohl die vorstufengerichtete Synthese, als auch die Mutasynthese funktio-

nieren nur begrenzt, da die Substrate wenig variabel sind. Mit der detaillier-

ten Aufklärung der BGCs versuchte man immer mehr auf genetischer Ebene
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die BGC zu manipulieren. Hier sind die Ausbeuten oft nicht sehr hoch, da

mit einem Engineering der NRPS die dreidimensionale Struktur der Enzyme

verändert wird und diese oft in ihrer Funktion beeinträchtigt sind. Die Ver-

suche reichen von einfachen Punktmutationen über die Rekombination von

Sequenzen im aktiven Zentrum der A-Domäne bis hin zum Austausch von

Domänen oder sogar Modulen [Süÿmuth, 2017].

Crüsemann et al. konnten im Falle des Hormaomycins A-Domänen �nden,

die sich nur im Bereich der für die Spezi�tät kodierenden Sequenzen stark

unterschieden, ansonsten aber eine hohe Identität aufwiesen. Diese natürli-

chen Rekombinationsschnittstellen wurden genutzt, um eine ca. 400 bp groÿe

Sequenz im kodierenden Bereich der A-Domäne auszutauschen, und damit

die Substratspezi�tät der A-Domänen abzuändern [Crüsemann, 2013]. Bei

Kries et al. wurde ähnlich wie bei Crüsemann et al. durch Austausch ei-

nes Sequenzabschnittes im Bereich des Stachelhauscodes der A-Domäne der

cyclo(D-Val-Pro)-Synthetase mit der kodierenden Sequenz der Phenylalanin

aktivierenden Domäne der Gramicidinsynthetase die Spezi�tät von Valin zu

Phenylalanin abgeändert [Kries et al., 2015]. Ein relativ kleiner Eingri� in

die NRPS der Tyrocidinsyntethase wurde von Villiers et al. vorgenommen.

Durch Mutation des Stachelhauscodes erfolgte eine Abänderung der Spezi�-

tät der Phenylalanin aktivierenden A-Domäne aus TycA zu Alanin [Villiers

and Hollfelder, 2011].

Nicht nur die A-Domänen spielen eine Rolle bei der Wahl des Substrates, son-

dern auch die C- und andere Domänen. Daher gab es zahlreiche Versuche,

vor allem A-Domänen zusammen mit ihren PCP-, C-, oder anderen Domänen

auszutauschen. So ist es beispielsweise gelungen, den endständigen Bereich

der Daptomycin-NRPS mit dem von zwei sehr ähnlichen NRPS des Anti-

biotikums A54145 und des Calcium-Dependent Antibiotic (CDA) zu erset-

zen. Während Daptomycin Kynurenin enthält, enthalten CDA und A54145

Tryptophan und entweder Isoleucin oder Valin. Zuerst wurde eine Knockout-

Variante des Daptomycin-BGC hergestellt, dessen C-terminales Gen dptD

fehlt, wodurch die Daptomycin Produktion zum Erliegen kam. Durch Co-
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expression mit einem Vektor, der dptD enthält, konnte die Daptomycin-

Produktion wieder hergestellt werden. Von den C-terminalen Genen des CDA-

BGC und des A54145 wurden ebenfalls Vektoren erstellt, die zusammen mit

dem Knockout-Vektor exprimiert wurden. Bei letzteren beiden wurden an-

statt Kynurenin Tryptophan und Isoleucin/Valin in das Peptid eingebaut

[Miao et al., 2006] [Coe�et-Le Gal et al., 2006].

Calcott et al. führten am Pyoverdin-BGC Studien zum Austausch von C-

und A-Domänen durch. Hier versuchte man die Spezi�tät der Threonin ak-

tivierenden C-terminalen A-Domäne des endständigen Moduls durch Aus-

tausch von entweder nur A-Domänen oder CA-Domänen abzuändern. Auch

hier wurde, ähnlich wie in den Versuchen bei Daptomycin, das C-terminale

Gen pvdD in ein separates Plasmid kloniert. Die A-, oder CA-Domäne des

C-terminalen Moduls wurde entweder durch eine andere A-Domäne oder eine

andere A-Domäne mit deren C-Domäne ersetzt. Die für den Austausch ver-

wendeten A- und C-Domänen wurden aus anderen Modulen des Pyoverdin-

BGC, oder aus homologen Pseudomonas-BGC genommen. Wurde die na-

tive A-Domäne gegen eine andere Threonin-aktivierende A-Domäne ausge-

tauscht, wurde weiterhin Pyoverdin produziert, wenn auch mit unterschiedli-

chen Ausbeuten. A-Domänen mit anderen Spezi�täten wurden durch dieses

System nicht akzeptiert und produzierten ebenfalls ausschlieÿlich Pyoverdin,

allerdings nur in Spuren. Wurde mit der A-Domäne ebenfalls die C-Domäne

ersetzt, konnte in zwei Fällen das Threonin einmal durch Serin und einmal

durch Lysin ersetzt werden. In anderen Fällen war jedoch der Austausch der

CA-Domäne erfolglos [Calcott et al., 2014].

Die Funktionalität einer NRPS wird insbesondere durch die dreidimensiona-

le Struktur und das komplexe Zusammenspiel der einzelnen Domänen un-

tereinander bestimmt. Werden durch Modi�kationen die Struktur oder die

Beweglichkeit einzelner Domänen stark verändert oder eingeschränkt, kann

das zu einem Funktionsverlust der Enzyme führen [Winn et al., 2016]. Tan et

al. zeigten durch die Kristallstrukturanalyse der A-PCP-Domäne aus McyG

des Microcystin, wie A- und PCP-Domäne interagieren. So ist beispielsweise
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die Core-A9-Region der A-Domäne an der Interaktion mit der PCP betei-

ligt [Tan et al., 2015]. Die Manipulation der Linkerregion zwischen PCP und

C-Domänen des Daptomycin-BGC führten zu keiner gröÿeren Beeinträchti-

gung der Daptomycin-Produktion [Doekel and Marahiel, 2000]. Eine weitere

Kommunikationsstruktur der Domänen untereinander ist in den Kommuni-

kationsdomänen (communication-mediating domains = COM-Domänen) zu

sehen. Zwischen den Domänen be�nden sich jeweils miteinander kompati-

ble COM-Domänen, die miteinander interagieren können. Hier führten kleine

Modi�kationen innerhalb der Domänen-Sequenz dazu, dass keine Interaktion

zwischen den COM-Domänen-Partnern mehr stattfand [Hahn and Stachel-

haus, 2006].

Bozhüyük et al. gelang es, ein Grundprinzip aus den bisherigen Kenntnissen

abzuleiten. Die Module wurden an neu de�nierten Linkerregionen separiert.

Dadurch entstanden CA- oder CAT-Module, die gleich einem Baukastenprin-

zip aneinander gesetzt wurden, ohne die übergeordnete Domänenarchitektur

zu beein�ussen. Mit diesem Ansatz lieÿen sich künstliche Peptide mit Aus-

beuten zwischen 20mg/L und 50mg/L generieren [Bozhüyük et al., 2018].

Viele Bioengineeringansätze führen heute schon zu guten Ergebnissen. Es ist

unerlässlich, die Komplexität der NRPS-Systeme zu verstehen, wenn man

diese für eine erfolgreiche rekombinante Produktion von Natursto�en nutzen

will.
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2 Zielsetzung der Arbeit

FR ist ein Natursto� aus A. crenata, der von symbiontischen Bakterien die-

ser P�anze gebildet wird. Aufgrund seiner einzigartigen Hemmung von Gq-

Proteinen, welche maÿgeblich an der Signaltransduktion von GPCRs beteiligt

sind, ist die Aufklärung der Biosynthese als Basis für das Bioengineering von

Analoga essenziell. Zu Beginn dieser Arbeit lag nur das BGC aus Cand. B.

crenata vor. Erste bioinformatische Untersuchungen lieÿen vermuten, dass es

sich um das BGC des FR-Peptids handelt.

Das Hauptziel dieser Arbeit ergab sich mit dem Fund des zweiten frs-BGC

im Genom von C. vaccinii. Die BGC von Cand. B. crenata und von C.

vaccinii sollten bioinformatisch analysiert und auf DNA- und Proteinebe-

ne verglichen werden. Daraus sollten sowohl Erkenntnisse über die Details

der Biosynthese des FR-Peptids, als auch neue Erkenntnisse über mögliche

Bioengineeringansätze gewonnen werden. Aus der detaillierten Strukturana-

lyse der BGCs sollten auch Hinweise auf mögliche evolutionäre Vorgänge in

der Entstehung der BGCs gewonnen werden.

Ein zweites Ziel dieser Arbeit war es, die Spezi�tät der A-Domänen aus

FrsA und FrsD durch Expression zu belegen und die OH-Leucin-Biosynthese

während der FR-Biosynthese nachzuvollziehen. Dies war notwendig, da die

erste bioinformatische Analyse der A-Domänen nicht erkennen lieÿ, ob OH-

Leucin oder Leucin von der A-Domäne aktiviert wird. Dies sollte auch die

Rolle von FrsH im frs-BGC beleuchten.
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analyse der Biosynthesegenclus-

ter bcfrs und cvfrs von FR

Carlier et al. konnten 2016 das Genom des Endosymbionten von A. crenata

sequenzieren. Auf einem Plasmid wurde ein 35,800 kb groÿes BGC (bcfrs-

Gencluster) gefunden [Carlier et al., 2016]. Eine Analyse mit antiSMASH

ergab, dass dieses BGC eine NRPS darstellt und aus acht Modulen und ins-

gesamt 31 Domänen aufgebaut ist. Die NRPS weist eindeutige Kolinearität

mit der Struktur von FR auf, die hier durch bioinformatische und in-vitro-

Analyse bestätigt werden soll (siehe Abb. 4). Weiterhin wurden in unserer

Arbeitsgruppe in einem anderen Bakterium Teile einer BGC-Sequenz ge-

funden, die eine groÿe Ähnlichkeit mit dem bcfrs-Gencluster aus Cand. B.

crenata aufweist. Dieses letztere Gencluster (cvfrs) stammt aus C. vaccinii

und lag zu Beginn dieser Arbeit lückenhaft auf mehreren Contigs vor. Diese

Lücken konnten durch uns mit Hilfe von PCR vollständig geschlossen werden.

Im Folgenden sollen beide BGC bioinformatisch analysiert werden.

3.1.1 Analyse der bcfrs- und cvfrs-Biosynthesegencluster aus Cand.

B. crenata und C.vaccinii mit antiSMASH

Die antiSMASH-Analyseplattform (antibiotics & Secondary Metabolite Ana-

lysis Shell) kann die BGC aller bekannten sekundären Metabolitklassen in

Gensequenzen identi�zieren und lokalisieren (siehe Kap. 5.1). Die Annotati-

on erfolgt nach der Durchführung von Alignments mit bekannten BGC aus

einer Datenbank [Medema et al., 2011]. Seit der Einführung wurde antiS-

MASH kontinuierlich weiterentwickelt. Die Uploadformate wurden erweitert

und Subcluster, die an der Bildung von Baueinheiten beteiligt sind, können

analysiert werden [Blin et al., 2013]. Es wurde der Cluster Finder Algorith-

mus entwickelt, um mögliche BGC unbekannter Typen sowie Ähnlichkeiten

zwischen dem identi�zierten BGC und schon bekannten BGC zu �nden. Der

Algorithmus basiert auf dem Hidden Markov Modell und auf der Annahme,

dass auch BGC für unbekannte Metabolitklassen die gleichen Enzymfamili-
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en beinhalten. Mittlerweile können auch aktive Zentren aufgrund bekannter

Schlüsselmotive lokalisiert und annotiert werden [Weber et al., 2015]. 2017

wurde antiSMASH um eine Datenbank erweitert, die von antiSMASH anno-

tierte BGC zur Verfügung stellt [Blin et al., 2017b]. Der Review von Blin

et al. dokumentiert nochmals alle Leistungsmerkmale von antiSMASH [Blin

et al., 2017a].

Die Analyse der frs-Genclustersequenzen durch antiSMASH zeigt, dass beide

NRPS-BGC den gleichen Aufbau und die gleiche Anzahl an Domänen haben.

Beide BGC bestehen aus jeweils acht Genen, acht Modulen und 31 Domänen.

Sie enthalten ebenfalls beide zwei TE-Domänen, was auf zwei NRPS-Systeme

hindeutet. Die erste monomodulare NRPS FrsA ist für die Synthese des N-

Propionyl-hydroxyleucin zuständig. Dies soll später anhand der bioinformati-

schen Analyse der C-Domänen und anhand von in-vitro-Untersuchungen der

A-Domäne bestätigt werden. Diese Seitenkette des FR-Moleküls wird dann

vermutlich unter Mitwirkung der TE1-Domäne ähnlich wie in der Salinamid

Biosynthese [Ray et al., 2016] auf das zirkuläre Heptapeptid übertragen, wel-

ches von der zweiten NRPS gebildet wird. Die zweite, weitaus gröÿere NRPS

mit jeweils sieben weiteren Elongationseinheiten bildet entsprechend unserer

Biosynthesehypothese das Depsipeptid mit sieben weiteren Aminosäuren.
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Verwendeter Algorithmus FrsA FrsD FrsE 1 FrsE 2 FrsF 1 FrsF 2 FrsG 1 FrsG 2
Stachelhaus code boh-d-leu| boh-d-leu| N/A gln|ser N/A N/A boh-d-leu| nme-thr

d-leu|leu d-leu|leu d-leu|leu
NRPSPredictor 3 SVM leu leu N/A ser ala ala leu thr
pHMM tyr tyr trp ser ala ala tyr thr
SANDPUMA ensemble leu leu N/A ser N/A N/A leu thr
ID to nearest neighbour (%) 51.69 51.69 53.09 58.6 53.83 54.1 51.27 58.68

Tabelle 1: A-Domänen Spezi�tätsvorhersage nach unterschiedlichen Algorithmen durch antiSMASH von Cand. B.
crenata. Für die ADomänen von FrsD-FrsG werden jeweils in gleicher Reihenfolge Leucin oder Hydroxyleucin
(Leu/OH-Leu), Phenylalanin (Phe) oder Tryptophan (Trp), Serin (Ser), Alanin (Ala), Alanin, Leucin oder Hydroxy-
leucin und Threonin (Thr) vorhergesagt. Der pHMM-Algorithmus weicht bei FrsA, D und G1 von den Vorhersagen
der anderen Algorithmen ab. Schwierigkeiten in der Vorhersage gibt es bei FrsE1. Das Substrat konnte hier nicht
eindeutig identi�ziert werden, wobei die Aromatizität erkannt wurde. Abkürzungen: boh-d-Leu=β-Hydroxyleucin;
bht= Hydroxytyrosin [Blin et al., 2013]; N/A = keine Angabe
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Verwendeter Algorithmus FrsA FrsD FrsE 1 FrsE 2 FrsF 1 FrsF 2 FrsG 1 FrsG 2
Stachelhaus code N/A N/A N/A gln|ser ala|gly ala|gly N/A thr
NRPSPredictor 3 SVM leu leu phe ser ala ala leu thr
pHMM bht bht trp ser ala ala bht thr
SANDPUMA ensemble leu leu phe ala N/A N/A leu thr
ID to nearest neighbour 49.24 49.24 56.09 60.47 56.24 57.14 49.24 59.78

Tabelle 2: A-Domänen Spezi�tätsvorhersage nach unterschiedlichen Algorithmen durch antiSMASH von C. vacci-
nii. Für die A-Domänen von FrsD-FrsG werden jeweils in gleicher Reihenfolge Leucin (Leu), Phenylalanin (Phe)
oder Tryptophan (Trp), Serin (Ser), Alanin (Ala), Alanin, Leucin und Threonin (Thr) vorhergesagt. Der pHMM-
Algorithmus weicht bei FrsA, D und G1 von den Vorhersagen der anderen Algorithmen ab. Schwierigkeiten in der
Vorhersage gibt es bei FrsE1. Das Substrat konnte hier nicht eindeutig identi�ziert werden, wobei die Aromatizität
erkannt wurde. Abkürzungen: bht= Hydroxytyrosin [Blin et al., 2013] ; N/A = keine Angabe

43



Vergleicht man bioinformatisch die Spezi�tät der A-Domänen, so ergibt sich

für beide BGC eine ähnliche Prognose (siehe Tabellen 1 und 2). Für die A-

Domänen von FrsD-FrsG werden jeweils in gleicher Reihenfolge Leucin oder

Hydroxyleucin, Phenylalanin oder Tryptophan, Serin, Alanin, Alanin, Leu-

cin oder Hydroxyleucin und Threonin vorhergesagt. Abweichungen von dieser

Hypothese zeigt vor allem der pHMM-Algorithmus. In manchen Fällen konn-

te durch die Algorithmen keine Zuordnung für ein Substrat getro�en werden.

Die meisten Substrate wurden von mindestens zwei der Algorithmen im Sinne

der Hypothese bestätigt. Die einzige Abweichung zeigt sich bei FrsE1 (Modul

3). Anstatt Phenyllaktat, d.h. dem in FR vorhandenen Baustein, wurde hier

Phenylalanin oder Tryptophan als Substrat erkannt. Eine Vorhersage scheint

hier aufgrund mangelnder Datenlage noch nicht möglich zu sein. Allerdings

wurde sowohl für das bcfrs-Gencluster von Cand. B. crenata, als auch für

das cvfrs-Gencluster von C. vaccinii mit Phenylalanin und Tryptophan ei-

ne aromatische Aminosäure vorhergesagt, die dem Phenyllaktat sehr ähnlich

ist.

Die zweite A-Domäne von FrsE (Modul 4) aktiviert laut antiSMASH-Analyse

Serin. Das FR-Peptid enthält an dieser Stelle jedoch N-Methyl-Dehydroalanin.

Eine ähnliche Konstellation �ndet sich in der Biosynthese für Microcystin

wieder [Tillett et al., 2000], für das ebenfalls Serin als Substrat vorhergesagt

wird. Da in den frs-BGC kein o�ensichtliches Enzym für die Bildung von

Dehydroalanin aus Serin vorhanden ist, kann vermutet werden, dass ein ähn-

licher Biosynthese-Mechanismus vorliegt [Crüsemann et al., 2018]. Für das

Microcystin wird postuliert, dass unter Mitwirkung einer C-Domäne eine De-

hydratisierung des Serins zu Dehydroalanin statt�ndet [Tillett et al., 2000]

[Crüsemann et al., 2018]. Dieser Mechanismus ist jedoch noch nicht belegt.

Eine weitere bioinformatische Analyse der C-Domänen wird in Kapitel 3.4

vorgenommen.

FrsE und FrsF enthalten jeweils eine von vier MT-Domänen im BGC. Die-

se folgen auf die A-Domänen A4 und A6, wohingegen in FrsG zwei MT-

Domänen vorhanden sind. Das entspricht genau dem Methylierungsmus-

ter von FR, welches ein einfach methyliertes N-Methyldehydroalanin, ein
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einfach methyliertes N-Methylalanin, sowie ein zweifach methyliertes N,O-

Dimethylthreonin enthält. Man kann also vermuten, dass die Methylgruppen

nach der Aktivierung der Aminosäure eingefügt werden, während die Ami-

nosäure am PCP gebunden vorliegt, wie es auch für andere NRPS bereits

beschrieben wurde [Marahiel et al., 1997] [Süÿmuth, 2017]. Eine weitere bio-

informatische Analyse der MT-Domänen beinhaltet Kapitel 3.3.

Zwischen den beiden NRPS-Genen liegt frsB, welches für ein MbtH ähnliches

Protein codiert. Es folgt frsC, ein Gen für eine putative Malat-Dehydrogenase,

und mit dem endständigen FrsH das einzige modi�zierende Enzym im ge-

samten BGC. FrsC weist bioinformatisch eine hohe Ähnlichkeit zu einer

Malat-Dehydrogenase und L-Laktat-Dehydrogenase auf [Minarik et al., 2002]

[Wright et al., 2000]. Daher könnte es die Reduktion von Phenylpyruvat zu

Phenyllaktat katalysieren (siehe Abb. 13) [Crüsemann et al., 2018].

Abbildung 13: Hypothetische Reaktion von FrsC: FrsC katalysiert mutmaÿ-
lich die Reduktion von Phenylpyruvat zu Phenyllaktat.

FrsH weist bioinformatisch im aktiven Zentrum Ähnlichkeiten mit CmlA,

einer eisenabhängigen β-Hydroxylase aus der Chloramphenicolbiosynthese,

auf. Dort katalysiert CmlA die Hydroxylierung des PCP-gebundenen para-

Aminophenylalanin [Makris et al., 2010]. Ein 3D-Modell von FrsH bestätigt

die Ähnlichkeit mit CmlA [Crüsemann et al., 2018].

Die Analyse der A-Domänen durch antiSMASH zeigt, dass FrsA, FrsD und

FrsG (Modul 7) Leucin oder Hydroxyleucin aktivieren. Das FR-Peptid ent-
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hält Hydroxyleucin als Baustein. Die in-vitro-Analyse der A-Domänen (siehe

Kap. 3.5) zeigt eine eindeutige Prävalenz der A-Domäne A1, A2 und A7

für Leucin. Daher muss vermutet werden, dass die Hydroxylierung nach der

Aktivierung von Leucin am Leucin-PCP erfolgt. Hierfür wäre FrsH ein mög-

licher Kandidat (siehe Abb. 14).
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Abbildung 14: Hypothetische Reaktion von FrsH: FrsH weist bioinformatisch
eine Ähnlichkeit mit einer β-Hydroxylase aus der Chloramphenicolbiosyn-
these auf. Dort katalysiert CmlA die Hydroxylierung des PCP-gebundenen
para-Aminophenylalanin [Makris et al., 2010].

Vergleicht man die Ergebnisse der antiSMASH-Analyse mit der Struktur von

FR, so zeigt sich, dass die groÿe NRPS FrsD-FrsG mit hoher Wahrscheinlich-

keit den 7-gliedrigen Zyklus von FR bildet, während FrsA höchstwahrschein-

lich für die Bildung der Seitenkette und deren Verknüpfung mit dem zykli-

schen Teil von FR zuständig ist. Die Analyse bestätigt ebenfalls, dass beide

BGC nahezu identisch sind, was in den nachfolgenden Kapiteln detaillierter

beschrieben werden wird. Es kann davon ausgegangen werden, dass in beiden

Fällen die Bildungseinheit für FR vorliegt.

3.1.2 Vergleichende Analyse der Gene des Biosynthesegenclusters

aus Cand. B. crenata und C.vaccinii

Betrachtet man beide frs-BGC auf DNA- und Proteinebene, so sind sie hier

ebenfalls au�allend ähnlich. Das bcfrs-BGC von Cand. B. crenata besteht

aus 35.800 Basenpaaren, die Gröÿe des cvfrs-BGC von C. vaccinii beträgt

35.851 Basenpaare. Beide unterscheiden sich damit hinsichtlich der Gröÿe in

nur 51 Basenpaaren. Auch beim Vergleich der einzelnen Gene (siehe Tabelle

3) sieht man, dass die Gröÿen nahezu übereinstimmen. Die einzelnen Ge-

ne zeigen in Alignments (siehe A27-A44) sowohl auf DNA-Ebene als auch
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auf Proteinebene zwischen 68% und 85% Identität (siehe Tabelle 3). Der

GC-Gehalt der beiden BGC unterscheidet sich ebenfalls nur gering und liegt

zwischen 44% und 69% (siehe Tabelle 3).
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FrsA FrsB FrsC FrsD FrsE FrsF FrsG FrsH
DNA Burk 3768 bp 219 bp 987 bp 3078 bp 9048 bp 7560 bp 9411 bp 1599 bp
DNA Chro 3819 bp 219 bp 987 bp 3081 bp 9051 bp 7557 bp 9408 bp 1596 bp
Di�. bp. 51 bp 0 bp 0 bp 3 bp 3 bp 3 bp 3 bp 3 bp

Ident DNA [%] 70 72 68 70 70 73 72 77
GCBurk [%] 58 44 53 60 60 59 58 55
GCChro [%] 66 44 49 69 67 69 68 61
Prot Burk 1255AS 72AS 328AS 1025AS 3015AS 2519AS 3136AS 532AS
Prot Chro 1272AS 72AS 328AS 1026AS 3016AS 2518AS 3135AS 531AS

Ident Prot [%] 71 75 72 70 71 75 73 85

Tabelle 3: Vergleich der BGC von Cand. B. crenata und C. vaccinii auf DNA und Proteinebene. bp=Basenpaare,
Di�. bp= Basenpaardi�erenz der Gene beider BGC zueinander; AS=Aminosäure, Ident DNA=Identität der Gene
von C. vaccinii und Cand. B. crenata zueinander in Prozent; Ident Prot=Identität von FrsA-FrsH von C. vaccinii und
Cand. B. crenata auf Proteinebene zueinander in Prozent; GCBurk und GCChro=GC-Gehalt der Gene frsA-frsH
von C. vaccinii und Cand. B. crenata in Prozent.
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Die Gröÿe der Gene unterscheidet sich in den NRPS-Genen nur um wenige

Basenpaare, die des MLP-Gens und beider modi�zierender Enzyme frsC und

frsH sind sogar identisch. Die Identität der BGC auf DNA-Ebene beträgt

bei den meisten Genen ca. 70%. Mit 77% Identität bildet das frsH hier eine

Ausnahme vom Durchschnitt des BGC. frsA und frsD-frsG weisen bei Cand.

B. crenata einen GC-Gehalt von ca. 60% auf, während der GC-Gehalt von C.

vaccinii hier mit ca. 70% um 10 Prozentpunkte höher liegt. Der GC-Gehalt

von frsB ist mit 44% der niedrigste und bei beiden BGC identisch. Der GC-

Gehalt der frsH -Gene liegt mit 55% bei Cand. B. crenata und mit 61% bei

C. vaccinii niedriger als der GC-Gehalt der jeweiligen NRPS-Gene. Bei frsC

liegen die GC-Gehalte von Cand. B. crenata mit 53% und bei C. vaccinii mit

49% nah beieinander. Hier hat, anders als im Rest des Genclusters, Cand.

B. crenata einen leicht höheren GC-Gehalt als C. vaccinii.

3.1.3 Bioinformatische Analyse sich wiederholender Sequenzbe-

reiche in den BGC von Cand. B. crenata und C.vaccinii

Sowohl das bcfrs-BGC aus Cand. B. crenata, als auch das cvfrs-BGC aus C.

vaccinii zeigen Bereiche sich wiederholender Basen- bzw. Proteinsequenzen.

Darunter versteht man Sequenzabschnitte, die in demselben BGC doppelt

oder dreifach vorkommen und dies teilweise unabhängig von Domänen oder

Gengrenzen. Um diese identischen Sequenzabschnitte genauer festzulegen,

wurde im ganzen BGC nach identischen Aminosäuresequenzen gesucht. In

Alignments wurden die Grenzen dieser Bereiche festgelegt (siehe Abb. 15,

Alignments nicht gezeigt). Mit gleicher Farbe und mit gleicher Zahl markierte

Bereiche sind innerhalb eines BGCs identisch.
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Abbildung 15: Der frs-BGC-Vergleich: In gleichen Farben dargestellte und gleich nummerierte Bereiche innerhalb
eines BGCs kennzeichnen identische Sequenzabschnitte. Die Farbgebung wurde für beide BGC gleich gewählt. Beide
BGC weisen sehr ähnliche sich wiederholende Sequenzabschnitte auf. Bei C. vaccinii sind Unterbrechungen zwischen
den Bereichen 4, 6 und 7, während bei Cand. B. crenata im Übergang der Gene frsE zu frsF und frsF zu frsG
durchgehend identische Bereiche sind.
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In beiden frs-BGC wurden jeweils 5 Sequenzabschnitte gefunden, die häu-

�ger als einmal vorkommen. Im cvfrs-BGC von C. vaccinii ist der Bereich

Nr. 4 nicht durchgehend identisch und wurde daher in weitere Bereiche 6

und 7 unterteilt (siehe Abb. 15). Teilweise stimmen diese Sequenzabschnit-

te mit einzelnen Domänen überein, teilweise sind diese Bereiche auch über

Domänen- oder Gengrenzen hinweg zu sehen. Tabellen 4 und 5 zeigen die

Häu�gkeit, mit der sich die Sequenzabschnitte wiederholen und über wel-

chen Bereich sie sich im Gencluster erstrecken.
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Bereich bp AS Häu�gkeit Gene abgedeckter funktionaler Enzymteil
1 1011 bp 337 AS 2 frsA, frsD Starter C-Domäne
2 1632 bp 544 AS 3 frsA, frsD frsG A-Domänen Leucin
3 1548 bp 516 AS 3 frsE, frsF frsG MT-Domänen
4 1956 bp 652 AS 2 frsE, frsF A-Domäne, MT-Domäne, PCP-Domäne
5 1467 bp 489 AS 2 frsF letzter Teil d. C-Domäne und beide Alanin A-Domänen
6 630 bp 210 AS 2 frsF frsG C-Domäne
7 351 bp 117 AS 2 frsF frsG C-Domäne

Tabelle 4: Sequenzbereiche, die im cvfrs-BGC von C. vaccinii mehrfach vorkommen. Die Abkürzung bp zeigt die
Länge der Bereiche in Basenpaaren an. AS zeigt die Länge des Bereichs in Aminosäuren. Bei Genen wurden alle
Gene angegeben, die ganz oder zum Teil von diesen sich wiederholenden Bereichen abgedeckt werden.

Bereich bp AS Häu�gkeit Gene abgedeckter funktionaler Enzymteil
1 915 bp 305AS 2 frsA, frsD Starter C-Domäne
2 1695 bp 565AS 3 frsA, frsD, frsG A-Domänen Leucin
3 1578 bp 526AS 3 frsE, frsF frsG MT-Domänen
4 3070 bp 680/346AS 2 frsE, frsF, frsG Ende A-Domäne bis C-Domäne
5 1488 bp 496AS 2 frsF letzter Teil d. C-Domäne und beide Alanin A-Domänen

Tabelle 5: Sequenzbereiche, die im bcfrs-BGC von Cand. B. crenata mehrfach vorkommen. Die Abkürzung bp zeigt
die Länge der Bereiche in Basenpaaren an. AS zeigt die Länge des Bereichs in Aminosäuren. Bei Genen wurden alle
Gene angegeben, die ganz oder zum Teil von diesen sich wiederholenden Bereichen abgedeckt werden.
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Die frs-BGC von C. vaccinii und Cand. B. crenata zeigen eine sehr ähnliche

Bescha�enheit in Gröÿe und Häu�gkeit dieser sich wiederholenden Sequenz-

abschnitte. Eine Ausnahme bildet hier lediglich der bei Cand. B. crenata

sehr groÿe durchgängige Sequenzabschnitt 4, der bei C. vaccinii zweimal

unterbrochen wird. Alle anderen innerhalb des jeweiligen BGC identischen

Sequenzabschnitte unterscheiden sich bei beiden BGC kaum.

Sequenz 1 kodiert für einen groÿen Teil der Starter-C-Domäne sowohl von

FrsA, als auch von FrsD und kommt damit zweimal in jedem BGC vor. Diese

Sequenz grenzt direkt an den Abschnitt 2 an. Sequenz 2 kodiert für die A-

Domänen, die Leucin aktivieren. Dieser Sequenzabschnitt kommt in beiden

BGC dreimal vor und zwar in frsA, frsD und in Modul 7 von frsG. Sequenz

3 kodiert für die putativ N-methylierenden-Domänen und be�ndet sich in

frsE, frsF und frsG und kommt ebenfalls dreimal im gesamten BGC vor.

Sequenz 4 ist mit einer Gröÿe von 3070 Basenpaaren bei Cand. B. crenata

die mit Abstand gröÿte zusammenhängende sich wiederholende Gensequenz.

Sie kommt zweimal im frs-BGC von Cand. B. crenata vor und erstreckt sich

jeweils vom letzten Teil der A-Domäne aus den Modulen 4 und 6 über die

MT-Domäne, die PCP-Domäne und die C-Domäne des nächsten Gens (Mo-

dul 5 und 7). Sequenz 4 ist die einzige Sequenz, die über eine Gengrenze

hinaus geht. Der Bereich kommt zweimal vor; einmal im Übergangsbereich

von frsE zu frsF und im Übergangsbereich von frsF zu frsG. Bei C. vacci-

nii gibt es in dieser Region ebenfalls gleiche Sequenzabschnitte. Diese sind

allerdings unterbrochen, einmal zwischen der PCP-Domäne der Module 4

und 6 und in der Mitte der C-Domäne 180 Basenpaare nach der Sequenz,

die für das konservierte HHxxxDG Motiv kodiert. Der Sequenzabschnitt 5

kodiert für den C-terminalen Bereich der C-Domäne von FrsF und umfasst

die A-Domänen bis kurz vor der Core-A9-Region (siehe Kap. 3.4). Die A-

Subdomäne unterscheidet sich bei diesen zwei A-Domänen, sowohl bei Cand.

B. crenata als auch bei C. vaccinii wieder. Die Bereiche 6 und 7 kommen

nur bei C. vaccinii vor und entstehen dadurch, dass der Bereich der Sequenz

4, der bei Cand. B. crenata durchgehend ist, bei C. vaccinii unterbrochen

ist. Sowohl im bcfrs-BGC von Cand. B. crenata, als auch im cvfrs-BGC von
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C. vaccinii nehmen die sich wiederholenden Bereiche ca. 24% des gesamten

BGC ein.

3.2 Bioinformatische Analyse der in den frs-BGC von

Cand. B. crenata und C.vaccinii kodierten A-Do-

mänen

A-Domänen nehmen eine zentrale Stellung in der Biosynthese der nichtri-

bosomalen Peptide ein. Durch die Spezi�tät jeder einzelnen A-Domäne wird

die Reihenfolge der Aminosäuren im Peptid determiniert. Die Spezi�tät lässt

sich bioinformatisch über den nichtribosomalen Code nach Stachelhaus vor-

hersagen (siehe auch Kap. 1.4) [Stachelhaus et al., 1999].
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Abbildung 16: Vergleich der Identitäten der A-Domänen auf Proteinebene
innerhalb des cvfrs-BGCs von C. vaccinii. Die Lokalisierung der A-Domänen
ist für beide frs-BGC gleich. Die Identitäten in dieser Abbildung entsprechen
denen von C. vaccinii.

Die A-Domänen wurden ebenfalls auf ihre Identitäten überprüft. Auch hier

sind au�allend ähnliche Sequenzen zu �nden. Die A-Domänen von FrsA

(A1), FrsD (A2) und FrsG (A7) gleichen sich zu 100%. Die beiden Alanin-

aktivierenden Domänen von FrsF (A5 und A6) gleichen sich zu 91% und

die zweite Domäne von FrsE (A4), die putativ Serin aktiviert, ist ebenfalls

noch zu 62% mit der 2. A-Domäne von FrsF (A6) identisch. Alle anderen aus
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FrsE1 (A3) und FrsG2 (A8) sind nur zu 30% bis 55% identisch miteinander

(siehe Abb. 16, A8 und A10).

A-Domänen besitzen eine hochkonservierte dreidimensionale Struktur, und

die Aminosäuren, die diese Struktur aufrecht erhalten, sind ebenfalls hoch-

konserviert. Die Substrate, die von A-Domänen selektiert und aktiviert wer-

den, sind durch 10 Aminosäuren im aktiven Zentrum der A-Domäne festge-

legt. Durch Alignments mit der A-Domäne von GrsA (siehe Kap. 1.4), für

die die Aminosäuren des sogenannten nichtribosomalen Code erstmals de-

�niert wurden, kann die Bindungstasche in anderen A-Domänen bestimmt

werden. Die Aminosäurekombination in der Bindungstasche determiniert die

Aminosäure, die im Rahmen der Biosynthese aktiviert werden soll.

Tabellen 6 und 7 zeigen den nichtribosomalen Code der in den frs-BGC

kodierten A-Domänen von Cand. B. crenata und C.vaccinii. Die Codes in

den beiden BGC unterscheiden sich in den fett gedruckten Aminosäuren.
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A-Domäne 235 236 239 278 299 301 322 330 331 517
A1 Burk D A M L V G A V C K
A2 Burk D A M L V G A V C K
A3 Burk G A F V M A G V C K
A4 Burk D V W H L S L V D K
A5 Burk D V F S V A I V Y K
A6 Burk D V F S V A I V Y K
A7 Burk D A M L V G A V C K
A8 Burk D F W N I G M V H K

Tabelle 6: Nichtribosomaler Code der A-Domänen des bcfrs-BGC aus Cand.
B. crenata für die A-Domänen A1-A8 (siehe auch Abb. 4, 16, A7 und A9).

A-Domäne 235 236 239 278 299 301 322 330 331 517
A1 Chro D A M L V G A A C K
A2 Chro D A M L V G A A C K
A3 Chro G A F V M A G V C K
A4 Chro D V W H L S L V D K
A5 Chro D V F S V A I V Y K
A6 Chro D V F S V A I V Y K
A7 Chro D A M L V G A A C K
A8 Chro D F W N V G M V H K

Tabelle 7: Nichtribosomaler Code der A-Domänen des cvfrs-BGC aus C.
vaccinii für die A-Domänen A1-A8 (siehe auch Abb. 4, 16, A7 und A9).
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Die Aminosäuren Asp-235 und Lys-517 zeigten im Modell von GrsA eine

Bindung zur α-Aminogruppe und α-Carboxygruppe von Phenylalanin. Da

diese funktionellen Gruppen in jeder Aminosäure gleich sind, unterscheiden

sich die Codes an diesen Stellen bei den meisten A-Domänen kaum. Auch bei

den A-Domänen der frs-BGC ist das Asp-235 und Lys-517 konserviert. Eine

Ausnahme stellt hier die A-Domäne 3 dar, die in Position 235 anstatt einer

Asparaginsäure ein Glycin enthält. Das lässt sich dadurch erklären, dass das

putative Substrat der A-Domäne 3 eine Carbonsäure und keine Aminosäure

ist und daher keine Aminogruppe über die Aspariginsäure koordiniert wer-

den muss.

Das hochkonservierte Lys-517 von A-Domänen ist in der Core-A10-Region

der A-Subdomäne zu �nden (siehe Kap. 1.4). Bei vielen A-Domänen, auf die

eine MT-Domäne folgt, be�ndet sich die MT-Domäne zwischen der Core-A8-

und der Core-A9-Region [Labby et al., 2015]. Die Hauptdomäne und die Sub-

domäne werden also von der MT-Domäne geteilt. Da die frs-BGC bei den

A-Domänen A4, A6, und A8 von MT-Domänen unterbrochen sind, musste

für die Core-A9- und Core-A10-Region ein weiteres Alignment angefertigt

werden, um die Position Lys-517 des nichtribosomalen Codes genau zu be-

stimmen.

Bei der Suche nach der Core-A10-Region in den BGC �el auf, dass die Core-

A10-Region neun und nicht acht mal im gesamten BGC vorhanden ist, wie es

der Anzahl der A-Domänen entspricht. Bei einem Alignment dieser Sequenz-

bereiche (siehe Abb. 17 und 18) �el auf, dass nicht nur die Core-A10-Region,

sondern auch die Core-A9- und Core-A11-Region neunmal in beiden frs-BGC

zu �nden ist, bei den A-Domänen A1, A2, A3, A5 am Ende der A-Domäne,

bei den A-Domänen A4, A6 jeweils nach der MT-Domäne. Im Modul der

A-Domäne A8 sind zwei MT-Domänen vorhanden. Hier konnte die Core-A9,

A10- und A11-Sequenz jeweils bei beiden MT-Domänen am Ende wiederge-

funden werden (siehe Abb. 19).

57



GrsA Core9             QPYLCAYFVSEK--HIPLEQLRQFSSEELPTYMIPSYFIQLDKMPLTSNGKIDRKQLPEPDLTFGMRVD--
FrsA Core9 Burk        DTQLVGYVTIRG--EVDGQALRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLDHQALPAPEYTGKRYQRPR
FrsD Core9 Burk        DTQLVGYVTVRG--EVDGQALRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLDHQALPAPEYTGKRYQRPR
FrsE1 Core9 Burk       AKQLVGYVVPKEGVMLEPRAMRRELAEHLTDHMVPAVLVELSALPRTPNGKLDRSALPAPVFVTEGYREPR
FrsE2 Core9 Burk       LKPLSGYVNNPA-NFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPG
FrsF1 Core9 Burk       HKQLVGYVVLDD-AAADGQMLRRFLSRHLPEYMVPSAVVVRAALPLTPNGKLDRKALPAPTFVSADGRAPR
FrsAF2 Core9 Burk      LKPLSGYVNNPA-NFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPG
FrsG1 Core9 Burk       DTQLVGYVTVRG--EVDGQALRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLNHQALPAPEYTGKRYQRPR
FrsG2 Core9 Burk       AENTSLFWNCR---ADLLRDVRANLRKRLPDYMQPNHMVLLDTFPLTPNGKLDRRALPAPEQAAMRVRDIE
FrsG3 Core9 Burk       LKPLSGYVNNPA-NFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPG
                             :             :*    . *  :* *  .:    :*   ***:::  ** *  

    Core A9            Core A10 Core A11

Abbildung 17: Alignment der Core-A9- und Core-A10-Region aus Cand. B. crenata. Sequenzen FrsG2 und FrsG3
zeigen den Bereich der zwei Subdomänen der A-Domäne 8.

GrsA                  EQPYLCAYFVS--EKHIPLEQLRQFSSEELPTYMIPSYFIQLDKMPLTSNGKIDRKQLPEPDLT
FrsA Core9 Chro       GDSQLVAYVAAV--GGVEGSELRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFG
FrsD Core9 Chro       GDSQLVAYVAAV--GGVEGSELRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFG
FrsE1 Core9 Chro      GVRQLVGYVVAATEAKLDAQGLRRQLAEHLPEHMVPAALVELAALPRTPNGKFDRGALPVPTFA
FrsE2 Core9 Chro      ALQPLSGYVNNPA-NFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFG
FrsF1 Core9 Chro      GHKQLVGYVVLNA-AAADAQALRRFLADQLPEHMVPAAMIGLDVLPLTPSGKLDRKALPAPDFA
FrsF2 Core9 Chro      ALQPLSGYVNNPA-NFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFG
FrsG1 Core9 Chro      GDSQLVAYVAAV--GGVEGSELRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFG
FrsG2 Core9 Chro      KAEPAAVWRS----RSALLRDVQAELRSQLPDYMQPNHLVLLDAFPLTANGKLDRRALPTPEQA
FrsG3 Core9 Chro      ALQPLSGYVNNPA-NFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFG
                             :             ::     .** :* *  .: *  :*   .**:**  ** * 

    Core A9     Core A10  Core A11

Abbildung 18: Alignment der Core-A9- und Core-A10-Region aus C. vaccinii. Sequenzen FrsG2 und FrsG3 zeigen
den Bereich der zwei Subdomänen der A-Domäne 8.
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In den Alignments (siehe Abb. 17 und 18) wurden mit Hilfe der A-Domäne

von GrsA die Core-Bereiche Core-A9 bis A11 festgelegt. Die lila markierten

Bereiche zeigen die konservierten Bereiche. Das Lys-517 wurde gelb markiert.

Die Sequenzen FrsG2 und FrsG3 zeigen die beiden Core-A9- und Core-A10-

Bereiche der A-Domäne A8 aus FrsG. Das bedeutet, dass bei der A-Domäne

A8 nicht nur die A-Domäne von den MT-Domänen unterbrochen ist, sondern

die Core-A9- bis Core-A11-Bereiche für die A-Domäne A8 zweimal existieren,

jeweils am Ende jeder MT-Domäne (siehe Abb. 19). Da diese Core-Regionen

auf der A-Subdomäne lokalisiert sind, kann davon ausgegangen werden, dass

für die A8-Domäne zwei Subdomänen existieren. Eine Modellierung ist auf-

grund mangelnder Datenlage noch nicht möglich. Die A-Domäne mit zwei

aufeinander folgenden MT-Domänen ist bisher einzigartig für die NRPS des

FR und seiner Derivate.
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Abbildung 19: Die erste A-Domäne von FrsG aus Modul 7 ist eine einfache A-
Domäne ohne MT-Domäne. Hier liegen die Core-A9- und Core-A10-Regionen
unmittelbar nach der Core-A8-Region. Die A-Domäne ist nicht unterbrochen.
Die zweite A-Domäne wird von zwei MT-Domänen unterbrochen. Die Core-
A9 und Core-A10-Regionen, die sich in der A-Subdomäne be�nden, existieren
zweimal, jeweils am Ende jeder A-Domäne.
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3.3 Bioinformatische Analyse der in den frs-BGC von

Cand. B. crenata und C.vaccinii kodierten MT-Do-

mänen

MT-Domänen sind für die Methylierung der von den A-Domänen aktivier-

ten Substrate zuständig. Die MT-Domänen folgen unmittelbar auf die A-

Domänen bzw. sind häu�g zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region der

A-Domänen integriert (siehe Kap. 1.4).
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Abbildung 20: Vergleich der Identität der MT-Domänen innerhalb des BGCs
von C. vaccinii.

Das frs-BGC enthält vier Gensequenzen, die für MT-Domänen kodieren.

Die MT-Domänen 1, 2 und 4 von C. vaccinii sind in ihrer Proteinsequenz

zu 100% identisch, wohingegen die dritte MT-Domäne nur zu ca. 24-27%

Übereinstimmung zu den ersten aufweist (siehe Abb. 20 und A14). Die MT-

Domänen, die durch das bcfrs-BGC von Cand. B. crenata kodiert werden,

weisen ähnliche Identitäten auf (siehe A13).

Vergleicht man die MT-Domänen der frs-BGC untereinander, so liegt bei

den drei MT-Domänen 1,2 und 4 die Übereinstimmung bei über 72%, und

bei den zwei stark abweichenden MT-Domänen MT 3 besteht untereinander

auch eine Identität von 73%. Das entspricht ungefähr der durchschnittlichen

Identität der Proteinsequenzen, die durch die frs-BGC kodiert werden (siehe

Abb. 21 und Tab. 3).
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Abbildung 21: MT-Domänen im Vergleich der frs-BGC aus Cand. B. crenata
und C. vaccinii.

Das Depsipeptid FR ist an vier Stellen methyliert. Dies betri�t den Bau-

stein des N-Methyldehydroalanin, welcher vom Modul 4 in FrsE bereitgestellt

wird, das N-Methylalanin des Moduls 4 aus FrsF und das zweifach methylier-

te N,O-Dimethylthreonin aus FrsG. Die erste MT-Domäne aus FrsG MT 3

unterscheidet sich in beiden BGC sehr stark von den anderen MT-Domänen

MT 1,2 und 4. Letztere enthalten die Konsensussequenz VLEIGVGSGL im

BGC von Cand. B. crenata und LLEIGVGSG im BGC von C. vaccinii. Die-

se Sequenz ist für die Bindung von S-Adenosylmethionin (SAM) zuständig

[Labby et al., 2015]. Es handelt sich hierbei höchstwahrscheinlich um die

drei N-Methylierenden Domänen. Die erste MT-Domäne der A-Domäne A8

weicht mit 20% Übereinstimmung mit den anderen drei MT-Domänen stark

von den anderen Domänen ab. Es kann daher vermutet werden, dass es sich

hierbei um die O-Methylierende Domäne handelt.
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3.4 Bioinformatische Analyse der in den frs-BGC von

Cand. B. crenata und C.vaccinii kodierten Konden-

sierungs-Domänen

C-Domänen katalysieren die Kondensationsreaktion der einzelnen NRP-Bau-

steine. Das frs-BGC kodiert insgesamt 9 C-Domänen, davon eine E-Domäne,

die phylogenetisch mit den C-Domänen verwandt ist. Die C-Domänen C1 und

C2 sind zu 91% identisch, während zwischen C6 und C8 eine Identität von

86% besteht. Alle übrigen C-Domänen (C3, C5, C7, C9) weisen lediglich

eine Identität zwischen 53% und 62% auf (siehe Abb. 22 und A20). Die

Identitäten der C-Domänen von Cand. B. crenata liegen in einem ähnlichen

Bereich (siehe Abb. A22).
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Abbildung 22: Vergleich der Identitäten der C-Domänen, welche im cvfrs-
BGC von C. vaccinii kodiert sind.

Für die phylogenetische Analyse der C-Domänen aus Cand. B. crenata [Crü-

semann et al., 2018] wurden bekannte C-Domänensequenzen aus der NaPDoS-

Datenbank [Ziemert et al., 2012] mit den bcfrs-C-Domänensequenzen alignt.

Der phylogenetische Baum (siehe Abb. A1) wurde mit Hilfe von FastTree

(Version: 2.1.7) erstellt [Price et al., 2009] (siehe Kap. 5.1). Die C-Domänen

wurden entsprechend ihrer Typenzuordnung [Rausch et al., 2007] in unter-

schiedlichen Farben dargestellt.

Die meisten der durch die Analyse der C-Domänen vorhergesagten Eigen-
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schaften [Rausch et al., 2007] korrelierten mit der Biosynthese-Hypothese.

Die drei als LCL ausgewiesenen C-Domänen in den Modulen 3, 6 und 8

katalysieren die Kondensationsreaktion zwischen zwei L-Aminosäuren. Die

Epimerase-Domäne und D-Phenyllaktat-akzeptierende Domäne in Modul 4

entsprechen ebenfalls dem postulierten Biosynthesemechanismus. Auch die

C-Domänen von FrsA und FrsD korrelieren wie erwartet mit der Klade der

Starter-C-Domänen.

Die C-Domänen der Module 5 und 7 (C6 und C8) sind phylogenetisch mit den
DCL-Domänen verwandt, was der erwarteten Biosynthese nicht entspricht.

Die C-Domäne C6 verknüpft das L-kon�gurierte N-Methyl-Dehydroalanin

mit einem L-kon�gurierten Alanin, und die C8 verknüpft ein L-kon�gurier-

tes Alanin mit L-Hydroxyleucin. DCL-C-Domänen verknüpfen aber norma-

lerweise eine D- mit einer L-Aminosäure. Eine dieser C-Domänen könnte an

der Bildung von Dehydroalanin aus Serin beteiligt sein, vor allem da die frs-

BGC kein weiteres Enzym enthalten, das diese Reaktion katalysieren könnte.

Bei den frs-BGC käme für eine solche Reaktion insbesondere die C-Domäne

C6 in Frage. Mechanismen, bei denen eine C-Domäne für eine Dehydratisie-

rung eines Serins zuständig sein könnte, wurden bereits in mehreren Fällen

beschrieben. Für die Biosynthese von Microcystin wurde postuliert, dass ei-

ne Dehydratisierung über eine C-Domäne möglich wäre [Tillett et al., 2000]

[Crüsemann et al., 2018], was aber bis jetzt noch nicht belegt werden konn-

te. Die phylogenetische Analyse der C-Domäne McyA aus dem BGC von

Microcystin ergab, dass McyA eine eigene Klade mit anderen C-Domänen

bildet, die möglicherweise für Dehydratisierungen verantwortlich sind. Die

C6-Domäne der frs-BGC korreliert aber mit den DCL-Domänen und nicht

mit den dehydratisierenden C-Domänen. Ein Alignment (siehe Abb. A6) der

McyA-C-Domäne mit den C6-Domänen der BGC ergab auch keinen Hinweis

auf einen ähnlichen Mechanismus.

Ein anderer Dehydratisierungsmechanismus ist für die NRPS des Nocardicin

beschrieben, welches eine LCL-C-Domäne besitzt, die die Dehydratisierung
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von Serin zu Dehydroalanin, einem Intermediat der β-Lactam Biosynthese,

katalysiert [Gaudelli et al., 2015]. Das bedeutet, dass CDH-Kondensierungs-

domänen nicht die einzig möglichen Domänen für die Bildung von dehydrati-

sierten Aminosäuren in NRPS sind. Ebenso wurden bei vielen Pseudomonas

Arten keine CDH-Domänen gefunden, trotz dehydratisierter Aminosäuren in

den Produkten. Der Mechanismus der Dehydratisierung des Nocardicins in

der Nocardicin-Biosynthese beruht wahrscheinlich auf einem Histidin-Rest

direkt vor der Konsensussequenz HHxxxGL [Gaudelli et al., 2015]. Dieses

Histidin ist in unserer C-Domäne ebenfalls nicht vorhanden. Es muss also

einen anderen zugrundeliegenden Mechanismus geben.

Ein interessanter Hinweis ist, dass die C-Domänen C6 und C8 der beiden

frs-BGC eine Identität von 85% zueinander besitzen und damit über der

durchschnittlichen Identität der C-Domänen innerhalb desselben BGCs lie-

gen (siehe Abb. 22, A20 und A22). Beide haben ähnliche Substrate, nämlich

N-Methyl-Serin für die C-Domäne C6 und N-Methylalanin für die C-Domäne

C8, wobei C8 höchstwahrscheinlich keine Dehydratisierung durchführt. Mög-

lich wäre, dass die C-Domäne C8 eine ähnliche Funktion hatte, die im Laufe

der Evolution verloren gegangen ist.

Um herauszu�nden, welche Unterschiede jeweils zwischen den C-Domänen

C6 und C8 in beiden BGC bestehen, wurden innerhalb eines BGCs die C-

Domäne C6 gegen C8 alignt (siehe Abb. 23 und 24). Die Alignments zeigen,

dass die C-Domänen im N-terminalen Bereich fast identisch sind, wohinge-

gen sie sich im C-terminale Bereich deutlich unterscheidet. Das Alignment der

cvfrs-Aminosäuresequenz von C. vaccinii (siehe Abb. 24) zeigt im mittleren

Bereich des Proteins Abweichungen, die aber auch im Laufe der Evolution

entstanden sein könnten. Trotz allem ist auch hier die Sequenz vor und nach

diesem Bereich der Abweichung wieder identisch.
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B.c. FrsF C6 DCL      ETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLMRAAADTLIRRHANLRA
B.c. FrsG C8 DCL      ETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLMRAAADTLIRRHANLRA
                      ************************************************************

B.c. FrsF C6 DCL      GFVHPGGREPVQVILREVAACWKEHDWRTEPLVRAAELQSAWHAEDRQRRFDLSQPPLLR
B.c. FrsG C8 DCL      GFVHPGGREPVQVILREVAACWKEHDWRTEPLVRAAELQSAWHAEDRQRRFDLSQPPLLR
                      ************************************************************

B.c. FrsF C6 DCL      FGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKTTPYSTYLGWL
B.c. FrsG C8 DCL      FGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKTTPYSTYLGWL
                      ************************************************************

B.c. FrsF C6 DCL      QGRDRASAQQVWGDYMSGLEGPTLLARRSASEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQARQQGV
B.c. FrsG C8 DCL      QGRDRASAQQAWGDYLSGLEGPTLLARRSASEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQARQQGV
                      **********.****:********************************************

B.c. FrsF C6 DCL      TLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRAGE
B.c. FrsG C8 DCL      TLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRAGE
                      ************************************************************

B.c. FrsF C6 DCL      TVAELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDAQAIAPALGRT
B.c. FrsG C8 DCL      TVVELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLCVFENYPVNAKAIVQQDEGF
                      **.************************************* :*****.:*:**.      

B.c. FrsF C6 DCL      VLSRINGGEQHDSHYPVTLMAVPRETLTLYLSYQSGRFEHGTMENLLTRFRTLLEAVVTD
B.c. FrsG C8 DCL      GLRHISGGDRYMTHYPLSVMIEPGERMTLNLIYRPASFDAAK--RLGAQLIRLLEAIATV
                       * :*.**::: :***:::*  * * :** * *: . *: ..  .* :::  ****:.* 

B.c. FrsF C6 DCL      SSCPIVDIDLLTADERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVAL
B.c. FrsG C8 DCL      PQSPIDTLPWLDKSERRQLLEEWSGKALDSGEITLAELFEAQATRQPNAVALEGPDGCV
                       ..**  :  *  .**:*** **...     ::** * ****. * *.*:*:   : .:

Abbildung 23: Alignment der C-Domänen C6 und C8 aus Cand. B. crenata.
Vergleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der C-Domänen C6
und C8 aus C. vaccinii (siehe Abb. 24), so stellt man fest, dass sich die
C-Domänen C6 und C8 in beiden Alignments im vorderen Teil sehr ähnlich
sind und im hinteren Bereich voneinander abweichen. Die farblich markierten
Aminosäuren entsprechen den Aminosäuren, die sich bei C. vaccinii und
Cand. B. crenata auf die gleiche Art unterscheiden. Unpolare Aminosäuren
wurden gelb und polare ungeladene Aminosäuren hellblau gekennzeichnet.
Positiv geladene Aminosäuren wurden grün gekennzeichnet. Negativ geladene
Aminosäuren wurden dunkelblau markiert.
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C.v. FrsF C6 DCL      MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR
C.v. FrsG C8 DCL      MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR
                      ************************************************************

C.v. FrsF C6 DCL      HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS
C.v. FrsG C8 DCL      HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS
                      ************************************************************

C.v. FrsF C6 DCL      QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS
C.v. FrsG C8 DCL      QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS
                      ************************************************************

C.v. FrsF C6 DCL      AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQADKGAAAAQARLSLELPAELTQAL
C.v. FrsG C8 DCL      AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLVSTGHPQDH---AEQKQRAWRLPAELTQAL
                      ******************************::     *:   * * : : .*********

C.v. FrsF C6 DCL      TRQARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP
C.v. FrsG C8 DCL      TRQARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP
                      ************************************************************

C.v. FrsF C6 DCL      VRLRWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDSQ
C.v. FrsG C8 DCL      VRLRWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTICVFENYPVDAA
                      ************************************************: :*****.*: 

C.v. FrsF C6 DCL      AMAPDLGQASLRRVSGGEQHESHYPLTLMAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQGLLTRFR
C.v. FrsG C8 DCL      AMEQPSGGLQLRGVSGGDRYMTHYPLSLMIEPGPELKLNLIYQPERFEPEAIERLSAQLT
                      **    *  .** ****::: :****:**  *   *.* * *: :**:  .:: * ::: 

C.v. FrsF C6 DCL      LLLEAVAAEPSRPVSDIELLDEAERR
C.v. FrsG C8 DCL      RLLGVIAAEPSQPVSDIEL-------
                       ** .:*****:*******       

Abbildung 24: Alignment der C-Domänen C6 und C8 aus C. vaccinii. Ver-
gleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der C-Domänen C6 und C8
aus Cand. B. crenata (siehe Abb. 23), so stellt man fest, dass sich die C-Do-
mänen C6 und C8 in beiden Alignments im vorderen Teil sehr ähnlich sind
und im hinteren Bereich voneinander abweichen. Im Gegensatz zu Cand. B.
crenata gibt es bei C. vaccinii einen Bereich in der Mitte der C-Domänen, in
dem die Proteinsequenzen voneinander abweichen (siehe hellgrüner Bereich).
Die farblich markierten Aminosäuren entsprechen den Aminosäuren, die sich
bei C. vaccinii und Cand. B. crenata auf die gleiche Art unterscheiden. Unpo-
lare Aminosäuren wurden gelb und polare ungeladene Aminosäuren hellblau
gekennzeichnet. Positiv geladene Aminosäuren wurden grün markiert und
negativ geladene Aminosäuren wurden dunkelblau gekennzeichnet.

Die groÿe Abweichung in der Mitte der Sequenz von C.vaccinii (hellgrüner

Bereich des Alignments Abb. 24) und die vereinzelt unterschiedlichen Amino-

säuren bei Cand. B. crenata (siehe Abb. 23) scheinen zufällig zu sein, da sie

jeweils nur bei C.vaccinii oder bei Cand. B. crenata vorkommen. Diese Prote-

insequenzen sind daher für die Dehydroalaninbildung eher unwahrscheinliche
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Kandidaten. Im hinteren Bereich der Alignments zeigen die Proteinsequen-

zen Abweichungen, die sich in 13 Positionen sowohl bei C.vaccinii als auch

bei Cand. B. crenata in den gleichen Aminosäuren unterscheiden. Sowohl

die Anzahl, die Position, als auch die Art der abweichenden Aminosäuren

stimmen vollständig überein. Die Aminosäuren wurden im Alignment ent-

sprechend ihrer chemischen Eigenschaften farbig dargestellt (siehe Abb. 23

und 24). Es ist sehr unwahrscheinlich, dass dieser Unterschied auf einer Zu-

fälligkeit basiert. Diese 13 Aminosäuren könnten eine Rolle in der Bildung

von Dehydroalanin aus Serin spielen.

Um zu überprüfen, ob diese Aminosäuren sich im aktiven Zentrum der C-

Domäne be�nden, wurde ein 3D-Modell mit �Phyre 2� erstellt (siehe Abb.

25-27). Man erkennt das im blauen Bereich liegende konservierte HHxxxDG

Motiv (siehe Abb. 25 und 27), das für die Verknüpfung von 2 Aminosäuren

relevant ist [Marahiel et al., 1997]. In unmittelbarer Nähe im gelben Be-

reich be�nden sich die 13 Aminosäuren, in denen sich die Sequenzen von der

C6- und der C8-Domäne jeweils unterscheiden. Die Modelle zeigen, dass sich

diese Aminosäuren am oberen Rand der V-förmigen Tasche der C-Domäne

be�nden (siehe Abb. 25-27).
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Abbildung 25: 3D-Modell der C6-Domäne von C. vaccinii, erstellt mit �Phy-
re 2� ; seitliche Ansicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdomänen
entsteht. Die Aminsäuresequenz der C-Domäne ist in Spektralfärbung darge-
stellt. Der blaue Bereich markiert den N-Terminus, der rote Bereich den C-
terminalen Teil des Peptids. Die Aminosäuren des konservierten HDxxxDG-
Motivs sind als Van-der-Waals Modell dargestellt, die putativ für die De-
hydratisierung von Serin verantwortlichen Aminosäuren als �sticks-and-ball�
-Modell. Bei einer seitlichen Ansicht auf die V-förmige Tasche, erkennt man,
dass sich die Aminosäuren am oberen Rand der Tasche be�nden.

Der blaue Bereich liegt am N-terminalen Ende, der rote Bereich am C-

terminalen Ende der C-Domäne. Die Aminosäuren, die putativ an der De-

hydratisierung des Serins beteiligt sein könnten, liegen in der Kluft zwischen

den beiden Subdomänen und sind als Stäbchen markiert. Sie be�nden sich

fast alle in einer Ebene am oberen Rand der Tasche. Links oben durch

van-der-Waals-Kräfte dargestellte Aminosäuren gehören zum konservierten

HHxxxDG-Motiv (siehe Abb. 25). Eine Beschriftung wurde aufgrund der

Übersichtlichkeit in dieser Perspektive weggelassen (siehe auch Abb. 26).
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Abbildung 26: 3D-Modell der C6-Domäne von C. vaccinii, erstellt mit �Phyre
2� ; Unteransicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdomänen entsteht.
Die Aminsäuresequenz der C-Domäne ist in Spektralfärbung dargestellt. Der
blaue Bereich markiert den N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen
Teil des Peptids. Die Aminosäuren des konservierten HDxxxDG-Motivs sind
nicht dargestellt, die putativ für die Dehydratisierung von Serin verantwort-
lichen Aminosäuren sind als �sticks-and-ball� -Modell dargestellt und mit
Positionsangaben beschriftet.

Abbildung 26 zeigt die C6-Domäne von C. vaccini in der Aufsicht auf die

Kluft zwischen den beiden Subdomänen. Man sieht, dass die betre�enden 13

Aminosäuren über die komplette Länge des Tunnels verteilt sind. Abbildung

27 zeigt das konservierte HHxxxDG Motiv im Hintergrund.
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Abbildung 27: 3D-Modell der C6-Domäne von C. vaccinii, erstellt mit �Phyre
2� ; Unteransicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdomänen entsteht.
Die Aminsäuresequenz der C-Domäne ist in Spektralfärbung dargestellt. Der
blaue Bereich markiert den N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen
Teil des Peptids. Die Aminosäuren des konservierten HDxxxDG-Motivs sind
im Hintergrund durch Van-der-Waals-Darstellung gekennzeichnet, die puta-
tiv für die Dehydratisierung von Serin verantwortlichen Aminosäuren sind
als �sticks-and-ball� -Modell dargestellt.

Der Dehydratisierungsmechanismus des Nocardicins [Gaudelli et al., 2015]

beruht vermutlich auf einem Histidinrest, der direkt an der Dehydratisie-

rung beteiligt ist. Im Fall der FR-Biosynthese be�ndet sich bei C6 ebenfalls

ein Histidinrest und zwar in Position H380, der in C8 nicht vorkommt. Es

könnte sich hierbei also um einen wichtigen Teil des aktiven Zentrum der

dehydratisierenden C-Domäne handeln.

3.4.1 Bioinformatische Analyse der PCP-Domänen und TE-Do-

mänen

PCP-Domänen haben in erster Linie eine Transportfunktion. Die an den

Phosphopantetheinrest gebundenen Aminosäuren und Peptide werden über
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die PCP-Domänen zu den katalytischen Zentren der anderen Domänen trans-

portiert (siehe Kap. 1.7).

  

frsA      frsB frsC frsD                    frsE                            frsF                              frsG                      frsH 

PCP PCP PCP PCP PCP PCP PCP PCP

100%

88%

69%

Abbildung 28: PCP-Domänen des cvfrs-BGCs. Die PCP-Domänen wurden
blau markiert. PCP-Domänen, die sich stärker gleichen in dunkelblau, die
anderen etwas heller. Die Prozente geben die prozentuale Identität der Do-
mänen untereinander an.

Die endständigen PCP-Domänen von FrsE und FrsF sind zu 100% identisch.

Beide PCPs be�nden sich nach einer A-Domäne, die ein N-Methyliertes Ala-

nin bzw. Dehydroalanin eingefügt hat. Die PCP-Domänen von FrsD und

FrsG1 weisen immerhin noch eine Identität von 88% zueinander auf und

folgen auf eine A-Domäne, die in der gröÿeren NRPS die Hydroxyleucine

eingefügt haben. Die PCP von FrsA zu FrsD und FrsG sind noch zu ca. 70%

identisch. Alle anderen gleichen sich noch zwischen 40% und 70% (siehe

Abb. 28).

TE-Domänen stehen am Ende von NRPS. Sie sind für die Freisetzung und

eventuelle Zyklisierung des Peptids verantwortlich (siehe Kap. 1.9).
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frsA      frsB frsC frsD                    frsE                            frsF                              frsG                      frsH 

TE TE

42% 

Abbildung 29: TE-Domänen des cvfrs-BGCs.

Von den TE-Domänen sind jeweils zwei in jedem BGC vorhanden. Die TE-

Domänen sind nur zu 42% identisch und gleichen sich damit am wenigsten

(siehe Abb. 29).
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3.5 In-vitro-Untersuchungen von A-Domänen

3.5.1 Grundlagen des γ- 18O4-ATP-Austausch-Assay nach Phelan

et al. für die A-Domänen von FrsA und FrsD

Die bioinformatische Analyse der A-Domänen mittels antiSMASH ergab für

die A-Domänen für FrsA und FrsD eine Spezi�tät für Leucin oder OH-Leucin.

Um die Spezi�tät der A-Domänen in vitro zu di�erenzieren, wurde für die

entsprechenden A-Domänen aus dem frs-BGC in Cand. B. crenata der γ-
18O4-ATP-Austausch-Assay nach Phelan [Phelan et al., 2009] durchgeführt.

Der Assay basiert auf der Adenylierungsreaktion der A-Domäne. Hierbei wird

ein Substrat, welches häu�g eine Aminosäure ist, von der A-Domäne akti-

viert. Dabei reagiert die Carboxylgruppe der Aminosäure mit der Phosphat-

gruppe eines Adenosin-Triphosphats (ATP) unter Abspaltung von Pyrophos-

phat (PPI) zu einem Aminoacyladenylat (siehe Abb. 30).
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Abbildung 30: Die Adenylierungsreaktion von A-Domänen erfolgt unter ATP-
Verbrauch. Diese Reaktion ist reversibel.

Die so aktivierte Aminosäure kann dann in einem weiteren Schritt auf den

Phosphopantethein-Arm der PCP-Domäne geladen werden, um weitere Mo-

di�kationen zu unterlaufen und mit der entstehenden Peptidkette verknüpft

zu werden (siehe Abb. 31 und Kap. 1.4).
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Abbildung 31: Die Aminosäure wird mit Hilfe der A-Domäne unter Ver-
brauch von ATP zum Aminoacyladenylat aktiviert, um im Anschluss auf
den Phosphopantethein-Arm der PCP-Domäne geladen zu werden.

Diese Adenylierungsreaktion ist reversibel. Auf der Rückreaktion des Amino-

acyladenylates zu ATP und Aminosäure basiert der γ- 18O4-ATP-Austausch-

Assay. Im Assay wird γ- 18O4-ATP verwendet, welches in der endständigen

Phosphatgruppe vier Mal das schwerere 18O4-Isotop des Sauersto�es ent-

hält (siehe auch Abb. 32). Dieses wird während der Adenylierungsreaktion

abgespalten. Das so entstandene Adenosin Monophosphat (AMP) wird im

Anschluss gröÿtenteils mit 16O4-PPI regeneriert, da dieses dem Reaktionsge-

misch im Überschuss zugegeben wurde.
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Abbildung 32: Austauschreaktion des A-Domänen Assay. Nach Abspaltung
der Aminosäure vom AMP wird aus AMP und nicht markiertem PPI ein
ATP gebildet, das kein 18O4-Isotop mehr enthält.

Mit Hilfe einer Detektion über MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorp-

tion/ionisation time-of-�ight mass spectrometry) (siehe Kap. 5.6.9) lässt sich

diese Umwandlung des schweren γ- 18O4-ATP zu dem leichteren 16O4-ATP

in einer Massenverschiebung nachweisen (siehe Abb. 32).
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Abbildung 33: Allgemeine Darstellung einer MALDI-TOF-Analyse des Re-
aktionsproduktes einer A-Domäne, γ- 18O4-ATP, 16O4-ATP und der entspre-
chenden Aminosäure in Abhängigkeit von der Zeit. Bei der Regenerierung
von AMP zu ATP wird 16O4-PPI verwendet. Es kommt zur Bildung des
ATP mit einem 16O4-Isotop-PPI und in der Folge zu einer Detektion des
m/z : 506 Peaks anstatt des m/z : 514 Peaks des γ- 18O4-ATP. Die Abbildung
wurde aus Phelan et al. 2009 entnommen.

Für jede Aminosäure, auf die die A-Domäne getestet werden soll, wird ein

Reaktionsansatz hergestellt (siehe Kap. 5.6.8), der die Aminosäure, γ- 18O4-

ATP und PPI im Überschuss enthält und bei 25 °C inkubiert. Lässt sich im

Anschluss 16O4-ATP als Peak bei m/z : 506 nachweisen, war die A-Domäne

in der Lage, das Substrat zu aktivieren (siehe Abb. 33). Somit kann die Spe-

zi�tät einer A-Domäne nachgewiesen werden.

Die A-Domänen aus FrsA und FrsD wurden neben anderen gängigen pro-

teinogenen Aminosäuren mit den Aminosäuren Leucin, Hydroxyleucin und

Isoleucin getestet, um die vermutete Spezi�tät für Leucin zu bestätigen und

die Toleranz der A-Domäne gegenüber leucinähnlichen Aminosäuren zu un-

tersuchen (siehe Abb. 34). Die bioinformatische Analyse gab sowohl Leucin

als auch Hydroxyleucin als mögliche Substrate an.
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Abbildung 34: Strukturen von Leucin, Isoleucin und Hydroxyleucin. Um die
Toleranz der A-Domänen in FrsA und FrsD zu testen, wurden u.a. diese
strukturell ähnlichen Aminosäuren getestet.

3.5.2 Klonierung und Expression der A-Domänen FrsA und FrsD

Um die A-Domänen in funktionierender Form zu erhalten, wurden sie kloniert

und in E. coli exprimiert. Dazu wurden Primersequenzen (siehe Tabellen 8

und 26) mit Clone Manager (siehe Kap 5.1) erstellt. Die Primer wurden so

gewählt, dass sie sowohl die A-Domäne als auch die PCP-Domäne umfassen.

A-Domäne Primer Primer Länge [bp] Enzym I Enzym II
forwärts rückwärts

A1 Ac Adom 1 Ac Adom 1 1671 BamHI HindIII
for. rev.

A2 Ac Adom 2 Ac Adom 2 1634 NotI XhoI
for. rev.

MLP MbtH for MbtH rev 228 NdeI XhoI

Tabelle 8: Verwendete Primer mit den dazugehörigen Schnittstellen.

Sowohl die PCR-Fragmente, die mit diesen Primern erstellt wurden, als auch

die entsprechenden Vektoren wurden mit den für die Schnittstellen ausge-

wählten Enzymen (siehe Tabelle 8) wenn nötig über Nacht geschnitten und

in einem molaren Verhätnis von 1:3 pET28a:PCR-Fragment über Nacht li-

giert (siehe Kap. 5.5.11). Gleiches Vorgehen wurde für das MLP FrsB genutzt.

Allerdings wurde hier der Coexpressionsvektor pCDFDuet-verwendet. E. coli

Bl21 (DE3) star Zellen wurden einmal nur mit dem Plasmid der jeweiligen

A-PCP-Domäne und einmal mit der A-PCP-Domäne und dem MLP trans-

formiert, um die entsprechenden Proteine zu exprimieren (siehe auch Kap.
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5.5.12).

Dazu wurden TB-Medium Schikanekolben aus Übernachtkulturen angeimpft

und bis zu einer OD600 von 1,2 kultiviert. Danach wurden die Kulturen auf

Eis gekühlt und im Anschluss mit IPTG induziert. Die Kultur wurde über

Nacht exprimiert. Am nächsten Tag wurden die Kulturen abzentrifugiert, mit

Lysepu�er versetzt und mit Ultraschall-Impulsen aufgeschlossen. Zwischen

den Impulsintervallen wurde die Kultur auf Eis gestellt, um ein Überhitzen

zu verhindern. Die Zellsuspension wurde abzentrifugiert und der Überstand

mit Ni-NTA-Agarose versetzt und auf Eis inkubiert. Das Pellet wurde für die

SDS-Analyse aufbewahrt. Die Suspension wurde auf eine Polypropylen-Säule

(Quiagen) gegeben und mit unterschiedlich konzentrierten Waschpu�ern ge-

waschen. Anschlieÿend wurde das Protein mit einem Elutionspu�er von der

Säule gewaschen (siehe auch Kap. 5.6.4).

Fraktion A1 A1 mit MLP Fraktion A2 A2 mit MLP
W I 15,30 10,44 W I 5,31 9,9
W II 1,24 0,63 W II 0,36 0,36
E I 0,89 0,58 E I 0,24 0,71
E II 0,24 0,20 E II 0,08 0,23
E III 0,34 0,10 E III 0,09 0,22
konz. 3 3,22 konz. 1,7 5,2

Tabelle 9: Proteinkonzentrationen der Wasch- und Elutionsfraktionen der ex-
primierten A-Domänen in [mg/mL]. Die Proben wurden auf einem Nanodrop-
Gerät der Firma Thermo Scienti�c gemessen. WI undWII sind Waschschritte
mit jeweils 25mM und 50 mM Imidazolpu�er. EI, EII, EIII sind die Elutio-
nen mit einem 300mM Imidazolpu�er. Konz. entspricht der mit der Vivaspin
500 Säule aufkonzentrierten Fraktion.

Die Elutionsfraktionen wurden mit Hilfe einer PD10-Säule (GE) umgepu�ert

und entsalzt. Dazu wurde zunächst die Säule mit Assaypu�er gewaschen. Das

Eluat wurden auf die Säule gegeben und im Anschluss mit Assaypu�er (Lö-

sung 3; siehe auch Kap. 5.6.4) eluiert. Das Eluat wurde mit einer Vivaspin
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500 Säule 30 MWCO von Satorius aufkonzentriert (siehe auch Kap. 5.6.4).

Von jeder Fraktion (Tabelle 9) wurden Proben für die SDS-Polyacrylamidgel-

elektrophorese-Analytik (SDS-PAGE) entnommen, wobei das SDS-Gel mit

Tris/Tricin-Pu�ern erstellt wurde (siehe Kap. 5.3.5) [Schägger, 2006].

3.5.3 SDS-PAGE-Analytik der A-Domänen von FrsA und FrsD

Von jeder Fraktion (siehe Tab. 9) wurden Proben für die SDS-PAGE-Analytik

entnommen.

Protein kDa
A1 mit Histag 63
A2 mit Histag 63

MLP 8

Tabelle 10: Zu erwartende Gröÿe der exprimierten Proteine

Die MLPs bei 8 kDa konnten nicht eindeutig identi�ziert werden. Die folgen-

den Gele zeigen die jeweilige A-Domänen auf der Höhe zwischen 60 kDa und

70 kDa (siehe Abb. 35 und 36). Das entspricht der erwarteten Gröÿe (sie-

he Tab. 10), und die A-Domänen wurden für eine weitere Funktionsanalyse

verwendet.

79



Abbildung 35: FrsA (A1-PCP) zusammen mit MLP exprimiert: Der Pfeil
markiert die Position der A-Domäne. Das MLP kann nicht identi�ziert wer-
den. L=Ladder, P=Pellet, NI= nicht induzierte Fraktion, I= induzierte
Fraktion vor Zugabe von Ni-NTA, FT=Filtrat nach Ni-NTA Entfernung,
WI=Waschschritt I, WII= Waschschritt II, EI+EII=Elutionsfraktionen,
K=vereinigte, aufkonzentrierte Elutionsfraktionen
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Abbildung 36: FrsD (A2-PCP) zusammen mit MLP exprimiert: Der Pfeil
markiert die Position der A-Domäne. Das MLP kann nicht identi�ziert wer-
den. L=Ladder, P=Pellet, NI= nicht induzierte Fraktion, I= induzierte
Fraktion vor Zugabe von Ni-NTA, FT=Filtrat nach Ni-NTA Entfernung,
WI=Waschschritt I, WII= Waschschritt II, EI+EII=Elutionsfraktionen,
K=vereinigte, aufkonzentrierte Elutionsfraktionen

Die A-Domänen konnten in ausreichender Menge exprimiert und eindeutig

bestimmt werden. Das MLP konnte auf den Gelen nicht eindeutig identi�ziert

werden. In der aufkonzentrierten Fraktion sieht man Verunreinigungen, die

trotz mehrmaligen Waschens nicht beseitigt werden konnten.

3.5.4 Durchführung des γ- 18O4-ATP-Assay

Die aus der vorangegangenen Expression erhaltenen A-Domänen wurden mit

dem gut etablierten γ- 18O4-ATP-Assay nach Phelan [Phelan et al., 2009] auf

ihre Funktion und Spezi�tät überprüft. Für den Assay wurden drei Lösungen

hergestellt (siehe Kap. 5.3.4). Lösung 1 enthält die zu testende Aminosäu-
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re (siehe Tab. 11 und 12), PPi und Tris-Pu�er. Lösung 2 besteht aus γ-
18O4-ATP und Tris Pu�er, während die dritte Lösung Tris, Glycerol und

1mM DTT enthält. Von der 2. und 3. Lösung wurden jeweils 2µL auf PCR-

Tubes verteilt. Im Anschluss wurde jedes der PCR-Tubes mit 2µL einer

Aminosäure-Lösungen (Lösung 1) versetzt. Die Reaktionsansätze wurden in-

kubiert und im Anschluss mit einer Aminoacridin-Lösung in Aceton versetzt,

welches später als Matrix für die MALDI-TOF-MS Messung diente. Im An-

schluss wurden die Proben mithilfe einer MALDI-TOF-Messung analysiert

(siehe auch Kap. 5.6.9).

3.5.5 Detektion und Auswertung des γ- 18O4-ATP-Austauschs mit-

tels MALDI-TOF-MS

Sowohl für die A-Domäne A1 aus FrsA als auch für die A-Domäne A2 aus

FrsD wurde bioinformatisch Leucin oder OH-Leucin als Substrat vorherge-

sagt. Diese Vorhersage sollte durch den Assay genauer bestimmt und eine

Abhängigkeit der Aktivierung vom MLP überprüft werden. Des weiteren

sollte eine eventuelle Substrattoleranz der A-Domänen gegenüber leucinähn-

lichen Aminosäuren betrachtet werden.

Im Folgenden sollen exemplarisch die MS-Spektren der 4 Reaktionsansätze

der A-PCP-Domänen von FrsA und FrsD mit Leucin, sowohl mit als auch

ohne MLP betrachtet werden. Die Spektren (siehe Abb. 37) zeigen in allen

vier Reaktionsansätzen eine Aktivierung von Leucin und die damit verbunde-

ne Detektion des Massesignals bei m/z : 506. Das bedeutet, dass sowohl die

A-Domäne A1 als auch die A-Domäne A2 Leucin unanbhängig von einem

MLP aktivieren können.
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Abbildung 37: Massenspektrum des A-Domänen-Assay von FrsA (A1-PCP)
und FrsD (A2-PCP), einmal mit und ohne MLP. Bei allen Reaktionsansätzen
konnte das Massesignal des 16O4-ATP-Peak bei m/z : 506 detektiert werden.
In allen Fällen fand eine Aktivierung von Leucin statt. Beide A-Domänen
sind ohne MLP funktionsfähig.
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Die prozentuale Aktivierung aller verwendeter Aminosäuren (siehe Tabelle

11 und 12) wurde berechnet, um das Ausmaÿ der Aktivierung von Leucin zu

bestimmen und eine Substrattoleranz der A-PCP-Domänen zu ermitteln. Um

das Ausmaÿ der Rückreaktion des AMP zu 16O4-ATP zu berechnen und da-

mit auch das Ausmaÿ der Aktivierungsreaktion, wurden die Integrale der im

Spektrum vorhandenen Peaks aller ATP-Species verwendet (siehe auch Kap.

5.6.9). Das molare Verhältnis von γ- 18O4-ATP zu PPi beträgt 5:1. Daher

wird bei der Auswertung davon ausgegangen, dass bei einer gemessenen Ak-

tivierung von 83,33% eine tatsächliche Aktivierung von 100% stattgefunden

hat. Für die prozentuale Aktivierung der Aminosäuren wurde das Verhält-

nis von γ- 18O4-ATP zur Summe aller gemessenen ATP-Peaks gebildet. Für

die Berechnung wurden die jeweiligen Flächen unter den Kurven verwendet,

die als Rohdaten aus der Messung entnommen wurden. Nachfolgende For-

mel diente zur Berechnung des tatsächlichen Austauschs von γ- 18O4-ATP

zu 16O4-ATP [Phelan et al., 2009].

Austausch [%]= (100/0.833)*16O/(18O+16O)
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Aminosäure A1 ohne MLP A1 mit MLP A2 ohne MLP A2 mit MLP
Alanin k. A. 8,3 0 0
Cystein 0 0 0 2,9

Glutaminsäure 0 2,3 0 0
Glycin 0 1,6 0 0
Histidin 0 0 0 2,4
Leucin 46,0 44,7 17,7 23,3
Isoleucin 28,1 19,8 13,6 21,1

Hydroxyleucin 9,6 0 0 7,5
Lysin 0 0 0 2,9

Methionin 0 0 0 2,4
Asparagin k. A. 0 0 2,5
Prolin 0 0 0 0

Phenyllaktat 17,2 0. 0 13,4
Glutamin 0 2,6 0 3,2
Arginin 0 4,5 0 2,5
Serin 3,7 0 0 0

Threonin 0 k. A. 6,6 3,3
Tryptophan 0 0 3,2 4,5
Tyrosin 0 0 0 2,9

Tabelle 11: Berechneter absoluter γ- 18O4-ATP-Austausch durch verschiedene
Aminosäuren im A-Domänen-Assay für FrsA (A1-PCP) und FrsD (A2-PCP).
k.A.=es konnte keine Auswertung gemacht werden; 0=keine Aktivierung vor-
handen
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Abbildung 38: tatsächlicher prozentualer γ- 18O4-ATP-Austausch durch die A-Domänen von FrsA (A1-PCP) und
FrsD (A2-PCP) in Anwesenheit der einzelnen Aminosäuren.
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Die Auswertung der Assayreihe zeigt, dass sowohl die A1-PCP-Domäne, als

auch die A2-PCP-Domäne in erster Linie für Leucin spezi�sch sind (siehe

Abb. 38 und 39). Es lässt sich ebenfalls eine geringe Substratspezi�tät für

Isoleucin feststellen. Hydroxyleucin wird nicht in gröÿerem Ausmaÿ aktiviert

als der Rest der durchschnittlich gering aktivierten Aminosäuren. Das lässt

sich durch die ähnliche Struktur von Leucin und Isoleucin erklären. Hydro-

xyleucin unterscheidet sich hingegen durch die OH-Gruppe sehr stark von

den beiden Anderen (siehe Abb. 34).

Um zu bestimmen, in welchem Verhältnis die A-Domänen aus FrsA und FrsD

eine Substrattoleranz gegenüber nicht nativen Substraten haben, wurde die

prozentuale Aktivierung von Aminosäuren im Verhältnis zu Leucin (100%)

berechnet.
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Aminosäure A1 ohne MLP A1 mit MLP A2 ohne MLP A2 mit MLP
Alanin k. A. 18,5 0 0
Cystein 0 0 0 12,2

Glutaminsäure 0 5,1 0 0
Glycin 0 3,6 0 0
Histidin 0 0 0 10,2
Leucin 100 100 100 100
Isoleucin 61,1 44,3 76,9 90,5

Hydroxyleucin 20,9 0 0 32,0
Lysin 0 0 0 12,2

Methionin 0 0 0 10,1
Asparagin k. A. 0 0 10,8
Prolin 0 0 0 0

Phenyllaktat 37,3 0 0 57,4
Glutamin 0 5,7 0 13,6
Arginin 0 10,2 0 10,9
Serin 8,1 0 0 0

Threonin 0 k. A. 37,3 14,3
Tryptophan 0 0 17,8 19,1
Tyrosin 0 0 0 12,4

Tabelle 12: Prozentualer γ- 18O4-ATP-Austausch durch die Aminosäuren im
A-Domänen-Assay in Relation zur Leucin-Aktivierung von FrsA (A1-PCP)
und FrsD (A2-PCP). k.A.=es konnte keine Auswertung gemacht werden;
0=keine Aktivierung vorhanden
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Abbildung 39: Prozentualer γ- 18O4-ATP-Austausch durch die A-Domänen FrsA (A1-PCP) und FrsD (A2-PCP) in
Anwesenheit der einzelnen Aminosäuren bezogen auf Leucin.
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Der γ- 18O4-ATP-Austausch-Assay präzisiert die vorhergehende bioinforma-

tische Analyse. Die A-Domänen FrsA und FrsD aktivieren Leucin. Das Hy-

droxyleucin wird demnach nach der Aktivierung des Leucins gebildet. Der

Assay zeigt ebenfalls, dass sowohl die A-Domänen aus FrsA, als auch FrsD

ohne MLP in der Lage sind, Leucin zu aktivieren.
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4 Diskussion

4.1 Pharmazeutische Relevanz von FR

Das Depsipeptid FR ist strukturell sehr ungewöhnlich und aufgrund seiner

Eigenschaft, selektiv Gq-Proteine zu inhibieren, ein pharmakologisch wertvol-

les Werkzeug zur Erforschung Gq-Protein vermittelten Signalkaskaden [Schra-

ge et al., 2015]. G-Proteine regulieren eine Vielzahl von Signalwegen in euka-

ryotischen Zellen und spielen eine zentrale Rolle bei vielen Erkrankungen, wie

Asthma, Bluthochdruck, Krebs und vielen anderen [Deshpande and Penn,

2006] [Takefuji et al., 2012] [Dorsam and Gutkind, 2007]. Es gibt bis heu-

te sehr wenig zuverlässige Substanzen, die G-Proteine modulieren können,

membrangängig sind und dabei therapeutisches Potential haben [Smrcka,

2013]. FR und YM sind neben PTX die zur Zeit am meisten genutzten G-

Protein Modulatoren. Lediglich YM und FR sind mögliche Therapeutika. YM

war lange Zeit nicht kommerziell verfügbar und konnte nicht zu Forschungs-

zwecken eingesetzt werden. Mittlerweile ist YM wieder im Handel, aber es

gibt neue, noch nicht verö�entlichte Erkenntnisse aus der Forschergruppe

FOR2372, die darauf hindeuten, dass sich YM und FR pharmakologisch un-

terscheiden und keineswegs gegeneinander austauschbar sind.

4.2 Hypothese zur Biosynthese von FR

Durch die vorliegende Arbeit konnte eine plausible Hypothese zur Biosynthe-

se von FR erstellt werden (siehe Abb. 4). FR wird über eine nicht ribosomale

Peptidsynthese gebildet. Das entsprechende frs-BGC kodiert für zwei TE-

Domänen und besteht somit aus zwei NRPS, die beide an der Bildung von

FR beteiligt sind. Die TE2-Domäne der C-terminalen NRPS ist vermutlich

für die Zyklisierung und Freisetzung des zyklischen Teils des Peptids verant-

wortlich. Die TE1-Domäne der kleineren N-terminalen NRPS ist mutmaÿlich

für die intermolekulare Übertragung der Seitenkette zuständig. Ein Zusam-

menspiel zweier NRPS-Systeme, die voneinander durch eine TE-Domäne ge-

trennt sind, ist selten. Eine ähnliche Konstellation kommt z.B. noch bei der

Salinamid Biosynthese vor [Tan and Ma, 2008] [Ray et al., 2016]. Diese An-
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ordnung der NRPS setzt eine gute Kommunikation zwischen den zwei NRPS

voraus. Um diese Mechanismen besser zu verstehen, sind vor allem weitere

funktionelle und kinetische Studien erforderlich.

Das frs-BGC enthält zwei modi�zierende Enzyme, FrsC und FrsH, sowie

FrsB, ein MLP. FrsC besitzt eine hohe Sequenzähnlichkeit mit einer Malat-

bzw. L-Laktatdehydrogenase. FrsC ist daher ein möglicher Kandidat, der die

Reduktion der Ketogruppe des Phenylpyruvates zu Phenyllaktat bewerkstel-

ligen könnte. FrsH hat keine groÿe Ähnlichkeit mit anderen Proteinen, es

enthält aber dasselbe konservierte Motiv, wie CmlA, eine eisenabhängige β-

Hydroxylase und könnte deshalb für die Übertragung von Hydroxy-Gruppen

auf die Leucin-Bausteine verantwortlich sein [Crüsemann et al., 2018]. Damit

sind alle Funktionen modi�zierender Enzyme plausibel in die Biosynthesehy-

pothese eingeordnet.

Bioinformatische und in-vitro-Untersuchungen dieser Arbeit dienten dazu,

ein tieferes Verständnis der Biosynthese von FR zu erhalten. So konnten

durch die antiSMASH-Analyse die Spezi�täten der A-Domänen begrenzt

vorhergesagt werden. Eine in-vitro-Analyse der A-Domänen A1 und A2 aus

FrsA und FrsD konnte schlieÿlich die eindeutige Spezi�tät für Leucin bewei-

sen. Diese detaillierten Einblicke in die FR-Biosynthese machen es künftig

möglich, die Struktur von FR durch genetische Modi�kation zu verändern.

Dies ermöglicht es, ggf. pharmakodynamische Eigenschaften abzuändern, die

Pharmakokinetik zu modi�zieren, oder durch Einführen von funktionellen

Gruppen nachfolgend semisynthetische Varianten herzustellen, oder FR mit

Fluoreszensmarkern zu versehen.

FR ist aus zwei unterschiedlichen natürlichen Quellen bekannt. Ursprünglich

wurde es aus der tropischen P�anze A. crenata isoliert, deren Endosymbiont

Cand. B. crenata in der Lage ist, FR zu produzieren [Fujioka M., 1988] [Car-

lier et al., 2016]. Im Verlauf dieser Arbeit konnte C. vaccinii [Voing et al.,

2015] als zweiter Produzent ausgemacht und dessen cvfrs-BGC vollständig

erhalten werden. Durch Betrachtung sowohl der einzelnen BGC als auch den

Vergleich der beiden frs-BGC bcfrs und cvfrs konnten auÿergewöhnliche Ein-
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blicke in die Funktion beider Enzymsysteme erlangt werden, die im Folgenden

weiter betrachtet werden sollen.

4.3 Vergleich der frs-BGC auf DNA- und Protein-Ebene

Die bioinformatische Betrachtung und der Vergleich der frs-BGC auf DNA-

und Proteinebene ergaben grundlegende Erkenntnisse hinsichtlich deren Struk-

tur (siehe Kap. 3.1). Hier konnte über die Gröÿe der Gene gezeigt werden,

dass sich die frs-BGC sehr ähnlich sind. Die Identität der Gene des bcfrs-

BGC zum cvfrs-BGC beträgt sowohl auf DNA-, als auch auf Proteinebene

um die 70% und ist damit sehr hoch (siehe Tab. 3). Die Gene unterschei-

den sich vor allem in ihrem GC-Gehalt (siehe Tab. 3). Wahrscheinlich wurde

dieser im Laufe der Zeit an den natürlicherweise vorkommenden GC-Gehalt

des Wirtes angepasst. Die Gröÿe der einzelnen Gene unterscheidet sich kaum

voneinander, sie weichen weniger als drei bp voneinander ab. Die Ausnahme

bildet frsA mit der gröÿten Abweichung. Hier ist cvfrsA um 51 bp gröÿer

als bcfrsA. Diese Abweichung ist hauptsächlich N-terminal bei beiden Genen

lokalisiert (siehe Abb. A27).

4.4 Sich wiederholende Sequenzabschnitte in beiden frs-

BGC

Die BGC bcfrs und cvfrs wurden jeweils auf Bereiche mit hoher Identität un-

tersucht. Der Vergleich beider frs-BGC in Bezug auf die sich wiederholenden

DNA- bzw. Aminosäuresequenzen konnte noch einmal die strukturelle Ge-

meinsamkeit beider BGC verdeutlichen (siehe Abb. 15). Die in beiden BGC

gefundenen sich wiederholenden Bereiche geben einen möglichen Einblick in

ihre Entstehung (siehe Abb. 15). Die Bildung neuer Gene wird von einer

Vielzahl rekombinanter Ereignisse, wie Exon shu�ing, Genduplikation, Re-

troposition, Insertionen einzelner Elemente oder Genfusion begünstigt. Durch

den Selektionsdruck wird dieser Prozess beschleunigt [Long et al., 2003]. Be-

trachtet man die Sequenz beider BGC, so konnte gezeigt werden, dass beide

BGCs ungewöhnlich viele sich wiederholender Sequenzen innerhalb des BGC
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haben. Diese natürlich vorkommenden Rekombinationsstellen innerhalb der

frs-BGC scheinen auf den ersten Blick willkürlich und liegen auch in Be-

reichen, in denen Gene enden und neu beginnen. Die Bereiche be�nden sich

teilweise an funktionellen Übergängen zwischen den einzelnen Domänen, tau-

chen an anderer Stelle aber in der Mitte einer Domäne auf (siehe Abb. 15).

Die Gröÿe dieser sich wiederholenden Bereiche innerhalb beider frs-BGC

reicht von 351 bp bis zu 3070 bp (siehe Tab. 4 und 5). Interessant ist hier,

dass die Domänen, welche innerhalb der NRPS die gleiche oder eine ähnliche

Funktion haben, durch identische DNA-Sequenzen codiert werden. So haben

beispielsweise alle drei Leucin-aktivierenden A-Domänen die gleiche für sie

kodierende DNA-Sequenz innerhalb eines BGC (siehe Abb. 15), so dass man

vermuten kann, dass diese durch Verdopplung und Rekombination inner-

halb des BGCs entstanden sind. Das gleiche gilt für die Alanin-aktivierenden

A-Domänen, die N-MT-Domänen oder die beiden Starter-C-Domänen. Der

gröÿte gefundene sich wiederholende Bereich geht sogar über zwei Gene hin-

aus. Er umfasst den nicht-kodierenden Teil der A-Domäne ab der Core-

A6-Region über eine MT-Domäne, die PCP-Domäne und einen Groÿteil

der nächsten C-Domäne. Dieser Bereich wurde im N-Methyl-Dehydroalanin-

Modul und im N-Methylalanin-Modul gefunden. Der kodierende Bereich der

A-Domäne und der terminale C-Domänen-Abschnitt unterscheiden sich wie-

der, da hier andere funktionelle Eigenschaften verlangt werden. Die kodie-

renden Bereiche der A-Domäne A4 aus FrsE haben eine Spezi�tät für Serin

und die A-Domäne A6 aus FrsF für Alanin.

Die an die Module 4 und 6 anschlieÿenden C-Domänen, C6 und C8, werden

ebenfalls bis zu dem C-terminalen Bereich durch gleiche DNA-Sequenzen co-

diert, ab dem sich die Funktion beider C-Domänen möglicherweise wieder

unterscheidet. Bei Serin wird wahrscheinlich eine Dehydratisierung vorge-

nommen, das Alanin wird bis auf die anschlieÿende Methylierung nicht mo-

di�ziert. Die DNA-Sequenzen, die für den Teil der C-Domänen kodieren, in

dem sich die putativ für die Dehydratisierung verantwortlichen Aminosäuren

be�nden, weichen wieder voneinander ab. Die Rekombinationsstellen dieses
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DNA-Abschnittes liegen in diesem Fall an einer Stelle, an der sich innerhalb

der codierten Domäne C6 und C8 deren biochemische Funktionen unterschei-

den.

Insgesamt scheint es, als wären für die Entstehung der BGC in Bereichen

gleicher Funktion auf wenige vorhandene Sequenzen zurückgegri�en und nur

diejenigen Bereiche aus einem anderen Genpool heraus entstanden, die ei-

ne andere Funktion erhalten haben (siehe Abb. 15). Dabei entsprechen die

natürlichen Rekombinationsstellen nicht den Bereichen, die man aus moleku-

larbiologischer oder aus proteinbiochemischer Sicht als funktionelle Einheit

betrachten würde, wie beispielsweise eine DNA-Sequenz, die für eine voll-

ständige A-Domäne oder eine vollständige C-Domäne codiert. Die Rekombi-

nationsstellen liegen in der Mitte einer DNA-Sequenz, die für eine Domäne

codiert. Das kann zum Einen ausschlieÿlich durch zufällige Ereignisse passie-

ren, oder es könnten sich im Laufe der Evolution innerhalb der Sequenzen

Bereiche als sinnvoll herausgestellt haben, die öfter an bestimmten Stellen

vorhanden sind. Mögliche Sequenzen wären dafür beispielsweise struktur-

bildende Elemente, wie die A-Core-Motive bei A-Domänen. Durch den Se-

lektionsdruck könnten auf diese Art und Weise funktionale BGC entstehen.

Das so beschriebene Szenario scheint eine e�ziente Möglichlichkeit zur Ent-

wicklung des frs-BGC zu sein. Die Tatsache, dass sich diese wiederholenden

Bereiche in beiden BGC gleichen, macht es sehr wahrscheinlich, dass bei-

de frs-BGC einen gemeinsamen Ursprung hatten. Nachfolgend wurden die

frs-BGC schlieÿlich auf Cand. B. crenata und C. vaccinii und ggf. weitere

Bakterien übertragen. In diesem Zusammenhang wäre ein weiterer Vergleich

mit den BGC der FR-Analoga YM und Sameuramid [Machida et al., 2018]

interessant, die wahrscheinlich einen gemeinsamen Ursprung mit den FR-

BGC haben.

Das Verständnis natürlich vorkommender Schnitt- und Rekombinationsstel-

len in BGCs kann Aufschluss über deren Phylogenie geben und darüber hin-

aus für Bioengineering-Strategien wichtig sein.
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4.5 Strukturelle Besonderheiten der A-Domäne A8 aus

FrsG

Die bioinformatische Untersuchung der A-Domänen A8 und der darauf fol-

genden zwei MT-Domänen ergab eine völlig neue, bislang nicht beschriebene

Struktur einer A-Tridomäne (siehe Kap. 3.2). Die A-Domäne A8 ist die bis

jetzt einzig bekannte A-Domäne, die zwei MT-Transferasen hat. Die ers-

te ist wahrscheinlich eine O-methylierende-MT-Domäne, die zweite eine N-

methylierende-MT-Domäne. Diese MT-Domänen liegen, wie bei den meisten

A-Domänen, zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region [Labby et al., 2015].

Interessant ist hier, dass auf beide MT-Domänen jeweils eine Core-A9- und

Core-A10-Region folgt. Diese Core-Regionen liegen auf der A-Subdomäne

[Conti et al., 1997] [Stachelhaus et al., 1999]. Das bedeutet, dass die A-Do-

mäne A8 zwei Subdomänen enthält. Dieser Fall, der in beiden frs-BGC zu

�nden ist, ist bis jetzt einzigartig.

  

Abbildung 40: Kristallstrukturanalyse der A-MT-Domäne aus TioS des Thio-
coralin-BGC. Die Abb. ist entnommen aus Mori et al. 2018. Der hellgelbe
Bereich stellt die A-Core-Domäne dar, mit dem assoziierten MLP in grau. Der
dunkelgelbe Bereich ist die A-Subdomäne. In rot der N-terminale katalytische
Bereich der MT-Domäne und in violett die C-terminale SirA-like Region.

Für die A-MT-Domäne aus TioS des Thiocoralin-BGC (siehe Abb. 40) konn-

te 2018 die Kristallstruktur erstmals ermittelt [Mori et al., 2018] und da-

mit die Bescha�enheit einer A-MT-Domäne gezeigt werden. Sie bildet eine
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hantelförmige Struktur aus, dessen beide Enden einmal von der A-Domäne

mit gebundenem MLP und von der MT-Domäne gebildet werden. Die A-

Subdomäne liegt wie ein Verbindungsstück in der Mitte beider Domänen. Im

Falle von TioS folgt auf die Subdomäne eine PCP-Domäne, die für die rich-

tige Positionierung des Substrates in den aktiven Zentren beider Domänen

sorgt. Im Falle der A-Domäne A8 aus FrsG folgt an dieser Stelle die zweite

MT-Domäne mit einer weiteren A-Subdomäne (siehe Abb. 41).

  

A
8

MT
3 MT

4

Core A1-A8

Core A1-A10

Core A9-A10 Core A9-A10

A. A-Domäne A8 aus FrsG

Core A1-A8 Core A9-A10

 B. TioS

 C. A-Domäne ohne MT-Domäne

MT
4

MT
3

MT

A

A

A

A-Subdomänen der A-Domäne A8

mit den Core-A9- und A10-Regionen

Abbildung 41: A. Schematische Darstellung der A-Domäne A8 aus FrsG mit
zwei MT-Domänen, B. Vergleich mit TioS als Beispiel für eine A-Domäne mit
einer MT-Domäne und C. Vergleich mit einer A-Domäne ohne MT-Domäne.
Die Core-Regionen A9 und A10 sind auf den A-Subdomänen lokalisiert [Conti
et al., 1997] [Stachelhaus et al., 1999].

Mori et al. vermuteten für TioS, dass, aufgrund der Distanz der aktiven

Zentren von A- und MT-Domäne, beide Enzyme unabhängig voneinander

arbeiten können. Eine weitere Subdomäne wie im Falle der frs-BGC wirft

allerdings die Frage auf, ob die A-Subdomänen in den Methylierungsvorgang

involviert sein könnten. Möglicherweise dienen sie als Distanzhalter zwischen

den Enzymen und hätte damit eventuell eine stabilisierende Eigenschaft auf
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die Konformation. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass die sehr be-

wegliche A-Subdomäne die Aminosäure nicht nur für den Adenylierungsvor-

gang, sondern auch für den Methylierungsvorgang in der richtigen Position

hält. Das Lys-517 in der Core-A10-Region der A-Subdomäne koordiniert die

Carboxygruppe, die in trans zur α-Aminogruppe und zur OH-Gruppe des

Threonin steht. Sowohl die α-Aminogruppe, als auch die OH-Gruppe werden

von den MT-Domänen methyliert. Ein Transport nur über die PCP-Domäne

könnte an dieser Stelle nicht ausreichend sein, um die Reihenfolge der Reak-

tionen einzuhalten, daher wäre eine Stabilisierung über die A-Subdomäne ein

plausibler Mechanismus. Wie hier das genaue Zusammenspiel der einzelnen

Domänen aussieht, muss weiter untersucht werden.

4.6 Bioinformatische Betrachtungen zum Dehydratisie-

rungsmechanismus der C-Domäne C6

Der Dehydroalanin-Baustein in FR wird vermutlich durch eine Dehydrati-

sierung von Serin gebildet. Über die Analyse der C-Domänen des bcfrs und

cvfrs konnten eindeutige Hinweise auf einen bisher unbekannten Dehydrati-

sierungsmechanismus gewonnen werden. C-Domänen katalysieren vielseitige

Reaktionen in der NRPS-Maschinerie, vor allem die Kondensationsreaktion

zweier Substrate, aber auch Dehydratisierungen und andere Modi�kationen

[Rausch et al., 2007] [Gaudelli et al., 2015]. Die C-Domänen beider frs-BGC

weisen innerhalb eines BGC jeweils Identitäten zwischen 40% und 60% auf

(siehe Abb. 22, A20 und A22). Diese sind gemessen am Durchschnitt (ca.

70%) der frs-BGC eher gering. Nur die beiden Starter-C-Domänen sowie die

C-Domänen C6 und C8 haben höhere Identitäten zueinander. Die Starter-

C-Domänen ähneln sich mit um die 90% Identität innerhalb eines BGCs am

stärksten (siehe Abb. 22 , A20 und A22), was aufgrund des gleichen Substra-

tes nachvollzogen werden kann. Die überdurchschnittlich hohe Identität zwi-

schen den C-Domänen C6 und C8 lässt sich damit aber nicht erklären. Trotz

der hohen Identität zwischen diesen beiden C-Domänen müsste es aufgrund

des funktionalen Unterschiedes auch signi�kante Unterschiede in der Amino-

säuresequenz geben. Die C-Domäne C6 könnte aufgrund der Struktur von
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FR in eine Dehydratisierung involviert sein, die C-Domäne C8 nicht. Durch

Alignments der C-Domänen C6 und C8 miteinander, jeweils für das bcfrs-

und cvfrs-BGC (siehe Abb. 23 und 24), konnte gezeigt werden, dass beide

C-Domänen im N-terminalen Bereich fast identisch sind, was der Grund für

die hohe berechnete Identität ist. Im C-terminalen Bereich hingegen konnten

Bereiche gefunden werden, in denen sich die C-Domänen C6 und C8 unter-

scheiden. Dabei �el auf, dass sie sich in beiden BGC in 13 Aminosäuren auf

identische Art und Weise unterscheiden (siehe Abb. 23 und 24).

An den bekannten Dehydratisierungsmechanismen, wie beispielsweise der in

der Nocardicin-Biosynthese, sind Histidin-Reste an der Katalyse beteiligt

[Gaudelli et al., 2015]. Die 13 in den frs-BGC gefundenen Aminosäuren der

Domänen C6 beinhalten das Sequenzmotiv EQH, das in dieser Form auch

in der C-Domäne des BGC von Microcystin (siehe Abb. A6) vorkommt, für

die ebenfalls eine Dehydratisierungsfunktion postuliert wurde [Tillett et al.,

2000] [Crüsemann et al., 2018]. Dieses Histidinmotiv ist in den C-Domänen

C6 beider BGC vorhanden, aber nicht in denen der C-Domänen C8. Dieser

Histidinrest könnte also eine Schlüsselrolle in der Dehydratisierung des Serin

zu Dehydroalanin spielen. Ein 3D-Modell der C6-Domäne aus C. vaccinii

konnte zeigen, dass sich diese 13 Aminosäuren inklusive der EQH-Sequenz

im aktiven Zentrum der C-Domäne be�nden und in dieser Position für die

Katalyse einer solchen Reaktion in Frage kämen (siehe Abb. 25-27). Ab-

schlieÿend kann festgehalten werden, dass diese 13 Aminosäuren mit groÿer

Wahrscheinlichkeit eine Rolle bei der Dehydratisierung des Serins zu Dehy-

droalanin spielen. Weitere in-vitro-Untersuchungen der C-Domänen sind an

dieser Stelle nötig.

4.7 Spezi�tät der A-Domänen aus FrsA und FrsD

Die in-vitro-Untersuchung der A-Domänen FrsA und FrsD zeigte, dass die-

se Leucin als Substrat verwenden, wie es aufgrund der bioinformatischen

Analyse vermutet wurde (siehe Tab. 1 und 2). Beide A-Domänen konnten

erfolgreich exprimiert werden (siehe Kap. 3.5), allerdings konnte eine hohe
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Reinheit der Proteine trotz Aufreinigung nicht erreicht werden. Es gab meh-

rere Verunreinigungen, die unter 20 kDa groÿ waren.

Das MLP wurde in der SDS-PAGE-Analyse nicht eindeutig detektiert. Ob

das MLP nicht exprimiert wurde, aufgrund geringer Gröÿe nicht detektierbar

war, oder nicht mit der A-Domäne coeluiert wurde, kann nicht abschlieÿend

beurteilt werden. Trotzdem wurde im Assay durch beide A-Domänen Leu-

cin aktiviert. Die Aktivierung von Leucin erfolgte wahrscheinlich unabhängig

vom MLP. OH-Leucin wurde im Assay kaum aktiviert (siehe Abb. 38 und

39). Während der FR-Biosynthese erfolgt also zuerst eine Aktivierung von

Leucin mit einer anschlieÿenden Hydroxylierung, die potentiell von der β-

Hydroxylase FrsH durchgeführt wird (siehe Abb. 38 und 39).

Die A-Domänen FrsA und FrsD wurden sowohl mit, als auch ohne MLP ex-

primiert. So konnte gezeigt werden, dass beide A-Domänen ohne MLP funk-

tionsfähig sind. Ob eine andere A-Domäne der frs-BGC ein MLP benötigt,

oder ob die MLP-kodierende Sequenz ein Relikt aus evolutionären Gründen

sind, muss in weiteren Experimenten geklärt werden.

4.8 Ausblick

Die Biosynthese-Enzyme des nicht-ribosomalen Pepdids FR werden durch die

BGC bcfrs und cvfrs kodiert. Die bioinformatische Betrachtung beider BGC

(siehe Kap. 3.1-3.4) und in-vitro-Studien der A-Domänen von FrsA und FrsD

(siehe Kap. 3.5) erbrachten Hinweise auf neue Biosynthesemechanismen.

Die bis jetzt einzigartige A-Tridomäne-Struktur von A-Domäne A8 von bcfrs

und cvfrs deutet darauf hin, dass die A-Subdomäne womöglich nicht nur eine

Rolle bei der Adenylierungsreaktion spielt (siehe Kap. 3.2). Eine Analyse der

Kristallstruktur wäre notwendig, um das strukturelle Zusammenspiel der A-

Domäne mit den beiden A-Subdomänen und den integrierten MT-Domänen

zu verstehen.

Der bioinformatische Vergleich beider BGC ermöglichte, die potentiell für den
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Dehydratisierungsmechanismus, d.h. im Falle von FR die für die Umwand-

lung von Serin zu Dehydroalanin, wichtigen Aminosäuren der C-Domänen

C6 zu �nden (siehe Kap. 3.4). Dadurch kann künftig eine gezieltere Durch-

führung von in-vitro-Studien zu Dehydratisierungen in NRPS vorgenommen

werden.

Eine interessante Möglichkeit wäre ein Vergleich der frs-BGC mit denen von

YM-254890 und Sameuramid. Beides sind Strukturanaloga von FR, wobei

YM-254890 ebenfalls in einer Chromobacterium-Spezies vorkommt. Sameu-

ramid wurde aus marinen Ascidiaceae isoliert [Machida et al., 2018]. Die groÿe

Strukturähnlichkeit der Peptide macht einen gemeinsamen phylogenetischen

Ursprung sehr wahrscheinlich. Insgesamt bieten die frs-BGCs, zusammen mit

jenen für YM und Sameuramid, die Chance, die phylogenetische Entwicklung

von BGCs nachvollziehen zu können. Wie genau sind diese BGC entstanden

und wie hat sich durch Verdopplung einzelner Sequenzen ein System entwi-

ckeln können, das in komplexer Art und Weise aufeinander abgestimmt ist?

Die Antwort auf solche Fragen könnte helfen, im Labor neue Bioenginee-

ringansätze zu entwickeln.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Datenbanken und Programme

FastTree: FastTree wurde für die Erstellung des phylogenetischen Baumes

der C-Domänen genutzt. Dieser wurde in [Crüsemann et al., 2018] verö�ent-

licht [Price et al., 2009].

FigTree: FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/�gtree/) (Version 1.4.3)

ist ein Programm für die gra�sche Darstellung von phylogenetischen Bäumen

und wurde ebenfalls für die Erstellung des phylogenetischen Baumes der C-

Domänen genutzt [Crüsemann et al., 2018].

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): [https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi] BLAST sucht Ähnlichkeiten in Sequenzen mithilfe von

Datenbanken und gleicht diese ab. Dadurch können Funktionen von Prote-

inen vorhergesagt werden. Das Tool wird vom National Center for Biotech-

nology Information (NCBI) zur Verfügung gestellt.

Clustal omega: Clustal omega wurde verwendet, um gröÿere Alignments

durchzuführen, oder die Enden der sich wiederholenden Bereiche der Se-

quenzen festzulegen. [https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/] Das Tool

wird vom European Bioinformatics Institute (EBI), (EMBL) zur Verfügung

gestellt.

antiSMASH: Die antiSMASH-Plattform wurde für die Annotationen der

BGC bcfrs und cvfrs verwendet. Auÿerdem für die Substratsspezi�tätsvor-

hersage der A-Domänen. antiSMASH wird von vielen Forschungsinstituten

und Universitäten unterstützt. [Medema et al., 2011]

Clonemanager: Clonemanager wurde zusammen mit Snapgene für Pri-

merdesign und in silico-Klonierungen verwendet. Des weiteren für die Be-

rechnung des GC-Gehalts von Genen (Scienti�c & Educational Software).
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Snapgene Viewer: Snapgene Viewer wurden zusammen mit Clonemana-

ger für die Bearbeitung von Sequenzen und in silico-Klonierung verwendet

(Snapgene, Version: 4.1).

Phyre2: Zur Erstellung von Homologie 3D-Modellen wurde die Online-

plattform �Phyre 2� verwendet. Modelle wurden für die C-Domänen abgelei-

tet [Kelley et al., 2015].

NaPDos: Die für den phylogenetischen Baum verwendeten C-Domänen

wurden der NaPDos-Datenbank entnommen [Ziemert et al., 2012].

ACD/ChemSketch (Freeware2015): ChemSketch wurde verwendet, um

Strukturformeln zu zeichnen.

DNA/RNA GC Content Calculator Endmemo:

[http://www.endmemo.com/bio/gc.php] Ein Onlinetool, das neben dem Clo-

ne Manager für die Berechnung des GC-Gehalts von Genen genutzt wurde.

MIBiG: [https://mibig.secondarymetabolites.org/] [Epstein et al., 2018]

MIBiG ist eine Datenbank, in der gesammelte Annotationen und Metadaten

diverser BGC und deren Produkte bereitgestellt werden.

5.2 Vektoren und Organismen

5.2.1 Vektoren

Für die Erstellung von Konstrukten wurden folgende Vektoren verwendet

(siehe Tab: 13):
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Vektor Resistenz Herkunft
pGEM-T Ampicillin Promega
pET28a Kanamycin Merck KGaA

pCDFDuet Streptomycin Merck KGaA
pCDFApra Streptomycin AG König

Apramycin
19E BAC Vektor Chloramphenicol Aurelien Carlier

[Carlier et al., 2016]

Tabelle 13: Verwendete Vektoren

Als Subklonierungsvektor wurde der pGEM-T-Vektor der Firma Promega

verwendet, der für eine direkte Klonierung von PCR-Produkten mit A-Über-

hang geeignet ist und eine Blau-weiÿ-Selektion erlaubt. Für die Proteinex-

pression der A-Domänen wurde der pET28a Vektor der Firma Merck ver-

wendet. Als Coexpressionsvektor für die Expression des MLPs wurde der

pCDFDuet Vektor, ebenfalls der Firma Merck, verwendet, bei dem eine zu-

sätzliche Apramycinresistenz eingefügt wurde (siehe Abb. A5).

5.2.2 Organismen

Für die Erstellung von Lager- und Expressionsstämmen wurden folgende

Organismen verwendet (siehe Tab. 14):
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Stamm Genotyp Herkunft
E. coli XL-1 blue recA1 endA1 gyrA96 thi -1 hsdR17 Stratagen

supE44 relA1 lac relA1 lac F' proAB
lacIqZ∆M15 Tn10 Tetr

E. coli Bl21 (DE3) F- ompT gal dcm lon hsd Sb (rB- mB-) FA Invitrogen Live
λ(DE3 [lac lacUV5-T7 Technologies Corporation
gene 1 ind 1 sam7 nin5]) (Karlsruhe, Germany)

E. coli One shot Bl21TM StarTM (DE3) F - ompT hsdSB (rB-, mB
-) galdcmrne131 (DE3) Fa. Thermo Fisher Scienti�c

E. coli α select silver F' deoR endA1 recA1 relA1 Fa. Bioline
gyrA96 hsdR17 (r k

-, mk
+)

supE44 thi -1 phoA ∆(lacZYA argF
U169 Φ80 lacZ∆M15λ-

Tabelle 14: Verwendete Organismen
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Zur Lagerung der Konstrukte wurden entweder E. coli XL1 blue oder α-

select silver verwendet. Zur Expression dienten E. coli Bl21 (DE3).

5.3 Medien und Pu�er

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Medien und Pu�er

beschrieben.

5.3.1 Medien

Zur Kultivierung der Bakterien wurden die in Tabelle 15 aufgeführten Me-

dien verwendet. Für alle Medien wurde MilliQ-Wasser verwendet. Falls ein

Bakterium ein Plasmid mit Resistenzgen trug, wurde das entsprechende An-

tibiotikum zu Beginn der Kultivierung dazu gegeben.
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Medium Bestandteil Menge
LB-Medium [Bertani, 1951] Hefeextrakt: 5 g/L

Trypton: 10 g/L
Natriumchlorid: 10 g/L

LB-Agarplatten Hefextrakt: 5 g/L
Trypton: 10 g/L
Natriumchlorid: 5 g/L
Agar: 15 g/L

SOC-Medium Hefeextrakt: 5 g/L
Trypton: 20 g/L
Natriumchlorid: 10mM
Kaliumchlorid: 2,5mM
Magnesiumchlorid: 10mM
Magnesiumsulfat: 10mM

2xYT-Medium NaCl 5 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
Trypton 16 g/L

TB-Medium Hefeextrakt: 24 g/L
Trypton: 12 g/L
Glycerol: 5 g/L

TB-10x-Salts KH2PO4 23,1 g/L
K2HPO4 125,4 g/L

Tabelle 15: Verwendete Medien

TB-Medium und TB-Salts wurden getrennt voneinander hergestellt, auto-

klaviert und erst kurz vor Gebrauch des Mediums 1:10 gemischt.

Alle Medien wurden mit MilliQ-Wasser hergestellt und im Anschluss auto-

klaviert. Die Salzlösung für das TB-Medium wurde nach dem Autoklavieren

zugefügt.

5.3.2 Proteinaufreinigungspu�er

Für die Aufreinigung von Proteinen aus Expressionskonstrukten wurden fol-

gende Pu�er verwendet (siehe Tab. 16) [Qiagen, 2003].
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Pu�er Bestandteil Menge
Lysepu�er NaH2PO4 50mM

NaCl 300mM
Imidazol 10mM

Waschpu�er 1 NaH2PO4 50mM
NaCl 300mM
Imidazol 20mM

Waschpu�er 2 NaH2PO4 50mM
NaCl 300mM
Imidazol 30mM

Elutionspu�er NaH2PO4 300mM
NaCl 300mM
Imidazol 30mM

Tabelle 16: Proteinaufreinigungspu�er

5.3.3 Plasmidpräparationspu�er

Für die Präparation von Plasmid-DNA oder dem BAC-Vektor wurden fol-

gende Pu�er verwendet (siehe Tab. 17) [Quiagen, 2012]

Pu�er Bestandteil Menge
P1 Tris-HCl (pH8) 50mM

EDTA (pH8) 10mM
P2 NaOH 0,2mM

SDS 1%
P3 Kaliumacetatlösung (pH5,5) 3M

Tabelle 17: Plasmidpräparationspu�er

Wenn eine gröÿere Menge DNA gewünscht war, oder der BAC-Vector isoliert

wurde, dienten die Pu�er P1-P3 für die Präparation. 2mL einer ÜNK wurden

abzentrifugiert und das Pellet in 100 µL P1 resuspendiert. Die Zellsuspension
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wurde mit 200 µL P2 versetzt und nicht länger als 5min. inkubiert, bis eine

Schleimbildung eintrat. Im Anschluss wurde mit 150 µL eiskaltem Pu�er P3

neutralisiert. Der Ansatz wurde für 3-5 Minuten auf Eis gestellt. Die ausge-

�ockten Proteine und Zellreste wurden für 10min bei voller Geschwindigkeit

abzentrifugiert und der Überstand mit dem zweifachen Volumen Ethanol

versetzt. Danach wurde die DNA für 10 Minuten bei voller Geschwindigkeit

abzentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet mit einer 70%igen Ethanol-

Lösung gewaschen, für 2 Minuten zentrifugiert und der Überstand restlos

entfernt. Das Pellet wurde getrocknet, bis keine Ethanolreste mehr vorhan-

den waren. Das trockene Pellet wurde im Anschluss in mindestens 30 µL

MilliQ-Wasser gelöst.

5.3.4 Assaypu�er

Für die Durchführung des Assays wurden folgende Pu�er verwendet (siehe

Tab. 18) [Phelan et al., 2009].

Pu�er Bestandteil Menge
Lösung 1 Aminosäure 3mM

PPi 15mM
Tris (pH:7,5) 20mM

Lösung 2 γ-18-O4-ATP 3mM
MgCl 15mM
Tris (pH:7,5) 20mM

Lösung 3 Tris (pH:7,5) 20mM
Glycerol 5%
DTT 1mM

Tabelle 18: Assaypu�er

5.3.5 Anoden- und Kathodenpu�er für die SDS-Analyse

Für die SDS-Analyse von Proteinen wurden für die Anode und die Kathode

verschiedene Pu�er verwendet, um eine bessere Auftrennung der Proteine
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im kleinen kDa Bereich zu erreichen (siehe Tab. 19) [Schägger, 2006]. Die

Pu�er wurden in den jweiligen Kathodenbereich bzw. Anodenbereich der

Gelkammer gefüllt.

Pu�er Bestandteil Menge
Kathodenpu�er Tris (pH 8,25) 100mM

Tricin 100mM
Anodenpu�er Tris (pH 8,9) 200mM

Tabelle 19: Kathoden- und Anodenpu�er

5.3.6 Weitere Pu�er und Lösungen

Für die Gelelektrophorese wurde TBE- oder TAE-Pu�er verwendet. Dazu

wurde der 10x oder 50x Pu�er zu einem 1x Pu�er verdünnt. Die Färbe- und

Entfärbelösung diente zum Färben- und Entfärben von Proteingelen (siehe

Tab. 20).

Pu�er Bestandteil Menge
TE Tris-HCl (pH 8) 100mM

EDTA 1mM
10X TBE Tris 0,89M

EDTA 0,02M
H3BO3 0,87M

50X TAE EDTA-Na x 2H2O 18,61 g/L
Eisessig 60,05 g/L
Tris 242,28 g/L

Färbelösung für Proteingele Essigsäure 10%
Methanol 50%
Comassie brilliant blue R-250 0,005%
Wasser 40%

Entfärbelösung für Proteingele Essigsäure 10%
Methanol 30%
Wasser 60%

Tabelle 20: Weitere Pu�er und Lösungen, die verwendet wurden.
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5.3.7 Antibiotikastocks

Die Antibiotika wurden in Antibiotikastocks bei -20 °C gelagert und bei Ge-

brauch im Verhältnis 1:1000 verdünnt. Als Lösungsmittel wurde Wasser ver-

wendet. Bei Chloramphenicol wurde Ethanol als Lösungsmittel verwendet

(siehe Tab. 21).

Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 100 mg/mL
Apramycin 100 mg/mL
Chloramphenicol 12 mg/mL
Kanamycin 60 mg/mL
Streptomycin 100 mg/mL

Tabelle 21: Für diese Arbeit verwendete Antibiotikastocks.

5.4 Mikrobiologische Techniken

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Mikrobiologischen

Techniken beschrieben.

5.4.1 Stammhaltung in Kryokulturen

Zur längerfristigen Lagerung wurden die Bakterienstämme als Kryokulturen

bei -80 °gelagert. Dazu wurden 800 µL einer Übernachtkultur (ÜNK) unter

sterilen Bedingungen mit 800µL Glycerin in ein Kryoröhrchen gefüllt und

bei -80 °C gelagert.

5.4.2 Kultivierung von Bakterien

Die Bakterien wurden unter folgenden Bedingungen kultiviert (siehe Tab.

22).
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Stamm Medium Temperatur Schüttler-
geschwindigkeit

E.coli Xl1 blue LB 37 °C 200-220RPM
E.coli α-select silver LB 37 °C 200-220RPM
E. coli Bl21 (DE3) LB, TB 37 °C 200-220RPM
E. coli One shot LB, TB 37 °C 200-220RPM
Bl21TM StarTM (DE3)

Tabelle 22: Bedingungen zur Kultivierung von Bakterien.

5.4.3 Konzentrationsbestimmung von Bakterienkulturen

Die Bakterienkulturen wurden über die optische Dichte der Bakterienkultur

in Relation zum sterilen Medium photometrisch bestimmt. Hierzu wurde ein

Nanodrop der Firma Thermo Scienti�c verwendet.

5.4.4 Transformation von Bakterien

Die Transformation erfolgte entweder mit Elektroporation oder mit Chemi-

scher Transformation .

Herstellung elektrisch kompetenter Zellen: Aus einer ÜNK wurde ein

100mL LB Erlenmeyerkolben mit 1mL ÜNK angeimpft. Die Zellen wurden

bei 37 °C und 220RPM bis zu einer OD von 0,5 wachsen gelassen und bei

10.000-15.000RPM abzentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen drei mal

mit 30mL MilliQ-Wasser gewaschen und in 100-200 µL Wasser aufgenom-

men. Elektrisch kompetente Zellen wurden in Aliquots von 75 µL aufgeteilt

und meistens sofort weiterverwendet oder manchmal nach Zugabe von 10%

Glycerol bei -80 °C eingefroren.

Elektroporation: 75 µL Zellsuspension wurden bei Raumtemperatur mit

1-8 µL Plasmid versetzt und in eine Elektroporationsküvette von 2mmDurch-

messer gegeben. Der Ansatz wurde 2-3 Minuten bei Raumtemperatur in-

kubiert. Dann wurde in einem Elektroporator der Firma Biorad mit dem
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Programm Ec2 bei 2,5 kV eine kurzzeitige Spannung angelegt. Unmittelbar

danach wurden 800µL SOC-Medium hinzugegeben und die Zellen für eine

Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurde auf Selektivagar ausplattiert und

über Nacht bei 37 °C inkubiert.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen: Für die Herstellung che-

misch kompetenter Zellen wurden 3mL LB-Medium mit 30µL einer Kryo-

kultur angeimpft und über Nacht kultiviert. 2x 100mL 2xYT-Medium wur-

den mit jeweils 1mL ÜNK angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C ca. 2

Stunden auf OD600: 0,3-0,4 wachsen gelassen. Die Kultur wurde auf 4 Fal-

kontubes aufgeteilt und 10 Minuten bei 8000RPM und 4 °C abzentrifugiert.

Der Überstand wurde verworfen und die Pellets in jeweils 7,14mL einer eis-

kalten CaCl2/MgSO4-Lösung (70mM/20mM) resuspendiert und 30 Minuten

auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde 625 µL 100% Glycerol zugegeben und

zu 50 µL aliquotiert.

Chemische Transformation: 50-100mL der tiefgefrorenen chemisch kom-

petenten Zellen wurden mit 1-5 µL Plasmid oder bis zu 10µL bei Ligationen

versetzt und für 20 Minuten auf Eis aufgetaut und inkubiert. Danach wurde

für 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt, und im Anschluss wurden die Zellen mit

800mL LB-Medium versetzt und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach

wurde auf Selektivagar ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.4.5 Blau-Weiÿ-Selektion

Um den Erfolg der Ligation einer PCR in den pGEM-T Vektor zu überprü-

fen, wurde vor dem Screening der Klone eine Blau-weiÿ-Selektion durchge-

führt. Der besagte Vektor verfügt über ein lacZ Gen, welches genau in der

MCS liegt. Sobald der Vektor ein Fragment aufnimmt, wird das lacZ-Gen

unterbrochen, das o�ene Leseraster zerstört, und es kann keine funktionale

β-Galaktosidase exprimiert weden. Das führt dazu, dass nach der Zugabe

einer X-Gal-Lösung (4mg/mL) bei den Kolonien, die ein nicht erfolgreich

kloniertes Plasmid aufgenommen haben, eine funktionale β-Galaktosidase ex-

primiert wird. Diese spaltet das künstliche Substrat in Galaktose und einen
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Indigofarbsto�, der negative Kolonien blau färbt. Wurde ein Insert erfolg-

reich kloniert und in ein Bakterium gebracht, ist die Zelle nicht mehr in der

Lage, eine funktionierende β-Galaktosidase zu exprimieren und die Kolonien

bleiben weiÿ gefärbt. Das reduziert den Screeningaufwand.

5.5 Molekularbiologische Methoden

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Molekularbiologischen

Techniken beschrieben.

5.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um DNA-Abschnitte zu ampli�zieren, wurde eine PCR durchgeführt. Als

Template für die A-Domänen und das MLP diente der BAC Clone 19E [Car-

lier et al., 2016]. Die PCR wurde ebenfalls für die Kontrolle der Subklonie-

rungsvektoren und Expressionsvektoren verwendet. Hier wurden in der Re-

gel erst einmal Kolonie-PCRs durchgeführt. Bei nicht eindeutigem Ergebnis,

wurde die DNA isoliert und eine weitere PCR- oder eine Restriktionsanalyse

folgte.

Als Reaktionsansatz für die PCR wurden folgende Mischungen verwendet

(siehe Tab. 23 und 24).

Bestandteil Volumen
Pu�er 10 µL
DMSO 2,5 µL
MgCl (25mM) 2,5µL
dNTP (10mM) 1 µL
Templat-DNA 0,5-1µL
DNA-Polymerase (5U/µL) 0,25-0,5 µL
Vorwärtsprimer 0,5µL
Rückwärtsprimer 0,5µL
MilliQ-H2O ad 50µL

Tabelle 23: Reaktionsansatz für die PCR mit Taq-Polymerase.
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Bestandteil Volumen
Pu�er 5 µL
dNTP (10mM) 1 µL
Templat-DNA 0,5-1µL
DNA-Polymerase (5U/µL) 0,25 µL
Vorwärtsprimer 0,5µL
Rückwärtsprimer 0,5µL
MilliQ-H2O ad 50µL

Tabelle 24: Reaktionsansatz für die PCR mit Pfu-Polymerase.

Es wurden zwei unterschiedliche PCR-Protokolle verwendet. Zur Erfolgskon-

trolle einer Klonierung wurde die Taq-Polymerase verwendet (siehe Tab. 23).

Sollte ein PCR-Fragment in ein Plasmid kloniert werden, wurde die Pfu-

Polymerase (siehe Tab. 24) verwendet, die eine niedrigere Fehlerrate aufweist

als die Taq-Polymerase. Es wurden jeweilige Standardprotokolle der beiden

Polymerasen verwendet, in denen die Annealingtemperatur für jeden Primer

variiert wurde. Diese wurde für jeden Primer mit einer Gradienten-PCR fest-

gestellt. Die Elongationszeiten richteten sich jeweils nach der Länge des zu

ampli�zierenden Produkts und der Art der verwendeten Polymerase. Wurde

eine Kolonie-PCR-durchgeführt, wurde 1 µL Templat verwendet, ansonsten

0,5 µL.

Als Temperaturprogramm wurde folgendes Standardtemperaturprotokoll ver-

wendet (siehe Tab. 25).

Schritt Temperatur Zeit Widerholung
1 95 °C 5min
2 95 °C 1,30min
3 50-70 °C 2,30min
4 72 °C 2,30min 2-4: 29x
5 72 °C 4min

Tabelle 25: Temperaturprogramm für die PCR.
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Die Annealingtemperatur der Primer wurde durch Gradienten-PCR festge-

legt. Die Elongationszeit wurde je nach Fragmentlänge und Geschwindigkeit

der Polymerase angepasst.

5.5.2 Kolonie-PCR

Mussten viele Klone auf Plasmide gescreent werden, wurde die Kolonie-PCR-

verwendet. Dafür wurden die jeweiligen Klone von einer Agarplatte gepickt,

in 10 µL Wasser gelöst und für 10 Minuten auf 95 °C erhitzt. Davon wur-

de 1-2 µL als Templat verwendet. Aus Flüssigkulturen wurden jeweils 2µL

entnommen und dem PCR-Ansatz direkt dazugegeben.

5.5.3 Verwendete Primer

Um die Primer für die Ampli�zierung von DNA-Abschnitten zu bekommen,

wurden die Primer mit Clone-Manager und Snap-Gene-Viewer designt und

von der Fa. Euro�ns Genomics synthetisiert (siehe Tab. 26).
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Primer Sequenz
A1 vorwärts GGATCCGGGCCGGACGAACGCGTGAGCTATGG
A1 rückwärts AAGCTTCTATTCATACGGATTCCAGCTCTGATTG
A2 vorwärts GCGGCCGCGACGAACGCGTGAGCTATGGCGAGTTG
A2 rückwärts CTCGAGTTATAAGACAACCGCCAGCTCCG
FrsB vorwärts CATATGAGCAATCCTTTTGATGATAAAGAC
FrsB rückwärts CTCGAGTCATGTTTCATCCGATTGCATCGCATCGAT

Tabelle 26: Sequenzen der verwendeten Primer. Die jeweiligen Schnittstellen sind fett gedruckt.
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5.5.4 Reinigen von PCR-Produkten oder Aufkonzentrieren von

DNA

Zum Reinigen von PCR-Produkten oder zum Aufkonzentrieren von DNA

wurde das Clean and Concentrator Kit der Firma Zymo Research verwendet.

Dabei wurde nach den Vorgaben des Herstellers gearbeitet.

5.5.5 DNA-Präparation

Um Plasmide zu isolieren, wurde die E. coli Kolonie mit dem gewünschten

Plasmid in 3mL LB-Medium kultiviert und über Nacht bei 37 °C wachsen

gelassen. Die Plasmide wurden entweder mit dem Pure yield Miniprep Kit

von Promega aufgereinigt oder mit den Pu�ern P1-P3. Um den BAC zu

isolieren oder gröÿere Mengen Plasmid zu isolieren, wurde mit den Pu�ern

P1-P3 gearbeitet. Dazu wurden Kulturen bis zu 50mL abzentrifugiert und

das Zellpellet in 100-200µL Pu�er P1 gelöst. Für den Zellaufschluss wurde

200-400 µL Pu�er P2 dazugegeben, bis eine Schleimbildung eintrat, aber nur

für 5 Minuten. Im Anschluss wurde der Ansatz mit 150-300 µL eiskaltem

Pu�er P3 neutralisiert. Gegebenenfalls wurde alles noch mal auf Eis stehen

gelassen und im Anschluss abzentrifugiert. Die DNA im Überstand wurde

mit doppeltem Volumen 100% Ethanol ausgefällt und abzentrifugiert. Das

Pellet wurde mit wenig 70% Ethanol gewaschen und getrocknet, bis keine

Ethanolrückstände mehr vorhanden waren. Im Anschluss wurde die DNA in

mindestes 30 µL MilliQ-H2O gelöst. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

5.5.6 Agarose Gelelektrophorese

Zur Analytik von PCR-Fragmenten oder zur Aufreinigung von Restriktionen

wurde Gelelektrophorese eingesetzt. In der Regel wurde dafür eine 1%ige

Agaroselösung in TAE-Pu�er hergestellt. Für die kleineren Fragmente wie

beispielsweise das MLP wurde eine 3%ige Lösung hergestellt. Diese wurde

in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose vollständig gelöst war. Die Agarose

wurde in eine Gelkammer gegossen. Nach Aushärten der Agarose wurde die

Kammer mit TAE-Pu�er befüllt und der Kamm entfernt. Die Proben wur-

den mit Ladepu�er versetzt und aufgetragen. Für analytische Zwecke wurden
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2-5 µL für präparative Gele wurden zwichen 25 µL und 50µL verwendet. Als

Gröÿenmarker wurde der Gene Ruler Mix der Firma Thermo Fisher Scien-

ti�c verwendet. Um eine Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde eine

Spannung von 90V bis 100V für 20-30 Minuten angelegt und das Gel an-

schlieÿend in einer Ethidiumbromid-Lösung gefärbt. Die Auswertung erfolgte

unter UV-Licht mit dem Intas Gel iX Imager.

5.5.7 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Für eine Weiterverarbeitung der DNA-Fragmente aus den Agarosegelen wur-

den die gewünschten Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten, in ein 2mL

Eppendorftube überführt und mit dem Qiagen Gel extraction Kit nach Her-

stellerprotokoll isoliert.

5.5.8 Sequenzierung

Ob die ampli�zierten Fragmente von den Polymerasen korrekt abgelesen

wurden, wurde überprüft, indem die einzelnen Konstrukte durch die Fir-

ma GATC Biotech sequenziert wurden. Hierfür wurde die Didesoxymethode

oder Kettenabbruchmethode nach Sanger verwendet [Sanger et al., 1977].

Dafür wird in vier gleichen Reaktionsansätzen jeweils eines der Nukleoti-

de als Didesoxy-Nucleotid beigemischt. Auf diese Weise erfolgt nach Einbau

des Nucleotids an dieser Stelle ein Kettenabbruch. Im Anschluss werden die

Fragmente über Gelelektrophorese aufgetrennt.

5.5.9 Restriktionsspaltung von DNA

Um die gewünschten Inserts in die Expressionsvektoren zu bringen oder um

den Erfolg einer Klonierung zu testen, wurden die Vektoren mit den ent-

sprechenden Restriktionsendonucleasen falls nötig über Nacht geschnitten.

Restriktionsendonucleasen katalysieren den Schnitt der DNA an bestimmten

palindromischen Sequenzen. In den meisten Fällen wurden zwei verschiedene

Restriktionsenzyme verwendet. War das nicht der Fall, wurde der Vektor,

der das Fragment aufnehmen sollte, dephosphoryliert, um Selbstligation zu
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vermeiden. Die Restriktionsendonucleasen wurden nach Vorschrift des Her-

stellers verwendet. Eine Auftrennung der Fragmente erfolgte im Anschluss

über Gelelektrophorese.

5.5.10 Dephosphorylierung von Vektoren

In Fällen, in denen eine Restriktion mit nur einem Enzym durchgeführt wur-

de, wurden Vektoren dephosphphoryliert, um Selbstligation zu vermeiden.

Dazu wurde dem Restriktionsansatz nach vollendeter Restriktion alkalische

Phosphatase aus Kälberdarm zugegeben und für eine halbe Stunde inkubiert.

Dadurch wurden die Phosphatgruppen am 5-Ende der Vektoren abgespalten.

Im Anschluss wurde der Ansatz mit dem Clean and Concentrator Kit der

Firma Zymo Research aufgereinigt.

5.5.11 Ligation

Um DNA-Fragmente in Vektoren einzubringen, wurde eine Ligation mit Pro-

mega T4 DNA Ligase über Nacht durchgeführt. Dadurch wurden die Dies-

ter Bindungen zwischen der 3'-Hydroxygruppe und 5'-Phosphat durch die

T4-DNA-Ligase neu verknüpft. Das molare Verhältnis von Insert zu Vek-

tor wurde 3:1 gewählt. Der Reaktionsansatz wurde in der Regel mit 10 µL

angesetzt.

Bestandteil Volumen
T4-DNA Ligase Pu�er 1µL
T4-DNA Ligase 1µL
Vector:Insert DNA 1:3
MilliQ-Wasser ad 10µL

Tabelle 27: Ligationsansatz

Der Reaktionsansatz (siehe Tab. 27) wurde über Nacht bei 16 °C inkubiert

und im Anschluss bei 65 °C für 10 Minuten inaktiviert.
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5.5.12 Vektorkonstrukte

Folgende Konstrukte, Expressions- und Coexpressionsstämme wurden im

Laufe dieser Arbeit erstellt oder verwendet (siehe Tab. 28 und 29):
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Konstrukt Vektor Insert Schnittstellen Gröÿe Insert [bp]
pSMART BAC clone 19E pSMART BAC komplettes bcfrs-BGC 35811

A1 clone E pGEM-T frsA A-PCP-Domäne Cand. B. crenata BamHI, HindIII 1671
A2 clone 2e pGEM-T frsD A-PCP-Domäne Cand. B. crenata NotI, XhoI 1627

pAC1 pET28a frsA A-PCP-Domäne Cand. B. crenata BamHI, HindIII 1671
pAC2 pET28a frsD A-PCP-Domäne Cand. B. crenata NotI, XhoI 1627
MLP 8 pCDFApra frsB aus Cand. B. crenata NdeI, XhoI 221

Tabelle 28: Konstrukte, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Der pSMART BAC clone 19E wurde von Aurelien
Carlier zur Verfügung gestellt [Carlier et al., 2016].
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Wirt Vektor I Vektor II Resistenzen
E. coli XL-1 blue A1 clone E - AmpR

E. coli XL-1 blue A2 clone 2e - AmpR

E. coli α select silver pAC1 - KanR

E. coli α select silver pAC2 - KanR

One shot Bl21TM StarTM (DE3) pAC1 - KanR

One shot Bl21TM StarTM (DE3) pAC2 - KanR

One shot Bl21TM StarTM (DE3) pAC1 MLP 8 KanR StrepR ApraR

One shot Bl21TM StarTM (DE3) pAC2 MLP 8 KanR StrepR ApraR

Tabelle 29: Expressionsstämme und Coexpressionsstämme, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
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Die A-Domänen und das FrsB wurden mittels PCR ampli�ziert. Als Tem-

plat diente der BAC Vektor 19E. Die A-PCP-Domänen und das MLP wurden

mittels pGEM-T subcloniert, positive Klone kultiviert, auf Mutationen über-

prüft, im Anschluss mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnit-

ten und in den Expressionsvektor ligiert. Das FrsB wurde mit NdeI aus dem

pGEM-T-Vektor geschnitten. Im Anschluss wurde der Klon 8, der das FrsB

in der richtigen Orientierung enthielt, ausgewählt.

5.6 Proteinexpression, Proteinreinigung und Proteinana-

lytik

5.6.1 Proteinexpression

Aus einer ÜNK wurden 5mL entnommen und in 0,5 L TB-Medium in einen

Schikanekolben gegeben. Die Zellen wurden auf OD600: 1,2 wachsen gelassen.

Die Kultur wurde im Anschluss für 15 Minuten auf Eis gekühlt, mit einer

Endkonzentration von 0,5mM IPTG induziert und bei 16 °C und 200RPM

über Nacht exprimiert. Am nächsten Tag wurde sie bei 4000RPM und 4 °C

abzentrifugiert und in 2,5mL Lysepu�er pro g Zellpellet gelöst.

5.6.2 Zellaufschluss

Die Zellsuspension wurde möglichst auf Eis gehalten. Der Zellaufschluss er-

folgte mit Ultraschall in einem Branson Soni�er 250 mit einer Leistung von

4.5%. Die Suspension wurde für 10 Sekunden den Impulsen ausgesetzt. Da-

nach erfolgte eine Pause auf Eis von ebenfalls 10 Sekunden, um ein Überhit-

zen der Proteine zu vermeiden. Dieser Vorgang wurde 10x wiederholt. Danach

wurden die unlöslichen Zellfragmente bei 15000 g für 30 Minuten abzentri-

fugiert. Der Überstand wurde für eine weitere Aufreinigung mit Ni-NTA-

Agarose verwendet. Das Pellet wurde für eine SDS-PAGE-Analyse verwahrt.

5.6.3 Aufreinigung mit His-Taq

Der Zellüberstand wurde mit 1mL einer Ni-NTA-Agarose versetzt und für

eine Stunde unter leichtem Schwenken inkubiert. Anschlieÿend wurden die
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Bestandteile der Suspension über eine Polypropylensäule der Fa. Qiagen von-

einander getrennt, zunächst mit 4mL eines 20mM Imidazolpu�ers gewaschen

und danach mit 4-16mL eines 30mM Imidazolpu�ers. Die Elution erfolgte

mit einem 300 mM Imidazolpu�er in drei Elutionen. Das Endvolumen der

Elution betrug 2,5mL, um für den Entsalzungsprozess das entsprechende Vo-

lumen zu bekommen. Auch hier wurden aus jeder Fraktion 30µL Probe für

die SDS-Analyse entnommen.

5.6.4 Entsalzen und Aufkonzentrierung

Zum Entsalzen wurden die drei Elutionsfraktionen auf eine mit 4x5 mL

Assaylösung vorgewaschene PD10-Desalting column gegeben und mit 3 mL

Assaypu�er wieder von der Säule gewaschen. Die entsalzte Proteinlösung

wurde in Vivaspin 500 Zentrifugenröhrchen der Gröÿe 30 (30 MWCO mole-

cular weight cut-o�) bis auf ein Volumen, das für SDS-PAGE-Analyse und

Assay noch nötig war, aufkonzentriert.

5.6.5 Probenvorbereitung für die SDS-PAGE-Analyse

Von jeder Wasch- und Elutionsfraktion wurden 30µL in ein PCR-Tube gege-

ben und mit 10µL Nupage LDS Sample Bu�er versetzt. Im Anschluss wurden

die Proben für 10 Minuten bei 95 °C denaturiert.

5.6.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Für die Analytik der Proteinexpression wurde die SDS-PAGE-Analyse ver-

wendet. Dazu wurden die vorbereiteten Proben aus Kapitel 5.6.5 auf ein

Polyacrylamid Bisacrylamid Gel aufgetragen (siehe Tab. 30 und 31). Die

Elektrophorese wurde mit dem XCell SureLOCK Mini-Cell System der Fa.

Thermo Fisher Scienti�c durchgeführt. Zuerst wurde das Trenngel gegossen

und mit Isopropanol überschichtet. Nach vollständiger Polymerisation des

Trenngels wurde der Isopropanol entfernt und das Trenn- mit dem Sammelgel

überschichtet. Nach vollständiger Polymerisation des Sammelgels wurden die

Proben in die Taschen eingebracht und eine Spannung von 90 Volt angelegt,

bis die Proben das Trenngel erreicht hatten. Danach wurde die Spannung auf
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120 Volt erhöht. Im Anschluss wurden die Gele mit einer Coomassie-Blau-

Färbung eingefärbt und analysiert (siehe Kap. 5.3.6). Dazu wurden sie in die

Färbelösung gelegt und in der Mikrowelle erhitzt, bis zur leichten Blasenbil-

dung. Danach wurde auf dem Schüttler bei leichter Bewegung für 5 Minuten

inkubiert. Im Anschluss wurden die Gele mit Wasser abgespült und über

Nacht in die Entfärbelösung gelegt. Um überschüssige Farbe aufzusaugen,

wurden Zellsto�tücher mit in die Entfärbelösung gelegt.

Bestandteil Volumen
Acrylamid/Bisacrylamid 4000 µL
Wasser 3300 µL
Tris/HCl pH 6.8 (1M) 2500 µL
SDS (10%) 100 µL
APS (10%) 100µL
TEMED 4µL

Tabelle 30: Trenngel

Bestandteil Volumen
Acrylamid/Bisacrylamid 510 µL
Wasser 2040 µL
Tris/HCl pH 6.8 (1M) 375 µL
SDS (10%) 30 µL
APS (10%) 30µL
TEMED 3µL

Tabelle 31: Sammelgel

Als SDS-Laufpu�er wurde das Tris/Tricin-System nach Schagger verwendet,

welches eine höhere Au�ösung im Bereich kleiner Proteine hat (siehe auch

Kap. 5.3.5) [Schägger, 2006].
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5.6.7 Proteinkonzentrationsbestimmungen

Die Konzentration der Proteinlösung und der einzelnen Fraktionen wurde in

einem Nanodrop-Gerät der Firma Thermo Scienti�c gemessen. Als Referenz

dienten die jeweilig verwendeten Pu�er der einzelnen Wasch- und Elutions-

fraktionen.

5.6.8 A-Domänen-Assay

Um die Substratspezi�tät der einzelnen A-Domänen zu bestimmen, wur-

de ein massenspektrometrisch basierter ATP-Austausch-Assay durchgeführt

[Phelan et al., 2009]. Mit Hilfe von MALDI-TOF-MS wurde die Bildung von

ATP aus γ-18O4-ATP gemessen. In Anwesenheit des richtigen Substrates und

ATP bildet die A-Domäne das entsprechende Substrat-Adenylat. Diese Re-

aktion unterliegt einem Gleichgewicht. Für den Assay wurde die Aminosäure

zusammen mit γ-18O4-ATP und einem Überschuss an PPI inkubiert. Für

den Fall des richtigen Substrates wurde das γ-18O4-ATP von der A-Domäne

verbraucht, indem es unter Abspaltung der gelabelten Phosphatgruppe an

das Substrat bindet. Bei Ausbleiben der folgenden Thiolierungsreaktion, wie

sie normalerweise bei der NRPS stattfände, reagiert das Aminoadenylat wie-

der zu ATP und der Aminosäure. Aufgrund des Überschusses an PPI wird

nicht mehr das γ-18O4-ATP gebildet, sondern ATP. Im MALDI-TOF-MS-

Diagramm kommt es zu einem Shift vom m/z 514 γ-18O4-ATP Peak zu einem

m/z 506 ATP-Peak. Für den Assay wurden 3 Stock-Lösungen hergestellt (sie-

he auch Tab. 18, Kap. 5.3.4). Lösung 1: 3mM der zu testenden Aminosäure,

15mM PPI, 20mM Tris (pH 7,5) Lösung 2: 3mM γ-18O4-ATP, 15mM Mg-

Cl in 20mM Tris Lösung 3: das aufkonzentrierte Enzym in 20mM Tris mit

5% Glycerol und 1mM DTT. Von jeder Lösung wurden jeweils 2 µL in ein

200 µL PCR-Tube gegeben und bei 25 °C für 1 h inkubiert. Im Anschluss wur-

de den Reaktionsansätzen eine 10%ige Lösung von 9-Aminoacridin in Ace-

ton zugegeben. Das Aminoacridin dient als Matrix für die spätere MALDI-

TOF-MS-Messung. Die MALDI-TOF-MS Messung wurde auf einem Bruker

Auto�ex durchgeführt. Dafür wurde 1µL jeder Reaktion auf einen MALDI-

Stahl-Target gegeben und im Negativmodus gemessen.
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5.6.9 Massenspektrometrische Untersuchung von Proteinen

MALDI-TOF-MS: Für die Analytik des γ-18O4-ATP-Austausch-Assays

wurde eine MALDI-TOF-MS-Messung auf einem Bruker Auto�ex durchge-

führt. Die Detektion erfolgte im Negativmodus bei m/z 450 bis 1200. Die

Spektren wurden mit dem Programm Flex analysis von Bruker analysiert.

Der prozentuale Austausch wurde mit folgender Formel berechnet.

Austausch [%] = (100/0,833)*16O/(18O+16O)

(18O+16O) ist die Summe aller Integrale der ATP Peaks mit einer m/z von

506, 508, 510, 512, 514, 528, 530, 532, 534, 536. Das Integral bei m/z 506

entspricht dem Integral des 16O4-ATP. Da das molare Verhältnis von PPi zu

γ-18O4-ATP 5:1 beträgt, entspricht ein gemessener Austausch von 83,33% ei-

ner Aktivierung von 100%. Dadurch enthält die Formel den Ausgleichsfaktor

0,833.

5.7 Verwendete Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siehe Tab

32):
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Chemikalie Firma
Acrylamid Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Aceton Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Agar Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)
CaCl2 x 2H2O Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Chloroform Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
DMSO Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Ethanol 99,8% Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Ethidium Bromid Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Glycerol Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Hefeextrakt Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)
Imidazol Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Isopropanol Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
KCl Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
MgCl 25mM aus Taq- Promega GmbH (Mannheim, Deutschland)
Polymerase Kit
MgCl2 x 6H2O Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
MgSO4 x 7H2O Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
NaCl Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
NaHCO3 Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
NaOH Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
N,N,N,N-Tetraethylen- Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
diamin (TEMED)
Ni-NTA-Agarose Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
pegGOLD Agarose PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen,

Deutschland)
SDS Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Tris Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Trypton Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
γ-18O4-ATP Cambridge Isotope laboratories, Inc. (Andover,

USA)

Tabelle 32: Verwendete Chemikalien.

5.8 Verwendete Enzyme

Folgende Enzyme wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siehe Tab. 33):
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Enzym Firma
Restriktionsendonucleasen New England Biolabs GmbH (Frankfurt,

Deutschland)
Restriktionsendonucleasen Promega GmbH (Mannheim, Deutschland)
Taq-Polymerase Promega GmbH (Mannheim, Deutschland)
Pfu-Polymerase Promega GmbH (Mannheim, Deutschland)
T4 Ligase Promega GmbH (Mannheim, Deutschland)
Alkalische Phosphatase

Tabelle 33: Verwendete Enzyme.

5.9 Verwendete Kits und Standards

Folgende Kits und Standards wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siehe

Tab. 34):

Kit Firma
DNA Clean and ConcentratorTM Zymo Research Corporation

(Freiburg,Deutschland)
dNTP Promega GmbH

(Mannheim, Deutschland)
Gene Ruler DNA Ladder Mix Fermentas GmbH
Gene Ruler 1kb plus DNA ladder Fermentas GmbH
NuPAGE LDS Sample Bu�er (4X) Thermo Fisher Scienti�c

(Waltham, USA)
Page ruler Unstained Thermo Fisher Scienti�c

(Waltham, USA)
pGEM-T Vector System Promega GmbH

(Mannheim, Deutschland)
PureYieldTM Promega GmbH
Plasmid Miniprep System (Mannheim, Deutschland)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
Vivaspin 500 30 MWCO Satorius (Göttingen, Deutschland)
Wizard SV Gel and PCR Promega GmbH
clean-up Kit (Mannheim, Deutschland)

Tabelle 34: Verwendete Kits und Standards.
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5.10 Verwendete Geräte

Folgende Geräte wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siehe Tab. 35):

Gerät Firma
Autoklav Millipore GmbH

(Schwalbach, Deutschland)
Branson Soni�er 250 G. Heinemann Ultraschall- und

Labortechnik
(Schwäbisch Gmünd, Deutschland)

Biometra T3000 Thermocycler Biometra GmbH
(Göttingen, Deutschland)

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco Thermo Fisher Scienti�c
(Waltham, USA)

Zentrifuge Heraeus Contifuge Stratos Thermo Fisher Scienti�c
(Waltham, USA)

Zentrifugengefäÿe (15/50 mL) TPP AG (Trasadingen, Deutschland)
Eppendorf Zentrifuge 5415 Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf Tubes (0,5, 1,5, 2 mL) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Gelkammer Horizon 58 und 11.14 Life Technologies

(Karlsruhe, Deutschland)
Inkubator Memmert GmbH und Co. KG

(Staufen, Deutschland)
Inolab pH-Meter WTW GmbH

(Weilheim, Deutschland)
Intas iX imager Intas Science Imaging Instruments

GmbH (Göttingen, Deutschland)
Laminar Air�ow Sterilbank BSB 4A Heraeus, (Hanau, Deutschland)
(Hera Safe, Klasse II)
Milli-Q Wassersystem Millipore (Eschborn, Deutschland)
Multitron Inkubations-Schüttler IKA Werke GmbH und Co. KG

(Staufen, Deutschland)
Nalgene Kryoröhrchen Nalgene Nunc international

(Rochester, USA)
Waage (Satorius BL 3100) Satorius AG (Göttingen, Deutschland)
Waage (Satorius BP 221S) Satorius AG (Göttingen, Deutschland)

Tabelle 35: Verwendete Geräte.
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Abkürzungsverzeichnis

A-Domäne Adenylierungs-Domäne

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

Ala Alanin

AS Aminosäure

Asp Asparaginsäure

antiSMASH antibiotic & secondary Metabolite Analysis Shell

ANL Acyl-CoA Syntethasen, NRPS-Adenylierungsdomänen

und Luciferase Enzyme

BLAST Basic Local Alignment search Tool

bp Basenpaare

BGC Biosynthesegencluster

bcfrs Bezeichnung für das Biosynthesegencluster von

Candidatus Burkholderia crenata

C-Domäne Kondensierungsdomäne

cvfrs Bezeichnung für das Biosynthesegencluster von

Chromobacterium vaccinii

CDA Calcium Dependent Antibiotic

COM-Domäne communication-mediating domains

DMSO Dimethylsulfoxid
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DNA Desoxyribonucleinsäure

Dha Dehydroalanin

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

FR FR900359

frs Bezeichnung für die FR-Biosynthesegencluster

GqPCRs Gq protein couppled receptors

Gly Glycin

Gln Glutamin

1H-NMR nuclear magnetic resonance spectroscopy

hHMM hidden Markov Modell

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktosid

kDa Kilodalton

Lys Lysin

Leu Leucin

MT-Domäne Methyltransferase-Domäne

MALDI Matrix assisted Laser Desorption/Ionisation

MLP MbtH like Protein

MWCO Molecular weight cut-o�

Ni-NTA Nickel Nitrilotriessigsäure

NRPS Nichtribosomale Peptidsynthetase

PKS Polyketid Synthetase

PCP Peptidyl Carrier Protein
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PCR Polymerase Chain Reaction

PPi Pyrophosphat

PTX Pertussistoxin

SAM S-Adenosyl-Methionin

SDS Sodium dodecylsulfate

SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide gelelectrophoresis

Ser Serin

TOF Time of �ight

Thr Threonin

TEMED Tetramethylethylendiamin

TE-Domäne Thioesterase Domäne

ÜNK Übernachtkultur

YM YM-254890
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PCP-Domäne. Die PCP-Domäne dient als Transportdomäne

für das entstehende Peptid. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

8 Bei der Methylierung wird eine Methylgruppe (rot) durch die

MT-Domäne von SAM auf die Aminogruppe übertragen. . . . 22

9 Putative Dehydroalaninbildung in NRPS: Dehydroalanin ist

eine ungewöhnliche Aminosäure, die auch in NRPs nicht sehr

oft vorkommt. Wahrscheinlich wird durch die vorangehende

A-Domäne Serin aktiviert, welches in einem zweiten Reakti-

onsschritt putativ von der C-Domäne zu Dehydroalanin dehy-

dratisiert wird. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

10 Kondensationsreaktion: Mit Hilfe der C-Domänen wird die

Peptidbindung zwischen dem entstehenden Peptid des voran-

gehenden Moduls und der aktivierten Aminosäure des folgen-

den Moduls geknüpft. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

11 Phosphopantetheinylierung: An die inaktive PCP-Domäne wird

unter Mitwirkung einer PPTase ein Phosphopantetheinrest an

einen hochkonservierten Serinrest des Apo-PCP gebunden. In

dieser Form ist die PCP-Domäne in der Lage, sowohl entste-

hende Peptide als auch aktivierte Aminosäuren kovalent zu

binden. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

12 Durch Hydrolyse oder Aminolyse bei linearen Peptiden oder

eine intramolekulare Zyklisierungsreaktion wird das fertige Pep-

tid freigesetzt. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

13 Hypothetische Reaktion von FrsC: FrsC katalysiert mutmaÿ-

lich die Reduktion von Phenylpyruvat zu Phenyllaktat. . . . . 45

14 Hypothetische Reaktion von FrsH: FrsH weist bioinformatisch

eine Ähnlichkeit mit einer β-Hydroxylase aus der Chloram-
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ta. Vergleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der

C-Domänen C6 und C8 aus C. vaccinii (siehe Abb. 24), so

stellt man fest, dass sich die C-Domänen C6 und C8 in beiden
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gleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der C-Do-

mänen C6 und C8 aus Cand. B. crenata (siehe Abb. 23), so

stellt man fest, dass sich die C-Domänen C6 und C8 in beiden
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E-Domänen

LC
L
-Domänen

Cy-Domänen

Dual

DC
L
-Domänen

Dual

Mod.

Starter-Domänen

Hybrid-Domänen

FrsG (C8)
FrsF (C6)
FrsE (C5)

FrsG (C9)
FrsE (C3)
FrsF (C7)

FrsE (C4)

FrsD (C2)
FrsA (C1)

Abbildung A1: Phylogenetische Analyse der C-Domänen mit FastTree. Die
Abbildung ist entnommen aus Crüsemann et al. 2018. Die Farben markieren
die einzelnen C-Domänen Klassen. Die roten Umrandungen zeigen die C-
Domänen des bcfrs-BGCs am Beispiel von Cand. B. crenata
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Abbildung A2: Vektorkarte A1-PCP in pET28a.
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Abbildung A3: Vektorkarte A2-PCP in pET28a.
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Abbildung A4: MLP (frsB) aus dem bcfrs-BGC in pCDFApra.

172



Abbildung A5: Vektorkarte des pCDFApra. Der Vektor wurde von Luis Li-
nares Otoya aus dem pCDFDuett-Vektor erstellt.
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Alignment der C-Domänen aus MycA und der C-Domänen C6 aus cvfrs und bcfrs

MycA       QDNFNLTFSFHHSILDGWSVASLLTELLQQYLYLLDKKVLPLSPTPALSFRDFVALEKKT 60
cvfrs      AGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEA-TPYSAYLGWL---QER 56
bcfrs      EERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKT-TPYSTYLGWL---QGR 56
             . :*..::** :*****:  :* ***  *    .   ** : **  :: .::   :  

MycA       VQSPECQNYWQEKLRDVTLTKL---PQWSKSNQVNQDWDWLVPISSQVSQGLKQLGKQVG 117
cvfrs      DRAAA-CEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQADKGAAAAQARLSLELPAELTQALTRQARQQG 115
bcfrs      DRASA-QQVWGDYMSGLEGPTLLARRSASED---QTQSKSSLTLPIELTQALNQQARQQG 112
            ::    : *   : .:   .*      :..     :    : :  :::*.*.: .:* *

MycA       VPLKSVLLAAHFRVLSLLNNQRDIVTGLVSNGRLEAA-DGEKILGLFLNTLPLRLELSGG 176
cvfrs      VTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPVRLRWSAG 175
bcfrs      VTLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRAG 172
           * *:::* **   :*. *. .**:* *:.  **     . *:::***:**:*:**.  .*

MycA       PWSDLV-KQAFDVERECLSWRRYPLAELQK--SGQPLFDTAFNFIHFHVYQGII----GV 229
cvfrs      ETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDSQAMAPDLGQ 235
bcfrs      ETVAELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDAQAIAPALGR 232
                :  :    :   *. :   *.*:*:  . : **** * * :: .    :    * 

MycA       KDLEVLGGKFFNQTNFTLLANFSLHPLSSQIELTLKYDGNYLGEKQMELIGGYYEKTLIA 289
cvfrs      ASLRRVSGGEQHESHYPLTL---MAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQGLLTRFRLLLEA 292
bcfrs      TVLSRINGGEQHDSHYPVTL---MAVPRETLTLYLSYQSGRFEHGTMENLLTRFRTLLEA 289
             *  :.*   ::::: :     :    . : * *.*:.  : .  :: :   :.  * *

MycA       MATEGLERYETCCLLSEQEQHQLLKEWNDTEVHYPDGCIHQLFEEQVKRSPDAIAIITEN 349
cvfrs      VAAEPSRPVSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSPQATLPELFEAQAARAPNAAALFCDG 352
bcfrs      VVTDSSCPIVDIDLLTADERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMAVLCDE 349
           :.::         **   *::*:* *** *:   *.  : : ** *. *:* * *:: : 

MycA       EQLTYRQLNEKANQLGHYLGKKGVKTESLVGICLERTPEMVIGLLAILKAGGAYVPLDPA 409
cvfrs      ETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLVAVLGVLKSGAAYLPLDPA 412
bcfrs      VALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKAGAAYLPLDPA 409
             * * :** :***:.*:*  :**  *. *.:.* *  *:::.:*.:**:*.**:*****

rot: Kondensations Motiv
magenta: Start der nächsten A-Domäne
                                          

Abbildung A6: Alignment der C-Domänen aus McyA und der C-Domänen
C6 aus dem cvfrs-BGC und dem bcfrs-BGC.
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Alignment der A-Domänen aus dem bcfrs-BGC

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

GrsA              --------MLNSSKSILIHAQNKNGTHEEEQYLFAVNNTKAEYPRDKTIHQLFEEQVSKR
A8_FrsG_2_Burk    -------------------------------------------TVDDTIIGRFAEQVRRA
A4_FrsE_2_Burk    ------------------------------ANGIAQWNDTQHACPSADLAQLFERQVRLT
A5_FrsF_1_Burk    ------------------------------------------------LPEWFEAQVERT
A6_FrsF_2_Burk    RFRTLLEAVVTDSS-CPIADIDLLTA-DERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERT
A3_FrsE_1_Burk    -------------------------------------------------------QAALT
A2_FrsD_Burk      ----------AVPQ-SPIDTLPWLDE-SERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQ
A1_FrsA_Burk      ----------AVPQ-SPIDTLPWLDE-SERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQ
A7_FrsG_1_Burk    ------------------------------------------------LAELFEAQATRQ
                                                                         *.   

GrsA              PNNVAIVCENEQLTYHELNVKANQLARIFIEKGIGKDTLVGIMMEKSIDLFIGILAVLKA
A8_FrsG_2_Burk    PDATVLTYRGETLTCAELNARANRLARCLIADGAGPEELIAVALPRSIDMVVSLLAILKT
A4_FrsE_2_Burk    PDASALTFGSQTLSYAVLNACANRLARWLLMHSIGPDDVVAVALPRSIDLVIALLAVVKS
A5_FrsF_1_Burk    PTAMAVLCDEVALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKA
A6_FrsF_2_Burk    PTAMAVLCDEVALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKA
A3_FrsE_1_Burk    PEAVALAFGDEVLSYAELNKQANRLARMLVAAGLGPEGRVALAVPRSLDMVVALLGVTKA
A2_FrsD_Burk      PNAVALEGPDERVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVVVCLERSIDMVVAILGIAKA
A1_FrsA_Burk      PNAVALEGPDERVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKA
A7_FrsG_1_Burk    PNAVALEGPDGCVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKA
                  *   .:      :    *:  **::*  :   . * :  : : : : :::.:.:*.: *:

GrsA              GGAYVPIDIEYPKERIQYILDDSQARMLLTQKHLVHLIHNIQFNGQV----EIFEEDTIK
A8_FrsG_2_Burk    GAAYLPMDPAYPLERLSFMLTDAKPRLLLANMETIRQVAEVSRVSTLALDCPELAQTLTR
A4_FrsE_2_Burk    GAAYLPLDADYPRNRLDFMLTDARPRALLTNGSMVEALSPAAGTQVLLLDAPEWTAARNH
A5_FrsF_1_Burk    GAAYLPLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACLLGLGDSIAALPDSNV--------RAWELDDEA
A6_FrsF_2_Burk    GAAYLPLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACLLGLGDSIAALPDSNV--------RAWELDDEA
A3_FrsE_1_Burk    GAAYLPLDPEYPAERLAYMLADAKPTLLMTVNAQLGSLSECAGIPVLALDADSVRDAISQ
A2_FrsD_Burk      GAAYLPFAPDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVKL-DR---------
A1_FrsA_Burk      GAAYLPLAPDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVKL-DR---------
A7_FrsG_1_Burk    GAAYLPLAPDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVEL-DR---------
                  *.**:*:   ** ::: ::* *:    *:     :  :                      

GrsA              ---------IREGTNLHVPSKSTDLAYVIYTSGTTGNPKGTMLEHKGISNLKVFFENSLN
A8_FrsG_2_Burk    --------TDDSNPLVPRPLRSDNAAYLIYTSGSTGAPKGVLIPHSNVLRLLDKTAHWFD
A4_FrsE_2_Burk    LD-----DRDMVVTERKQPLRPLDAAYVIYTSGSTGLPKGVVNTHHGIVNRLTWMQSAYR
A5_FrsF_1_Burk    VKQALVAQPQENPTPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTGKPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFG
A6_FrsF_2_Burk    VKQALVAQPQENPTPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTGKPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFG
A3_FrsE_1_Burk    MS-----GCNLVQSERLCPLQPQHPVCVIYTSGSTGRPKGVMVTHQGIVSLRASQIERFG
A2_FrsD_Burk      LD-----LSGQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFA
A1_FrsA_Burk      LD-----LSGQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFA
A7_FrsG_1_Burk    LD-----LSWQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFA
                                      :  . . :*****:** ***.   : .             

GrsA              VTEKDRIGQFASISFDASVWEMFMALLTGASLYIILKDTI-NDFVKFEQYINQKEITVIT
A8_FrsG_2_Burk    FGPKDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLTSGRLVVVPQTVS-LAPDEFLTLLEYEKVTILN
A4_FrsE_2_Burk    LDASDVVLQKTPFSFDVSVWEFFWPLLNGARLVMAVPDGH-RDPAYLAELIQRQGVTTLH
A5_FrsF_1_Burk    PDTFGDVLATTSLSFDVSVFELLAPLLCGGRVNLLRD------LLVLGERSIERG-SLIS
A6_FrsF_2_Burk    PDTFGDVLATTSLSFDVSVFELLAPLLCGGRVNLLRD------LLVLGERSIERG-SLIS
A3_FrsE_1_Burk    VSAESSVLQFASLSFGAALFEICTSLLTGARLVLVSSIKEALNVETMTALVTRHRLSHMV
A2_FrsD_Burk      VAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAA--GPLLGEQLEETLNRYAISHAL
A1_FrsA_Burk      VAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAA--GPLLGEQLEETLNRYAISHAL
A7_FrsG_1_Burk    VAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAA--GPLLGEQLEKTLNRYAISHAL
                               :*. :: *:   :  .. : :            :         :   

175



GrsA              LPPTYVVHLDPE---------RILSIQTLITAGSATSPSLVNK---WKE-----KVTYIN
A8_FrsG_2_Burk    QTPSAFYALMQAERHHGSNGGASLSLRRIIFGGEALDLSAL---QPWYQRHGDETTQLVN
A4_FrsE_2_Burk    FVPSMLDAFLNEPS-----SRQCLSLKRVLCSGEVLSGNLA-ALQQHVL-----KRPLHN
A5_FrsF_1_Burk    AVPSVFAQLLQHGD-----LR--LDASTVVFAGEALPPELVEAVRRRWP-----GCRAAN
A6_FrsF_2_Burk    AVPSVFAQLLQHGD-----LR--LDASTVVFAGEALPPELVEAVRRRWP-----GCRVAN
A3_FrsE_1_Burk    VPPSALDTLCAD---------RLPRTVRIMVAGEHCPAHLVER---WSA-----DRFMVN
A2_FrsD_Burk      IAPSALETVEAE---------VVPGLSTLVVGGETCSGATAAS---WSQ-----GRRMVN
A1_FrsA_Burk      IAPSALETVEAE---------VVPGLSTLVVGGETCSGATAAS---WSQ-----GRRMVN
A7_FrsG_1_Burk    IAPSALETVEAE---------VVPGLSTLVVGGETCSGATAAS---WSQ-----GRRMVN
                    *: .  .                   :: .*.                         *

GrsA              AYGPTETTICATTWVATKE--TIGHSVPIGAPIQNTQIYIVDENLQLKSVGEAGELCIGG
A8_FrsG_2_Burk    MYGITETTVHVSYQPLDSGMCGSRCNSLIGIGIPDLHLFLLDACLQPVPVGGIGELYVGG
A4_FrsE_2_Burk    LYGPTEAAVDVTAHACDPN--DTGSSIQIGKPIWNTRIHVLDEGLRPVPLGVAGELYIGG
A5_FrsF_1_Burk    IYGPTETTVYAIGTWLKEV--EGSRAPMIGRPLGNTPAYVLDEGLRPVPVGVVGELYIGG
A6_FrsF_2_Burk    IYGPTETTVYAIGTWLKEA--EGSRAPMIGRPLDNTRAYVLDEGLRPVPVGVAGELYIGG
A3_FrsE_1_Burk    GYGSSEVTVCA--TMSQPL--SGRALPPMGAPNANTRLYLLDAGMQPVPAGVMGELYVAG
A2_FrsD_Burk      AYGPTEVTVCV--TMSKPL--SGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAG
A1_FrsA_Burk      AYGPTEATVCV--TMSKPL--SGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAG
A7_FrsG_1_Burk    AYGPTEVTVCV--TMSKPL--SGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAG
                   ** :*.:: .                 :*    .   .::*  ::    *  *** :.*

GrsA              EGLARGYWKRPELTSQKFVDNPFVPGEKLYKTGDQARWLSDGNIEYLGRIDNQVKIRGHR
A8_FrsG_2_Burk    AGLARGYHNRASLTAERFVANPFASSKRMYRTGDLARRNVNDIFEYHGRADQQVKVRGFR
A4_FrsE_2_Burk    TGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRLDQQLKIRGFR
A5_FrsF_1_Burk    AGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
A6_FrsF_2_Burk    TGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
A3_FrsE_1_Burk    EGLARGYLSRPGLTAERFVANPFEPGWQMYRTGDLARRDIDGRLDYLGRVDHQVKIRGFR
A2_FrsD_Burk      RGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
A1_FrsA_Burk      RGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLAHWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
A7_FrsG_1_Burk    RGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
                   ****** .*  **:::** **:  . ::*::** *:   :. ::* ** *:*:*:**.*

GrsA              VELEEVESILLKHMYISETAVSVHKDHQEQPYLCAYFVSEKHI--PLEQLRQFSSEELPT
A8_FrsG_2_Burk    IELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSERTAAPL-------RRWLKV
A4_FrsE_2_Burk    IEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAAL-QRDAEDET-RQVQA
A5_FrsF_1_Burk    IEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAAD-GQMLRRFLSRHLPE
A6_FrsF_2_Burk    IEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAAL-QRDAEDET-RQVQA
A3_FrsE_1_Burk    IEPAEIEAALRQLPGVAQATVVAWEEVPGAKQLVGYVVPKEGVMLEPRAMRRELAEHLTD
A2_FrsD_Burk      IEPGEIETVLCQHPQLREAVVVSRT-NGRDTQLVGYVTVRGE--VDGQALRRQVANWLPE
A1_FrsA_Burk      IEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSRT-NGRDTQLVGYVTIRGE--VDGQALRRQVANWLPE
A7_FrsG_1_Burk    IEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSRT-NGRDTQLVGYVTVRGE--VDGQALRRQVANWLPE
                  :*  *:*: * :   : :: *           * .*.                  . :  

grün: Core-Regionen nach Stachelhaus 
gelb: Stachelhauscode                                             

Abbildung A7: Alignment der A-Domänen aus dem bcfrs-BGC.
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Percent Identity Matrix des A-Domänenalignments aus dem bcfrs-BGC

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: GrsA               100.00   31.07   29.65   35.98   27.57   34.84   35.35   35.17   36.40
     2: A8_FrsG_2_Burk   31.07  100.00   38.24   36.44   35.30   37.87   37.10   37.10   37.27
     3: A4_FrsE_2_Burk  29.65   38.24  100.00   47.43   73.23   40.55   41.10   41.28   42.30
     4: A5_FrsF_1_Burk   35.98   36.44   47.43  100.00   84.00   46.71   50.68   51.08   51.08
     5: A6_FrsF_2_Burk   27.57   35.30   73.23   84.00  100.00   39.44   42.43   42.43   43.26
     6: A3_FrsE_1_Burk   34.84   37.87   40.55   46.71   39.44  100.00   50.09   50.28   50.56
     7: A2_FrsD_Burk     35.35   37.10   41.10   50.68   42.43   50.09  100.00   96.92   96.13
     8: A1_FrsA_Burk     35.17   37.10   41.28   51.08   42.43   50.28   96.92  100.00   97.79
     9: A7_FrsG_1_Burk   36.40   37.27   42.30   51.08   43.26   50.56   96.13   97.79  100.00

Abbildung A8: Percent identity Matrix des Alignments der A-Domänen aus dem bcfrs-BGC.
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Alignment der A-Domänen aus dem cvfrs-BGC

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

GrsA           ------ML----------NSSKSILIHAQNKNGTHEEEQYLFAVNNTKAEYPRDKTIHQL
FrsG2_Cro      -------------------------------------------------------SIVQR
FrsE1_Cro      ----------------------------------------VSGWNDSARPLE-AGTLACL
FrsG1_Cro      ---------------GVIAAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHG-QATFPQL
FrsA_Cro       ------------------AAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHG-QATFPQL
FrsD_Cro       ------------------AAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHG-QATFPQL
FrsE2_Cro      ---------------------------------------WLRSWNDTGHAYP-DGDLAQL
FrsF1_Cro      KGVVQGLLTRFRLLLEAVAAEPSRPVSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSP-QATLPEL
FrsF2_Cro      --TVERLLTRFRLLLEAVAAEPSRPMSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSP-QATLPEL
                                                                       :   

GrsA           FEEQVSKRPNNVAIVCENEQLTYHELNVKANQLARIFIEKGIGKDTLVGIMMEKSIDLFI
FrsG2_Cro      FEEQAGRAPQASALSFQGQTLSYAELNARANRLAHALIARGAGPEDLIAAALPRSLDLVV
FrsE1_Cro      FEAQAKASPDSVALAFGSEQYSYAELDRRANQLARTLAGAGIGPEDIVALAVPRSLDMVV
FrsG1_Cro      FETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVV
FrsA_Cro       FETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVV
FrsD_Cro       FETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVV
FrsE2_Cro      FERQARLTPNAQALIFERQSLSYAALNARANQLCRVLLAHGVGPDDVVAVALPRSIELVV
FrsF1_Cro      FEAQAARAPNAAALFCDGETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLV
FrsF2_Cro      FEAQAARAPNAAALFCDGETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLV
               ** *.   *.  *:        *  *: :**:*.: :   * * :  :.  : :  ::.:

GrsA           GILAVLKAGGAYVPIDIEYPKERIQYILDDSQARMLLTQKHLVHLIHNIQFNGQVEIFEE
FrsG2_Cro      SLLAILKTGAAYLPLDPDYPAERLGFMLADAKPRLLLGHGEALRHLPVDASTQ-AIALDD
FrsE1_Cro      ALLGVVKAGAAYLPLDPEYPRERLAHMLSDATPRLLLATSDTVGGLPAFSGLR-VQVLDE
FrsG1_Cro      AVLGALKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPS-YWGR-VVELDR
FrsA_Cro       AVLGALKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPS-YWGR-VVELDR
FrsD_Cro       AVLGVLKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPS-YWGR-VVELDR
FrsE2_Cro      ALLAVVKSGAAYLPLDADYPRERLDFMLADARPAVLLSNAAMAGILSPADGTR-LLSLDE
FrsF1_Cro      AVLGVLKSGAAYLPLDPAYPAERLAHMLADARPACLLGLGDGIEA-LPDSGVA-CWRLDD
FrsF2_Cro      AVLGVLKSGAAYLPLDPAYPAERLAHMLADARPACLLGLGDGIEA-LPDSGVA-CWRLDD
               .:*. :*:*.**:*:.  ** **: .:* *:    **                    :: 

GrsA           DTI---------KIREGTNLHVPSKSTDLAYVIYTSGTTGNPKGTMLEHKGISNLKVFFE
FrsG2_Cro      AELGRELALAG---DGNPERARPLGADHAAYVIYTSGSTGQPKGVLVPHRNVLRLLDSTE
FrsE1_Cro      PAWREMVARADGRPLAQRERTRPLLPQHPVCVIYTSGSTGKPKGVSVTHQGIASLRASQI
FrsG1_Cro      L---------DLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQT
FrsA_Cro       L---------DLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQT
FrsD_Cro       L---------DLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQT
FrsE2_Cro      PGLLSAQDGADSGDLAAGERRRRLRPQDAAYVIYTSGSTGKPKGVINTHQGIVNRLAWMQ
FrsF1_Cro      AALRQTLAAQ--PQSDPTPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSGQPKGVVISQRSAADFVDWAL
FrsF2_Cro      AALRQTLAAQ--PQSDPTPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSGQPKGVVISQRSAADFVDWAL
                                          . . ******::*:***.   : .         

GrsA           NSLNVTEKDRIGQFASISFDASVWEMFMALLTGASLYIILKDTI--NDFVKFEQYINQKE
FrsG2_Cro      RWFGFGAGDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLSGGRLVVVPRAAV--QAPDEFLALLEREK
FrsE1_Cro      ERFGVSAGSSVLQFASLSFGAALFEVCMSLLVGARLVLVASAREAL-NAGAMAELARRHG
FrsG1_Cro      ERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDT---LNRHE
FrsA_Cro       ERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDT---LNRHE
FrsD_Cro       ERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDT---LNRHE
FrsE2_Cro      SAYRLDASDTVLQKTPFSFDVSVWEFFWPLLEGARLVLAVPDGH--RDPAYLAALIQRER
FrsF1_Cro      ASFGAETFADVLATTSLSFDVSVFELLTPLLSGGRVRLLRDLLELGERPISGG-------
FrsF2_Cro      ASFGAETFADVLATTSLSFDVSVFELLTPLLSGGRVRLLRDLLELGERPISGG-------
                                :*. :: *.   :  *. : :                      
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GrsA           ITVITLPPTYVVHLDP--------ERILSIQTLITAGSATSPSLVNKWKE-----KVTYI
FrsG2_Cro      VSVLNQTPSAFYALMQAEAARPETASELALRTVVFGGEALDLSALRSWYQRHGDVGPKLA
FrsE1_Cro      LSHVVLPPSALEALASE--------RLPDSLGIMVAGEHCPAHLQERW-----SAGRLMV
FrsG1_Cro      ISHALISPSA----LSTAD----AALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAW-----SAGRRMV
FrsA_Cro       ISHALISPSA----LSTAD----AALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAW-----SAGRRMV
FrsD_Cro       ISHALISPSA----LSTAD----AALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAW-----SAGRRMV
FrsE2_Cro      VTTVHFVPSMLEVFLREAG----SRQCLSLRRVLCSGEALSGELSALHR-Q--VLGSPLH
FrsF1_Cro      -SLISAVPSVFAQLLQHG------AVSLEAKTVVFAGEALPPELVAAVRQR--WPECRVA
FrsF2_Cro      -SLISAVPSVFAQLLQHG------AVSLEAKTVVFAGEALPPELVAAVRQR--WPECRVA
                :     *:                       :: .*.                      

GrsA           NAYGPTETTICATTWVATK--ETIGHSVPIGAPIQNTQIYIVDENLQLKSVGEAGELCIG
FrsG2_Cro      NMYGITETTVHASYQALDRRLCEEGGNSLIGEAIPDLRLHLLDRWLQPVPAGGVGELYIG
FrsE1_Cro      NGYGSSEVTVCATISLPLS--GRG--APPMGLPNANTRLYVLDAGLQPVPVGVPGELYIA
FrsG1_Cro      NAYGPTEATACVTMSEPLS--GDG--APKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIA
FrsA_Cro       NAYGPTEATACVTMSEPLS--GDG--APKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIA
FrsD_Cro       NAYGPTEATACVTMSEPLS--GDG--APKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIA
FrsE2_Cro      NLYGPTEAAVDVTAHACEN--GETGVSVPIGAPIWNTRIHVLDAGLRPAPVGVAGELYIA
FrsF1_Cro      NIYGPTETTVYAIGGWLEA--GER--APTIGRPLGNTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELYIA
FrsF2_Cro      NIYGPTETTVYAIGGWLEA--GER--APTIGRPLGNTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELYIA
               * ** :*.:  .                 :*    : : :::*  *:   .*  *** *.

GrsA           GEGLARGYWKRPELTSQKFVDNPFVPGEKLYKTGDQARWLSDGNIEYLGRIDNQVKIRGH
FrsG2_Cro      GAGLARGYLNRPGLSAERFIANPFAAGERMYRSGDLARRNAAGALEYQGRADQQVKVRGF
FrsE1_Cro      GDGLARGYLRRPGLSAERFVANPFAEGERMYRTGDLARRGGDGRLEYLGRTDHQVKIRGF
FrsG1_Cro      GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGF
FrsA_Cro       GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGF
FrsD_Cro       GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGF
FrsE2_Cro      GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGF
FrsF1_Cro      GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGF
FrsF2_Cro      GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGF
               * ****** .** *::::*: **:  **::*::** **    * :** ** *:*:*:**.

GrsA           RVELEEVESILLKHMYISETAVSVHKDHQEQPYLCAYFVSEKHI--PLEQLRQFSSEELP
FrsG2_Cro      RIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAA---PLRRWL-----
FrsE1_Cro      RIEPAEIEAVLRRLSGVAQAAVVAREDAPGVRQLVGYVVAATEAKLDAQGLRRQLAEHLP
FrsG1_Cro      RIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGG-V-EGSELRRLAAGQLP
FrsA_Cro       RIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGG-V-EGSELRRLAAGQLP
FrsD_Cro       RIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGG-V-EGSELRRLAAGQLP
FrsE2_Cro      RIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDA-AALQRDEDSE-SRQVE
FrsF1_Cro      RIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLNAA-AADAQALRRFLADQLP
FrsF2_Cro      RIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDA-AALQRDEDSES-RQVE
               *:*  *:*: *     : :: * .:        * .*.                      

GrsA           T-YMIPSYFIQLD-KMPLTSNG--------KIDRKQLPEPDLTFGMRVDYEAPRNEIEET
FrsG2_Cro      ---RAKSSVAAQNAREIELPNGL----------------PVFHHN---AAET-----EFL
FrsE1_Cro      E-HMVPAALVELA-ALPRTPNG--------KFDRGALPVPTFAAE---GYRPPRTAEE--
FrsG1_Cro      E-HMVPAAVVVLE-SLPQLPNG--------KLDRKSLPAPEFGGS---HYQRPRNAQEEM
FrsA_Cro       E-HMVPAAVVVLE-SLPQLPNG--------KLDRKSLPAPEFGGS---HYQRPRNAQEEM
FrsD_Cro       E-HMVPAAVVVLE-SLPQLPNG--------KLDRKSLPAPEFGGS---HYQRPRNAQEEM
FrsE2_Cro      AWQQVYDTL--YD-AHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREW---RSATVERIRELR
FrsF1_Cro      E-HMVPAAMIGLD-VLPLTPSG--------KLDRKALPAPDFAGR---SGRAARDAQE--
FrsF2_Cro      AWQQVYDTL--YD-AHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREW-----RSAT------
                       .            *                   :                  

grün: Core-Regionen nach Stachelhaus
gelb: Stachelhauscode

Abbildung A9: Alignment der A-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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Percent Identity Matrix des A-Domänenalignments aus dem cvfrs-BGC

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: GrsA        100.00   31.71   35.62   36.35   36.65   37.02   31.16   34.35   31.27
     2: FrsG2_Cro    31.71  100.00   43.69   43.75   43.48   43.48   44.18   46.46   46.64
     3: FrsE1_Cro    35.62   43.69  100.00   52.84   52.84   53.03   46.73   51.37   46.72
     4: FrsG1_Cro    36.35   43.75   52.84  100.00  100.00   99.82   45.56   54.73   50.29
     5: FrsA_Cro     36.65   43.48   52.84  100.00  100.00   99.63   45.30   55.05   50.58
     6: FrsD_Cro     37.02   43.48   53.03   99.82   99.63  100.00   45.49   55.24   50.78
     7: FrsE2_Cro    31.16   44.18   46.73   45.56   45.30   45.49  100.00   52.52   61.97
     8: FrsF1_Cro    34.35   46.46   51.37   54.73   55.05   55.24   52.52  100.00   91.24
     9: FrsF2_Cro    31.27   46.64   46.72   50.29   50.58   50.78   61.97   91.24  100.00

Abbildung A10: Percent Identity Matrix des Alignments der A-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Acre_FrsG_MT_1      GRADQQVKVRGFRIELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSE------
Acre_FrsE_MT        -----------------EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
Acre_FrsF_MT        -----------------EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
Acre_FrsG_MT_2      -----------------EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDAPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
                                     ***:.* :** *.:* *:.:    .. :**.*:  .:      

Acre_FrsG_MT_1      ---RTAAPLRRWLKVRRDAEA-QGARAFELPNGMPIFHHNTMETEFLYEEIFEDLVYFKH
Acre_FrsE_MT        DAEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGEN--FGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVE
Acre_FrsF_MT        DAEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGEN--FGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVE
Acre_FrsG_MT_2      DTEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGEN--FGGWNSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVE
                         :  :: * :*       :  : *     :  :. .     :  **:        .

Acre_FrsG_MT_1      GIRLDDGACVFDVGANIGLFMLFVGQHCRNATIFAFEPIPPVFRTLTLNAEVHGDKVRLF
Acre_FrsE_MT        RIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLF
Acre_FrsF_MT        RIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLF
Acre_FrsG_MT_2      RIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLF
                     **  :   *:::*.. **::  :. .*.      :.*   ..    *. :..**:****

Acre_FrsG_MT_1      DCGLSDAVRQ-----------ERFTFYPNDTLISTSR------NSPEA--IRGMVKS---
Acre_FrsE_MT        ALGAHELLKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLAL
Acre_FrsF_MT        ALGAHELLKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLAL
Acre_FrsG_MT_2      ALGAHELSKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLAL
                      *  :  :            . : ::** : ::          ** .    * *:.   

Acre_FrsG_MT_1      ---FL----INQHGNHSGDDAEVGELLDERLA-------SQDYMCVLRTLSDVITEH---
Acre_FrsE_MT        LDVFATAVDLCQVGTET-DAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIR
Acre_FrsF_MT        LDVFATAVDLCQVGTET-DAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIR
Acre_FrsG_MT_2      LDVFATAVDLCQVGTET-DAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIR
                       *     : * *..: * *.: . :::**        *  ::. **     *      

Acre_FrsG_MT_1      -----NVDRIDLLKI----DVENAEYNVLQGIVESDWPKIRQLVMEV---------HDVD
Acre_FrsE_MT        LKRGEAVNELNRYRYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIE
Acre_FrsF_MT        LKRGEAVNELNRYRYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIE
Acre_FrsG_MT_2      LKRGEAVNELSRYRYEAVLYKEPCEAVSLSEVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYAPMWRIE
                          *:.:.  :       * .*   *. :  . * .: ::               ::

Acre_FrsG_MT_1      --------GR------L---------------------RRIVDLLLHRGYRVIHEQDRLL
Acre_FrsE_MT        GIPNARLHGEVLVTRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQP
Acre_FrsF_MT        GIPNARLHGEVLVTRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQP
Acre_FrsG_MT_2      GIPNARLHGEVLVTRRLKSEDGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQP
                            *.      *                     . :  *  . ****:   ..  

Acre_FrsG_MT_1      RDTAIHCLYAVHVSR---DAEMRPGHHAENTSLFWN--CRADLLRDVRANLRKRLPDYMQ
Acre_FrsE_MT        D--HFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMV
Acre_FrsF_MT        D--HFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMV
Acre_FrsG_MT_2      D--HFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMV
                        :..::  . .*   **  *     :  * : *  .. : :  :*  : ::***** 

Acre_FrsG_MT_1      PNHMVLLDTFPLTPNGKLDRRALPAPEQAAMRVRDIEPA---------------------
Acre_FrsE_MT        PAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVD
Acre_FrsF_MT        PAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVD
Acre_FrsG_MT_2      PAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSEQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVN
                    *  :***: :***************** .:   *                          
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Acre_FrsG_MT_1      --------
Acre_FrsE_MT        DSFFDLGG
Acre_FrsF_MT        DSFFDLGG
Acre_FrsG_MT_2      DSFFDLGG
                            
gelb: konservierte Regionen von MT-Domänen nach Labby et al..
rosa: Core A9-Core A11 Bereiche der A-Domänen.

Abbildung A11: Alignment der MT-Domänen aus dem bcfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsG_MT1_Cro      GRADQQVKVRGFRIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAA--
FrsF_MT_Cro       GRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
FrsE_MT_Cro       GRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
FrsG_MT2_Cro      -----------------EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
                                   ***:**  **.* :* *:.:    ..::*:.*:: .: **   

FrsG_MT1_Cro      -------PLRRWLRAKSSVAAQNAREIELPNGLPVFHHNAAETEFLYEEIFEDRIYLKHG
FrsF_MT_Cro       DEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQH-QPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVER
FrsE_MT_Cro       DEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQH-QPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVER
FrsG_MT2_Cro      DEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQH-QPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVER
                          :. * :. .::   : :   : :.:  :. .     :   :: * *    . 

FrsG_MT1_Cro      IRLDNDACVFDVGANIGLFTLFVGQHCGNATVFAFEPIPPVFGTLSLNAAVHGGKVRLFD
FrsF_MT_Cro       IRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFA
FrsE_MT_Cro       IRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFA
FrsG_MT2_Cro      IRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFA
                  **  .   ::::*.. **:   :.: *       :.*   ..   .*::    .***** 

FrsG_MT1_Cro      CGLSDAARQE-----------TFTFYPNDTLISSSRNSAEATR--------------RMV
FrsF_MT_Cro       LGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELL
FrsE_MT_Cro       LGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELL
FrsG_MT2_Cro      LGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELL
                   *  : **             .: ::** : :..  :.* *                .::

FrsG_MT1_Cro      KSFLINQ-----HGDSDGEAVDELLEERL-------SSQQYVCGLRSLSDVVAEHGVERI
FrsF_MT_Cro       PSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLRE---QLPQIGAVDI
FrsE_MT_Cro       PSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLRE---QLPQIGAVDI
FrsG_MT2_Cro      PSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLRE---QLPQIGAVDI
                   **         . : *. *::. :.:**        : ::.. **.    : : *.  *

FrsG_MT1_Cro      DLLKI----DVENAEYDV-----------LRGISDADWPKIRQLVMEVH--DVD------
FrsF_MT_Cro       RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV
FrsE_MT_Cro       RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV
FrsG_MT2_Cro      RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV
                   * :     :::. .*:*           * . :   * .: .*    .  .*.      

FrsG_MT1_Cro      ---------------------GRLA---------------CIVELLRERGYRVIHEQDRL
FrsF_MT_Cro       TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ
FrsE_MT_Cro       TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ
FrsG_MT2_Cro      TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ
                                       *  :               .: .*  * *:*::   .* 

FrsG_MT1_Cro      LQNTAIHCLYAVHASCGSASADA---VPKAEPAAVWRSRSA---LLRDVQAELRSQLPDY
FrsF_MT_Cro       AGH--FDAVFV-RGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEY
FrsE_MT_Cro       AGH--FDAVFV-RGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEY
FrsG_MT2_Cro      AGH--FDAVFV-RGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEY
                    :  :..::. :.. *.*  ..   .   :* : : .. *       ::    .***:*

FrsG_MT1_Cro      MQPNHLVLLDAFPLTANGKLDRRALPTPEQAALRTRDVDPA-------------------
FrsF_MT_Cro       MVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESERE-----------------
FrsE_MT_Cro       MVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESEREQLLARLFGEVLGLPQVG
FrsG_MT2_Cro      MVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESERE-----------------
                  * *  :*****:*** **********:** ..   *  :        

                            
gelb: konservierte Regionen von MT-Domänen nach Labby et al.
rosa: Core A9-Core A11 Bereiche der A-Domänen          

Abbildung A12: Alignment der MT-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix MT-Domänen Cand. B. crenata - created by Clustal2.1 
#
#

     1: Acre_FrsG_MT_1  100.00   24.36   24.36   24.36
     2: Acre_FrsE_MT     24.36  100.00  100.00   98.10
     3: Acre_FrsF_MT     24.36  100.00  100.00   98.10
     4: Acre_FrsG_MT_2   24.36   98.10   98.10  100.00

Abbildung A13: Percent Identity Matrix des Alignments der MT-Domänen aus dem bcfrs-BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix MT-Domänen C. vaccinii - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsG_MT1_Cro  100.00   26.55   26.55   23.58
     2: FrsF_MT_Cro    26.55  100.00  100.00  100.00
     3: FrsE_MT_Cro    26.55  100.00  100.00  100.00
     4: FrsG_MT2_Cro   23.58  100.00  100.00  100.00

Abbildung A14: Percent Identity Matrix des Alignments der MT-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Acre_FrsE_MT        EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDAEDETRQVQAWRQVYD
Acre_FrsF_MT        EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDAEDETRQVQAWRQVYD
Acre_FrsG_MT_2      EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDAPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDTEDETRQVQAWRQVYD
FrsE_MT_Cro         EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYD
FrsF_MT_Cro         EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYD
FrsG_MT2_Cro        EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYD
                    ********** *:**.******:********************* :.*:***:**:****

Acre_FrsE_MT        TLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGL
Acre_FrsF_MT        TLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGL
Acre_FrsG_MT_2      TLYEAHCQQPFGENFGGWNSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGL
FrsE_MT_Cro         TLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGL
FrsF_MT_Cro         TLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGL
FrsG_MT2_Cro        TLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGL
                    ***:** :**********:********** :** **.*********:***:*********

Acre_FrsE_MT        LLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELLKLPEGNFDVIV
Acre_FrsF_MT        LLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELLKLPEGNFDVIV
Acre_FrsG_MT_2      LLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELSKLPEGNFDVIV
FrsE_MT_Cro         LLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIV
FrsF_MT_Cro         LLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIV
FrsG_MT2_Cro        LLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIV
                    ******  ***********:******:**. *:  *:*********** :**  .** **

Acre_FrsE_MT        INSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDA
Acre_FrsF_MT        INSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDA
Acre_FrsG_MT_2      INSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDA
FrsE_MT_Cro         INSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDA
FrsF_MT_Cro         INSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDA
FrsG_MT2_Cro        INSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDA
                    ************** ***:*:* **. ************ **  **:**:* *   *.**

Acre_FrsE_MT        ASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELNRYRYEAVLY
Acre_FrsF_MT        ASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELNRYRYEAVLY
Acre_FrsG_MT_2      ASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELSRYRYEAVLY
FrsE_MT_Cro         AALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLR
FrsF_MT_Cro         AALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLR
FrsG_MT2_Cro        AALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLR
                    *:*:***.**********::* ******* ****************.***.*****.** 

Acre_FrsE_MT        KEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSE
Acre_FrsF_MT        KEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSE
Acre_FrsG_MT_2      KEPCEAVSLSEVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYAPMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSE
FrsE_MT_Cro         KGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAG
FrsF_MT_Cro         KGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAG
FrsG_MT2_Cro        KGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAG
                    * **:* **:.. :: **.:*.:**** **   .   *: *:*** ****. .:*.**: 

Acre_FrsE_MT        EGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVY
Acre_FrsF_MT        EGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVY
Acre_FrsG_MT_2      DGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVY
FrsE_MT_Cro         GSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVY
FrsF_MT_Cro         GSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVY
FrsG_MT2_Cro        GSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVY
                     . ::    ***.***.** * *******:*:: ***.* .******:  ::  ***.**
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Acre_FrsE_MT        RTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRA
Acre_FrsF_MT        RTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRA
Acre_FrsG_MT_2      RTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRA
FrsE_MT_Cro         QPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRA
FrsF_MT_Cro         QPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRA
FrsG_MT2_Cro        QPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRA
                    :   .*:**************:******. ****:******:***:.*************

Acre_FrsE_MT        LPAPEFGTACYRAPGSKQE
Acre_FrsF_MT        LPAPEFGTACYRAPGSKQE
Acre_FrsG_MT_2      LPAPEFGTACYRAPGSEQE
FrsE_MT_Cro         LPAPEFGGTGYRAPESERE
FrsF_MT_Cro         LPAPEFGGTGYRAPESERE
FrsG_MT2_Cro        LPAPEFGGTGYRAPESERE
                    ******* : **** *::*    

grün: S-Adenosylmethionin-Bindungsstelle

Abbildung A15: Alignment der N-MT-Domänen aus dem bcfrs-BGC und
dem cvfrs-BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: Acre_FrsE_MT    100.00  100.00   98.20   71.94   71.94   71.94
     2: Acre_FrsF_MT    100.00  100.00   98.20   71.94   71.94   71.94
     3: Acre_FrsG_MT_2   98.20   98.20  100.00   71.54   71.54   71.54
     4: FrsE_MT_Cro      71.94   71.94   71.54  100.00  100.00  100.00
     5: FrsF_MT_Cro      71.94   71.94   71.54  100.00  100.00  100.00
     6: FrsG_MT2_Cro     71.94   71.94   71.54  100.00  100.00  100.00

Abbildung A16: Percent Identity Matrix des Alignments der N-Methyltransferasen aus dem bcfrs-BGC und cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsG1_Acre      GRADQQVKVRGFRIELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSERTAAPL
FrsG1_Chro      GRADQQVKVRGFRIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAAPL
                *************** *****.** ***********:::..** **:*** ****:****

FrsG1_Acre      RRWLKVRRDAEAQGARAFELPNGMPIFHHNTMETEFLYEEIFEDLVYFKHGIRLDDGACV
FrsG1_Chro      RRWLRAKSSVAAQNAREIELPNGLPVFHHNAAETEFLYEEIFEDRIYLKHGIRLDNDACV
                ****:.: .. **.** :*****:*:****: ************ :*:*******:.***

FrsG1_Acre      FDVGANIGLFMLFVGQHCRNATIFAFEPIPPVFRTLTLNAEVHGDKVRLFDCGLSDAVRQ
FrsG1_Chro      FDVGANIGLFTLFVGQHCGNATVFAFEPIPPVFGTLSLNAAVHGGKVRLFDCGLSDAARQ
                ********** ******* ***:********** **:*** ***.************.**

FrsG1_Acre      ERFTFYPNDTLISTSRNSPEAIRGMVKSFLINQHGNHSGDDAEVGELLDERLASQDYMCV
FrsG1_Chro      ETFTFYPNDTLISSSRNSAEATRRMVKSFLINQHGDSDGE--AVDELLEERLSSQQYVCG
                * ***********:**** ** * ***********: .*:   *.***:***:**:*:* 

FrsG1_Acre      LRTLSDVITEHNVDRIDLLKIDVENAEYNVLQGIVESDWPKIRQLVMEVHDVDGRLRRIV
FrsG1_Chro      LRSLSDVVAEHGVERIDLLKIDVENAEYDVLRGISDADWPKIRQLVMEVHDVDGRLACIV
                **:****::**.*:**************:**:** ::*******************  **

FrsG1_Acre      DLLLHRGYRVIHEQDRLLRDTAIHCLYAVHVSRDAEMRPGHHAENTSLFWNCRADLLRDV
FrsG1_Chro      ELLRERGYRVIHEQDRLLQNTAIHCLYAVHASCGSASADAVPKAEPAAVWRSRSALLRDV
                :** .*************::**********.* .:    .    : : .*..*: *****

FrsG1_Acre      RANLRKRLPDYMQPNHMVLLDTFPLTPNGKLDRRALPAPEQAAMRVRDIEPA
FrsG1_Chro      QAELRSQLPDYMQPNHLVLLDAFPLTANGKLDRRALPTPEQAALRTRDVDPA
                :*:**.:*********:****:**** **********:*****:*.**::**

Abbildung A17: Alignment der O-MT-Domänen aus dem bcfrs-BGC und
dem cvfrs-BGC.

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsG1_Acre_Burk  100.00   73.08
     2: FrsG1_Chro        73.08  100.00

Abbildung A18: Percent Identity Matrix des Alignments der O-Methyltrans-
ferasen aus dem bcfrs-BGC und cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

C.v._FrsE_C4_Epimer   --PVESDRNERVDQACGDLPATP-----IIHWMLAAPPYRRFNQSQLLRTPGGLKRDDLL 53
C.v._FrsA_C1_start    --------MKNSESPIHHFQASSAQLDVWISQEVSPN--LPNNIAEYLNLAGSLDAGLFL 50
C.v._FrsD_C2_start    -------------------------MEIWLAQQLMPD--SPNNIAEYLHLSGPLDPDLFF 33
C.v._FrsE_C3_LCL      ----------MPIPEIEVLPLSYAQRRLWFTHRFNGPS-PTYNIPIALSLSGEPEQPALQ 49
C.v._FrsF_C7_LCL      SGDGELRPPLRRLPRPQTLPLSYAQQRLWFIHHLEGPS-PTYNIPVALRLSGALETDVLE 59
C.v._FrsG_C9_LCL      -DPAAVRPPLQRQARPKRLPLSYAQQRLWFLYRFEGPS-STYNIPLALRLKGDLHPEALQ 58
C.v._FrsE_C5_DCL      ------------RPLEDVLPLSPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYIERVTYQLEGELDPAAMK 48
C.v._FrsF_C6_DCL      ---------MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMR 51
C.v._FrsG_C8_DCL      ---------MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMR 51
                                                   :                     *  .   : 

C.v._FrsE_C4_Epimer   AALQALLDHHDALRLRLDAAASDEALLSIPPAGSVRAGDCLRRIDAVGRDEAEWHLLLAR 113
C.v._FrsA_C1_start    QALSQVASESAELQYNFRHDGLQL---TKFRR--DDEGWEPDFIDVSTHGEP-EHAALRA 104
C.v._FrsD_C2_start    KTLRQVASETPALQVNFSIEDGRP---CPVSR--VHEDWSPDFIDVSTHGEP-EHAALRA 87
C.v._FrsE_C3_LCL      AALRDVLARHESLRTLVVESEEGAPAQHILPP--DAAGTFC--LAVQTAGSA-AEQAASL 104
C.v._FrsF_C7_LCL      AALLDVVRRHESLRTVYVQSADDTPLQCVLSV--EQLDDCR--LIVHEPLGE-TRLGAVL 114
C.v._FrsG_C9_LCL      QAVADIVERHESLRTVFVDNDGV-PEQRIQSA--EQALP-S--LPRVEVADE-AELQRAL 111
C.v._FrsE_C5_DCL      RAAHGLLQRHGNLRACFVDLGKGQPVQIISQL--EALPWQDIDLSMLAGDER-QAMLAQI 105
C.v._FrsF_C6_DCL      SAADALMRRHANLRAGFVHPGGQEPVQVVLRE--VVAGWEERDWRGRNPQEA-AEAQSAW 108
C.v._FrsG_C8_DCL      SAADALMRRHANLRAGFVHPGGQEPVQVVLRE--VVAGWEERDWRGRNPQEA-AEAQSAW 108
                       :   :  .   *:                                              

C.v._FrsE_C4_Epimer   EGEAAAERLDCEAGLLLQAVWLDAGDEAGRLLLVIHHLAVDGVSWRVLLPDLQQAWQAAS 173
C.v._FrsA_C1_start    MRERVEKPFDLARDALFRWTLIRLADERHIFCHVYHHIAMDGAGYVMLLQRIAEVYGALR 164
C.v._FrsD_C2_start    MRERVEKPFDLARDALFRWTLIRLADERHIFCHVYHHIAMDVAGYVMLLQRIAEVYGALR 147
C.v._FrsE_C3_LCL      -ETACRHCFDLSREMPLRAGLFLADGAEPVLLLLLHHIAADGDSLPVLARDLELAYRSRL 163
C.v._FrsF_C7_LCL      -SEASRHCFDLSCELPLRAELFPLDSGQQVLLLLLHHIAGDGGSLPVLADDLAAAYEARC 173
C.v._FrsG_C9_LCL      -REAAEHRFDLSSETPLRCTLFRLGEQEWVLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRELDAAYAARC 170
C.v._FrsE_C5_DCL      REQVRSQRFDLGRAPLLSFTLIRLAADRHQLIMNNHHILLDGWSEPLLWRELMTLYRNGG 165
C.v._FrsF_C6_DCL      QEADRERRFELSQPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGG 168
C.v._FrsG_C8_DCL      QEADRERRFELSQPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGG 168
                            . ::      :    :        :    **:  *  .   *   :   :    

C.v._FrsE_C4_Epimer   QDRAIALDPVGASFRLWSLHLGQEAR-----SSQREAELAHWKWALAAED-PLL----GP 223
C.v._FrsA_C1_start    EGQPAP----ACGFADADAIVREEER--YRQSEQFAVDRAFWQARSAELAT-----AEPP 213
C.v._FrsD_C2_start    EGQPAP----ACGFADADAIVREEER--YRQSEQFAVDRAFWQARSAELAT-----AEPP 196
C.v._FrsE_C3_LCL      RGLAPEWRPLPVQYADYALWQQELLGDLEVPDSLAARQLVYWREALRGMPDVLELPTDHP 223
C.v._FrsF_C7_LCL      QGREPAWRPLPVQYADYTLWQRQLLGNERDPDSLIGRQFAYWKQALAGLPDQLCLPTDRP 233
C.v._FrsG_C9_LCL      QGRAPDWQPLAVQYADYTLWQRQLLGEENDPESLIAAQFAYWKRTLAGAPEQLTLPTDRP 230
C.v._FrsE_C5_DCL      ---DLGAMPRVTPYRDYLVWLGRRDH---------EADRQAWRHYLAELETPTLLSPEPP 213
C.v._FrsF_C6_DCL      ---GDGGLPEATPYSAYLGWLQERDR---------AAACEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQ 216
C.v._FrsG_C8_DCL      ---GDGGLPEATPYSAYLGWLQERDR---------AAACEAWGGYLEGLEGPTLVSTGHP 216
                                   :        .                  *                  

C.v._FrsE_C4_Epimer   RPYDSARDATRTRQSLSLA----LPPAVTQALLTQATARFHAHANDVLLTVFALAVAVWR 279
C.v._FrsA_C1_start    LP-------AADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRMTAER-LGVSQSRLLTAAIVAYFHRW- 264
C.v._FrsD_C2_start    LP-------AADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRMTAER-LGVSQSRLLTAAIVAYFHRW- 247
C.v._FrsE_C3_LCL      RPAVA----SHRGGKAPFA----LSAAAHARLKTLAAQ-QGATLSMALQAGLAALLHRL- 273
C.v._FrsF_C7_LCL      RPAMA----SYQGDYCEFR----LDAETLKQLKTLARR-HGATLSMALQAALAALLSRL- 283
C.v._FrsG_C9_LCL      RPAVA----SYRGRYLPFE----LDAGLHAELRRLARD-HDATLSMLLQAGLAALFTRL- 280
C.v._FrsE_C5_DCL      AA-------YVDQETYSLA----LPPALAQALAARAAE-LGITLNTLVQGAWGRVLACL- 260
C.v._FrsF_C6_DCL      ADKGA----AAAQARLSLE----LPAELTQALTRQARQ-QGVTLNTLLQAAWGMLLGKL- 266
C.v._FrsG_C8_DCL      QDH-------AEQKQRAWR----LPAELTQALTRQARQ-QGVTLNTLLQAAWGMLLGKL- 263
                                             :       *   *        .  :       .    
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C.v._FrsE_C4_Epimer  RRRLPEAPAELLFDLEGHGREARDTGIDLSRTVGWFTSLFPVRLALDCAGLDEALKGGDS 339
C.v._FrsA_C1_start   -----GGQQEILFRLAVSARSDA-----TRHAPGHLAHALPLLASLP---------PRAS 305
C.v._FrsD_C2_start   -----GGQQEILFRLAVSARSDA-----TRHAPGHLAHALPLLASLP---------PRAS 288
C.v._FrsE_C3_LCL     -----GAGTDIAVGGLLAGRGEE----SLKELIGFFVNAWVLRVDVS---------GRPN 315
C.v._FrsF_C7_LCL     -----GAGDDIPLGCPIAGRTDD----ALANLVGFFVNTWVLRVDTS---------GRPD 325
C.v._FrsG_C9_LCL     -----GAGEDIPLGCGIAGRTDD----ALNDMVGFFVNSWVLRADTS---------GNPD 322
C.v._FrsE_C5_DCL     -----TMSQDVVFGSNVAGRPAEL--GGIEDMVGLFINTVPLRVRWT---------RGES 304
C.v._FrsF_C6_DCL     -----NLSRDVVFGITVAGRPGEL--PGVERMIGLFINTVPVRLRWS---------AGET 310
C.v._FrsG_C8_DCL     -----NLSRDVVFGITVAGRPGEL--PGVERMIGLFINTVPVRLRWS---------AGET 307
                              :: .     .*             * :     :                  

C.v._FrsE_C4_Epimer  LGRLLKSVKE-QLRAIPDRGMGFGLLRH-LNPGARGEL--AAL-SSPQIGFNYLGRFTAA 394
C.v._FrsA_C1_start   LADIARQLDGEVERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEFGACRV 365
C.v._FrsD_C2_start   LADIARQLDGEVERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEFGACRV 348
C.v._FrsE_C3_LCL     FPALLRRVREQALQAYSHQDLPFEWLVEQINPARS--TSHHPLFQVALVLQNNLSADFHL 373
C.v._FrsF_C7_LCL     FATLLGRVRQQALAAYSHQDVPFERLVELLNPARS--ASHHPLFQVNLALQNNIFPLFRF 383
C.v._FrsG_C9_LCL     FITLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPSRS--SAHHPLFQVNLTLQNNALPDFRL 380
C.v._FrsE_C5_DCL     IADMLVRLQAEQVGLLEHQYLDLAEIQE------L--AGLGDLFDTVYAFENYPVFGDGG 356
C.v._FrsF_C6_DCL     VAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQR------L--AGQRQLFDTLFIFENYPFDSQAM 362
C.v._FrsG_C8_DCL     VAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQR------L--AGQRQLFDTICVFENYPVDAAAM 359
                     .  :   :         .       : .              : .      .        

C.v._FrsE_C4_Epimer  EGEDWQPAGCAGIEGGQDPDMPLPHLLSFNAQTLDREQGPELHAIWSWAGELFDQEQIAE 454
C.v._FrsA_C1_start   ESA-------HQLTVGVL-DTL---EVAV----HDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRR 410
C.v._FrsD_C2_start   ESA-------HQLTVGVL-DTL---EVAV----HDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRR 393
C.v._FrsE_C3_LCL     EGL---AVDQRLLGTGTAKFDL---AFNLFERQDGDGRPQGLDGELEFASDLFDRAGAER 427
C.v._FrsF_C7_LCL     SGR---EVSLETVGNRTAKFDL---FFNLFEMPSDEPQTQYLQGYVEYATELFDRATVER 437
C.v._FrsG_C9_LCL     DGL---EVSLSPIEADTAKFDL---FFNLFEIFGLDGQAGGLQGGVEYATDLYEQATVEQ 434
C.v._FrsE_C5_DCL     ASA-A-GPRVTGVSGG-S--TT---HYPLG---LIVNPQSGLSFLFSYRPDLYLPEDIQR 405
C.v._FrsF_C6_DCL     APD-LGQASLRRVSGG-EQHES---HYPLT---LMAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQG 414
C.v._FrsG_C8_DCL     EQP-SGGLQLRGVSGG-DRYMT---HYPLS---LMIEPGPELKLNLIYQPERFEPEAIER 411
                                 :               .            *                  

C.v._FrsE_C4_Epimer  LAQLWRQAAVALAEHASRPEAGGRSPSDLPLVGLEQT----------QIERLEAEY--- 500
C.v._FrsA_C1_start   HALRLARFIVEAAAEPSQPVSD------IELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQL 463
C.v._FrsD_C2_start   HALRLARFIVEAAAEPSQPVSD------IELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQL 446
C.v._FrsE_C3_LCL     LVARFVRLLERWSMQPAHLIAE------LDLLDDDERRQAV------------------ 462
C.v._FrsF_C7_LCL     LLTRFRLLLEAVAAEPSRPMSD------IELLDEAERR--------------------- 469
C.v._FrsG_C9_LCL     FMRHFQRLLRQVAAVPTAPIAA------LDLSEPQSAAEADCAARPAASDSI------- 480
C.v._FrsE_C5_DCL     IAGYLQLTLQAFADDPAQSVAG------LELAPVEQAGWL------------------- 439
C.v._FrsF_C6_DCL     LLTRFRLLLEAVAAEPSRPVSD------IELLDEAERR--------------------- 446
C.v._FrsG_C8_DCL     LSAQLTRLLGVIAAEPSQPVSD------IEL---------------------------- 436
                                 :   :   :       : *                

Abbildung A19: Alignment der C-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: C.v._FrsE_C4_Epimerisation  100.00   17.67   17.83   21.00   24.22   22.05   20.62   21.11   21.80
     2: C.v._FrsA_C1_starter         17.67  100.00   91.26   19.82   21.25   18.20   21.15   22.73   22.93
     3: C.v._FrsD_C2_starter         17.83   91.26  100.00   19.09   22.36   18.69   20.84   21.14   21.32
     4: C.v._FrsE_C3_LCL             21.00   19.82   19.09  100.00   57.30   53.04   24.07   25.86   26.00
     5: C.v._FrsF_C7_LCL             24.22   21.25   22.36   57.30  100.00   62.23   23.26   30.14   26.64
     6: C.v._FrsG_C9_LCL             22.05   18.20   18.69   53.04   62.23  100.00   23.95   25.92   25.82
     7: C.v._FrsE_C5_DCL             20.62   21.15   20.84   24.07   23.26   23.95  100.00   46.68   48.02
     8: C.v._FrsF_C6_DCL             21.11   22.73   21.14   25.86   30.14   25.92   46.68  100.00   85.55
     9: C.v._FrsG_C8_DCL             21.80   22.93   21.32   26.00   26.64   25.82   48.02   85.55  100.00

Abbildung A20: Percent Identity Matrix des Alignments der C-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsE_Condensation_4_Epim   ---PLTNGVDSVQEEPCGDLTLTPILRWMWENGPYRLF-----HQSQLLRAPSGLRRADL 52
FrsA_Condensation_1_start  -------------------------QMDIWMVQKIAAD--YPNCIAEYLHFRGALDGPHF 33
FrsD_Condensation_2_start  ---------------------------EIWLAQQLRKD--LFINIAEYLQIDGVLDIALF 31
FrsE_Condensation_3_LCL    ------------QNSAIEVLPLSYAQRRLWFTHCIKGP-SPAYNIPLMLRLAGKPAKEAL 47
FrsF_Condensation_7_LCL    -STDDAVRPPLQRQIRPETLPQSFAQQRLWFINQLEGP-SPTYNIPVALRVSGPLDIAAL 58
FrsG_Condensation_9_LCL    STKPTAVRQPLLPQERPKRLPLSHAQQRLWFLHRFEGP-SSTYNIPLAFKLQGSLDVEAL 59
FrsE_Condensation_5_DCL    ----------------EEVLPLSPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYVERLIYALEGELDAGAL 44
FrsF_Condensation_6_DCL    ----------------ETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLM 44
FrsG_Condensation_8_DCL    ----------------ETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLM 44
                                                       :                       .      :

FrsE_Condensation_4_Epim   LAMVQALLDHHDALRMRLHEDDGEARMTI-LPVGTTRAEDCVRRIEIVGVDAVERQV-VL 110
FrsA_Condensation_1_start  LGALHCVAREASELRCNLHHD-GVRLIKYHRDLA----EWVPDFIDVSTEANPEAT--AL 86
FrsD_Condensation_2_start  MDALHRVLQEAIVLHVNFSGH-VDRPVQFLRTSK----GCAPSFIDVSAQSDPFFA--AQ 84
FrsE_Condensation_3_LCL    QAALQDVLTRHESLRTLCVEADDGEPMQHILPAQ----AVTVFRLETHVAA--SVAE-QS 100
FrsF_Condensation_7_LCL    DKALRDIMLRHESLRTVYLRSADDTPVQSILPVE----HLNDNRLIVRALL--DEEQ-LP 111
FrsG_Condensation_9_LCL    RRALEDVVVRHESLRTIFVESEGIPEQKILAPDE----ACLALQ--LIDTN--EETG-LD 110
FrsE_Condensation_5_DCL    KQAVHGLLLQHSNLRACFVDLGRGQPVQVIVPLS----ALPWQEIDLSMLGEDEQQAVLE 100
FrsF_Condensation_6_DCL    RAAADTLIRRHANLRAGFVHPGGREPVQVILREV----AACWKEHDWRTEPLVRAAELQS 100
FrsG_Condensation_8_DCL    RAAADTLIRRHANLRAGFVHPGGREPVQVILREV----AACWKEHDWRTEPLVRAAELQS 100
                                 :  .   *:                                             

FrsE_Condensation_4_Epim   ARETDEAILRLDSECGRLVQVVWLDAGSEEGWLRLVIHHLAVDGVSWRVLLSDWQQAWAD 170
FrsA_Condensation_1_start  SIMRSQVVKSVDMRTDALFRWCLIRLSDEHHIFFHAYHHIVMDGVGYVLLLERVAEVYRA 146
FrsD_Condensation_2_start  RAMRELAHSPFDLGQDALFRWCLIRLSDEHHIFFHAYHHIVMDVAGYVLLLERVAEVYRA 144
FrsE_Condensation_3_LCL    EAVVEASRHCFDLSTEIPLRATLFLAEGAPPLLLLLLHHIAADGDSLPVLAKNLEFAYLA 160
FrsF_Condensation_7_LCL    PALCEACRYCFDLSREPSLRAELFPLRSGQQVLLLLLHHIGADGGSLPVLANDLGFAYEA 171
FrsG_Condensation_9_LCL    MALREASDYHFDLSREIPLRCTLFRQESQVWTLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRDLATAYAA 170
FrsE_Condensation_5_DCL    QMQEEDRHQRFDLSHAPLLSFVLIRLAVDRHRLIMSNHHILLDGWSGPLLWRELMKLYRS 160
FrsF_Condensation_6_DCL    AWHAEDRQRRFDLSQPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRT 160
FrsG_Condensation_8_DCL    AWHAEDRQRRFDLSQPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRT 160
                               .     .*      .    :        :    **:  *  .   :       :  

FrsE_Condensation_4_Epim   VCVGCAISLDPVGTSFRNWALCLQR----D-AQSPQREAELAYWCSMLSTTD-----MPL 220
FrsA_Condensation_1_start  LRSDLPLPACRFATASAIVDDEVR-----YR-ASEQFAVDRAFWQARAALQAKAEPPLPL 200
FrsD_Condensation_2_start  LRSDLPLPACRFATASAIVDDEVR-----YR-ASEQFAVDRAFWQARAALQAKAEPPLPL 198
FrsE_Condensation_3_LCL    RHESRPPEWSLLAVQYADYTLWQREWLGNIGTADSPAAHQLRYWRGALR--G-MPQVMAL 217
FrsF_Condensation_7_LCL    RRQGAEPTWQPLPVQYADYTLWQRQLLGDEKDPDSLICRQFAYWEEVLA--G-LPDLLRL 228
FrsG_Condensation_9_LCL    RRKGLDPAWAPLPVQYADYTLWQRQLLGSEGDPDSLISTQFAYWKQNLA--G-AQEQLTL 227
FrsE_Condensation_5_DCL    GG---DLRAIPRVTPYRDYLDWLAR---RDLEP------DRMAWRGYLR--D-LVTPTLL 205
FrsF_Condensation_6_DCL    QG---DALSLPKTTPYSTYLGWLQG---RDRAS------AQQVWGDYMS--G-LEGPTLL 205
FrsG_Condensation_8_DCL    QG---DALSLPKTTPYSTYLGWLQG---RDRAS------AQQAWGDYLS--G-LEGPTLL 205
                                        .                             *               *

FrsE_Condensation_4_Epim   GRRAFDPARDTTRTKQSLSLSLPVRTTQALLTQAATRFHAQANDVLLTVFVLAMAAWRR- 279
FrsA_Condensation_1_start  S--------GEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKAAAE------RLGVSLS--RLLSAAIIAY 244
FrsD_Condensation_2_start  S--------GEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKAAAE------RLGVSLS--RLLSAAIIAY 242
FrsE_Condensation_3_LCL    PTDRPRPP-VATHRGGKVPFALPAAAHARLKTLAE------TEAVTLS--MVLQAGLSAL 268
FrsF_Condensation_7_LCL    PMDRPRPV-EASYQGDYCEFTLDAGTLQQLKRMAR------RQGVTLS--MTLQAGLAAL 279
FrsG_Condensation_9_LCL    PTDHPRPA-VASYRGHYLPFQLEAELHSDLRRLAR------TNDTTLS--MLLQAALAAL 278
FrsE_Condensation_5_DCL    A---PAAP-TEYVIQETYERALPDALASGLTALAE------QLGVTLN--TVIQGAWGRV 253
FrsF_Condensation_6_DCL    A---RRSA-SEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQAR------QQGVTLN--TLLQAAWGIL 253
FrsG_Condensation_8_DCL    A---RRSA-SEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQAR------QQGVTLN--TLLQAAWGIL 253
                                                :       *   *          . *.      ..    
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FrsE_Condensation_4_Epimer  -QCMGHAPDALLFDLEGHGRETQDTAIDLSRTVGWFTSLFPVRVRLDAVDLDDALGEGAS 338
FrsA_Condensation_1_start   FRRWDGQ-NEMRFRLAVSARS--EVT---MQAPGYMAHALPLQASFTP---------HTS 289
FrsD_Condensation_2_start   FRRWDGQ-NEMRFRLAVSARS--EVT---MQAPGNMAHALPLQASFTP---------RTS 287
FrsE_Condensation_3_LCL     LYRLGAG-SDVVIGGLLAGRN--DEA--LKDLIGFFVNAWVLRTDLSG---------HPD 314
FrsF_Condensation_7_LCL     LNRMGAG-DDIPLGSPIAGRT--DDA--LINLVGFFVNTWVLRVDTSG---------RPD 325
FrsG_Condensation_9_LCL     FTRLGVG-NDIPLGCGIAGRT--DEA--LGDLVGFFVNTWILRADTSG---------DPD 324
FrsE_Condensation_5_DCL     LGCLTTS-QDVMFGSNVAGRP--AELNGIEDMIGLFINTIPLRVRWSR---------GES 301
FrsF_Condensation_6_DCL     LGKLSSS-RDVVFGITVAGRP--GELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRA---------GET 301
FrsG_Condensation_8_DCL     LGKLSSS-RDVVFGITVAGRP--GELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRA---------GET 301
                                      : :     .*             * :     ::                 

FrsE_Condensation_4_Epimer  LGRLLKSVKEQL-HALPDRGLGFGLLRYLNQGTAAELAAHGQPQIGFNYL------GRFA 391
FrsA_Condensation_1_start   LADIVRQLDGEVRCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGP-VINIMPF-----SYAFD 343
FrsD_Condensation_2_start   LADIVRQLDGEVRCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGP-VINIMPF-----SYAFD 341
FrsE_Condensation_3_LCL     FHVLLRRVREQALQAYSHPDLPFEWLVEQLNPI--RSTSYHP-LFQVVLVLQNNQRARFR 371
FrsF_Condensation_7_LCL     FATLLGRVRSRALAAYAHQDVPFDRLVELLNPV--RSISHHP-LFQVNLALQNNVLPKFR 382
FrsG_Condensation_9_LCL     FVTLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPV--RSSAHHP-LFQVNLTLQNNALPEFR 381
FrsE_Condensation_5_DCL     IGDVLKRIQSEQVDLLEHQYLD------LVEIQ--SQASHRD-LFDSVYAFENYPVHAND 352
FrsF_Condensation_6_DCL     VAELLERLQREQARLLEYQYLD------LAEIQ--RLAGQRQ-LFDTLFIFENYPFDAQA 352
FrsG_Condensation_8_DCL     VVELLERLQREQARLLEYQYLD------LAEIQ--RLAGQRQ-LFDTLCVFENYPVNAKA 352
                            .  ::  :  .                           .     :               

FrsE_Condensation_4_Epimer  ASEGGDWQLASDVGIEAGQDPEMPLPHPLSFDAHTLDRTHGPELTAIWSWGSELFSSDEI 451
FrsA_Condensation_1_start   F---GECRVTSAHQLTVG------LLNAL--EVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQL 392
FrsD_Condensation_2_start   F---GECRVTSAHQLTVG------VLNAL--EVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQL 390
FrsE_Condensation_3_LCL     L---GGLVVE-QQVLGTGTA-KFDLAFNL--FETMSDDGHPLGVTGDLEYACDLFDPPSA 424
FrsF_Condensation_7_LCL     F---FGQAVA-LETVSSRTA-KFDLFFNL--CEMPADGSQPCYLHGYVEYASDLFNRDTV 435
FrsG_Condensation_9_LCL     L---DGMQVS-LHRIVSDIA-KFDLFFNL--YETFDQDGRALGLQGAVEYACDLYERATV 434
FrsE_Condensation_5_DCL     E---DEASGP-RVKVVSGG---STTHYPL--GLIVN---PQAGLSLLFSYRPDCYRRCDI 400
FrsF_Condensation_6_DCL     I---APALGRTVLSRINGGE-QHDSHYPV--TLMAV---PRETLTLYLSYQSGRFEHGTM 403
FrsG_Condensation_8_DCL     I---VQQDEGFGLRHISGGD-RYMTHYPL--SVMIE---PGERMTLNLIYRPASFDAAK- 402
                                                        :              :                

FrsE_Condensation_4_Epimer  AELAQLWQQAAMALAEHVTRPGAGGRTPSDLPLVHLHQAQIEQLEVEYPRI--------- 502
FrsA_Condensation_1_start   QQHVRRLARFIEVATA-------------------------------------------- 408
FrsD_Condensation_2_start   QQHVRRLARFIEVAAA-------------------------------------------- 406
FrsE_Condensation_3_LCL     VRLAYRLSRLLEIWSAAPSQS------IAILDLLE--RSEREQALLEWNATTRPLPALTL 476
FrsF_Condensation_7_LCL     ERLLTRFRTLLEAVVTDSSCP------IADIDLLT--ADERQQLLVEWNATDRPLPKVTL 487
FrsG_Condensation_9_LCL     QRFIYHFVRLLREVVAAPTAA------ISALDLSD--EAVASSPG-ALDLSASITVDDTI 485
FrsE_Condensation_5_DCL     ERIAAYLQCVLEAFAVDSTQP------IAQLDLLP--PEQ-ANGIAQWNDTQHACPSADL 451
FrsF_Condensation_6_DCL     ENLLTRFRTLLEAVVTDSSCP------IVDIDLLT--ADERQQLLVEWNATDRPLPKVTL 455
FrsG_Condensation_8_DCL     -RLGAQLIRLLEAIATVPQSP------IDTLPWLD--KSERRQLLEEWSGKALDSGEITL 453
                             .                                                          

FrsE_Condensation_4_Epimer  ------------------------ 502
FrsA_Condensation_1_start   ------------------------ 408
FrsD_Condensation_2_start   ------------------------ 406
FrsE_Condensation_3_LCL     AEAFETQAALTPEAVALAFGDEV- 499
FrsF_Condensation_7_LCL     PEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVAL 511
FrsG_Condensation_9_LCL     IGRFAEQVRRAPDATVLTYRGETL 509
FrsE_Condensation_5_DCL     AQLFERQVRLTPDASALTFGSQTL 475
FrsF_Condensation_6_DCL     PEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVAL 479
FrsG_Condensation_8_DCL     AELFEAQATRQPNAVALEGPDGCV 477
                                                               

Abbildung A21: Alignment der C-Domänen aus dem bcfrs-BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsE_Condensation_4_Epimerisation  100.00   15.99   14.29   20.05   18.76   18.67   20.00   21.70   22.04
     2: FrsA_Condensation_1_starter         15.99  100.00   82.51   18.00   15.25   17.59   19.27   17.14   18.02
     3: FrsD_Condensation_2_starter         14.29   82.51  100.00   18.34   18.09   17.68   20.16   17.49   18.64
     4: FrsE_Condensation_3_LCL             20.05   18.00   18.34  100.00   50.10   47.58   27.78   26.96   27.51
     5: FrsF_Condensation_7_LCL             18.76   15.25   18.09   50.10  100.00   53.35   27.08   35.81   25.74
     6: FrsG_Condensation_9_LCL             18.67   17.59   17.68   47.58   53.35  100.00   25.32   22.60   23.13
     7: FrsE_Condensation_5_DCL             20.00   19.27   20.16   27.78   27.08   25.32  100.00   44.00   44.19
     8: FrsF_Condensation_6_DCL             21.70   17.14   17.49   26.96   35.81   22.60   44.00  100.00   81.13
     9: FrsG_Condensation_8_DCL             22.04   18.02   18.64   27.51   25.74   23.13   44.19   81.13  100.00

Abbildung A22: Percent Identity Matrix des Alignments der C-Domänen aus dem bcfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsG_PCP8              --------QLLARLFGEVLGLPQVGLHDSFFDLGGHSLLATRLISRIRALFQVELPIRAL 52
FrsF_PCP5              --------DVLCGLFAETLGLPQVSIDDSFFDLGGDSLLATRLISRIRVTQRRELSIRTL 52
FrsA_PCP_interpro      QRPRNAQEEMLCGLFAEVLDMEKVGRGDSFFDLGGHSLLATRLIRRIRETLDVELSIRDL 60
FrsD_PCP_PKS/NRPS      --------EMLCGLFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELPIRQL 52
FrsG_PCP7              --------EMLCGLFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELSIREL 52
FrsE_PCP3              --------RALCQLYAQVLDLSKVGIDDGFFDLGGDSISSIQLASRARKAG-WLLTPNQI 51
FrsE_PCP4              --------QLLARLFGEVLGLPQVGADDSFFDLGGDSIISIQLVSRARKAG-WRLTPRDV 51
FrsF_PCP6              --------QLLARLFGEVLGLPQVGADDSFFDLGGDSIISIQLVSRARKAG-WRLTPRDV 51
                                 *. *:.:.* : .*.  *.******.*: : :*  * *      *  . :

FrsG_PCP8              FESPTVAGLARYI---- 65
FrsF_PCP5              FECPTVAALARQL---- 65
FrsA_PCP_interpro      FEAPCVTELSRHIAEGG 77
FrsD_PCP_PKS/NRPS      FDLPSVAELLEVL---- 65
FrsG_PCP7              FDMPTCAELAPRL---- 65
FrsE_PCP3              FRHPRVEDLAAEL---- 64
FrsE_PCP4              FQQPTVAALAQAI---- 64
FrsF_PCP6              FQQPTVAALAQAI---- 64
                       *  *    *   :    

Abbildung A23: Alignment der PCP-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsG_PCP8          100.00   67.69   63.08   64.62   64.62   39.06   62.50   62.50
     2: FrsF_PCP5           67.69  100.00   63.08   64.62   67.69   45.31   54.69   54.69
     3: FrsA_PCP_interpro   63.08   63.08  100.00   69.23   69.23   40.62   43.75   43.75
     4: FrsD_PCP_PKS/NRPS   64.62   64.62   69.23  100.00   87.69   46.88   46.88   46.88
     5: FrsG_PCP7           64.62   67.69   69.23   87.69  100.00   45.31   48.44   48.44
     6: FrsE_PCP3           39.06   45.31   40.62   46.88   45.31  100.00   59.38   59.38
     7: FrsE_PCP4           62.50   54.69   43.75   46.88   48.44   59.38  100.00  100.00
     8: FrsF_PCP6           62.50   54.69   43.75   46.88   48.44   59.38  100.00  100.00

Abbildung A24: Percent Identity Matrix des Alignments der PCP-Domänen aus dem cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

TE       GDSKSPYQVLMPIRATGGRHPLFCIHPEGGLGWSYIGLALHLDHEQPIYTLQARGLDGMS 60
TE2      -------------------PPLFCIHPGGCLSWTYVSLVRYLDAEQPIYGLQARGIDGQS 41
                             ******* * *.*:*:.*. :** ***** *****:** *

TE       ELAPSIPDMAADYIEQIRSIQPNGPYHLLGWSLGGVIAQEVAVQLERVGEKTALLAILDT 120
TE2      EPASSIEAMAADYVAQIRGIQPHGPYYLLGWSLGGNLAQAMASQLESMDQEVGLLFLLDS 101
         * * **  *****: ***.***:***:******** :** :* *** :.::..** :**:

TE       FPIEILHEAMFGKQACAYDLFARVVQEMYLMPIEEARLKSMYLIGLNHMKITAAFSSSHY 180
TE2      GPSPMHKD----DEMIEYPLFTKEFKNTFKFHVSETKMQAIFEVTKRHVELIRQSTTPVS 157
          *  : ::    .:   * **:: .:: : : :.*::::::: :  .*:::    ::   

TE       GGDLLLFRSLIPYAEDALMPEADTWQPYLSGQLEVHDIECTHMDMMQRDVLKIIGPVLES 240
TE2      QGPALLFRATVPYDESTPLLPPHAWNEYVKGDIEVHEVHCQHAQMNRIEFMEQMGPVIER 217
          *  ****: :** *.: :   .:*: *:.*::***::.* * :* : :.:: :***:* 

TE       KLS 243
TE2      KL- 219
         ** 

Abbildung A25: Alignment der TE-Domänen aus dem cvfrs-BGC.

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by 
Clustal2.1 
#
#

     1: TE          100.00   42.01
     2: TE2          42.01  100.00

Abbildung A26: Percent Identity Matrix des Alignments der TE-Domänen
aus dem cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsA_Burk      ---------------------------------------------atgcagatggatata 15
frsA_Chro      atgaaaaacagtgaatcgccaatccatcattttcaggcatcttcagcacagctggatgta 60
                                                               *** ***** **

frsA_Burk      tggatggttcagaaaatcgcggcggattatcccaattgcatcgccgagtatctccatttt 75
frsA_Chro      tggatttctcaggaagtttcaccgaatctgcccaacaatattgccgagtatctgaatctc 120
               *****   **** ** *  *  ** **   *****    ** ***********  ** * 

frsA_Burk      cgtggagcactggatgggccccattttttgggtgccttgcactgcgttgcaagggaggca 135
frsA_Chro      gccggctcgttggatgctggattgtttctgcaggctttaagccaggtcgccagtgagagc 180
                  **  *  ******        *** **   ** **   *   ** ** ** ***   

frsA_Burk      agcgagctgcggtgcaatttgcaccacgatggcgtgcggctgatcaagtatcaccgagat 195
frsA_Chro      gcggagctgcaatacaacttccgtcacgatggtctccagttgaccaagtttcgtcgagat 240
                  *******  * *** ** *  ********  * * * *** ***** **  ******

frsA_Burk      ttagccgaatgggtgccagatttcattgatgtttcgacagaggcaaaccctgaggcaacg 255
frsA_Chro      gatgaaggctgggagccggacttcatcgatgtatcgacgcacggcgagccggaacacgca 300
                  *  *  **** *** ** ***** ***** *****  * *   * ** **     * 

frsA_Burk      gctctgtcgatcatgcgatcacaggtcgttaagtcagtcgacatgagaacggacgcactg 315
frsA_Chro      gccctgcgcgccatgcgggagcgggtggagaaacccttcgatctggcgcgggacgcgttg 360
               ** ***     ******    * *** *  **  *  ****  **     ******  **

frsA_Burk      tttcgttggtgcctgattcgtctcagcgacgagcatcatatattctttcatgcctatcat 375
frsA_Chro      tttcgctggaccttgatccgcctggccgacgagcgccacatcttctgccatgtgtatcac 420
               ***** ***  * **** ** **   ********  ** ** ****  ****  ***** 

frsA_Burk      cacattgtgatggatggggtgggctatgtgctgctactcgagcgcgtggcggaggtgtat 435
frsA_Chro      cacatcgcgatggatggggccggctatgtgatgctgctgcagcgcatagccgaggtttac 480
               ***** * ***********  ********* **** **  ***** * ** ***** ** 

frsA_Burk      cgcgcgctgcgctcggatttgccactgccagcatgtcgtttcgctaccgctagcgccatc 495
frsA_Chro      ggcgcgctgcgggaaggccagccggcaccggcctgcggtttcgccgatgcggatgccatc 540
                **********    *    ***    ** ** **  *******    **    ******

frsA_Burk      gtcgatgatgaggtccgttatcgtgcgtccgaacaatttgccgtggaccgcgccttctgg 555
frsA_Chro      gtccgcgaggaagagcgctaccgccagtcggagcagttcgcggtcgaccgggcattctgg 600
               ***   ** ** *  ** ** **   *** ** ** ** ** ** ***** ** ******

frsA_Burk      caagcgcgcgccgcgttgcaagccaaggcggaaccccctttgccgttgtccggcgagccg 615
frsA_Chro      caagcgcgctcggccgagctggcgacggcggagccgccgctgccggcggccgatggcccg 660
               ********* * **   **  ** * ****** ** **  *****  * ***  *  ***

frsA_Burk      ttcctcgctttcgccgaaagcgcagttattccggaggccggcaggctgagcctgaaagcg 675
frsA_Chro      ttcctggcgttcgcccagacggcggtgattccggaagacgcctgcggcgggctgcggatg 720
               ***** ** ****** * *  ** ** ******** * ** * *     * ***     *

frsA_Burk      gccgcagagcgtctgggtgtatcgctttcccggttgttaagcgcggccatcatcgcttac 735
frsA_Chro      acggccgagcggctgggcgtctcccagtcccgtttgctgacagcagccatcgtcgcttat 780
                * ** ***** ***** ** ** *  ***** *** * *  ** ****** ******* 

frsA_Burk      ttccgtcgctgggacggccagaacgagatgcggtttcggctggccgtgtcggcccgcagc 795
frsA_Chro      ttccatcgctggggcggccagcaagagatcttgttccggctggcggtatcggcgcgcagc 840
               **** ******** ******* * *****   *** ******** ** ***** ******

frsA_Burk      gaagtcaccatgcaggcaccaggctatatggcacacgcgttgccgttgcaggcgagcttt 855
frsA_Chro      gatgcgacgcgacacgcgcccggccacctggcgcatgcgttgccgctgctggccagcctg 900
               ** *  **    ** ** ** *** *  **** ** ********* *** *** *** * 

199



frsA_Burk      acgccccacaccagtcttgccgatatcgtgcgccagctagacggcgaagtgcgctgcatg 915
frsA_Chro      ccgccgcgcgccagtctggccgacatcgcgcgacagctggacggcgaggtggagcggatg 960
                **** * * ******* ***** **** *** ***** ******** ***    * ***

frsA_Burk      cgtccgcacattcgctatcgggcggaagacatcgttcgggactgggcatcgaccggcgga 975
frsA_Chro      cgtccgcatacccgctatcgggctgaggacatcgtgcgcgaccaggccggtgccggtttg 1020
               ******** *  *********** ** ******** ** ***  ***     ****    

frsA_Burk      gtgcagggtgcacaggggccggtgatcaacatcatgccgttctcttatgcattcgacttt 1035
frsA_Chro      gggcgcggggcgcaggggcctgtgatcaacctcatgccttttgcttaccgcttcgagttt 1080
               * **  ** ** ******** ********* ******* **  ****    ***** ***

frsA_Burk      ggcgaatgccgagtgacatccgcacatcaattgaccgtcggcttgctgaatgcgctggaa 1095
frsA_Chro      ggcgcctgtcgcgtggagtccgcccatcagctgaccgtcggcgtgctggacacgctggaa 1140
               ****  ** ** ***   ***** *****  *********** ***** *  ********

frsA_Burk      gttgcggtccacgatcgcaagattggcgatggtctgcatatcgacctgtatgccccgcaa 1155
frsA_Chro      gtggcggtgcacgaccgcaagaacggtgacggcctccacctcgatttgtacgcatccgag 1200
               ** ***** ***** *******  ** ** ** ** **  ****  **** **  *  * 

frsA_Burk      gcatgcggctcgcctgttcagttgcaacagcatgtcagaagactggcgcgtttcattgag 1215
frsA_Chro      cgcggctgcccgcccgaaccgctgcggcggcatgccctgcggctggcccggttcatcgtc 1260
                   ** ** **** *  * * ***  * ***** *    * ***** ** ***** *  

frsA_Burk      gtcgcgacggctgtgccacaaagtccgatcgacacactgccatggctggacgagtcggaa 1275
frsA_Chro      gaggcggcggcggagccgtcgcagccggtgtccgacatcgagctgctggacgaggccgag 1320
               *  *** **** * ***       *** *   *    *      ********** * ** 

frsA_Burk      cggaggcaactgctggaggaatggagtggcaacgcactggatttgggcgaaatcacgctg 1335
frsA_Chro      cgccggcaactgctggtcgactggaaccgcaccggaccggaccacggccaggccaccttc 1380
               **  ************  ** ****   *** ** ** ***    *** *   ***  * 

frsA_Burk      gcggaactgttcgaagttcaggcaacccgtcagccgaatgccgtggcgctggaggggccg 1395
frsA_Chro      ccgcaactgttcgaaacccaggcggccctcaccccgcacgccgtcgcgctggaaagcccg 1440
                ** ***********   *****  ***     *** * ***** ********  * ***

frsA_Burk      gacgaacgcgtgagctatggcgagttggacgcacgggctaaccgactggcgagtcacctg 1455
frsA_Chro      gacgcccggctcagctatgccgaactggacgcccgcgccaaccggctggcgcgccatctg 1500
               ****  **  * ******* ***  ******* ** ** ***** ****** * ** ***

frsA_Burk      cagagtttgggcgtggggccagatgtcgtggtcggggtgtgcttggagcgctcgattgac 1515
frsA_Chro      caaagcctgggcgtcggcgccgacgtgctggtcggcatctgcctggagcgctcgatcgac 1560
               ** **  ******* **  * ** **  *******  * *** ************* ***

frsA_Burk      atggtggtggcgatacttgggatcgccaaggcaggggctgcctatttgccgctcgcgccg 1575
frsA_Chro      atggtggtcgcggtgctgggcgcgctgaagtccggcgccgcctatctgccgctgtcgccg 1620
               ******** *** * ** **       *** * ** ** ****** *******  *****

frsA_Burk      gattacccgaccgagcgcctggcctacatgctgacggattcgatggcgccagtactttta 1635
frsA_Chro      gagtacccgacggaacggctggcctacatgctgggcgactcgatggcccccgtgctgctg 1680
               ** ******** ** ** ***************   ** ******** ** ** **  * 

frsA_Burk      accgagtcaaaacaggtcgaacgactgccgtcgtattggggtcatctggtgaagctggat 1695
frsA_Chro      accgactcggcacaagtcgagcggctgccgtcgtattggggccgggtagtcgaactggac 1740
               ***** **   *** ***** ** ***************** *   * **  * ***** 

frsA_Burk      cgactcgatttgtcggggcaggcgtcgagtgcgccggcgcgagcgctacgaccagatcac 1755
frsA_Chro      cggctcgacctggacgctctgccggacagcgcgccggaacgggcgctgcgcgccgagcac 1800
               ** *****  **   *  * * **   ** *******  ** ***** **  * ** ***
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frsA_Burk      ttggcgtatgtgatctatacctcgggctcgacgggccaacccaaaggggtggcggtcagc 1815
frsA_Chro      ctggcctatgtgatctacacctccggctccaccggccaaccgaagggcgtggcggtcagc 1860
                **** *********** ***** ***** ** ******** ** ** ************

frsA_Burk      cacgccggcttagctgggttggtaaaaagtcaggaggagcggttcgcggtggccgggccg 1875
frsA_Chro      cacgccggcctggccggcctggccggcagccagacagagcggttcgcgctgcaaggcccg 1920
               ********* * ** **  ***     ** ***   ************ **   ** ***

frsA_Burk      gtacgggttctgcagtttgcgtcgctgagttttgacgcagcggtaatggaaatccttatg 1935
frsA_Chro      acgcgggtgctgcaattcgcctcgctgagtttcgacgcggcggtgatggaaatgctgatg 1980
                  ***** ***** ** ** *********** ***** ***** ******** ** ***

frsA_Burk      gcgttctgcagtggcggtcggttggtattgccggcagcggggccgctgctgggtgagcag 1995
frsA_Chro      gccttctgcagcggcggccggctggtgctgccggcggcggggccgctgctgggcgaacag 2040
               ** ******** ***** *** ****  ******* ***************** ** ***

frsA_Burk      ctagaggagaccctgaatcgttacgcaatcagtcatgcgctgattgcaccatccgcgctg 2055
frsA_Chro      ctgctggacacgctgaaccgccatgaaattagccacgcgctgatctcgccgtcggcgctg 2100
               **   *** ** ***** **  * * *** ** ** ********  * ** ** ******

frsA_Burk      gagacggtggaagcagaggtcgtgcctggtctgagcacgctggtggtgggaggcgagacc 2115
frsA_Chro      agcaccgcggacgcggcgttggcgccggtcctgcggacgctggtggtgggcggggaagcc 2160
                  ** * *** ** * * * * *** *  *** * ************** ** **  **

frsA_Burk      tgttccggggcaacagcggcgtcgtggtcgcagggaaggcgcatggtcaacgcctacggc 2175
frsA_Chro      tgcccgggcgcgacggtggcggcctggtcggcgggacggcggatggtgaacgcctacggt 2220
               **  * ** ** ** * **** * ******  **** **** ***** *********** 

frsA_Burk      ccgaccgaggcgacggtgtgtgtgacgatgagcaagccgctgtcgggcagcgacaagccg 2235
frsA_Chro      ccgaccgaggcgacggcctgcgtgacgatgagcgagccgctgtccggcgacggcgcgccg 2280
               ****************  ** ************ ********** ***  ** *  ****

frsA_Burk      aagctgggtcgaccaacactgggggcaaagctgtatgtgctggatagcacgttgcaaccg 2295
frsA_Chro      aagctgggccgtccgacgcacaacgcgcggctgtacgtgctggatggcgcgctgcaactg 2340
               ******** ** ** ** *     **   ****** ********* ** ** ****** *

frsA_Burk      gttccggtgggggtggcgggggaactgtacatcgcgggccggggattggcacgtgggtat 2355
frsA_Chro      gcgccggtgggggtggcgggcgagctgtacatcgcgggggccgggctggcgcgcggctat 2400
               *  ***************** ** **************    **  **** ** ** ***

frsA_Burk      taccaacgacccggactgacggcggagcggttcgtggcgaacccatatggcaaaggcgaa 2415
frsA_Chro      ctgaaccggccggggctgacggcggagcgcttcgtggcgaatccgtacggagagggtgag 2460
                   * ** ** ** ************** *********** ** ** **  * ** ** 

frsA_Burk      cggctgtatcggtcgggagatctggcacactggagcggggaaggagaactggagtatctg 2475
frsA_Chro      cggctgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgagctggaatacctg 2520
               ******** **    ** ** ***** *  ****  *  ***** ** ***** ** ***

frsA_Burk      ggccgggtggaccaacaactgaaaatccgaggttttcgcatcgagccgggcgagatcgag 2535
frsA_Chro      gggcgcagcgaccagcaggtgaaggtgcggggtttccgtatcgagccgggcgagatcgaa 2580
               ** **    ***** **  ****  * ** ***** ** ******************** 

frsA_Burk      acggtgttgtgccagcacccgcaggtaagggaggcggtggtggtatcgcgcacaa---at 2592
frsA_Chro      gcggtgctgaaccggcatccgcaagtgagccagtcggtggtggtggcgcggcagagccag 2640
                ***** **  ** *** ***** ** **  ** **********  ****    *   * 

frsA_Burk      ggccgcgatacgcaactggtgggttatgtcacgatacgtggcgaggtggatgggcaggcg 2652
frsA_Chro      ggcggcgacagccagttggtggcgtacgtggcggccgtcggcggggtggaggggtcggag 2700
               *** **** *  **  ******  ** **  **      **** ****** ***  ** *
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frsA_Burk      ctacgccgtcaggtagcaaactggttgccagagtacatggtaccggcagtggtgctggtg 2712
frsA_Chro      ctgcggcgcctggcggcggggcagctgccggagcacatggtgccggcggcggtggtggtg 2760
               ** ** ** * **  **      * **** *** ******* ***** * **** *****

frsA_Burk      ttggaggaattgccgcggctgccgaacgggaagctggatcatcaggcgttgcccgcgccg 2772
frsA_Chro      ctggaatcgctgccgcagttgccgaacgggaagctggaccgcaagtcgctgccggcgccg 2820
                ****     ****** * ******************* *   ** ** **** ******

frsA_Burk      gaatacacgggcaagcgctaccaacgtccgcgcaatgcccaggaggaaatattgtgtggg 2832
frsA_Chro      gagtttggcggctcgcattatcagcggccgcgcaacgcgcaggaggaaatgctgtgcggg 2880
               ** *     ***  **  ** ** ** ******** ** ***********  **** ***

frsA_Burk      ctgtttgcggaagtgctggaagtgggcagtgtgggtatagacgacagttttttcgatttg 2892
frsA_Chro      ctgttcgcggaagtgctggacatggagaaggttggcaggggagacagcttcttcgatctg 2940
               ***** **************  ***  *  ** ** *  *  ***** ** ****** **

frsA_Burk      ggcggtcattcgctgctggcaacacggttgatcagccgaattcgcgccaccatgaacatc 2952
frsA_Chro      ggcgggcactcgttgctggcgacgcggctgatccgccgcatccgcgaaaccttggatgtg 3000
               ***** ** *** ******* ** *** ***** **** ** ****  *** ** *  * 

frsA_Burk      gaactctctattcgcgatctgttcgaatgttctagtgttgccagcttgtcccgacatatt 3012
frsA_Chro      gagctgtcgatccgcgatctgttcgaggctccctgcgtcacggaactgtcccggcatatc 3060
               ** ** ** ** **************   * *  * **  *     ******* ***** 

frsA_Burk      gttatcggcaatcagagctggaatccgtatgaagttttgatgcccattcgggcttcggga 3072
frsA_Chro      gccgaaggcggcgacagcaagagcccttatcaagtgttgatgcctattcgggccactggc 3120
               *     ***    * ***  **  ** *** **** ******** ********  * ** 

frsA_Burk      aaccggcatccgttgttctgcatccacccggaaggtggactgggctggagctacatcggt 3132
frsA_Chro      ggccgccatcccttgttctgcattcatcccgagggcgggttgggttggagctatatcggg 3180
                 *** ***** *********** ** ** ** ** **  **** ******** ***** 

frsA_Burk      ctggctctgcatctcgatcatttacaacccatctataccctccaggcacgtggtctggac 3192
frsA_Chro      ctggctttgcatctggaccatgagcaaccgatctacaccctgcaagcccggggcctggac 3240
               ****** ******* ** ***   ***** ***** ***** ** ** ** ** ******

frsA_Burk      ggagtgtccaagttggcgtcatcgatccgggacatggccgcagattatattcaacagatc 3252
frsA_Chro      ggcatgtcggagttggctccgtcgattccggatatggctgccgactatatcgagcaaatc 3300
               **  ****  *******  * ***** * *** ***** ** ** *****  * ** ***

frsA_Burk      cgtactgttcagcctgatggcccatatcacttgttgggctggtcactgggtggcttggtt 3312
frsA_Chro      cgcagcattcagccgaatggcccctatcacttgctgggctggtcgctggggggggtgatc 3360
               ** *   *******  ******* ********* ********** ***** **  ** * 

frsA_Burk      gctcaggagatggcggtacaacttgagcgagccgatgagaaagttgctctgttggcaata 3372
frsA_Chro      gctcaggaagtggcggtgcagttggagcgggtcggggaaaagacagcgttgctggcaatt 3420
               ********  ******* **  * ***** * **  ** **    **  ** ******* 

frsA_Burk      ctggatactttcccgattgaaatcctgcatgatgcgatgtttggcaagcaggcatgtgcc 3432
frsA_Chro      ctggatacgtttccgattgaaatcctgcatgaggcgatgtttggcaagcaagcctgcgct 3480
               ******** ** ******************** ***************** ** ** ** 

frsA_Burk      tacgacattttcgcgcaggtggtccaggatatgcatgcaatgcagatcgatgaagatcga 3492
frsA_Chro      tatgacctttttgcccgtgtggttcaggaaatgtatttgatgccgatcgaggaggcccga 3540
               ** *** **** ** *  ***** ***** *** **   **** ****** ** *  ***

frsA_Burk      ctgaagtccatgtatcagatcggcctgaatcacatgaagatcacggcgactttttcctca 3552
frsA_Chro      ttgaagagcatgtatctgatcggtctcaaccatatgaagatcactgcggccttttcctcc 3600
                *****  ******** ****** ** ** ** *********** *** * ******** 
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frsA_Burk      tcgcattaccgcggagatttgctgttgttccgctcaacgataccttatgcggacgacgcc 3612
frsA_Chro      tctcattatggtggcgatttgctgctatttcgctccttgattccatatgccgaagacgcg 3660
               ** *****  * ** ********* * ** *****   *** ** ***** ** ***** 

frsA_Burk      ttgatgccgcaaccagaaacctggagcccatatatttcagggatactggaagttcacgaa 3672
frsA_Chro      ctgatgccagaggcggatacatggcagccttatttgtctggccaattggaagttcatgac 3720
                *******  *  * ** ** ***   ** *** * ** **   * ********** ** 

frsA_Burk      gttgaatgcactcatatggagatgatgcagaaggacgtaacgaaagtaattggccagatt 3732
frsA_Chro      atcgagtgcacacatatggacatgatgcaaagagatgttttgaaaataattggtcctgtt 3780
                * ** ***** ******** ******** *  ** **   **** ******* *   **

frsA_Burk      ctgaaatcaaagctatcaaaaactgctgaaaagtag--- 3768
frsA_Chro      ctcgagtcgaagttgtctgtcaccgctgtcaagcaataa 3819
               **  * ** *** * **    ** ****  *** *    

Abbildung A27: Alignment von frsA aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsB_Burk      atgagcaatccttttgatgataaagacggaatttttaaagttttggtgaatgacgaaaac 60
frsB_Chro      atgagcaatccctttgatgataaagatggtgtgtttctggttctgatcaatgacgagaat 60
               *********** ************** **  * ***   *** ** * ******** ** 

frsB_Burk      cagcattcgctttggccggattacatcaccgtaccatctggttggaacaccgtatttgga 120
frsB_Chro      cagcattctctatggccggattatattgcggttccagcaggatggagccagagctttggc 120
               ******** ** *********** **  * ** *** * ** **** *      ***** 

frsB_Burk      cccgcatcccgcgatgcatgtctggattacgttgaaaataactggacagatatgcgaccc 180
frsB_Chro      cctgcctccaagcaaacttgccttgattatatagaaacaagttggactgatatgaggcct 180
               ** ** ***    *  * ** ** *****  * ****  *  ***** ****** * ** 

frsB_Burk      aaaagcctgatcgatgcgatgcaatcggatgaaacatga 219
frsB_Chro      aaaagcctgattgatgcaatggagtgcgatgataaatga 219
               *********** ***** *** * *  ***** * ****

Abbildung A28: Alignment von frsB aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsC_Burk      atgacaacgcccgttcgagtggtgatctctggggcagttggtcgcattggtaatagtttg 60
frsC_Chro      atgaaaaattccgtccgtgtagctatttctggtgcggctggccgcattgccaataacttg 60
               **** **   **** ** ** *  ** ***** ** * *** *******  ****  ***

frsC_Burk      ttgttcaatattgccagtggccagctgttggggagcgagcagcctgtcgtgttgagcttg 120
frsC_Chro      ttgttcagtattgcaagtggccagctattgggtgatcagcaaccaatatcgctgagtttg 120
               ******* ****** *********** *****     **** **  *   * **** ***

frsC_Burk      ctggaggcatcttctcgattaccgatgctaagcggcgtcttgatggagttgcatgacggg 180
frsC_Chro      ctggagacgcctgccaggttgtcaatgcttaatggcattgcgatggagctgcacgacgga 180
               ****** *  ** *  * **  * ***** *  *** *   ******* **** ***** 

frsC_Burk      gcttttccattgctcgcgaatgtcgaaatccatgatgatccgtggctagcgtttgacggt 240
frsC_Chro      gtttttccattacttgccggagtagaggtgagcgatgatccatggcaggcttttgagggc 240
               * ********* ** **    ** **  *    ******** ****  ** ***** ** 

frsC_Burk      gcagactatgcgtttctgatcagttcgccgcccgacagtctgagcgaagcatcgaaaacg 300
frsC_Chro      gcggattatgtttttctgatcagttcgccgctcgatagcctggccacggcatcaaagact 300
               ** ** ****  ******************* *** ** ***  *   ***** ** ** 

frsC_Burk      gcggatgccaggatggaaaatcatggcgctacatttgcggtacacggcagagcgctgaac 360
frsC_Chro      gctgatgcgagaatggagcagcatggcaatactttcgctcttcatggcaaggcattgaat 360
               ** ***** ** *****  * ******  *** ** **  * ** ****  **  **** 

frsC_Burk      ggcgttgccaatcgcgatgtcaaactactggtggtcagcaatccagtcatgctcaacgca 420
frsC_Chro      gatgtggctagccgcgatgtcaagatactggttatcagcaatcccgtgatgatcaatgca 420
               *  ** ** *  ***********  *******  ********** ** *** **** ***

frsC_Burk      ctaacagtgcaacgcaatgccccgaatctcgatccatcgtgtatatgcgggatgatgcgc 480
frsC_Chro      ttgatggttcagcgcaacgctccagatttgaattcgtcttgtatttctgcattgatgcgg 480
                * *  ** ** ***** ** **  ** *  ** * ** ***** *  *   ******* 

frsC_Burk      ttggatcacaaccgcgcacatgcattgctggcgcacaaggcccgggttcatctctcggag 540
frsC_Chro      ctggatcataatcgcgctcatgctttattggcgcataaagctggagccagcctcgctgat 540
                ******* ** ***** ***** **  ******* ** **  * *     *** * ** 

frsC_Burk      gtcagaaaggtaattgtctggggcaatcacagtcgcacccaataccctgatttcgatcac 600
frsC_Chro      gtgaggaaagtgattgtttggggtaatcacagctctactcaatacccggatttttatcat 600
               ** ** ** ** ***** ***** ********    ** ******** *****  **** 

frsC_Burk      gcgaccattggtggaattccggcctgcaacctgatcagtcacgactggctccgccaggac 660
frsC_Chro      gccactattggcggagtccgcgtggatgccttgttggagaatgactggctgcatcaagtt 660
               ** ** ***** *** * *  *       * ** *     * ******** *  ** *  

frsC_Burk      tccgtcgatatcgttagacaacgtgggtatgcagtgatcgatgcctatggcggcttgcga 720
frsC_Chro      tcaattggccttgtcaggcagcgagggtatgcagtgattgatgcttatggtggtttgcga 720
               **  * *   * ** ** ** ** ************** ***** ***** ** ******

frsC_Burk      gccgcatcctctgcagcaaaggcggcgattgatcatatgcgggattgggtcttcggcacg 780
frsC_Chro      gcggcatcctcagcagctaaagcggccatcgatcatatgcgggactggatttttggaacc 780
               ** ******** ***** ** ***** ** ************** *** * ** ** ** 

frsC_Burk      cgtgaaggagattggacatccatgggggtattttctgacggctcctatggtgttcccgcc 840
frsC_Chro      agggacggcgattggacctcgatgggtgttttgtcggatggttcatatggaatcccttct 840
                * ** ** ******** ** ***** ** ** ** ** ** ** *****  * **  * 

frsC_Burk      ggaatattcttcggttaccccgtggtctcccatcaaggtgatttacatatcgtcaagaat 900
frsC_Chro      ggaatcttctttggttttccagttgtagccgatggtggacaggtgaatattgtgcaggga 900
               ***** ***** ****  ** ** **  ** **   **  *  *  **** **  **   
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frsC_Burk      ctgaggccgaatccgatcgttctggagaaaattcatctcagtgcagatgagatttatcag 960
frsC_Chro      ttgcaaatttgccctgaaagattggaaaaaatacatcacagtgccgacgaaatttatcga 960
                **         **        **** ***** **** ****** ** ** *******  

frsC_Burk      agatcaaaaaatttcaagctgatttga 987
frsC_Chro      cggtgtcagcaattcaatttgttgtaa 987
                * *   *  * *****  ** * * *

Abbildung A29: Alignment von frsC aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsD_Burk      atggagatatggttggcgcagcaattgaggaaggatctattcatcaatatagccgagtat 60
frsD-Chro      atggaaatatggctggcgcaacagctgatgccggattcgccgaataatattgccgagtat 60
               ***** ****** ******* **  *** *  ****      *  ***** *********

frsD_Burk      cttcagattgacggggtgttggacatcgcactattcatggacgcgttacaccgagtgctg 120
frsD-Chro      ctgcatctttccggtccgttggatccagatttgtttttcaaaaccttgcggcaggtcgcg 120
               ** **  **  ***   ******    *   * **  *  *  * ** *  *  **   *

frsD_Burk      caggaagccatagtattacacgtcaatttctccggtcatgttgaccgtcctgtgcaattc 180
frsD-Chro      agcgagacgccggcattgcaggtcaatttttccattgaggatggacggccttgcccggtt 180
                  **  *    * *** ** ******** ***  * * * **  ** ***   *   * 

frsD_Burk      ttgcgcacaagcaaaggctgcgcaccgagtttcatcgatgtatcagcgcagtctgatcct 240
frsD-Chro      agccgcgtccatgaggactggagtcctgatttcatcgatgtatcgacgcacggcgagccg 240
                  ***       * * ***    **   ***************  ****    ** ** 

frsD_Burk      ttctttgcagcacaacgggcgatgagagaacttgcgcacagtccgttcgacctggggcag 300
frsD-Chro      gaacacgcagccctgcgcgccatgcgggagcgggtggagaaacccttcgatctggcgcgg 300
                     ***** *  ** ** *** * ** *  * * * *  ** ***** **** ** *

frsD_Burk      gacgcactgtttcgttggtgcctgattcgtctcagcgacgagcatcatatattctttcat 360
frsD-Chro      gacgcgttgtttcgctggaccttgatccgcctggccgacgagcgccacatcttctgccat 360
               *****  ******* ***  * **** ** **   ********  ** ** ****  ***

frsD_Burk      gcctatcatcacattgtgatggatgtggcgggctatgtgctgctactcgagcgcgtggcg 420
frsD-Chro      gtgtatcaccacatcgcgatggatgtcgccggctatgtgatgctgctgcagcgcatagcc 420
               *  ***** ***** * ********* ** ********* **** **  ***** * ** 

frsD_Burk      gaggtatatcgcgcattgcgctcggatttgccactgccagcatgtcgtttcgctaccgct 480
frsD-Chro      gaggtttacggcgcgctgcgggaaggccagccggcaccggcctgcggtttcgccgatgcg 480
               ***** **  ****  ****    *    ***    ** ** **  *******    ** 

frsD_Burk      agcgccatcgtcgatgatgaggtccgttatcgtgcgtccgaacaatttgccgtggaccgc 540
frsD-Chro      gatgccatcgtccgcgaggaagagcgctaccgccagtcggagcagttcgcggtcgaccgg 540
                  *********   ** ** *  ** ** **   *** ** ** ** ** ** ***** 

frsD_Burk      gccttctggcaagcgcgcgccgcgttgcaagccaaggcggaaccccctttgccgttgtcc 600
frsD-Chro      gcattctggcaagcgcgctcggccgagctggcgacggcggagccgccgctgccggcggcc 600
               ** *************** * **   **  ** * ****** ** **  *****  * **

frsD_Burk      ggcgagccgttcctcgctttcgccgaaagcgcagttattccggaggccggcaggctgagc 660
frsD-Chro      gatggcccgttcctggcgttcgcccagacggcggtgattccggaagacgcctgcggcggg 660
               *  *  ******** ** ****** * *  ** ** ******** * ** * *     * 

frsD_Burk      ctgaaagcggccgcagagcgtctgggtgtatcgctttcccggttgttaagcgcggccatc 720
frsD-Chro      ctgcggatgacggccgagcggctgggcgtctcccagtcccgtttgctgacagcggccatc 720
               ***     * * ** ***** ***** ** ** *  ***** *** * *  *********

frsD_Burk      atcgcttacttccgtcgctgggacggccagaacgagatgcggtttcggctggccgtgtcg 780
frsD-Chro      gtcgcttatttccatcgctggggcggccagcaagagatcttgttccggctggcggtatcg 780
                ******* **** ******** ******* * *****   *** ******** ** ***

frsD_Burk      gcccgcagcgaagtcaccatgcaggcaccaggcaatatggcacacgcgttgccgttgcag 840
frsD-Chro      gcgcgcagcgatgcgacgcgacacgcgcccggccacctggcgcatgcgttgccgctgctg 840
               ** ******** *  **    ** ** ** *** *  **** ** ********* *** *

frsD_Burk      gcgagctttacgccccgcaccagtcttgccgatatcgtgcgccagctagacggcgaagtg 900
frsD-Chro      gccagcctgccgccgcgcgccagtctggccgacatcgcgcgacagctggacggcgaggtg 900
               ** *** *  **** *** ******* ***** **** *** ***** ******** ***
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frsD_Burk      cgctgcatgcgtccgcacatccgctatcgggcggaagacatcgttcgggactgggcatcg 960
frsD-Chro      gagcggatgcgtccgcatacccgctatcgggctgaggacatcgtgcgcgaccaggccggt 960
                   * *********** * ************ ** ******** ** ***  ***    

frsD_Burk      accggcggagtgcagggtgcacaggggccggtgatcaacatcatgccgttctcttatgca 1020
frsD-Chro      gccggtttggggcgcggggcgcaggggcctgtgatcaacctcatgccttttgcttaccgc 1020
                ****    * **  ** ** ******** ********* ******* **  ****    

frsD_Burk      ttcgactttggcgaatgccgagtgacatccgcacatcaattgaccgtcggcgtgctgaat 1080
frsD-Chro      ttcgagtttggcgcctgtcgcgtggagtccgcccatcagctgaccgtcggcgtgctggac 1080
               ***** *******  ** ** ***   ***** *****  ***************** * 

frsD_Burk      gcgctggaagtcgcggtccacgatcgcaagattggtgatggtctgcatattgacctgtat 1140
frsD-Chro      acgctggaagtggcggtgcacgaccgcaagaacggtgacggcctccacctcgatttgtac 1140
                ********** ***** ***** *******  ***** ** ** **  * **  **** 

frsD_Burk      gccccgcaagcatgcggctcgcctgttcagttgcaacagcatgtcagaagactggcgcgt 1200
frsD-Chro      gcatccgagcgcggctgcccgcccgaaccgctgcggcggcatgccctgcggctggcccgg 1200
               **  *  *     ** ** **** *  * * ***  * ***** *    * ***** ** 

frsD_Burk      ttcattgaggtcgcggcggctgtgccacaaagtccgatcgacacactgccatggctggac 1260
frsD-Chro      ttcatcgtcgaggcggcggcggagccgtcgcagccggtgtccgacatcgagctgctggac 1260
               ***** *  *  ******** * ***       *** *   *    *      *******

frsD_Burk      gagtcggaacggaggcaactgctggaggaatggagtggcaacgcactggatttgggcgaa 1320
frsD-Chro      gaggccgagcgccggcaactgctggtcgactggaaccgcaccggaccggaccacggccag 1320
               *** * ** **  ************  ** ****   *** ** ** ***    *** * 

frsD_Burk      atcacgctggcggaactgttcgaggttcaggcaacccgtcagccgaatgccgtggcgctg 1380
frsD-Chro      gccaccttcccgcaactgttcgaaacccaggcggccctcaccccgcacgccgtcgcgctg 1380
                 ***  *  ** **********    *****  ***     *** * ***** ******

frsD_Burk      gaggggccggacgaacgcgtgagctatggcgagttggacgcacgggccaaccgactggca 1440
frsD-Chro      gaaagcccggacgcccggctcagctatgccgaactggacgcccgcgccaaccggctggcg 1440
               **  * *******  **  * ******* ***  ******* ** ******** ***** 

frsD_Burk      agtcacctgcagagtttgggcgtggggccagacgtcgtggtcgtagtgtgcctggagcgc 1500
frsD-Chro      cgccatctgcaaagcctgggcgtcggcgccgacgtgctggtcggcatctgcctggagcgc 1500
                * ** ***** **  ******* **  * *****  ******   * ************

frsD_Burk      tcgattgacatggtggtggcgatacttgggatcgccaaggcaggggctgcctatttgccg 1560
frsD-Chro      tcgatcgacatggtggtcgcggtactgggcgtgctgaagtccggcgccgcctatctgccg 1560
               ***** *********** *** **** **  *    *** * ** ** ****** *****

frsD_Burk      ttcgcgccggattacccgaccgagcgcctggcctacatgctgacggattcgatggcgcca 1620
frsD-Chro      ctgtcgccggagtacccgacggaacggctggcctacatgctgggcgactcgatggccccc 1620
                *  ******* ******** ** ** ***************   ** ******** ** 

frsD_Burk      gtacttttaaccgagtcaaaacaggtcgaacgactgccgtcgtattggggtcatctggtg 1680
frsD-Chro      gtgctgctgaccgactcggcacaagtcgagcggctgccgtcgtattggggccgggtagtc 1680
               ** **  * ***** **   *** ***** ** ***************** *   * ** 

frsD_Burk      aagctggatcgactcgatttgtcggggcaggcgtcgagtgcgccggcgcgagcgctacga 1740
frsD-Chro      gaactggaccggctcgacctggacgctctgccggacagcgcgccggaacgggcgctgcgc 1740
                * ***** ** *****  **   *  * * **   ** *******  ** ***** ** 

frsD_Burk      ccagatcacttggcgtatgtgatctatacctcgggctcgacgggccaacccaaaggggtg 1800
frsD-Chro      gccgagcacctggcctatgtgatctacacctccggctccaccggccaaccgaagggcgtg 1800
                * ** *** **** *********** ***** ***** ** ******** ** ** ***
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frsD_Burk      gcggtcagccacgccggcttagctgggttggtaaaaagtcaggaggagcggttcgcggtg 1860
frsD-Chro      gcggtcagccacgccggcctggccggcctggccggcagccagacagagcggttcgcgctg 1860
               ****************** * ** **  ***     ** ***   ************ **

frsD_Burk      gccgggccggtacgggttctgcagtttgcttcgctgagttttgacgcagcggtaatggaa 1920
frsD-Chro      caaggcccgacgcgggtgctgcaattcgcctcgctgagtttcgacgcggcggtgatggaa 1920
                  ** ***   ***** ***** ** ** *********** ***** ***** ******

frsD_Burk      atccttatggcgttctgcagtggcggtcggttggtattgccggcagcggggccgctgctg 1980
frsD-Chro      atgctgatggccttctgcagcggcggccggctggtgctgccggcggcggggccgctgctg 1980
               ** ** ***** ******** ***** *** ****  ******* ***************

frsD_Burk      ggtgagcagctagaggagaccctgaatcgttacgcaatcagtcatgcgctgattgcacca 2040
frsD-Chro      ggcgaacagctgctggacacgctgaaccgccatgaaatcagccacgcgctgatctcgccg 2040
               ** ** *****   *** ** ***** **  * * ****** ** ********  * ** 

frsD_Burk      tccgcgctggagacggtggaagcagaggtcgtgcctggtctgagcacgctggtggtggga 2100
frsD-Chro      tcggcgctgagcaccgcggacgcggcgttggcgccggtcctgcggacgctggtggtgggc 2100
               ** ******   ** * *** ** * * * * *** *  *** * ************** 

frsD_Burk      ggcgagacctgttccggggcaacagcggcgtcgtggtcgcagggaaggcgcatggtcaac 2160
frsD-Chro      ggggaagcctgcccgggcgcgacggtggcggcctggtcggcgggacggcggatggtgaac 2160
               ** **  ****  * ** ** ** * **** * ******  **** **** ***** ***

frsD_Burk      gcctacggcccgaccgaggtgacggtgtgcgtgacgatgagcaagccgctgtcgggcagc 2220
frsD-Chro      gcctacggtccgaccgaggcgacggcctgcgtgacgatgagcgagccgctgtccggcgac 2220
               ******** ********** *****  *************** ********** ***  *

frsD_Burk      gacaagccgaagctgggtcgaccaacactgggggcaaagctgtatgtgctggatagcacg 2280
frsD-Chro      ggcgcgccgaagctgggccgtccgacgcacaacgcgcggctgtacgtgctggatggcgcg 2280
               * *  ************ ** ** ** *     **   ****** ********* ** **

frsD_Burk      ttgcaaccggttccggtgggggtggcgggggaactgtacatcgcgggtcggggattggca 2340
frsD-Chro      ctgcaactggcgccggtgggggtggcgggcgagctgtacatcgcgggggccgggctggcg 2340
                ****** **  ***************** ** **************    **  **** 

frsD_Burk      cgtgggtattaccaacgacccggattgacggcggagcggttcgtggcgaacccatatggc 2400
frsD-Chro      cgcggctatctgaaccggccggggctgacggcggagcgcttcgtggcgaatccgtacgga 2400
               ** ** ***    * ** ** **  ************* *********** ** ** ** 

frsD_Burk      aaaggcgaacggctgtatcggtcgggagatctggcacgctggagcggggaaggagaactg 2460
frsD-Chro      gagggtgagcggctgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgagctg 2460
                * ** ** ******** **    ** ** ***** ** ****  *  ***** ** ***

frsD_Burk      gaatatctgggccgggtggaccaacaactgaaaatccgaggttttcgcatcgagccgggc 2520
frsD-Chro      gaatacctggggcgcagcgaccagcaggtgaaggtgcggggtttccgtatcgagccgggc 2520
               ***** ***** **    ***** **  ****  * ** ***** ** ************

frsD_Burk      gagatcgagacggtgttgtgccagcacccgcagttaagggaggcggtggtggtatcgcgc 2580
frsD-Chro      gagatcgaagcggtgctgaaccggcatccgcaagtgagccagtcggtggtggtggcgcgg 2580
               ********  ***** **  ** *** *****  * **  ** **********  **** 

frsD_Burk      acgaa---tggccgcgatacgcaactggtgggttatgtcacggtgcgtggcgaggtggat 2637
frsD-Chro      cagagccagggcggcgacagccagttggtggcgtacgtggcggccgtcggcggggtggag 2640
                 **     *** **** *  **  ******  ** **  ***     **** ****** 

frsD_Burk      gggcaggcgctacgccgtcaggtagcgaactggttgccagagtacatggtaccggcagtg 2697
frsD-Chro      gggtcggagctgcggcgcctggcggcggggcagctgccggagcacatggtgccggcggcg 2700
               ***  ** *** ** ** * **  ***     * **** *** ******* ***** * *
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frsD_Burk      gtgctggtgctggaggaattgccgcggctgccgaacgggaagctggatcatcaggcattg 2757
frsD-Chro      gtggtggtgctggaatcgctgccgcagttgccgaacgggaagctggaccgcaagtcgctg 2760
               *** **********     ****** * ******************* *   ** *  **

frsD_Burk      cccgcgccggaatacacgggcaagcgctaccaacgtccgcgcaatacccaggaggaaata 2817
frsD-Chro      ccggcgccggagtttggcggctcgcattatcagcggccgcgcaacgcgcaggaggaaatg 2820
               ** ******** *     ***  **  ** ** ** ********  * *********** 

frsD_Burk      ttgtgtgggctgtttgcggaagtgctggaagtgaacaatgtgggtatagacgacagtttt 2877
frsD-Chro      ctgtgcgggctgttcgcggaagtgctggaagtggggagcgtcgggatagacgacagtttc 2880
                **** ******** ******************   *  ** ** ************** 

frsD_Burk      ttcgatttgggcggtcattcgctgctggcaacacggctcgtcgatcgaatccggacgacg 2937
frsD-Chro      ttcgatctgggcgggcactcgttgctggcgacgcggctgatcagccgcatccgggcggcc 2940
               ****** ******* ** *** ******* ** *****  **   ** ****** ** * 

frsD_Burk      ctgggtgtggaactaccgatcaggacgattttcgaccaaccgacgatcgcggagctggcg 2997
frsD-Chro      ttgaatgtggagctgccgatccgccagctgttcgacctgccctccgtcgcagagctgctt 3000
                **  ****** ** ****** *   * * *******  **  *  **** ******   

frsD_Burk      gttgtcttaccacagtgtcaagcgattacgcggccgcctttgagggcgcgtcgacgtgtt 3057
frsD-Chro      gaggttctcccccaataccaaggcgctgcccggccggccctgcagccgcgccgccgccag 3060
               *  **  * ** ** *  ****    * * ****** *  **  * **** ** **    

frsD_Burk      gagaatagtgattggagttag 3078
frsD-Chro      caacacgctgtcaggagttga 3081
                *  *   **   ******  

Abbildung A30: Alignment von frsD aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.

209



CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsE_Burk      atgcagaattccgcaatcgaagtgctgccgctttcctatgctcagcggcgactttggttt 60
frsE_Chro      atgccgatccccgagattgaggttttaccgctttcctatgcgcagcgccgattgtggttt 60
               **** **   ***  ** ** **  * ************** ***** *** * ******

frsE_Burk      acgcattgcatcaaaggacctagtcccgcctataacattcctcttatgctacgcctcgcg 120
frsE_Chro      acccatcgttttaacggtcccagcccgacttacaatattccgatcgcgctgagtttgtcc 120
               ** *** *  * ** ** ** ** **  * ** ** *****  *   ***  *  *  * 

frsE_Burk      ggcaagcctgcgaaagaagcgctgcaagccgccttacaagatgtgctaactaggcatgag 180
frsE_Chro      ggcgagccggagcagccggccttgcaggctgcgctgcgggacgtgcttgcccgtcatgag 180
               *** **** * * *    **  **** ** **  * *  ** *****  *  * ******

frsE_Burk      agccttcgtaccctgtgtgtggaggcggacgatggtgaacccatgcagcatattctgccg 240
frsE_Chro      agcctgcgcaccctggttgtcgaatcggaggagggcgccccggcgcagcatattctgccg 240
               ***** ** ******  *** **  **** ** ** *  **   ****************

frsE_Burk      gcgcaggccgtgacggtgtttcgactggaaacgcacgtcgctgccagcgtggccgaacag 300
frsE_Chro      ccggatgccgcagggactttctgtctggcggttcagaccgccggcagcgcggcggagcag 300
                ** * ****    *   **  * ****     **   *** * ***** *** ** ***

frsE_Burk      tccgaggcagtggtggaggctagccgccactgctttgatctgtcgaccgagattccgttg 360
frsE_Chro      gccgcgtcgctggagacggcttgccgccattgctttgatttgtcgcgcgagatgccgttg 360
                *** * *  *** *  **** ******* ********* *****  ****** ******

frsE_Burk      cgcgcgacgttgtttctggcggaaggggcgccgccgttactactgctgctgctgcatcac 420
frsE_Chro      cgcgcgggcttgtttctggctgatggcgccgagccggtgttgttgctgctcttgcaccat 420
               ******   *********** ** ** **   **** *  *  *******  **** ** 

frsE_Burk      attgcagcagacggggactcgttgccggtgttggccaagaacttggaatttgcctatctg 480
frsE_Chro      atcgctgccgacggcgactccctcccggttctggcgcgggatctggaactggcctatcga 480
               ** ** ** ***** *****  * *****  ****   * *  ***** * *******  

frsE_Burk      gcccgtcacgaaagtcggccaccagagtggtcgctactcgccgttcaatacgcggactat 540
frsE_Chro      tccaggttgcggggcctggcgccggagtggcggccattgccggtgcaatatgccgattac 540
                ** *        * * * * ** ******  ** * *  * ** ***** ** ** ** 

frsE_Burk      acgctttggcagcgggaatggctgggcaatatcggcacagcggacagtcccgccgcacat 600
frsE_Chro      gcgctgtggcaacaggagttgctgggcgatctggaggtcccggatagcctggcggcccgg 600
                **** ***** * *** * ******* ** * *      **** ** *  ** ** *  

frsE_Burk      cagcttcgttattggcgcggtgcgttacgagggatgcctcaggtgatggccctgccgacc 660
frsE_Chro      caattggtttattggcgcgaggcgttgcgaggcatgcccgatgtgctggagttgccgacc 660
               **  *   ***********  ***** ***** *****  * *** ***   ********

frsE_Burk      gatcgaccgcggccgcccgtcgctacgcatcgcggcggtaaggtgccgtttgcactgccg 720
frsE_Chro      gaccatccgcgtccggcggtggccagccatcgcggcggcaaagcgccgttcgcgctgtcc 720
               ** *  ***** *** * ** ** *  *********** ** * ****** ** *** * 

frsE_Burk      gccgcggcacatgcgcggctgaagacattggccgagaccgaagcggtaacgttgtcgatg 780
frsE_Chro      gcagcggcgcatgcccgtctgaagacgctggccgcgcaacagggcgcgactttgtcgatg 780
               ** ***** ***** ** ********  ****** *    * *  *  ** *********

frsE_Burk      gtcttgcaggccggcctttccgctttgctttatcgattaggggctggttccgatgtcgtg 840
frsE_Chro      gcgttgcaggcgggtctggccgccttgctgcaccgcttgggcgcgggaacggatatcgct 840
               *  ******** ** **  **** *****  * ** ** ** ** **  * *** ***  

frsE_Burk      atcggtggactattggcaggccgcaatgatgaggcattgaaggatctgatcggtttcttc 900
frsE_Chro      gtgggcggtcttctggccggccgcggcgaagagtcactgaaggaactgatcggctttttc 900
                * ** ** **  **** ******   ** *** ** ******* ******** ** ***
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frsE_Burk      gtcaatgcctgggttttgcggacggatctgtccggccatcccgattttcatgtcctgttg 960
frsE_Chro      gtaaatgcttgggtattgcgagtggatgtttccggccggcccaactttccggccttgttg 960
               ** ***** ***** *****   **** * *******  *** * ****  * * *****

frsE_Burk      cgtcgtgtgcgcgagcaggcacttcaagcttacagtcacccagatctacccttcgagtgg 1020
frsE_Chro      cgccgggtgcgggaacaggcgttgcaagcctacagccatcaggatttgccgttcgagtgg 1020
               ** ** ***** ** *****  * ***** ***** ** *  *** * ** *********

frsE_Burk      ctggtcgagcagttgaatccgatccgttccacttcgtatcatccgctgttccaggtggta 1080
frsE_Chro      ctggttgagcagatcaatccggcgcgttccacttcgcatcatcctctatttcaggtcgcg 1080
               ***** ****** * ******   ************ ******* ** ** ***** *  

frsE_Burk      ttggttttgcagaacaatcagcgtgcccgatttcgattgggcggactggtggtggagcag 1140
frsE_Chro      ctggtgctgcagaacaatctgagcgcggacttccacctggaaggcttggcagtggatcag 1140
                ****  ************ * * **    ** *   ***  **  ***  ***** ***

frsE_Burk      caagtgcttggtacaggtacagcgaagttcgacctcgccttcaatctgtttgagacaatg 1200
frsE_Chro      cggctgcttggaacgggaaccgccaagttcgatctggctttcaatttgttcgagcggcag 1200
               *   ******* ** ** ** ** ******** ** ** ****** **** ***     *

frsE_Burk      agcgacgacgggcacccgctgggcgtgacgggcgatctcgaatacgcatgcgacctgttc 1260
frsE_Chro      gatggcgatggccggccgcaggggttggacggagaactggaattcgcttcggacctgttc 1260
                  * *** ** *  **** ***  **   ** ** ** **** *** *  *********

frsE_Burk      gatcctcccagcgcggttcgattggcctatcgcttgagccgcttactggaaatctggtcc 1320
frsE_Chro      gaccgcgccggcgcggagcggctggtggcgcgttttgtccgtttgctggaacgatggtcc 1320
               ** *   ** ******  **  ***     ** **   *** ** ******   ******

frsE_Burk      gcagcaccgtcgcagtcgattgccatccttgatttactggagagatcagagcgcgaacaa 1380
frsE_Chro      atgcagccggcgcatttgattgccgaactggatctattggacgacgacgagcgccggcag 1380
                     *** **** * *******   ** *** ** ****       ******   ** 

frsE_Burk      gctttgctggagtggaacgcgacgactcggccactccccgcgttgacgctggcagaagca 1440
frsE_Chro      gcggtgagcggatggaacgattcagcccgtccgctggaggcgggcacgctcgcctgtttg 1440
               **  **   *  *******   *  * ** ** **    ***   ***** **       

frsE_Burk      ttcgaaacgcaggcggcgcttacaccagaggcggtagcgctggcgtttggcgatgaagta 1500
frsE_Chro      ttcgaagcccaggcaaaggcttcgccggactcggtcgcgctggcttttggctcggagcag 1500
               ****** * *****   *  * * ** **  **** ******** ******   **    

frsE_Burk      ctgagttacgctgaactaaacaaacaggccaatcgcttggcacggatgctggttgccgcg 1560
frsE_Chro      tatagctatgccgagctggaccggcgcgccaaccagttggccaggacgctggcgggcgcc 1560
                  ** ** ** ** **  **   *  ***** *  *****  *** *****  * *** 

frsE_Burk      ggtctcgggccggaaggcagggtcgcgttggccgttccgagatcgctggatatggtcgtg 1620
frsE_Chro      ggcatcggcccggaggacatcgtcgcgctggcggtgccgcgctcgctggacatggtggtg 1620
               **  **** ***** * **  ****** **** ** *** * ******** ***** ***

frsE_Burk      gctttgctcggcgtgactaaggcgggcgcggcgtatttgccgctagatccagagtatccg 1680
frsE_Chro      gcgttgctgggggtggtcaaggcgggcgctgcctatctgccgctggaccccgagtatccg 1680
               ** ***** ** ***   *********** ** *** ******* ** ** *********

frsE_Burk      gcagagcggctggcatacatgctggccgatgcaaagccgacgctgttgatgactgtcaac 1740
frsE_Chro      cgcgagcggttggcccatatgctgtccgacgccacgccgcgtttgctgctggcgacatcc 1740
                  ****** ****  * ****** **** ** * ****    ** ** ** *      *

frsE_Burk      gcgcagctcggtagcctgtccgaatgcgcggggataccggtgctggcgctggatgccgat 1800
frsE_Chro      gataccgtcggcggtttgccggcattctcaggcttgcgggttcaggtgctggatgagccg 1800
               *      ****  *  ** * * ** * * **  * * *** * ** ********     
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frsE_Burk      tcggttcgggacgcgatttcgcagatgtcaggatgcaacttggttcaatcggaacggctg 1860
frsE_Chro      gcctggcgggagatggttgcccgagcggacgggcggccgttggcgcagcgagagcggacg 1860
                *    *****   * ** * *    *   **  *    ****  **    ** ***  *

frsE_Burk      tgtccattgcagcctcagcaccctgtttgcgtgatctatacctccggttcgacaggccgt 1920
frsE_Chro      cgccccttgttgccgcagcacccggtttgcgtgatctacacctcgggctcaaccggcaag 1920
                * ** ***  *** ******** ************** ***** ** ** ** ***   

frsE_Burk      ccgaagggcgtgatggtgacccaccagggtatcgtcagcttacgtgccagccaaatcgag 1980
frsE_Chro      cccaaaggcgtgtcggtgacccatcagggcattgccagcctgcgcgccagccagatcgag 1980
               ** ** ******  ********* ***** ** * **** * ** ******** ******

frsE_Burk      cgattcggcgtgtccgctgaatcgagcgtgttgcaattcgcctccttgagcttcggcgcg 2040
frsE_Chro      cgtttcggcgtgtctgccggatccagcgtgctgcagttcgcgtcgctgagtttcggggcc 2040
               ** *********** ** * *** ****** **** ***** **  **** ***** ** 

frsE_Burk      gcgctgttcgaaatttgcacgtctctgttgacaggcgcgcgcctggtgttggtatccagc 2100
frsE_Chro      gcgctgttcgaagtctgcatgtcgctgctggtgggcgcgcgtctggtgctggtggccagc 2100
               ************ * **** *** *** **   ******** ****** ****  *****

frsE_Burk      atcaaagaagcgctgaacgttgagacaatgaccgcattggtgactcggcaccggttgagt 2160
frsE_Chro      gcccgcgaggcgctgaatgccggagcgatggcggagctggcgcggcggcatggtttgagc 2160
                 *   ** ******** *  *   * *** * *   *** *   *****  * ***** 

frsE_Burk      catatggtggtgccgccatccgcgttggacacgttgtgcgccgaccgtctgcctcgtacg 2220
frsE_Chro      catgtggtgctgccgccgtcggcgttggaggcattggcttcggagcggctgccggatagc 2220
               *** ***** ******* ** ********  * ***    * ** ** *****   **  

frsE_Burk      gtccgcatcatggtggcaggtgagcattgtccggcccatctggttgagcgttggtccgcg 2280
frsE_Chro      ctcggcatcatggtggcgggcgagcattgcccggctcatctgcaggaacgctggtcggct 2280
                ** ************* ** ******** ***** ******   ** ** ***** ** 

frsE_Burk      gatcgattcatggttaacggttacggttcgtctgaagtaaccgtatgcgcgacgatgagt 2340
frsE_Chro      ggccggttgatggtaaacggctacggctcttccgaagtgaccgtgtgcgcgacgatcagc 2340
               *  ** ** ***** ***** ***** ** ** ***** ***** *********** ** 

frsE_Burk      cagcccctgtccggccgtgcactcccgccgatgggggcgccgaatgccaatacccgactc 2400
frsE_Chro      ctgccgctgtcgggccgcggcgcgccgccgatgggcctgcccaatgccaatacccggctc 2400
               * *** ***** ***** *     ***********   *** ************** ***

frsE_Burk      tacttgctggatgcagggatgcaacccgtcccggcgggcgtgatgggtgagctatacgtt 2460
frsE_Chro      tacgtgctggatgccggcttgcagccggtgccggtaggcgtgcccggcgagctgtacatc 2460
               *** ********** **  **** ** ** ****  ******   ** ***** *** * 

frsE_Burk      gccggggaaggtttggctcgaggttatttgagccgcccgggtcttaccgcggagcgtttt 2520
frsE_Chro      gcaggcgatgggctggcgcgcggctatctgcgccgcccgggcctgagcgccgagcgtttc 2520
               ** ** ** **  **** ** ** *** ** ********** ** * *** ******** 

frsE_Burk      gtcgccaatccattcgagccaggttggcagatgtaccggacgggcgatctcgcacggcgc 2580
frsE_Chro      gtcgccaatccgttcgccgagggggaacggatgtatcgcaccggagacctcgcgaggcga 2580
               *********** ****     **    * ****** ** ** ** ** *****  **** 

frsE_Burk      gacatcgatggccggctcgactatttgggacgcgttgaccatcaggtcaagatccgaggt 2640
frsE_Chro      ggcggggacggcaggctcgaatatctcggccgcaccgaccatcaagtgaagattcgcggt 2640
               * *   ** *** ******* *** * ** ***   ******** ** ***** ** ***

frsE_Burk      ttccggatcgaaccggctgagattgaggcggcgcttcgccagctaccaggcgtggcccaa 2700
frsE_Chro      ttccgcatcgaacccgcggaaatcgaggctgtgttgcgccgcttgtccggcgtggcgcag 2700
               ***** ******** ** ** ** ***** * * * ****   *  * ******** ** 
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frsE_Burk      gcgactgtcgtagcttgggaggaggtaccgggggcaaagcaactggttggctacgtcgtg 2760
frsE_Chro      gcggctgtggtcgcccgcgaggatgcgccgggcgtcaggcagctggtggggtatgtggtg 2760
               *** **** ** **  * ***** *  ***** *  * *** ***** ** ** ** ***

frsE_Burk      cccaaggagggcgttatgctggagccgcgcgccatgcgccgtgagttggccgagcacctg 2820
frsE_Chro      gcggcgacggaagcgaagctggatgcgcaaggtttgcggcgacagctggccgagcacctt 2820
                *   *  **  *  * ******  ***  *   **** **  ** ************* 

frsE_Burk      accgatcatatggttcccgcggtgctggtcgagctatcggctttgccccgaacgccgaac 2880
frsE_Chro      cccgagcatatggtgcctgcagcgctggtggagctggcggccttgccgagaacgccgaac 2880
                **** ******** ** ** * ****** *****  **** *****  ***********

frsE_Burk      ggcaaactcgaccgcagtgccctgcctgcgccggtattcgtcacagaaggatatcgcgag 2940
frsE_Chro      ggcaagttcgaccgcggtgccctgccggtgcccaccttcgccgcggagggctaccgcccg 2940
               *****  ******** ********** * ***    **** * * ** ** ** ***  *

frsE_Burk      ccacgcacggcaaaagagtgcaccctatgtcaactgttcgcgcaagtactcgatttgcct 3000
frsE_Chro      ccccgcacggcggaagagcgggcgttgtgccagctgtacgcccaggtactggatttgtcc 3000
               ** ********  ***** *  *  * ** ** **** *** ** ***** ****** * 

frsE_Burk      caagtaggtatcgacgacgccttctttgatctgggcggcgacagcatcagttccatccaa 3060
frsE_Chro      aaagtcggtatagacgatggtttctttgacttgggcggcgacagcatcagctcgatccag 3060
                **** ***** ***** *  ********  ******************* ** ***** 

frsE_Burk      ctggccagccgcgcgcgcaagcgtggctggcacgtgacgccgaaccaggtgtttcgctat 3120
frsE_Chro      cttgccagccgcgcgcgcaaagccggttggctgctgacgccgaaccagatattccggcat 3120
               ** *****************    ** ****   ************** * ** **  **

frsE_Burk      ccgcgcgtgcaggatctggctacggtgatgttgccgttgacaaatggggtggactctgtg 3180
frsE_Chro      ccccgggtcgaggacctggctgcggagcttaagcctgtcgagtccgaccggaacgagcgg 3180
               ** ** **  **** ****** *** * *   ***  *       *    * **     *

frsE_Burk      caagaggagccgtgtggtgacctgacgctgacgccgattctacgctggatgtgggaaaac 3240
frsE_Chro      gtggatcaggcctgcggcgatttgccggcgacgcccatcatccactggatgctggccgcg 3240
                  **  ** * ** ** **  ** **  ****** **  * * *******  **     

frsE_Burk      ggcccatatcgtcttttccatcagtcgcaactgttgcgtgcgccgtctgggttgcggcgc 3300
frsE_Chro      ccgccgtatcggcgcttcaaccaatctcaactgctgcgcacgcccggtgggctcaaacgg 3300
                  ** ***** *  *** * ** ** ****** ****  ****   **** *    ** 

frsE_Burk      gccgacttgctggcaatggtccaggcgctgctcgatcaccacgatgcgttgcgcatgcgt 3360
frsE_Chro      gatgacctgctggccgcgctgcaggcgctgctggaccatcacgatgccttgcgcctgcgt 3360
               *  *** *******   * * *********** ** ** ******** ****** *****

frsE_Burk      ctacacgaggacgatggcgaagcgcg---catgacgattctaccggtgggtacgacgagg 3417
frsE_Chro      ttggacgcggcggccagcgatgaggcgctgctatcgattccgcctgccggatcggtgcgg 3420
                *  *** **  *   **** * *       *  ******  ** *  **  **  * **

frsE_Burk      gccgaggattgcgtgcgtcgtatcgagatcgtgggagtcgatgccgtcgagcgacaggtg 3477
frsE_Chro      gccggcgattgcctgcgccggatcgacgcggtcggtcgggatgaggcggagtggcatctc 3480
               ****  ****** **** ** *****    ** **    ****  *  *** * **  * 

frsE_Burk      gtgctggcccgtgaaacggacgaggcaatcctgcgtctggatagcgaatgtggtcgactg 3537
frsE_Chro      ctattggcgcgggaaggggaagccgcggcggaacggctggactgcgaggccggcttgctg 3540
                *  **** ** ***  *** *  **       ** *****  ****    **    ***

frsE_Burk      gtgcaagtggtgtggctagatgccggttcggaagaagggtggttacgtcttgtcattcac 3597
frsE_Chro      ctgcaggcggtatggctggatgccggggacgaggccgggcgtttattgctggtgatccat 3600
                **** * *** ***** ********    ** *  *** * ***   ** ** ** ** 
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frsE_Burk      catctggccgtggacggcgtgtcgtggcgtgtgttgctatcggattggcagcaagcttgg 3657
frsE_Chro      cacctggcggtggatggcgtttcctggcgcgtgctgttgccggatttgcagcaggcctgg 3660
               ** ***** ***** ***** ** ***** *** ** *  ****** ****** ** ***

frsE_Burk      gcggacgtgtgcgtggggtgcgctatttcgctcgatccggttggcacgtcgttccgcaac 3717
frsE_Chro      caggcggcgagccaggaccgtgccatcgcgctggacccggtcggggcctcattccggcta 3720
                 **  * * **  **   * ** **  **** ** ***** **  * ** *****    

frsE_Burk      tgggcactgtgtttgcaacgggatgcacagtctccgcagcgcgaagccgagctggcgtac 3777
frsE_Chro      tggtcgctgcatctggggcaagaggcccggtcgtcgcagcgcgaagcggaactggcgcat 3780
               *** * ***  * **   *  ** ** * ***  ************* ** ****** * 

frsE_Burk      tggtgctcgatgctgtcgacgaccgatatgccgctcggacgacgggcattcgatccagcc 3837
frsE_Chro      tggaaatgggcgctggcggccgaagatccgttgcttggcccgcgtccgtacgattccgcc 3840
               ***   * *  **** ** *    ***  *  *** ** *  **  * * **** * ***

frsE_Burk      cgcgataccacccgaaccaaacagagtctcagcctatcactgcccgtccggacgacccaa 3897
frsE_Chro      cgcgacgccacccggacccggcaaagcctgagcctggctttgccgccggcggtgacccag 3900
               *****  ******* ***   ** ** ** *****  *  ****      *  ****** 

frsE_Burk      gcgttactgactcaggctgcaacgcgctttcatgcgcaggcgaacgatgtgttgttaacc 3957
frsE_Chro      gcgctgctgacgcaggcgaccgcgcgtttccacgcccatgccaacgatgtgctgttgacg 3960
               *** * ***** *****  *  **** ** ** ** ** ** ********* **** ** 

frsE_Burk      gtgtttgtgctcgccatggcagcttggcggcgccaatgcatgggccatgcccccgatgcg 4017
frsE_Chro      gtgtttgcgcttgcggttgcggtttggcggcgccggcgtctgcccgaggcaccggcggag 4020
               ******* *** **  * ** * ***********   *  **  * * ** ** *  * *

frsE_Burk      ttgctattcgacctggaagggcacggtcgcgagacccaggacaccgcgatcgacctgtcg 4077
frsE_Chro      ttgttgttcgacctggagggccatggacgggaggcgcgggatactggcatcgatttgtcc 4080
               *** * *********** ** ** ** ** *** * * *** ** *  *****  **** 

frsE_Burk      cgtacggttggttggtttaccagtctgttcccggtgcgagtgagactggatgccgtcgat 4137
frsE_Chro      cgaaccgtcggctggttcaccagcctgtttccggtgcggctggcgctggattgcgccggg 4140
               ** ** ** ** ***** ***** ***** ********  **   ******  ** **  

frsE_Burk      ctggacgacgcactaggggagggcgctagcctgggccgtctgctgaagtcggtaaaggag 4197
frsE_Chro      ctggacgaagcgctgaagggcggggacagcttggggcgcttgctcaagtcggtgaaggaa 4200
               ******** ** **   **  ** *  *** **** **  **** ******** ***** 

frsE_Burk      caacttcatgcgttgccggaccggggcctgggcttcggcttgctccgctacttgaaccag 4257
frsE_Chro      cagttgcgggccatcccggaccggggcatgggttttggcttgctgcgccatctgaatccc 4260
               **  * *  **  * ************ **** ** ******** *** *  **** *  

frsE_Burk      ggtaccgctgcagagcttgccgcacacggacagccacaaatcggtttcaactatcttggc 4317
frsE_Chro      ggcgcgcgcggcgagctggccgcgttgagcagtccgcagatcggtttcaattaccttggc 4320
               **  *    *  ***** *****     *    ** ** *********** ** ******

frsE_Burk      cgctttgcggcatcggaggggggcgactggcaactggcctcagacgtgggcatcgaggcg 4377
frsE_Chro      cgtttcaccgccgcggagggggaggactggcagccggcgggctgcgccggcatcgagggc 4380
               ** **  * **  *********  ******** * ***      **  **********  

frsE_Burk      gggcaggatccggaaatgcccctgccgcatccgctgtcgtttgacgcacataccttggac 4437
frsE_Chro      ggacaggatccggacatgcccttgccgcatctcttgtcgttcaatgcccagacgctggac 4440
               ** *********** ****** *********   *******  * ** ** **  *****

frsE_Burk      cgaacacatgggccggaattaaccgccatttggtcctggggcagcgaattgttctcctcg 4497
frsE_Chro      cgggagcaagggccggaactgcatgccatctggtcatgggccggagagttgttcgatcag 4500
               **    ** ********* *    ***** ***** **** * * ** ******     *
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frsE_Burk      gacgagattgccgaactggcacagttgtggcagcaggccgcaatggctttagctgagcat 4557
frsE_Chro      gagcagatcgcggagctggcccagttgtggcggcaggcggccgtcgcgctggcggagcac 4560
               **  **** ** ** ***** ********** ****** **  * **  * ** ***** 

frsE_Burk      gtgacaaggccgggggcaggaggccgcacgccgtcggatctgcccctcgttcacttgcat 4617
frsE_Chro      gcctcaaggccggaggccggcggccgctcgccgtcggatctgccgctggtgggtttggag 4620
               *   ********* *** ** ****** **************** ** **    *** * 

frsE_Burk      caggcgcagattgagcaactggaggtggaatatccgcggatcgaagaggtcttgccgttg 4677
frsE_Chro      caaacgcaaatcgagcggctggaggccgagtatcgcccgctggaagatgtgcttccgttg 4680
               **  **** ** ****  *******  ** ****  * * * ***** **  * ******

frsE_Burk      tctccgctgcagaagggactactgttccacggtctgtacgatccggcgggcgtcgatccc 4737
frsE_Chro      tcgccgctgcaaaagggcttgttattccacggcctgtacgatccggccggcgttgatccc 4740
               ** ******** *****  *  * ******** ************** ***** ******

frsE_Burk      tatgtcgagcgattgatctacgcgctagaaggcgaactcgacgccggtgcgctcaagcaa 4797
frsE_Chro      tatatcgagcgagtgacgtatcagctggaaggcgagctcgatcccgcggcgatgaagcgg 4800
               *** ******** ***  **   *** ******** *****  ***  *** * ****  

frsE_Burk      gcggtacacggcctgctgctgcagcacagcaatttgcgcgcgtgtttcgttgatctgggc 4857
frsE_Chro      gccgcgcatggcttgttgcagcgccacggcaatctgcgcgcctgctttgtcgatttgggg 4860
               ** *  ** *** ** *** **  *** ***** ******* ** ** ** *** **** 

frsE_Burk      cgcggacagccagtgcaggttatcgtgccgctttcggcactaccttggcaggaaattgac 4917
frsE_Chro      aaaggccagccggtgcagatcatttcccagctggaggcgctgccatggcaggacatcgat 4920
                  ** ***** ****** * **    * ***   *** ** ** ******** ** ** 

frsE_Burk      ttgtccatgctgggggaggacgagcagcaggcggtacttgaacaaatgcaggaggaagac 4977
frsE_Chro      ttgtcgatgctggctggcgacgagcgccaggccatgctggcgcagatacgcgagcaagtg 4980
               ***** *******  *  *******  *****  * ** *  ** ** *  *** ***  

frsE_Burk      cgtcatcagcggttcgatctgtctcatgcgccgttgttgtctttcgtgctgatccgactc 5037
frsE_Chro      cgcagccagcgtttcgatttggggcgcgctccactgctgtccttcaccctgatccggctg 5040
               **    ***** ****** **   *  ** **  ** **** ***   ******** ** 

frsE_Burk      gctgtcgatcgccaccggctgatcatgagcaaccatcacatcctgctggatggttggtct 5097
frsE_Chro      gcggccgaccgccaccagctgatcatgaacaatcatcacatcctcctggatggttggtcc 5100
               ** * *** ******* *********** *** *********** ************** 

frsE_Burk      gggccactgttatggcgcgagttgatgaaattgtatcgaagcggcggcgatctgcgcgcc 5157
frsE_Chro      gagcccttgttatggcgggagttgatgacgctgtaccgcaatggcggcgatctgggcgcg 5160
               * ***  ********** **********   **** ** *  ************ **** 

frsE_Burk      ataccgcgcgtgacgccatatcgcgattatctggattggctggctaggcgcgatctggag 5217
frsE_Chro      atgccgcgcgtcacgccttaccgggactacctggtgtggctcggccggcgcgaccatgaa 5220
               ** ******** ***** ** ** ** ** ****  ***** *   ******* *  ** 

frsE_Burk      cccgaccggatggcctggcgcggatatttgcgcgatttggttaccccgacgttgctggct 5277
frsE_Chro      gccgatcgccaggcttggcggcattatctcgccgaattggagacgcctacgctgctgtcg 5280
                **** **   *** *****    *** *   *** ****  ** ** *** ***** * 

frsE_Burk      ccagccgcgcccacggagtacgtgatccaggagacctatgaacgggcgttgcccgacgca 5337
frsE_Chro      ccggagccgccggcggcctatgtcgatcaggaaacttacagcctcgccttgccgccagcg 5340
               ** *   ****  ***  ** **    ***** ** **    *  ** *****    ** 

frsE_Burk      ctggcgagcgggctgactgcgcttgccgaacagttgggggtgacgttgaataccgtgata 5397
frsE_Chro      ctggcgcaagcgctggcggcccgcgccgcagagctggggatcactctgaataccctggtc 5400
               ******   * **** * ** *  **** * ** ***** * **  ******** ** * 
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frsE_Burk      caaggcgcttggggtagggtgctcgggtgtctcacgacaagccaagacgtgatgttcggt 5457
frsE_Chro      cagggcgcctggggccgggtgttggcatgcctgaccatgagccaggatgtggtgttcggc 5460
               ** ***** *****  ***** * *  ** ** ** *  ***** ** *** ******* 

frsE_Burk      tccaacgtagcagggcgccctgcggagctgaacggtatagaagacatgattggcctgttc 5517
frsE_Chro      tctaatgtggcgggccgtcccgccgagctcggtggcatcgaggacatggtggggctgttc 5520
               ** ** ** ** ** ** ** ** *****    ** ** ** ****** * ** ******

frsE_Burk      attaatactatcccattacgggtgcgctggtcgcgcggagaatccatcggcgacgtgcta 5577
frsE_Chro      atcaatacggtgccgctgcgggtgcgctggacgaggggggagtccatcgctgacatgctg 5580
               ** *****  * **  * ************ ** * ** ** *******  *** **** 

frsE_Burk      aagcgcatacagtcggagcaggtcgatctgttagagcaccagtacttggatttggtcgag 5637
frsE_Chro      gtccgcttgcaagcggagcaagtcggcctgctggagcaccagtatctggatctggctgaa 5640
                  *** * **  ******* ****  *** * ***********  ***** ***  ** 

frsE_Burk      attcagagtcaggccagccacagggatttgttcgattcggtctatgcgtttgaaaactat 5697
frsE_Chro      atccaggagctggccggcctgggcgatctgttcgacaccgtgtacgcctttgagaattac 5700
               ** ***   * **** ***   * *** *******  * ** ** ** ***** ** ** 

frsE_Burk      ccagtccatgccaacgacgaagacgaagcgtcaggcccccgcgtcaaggtggtaagcggc 5757
frsE_Chro      ccagtgttcggcgatggcggcgcatccgcagccgggccgcgggtgacgggtgtcagcgga 5760
               *****    * * * * **  *     **  * ** ** ** ** * **  ** ***** 

frsE_Burk      ggcagcacaacccactatccgctcggattgatcgtcaacccgcaggcaggtctgtccctg 5817
frsE_Chro      ggcagcaccacgcactatccgttggggctgatcgtcaatccgcagtccggcctttccttc 5820
               ******** ** ********* * **  ********** ****** * ** ** *** * 

frsE_Burk      ctgttcagctaccgaccagattgttatcggcgttgcgatatcgagcgtatcgccgcctac 5877
frsE_Chro      ctgttcagctaccggccggatttgtacttgcctgaggacatccagcgcattgccggctat 5880
               ************** ** ****  **   ** *   ** *** **** ** **** *** 

frsE_Burk      ctgcaatgcgtactggaagcgtttgcggttgattccacccaaccgatcgctcaattggat 5937
frsE_Chro      ctgcaactgacgttgcaggcgtttgccgacgatccggcgcaatccgtcgccggtctggag 5940
               ******       ** * ******** *  *** *  * *** *  ****     **** 

frsE_Burk      ctactgccgccggagcaggccaacgggatcgcgcagtggaacgacactcagcacgcttgt 5997
frsE_Chro      ctggctccggtcgagcaggcgggatggctgaggtcctggaatgacaccggccatgcctat 6000
               **    ***   ********     ** *   *   ***** *****    ** ** * *

frsE_Burk      ccatcggcggacctcgcgcagttgttcgagcgtcaggtacggttgacacccgatgcctct 6057
frsE_Chro      ccggatggggacctggcccagctgttcgagcgccaggcaaggctgacgccgaatgcccag 6060
               **    * ****** ** *** ********** **** * ** **** **  *****   

frsE_Burk      gcgctaacttttgggtcccaaacgctaagttatgcggtcctgaatgcgtgcgccaatcga 6117
frsE_Chro      gcgttgatcttcgagcgacagtccttgagctacgctgcgctgaacgcgcgcgccaaccag 6120
               *** * *  ** * *   **  *  * ** ** ** *  ***** *** ******* *  

frsE_Burk      ctcgccagatggttgttgatgcacagtatcgggccggacgatgtggtcgccgtggcattg 6177
frsE_Chro      ctttgccgggtgttgctggctcacggcgtaggcccggacgatgtggtcgcggtggcgctg 6180
               **   * *   **** **   *** *  * ** ***************** *****  **

frsE_Burk      ccgcgttcaatcgatctggtcatcgcgttgttggcggtcgtgaaaagcggcgcagcctat 6237
frsE_Chro      ccgcggtcgatcgaattggtggtggcgctgctggcggtggtgaagagcggcgcggcctac 6240
               ***** ** *****  ****  * *** ** ******* ***** ******** ***** 

frsE_Burk      ctgccactggatgccgactatccgaggaaccgcctcgacttcatgctgacagatgccaga 6297
frsE_Chro      ctgcccctggacgccgattatccgcgcgaacgcctcgatttcatgctggcggatgccaga 6300
               ***** ***** ***** ****** *  * ******** ********* * *********
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frsE_Burk      ccgcgagcgttgttgaccaatgggtcgatggtcgaggctctgtcgcccgctgcagggact 6357
frsE_Chro      cccgcggttttgctgagcaatgccgcgatggccggtatcttgtcgccggctgacggcacc 6360
               **    *  *** *** *****   ****** **      ******* ****  ** ** 

frsE_Burk      caggtgttgctgctggatgcccctgagtggacggcagcgcgaaatcacctcgatgatcgc 6417
frsE_Chro      cggttgctgagcctcgacgagccgggactgctgtcggcgcaggatggcgcggacagcggc 6420
               * * ** **   ** ** *  ** *    *  * * ****   **  *   **     **

frsE_Burk      gacatggtggtgacagagcgaaagcaaccattgcgtccgctggatgccgcttatgtcatc 6477
frsE_Chro      gatctggccgcgggcgagcgcaggcggcggttgcggccgcaggatgccgcctatgtcatt 6480
               **  ***  * *   ***** * **  *  ***** **** ********* ******** 

frsE_Burk      tatacctccggttcgaccggcctacccaagggagtggtcaacacgcaccatggaatcgtc 6537
frsE_Chro      tacacctctggctcgaccggcaagcccaagggcgtgatcaacacccatcagggcatcgtc 6540
               ** ***** ** *********   ******** *** ******* ** ** ** ******

frsE_Burk      aatcggctgacgtggatgcaatcggcctatcgactggacgctagcgatgtagttctgcaa 6597
frsE_Chro      aaccggctggcatggatgcaatcggcttaccggctggacgccagcgataccgtcttgcaa 6600
               ** ****** * ************** ** ** ******** ******   **  *****

frsE_Burk      aaaactccgttcagtttcgatgtctcggtctgggaatttttctggccgttactcaatggg 6657
frsE_Chro      aagacgccgttcagcttcgatgtttcggtgtgggagttcttctggccgctgctggagggc 6660
               ** ** ******** ******** ***** ***** ** ********* * **  * ** 

frsE_Burk      gcgaggctggtgatggctgtaccggacggacatcgggatccggcatatctggcggagctg 6717
frsE_Chro      gccaggctggtactggcggttccggacggacatcgcgatccggcctacttggcggcgctc 6720
               ** ********  **** ** ************** ******** **  ****** *** 

frsE_Burk      attcagcgtcaaggtgtcaccaccctccatttcgttccttccatgctcgatgccttccta 6777
frsE_Chro      atccagcgcgagcgcgtgaccaccgtgcatttcgttccgtcgatgctggaggtgttcctg 6780
               ** *****  *  * ** ****** * *********** ** ***** ** *  ***** 

frsE_Burk      aacgagccgagcagccgtcaatgcttgagtttgaagcgtgttctgtgcagtggtgaagtc 6837
frsE_Chro      cgcgaagccggcagccgccaatgcctgagcctgagacgggtgctgtgcagcggcgaggcc 6840
                 ***  *  ******* ****** ****  ***  ** ** ******** ** ** * *

frsE_Burk      ttgtctggtaatctggctgcattgcagcaacacgtgttgaaacgaccgttacacaacctc 6897
frsE_Chro      ttgtccggagagttgagcgccttgcatcggcaggtgctgggcagtcctttgcacaatctg 6900
               ***** **  *  **   ** ***** *  ** *** **    * ** ** ***** ** 

frsE_Burk      tacggtccgaccgaagccgctgtggacgttaccgcgcatgcctgtgatccgaacgatact 6957
frsE_Chro      tacggcccgaccgaggcagcggtggacgtcaccgcccatgcctgcgagaacggcgaaacc 6960
               ***** ******** ** ** ******** ***** ******** **      *** ** 

frsE_Burk      ggaagttcgatccagatcggcaagccgatctggaatacgcggattcatgtgctggatgaa 7017
frsE_Chro      ggcgtttcggtcccgatcggcgcgccgatctggaacacccgaatccatgtgctggacgcg 7020
               **   **** *** *******  ************ ** ** ** *********** *  

frsE_Burk      ggcttgcgtccggtgccgttgggtgttgcgggcgagctgtacattggtggaactggactg 7077
frsE_Chro      ggcctgcgtccggcgccggtgggggtggcgggcgagctgtacatcgcgggggccgggctg 7080
               *** ********* **** **** ** ***************** *  **  * ** ***

frsE_Burk      gcgcggggatacttgaaccgcgcgggcctgacggcggagcggttcgtggcaaacccgtat 7137
frsE_Chro      gcgcgcggctatctgaaccggccggggctgacggcggagcgcttcgtggcgaatccgtac 7140
               ***** ** **  *******  **** ************** ******** ** ***** 

frsE_Burk      ggcgaaggtgaacgactgtatcggtcgggcgatttggcgcgttggaacgcggaaggcgaa 7197
frsE_Chro      ggagagggtgagaggttgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgag 7200
               ** ** *****  *  **** **    *****  ******* ****  *  ******** 

217



frsE_Burk      cgcctgaagcgaggcgaggcggtgaacgaattgaatcgttaccgctacgaggcggtactg 8157
frsE_Chro      cgcctgaagcggggcgaggcggcgaacgagcttaaccgctaccgctacgaagtggtgttg 8160
               *********** ********** ******  * ** ** *********** * ***  **

frsE_Burk      tacaaggagccgtgtgaagcggtgtcactgtcgaaggtggaaacgcagacgtggtcggac 8217
frsE_Chro      cgcaagggcccgtgccaggcgcgctcgctggcgtcggcggcggcggagccgtggtcgtcg 8220
                 *****  *****  * ***   ** *** **  ** **   ** ** ********   

frsE_Burk      gtggggaatatgtcggcctgccggacaaggctgatgcagtatgcgtcgatgtggcggata 8277
frsE_Chro      ctgggcagcctgtcggcctgccgcgagcggctgtcggtcggcggcgacgcgctgcgggtg 8280
                **** *   *************     *****  *      *       *  **** * 

frsE_Burk      gaaggaattccgaacgcgcggttgcatggcgaggtattggtaacgcggcggctgaagtcc 8337
frsE_Chro      acgggggtgccgaacgcgctgctgcatggcgaagcggcggcggcgcgggagctgaaggcg 8340
                  **  * ********** * ********** *    **   *****  ******* * 

frsE_Burk      gaggaggggttggcgtcgtggcgacgttggctggacgagtcgggcggggtcgagccggag 8397
frsE_Chro      ggcggttcgccgtcggcgctgctggcgcggctggacgagaacggcggggtacggccggaa 8400
               *  *    *  * ** **  **      ***********   ********   ****** 

frsE_Burk      gatctgtatcgattgggggcggagctgggttatcgggtggtgttgacatggtcaaaccag 8457
frsE_Chro      gcgctgcgccgtctgggcgcggagctgggctggcggatgctggcgacgtggtcgcggcag 8460
               *  ***   **  **** *********** *  *** ** **  *** *****    ***

frsE_Burk      ccggatcatttcgatgcggtgtttctgccggagcagcagcggggtgcactggacgcggtg 8517
frsE_Chro      gcggggcatttcgacgcggtgttcgtgcggggagaggacggcgaagcgctggacggggtg 8520
                ***  ******** ********  *** **   ** *  * *  ** ******* ****

frsE_Burk      tataggacgccaccggtgttgaaaccgttatcggggtatgtgaacaacccggcgaatttc 8577
frsE_Chro      taccagccggcgggggcgttgcagccgctgtcgggctatgtgaacaacccggcgaacttc 8580
               **   * ** *   ** **** * *** * ***** ******************** ***

frsE_Burk      gaacagttcgcagcaatacgccgatatgtgggagaacaactgccggattacatggtgccg 8637
frsE_Chro      gagcagtacgcggcgatccgtcgctacgcgttggagcagttgccggagtacatggtgccg 8640
               ** **** *** ** ** ** ** ** * *   ** **  ******* ************

frsE_Burk      gcggcgctggtactgcttgaggggttgccactgacaccaaacgggaagctggaccgccgc 8697
frsE_Chro      gcggcgatcgtgttgctggacgcgttgccgctgacgccgaacgggaagctggaccgcagg 8700
               ****** * **  **** ** * ****** ***** ** ****************** * 

frsE_Burk      gcgctaccagcgccggagtttggcacggcatgctatcgagcgccggggtcaaagcaggaa 8757
frsE_Chro      gcgctgccggcgccggagttcggtgggacgggctaccgggcgccggaatcggaacgggag 8760
               ***** ** *********** **   * *  **** ** *******  **  * * *** 

frsE_Burk      aaggtgctagcgcaactgtttgccgaagtgctgggtttgccgcaggtgggggtggatgac 8817
frsE_Chro      caattgctggcgcggctgttcggggaggtgctgggtctgccgcaggtgggggcggacgac 8820
                *  **** ****  ***** *  ** ********* *************** *** ***

frsE_Burk      agcttcttcgacctgggcggtgacagcatcatctcaatccagttggtaagccgggctcgc 8877
frsE_Chro      agcttcttcgacctgggcggcgacagcatcatctcgatccagttggtaagccgggcgcgg 8880
               ******************** ************** ******************** ** 

frsE_Burk      aaggcaggctggcaattgacaccacgcgacatcttccaacaacccaccatcgcagcgctt 8937
frsE_Chro      aaggccggctggcggctgacgccgcgggatgtgttccagcagccgacagtggcggcgctg 8940
               ***** *******   **** ** ** **  * ***** ** ** **  * ** ***** 

frsE_Burk      gcacgccttatcacgccgctgggcaacgaaccggctacgccggcgtctgtggctgcgctg 8997
frsE_Chro      gcccaagcgatcacgccgctggacgacgagccggccgcgccggctccggcggccacgcca 9000
               ** *     ************* * **** *****  *******  * * ***  ***  
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frsE_Burk      cgtcttgatcaagacgaactcgactatctgggctcattgtatggatcgtaa 9048
frsE_Chro      aagcttgatcaagacgaactcaactatttgggctcactatatgaatcctaa 9051
                  ****************** ***** ******** * **** *** ***

Abbildung A31: Alignment von frsE aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsF_Burk      atggatcgtaagaagatcgaaaccacttatccgctgtcgcctctccaaaagggctttctg 60
frsF_Chro      atgaatcctaaaaaaatcgaagccgcttacccgttgtcgccgttgcagaaaggctttctg 60
               *** *** *** ** ****** ** **** *** *******  * ** ** *********

frsF_Burk      tttcacgcaggttacgacttggcacatgcggataactatattgcccaactgtttcttgat 120
frsF_Chro      ttccacgccggttacgatctgcaaagcgcggacagctatgttgcccagttgtttctggat 120
               ** ***** ********  **  *   ***** * **** *******  ******* ***

frsF_Burk      tttgatggcgaagtggatgccgggctcatgcgggcagcggcagatacgttgatccgtcgg 180
frsF_Chro      ttcgaaggagagctggacggggcggcgatgcggtcggcggcggacgcgctgatgcgccgc 180
               ** ** ** **  **** *  * *   ****** * ***** **  ** **** ** ** 

frsF_Burk      catgcaaatctgcgggcaggatttgtgcatccgggcggtcgggagccggtgcaagtgatc 240
frsF_Chro      cacgcgaacctgagggcgggtttcgtgcatccgggcgggcaggaaccggtgcaggtggtg 240
               ** ** ** *** **** ** ** ************** * *** ******** *** * 

frsF_Burk      ttgcgggaagtcgcggcctgctggaaggaacacgattggcgaacggaaccccttgtgcgg 300
frsF_Chro      ctgcgggaagtggtggccggctgggaagagcgtgactggcgcgggcggaatccgcaggag 300
                ********** * **** ***** * ** *  ** *****   *      *    *  *

frsF_Burk      gcagccgagttgcaatcggcgtggcatgcggaagatcgtcagcgacgcttcgatctgtcg 360
frsF_Chro      gcggccgaggcgcaatcggcgtggcaggaggcggaccgcgagcgccgtttcgagctgtcg 360
               ** ******  *************** * **  ** **  **** ** ***** ******

frsF_Burk      caaccgccgttgctgcggttcggttggctgcgtttgccggaagaacgcactcagctggtg 420
frsF_Chro      cagccgccgttgctgcggttcggctggctgaggctgccggcggggcgcagccagctggtg 420
               ** ******************** ****** *  ******  *  ****  *********

frsF_Burk      ctgacttaccaccatattttgctggacggttggtcattgccgctagtgctggaagaactg 480
frsF_Chro      gtgacctaccatcacattctgctggacggctggtcgctgcccttgctgctggaggagctg 480
                **** ***** ** *** ********** *****  ****  *  ******* ** ***

frsF_Burk      ctgacgctataccggacgcagggcgatgcgttatcgctgccgaaaacgacgccgtacagc 540
frsF_Chro      ctggcgctgtaccgcgccgggggcggggacggcgggctgccggaggcgacgccctacagc 540
               *** **** *****  *   *****  *       ******* *  ******* ******

frsF_Burk      acctaccttgggtggttgcaggggcgtgatcgggcatcggcgcagcaggtctggggagat 600
frsF_Chro      gcgtatctgggttggttgcaggagcgtgaccgcgcggcggcatgcgaggcctggggcggc 600
                * ** ** ** ********** ****** ** **  ****     *** ****** *  

frsF_Burk      tatatgtccggtctggaggggccaacgctgctggcgaggaggagtg---------cgagc 651
frsF_Chro      tacctggaggggctggaagggccgaccttgcttgcgcaagaaggacaagcggacaaggga 660
               **  **   ** ***** ***** **  **** ***       *            * * 

frsF_Burk      gaggatcagacgcagagcaaatcgagtctgacgttgccgattgagttgactcaggcgttg 711
frsF_Chro      gccgctgcggcccaggccaggctcagcctggagctgccggcggagttgacgcaggcgctg 720
               *  * *  * * ***  **     ** ***  * *****   ******** ****** **

frsF_Burk      aaccagcaggcacgacagcagggggtgacgctgaacacgttgttgcaggcggcatgggga 771
frsF_Chro      acgaggcaggcgcggcagcagggggtgacgctgaatacgctgctgcaggcggcctggggc 780
               *    ****** ** ******************** *** ** ********** ***** 

frsF_Burk      atactgctgggcaagctgagttcgagtcgtgatgtggtgttcgggatcactgtggcgggg 831
frsF_Chro      atgttgctgggcaagctgaacctgagccgggacgtggtgttcggcatcacggttgcgggc 840
               **  ***************    *** ** ** *********** ***** ** ***** 

frsF_Burk      cggccaggtgagttgccgggcgtggagcgtatgattggcctgttcatcaataccgttccg 891
frsF_Chro      cggccgggggagttgcccggggtggagcggatgataggcctgttcatcaacacggtgccg 900
               ***** ** ******** ** ******** ***** ************** ** ** ***
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frsF_Burk      ctccgcttgcgctggcgagcgggagagaccgtggcggagttgttggaacgcttgcaacga 951
frsF_Chro      gtacggctgcgatggtcggcgggcgagacggtagcgggcctggtggggcggctgcagcga 960
                * **  **** ***   ***** ***** ** ****   ** ***  **  **** ***

frsF_Burk      gagcaagcacgcttgctggagtaccagtatctggatctggcagaaatccaacgtctggct 1011
frsF_Chro      gagcaggcgggattgctggaccaccagcatctggacctggtggaaatccagcggctggcc 1020
               ***** **  * ********  ***** ******* ****  ******** ** ***** 

frsF_Burk      ggacaacgacagttgttcgacacgctgttcattttcgagaactatccgttcgacgcacag 1071
frsF_Chro      ggccagcgccagttgttcgataccttgttcattttcgagaactatcccttcgattcgcag 1080
               ** ** ** *********** **  ********************** *****  * ***

frsF_Burk      gcgattgcgccggcgctggggcggaccgtcttaagtagaatcaacgggggagaacagcat 1131
frsF_Chro      gcgatggcgccggatttgggccaggcatcgctgcgccgcgtgagcggcggggaacaacat 1140
               ***** *******   **** * * *     *  *  *  * * *** ** ***** ***

frsF_Burk      gatagtcactatcccgtcaccttgatggcggtgcctcgcgaaacactgacgctgtacctt 1191
frsF_Chro      gaaagccactatccgctgaccctgatggctgtgccgcgggagatgttgagcctatacctg 1200
               ** ** ********  * *** ******* ***** ** ** *   ***  ** ***** 

frsF_Burk      tcttatcagagcggccgtttcgaacatgggacgatggaaaacctgctgacacgatttcgc 1251
frsF_Chro      tcctacgatgcacagaggttcgacaagggtgtggtgcaaggcctgctgacgcgtttccgc 1260
               ** **  *        * *****  * **   * ** **  ********* ** ** ***

frsF_Burk      acattgctggaagcggtggtgacagactcatcgtgcccgattgtcgacatcgatttgttg 1311
frsF_Chro      ctgctgctggaggcggtggcggcggagccgtcgcggccggtgtccgacatcgagctgctg 1320
                   ******* ******* * * **  * *** * *** *   *********  ** **

frsF_Burk      acggcggatgaacggcagcagttgctggtcgaatggaatgccacggatcgcccattgccg 1371
frsF_Chro      gacgaggccgagcggcggcaggtgttgatcgagtggaacgccaccgagcgtccatcgccg 1380
                  * **  ** **** **** ** ** **** ***** ***** ** ** **** ****

frsF_Burk      aaggtcacgttgccggaatggttcgaggcccaggtggaacgaacaccgacagcgatggcc 1431
frsF_Chro      caagccaccctgccggagctgttcgaagcccaggcggcgcgcgcgccgaacgcggcggca 1440
                * * ***  *******   ****** ******* **  **  * ****  ***  *** 

frsF_Burk      gtgctctgcgacgaagttgcgctcgattaccgcgaactcaattgccgagccaaccagatc 1491
frsF_Chro      ttgttctgcgacggcgagacgctggactacgccgaactgaaccggcgcgccaaccaactg 1500
                ** *********  *   **** ** ***  ****** **  * ** ********  * 

frsF_Burk      gcacactggttgatttcacaaggtgtcggaccggaacagaaggtggcgctggcgttgccg 1551
frsF_Chro      gcgcattggctgatcgggcagggcgtcggcccggagcagcgggtggcgctggccttgccg 1560
               ** ** *** ****    ** ** ***** ***** ***  ************ ******

frsF_Burk      cgccgggtggaattgctggtggcaatgctgggggtgttgaaggcaggggcagcctacttg 1611
frsF_Chro      cggcgggccgagctgctggtcgcggtgctgggcgtgctgaagtccggcgccgcctatctg 1620
               ** ****  **  ******* **  ******* *** ***** * ** ** *****  **

frsF_Burk      ccattggacccggcctatccggcggaacatctgatgtacatgctggtcgatgccaaacct 1671
frsF_Chro      ccgctggatccggcctatccggccgagcgcctggcgcacatgctggccgacgccaggccg 1680
               **  **** ************** ** *  ***  * ********* *** ****  ** 

frsF_Burk      gcatgcctgctcggtcttggcgacagcattgcggcgttgccggacagcaacgtgcgcgcc 1731
frsF_Chro      gcctgcctgctggggctgggcgacggcatcgaagcgctgccggacagcggcgtggcttgc 1740
               ** ******** ** ** ****** **** *  *** ***********  ****     *

frsF_Burk      tgggagctggacgacgaagcggtgaagcaggcactggtggcgcagccgcaagagaatccg 1791
frsF_Chro      tggcggctggatgacgcggcgttgcggcaaacgctggcggcgcagccgcagagcgacccg 1800
               ***  ****** ****  *** **  ***  * **** ************     * ***
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frsF_Burk      acgcctcaaccgcgacgcttacgcgcggagcatccggcttatgtgatctacacatcgggc 1851
frsF_Chro      acgccggcccaacgccggctgcggcccgaacatcccgcctatgtgatctacacctccggc 1860
               *****    *  ** **  * **  * ** ***** ** ************** ** ***

frsF_Burk      tcgaccggcaagccgaagggcgtggagatttcgcagcgcagcgcaacggacttcgtgagt 1911
frsF_Chro      tcctccggccagcccaagggcgtggtgatctcccagcgcagcgcggccgacttcgtcgac 1920
               **  ***** **** ********** *** ** ***********  * ********    

frsF_Burk      tgggcgcacgaggcgtttggcccggacacgttcggtgatgtgttagcgaccacatcactc 1971
frsF_Chro      tgggcgctggcgtccttcggcgcggaaacctttgccgacgtgctggccactacctcgctc 1980
               *******  * * * ** *** **** ** ** *  ** *** * ** ** ** ** ***

frsF_Burk      agtttcgacgtatcagtattcgaacttttggcgccgctgctgtgcggtggccgagtgaat 2031
frsF_Chro      agcttcgacgtctcggtgtttgagctgctgacgccgctgttgagcggcggccgggtgcgg 2040
               ** ******** ** ** ** ** **  ** ******** ** **** ***** ***   

frsF_Burk      ttgttgcgcgatcttctggtgctgggcgaacgctcgatcgaaagggggagtttgattagc 2091
frsF_Chro      ctgctgcgcgatctgctggagctgggcgagcggccgatcagcggcggcagcctgatcagc 2100
                ** ********** **** ********* **  *****    * ** **  **** ***

frsF_Burk      gctgtgccttcggtattcgcgcaactgctacagcacggtgacctgcggttggacgcgagc 2151
frsF_Chro      gcggtgccgtcggtgttcgcccagctgttgcagcatggggcggtgtcgctggaggcgaaa 2160
               ** ***** ***** ***** ** *** * ***** ** *   **  * **** ****  

frsF_Burk      acggtggtgttcgcgggcgaggcgttgccgccagaactggtggaggcagtgcgtcgccgc 2211
frsF_Chro      accgtggtgttcgccggagaggcgctgccgccggagctggtggcggcggtgcggcaacgc 2220
               ** *********** ** ****** ******* ** ******* *** ***** *  ***

frsF_Burk      tggccgggatgtcgggcagcaaacatttatggtccgacagagaccacagtgtatgcgatc 2271
frsF_Chro      tggccggagtgccgggtggcgaatatctacggaccgaccgaaaccacggtatatgcgatt 2280
               *******  ** ****  ** ** ** ** ** ***** ** ***** ** ******** 

frsF_Burk      ggtacttggctgaaggaagtggaaggctcgcgcgcgccgatgattggccggccgctgggc 2331
frsF_Chro      gggggctggctggaggcg------ggcgagcgcgcgccgacgataggccgcccgctgggc 2334
               **    ****** ***        ***  *********** *** ***** *********

frsF_Burk      aacacgccggcctatgtgctggatgaaggcttgcgtccggtgccggtgggtgttgtgggt 2391
frsF_Chro      aatacccagacctacgtgctggacgcgggtctgcgtccggcgccggtgggggtggcgggc 2394
               ** ** * * **** ******** *  **  ********* ********* ** * *** 

frsF_Burk      gagctgtacattggtggagcgggactggcgcggggatacttgaaccgcgcgggcctgacg 2451
frsF_Chro      gagctgtacatcgcgggggccgggctggcgcgcggctatctgaaccggccggggctgacg 2454
               *********** *  ** ** ** ******** ** **  *******  **** ******

frsF_Burk      gcggagcggttcgtggcgaacccgtatggcgaaggtgaacgactgtatcggtcgggcgat 2511
frsF_Chro      gcggagcgcttcgtggcgaatccgtacggagagggtgagaggttgtaccgcagcggcgac 2514
               ******** *********** ***** ** ** *****  *  **** **    ***** 

frsF_Burk      ttggcgcgttggaacgcagaaggtgaactggaatacctgggccgggtggaccaacagtta 2571
frsF_Chro      ctggcgcggtggacggaagaaggcgagctggagtacctgggccgggcggaccagcagctg 2574
                ******* ****  * ****** ** ***** ************* ****** *** * 

frsF_Burk      aagatccgaggcttccgcattgaaccaggtgagatcgaggcggcgttgtgtcgacatcca 2631
frsF_Chro      aaggtgcggggtttccgtatcgagccgggcgagatcgaggcggcgctgtgccggcatccg 2634
               *** * ** ** ***** ** ** ** ** *************** **** ** ***** 

frsF_Burk      ttggtttcacaggcagtggtgattgcacgagaagacacgcccggacataagcaattggtc 2691
frsF_Chro      tcggtggcgcaggcggcggtgattgcgcgggaggacacgccgggccacaagcagctggtg 2694
               * ***  * ***** * ********* ** ** ******** ** ** *****  **** 
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frsF_Burk      ttcgcctacgaggcgcgcagacaaggggccgagccgacctggcagcctttgcctgtccag 3651
frsF_Chro      gccgcctacgaggcgcgctgccaggggcgtgaaccggcttggcggccgttgccggtccaa 3654
                 **************** * ** ***   ** *** * **** *** ***** ***** 

frsF_Burk      tatgccgattacaccctgtggcagcgccagttgctgggcgatgagaaggacccggacagc 3711
frsF_Chro      tatgccgactacaccttgtggcagcgccagttgctgggaaacgagcgggatccggacagt 3714
               ******** ****** **********************  * ***  *** ******** 

frsF_Burk      ttgatttgtcgccagttcgcttattgggaagaagtcttggcgggactgccggacttgttg 3771
frsF_Chro      ctgatcggtcgtcagttcgcttattggaagcaagcgttggccggtttgccggatcaactg 3774
                ****  **** *************** *  ***  ***** **  *******     **

frsF_Burk      aggttaccgatggatcgtccgcgcccggtggaagccagctatcagggcgactactgcgag 3831
frsF_Chro      tgcctgcccactgaccgcccgcgtccggcgatggccagctaccagggcgattactgcgag 3834
                *  * ** *  ** ** ***** **** *   ******** ******** *********

frsF_Burk      ttcacgctcgatgccggcacactgcagcaattgaaacgaatggcacggcgccagggcgtc 3891
frsF_Chro      ttcaggctggatgccgaaaccctgaaacagctgaagacgctggcccgccggcatggcgct 3894
               **** *** *******  ** *** * **  ****     **** ** ** ** ****  

frsF_Burk      acattatcgatgacattgcaggcgggcttggccgcactgcttaaccggatgggtgctggc 3951
frsF_Chro      acgctgtcgatggcgctgcaagcggccttggccgcgttgttgagccgcttgggcgctggc 3954
               **  * ****** *  **** **** *********  ** * * ***  **** ******

frsF_Burk      gatgacattccgctcggcagcccgattgcgggccgtaccgacgatgcgctgattaatctg 4011
frsF_Chro      gatgacattccgctggggtgcccgatcgccggccggaccgatgatgccttggccaacctg 4014
               ************** **  ******* ** ***** ***** *****  **   ** ***

frsF_Burk      gtcggcttcttcgtgaatacttgggtactgcgcgtggatacctccggccggccagatttc 4071
frsF_Chro      gtcggctttttcgtcaacacctgggtattgcgggtggatacctccggacggccggatttc 4074
               ******** ***** ** ** ****** **** ************** ***** ******

frsF_Burk      gccacattgctaggacgggtgcgcagtcgagcgcttgccgcgtatgcgcatcaagatgtg 4131
frsF_Chro      gccaccctgctgggccgggtgcgccagcaggccttggccgcctacagccaccaggacgtg 4134
               *****  **** ** *********   *  **  * ***** **    ** ** ** ***

frsF_Burk      ccgttcgatcgcttagttgaactgctgaatccagtgcgttctatttcgcaccatccacta 4191
frsF_Chro      ccgttcgaacggttggtcgaactgctcaatccggcgcgctcagcctctcatcacccattg 4194
               ******** ** ** ** ******** ***** * *** **    ** ** ** *** * 

frsF_Burk      ttccaggttaatctggccttgcagaacaacgtccttccgaaattccgttttttcggacag 4251
frsF_Chro      ttccaggtcaacctggcgctgcagaacaatatcttcccgctgttccgtttttccggccgg 4254
               ******** ** *****  **********  ** * ***   ********** *** * *

frsF_Burk      gctgttgcgctcgaaacggtcagtagccggacagcaaagttcgatctgttcttcaatctt 4311
frsF_Chro      gaggtcagcctggaaacggtaggcaatcgaaccgccaagttcgacttgttcttcaatctg 4314
               *  **    ** ********  * *  ** ** ** ********  ************* 

frsF_Burk      tgcgaaatgccagctgacgggtctcagccatgctatttgcatggttacgtcgagtacgca 4371
frsF_Chro      ttcgaaatgccgtccgatgagccgcaaacccagtatctgcagggttatgtcgaatacgcg 4374
               * *********  * ** * * * **  *    *** **** ***** ***** ***** 

frsF_Burk      agcgatctgttcaatcgtgacacggtagagcgtctattgacacgatttcgcacattgctg 4431
frsF_Chro      accgagctgttcgaccgcgccacggtcgagcgcctgctgacgcgtttccgcctgctgctg 4434
               * *** ****** * ** * ****** ***** **  **** ** ** ***    *****

frsF_Burk      gaagcggtggtgacagactcatcgtgcccgattgccgacatcgatttgttgacggcggat 4491
frsF_Chro      gaggcggtggcggcggagccgtcgcggccgatgtccgacatcgagctgctggacgaggcc 4494
               ** ******* * * **  * *** * *****  **********  ** **   * **  
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frsF_Burk      gaacggcagcagttgctggtcgaatggaatgccacggatcgcccattgccgaaggtcacg 4551
frsF_Chro      gagcggcggcaggtgttgatcgagtggaacgccaccgagcgtccatcgccgcaagccacc 4554
               ** **** **** ** ** **** ***** ***** ** ** **** **** * * *** 

frsF_Burk      ttgccggaatggttcgaggcccaggtggaacgaacaccgacagcgatggccgtgctctgc 4611
frsF_Chro      ctgccggagctgttcgaagcccaggcggcgcgcgcgccgaacgcggcggcattgttctgc 4614
                *******   ****** ******* **  **  * ****  ***  ***  ** *****

frsF_Burk      gacgaagttgcgctcgattaccgcgaactcaattgccgagccaaccagatcgcacactgg 4671
frsF_Chro      gacggcgagacgctggactacgccgaactgaaccggcgcgccaaccaactggcgcattgg 4674
               ****  *   **** ** ***  ****** **  * ** ********  * ** ** ***

frsF_Burk      ttgatttcacaaggtgtcggaccggaacagaaggtggcgctggcgttgccgcgccgggtg 4731
frsF_Chro      ctgatcgggcagggcgtcggcccggagcagcgggtggcgctggccttgccgcggcgggcc 4734
                ****    ** ** ***** ***** ***  ************ ******** ****  

frsF_Burk      gaattgctggtggcaatgctgggggtgttgaaggcaggggcagcctacttgccattggac 4791
frsF_Chro      gagctgctggtcgcggtgctgggcgtgctgaagtccggcgccgcctatctgccgctggat 4794
               **  ******* **  ******* *** ***** * ** ** *****  ****  **** 

frsF_Burk      ccggcctatccggcggaacatctgatgtacatgctggtcgatgccaaacctgcatgcctg 4851
frsF_Chro      ccggcctatccggccgagcgcctggcgcacatgctggccgacgccaggccggcctgcctg 4854
               ************** ** *  ***  * ********* *** ****  ** ** ******

frsF_Burk      ctcggtcttggcgacagcattgcggcgttgccggacagcaacgtgcgcgcctgggagctg 4911
frsF_Chro      ctggggctgggcgacggcatcgaagcgctgccggacagcggcgtggcttgctggcggctg 4914
               ** ** ** ****** **** *  *** ***********  ****     ****  ****

frsF_Burk      gacgacgaagcggtgaagcaggcactggtggcgcagccgcaagagaatccgacgcctcaa 4971
frsF_Chro      gatgacgcggcgttgcggcaaacgctggcggcgcagccgcagagcgacccgacgccggcc 4974
               ** ****  *** **  ***  * **** ************     * ********    

frsF_Burk      ccgcgacgcttacgcgcggagcatccggcttatgtgatctacacatcgggctcgaccggc 5031
frsF_Chro      caacgccggctgcggcccgaacatcccgcctatgtgatctacacctccggctcctccggc 5034
               *  ** **  * **  * ** ***** ** ************** ** *****  *****

frsF_Burk      aagccgaagggcgtggagatttcgcagcgcagcgcaacggacttcgtgagttgggcgcac 5091
frsF_Chro      cagcccaagggcgtggtgatctcccagcgcagcgcggccgacttcgtcgactgggcgctg 5094
                **** ********** *** ** ***********  * ********    *******  

frsF_Burk      gaggcgtttggcccggacacgttcggtgatgtgttagcgaccacatcactcagtttcgac 5151
frsF_Chro      gcgtccttcggcgcggaaacctttgccgacgtgctggccactacctcgctcagcttcgac 5154
               * * * ** *** **** ** ** *  ** *** * ** ** ** ** ***** ******

frsF_Burk      gtatcagtattcgaacttttggcgccgctgctgtgcggtggccgagtgaatttgttgcgc 5211
frsF_Chro      gtctcggtgtttgagctgctgacgccgctgttgagcggcggccgggtgcggctgctgcgc 5214
               ** ** ** ** ** **  ** ******** ** **** ***** ***    ** *****

frsF_Burk      gatcttctggtgctgggcgaacgctcgatcgaaagggggagtttgattagcgctgtgcct 5271
frsF_Chro      gatctgctggagctgggcgagcggccgatcagcggcggcagcctgatcagcgcggtgccg 5274
               ***** **** ********* **  *****    * ** **  **** ***** ***** 

frsF_Burk      tcggtattcgcgcaactgctacagcacggtgacctgcggttggacgcgagcacggtggtg 5331
frsF_Chro      tcggtgttcgcccagctgttgcagcatggggcggtgtcgctggaggcgaaaaccgtggtg 5334
               ***** ***** ** *** * ***** ** *   **  * **** ****  ** ******

frsF_Burk      ttcgcgggcgaggcgttgccgccagaactggtggaggcagtgcgtcgccgctggccggga 5391
frsF_Chro      ttcgccggagaggcgctgccgccggagctggtggcggcggtgcggcaacgctggccggag 5394
               ***** ** ****** ******* ** ******* *** ***** *  **********  
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frsF_Burk      tgtcgggtagcaaacatttatggtccgacagagaccacagtgtatgcgatcggtacttgg 5451
frsF_Chro      tgccgggtggcgaatatctacggaccgaccgaaaccacggtatatgcgattgggggctgg 5454
               ** ***** ** ** ** ** ** ***** ** ***** ** ******** **    ***

frsF_Burk      ctgaaggaagcggaaggctcgcgcgcgccgatgattggccgtccgctggacaacacgcgg 5511
frsF_Chro      ctggaggcg------ggcgagcgcgcgccgacgataggccgcccgctgggcaatacccag 5508
               *** ***        ***  *********** *** ***** ******* *** ** * *

frsF_Burk      gcctatgtgctggatgaaggcttgcgtccggtgccggtgggtgttgcgggcgagctgtac 5571
frsF_Chro      acctacgtgctggacgcgggcctgcgtccggcgccggtgggggtggcgggcgagctgtac 5568
                **** ******** *  *** ********* ********* ** ***************

frsF_Burk      attggtggaactggactggcgcggggatacttgaaccgcgcgggcctgacggcggagcgg 5631
frsF_Chro      atcgcgggggccgggctggcgcgcggctatctgaaccggccggggctgacggcggagcgc 5628
               ** *  **  * ** ******** ** **  *******  **** ************** 

frsF_Burk      ttcgtggcaaacccgtatggcgaaggtgaacgactgtatcggtcgggcgatttggcgcgt 5691
frsF_Chro      ttcgtggcgaatccgtacggagagggtgagaggttgtaccgcagcggcgacctggcgcgg 5688
               ******** ** ***** ** ** *****  *  **** **    *****  ******* 

frsF_Burk      tggaacgcggaaggcgaactggagtacctgggccgggtggaccaacagttgaagatccga 5751
frsF_Chro      tggacggaagaaggcgagctggagtacctgggccgggcggaccagcagctgaaggtgcgg 5748
               ****  *  ******** ******************* ****** *** ***** * ** 

frsF_Burk      ggctttcgcattgaaccaggtgagatcgaggcggcgttgtgtcgacatccattggtttca 5811
frsF_Chro      ggtttccgtatcgagccgggcgagatcgaggcggcgctgtgccggcatccgtcggtggcg 5808
               ** ** ** ** ** ** ** *************** **** ** ***** * ***  * 

frsF_Burk      caggcagtggtgattgcacgggaagacacgcccggacataagcaattggtcgggtatgtg 5871
frsF_Chro      caggcggcggtgattgcgcgggaggacacgccgggccacaagcagctggtgggctacgtg 5868
               ***** * ********* ***** ******** ** ** *****  **** ** ** ***

frsF_Burk      gtgctggatgatgccgcggcattgcagcgcgacgcggaagacgagacgcgacaggttcag 5931
frsF_Chro      gtgctggacgacgcggcggcgctgcagcgcgacgaagacagcgaatcgcggcaggtggaa 5928
               ******** ** ** *****  ************  **   ***  **** *****  * 

frsF_Burk      gcgtggcggcaggtgtacgacacgctgtacgaggcgcactgtcagcagccgttcggggag 5991
frsF_Chro      gcgtggcagcaggtctacgacaccctgtacgacgcccaccagcaccagcccttcggcgag 5988
               ******* ****** ******** ******** ** ***   ** ***** ***** ***

frsF_Burk      aacttcggcggatgggacagtagttacgacggtcagccattgccgctggaagagatgcgt 6051
frsF_Chro      aacttcggcggctgggacagcagctacgacggccagccgctgccgctggcgcagatgcgc 6048
               *********** ******** ** ******** *****  *********   ******* 

frsF_Burk      gcctggcgccaggcaacggtggagcggattcgcgagttgcagccgcgccgggtactggaa 6111
frsF_Chro      gaatggcgcagcgccaccgtggagcggatccgcgaactgcgtccgcgccggctgctggaa 6108
               *  ******   ** ** *********** *****  ***  ********* * ******

frsF_Burk      attggggtgggaagcggcttgctgctggcgccgctggcgccggaatgcgaagcctactgg 6171
frsF_Chro      atcggcgtcggcagcggcctgctgctggcgccgctggcggacgcctgcgaagcctactgg 6168
               ** ** ** ** ****** ********************   *  ***************

frsF_Burk      ggcacggatctgtcaccgacgacgatcgcagtgctggagcggcaactgtcagagcagacc 6231
frsF_Chro      ggcaccgacctgtcgccggcgacgatcgcggtactggagaaacaactggaaacccagtcc 6228
               ***** ** ***** *** ********** ** ******   ******  *   *** **

frsF_Burk      ttcggagaccgggtgaggctgttcgcgctaggggcgcatgaactgttgaagctgccagaa 6291
frsF_Chro      tgccgcgacaaggtgcgcctgttcgcgctgggcgcgcacgagctggcgcggctgccggcg 6288
               * * * ***  **** * *********** ** ***** ** ***  *  ****** *  
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frsF_Burk      gggaacttcgatgtgatcgtgatcaattcggtgttgcagtacttcccgaacgcagcgtac 6351
frsF_Chro      atgcgtttcgactgcatcgtgatcaactcggtgctgcagtacttcccgaacgccgcttat 6348
                 *   *****    *********** ****** ******************* ** ** 

frsF_Burk      ctgacggaagtgattaagcagtcgctggagcggttgtcaccgggcggggcactgtatttg 6411
frsF_Chro      ctgggcgaagtgatcgagcaggcgctggcgcggctggaagcgggcggcgcgctgtacctg 6408
               ***   ********  ***** ****** **** **  * ******* ** *****  **

frsF_Burk      ggggacgtgcgcaatttggcgctgctggatgtgtttgctacggcagtggatttgtgtcag 6471
frsF_Chro      ggcgacgtgcgcaatctggagctgctgcccagcttcgcggcggcggtggagctgcggcag 6468
               ** ************ *** *******      ** **  **** *****  ** * ***

frsF_Burk      gtgggcactgagacggatgcggcgagcttgcggcgtcgagtggagcagcgtttgctggca 6531
frsF_Chro      tcggagccggaggtcgacgcggcggcgctgcagcggcgggtgagccagcggctgctggcg 6528
                 **   * ***   ** ******    *** *** ** ***   *****  ******* 

frsF_Burk      gaaaaggaactgctggtgtcgccggcgtttttcagccggttgcgtgagacgttgccacag 6591
frsF_Chro      gagaaggaactgctgctggcgccggacttcttcagccggctgcgggaacagctgccgcag 6588
               ** ************ ** ******  ** ********* **** **   * **** ***

frsF_Burk      attggtgcagtggatattcgcctgaagcgaggcgaggcggtgaacgaattgaatcgttac 6651
frsF_Chro      atcggcgcggtggacatccgcctgaagcggggcgaggcggcgaacgagcttaaccgctac 6648
               ** ** ** ***** ** *********** ********** ******  * ** ** ***

frsF_Burk      cgctacgaggcggtactgtacaaggaaccgtgtgaagcggtgtcactgtcgaaggtggaa 6711
frsF_Chro      cgctacgaagtggtgttgcgcaagggcccgtgccaggcgcgctcgctggcgtcggcggcg 6708
               ******** * ***  **  *****  *****  * ***   ** *** **  ** **  

frsF_Burk      acgcaaacgtggtcggacgtggggaatatgtcggcctgccggacaaggctgatgcagtat 6771
frsF_Chro      gcggagccgtggtcgtcgctgggcagcctgtcggcctgccgcgagcggctgtcggtcggc 6768
                ** *  ********    **** *   *************     *****  *      

frsF_Burk      gcgtcgatgtggcggatagaaggaattccgaacgcgcggttgcatggcgaggtattggta 6831
frsF_Chro      ggcgacgcgctgcgggtgacgggggtgccgaacgcgctgctgcatggcgaagcggcggcg 6828
               *       *  **** *    **  * ********** * ********** *    **  

frsF_Burk      acgcggcggctgaagtccgaggaggggttggcgtcgtggcgacgttggctggacgagtcg 6891
frsF_Chro      gcgcgggagctgaaggcgggcggttcgccgtcggcgctgctggcgcggctggacgagaac 6888
                *****  ******* * *  *    *  * ** **  **      ***********   

frsF_Burk      ggcggggtcgagccggaggatctgtatcgattgggggcggagctgggttatcgggtggtg 6951
frsF_Chro      ggcggggtacggccggaagcgctgcgccgtctgggcgcggagctgggctggcggatgctg 6948
               ********   ****** *  ***   **  **** *********** *  *** ** **

frsF_Burk      ttgacatggtcaaaccagccggatcatttcgatgcggtgtttctgccggagcagcagcgg 7011
frsF_Chro      gcgacgtggtcgcggcaggcggggcatttcgacgcggtgttcgtgcggggagaggacggc 7008
                 *** *****    *** ***  ******** ********  *** **   ** *  * 

frsF_Burk      ggtgcactggacgcggtgtataggacgccaccggtgttgaaaccgttatcggggtatgtg 7071
frsF_Chro      gaagcgctggacggggtgtaccagccggcgggggcgttgcagccgctgtcgggctatgtg 7068
               *  ** ******* ******   * ** *   ** **** * *** * ***** ******

frsF_Burk      aacaacccggcgaatttcgaacagtttgcagcaatacgccggtatgtgggagaacaactg 7131
frsF_Chro      aacaacccggcgaacttcgagcagtacgcggcgatccgtcgctacgcgttggagcagttg 7128
               ************** ***** ****  ** ** ** ** ** ** * *   ** **  **

frsF_Burk      ccggattacatggtgccggcggcgctggtactgctggaggggttgccactgacaccaaac 7191
frsF_Chro      ccggagtacatggtgccggcggcgatcgtgttgctggacgcgttgccgctgacgccgaac 7188
               ***** ****************** * **  ******* * ****** ***** ** ***
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frsF_Burk      gggaagctggaccgccgcgcgctaccggcgccggagtttggcacggcatgctatcgagcg 7251
frsF_Chro      gggaagctggaccgcagggcgctgccggcgccggagttcggtgggacgggctaccgggcg 7248
               *************** * ***** ************** **   * *  **** ** ***

frsF_Burk      ccggggtcaaagcaggaaaaggtgctggcgcaactgtttgccgaagtgctgggtttgccg 7311
frsF_Chro      ccggaatcggaacgggagcaattgctggcgcggctgttcggggaggtgctgggtctgccg 7308
               ****  **  * * ***  *  *********  ***** *  ** ********* *****

frsF_Burk      caggtgggggtggatgacagcttcttcgacctgggcggcgacagcatcatctcgatccaa 7371
frsF_Chro      caggtgggggcggacgacagcttcttcgacctgggcggcgacagcatcatctcgatccag 7368
               ********** *** ******************************************** 

frsF_Burk      ttggtaagccgggctcgcaaggcaggctggcaattgacaccacgcgacatcttccaacaa 7431
frsF_Chro      ttggtaagccgggcgcggaaggccggctggcggctgacgccgcgggatgtgttccagcag 7428
               ************** ** ***** *******   **** ** ** **  * ***** ** 

frsF_Burk      cccaccatcgcagcgcttgcacgccttatcacgccgctgggcaacgaactggctacgcca 7491
frsF_Chro      ccgacagtggcggcgctggcccaagcgatcacgccgctggacgcggctgcggctccgccc 7488
               ** **  * ** ***** ** *     ************* *   *    **** **** 

frsF_Burk      gcgtctgtggctgcgctgcgtcttgatcaaaaagaactcgactatctgggctcattgtat 7551
frsF_Chro      agcagtgcggcccaagtagcgctcaatcaaaaagaactgaactatctaggtgccttgtat 7548
                    ** ***     *    **  *************  ******* **  * ******

frsF_Burk      ggatcgtaa 7560
frsF_Chro      gaatcctaa 7557
               * *** ***

Abbildung A32: Alignment von frsF aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsG_Burk      atggatcgtaagaagattgaaaccacttatccgctgtcgcctctccaaaagggctttctg 60
frsG_Chro      atgaatcctaaaaaaatcgaagccgcttacccgttgtcgccgttgcagaaaggctttctg 60
               *** *** *** ** ** *** ** **** *** *******  * ** ** *********

frsG_Burk      tttcacgcaggttacgacttggcacatgcggataactatattgcccaactgtttcttgat 120
frsG_Chro      ttccacgccggttacgatctgcaaagcgcggacagctatgttgcccagttgtttctggat 120
               ** ***** ********  **  *   ***** * **** *******  ******* ***

frsG_Burk      tttgatggcgaagtggatgccgggctcatgcgggcagcggcagatacgttgatccgtcgg 180
frsG_Chro      ttcgaaggagagctggacggggcggcgatgcggtcggcggcggacgcgctgatgcgccgc 180
               ** ** ** **  **** *  * *   ****** * ***** **  ** **** ** ** 

frsG_Burk      catgcaaatctgcgggcgggattcgtgcatccgggcggtcgggagccggtgcaagtgatc 240
frsG_Chro      cacgcgaacctgagggcgggtttcgtgcatccgggcgggcaggaaccggtgcaggtggtg 240
               ** ** ** *** ******* ***************** * *** ******** *** * 

frsG_Burk      ttgcgggaagtcgcggcctgctggaaggaacacgattggcgaacagaaccccttgtgcgg 300
frsG_Chro      ctgcgggaagtggtggccggctgggaagagcgtgactggcgcgggcggaatccgcaggag 300
                ********** * **** ***** * ** *  ** *****          *    *  *

frsG_Burk      gcggccgaattgcaatcggcgtggcatgcggaagatcgtcagcgacgcttcgatctgtcg 360
frsG_Chro      gcggccgaggcgcaatcggcgtggcaggaggcggaccgcgagcgccgtttcgagctgtcg 360
               ********   *************** * **  ** **  **** ** ***** ******

frsG_Burk      caaccgccattgctgcggttcggttggctgcgtttgccggaagaacgcactcaactggtg 420
frsG_Chro      cagccgccgttgctgcggttcggctggctgaggctgccggcggggcgcagccagctggtg 420
               ** ***** ************** ****** *  ******  *  ****  ** ******

frsG_Burk      ctgacttaccaccatattttgctggacggttggtcattgccgctggtgctggaagaactg 480
frsG_Chro      gtgacctaccatcacattctgctggacggctggtcgctgcccttgctgctggaggagctg 480
                **** ***** ** *** ********** *****  ****  ** ******* ** ***

frsG_Burk      ctaacgctataccggacgcagggcgatgcgttatcgctgccgaaaacgacgccgtacagt 540
frsG_Chro      ctggcgctgtaccgcgccgggggcggggacggcgggctgccggaggcgacgccctacagc 540
               **  **** *****  *   *****  *       ******* *  ******* ***** 

frsG_Burk      acctaccttgggtggttgcaggggcgtgaccgggcatcggcgcagcaggcctggggagat 600
frsG_Chro      gcgtatctgggttggttgcaggagcgtgaccgcgcggcggcatgcgaggcctggggcggc 600
                * ** ** ** ********** ********* **  ****     ********** *  

frsG_Burk      tatctgtccggtctggaggggccaacgctgctggcgaggaggagtgcgagcgaggatcag 660
frsG_Chro      tacctggaggggctggaagggccgactctagtgtctaccgggcatccgcaggatcacgcc 660
               ** ***   ** ***** ***** ** **  ** * *   **  * **   **  *    

frsG_Burk      acgcagagcaaatcgagtctgacgttgccgattgagttgactcaggcgttgaaccagcag 720
frsG_Chro      gagcagaagcagcgggcttggcgcctgccggcggagctgacgcaggcgctgacgaggcag 720
                 *****   *   *  *  *    *****   *** **** ****** ***    ****

frsG_Burk      gcacgacagcagggggtgacgctgaacacgttgttgcaggcggcatggggaatactgctg 780
frsG_Chro      gcgcggcagcagggggtgacgctgaatacgctgctgcaggcggcctggggcatgttgctg 780
               ** ** ******************** *** ** ********** ***** **  *****

frsG_Burk      ggcaagctgagttcgagtcgtgatgtggtgttcgggatcactgtggcggggcggccaggt 840
frsG_Chro      ggcaagctgaacctgagccgggacgtggtgttcggcatcacggttgcgggccggccgggg 840
               **********    *** ** ** *********** ***** ** ***** ***** ** 

frsG_Burk      gagttgccgggcgtggagcgcatgattggcctgttcatcaataccgttccgctccgcttg 900
frsG_Chro      gagttgcccggggtggagcggatgataggcctgttcatcaacacggtgccggtgcggctg 900
               ******** ** ******** ***** ************** ** ** *** * **  **
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frsG_Burk      cgctggcgagcgggagagaccgtggtggagttgttggaacgcttgcaacgagagcaagcg 960
frsG_Chro      cgatggtcggcgggcgagacggtagcgggcctggtggggcggctgcagcgagagcaggcg 960
               ** ***   ***** ***** ** * **   ** ***  **  **** ******** ***

frsG_Burk      cgcttgctggagtaccagtatctggatctggccgaaatccaacgtctggctggacaacga 1020
frsG_Chro      ggattgctggaccaccagcatctggacctggtggaaatccagcggctggccggccagcgc 1020
                * ********  ***** ******* ****  ******** ** ***** ** ** ** 

frsG_Burk      cagttgttcgacacgctctgcgtgttcgagaactacccggtgaatgccaaagcaatcgtg 1080
frsG_Chro      cagctgttcgacaccatctgcgtgtttgagaattatccggtggacgccgcggcgatggag 1080
               *** **********  ********** ***** ** ****** * ***   ** ** * *

frsG_Burk      caacaggacgagggattcggcttacgccacatctccggcggcgatcgatatatgacgcac 1140
frsG_Chro      cagcccagcggcgggctgcaactgcggggagttagcggcggcgatcgctacatgacccac 1140
               ** *    **  **  *     * **     *   ************ ** ***** ***

frsG_Burk      tatccactgtcggtaatgatcgagccaggtgagcgaatgacgctcaatctgatctaccgg 1200
frsG_Chro      tatccgctgtcgctgatgatagagccgggccccgagttgaagctgaatctgatctatcag 1200
               ***** ****** * ***** ***** **        *** *** *********** * *

frsG_Burk      cctgcttcgttcgatgcggca------aagcgactaggtgcgcaattgatacgcttactc 1254
frsG_Chro      ccggaacggttcgagccggaggcgattgagcgcttgagcgcgcaattgacgcggttgctc 1260
               ** *    ******  ***         ****  *  * **********  ** ** ***

frsG_Burk      gaagcgatcgcgactgtgccacaaagtccgatcgacacactgccatggctggacaagtcg 1314
frsG_Chro      ggcgtcatcgcggcggagccgtcgcagccggtgtccgacatcgagctgctggacgaggcc 1320
               *  *  ****** * * ***       *** *   *    *      ******* ** * 

frsG_Burk      gaacggaggcaactgctggaggaatggagtggcaaagcactggattctggcgaaatcacg 1374
frsG_Chro      gagcgccggcaactgctggtcgactggaaccgcaccggaccggaccacggccaggccacc 1380
               ** **  ************  ** ****   ***  * ** ***    *** *   *** 

frsG_Burk      ctggcggaactgttcgaggctcaggcaacccgtcagccgaatgccgtggcgctggagggg 1434
frsG_Chro      ttcccgcaactgttcgaaacccaggcggccctcaccccgcacgccgtcgcgctggaaagc 1440
                *  ** **********  * *****  ***     *** * ***** ********  * 

frsG_Burk      ccggacggatgcgtgagctatggcgagttggacgcacgggccaaccgactggcaagtcac 1494
frsG_Chro      ccggacgcccggctcagctatgccgaactggacgcccgcgccaaccggctggcgcgccat 1500
               *******   *  * ******* ***  ******* ** ******** *****  * ** 

frsG_Burk      ctgcagagtttgggcgtggggccagacgtcgtggtcggggtgtgcttggagcgttcgatt 1554
frsG_Chro      ctgcaaagcctgggcgtcggcgccgacgtgctggtcggcatctgcctggagcgctcgatc 1560
               ***** **  ******* **  * *****  *******  * *** ******* ***** 

frsG_Burk      gacatggtggtggcgatacttgggatcgccaaggcaggggctgcctatttgccactcgcg 1614
frsG_Chro      gacatggtggtcgcggtgctgggcgcgctgaagtccggcgccgcctatctgccgctgtcg 1620
               *********** *** * ** **       *** * ** ** ****** **** **  **

frsG_Burk      ccggattacccgaccgagcgcctggcctacatgctgacggattcgatggcgccagtactt 1674
frsG_Chro      ccggagtacccgacggaacggctggcctacatgctgggcgactcgatggcccccgtgctg 1680
               ***** ******** ** ** ***************   ** ******** ** ** ** 

frsG_Burk      ttgaccgagtcaaaacaggtcgaacgactgccgtcgtattggggtcatctggtggagctg 1734
frsG_Chro      ctgaccgactcggcacaagtcgagcggctgccgtcgtattggggccgggtagtcgaactg 1740
                ******* **   *** ***** ** ***************** *   * ** ** ***

frsG_Burk      gatcgactcgatttgtcgtggcaggcgtcgagtgcgccggcgcgagcgctacgaccagat 1794
frsG_Chro      gaccggctcgacctggacgctctgccggacagcgcgccggaacgggcgctgcgcgccgag 1800
               ** ** *****  **      * * **   ** *******  ** ***** **  * ** 
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frsG_Burk      cacttggcgtatgtgatctatacctcgggttcgacgggccaacccaaaggggtggcggtc 1854
frsG_Chro      cacctggcctatgtgatctacacctccggctccaccggccaaccgaagggcgtggcggtc 1860
               *** **** *********** ***** ** ** ** ******** ** ** *********

frsG_Burk      agccacgccggcttagctgggttggtaaaaagtcaggaggagcggttcgcggtggccggg 1914
frsG_Chro      agccacgccggcctggccggcctggccggcagccagacagagcggttcgcgctgcaaggc 1920
               ************ * ** **  ***     ** ***   ************ **   ** 

frsG_Burk      ccggtacgggttctgcagtttgcgtcgctgagttttgacgcagcggtaatggaaatcctt 1974
frsG_Chro      ccgacgcgggtgctgcaattcgcctcgctgagtttcgacgcggcggtgatggaaatgctg 1980
               ***   ***** ***** ** ** *********** ***** ***** ******** ** 

frsG_Burk      atggcgttctgcagtggcggtcggttggtattgccggcagcggggccgctgctgggtgag 2034
frsG_Chro      atggccttctgcagcggcggccggctggtgctgccggcggcggggccgctgctgggcgaa 2040
               ***** ******** ***** *** ****  ******* ***************** ** 

frsG_Burk      cagctagagaagaccctgaatcgttacgcaatcagtcatgcgctgattgcaccatccgcg 2094
frsG_Chro      cagctgctggacacgctgaaccgccatgaaattagccacgcgctgatctcgccgtcggcg 2100
               *****   * * ** ***** **  * * *** ** ** ********  * ** ** ***

frsG_Burk      ctggagacggtggaagcagaggtcgtgcctggtctgagcacgctggtggtgggaggcgag 2154
frsG_Chro      ctgagcaccgcggacgcggcgttggcgccggtcctgcggacgctggtggtgggcggggaa 2160
               ***   ** * *** ** * * * * *** *  *** * ************** ** ** 

frsG_Burk      acctgttccggggcaacagcggcgtcgtggtcgcagggaaggcgcatggtcaacgcctac 2214
frsG_Chro      gcctgcccgggcgcgacggtggcggcctggtcggcgggacggcggatggtgaacgcctac 2220
                ****  * ** ** ** * **** * ******  **** **** ***** *********

frsG_Burk      ggcccgaccgaggtgacggtgtgcgtgacgatgagcaagccgctgtcgggcagcgacaag 2274
frsG_Chro      ggtccgaccgaggcgacggcctgcgtgacgatgagcgagccgctgtccggcgacggcgcg 2280
               ** ********** *****  *************** ********** ***  ** *  *

frsG_Burk      ccgaagctgggtcgaccaacactgggggcaaagctgtatgtgctggatagcacgttgcaa 2334
frsG_Chro      ccgaagctgggccgtccgacgcacaacgcgcggctgtacgtgctggatggcgcgctgcaa 2340
               *********** ** ** ** *     **   ****** ********* ** ** *****

frsG_Burk      ccggttccggtgggtgtggcgggggaactgtacatcgcgggccgaggattggcacgtggg 2394
frsG_Chro      ctggcgccggtgggggtggcgggcgagctgtacatcgcgggggccgggctggcgcgcggc 2400
               * **  ******** ******** ** **************    **  **** ** ** 

frsG_Burk      tattaccaacgacccggattgacggcggagcggttcgtggcgaacccatatggcaaaggc 2454
frsG_Chro      tatctgaaccggccggggctgacggcggagcgcttcgtggcgaatccgtacggagagggt 2460
               ***    * ** ** **  ************* *********** ** ** **  * ** 

frsG_Burk      gaacggctgtatcggtcgggagatctggcacgctggagcggggaaggagaactggaatat 2514
frsG_Chro      gagcggctgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgagctggaatac 2520
               ** ******** **    ** ** ***** ** ****  *  ***** ** ******** 

frsG_Burk      ctgggccgggtggaccaacaactgaaaatccgaggttttcgcatcgagccgggcgagatc 2574
frsG_Chro      ctggggcgcagcgaccagcaggtgaaggtgcggggtttccgtatcgagccgggcgagatc 2580
               ***** **    ***** **  ****  * ** ***** ** ******************

frsG_Burk      gagacggtgttgtgccagcacccgcaggtaagagaggcggtggtggtatcgcgcacgaat 2634
frsG_Chro      gaagcggtgctgaaccggcatccgcaagtgagccagtcggtggtggtggcgcggcagagc 2640
               **  ***** **  ** *** ***** ** **  ** **********  ****   **  

frsG_Burk      ---ggccgcgatacgcaactggtgggttatgtcacggtgcgtggcgaggtggatgggcag 2691
frsG_Chro      cagggcggcgacagccagttggtggcgtacgtggcggccgtcggcggggtggaggggtcg 2700
                  *** **** *  **  ******  ** **  ***     **** ****** ***  *
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frsG_Burk      gcgctacgccgtcaggtagcgaactggttgccagagtacatggtaccggcagtggtgctg 2751
frsG_Chro      gagctgcggcgcctggcggcggggcagctgccggagcacatggtgccggcggcggtggtg 2760
               * *** ** ** * **  ***     * **** *** ******* ***** * **** **

frsG_Burk      gtgcttgaggaattgccgcggctgccgaacgggaagctgaatcatcaggcattgcccgcg 2811
frsG_Chro      gtgctggaatcgctgccgcagttgccgaacgggaagctggaccgcaagtcgctgccggcg 2820
               ***** **     ****** * ***************** * *   ** *  **** ***

frsG_Burk      ccggaatacacgggcaagcgctaccaacgtccgcgcaatgctcaggaggaaatattgtgt 2871
frsG_Chro      ccggagtttggcggctcgcattatcagcggccgcgcaacgcgcaggaggaaatgctgtgc 2880
               ***** *     ***  **  ** ** ** ******** ** ***********  **** 

frsG_Burk      ggactgtttgcggaagtgctggaagtggacagtgtgggtatagatgacagttttttcgat 2931
frsG_Chro      gggctgttcgcggaagtgctggaagtggggagcgtcgggatagacgacagtttcttcgat 2940
               ** ***** *******************  ** ** ** ***** ******** ******

frsG_Burk      ttgggcggtcattcgctgctggcaacacggttgatcagccgaattcgcgccacaatgaac 2991
frsG_Chro      ctgggcgggcactcgttgctggcgacgcggctgatcagccgcatccgggcggccttgaat 3000
                ******* ** *** ******* ** *** ********** ** ** **  *  **** 

frsG_Burk      atcgaaccctctattcgcgatctgttcgacatgccgaccagtgccgagctcgcgctccgg 3051
frsG_Chro      gtggagctgtcgatccgggagctgttcgacatgccgacctgcgccgaactggcgccgaga 3060
                * ** *  ** ** ** ** ****************** * ***** ** ****   * 

frsG_Burk      ttgagcacgaagccgacggcagtgcgccaacctttgttgccacaagagcgcccaaaacga 3111
frsG_Chro      ctgagcgcggacccggccgcggtgcgcccgccgttgcagcggcaggcgcggccgaagcgg 3120
                ***** ** * *** * ** *******  ** ***  **  ** * *** ** ** ** 

frsG_Burk      ctgccgttgtctcatgcacaacagcggttgtggtttctgcaccggttcgaaggtccgagt 3171
frsG_Chro      ctgcctttgtcctatgcgcagcagcggctgtggttcctgtatcgtttcgaagggccgagc 3180
               ***** *****  **** ** ****** ******* *** * ** ******** ***** 

frsG_Burk      tccacctacaacatcccactcgccttcaaactgcaagggtcgttggacgtcgaagcgctg 3231
frsG_Chro      tccacctataacattccgctggccttgaggctgaaaggcgatctgcacccggaggctttg 3240
               ******** ***** ** ** ***** *  *** ****     ** **   ** **  **

frsG_Burk      cgacgagcgctggaagacgtcgtggttcggcatgaaagcctgcgcacgattttcgtggaa 3291
frsG_Chro      cagcaggcggtggccgacattgtggagcggcatgaaagcctgcgcacggtgttcgtcgac 3300
               *  *  *** ***  *** * ****  ********************* * ***** ** 

frsG_Burk      agcgaaggaatacccgagcagaaaatcttggctccagacgaggcgtgcttggcattacag 3351
frsG_Chro      aacgatggcgtgccagagcagcggatccagtccgcggaacaggcgctgccgtccttgccg 3360
               * *** **  * ** ******   ***  * *  * **  *****     * * ** * *

frsG_Burk      cttatcgataccaacgaggaaaccggtttagatatggcgttgcgtgaagcgtccgattac 3411
frsG_Chro      cgcgtcgaggtcgccgacgaagcggaactgcagcgggcattgcgcgaagcggccgagcac 3420
               *   ****   *  *** *** * *   *  *   *** ***** ****** ****  **

frsG_Burk      cacttcgatttgtcgcgggagatcccgctgcgttgcacgctgtttcgccaagagtcccag 3471
frsG_Chro      cgtttcgatttgtcgagcgagacgccgctgcgttgcacgctgttccgcctgggcgagcaa 3480
               *  ************ * ****  ******************** ****  *     ** 

frsG_Burk      gtgtggacactcttgctgctgatccaccatatcgcaggggatggcggatccttgcttccg 3531
frsG_Chro      gagtgggtattgctgttgttgatccaccatatcgccggcgatggcggttccttgctgccg 3540
               * ****  * *  ** ** **************** ** ******** ******** ***

frsG_Burk      ctggggcgcgacttggccactgcctatgccgcccgacgaaagggattggatccggcttgg 3591
frsG_Chro      ctgggccgggagctggacgccgcctacgccgcgcgctgccaaggccgggcgccggactgg 3600
               ***** ** **  *** * * ***** ***** **  *  * **   **  ****  ***
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frsG_Burk      gcaccgctcccggtacagtacgccgactacaccttatggcaacgccagttgctcggcagt 3651
frsG_Chro      cagccgctggcggtgcaatacgccgactacaccttgtggcagcgccagttgctgggagag 3660
                  *****  **** ** ***************** ***** *********** **    

frsG_Burk      gaaggcgatcctgacagcctgatatcgactcaatttgcgtattggaagcaaaatctggct 3711
frsG_Chro      gaaaacgatccggagagtctgatcgccgcccagttcgcttattggaagcggacgctggcg 3720
               ***  ****** ** ** *****  *  * ** ** ** **********  *  ***** 

frsG_Burk      ggcgcacaggaacaactgacgctgccgacggatcatccgaggccggccgtggcaagttat 3771
frsG_Chro      ggcgcgccggagcaattgacgctgccgaccgaccgtcctcgcccggcggtggccagctac 3780
               ***** * *** *** ************* ** * ***  * ***** ***** ** ** 

frsG_Burk      cgcggccactatctgccgttccagctggaggctgaactgcatagcgacttgcgccgtctc 3831
frsG_Chro      cgcggccgctatctgccattcgagctggacgccggcttgcatgccgaactacgccggctg 3840
               ******* ********* *** ******* ** *   *****  ***  * ***** ** 

frsG_Burk      gcgcgcacgaacgacaccacgctgtcgatgctgttgcaagcggccttggctgcgttgttc 3891
frsG_Chro      gcccgcgatcacgacgccaccttgtccatgctgctgcaggcggggctggcggcgctgttt 3900
               ** ***    ***** ****  **** ****** **** ****   **** *** **** 

frsG_Burk      acccggctcggtgtgggcaacgacattccgctaggctgcggcatagcaggccgcaccgac 3951
frsG_Chro      acccggctgggcgcaggggaggacatcccgctgggctgcggcatcgccgggcgtaccgac 3960
               ******** ** *  **  * ***** ***** *********** ** ** ** ******

frsG_Burk      gaggcgcttggtgatctggtcggatttttcgtgaacacctggatattgcgcgccgacact 4011
frsG_Chro      gatgcgctcaacgacatggtcggcttcttcgtcaatagctgggtgcttcgcgcggacact 4020
               ** *****    **  ******* ** ***** ** * **** *  * ***** ******

frsG_Burk      tcgggggacccggacttcgtcacgctgctaggccgcgtgcgcgagcaagcgttggcagcc 4071
frsG_Chro      tcgggcaatccggatttcatcacgctgctgggccgggtgcgggagcaggcgctggcggcc 4080
               *****  * ***** *** ********** ***** ***** ***** *** **** ***

frsG_Burk      tacgcccatcaagatgcgccatttgagcgcttggttgagctcatcaacccggtacgatca 4131
frsG_Chro      tatgcccatcaggatgcgccgttcgaacgcttggtcgagttgatcaatccatcgcgctcc 4140
               ** ******** ******** ** ** ******** *** * ***** **    ** ** 

frsG_Burk      agtgcccaccatccattgttccaggtcaatctgactttgcagaacaatgcgttgccagag 4191
frsG_Chro      agcgcccaccaccctttgttccaggtcaatctgactttgcagaacaatgccttgcccgat 4200
               ** ******** ** *********************************** ***** ** 

frsG_Burk      ttccgcctagatggcatgcaggtgagcttgcatcgcattgtgtccgatattgccaagttc 4251
frsG_Chro      ttcaggctggatgggctggaggtttccctgtcgcctatcgaggccgataccgccaagttc 4260
               *** * ** *****  ** ****   * **   *  ** * * ******  *********

frsG_Burk      gacctgttcttcaatctgtacgaaacctttgaccaagatggccgcgcactgggattacaa 4311
frsG_Chro      gacctgtttttcaatctgttcgaaatttttggcctggatggccaggcgggtgggctgcaa 4320
               ******** ********** *****  **** **  *******  **    **  * ***

frsG_Burk      ggtgcggtcgaatacgcgtgcgatttgtacgagcgcgcaacggtacaacggtttatctac 4371
frsG_Chro      ggcggtgtcgagtacgccaccgatctgtacgaacaggcgacggtggagcaattcatgcgc 4380
               ** *  ***** *****   **** ******* *  ** *****  * *  ** **   *

frsG_Burk      cacttcgttcggttattgcgtgaagtggtggcagcaccgacagcggcaatttctgcactg 4431
frsG_Chro      cacttccagcgccttttgcgccaggtggcggctgtgccgacggcgccgatcgcggcattg 4440
               ******   **  * *****  * **** *** *  ***** *** * **  * *** **

frsG_Burk      gatttgtctgacgaggcagtcgcctcttcgcccggtgcgctggatttatcggccagcatc 4491
frsG_Chro      gatctgtccgagccgcaaagcgccgccgaagcg---------gattgcgccgcgcggccg 4491
               *** **** **   *  *  **** *     *          ****   * **  *    
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frsG_Burk      acggtcgacgacacgatcattggccgattcgcggagcaggtgcggcgcgcaccggatgcg 4551
frsG_Chro      gcggcatccgacagcatcgtccagcggttcgaggagcaggcgggccgagcgccgcaggcg 4551
                ***    *****  *** *    ** **** ******** * * ** ** *** * ***

frsG_Burk      acggtgctgacttaccggggcgaaacactaacttgtgccgagctaaatgcgcgcgccaat 4611
frsG_Chro      tccgccttgagcttccaggggcagaccctgagctacgccgagctcaatgcgcgcgccaac 4611
                * *   ***  * ** ***  * ** ** *  *  ******** ************** 

frsG_Burk      cgtctagcgcggtgcttaatcgccgatggagccggtccggaggaattgattgcagtagcg 4671
frsG_Chro      cgtttggcgcatgcgctcatcgcccgcggcgcgggaccggaagacctgatcgcggcggcg 4671
               *** * ****      * ******   ** ** ** ***** **  **** ** *  ***

frsG_Burk      ctgccgcgctccatcgatatggtggtcagtttgctcgcgatcttaaaaaccggtgcggcc 4731
frsG_Chro      ttgccgcgttcgctcgatctggtagtgagcctgctggcgattttgaagacgggggccgcc 4731
                ******* **  ***** **** ** **  **** ***** ** ** ** ** ** ***

frsG_Burk      tatctgccgatggatcccgcctatccgctcgagcgactgtcgttcatgttgaccgacgca 4791
frsG_Chro      tatctgccgctggacccggattatccggccgagcgcctgggcttcatgctggccgatgcc 4791
               ********* **** ** *  ******  ****** ***   ****** ** **** ** 

frsG_Burk      aagccgaggttgctgctggccaatatggaaacgatccggcaagtggcggaggtgtcacgc 4851
frsG_Chro      aagcctcggctgttgctggggcacggcgaggcgctccggcatctgccggtggacgcgtcg 4851
               *****  ** ** ******   *    **  ** *******  ** *** **   *    

frsG_Burk      gtaagtactctagcgctcgactgccctgaactggctcaaacgttgacgcgaacggatgat 4911
frsG_Chro      actcaggccatcgcgctggacgatgccgaactgggccgggagctggcgctggccggagac 4911
                      *  * ***** ***    * *******  *    * ** ***   * *  ** 

frsG_Burk      agcaaccccttggttccaaggccgctgcgaagcgacaatgcagcctacctcatctacaca 4971
frsG_Chro      ggcaatccggaacgcgcgcgtccgttgggcgccgatcatgcggcgtatgtgatctacacc 4971
                **** **        *  * *** ** *   ***  **** ** **  * ******** 

frsG_Burk      tccggttctacaggggcaccgaagggtgttctgattccgcacagcaatgtgctgcgattg 5031
frsG_Chro      tccggctccaccggccagcccaagggcgtgctggtgccgcaccgcaatgtgctgcggctg 5031
               ***** ** ** **    ** ***** ** *** * ****** *************  **

frsG_Burk      ctggacaagactgcgcactggtttgattttggtcccaaagatgtttggacgctgttccat 5091
frsG_Chro      ctggacagcaccgagcgctggttcggcttcggcgccggcgacgtatggacgctgttccac 5091
               *******  ** * ** ****** *  ** **  **   ** ** ************** 

frsG_Burk      tcttatgcgttcgacttctcggtctgggaaatttggggggcacttctgacgagcgggcgc 5151
frsG_Chro      tcctatgccttcgatttctcggtctgggagatttggggcgccttgctgagcggcggccgc 5151
               ** ***** ***** ************** ******** **  * ****   **** ***

frsG_Burk      ctagtggtggtgccgcaaactgtcagtctagcgccggatgaattcttgaccctgttggaa 5211
frsG_Chro      ctggtggtggtgccgcgcgcggcggtgcaggctccggatgagttcctggcgttgctggag 5211
               ** *************   * *     *  ** ******** *** ** *  ** **** 

frsG_Burk      tacgagaaagtaaccattttgaaccagacaccgtcggctttctatgcgttgatgcaagcc 5271
frsG_Chro      cgggaaaaagtcagcgtgctgaatcagacgccgtcggcgttctacgccttgatgcaggcg 5271
                  ** ***** * * *  **** ***** ******** ***** ** ******** ** 

frsG_Burk      gagaggcatcacgggtcgaatggtggagcatcgttgtccttgcgccgcattatctttggt 5331
frsG_Chro      gaggcggcccgtccggaaaccg---cgtccgagctggcgttgaggactgtcgttttcggc 5328
               ***  *   *    *   *  *      *   * ** * *** *     *  * ** ** 

frsG_Burk      ggggaggcgctcgatttgagcgcattgcagccttggtaccagcgccacggtgacgagacg 5391
frsG_Chro      ggcgaagccttggacctgagcgcgctgagatcttggtatcagcggcatggagacgtcggg 5388
               ** ** **  * **  *******  **    ******* ***** ** ** ****    *
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frsG_Burk      acgcaactagtaaacatgtatggtatcaccgaaacgaccgtacatgtgagctatcagccg 5451
frsG_Chro      ccgaagctggcgaacatgtacggcatcaccgaaaccacggtgcacgccagttaccaggcg 5448
                ** * ** *  ******** ** *********** ** ** ** *  ** ** *** **

frsG_Burk      ctcgacagcggaatgtgtggttcccgctgcaatagtctgattggcattggtatcccggat 5511
frsG_Chro      ctggaccgccgcttgtgcgaagagggcggaaacagcctgatcggcgaggcgataccggac 5508
               ** *** ** *  **** *      ** * ** ** ***** ***   *  ** ***** 

frsG_Burk      ctgcatctgtttctgctggatgcgtgtctgcaacctgtgcccgtgggtggaattggcgaa 5571
frsG_Chro      ttgcggctgcacttgctggaccgttggctgcagccggtgccggcgggcggcgtcggcgag 5568
                ***  ***    *******    ** ***** ** ***** * *** **  * ***** 

frsG_Burk      ctgtacgtcgggggggcgggtctggcgcgcggttatcacaatcgggccagcctcacagcg 5631
frsG_Chro      ctgtacatcggcggcgccggcctggcgcgcggctatctgaaccggccgggcctgagcgcc 5628
               ****** **** ** ** ** *********** ****  ** *** *  **** *  ** 

frsG_Burk      gagcgattcgtagcgaatcccttcgcttccagcaaacggatgtaccggaccggcgatctg 5691
frsG_Chro      gagcgtttcatcgccaatccgttcgccgcgggcgaacggatgtaccgcagcggcgatctg 5688
               ***** *** * ** ***** *****  *  ** ************* * **********

frsG_Burk      gcacggcgcaacgtcaatgacatcttcgaataccatggccgcgccgatcaacaggtcaag 5751
frsG_Chro      gcgcggcgcaatgccgcgggggcgctggaataccagggccgagccgaccagcaggtcaag 5748
               ** ******** * *   *      * ******** ***** ***** ** *********

frsG_Burk      gtgcgcggtttccgcattgagctaggcgaaatcgaaacggttttgcgtcagcatccgggc 5811
frsG_Chro      gtgcggggcttccgcatcgagccgggcgagatcgagaccgcgctgcgtggccatcccggg 5808
               ***** ** ******** ****  ***** ***** ** *   *****   ***** ** 

frsG_Burk      gtagaggacgcgagagttgtcgtgcagacgctgcacgacaacgactgtcgcttggttgct 5871
frsG_Chro      gtcgaagatgcccgcgtcgtcgtcaaggcgatggatggcaacgatcagcggctgatcgcc 5868
               ** ** ** **  * ** *****  ** ** ** * * ******    **  ** * ** 

frsG_Burk      tacctccagccgtcggaacgcactgcggcaccgttgcgtcgatggcttaaggtgcggcgg 5931
frsG_Chro      tatctgttgccgtcggagcgcgccgccgcgcccctgagacgctggctgcgcgccaaatcc 5928
               ** **   ********* *** * ** ** **  ** * ** *****    *        

frsG_Burk      gatgcggaagcacaaggtgcgcgggcattcgagttgccgaacggcatgccgatctttcat 5991
frsG_Chro      agcgtcgccgcgcagaacgcgcgggagatcgagctgcccaacggcctgcctgttttccac 5988
                  *  *  ** **    *******   ***** **** ****** ****  * ** ** 

frsG_Burk      cacaacacgatggaaaccgagttcctttacgaggaaatcttcgaggacctagtctatttc 6051
frsG_Chro      cataacgcggctgaaaccgaattcctttacgaggagatctttgaggatcggatttatctc 6048
               ** *** **   ******** ************** ***** ***** *   * *** **

frsG_Burk      aagcacggaatcagactggacgacggtgcctgcgttttcgatgtcggtgcgaacattggc 6111
frsG_Chro      aaacacggcattcgtctggataacgatgcctgcgtgttcgacgtcggcgccaacatcggc 6108
               ** ***** **  * *****  *** ********* ***** ***** ** ***** ***

frsG_Burk      ctgtttatgctgttcgtgggtcaacattgtcgcaatgccaccatcttcgcgttcgagccg 6171
frsG_Chro      ttgttcaccttgtttgtcggccagcattgcggcaatgccacggtgttcgccttcgaaccc 6168
                **** *   **** ** ** ** *****  **********  * ***** ***** ** 

frsG_Burk      attccacccgtgttccgcacgctgacgctcaatgccgaggtgcacggagacaaggtcagg 6231
frsG_Chro      attcccccggttttcggcacgctgtcgctgaacgcggcggttcatggagggaaggtccgc 6228
               ***** ** ** *** ******** **** ** ** * *** ** ****  ****** * 

frsG_Burk      ttgttcgattgcggcttatccgatgcggtgagacaggagcgttttactttctacccgaat 6291
frsG_Chro      ctgttcgattgcgggctgtcggacgcggccaggcaggaaaccttcaccttctatcccaac 6288
                *************  * ** ** ****  ** *****    ** ** ***** ** ** 
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frsG_Burk      gacaccttgatctctaccagccgcaacagccccgaggcgatacgtgggatggtcaagtcc 6351
frsG_Chro      gacaccttgatttccagcagccgaaacagcgcggaagcgactcggcgcatggtcaaatcc 6348
               *********** ** * ****** ****** * ** ****  **  * ******** ***

frsG_Burk      ttcttgattaatcagcacgggaatcatagtggcgacgacgcagaggtgggcgaattgctg 6411
frsG_Chro      ttcctgatcaaccagcacggcgacagcga------cggcgaggcggtggacgagttgctg 6402
               *** **** ** ********  *            ** **  * ***** *** ******

frsG_Burk      gacgaacgtcttgcgagccaagactacatgtgcgtgcttagaactctatcggacgttatc 6471
frsG_Chro      gaagagcgcttgagcagccagcagtatgtctgcggattgcgttcgctgtcggacgtcgtg 6462
               ** ** **  *    *****  * **  * ****   *  *  * ** ********  * 

frsG_Burk      accgaacataatgtcgatcgtatcgacctgctgaaaatcgatgtcgagaacgcagaatac 6531
frsG_Chro      gccgaacacggcgtggaacgcatcgacttgctgaaaatcgatgtcgaaaacgctgaatac 6522
                *******    ** ** ** ****** ******************* ***** ******

frsG_Burk      aatgtcttgcagggaatcgtggaatcggattggccgaaaatccggcaactggtgatggaa 6591
frsG_Chro      gatgtcttgcgcggaatctcggacgcggattggccgaagatccggcagttggtgatggag 6582
                *********  ******  ***  ************* ********  ********** 

frsG_Burk      gtgcacgatgtcgatggccgtttgcggcgaattgtggatttgttgctccatcgaggttac 6651
frsG_Chro      gtacatgacgtcgacggccgtctggcctgcattgtcgagttgctgcgggagcgcggctat 6642
               ** ** ** ***** ****** **    * ***** ** *** ***   * ** ** ** 

frsG_Burk      cgggtgatccacgagcaggaccgcctgttgcgggatacggccatccattgcctgtatgcg 6711
frsG_Chro      cgagtgatccacgagcaggaccgcctgttgcagaacaccgcgatccattgcttgtacgcg 6702
               ** **************************** * * ** ** ********* **** ***

frsG_Burk      gttcatgttagccgcgatgctgaaatgaggccgggacatcacgccgagaacacctctctg 6771
frsG_Chro      gttcacgccagttgcggctccgcgtcggcggacgccgtgccgaaggccgaaccggctgcg 6762
               ***** *  **  ***   * *    *  *   *     *     *   *  *  **  *

frsG_Burk      ttttggaactgccgcgcggatttgttacgtgacgtgcgagctaatctgcgtaagcggttg 6831
frsG_Chro      gtctggcgcagccgctcggccctgctgcgcgatgtgcaggcggaattgcgctcgcagctg 6822
                * ***  * ***** ***   ** * ** ** ****  **  *  ****   ** * **

frsG_Burk      cccgattacatgcaacccaatcacatggtgttactggacacctttccgctgacaccaaac 6891
frsG_Chro      ccggattacatgcagcccaatcatctggtattgctggatgcgttcccgctgaccgccaac 6882
               ** *********** ********  **** ** *****  * ** ********  * ***

frsG_Burk      ggcaagctggaccgccgggccttgccggcaccggaacaggccgcgatgcgtgtacgcgat 6951
frsG_Chro      ggcaagctggaccgccgggcgctgccgacgccggagcaggcggcgctgagaacgcgcgat 6942
               ********************  ***** * ***** ***** *** ** *    ******

frsG_Burk      atcgagccggctgagatcgaggcggcgttgtgtcgacatccattggtttcacaggcagtg 7011
frsG_Chro      gtcgatcccgccgagatcgaggcggcgctgtgccggcatccgtcggtggcgcaggcggcg 7002
                **** ** ** *************** **** ** ***** * ***  * ***** * *

frsG_Burk      gtgattgcacgggaagacgcgcccggacataagcaattggtcgggtatgtggtactggat 7071
frsG_Chro      gtgattgcgcgggaggacacgccgggccacaagcagctggtgggctacgtggtgctggac 7062
               ******** ***** *** **** ** ** *****  **** ** ** ***** ***** 

frsG_Burk      gatgccgcggcattgcagcgcgacacggaagacgagacgcgacaggttcaggcgtggcgg 7131
frsG_Chro      gacgcggcggcgctgcagcgcgacgaagacagcgaatcgcggcaggtggaagcgtggcag 7122
               ** ** *****  ***********   **   ***  **** *****  * ******* *

frsG_Burk      caggtgtacgacacgctgtacgaggcgcactgtcagcagccgttcggggagaacttcggc 7191
frsG_Chro      caggtctacgacaccctgtacgacgcccaccagcaccagcccttcggcgagaacttcggc 7182
               ***** ******** ******** ** ***   ** ***** ***** ************
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frsG_Burk      gggtggaacagtagttacgacggtcagccattgccgctggaagagatgcgtgcctggcgc 7251
frsG_Chro      ggctgggacagcagctacgacggccagccgctgccgctggcgcagatgcgcgaatggcgc 7242
               ** *** **** ** ******** *****  *********   ******* *  ******

frsG_Burk      caggcgacggtggagcggattcgcgagttgcagccgcgccgggtgctagagattggggtg 7311
frsG_Chro      agcgccaccgtggagcggatccgcgaactgcgtccgcgccggctgctggaaatcggcgtc 7302
                  ** ** *********** *****  ***  ********* **** ** ** ** ** 

frsG_Burk      gggagcggcttgctgctggcgccgctggcaccggagtgcgaagcctactggggcacggat 7371
frsG_Chro      ggcagcggcctgctgctggcgccgctggcggacgcctgcgaagcctactggggcaccgac 7362
               ** ****** *******************    *  ******************** ** 

frsG_Burk      ctgtcaccaacgacgatcgcagtgctggagcggcaactgtcagagcagaccttcggagac 7431
frsG_Chro      ctgtcgccggcgacgatcgcggtactggagaaacaactggaaacccagtcctgccgcgac 7422
               ***** **  ********** ** ******   ******  *   *** *** * * ***

frsG_Burk      cgggtgaggctgttcgcgctaggggcacatgaactgtcgaagctgccagaagggaacttc 7491
frsG_Chro      aaggtgcgcctgttcgcgctgggcgcgcacgagctggcgcggctgccggcgatgcgtttc 7482
                 **** * *********** ** ** ** ** *** **  ****** *    *   ***

frsG_Burk      gatgtgatcgtgatcaattcggtgttgcagtacttcccgaacgcagcgtacctgacggaa 7551
frsG_Chro      gactgcatcgtgatcaactcggtgctgcagtacttcccgaacgccgcttatctgggcgaa 7542
               **    *********** ****** ******************* ** ** ***   ***

frsG_Burk      gtgattaagcagtcgctggagcggttgtcaccgggcggggcactgtatttgggggacgtg 7611
frsG_Chro      gtgatcgagcaggcgctggcgcggctggaagcgggcggcgcgctgtacctgggcgacgtg 7602
               *****  ***** ****** **** **  * ******* ** *****  **** ******

frsG_Burk      cgcaatttggcgctgctggatgtgtttgctacggcagtggatttgtgtcaggtgggcact 7671
frsG_Chro      cgcaatctggagctgctgcccagcttcgcggcggcggtggagctgcggcagtcggagccg 7662
               ****** *** *******      ** **  **** *****  ** * ***  **   * 

frsG_Burk      gagacggatgcggcgagcttgcggcgtcgagtggagcagcgtttgctggcagaaaaagaa 7731
frsG_Chro      gaggtcgacgcggcggcgctgcagcggcgggtgagccagcggctgctggcggagaaggaa 7722
               ***   ** ******    *** *** ** ***   *****  ******* ** ** ***

frsG_Burk      ctgctggtatcgccggcgtttttcagccggttgcgtgagacgttgccacagattggtgca 7791
frsG_Chro      ctgctgctggcgccggacttcttcagccggctgcgggaacagctgccgcagatcggcgcg 7782
               ****** *  ******  ** ********* **** **   * **** ***** ** ** 

frsG_Burk      gtggatattcgcctgaagcgaggcgaggcggtgaacgaattgagtcgttaccgctacgag 7851
frsG_Chro      gtggacatccgcctgaagcggggcgaggcggcgaacgagcttaaccgctaccgctacgaa 7842
               ***** ** *********** ********** ******  * *  ** *********** 

frsG_Burk      gcggtactgtacaaggagccgtgtgaagcggtgtcactgtcggaggtggaaacgcagacg 7911
frsG_Chro      gtggtgttgcgcaagggcccgtgccaggcgcgctcgctggcgtcggcggcggcggagccg 7902
               * ***  **  *****  *****  * ***   ** *** **  ** **   ** ** **

frsG_Burk      tggtcggacgtggggaatatgtcggcctgccggacaaggctgatgcagtatgcgccgatg 7971
frsG_Chro      tggtcgtcgctgggcagcctgtcggcctgccgcgagcggctgtcggtcggcggcgacgcg 7962
               ******    **** *   *************     *****  *      *       *

frsG_Burk      tggcggatagaaggaattccgaacgcacggttgcatggcgaggtattggtaacgcggcgg 8031
frsG_Chro      ctgcgggtgacgggggtgccgaacgcgctgctgcatggcgaagcggcggcggcgcgggag 8022
                 **** *    **  * ******** * * ********** *    **   *****  *

frsG_Burk      ctgaagtccgaggatgggttggcgtcgtggcgacgttggctggacgagtcgggcggggtc 8091
frsG_Chro      ctgaaggcgggcggttcgccgtcggcgctgctggcgcggctggacgagaacggcggggta 8082
               ****** * *  * *  *  * ** **  **      ***********   ******** 
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frsG_Burk      gagccggaagatctgtatcgattgggtgcggagctgggttatcgggtggtgttgacatgg 8151
frsG_Chro      cggccggaagcgctgcgccgtctgggcgcggagctgggctggcggatgctggcgacgtgg 8142
                 ********  ***   **  **** *********** *  *** ** **  *** ***

frsG_Burk      tcaaaccagccggatcatttcgatgcggtgtttctgccagagcagcagcggggtgcactg 8211
frsG_Chro      tcgcggcaggcggggcatttcgacgcggtgttcgtgcggggagaggacggcgaagcgctg 8202
               **    *** ***  ******** ********  ***  *   ** *  * *  ** ***

frsG_Burk      gacgcggtgtataggacgccaccggtgttgaaaccgttatcggggtatgtgaacaacccg 8271
frsG_Chro      gacggggtgtaccagccggcgggggcgttgcagccgctgtcgggctatgtgaacaacccg 8262
               **** ******   * ** *   ** **** * *** * ***** ***************

frsG_Burk      gcgaatttcgaacagttcgcagcaatacgccgatatgtgggagaacaactgccggattac 8331
frsG_Chro      gcgaacttcgagcagtacgcggcgatccgtcgctacgcgttggagcagttgccggagtac 8322
               ***** ***** **** *** ** ** ** ** ** * *   ** **  ******* ***

frsG_Burk      atggtgccggcagcgctggtactgctggaagggttgccactgacaccaaacgggaagctg 8391
frsG_Chro      atggtgccggcggcgatcgtgttgctggacgcgttgccgctgacgccgaacgggaagctg 8382
               *********** *** * **  ******* * ****** ***** ** ************

frsG_Burk      gaccgccgcgcgctaccggcgccggagtttggcacggcatgctatcgagcgccggggtca 8451
frsG_Chro      gaccgcagggcgctgccggcgccggagttcggtgggacgggctaccgggcgccggaatcg 8442
               ****** * ***** ************** **   * *  **** ** *******  ** 

frsG_Burk      gagcaggagaaggtgctggcgcaactgtttgccgaagtgctgggtttgccgcaggtgggg 8511
frsG_Chro      gaacgggagcaattgctggcgcggctgttcggggaggtgctgggtctgccgcaggtgggg 8502
               ** * **** *  *********  ***** *  ** ********* **************

frsG_Burk      gtgaatgacagcttcttcgaccttggcggtcactccttgctggcaacccgtctgattagc 8571
frsG_Chro      ttgcacgacagcttcttcgatctgggcggccactccttgctggcaacccggctgatcagc 8562
                ** * ************** ** ***** ******************** ***** ***

frsG_Burk      cgggttcgctcgctgttccatatcgatttgccgatccggaccttgttcgagtcgcccacc 8631
frsG_Chro      cgcatccgcgcgctgttccaggtcgagctgccgatccgcgcgctgttcgaatcgccgacg 8622
               **  * *** **********  ****  **********  *  ******* ***** ** 

frsG_Burk      gtcgccagactggctcgctacattgacgacggcgcaatcgacctcgattcgttcgaggtg 8691
frsG_Chro      gtggccgggctggcgcgctacatcgatgacggcgagatcgatgacgattccttcaatgtg 8682
               ** *** * ***** ******** ** *******  *****   ****** *** * ***

frsG_Burk      ctattaccgatcaaaccggacggcaagcgtgctccgctgttctgcattcatccaggcggg 8751
frsG_Chro      ctgctgccgatcaaacccgacggcaagcgcccgccgctgttctgcattcacccgggcggg 8742
               **  * *********** ***********  * ***************** ** ******

frsG_Burk      tgcctgagttggacctacgttggattggtgcgttatctggatgccgagcaaccgatctac 8811
frsG_Chro      tgcctgagctggacctatgtcagcctggtgcgctacctggatgcggagcagcccatctat 8802
               ******** ******** **  *  ******* ** ******** ***** ** ***** 

frsG_Burk      ggcctgcaagcccgaggcatcgatggcaagagtcaggtggccacttcgatcgagggcatg 8871
frsG_Chro      ggcctgcaggcgaggggcatcgacggccagagcgagccggcaagctcgattgaagccatg 8862
               ******** **  * ******** *** ****  **  *** *  ***** ** * ****

frsG_Burk      gcaagcgattacgtcgagcagatacgccggattcagccgaaggggccgtactacctgctt 8931
frsG_Chro      gccgccgattacgtggcccagatccgcggcatccagccgcacggcccttattacctgctg 8922
               **   ********* *  ***** *** * ** ****** * ** ** ** ******** 

frsG_Burk      ggctggtccttagggggcaacattgcccaggagatggccgtactcttggaacgccagaat 8991
frsG_Chro      ggctggtctctgggaggcaacctcgcccaagccatggcctcgcagctggaaagcatggat 8982
               ********  * ** ****** * ***** *  ******   *   ***** **  * **
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frsG_Burk      catgatgtggggctgctgattctgctcgattccggaccgtctcctatgcacaagaatgac 9051
frsG_Chro      caggaggtgggcttgctgttcctgctcgattccgggccgtcgccgatgcacaaggacgat 9042
               ** ** *****  ***** * ************** ***** ** ********* * ** 

frsG_Burk      gagatgatcgagtatccgctgtttaccaaggaatttaggaaaaccttcaagttccatgtc 9111
frsG_Chro      gaaatgatcgagtacccgctgttcaccaaggagttcaagaacaccttcaagttccatgtc 9102
               ** *********** ******** ******** ** * *** ******************

frsG_Burk      agcgaatcgaagatgcgggccatatttgaggtgagtaagcaccacattgaactgatcaag 9171
frsG_Chro      agcgaaacgaagatgcaggccattttcgaggtgaccaaacgccatgtcgaactgatccgg 9162
               ****** ********* ****** ** *******  ** * ***  * *********  *

frsG_Burk      cagtctacgactcccgttagccgggggcgtgccctgttgtttcgggccacggtgccttac 9231
frsG_Chro      caatcgaccacgccggtcagccagggcccagcgctgttgttccgggccacggtgccttac 9222
               ** ** ** ** ** ** **** *** *  ** ******** ******************

frsG_Burk      gacgaaaatacgccacttctgtcgccccacgcttggaatgactatgtgaaaggggaaata 9291
frsG_Chro      gacgaatctacgccgctgctgcccccgcatgcgtggaatgagtatgtgaaaggcgatatc 9282
               ******  ****** ** *** * ** ** ** ******** *********** ** ** 

frsG_Burk      gaaatacgcgacattcattgccaacacgcgcacatgaaccacgtcgaattcatggcgcag 9351
frsG_Chro      gaagtgcatgaggtccattgccagcatgcgcaaatgaaccgaatcgaattcatggagcag 9342
               *** * *  **  * ******** ** ***** *******   ************ ****

frsG_Burk      atgggggaagtgatagagacgaaactggctgagctccatgcccgagccactcgatattaa 9411
frsG_Chro      atggggccggtgatcgaacgcaagctggccacgctccacgaccagtccacccgccgtaat 9402
               ******   ***** **    ** *****   ****** * **   **** **   * * 

frsG_Burk      ------ 9411
frsG_Chro      tcttga 9408
                     

Abbildung A33: Alignment von frsG aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

frsH_Burk      atgatgcaagagaatgacgaagtttatctgcgtagccataccaagatcgagccgcttatc 60
frsH_Chro      ---atgaccgtatccgataacgtattcctgcgcagccacaccaagatcgagccgttgatc 57
                  ***   *     **  * ** *  ***** ***** *************** * ***

frsH_Burk      atgcgctggtatgcgtggtcacatctgatttctccggcccagcatgcgatgaatatggcg 120
frsH_Chro      atgcgctggtatgcctgggcgcacctggtatcgccagcccagcatgccttgaatatcgcc 117
               ************** *** * ** *** * ** ** ***********  ******* ** 

frsH_Burk      tttcgccacgtgccaatgttgaagtcgttcctcgccgcgcccacggtgcacgaagcggtt 180
frsH_Chro      tttcgccacttgcccatgctcaagtctttcgtcgcctcgccggcggtgcatgaagccgcg 177
               ********* **** *** * ***** *** ***** ****  ******* ***** *  

frsH_Burk      tccaataatccggagatgctaggtggcccttatctagaattgaagaaaagcgacgtcgcc 240
frsH_Chro      tccagcaatccggaaatgctcggcgggccttttctggaactgaagaaaagcgatgccgcc 237
               ****  ******** ***** ** ** **** *** *** ************* * ****

frsH_Burk      gcggtaaaggcgctatggcaacagactcagcagcgcggcgaaaagatgatccagtttgcc 300
frsH_Chro      gcggtgaaggcgctatggcagcagacccagcagcaggcgggcaggcagatcgcgttcgcc 297
               ***** ************** ***** *******  *  *  * *  ****  *** ***

frsH_Burk      gaagcactgctgaaactggatcgccgtctgcaaaagagcgaagcgggctttagccttgat 360
frsH_Chro      gaggcgctgctggagctggatcgcaggctgcagcagagcgagaccggcctcagcctcgac 357
               ** ** ****** * ********* * *****  *******  * *** * ***** ** 

frsH_Burk      catgtatatgccgagttgcccgacgcgttgcaagggctggtcgaagtcagctacgaccta 420
frsH_Chro      catatctacgccgagctgccggagccgctgcagggcctggtggaagtcagctatgacttg 417
               *** * ** ****** **** **  ** **** ** ***** *********** *** * 

frsH_Burk      cacaaccatccgtcactgcggctgatcgaagaactcctttatctggaggactggatgaac 480
frsH_Chro      cataaccacccgtctctgcggctgatcgaggagctgctttatctggaggactgggtggac 477
               ** ***** ***** ************** ** ** ****************** ** **

frsH_Burk      gatgatgggcaagagatcgctttcaatttaagcaaagaggaggagcgcgccttcttcatc 540
frsH_Chro      ggcgctggacaggaaatcgccttcagcttggacaaggaggaggagcgcgctttcttcatg 537
               *  * *** ** ** ***** ****  **   *** ************** ******** 

frsH_Burk      aacacaccgcgcctcgatatgccggggcggatggtggtcccactgccattcgctgacaag 600
frsH_Chro      aatacgccgcgagtcgacgcgccggggcgcatggtggtgccgctgccgtttgccgacgcg 597
               ** ** *****  ****   ********* ******** ** ***** ** ** ***  *

frsH_Burk      cgattcgacttgctggccaccagtcggcttagccccgtctctctcgggagtctggccgat 660
frsH_Chro      cgcttcgatttgctttcggccagccgcctgtcctcggtgtccttcagccagttggccgat 657
               ** ***** *****  *  **** ** **   * * ** **  ** *     ********

frsH_Burk      gcgctggaaatcccagcaacccaaaggccggcctttcgcgattacttcaccacgacacct 720
frsH_Chro      gcgctggagattccggaggatcagcgcccggctttccgcgaatatttcaccacctccgcg 717
               ******** ** ** *     **  * ***** ** ***** ** ********  *  * 

frsH_Burk      ccgcagcgcaataagccgacgtatcgcggagacggcgtgcgggtccgctactttggccat 780
frsH_Chro      ccgcagcgcaatgagcccgagtacgaaggcgatggcgtgcgagtccgttatttcggccat 777
               ************ ****   ***    ** ** ******** ***** ** ** ******

frsH_Burk      gcttgcgtgctggtacagtctgcggaggtttccgtactggtcgatccgttcctgaactgg 840
frsH_Chro      gcttgcgtgctggttcagaccgcggaggtatcggttctggtcgatcccttcctgacctgg 837
               ************** *** * ******** ** ** *********** ******* ****

frsH_Burk      gaccacaatacagaagagaagcgactgactttttacgacctgccggaccgaatcgattac 900
frsH_Chro      gaccatcagccggagcagggacggttgaccttctacgatctgccggaccatatcgactac 897
               *****  *  * **  **   **  **** ** ***** **********  ***** ***
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frsH_Burk      gtgttcatcactcacaaccatccggatcattttagctgcgaagcgctgttgcaactgcgt 960
frsH_Chro      gttttcctgacccacaaccaccaggatcatttcagctgcgaggctttgctgcaattgcga 957
               ** *** * ** ******** * ********* ******** **  ** ***** **** 

frsH_Burk      aaccgaatcggccatattctggtgccgcgtaataatggcaacaatttcgccgatccatcc 1020
frsH_Chro      ggccgcatcggccacatcctggtcccgcgcaacaatggcaacaatttcgcagacccttcg 1017
                 *** ******** ** ***** ***** ** ***************** ** ** ** 

frsH_Burk      atgaaattgaccctgaaacggctcgggttcgacaacgtgatggtcatggacgaaatggcg 1080
frsH_Chro      atgaagctgacgctgaagcggctgggttttgacaatgtgatcgtgatggacgagatggcc 1077
               *****  **** ***** ***** ** ** ***** ***** ** ******** ***** 

frsH_Burk      agcatcaccgtgccagatggccgactggtaagcttgccgtcctatggtgagcattctgat 1140
frsH_Chro      gacatcacgctgccggacggccgattggtgagcctgccgtcctatggcgagcactccgac 1137
                 ******  **** ** ****** **** *** ************* ***** ** ** 

frsH_Burk      ctgagcatcaccagcaagcacggcctgttcctttcgctgaaaggacgtactttcatgttt 1200
frsH_Chro      ctgagcatcaccagcaagcatggcctgtacctgtcgctgaagggacgcagcttcatgttc 1197
               ******************** ******* *** ******** ***** *  ******** 

frsH_Burk      ctcgccgattccgacgcgaaagaccgtgtgttgtaccgtcgcatcgttcgccaagtgggc 1260
frsH_Chro      ctcgccgattccgacgccaaggaccgcgtgctgtaccggcgcatcatcaagcaggtaggc 1257
               ***************** ** ***** *** ******* ****** *    ** ** ***

frsH_Burk      agagtcgacaacctgttcattggcatggaatgtgacggggcaccgttaagttggctttat 1320
frsH_Chro      aaggtggacaacctgttcatcggcatggagtgcgacggtgcgcctctgacctggctttac 1317
               *  ** ************** ******** ** ***** ** **  * *  ******** 

frsH_Burk      ggaccctatttgagcaaccctatcggtcgcaaggaagatgagtcgcggcgcttgtccggg 1380
frsH_Chro      ggtccttatctgagcaacccgataggccgcagagaggatgagtcgcggcgtttgtctggg 1377
               ** ** *** ********** ** ** ****  ** ************** ***** ***

frsH_Burk      tcggattgtgaacgggcttggaggattgtcgaagagtgtgggtgttcccgagcgctggtt 1440
frsH_Chro      tcggattgcgagcgcgcctggcgcatcgtcgaggagtgcggctgcagccaggcgctggtt 1437
               ******** ** ** ** *** * ** ***** ***** ** **   **  *********

frsH_Burk      tatgccatggggcaggagtcctggttccgctttgtcgtcggcttggagtacacgcccgac 1500
frsH_Chro      tacgcaatgggccaggaatcctggttccgtttcgtggtgggcttggagtacaccccggac 1497
               ** ** ***** ***** *********** ** ** ** ************** ** ***

frsH_Burk      aaaaagcagatcgtcgaatccgacgtgttcgtcgatcgttgccggcaagccggtctggat 1560
frsH_Chro      aagaagcagatcgtcgaatccgacaagtttgtcgaccgttgccgccaagccggcatggcg 1557
               ** *********************  *** ***** ******** ********  ***  

frsH_Burk      ggagaacgtctacacggctgctgcaccgtgcttctatga 1599
frsH_Chro      gcgcagcgtttgcatggctgccaaaccatgctgctgtag 1596
               *   * *** * ** ******   *** **** ** *  

Abbildung A34: Alignment von frsH aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsA_Burk   100.00   70.46
     2: frsA_Chro    70.46  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsB_Burk   100.00   72.15
     2: frsB_Chro    72.15  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsC_Burk   100.00   67.88
     2: frsC_Chro    67.88  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsD_Burk   100.00   69.69
     2: frsD-Chro    69.69  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsE_Burk   100.00   69.93
     2: frsE_Chro    69.93  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsF_Burk   100.00   72.69
     2: frsF_Chro    72.69  100.00
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsG_Burk   100.00   71.52
     2: frsG_Chro    71.52  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: frsH_Burk   100.00   77.26
     2: frsH_Chro    77.26  100.00

Abbildung A35: Percent Identity Matrizes der Alignment von frsA-frsH aus
dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsA_Burk      ---------------MQMDIWMVQKIAADYPNCIAEYLHFRGALDGPHFLGALHCVAREA 45
FrsA_Chro      MKNSESPIHHFQASSAQLDVWISQEVSPNLPNNIAEYLNLAGSLDAGLFLQALSQVASES 60
                               *:*:*: *::: : ** *****:: *:**.  ** **  ** *:

FrsA_Burk      SELRCNLHHDGVRLIKYHRDLAEWVPDFIDVSTEANPEATALSIMRSQVVKSVDMRTDAL 105
FrsA_Chro      AELQYNFRHDGLQLTKFRRDDEGWEPDFIDVSTHGEPEHAALRAMRERVEKPFDLARDAL 120
               :**: *::***::* *::**   * ********..:** :**  **.:* * .*:  ***

FrsA_Burk      FRWCLIRLSDEHHIFFHAYHHIVMDGVGYVLLLERVAEVYRALRSDLPLPACRFATASAI 165
FrsA_Chro      FRWTLIRLADERHIFCHVYHHIAMDGAGYVMLLQRIAEVYGALREGQPAPACGFADADAI 180
               *** ****:**:*** *.****.***.***:**:*:**** ***.. * *** ** *.**

FrsA_Burk      VDDEVRYRASEQFAVDRAFWQARAALQAKAEPPLPLSGEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKA 225
FrsA_Chro      VREEERYRQSEQFAVDRAFWQARSAELATAEPPLPAADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRM 240
               * :* *** **************:*  *.****** :. ******::***** .  .*: 

FrsA_Burk      AAERLGVSLSRLLSAAIIAYFRRWDGQNEMRFRLAVSARSEVTMQAPGYMAHALPLQASF 285
FrsA_Chro      TAERLGVSQSRLLTAAIVAYFHRWGGQQEILFRLAVSARSDATRHAPGHLAHALPLLASL 300
               :******* ****:***:***:**.**:*: *********:.* :***::****** **:

FrsA_Burk      TPHTSLADIVRQLDGEVRCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGPVINIMPFSYAFDF 345
FrsA_Chro      PPRASLADIARQLDGEVERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEF 360
                *::*****.*******. **** ********** *.:*  :********:***:* *:*

FrsA_Burk      GECRVTSAHQLTVGLLNALEVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQLQQHVRRLARFIE 405
FrsA_Chro      GACRVESAHQLTVGVLDTLEVAVHDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRRHALRLARFIV 420
               * *** ********:*::********* *****:**** :    *  *::*. ****** 

FrsA_Burk      VATAVPQSPIDTLPWLDESERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQPNAVALEGP 465
FrsA_Chro      EAAAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQLFETQAALTPHAVALESP 480
                *:* *..*:. :  ***:****** :*. .. * *: *: :***.**:  *:*****.*

FrsA_Burk      DERVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKAGAAYLPLAP 525
FrsA_Chro      DARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVVAVLGALKSGAAYLPLSP 540
               * *:**.********** ******** **:**:***********:**  *:*******:*

FrsA_Burk      DYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVKLDRLDLSGQASSAPARALRPDH 585
FrsA_Chro      EYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPSYWGRVVELDRLDLDALPDSAPERALRAEH 600
               :********** *********:* **********::*:******..  .*** **** :*

FrsA_Burk      LAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFAVAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILM 645
FrsA_Chro      LAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQTERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLM 660
               ***************************. ** ****: **.****************:**

FrsA_Burk      AFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLEETLNRYAISHALIAPSALETVEAEVVPGLSTLVVGGET 705
FrsA_Chro      AFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDTLNRHEISHALISPSALSTADAALAPVLRTLVVGGEA 720
               ********************* :****: ******:****.*.:* :.* * *******:

FrsA_Burk      CSGATAASWSQGRRMVNAYGPTEATVCVTMSKPLSGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQP 765
FrsA_Chro      CPGATVAAWSAGRRMVNAYGPTEATACVTMSEPLSGDGAPKLGRPTHNARLYVLDGALQL 780
               * ***.*:** **************.*****:****.. ******* .*:*****.:** 

FrsA_Burk      VPVGVAGELYIAGRGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLAHWSGEGELEYL 825
FrsA_Chro      APVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYL 840
               .************ ****** :***************:***********:*: *******

FrsA_Burk      GRVDQQLKIRGFRIEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSR-TNGRDTQLVGYVTIRGEVDGQA 884
FrsA_Chro      GRSDQQVKVRGFRIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGGVEGSE 900
               ** ***:*:***********:** :**** ::***:* ::* *:***.**:  * *:*. 
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FrsA_Burk      LRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLDHQALPAPEYTGKRYQRPRNAQEEILCG 944
FrsA_Chro      LRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFGGSHYQRPRNAQEEMLCG 960
               *** .*. ***:****.*:***.**:*******:::*****: *.:**********:***

FrsA_Burk      LFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRATMNIELSIRDLFECSSVASLSRHI 1004
FrsA_Chro      LFAEVLDMEKVGRGDSFFDLGGHSLLATRLIRRIRETLDVELSIRDLFEAPCVTELSRHI 1020
               ******:: .** .***************** *** *:::*********. .*:.*****

FrsA_Burk      VIGNQSWNPYEVLMPIRASGNRHPLFCIHPEGGLGWSYIGLALHLDHLQPIYTLQARGLD 1064
FrsA_Chro      AEGGDSKSPYQVLMPIRATGGRHPLFCIHPEGGLGWSYIGLALHLDHEQPIYTLQARGLD 1080
               . *.:* .**:*******:*.************************** ************

FrsA_Burk      GVSKLASSIRDMAADYIQQIRTVQPDGPYHLLGWSLGGLVAQEMAVQLERADEKVALLAI 1124
FrsA_Chro      GMSELAPSIPDMAADYIEQIRSIQPNGPYHLLGWSLGGVIAQEVAVQLERVGEKTALLAI 1140
               *:*:** ** *******:***::**:************::***:******..**.*****

FrsA_Burk      LDTFPIEILHDAMFGKQACAYDIFAQVVQDMHAMQIDEDRLKSMYQIGLNHMKITATFSS 1184
FrsA_Chro      LDTFPIEILHEAMFGKQACAYDLFARVVQEMYLMPIEEARLKSMYLIGLNHMKITAAFSS 1200
               **********:***********:**:***:*: * *:* ****** **********:***

FrsA_Burk      SHYRGDLLLFRSTIPYADDALMPQPETWSPYISGILEVHEVECTHMEMMQKDVTKVIGQI 1244
FrsA_Chro      SHYGGDLLLFRSLIPYAEDALMPEADTWQPYLSGQLEVHDIECTHMDMMQRDVLKIIGPV 1260
               *** ******** ****:*****: :**.**:** ****::*****:***:** *:** :

FrsA_Burk      LKSKLSKTAEK*- 1255
FrsA_Chro      LESKLSVTAVKQ* 1272
               *:**** ** *  

Abbildung A36: Alignment von FrsA aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsB_Burk      MSNPFDDKDGIFKVLVNDENQHSLWPDYITVPSGWNTVFGPASRDACLDYVENNWTDMRP 60
FrsB_Chro      MSNPFDDKDGVFLVLINDENQHSLWPDYIAVPAGWSQSFGPASKQTCLDYIETSWTDMRP 60
               **********:* **:*************:**:**.  *****:::****:*..******

FrsB_Burk      KSLIDAMQSDET* 72
FrsB_Chro      KSLIDAMECDDK* 72
               *******:.*:.*

Abbildung A37: Alignment von FrsB aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsC_Burk      MTTPVRVVISGAVGRIGNSLLFNIASGQLLGSEQPVVLSLLEASSRLPMLSGVLMELHDG 60
FrsC_Chro      MKNSVRVAISGAAGRIANNLLFSIASGQLLGDQQPISLSLLETPARLSMLNGIAMELHDG 60
               *.. ***.****.***.*.***.********.:**: *****: :** **.*: ******

FrsC_Burk      AFPLLANVEIHDDPWLAFDGADYAFLISSPPDSLSEASKTADARMENHGATFAVHGRALN 120
FrsC_Chro      VFPLLAGVEVSDDPWQAFEGADYVFLISSPLDSLATASKTADARMEQHGNTFALHGKALN 120
               .*****.**: **** **:****.****** ***: **********:** ***:**:***

FrsC_Burk      GVANRDVKLLVVSNPVMLNALTVQRNAPNLDPSCICGMMRLDHNRAHALLAHKARVHLSE 180
FrsC_Chro      DVASRDVKILVISNPVMINALMVQRNAPDLNSSCISALMRLDHNRAHALLAHKAGASLAD 180
               .**.****:**:*****:*** ******:*: ***..:**************** . *::

FrsC_Burk      VRKVIVWGNHSRTQYPDFDHATIGGIPACNLISHDWLRQDSVDIVRQRGYAVIDAYGGLR 240
FrsC_Chro      VRKVIVWGNHSSTQYPDFYHATIGGVRVDALLENDWLHQVSIGLVRQRGYAVIDAYGGLR 240
               *********** ****** ******: .  *:.:***:* *:.:****************

FrsC_Burk      AASSAAKAAIDHMRDWVFGTREGDWTSMGVFSDGSYGVPAGIFFGYPVVSHQGDLHIVKN 300
FrsC_Chro      AASSAAKAAIDHMRDWIFGTRDGDWTSMGVLSDGSYGIPSGIFFGFPVVADGGQVNIVQG 300
               ****************:****:********:******:*:*****:***:. *:::**:.

FrsC_Burk      LRPNPIVLEKIHLSADEIYQRSKNFKLI* 328
FrsC_Chro      LQICPERLEKIHHSADEIYRRCQQFNLL* 328
               *:  *  ***** ******:*.::*:*:*

Abbildung A38: Alignment von FrsC aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsD_Burk      MEIWLAQQLRKDLFINIAEYLQIDGVLDIALFMDALHRVLQEAIVLHVNFSGHVDRPVQF 60
FrsD-Chro      MEIWLAQQLMPDSPNNIAEYLHLSGPLDPDLFFKTLRQVASETPALQVNFSIEDGRPCPV 60
               *********  *   ******::.* **  **:.:*::* .*: .*:**** . .**  .

FrsD_Burk      LRTSKGCAPSFIDVSAQSDPFFAAQRAMRELAHSPFDLGQDALFRWCLIRLSDEHHIFFH 120
FrsD-Chro      SRVHEDWSPDFIDVSTHGEPEHAALRAMRERVEKPFDLARDALFRWTLIRLADERHIFCH 120
                *. :. :*.*****::.:* .** ***** ...****.:****** ****:**:*** *

FrsD_Burk      AYHHIVMDVAGYVLLLERVAEVYRALRSDLPLPACRFATASAIVDDEVRYRASEQFAVDR 180
FrsD-Chro      VYHHIAMDVAGYVMLLQRIAEVYGALREGQPAPACGFADADAIVREEERYRQSEQFAVDR 180
               .****.*******:**:*:**** ***.. * *** ** *.*** :* *** ********

FrsD_Burk      AFWQARAALQAKAEPPLPLSGEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKAAAERLGVSLSRLLSAAI 240
FrsD-Chro      AFWQARSAELATAEPPLPAADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRMTAERLGVSQSRLLTAAI 240
               ******:*  *.****** :. ******::***** .  .*: :******* ****:***

FrsD_Burk      IAYFRRWDGQNEMRFRLAVSARSEVTMQAPGNMAHALPLQASFTPRTSLADIVRQLDGEV 300
FrsD-Chro      VAYFHRWGGQQEILFRLAVSARSDATRHAPGHLAHALPLLASLPPRASLADIARQLDGEV 300
               :***:**.**:*: *********:.* :***::****** **: **:*****.*******

FrsD_Burk      RCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGPVINIMPFSYAFDFGECRVTSAHQLTVGVLN 360
FrsD-Chro      ERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEFGACRVESAHQLTVGVLD 360
               . **** ********** *.:*  :********:***:* *:** *** **********:

FrsD_Burk      ALEVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQLQQHVRRLARFIEVAAAVPQSPIDTLPWLD 420
FrsD-Chro      TLEVAVHDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRRHALRLARFIVEAAAEPSQPVSDIELLD 420
               :********* *****:**** :    *  *::*. ******  *** *..*:. :  **

FrsD_Burk      ESERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQPNAVALEGPDERVSYGELDARANRLA 480
FrsD-Chro      EAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQLFETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLA 480
               *:****** :*. .. * *: *: :***.**:  *:*****.** *:**.**********

FrsD_Burk      SHLQSLGVGPDVVVVVCLERSIDMVVAILGIAKAGAAYLPFAPDYPTERLAYMLTDSMAP 540
FrsD-Chro      RHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVVAVLGVLKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAP 540
                ******** **:* :***********:**: *:******::*:********** *****

FrsD_Burk      VLLTESKQVERLPSYWGHLVKLDRLDLSGQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGV 600
FrsD-Chro      VLLTDSAQVERLPSYWGRVVELDRLDLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGV 600
               ****:* **********::*:******..  .*** **** :******************

FrsD_Burk      AVSHAGLAGLVKSQEERFAVAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAAGPLL 660
FrsD-Chro      AVSHAGLAGLAGSQTERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLL 660
               **********. ** ****: **.****************:*******************

FrsD_Burk      GEQLEETLNRYAISHALIAPSALETVEAEVVPGLSTLVVGGETCSGATAASWSQGRRMVN 720
FrsD-Chro      GEQLLDTLNRHEISHALISPSALSTADAALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAWSAGRRMVN 720
               **** :****: ******:****.*.:* :.* * *******:* ***.*:** ******

FrsD_Burk      AYGPTEVTVCVTMSKPLSGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAGRGLA 780
FrsD-Chro      AYGPTEATACVTMSEPLSGDGAPKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIAGAGLA 780
               ******.*.*****:****.. ******* .*:*****.:** .************ ***

FrsD_Burk      RGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFRIEPG 840
FrsD-Chro      RGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGFRIEPG 840
               *** :***************:*************: ********* ***:*:********

FrsD_Burk      EIETVLCQHPQLREAVVVSR-TNGRDTQLVGYVTVRGEVDGQALRRQVANWLPEYMVPAV 899
FrsD-Chro      EIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGGVEGSELRRLAAGQLPEHMVPAA 900
               ***:** :***: ::***:* ::* *:***.**:. * *:*. *** .*. ***:****.
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FrsD_Burk      VLVLEELPRLPNGKLDHQALPAPEYTGKRYQRPRNTQEEILCGLFAEVLEVNNVGIDDSF 959
FrsD-Chro      VVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFGGSHYQRPRNAQEEMLCGLFAEVLEVGSVGIDDSF 960
               *:***.**:*******:::*****: *.:******:***:***********..*******

FrsD_Burk      FDLGGHSLLATRLVDRIRTTLGVELPIRTIFDQPTIAELAVVLPQCQAITRPPLRARRRV 1019
FrsD-Chro      FDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELPIRQLFDLPSVAELLEVLPQYQGAARPALQPRRRQ 1020
               *************:.***::*.****** :** *::***  **** *. :** *: *** 

FrsD_Burk      ENSDWS* 1025
FrsD-Chro      QHAVRS* 1026
               :::  **

Abbildung A39: Alignment von FrsD aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsE_Burk      MQNSAIEVLPLSYAQRRLWFTHCIKGPSPAYNIPLMLRLAGKPAKEALQAALQDVLTRHE 60
FrsE_Chro      MPIPEIEVLPLSYAQRRLWFTHRFNGPSPTYNIPIALSLSGEPEQPALQAALRDVLARHE 60
               *    ***************** ::****:****: * *:*:* : ******:***:***

FrsE_Burk      SLRTLCVEADDGEPMQHILPAQAVTVFRLETHVAASVAEQSEAVVEASRHCFDLSTEIPL 120
FrsE_Chro      SLRTLVVESEEGAPAQHILPPDAAGTFCLAVQTAGSAAEQAASLETACRHCFDLSREMPL 120
               ***** **:::* * ***** :*. .* * .:.*.*.***: ::  *.******* *:**

FrsE_Burk      RATLFLAEGAPPLLLLLLHHIAADGDSLPVLAKNLEFAYLARHESRPPEWSLLAVQYADY 180
FrsE_Chro      RAGLFLADGAEPVLLLLLHHIAADGDSLPVLARDLELAYRSRLRGLAPEWRPLPVQYADY 180
               ** ****:** *:*******************::**:** :* ..  ***  * ******

FrsE_Burk      TLWQREWLGNIGTADSPAAHQLRYWRGALRGMPQVMALPTDRPRPPVATHRGGKVPFALP 240
FrsE_Chro      ALWQQELLGDLEVPDSLAARQLVYWREALRGMPDVLELPTDHPRPAVASHRGGKAPFALS 240
               :***:* **:: . ** **:** *** ******:*: ****:*** **:*****.**** 

FrsE_Burk      AAAHARLKTLAETEAVTLSMVLQAGLSALLYRLGAGSDVVIGGLLAGRNDEALKDLIGFF 300
FrsE_Chro      AAAHARLKTLAAQQGATLSMALQAGLAALLHRLGAGTDIAVGGLLAGRGEESLKELIGFF 300
               ***********  :..****.*****:***:*****:*:.:*******.:*:**:*****

FrsE_Burk      VNAWVLRTDLSGHPDFHVLLRRVREQALQAYSHPDLPFEWLVEQLNPIRSTSYHPLFQVV 360
FrsE_Chro      VNAWVLRVDVSGRPNFPALLRRVREQALQAYSHQDLPFEWLVEQINPARSTSHHPLFQVA 360
               *******.*:**:*:* .*************** **********:** ****:******.

FrsE_Burk      LVLQNNQRARFRLGGLVVEQQVLGTGTAKFDLAFNLFETMSDDGHPLGVTGDLEYACDLF 420
FrsE_Chro      LVLQNNLSADFHLEGLAVDQRLLGTGTAKFDLAFNLFERQDGDGRPQGLDGELEFASDLF 420
               ******  * *:* **.*:*::****************  ..**:* *: *:**:*.***

FrsE_Burk      DPPSAVRLAYRLSRLLEIWSAAPSQSIAILDLLERSEREQALLEWNATTRPLPALTLAEA 480
FrsE_Chro      DRAGAERLVARFVRLLERWSMQPAHLIAELDLLDDDERRQAVSGWNDSARPLEAGTLACL 480
               *  .* **. *: **** **  *:: ** ****: .**.**:  ** ::*** * ***  

FrsE_Burk      FETQAALTPEAVALAFGDEVLSYAELNKQANRLARMLVAAGLGPEGRVALAVPRSLDMVV 540
FrsE_Chro      FEAQAKASPDSVALAFGSEQYSYAELDRRANQLARTLAGAGIGPEDIVALAVPRSLDMVV 540
               **:**  :*::******.*  *****:::**:*** *..**:***. *************

FrsE_Burk      ALLGVTKAGAAYLPLDPEYPAERLAYMLADAKPTLLMTVNAQLGSLSECAGIPVLALDAD 600
FrsE_Chro      ALLGVVKAGAAYLPLDPEYPRERLAHMLSDATPRLLLATSDTVGGLPAFSGLRVQVLDEP 600
               *****.************** ****:**:**.* **::..  :*.*   :*: * .**  

FrsE_Burk      SVRDAISQMSGCNLVQSERLCPLQPQHPVCVIYTSGSTGRPKGVMVTHQGIVSLRASQIE 660
FrsE_Chro      AWREMVARADGRPLAQRERTRPLLPQHPVCVIYTSGSTGKPKGVSVTHQGIASLRASQIE 660
               : *: ::: .*  *.* **  ** ***************:**** ******.********

FrsE_Burk      RFGVSAESSVLQFASLSFGAALFEICTSLLTGARLVLVSSIKEALNVETMTALVTRHRLS 720
FrsE_Chro      RFGVSAGSSVLQFASLSFGAALFEVCMSLLVGARLVLVASAREALNAGAMAELARRHGLS 720
               ****** *****************:* ***.*******:* :****. :*: *. ** **

FrsE_Burk      HMVVPPSALDTLCADRLPRTVRIMVAGEHCPAHLVERWSADRFMVNGYGSSEVTVCATMS 780
FrsE_Chro      HVVLPPSALEALASERLPDSLGIMVAGEHCPAHLQERWSAGRLMVNGYGSSEVTVCATIS 780
               *:*:*****::*.::*** :: ************ *****.*:***************:*

FrsE_Burk      QPLSGRALPPMGAPNANTRLYLLDAGMQPVPAGVMGELYVAGEGLARGYLSRPGLTAERF 840
FrsE_Chro      LPLSGRGAPPMGLPNANTRLYVLDAGLQPVPVGVPGELYIAGDGLARGYLRRPGLSAERF 840
                *****. **** ********:****:****.** ****:**:******* ****:****

FrsE_Burk      VANPFEPGWQMYRTGDLARRDIDGRLDYLGRVDHQVKIRGFRIEPAEIEAALRQLPGVAQ 900
FrsE_Chro      VANPFAEGERMYRTGDLARRGGDGRLEYLGRTDHQVKIRGFRIEPAEIEAVLRRLSGVAQ 900
               *****  * :**********. ****:****.******************.**:* ****
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FrsE_Burk      ATVVAWEEVPGAKQLVGYVVPKEGVMLEPRAMRRELAEHLTDHMVPAVLVELSALPRTPN 960
FrsE_Chro      AAVVAREDAPGVRQLVGYVVAATEAKLDAQGLRRQLAEHLPEHMVPAALVELAALPRTPN 960
               *:*** *:.**.:*******    . *: :.:**:***** :*****.****:*******

FrsE_Burk      GKLDRSALPAPVFVTEGYREPRTAKECTLCQLFAQVLDLPQVGIDDAFFDLGGDSISSIQ 1020
FrsE_Chro      GKFDRGALPVPTFAAEGYRPPRTAEERALCQLYAQVLDLSKVGIDDGFFDLGGDSISSIQ 1020
               **:**.***.*.*.:**** ****:* :****:****** :*****.*************

FrsE_Burk      LASRARKRGWHVTPNQVFRYPRVQDLATVMLPLTNGVDSVQEEPCGDLTLTPILRWMWEN 1080
FrsE_Chro      LASRARKAGWLLTPNQIFRHPRVEDLAAELKPVESDRNERVDQACGDLPATPIIHWMLAA 1080
               ******* ** :****:**:***:***: : *: .. :.  :: ****  ***::**   

FrsE_Burk      GPYRLFHQSQLLRAPSGLRRADLLAMVQALLDHHDALRMRLHEDDG-EARMTILPVGTTR 1139
FrsE_Chro      PPYRRFNQSQLLRTPGGLKRDDLLAALQALLDHHDALRLRLDAAASDEALLSIPPAGSVR 1140
                *** *:******:*.**:* **** :***********:**.   . ** ::* *.*:.*

FrsE_Burk      AEDCVRRIEIVGVDAVERQVVLARETDEAILRLDSECGRLVQVVWLDAGSEEGWLRLVIH 1199
FrsE_Chro      AGDCLRRIDAVGRDEAEWHLLLAREGEAAAERLDCEAGLLLQAVWLDAGDEAGRLLLVIH 1200
               * **:***: ** * .* :::**** : *  ***.*.* *:*.******.* * * ****

FrsE_Burk      HLAVDGVSWRVLLSDWQQAWADVCVGCAISLDPVGTSFRNWALCLQRDAQSPQREAELAY 1259
FrsE_Chro      HLAVDGVSWRVLLPDLQQAWQAASQDRAIALDPVGASFRLWSLHLGQEARSSQREAELAH 1260
               ************* * ****  .. . **:*****:*** *:* * ::*:* *******:

FrsE_Burk      WCSMLSTTDMPLGRRAFDPARDTTRTKQSLSLSLPVRTTQALLTQAATRFHAQANDVLLT 1319
FrsE_Chro      WKWALAAEDPLLGPRPYDSARDATRTRQSLSLALPPAVTQALLTQATARFHAHANDVLLT 1320
               *   *:: *  ** * :* ***:***:*****:**  .********::****:*******

FrsE_Burk      VFVLAMAAWRRQCMGHAPDALLFDLEGHGRETQDTAIDLSRTVGWFTSLFPVRVRLDAVD 1379
FrsE_Chro      VFALAVAVWRRRRLPEAPAELLFDLEGHGREARDTGIDLSRTVGWFTSLFPVRLALDCAG 1380
               **.**:*.***: : .**  ***********::**.*****************: **...

FrsE_Burk      LDDALGEGASLGRLLKSVKEQLHALPDRGLGFGLLRYLNQGTAAELAAHGQPQIGFNYLG 1439
FrsE_Chro      LDEALKGGDSLGRLLKSVKEQLRAIPDRGMGFGLLRHLNPGARGELAALSSPQIGFNYLG 1440
               **:**  * *************:*:****:******:** *: .**** ..*********

FrsE_Burk      RFAASEGGDWQLASDVGIEAGQDPEMPLPHPLSFDAHTLDRTHGPELTAIWSWGSELFSS 1499
FrsE_Chro      RFTAAEGEDWQPAGCAGIEGGQDPDMPLPHLLSFNAQTLDREQGPELHAIWSWAGELFDQ 1500
               **:*:** *** *. .***.****:***** ***:*:**** :**** *****..***..

FrsE_Burk      DEIAELAQLWQQAAMALAEHVTRPGAGGRTPSDLPLVHLHQAQIEQLEVEYPRIEEVLPL 1559
FrsE_Chro      EQIAELAQLWRQAAVALAEHASRPEAGGRSPSDLPLVGLEQTQIERLEAEYRPLEDVLPL 1560
               ::********:***:*****.:** ****:******* *.*:***:**.**  :*:****

FrsE_Burk      SPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYVERLIYALEGELDAGALKQAVHGLLLQHSNLRACFVDLG 1619
FrsE_Chro      SPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYIERVTYQLEGELDPAAMKRAAHGLLQRHGNLRACFVDLG 1620
               *********************:**: * ****** .*:*:*.**** :*.**********

FrsE_Burk      RGQPVQVIVPLSALPWQEIDLSMLGEDEQQAVLEQMQEEDRHQRFDLSHAPLLSFVLIRL 1679
FrsE_Chro      KGQPVQIISQLEALPWQDIDLSMLAGDERQAMLAQIREQVRSQRFDLGRAPLLSFTLIRL 1680
               :*****:*  *.*****:******. **:**:* *::*: * *****.:******.****

FrsE_Burk      AVDRHRLIMSNHHILLDGWSGPLLWRELMKLYRSGGDLRAIPRVTPYRDYLDWLARRDLE 1739
FrsE_Chro      AADRHQLIMNNHHILLDGWSEPLLWRELMTLYRNGGDLGAMPRVTPYRDYLVWLGRRDHE 1740
               *.***:***.********** ********.***.**** *:********** **.*** *

FrsE_Burk      PDRMAWRGYLRDLVTPTLLAPAAPTEYVIQETYERALPDALASGLTALAEQLGVTLNTVI 1799
FrsE_Chro      ADRQAWRHYLAELETPTLLSPEPPAAYVDQETYSLALPPALAQALAARAAELGITLNTLV 1800
                ** *** ** :* *****:*  *: ** ****. *** ***..*:* * :**:****::
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FrsE_Burk      QGAWGRVLGCLTTSQDVMFGSNVAGRPAELNGIEDMIGLFINTIPLRVRWSRGESIGDVL 1859
FrsE_Chro      QGAWGRVLACLTMSQDVVFGSNVAGRPAELGGIEDMVGLFINTVPLRVRWTRGESIADML 1860
               ********.*** ****:************.*****:******:******:*****.*:*

FrsE_Burk      KRIQSEQVDLLEHQYLDLVEIQSQASHRDLFDSVYAFENYPVHANDEDEASGPRVKVVSG 1919
FrsE_Chro      VRLQAEQVGLLEHQYLDLAEIQELAGLGDLFDTVYAFENYPVFGDGGASAAGPRVTGVSG 1920
                *:*:***.*********.***. *.  ****:*********..:.  .*:****. ***

FrsE_Burk      GSTTHYPLGLIVNPQAGLSLLFSYRPDCYRRCDIERIAAYLQCVLEAFAVDSTQPIAQLD 1979
FrsE_Chro      GSTTHYPLGLIVNPQSGLSFLFSYRPDLYLPEDIQRIAGYLQLTLQAFADDPAQSVAGLE 1980
               ***************:***:******* *   **:***.*** .*:*** * :* :* *:

FrsE_Burk      LLPPEQANGIAQWNDTQHACPSADLAQLFERQVRLTPDASALTFGSQTLSYAVLNACANR 2039
FrsE_Chro      LAPVEQAGWLRSWNDTGHAYPDGDLAQLFERQARLTPNAQALIFERQSLSYAALNARANQ 2040
               * * ***. : .**** ** *..*********.****:*.** *  *:****.*** **:

FrsE_Burk      LARWLLMHSIGPDDVVAVALPRSIDLVIALLAVVKSGAAYLPLDADYPRNRLDFMLTDAR 2099
FrsE_Chro      LCRVLLAHGVGPDDVVAVALPRSIELVVALLAVVKSGAAYLPLDADYPRERLDFMLADAR 2100
               *.* ** *.:**************:**:*********************:******:***

FrsE_Burk      PRALLTNGSMVEALSPAAGTQVLLLDAPEWTAARNHLDDRDMVVTERKQPLRPLDAAYVI 2159
FrsE_Chro      PAVLLSNAAMAGILSPADGTRLLSLDEPGLLSAQDGADSGDLAAGERRRRLRPQDAAYVI 2160
               * .**:*.:*.  **** **::* ** *   :*::  *. *:.. **:: *** ******

FrsE_Burk      YTSGSTGLPKGVVNTHHGIVNRLTWMQSAYRLDASDVVLQKTPFSFDVSVWEFFWPLLNG 2219
FrsE_Chro      YTSGSTGKPKGVINTHQGIVNRLAWMQSAYRLDASDTVLQKTPFSFDVSVWEFFWPLLEG 2220
               ******* ****:***:******:************.*********************:*

FrsE_Burk      ARLVMAVPDGHRDPAYLAELIQRQGVTTLHFVPSMLDAFLNEPSSRQCLSLKRVLCSGEV 2279
FrsE_Chro      ARLVLAVPDGHRDPAYLAALIQRERVTTVHFVPSMLEVFLREAGSRQCLSLRRVLCSGEA 2280
               ****:************* ****: ***:*******:.**.* .*******:*******.

FrsE_Burk      LSGNLAALQQHVLKRPLHNLYGPTEAAVDVTAHACDPNDTGSSIQIGKPIWNTRIHVLDE 2339
FrsE_Chro      LSGELSALHRQVLGSPLHNLYGPTEAAVDVTAHACENGETGVSVPIGAPIWNTRIHVLDA 2340
               ***:*:**:::**  ********************: .:** *: ** *********** 

FrsE_Burk      GLRPVPLGVAGELYIGGTGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGE 2399
FrsE_Chro      GLRPAPVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGE 2400
               ****.*:********.*:********* ***************************. ***

FrsE_Burk      LEYLGRLDQQLKIRGFRIEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAA 2459
FrsE_Chro      LEYLGRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAA 2460
               ****** *****:****************** *:**.***********************

FrsE_Burk      ALQRDAEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQAT 2519
FrsE_Chro      ALQRDEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSAT 2520
               ***** :.*:***:**:*******:** :********************* :** **.**

FrsE_Burk      VERIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVR 2579
FrsE_Chro      VERIRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVR 2580
               *******:***:***************  ***********:******:**. *:  *:**

FrsE_Burk      LFALGAHELLKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNL 2639
FrsE_Chro      LFALGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNL 2640
               ********* :**  .** **************** ***:*:* **. ************

FrsE_Burk      ALLDVFATAVDLCQVGTETDAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDI 2699
FrsE_Chro      ELLPSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDI 2700
                **  **:**:* *   *.***:*:***.**********::* ******* *********
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FrsE_Burk      RLKRGEAVNELNRYRYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRI 2759
FrsE_Chro      RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV 2760
               *******.*********.** * **:* **:.. :: **.:*.:**** **   ..  *:

FrsE_Burk      EGIPNARLHGEVLVTRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQ 2819
FrsE_Chro      TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ 2820
                *:*** ****. .:*.**:  . ::    ***.***.** * *******:*:: ***.*

FrsE_Burk      PDHFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVP 2879
FrsE_Chro      AGHFDAVFVRGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVP 2880
                .******:  ::  ***.**:   .*:**************:******. ****:****

FrsE_Burk      AALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVDD 2939
FrsE_Chro      AAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESEREQLLARLFGEVLGLPQVGADD 2940
               **:***:.******************** : **** *::*::**:**.*********.**

FrsE_Burk      SFFDLGGDSIISIQLVSRARKAGWQLTPRDIFQQPTIAALARLITPLGNEPATPASVAAL 2999
FrsE_Chro      SFFDLGGDSIISIQLVSRARKAGWRLTPRDVFQQPTVAALAQAITPLDDEPAAPAPAATP 3000
               ************************:*****:*****:****: ****.:***:** .*: 

FrsE_Burk      RLDQDELDYLGSLYGS* 3015
FrsE_Chro      KLDQDELNYLGSLYES* 3016
               :******:****** **

Abbildung A40: Alignment von FrsE aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsF_Burk      MDRKKIETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLMRAAADTLIRR 60
FrsF_Chro      MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR 60
               *: ****::******************  **.*:*******:**:*.. **:***:*:**

FrsF_Burk      HANLRAGFVHPGGREPVQVILREVAACWKEHDWRTEPLVRAAELQSAWHAEDRQRRFDLS 120
FrsF_Chro      HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS 120
               *************:*****:****.* *:*:*** .   .*** ****:  **:***:**

FrsF_Burk      QPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKTTPYS 180
FrsF_Chro      QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS 180
               *************  *:***:**************:*****:***: *.  .**::****

FrsF_Burk      TYLGWLQGRDRASAQQVWGDYMSGLEGPTLLARRSASED---QTQSKSSLTLPIELTQAL 237
FrsF_Chro      AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQADKGAAAAQARLSLELPAELTQAL 240
               :****** ****:* :.**.*:.*********:.. ::.    :*:: ** ** ******

FrsF_Burk      NQQARQQGVTLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP 297
FrsF_Chro      TRQARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP 300
               .:******************:*****. ********************************

FrsF_Burk      LRLRWRAGETVAELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDAQ 357
FrsF_Chro      VRLRWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDSQ 360
               :**** ****** *: ******* **::*:***.************************:*

FrsF_Burk      AIAPALGRTVLSRINGGEQHDSHYPVTLMAVPRETLTLYLSYQSGRFEHGTMENLLTRFR 417
FrsF_Chro      AMAPDLGQASLRRVSGGEQHESHYPLTLMAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQGLLTRFR 420
               *:** **:: * *:.*****:****:******** *:*****:: **::*.::.******

FrsF_Burk      TLLEAVVTDSSCPIVDIDLLTADERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMA 477
FrsF_Chro      LLLEAVAAEPSRPVSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSPQATLPELFEAQAARAPNAAA 480
                *****.:: * *: **:**   **:*:*:*****:** *:.**** ****. *:*.* *

FrsF_Burk      VLCDEVALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKAGAAYL 537
FrsF_Chro      LFCDGETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLVAVLGVLKSGAAYL 540
               ::**  :*** *** ****:*****.*******:********.*****:*****:*****

FrsF_Burk      PLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACLLGLGDSIAALPDSNVRAWELDDEAVKQALVAQPQENP 597
FrsF_Chro      PLDPAYPAERLAHMLADARPACLLGLGDGIEALPDSGVACWRLDDAALRQTLAAQPQSDP 600
               *********:* :**.**:*********.* *****.* .*.*** *::*:*.****.:*

FrsF_Burk      TPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTGKPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFGPDTFGDVLATTSL 657
FrsF_Chro      TPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSGQPKGVVISQRSAADFVDWALASFGAETFADVLATTSL 660
               **  **** ************:*:**** ******:***.**  :** :**.********

FrsF_Burk      SFDVSVFELLAPLLCGGRVNLLRDLLVLGERSIERGSLISAVPSVFAQLLQHGDLRLDAS 717
FrsF_Chro      SFDVSVFELLTPLLSGGRVRLLRDLLELGERPISGGSLISAVPSVFAQLLQHGAVSLEAK 720
               **********:***.****.****** **** *. ****************** : *:*.

FrsF_Burk      TVVFAGEALPPELVEAVRRRWPGCRAANIYGPTETTVYAIGTWLKEVEGSRAPMIGRPLG 777
FrsF_Chro      TVVFAGEALPPELVAAVRQRWPECRVANIYGPTETTVYAIGGWLEA--GERAPTIGRPLG 778
               ************** ***:*** **.*************** **:   *.*** ******

FrsF_Burk      NTPAYVLDEGLRPVPVGVVGELYIGGAGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGD 837
FrsF_Chro      NTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGD 838
               ** :**** ****.****.*****.*********** ***********************

FrsF_Burk      LARWNAEGELEYLGRVDQQLKIRGFRIEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLV 897
FrsF_Chro      LARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLV 898
               ****. *********.*****:****************** *:**.**************
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FrsF_Burk      GYVVLDDAAADGQMLRRFLSRHLPEYMVPSAVVVRAALPLTPNGKLDRKALPAPTFVSAD 957
FrsF_Chro      GYVVLNAAAADAQALRRFLADQLPEHMVPAAMIGLDVLPLTPSGKLDRKALPAPDFAGRS 958
               *****: ****.* *****: :***:***:*::   .*****.*********** *.. .

FrsF_Burk      GRAPRDEQEALLCDLFAEVLNLTQVTIDDNFFDLGGNSLLATRLIGRIRATQKRELSIRT 1017
FrsF_Chro      GRAARDAQEDVLCGLFAETLGLPQVSIDDSFFDLGGDSLLATRLISRIRVTQRRELSIRT 1018
               *** ** ** :**.****.*.* **:***.******:********.***.**:*******

FrsF_Burk      LFEHPTVAGLAKQWSTDDAVRPPLQRQIRPETLPQSFAQQRLWFINQLEGPSPTYNIPVA 1077
FrsF_Chro      LFECPTVAALARQLSGDGELRPPLRRLPRPQTLPLSYAQQRLWFIHHLEGPSPTYNIPVA 1078
               *** ****.**:* * *. :****:*  **:*** *:********::*************

FrsF_Burk      LRVSGPLDIAALDKALRDIMLRHESLRTVYLRSADDTPVQSILPVEHLNDNRLIVRALLD 1137
FrsF_Chro      LRLSGALETDVLEAALLDVVRRHESLRTVYVQSADDTPLQCVLSVEQLDDCRLIVHEPLG 1138
               **:** *:  .*: ** *:: *********::******:*.:* **:*:* ****:  *.

FrsF_Burk      EEQLPPALCEACRYCFDLSREPSLRAELFPLRSGQQVLLLLLHHIGADGGSLPVLANDLG 1197
FrsF_Chro      ETRLGAVLSEASRHCFDLSCELPLRAELFPLDSGQQVLLLLLHHIAGDGGSLPVLADDLA 1198
               * :*  .*.**.*:***** *  ******** *************..*********:**.

FrsF_Burk      FAYEARRQGAEPTWQPLPVQYADYTLWQRQLLGDEKDPDSLICRQFAYWEEVLAGLPDLL 1257
FrsF_Chro      AAYEARCQGREPAWRPLPVQYADYTLWQRQLLGNERDPDSLIGRQFAYWKQALAGLPDQL 1258
                ***** ** **:*:******************:*:****** ******::.****** *

FrsF_Burk      RLPMDRPRPVEASYQGDYCEFTLDAGTLQQLKRMARRQGVTLSMTLQAGLAALLNRMGAG 1317
FrsF_Chro      CLPTDRPRPAMASYQGDYCEFRLDAETLKQLKTLARRHGATLSMALQAALAALLSRLGAG 1318
                ** *****. ********** *** **:*** :***:*.****:***.*****.*:***

FrsF_Burk      DDIPLGSPIAGRTDDALINLVGFFVNTWVLRVDTSGRPDFATLLGRVRSRALAAYAHQDV 1377
FrsF_Chro      DDIPLGCPIAGRTDDALANLVGFFVNTWVLRVDTSGRPDFATLLGRVRQQALAAYSHQDV 1378
               ******.********** ******************************.:*****:****

FrsF_Burk      PFDRLVELLNPVRSISHHPLFQVNLALQNNVLPKFRFFGQAVALETVSSRTAKFDLFFNL 1437
FrsF_Chro      PFERLVELLNPARSASHHPLFQVNLALQNNIFPLFRFSGREVSLETVGNRTAKFDLFFNL 1438
               **:********.** ***************::* *** *: *:****..***********

FrsF_Burk      CEMPADGSQPCYLHGYVEYASDLFNRDTVERLLTRFRTLLEAVVTDSSCPIADIDLLTAD 1497
FrsF_Chro      FEMPSDEPQTQYLQGYVEYATELFDRATVERLLTRFRLLLEAVAAEPSRPMSDIELLDEA 1498
                ***:*  *  **:******::**:* ********** *****.:: * *::**:**   

FrsF_Burk      ERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVALDYRELNCRANQIAHW 1557
FrsF_Chro      ERRQVLIEWNATERPSPQATLPELFEAQAARAPNAAALFCDGETLDYAELNRRANQLAHW 1558
               **:*:*:*****:** *:.**** ****. *:*.* *::**  :*** *** ****:***

FrsF_Burk      LISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKAGAAYLPLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACL 1617
FrsF_Chro      LIGQGVGPEQRVALALPRRAELLVAVLGVLKSGAAYLPLDPAYPAERLAHMLADARPACL 1618
               **.*******:********.*****:*****:**************:* :**.**:****

FrsF_Burk      LGLGDSIAALPDSNVRAWELDDEAVKQALVAQPQENPTPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTG 1677
FrsF_Chro      LGLGDGIEALPDSGVACWRLDDAALRQTLAAQPQSDPTPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSG 1678
               *****.* *****.* .*.*** *::*:*.****.:***  **** ************:*

FrsF_Burk      KPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFGPDTFGDVLATTSLSFDVSVFELLAPLLCGGRVNLLR 1737
FrsF_Chro      QPKGVVISQRSAADFVDWALASFGAETFADVLATTSLSFDVSVFELLTPLLSGGRVRLLR 1738
               :**** ******:***.**  :** :**.******************:***.****.***

FrsF_Burk      DLLVLGERSIERGSLISAVPSVFAQLLQHGDLRLDASTVVFAGEALPPELVEAVRRRWPG 1797
FrsF_Chro      DLLELGERPISGGSLISAVPSVFAQLLQHGAVSLEAKTVVFAGEALPPELVAAVRQRWPE 1798
               *** **** *. ****************** : *:*.************** ***:*** 
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FrsF_Burk      CRVANIYGPTETTVYAIGTWLKEAEGSRAPMIGRPLDNTRAYVLDEGLRPVPVGVAGELY 1857
FrsF_Chro      CRVANIYGPTETTVYAIGGWLEA--GERAPTIGRPLGNTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELY 1856
               ****************** **:   *.*** *****.**::**** ****.*********

FrsF_Burk      IGGTGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRVDQQLKIR 1917
FrsF_Chro      IAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVR 1916
               *.*:********* ***************************. *********.*****:*

FrsF_Burk      GFRIEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDAEDETRQVQ 1977
FrsF_Chro      GFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVE 1976
               ***************** *:**.**************************** :.*:***:

FrsF_Burk      AWRQVYDTLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLE 2037
FrsF_Chro      AWQQVYDTLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLE 2036
               **:*******:** :********************* :** **.*********:***:**

FrsF_Burk      IGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELLKLPE 2097
FrsF_Chro      IGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPA 2096
               *************  ***********:******:**. *:  *:*********** :** 

FrsF_Burk      GNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQ 2157
FrsF_Chro      MRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQ 2156
                .** **************** ***:*:* **. ************ **  **:**:* *

FrsF_Burk      VGTETDAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELNRY 2217
FrsF_Chro      SEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRY 2216
                  *.***:*:***.**********::* ******* ****************.******

FrsF_Burk      RYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIEGIPNARLHGEVLV 2277
FrsF_Chro      RYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAA 2276
               ***.** * **:* **:.. :: **.:*.:**** **   ..  *: *:*** ****. .

FrsF_Burk      TRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQR 2337
FrsF_Chro      ARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDG 2336
               :*.**:  . ::    ***.***.** * *******:*:: ***.* .******:  :: 

FrsF_Burk      GALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPN 2397
FrsF_Chro      EALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPN 2396
                ***.**:   .*:**************:******. ****:******:***:.******

FrsF_Burk      GKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVDDSFFDLGGDSIISIQ 2457
FrsF_Chro      GKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESEREQLLARLFGEVLGLPQVGADDSFFDLGGDSIISIQ 2456
               ************** : **** *::*::**:**.*********.****************

FrsF_Burk      LVSRARKAGWQLTPRDIFQQPTIAALARLITPLGNELATPASVAALRLDQKELDYLGSLY 2517
FrsF_Chro      LVSRARKAGWRLTPRDVFQQPTVAALAQAITPLDAAAAPPSSAAQVALNQKELNYLGALY 2516
               **********:*****:*****:****: ****.   * *:*.* : *:****:***:**

FrsF_Burk      GS* 2519
FrsF_Chro      ES* 2518
                **

Abbildung A41: Alignment von FrsF aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsG_Burk      MDRKKIETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLMRAAADTLIRR 60
FrsG_Chro      MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR 60
               *: ****::******************  **.*:*******:**:*.. **:***:*:**

FrsG_Burk      HANLRAGFVHPGGREPVQVILREVAACWKEHDWRTEPLVRAAELQSAWHAEDRQRRFDLS 120
FrsG_Chro      HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS 120
               *************:*****:****.* *:*:*** .   .*** ****:  **:***:**

FrsG_Burk      QPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKTTPYS 180
FrsG_Chro      QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS 180
               *************  *:***:**************:*****:***: *.  .**::****

FrsG_Burk      TYLGWLQGRDRASAQQAWGDYLSGLEGPTLLARRSASEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQ 240
FrsG_Chro      AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLVSTGHPQDHAEQKQRAWRLPAELTQALTRQ 240
               :****** ****:* :***.**.*******::    .:.  *.: :  ** ******.:*

FrsG_Burk      ARQQGVTLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPLRL 300
FrsG_Chro      ARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPVRL 300
               *****************:*****. ********************************:**

FrsG_Burk      RWRAGETVVELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLCVFENYPVNAKAIV 360
FrsG_Chro      RWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTICVFENYPVDAAAME 360
               ** *****. *: ******* **::*:***.**************:********:* *: 

FrsG_Burk      QQDEGFGLRHISGGDRYMTHYPLSVMIEPGERMTLNLIYRPASFDA--AKRLGAQLIRLL 418
FrsG_Chro      QPSGGLQLRGVSGGDRYMTHYPLSLMIEPGPELKLNLIYQPERFEPEAIERLSAQLTRLL 420
               * . *: ** :*************:***** .:.*****:*  *:    :**.*** ***

FrsG_Burk      EAIATVPQSPIDTLPWLDKSERRQLLEEWSGKALDSGEITLAELFEAQATRQPNAVALEG 478
FrsG_Chro      GVIAAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQLFETQAALTPHAVALES 480
                .**: *..*:. :  **::****** :*. .. * *: *: :***:**:  *:*****.

FrsG_Burk      PDGCVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKAGAAYLPLA 538
FrsG_Chro      PDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVVAVLGALKSGAAYLPLS 540
               **. :**.********** ******** **:**:***********:**  *:*******:

FrsG_Burk      PDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVELDRLDLSWQASSAPARALRPD 598
FrsG_Chro      PEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPSYWGRVVELDRLDLDALPDSAPERALRAE 600
               *:********** *********:* **********::********.   .*** **** :

FrsG_Burk      HLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFAVAGPVRVLQFASLSFDAAVMEIL 658
FrsG_Chro      HLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQTERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEML 660
               ****************************. ** ****: **.****************:*

FrsG_Burk      MAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLEKTLNRYAISHALIAPSALETVEAEVVPGLSTLVVGGE 718
FrsG_Chro      MAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDTLNRHEISHALISPSALSTADAALAPVLRTLVVGGE 720
               ********************** .****: ******:****.*.:* :.* * *******

FrsG_Burk      TCSGATAASWSQGRRMVNAYGPTEVTVCVTMSKPLSGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQ 778
FrsG_Chro      ACPGATVAAWSAGRRMVNAYGPTEATACVTMSEPLSGDGAPKLGRPTHNARLYVLDGALQ 780
               :* ***.*:** ************.*.*****:****.. ******* .*:*****.:**

FrsG_Burk      PVPVGVAGELYIAGRGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEY 838
FrsG_Chro      LAPVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEY 840
                .************ ****** :***************:*************: ******

FrsG_Burk      LGRVDQQLKIRGFRIEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSR-TNGRDTQLVGYVTVRGEVDGQ 897
FrsG_Chro      LGRSDQQVKVRGFRIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGGVEGS 900
               *** ***:*:***********:** :**** ::***:* ::* *:***.**:. * *:*.
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FrsG_Burk      ALRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLNHQALPAPEYTGKRYQRPRNAQEEILC 957
FrsG_Chro      ELRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFGGSHYQRPRNAQEEMLC 960
                *** .*. ***:****.*:***.**:******::::*****: *.:**********:**

FrsG_Burk      GLFAEVLEVDSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRATMNIEPSIRDLFDMPTSAELALR 1017
FrsG_Chro      GLFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELSIRELFDMPTCAELAPR 1020
               *********.***************************::*:* ***:******.**** *

FrsG_Burk      LSTKPTAVRQPLLPQERPKRLPLSHAQQRLWFLHRFEGPSSTYNIPLAFKLQGSLDVEAL 1077
FrsG_Chro      LSADPAAVRPPLQRQARPKRLPLSYAQQRLWFLYRFEGPSSTYNIPLALRLKGDLHPEAL 1080
               **:.*:*** **  * ********:********:**************::*:*.*. ***

FrsG_Burk      RRALEDVVVRHESLRTIFVESEGIPEQKILAPDEACLALQLIDTNEETGLDMALREASDY 1137
FrsG_Chro      QQAVADIVERHESLRTVFVDNDGVPEQRIQSAEQALPSLPRVEVADEAELQRALREAAEH 1140
               ::*: *:* *******:**:.:*:***:* : ::*  :*  ::. :*: *: *****:::

FrsG_Burk      HFDLSREIPLRCTLFRQESQVWTLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRDLATAYAARRKGLDPAW 1197
FrsG_Chro      RFDLSSETPLRCTLFRLGEQEWVLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRELDAAYAARCQGRAPDW 1200
               :**** * ********  .* *.********************:* :***** :*  * *

FrsG_Burk      APLPVQYADYTLWQRQLLGSEGDPDSLISTQFAYWKQNLAGAQEQLTLPTDHPRPAVASY 1257
FrsG_Chro      QPLAVQYADYTLWQRQLLGEENDPESLIAAQFAYWKRTLAGAPEQLTLPTDRPRPAVASY 1260
                ** ***************.*.**:***::******:.**** ********:********

FrsG_Burk      RGHYLPFQLEAELHSDLRRLARTNDTTLSMLLQAALAALFTRLGVGNDIPLGCGIAGRTD 1317
FrsG_Chro      RGRYLPFELDAGLHAELRRLARDHDATLSMLLQAGLAALFTRLGAGEDIPLGCGIAGRTD 1320
               **:****:*:* **::****** :*:********.*********.*:*************

FrsG_Burk      EALGDLVGFFVNTWILRADTSGDPDFVTLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPVRS 1377
FrsG_Chro      DALNDMVGFFVNSWVLRADTSGNPDFITLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPSRS 1380
               :**.*:******:*:*******:***:****************************** **

FrsG_Burk      SAHHPLFQVNLTLQNNALPEFRLDGMQVSLHRIVSDIAKFDLFFNLYETFDQDGRALGLQ 1437
FrsG_Chro      SAHHPLFQVNLTLQNNALPDFRLDGLEVSLSPIEADTAKFDLFFNLFEIFGLDGQAGGLQ 1440
               *******************:*****::***  * :* *********:* *. **:* ***

FrsG_Burk      GAVEYACDLYERATVQRFIYHFVRLLREVVAAPTAAISALDLSDEAVASSPGALDLSASI 1497
FrsG_Chro      GGVEYATDLYEQATVEQFMRHFQRLLRQVAAVPTAPIAALDLSEPQSAAE---ADCAARP 1497
               *.**** ****:***::*: ** ****:*.*.*** *:*****:   *:.    * :*  

FrsG_Burk      TVDDTIIGRFAEQVRRAPDATVLTYRGETLTCAELNARANRLARCLIADGAGPEELIAVA 1557
FrsG_Chro      AASDSIVQRFEEQAGRAPQASALSFQGQTLSYAELNARANRLAHALIARGAGPEDLIAAA 1557
               :..*:*: ** **. ***:*:.*:::*:**: ***********:.*** *****:***.*

FrsG_Burk      LPRSIDMVVSLLAILKTGAAYLPMDPAYPLERLSFMLTDAKPRLLLANMETIRQVAEVSR 1617
FrsG_Chro      LPRSLDLVVSLLAILKTGAAYLPLDPDYPAERLGFMLADAKPRLLLGHGEALRHLPVDAS 1617
               ****:*:****************:** ** ***.***:********.: *::*::   : 

FrsG_Burk      VSTLALDCPELAQTLTRTDDSNPLVPRPLRSDNAAYLIYTSGSTGAPKGVLIPHSNVLRL 1677
FrsG_Chro      TQAIALDDAELGRELALAGDGNPERARPLGADHAAYVIYTSGSTGQPKGVLVPHRNVLRL 1677
               ..::***  **.: *: :.*.**   *** :*:***:******** *****:** *****

FrsG_Burk      LDKTAHWFDFGPKDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLTSGRLVVVPQTVSLAPDEFLTLLE 1737
FrsG_Chro      LDSTERWFGFGAGDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLSGGRLVVVPRAAVQAPDEFLALLE 1737
               **.* :**.**  ***********************:.*******::.  ******:***

FrsG_Burk      YEKVTILNQTPSAFYALMQAERHHGSNGGASLSLRRIIFGGEALDLSALQPWYQRHGDET 1797
FrsG_Chro      REKVSVLNQTPSAFYALMQAEAARP-ETASELALRTVVFGGEALDLSALRSWYQRHGDVG 1796
                ***::***************  :  : .:.*:** ::***********: *******  
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FrsG_Burk      TQLVNMYGITETTVHVSYQPLDSGMCGSRCNSLIGIGIPDLHLFLLDACLQPVPVGGIGE 1857
FrsG_Chro      PKLANMYGITETTVHASYQALDRRLCEEGGNSLIGEAIPDLRLHLLDRWLQPVPAGGVGE 1856
                :*.***********.*** **  :* .  ***** .****:*.***  *****.**:**

FrsG_Burk      LYVGGAGLARGYHNRASLTAERFVANPFASSKRMYRTGDLARRNVNDIFEYHGRADQQVK 1917
FrsG_Chro      LYIGGAGLARGYLNRPGLSAERFIANPFAAGERMYRSGDLARRNAAGALEYQGRADQQVK 1916
               **:********* ** .*:****:*****:.:****:*******. . :**:********

FrsG_Burk      VRGFRIELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSERTAAPLRRWLKVRR 1977
FrsG_Chro      VRGFRIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAAPLRRWLRAKS 1976
               ******* *****.** ***********:::..** **:*** ****:********:.: 

FrsG_Burk      DAEAQGARAFELPNGMPIFHHNTMETEFLYEEIFEDLVYFKHGIRLDDGACVFDVGANIG 2037
FrsG_Chro      SVAAQNAREIELPNGLPVFHHNAAETEFLYEEIFEDRIYLKHGIRLDNDACVFDVGANIG 2036
               .. **.** :*****:*:****: ************ :*:*******:.***********

FrsG_Burk      LFMLFVGQHCRNATIFAFEPIPPVFRTLTLNAEVHGDKVRLFDCGLSDAVRQERFTFYPN 2097
FrsG_Chro      LFTLFVGQHCGNATVFAFEPIPPVFGTLSLNAAVHGGKVRLFDCGLSDAARQETFTFYPN 2096
               ** ******* ***:********** **:*** ***.************.*** ******

FrsG_Burk      DTLISTSRNSPEAIRGMVKSFLINQHGNHSGDDAEVGELLDERLASQDYMCVLRTLSDVI 2157
FrsG_Chro      DTLISSSRNSAEATRRMVKSFLINQHGDSDGE--AVDELLEERLSSQQYVCGLRSLSDVV 2154
               *****:**** ** * ***********: .*:   *.***:***:**:*:* **:****:

FrsG_Burk      TEHNVDRIDLLKIDVENAEYNVLQGIVESDWPKIRQLVMEVHDVDGRLRRIVDLLLHRGY 2217
FrsG_Chro      AEHGVERIDLLKIDVENAEYDVLRGISDADWPKIRQLVMEVHDVDGRLACIVELLRERGY 2214
               :**.*:**************:**:** ::*******************  **:** .***

FrsG_Burk      RVIHEQDRLLRDTAIHCLYAVHVSRDAEMRPGHHAENTSLFWNCRADLLRDVRANLRKRL 2277
FrsG_Chro      RVIHEQDRLLQNTAIHCLYAVHASCGSASADAVPKAEPAAVWRSRSALLRDVQAELRSQL 2274
               **********::**********.* .:    .    : : .*..*: *****:*:**.:*

FrsG_Burk      PDYMQPNHMVLLDTFPLTPNGKLDRRALPAPEQAAMRVRDIEPAEIEAALCRHPLVSQAV 2337
FrsG_Chro      PDYMQPNHLVLLDAFPLTANGKLDRRALPTPEQAALRTRDVDPAEIEAALCRHPSVAQAA 2334
               ********:****:**** **********:*****:*.**::************ *:**.

FrsG_Burk      VIAREDAPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDTEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGENFG 2397
FrsG_Chro      VIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQHQPFGENFG 2394
               ******:********************* :.*:***:**:*******:** :********

FrsG_Burk      GWNSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTD 2457
FrsG_Chro      GWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTD 2454
               **:********** :** **.*********:***:***************  ********

FrsG_Burk      LSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELSKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTE 2517
FrsG_Chro      LSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGE 2514
               ***:******:**. *:  *:***********::**  .** **************** *

FrsG_Burk      VIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDAASLRRRVEQRLLAEKE 2577
FrsG_Chro      VIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKE 2574
               **:*:* **. ************ **  **:**:* *   *.***:*:***.********

FrsG_Burk      LLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELSRYRYEAVLYKEPCEAVSLSEVETQT 2637
FrsG_Chro      LLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEP 2634
               **::* ******* ****************.***.*****.** * **:* **:.. :: 

FrsG_Burk      WSDVGNMSACRTRLMQYAPMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSEDGLASWRRWLDESGGV 2697
FrsG_Chro      WSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGV 2694
               **.:*.:**** **   .   *: *:*** ****. .:*.**: .. ::    ***.***
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FrsG_Burk      EPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNP 2757
FrsG_Chro      RPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNP 2754
               .** * *******:*:: ***.* .******:  ::  ***.**:   .*:*********

FrsG_Burk      ANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGS 2817
FrsG_Chro      ANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPES 2814
               *****:******. ****:******:***:.******************** : **** *

FrsG_Burk      EQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVNDSFFDLGGHSLLATRLISRVRSLFHIDLPIRTLFESPT 2877
FrsG_Chro      EREQLLARLFGEVLGLPQVGLHDSFFDLGGHSLLATRLISRIRALFQVELPIRALFESPT 2874
               *:*::**:**.*********::*******************:*:**:::****:******

FrsG_Burk      VARLARYIDDGAIDLDSFEVLLPIKPDGKRAPLFCIHPGGCLSWTYVGLVRYLDAEQPIY 2937
FrsG_Chro      VAGLARYIDDGEIDDDSFNVLLPIKPDGKRPPLFCIHPGGCLSWTYVSLVRYLDAEQPIY 2934
               ** ******** ** ***:*********** ****************.************

FrsG_Burk      GLQARGIDGKSQVATSIEGMASDYVEQIRRIQPKGPYYLLGWSLGGNIAQEMAVLLERQN 2997
FrsG_Chro      GLQARGIDGQSEPASSIEAMAADYVAQIRGIQPHGPYYLLGWSLGGNLAQAMASQLESMD 2994
               *********:*: *:***.**:*** *** ***:*************:** **  **  :

FrsG_Burk      HDVGLLILLDSGPSPMHKNDEMIEYPLFTKEFRKTFKFHVSESKMRAIFEVSKHHIELIK 3057
FrsG_Chro      QEVGLLFLLDSGPSPMHKDDEMIEYPLFTKEFKNTFKFHVSETKMQAIFEVTKRHVELIR 3054
               ::****:***********:*************::********:**:*****:*:*:***:

FrsG_Burk      QSTTPVSRGRALLFRATVPYDENTPLLSPHAWNDYVKGEIEIRDIHCQHAHMNHVEFMAQ 3117
FrsG_Chro      QSTTPVSQGPALLFRATVPYDESTPLLPPHAWNEYVKGDIEVHEVHCQHAQMNRIEFMEQ 3114
               *******:* ************.**** *****:****:**::::*****:**::*** *

FrsG_Burk      MGEVIETKLAELHARATRY*-- 3136
FrsG_Chro      MGPVIERKLATLHDQSTRRNS* 3135
               ** *** *** ** ::**    

Abbildung A42: Alignment von FrsG aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsH_Burk      MMQENDEVYLRSHTKIEPLIMRWYAWSHLISPAQHAMNMAFRHVPMLKSFLAAPTVHEAV 60
FrsH_Chro      -MTVSDNVFLRSHTKIEPLIMRWYAWAHLVSPAQHALNIAFRHLPMLKSFVASPAVHEAA 59
                *  .*:*:*****************:**:******:*:****:******:*:*:****.

FrsH_Burk      SNNPEMLGGPYLELKKSDVAAVKALWQQTQQRGEKMIQFAEALLKLDRRLQKSEAGFSLD 120
FrsH_Chro      SSNPEMLGGPFLELKKSDAAAVKALWQQTQQQAGRQIAFAEALLELDRRLQQSETGLSLD 119
               *.********:*******.************:. : * ******:******:**:*:***

FrsH_Burk      HVYAELPDALQGLVEVSYDLHNHPSLRLIEELLYLEDWMNDDGQEIAFNLSKEEERAFFI 180
FrsH_Chro      HIYAELPEPLQGLVEVSYDLHNHPSLRLIEELLYLEDWVDGAGQEIAFSLDKEEERAFFM 179
               *:*****: *****************************::. ******.*.********:

FrsH_Burk      NTPRLDMPGRMVVPLPFADKRFDLLATSRLSPVSLGSLADALEIPATQRPAFRDYFTTTP 240
FrsH_Chro      NTPRVDAPGRMVVPLPFADARFDLLSASRLSSVSFSQLADALEIPEDQRPAFREYFTTSA 239
               ****:* ************ *****::**** **:..********  ******:****: 

FrsH_Burk      PQRNKPTYRGDGVRVRYFGHACVLVQSAEVSVLVDPFLNWDHNTEEKRLTFYDLPDRIDY 300
FrsH_Chro      PQRNEPEYEGDGVRVRYFGHACVLVQTAEVSVLVDPFLTWDHQPEQGRLTFYDLPDHIDY 299
               ****:* *.*****************:***********.***: *: *********:***

FrsH_Burk      VFITHNHPDHFSCEALLQLRNRIGHILVPRNNGNNFADPSMKLTLKRLGFDNVMVMDEMA 360
FrsH_Chro      VFLTHNHQDHFSCEALLQLRGRIGHILVPRNNGNNFADPSMKLTLKRLGFDNVIVMDEMA 359
               **:**** ************.********************************:******

FrsH_Burk      SITVPDGRLVSLPSYGEHSDLSITSKHGLFLSLKGRTFMFLADSDAKDRVLYRRIVRQVG 420
FrsH_Chro      DITLPDGRLVSLPSYGEHSDLSITSKHGLYLSLKGRSFMFLADSDAKDRVLYRRIIKQVG 419
               .**:*************************:******:******************::***

FrsH_Burk      RVDNLFIGMECDGAPLSWLYGPYLSNPIGRKEDESRRLSGSDCERAWRIVEECGCSRALV 480
FrsH_Chro      KVDNLFIGMECDGAPLTWLYGPYLSNPIGRREDESRRLSGSDCERAWRIVEECGCSQALV 479
               :***************:*************:*************************:***

FrsH_Burk      YAMGQESWFRFVVGLEYTPDKKQIVESDVFVDRCRQAGLDGERLHGCCTVLL* 532
FrsH_Chro      YAMGQESWFRFVVGLEYTPDKKQIVESDKFVDRCRQAGMAAQRLHGCQTMLL* 531
               **************************** *********: .:***** *:***

Abbildung A43: Alignment von FrsH aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-
BGC.
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsA_Burk   100.00   71.47
     2: FrsA_Chro    71.47  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsB_Burk   100.00   75.00
     2: FrsB_Chro    75.00  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsC_Burk   100.00   72.26
     2: FrsC_Chro    72.26  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsD_Burk   100.00   69.66
     2: FrsD-Chro    69.66  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsE_Burk   100.00   71.04
     2: FrsE_Chro    71.04  100.00
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#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsF_Burk   100.00   75.11
     2: FrsF_Chro    75.11  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsG_Burk   100.00   72.78
     2: FrsG_Chro    72.78  100.00

#
#
#  Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 
#
#

     1: FrsH_Burk   100.00   84.56
     2: FrsH_Chro    84.56  100.00

Abbildung A44: Percent Identity Matrizes der Alignments von FrsA-FrsH
aus dem bcfrs-BGC und dem cvfrs-BGC.
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