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A Einleitung 1

A. Einleitung

Zur Detektion und Identifizierung von Mikroorganismen werden verschiedene Methoden
eingesetzt. Als Nachweisebenen kommen der gesamte Organismus, Zellkomponenten,
Stoffwechsel- bzw. Genprodukte sowie speziesspezifische Gensequenzen in Frage. Daneben
sind die Kultivierung der Mikroorganismen auf Selektiv- und Mangelmedien,
immunologische und biochemische Verfahren sowie die Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)
(Ehrlich et a. 1991) etabliete und standardisierte Nachwelsverfahren. Eine
kultivierungsunabhangige Methode ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).
Hierbel werden z. B. meistens Bereiche der 16S- und der 23SrRNS as Zielstruktur
verwendet, die sich aufgrund ihres ubiquitdren VVorkommens und der hohen Kopienzahl von
10°-10* pro Zelle sehr gut zur Detektion und Identifizierung von Mikroorganismen eignet
(Amman et a., 1995). Mittels dieser Methoden ist eine zuverlassige Differenzierung von

Mikroorganismen bis hin zur Artebene meistens problemlos mdglich.

Immer Ofters wird jedoch eine weitergehende Differenzierung von Stdmmen einer
Mikroorganismenspezies und deren spezifischer Nachwels unerldsslich. Da immer mehr
gentechnisch verénderte Mikroorganismen (GVO) bei biotechnologischen Verfahren
verwendet werden, bendtigt man z.B. fur die Risikobewertung bei unfallbedingter Freisetzung
dieser GVO's zuverldssige Nachweistechniken. Des weiteren ist die stdndige Kontrolle der
Zusammensetzung von Starterkulturen fir die Lebensmittelindustrie von enormer Bedeutung.
In der Medizin ist die Differenzierung von pathogenen Stdmmen einer Bakterienspezies oder
Variation eines Virus und deren schnelle und sensitive Detektion essentiell. So stellen
Detektions- und Identifizierungsverfahren wichtige Methoden im mikrobiologischen Labor
dar, um unterschiedliche Stamme einer bestimmten Bakterienspezies zu unterscheiden. So
untersucht man z.B. mit molekularbiologischen Verfahren die Ahnlichkeit bzw. informative
Bereiche des Genoms verschiedener Isolate und kann identische, nahe verwandte oder nicht
in Beziehung stehende Stdmme identifizieren.

Eine Differenzierung verschiedener Stdmme einer Spezies ist mit Hilfe der 16S-rRNS- bzw.
23S rRNS-Gene als Zielstruktur in der Regel aber nicht mehr moglich (Stackebrandt und
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Goebel,1994), da diese Makromolekiile zu konserviert sind und sich innerhalb einer Art nicht
oder nur kaum unterscheiden. So mussten fur Stammdifferenzierungen alternative

Unterscheidungsméglichkeiten gesucht werden.

Viele dieser Verfahren basieren auf der Erzeugung von DNS-Bandenmuster, welche dann fir
die Differenzierung der verschiedenen Stamme einer Spezies verwendet werden. So wird z.B.
beim RFLP-Verfahren (Restriction Fragment Length Polymorphism) die DNS von
Mikroorganismen spezifisch mit Resriktionsendonukleasen geschnitten und dadurch der
sogenannte , genetische Fingerabdruck” generiert, welcher z.B. mittels Gelelektrophorese
visualisiert und dann verglichen wird. Bel der AFLP-(Amplified Fragment Length
Polymorphism) Methode (Vos et a., 1995) wird die DNS mit zwei Restriktionsenzymen
geschnitten und an die Enden der entstanden Fragmente werden verschiedene Adaptoren
ligiert. In einem PCR-Schritt werden die Fragmente, die zwei unterschiedliche Adaptoren an
ihren Enden besitzen, selektiv amplifiziert. Die so erhaltenen PCR-Produkte werden
elektrophoretisch aufgetrennt, wodurch ein stammspezifisches DNS-Bandenmuster erzeugt
werden soll. Eine andere Methode, bei der mit Hilfe der PCR spezifische Bandenmuster
erzeugt werden, ist die RAPD-(Randomly Amplified Polymorphic DNA) PCR (Welsh et al.,
1990). Durch den Einsatz sehr kurzer Oligonukleotidprimer, Hexamere z.B., werden bel
diesem Verfahren mittels PCR spezifische DNS-Bandenmuster erzeugt und fir die
Differenzierung verwendet. Hierbei handelt es sich um einige der gangigsten Methoden um
unterschiedliche Isolate zu identifizieren. Bel al diesen Methoden sind die erzeugten
Bandenmuster abhangig von den wenigen Sequenzunterschieden auf der chromosomalen
DNS, die entweder as Erkennungssequenzen fir die Restriktionsenzyme oder as
Primerbindestellen benutzt werden. Deshalb wird man, je nach Restriktionsenzym oder PCR-
Bedingungen, immer andere Bandenmuster erhalten, die auch nicht immer alle

Sequenzunterschiede aufzeigen kdnnen.

Die Qualitét einer Typisierungsmethode wird aber daran gemessen, wie gut sie in der Lage
ist, die Anforderungen, die eine optimale Differenzierung von Stdmmen erfordert, zu erfillen.
So sollen die unterschiedlichen Identifizierungsmethoden folgende Kriterien erfillen:
Typisierbarkeit, Reproduzierbarkeit, Unterscheidungskraft, einfache Durchfihrung und
Interpretation. So kann sich z. B. die Interpretation des Ergebnisses als sehr schwierig
gestalten, wenn ein sehr komplexes Muster als Ergebnis vorliegt.
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Eine Methode, die nicht auf der Generierung spezifischer Bandenmuster beruht, sondern auf
der Isolierung stammspezifischer DNS-Fragmente, ist die Ausschlusshybridisierungstechnik
(Bjourson et Cooper 1988). Eine weiterentwickelte Form dieser Technik stellt das sog.
MASH-Verfahren (Mikrotiterplatten-Ausschlusshybridisierung) (Wassil et a., 1998;
Zwirglmair et a., 2001) dar. Wie bereits erwdhnt, dienen diese subtraktiven
Hybridisierungstechniken dazu, stammspezifische DNS-Fragmente zu isolieren, welche nach
erfolgter Sequenzanalyse, z.B. fir die Konstruktion stammspezifischer Primerpaare bzw.
Sonden, genutzt werden. So sollen die verschiedenen Stdmme einer Art dann nicht mehr
durch ein Bandenmuster unterschieden werden, sondern durch eine stammspezifische PCR,
bei welcher nur DNS des Stammes, flr den das Primerpaar konstruiert wurde, die Erzeugung
eines PCR-Produktes zulasst. Somit wird der Nachweis entsprechender Organismen durch
den Einsatz stammspezifischer Primer erheblich vereinfacht. Bel der Durchfihrung der
Identifizierung geniigt eine normale Standard PCR. Aul3erdem ist die Auswertung bzw. die

Differenzierung eindeutig, da sie ein positives bzw. negatives Ergebnis liefert.

In dieser Arbeit sollte sowohl fir einige pflanzen- und humanpathogen Mikroorganismen als
auch fir biotechnologisch relevante Bakterienstamme stammspezifische Nachweise
entwickelt werden. So ist bis heute z.B. die eindeutige Identifizierung einiger
pflanzenpathogenen Mikroorganismen nur durch Infektion der entsprechenden Wirtspflanzen
moglich. Dies ist ein zeitaufwendiger Prozess, und es ist von groftem Interesse, die
Identifizierung der einzelnen Xanthomonas Arten bzw. Pathovare zu vereinfachen, da diese
Organismen groféen wirtschaftlichen und 6kologischen Schaden anrichten konnen. Deshalb
kam esim Rahmen dieser Arbeit zu einer Zusammenarbeit mit der Bayerischen Landesanstalt
fur Bodenkultur und Pflanzenbau (LBP). Es sollten fiir einige ausgewahlte pflanzenpathogene
Xanthomonaden pathovarspezifische Primer entwickelt werden, um diese durch in vitro

Amplifikation routineméafdig im Labor nachweisen zu kénnen.

Auf Grund ihrer Bedeutung fir die pharmazeutische und biotechnologische Industrie wurde
unter anderem auch versucht, Sreptomyces Stamme voneinander zu differenzieren. So soll
die schnelle, einfache und zuverléssige ldentifizierung bzw. Differenzierung einzelner
Streptomyces Arten und ihrer Mutanten gewdhrleistet sein. Es existieren bereits sowonhl
einige RAPD Primer, (Malakawi et al., 1999; Yuan et al., 1995; Martin et al., 2000; Kong et
al., 2001) as auch Sreptomyces spezifische Sonden (Roberts und Crawford, 2000), um

zwischen zahlreichen Streptomyceten zu differenzieren. Um den oben erwéhnten
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Qualitatskriterien einer zuverlassigen ldentifizierungsmethode gerecht zu werden, wurden
stammspezifische Primer fir den spezifischen Nachweis der einzelnen Stdmme konstruiert.
Hier kam die MASH-Methode, die sich bereits in mehreren Fallen sehr gut fir solche
Aufgaben bewahrt hat, z. B. zur Differenzierung verschiedener Lactococcus Stamme (Wassi|
et a. 1998), zum Einsatz. Hierbei sollten auch die eventuellen Grenzen des
Ausschlusshybridisierungsverfahrens in Mikrotiterplattenformat  ausgetestet werden. Die
Streptomyceten  stellen  aufgrund ihres hohen DNS GC-Gehats von 72 % eine
Herausforderung dar, da der hohe GC-Gehalt die Isolierung stammspezifische DNS-

Fragmente erschwert.

Ein weiteres, ebenso spannendes Feld innerhalb der Mikrobiologie sind human-pathogene
Mikroorganismen, wie Legionellen, die Verursacher der sogenannten Legionellosen. Es gibt
zwei Arten von Legionellosen: die Legionars-Krankheit und das Pontiak-Fieber. Bei der
Legiondrs-Krankheit handelt es sich um ein Lungenentziindung fir die mehrere Legionellen
Arten verantwortlich sein konnen. Der Verlauf der Krankheit kann je nach Legionella-Art
unterschiedlich schwer sein (Harris et a., 1998; Speers and Tribe, 1994). AulRerdem sind 1%-
15% der ,,community acquired pneumonia‘ durch Legionellen verusacht (Marrie et a., 1989;
FrissMoller et al., 1986). Obschon Uber 40 Legionella Arten beschrieben wurden, gibt es
diagnostische Tests fast ausschlief3dlich nur fir Legionella pneumophila serogroup | (Plouffe
et a., 1995), da die Mehrzahl Legionella-bedingter Lungenentziindungen hauptsachlich auf
Legionella pneumophila zurlckzufuhren sind. Daneben wurden aber auch Legionella

micdadei und Legionella bozemanii schon als Verursacher identifiziert (Fang et al., 1989).

Um die durch Legionella verursachten Infektionen zu diagnostizieren, missen heutzutage
immer noch Kultivierungsverfahren angewendet werden. Wie bereits erwahnt existieren
diagnostische Tests nur fur Legionella pneumophila. Auferdem sind die kommerziell
erhdltlichen Medien dahin gehend optimiert, um hauptsachlich Legionella pneumophila zu
detektieren, wahrend andere Legionellenarten im Wachstum unterdriickt werden (Lee et a.,
1993). So muf3 fur die anderen Legionellenarten eine Inkubationszeit von 14 Tagen
angewendet werden, um Uberhaupt einige von den langsam wachsenden Stdmmen
identifizieren zu koénnen (Taylor and Albrecht, 1995). Des weiteren sind Legionella
Infektionen nicht immer eindeutig zu identifizieren, da bakterielle Lungenentziindungen auch
von anderen Mikroorganismen verursacht werden. Aus diesen Griinden liegt es also nahe, mit

standardisierten PCR-Methoden die Erreger sicher und schnell zu identifizieren. Einige
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Studien haben bereits Uber die Nutzlichkeit von PCR-Methoden zum Nachweis von
Legionella pneumophila (Cloud et al., 2000; Hirakata et al., 1996; Jaulhac et al., 1998; Lo
Presti et a., 2000; Weir et al., 1998) berichtet.

Es exisitieren bereits Verfahren mit denen Legionella-DNS aus Blutproben mittels PCR
nachgewiesen werden kénnen (Aoki et al., 2003). Das vereinfacht die Detektion der
Legionellen um ein vielfaches, da es nicht immer einfach ist, Probenmaterial aus den Lungen
zu entnehmen. Ein weiterer Vortell der PCR-Nachweistechnik ist, dass man die einzelnen
Legionella-Arten bzw. -Stamme eindeutig nachweisen kann. Noch einfacher ist die auf PCR
beruhende Detektion mit Urin als Ausgangsmaterial (Helbig et al., 1999; Maiwald et al.,
1995; Socan et al., 2000). Deshalb sind spezifische Primer ein wichtiges Instrument, um die
verschiedenen Legionella-Arten schnell und zuverl&ssig zu identifizieren bzw. voneinander zu

differenzieren, und so gezielter gegen die entsprechenden Infektionen vorgehen zu kénnen.

Ziel dieser Arbeit war aber nicht nur die Konstruktion stammspezifischer Primerpaare, mit
deren Hilfe die verschiedenen Stémme einer Art differenziert werden sollen, sondern dartiber
hinaus eine weitergehende Analyse der isolierten stammspezifischen DNS-Fragmente.
Wichtig fur das Verstéandnis der Wechselwirkungen zwischen Krankheitserreger und
Wirtszelle ist die Aufkldrung der molekularen Mechanismen, welche diesen zu Grunde
liegen. Durch das Verstandnis dieser molekularen Mechanismen kann die Verhinderung bzw.
die Bekampfung solcher Infektionen wirkungsvoller vollzogen werden. Heute versucht man
meist, die verantwortlichen Gene durch aufwendige vergleichende Genomsequenzierungen zu
identifizieren. Mittels MASH kann man aber viel schneller und einfacher spezifische
Genbereiche isolieren und analysieren. Auf3erdem kann man durch gezielte Auswahl der zu
untersuchenden Mikroorganismen die Wahrscheinlichkeit, Fragmente bestimmter Gene zu
isolieren, erhdhen, indem man z. B. die Ausschlusshybridisierung mit apathogenen Stamme
und einem pathogenen Stamm derselben Art durchfohrt. So kann man z.B.
Pathogenitétsfaktoren anreichern. Da man aber mit der MASH eher kurze DNS-Fragmente
(ca. 200 bp) anreichert, wurden Methoden getestet bzw. entwickelt um, ausgehend von diesen
kurzen Fragmenten, grof3ere DNS-Fragmente mit mehr Information zu erhalten, um damit
eine bessere Datenbankanayse durchfiihren und zusétzlich die isolierten DNS-Fragmente

identifizieren zu konnen.
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Da heute zunehmend mehr molekularbiologische Methoden neben anderen effizienten
Screeningmethoden eingesetzt werden, um bestimmte Gene wie z. B. Pathogenitétsfaktoren
oder Stoffwechselgene zu erfassen und zugénglich zu machen, z. B. fir medizinische oder
biotechnologische Zwecke, wurde eine Methode im MTP-Format entwickelt, um nach

bestimmten Genen zu screenen bzw. sie zu isolieren.
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B. Material und M ethoden

1 Mikroor ganismen
Organismus Stammnummer | Medium | T [°C] | Anzucht
Xanthomonas campestris pv. campetris’ L MG 568 M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. campetris’ PD587 M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. campetris® PD649 M54 26 aerob
Xanthomonas hortorum pv. pelargonii’ LMG 7314 M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. pelargonii® LMG 817 M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. pelargonii® 00/18/2b M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. raphani LMG 860 M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. raphani® 08/103/3a M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. raphani® 99/113/1a M54 26 aerob
Xanthomonas campestris pv. raphani® GSPB 7/97/2719 M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/54/4a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/83/3a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 93/82/2b M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/60/1b M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/83/2a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/54/1a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/83/2a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/54/2a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/60/1a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 88/54/3¢ M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 99/18/1a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. lobelia® 99/18/1b M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/134/1a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/134/2a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/134/3a M54 26 aerob
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Xanthomonas pv. isotoma® 01/175/2a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/175/2b M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/192/1a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/192/2a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/192/2b M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/270/3a M54 26 aerob
Xanthomonas pv. isotoma® 01/270/4a M54 26 aerob
Legionella pneumophila® _ - - -
Legionella longbeachae” _ - - -
Legionella hackeliae” _ - - -
LLAP 10° ] - - -
Streptomyces sp. A° Isolat A - - -
Streptomyces sp. B® Isolat B - - -
Streptomyces sp. C° Isolat C - - -
Paenibacillus polymyxa© i - - -

Tab. B1: V erwendete Mikroorganismen

LMG: Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, Gent, B

a Isolate zur Verfligung gestellt von Dr. G. Poschenrieder (Bayerische Landesanstalt fir
Bodenkultur und Pflanzenbau, Freising, D)

b: DNS zur Verfigung gestellt von Dr. M. Steinert (Institut fur Molekulare
Infektionsmikrobiologie, Wirzburg, D)

(o DNS zur Verflugung gestellt von E. Waltenberger (Lehrstuhl fir Mikrobiologie, TU-
Minchen, Freising, D)

T: Typstamm

2 Nahrmedien

M54 (Medium 54; It DSMZ-Katal og)

Glucose 209

Hefeextrakt 109

CaCOs3 209

Agar 12 g nur fur Festmedien

H2O0est. Ad 1000 mi

3 Zellanzucht und Stammbhaltung

Die Stamme wurden unter den in Tab. B1 aufgefihrten Bedingungen angezogen. Aerobe
Anzucht erfolgte unter Schitteln in Erlenmeyerkolben bzw. auf Festmedien.
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Die Stdmme wurden wenige Wochen auf Festmedium bei 4 °C aufbewahrt. Zur Kontrolle auf

Reinheit wurden Verdinnungsausstriche durchgefihrt und ggf. die 16S-rDNS ansequenziert.

Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden Glycerinkulturen hergestellt und bel —80 °C

gelagert.

4 Nukleinsaureisolierung

4.1 Isolierung und Reinigung hochmolekularer

DNS nach Wisotzkey et al. (1990,

mod.)
L 6sungen
Saline-EDTA-L 6sung: 0,15M Natriumchlorid
0,001 M EDTA; pH 8,0
1xSSC: 0,150 M Natriumchlorid
0,015 M tri-Natriumcitrat; pH 7,0

Lysozymldsung: 10 mg/ ml Lysozym (Merck, Darmstadt, D)

in 1XxSSC
Rnase A-Ldsung: 10mg/ ml Rnase A (Merck, Darmstadt, D)

in 2xSSC, 10 min auf 100 °C erhitzt

(zur Inaktivierung von Dnasen)
Proteinase K-L 0sung: 10 mg/ ml Proteinase K (Roche, Mannheim, D)
SDS-L 6sung: 25% (w / v) Natriumdodecylsulfat
Natriumacetat! 6sung: 5M Natriumacetat; pH 5,5
Chisom: Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1)
Ethanol

Zellernteund -lyse

= Zentrifugation von 2 ml UN-Kultur fiir 5 min mit 14000 x g bei 4 °C

»  Aufnahme des Niederschlagsin 1 ml Saline-EDTA-L6sung, erneut abzentrifugieren

» Resuspendieren der Zellen in 500 pl Saline-EDTA-L 6sung

= Zugabe von 20 pl Lysozymldsung und Inkubation fir 30 min bei 37 °C

»  Zugabevon 5 pl Rnase A-Ldsung und Inkubation fur 30 min bel 37 °C

» Zugabevon 5 pl Proteinase K-L6sung und Inkubation fir 60 min bei 37 °C
= Zugabe von 40 pl SDS-Lésung und Inkubation fir 10 min bel 65 °C (Inaktivierung

von DNasen)

Reinigung der DNS

= Zugabe von 180 pl Natriumacetat!6sung und 745 pl Chisom, schiitteln

= Zentrifugation fur 5 min mit 14000 x g bei RT

= Abheben der oberen, wassrigen Phase
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»  Zugabe von 2 Vol Ethanol und Fallen der DNS fur 30 min bei —20 °C
= Zentrifugation fir 2 min mit 14000 x g bel RT

=  Verwerfen des Uberstandes

= Waschen der DNS mit 70%igem Ethanol

= Zentrifugation fir 1 min mit 14000 x g bel RT

=  Verwerfen des Uberstandes

= Trocknen der DNSfir 10 min in der Vakuumzentrifuge

= Aufnehmen der DNSin 100 pl H2Oreing Und Lagerung bei —20 °C

4.2  Isolierung von Plasmid-DNS

Plasmidschnellisolierung nach Holmes und Quigley (1981)

L 6sungen
STET-Puffer: 8% (w/v) Saccharose
5% (w/v) Triton-X-100 (Serva, Heidelberg, D)
50mM EDTA
50 mM Tris/ HCI, pH 8,0
Lysozymldsung: 10 mg/ ml Lysozym (Merck, Darmstadt, D)
in 1xSSC

Die Zellen wurden durch Hitze (100 °C) und in Gegenwart von STET-Puffer und Lysozym
aufgeschlossen. Anschlief3end wurden die gewonnene Plasmid-DNS durch | sopropanolfallung

gereinigt. Die Durchfiihrung erfolgte gemald dem Standard-Protokoll nach Holmes und
Quigley (1981).

Plasmidisolierung mittels kommer ziell erhéltlicher Systeme

Plasmid-DNS, die einer Sequenzanalyse unterzogen werden sollte, wurden mit Hilfe des
Plasmid-Praparations-Kits ,Mini-Prep Plasmid-Kit* der Firma QIAGEN (Hilden, D) aus den
Zellen gewonnen. Die mitgelieferten und gebrauchsfertigen Puffer wurden laut Standard-
protokoll des Herstellers verwendet. Der Zellaufschluss erfolgt nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse, dem sich die Reinigung der Plasmid-DNS mittels Sdulenchromatographie
anschlief%. Dabel bindet die DNS in Gegenwart einer hohen Salzkonzentration und eines
niedrigen pH-Wertes (pH 5) an das modifizierte Silicagel der Anionenaustauscher-Séule,
wéahrend Polysaccharide, Nukleotide und Proteine im folgenden Waschschritt abgetrennt
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werden. Die Elution der Plasmid-DNS erfolgt mit einem geeigneten Puffer mit hoherem pH-

Wert (H2Oreing Oder Tris/ HCI, pH 8,5).

5 Photometrische K onzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die einzelnen Nukleotide der DNS haben ihr Absorptionsmaxima zwischen 253 nm und 271
nm (pH 7,0). Zur Konzentrationsbestimmung nach Clark und Switzer (1977) wurde ein
Aliquot der DNS-L6sung in eine Quarzkivette tUberfihrt und in einem Spektralphotometer
(Pharmacia, Freiburg, D) bel 260 nm vermessen.

Folgende Naherungswerte (www.Eppendorf.com) lagen der Konzentrationsbestimmung

zugrunde:
Doppelstrangige (ds) DNS: 1 ODgonm entspricht 50 ug / mi
Einzelstrangige (ss) DNS: 1 ODgonm entspricht 33 ug/ mi

Verunreinigungen kénnen durch die Bestimmung der Extinktion bei 230 nm, 260 nm und 280
nm und Bildung der Quotienten Exgonm / E230nm und Ezeonm / Ezsonm festgestel It werden. Dabel
gelten folgende Richtwerte (Marmur, 1961):

Ezeonm Ezeonm
>2,2 und
230nm E2sonm

>19

Zur Berechnung der Konzentration von einzelstréngigen Oligonukleotiden wurden die Werte

aus Tab. B2 in Verbindung mit folgender Formel verwendet:
VM& X OD260nm

c=
VProbeXe Xd

c Konzentration des Oligonukleotids [mM]
Vies  Messvolumen [ml]
Veone:  Probenvolumen [ml]
: Schichtdicke [cm]
e Oligonukletidspezifischer Extinktionskoeffizient[cm? / pmol];
berechnet aus der Summe der Extinktionskoeffizienten der entsprechenden Nukleotide
(vgl. Tab. B2) des Oligonukleotids

Nukleotid Extinktionskoeffizient bei Molekulargewicht
260 nm [cm? / pmol] [g/ mol]
DAMP 15,20 312,2
DCMP 7,05 288,2
DGMP 12,01 328,2
DTMP 8,40 303,2

Tabelle B2: Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte der Desoxynukleotide
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6 Agar osegelelektrophorese

Nukleinsauren werden bel ihrer Wanderung im elektrischen Feld im Agarosegel nach Masse
und Konformation (linear, offen zirkular bzw. superhelikal) aufgetrennt. Durch Anlagerung
von SYBRGreen™ kann die DNS unter UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht werden.

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Bestimmung der Grofe, Reinheit oder
Konzentration von Nukleinsduren (chromosomale DNS, DNS-Amplifikate, Plasmide)
verwendet. Zur Bestimmung der Grole und Menge der aufgetragenen DNS erfolgte ein
visueller Vergleich der Banden mit einem mitgefthrten Langenstandard bekannter Menge. Zu
beachten ist dabei, dass das Mengenverhaltnis von SYBRGreen™ zu DNS das Laufverhalten

beai nflussen kann.

L dsungen, Verbrauchsmaterial und Geréte

100xTAE: 40M Tris
2,0M Eisessig
0,2M EDTA; pH 8,0
Agarosegel: 1-2% Agarose (Gibco / BRL, Eggenstein, D)
in IXTAE aufschmelzen
Probenpuffer 10mM EDTA

5% (w/ Ficoll (Sigma, Deisenhofen, D)
v) Bromphenolblau
0,05% Xylencyanal
0,05% SYBRGreen™
0,10% FMC BioProducts, Rockland, ME, USA)

Standard: 1 g 1-kb-Standard (Gibco / BRL, Eggenstein, D)

Apparatur Horizontal gel el ektrophoreseapparatur
Typ H3: 11 x 14 cm, 100 ml Gelvolumen
(Gibco / BRL, Eggenstein, D)

Geldokumentation UV-Transilluminator, Wellenlange: 302 nm (Bachofer,
Reutlingen, D)
Cybertech CS1 Image Dokumentation System
(Cybertech, Berlin, D)

Elektrophor ese-Bedingungen
» Probe bzw. Standard mit 1 Vol Probenpuffer mischen und auf Agarosegel auftragen
= Elektrophoresein IXTAE bei 90-120 mA (konstante Stromstérke)

= Dokumentation auf dem Transilluminator
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7 Enzymatische M odifikationen von DNS

7.1  Spaltung von DNS mittels Restriktionsendonukleasen
Zur Spaltung von genomischer DNS wurden die Restriktionsendonukleasen Sau 3A und Bam
HI (AmershamPharmacia Biotec, Little Chalfot, UK) verwendet.

Reaktionsansatz: X il DNS-LAsung (max. 4 ug DNS)
4 ul 10 x Inkubationspuffer
x U Restriktionsenzym (pro 1 pg DNS 1 U Enzym)
ad 40 pl HoOreing

Die Inkubationsbedingungen wurden entsprechend den Herstellerangaben gewéhlt. Um bei
dem nachfolgenden Ligationsschritt (vgl. B 7.2) eine Ligation zwischen den beiden Enden
eines oder den Enden zweier verschiedener DNS-Fragmenten zu vermeiden, wurden die
Enden der DNS durch Zugabe von 1 pl (=8 U) akalischer Phosphatase (Boehringer,
Mannheim, D) fur 1 h bel 37 °C dephosphoryliert.

Die geschnittene und dephosphorylierte DNS konnte nun durch Phenolausschiittung mit
anschlief3ender Ethanolféllung (vgl. B 4.1) oder mittels eines DNS-Reinigungskit (vgl. B 9.5)

von restlichem Enzym und Salzen des Inkubationspuffer befreit werden.

7.2  Veknupfung von DNS-Molekilen mit T4-DNS-Ligase

Die T4-DNS-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung von Phosphodiester-
bindungen zwischen 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden von doppelstréngigen DNS-
Molekilen (Weiss et a. 1968). Dieses Enzym wurde zur Ligation von ds
Oligonukleotidadaptoren (vgl. B 8.2) an geschnittener, genomischer DNS eingesetzt.

Die Ligation erfolgt Uber Nacht im Wasserbad bel 16 °C nach folgendem Ansatz:
0,4 pg verdaute und gereinigte DNS
x ul - Linker-Oligonukleotide P1/P2 bzw. S1/S2
1,5ul 10x Ligationspuffer
lul  T4-DNS-Ligase (1 U/ ul; Boehringer, Mannheim, D)
ad 15 pl HoOreing
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8 Verwendete Oligonukleotid-Primer far PCR- und

Sequenzierungstechniken

In den nachfolgenden Tabellen sind algemeine PCR- und Sequenzierprimer aufgelistet, die
nicht im Rahmen dieser Arbeit konstruiert wurden. Alle verwendeten Oligonukleotide wurde
durch die Fa. MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) synthetisiert und aufgereinigt.

Folgende Basensymbole wurden Verwendet (IUB, Nomenclature Commitee, 1985)

M=AoderC; S=CoderG; V=AoderCoderG; B=Coder Goder T;
R=AoderG;, Y=CoderT; H=AoderCoderT; N=AoderCoder Goder T
W=AoderT; K=GoderT; D=A oder Goder T;

Die Dissoziationstemperatur Tp wurde nach folgender Formel (Suggs et al., 1981) berechnet:

| To[°C] = 2x (A+T) + 4 x (G+C)|

A, C, G, T : Anzahl der entsprechenden Nukleotide

8.1 PCR-Primer

Name Position* | Sequenz[5'-3'] Tp [°C] GC [%]
616Valt 8 AGA GIT TGA TYM TGG CTC AG 58 45
632V 1490 TKA AGT CGT AAC AAG G 44 38
630R 1529 CAK AAA GGA GGT GAT CC 50 47
Tabelle B3: 16S-rRNS-spezifische Primer

V: Vorwartsprimer (bindet an + bzw. kodierenden Strang)

R: Ruckwartsprimer (bindet an — bzw. nicht kodierenden Strang)

*: Brosiuset a., 1981
Name Position* | Sequenz[5'-3'] Tp [°C] GC [%]
118R 115 GIT BCC CCA TTC GG 45 62
985R 2654 CCG GIC CTC TCG TAC T 52 63
Tabelle B4: 23S-rRNS-spezifische Primer

V:
R:

* .

8.2 Adaptoren

Vorwartsprimer (bindet an + bzw. kodierenden Strang)
Ruckwartsprimer (bindet an — bzw. nicht kodierenden Strang)
Brosius et a., 1981

Die Oligonukleotide P1, P2, S1 und S2 (vgl. Tab. B5) wurden as Adaptoren bzw. als Linker
verwendet. Die zueinander komplementaren Oligonukleotide P1 und P2 bzw. S1 und S2
weisen im doppelstrangigen Zustand Sau 3A- bzw. Bam HI-kompatible Uberhinge auf. Somit
ist eine Ligation mit Sau 3A- bzw. Bam HI-geschnittener DNS mdglich. Die Primer P1 und
S1 werden zusatzlich zur Amplifizierung der Ziel bzw. Subtraktor DNS verwendet.
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Name |[Sequenz[5'-3'] Tp [°C] GC [%]
Pl AGG GGA TAA CCA ATT CAC ACA CCA 70 46
P2 GAT CTG GIG TGT GAA TTG GIT ATC CCC T 82 46
S1 CCC CAG GGA ACA CCC AGI CAC GAC 80 67
S2 GAT CGTI CGI' GAC TGG GIG TTC CCT G&C G 92 64

Tabelle B5: Adaptoren fur T- und S-DNS

83  Sequenzierprimer
Als Sequenzierprimer wurden sowohl 16S-rRNS-spezifische Primer als auch die Primer
M13V / M13R fiur den TOPO-TA-Klonierungsvektor mit M13 Promotoren verwendet. Die

Primer waren entweder IR 800 oder IR 700 markiert.

Name | Position* |Sequenz[5'-3'] Tp [°C] GC [%]
97K 343 CTG CTG CCT CCC GTA 53 67
100K 1492 GGI TAC CTT GIT ACG ACT T 52 42
Tabelle B6: 16S-rRNS-spezifische Sequenzierprimer

*: Brosius et al., 1981

Name Sequenz [5'-3] Tp[°C] | GC [%]
M13V |GTA AAA CGA CGG CCA GI 52 53
M13 R |[CAG GAA ACA GCT ATG AC 50 47

Tabelle B7: Primer fir TOPO-TA-KIonierungsvektor mit M 13-Promotoren

9 In vitro Amplifikation und Markierung von DNS mittels der
Polymer asekettenr eaktion (PCR) nach Saiki et al. (1988)

9.1 Allgemeines
Die PCR ist ein enzymatisches Verfahren zur spezifischen Amplifikation definierter DNS-
Abschnitte durch zyklische Wiederholung folgender Reaktionsschritte:
Denaturierung: Thermische Denaturierung der zu amplifizierenden DNS
Annealing: Hybridisierung der Oligonukleotide (Primer) an die
komplementéren Ziel sequenzen
Elongation: Verlangerung der Primer durch thermostabile Polymerase (z.B.
Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus) in 5’-3'-Richtung
Dadiein einem Zyklus synthetisierten DNS-Stiicke im néchsten Amplifikationszyklus wieder
als Matrizen dienen, wird eine exponentielle Vervielfdtigung ermoglicht. Nach 25 bis 35
Zyklen kann unter optimalen Bedingungen eine 10°-fache Amplifikation der von den Primern

flankierten DNS-Region erreicht werden. Eine weitere Amplifikation ist auch durch
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Erhohung der Zyklenzahl nicht moglich, da ab einer gewissen Konzentration an amplifizierter
DNS das Amplifikationsplateau erreicht wird (Saiki et al., 1988).

Die Hybridisierungstemperatur richtet sich nach den verwendeten Primern. Als Anhaltspunkt
dient die Dissoziationstemperatur (vgl. B.8), in der Praxis muss jedoch fir jedes Primerpaar
die optimale Hybridiserungstemperatur empirisch gefunden werden. Die Dauer der
Elongationsphase richtet sich nach der Lange des Amplifikates und der verwendeten
Polymerase (ca. 1 min pro 1,5 kb beim Ex Taq™-System).

9.2 PCR mit dem Ex Tag'" —Kit (TaK aRa Shuzo Co., Otsu, J)

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem Primus 96 Thermocycler (MWG Biotech AG,
Ebersberg, D) durchgefihrt.

Der Einsatz der Ex Taq"™-DNS-Polymerase erméglicht die Amplifizierung groRerer DNS-
Abschnitte und weist durch eine 3'-5-Exonucleaseaktivitdt eine zehnfache Reduktion der
Fehlerrate auf. Des weiteren wird in gréf3erem Mal3e Adenosin am 3'-Ende des amplifizierten
DNS-Fragments angehdngt, was eine Klonierung in den TOPO TA-Klonierungsvektor
ermoglicht (vgl. B 9.3).

Reaktionsansatz

Reaktionspuffer (10x) 10 pl
dNTP-Mix (je 2,5 mM) 8 ul
Primer 1 (50 uM) 0,4 ul
Primer 2 (50 uM) 0,4 ul
DNS 1-100 ng
Ex Taq™ 0,4 l
H2Oreinst ad 100 pl
Temperaturprofil
Anzahl Zyklen | Temperatur | Zeit |Reaktion
1 94°C 4 min | Anfangsdenaturierung
94 °C 30 sec | Denaturierung
25-35 X °C 30 sec | Annealing
72°C y sec | Elongation
1 72°C 10 min| Finale Elongation
X: Primerpaarabhéngige Hybridis erungstemperatur
y: ca. 1 minpro15kb

9.3  Klonierung von PCR-Produkten
Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte unter Verwendung des,, TOPO-TA-Cloning Kit*
(Invitrogen Corp., Carlsbad, USA). Der in diesem System enthaltene Vektor ist linearisiert
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und besitzt Thymidin-Uberhange. Die zu klonierenden PCR-Produkte weisen aufgrund der
matrizenunabhangigen, terminalen Transferaseaktivitat der verwendeten DNS-Polymerasen

Adenosin-Uberhange auf.

Im , TOPO-TA-Cloning” Kit wird zur Ligation das Enzym Topoisomerase (“Gyrase’)
verwendet um Verbindung zwischen Vektor und PCR-Produkt herzustellen. Diese
Verbindung entstent durch ein ,Verdrillen® der beiden DNS-Doppelstrénge, eine echte
Ligation findet erst nach der Transformation in der Bakterienzelle statt. Die Transformation

erfolgte nach den Angaben des Herstellers durch Hitzeschock.

50 bis 150 pl des Klonierungsansatzes wurden laut Hersteller auf LB-Amp-X-Gal-Platten
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Selektion der rekombinanten Gene erfol gt
durch ,Blau-Weil3-Test”. Dieser Test beruht auf der a-Komplementation der 3-Gal aktosidase,
deren Gen teils auf dem Vektor, teils im Transformantenchromosom codiert ist. Das
funktionstiichtige Enzym setzt das Substrat X-Gal (5-Chlor-4-Brom-3-1ndol- [3-D-Galaktosid)
zu einem blauen Farbstoff um. Bei einer erfolgreichen Klonierung wird das a-Peptid durch
Insertion des zu klonierenden DNS-Fragments unterbrochen und die a-Komplementation

verhindert. Die Bakterienkolonie bleibt weil3.

9.4 Sonderformen der PCR

9.4.1 Gradienten-PCR

Um das Hybridisierungsverhalten von Primern bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen
zu untersuchen, wurde eine Gradienten-PCR in einem Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburg, D) durchgeftihrt. Dieser Thermocyclertyp besitzt drei voneinander unabhangige
Heizelemente unter dem Reaktionsblock, welche die Schaffung enes sigmoiden
Temperaturgradienten ermdglichen. Dabel ist der Reaktionsansatz zu dem in B.9.2
beschrieben identisch.
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Temperatur profil
Anzahl Zyklen | Temperatur [°C] | Zeit |Reaktion
1 94 4 min | Anfangsdenaturierung
94 30 sec | Denaturierung
30 X + 6* 30 sec | Annealing
72 y sec | Elongation
1 72 10 min | Finale Elongation
X Primerpaarabhangige Annealingtemperatur
y: ca. 1 minpro1kb
*Beispiel: Bel einer berechneten Annealingtemperatur von 56 °C wurde ein Gradient von 56 +6 °C
programmiert, d.h. ein Temperaturgradient von 50 °C bis 62 °C wurde im Heizblock
aufgebaut.

9.4.2 Amplifikation von DNS aus Zellen

Unter Umgehung einer vorherigen Nukleinsdureisolierung konnen Bakterienzellen zur in
vitro Amplifizierung von DNS eingesetzt werden. So ist die Vervielfadtigung bestimmter
DNS-Bereiche direkt, z.B. aus Flussigkulturen oder von Agarplatte, méglich.

Durchfihrung

= 50 pl einer UN-Kultur abzentrifugieren (5 min, 14000 x g) bzw. einer Impfose
Kolonie von ener Agarplatte abnehmen und in HyOwing resuspendieren und
abzentrifugieren

= Niederschlag mit HyOreing Waschen

» Niederschlag in x pl H2Oreing resuspendieren

»  Weaeltere Durchfiihrung wie unter B.9.2 beschrieben, jedoch anstatt der DNS-L 6sung
2ul der Zellsuspension einsetzen und die Anfangsdenaturierung von 4 min auf 10 min,

zwecks Z€lllyse, erhthen

9.4.3 Random and limited PCR (RL-PCR)

Die RL-PCR (Richter und Ludwig, bisher unvertffentlicht) stellt eine abgewandelte Form
einer Standard-PCR dar. Der auffélligste Unterschied ist, dass bei der RL-PCR nur ein Primer
zum Einsatz kommt. Abb. B 14.1 zeigt eine schematische Darstellung einer RL-PCR. Die
ersten 30 Zyklen finden unter ziemlich stringenten Bedingungen statt, so dass der Primer nur
an die Zielsequenz bindet damit die Polymerase verschieden lange Einzelstrange
synthetisieren kann. Anschlief3end folgt ein unstringenter Zyklus wahrend dessen der Primer
die Mdoglichkeit hat, unspezifisch an die Einzelstrdnge zu binden und diese dann

komplementiert werden konnen. Nach diesem Zyklus kann der eingesetzte Primer dann
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sowohl as Vorwarts- wie auch als Ruckwartsprimer fungieren. Die letzten 30 Zyklen finden

dann unter Standard-Bedingungen statt.

9.5  Aufreinigung der PCR-Produkte

Nach der PCR wurden die Amplifikate mit dem QIAquik PCR Purification Kit (QIAGEN,
Hilden, D) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und mittels Agarosegel el ektrophorese
Uberpruft.

10  Mikrotiter platten-AusschluR3hybridisierung (MASH)

10.1 Abschéatzung der Hybridisier ungsbedingungen
Folgende Formeln wurden zur Abschétzung der Hybridisierungsbedingungen herangezogen

und in Anlehnung daran die optimalen Hybridisierungsbedingungen empirisch ermittelt.

Zur Abschétzung der Dissoziationstemperatur bei Oligonukleotiden in DNS/DNS-Hybriden
wurde folgende Formel nach Suggs et al. (1981) verwendet.

To[°C] = 2 X (A+T) + 4 x (G+C)

Zur Berechnung der Schmelztemperatur von Polynukleotiden wurde folgende Formel
verwendet (Howley et al., 1979)

Tu[°C] = 81,5 + 16,6 x logM + 0.41 X (%G+C) — 0,7 X %FA|

Zeichenerklarung:

Twm = Schmelztemperatur in Grad Celsius

To = Dissoziationstemperatur in Grad Celsius

M = Konzentration der Natriumionen in der Hybridisierungslésung
% G+C = Gehalt an Guanosin und Cytosin in Prozent

%FA = Formamidgehalt

Optimale Hybridisierungsbedingungen liegen bel Ty - 25 °C vor, stringente Bedingungen bei
Tm-10°C
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10.2 Vorbereitende Arbeiten

10.2.1 Pré&paration der Adaptoren

Zur Herstellung der Adaptoren P und S (vgl. B 8.2), die einen 5-Sau3A kompatiblen
Uberhang besitzen, wurden je 100 pmol der Oligonukleotide P1/P2 bzw. S1/S2 in 40 pl
10mM Tris/HCL pH 8,5 in einem ERG fur 10 min auf 65 °C erhitzt und dann langsam auf
Raumtemperatur abgekuhlt.

10.2.2 Restriktionsverdau der DNSund Ligation der Adaptoren

Vier bis funf pg genomischer DNS der verwendeten Stamme wurden UN mit Sau3A verdalt.
Anschlief3end folgte ein Reinigungsschritt (siehe B 9.5)

Adaptor P wurde nun mit der genomischen, geschnittenen DNS des zu untersuchenden
Zielstammes ligiert, wdhrend Adaptor S mit den Sau3A-Fragmenten der DNS der
verwendeten Subtraktoren-Stdmme verknlpft wurde. Dazu wurden stets 300 ng verdaute
DNS mit 100 ng des jeweiligen Adaptors eingesetzt. Uberschiissige Adaptoren, sowie Salze
und Enzym wurden in einem Reinigungsschritt entfernt (siehe B 9.5)

10.2.3 Praparation der Ziel- und der Subtraktor-DNS

Die modifizierte Ziel-DNS, nachfolgend als P-DNS bezeichnet, wurde unter Verwendung des
Oligonukleotidprimers P1 nach der in B 9.2 beschriebenen Weise mittels einer PCR mit 30
Zyklen amplifiziert. Dasselbe geschah mit der modifizierten Subtraktor-DNS (S-DNS),
alerdings mit Hilfe des Primers S1. Die Hybridisierungstemperatur betrug in beiden Féllen
55 °C. Zur Kontrolle wurden Aliquots (5ul) der PCR-Reaktionen auf einem 1%igem
Agarosegel elektophoretisch aufgetrennt und mittels SYBRGreen™ (vgl. B 6) unter UV-
Licht (302 nm) sichtbar gemacht.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden aufgereinigt (siehe B 9.5) und anschlief3end zur

Konzentrationsbestimmung bel 260 nm photometrisch vermessen (siehe B 5).

10.2.4 Durchfihrung der Mikrotiter platten-AusschluBhybridisierung (MASH)

10.2.4.1 Beschichten der Mikrotiter platten mit Subtraktor-DNS

L 6sungen, Verbrauchsmaterial und Ger éte

Mikrotiterplatte MaxiSorp™ (NUNC, Roskilde, DK)

PCR-Produkt 1lug S-ligierte, amplifizierte, aufgereinigte Subtraktor-DNS pro
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Kavitat

PBS 130 mM NaCl

10 mM NaHyPO,4 (0,2 M NagHPO, mit 0,2 M NaH,PO,4 auf pH 7,2

eingestellt)

PBS+MgCl, 100 mM MgCl,

Ofen IEMS Incubator / Shaker HT (Labsystems, Helsinki, SF)

Klebefolie NUNC, Roskilde, DK

Pro Kavitédt einer Mikrotiterplatte wurde 1-2 pg S-DNS-Gemisch (von bis zu acht
verschiedenen Subtraktor-Stémmen) in 50 pul PBS+MgCl, gegeben, 10 min im Wasserbad bei
95 °C denaturiert und dann 1 h bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und die
Platten Uber Nacht oder mindestens 1 h bei 60 °C getrocknet. Danach wurden die Kavitéten
mit je 100 pul PBS+MQCl, gewaschen, um eventuell nicht gebundene S-DNS-Fragmente
wegzuspiilen.

Die beschichteten Mikrotiterplatten sind bei 4 °C, mit Klebefolie verschlossen, zwei bis drei

Wochen lagerfahig.

10.2.4.2 AusschluBhybridisierung

L dsungen, Verbrauchsmaterial und Geréte

Mikrotiterplatte

MaxiSorp™ (NUNC, Roskilde, DK) beschichtet mit SSDNS

PCR-Produkt 50 ng P-ligierte, amplifizierte, aufgereinigte Ziel-DNS pro Kavitat
PBS vgl. B 10.2.4.1
Blockingstamml sg. 10 % Blockingreagenz (Roche, Mannheim, D)
Blocking-PBS 1% Blockingreagenz in PBS (Blockingstammlsg. mit PBS
1:10 verdinnen)
Hybridisierungspuffer 5x SSC (vgl. B.4.1)
1% Blockingreagenz (= 10 % Blockingstammisg.)
0,1% N-Laurylsarkosin
0,02% SDS(vgl. B.4.1)
X % Formamid (je nach erforderlicher Stringenz)
Ofen vgl. B 10.2.4.1
Klebefolie vgl. B 10.2.4.1

Prahybridisierung

= Inkubation der beschichteten MTP mit 100 ul Hybridisierungslésung pro Kavitét fur

30-60 min bel der ermittelten Hybridisierungstemperatur (vgl.

Hybridisierungsofen

Hybridisierung

B 10.1) im

» Denaturierung der PCR-Produkte fir 10 min bei 95 °C im Wasserbad
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» |nkubation fur 1,5-2 h bei entsprechender Hybridisierungstemperatur (vgl. B 10.1) in
der MTPim Ofen

I solierung stammspezifischer DNS
= Abnehmen von 10 pl des Uberstandes pro Kavitét
=  PCR mit 2 pl des Uberstandes mit Primer P1 (vgl. B 9.2)
» Klonierung der Amplifikate in den TOPO-TA-Klonierungsvektor

= Sequenzieren der rekombinanten DNS

10.2.4.3 Isolierung und Analyse der stammspezifischen Ziel-DNS

Waéhrend der Hybridisierung bilden die Ziel-DNS-Fragmente mit den immobilisierten
Subtraktor-DNS-Fragmenten, bei hinreichender Sequenzkomplementaritdt, Hybride. DNS-
Fragmente bzw. deren Hybride, die hinsichtlich ihrer Sequenz hinreichend unterschiedlich zur
Referenz-DNS, also spezifisch fur die Ziel-DNS sind bleiben im Uberstand und konnen
mittels anschlielfender PCR vervielfdltigt werden. Diese Vervielfdtigung erfolgte unter
Verwendung des Primers P1 bel einer Annealingtemperatur von 55 °C (vgl. B 9.2). Zur
Kontrolle wurden die Fragmente in einem 1 % Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (vgl.
B 6). Die so erhatenen PCR-Produkte wurden in den TOPO-TA-Vektor (vgl. B 9.3) kloniert
und einer DNS-Sequenzanalyse unterzogen (vgl. B 11)
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10.3 Schematische Darstellung einer  Mikrotiter platten-AusschlufB3hybridisierung
(MASH)

SDNS Q@
Restriktion mit
¢ Sau 3A ¢
P1

Linker P Ligation mit Linker ¢

=
1

PCR mit Primer ¢

¢ Immobilisierung Hybridisierung ¢

— j
PCR mit 2 pl des Uberstandes
mit dem Primer <1,
Klonierung und Sequenzierung

der angereicherten stamm-
spezifischen DNS-Fragmenten

Abb. B1: Schematische Darstellung einer Mikrotiterplatten-Ausschluhybridisierung (MASH)

11  Sequenzanalysevon DNS

Die DNS-Sequenzanalyse erfolgte mittels linearer Amplifikationssequenzierung (,, Cycle-
Sequencing*) (Murray, 1989). Dabei handelt es sich um eine Kombination der enzymatischen
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) und einer PCR-Amplifizierung (Saiki et al.,

1988) unter Verwendung von IR-markierten Primern. Didesoxynukleotide (ddNTPs) sorgen
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fur die notwendigen Kettenabbriiche bel der Primerelongation. Sequenzierreaktionen wurden
mit dem Thermo SequenaseTM Fluorescent Labelled Cycle Sequencing Kit (Amersham
Pharmacia, Little Chalfont, UK) oder dem SequiTherm Excel™ [I DNA Sequencing Kit-LC
(66 cm, Epicentre, Madison, WI) durchgefihrt. Als Farbstoffe dienten IRDye700 und
IRDye800 (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, D). Beide Systeme diskriminieren kaum
zwischen dNTPs und ddNTPs (Tabor und Richardson, 1995) und bauen ddNTPs ca. 1000 mal
besser ein ds z.B. die Tag-Polymerase (Reeve und Fuller, 1995).

Im Anschlufd wurden die erhaltenen Fragmente im Polyacrylamidgel in einem LI-COR Global
IR?> DNA Sequencer (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, D) aufgetrennt und mittels Laser
online detektiert. Die Auswertung der Sequenziergele erfolgte mit e-Seq DNA Sequencing
and Analysis Software (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, D).

11.1 Sequenzierung

L 6sungen, Verbrauchsmaterial und Ger éte

Sequenzierkit Thermo SequenaseTM  Fuorescent Labelled Cycle
Sequencing Kit(Amersham Pharmacia, Little Chalfont,
UK)

SequiTherm Excel™ 1| DNA Sequencing Kit-LC (66 cm,
Epicentre, Madison, WI)

Primer 5uM IR-markiert (vgl. B 8.3)
Mikrotiterplatte Polycarbonat, VV-Boden
Biozym; Hess. Oldendorf, D)
Klebefolie Microsead ™, A’-Film
(MJ Research Inc., Waltham, MA, USA)
Thermocycler Typ PTC-100™
Durchfihrung

» Die Komponenten fur die DNS-Sequenzierung wurden nach den Angaben des
Herstellers gemischt
= Verschlief3en der Mikrotiterplatte mit Klebefolie

» Durchfiihrung der Reaktionen im Thermocycler nach folgendem Programm:

Anzahl Zyklen | Temperatur [°C]| Zeit |Reaktion
1 94 3 min | Anfangsdenaturierung
94 30 sec | Denaturierung
25 45 30 sec |Annealing
72 30 sec | Elongation
1 72 10 min | Finale Elongation
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» Anschlief3end Zugabe von 3 pl Stopppuffer

= Kurz vor dem Auftragen 5 min bei 94 °C denaturieren

11.2 Polyacrylamidgelelektr ophorese

L dsungen, Verbrauchsmaterial und Geréte

Tris-Borsaure-EDTA-Puffer 134 mM Tris
(1XTBE) 445 mM Borsaure
25mM EDTA; pH 8,0

Harnstoff

Sequagel XR (National Diagnostics, Hull, GB)

Sequagel Complete (National Diagnostics, Hull, GB)

APS-L6sung 10 % (w/w) Ammoniumpersulfat
(Aliquots bei —20 °C lagern)

TEMED N’-N’-N’-N’-Tetramethylethylendiamin

Glasplatten 66 cm (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, D)

Spacer 0,25mm (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, D)

Kamm 0,25mm (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, D)

Sequenzierapparatur L1-COR Global IR° DNA Sequencer (LI-COR
Biosciences, Bad Homburg, D)

Software eSeqg DNA Sequencing and Anaysis
Software  (LI-COR  Biosciences, Bad
Homburg, D)

Durchfihrung

» 6 gHarnstoff in 1,5 ml 10xTBE und 11,25 ml HyOyeing 10seN
=  Zugabe von 24 ml Sequagel XR, 6 ml Sequagel Complete, 300 pl APS-Ldsung und 15

ul TEMED

» Loésung sterilfiltrieren und Gel nach Herstellerangaben gief3en

» 1,5h polymerisieren lassen

» Gd in Sequenzierapparatur einhéngen, Pufferbecken mit 1IXTBE flllen und den

Vorlauf starten

= Nach dem Vorlauf Auftragen der denaturierten Sequenzierreaktionen
= Elektrophorese (2000V, 25 mA, 45 W, 45 °C)

=  Endedes Gellaufs nach ca. 10-12 h

»  Auswerten der Sequenziergele mit o.g. Software
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12 Auswerten der Sequenzdaten und Konstruktion stammspezifischer

Primer

Die ermittelten Sequenzen wurden in der BLAST-Genbank (Altschul et a., 1997)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST) auf Ubereinstimmungen mit bereits bekannten

Sequenzen Uberprift.

Die Primer wurden so konstruiert, dass sie etwa 18 Basen lang sind und einen GC-Gehalt von

ca 50 % aufweisen.

13 Durchfuhrung stammspezifischer PCR-Ansatze

Zur Ermittlung der hochstméglichen Primerbindungstemperatur wurde zunéchst eine
Gradienten-PCR (vgl. B 9.4.1) mit der chromosomalen DNS des Zielstammes durchgefiihrt.
Danach erfolgte eine PCR (vgl. B 9.2) mit der DNS samtlicher Subtraktorenstamme und, falls
moglich, weiterer Referenzstdmme, unter Verwendung der ermittelten, optimalen
Annealingtemperatur.

Die PCR-Bedingungen der einzelnen stammspezifischen Primerpaare sind jeweils im
Ergebnisteil aufgefihrt.
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14 Methoden zur Isolierung und Identifizierung spezifischer DNS

Fragmenten

141 RL-PCR

PCR unter
stringenten
Bedingungen mit
1 Primer

)

Niedrige Annealing-
Temperatur damit der 30 Zyklen
Primer unspezifisch
binden kann

<gmm @ —

Abb. B2: Schematische Darstellung einer RL-PCR
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14.2 Spezifisches DNS-Fischen

Die mit PCR vervielféltigte
chromosomale DNS wird durch
Hybridisierung an immobilisierte
Sonden angereicher

-~ [O&
_ _ N—

V erschieden stringente
Waschschritte mit
unterschiedlichen
Formamidkonz.

Denaturierung der
gebildeten Hybride

NN

e N

Abnahme von 10pul aus dem
l Uberstand

PCR vom Uberstand mit
Linker

Abb. B3: Schematische Darstellung der Methode des spezifischen Fischens

L 6sungen, Verbrauchsmaterial und Ger éte

Mikrotiterplatte vgl. B 10.2.4.1

PCR-Produkt 1ug stammspezifisches PCR-Produkt

BamH|I DNS 50ng vgl.B 7.1

Sondenlsg. 10 uM am 5 Ende phosphorylierter stammspezifischer Primer
PBS vgl. B 10.2.4.1

PBS+MgCl, vgl. B 10.2.4.1

Ofen vgl. B 10.2.4.1

Klebefolie vgl. B 10.2.4.1

Blockingstamml sg. vgl. B 10.2.4.2

Blocking-PBS vgl. B 10.2.4.2

Hybridisierungspuffer vgl. B 10.2.4.2

EDC-L 6sung 10 mM 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
Tris-Waschl6sung 10mM Tris/HCI; pH 7,5

150 mM NaCl
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0,05% Tween 20

TMACI-Waschlsg. 50mM Trig/HCI; pH 7,5
2mM EDTA
0,1% SDS
3 M Tetramethylammoniumchlorid (TMACI)
X % Formamid (je nach erforderlicher Stringenz)

14.2.1 DNS-Fischen mit ssammspezifischen Primern

Immobilisierung (Nikiforov und Rogers, 1995)
= 100 pl EDC-L6sung mit 2 pl Sondenldsung mischen und in Kavitét pipettieren
= Inkubation der MTP UN bei 37 °C im Ofen
= 3x Waschen mit je 100 pl TrisWaschlosung bei RT und Ausklopfen der
Mikrotiterplatte

Prahybridisierung
» Inkubation mit 100 pl Hybridisierungslésung der beschichteten MTP fur 30-60 min
bei 37 °C im Hybridiserungsofen

Hybridisierung
» Denaturierung des PCR-Produktes fir 10 min bei 95 °C im Wasserbad
» |nkubation fur 1,5-2 h bel 37 °C im Hybridisierungsofen

Waschen
= 3x Waschen mit je 100 pl Waschldsung fur 10 min bei 37 °C im Hybridisierungsofen

I solierung stammspezifischer DNS
»  3x Waschen mit 100 pl PBS, anschlief3end 50 pl HoOeing auf die Kavitét draufgeben
= Denaturierung fir 20 min bei 100°C im Hybridisierungsofen
= Abnehmen von 10 pl vom Uberstand
=  PCR mit 2 pl vom Uberstand mit Primer S1 (vgl. B 9.2)
= Klonierung des Uberstand in Topo TA Klonierungsvektor (vgl. B 9.3)
= Sequenzieren der Klone (vgl. B 11)
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14.2.2 Molekulare Screeningmethode

Immobilisierung

lug stammspezifisches PCR-Produkt in 50 pl PBS+MgCl, (vgl. B.10.2.4.2)
aufnehmen und fur 10 min bei 95 °C im Wasserbad denaturieren

Inkubation fur 1 h bei 37 °C in der Mikrotiterplatte im Hybridisierungsofen

Entleeren der MTP durch Ausklopfen auf Zellstoffpapier

1-12 h bei 60 °C im Ofen trocknen

Prahybridisierung (vgl. B 10.2.4.2)

Hybridisierung (vgl. B 10.2.4.2)

Nach dem Verdau der DNS mit Bam HI (vgl. B 7.1) und der Ligation (vgl. B 7.2)
erfolgt eine Amplifikation mit Adaptor (vgl. B 9.2)

Denaturierung des PCR-Produktes fir 10 min bei 95 °C im Wasserbad

Inkubation fir 1,5-2 h bei errechneter Hybridisierungstemperatur (vgl. B 10.1) in der
MTPim Ofen

Ausklopfen der MTP und Waschen mit 100 pl PBS

Gerzidlte I solierung spezifischer DNS-Fragmente

Auf gewaschene Kavitét (vgl. B 14.2.1) 50 pl HxOreingt geben und 20 min im Ofen bei
95 °C zur Denaturierung der gebildeten Hybride inkubieren

Abnehmen von 10 pl des Uberstandes

PCR mit 2 pl des Uberstandes mit Adaptor (vgl. B 9.2)

Klonierung der PCR-Fragmente in den TOPO-TA-Klonierungsvektor (vgl. B 9.3)
Sequenzieren der Klone (vgl. B 11)
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C. Ergebnisse

1 Differenzierung von 3  Streptomyces  Stammen  mittels
Mikrotiterplatten- AusschluBBhybridisierung (MASH) entwickelter

Primer

Am Ingtitut lagen 3 Streptomyces Stamme vor, die nicht mit den herkémmlichen Methoden
differenziert werden konnten. Es sollte nun versucht werden, stammspezifische Primer fir
diese Stémme zu entwickeln, um sie so zu differenzieren. Des weiteren war dieser Versuch
interessant, um die Grenzen der MASH auszutesten, da die Streptomyceten einen sehr hohen
GC-Gehdt (72% GC) haben und bel einer genomischer DNS-DNS Hybridisierung kaum
Unterschiede aufweisen. Es sollte daher versucht werden, ob man unter diesen
Voraussetzungen noch spezifische DNS-Fragmente fir die einzelnen Streptomyceten mittels
MASH isolieren kann.

1.1  Entwicklung stammspezifischer Primer

Nachdem die DNS wie unter B 10.2 beschrieben prapariert worden war, wurde eine MASH,
mit den 3 Stdmmen durchgefiihrt. Es wurden jedes Mal die PCR-Fragmente von 2 Stdmme
pro Kavitdt immobilisiert (insg. 1-2 pg/Kavitét) und anschlief3end mit der préparierten DNS
(vgl. B 10.2) des dritten Stammes, bei verschiedenen Formamid Konzentrationen im

Hybridisierungspuffer, hybridisiert (vgl. Abb. C1)
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o Stamm A Stamm B Stamm C
F_ormarmd Im Hybridisierung mit 50 Hybridisierung mit 50 Hybridisierung mit 50
Hybridisierungspuffer  ng DNSpro Kavitst ~ ng DNSproKavitdt  ng DNS pro Kavitét

! ! ! !

20% BC AC BA
25% BC AC BA
30% BC AC BA
35% BC AC BA
40% BC AC BA
45% BC AC BA
50% BC AC BA
55% BC AC BA
Abb. C1: Schematische Darstellung einer MASH in der Mikrotiterplatte. Die Zellen der Tabelle stellen

die Kavitéten der MTP dar. Pro Kavitét wurden jeweils die DNS von 2 Stdmmen immobilisiert
und mit dem dritten Stamm bei unterschiedlichen Formamidkonzentrationen (20%-55%)
hybridisiert

1.2  PCR mit dem Hybridisierungsiiber stand

Nach 1,5 — 2stindiger Hybridsierung wurden 10 pl vom Hybridsierungsiberstand vorsichtig
abgenommen, und anschlief?end eine PCR mit dem S1 Oligonukleotidprimer durchgefihrt
(vgl. B 9.2). Auf Abb. C2 handelt es sich um eine gelel ektrophoretische Auftrennung der PCR
der einzelnen Hybridisierungstiberstanden. Wie der Pfeil in Abb. C2 markiert, erkennt man ab

einer Formamidkonzentration von 30 % im Hybridisierungspuffer eine distinkte Bande.

Abb. C2: Gelelektophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente,
?_, 1 e . 8 generiert mit dem Oligonukleotidprimer S1 mit 2 pl vom
Uberstand der Hybridisierungen mit Stamm A
. Spurenbel egung:
1) 20 % Form. im Hyb.puffer 6) 45 % Form. im Hyb.puffer
2) 25 % Form. im Hyb.puffer 7) 50 % Form. im Hyb.puffer

\ 3) 30 % Form. im Hyh.puffer 8) 55 % Form. im Hyb.puffer
v 4) 35 % Form. im Hyb.puffer 9) KBL

= e s !
‘ el - . d - - e 5) 40 % Form. im Hyb.puffer
: vy _

Es wurde nun fur alle 3 Stdmme eine PCR eines Aliquots vom Uberstand der Hybridisierung
in Gegenwart von 45% Formamid mit dem Linker S1 as Primer durchgefiihrt. Das Gelbild
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(vgl. Abb. C3) zeigt bereits einen Unterschied von Stamm B zu Stamm A und C. So ergab die
PCR nur mit der DNS der Stdémme A und C eine deutliche Bande.

In einem né&chsten Schritt wurden die spezifischen Banden, die mit der DNS von Stamm A
und C generiert wurden, ausgeschnitten, aufgereinigt und fir weitere Sequenzanaysen in
einen TOPO-TA-Cloning Vektor kloniert (vgl. B 9.3). Die mittels PCR angereicherten DNS-
Fragmente von Stamm B wurden ebenfalls kloniert und sequenziert. Die Sequenzanayse
ergab, dass es sich bei den Banden von den Stdmmen A und C um 23S-rDNS-Fragmente
handelte. FUr den Stamm B konnten ebenfals 23S-rDNS-Fragmente sowie weitere DNS-
Fragmente unbekannter Sequenz isoliert werden. Es wurden nun aufgrund der Sequenzdaten
der entsprechenden isolierten Fragmenten Primer konstruiert und auf ihre Spezifitét(vgl. Tab
C1) getestet.

4 1 — ’ Abb. C3: Gelelektophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente,
generiert mit dem Oligonukleotidprimer S1 mit 2 pl vom

Hybridisierungsiiberstand (45 % Formamid)

-

Spurenbelegung:

1) Stamm A 3) Stamm C

o \ 2)StammB  4)KBL

1.3 Mit MASH isolierte DNS-Fragmente, flr die einzelnen Streptomyces Stamme
spezifische DNS-Fragmente

Nachfolgend sind die Sequenzen der ,spezifischen DNS-Fragmente® die mittels MASH

isoliert wurden aufgefthrt. Die aufgrund dieser Sequenzdaten konstruierten Primer bzw. die

Zielsequenzen sind grau unterlegt. Der Zielstamm, fir den die Primer spezifisch sein sollen,

und die Subtraktorenstamme sind ebenfalls aufgelistet.

1.3.1 Streptomyces sp. A spezifisches DNS-Fragment

Fir Streptomyces sp. A konnte nur ein spezifisches DNS-Fragment mittels MASH isoliert
werden. Tab. C1 zeigt die Sequenz des erhaltenen Fragmentes mit den daflir konstruierten
Primern bzw. Zielsequenzen (grau unterlegt). Die Lénge des spezifischen PCR-Produktes
betragt 189 bp.
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Name KLON AQ 2

Zielstamm Sreptomyces sp. A

Subtraktor Streptomyces sp. C

Sequenz ACGTTGTAGG CGTCGAGGGT TGTCGCGGTG ACGTTCAGGA

TTCCGTITGAC GCCGTANNAG CTCGGAGGTC ACTTGCAGCT
TTTCGAAGCT GGACACTCCT GTGGECTGITG ATGCCTTTNT
CCCCCGTGAT GGCTCGCGAT GICCAGCGIG CTGTCCTCTC
CCAGAAGTGI GCCCTGGATG TGAGGI TGI

Entwickelte Primer

KlonAO 2V KlonAO 2R

L ange des spezifischen
PCR-Produkts

189 bp

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C1: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der

spezifischen Primer

1.3.2 Streptomyces sp. A und Streptomyces sp. C spezifische DNS-Fragmente

Obschon es sich um eine Ausschlusshybridisierung mit Stamm A as Zielstamm handelte,

waren die angereicherten DNS-Fragmente fur Sreptomyces sp. A und Streptomyces sp. C

spezifisch. Tab. C2 fuhrt sowohl die isolierten DNS-Fragmente als auch die aufgrund der

Sequenzdaten entwickelten Primer wie auch die Lange der spezifischen PCR-Produkte auf.

Name KLON A2

Zielstamm Streptomyces sp. A

Subtraktoren Sreptomyces sp. B; Sreptomyces sp. C

Sequenz GATCTCGACG TCGACGTGCA CGTCCGGTGT GGACACCGGT

GAGGACACGT ACCTGICCGI CCGTCGACCT CAACGAGCCC
GITCTCGTAG GTGGGECAGCG CGGEGCCCGAT GICGGTGITC
TCCTCCCGGA TGAGGAAGIG GIGGTACTCG GCAGGAACGA
GCCACGGECGEG NGITTCTCGC ATCACGATAG GACCCATCTG

ATG

Entwickelte Primer

KlonA2V KlonA2R

L &nge des spezifischen
PCR-Produkts

203 bp

Sequenzéhnlichkeiten

-- (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Name

KLON A4

Zielstamm

Sreptomyces sp. A

Subtraktoren

Sreptomyces sp. B; Streptomyces sp. C

Sequenz

ATCTCTCTTT CACAGICTGC
AACCGTCATG ATAGGCGAAG
AGAGGGTAAG ACCCCGTAGC
TGAGAGACAC CCAAGTAGCA
GIGAATCTGG CGGGACCACC
TGGTGACCGA TAGCGGATAG
AGTACCGCGG GAGCGAGTGA
GCCTACAAGC CGTGGGAGCG
TATCCTCGIG ACTGCGTGCC
AGITTGCGGT GTGTTGCGAG
GTAGCGAAAG CGAGTCCGAA
CTCAAGACCC GAAGCGGAGT

CGACTGIGAG ACAAGTAAGA
GGCATGCGAA AGGCCGECGT
TGAAATTGIG GCGCCTTGIT
CGGGGECCCGA GAAATCCCGT
CGTTAAGCCT AAATATTCCC
TACCGTGAGG AATGGTGAAA
AATAGTACCT GAAACCGTGT
TCGGGATGCG AGITTACTCG
TTTTGAAGAA TGAGCCTCGCG
GITAACCCGT GI'GGGGAGCC
CAGGGCGATT CAGTAGCGCG
GATC

Entwicketer Primer

KlonA4V

L ange des spezifischen

1347 bp mit Primerpaar KlonA4V / KIonAC23SR
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PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten

92 % zum 23S-rRNS Gen von Streptomyces avermitilis

(http://www.nchi.nim.nih.qov/BLAST/)

Name KLON A8

Zielstamm Streptomyces sp. A

Subtraktoren Sreptomyces sp. B; Sreptomyces sp. C

Sequenz TGGTCGCCCT CGCGGTCCGG GTCTCCTTCC CACac CTCCA

C&ETCAaCCT CITGAGGITG TecCTTCGICG GCTCGTACGA
CTTCACACGC TGCTGCGGCA gGCCCTGGIT TCGGECCGATG
AGIGCCCTGa ACTTCCGICT GCCCTCACGG TCCTTAG GA
TGGIGCCCaG GECATGTGIG TTCACCACAC GGATGGTGCT
CITCAGCTCC TCGICCATGG CTGCGGCGCA gATGGe CGCT
CCCTCGgCCA CCGCAgTCAT CGGGTCGCAC ATGITGIGIc

CAcgNGCTCG CAGTCGAGCG ¢ CTCCGAGAC TGCGGCGCGe  ACCGCG

Entwickelte Primer KlonA8V KlonA8R

L ange des spezifischen 326 bp

PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Name KLON AC23SR

Zielstamm Sreptomyces sp. A

Subtraktoren Sreptomyces sp. B; Sreptomyces sp. C

Sequenz TATCCTACAC AAGCCCNGAA CCGaCACAt A TCAAACT G A
GTAAAGGTCC CGGGGTCTTT CCGTCCTgCt gCGCGAAACG
AgCATCt TTA CTCGTAGTGC AATTt CACCG GGCCTATGG
TGAGACAGTC GAGAAGTCGT TACGCCATTC GTGCAGGTCG
GAACTTACCC GACAAGGAAT TTCGCTACCT TAGGATGGIT
ATAGTTACCA CCGCCGTTTA CTGGCGCTTA AGTTCTCAGC
TTCGCCAGAA CGAATCCTGG ¢ TAACCGGTC CCCTTAACGT
TCCAGCACCG GGCAGGCGTC AGTCCGTATA CATCGCCTTA
CGGCTTCGCA CGGACCTGTG TTTTTAGTAA ACAGTCGCTT
CTCGCTGGTC TCTGCGGCAC ACCCAGCTCA CCAAGCATGT TGGATC

Entwickelter Primer KlonAC23SR

L ange des spezifischen
PCR-Produkts

1347 bp mit Primerpaar KlonA4V / KIonAC23SR

Sequenzahnlichkeiten

96 % zum 23S-rRNS Gen von Streptomyces avermitilis

(http://www.nchi.nim.nih.qov/BLAST/)

Tab. C2: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der

spezifischen Primer

1.3.3 Streptomyces sp. B spezifische DNS-Fragmente
In Tab. C3 sind DNS-Fragmente aufgefuhrt, die mittels MASH fir Streptomyces sp. B

angereichert werden konnten. Die ermittelten Sequenzdaten dieser Fragmente wurden zur

Konstruktion mehrere Streptomyces sp. B. spezifischen Primer (grau unterlegt) genutzt (vgl.

Tab. C3).
Name KLON B2
Zielstamm Streptomyces sp. B
Subtraktoren Sreptomyces sp. A; Sreptomyces sp. C

Sequenz

GACGAATACG GI'GAAGGCTA TTTTCCGCAT TCATGICCCT
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TTTCGICCGT CCGTTCGITT GITCGICATC GITTGECTCG
TTCGCCCTTG TATTCCACCC GACCGGECGGA AAGGTCACGG
CCTGGGAACT CATGGCCGEG ACGCTCACCC GITCGGCGTA
ATGAACCGIC GGAATGIC

Entwickelte Primer

KlonB2V KlonB2R

L ange des spezifischen
PCR-Produkts

178 bp

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Name

KLON B4

Zielstamm Sreptomyces sp. B
Subtraktoren Streptomyces sp. A; Sreptomyces sp. C
Sequenz TGCATTTAGG TGCAGCGICG TGTGTTTCTT GCCGGAGTAG

AGCACTGGAT AGGCGATGGEG CCCTACCGGEG TTACTGACCT
TAGCCAAACT CCGAATGCCG GTAAGTGAGA GCGCGGCAGT
GAGACTGIGG GGGATAAGCT CCATGGTCGA GAGGGAAACA
AGCCCAGAGC ATCGACTAAG GCCCTAAGCG TACGTAAGTG
GGAAAGGATG TGGAGTCGCA GAGACAAACC AGGAGGTTGG
CTTAGAAGCA GCCACCTTGA AAGAGIGCGT AATAGCTCAC
TGGICAAGIG ATTCCGCGCC GACAATGTAG CGGGCECTCAA
GCGTACCGCC GAAGTCGTGT CATTGCAGIA CATACCCCCA
ACGCGACTGIG ATGGGTAGGG GAGCGICGTG TGCC

Entwickelte Primer

L ange des spezifischen
PCR-Produkts

KlonB4V KlonB4R KlonB4Ra
394 bp mit Primerpaar KlonB4V KlonB4R
400 bp mit Primerpaar KlonB4V KlonB4Ra

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Name

KLON B5

Zielstamm Sreptomyces sp. B
Subtraktoren Streptomyces sp. A; Sreptomyces sp. C
Sequenz ACGTTCTTCG GTGCGGATGC CCCAGACGTG GTCGAGGACC

TGAACACCAC CCCCTTGGECC ATATGECGEG TGAGGCGAGG
GIGGCGTACG AGCTCAGATG GITGATGTAG AAGITCTCTT
CCGGTGICCT CAGGGCCTTG TCGAACTGGEG ACTTCAACCT
CCCCGACCTT GCCGICGECG TCGICCGIGI CGTAGIGGIC
CTGAATCCTG GCGICGCCCA GGEGGATTCCG GGGAGT CCGG
CGACAATTGA GAGCACCACG ATC

Entwickelte Primer

KlonB5V KlonB5R

L &nge des spezifischen
PCR-Produkts

263 bp

Sequenzéhnlichkeiten

-- (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Name

KLON B7

Zielstamm Streptomyces sp. B
Subtraktoren Sreptomyces sp. A; Sreptomyces sp. C
Sequenz GGGGTAGGGG AGATCTGTGG TGCGGAACTC CCGGGGCAGC

AGCCCCTGGA GACGCGGATT TCCTGGATGC TCGACCACGT
CCTTGACGGTI GICGATGCCG CGCCAGTAGC CGGAGAGCCG
GTAGCCTGAT GAGICGICCG TCGCTGGECCA GTTCCGGGAA
GGTGCTGICC TCGTGGTCCC CTTGTTGEEG AGCAGCTGEA
CCACGTCGGEG ATTGAAGACG TAGATTCCGG CGTTGATC

Entwickelte Primer

KlonB7V KlonB7R

L &nge des spezifischen
PCR-Produkts

238 bp

Sequenzéhnlichkeiten

-- (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Name

KLON B12

Zielstamm

Sreptomyces sp. B

Subtraktoren

Sreptomyces sp. A; Streptomyces sp. C
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Sequenz CCCCEEGTGG CTGCTGEECT GCTTCGAAAT CGITGGACGC
CTTCGGITGG TCGECGAGCA TCCGAGGGTG ACAGATGATG
CTGATTACTG GGGACCGITC ACGCGGAACC CGAAGIGTGT
CCGTTTTGCA GAGITGICCG GTGIGGCGAT GICCGCATTG
CTCGATGGAG ACCTGTCCGA AGCCAGCAGG GI'GGCAGEEG
TTTCTCTGAC CGAGTACTTC CTGACCGACG AGCACGGTGG
CTGTGGCAGI TCGGCTCGAC CAGATGECCG CGATC

Entwickelte Primer KlonB12V KlonB12R

L &nge des spezifischen 275 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C3: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer

1.4  Invitro Amplifikationen mit den Streptomyces sp. B spezifischen Primern

Es konnten gleich mehrere Stamm B spezifische Primer konstruiert und getestet werden. Die
Abb. C4 und Abb. C5 zeigen, dass mit den Primer KlonB2V / KlonB2R, KlonB4V /
KlonB4R, KlonB4V / KlonB4Ra und KlonB5V / KlonB5R mit der DNS von Stamm B
spezifische Banden generiert werden konnten. Alle Primer sind mit ihrer Sequenz und den
evaluierten Spezifitaten in Tab. C4 aufgefihrt.

= Abb. C4: Stammspezifischer Nachweis fiir den Stamm B
Ll 8 463 6 T8 unter Verwendung der Primerpaare KlonB2V / KlonB2R
und KlonB4V / KlonB4R

‘ ' Spurenbel egung:

— 1) Stamm A 6) Stamm B

— 2) Stamm B 7) Stamm C

- 3) Stamm C 8) Negativkontrolle
4) Negativkontrolle 9) KBL
5) Stamm A

KlonB2V-KlonB2R ‘ KlonB4V-KlonB4R

eI e R b '8 Abb. C5: Stammspezifischer Nachweis fir den Stamm B
; o = unter Verwendung der Primerpaare KlonB4V / KlonB4Ra

-— - und KlonB5V / KlonB5R
- Spurenbel egung:
& . ; ! 1) Stamm A 6) Stamm B
2) Stamm B 7) Stamm C
3) Stamm C 8) Negativkontrolle
- 4) Negativkontrolle 9) KBL
= - 5) Stamm A

KlonB4V-KlonB4Ra KlonB5V-KlonB5R
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15 In vitro Amplifikationen mit den Streptomyces sp. A und Streptomyces sp. C
spezifischen Primern
Die Sequenzen der mittels MASH (vgl. C 1.3.2) isolierten Fragmente zeigten, dass die
Stdmme A und C problemlos von Stamm B differenziert werden kdnnen. Es war aber nicht
moglich, Primer zu konstruieren, mit denen man zwischen den Stdmmen A und C
unterscheiden konnte. Die Abb. C6 und Abb. C7 zeigen, dass die DNS der Stémme A und C
jeweils ein PCR-Produkt mit den entwickelten Primern ergeben und nicht zwischen den
beiden Stdmmen unterschieden werden konnte. In Tab. C4 sind die Bedingungen unter denen

die Primer getestet wurden angegeben.

1 92 ‘3" Abb. C6: Stammspezifische Nachweise fur die Stémme
A und C unter Verwendung der Primerpaare
KlonA8V / KlonA8R und KlonC12V / KlonC12R

541 2 3 4

5
— ' Spurenbelegung:
. 1) Stamm A
- 2) Stamm B
- 3) Stamm C
4) Negativkontrolle
- W 5 KBL

IR

= -

KlonA8V-KlonA8R KlonC12V-KlonC12R

aﬁ 1 wz 3 4 _=§ 1 2 3 4 Abb.C7: Stammgspezifische Nachweise fur die Stémme

A und C unter Verwendung der Primerpaare
'~ e s - KlonA2V / KlonA2R und KlonA4V / KIonAC23SR
o Spurenbelegung:
L. . . e o  )SanmA

2) Stamm B
3) Stamm C
4) Negativkontrolle

e i 5) KBL

KlonA2V-KlonA2R ‘KlonA4V-KIonAC23SR

1.6  Differenzierung zwischen Streptomyces sp. A und Streptomyces sp. C

Da mit den zuvor konstruierten Primern (vgl. C 1.5) nicht zwischen Stamm A und Stamm C
differenziert werden konnte, wurde eine zweite Ausschlusshybridisierung, mit weniger
stringenten Bedingungen durchgefihrt. Zur Konstruktion Stamm A spezifischer Primer wurde
die DNS von Stamm A nur mit der von Stamm C hybridisiert. Die Hybridisierungen wurden
mit 0 %, 5 %, 10 %,15 %, 20 %, 25 %, 30 % und 35 % Formamid im Hybridisierungspuffer
(vgl. B 10.2.4.2) bel 70 °C durchgeftihrt. Nach Klonierung und Sequenzanalyse der isolierten
Fragmente wurden Primer konstruiert und getestet. Diesmal war es moglich, ein fir Stamm A
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spezifisches Primerpaar zu entwickeln und zu testen. Abb. C8 zeigt, dass die Primer
KlonAO 2V-KIlonAO 2R spezifisch fur den Stamm A sind.

N -

KlonA0_2V-KlonA0_2R

17

[ZT3 4

Spezifitat

und PCR-Bedingungen fr

Streptomyces-spezifischen Primer paare

Spurenbel egung:

1) Stamm A

2) Stamm B

3) Stamm C

4) Negativkontrolle
5) KBL

Abb. C8: Stammspezifischer Nachweis fir
den Stamm A unter Verwendung des
Primerpaares KIonAO_2V / KlonAO_2R

die konstruierten und getesteten

Die folgende Tabelle listet alle konstruierten Streptomyces-spezifischen Primer und die

Bedingungen unter welchen sie getestet wurden sowie die Spezifitét der Primerpaare auf.

Primerpaare 5'-Sequenz-3' Annealing- PCR- Spezifitat
Temperatur Zyklenzahl
Cowar | TAC A GaC TrC Cre ate | %6°C | % |sammeaundc
E:gzﬁgzssR g g(CBTC &;é ACQX EA % %6 °C 25 | SttmmeA undC
Cower  |cAT Goa Con conocr o | S°C | 2 |semmeAwndc
KowbzR |GG ATT o Ac Grr car | °C | % |sems
Konpar | Co6 T1G oo Gra Tor AcT | °C | % |sems
onpdra | Co0 GTA ToT ACT conate | °C | % |sems
KlowC 23R _|Con GCT Cac o oa tar | S°C | 2 |semmeAwndc
KBSk | 770 AGS ACE ACT AG ACA | S°C | % |sems
Cond7R |TCr Aco TCT TA ATC 006 | 6°C | % |sams
ConBIR | ATC A CaA TGC Goa car | 6°C | % |sammB
donclok | AAC CTG 000 0o AGe or | € | % |sammeaunc
KonAZR | ACA GG ToA GaT conoas | T°C | % |samA

Tab. C4: Sequenz, Spezifitdt und PCR Bedingungen der konstruierten Streptomyces—spezifischen Primer
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2 Konstruktion  pathovarspezifischer ~ Oligonukleotidprimer ~ fir

ver schiedene Xanthomonas campestris Pathovare

21  Mit MASH isolierte pathovar spezifische DNS-Fragmente

Bel den Stdmmen Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas campestris pv.
raphani, Xanthomonas hortorum pv. pelargonii, , Xanthomonas pv. lobelia® und
»Xanthomonas pv. isotoma”“ handelt es sich um pflanzenpathogene Organismen, die meistens
durch Infektionsstudien identifiziert werden. Diese Nachweise sind zeitaufwendig und nicht
eindeutig. Um den Nachweis der einzelnen Stdmme zu vereinfachen, sollten pathovar-
spezifische Primer entwickelt und getestet werden. Zu diesem Zweck wurden mit der
Ausschlusshybridisierung in MTP pathovarspezifische DNS-Fragmente angereichert und zur
Konstruktion spezifischer Primer verwendet. Die Sequenzen der isolierten DNS-Fragmente
mit den Primerbindestellen sind nachfolgend aufgefihrt.

2.1.1 Xanthomonas campestris pv. campestris spezifisches DNS-Fragment

Fur X. c. pv. campestris konnte ein spezifisches DNS-Fragment mittels MASH isoliert
werden. Fir dieses Fragment wurden nach der Sequenzanalyse (vgl. Tab. C5) die Primer
Xantho6.8V und Xantho6.8R (grau unterlegt) konstruiert. Eine Datenbankanalyse ergab, dass
essich bel dem isolierten DNS-Fragment um einen Teil der typ IV pre-pilin Leader Peptidase
handelt (vgl. Tab. C5).

Zielstamm Xanthomonas campestris pv. campestri
Subtraktoren X. pv. lobelia, X. c. pv. raphani; X. h. pv. pelargonii
Sequenz ACAACCTCTA CATGCCAGCC AAGCCCGCCC TGCTGGGTGC

TGCGGTCGEC TATGTCTCGC TCTGGACGGT GIGGTGECTG
TTCAAGCAGC TCACCGGCAA GGAAGGGATG GGCCACGECG
ACTTCAAGIT GCTGECTGCG

Entwickelte Primer Xantho6.8VY Xantho6.8R

L ange des spezifischen 140 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten 99 % zur type IV pre-pilin Leader Peptidase von X. c. pv.
campestris ATCC 33913 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C5: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer

2.1.2 Xanthomonas campestris pv. raphani spezifisches DNS-Fragment

Im Falle von X. c. pv. raphani konnte ein 272 bp grofRes DNS-Fragment (vgl. Tab. C6) mittels

MASH isoliert werden. Bel diesem Fragment handelt es sich um einen Teil desvirB11 Gens.
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Die aufgrund der Sequenzdaten dieses DNS-Fragments konstruierten Primer, Xantho4.6bV
und Xantho4.6bR, sind im Rahmen der getesteten Xanthomonas Stémmen spezifisch fir X. c.
pv. raphani (vgl. Tab. C11).

Zielstamm Xanthomonas campestris pv. raphani
Subtraktoren X. pv. lobelia, X. c. pv. campestris; X. h. pv. pelargonii
Sequenz GACAGCACGC ATCTCGAATG ACTTCCTGGA TTACAGTACT

CAGTGCTGGEG AATCTGGATT ACTGAGACTC GCCTGACGTG
ACCGAAATCT GCATCAATCG TCCGGGTGAG CTGTATCTTG
AGACCATTCA TGGGIGGCAG CGGGTTGATG TGCCGTCGCT
CACTTACGAC CGTCCTCGEEC AGITTTGTAC GECTGICGIC
AACGAGAGCA ATACCGGGCA ACGTATCACC GACGCCGACC
CGGTGGTATC ACTGACTTTT CCGACGGEEEC AG

Entwickelte Primer Xantho4.6bV Xantho4.6bR

L &nge des spezifischen 272 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten 86 % zum virB11 Gen von X. axonopodis pv. citri str. 306
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C6: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer

2.1.3 Xanthomonas hortorum pv. pelargonii spezifisches DNS-Fragment

Dasfur X. h. pv. pelargonii isolierte Fragment hat eine Lange von 128 bp. Wie aus der Tab.
C7 hervorgeht, ergab eine Datenbankanalyse der Sequenz des isolierten DNS-Fragments
keinen Hinweis auf ein bekanntes Gen. Die entwickelten Primer bzw. deren Zielsequenzen

sind grau unterlegt.

Zielstamm Xanthomonas hortorum pv. pelargonii
Subtraktoren X. pv. lobelia, X. c. pv. campestris; X. c. pv. raphani
Sequenz GTACGTTCGC GGACATAAGC CGCAGAATGT TAAAGACCCG

CAGGITCGTG TCAAATGCGC CCATTCACAC ATGCGCCGEC
GCGEECAEECTC GCAGACTCCC TACCCGICCA CTCACAGCAC GCCATGAT

Entwickelte Primer Xanthol.7v Xanthol.7R

L &nge des spezifischen 128 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C7: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer
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2.1.4 Xanthomonas pv. lobelia spezifisches DNS-Fragment

Mittels MASH wurde folgendes DNS-Fragment (vgl. Tab. C8) fur X. pv. lobelia isoliert.
Anhand der ermittelten Sequenzdaten wurden die Primer Xantho2.11V und Xantho2.11R
entwickelt.

Zielstamm Xanthomonas pv. lobelia
Subtraktoren X. €. pv. campestris, X. c. pv. raphani; X. h. pv. pelargonii
Sequenz TGGTGGTTTC TATCITCCGT AACGGAAAAA TACCACTGGC

CTGCAGATGI TTTTGCATCA GCGCTGTACC AAGCGAAGTC
TGCGCATCGT GGGGGACTAA CAATGCATGC AAGCAGACGC
AACTAAGAGC AGCTTACAAA AGGATCTGTG CTCACCATCA
GGTGEECECG GCGATACTCG ATGCGECATG GACCACGCGT
ACACTCTGGT TTTGAACGCG CCGTCCACAC CCACCTGACA
ACTGCTCGCT ATGITTTGIT AGCCGCTCTT AGCGTICGAGA
TGAATTCGGA TGITCTGCAG CCCTCAGACG CGTGACAGGT
GAAATCATGA GCAAGGTATT CG

Entwickelte Primer Xantho2.11V Xantho2.11R

L ange des spezifischen 325 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C8: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer

2.1.5 Xanthomonas pv. isotoma spezifisches DNS-Fragment

Nach einer Ausschluthybridisierung im MTP-Format fur X. pv. isotoma konnte folgendes
DNS-Fragment (vgl. Tab. C.9) angereichert werden. Nach anschlief3ender Sequenzanalyse
wurden die Primer Xiso2V und Xiso2R konstruiert. Eine weitere Datenbankanalyse der

Sequenz ergab kein Ergebnis d.h. sie konnte keinen Referenzsequenzen zugeordnet werden.

Zielstamm Xanthomonas pv.isotoma

Subtraktoren X. pv. lobelia, X. c. pv. campestris; X. c. pv. raphani; X. h. pv.
pelargonii

Sequenz TGTATGTAGC CGAGCCTTTC AGATGTGCGT GCACATGGGA TATGTGGCGG

CATCGCTCGC ACTGACCTGA GCACGAGCGG ACATCTTGIC TGGCAGAACA
TCGCGCGCAA TACGGCAGTG GATGCGCCCT GCCGGTGECGG CGAGCTAGTA
AGCAGCCAAC AGAGACAGCA GIGGCAGAAC CGCAGCGAGC GGEGECGCAGAC
ACTGACCCGT AGAGAAGAGC CCGTAGAGAA

Entwickelte Primer Xiso2V Xiso2R

L &nge des spezifischen 325 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C9: Durchgefiihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz des
isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer
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2.2  Invitro Amplifikationen mit den ver schiedenen Xanthomonas-Primer

In Tab. C10 sind die entwickelten Xanthomonas spezifischen Primer mit ihren Sequenzen und
den getesteten PCR Bedingungen aufgefihrt. Tab. C11 listet sowohl alle Xanthomonas Isolate
auf mit denen die Primer getestet wurden als auch die Ergebnisse der verschiedenen in vitro

Amplifikationen mit den unterschiedlichen Xanthomonas-Primern.

2.2.1 Xanthomonas campestris pv. campestris spezifisches Primer paar

Der pathovarspezifische Nachweis von X. c. pv. campestris ist mit dem Primerpaar
Xantho6.8V / Xantho6.8R gewaéhrleistet (vgl. Abb. C9). Die DNS der zwei X. c. pv.
campestris Isolate ergeben ein spezifisches PCR-Produkt. Tab. C11 zeigt, dass die in dieser
Arbeit verwendeten X. c. pv. campestris Stdmme von alen anderen Xanthomonas Isolaten,
die von der LBP zur Verfigung gestellt wurden, differenziert werden konnten.

w3945 6 78 9 Abb. C9: Stammspezifischer Nachweis fir Xanthomonas
campestris pv. campestris unter Verwendung des
‘ ' . : Primerpaares X antho6.8V / Xantho6.8R
= Spurenbelegung:
- 1) X. h. pv. pelargonii 6) X. c. pv. campestris
2) X. pv. lobelia 7) X. c. pv. campestris
= 3) X. p .lobelia 8) X. pv. lobelia
: - - 4) X. c. pv. raphani 9) Negativkontrolle
’ : 5) X. c. pv. raphani 10) KBL
Xantho6.8V-Xantho6.8R

2.2.2 Xanthomonas campestris pv. raphani spezifisches Primer paar
Wie auf Abb. C10 zu erkennen ist, kann X. c. pv. raphani eindeutig mit dem Primerpaar
Xantho4.6bV / Xantho4.6bR von den anderen Xanthomonas-Arten unterschieden werden.
Sogar die DNS von X. c. pv. campestris, welcher zur selben Art wie X. c. pv. raphani gehort,
bildet mit den Primern Xantho4.6bV / Xantho4.6bR kein PCR-Produkt.

_ Abb. C10: Stammspezifischer Nachweis fiir Xanthomonas
10 1 2 , 34 5 6 7 8 9 campestris pv. raphani unter Verwendung des Primerpaares

4 Xantho4.6bV / Xantho4.6bR
. Spurenbel egung:
= 1) X. h. pv. pelargonii 6) X. c. pv. campestris
— 2) X. pv. lobelia 7) X. c. pv. campestris
- 3) X. pv. lobelia 8) X. pv. lobelia
- 4) X. c. pv. raphani 9) Negativkontrolle
5) X. c. pv. raphani 10) KBL
- e

Xantho4.6bV-Xantho4.6bR
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2.2.3 Xanthomonas hortorum (campestris) pv. pelargonii spezifisches Primer paar

Das Primerpaar Xanthol.7V / Xantho 1.7R wurde entsprechend der Sequenz des X. h. pv.
pelargonii spezifischen DNS-Fragmentes entwickelt. Wie Abb. C11 zeigt, ist die PCR mit
diesem Primerpaar spezifisch fur X. h. pv. pelargonii. Diagnostiche PCR wurde sowohl mit
isolierter chromosomaler DNS (Spur 1) as auch direkt mit Zellen (Spur 2) durchgefihrt. In
beiden Féallen ergab sich diesselbe spezifische Bande. Die Isolierung der DNS ist also nicht

zwingend fur den spezifischen Nachwels, was die Identifizierung vereinfacht und Zeit erspart.

10 1.2 3 4 5 6 7 8 9 Abb. C11: Stammspezifischer Nachweis fiir Xanthomonas
™ : hortorum pv. pelargonii unter Verwendung des Primer-
= 2 paares Xanthol.7V / Xanthol.7R

Spurenbel egung:
1) X. h. pv. pelargonii 6) X. c. pv. raphani
2) X. h. pv. pelargonii 7) X. c. pv. campestris

3) X. pv. lobelia 8) X. c. pv. campestris
4) X. pv. lobelia 9) X. pv .lobelia
. 5) X. c. pv. raphani 10) KBL

- .
=Y

Xantho1.7V-Xantho1.7R

2.2.4 Xanthomonas pv. lobelia spezifisches Primer paar

Mit den Primern Xantho2.11V / Xantho2.11R konnen die 3 X. pv. lobelia Isolate von den
anderen Xanthomonas Stdmmen differenziert werden (vgl. Abb. C12). Wie sich aber nach
Einbeziehung weiterer Referenzstdmme herausstellte, kann mit diesem Primerpaar nicht

zwischen X. pv. lobelia und X. pv. isotoma unterschieden werden (vgl. Tab. C11).

= & 7 8 9 | Abb.Cl12: Stammspezifischer Nachweis fir Xanthomonas
3 B .- campestris pv. lobelia unter Verwendung des Primerpaares
. oI : Xantho2.11V / Xantho2.11R
s - Spurenbel egung:

s . —ﬁ, g : 1) X. h. pv. pelargonii ~ 6) X. c. pv. campestris

2 Za = i ; 2) X. pv. lobelia 7) X. c. pv. campestris
- [ " 3) X. pv. lobelia 8) X. pv. lobelia
‘ 4) X. c. pv. raphani 9) Negativkontrolle

5) X. c. pv. raphani 10) KBL
Xantho2.11V-Xantho2.11R

2.25 Differenzierung zwischen Xanthomonas pv. lobelia und Xanthomonas pv.
isotoma
Kreuzinfektionen mit diesen Stdmmen ergaben identische Ergebnisse (Poschenrieder, pers.

Mittellung). So zeigte die Wirtspflanze von X. pv. lobelia auch Symptome wenn sie mit X. pv.
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isotoma infiziert wurde und umgekehrt. Daher lag die Annahme nahe, dass es sich um ein und
denselben Stamm handeln konnte und es sollte versucht werden, ob es mdglich wére
zwischen beiden Stammen durch eine spezifische PCR zu differenzieren. Die fur X. pv.
isotoma konstruierten spezifischen Primer ergaben mit beiden Stamme dieselben Ergebnisse.
So konnte mit dem Primerpaar Xiso2V / Xiso2R sowohl mit Isotoma-Isolaten as auch mit
den Lobelia-lsolaten PCR-Produkte generiert werden (vgl. Abb C13). Mit dem Primerpaar
XisolV / XisolR wurde weder mit X. pv. isotoma noch mit X. pv. lobelia ein Amplifikat
gebildet (vgl. Abb. C13). Insgesamt wurden 12 X. pv. lobelia Isolate und 10 X. pv. isotoma
Isolate getestet (vgl. Tab. C11)

11 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 Abb.C13: Testender Primer XisolV / XisolR (Spuren 1-5)
'\3“ w— = und Xiso2V / Xiso2R (Spuren 6-10) mit

Xanthomonas pv. lobelia und Xanthomonas pv. isotoma

’* Spurenbel egung:
1) X. pv. lobelia 7) X. pv. lobelia
2) X. pv. lobelia 8) X. pv. isotoma
|ﬂ 3) X. pv. isotoma 9) X. pv. isotoma
y 4) X. pv. isotoma 10) Negativkontrolle
5) Negativkontrolle 11) KBL

E - - - 6) X. pv. lobelia
i 'i I-i;..{'.

2.2.6 Gradienten-PCR zur Differenzierung zwischen X. pv. lobelia und X. pv. isotoma
Mit der Gradienten-PCR (vgl. B 9.4.1) sollte getestet werden, ob sich das Bindeverhalten des
Primerpaares Xiso2V / Xiso2R durch schrittweise Erhohung der Annealing-Temperatur bel X.
pv. lobelia und X. pv. isotoma unterscheidet. Wie Abb. C14 und Abb. Cl4a zeigen kann auch
bei Erhdhung der Stringenz nicht zwischen den zwel |solaten differenziert werden.
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*131 2& 3¢ 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Abb. C14: Gradienten-PCR mit den Primern
Xiso2V / Xiso2R mit Xanthomonas pv. lobelia

Mie

Spurenbel egung:
1)50°C
2)50,2°C
3)50,8°C
4)519°C
5)53,3°C

6) 54,8°C

I

131 2 3 4 5 6 78 9101112

‘
=1

Spurenbelegung:
1)50°C

2) 50,2 °C

3) 50,8 °C
4)51,9°C

5) 53,3°C

6) 54,8°C

2.2

Spezifitat

und PCR-Bedingungen

far die

Xanthomonas-spezifischen Primer

7) 56,5 °C
8) 58,1 °C
9)59,7°C
10) 61 °C
11) 61,9 °C
12) 62,5°C

13) KBL

Abb. Cl4a: Gradienten-PCR mit den Primern
Xiso2V / Xiso2R mit Xanthomonas pv. isotoma

7) 56,5 °C
8) 58,1 °C
9)59,7°C
10) 61 °C
11) 61,9 °C
12) 62,5 °C

13) KBL

entwickelten und getesteten

In Tab. C10 sind die fur Xanthomonas entwickelten Primer mit ihren Sequenzen, Spezifitéten

und den evaluierten PCR-Bedingungen aufgefihrt.

Primer 5 -Sequenz-3 Annealing- PCR- Spezifitat
Temperatur Zyklenzahl
Xanthol.7Vv. |GTA CGT TCG CGG ACA TAA o .
Xanthol.7R |ATC ATG GOG TGC TGT GAG T 54°C 3 X. h. pv. pelargonii
Xantho2.11V |TGG TGG TTT CTA TCT TCC 50 °C 30 X.c. pv. !obelia
Xantho2.11R |CGA ATA CCT TGC TCA TGA X. C. pv. isotoma
Xantho4.6bV | GAC AGC ACG CAT CTC GAA 56 °C 30 X. c. pv. raphani
Xantho4.6bR | CTG CCC CGT CGG AAA AGT LA
Xantho6.8Y |ACA ACC TCT ACA TGC CAG o .
Xantho6.8R | CGC AGC CAG CAA CTT GAA S9°C 35 | X.c pv.campesiris
Xiso2V TGT ATG TAG CCG AGC CTT 58°C 30 X. C. pv. isoto_rna
Xiso2R TTC TCT ACG GGC TCT TCT X. c. pv. lobelia

Tab. C10: Sequenz, Spezifitdt und PCR Bedingungen der getesteten Xanthomonas—spezifischen Primer



Stamm Xantho6.8V/R | Xanthol.7V/R | Xantho4.6bV/R | Xantho2.11V/R Xiso2V/R
X. C. pv. campestris LMG 568 PCR+ O O ®) O
X. C. pv. campestris PD587 PCR+ O O O O
X. c. pv. campestris PD649 PCR+ O O O O
X. h. pv. pelargonii LMG 7314 0] PCR+ 0] O] 0]
X. c. pv. pelargonii LMG 817 O PCR+ O O O
X. c. pv. pelargonii  00/18/2b O PCR+ O O O
X. €. pv. raphani LMG 860 ®) ®) PCR+ ®) ®)
X. €. pv. raphani 98/103/3a ®) ®) PCR+ O ®)
X. €. pv. raphani 99/113/1a ®) ®) PCR+ ®) ®)
X. C. pv. raphani GSPB 7/97/2719 O ©) PCR+ O ©)
X. pv. lobelia 88/54/4a (®) (®) (®) PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/83/3a ®) ®) (6] PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 93/82/2b O O ®) PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/60/1b O O ®) PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/83/2a ®) ®) ®) PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/54/1a O ®) O PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/83/2a O O O PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/54/2a (©) (©) (©) PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/60/1a O O O PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 88/54/3c O O O PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 99/18/1a O O O PCR+ PCR+
X. pv. lobelia 99/18/1b O O O PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/134/1a [®) [®) [®) PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/134/2a O O O PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/134/3a O O O PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/175/2a O O O PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/175/2b ®) ®) ®) PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/192/1a ®) ®) ®) PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/192/2a ®) ®) ®) PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/192/2b ®) ®) ®) PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/270/3a ®) ®) ®) PCR+ PCR+
X. pv. isotoma 01/270/4a O O O PCR+ PCR+
Tab. C11: PCR Ergebnisse mit den verschiedenen spezifischen Primern (vgl. Tab. C10) mit den unterschiedlichen Xanthomonas Isolate

PCR+ = PCR-Produkt in richtiger GroRe O = kein PCR Produkt
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3 Konstruktion artpezifischer Oligonukleotidprimer fir verschiedene

Legionella Stdmme

3.1 Mit MASH isolierte artspezifische L egionellen DNS-Fragmente

Fur einige humanpathogene Legionella-Arten sollten stammspezifische Primer konstruiert
und getestet werden. Die chromosomalen DNS der verschiedenen Legionellen wurden vom
Institut fir Molekulare Infektionsbiologie von der Universitét Wirzburg isoliert. Tab. C4
fasst alle Ergebnisse und PCR-Bedingungen fir die verschiedenen Legionella Stdmme
zusammen. Wie bereits fur die Streptomyces und Xanthomonas Stémme wurden einige
Ausschlusshybridisierungen durchgefihrt, um fur die einzelnen Legionella-Arten spezifische
DNS-Fragmente anzureichern. Die Sequenzen mit den Primerbindestellen sind in den
anschlieffenden Tabellen aufgefuhrt. Fir einzelne Arten, wie Legionella longbeachae und
Legionella hackeliae konnten mehrere artspezifische DNS-Fragmente angereichert werden.

3.1.1 Legionelapneumophila Corby spezifisches DNS-Fragment

Die Sequenz des fur Legionella pneumophila Corby mittels Ausschluf3hybridisierung
isolierten DNS-Fragmentes ist in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt. Die entwickelten
Primer, legiol.9V / legiol.9R bzw. deren Zielsequenz sind grau unterlegt. Die Lange des
spezifischen PCR-Produktes entspricht 259 bp.

Zielstamm Legionella pneumophila Corby
Subtraktoren L. longbeachae; L. hackeliae, LLAP10
Sequenz CCAATAACTT TATTTGTTCA ATTTCTTCIT TAGTTAGCGG

TTTCTTCTCC AGCTTCTTGG TTTTATCATT CATTACAGGT
CGATTATCTA CCAANCCGCA ACCGACNNGC GTTTTATTGT
TCCTGCCTGA TTTTTAGTAT GACTTATTGT TTTGICCAAT
TCGAAATTTT TAGIGGITTG CATGCGAACA TCCTTTGCCT
GCATTTGATC GICGTGACTG GGTGTTCCCT GGCGAAGEEG
CGCGTCCCAN NTGGCGCGG

Entwickelte Primer legiol.9V legiol.9R

L &nge des spezifischen 259 bp
PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C12: Durchgefihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz
des isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer



C Ergebnisse 49

3.1.2 Legionellalongbeachae spezifische DNS-Fragmente

Fir Legionella longbeachae konnten 3 DNS-Fragmente mittels MASH isoliert werden. Die
Sequenzdaten, die Primer bzw. deren Zielsequenz, die Lange der spezifischen PCR-Produkte
sowie die Ergebnisse der BLAST Datenbank-Analyse sind in der Tabelle C13

zusammengefasst.

Zielstamm Legionella longbeachae

Subtraktoren L. pneumophila Corby; L. hackeliae; LLAP10
Sequenz TTGGTTTACT ATTGTTCGTA AACATTTACT GCCTAATGIC

ATGCATATTG TGGTGATTAC TTTAGTATTG GATTTTAGCT
TTTTAGTCAT GGCTGAAGCA TTACTCTCTT ATAGTAGGGEG
CAGGCGICGIT CACCAATGAC GATTAGITGG GGAAATATGA
TTAACAGCGC ACGTCTTGAG TTGGECGCGTA ATCCGGITAT

TTGGTGGCCT ATGITTGCTG CATTTCITTT TATGITTTTA
TTGGTGCTGG CGATAGTCGT GACTGGGTGT TCCCTGGCGA AGGG
Entwickelte Primer legio2.4V legio2.4R
L ange des spezifischen 196 bp

PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Zielstamm

Legionella longbeachae

Subtraktoren

L. pneumophila Corby; L. hackeliae; LLAP10

Sequenz

CCTATGICAT ATATACCTCA GGITCTACTG GAATGCCTAA
TGGGGTGCCA TAACCCACGG TAATTTAGIT CGCCITTTTC
ATAGCACCAA ACGCNTTNAN AAAATTACAG CAGCAGATGT
GIGGACTTTA TTTCATTCGI ACCCTTTTGA TTTATCAGIG
TGGGAACTGT GEGEGCECTTT AGITTATGEC GGTACTCTAG
TCATCGTGCC CCCAGAGACA GCAGTAGATC GICGIGACTG
GGTGTCCCTG GCGAAGGG

Entwickelte Primer

legio2.7V legio2.7R

L ange des spezifischen
PCR-Produkts

172 bp

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Zielstamm

Legionella longbeachae

Subtraktoren

L. pneumophila Corby; L. hackeliae; LLAP10

Sequenz

ACAGGCAGGG CAAGGACAAG CACATCAGGA ACAGGCACAA
ACACAAGCAC ATGAATCAGC CAAAACGCGAT GAAAGIGITG
TCGATCCTCGA GITTGAGTAA GTAAAAGACG ATAAGAAGTA
ATTGGITTCT AACGTACTAT ATGATAGCCT GGGTATTCTA
TCCTAGITGA AGCAAAACGT AACTTGAGAT ATGAATGCTC
ATTTCTTGGEG TTACGTITACT GITCGIGECC ATTATGITAA
GAGCAATTTT TTTCCCGT

Entwickelte Primer

legio2.9V legio2.9R

L &nge des spezifischen
PCR-Produkts

169 bp

Sequenzéhnlichkeiten

-- (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C13: Durchgefihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz
des isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer
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3.1.3 Legionella hackeliae spezifische DNS-Fragmente

Anhand der ermittelten Sequenzdaten der entsprechenden DNS-Fragmente, die mittels MASH
fur Legionella hackeliae gewonnen werden konnten, wurden mehrere Primer fur diese Art
entwickelt (vgl. Tab C14). Eine Datenbankanalyse der Sequenzen ergab fur keines der

Fragmente ein Resultat.

Zielstamm Legionella hackeliae
Subtraktoren L. pneumophila Corby; L. longbeachae; LLAP10
Sequenz GACGATCCTG CAACAGAGAC TAATGCTGCG ACAGATACTA

ACGCTGGCAA TAAGTAAAAC TTATGGAAGA TGGACTACAA
GGAGGAAATA AAATGACACA TCAAATCGTA AACGCAGAAG
ACGTTATTAA TGTGAAAGTG CAAAAATTTG CAAGTTGAGG
ACTTAGGAAA AATTGAAGCC TTGATGCTTG ATAAGCGTGA
GGCECTTGTC TCTTACGICG TATTGICTTT TGGTGCGCTTC
TTAGGGATGG GAGATAAATT ATTTGCTATG CCATGGAGCA

TATTTTCCTA TGACGATGCG CAAGATTGTC GTGACTGGGT GTTCCCT

Entwickelte Primer legiod.2V legiod.2R

L ange des spezifischen 265 bp

PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten  -- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Zielstamm Legionella hackeliae

Subtraktoren L. pneumophila Corby; L. longbeachae; LLAP10

Sequenz GACGATCTTT TTAGGCCTAT TGGTAATTGG CTTTATCTAT
GAGTGGAAAC AGGGCGCTCT TGAATGGGAG TAAGCGICTT
TATATTTCAC AATAGGAATA ACCATAACGT TACATTAAAC
CCAGATATTA TAGAGGCTTG CTATGGCTGT TGCTGAATTG
CAGAAGACTG GCTTTGTCAC AACCTCAGTG GAGAAACTAG
TAGGTTGGGC TCGAAGCGGT TCAATGTGGC CCATGACTTT
CGGTTTGGCA TGITGCGCCG TTGAGATGGT CGTGACTGGG TGTTCCCT

Entwickelte Primer legiod.3V legiod.3R

L ange des spezifischen 167 bp

PCR-Produkts

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Zielstamm

Legionella hackeliae

Subtraktoren

L. pneumophila Corby; L. longbeachae; LLAP10

Sequenz

ACGATCTAAG TGCAATCAAT AACACACGCT GACGATTTGC
GGCAATGGAG GCTGCCAGGT TAATTGCAGT GGITGITTTC
CCACGCCTCC TTTTTGGITG GCAATGGECGA TGACTTTTGC
CATGGTTTAT TCCTTAAGIT GCATTTTTGA TGATGACGCA
GCAACGCTCA CCATCCAGAC CGGGTACTGA GTAAGAGTCC
ACCTGGTAAG TTGGITGATG CTTGCTAATT CAGITTCAGG
ATAGCGCCCT TTCATGGCAA GCAAATACCT TGCTTACCAA
TGAGATGGIC GIGACTGGGI GITCCCTG

Entwickelte Primer

legio4.10V  legio4.10R

L ange des spezifischen
PCR-Produkts

200 bp

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Tab. C14: Durchgefihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz
des isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer
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3.1.4 LLAPIO spezifische DNS-Fragmente

Durch Ausschlughybridisierung konnten fir den Stamm LLAP10 2 DNS-Fragmente isoliert

werden. Aufgrund der Sequnzdaten wurden zwei Primerpaare entwickelt (vgl. Tab. C15).

Eine Datenbankanalyse ergab, dass es sich bel dem Fragment, fir das die Primer legio3.4V /
legio3.4R konstruiert wurden um ein Teil eines 16S5-rRNS Gens handelte (vgl. Tab. C15)

Zielstamm LLAP10
Subtraktoren L. pneumophila Corby; L. longbeachae; L. hackeliae
Sequenz AGCGATCCAT TCGCAt TGaC aGGACAAATG GATACCCaaC CGCAAt GeAT

GGCGCAAGTT TGATTGCTAG TATAGAAAGA AGCATACAAA TAACTTCCAT
CTGGACTAAA AGCTACCCCC GTGACGCTCC CATCGGTAAA AGAAGCATCT
GTATTAATGG TGCAAGTATC TAATAAGCCA TTGGATTTGA TAGGGCAAAT
GGCAATAGAA CCGITGITCT CAGATGATGG AGATGCATTA TTGCCAATAT
AAGCGA

Entwickelte Primer

legio3.8V legio3.8R

L &nge des spezifischen
PCR-Produkts

211 bp

Sequenzahnlichkeiten

-- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Zielstamm

LLAP10

Subtraktoren

L. pneumophila Corby; L. longbeachae; L. hackeliae

Sequenz

GCAAAATCCA CTGTATGTCA AGCGTAGGTA AGATTCTTCG CGITGCATCG
AATTAAACCA CATGCTCCAC CCCTTGIGCG GGCCCCCGIC AATTCCTTTG
AGTTTTAATC TTGCGACCGT ACTCCCCAGG CGGTCAACTT ATCCCGITTG
CTGCGCCACT AATTATATTC ATATAACCAA CAGCTAGITG ACATCGITTA
CGGECGTGGAC TACCAGGGTA TCTAATCCTG TTTGCTCCGC ACGCTTTCGT
GCCTCAGTGIT CAGTATTAGG CCAGGTAGCC GCCTTCGCCA CTGGIGITCC
TTCC

Entwickelte Primer

legio3.4V legio3.4R

L &nge des spezifischen
PCR-Produkts

224 bp

Sequenzahnlichkeiten

99 % zum 16S-rRNS Gen von LLAP10
(http://www.nchi.nlm.nih.qov/BLAST/)

Tab. C15: Durchgefihrte MASH unter Angabe des Zielstammes, der verwendeten Subtraktoren, der Sequenz
des isolierten DNS-Fragments, der entwickelten Primer, der Lange des spezifischen PCR-Produkts sowie des
Ergebnisses der Datenbankanalyse. Grau unterlegte Bereiche in der Sequenz dienten zur Konstruktion der
spezifischen Primer

3.2
Die entwickelten Primer wurden unter Einbeziehung von Vertretern der verschiedenen
Legionella-Arten auf ihre Spezifitdt hin getestet. Die Spezifitdt der Primer legiol.9V /
legiol.OR, legio2.4V / legio2.4R, legio2.7V / legio2. 7R sowie legio2.9V / legio2.9R wurden

In vitro Amplifikationen mit den ver schiedenen Legionella-spezifischen Primer

aulderdem in Zusammenarbeit mit dem Konsiliarlaboratorium fir Legionellen (Institut fir
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der TU Dresden) Uberprift. Tabelle C 17 fasst die

Ergebnisse zusammen.
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3.2.1 Legionella pneumophila Corby spezifisches Primer paar

Legionella pneumophila Corby kann mit dem Primerpaar legiol.9V / legiol.9R von den
anderen drei Legionella-Arten unterschieden werden. Wie auf dem Gelbild zu erkennen ist,
(vgl. Abb. C15) erhielt man nur mit der DNS von Legionella pneumophila Corby ein PCR-
Produkt. Wie aus Tabelle C17 hervorgeht, ergeben ale im Konsiliarlaboratorium fur
Legionellen (Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der TU Dresden)
getesteten Legionella pneumophila Stdmme ein positives Signal. Das generierte Amplifikat
entspricht der Lange des spezifischen PCR-Produktes. Die Stdmme L. geestianae, L. jordanis,
L. santicrucis und L. wadsworthii ergaben zwar ebenfalls ein positives Ergebnis, aber die
GroRRe des Amplifikates entsprach nicht der aus den Sequenzdaten ermittelten Lange des
spezifischen PCR-Produktes (vgl. Tab C 12).

51 2 3 40 Abb. C15: Artspezifischer Nachweis fur Legionella

pneumophila Corby unter Verwendung des Primerpaares
legiol.9V / legio 1.9R

Lol
Spurenbel egung:
ol 0) Negativkontrolle 3) LLAP10
1) Legionella pneumophila Corby 4) Legionella hackeliae
2) Legionella longbeachae 5) KBL
-

legio1.9V-legio1.9R

3.2.2 Legionellalongbeachae spezifische Primerpaare

Sowohl mit den Primern legio2.4V / legio2.4R as auch mit legio2.7V / legio2.7R kann
Legionella longbeachae spezifisch nachgewiesen werden. Das Gelbild (vgl. Abb. C16) zeigt,
dass nur mit der DNS von Legionella longbeachae spezifische PCR-Produkte erhalten
wurden. Desweiteren wurden aul3er diesen beiden Primerpaaren auch noch ein drittes
Legionella longbeachae spezifisches Primerpaar, legio2.9V / legio2.9R (vgl. Tab. C13) in
Zusammenarbeit mit dem Konsiliarlaboratorium fir Legionellen (Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene der TU Dresden) getestet. Die drel Primerpaare wurden an mehr
als 65 Legionella Stdmmen getestet. Nur mit der DNS aller Legionella longbeachae Stdmmen
konnte die ,spezifischen® Amplifikate generiert werden. Alle anderen in vitro

Amplifikationen ergaben ein negatives Resultat (vgl. Tab C17).
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AN o Abb. C16: Artspezifischer Nachweis fur Legionella
01234 "'ﬁ’ 12 340 longbeachae unter VVerwendung der Primerpaare
. legio2.4V / legio 2.4R bzw. legio2.7V/legio2.7R
- Spurenbel egung:
= 0) Negativkontrolle 3) LLAP10
1) Legionella pneumophila Corby 4) Legionella hackeliae
o 2) Legionella longbeachae 5) KBL

.

legio2.4V-legio2.4R legio2.7V-legio2.7R

3.2.3 Legionédlahackeliae spezifische Primerpaare
Die Ausschlusshybridisierung fir Legionella hackeliae ergab zwel spezifische DNS-
Fragmente, die sich fur die Primerkonstruktion als nitzlich erwiesen. Abb. C17 zeigt, dass

sowohl mit dem Paar legio4.10V / legio4.10R als auch mit legio4.3V / legio4.3R ein fur L.
hackeliae spezifisches PCR-Produkt generiert wurden.

WEIE T a . Abb. C17: Artspezifischer Nachweis fur Legionella
ol bl ) B W:* 2340 hackeliae unter Verwendung der Primerpaare

legiod.10V / legio 4.10R bzw. legio4.3V/legiod.3R
[ .
Spurenbel egung:
= - 0) Negativkontrolle 3) LLAPI10
1) Legionella pneumophila Corby 4) Legionella hackeliae
2) Legionella longbeachae 5) KBL
H -

legio4.10V-legio4.10R legio4.3V-legio4.3R

3.24 LegionellaLLAP 10 spezifisches Primer paar
Die, ausgehend von den ermittelten Sequenzdaten konstruierten Primer legio3.8V / 1egio3.8R
(vgl. Tab C15) ergaben nur mit der DNS von LLAP10 ein spezifisches PCR-Produkt (vgl.

Abb. C18). Bel den ubrigen Legionella-Arten ergibt sich mit diesem Primerpaar kein PCR-
Produkt.

51 2 340 Abb. C18: Artspezifischer Nachweis fur Legionella
= e i) A, LLAP 10 unter Verwendung des Primerpaares
e legio3.8V / legio 3.8R

! Spurenbelegung:
proerd 0) Negativkontrolle 3) LLAP10
. 1) Legionella pneumophila Corby 4) Legionella hackeliae
2) Legionella longbeachae 5) KBL
s
L
-

legio3.8V-legio3.8R
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Da sich die Zielsequenzen vom Primerpaar legio3.4V / legio 3.4R auf dem 16S-rRNS-Gen

befinden (vgl. Tab C15) und es sich bei diesem Gen um ein konserviertes Gen handelt, wurde
mit der DNSvon allen 4 Legionella-Arten ein PCR-Produkt gebildet (vgl. Abb C19).
Abb. C19: Spezifischer Nachweis fur Legionella ssp.

unter Verwendung des Primerpaares
legio3.4V / legio 3.4R

04 3215

-

~~ Spurenbelegung:

*=. 0) Negativkontrolle 3) LLAPI10

= 1) Legionella pneumophila Corby 4) Legionella hackeliae
wa 2) Legionella longbeachae 5) KBL

- e e
—

legio3.4V-legio3.4R

3.3  Spezifitdt und PCR-Bedingungen fir die entwickelten und getesteten Legionella-
spezifischen Primer

Folgende Tabelle beinhaltet die Sequenzen der Legionella-spezifischen Primer, fuhrt die

gewdahlten PCR-Bedingungen auf und zeigt die Spezifitét der einzelnen Primerpaare auf.

Primer 5 -Sequenz-3’ Annealing- |PCR- Spezifitat
Temperatur | Zyklenzahl

Ieg!ol.gv CIT CIC CAG CIT CIT GGT 50°C o5 L. pneumophila

legiol.9R AAT GCA GGC AAA GGA TGT

legio2.4V CGI AAA CAT TTA CTG CCT 50°C o5 L. longbeachae

legio2.4R GCA AAC ATA GGC CAC CAA
legio2.7V CCC ACG GTA ATT TAG TTC GCC

T 50°C 25 L. longbeachae
legio2.7R | ACT GCT GTC TCT GGG GGC

legio29V  [AAA GTG TTG TCG ATG CTG 50°C 25 L. longbeachae
legio2.9R TTA ACA TAA TGG CCA CGA

legio3.4V | TTC ACT GTA TGT CAA GGG 50°C o5 Legionella

legio3.4R CAG GAT TAG ATA CCC TGG
legio3.8V CAG GAC AAA TGG ATA CCC

legio3.8R | CCA TCA TCT GAG AAC AAC %0°c i HLAPIO
legiod2V [ACT AAT GCT GOG ACA GAT £0°C o L. hackeliae
legio42R | ATA TGC TCC ATG GCA TAG

legiod3V | GAA TGG GAG TAA GGG TCT £0°C o L. hackeliae
legio4.3R | CAC ATT GAA CCG CTT CGA

legio. 10V |GAG GCT GCC AGG TTA ATT £0°C o L. hackeliae

legio4.10R [GCG CTA TCC TGA AAC TGA
Tab. C16: Sequenz, Spezifitdt und PCR Bedingungen der getesteten Legionella-spezifischen Primer




Stamm legiol.9 | legio2.4 | legio2.7 | legio2.9 |Stamm legiol.9 | legio2.4 | legio2.7 | legio2.9
V/R V/R V/R V/R V/R V/R V/R V/R
L.adelaidensis ATCC (6] (6] (6] (6] L.longbeachae DK 59 PCR+ PCR+ PCR+
L.anisa ATCC (6] (6] (6] (6] L.maceachernii ATCC ®) ®) ®) ®)
L.birminghamensis ATCC ®) ®) ®) ®) L.micdadel ATCC ®) ®) ®) ®)
L.bozemanii Pat.Stamm Coj (6] (6] (6] (6] L.micdadei longgoilhill (6] (6] (6] (6]
L.bozemanii sg1 ATCC (6] ®) ®) ®) L.moravica ATCC ®) ®) ®) ®)
L.bozemanii sg2 ATCC ®) ®) ®) ®) L.nautarum ATCC ®) ®) ®) ®)
L.brunensis ATCC (6] (6] (6] (6] L.parisensisATCC (6] (6] (6] (6]
L.cherrii ATCC (6] (6] (6] (6] L.quinlivanii ATCC (6] (6] (6] (6]
L.dumoffii ATCC (6] (6] (6] (6] L.rubrilucens ATCC ®) ®) ®) ®)
L.erythra ATCC (6] ®) ®) ®) L.sainthelensis ATCC ®) ®) ®) ®)
L faifieldensis ATCC (6] (6] (6] (6] L.santicrucis ATCC Pu+ ®) ®) ®)
L.geestianae ATCC Pu+ ®) ®) ®) L.shakespaerii ATCC ®) ®) ®) ®)
L.gormanis ATCC ®) ®) ®) ®) L.spritensisATCC ®) ®) ®) ®)
L.haeckeliae sg1 ATCC ®) ®) ®) ®) L.steigerwalthii ATCC ®) ®) ®) ®)
L.haeckeliae sg2 ATCC (6] ®) ®) ®) L.wadsworthii ATCC Pu+ ®) ®) ®)
L.jamestowniesisATCC ®) ®) ®) ®) Lpl Allentown PCR+ ®)
L.jordanis ATCC Pu+ (6] (6] (6] Lpl Bellingham PCR+ (6]
L.lansingensisATCC O O (©) (©) Lpl Benidorm PCR+ O
L.londinensisATCC O O (©) (©) Lpl Camperdown PCR+ O
L.longbeachae sgl ATCC O PCR+ PCR+ PCR+ Lpl France PCR+ O
L.longbeachae sg2 ATCC O PCR+ PCR+ PCR+ Lpl Knoxville PCR+ O
L.longbeachae Australia 1 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl Olda PCR+ O
L.longbeachae Australia 2 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl Oxford PCR+ O
L.longbeachae Australia 3 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl Philadelphia-1 PCR+ O O O
L.longbeachae Australia 5 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl0 ATCC PCR+ O O O
L.longbeachae Australia 6 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl1 ATCC PCR+ O O O
L.longbeachae Australia 8 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl2 ATCC PCR+ O O O
L.longbeachae Australia 10 PCR+ PCR+ PCR+ Lp13ATCC PCR+ O O O
L.longbeachae Australia 12 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl4 ATCC PCR+ O O O
L.longbeachae 4942 PCR+ PCR+ PCR+ Lpl5 ATCC PCR+ (@) (@) (@)
L.longbeachae France 3 PCR+ PCR+ PCR+ Lp2 Togus PCR+ O O O
L.longbeachae France 4 PCR+ PCR+ PCR+ Lp3 Bloomington PCR+ O O O
L.longbeachae Italy 23 PCR+ PCR+ PCR+ Lp4 Los Angeles PCR+ O O O
L.longbeachae Scottl 12 PCR+ PCR+ PCR+ Lp4 Portland PCR+ O O O




Stamm legiol.9 | legio2.4 | legio2.7 | legio2.9 | Stamm legiol.9 | legio2.4 | legio2.7 | legio2.9
V/R V/R V/R V/R V/R V/R V/R V/R
Lp5 Cambridge PCR+ O O O Lp7 Chicago-8 PCR+ O O ®)
Lp5 Dallas PCR+ 0 0 0 Lp8 ATCC PCR+ ¢} o ¢
Lp6 Chicago-2 PCR+ O O O Lp9 ATCC PCR+ O (©) O

Tab. C17:

Lp = L. pneumophila
O = kein PCR Produkt
Pu+ = PCR-produkt in falscher Grélze

PCR+ = PCR-produkt in richtiger Grof3e, richtige Sequenz

Ergebnisse der PCR/ Sequenzierung mit L. pneumophila- (legiol.9V/legiol.9R) und L. longbeachae- (legio2.4V/legio2.4R, legio2.7V/legio2. 7R
legio2.9V/legio2.9R ) spezifischen Primern
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4.  , Spezifisches DNS-Fischen® in Mikrotiterplatten und ldentifizierung

der isolierten DNS-Fragmente

Da die mittels MASH isolierten Fragmente meistens nicht gréfRer als 200 bp sind und diese
Fragmente oft nicht genligend Information tragen, um ein sinnvolle Datenbankanayse zu
gewdhrleisten, wurde ein Verfahren entwickelt, das es ermdglichen soll, die Sequenzdaten
Uber den Bereich der kurzen Fragmente hinaus zu erhalten. Mit dem Verfahren des
»Spezifischen DNS-Fischens* (vgl. B 14.2) konnte fur X. c. pv. raphani, X. c. pv. campestris,
X. h. pv. pelargonii, X. pv. lobelia, L. pneumophila Corby und LLAP10 grof3ere DNS-
Fragmente isoliert und sequenziert werden (vgl. G 1).

4.1 Vegleichende Sequenzanalysevon drei virBl1l-Varianten
Fur X. c. pv. raphani konnte das virB11 Gen isoliert werden. In der BLAST Datenbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) sind virB11 Genseguenzen von X. C. pv. campestris

und X. axonopodis pv. citri hinterlegt. Nachfolgend sind die drel Sequenzen vergleichend
aufgefthrt. X. c. pv. raphani weist ein Sequenzéhnlichkeit von 84 % zu X. a. pv. citri und von
nur 80 % zu X. c. pv. campestris auf. Die Sequenzunterschiede sind grau bzw. die
Uberei nstimmungen mit einem Stern unterlegt.

Xac  ------- CTAGCCGCCCCGCCAGEGT GCGAAGAGGAT CGAAATCGATACCCGT GATGAAGC
Xcr TTACCCCTCAACCGCCGCGCAAGGT TCTCAGAGGAT CGAAGT CGATGCCCGT GATGAACC
Xce  ------- TCAGCCGCCACGCAGT GTTCT TGCCGGATCGAAGT CGATCCCAGTAATAAAGC

Xac GCCGICCAGCGT GCGCCT TGATGT GAACCACGATGT CGATGGTCATTCTCAACAGACGT T
Xcr GGECGECCCEECET GI GCCTTGAT GT GAACCACGAT GT CGATCGT CATTCGCAGCAAACGCT
Xcc GGECGCCCAGCATGCCCCT TGATGT GAACCACGATATCGATGGT CATGCX?,CAGCAGCCGCT

* kk kk kk kk khkhkkkhkhkkkhkkhkhkkkhkhkkkhkkhkhkkkhkk kkhkhkkkhk kxkkikk * kk k% * %

Xac TGATCACCT CGAACT CCAGACCGGAGCCCT CAT TGGAGGCCT TCACCATCAACGCAACGCT
Xcr TGATCACT TCGAACT CCAGACCGGAGCCT TCGT TGGATGCCT TCACCATCAAGGCCAACT
Xcc TGATAACCT CGAACT CCAGCCCGGAACCT TCAT TGGAGGCCT TCACCAT GAGCGCGAGCT

kkhkkk *kk Fhhkkkhkhkkkhkkhkhkkkh kkhkkhkkk kk *kk *hkkkhkk khkhkkkhkhkxkkkhkkk * ** % k%

Xac GGTCCCAGGT CTGCTCAACACT TCCGGCAT GGCAACT GGT GATGGAGCCAGGATGECCCG
Xcr GGTCCCAGGT CTGCT CGACGCTACCGGCGT GGCAACT GGTGATGGAACCCGGATGI CCCG
Xcc GGTCCCAGGT CTGI TCCACGCT GCCT GCGT GGCAGCT GGT GATTGAACCAGGAT GECCGG

khkkkkhkhkkkhkkhkhkkkhkx *k *k*k *k *kk *k Fhkkkhkk khkhkkkhkkkk *kxk *kxk *hkkkk *k %

Xac ACGCGCAGT TACGAAT GAAGT AGAACGACT CAT CGCCGCGCAACT CGGCAAGGATGATEGC
Xcr ATGCCCAGT TACGGAT GAAGT AGAACGACT CATCACCACGCAACT CGGCCAGGATGATEC
Xcc ATGCACAAT TGCGGAT GAAAT AGAACGAT TCGT CACCACGCAACT CAGCAAGGATGATCC

* kk kk kk kk kkhkkkk kkhkkhkhkkkhkkk *k kk kk kkhkkkkkhkhkk *k Fhkkkhkkkkk *x
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Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

Xac
Xcr
Xcc

GGTCTGCCTTCATACGCAGGCAGGCCT CCATGCAGCTCTTAGCAGI CACGT TECTGECEC
GATCCGGT TTCATGCGCAGECATGCCTCCATGCAACT CTTGGECAGT CACATTGCTGGECEC
GATCAGCCTTCATGCGCAGCCAGGECCTCCATGCAACT CTTAGCGGT CACATTACTCGCAC

* kk kk Kkhkkkhkk khkhkkkhkhkkk Ahkkhkhkkkkhkhkkkhkk khkkkk kk kkkkkxk *kk kk kK *x

TTTGACCGCCCT TGGAAT AAAGCAGGT GCACAGCGT TCGGCTGACTAATGAATAACT CCC
TCTGICCACCCT TCGAATACAACAGGT GCACCGAAT TGGCCTGACTGATGAACAGCTCAC
TCTGCCCCCCTTTCGAGT ACAACAGAT GCACCGAAT TCGECTGECTGATGAATAGCTCGC

* kk k% *k k**k *k*k *k*k *x K*kk *kxkkkk * %k kkhkkkk *kk Fhkkkhkk * *kk *x

TGGCGT CCTCAATCGT CACCAGECGCTCTTCGT TCGGAATGT GGT TGACCAGCGCCTTCA
GCGCGTCCTCGATGGTGACAAGACGT TCTTCGT TGGEGATGTGATTGACAAGT GCCTTCA
GGGECGT CCTCGATGGTAACCAGECGT TCTTCGT TCGGAATGT GGT TGACAAGAGCCTTCA

khkkkkhkhkkk *kk *k*k *k k*k kk khkhkkkhkkhkkk kk Fhkkhkkk khkkkk *kk *kkkkk*k

TGAAGGTCGITTTGCCGCTACCT GT CGCCCCGGCAACAACCGACATTT TTCTTGTAAAGCA
TGAAGGTGGTCT TGCCECTGCCT GTTGCCCCAGCCACGACTACATTCTTCTTGTACAGCA
TGAAAGTAGT CTTGCCACTACCAGI CGCACCGGCCACCACTACATTCTTCTTGTAAAGTA

kkhkkk *k*k K*k khkkkk kk kk *kk **k k*k kk *kk *kk *kkkkk Fhxkkkhkkkk *k *x

CGCACTTCTTGAAAAACT CTGCGT AAT CGCCCT TGCGECGCAGCT CAAGCAGT TCCTGGT
CCCACTTTTTGAAGAACT CGGCATAGT CACGT T TACGECGCAAT TCCAGCAACT CCTGGT
CCGACTTCTTGAAGAAT TCCGAGTACT GCT TGCTACGACGCAACT CAAGCAGT TCGCGGT

* kkhkkk *kkkk **k **k % ** % * *k*k kkk*k ** kk*kx%x * % * k%

CGTGATCGCTGACATCCGCCGAT TGCTCAAGCACT TCGT CGAAGAAACCGTCGIGCTTGT
CATGGTCGCTGACAT CCGGCCGACT GT TCCAGGACCT CGT CGAAGAAACCGT CATGT TTAT
CTTGI TCGCTGACAT CCGCAGCT TGCTCAAGCACCT CGT CGAAGAACCCGT CGCTGGTGT

* *kk *kkkkkkkhkhkkkk kK % %k kkhk *kk kk *kkkhkkkkkhkhkkkhkk kkkk*k * %

ACTGCTCAAGCGACTTTGT GT GCT TCGAAGGAAGT CGGATCGT GATGGACACCT TGCCCG
ACTGCTCCAGCGACTTCGTATGCT TGGAAGGCAACCGGAT CGTGATGGATACCT TGCCGEG
ACTGCTCGAGCGTCTTGGTATGT TTGGACGECAAGCGAAT CGTGATCGAGACCT TCCCCG

kkhkkkkhkk*kx K*hkkk *xkk *kk*k *x*k **k **x **x * %k kkhkkkkkhkkk *kx K*hkkkk *k %

CATCGCAGGCAGGAGGCAT CACGAACT GCGCACGI TGCCCEGT CGGAAACGT TAGCGATA
CGT CGCAT GCCGECGECATCACGAACT GT GCECGCT GCCCCGT CGGAAAAGT CAGT GATA
CATCGCACGCGGECCGAATTACGAACT GT GCGECGT TGECCAGT GGGAAACGT TAATGAGA

* kkkhkkk kk kk kk *kk *kkhkkkhkkkx k*k k**k *kk *kk *x*k *kkkkx **k * ** %

CGACAGGGT CGGECATCGGT GATGCGI TGCCCEGT GT TGCTCTCATTGACGACCGCCGTAC
CCACCGEGT CAECET CGGTGATACGT TGCCCGEGTAT TGCTCTCGT TGACGACAGCCGTAC
CCACCGGATCGGCATCGGTAATGCGCTGACCAGTATTGCTCTCGT TGACGACT GCCGTGC

* kk kk Kkhkkkhkk kkhkkkk kk kk *kk k*kk kk khkhkkkhkkhkkk KAkkhkkkkkhkk khkkkk *x

AGAACT GCCGAGCGCGET CGTAGGT GAGGGAT GGCACGT CGACT CGCTGCCATCCATGGA
AAAACT GCCGAGCACGGT CGT AAGT GAGCGACGECACAT CAACCCGCTGCCACCCATGAA
AGAACT GT CGEGECGCGAT CAAAGGT CAGCGACGGTACCT CCATGCGCTGCCAGCCGTTGA

* *kkkkkx *k **k **k **% * k% k% **k ** **k **k *x kkhkkkkhkkxk **k * *

TCGTCTCCAGGTACAGCT CACCAGGACGATTGATGCAAATTTCGGT CACGT CAGGCGAAT
TGGTCTCAAGATACAGCT CACCCGGACGAT TGATGCAGAT TTCGGT CACGT CAGGCGAGT
TCGITTCCAAATACAACT CGCCAGGACGAT TGATACAAAT TTCCGT GACT TCCGGAGAAT

* k% k% * kkhkkk *kk *kk *kkkkhkhkkkhkhkkkhkk kk kkhkkkk kkx kkxk K**k **k *k %

TCAGATAGT CCAGAAT TCCCAGCACGGAGT ACT GGTAATCCAGAAAGT CATTGGAAATAC
TCAGGTAATCCAGGATTCCCAGCACT GAGTACTGGTAATCCAGGAAGT CATTCGAGATGC
TCAGATAATCCAGGATTCCCAGTACGGAGTACTGATAATCCAGGAAATCATTCGAGATCC

kkhkkk *kk Khhkkkhkk khkhkkkhkhkkk kk Fhkkkhkhkkkhkk khkhkkkhkkhkkk kk khkkkhkk kk kK *x
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Xac GCCCTGTCCEEGAGTCATCGATCGTCAT- - = == === e e e e = e =
Xcr €1 1€ 01 €116 € €
Xcc GCGCTGT CGGCGAAT CGTCGATCGT CATGGCCGT GGTCGCGCTCAC

* kkkkkkk*k

Xac: X. axonopodis pv. citri
Xcr: X. campestris pv. raphani

Xcc: X. campestris pv.campestris

4.2 Vergleichende Sequenzanalyse von zwei Typ IV pre-pilin Leader Peptidase-
Varianten

Das Gen, das fur X. c. pv. campestris isoliert wurde (vgl. G 1), ist eine Typ IV pre-pilin

Leader Peptidase. FuUr X. a. pv. citri ist eine Sequenz dieses Gens bel BLAST

(http://www.nchi.nim.nih.gov/BLAST/) hinterlegt. Nachfolgend sind beide Sequenzen

aufgefihrt. Die Sterne markieren die Basenibereinstimmungen, Unterschiede sind grau
unterlegt.

Xcc ATGGCATTTCTCGACCAGCATCCCGGT CTCGECT TTCCCGCCGCGECCEGACTGEGACT G
Xac ATGGCATTTCTCGACCAGCATCCCGGT CTCGECT TTCCTGCCGCGECCEGACTGEGACT G

R I I R I I I R R I R I I O I I R S S I S I R

Xcc CTGATCGGCAGCTTCCTGAAT GTAGT GAT CCTGCGCT TGCCCAAGCGCATGGAGT GGTAG
Xac CTGATCGGCAGCTTCCTGAACGT GGT GAT CCTGCGCT TGCCCAAGCGT AT GGAGT GGCAA

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhhhhkhkx **k *hdhkhhkdhhhdhhhdhhhdhdhdhdhddxdx *hkkrrkdrkdx*x *

Xcc TGGCGECECGAT GCGCGCGAAAT CCT GGAACT GCCCGACAT CTACGAGCCGCCGCCGCCG
Xac TGGCEECEEGAT GCGCCCGAGATTT TGGAACT GCCCGATAT CTACGAGCCGCCECCECCC

khkkkhkkkhk *kkhkhkkhkkhkkkhk k% khkhkkhkhkkhkhhkhk, kkhdhkhhhkhhdhkhhhkhhhkhkkk

Xcc GGCATTGI GGT GGAGCCAT CGCACGAT CCGGT CACCGECGACAAGCT CAAGT GGT GGGAG
Xac GGGATCGT GGT GGAGCCGT CGCACGACCCGGT GACAGGCGACAAGCT CAAGT GGTGGGAA

kk khk Khhkkhkkhkkhkhkhkhk khhkkhkhkhkhkhkk khkkhkhkk kk khkkhkhkkhhkhkkhkhkkhhkhkkhhkhkkhhkhkkhkk

Xcc AACATTCCGCTGI TCAGCT GGCTGATGCT GCGCGGCAAGT CGCGCTACAGCGECAAGCCG
Xac AACATTCCGGT CCTGAGCT GGECGAT GCT GCGCGECAAGT CACGCTACAGCGGECAAGCCG

kkhkkkkkkkk *x * kkkkk*k EE R I R I S I I O R S O R R S I R O

Xcc ATCTCCATCCAGTACCCGCT GGTGGAGCTGT TGACCT CGAT CCTGT GCGTGGCCAGCGTC
Xac ATCTCCATCCAGTATCCACT GGTCGAGT TGCTCACCT CCAT CCTGT GCGT CGCCAGCGT G

khkhkkkhkhkkkhkhkhkkkhhkkx *k K*hkkkk *khkk kk Kk Fhkkkhkk khkhkkkhkhkkkhkkhkhkk Fxkkhkkkkkk

Xcc TGGCAECT TCEECT TCGECTGECAGEECT TCEGTGCGATCGTGCTGAGCTGCTTTCTGGT G
Xac TGGCAECT TCEECT TTGECTGECAGEECT TCEECECGATCGTGCTGAGCTGCTTTCTTGTI G

khkhkkhkhkhhkhkhhhkhk *hhkhhhkhhhhhhkhhhkhdk *hdhhhdhhhdhhhkhdhkhdhrrdhrxkx **%*%

Xcc GCGATGT CGGGTATCGACCT GCGCCACAAGCT GCTGCCCGACCAGCTGACCT TGCCGECTG
Xac GCGATGTI CGGECAT CGACCT GCGCCACAAGCT GCTGCCCGACCAGI TGACCCTGCCGT TG

khkhkkhkhkhkhkhk *hkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhdhdk *kkhkk* ***k* % **x%x*x %%

Xcc  ATGIGGTTGGGECT TGGT CGGI TCGATGGACAACCT CTACAT GCCAGCCAAGCCCGCCCTG
Xac  ATGIGGT TGGGEGECTCGT CGGAT CGATGGACAACCT CTACAT GCCGGCCAAGCCTGCTCTG

kkkkhkkkhkkk*x k khkkk khkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhk *hkkhkkhkkhkkhkk kk kk*k
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Xcc
Xac

Xcc
Xac

Xcc
Xac

Xcc
Xac

Xcc
Xac

Xcc
Xac

CTGGGIGCTGCGGT CEECTATGI CTCCCTCTGGACGGT GTGGTGACTGT TCAAGCAGCTC
CTGEECCCEECEETCAECTATGI GT CGCTATGGACGGT GTGGTGGI TGT TCAAGCAGCTC

khkkkhk khk khhkkhkkhhkkhkhhkhkhhkhkhk hhkkhkhk hhkkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhkhkh khkhkkhhkhkkhhkhkkhkkkk

ACCGCCAAGGAAGGGEAT GGGCCACGGECGACT TCAAGT TGCT GECT GCGCT GGEEECGT GG
ACCGCCAAGGAAGGCAT GGGCCACGGECGACT TCAAGT TGCT GECCGCGCT TGELAECGT GG

khkhkkhkhkhhkhkhhhkhk *hkhkhhhkhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhhhdhdxkx *k**x% %% ***k**%*

TGCGGEGT TGAAGGGCATTCTGCCGATCATCCTGATCTCCTCGCTGGT CGECGCCGTCLCTC
TGCGGEGT TGAAAGGCATCCTGCCGATCATCCTGATCTCCTCGCTCGT CGGCGCCATCCTC

khkkkkhkhkhkkhkhhk *hhkkhkhk *hkkkhkkdkhkdkkhkhkrhkdkhkhkkhdkrhkdkhkdrkkhkdkhrrd **dkxkdkhkx*x *x **xx%x

GGT TCGATCTGCECT GI TCGCCAAGGEECECGACCGCECCACGCCGAT CCCGT TCGGACCT
GGCTCGATCTGGCT GGT GGCCAAGGEECCECGACCGCGCCACCCCCAT CCCGT TCGECCCC

kkhk kkhkhkkkhkkhkhkkkhkhkkk *k hhkkkkhkhkkkhk khkhkhkkkhkkhkhkkkhkhkkkhkk *kk kkhkkhkkkhkhkkxkkkhkk k%

TATCTGGECCATCGCCGECTGEGTAGT GT TCTTCTGEGGTAACGACCT GGTGGATGGECTAC
TACCTGGECCATTGCTGECTGEGTGGTGI TCTTT TGEGGECAACGACCT GGTGGACGGECTAC

kkhk kkhkkhkkkhkkhkhkk *kk *hkkkhkhkhkkhkkhk khkhkhkkhkkhkhkk khkkkhkk khkhkkhkhkkkhkhkhkkhkhkk khkkkhkkx

CTGCGITTCGCAGGCCTGCGTTGA
CTGCACTTCGCAGGCCTGCGTTGA

*k kK LRk S R kO

Xcc: X. campestris pv. campestris

Xac: X. axonopodis pv. citri

5

Um die aufwendige vergleichende Genomsequenzierung zu umgehen, wurde versucht eine

Methode zu entwickeln, mit der man gezielt nach ,, spezifischen” Genen bzw. deren Varianten

Entwicklung einer Screeningmethode im M TP-Format

suchen kann.

5.1

Ahnlich der Methode des , spezifischen DNS Fischens®, wurden hier bekannte, spezifische
DNS-Fragmente (zwischen 200 bp-600 bp) anstelle spezifischer Oligonukleotid-Sonden in
MTP immobilisiert (vgl. B 14.2.2). Abb. C20 zeigt eine schematische Darstellung des

Verfahrens, die im wesentlichen mit dem Prinzip der Methode des , spezifischen DNS

Prinzip der molekularen Screeningmethode

Fischens* Ubereinstimmt (vgl. B 14.2).
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Nach der Immobilisierung des
spezifischen Amplifikats folgt
die Hybridisierung mit der zu

analysierenden DNS
N =z \:)
D) _—=

Nach 1,5 St. Hybridisierung mit
verschiedenen Formamidkonz
wird der Uberstand verworfen

=

Denaturieren der gebildeten l
DNS/DNS Hybride

- N )

‘L)\//
l

PCR mit dem Uberstand;
anschlief3end Klonierung und
Sequenzierung der Amplifikate

Abb. C20: Schematische Darstellung der molekularen Screeningmethode im MTP-Format

5.2  Isolierung und Analyse der unterschiedlichen Paenibacillus polymyxa Spacer
Um das unter C 5.1 beschriebene Verfahren zu testen, wurde versucht, die unterschiedlichen
Pb. polymyxa rRNS-Operone mit dieser Methode zu isolieren.

Wie Abb. C20 zeigt, wurde ein PCR-Produkt in der MTP immobilisiert, um die
unterschiedlichen Spacer bzw. rRNS-Operone zu isolieren. Das PCR-Produkt wurde mit dem
Primerpaar 632V (vgl. Tab. B3) und 118R (vgl. Tab. B4) hergestellt. Es beinhaltet den 3'-
terminalen Bereich der 16S-rDNS, den Spacer und den 5'-terminalen Bereich der 23S-rDNS
wie auf der Abb. C21 zu erkennen ist. Die Groél3e des Amplifikats betragt ca. 600 bp.

Spacer
% 16S-rRNS 632\/]_[ LisR 23S-rRNS F
L’ PCR-‘J

Produkt

Abb. C21: Lage des Bereiches der amplifiziert und in der MTP immobilisiert wurde, um die einzelnen

rRNS-Operone zu isolieren
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Nach der Immobilisierung der Amplifikate (vgl. B 14.2.2) erfolgte die Hybridisierung (vgl. B
14.2.2) mit unterschiedlichen Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer in den
verschiedenen Kavitdten der MTP. Nach 1,5 stindiger Hybridiserung wurde der
Hybridisierungsiiberstand verworfen. Die gebildeten DNS/DNS Hybride wurden
anschlief3end denaturiert. Nach Amplifikation mit den Primern 632V (vgl. Tab. B3) und
118R (vgl. Tab. B4)

Sequenzierung.

der denaturierten Einzelstrange erfolgte deren Klonierung und

5.2.1 Sequenzanalyseder isolierten Spacer-DNS

Nach der Klonierung in den TOPO-TA Cloningvektor (vgl. B 9.3) wurden die Plasmide
isoliert und mit den Primern M13V und, oder M13R (vgl. Tab B7) sequenziert. Es konnten
mehrere Varianten von Spacern isoliert werden. Spacer 1 und 2 unterscheiden sich deutlich in
ihrer Sequenz von alen anderen. Die Spacer 3,4,5,6 und 7 sind &hnliche Varianten. Diese

unterscheiden sich nur in einzelnen Basen(vgl. Abb. C22).

16SrRNS
4_

Sp.1  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCTGCA A- TGGAAACAT TCAAATATGA AGCGTAACGT
Sp.2  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCGGAG AGCGGAAACAT TCAAATATGA AGCATAAGCT
Sp.3  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCTGCA A- TGGAAACAT TCAAATCAGE AGGTGTATAT
Sp.4  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCTGCA A- CGGAAACAT TCAAATCAGE AGGTGTATAT
Sp.5  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCTGCA A- TGGAAACAT TCAAATCAGE AGGTGTATGT
Sp.6  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCTGCA A- CGGAAACAT TCAAATCAGE AGGTGTATAT
Sp.7  CCTCCTTTCT ATGGAGAATC GTTTICCTGCA A- CGGAAACAT TCAAATCAGE AGGTGTATAT
Sp.1  TCAATAATTC ATCATTCCAT TTGTTCAGTT TTGATGGAAC TTGTAAGGGG CCATAGCTCA
TR 1 © -

Sp.3  ACCTGOGACC GGATATTCAA TTAAGTTCAT CHCATTCGTG TGAATGAAAT GGATATCCTG
Sp.4  ACCTGOGACC GGATATTCAA TTCGGTTCAT CACGTTCGTG TGAATGAAAT GGATATCCTG
Sp.5  ACCTGCGACC GGATATTCAA TTCGGTTCAT CBCATTCGTG TGAATGAAAT GGATATCCTG
Sp.6  ACCTGOGACC GGATATTCAA TTCGGTTCAT CGOGTTCGTG TGAATGAAAT GGATATCCTG
Sp.7  ACCTGOGACC GGATATTCAA TTCGGTTCAT CHOGTTCGTG TGAATGAAAT GGATATCCTG
Sp.1  GCTGGGAGAG CGCCTGOCTT GCACGCAGGA GGTCAGCGGT TCGATCCCGC TTGGCTCCAC
Sp.2  AACTTAC - A CTCGTTGCTC AGTTTTGAGA GTTCAAGCTC TCAAAAAGGT ATATCAATTT
Sp.3  AACTTACTCA CTCGTTGOIC AGTTTTGAGA GTTCAAACTC TCAAGCTTCG ACGAATGTTT
Sp.4  AACTTACTCA CTCGTTGCIC AGTTTTGAGA GTTCAAACTC TCAAGITTCG ACGAATATTT
Sp.5  AACTTACTCA CTCGTTGOCC AGTTTTGAGA GTTCAAACTC TCAAGCTTCG ACGAATGTTT
Sp.6  AACTTACTCA CTCGTTGCIC AGTTTTGAGA GTTCAAACTC TCAAGITTCG ACGAATATTT
Sp.7  AACTTACTCA CTCGTTGCIC AGTTTTGAGA GTTCAAACTC TCAAGITTCG ACGAATATTT
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Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.

Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.

Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.

Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.

Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.
Sp.

Abb. C22:

~No ok~ wWDN PR No o~ WDNBE

~No ok WwWNE ~No o~ WDN PR

~NOoO ok, WNE

CAATTACAAT
CCAACACTTA
CATTCACACA
CATTCACACA
CATTCACACA
CATTCACACA
CATTCACACA

ATCACACAGC
ACCGGAAAAA

ATATTCCTTT
ATATTCCTTT
ATATTCCTTT
ATATTCCTTT
ATATTCCTTT
ATATTCCTTT
ATATTCCTTT

TATTTTGCTT

TTCATCTATA
CTTGTAGICA

ACCGITTGGA
GGTCAGT GGG

GATCATTAACT CTTCAGGAG TTGATTGATA
AATGAGATATG CTATTTATC CGGCCTTAAA

TCGTGTGGAA
TCGTGTGGAA
TCGTGIGGAA
TCGTGTGGAA
TCGTGIGGAA

TTTGCACCTT
CGIGCACCTT
- - TGCACCTT
- - TGCACCTT
- - TGCACCTT
- - TGCACCTT
- - TGCACCTT

AAGCTGATCT
AACCTGATCT
AACCTGATCT
AACCTGATCT
AAGCTGATCT
AAGCTGATCT
AAGCTGATCT

CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT

GAAAACTGEAA
GAAAACTGEA
GAAAACTGEA
GAAAACTGEAA
GAAAACTGEAA
GAAAACTGEAA
GAAAACTGEAA

TGTGTAAACA
TGTGTAAACA
TGTGTAAACA
TGTGTAAACA
TGTGTAAACA
TGTGTAAACA
TGITGTAAACA

TCATTCTTTA

CATCGEGITTC GCTTCGACG AAGCGAAT- -
CATCAGCLCTTC GCTTCGACG AAGCGAAT- -
CATCGGGITTC GCTTCGACG AAGCGAAT- -
CATCAGCLCTTC GCTTCGACG AAGCGAAT- -
CATCAGCLTTC GCTTCGACG AAGCGAAT- -

TACCGAAACG
TACCGAAACG
TACCGAAACG
TACCGAAACG
TACCGAAACG
TACCGAAACG
TACCGAAACG

TTGAAACATC
AAACTTAAAG

- - - ATATATC

AAATTGCGIT
AACG AAATTGCGIT
AAATTGCGIT
AAATTGCGI T
AAATTGCGIT
AAATTGCGTT
AAATTGCGIT

TTAGA
TTAGA
TTAGA
TTAGA
TTAGA
TTAGA
TTAGA

AGGTAGCAGA TAAGGGAAGA

GACATTTTCT TTCTCTGAAA
TAGCGAATCG TATTTACATT

GACATTTTCT TTCTCTGAAA

CTTGAATTTC

ATTCACACGT

CTTGAATTTC ATTCACACGT
CTTGAATTTC ATTCACACGT
CTTGAATTTC ATTCACACGT

GAGAAGT[CTA
GTAAATACTA

GAAAAGTICTA
GTAGATACTA
GTAAATACTA
GTAGATACTA
GTAGATACTA

e
23S-1RNS

GGITAA
GGTTAA

GGTTAA
GGTTAA
GGITAA
GGITAA
GGITAA

CCGAAATTCA
CCGAAATTCA
CCGAAATTCA
CCGAAATTCA

AAGCAAATCG TATTTACAAT
AAGCAAATCG TATTTACGAT
AAGCAAATCG TATTTAGCAAT
AAGCAAATCG TATTTAGCAAT

Sequenzen der isolierten Pb. polymyxa 16S- 23S-rDNS Spacer

Farblich unterlegt: Sequenzunterschiede der Spacer 3,4,5,6 und 7
Grau unterlegt: konservierte Bereiche aler sieben Spacer
Unterstrichen: operonspezifische Primerbindestellen
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5.2.2 Suche nach t-RNS-Genen in den Spacer sequenzen

Alle Spacersequenzen wurden einem tRNS Scan
(http://www.genetics.wustl.edu/eddy/tRNAscan-SE/) unterzogen. Es konnte aber nur fir
Spacer 1 ein tRNS-Gen gefunden werden (vgl. Abb. C23).

CeC
€] o
Ge|
GeC
Cag
Ceg U
G u A®U

G C
Abb. C23: Sekundéarstrukturmodell der in Spacer 1 gefunden Alanin-tRNS

5.2.3 Konstruktion operonspezifischer Primer ausgehend von den unterschiedlichen
Spacer sequenzen

Wie auf Abb. C22 zu erkennen ist, befinden sich in den einzelnen Spacern, mehrere Stellen,

die as Zielregionen fir operonspezifische Primer dienen kénnten. Diese Stellen wurden dann

auch dazu genutzt. Lediglich fir den Spacer 4 konnte keine spezifische

Basenzusammensetzung gefunden werden. Wie aus Abb. C22 hervorgeht, stimmen die

variablen Bereiche vom Spacer 4 immer mit einem der anderen Spacer Uberein. Tab. C18

listet die konstruierten operonspezifischen Primer auf.

Primer 5 -Sequenz-3' Spezifitdt | Bindungsposition im Spacer
PaenoplR CCC TTA CAA GIT CCA TCA Spacer 1 74. Base
Paenopl.1R TTT CAA GGT GCA AAG CTG Spacer 1 119. Base
Paenop2.1R ATG TCG ATA TAT CGC Spacer 3 316. Base
Paenop3aR GCA GGT' ACA TAC ACC TAC Spacer 5 42. Base
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Paenop3bR TTC ATT CAC ACG AAC GCG Spacer 6 84. Base
Paenop3cR GAA TTT CGG TTC AAC GCT Spacer 7 346. Base
Paenop5R TCA TTC CCA CTG ACC TGA Spacer 2 133. Base

Tab. C18: Operonspezifische Pb. polymyxa Primer mit ihrer Sequenz, Spezifitit und Bindungsposition

5.2.4 PCR mit den entwickelten operonspezifischen Primern

Um zu testen, ob die spezifischen Riickwértsprimer binden, wurden sie alle mit dem
Universalprimer 616Valt (vgl. Tab. B3) getestet. Abb. C24 zeigt, dass mit allen Primern ein
PCR-Produkt gebildet werden konnte und die Amplifikate der erwarteten GroBlen

entsprechen.

0 1 2 3 4 5 6 7 Abb. C24: In vitro Amplifikation verschiedener
: Pb. polymyxa Operone unter Verwendung des Primers
- : 616Valt mit den unterschiedlichen operon-
om— spezifischen Riickwértsprimern

— o4 -
o=y -

= - . - Spurenbelegung:

’ 0) KBL 5) Paenop3bR
1) Paenop1R 6) Paenop3cR
2) Paenopl.1R 7) PaenopSR
3) Paenop2.1R
4) Paenop3aR

5.2.5 16S-rRNS Sequenzanalyse
Zur Uberpriifung ob die operon-spezifischen Primer auch tatsichlich spezifisch binden wurde
die unter C 5.2.4 erhaltenen Amplifikate sequenziert. Es konnten vier verschiedenel6S-rRNS

Varianten identifiziert werden (vgl. G 2).

5.2.6 Konstruktion verschiedener 16S-rRNS operonspezifischer Primer

Die bekannten Sequenzheterogenititen der 16S-rRNS (Niibel et al. 1996) konnten eindeutig
identifiziert werden und somit wurde angenommen, dass die auf den Spacern konstruierten
Primer operonspezifisch binden. Es wurden nun 16S-rRNS Vorwértsprimer konstruiert unter

Verwendung der gefundenen Sequenzheterogenitéten. Tab. C19 listet diese Primer auf.

Primer Position [E. coli (Brosius et al., 1981)] | 5’-Sequenz-3’

Paenil6S 1V 1248 ACA ACG GGA AGC GAA ATC
Paenil6S 2V 1248 ACA ACG GGA AGC GAA GCC
Paenil6S 3V 1261 AAG CCG CGA GGC G
Paenil6S 4V 1255 GAA GCG AAG GAG CGA TCT
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Paenil6S 5V 1255 GAA GCG AAG GAG CGA GGU
Tab. C19: Operonspezifische Pb. polymyxa 16S-rRNS Primer

5.2.7 Operonspezifische in vitro Amplifikationen mit verschiedenen Primer-
kombinationen

Die Abbildungen CI11.1-C11.4 zeigen mit welchen Primerkombinationen Amplifikate

generiert werden konnten. Es wurden fiir die verschiedenen PCR-Reaktionen die

unterschiedlichen 16S-rRNS Vorwirtsprimer mit den einzelnen spacerspezifischen

Riickwértsprimern kombiniert. In Tabelle C20 sind die Ergebnisse, die mit den jeweiligen

Primerkombinationen erhalten wurden, zusammengefasst.

Abb. C11.1: Operonspezifischer Nachweis fiir Pb.
polymyxa mit dem Vorwiértsprimer Paenil6S_1V
und verschiedenen operonspezifischen Riickwarts-
. primern

Abb. C11.2: Operonspezifischer Nachweis fiir Pb.
polymyxa mit dem Vorwiértsprimer Paenil6S_2V
und verschiedenen operonspezifischen Riickwérts-
- primern

Abb. C11.3: Operonspezifischer Nachweis fiir Pb.
polymyxa mit dem Vorwirtsprimer Paenil6S_4V
und verschiedenen operonspezifischen Riickwarts-
primern

Abb. C11.4: Operonspezifischer Nachweis fuir Pb.
polymyxa mit dem Vorwértsprimer Paenil6S_5V
und verschiedenen operonspezifischen Riickwérts-
| primern

Spurenbelegung:

- 0) 50 bp DNS Leiter 4) Paenop 3bR
1) Paenop 1R 5) Paenop 3cR
2) Paenop 2.1R 6) Paenop SR

Eﬁ" = 3) Paenop 3aR
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53  Zusammenfassung der verschiedenen Primerkombinationen

Tab. C20 fasst, zur besseren Ubersicht, die Ergebnisse der verschiedenen operonspezifischen
PCR’s zusammen. So wurden alle operonspezifische 16S-rRNS Vorwértsprimer mit alen
spacerspezifischen Rickwartsprimern und umgekehrt getestet. Wie zu erkennen ist, wurde
nur mit dem Primer Paenil6S 3V kein Amplifikat generiert. Alle anderen Kombinationen

ergaben ein oder mehrere PCR-Produkte.

Paenil6S 1V | Paenil6S 2V | Paenil6S 3V | Paenil6S 4V | Paenil6S 5V
Paenopl1R + - - - +
Paenop2.1R - + - - -
Paenop3aR + + - - +
Paenop3bR - - - + -
Paenop3cR + + - + +
Paenop5R + + - + +
Tab. C20: Ergebnisse der unterschiedlichen Primerkombinationen zur in vitro Amplifikation der 16S-

rRNS-Operone von Pb. polymyxa
+: Amplifikat wurde generiert
-: kein Amplifikat wurde generiert
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D. Diskussion

1 Konstruktion stammspezifischer Primer mittels MASH flur diverse

Bakterienstamme

Mit Hilfe der Mikrotiterplatten Ausschlusshybridisierung wurden fur unterschiedliche

Bakteriengruppen stammspezifische Primer konstruiert.

Nach der Anreicherung potentiell spezifischer DNS-Fragmente wurden diese in einen Vektor
kloniert (vgl. B 9.3) und einer Sequenzanalyse (vgl. B 11) unterzogen. Die ermittelten
Sequenzdaten wurden mit bereits bekannten Sequenzen, die in Datenbanken hinterlegt sind,
verglichen (vgl. C 1.3; C 2.1 und C 3.1). Somit konnte in manchen Félen nicht nur die
Funktion des DNS-Bereichs (Strukturgen, ORF, oder nichtcodierend) bestimmt, sondern
variable Bereiche des Fragments identifiziert werden. Dies erleichterte eine zielgerichtete
Konstruktion von spezifischen Primern fir diagnostische PCR-Systeme. Waren keine
dhnlichen Sequenzen in den Datenbanken vorhanden, wurden die Primersequenzen zuféllig
gewdhlt, d.h. in den terminalen Bereichen des Fragments mit mdglichst identischem GC-
Gehadt (vgl. D 1.2).

In alen Fallen wurden die konstruierten Primerpaare auf ihre Spezifitét Uberprift. Wurde in
einer PCR die DNS des Zielstanmes amplifiziert und dabel ein Fragment der
vorausberechneten Grof3e gebildet, und konnten nach einer PCR mit der DNS der in der
Ausschlusshybridisierung verwendeten Subtraktoren und anderer Referenzstdmme keine
PCR-Produkte beobachtet werden, so wurden die fir die PCR eingesetzten Primer als
»Spezifisch im Rahmen der getesteten Referenzstdmme” bezeichnet.

Es ist zu beachten, dass die spezifische Identifizierung bzw. Differenzierung eines Stammes
durch die Bildung eines PCR-Produktes mit der richtigen, aus den Sequenzdaten des isolierten

Fragmentes ermittelten, Grof3e definiert und gewdahrleistet ist.
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1.1  Einstellung der Hybridisierungsbedingungen

Je nach Wahl der Hybridisierungsbedingungen kann man die Ausbeute an spezifischen DNS-
Fragmenten beeinflussen. Wie bei allen Hybridisierungsverfahren ist die Schmelztemperatur
der wichtigste Parameter. Die Schmel ztemperatur (T,,) ist abhdngig vom GC-Gehalt der DNS
sowie beeinflussbar durch die Kationen- und Formamidkonzentration des verwendeten
Hybridisierungspuffers. Sie kann nach Howley et al. (1979) wie folgt berechnet werden:

Tm=815°C+16,6logM + 0,41 x % GC — 0,72 x % Formamid

M: Molkonzentration der monovaenten Kationen im Puffer

Die Hybridisierungsstringenz wird letztendlich durch die gewahlte Formamidkonzentration
und der verwendeten Hybridisierungstemperatur bestimmt. Diese wird meist bei 25 °C unter
der berechneten Ty, als optimal angesehen. Egal, ob bei einer MASH oder bel der Methode
des spezifischen DNS-Fischens, die Hybridisierungstemperatur wurde immer so niedrig wie
moglich gewahlt und blieb konstant. Die Stringenz wurde einzig und aleine Uber die
Formamidkonzentration eingestellt. Durch den Gebrauch von Mikrotiterplatten kdnnen bei
konstanter Hybridisierungstemperatur verschiedene Formamidkonzentrationen in  den
unterschiedlichen Kavitdten eingesetzt werden. So fuhrt eine Erh6hung der Stringenz dazu,
dass immer mehr Fragmente mit geringeren Unterschieden nicht mehr miteinander
hybridisieren. Dies bedingt eine Steigerung der Anzahl der sogenannten spezifischen
Fragmente im Uberstand. Eine Erniedrigung der Stringenz hat das Gegenteil zur Folge. Es
bilden sich immer mehr Hybride und es bleiben nur noch die spezifischen Fragmente im
Uberstand dibrig, die die gréften Unterschiede zu der immobilisierten DNS aufweisen. Die
Stringenz l&sst sich aber nicht beliebig senken, da die Ziel-DNS unter zu unstringenten
Bedingungen schon in Losung miteinander hybridisieren kdnnte und so nicht mehr an die
immobilisierte Subtraktoren-DNS binden kann.

In dieser Arbeit wurde immer als niedrigste Hybridisierungstemperatur T, - 25 °C gewahlt.
Ausgehend von dieser Temperatur wurde dann die Stringenz durch Formamid langsam
schrittweise erhoht. Die niedrigste Stringenz bei der Fragmente detektiert worden sind, wurde
zur weitere Analyse verwendet. Es wurde angenommen, dass hier die spezifischen
Fragmenten mit den grofiten Unterschieden zur immobilisierten DNS zu finden sind und je
grof3er die Unterschiede, umso einfacher ist es stammspezifische Primer zu konstruieren, vor

allem wenn man keine Referenzsequenzen hat.
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Wie wichtig das Einstellen der Hybridisierungsbedingungen ist, zeigte sich bel Anwendung
der Methode des ,spezifischen DNS-Fischens® as die unterschiedlichen Spacer von
Paenibacillus polymyxa isoliert werden sollten (vgl. C 5). So konnte Spacer 1- und Spacer 2-
DNS schon bei relativ niedriger Formamidkonzentration isoliert werden. Die entsprechenden
Sequenzen weisen die grofdten Unterschiede zu den anderen Spacern auf. Erst bei hoheren
Formamidkonzentrationen konnten dann auch die restlichen 5 isoliert und sequenziert werden.
Genauso muss man auch mit der Stringenz ,,spielen”, will man unterschiedliche Varianten
eines Genes finden. Je héher die Stringenz desto geringer werden die Unterschiede der DNS

saein, die an dieimmobilisierte bindet.

1.2  Kriterien fur die Konstruktion ssammspezifischer Primer und deren Anwendung
Da fur die meisten mit MASH isolierten spezifischen DNS-Fragmente keine Referenz-
sequenzen in den Gendatenbanken gefunden wurden, konnten die stammspezifischen Primer
nicht zielgerichtet konstruiert werden. Das heil3t, man konnte etwaige Unterschiede nicht
bewusst ausnutzen, um die Spezifitét zu gewdahrleisten. Erst durch Austesten der Primer mit
PCR bzw. Gradienten-PCR konnte die Spezifitét gewahrleistet werden. Dann sind sie aber
immer nur im Rahmen der getesteten Stdmme bzw. der bei der MASH verwendeten
Subtraktor-Stdmme spezifisch. AulRerdem kann ein PCR-Nachwels stammspezifisch sein,
auch wenn DNS von anderen Stammen ebenfals amplifiziert wird. In solchen Félen
gewdhrleistet die richtige, aus den Sequenzdaten des isolierten spezifischen Fragments,
bestimmte Grolie des gebildeten PCR-Produkts die Identifizierung.

Da die isolierten DNS-Fragmente in der Regel nicht grofRer als ca. 200 bp sind, wurden zur
Konstruktion der Primer die terminalen Bereiche der isolierten Fragmente as Primersequenz
ausgesucht. Des weiteren muss der GC-Gehalt der gewahlten Oligonukleotide beachtet
werden, da stammspezifische PCR-Reaktionen oft unter sehr stringenten Bedingungen
durchgefuihrt werden missen, um eine Differenzierung zu gewdahrleisten. Deshalb sollten
beide verwendeten Primer einen moglichst @nlichen oder sogar identischen Schmelzpunkt
haben. Die in dieser Arbeit entwickelten Primer haben in der Regel eine Lange von 18 Basen
und einen GC-Gehalt um die 50 %.

Da in einer stammspezifischen PCR die Annealingtemperatur so eingestellt wird, dass die
Anlagerung der Primer gerade noch moglich ist, wurde die maximale und damit fir eine
spezifische PCR optimale Bindungstemperatur stets mittels einer Gradienten-PCR mit der
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DNS des Zielorganismus bestimmt. Diese Temperatur kann bis zu 10 °C Uber der nach Suggs
et a. (1981) berechneten Schmelztemperatur des Oligonukleotid-Hybrids liegen.

2 Konstruktion stammspezifischer Streptomyces-Primer

Streptomyceten sind filamentdse Bakterien aus der Familie der Gram-positiven GC reichen
Aktinomyceten. Sie sind vor allem in Boden weitverbreitet. Ahnlich wie Pilze zeigen sie auf
festen Oberflachen eine komplexe Zelldifferenzierung. Nach dem Auskeimen der Sporen
wéchst zunéchst ein stark verzweigtes Substratmycel heran. An dessen Oberflache bildet sich
bei Nahrstoffmangel ein hydrophobes Luftmycel. Der Zellzyklus schliefst sich, indem am
Luftmycel Sporen abgeschniirt werden. Die 6kologische Bedeutung der Streptomyceten liegt
vor allem in der Kompostierung organischer Abfalle. Fir diese Aufgabe steht ihnen eine
Vielzahl extrazelluléarer hydrolytischer Enzyme wie Cellulasen, Hemicellulasen, Chitinasen
Amylasen, Proteasen usw. zur Verfligung, die auch von biotechnologischem Interesse sind.
Interessanter noch ist ihre Fahigkeit, ene nahezu unlbersehbare Fille an
Sekundarmetaboliten zu bilden. Darunter fallen vor allem Antibiotika. Von etwa 6000
bekannten Antibiotika werden 4000 alein von Streptomyceten produziert wie etwa
Erythromycin, Streptomycin, Tetrazyklin oder Vankomycin. Neben den Antibiotika werden
eine Vielzahl weiterer Wirksubstanzen wie Cytotoxine, Immunsuppressiva, antivirale Stoffe,
Fungizide, Herbizide usw. produziert. Wegen dieser Fahigkeiten spielen die Streptomyceten
eine wichtige Rolle in der pharmazeutischen und biotechnologischen Industrie (Baltz, 1998).
Um dieses riesige Potenzial an Fahigkeiten unterzubringen, besitzen die Streptomyceten eine
ungewohnliche Genomstruktur. Sie besitzen ein lineares, etwa 8 Mb grof3es Chromosom mit
etwa 7000 Genen. Damit haben sie sogar mehr Gene als Sacharomyces cerevisiae (circa 6000
Gene) (Goffeau et a., 1996).

Auf Grund ihrer Bedeutung fur die Industrie, ist eine schnelle, einfache und zuverlassige
Identifizierung bzw. Differenzierung der einzelnen Streptomyces-Arten und ihrer Mutanten
sehr wichtig. So wurde versucht, ob es mit der Ausschlusshybridisierung in MTP mdéglich ist,
auch fur Streptomyceten stammspezifische Primer zu entwickeln. Dies wurde anhand von 3
Stdmmen untersucht.

Bei den drel verwendeten Streptomyceten handelte es sich um Stdmme ener nicht

beschriebenen Art. Mit Hilfe dieser Stamme sollte ausgetestet werden wie hoch die Auflésung
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der MASH bei nah verwandten Vertretern einer Gruppe mit eéinem hohen GC-Gehalt ist. Wie
aus den Abb. C4 und Abb. C5 hervorgeht, war es kein Problem, fir Streptomyces sp. B
stamm- bzw. artspezifische Primer zu konstruieren. Die Zielregionen der Primer KlonB4V /
KlonB4R bzw. KlonB4Ra befinden sich auf der 23S-rRNS. Diese Primer sind fir die 23S
rRNS von Streptomyces sp. B spezifisch. Dies zeigt, dass es kein Problem war mittels MASH
ein DNS-Fragment spezifisch, innerhalb der getesteten Stamme, fir die Art Streptomyces sp.
B zu isolieren. Es konnte aber auch ein 23S-rRNS Fragment spezifisch fur die beiden
Streptomyceten A und C isoliert werden. Mit den anhand der Sequenzdaten dieses Fragments
konstruierten Primer KlonA4V / KIonAC23SR (vgl. Abb. C7) erhdt man nur mit der DNS
der Stdmme A und C ein spezifisches Amplifikat. Wie die Abb. C6 und Abb. C7 zeigen
gelang es jedoch nicht, zwischen Streptomyces sp. A und Streptomyces sp. C mit den bis
dahin konstruierten Primern zu unterscheiden. Aus diesen Griinden wurde eine zweite MASH
durchgefihrt, in der nur die zwei Stamme A und C verwendete wurden, um ein eventuell
spezifisches Fragment flr einen der beiden Stdmme zu isolieren. Durch das Weglassen von
Stamm B, der weniger verwandt zu Stamm A und Stamm C zu sein scheint, bel der
Ausschlusshybridisierung wurde die Wahrscheinlichkeit erhoht, spezifische Fragmente fur

einen der beiden anderen Stamme zu erhalten.

Bei dieser MASH gelang es, ein Fragment spezifisch fur Sreptomyces sp. A anzureichern
(vgl. C.1.4.1). Die Sequenzdaten dieses DNS-Fragments ergaben in keiner Datenbank eine
Verwandtschaft zu einem bekannten Gen. Es konnte aber mit Hilfe der Sequenz ein
Primerpaar, KlonAO_2V / KlonAQ_2R, entwickelt werden, das eine Differenzierung zwischen
Sreptomyces sp. A und Sreptomyces sp. C ermdglichte (vgl. Abb. C8). Sreptomyces sp. B
bildete mit diesem Primerpaar dagegen kein Amplifikat. Es konnte also mit der
Ausschlusshybridisierung ein Streptomyces sp. A spezifisches DNS-Fragment isoliert werden.
Ein hoher GC-Gehalt scheint also kein Problem darzustellen, um mit diesem Verfahren

spezifische Fragmente anzureichern.
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3 Konstruktion pathovar spezifischer Xanthomonas-Primer

Die Gattung Xanthomonas beinhaltet entweder pflanzenpathogene Organismen oder solche
die mit Pflanzen assoziiert sind. Die meisten Xanthomonaden bilden gelbliche, schleimige,
glatte Kolonien. Das Exopolysaccharid Xanthan, verantwortlich fir das Erscheinungsbild der
Kolonien, ist typisch fir diese Gruppe. Die Xanthomonaden sind bewegliche, gram-negative
Stabchen, die eine polare Geil3el besitzen. Die Fettsduren 11:0iso, 11:0iso 30H und 13:0 is0
30H sind charakteristisch fur diese Gattung und ein sicheres Kriterium, um sie von anderen

Bakteriengattungen zu differenzieren.

Die Gattung der Xanthomonaden ist in 20 Arten, welche eine Vielzahl von unterschiedlichen
Pathovare beinhaltet, unterteilt (Vauterin et a. 1995). Vor dieser Unterteilung war die
Taxonomie der Xanthomonaden durch ein einzelnes phanotypisches Merkmal bestimmt,
namlich das der Wirtsspezifitét. Das Pathovar wurde nach der Pflanze, von welcher die

Erstisolierung erfolgte benannt.

Bis heute ist daher noch immer die Identifizierung der Xanthomonaden mittels
Infektionsstudien eine der gebrauchlichsten Methoden. Aulerdem kdnnen viele Pathovare
(Uber 66; Vauterin et a., 1995) noch immer keiner der 20 Arten zugeteilt und nur durch
Infektionsversuche der entsprechenden Wirtspflanzen identifiziert werden.

Obschon die einzelnen Pathovare meistens einen bestimmten Wirt infizieren, gibt es auch
Pathovare, die ein etwas breiteres Wirtsspektrum besitzen. Dies erschwert die Identifizierung
der einzelnen Stdmme erheblich. Aullerdem ist die Differenzierung der einzelnen Pathovare

durch die gangigen Infektionsstudien zeitaufwendig und letztendlich nicht immer eindeutig.

Deshalb wurde versucht, fir eine Auswahl von verschiedenen Xanthomonas-Arten und
Stdmmen pathovar-spezifische Primer zu konstruieren. Die Stdmme kamen aus dem Bestand
der Bayerischen Landesanstalt fir Bodenkultur und Pflanzenbau, kurz LBP (Freising, D).

3.1  Konstruktion Xanthomonas campestris pv. campestris spezifischer Primer

Wie bereits erwdhnt, handelt es sich bel der Gattung Xanthomonas um pflanzenpathogene
Mikroorganismen, die betréchtlichem 6kologischen und wirtschaftlichen Schaden anrichten
konnen. Pflanzenpathogene Bakterien werden in zwel Gruppen unterteilt: tumorbildende und

nekrotische Erreger (Alfano und Collmer, 2001). Tumorbildende Pathogene, wie der Name
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bereits andeutet, verursachen Gewebewucherungen, wobei Organismen die nekrotisch wirken,

das Absterben der Pflanze hervorrufen.

Schwarzféaulnis von Kreuzblitern, wie z. B. bel Kohl, verursacht durch Xanthomonas
campestris pv. campestris (Pammel) Dowson wird als eine der weltweit am haufigsten
auftretenden Krankheiten bei Kreuzblitern betrachtet (Williams, 1980). Am schlimmsten
betroffen ist die Pflanze Brassica oleracea. Die Kontrolle der Krankheit ist schwierig und es
wird versucht, sie durch den Gebrauch von gesundem Pflanzenmaterial und die Eliminierung
jeglicher Kontaminationsquellen zu unterbinden. Der Krankheitserreger ist durch das Saatgut
Ubertragbar (Walker und Tisdale, 1920; Williams, 1980; Schaad, 1982). Sichere und
zuverlassige Untersuchungen des Saatguts sind unabdingbar, um Préventivmal3nahmen zu
ergreifen und den Samen vom Erreger zu befreien. Zu diesem Zwecke wurde bereits eine X. c.
pv. campestris spezifische Sonde entwickelt, um den Organismus mittels
Southernhybridisierung nachzuweisen (Shih et a., 2000).

Noch immer ist aber die Kultivierung des Erregers auf Selektiv-Medien die gebrauchlichste
Methode, um Xanthomonas campestris pv. campestris in Pflanzen-, Samen- und
Bodenproben zu detektieren (Chun und Alvarez, 1983; Franken 1992; Fukui et al., 1994,
Schaad und White, 1974a; Schaad und Donaldson, 1980). Das reicht aber nicht aus, um den
Erreger eindeutig zu identifizieren. Eindeutige Erkenntnisse erhdlt man nur durch
zeitaufwendige Infektionsversuche. Es  wurde daher versucht, mittels
Ausschluf3hybridisierung in Mikrotiterplatten spezifische DNS-Fragmente fur Xanthomonas
campestris pv. campestris, zu isolieren und daraus spezifische Primer zu entwickeln, um

Xanthomonas campestris pv. campestris nachzuwei sen.

Wie die Tabelle C11 zeigt, gaben nur die DNS der drel X. c. pv. campestris Isolate LM G 568,
PD587, und PD649 mit dem fir dieses Pathovar spezifischem Primerpaar Xantho6.8V /
Xantho6.8R ein Amplifikat. Bei allen anderen Xanthomonas Isolaten konnte kein PCR-
Produkt generiert werden. Mit diesem neuentwickelten Primerpaar l&sst sich X. c. pv.
campestris eindeutig von den anderen getesteten Xanthomonas-Pathovaren unterscheiden. Die
spezifische in vitro Amplifikation ist daher ein geeignetes Werkzeug, die zeitaufwendigen

I nfektionsversuche zu umgehen.
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3.2  Konstruktion Xanthomonas campestris pv. raphani spezifischer Primer

Die Symptome an Rucola, hervorgerufen durch Xanthomonas campestris pv. raphani,
erinnern stark an die des Falschen Mehltaus, was zu Diagnoseschwierigkeiten in der Praxis
fhrt. Diese Probleme kénnen nun durch Anwendung diagnostischer PCR vermieden werden.
Xanthomonas campestris pv. raphani kann mit dem Primerpaar Xantho4.6bV / Xantho4.6bR
schnell und pathovar-spezifisch identifiziert werden (vgl. Abb. C10). Die zwel X. campestris
Pathovare kdnnen ohne Probleme mit den entwickelten Primern, Xantho6.8V / Xantho6.8R
und Xantho4.6bV / Xantho4.6R voneiander unterschieden werden (vgl. Tab. C11). Esist also
maoglich, pathovar- spezifische Fragmente fir Xanthomonas Stémme einer Art zu isolieren
und zu deren Differenzierung zu verwenden. Das vereinfacht deren Nachweis bzw. Detektion

um ein Viefaches.

3.3  Konstruktion Xanthomonas hortorum pv. pelargonii spezifischer Primer
Bakterielle Krankheitserreger haben im Gartenbau sowie in der Landwirtschaft eine Gber die
Jahre betrachtet zunehmende Bedeutung errungen. Im Zierpflanzenbau ist hier Xanthomonas
hortorum pv. pelargonii, der Erreger der Pelargonienwelke zu erwédhnen. Bis 1995 gehdrte
dieses Pathovar noch der Art X. campestris an, wurde aber dann aufgrund DNS/DNS
Hybridisierungen von Vauterin et a. (1995) einer eignen Art, ndmlich X. hortorum
zugeordnet. Es existieren RAPD-Primer, um dieses Pathovar zu identifizieren (Manulis et al.,
1994).

Das in dieser Arbeit entwickelte Primerpaar Xanthol.7V / Xanthol.7R ermdglicht durch in
vitro Amplifikation eine schnelle Identifizierung dieses Pathovars durch das Generieren einer
spezifischen Bande bestimmter Grof3e. Von den getesteten Xanthomonas | solaten wurde nur
bei den X. h. pelargonii Pathovaren ein spezifisches PCR-Produkt gebildet (vgl. Tab. C11).
Wie Abb. C 11 zeigt war es ebenfalls kein Problem, ein Amplifikat direkt aus den Zellen zu
gewinnen. Durch diese Moglichkeit kann auf die DNS Isolierung verzichtet und Zeit gespart

werden.

34  Konstruktion Xanthomonas pv. lobelia spezifischer Primer

Bei Xanthomonas pv. lobeliae handelt es sich um einen Xanthomonas Stamm der von Lobelia
erinus Richardii isoliert wurde. Bei Befall zeigen die Blétter, beginnend an den Blattadern,
eine Aufhellung und Vergilbung der gesamten Blattspreite. Tellweise ist dies im
Anfangsstadium verbunden mit violetter Verfarbung entlang der Blattadern. Ausgangspunkt
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der Symptome sind haufig die Blattstiele. Die Ausbreitung erfolgt zunachst entlang der
Mittelrippe. Ausgehend vom Blattrand treten aufRerdem keilformige Nekrosen der
Interkostalfelder auf. Die Bléatter werden nekrotisch und sterben dann vollig ab.

Der Pathovar wurde von der Bayerischen Landesanstalt fir Bodenkultur und Pflanzenbau
(LBP) isoliert und charakterisiert. Zur Identifizierung der Bakterienisolate wurden die
Ublichen Standardmethoden (Schaad, 1980) von der LBP angewandt. Es wurden
Pathogenitétstest sowie Reisolierungversuche durchgefiinrt. Einen Vergleich der
Kultureigenschaften und der physiologischen Leistungen der Bakterienisolate mit den Daten
aus der Literatur (Bradbury, 1986) zeigte, dass der untersuchte Erreger der Art Xanthomonas
campestris angehdren soll. Diese Diagnose konnte ebenfalls durch Fettsdure-Anaysen
bestétigt werden. So wiesen samtliche Isolate ein fur Xanthomonas campestris typisches
Fettsdure-Muster auf ( Poschenrieder, pers. Mitteilung).

Da es Uber diese Bakteriose und den Erreger in der Literatur keinerlei Hinweise zu finden
gibt, und aufgrund der zahlreichen Pathovars von Xanthomonas, musste noch geklart werden,
ob es sich bei dem Erreger um ein bekanntes oder ein neues Pathovar handelt. Zu diesem
Zweck wurde versucht, mit MASH ein pathovarspezifisches Primerpaar zu entwickeln, mit
dem anschlief?end durch PCR getestet werden kann, welche Pathovare ein PCR-Produkt
bilden und welche nicht. Wie Tab. C 11 zeigt konnte aber nicht zwischen X. pv. lobelia und
X. pv. isotoma differenziert werden. Daher wurde in einem nachsten Schritt versucht, fir X.

pv. isotoma pathovarspezifische Primer zu entwickeln.

35  Konstruktion Xanthomonas pv. isotoma spezifischer Primer

Isotoma axillaris, auch als Laurentia axillaris bekannt, ist eine Zierpflanzenart aus der
Familie der Campanulaceae. Die Kultur von Isotoma ist jedoch seit Mai 2001 durch das akute
Auftreten einer bisher unbekannten Krankheit geféhrdet (Poschenrieder, pers. Mitteilung).
Zahlreiche Pflanzen zeigten an Bléttern und Sprossen Welke- und Nekrosesymptome.
Bisweilen wurden auch Schleimabsonderungen festgestellt. Auf den BlUtenblé&ttern waren
zusammenflieflende, gelb-grine Flecken mit weil’en Hofen sichtbar. Schliefdich starben
einzelne BlUtenblatter von der Blattspitze her ab. Die Kelchblétter verfarbten sich schwarz
und almaéhlich verdorrte die gesamte Blite. Es ging so weit, dass esim Juli 2001 zum totalen

Zusammenbruch des ganzen Bestandes kam.
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Die LBP konnte aus dem kranken Pflanzenmaterial regelméaldig und reichlich sehr einheitliche
Bakterienisolate gewinnen. Diese konnten aufgrund ihrer phanotypischen und
physiologischen Eigenschaften der Gattung Xanthomonas zugeordnet werden. Eine
endgultige Bestimmung der Bakterienisolate durch gaschromatographische Analyse der
zellularen Fettsauremethylester (FAME)-Profile mit dem Microbia ldentification System
(MIS, Microbia ID Inc., Newark, USA) war bislang nicht mdglich, da es sich hier um eine
Xanthomonas-Art handelt, die nicht in der ,Vergleichsbibliothek” TSBA 40 (Version 4.10
1998) fur aerobe Bakterien vorhanden ist (Poschenrieder, pers. Mitteilung). Auf jeden Fall
erwiesen sich einige Bakterienisolate als hochvirulent (Poschenrieder, pers. Mitteilung): drei
Wochen nach der Inokulation waren die V ersuchspflanzen vollig abgestorben.

Da dieser Erreger das erstemal von Isotoma isoliert worden ist und er noch keinem Pathovar
zugeordnet werden konnte, wurde ebenfals versucht pathovar-spezifische Primer zu
konstruieren. Es konnte aber nicht, wie bereits mit dem fur X. pv. lobelia spezifischen
Primern, zwischen Xanthomonas pv. lobelia und Xanthomonas pv. isotoma differenziert

werden.

3.6 Differenzierung zwischen Xanthomonas pv. lobelia und Xanthomonas pv. isotoma
Bei den beiden Stammen Xanthomonas pv. lobelia und Xanthomonas pv. isotoma kam der
Verdacht auf, dass es sich um ein und denselben Stamm handeln kénnte. Infektionsversuche,
durchgefiihrt von der LBP, ergaben, dass der von der Lobelie isolierte Xanthomonas Stamm
ebenfalls die Isotoma Pflanze beféllt. Da, wie bereits erwahnt, Isotoma axillaris der Familie
der Campanulaceae angehort und Lobelia erinus Richardii zur Familie der Lobeliacea und
beide Familie nahe zueinander verwandt sind, lag der Schluss nahe, dass es sich um denselben

Stamm handeln kénnte.

Mit MASH sollte versucht werden, ob es moglich ist, zwischen den zwe Isolaten zu
differenzieren oder ob die Annahme, dass es sich um denselben Stamm handelt, bestehen
bleibt. Alle Primer, die konstruiert wurden, um zwischen den zwel Organismen zu
unterscheiden, ergaben dasselbe Resultat. Entweder zeigten sowohl ale Xanthomonas pv.
lobelia wie auch alle Xanthomonas pv. isotoma ein positives oder ein negatives Signal (vgl.
Abb. C 13). Es wurden mehrere Lobelia- und I sotoma-Isolate von verschiedenen Pflanzen zu
verschiedenen Zeitpunkten isoliert und getestet. Die DNS dieser Isolate ergaben immer
dasselbe Resultat. Es konnte nicht zwischen den beiden Isolaten differenziert werden (vgl.
Tab.C3). Eine Gradienten-PCR (vgl. Abb. C14, C14a) brachte ebenfalls keinen Unterschied
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hervor. So zeigten alle entwickelten pathovar-spezifischen Primerpaare, sei es fir
Xanthomonas pv. lobelia oder fir Xanthomonas pv. isotoma, immer dasselbe Verhalten.
Entweder zeigten alle Lobelia- und Isotoma-Stadmme ein positives Ergebnis oder aber ale ein
negatives. Es konnte also kein spezifisches DNS-Fragment isoliert werden, das diagnostische
Regionen zur Konstruktion pathovarspezifischer Primer fir eines der beiden Isolate enthielt.
Die Annahme, dass es sich bei den zwei Organismen um denselben Stamm handelt, konnte
nicht widerlegt werden. Das heil3t aber noch nicht, dass es sich wirklich um ein und denselben
Stamm handelt. Es konnte lediglich kein pathovarspezifisches DNS-Fragment mit MASH

isoliert werden, was eine Unterscheidung hétte zul assen kdnnen.

4 Konstruktion artspezifischer Legionella-Primer

Die Familie der Legionellaceen besteht aus nur einer einzigen Gattung: Legionella. Zur
Gattung Legionella gehéren mindestens 42 Arten (Adeleke et al., 2001; Riffard et al., 1998).
Einige Legionela-Arten werden in sogenannte Serotypen unterteilt. Fir Legionella
pneumophila existieren bis zu 15 Serotypen. Die anderen Legionella-Arten beinhalten bislang

nie mehr als zwei Serotypen.

Legionella pneumophila wurde erstmals 1976 bel einem L egionelloseausbruch in Philadel phia
isoliert. Bei Legionellosen handelt es sich um Krankheiten, die durch Legionella-Arten
verursacht werden. Es werden zwei Arten von Legionellosen bei Menschen beobachtet: die
Legionarskrankheit und das Pontiac-Fieber. Bei dem Ausbruch in Philadelphia spricht man
von der Legionarskrankheit. Hier trat in einem Hotel, wo ein Veteranentreffen von
ehemaligen US Soldaten stattfand, eine schlimme Pneumonie auf, fir die Legionellen
verantwortlich waren (Fraser et a., 1977). In einer Reihe von Studien wird berichtet, dass 1-
13 % aler Pneumonien durch Legionella verursacht werden (Brome 1983). Die Zahl der
Erkrankungen verursacht durch diese Erreger ist, durch die schwierige Unterscheidung dieser
Krankheit von anderen Pneumonien und Influenza-Erkrankungen, wahrscheinlich noch um
einiges groler. Zahlreiche Félle bleiben unerkannt. 15-20% der Erkrankten sterben an dieser
Form der Lungenentziindung.

Das Pontiac-Fieber ist bei weitem nicht so schlimm. Es wurde noch kein Todesfall
beobachtet. Im Gegensatz zur Legiondrskrankheit handelt es sich hier um keine Pneumonie.
Die Infektion ist selbst-limitierend und klingt nach 48 Stunden ab.
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Das natirlich Vorkommen der Legionellen, wenn auch nur in geringen Mengen, ist in Fliissen
und Seen. Speziell aguatische Biofilme sind die hauptséchliche okologische Nische der
Legionella-Arten. Sowohl eine erhohte Wassertemperatur, anorganische und organische
Bestandteile des Wasser a's auch das VVorkommen von Protozoen spielen eine Schitisselrolle
furs Wachstum und bei der Ausbreitung der Legionellen (Fliermanns et al., 1981). Die
Erfillung dieser Bedingungen erklart moglicherweise das erhdhte Vorkommen von
Legionellen in kinstlichen Wasserkreiddufen. Die grofdte Anzahl von Legionellen konnte aus
30-40 °C warmen Wasserproben isoliert werden (Schulze-Robbecke et al., 1987). Legionellen
werden durch das Einatmen kontaminierter Aerosole, welche aus Klimaanlagen,
Springbrunnen, Kdhltirmen, Duschkdpfen usw. stammen kdnnen, tbertragen (Atlas, 1999).
Wie bereits erwahnt, spielt das Vorkommen bestimmter Protozoen sowohl in natrlichen auch
als in kinstlichen Umgebungen eine ausschlaggebende Rolle fur das Wachstum der
Legionellen (Fields, 1996). So wurden meisten Acantamoeba, Hartmanella, und Naegleria
Protozoen aus Legionella kontaminiertem Wasser isoliert. Andere Protozoen Arten wie
Saccamoeba, Vexillifera und Platyamoeba wurden ebenfals in Zusammenhang mit
Legionellen gebracht. Tetrahymena pyriformis scheint eine wichtige Rolle fur Legionella
longbeachae zu spielen. Legionella longbeachae konnte auch aus Bodenproben isoliert
werden (Fields, 1996; Steele und McLennan, 1996). Da einige klinisch relevante pathogene
Stamme wie z.B. Listeria, Vibrio, Burkholderia, Mycobacterium, Chlamydia usw. mit
Protozoen assoziiert werden, wird angenommen, dass letztere eine wichtige Rolle fur
pathogene Organismen als Reservoir spielen (Steinert et a., 1998; Brown und Barker, 1999;
Fritsche et al., 1999; Landers et al., 2000). Sie bieten den Legionellen nicht nur Né&hrstoffe,
sondern auch Schutz vor schlechten Umweltbedingungen. So schiitzen besonders die Cysten
von Acanthamoeba die Bakterien vor hohen Temperaturen, Desinfektionsmitteln und
Austrocknung (Barker et al., 1992; Kilvington und Price, 1990).

Durch unterschiedliche Versuche konnte gezeigt werden, dass die Wechselwirkungen
zwischen Legionellen und Protozoen zum Infektionsprozess beitragen (Brieland et a., 1997).
Inwiefern aber die Interaktion einer bestimmten Legionellenart mit einem spezifischen
Protozoen-Wirt Auswirkungen auf die Virulenz bzw. den Verlauf der Krankheit haben,
konnte noch nicht geklart werden. Mit dem spezifischen ,DNS-Fischen“ konnte man,
vorausgesetzt man weil3 welche Gene verantwortlich fir den Infektionsprozess der Protozoen

sind, in alen Legionellenarten nach diesen Genen bzw. Varianten dieser Gene screenen.
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Auf Grund der nicht eindeutigen Diagnose von Legionellosen und der Tatsache, dass die
Isolierung und zuverléssige Kultivierung von Legionellen auf Selektivmedien mihsam ist,
Uberdies Legionellen sogenannte ,viable but not culturable” Zellen bilden kénnen, die erst
nach Aufnahme von Protozoen wieder in einen kultivierbaren Zustand tibergehen (Hussong et
a., 1987; Paszko-Kolva et al., 1992, Steinert et al., 1997) ist es notwendig, einfache und
eindeutige Nachweise auf molekularer Ebene zu entwickeln. Es gibt Studien bei denen die
unterschiedlichen Legionella-Arten mittels RAPD (Lo Presti et al., 1998) oder auf Grund der
unterschiedlichen Léngen der 16S-23S rDNS Spacer (ISR-PCR) ( Riffard et al., 1998)
differenziert werden. Bel diese beiden Methoden werden Bandenmuster generiert und mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Sowohl die Reproduzierbarkeit als auch die eindeutige
Interpretation dieser Ergebnisse sind nicht eindeutig und unterscheiden sich von Labor zur
Labor. Eine schnelle und sichere Detektion von Legionella pneumophila ist mit FISH
(fluorescence in situ hybridization) mit einer spezifischen gegen die 16SrRNS gerichteten
Sonde moglich (Grimm et al., 1998). Die Auflésung der 16S-rDNS ist aber nicht immer hoch
genug, um die unterschiedlichen Arten zu differenzieren. So wurden in dieser Arbeit mittels
Ausschluhybtridisierung art-spezifische Primer fir Legionella pneumophila, Legionella
longbeachae, Legionella hackeliae und LLAP 10 entwickelt. So kann mit einer einfachen

PCR ein eindeutiges Ergebnis produziert und reproduziert werden.

4.1  Konstruktion Legionella pneumophila Corby spezifischer Primer

1996 im August und Dezember gab es in einem Gewerbegebiet in Corby, Northamptonshire
zwei Ausbriiche der Legionérskrankheit. Beide Male konnten Legionella pneumophila
serogroup 1 diagnostiziert werden. Es wurde aus verschiedenen Raumlichkeiten vom
entsprechenden Gelande sowie Proben aus Klimaanlagen enthommen aus denen Legionella
pneumophila isoliert werden konnte.

Die fiur Legionella pneumophila Corby spezifischen Primer wurden im Konsiliarlaboratorium
fur Legionellen (Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der TU Dresden) auf
ihre Spezifitat getestet. Wie Tab. C17 zeigt, erfasst das Primerpaar legiol.9V / 1egiol.9R alle
25 getesteten Legionella pneumophila Stémme. Das spezifische PCR-Produkt hat die richtige
Fragmentgrof3e sowie die richtige Sequenz. Die DNS der Stamme L. geestianae, L.
jamestowniesis, L. santicrucis und L. wadsworthii ergeben auch ein Amplifikat. Sie kénnen
trotzdem von den L. pneumophila Stdmmen problemlos differenziert werden, da die Gréle

des Amplifikates nicht der Lange des spezifischen PCR-Produkts entspricht (vgl. Tab. C12).
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Somit erwies sich die Oligonukleotide legiol.9V / legiol.9R as ein zuverlassiges Primerpaar

zur Differenzierung der L. pneumophila Stammen.

4.2  Konstruktion Legionella longbeachae spezifischer Primer

1980 wurden erstmals die zwei einzigen Serovare von Legionella longbeachae beschrieben
(Bibb et al., 1981; McKinney et a., 1981). Die zwel Serovare kdonnen durch , direct
fluorescent antibody staining” unterschieden werden. 10%-15% der durch Legionellen, aber
nicht durch Legionella pneumophila, verursachten Pneumonien werden durch Legionella
longbeachae serogroup 1 verursacht.

In Australien traten die meisten und schlimmsten Lungenentziindungen verursacht durch
Legionella longbeachae auf (Cameron et a., 1991). Es traten aber auch Infektionen mit
Legionella longbeachae in L&ndern wie Neuseeland, Schweden, Deutschland; Japan,
Déanemark, Kanada und den Niederlanden auf (Cameron et a., 1991; Koide et a, 1999; van't
Hullenaar, 1996).

Obschon Legionella longbeachae aus Wasser isoliert werden konnte, ist das jedoch nicht die
bevorzugte kol ogische Nische des Organismus. Legionella longbeachae konnte in Australien
hauptsachlich aus kommerziell erhdtlicher Blumentopferde isoliert werden, wo das
Bakterium lange Uberleben kann (Steele et al, 1990).

Esist genau so wenig Uber die Virulenz von Legionella longbeachae bekannt (Neumeister et
a., 1997; O'Connell et al., 1996) wie Uber die Faktoren die zur Pathogenitét beitragen. Die
Symptome &hneln denen von Legionella pneumophila serogroup 1 und der Krankheitsverlauf
ist &hnlich schlimm (Doyle et al., 1998). Um L. longbeachae von L. pneumophila und
anderen Legionella Arten zu unterscheiden, wurden mehrere L. longbeachae spezifischen
Primer entwickelt (vgl. Tab. C13). Die Primer legio 2.4V / legio2.4R, legio2.7V / legio2. 7R
und legio2.9V / legio2.9R wurden in Zusammenarbeit mit dem Konsiliarlaboratorium fir
Legionellen (Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der TU Dresden) getestet.
Die drei Primerpaare erwiesen sich als Legionella longbeachae spezifisch (vgl. Tab. C17). So
wurde nur mit der DNS der 16 getesteten Legionella longbeachae Stdmmen das spezifische
Amplifikat generiert. So scheinen die mittels MASH isolierten DNS-Fragmente (vgl. Tab
C.13) spezifisch fur L. longbeachae zu sein. Mit den drei entwickelten Primerpaare kann
Legionella longbeachae ohne weiteres problemlos von mehr as 50 Legionella Stdmmen
differenziert werden und somit sicher identifiziert werden.
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4.3  Konstruktion Legionella hackeliae spezifischer Primer

Wie bereits erwahnt besteht die Gattung Legionella aus 42 Arten. Neunzehn Arten wurden als
humanpathogen eingestuft, die entweder die Legiondrskrankheit oder das Pontiac-Fieber
auslosen. Zu diesen pathogenen Arten gehdrt ebenfalls Legionella hackeliae. Legionella
hackeliae ist ebenfalls in zwei Serovare, 1 und 2, unterteilt. Legionella hackelia wurde
erstmals 1981 bei einer bronchialen Biopsie bei einem Patienten mit Lungenentztindung von
Meredith Hackel isoliert. So bekam die Art auch den Namen ihres Entdeckers (Brenner et al.,
1985).

Anhand der Sequenzdaten der fir Legionella hackeliae isolierten DNS-Fragmente (vgl. Tab
C14) wurden drel Primerpaare konstruiert. Die Primer legio4.3V / legio4.3R und legio4.10V /
legio4.10R erwiesen sich als spezifisch (vgl. Abb. C17).

44  Konstruktion LLAP 10 spezifischer Primer

Ein obligat intrazelluldrer bakterieller Parasit wurde aus einigen freilebenden Amoben, die
sowohl im Boden als auch im Wasser vorkommen konnen isoliert. Der Parasit infiziert den
Wirt durch Phagozytose und Uberlebt in den Phagosomen. Er ist gegen die bakteriolytischen
Enzyme des Wirts resistent. Nach dem die Parasiten das Phagosom in Zytoplasma verlassen
haben, verursachen sie die Lyse der Wirtszelle. 1991 wurde das Bakterium der Gattung
Sarcobium und genauer der Art Sarcobium lyticum zugeteilt (Drozanski, 1991) Aber bereits
ein Jahr spater wurde durch vergleichende 16SrRNS Sequenzanalyse gezeigt, dass
Sarcobium lyticum am néachsten zu anderen Legionella-Arten verwandt ist, die auch aus
Amoben isoliert wurden (Springer et al., 1992). 1993 krelerte Rowbotham den Namen
»Legiondlla-like amoebal pathogens* abgekirzt LLAP und nannte so alle Bakterien, die
Legionella dhnliche Infektionen bei Amoben hervorrufen, aber nicht auf Medien kultiviert
werden konnen (Rowbotham, 1993). Diese Tatsache macht es umso wichtiger, mit anderen
molekularbiologischen Methoden diese Bakterien nachzuweisen. Zu diesem Zwecke wurden
far LLAP 10 ein stammspezifisches Primerpaar entwickelt, umso unabhéngig von
Kultivierungsmethoden diesen Organismus spezifisch nachzuweisen (vgl. C 3.2.4).
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5 Gezielte lsolierung und ldentifizierung von Genen

Gene, verantwortlich fur die Pathogenitdt bzw. Virulenz von Mikroorganismen kdnnen
Zzusammen in sogenannten Pathogenitétinseln lokalisiert sein ( Hacker und Kaper, 2000; Perna
et a, 1998). Diese Bereiche kdnnen einen etwas geringeren GC-Gehat haben als der
durchschnittliche GC-Gehalt der gesamten chromosomalen DNS. Solche Regionen, mit
unterschiedlichem GC-Gehalt im Genom sind oft mit genetisch mobilen Elementen assoziiert
und somit auch fur Prozesse wie den horizontalen Gentransfer geeignet (Eisen, 2000; Koonin
et a., 2001; Ochman et a, 2000). Durch horizontalen Gentransfer konnen Gene,
verantwortlich fur eine spezifische 6kologische Adaption oder fur neue Fahigkeiten, wie z.B.
Pathogenitét bzw. Wechselwirkungen zwischen Wirt und Organismus, transferiert werden
(Jackson et al., 1999; Nishi et al., 2000; Sullivan et al., 1998). Auf Grund des geringeren GC-

Gehalts sollte es moglich sein, mit Ausschlusshybridisierung solche Gene anzureichern.

Hat man nun ein Gen identifiziert, kann man mittels der Methode des spezifischen DNS-
Fischens (vgl. B 14.2) andere Organismen nach Présenz dieses Gens bzw. Varianten von
diesem Gen untersuchen. Somit kann man die zeitaufwendige vergleichende
Genomseguenzierung umgehen. Es sollte mit diesem Verfahren versucht werden, fir die
Xanthomonaden und Legionellen Gene anzureichern, die eventuell eine Rolle bei den
Wechselwirkungen Bakterium-Wirt spielen.

Bei viden Xanthomonas Arten konnen die Stamme bzw. Pathovare nur aufgrund ihrer
Wirtspflanze eindeutig identifiziert werden. Diese Wirtsspezifitdt setzt auf molekularer Ebene
Unterschiede in  bestimmten Genen voraus. An Stelle, von aufwendigen
Genomseguenzierungen an verschiedenen Pathovaren und der Suche nach pathovar-
spezifischen Unterschieden, wird mittels MASH versucht, Genfragmente, die verantwortlich
fur diese Wirtsspezifitét sind, zu isolieren und zu identifizieren. Anschlief3end kann man mit
diesen Genen oder Fragmenten dieser Gene nach Varianten in anderen Organismen, die
entweder zur selben Art gehdren oder denselben Wirt befallen, screenen. Ebenfalls sind die
Wechselwirkungen zwischen Legionella und deren Wirtsprotozoen bzw. den Makrophagen
noch nicht ganz geklért. Vielleicht konnen also mit dieser Methode neue Gene, die wichtig fr
dieses Verhalten sind, identifiziert werden.
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51 Methoden zur gezielten Isolierung und Identifizierung von Genenfragmenten

Mit MASH kann man spezifische Fragmente flr die entsprechenden Stdmme isolieren und
anreichern. Diese Fragmente, gut geeignet zur Konstruktion stammspezifischer Primer, sind
aber in der Regel zu klein, ca. 150-200 bp, um eine sinnvolle Datenbankanalyse durchfiihren
zu konnen. Somit ist meistens die Annotation der isolierten DNS-Fragmente nicht moglich.
Man kann keine Aussagen dartber treffen, zu welchem spezifischen Gen oder
Pathogenitétsfaktor dieses Fragment gehort. Es wére also interessant, grél3ere Fragmente ca.
1000 bp und mehr zu isolieren, auf denen sich das kleinere mittels MASH gefundene,
spezifische Fragment befindet. So wiirde man langere Sequenzen erhalten, was eine genauere,

sinnvolle Datenbankanalyse ermdglicht.

Es wurden zwel Methoden entwickelt bzw. getestet, um das Ziel grofRere Fragmente zu
isolieren und somit mehr Informationen zu erhalten. Bei der ersten Methode, random and
limited PCR (RL-PCR), handelt es sich um eine abgewandelte Form einer Standard PCR die
in unserem Labor entwickelt wurde (Richter und Ludwig, unveroffentlicht). Die zwelte
Methode ist eine Kombination aus reverser Hybridiserung und MASH und wird in
Mikrotiterplatten durchgefthrt. Ausgangspunkt bei beiden Methoden sind die zuvor

konstruierten, spezifischen Primer.

511 RL-PCR

Die RL-PCR stellt eine abgewandelte Form einer Standard-PCR (vgl. B.9.2) dar. Der
auffalligste Unterschied ist, dass bei der RL-PCR nur ein Primer zum Einsatz kommt. Abb.
B2 zeigt eine schematische Darstellung einer RL-PCR. Die ersten 30 Zyklen finden unter sehr
stringenten Bedingungen statt, so dass der Primer nur an die Zielsequenz bindet und somit die
Polymerase unerschiedlich lange Einzelstrange synthetisieren kann. Anschlief3end folgt ein
unstringenter Zyklus, wobel der Primer die Mdglichkeit hat, unspezifisch an die zuvor
synthetisierten Einzelstrénge zu binden und diese dann komplementiert werden kénnen. Nach
diesem Zyklus kann der eingesetzte Primer dann sowohl as Vorwértss wie auch als
Ruckwartsprimer fungieren. Die letzten 30 Zyklen finden dann unter Standard-Bedingungen
Statt.

Wie auf dem Gelbild von Abb. B2 zu erkennen ist erhdt man mehrere unterschiedlich lange
Fragmente pro PCR-Reaktion. Das erklért sich daraus, dass die Polymerase wahrend den
ersten 30 Zyklen unterschiedlich lange Einzelstrange synthetisiert. Die einzelnen Strange
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unterscheiden sich blof3 in ihrer Lénge. Wie man aus dem Gelbild noch entnehmen kann
haben die verschiedenen Fragmente eine Lange von mindestens ca. 1000 bp. Diese PCR-

Produkte kdnnen nun zum Sequenzieren verwendet werden.

Ein Vorteil der RL-PCR ist, dass man die PCR sowohl mit einem Vorwérts- als auch mit dem
Ruckwartsprimer durchfiihren kann, um so einen grof3en Bereich der genomischen DNS zu
beiden Seiten des bekannten (mittels MASH isolierten) Fragmentes amplifizieren und

sequenzieren zu konnen.

5.1.2 Spezifisches DNS-Fischen

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Kombination aus reverser Hybridisierung (Behr et
al., 2000) und MASH. Wiederum kommen hier die zuvor mittels MASH konstruierten
spezifischen Primer zum Einsatz. Diese werden wie bel einer reversen Hybridisierung (Behr
et a., 2000) in der Mikrotiterplatte (MTP) immobilisiert.

Um nun grof3ere Fragmente als mit der tblichen MASH-Methode zu isolieren, wird die
genomische DNS mit einem Restriktionsenzym verdaut, welches die DNS nicht haufig
schneidet. Wahrend bei der MASH das Enzym SAU 3A verwendet wurde (Restriktionsstelle
von 4 Basen), wurde nun mit Bam HI geschnitten (Restriktionsstelle von 6 Nukleotiden). Die
so verdaute DNA wurde dann mit den Adaptoren ligiert (vgl. B 8.2), anschlief3end
amplifiziert (vgl. B 9.2) und mit den in der MTP immobilisierten spezifischen Sonden

hybridisiert. Abb. Bl zeigt eine schematische Darstellung der entwickelten Methode.

Nach der Hybridisierung erfolgen die stringenten Waschschritte, wobei die Stringenz durch
verschiedene Formamidkonzentrationen eingestellt wurde. Es sollten nach den
Waschschritten nur noch die Fragmente an die immobilisierten Sonden gebunden sein, welche
die genaue Zielsequenz bzw. das zuvor mittels MASH isolierte spezifische Fragment, auf dem
sich die Zielsequenz befindet, tragen. Anschlief3end erfolgen ein Denaturierungsschritt und
eine PCR mit dem entnommenen Uberstand. Das Gelbild in Abb. B3 zeigt, dass eine Bande
mit einem entsprechenden DNS-Fragment angereichert werden konnte. Diese wurden

anschlief3end sequenziert.

Die Sequenzierung ergab bei beiden Methoden dasselbe Resultat. Mit der RL-PCR erhélt man
einen noch grofderen Bereich zum Sequenzieren als mit dem spezifischen DNS-Fischen. Die
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erhaltenen Fragmente waren in allen Félen aber bei beiden Methoden grol3 genug, um
Sequenzen zu erhaten, die eine sinnvolle Datenbankanalyse erméglichen. Die spezifischen
Primer, die auf den mittels MASH isolierten Fragmenten konstruiert wurden, werden sowonhl
als spezifische PCR-Primer wie auch as Sequenzier-Primer, als spezifische Sonden und als
RL-PCR-Primer eingesetzt. So kann man, ausgehend von dem mit MASH isolierten
spezifischem Fragment, einen grof3eren Bereich um dieses DNS-Fragment erhaten und
analysieren und so unter Umstanden spezifische Gene wie zum Beispiel Pathogenitatsfaktoren

finden und die Primer nicht nur zur Identifizierung des entsprechenden Stammes nutzen.

5.2  Genevon Xanthomonas campestris Stammen

Bel Xanthomonas treten auf der chromosomalen DNS Bereiche mit unterschiedlichem GC-
Gehalt auf. So weisen bestimmte Regionen nur einen GC-Gehalt von 41 % auf, wéhrend der
durchschnittliche GC-Gehalt von Xanthomonas bei 64 % liegt (Van Sluys et a., 2002). Das
Typ IV Sekretionssystem, welches eine nicht unerhebliche Rolle bei der Pathogenitét spielt,
kommt z.B. in Regionen mit niedrigerem GC-Gehalt vor. Auf grund des niedrigeren GC-
Gehalts sollte es mdglich sein, solche Bereiche mit MASH, unter Benutzung verschiedener

Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer, zu isolieren und zu identifizieren.

So konnte z.B. ein Genfragment von X. c. pv. raphani mit eéinem GC-Gehalt von ca. 54%
isoliert werden, welches dem virB Operon angehdrt (vgl. G 2). Bei X. c. pv. campestris
konnte ein anderes Genfragment, welches der Typ 4 prepilin Leaderpeptidase entspricht

angereichert werden (vgl. G 3).

5.2.1 VirB Operon

Wie bereits erwahnt wurde mittels MASH ein DNS-Fragment, welches dem virB Operon
angehort, isoliert. Das virB Operon ist ein Sekretionssystem vom Typ V. Sekretionssysteme
spielen eine wichtige Rolle bei Wechselwirkungen zwischen Wirt und Erreger. Sie
ermoglichen z. B. den Transport bakterieller Proteine zur Wirtszelle. Es gibt 5 verschiedene
Sekretionssysteme (Typ 1-V) welche auf Grund ihrer Proteine eingeordnet werden (Finlay und
Falkow, 1997; Harper und Silhavy, 2001; Lee und Schneewind 2001).

So sind die Typ | Sekretionssysteme zustandig fur den Export von Toxinen wie Hamolysin,
Cyclolysin und Rhizobiocin. Charakteristisch fir diesen Typ von Sekretionssystem sind die
ABC (ATP-binding-casette) Proteine. Sekretionssysteme vom Typ || kommen algemein in
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gram-negativen Bakterien vor. Sie sind fur den extrazelluléren Export einer Vielfalt von
Proteinen wie z.B. extrazelluldare Enzyme, Proteasen, Toxine und Virulenzfaktoren
verantwortlich. Im Falle von Xanthomonas spielt das Typ Il Transportsystem die vielleicht
wichtigste Rolle in Bezug auf die Pathogenitdt (Alfano und Collmer, 1997). Die
Hauptfunktion des Typ Il Sekretionssystems ist es, Effektorproteine durch die bakterielle
Cytoplasmamebran in die pflanzliche Wirtszelle zu transportieren (Lindgren 1997). Das virB
Operon wurde erstmals bei Agrobacterium tumefaciens beschrieben und war ausschlaggebend
firs Verstandnis von Struktur und Funktion des Typ IV Sekretionssystems (Dessaux et al.,
1998; Kado, 2000; Zupan et al., 2000). Dieses System Ubernimmt den Transport von
Makromolekilen in die Wirtszelle. Das Typ V Sekretionssystem beinhaltet Gene fir
oberflachenassoziierte Adhasine. Hierbel handelt es sich um Autotransporter welche fur die
Adhésion an Epithelzellen wichtig sind (Henderson et a, 1998).

Das virB Operon besteht aus 11 Genen (virB1-11). Alle diese Gene, mit Ausnahme von
virB1, sind absolut notwendig fur die Virulenz von Agrobacterium tumefaciens (Berger und
Christie, 1994). Das Ausschalten von virB1 hatte eine attenuierte Virulenz zur Folge wahrend
das Inaktivieren der anderen Gene den Infektionsprozess ganzlich zum erliegen bringt. Das
virB Operon von Xanthomonas &hnelt in der Struktur denen von Bordetella pertussis (Weiss
et a., 1993) und Brucella suis (O’ Callaghan et a., 1999). Bei B. pertussis und B. suis handelt
es sich ebenfalls um ein Sekretionssysteme vom Typ IV, welche eine wichtige Funktion bei
der Virulenz haben. So ist das Operon z.B. im Falle von B. pertussis fur die Sekretion des
Pertussistoxin verantwortlich. Da das virB Operon und seine homologen Operone sowohl bel
A. tumefaciens als auch bei anderen pathogenen Mikroorganismen eine wichtige Rolle fur die
Virulenz bzw. die Pathogenitét haben, darf angenommen werden, dass das auch bei den
pflanzenpathogenen Xanthomonaden der Fall ist.

Das mit der MASH fir X. c. pv. raphani isolierte DNS-Fagment ist ein Teil desvirB 11 Gens.
Bei virB 11 handelt es sich um eine ATPase die wahrscheinlich eine Rolle bei der Biogenese
von Typ IV Sekretionssystemen spielt (Yeo et al, 2000). virB11 ATPasen kdnne aber auch
noch andere Funktionen haben: sie kobnnen Bestandteile von Typ Il Sekretionssystemen sein;
andere virB11l ATPasen spielen beim Zusammenbau von Fimbrien bzw. Pili eine Rolle;
wiederum andere bei DNS-Aufnahmemechanismen und schliefdlich wird angenommen, dass
einige bel der Beweglichkeit von Bakterien eine Funktion erfullen. Auf Grund dieser
verschiedenen Funktionen, ist es nicht verwunderlich, dass die virB11 Familie die grofdte von
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alen virB Familien ist. Es wurden bereits 89 homologe Sequenzen identifiziert (Thien und
Milton, 2001). So wurden virB11 Homologe sowohl in einigen gram-positiven Bakterien als
auch bei Archaeabakterien gefunden. Das virB11 Gen ist das einzige aus dem virB Operon,
das in einem breiten Spektrum von prokaryotischen Taxa vorkommt. (Thien und Milton,
2001).

Die far X. c. pv. raphani erhatene Sequenz wurde mit anderen Xanthomonas virB11l
Sequenzen verglichen (vgl. Abb. C 4.1). So wies das VirB11 Gen von X. c. pv. raphani mit
dem von X. axonopodis pv. citri nur eine Identitdt von 84 % und mit dem von X. C. pv.

campestris sogar nur von 80 % auf (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Auf Grund dieser

Resultate und dem ubiquitdren VVorkommen scheint das virB11 Gen sich gut zu eignen, um
sowohl die einzelnen Xanthomonas-Arten als auch die Pathovare der einzelnen Arten zu
differenzieren, wie z. B. X. pv. lobelia von X. pv. isotoma. Es wére auch interessant zu
erforschen, inwiefern das VirB Operon eine Rolle bei der Wirtsspezifitdt der Xanthomonaden
spielt, da es bereits innerhalb Xanthomonas so grof3e Unterschiede bei den virB11 Genen gibt.
Auf jeden Fall konnte das Vorhandensein des virB 11 Gens bei den in dieser Arbeit
verwendeten Xanthomonas Isolaten durch Hybridisierung mit Polynukleotid Sonden

nachgewiesen werden (Zwirglmaier, 2003).

522 TyplV prepilin Leader Peptidase

Die Rolle von Fimbrien oder Pili beim Infektionsprozess wurde bereits fur Organismen wie E.
coli, H. pylori, H. influenza und B. pertussis unter anderem ausfuhrlich beschrieben
(Fernandez et al., 2000). Inwiefern diese Oberflachenstrukturen eine wichtige Rolle bei der
Virulenz von pflanzenpathogenen Organismen spielen, ist noch nicht geklért (Romantschuk,
1992). Der einzige pflanzenpathogene Mikroorganismus, fir den gezeigt werden konnte, dass
die Bindung an pflanzliche Oberfléchenrezeptoren wichtig fur die Virulenz ist, ist bei
Agraobacterium tumefaciens (Denny, 1995; Sheng et al., 1996). Fur Xanthomonas campestris
pv. hyacinthi konnten Typ IV Fimbrien isoliert werden und nachgewiesen werden, die an die
Stomata von Hyacinth-Bléttern binden (van Dorn et a., 1994). Es wird angenommen, dass
diese Fimbrien eine Rolle beim Eintritt des Bakteriums in die Wirtspflanze spielen konnten.
Im Falle von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria und Pseudomonas syringae pv. tomato
sind die Typ IV Pili eher fur die Zell-zu-Zell Aggregation zusténdig und zum Schutz vor
Stresssituationen vorhanden, als dass sie notwendig fur die Adhasion an die Wirtspflanze oder
deren Kolonisation wéaren (Ojanen-Reuhs et al., 1997; Romantschuk, 1992).
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Fur Xanthomonas campestris pv. campestris konnte mit der Methode des spezifischen DNS-
Fischens die Typ IV pre-pilin Leader Peptidase isoliert werden. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Typ IV pre-pilin Leader Peptidase von Xanthomonas sowohl notwendig fur
die Proteinsekretion als auch fir die Biogenese der Typ IV PFili ist (Hu et a., 1995). Dadiese
Pili fur verschiedene human- und tierpathogene Organismen wichtige Virulenzfaktoren sind
und eine wichtige Rolle bei der Adhasion an die Wirtsepithelzellen spielen (Strom et al.,
1993), ist es durchaus interessant zu kléren, was fur eine Rolle diese Pili bei Bakterium-
Pflanze-Wechselwirkungen  spielen  und inwiefern sie  beim  Infektionsprozess
ausschlaggebend sind.

5.3 Genevon Legionella-Arten

Fur Legionella pneumophila Corby konnte ein Gen, das adhnlich zum fliF Gen von
Pseudomonas aeruginosa ist, isoliert und identifiziert werden. Das fliF Genprodukt, der MS-
Ring, ist in die Zytoplasmamembrean eingebettet (Macnab, 1992) Eine Pseudomonas
aeruginosa Mutante, defekt in diesem Gen, zeigt einen gleichzeitigen Verlust von Motilitat
und Fahigkeit zur Adh&sion an Schleimhéute (Aroraet a., 1996).

Die Rolle der Motilitét beim Infektionsprozess oder beim Uberleben von Legionellen in ihrer
aguatischen Umgebung ist noch nicht geklart (Rowbotham, 1986). So sind die
Mikroorganismen in der protozoologischen Wirtszelle nicht beweglich, wahrend sie aber bel
einem spéteren Infektionstadium und bei der Zelllyse ihr Flagellum ausbilden und sehr
beweglich sind (Byrne et a., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein vom
Flagellum bei Legionella pneumophila eine wichtig Rolle im friihen Infektionsstadium von
eukaryotischen Wirtszellen spielt (Dietrich et al., 2001). So erleichtert das Flagellum den
ersten Kontakt des Mikroorganismus mit der Wirtszelle und 16st, auf noch ungeklérte Weise,
den Aufnahmeprozess in die Wirtszelle aus. Es ist algemein bekannt, dass
Oberflachenstrukturen wie z. B. PFili, Lipopolysaccharide oder Flagellen eine wichtige Rolle
bei der Pathogenitdt bzw. beim Uberleben von Mikroorganismen in ihrer Umgebung spielen.
Es wurde bereits fur mehrere Bakterienstamme gezeigt, dass Einschrdnkungen in ihrer
Beweglichkeit Auswirkungen auf die Virulenz hatten. So waren z. B. der
Infektionsmechanismus gestort oder das Anheften an die Wirtszelle kam erst gar nicht
zustande (Chesnokova et al., 1997; Feldmann et al., 1998; Ott et al., 1991). Welche Rolle das
Flagellum fur die Virulenz von Legionella pneumophila spi€lt, ist aber immer noch nicht
eindeutig geklart. So spielt das Flagellum bei der Infektion von Meerschweinchen durch
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Legionellen keine Rolle (Elliot et al., 1982). Es wird daher angenommen, dass die Legionella
Virulenzfaktoren unter Umsténden mit der Expression der Flagellen-Genen coreguliert sind
(Bosshardt et a., 1997).

Pseudomonas aeruginosa benttigt weder Flagellin (fliC) noch den Sigma Faktor (fliA)
(notwendig fur die Transkription von Fagellin), um immer noch adh&siv zu sein (Simpson et
a., 1992). Sind sie aber defekt im fliF Gen, kdnnen diese Pseudomonaden weder an
Schleimhaute binden noch sind sie beweglich. Das fliF Genprodukt ist eine Plattform in der
Zellmembran, die fir den Aufbau des Geil3el apparates benttigt wird (Kubori et al., 1992).
Wie von Arora (1996) gezeigt wurde, ist fliF bel Pseudomonas aeruginosa sowohl fir den
Aufbau der Gell3el as auch fur die Fahigkeit an Schleimhaute zu binden von Noten. Es wére
daher durchaus interessant zu kléren, welche Rolle das bei Legionella pneumophila gefundene
fliF Homolog beim Infektionsprozess spielt. Vor alem, da noch nicht eindeutig geklart ist,
welche Rolle die Oberflachenstrukturen von Legionella pnemophila bel der Infektion spielen.

Fir den Organismus LLAP10 konnte ebenfals ein groferes DNS-Fragment angereichert
werden (vgl. G1). Eine Datenbankanalyse blieb aber trotzdem ergebnislos. Die Sequenz
konnte lediglich als Legionella-DNS identifiziert werden, aber keinem bestimmten Gen

zugeordnet werden.

6 Screenen nach spezifischen Genfragmenten

Durch eine bestimmte Auswahl von Stdmmen, deren DNS man bei einer MASH
gegeneinander hybridisiert, konnen bestimmte stammspezifische DNS-Fragmente isoliert
werden. Dadurch, dass man z. B. Stdmme einer Art benutzt von denen einer, im Gegensatz zu
den restlichen, pathogen ist oder eine andere spezifische Eigenschaft besitzt, kann man dieses
Gen mittels MASH finden und isolieren. Mit den, anhand der Sequenzdaten der mittels
MASH isolierten Fragmenten konstruierten Primern hat man dann einen spezifischen
Nachweis fur diesen einen Stamm. Falls es sich nun bel diesem Fragment um eine bestimmte
Eigenschaft wie z. B. Wirtsspezifitat, Pathogenitétsfaktor usw. handelt, kann man nun mit
dem spezifischen PCR-Produkt nach diesem Gen oder Varianten davon screenen, indem man
das Amplifikat in einer Mikrotiterplatte immobilisiert (vgl. C20). Da man unterschiedliche
Formamidkonzentrationen verwenden kann, kann man nach Varianten dieses Gens bei
anderen Stammen, die entweder dieselbe Eigenschaft haben, oder dieselbe Nische bewohnen,
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suchen und so erkennen, ob dieses Gen eventuell notwendig fur bestimmte Verhalten ist.
Dadurch kann man die zeitaufwendige vergleichende Genomsegquenzierung umgehen und so

relativ schnell wichtige Gene isolieren und untersuchen.

6.1  Detektion der Multiple rRNS-Operone von Paenibacillus polymyxa

Um die Screeningmethode zu testen, sollte versucht werden, ob es moglich ist, die
unterschiedlichen rRNS Operone von Paenibacillus polymyxa zu isolieren. Paenibacillus
polymyxa besitzt 13 rRNS Operone. Da die unterschiedlichen 16S- bzw. 23S-TRNS Gene
wahrscheinlich zu geringe Unterschiede aufweisen, um die verschiedenen Varianten mittels
»Fischen® isolieren zu kdnnen, wurde versucht, mittels der Spacer zwischen 16S- und 23S

rRNS Genen die unterschiedlichen Operone anzureichern.

Bel verschiedenen Vertretern der Bacteria sind multiple rRNS-Operone weit verbreitet. Sogar
bei phylogenetisch eng verwandten Organismen schwankt die Zahl der rRNS-Operone
(Schmidt, 1998) Bel verschiedenen Paenibacillus-Arten variiert beispielsweise die Anzahl
zwischen 8 bei Paenibacillus alvei bis mindestens 13 bei Paenibacillus polymyxa (Engel,
1999). Die Anzahl der rRNS-Operone scheint nicht nur aus der Evolutionsgeschichte des
Organismus zu resultieren, sonst ware eine starke Ubereinstimmung zwischen Phylogenie und
Zahl der rRNS-Genkopien zu erwarten. Die unterschiedliche Anzahl ribosomaler RNS-
Operone nah verwandter Organismen wie z. B. bel der Gattung Paenibacillus stiitzen die
These, dass die Anzahl der rRNS-Operone eines Organismus sich wohl eher als Anpassung an
Umweltbedingungen entwickelt hat als durch phylogenetische Konservierung (Schmidt,
1998).

Mit steigender Anzahl an ribosomaler RNS-Operonen pro Genom wird die Bestimmung der
genauen Kopienzahl jedoch erschwert. Die Kopien sind nicht gleichmaldig Uber das
Chromosom verteilt, sondern befinden sich in der Regel in der N&he des Anfangspunkts der
Replikation (Kogoma, 1998). Je mehr Genkopien nahe beisammen sind, desto schwieriger
wird es, diese zum Beispiel mittels Restriktionsenzymen so zu schneiden, dass man von alen
Kopien unterschiedlich lange Fragmente erhdt, die man anschliefend effizient mittels
Gelelektrophorese  auftrennen kann. So kommt es vor, dass es bel manchen
Restriktionsenzymen zur Bildung von Fragmenten kommt, auf denen mehrere Kopien
ribosomaler RNS-Operone liegen. In dem Fall erweist sich dann die Bestimmung der genauen
Anzahl der Kopien im Genom als schwierig.
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Eine Moglichkeit zur Detektion von Sequenzheterogenitdten beruht auf dem Ausnutzen ihrer
unterschiedlichen Schmelzeigenschaften. Sie bilden z. B. die Grundlage der Denaturierenden
Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE). So konnten mit dieser Methode fur Paenibacillus
polymyxa 13 rRNS Operone nachgewiesen werden (Engel, 1999). Das Prinzip der DGGE
beruht darauf, dass die Schmelzeigenschaften doppelstréngiger DNS-Molekile von deren
Sequenz bestimmt werden. So weicht schon das Schmel zverhalten von kurzen Amplifikaten,
die sich nur in einer Base unterscheiden leicht voneinander ab. Der Ubergang von doppel- zu
einzelstrangiger DNS kann in einer Polyacrylamidgelelektrophorese verfolgt werden, da
durch das Aufschmelzen des Doppel strangs die Wanderungsgeschwindigkeit des Molekils im
Gel reduziert wird. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass nur die Untersuchung
kurzer Fragmente madglich ist. So kann man immer nur Fragmente der 16S- bzw. 23S-rRNS
untersuchen. Findet man dann unterschiedliche Sequenzen ist es schwierig sie einander
zuzuordnen, d. h. welcher Unterschied auf der 16S-rRNS gehort zu welchem auf der 23S-
rRNS derselben Transkriptionseinheit.

In dieser Arbeit wurde davon ausgegangen, dass innerhalb der Spacer zwischen 16S- und
23S rDNS die meisten Variationen auftreten sollten, da die rRNS Gene doch relativ
konserviert sind und sich bereits auf Artebenen kaum noch unterscheiden. Deshalb wurde mit
dem Primerpaar 632V und 118R die Spacerregion amplifiziert. Davon ausgehend, dass diese
Primerbindestellen konserviert sind und es ja ca. 13 rRNS Operone fur Paenibacillus
polymyxa gibt, kann angenommen werden, dass ein Gemisch aller Spacer amplifiziert wird.
Ob jetzt jede Variante amplifiziert wird ist nicht ausschlaggebend. Das PCR-Mischprodukt
wird in der Mikrotiterplatte immobilisiert und mit der chromosomalen DNS, die wie bei einer
MASH prépariert wurde (vgl. B 10.2) hybridisiert. Um moglichst grof3e DNS-Fragmente zu
erhalten, wurde die DNS mit BamHI verdaut. Durch Variation der Formamidkonzentration im
Hybridisierungspuffer kann das Bindeverhaten der verschiedenen Hybride beeinflusst

werden und so die einzelnen Spacer-Varianten isoliert werden.

Wie bei der DGGE macht man sich die unterschiedlichen Schmelzeigenschaften der
gebildeten Hybride in der MTP zu nutze. So wird davon ausgegangen, dass bei relativ
unstringenten Bedingungen die immobilisierte DNS mit der zugegebenen DNS Hybride bildet
und nur die Varianten im Uberstand bleiben, die keine komplementdre Sequenz zum
hybridisieren finden. Deshalb kénnen auch Varianten erfasst werden, bei denen der Spacer z.

B. nicht in der MTP immobilisiert ware, wenn er zuvor nicht amplifiziert worden wére. Durch
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schrittwei ses Erhohen der Formamidkonzentration bzw. der Stringenz schmelzen die Hybride
nicht perfekt komplementiarer DNS-Strénge nach und nach auf und kénnen dem Uberstand

entnommen und analysiert werden.

Mit diesem Verfahren konnten fir Paenibacillus polymyxa 7 unterschiedliche Spacer
Varianten isoliert werden (vgl. Abb C22). Spacer 1 und 2 unterscheiden sich eindeutig in ihrer
Sequenz von den restlichen flnf. Spacer 2 ist der kirzeste von allen sieben. Er ist nur ca. 290
Basenpaare lang wahrend alle anderen sechs mindestens 374 Basen lang sind. Spacer 1 ist mit
398 Basen sogar der langste. Die Sequenzen aller sieben isolierten Spacer wurden einem
tRNS Scan unterzogen (www.genetics.wustl.edu/eddy/tRNAscan-SE/). Es konnte nur fir
Spacer 1 eine tRNS detektiert werden (vgl. Abb. C23). Die Spacer 3, 4, 5, 6 und 7 haben

untereinander die grofite Sequenzahnlichkeiten. In Abb. C 22 wurden die Basen in denen sich

die Spacer unterscheiden farblich hervorgehoben. Diese Unterschiede wurden auch zur
Konstruktion Operon-spezifischer Primer genutzt. Lediglich fur die Spacer Variante 4 konnte
kein spezifischer Primer entwickelt werden, da keine fir diesen Spacer spezifische Sequenz
gefunden werden konnte (vgl Abb.C22). In den variablen Bereichen stimmte Spacer 4 immer
mit irgendeinem der restlichen sechs Uberein. Fir die restlichen sechs war es aber kein

Problem ,, Spacer-spezifische” Primer zu konstruieren.

6.1.1 Invitro Amplifikation und Sequenzanalyse der 16S5-rRNS Genvarianten

Zur Uberpriffung, ob die operon-spezifischen Primer auch tatsachlich spezifisch binden,
wurde die 16S5-rDNS mit ihnen amplifiziert und anschlief3end sequenziert (vgl. G 2). Einige
der bekannten Sequenz- Heterogenitéten der 16S-rRNS (Nubel et a., 1996) konnten eindeutig
identifiziert werden (vgl. Abb D1), was die Operonspezifitét bestétigte.

1246 1275

I I
PAENI 16S_1V GUACAACGGEG AAGCGAAAUC GCGAGGEUGEA
PAENI 16S_3V GUACAACGGG AAGCGAAGCC GCGAGGCGEA
PAENI 16S_4V GUACAACGGEG AAGCGAAGGA GCGAUCUGEA
PAENI 16S 2V GUACAACGGEG AAGCGAAGCC GCGAGGEUGEA

PAENI 16S 5V GUACAACGGG AAGCGAAGGA GCGAGGUGEA
Abb. D1: 16S-rRNS Varianten bei Pb. polymyxa. Die konstruierten 16S-rRNS Primer sind unterstrichen. Die
variablen Stellen sind rot markiert.

Anhand der erhaltenen Sequenzen wurden die Primer Paeni16S_1V-Paenil6S 4V konstruiert.
Lediglich der Primer Paenil6S 5V wurde fUr eine Paenibacillus polymyxa 16S-rRNS
Sequenz, die aus der ARB Datenbank (Ludwig and Strunk, 1996) stammt, konstruiert. Mit
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Hilfe dieser variablen Stelle wurden nun spezifische 16S Vorwértsprimer konstruiert
(unterstrichene Basen).

In einem néchsten Schritt wurden die operon-spezifischen Primer, mit Zielsequenz in den
Spacern, mit den spezifischen 16S-rRNS Primervarianten getestet. Es wurden ale
Primerkombinationen getestet. Abb. C11 zeigt mit welchen Primerkombinationen PCR-
Produkte generiert werden konnten. Die Ergebnisse wurden, zur besseren Ubersicht noch
einmal in Tab. C20 zusammengefasst.

Der Ruckwartsprimer PaenoplR ergab mit dem Primer Paeni1l6S1 V und Paenil6S 5V en
PCR-Produkt. D. h., der Spacer 1, fur den der Primer PaenoplR konstruiert wurde, ist mit
zwei verschiedenen 16S-rRNS Genen assoziiert. Die Primer Paenop2.1R und Paenop3bR
bildeten jeweils nur mit Paenil6S 2V bzw. Paenil6S 4V ein Amplifikat. Spacer 3 und
Spacer 6 sind somit wahrscheinlich nur mit jeweils einem 16S-rRNS Gen assoziiert. Im
Gegensatz dazu scheint aber das 16S-rRNS Gen fir das der Primer Paeni16S 2V konstruiert
wurde, nicht nur mit Spacer 3 sondern auch noch mit den Spacern 5, 7 und 2 assoziiert zu
sein. D. h. diese Variante bzw. dieses Operon kénnte viermal vorhanden zu sein. Mit dem
Primer Paeni1l6S 3V konnte kein PCR-Produkt gebildet werden. Die Zielregion hat sich as
ungeeignet erwiesen. Es konnte mit keinem Ruckwartsprimer ein Amplifikat gebildet werden.
Der Primer Paenil6S 2V erfasst die Variante, fir der Primer Paeni16S 3V konstruiert wurde
ebenfalls. Man kann blof3 nicht zwischen beiden Varianten unterscheiden.

Wertet man ale Ergebnisse (vgl. Tab C20) aus, kann man zu dem Schluss kommen, dass bis
zu sechszehn 16SrRNS Operone vorhanden sind. Inwiefern man ausgehend von den
unterschiedlichen Primerkombinationen auf die endgiltige Anzahl der rRNS Operone
schlief3en kann, sei noch dahin gestellt. Daflr braucht es noch weiterer Untersuchungen, auch
mit den variablen Bereichen der 23S-rRNS, um zu testen, ob diese Annahme bestétigt werden
kann. Auf jeden Fall, konnte mit der entwickelten Methode 7 unterschiedliche Spacer, wovon
sich sechs zur Konstruktion von spezifischen Primern eigneten, isoliert werden und anhand
der verschiedenen PCRs gezeigt werden, dass die unterschiedlichen Spacer mit mehreren
16S-rRNS Genen assoziiert sein konnen und umgekehrt.

6.2  Anwendung der entwickelten Screeningmethode auf andere Gene
Will man mit dem entwickelten Verfahren nach anderen, nicht konservierten Genen screenen,
immobilsiert man das mittels MASH isolierte DNS-Fragment nach in vitro Amplifikation mit
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den dafir spezifischen Primern, in einer MTP. Die zu analysierende DNS wird, wie bel der
Methode des spezifischen DNS-Fischens, verdaut, ligiert und amplifiziert (vgl. B 10.2).

Nach der Hybridisierung verwirft man dann den Uberstand und analysiert nach einem
anschlief3enden Denaturierungsschritt das, was an die immobilisierte DNS gebunden hat.
Hierbei kann man ebenfalls durch Andern der Stringenz verschiedene Varianten des Gens
isolieren und anschlief3end sequenzieren. Bel einer niedrigeren Stringenz kénnen Hybride
gebildet werden, die grof3ere Unterschiede zur immobilisierten DNS aufweisen als bei einer

hoheren Stringenz.

Im Falle von Paenibacillus konnte man sowohl den Uberstand nach der Hybridisierung
analysieren as auch die an die in der MTP immobilisierte DNS gebundene DNS. Der Vortell
bei Pb. polymyxa war, dass um die immobilisierten Spacer-DNS bekannte konservierte Gene
liegen. Falls eine Spacer-Variante nicht mit der immobilisierte DNS hybridisieren konnte und
somit im Uberstand blieb, da z. B. zu grofRe Sequenzunterschiede vorhanden waren, konnte
sie trotzdem, dadurch, dass der Uberstand mit einem konservierten 16S-rRNS Vorwartsprimer
und einem konservierten 23S-rRNS Rickwartsprimer amplifiziert wurde, detektiert werden.

Versucht man aber unbekannte Gene bzw. Varianten von diesen Genen zu isolieren, muss
man den Uberstand verwerfen und nur das was an die immobilisierte DNS gebunden hat
analysieren. Da man bei unbekannten Genen auf die Linker zur Amplifikation angewiesen ist
muss der Uberstand verworfen werden, da sonst die gesamte DNS, die fiir die Hybridisierung
verwendet wurde, amplifiziert wirde, da alle DNS-Fragmente, aul3er der immobilisierten
DNS, mit demselben Adaptor bzw. Linker verknipft sind (vgl. B. 10.2). Nach Denaturierung
der gebildeten Hybride in der MTP kdnnen die so isolierten Fragmente, nachdem sie kloniert

(vgl. B 9.3) und sequenziert (vgl. B 11) wurden, analysiert werden.
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E. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war in erster Linie die Konstruktion art- bzw. stammspezifischer Primer zur
Differenzierung einzelner Streptomyces-, Xanthomonas- und Legionella- Arten bzw.-Stamme.
Durch die erfolgreiche Konstruktion von PCR-Systemen zur Differenzierung und Detektion
nah verwandter Stamme, wurden Werkzeuge zur Verfligung gestellt, mit deren Hilfe man die
entsprechenden Bakterien schnell und sicher identifizieren kann. Vor adlem die
Differenzierung der verschiedenen Xanthomonas Pathovare konnte mit Hilfe der in dieser
Arbeit entwickelten Primer entscheidend vereinfacht werden. Damit erdbrigen sich die
zeitaufwendigen und nicht immer eindeutigen | nfektionsstudien.

Zudem wurden fur wichtige Legionellen (Legionella pneumophila Corby, L. longbeachae, L.
hackeliae und LLAP10) Primer fur deren Nachweis entwickelt und getestet. Dies ist von
Bedeutung, da bis heute fast ausschliefdlich nur fir L. pneumophila Serogruppe 1
diagnostische Nachweisverfahren existieren. Bei L. longbeachae und L. hackeliae handelt es
sich ebenfalls um humanpathogene Organismen die Pneumonien verursachen. Sowohl das
Primerpaare legiol.9V / legiol.9R, spezifisch fur L. pneumophila Corby as auch die
Primerpaare legio2.4V /| legio24R, legio2.7V [/ legio2.7R und legio2.9V / legio2.9R,
spezifisch fur L. longbeachae wurden an mehr als 60 Legionella Stdmmen getestet (vgl. Tab
C17). Mit Hilfe dieser Primerpaare konnen diese beiden Legionella-Arten zuverl&ssig von den
tbrigen 30 unterschieden werden. Somit sind diese Primer wertvolle Werkzeuge fur die
schnelle Identifizierung und Differenzierung der zwel Verursacher der Legionérskrankheit,

Legionella pneumophila und Legionella longbeachae.

Darliber hinaus wurde ein Methode, ausgehend von der Technik des MASH-Verfahrens,
entwickelt, mit deren Hilfe es moglich sein sollte, bestimmte Gene wie z.B.
Pathogenitétsfaktoren zu isolieren. So konnten mittels der Technik des , spezifischen DNS-
Fischens® im Mikrotiterplattenformat Gene isoliert werden, welche eine Rolle bel der
Pathogenitét bzw. der Virulenz der entsprechenden Organismen spielen. Im Fale von
Xanthomonas campestris pv. campestris und Xanthomonas campestris pv. raphani wurde ein
Teill der Typ IV pre-pilin Leader Peptidase bzw. des virB11l Gens isoliert. Beide Gene

gehoren Operonen an, welche eine wichtige Rolle bel der Pathogenitét spielen. Im Falle von
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Legionella pneumophila wurde ein groferes Fragment, dhnlich dem fliF Gen von
Pseudomonas aeruginosa isoliert. Dieses Gen spielt eine nicht unerhebliche Rolle bel der
Kolonisation von Schleimhauten. Es ist aso ohne weiters moglich, mit dieser Technik

Pathogenitétsfaktoren zu isolieren und anzureichern.

Ausgehend von dem Verfahren des ,spezifischen Fischens’ wurde eine molekulare
Screeningmethode im Mikrotiterplattenformat zur gezielten Isolierung bestimmter Gene
entwickelt und erfolgreich getestet. Mit Hilfe dieser Methode ist es mdglich, nach Genen und
deren Varianten in verschiedensten Mikroorganismen zu suchen und sie zu isolieren. Am
Beispiel von Pb. polymyxa konnte gezeigt werden, dass es kein Problem war mit dieser
Technik nach verschiedenen 16S-rRNS-Operonen zu screenen. Mit diesem Verfahren kann
man gezielt nach Stoffwechsel-, Pathogenitéts-, Antibiotikaresistenz- oder sonstigen Genen
suchen, ohne dass andere aufwendige Verfahren bis hin  zur vergleichende

Genomseguenzierung notwendig sind.
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G Anhang

G. Anhang

1

| solierte DNS-Fragmente

Ausgehend von den mittels MASH isolierten DNS-Fragmenten (ca. 200 bp), wurden
entweder mittels “spezifischen DNS Fischens* oder RL-PCR versucht grofRere DNS-
Fragmente zu isolieren. Im folgenden sind die erhaltenen Sequenzen mit ihrer Grof3e
aufgeftihrt. Grau unterlegte Bereiche in den DNS-Sequenzen sind die Zielregionen der
Datenbanken

konstruierten  spezifischen Primer. Eventuelle Ahnlichkeiten zu in

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/) gefundenen DNS-Sequenzen werden angegeben.

11

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

Sequenzahnlichkeiten:

1.2

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Xanthomonas campestris pv. campestris Sequenz (871 bp)

ATGGCATTTC
CTGATCGGCA
TGGCYGOGCG
GGCATTGTGG
AACATTCOGC
ATCTCCATCC
TGGCGCTTCG
GCGATGTCGG
ATGTGGTTGG
CTGGGTYCTG
ACCGGCAAGG
TGCGGGTTGA
GGTTCGATCT
TATCTGGCCA
CTGCGTTTCG

TCGACCAGCA
GCTTCCTGAA
ATGCGCGCGA
TGGAGCCATC
TGTTCAGCTG
AGTACCCGCT
GCTTCGGCTG
GTATCGACCT
GCTTGGTCGG
CGGTCGGCTA
AAGGGATGGG
AGGGCATTCT
GGCTGTTCGC
TCGCCGGCTG
CAgGCCTGCG

TCCCGGTCTC
TGTAGIGATC
AATCCTGGAA
GCACGATCCG
GCTGATCCTG
GGTGGACCTG
GCAGGEGECTTC
GCGCCACAAG
Tt CGATGGAC
TGICTCGCTC
CCACGGCGAC
GCCGATCATC
CaAGEGEECEC
GGTAGTIGITC

GGECTTTCCCG CCGCGECCGEG
CTGCGCTTGC CCAAGCGCAT
CTGCCCGACA TCTACGAGCC
GTCACCGGCG ACAAGCTCAA
CGCGGCAAGT CGCGCTACAG
TTGACCTCGA TCCTGTGCGT
GGTGCGATCG TGCTGAGCTG
CTGCTGCCGG ACCAGCTGAC
AACCTCTACA TGCCAGCCAA
TGGACGGTGI GGTGECTGIT
TTCAAGTTGC TGGCTGCGCT
CTGATCTCCT CGCTGGTCGG
GACCGCGCCA CGCCGATCCC
TTCTGGGGTA ACGaCCTGGT

TTGAGCAAGC C

campestrisATCC 33913

Xanthomonas campestris pv. raphani Sequenz (1030 bp)

CCGACAGCAC
GTTACCTGA
CTTGAGACCA
CGGECAGITTT
GACCCGEGETGG
GCATGCGACG
CTGGAGCAGT
AGCGACCATG
AAAAAGT CCG
ACCACCTTCA
GAGGACGCGEC

GCATCTCGAA
ACTCGCCTGA
TTCATGGGTG
GTACGGCTGT
TATCACTGAC
CCGGCAAGGT
ATAAACATGA
ACCAGGAGTT
TGCTGTACAA
TGAAGGCACT
GTGAgCTGTT

TGACTTcCTG
CGTGACCGAA
GCAGCGCEGTT
CGTCAACGAG
TTTTCCGACG
ATCCATCACG
CGGITTCTTC
GCTGGAATTG
GAAGAATG A
TGTCAATCAC
CATCAGICAG

GATTACCAGT ACTCAGIGCT
ATCTGCATCA ATCGICCGGEG
GATGTGCCGI CGCTCACTTA
AGCAATACCG GGCAACGTAT
GGGCAGCECG CACAGTTCGT
ATCCGGTTGC CTTCCAAGCA
GACGAGGTCC TGGAACAGTC
CGCCGTAAAC GTGACTATGC
GICGTGECTG GGEGCAACAGG
ATCCCCAACG AAGAACGTCT
CCCAATTCCG TGCACCTGIT

ACTGGGACTG
GGAGTGYTAG
GCCGOCGCCG
GTGGTGGGAG
CGGCAAGCCG
GGCCAGCGTC
CTTTCTGGTG
CTTGCCGCTG
GCCCGOCCTG
CAAGCAGCTC
GGGGGCGTGG
CGCOGTGCTC
GTTCGGACCT
GGATGGCTAC

99% zur Typ IV pre-pilin Leader Peptidase von X. c. pv.

GGGAATCCTG
TGAGCTGTAT
CGACCGTGCT
CACCGACGCC
GATGCCCCCG
TACGAAGTCG
GGCCGATGTC
CGAGTTCTTC
CAGCGGECAAG
TGTCACCATC
GTATTCGAAG
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661
721
781
841
901
961
1021

Sequenzahnlichkeiten:

13

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GGTGGACAGA GCGCCAGCAA TGTGACTGCC AAGaGITGCA TGGAGGCATG CCTGCGCATG
AAACCGGATC GcaTCATCCT GGCCGAGITG CGTGGTGATG AGTCGITCTA CTTCATCCGT
AACTGCGCAT CGGGACATCC GGGTTCCATC ACCAGITGCC ACGCCGGTAG CGICGAGCAG
ACCTGGGACC AGITGCCCTT GATGGTGAAG GCATCCAACG AAGGCTCCGG TCTGGAGTTC
GAAGTGATCA AGCGITTGCT GCGAATGACG ATCGACATCG TGGTTCACAT CAAGGCACAC
GCCGEEECECC GGITCATCAC GGGCATCGAC TTCGATCCTC TGAGAACCTT GCGCGGECGET

TGAGGGGTAA

str. 306

84 % zum virB11 Gen von Xanthomonas axonopodis pv. Citri

Xanthomonas campestris pv. pelargonii Sequenz (633 bp)

ATCATGGECGT GCTGIGAGIg
GIGAATGGEGEC GCATTTGACA
GAACGTACCC gAAATGCTGG
CCGCATCCCG CTCTCTGCGA
ATGIGICTAT TCGCTTGAAT
CAGTATCGAT GICGAGCTCC
GGTGCAAATC AGACAGCGTIC
GGCCGAGTAC GAAGCGCTGC
CGAGGACGAG CTGGTGITGT
CGAGGECCGAG TGGGTTCCGA
GGCAGCGT TG AAGAAACAGT

GACGGGTaGG
CGAACCTGCG
ATGCTTGECG
TGACCCGTCT
TCGACCAGGA
CCCTGECGTG
TTGGTTTGAT
TGGTGCCTGA
CGGTACCGGT
CCCAGGAAGA
AACCGCCCCT

GAGTCTCGcgA GCCGCcGCGC CAECGCATGT
GGTCTTTAAC ATTCTGCGEC TTATGICCgC
GATGGICgCa GCGCGCAGGe gTTTCGATGG
GCAAGGAAGC CTTGITCGATA CCGAGGGECGA
CGATCTGITG AAGGTCGCTT ATGICGAACT
CCAGCGCACC CTGCAACGGT TTCTGTATCC
CCGTGACGAG GCCGACGAAG CTGCATTGCC
AGATGGCATG CTGCGEECGG TGGATCTGGT
GGTGCCAATG GCGCCGGGAA GCGAAGCCGT
GCAAGACAAG GCCAGTCCGT TCGCGGECGCT
GIT

Sequenzédhnlichkeiten: 93 % zum XAC 1121-Gen (konserviertes hypothetisches

14

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

Protein) von Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306

Xanthomonas pv. lobelia Sequenz (1012 bp)

TGGTGGITTC
GCGCTGTACC
AACTAAGAGC
ATGCGGCATG
ACTGCCTCCT
GCCCTCAGAC
TTGATGCCTA
GAGCCAAATG
TGCTCAAGCT
TCGCGCGCAT
GGCCAGAGEA
CCTGGGTECG
TGGAACTGEC
GATCCaCGCAG
TATTGITTCG
TCGTATCGAC
GAGCCGAGEC

TATCTTCCGT AACGGAAAAA
AAGCGAAGTC TGCGCATCGT
AGCTAACAAA AGGACTGTGC
GACCACGCGT ACACTCCGGT
ATGITTTGIT AGCCGCTCTT
GCGTGACAGG TGAAATCATG
CATGGCGCCG GAAGGGATGA
GGGTGCGATG ATGGECTGEC
CGCATCGGGT GGTACTACCG
CGGCGCCAAC ATCATGGGCA
GGCTCCGITC CACACACCGG
TCCCEECEEC ACGACCTTCC
TCGCGAATCG GCTGGCACCY
TATCTGAt GC TTGGGECGTGT
GCGECGGACG ACGTCTGITC
AGGGTGTTTG GATGGEGCCTG
CTGGcTCATA CACTTAGGTG

Sequenzahnlichkeiten: --

1.5

1
61
121
181
241
301
361

ATCCACTGGC
GGGGGACTAA
TCACCATCAG
TTTGAACGCG
AGCGGTCGAG
AGCAAGGTAT
CCATGGACGA
TGATCACATC
GCCCGGTCAA
AGCGGATGTT
TCTACGTGCT
ACTTCATCAA
CGATGTTCGG
CGACGaGCTG
GAAACACCTT
CGCCACCCCA
CGAGY CGCCC

Legionella pneumophila Corby Sequenz (941 bp)

CCAATAACTT TATTTGITCA ATTTCTTCTT
TTTTATCATT CATTACAGGI CGATTATCTA
TCCTGECTGA TTTTTAGTAT GACTTATTGT
CATGCGAACA TCCTTTGCCT GCATTTGATC
GCGITGCATT TTGITGAGGA TTATTTTTTT
TTGATAATGI CCCAGGAACC CCCCTTCCTT
TTTGGITCGC TGCGTAAAGC GGAGAGCTCC

TAGTTAGCGG
CCAANCCGCA
TTTGTCCAAT
TGACGATGIT
GCCCAAGAGA
CATTTGACGC
GGATTGAACA

CTGCAGATGT
CAATGCATGC
GTGGGOGCEG
CCGTCCACAC
ATGAATTCGG
TCGTCAGCAT
TCCCGAGCAC
GCAGTATTTC
CGACCTGGTC
CGACCAAGGC
GACCCACGAA
CGACGGGCCG
ATTGCCGR G
GyAGATTGCG
GGCGAGCCCC
CCTgCGCTAT
AAGTCACTTa

TTTCTTCICC
ACCGACNNGC
TCGAAATTTT
TGTTGAGGTA
ACTATTTGGT
ATTACGACTC
ATTCTTGAGT

TTTTGCATCA
AAGCAGACGC
CCGATACTCG
CCACCTGACA
ATGTTCTGCA
CGCGCCTTAGC
AagAACT GGG
CGCGAGAACG
CGCAGCACCT
GAGGTTGCCT
AAACGCGAGC
GAGCATGCGC
GCGCAGATCT
TTGGc ACCy
CgACACAATT
GTGCGGCAgT
TT

AGCTTCTTGG
GITTTATTGT
TAGIGGTTTG
AGITAATTTG
TGAGGAGTAT
TCTTGCATAG
TTGTTCATAG
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116

421
481
541
601
661
721
781
841
901

Sequenzahnlichkeiten:

1.6

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

CTGGTAAAGT CAATATCTGC AGATACTTTG GCCCTGACAC GGCCGTATCC CAATATTGGG
GITAAGATAT CCTGAATTTT TTGAGCGTAT TGATGITCCA GGITTTGICT GIrAATCAAGA
AAACGCTCAG TCTCCGAAAA GAGGTTATAT CCGCTACCCT CATTTAGCAA TTGICCGICT
TGATCAACTA CTGITACTCT TCCTGCGCTT AAATTCGGAA TACTTGATGC TACTAAATTG
ACAATTGCTG CAATGGTATG TTTCTTTATT TCAAATCCTG AATACACATC AATAAATACA
GAAGCACTAG GITCTTGIGA GICTCTTACA AAGGCTGACT CTCTTGGAAT TGCCAAGTGT
ACTCTGECCG ATTTAATATT ATTAAATTTA CTGATCGTGC GITGCTAATTC CGCCTCAAGA
GCTTGCCTAT ATCGGGCGIT TTCCATAAAT TGGECTGGTAT TAAACACCCC ACCACTCCTG
CCTAAAAGGT CATGACCTAT GGCAGTATCG CGAGGCAATC C

von Pseudomonas aeruginosa PAO1

LLAP10 Sequenz (943 bp)

TAATAAACCG
CCCATCAGAT
GCTATTCCCA
TACAAGGTAC
GCCCACCACC
AGAACGTCCA
ATTAAGCGTA
aGGACAAATG
AGCATACAAA
AGAAGCATCT
GGCAATAGAA
TTGTGCTGEA
GGGECCCATTC
GGATATTGTA
AAAAGTGACC
ACATGACAAG

ACACCCGTGA
ACGGTGCATG
GCATTTCCAA
TCACTGATCGA
GGACAGATTG
TTCGACGCTG
TCATTACCAT
GATACCCaaC
TAACTTCCAT
GTATTAATGG
CCGITGITCT
TTTAAGGCTA
GITGITTGAC
GAAGGTTGAT
GIGCCGCGAGA
GCCCTCCGTT

Sequenzahnlichkeiten: --

2

GITGTt cAAA ATTGAATGTt

GAAGGATATC CCCATTAGAT
aATAAACATA GGTATTGECG
CGGCAGGGTA ATTGGECTGAA
CCGCAGATTG TTGTATTGCA
TTTGTACGCC AACAAAGAGA
AGGAAATTGC GCATGCCCCC
CGCAAt Cc AT GGCGCAAGIT
CTGGACTAAA AGCTACCCCC
TGCAAGTATC TAATAAGCCA
CAGATGATGG AGATGCATTA
TCGCGAAAGG CGAATTTAAG
AAATACCCAG GTGGGAGCCA
TATAGTTGAC AACATAAGCA
GGTATCACTC ACTACAAAAG
GATGGTAACG GTATAACCCG

TGATTGCCAG
ACCGGACACA
GCATTGAAGC
GTACATACTC
TTTGCATTGG
TCATACCCAA
AGCGATCCAT
TGATTCCTAG
GIGACGCTCC
TTGGATTTGA
TTGCCAATAT
GIGCTCGICT
TCGGAACTCGA
TAAGTGITTG
AACAATAGCC
GG

CAGCATCTGG
CGAAAACATC
TAATGCCTTC
CGATGGTACC
TATAGAGATA
AATCAATCTC
TCGCAt TGaC
TATAGAAAGA
CATCGGTAAA
TAGGGCAAAT
AAGCGATCGT
TGGTAGAGIC
CTGGGCAAAT
GGCGCCACTTG
TTTGITATTC

Sequenzen der verschiedenen 16SrRNS Genen von Pb. polymyxa

67 % Ubereinstimmung mit der Proteinsequenz vom fliF-Gen

Anschlief3end sind die Alignments der in der vorliegenden Arbeit ermittelten 16SrRNS-

Sequenzen der verschiedenen 16S-rRNS Genen von Pb. polymyxa abgedruckt.

PAENI _2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

71

11

81
I

21 31

41

91 101 111
I I I

51
I

I I
. GCUCAGACG AA. . CUGGCG GCGUGCCUAA UACAUGCAAG UCGAGCGGEGEG
. GCUCAGACG AA. CCUGGCG GCGUGCCUAA UACAUGCAAG UCGAGCGGEGEG
AUGCAAG UCGAGCGEEG
GUUUGAUUCC UGCUCAGACG AACGCUGGECG GCGUGCCUAA UACAUGCAAG UCGAGCGEEG
ACG AAC. CUGGCG GCGUGCCUAA UACAUGCAAG UCGAGCGGEGEG
A UA AUG AAG UCUAGCGEEG

121
I

AGCUUGCUUC UAUAUAAGCC UAGCGGCGGA CGGGUGAGUA ACACGUAGGEC AACCUGCCCA
AGCUUGCUUC UAUAUAAGCC UAGCGGCGGA CGCGUGAGUA ACACGUAGEC AACCUGCCCA
AGCUUGCUUC UAACUAA- CC UAGCGGCGGA CGGEGUGAGUA ACACGUAGGEC AACCUGCCCA
AGCUUGCUUC UAUAUAAGCC UAGCGGCGGA CGGGUGAGUA ACACGUAGGEC AACCUGCCCA
AGCUUGCUUC UAUAUAAGCC UAGCGGCGGA CGGGUGAGUA ACACGUAGGC AACCUGCCCA
AGCUUGCUUC UAUAUAA- CC UAGCGGECGGA CGCGEUGAGUA ACACGUAGEC AACCUGCCCA

61

I I
UUAUCGUAGA
UUAUCGUAGA
UUAG- UUAGA
UUAUCGUAGA
UUAUCGUAGA
UUAUCGUAUA

131

I I
CAAGACAGSG
CAAGACAGSG
CAAGACAGSG
CAAGACAGSG
CAAGACAGSG
CAAGACAGSG

70

140
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PAENI 2. 1R
PAEN _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI _2.1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI _2.1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

141

I
AUAACUACCG
AUAACUACCG
AUAACUACCG
AUAACUACCG
AUAACUACCG
AUAACUACCG

211
I

151
I

161
I

171

GAAACGGUAG CUAAUACCCG AUACAUCCUU
GAAACGGUAG CUAAUACCCG AUACAUCCUU
GAAACGGUAG CUAAUACCCG AUACAUCCUU
GAAACGGEUAG CUAAUACCCG AUACAUCCUU
GAAACGGEUAG CUAAUACCCG AUACAUCCUU
GAAACGGUAG CUAAUACCCG AUACAUCCUU

221

231
I

241

181

UUCCUGCAUG
UUCCUGCAUG
UUCCUGCAUG
UUCCUGCAUG
UUCCUGCAUG
UUCCUGUAUG

251

I I I
GCAAUCUGUC ACUUGUGGAU GggCCUGCGG CGCAUUAGCU AGUUGGUGGG

GCAAUCUGUC ACUUGUGGAU GGGECCUGCGG CGCAUUAGCU AGUUGEUGEG
GCAAUCUGUC ACUUGUGGAU GGGECCUGCGG CGCAUUAGCU AGUUGEUGEG
GCAAUCUGUC ACUUGUGGAU GGGECCUGCGG CGCAUUAGCU AGUUGEUGEG
GCAAUCUGUC ACUUGUGGAU GGGECCUGCGG CGCAUUAGCU AGUUGEUGEG
GCAAUCUGUC ACUUGUGGAU GGGECCUGCGG CGCAUUAGCU AGUUGEUGEG

281

I
CGAUGCGUAG
CGAUGCGUAG
CGAUGCGUAG
CGAUGCGUAG
CGAUGCGUAG
CGAUGCGUAG
351

I
GGCAGCAGUA
GGCAGCAGUA
GGCAGCAGUA
GGCAGCAGUA
GGCAGCAGUA
GGCAGCAGUA
421

I
UUCGGAUCQU
UUCGGAUCGU
UUCGGAUCGU
UUCGGAUCGU
UUCGGAUCGU
UUCGGAUCGU

491
I

501

291
I

301
I

311
I

321

I
CCGACCUGAG AGGGUGAUCG GCCACACUGG GACUGAGACA

CCGACCUGAG AGGGUGAUCG GCCACACUGG GACUGAGACA
CCGACCUGAG AGGGUGAUCG GCCACACUGG GACUGAGACA
CCGACCUGAG AGGGUGAUCG GCCACACUGG GACUGAGACA
CCGACCUGAG AGGGUGAUCG GCCACACUGG GACUGAGACA
CCGACCUGAG AGGGUGAUCG GCCACACUGG GACUGAGACA

361

I
GGGAAUCUUC
GGGAAUCUUC
GGGAAUCUUC
GGGAAUCUUC
GGGAAUCUUC
GGGAAUCUUC
431

I
AAAGCUCUGU
AAAGCUCUGU
AAAGCUCUGU
AAAGCUCUGU
AAAGCUCUGU
AAAGCUCUGU

511

371

CUGAGAAGAA AGCCCCGECU AACUACGUGC
CUGAGAAGAA AGCCCCGECU AACUACGUGC
CUGAGAAGAA AGCCCCGECU AACUACGUGC
CUGAGAAGAA AGCCCCGECU AACUACGUGC
CUGAGAAGAA AGCCCCGECU AACUACGUGC
CUGAGAAGAA AGCCCCGECU AACUACGUGC

561

I
AAUUAUUGEG
AAUUAUUGGEG
AAUUAUUGCEG
AAUUAUUGEG
AAUUAUUGEG
AAUUAUUGGEG

631

I
GUCGCACUGG
GUCGCACUGG
GUCGCACUGG
GUCGCACUGG
GUCGCACUGG
GUCGCACUGG

701

I
GUAGAGAUGU
GUAGAGAUGU
GUAGAGAUGU
GUAGAGAUGU
GUAGAGAUGU
GUAGAGAUGU

571

I I
CGUAAAGOGC

CGUAAAGCGC
CGUAAAGCGC
CGUAAAGCGC
CGUAAAGCGC
CGUAAAGCGC

641

I
AAACUGGGGA
AAACUGGGGA
AAACUGGGGA
AAACUGGGGA
AAACUGGGGA
AAACUGGGGA

711

GGAGGAACAC
GGAGGAACAC
GGAGGAACAC
GGAGGAACAC
GGAGGAACAC
GGAGGAACAC

581

651
I

521

381

391

I
CGGAGCAACG
CGGAGCAACG
CGGAGCAACG
CGGAGCAACG
CGGAGCAACG
CGGAGCAACG
461

I

191

GGAGAAGGAG
GGAGAAGGAG
GGAGAAGGAG
GGAGAAGGAG
GGAGAAGGAG
GUAGAAGGAG

261

I
GUAAAGGCCU
GUAAAGGCCU
GUAAAGGCCU
GUAAAGGCCU

GUAAAGGCCU
GUAAAGGCCU

331

I
CGGCCCAGAC
CGGCCCAGAC
CGGCCCAGAC
CGGCCCAGAC
CGGCCCAGAC
CGGCCCAGAC
401

I
CCCCAUGAGU
CCCCGUGAGU
CCGCGUGAGU
CCGCAUGAGU
CCCCGUGAGU

CCCCAUGAGU
471

I
GAACGUCUUG - UAGAGUAAC UGCUACAAGA

GAACGUCUUG - UAGAGUAAC UGCUACAAGA
GAACGUCUUG - UAGAGUAAC UGCUACAAGA
GAACGCUUGA - GAGAGUAAC UGCUCUUGAG
GAACG CUUG AUAGAGUAAC UGCUACAAGA
GAACGUCUUG - UAGAGUAAC UGCUACAAGA

I
CAGCAGCOGC

CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC
CAGCAGCCGC

591

I

CUCUUUAAGU
CUCUUUAAGU
CUCUUUAAGU
CUCUUUAAGU
CUCUUUAAGU
CUCUUUAAGU

661

531

541

551

271 28
I
ACCAAGGCGA
ACCAAGGCGA
ACCAAGGCGA
ACCAAGGCGA
ACCAAGGCGA
ACCAAGGCGA

GAUGAAGGEUU
GAUGAAGGUU
GAUGAAGGEUU
481 49
I I
GUGACGGUAC
GUGACGGUAC
GUGACGGUAC
GUGACGGUAC
GUGACGGUAC
GUGACGGUAC

560
I I

I I

GGUAAUACGU AGGGGGECAAG CEUUGUCCGG
GGUAAUACGU AGGGGECAAG CEUUGUCCGG
GGUAAUACGU AGGGGGECAAG CEUUGUCCGG
GGUAAUACGU AGGGGGECAAG CEUUGUCCGG
GGUAAUACGU AGGGGGECAAG CEUUGUCCGG
GGUAAUACGU AGGGGECAAG CEUUGUCCGG

601

I
CUGGUGUUUA
CUGGUGUUUA
CUGGUGUUUA
CUGGUGUUUA

CUGGUGUUUA
CUGGUGUUUA

671

GCUUGAGUGC AGAAGAGGAG AGUGGAAUUC
GCUUGAGUGC AGAAGAGGAG AGUGGAAUUC
GCUUGAGUGC AGAAGAGGAG AGUGGAAULC
GCUUGAGUGC AGAAGAGGAG AGUGGAAUUC
GCUUGAGUGC AGAAGAGGAG AGUGGAAUUC
GCUUGAGUGC AGAAGAGGAG AGUGGAAUUC

611

I
AUCCCGAGEC
AUCCCGAGEC
AUCCCGAGEC
AUCCCGAGEC

AUCCCGAGEC
AUCCCGAGEC

681

CACGUGUAGC
CACGUGUAGC
CACGUGUAGC
CACGUGUAGC
CACGUGUAGC
CACGUGUAGC

621

I I
UCAACUUCGG
UCAACUUCGG
UCAACUUCGG
UCAACUUCGG
UCAACUUCGG
UCAACUUCGG

63

0

0

0



G Anhang
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PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI _2.1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

771
I

781 791
I I

801
I

811
I

CGUGGGGAGC AAACAGGAUU AGAUACCCUG GUAGUCCACG CCGUAAACGA
CGUGGGGAGC AAACAGGAUU AGAUACCCUG GUAGUCCACG CCGUAAACGA
CGUGGGGAGC AAACAGGAUU AGAUACCCUG GUAGUCCACG CCGUAAACGA
CGUGGGEGAGC AAACAGGAUU AGAUACCCUG GUAGUCCACG CCGUAAACGA
CGUGGGEGAGC AAACAGGAUU AGAUACCCUG GUAGUCCACG CCGUAAACGA
CGUGGGGAGC AAACAGGAUU AGAUACCCUG GUAGUCCACG CCGUAAACGA

841

I
UUUCGAUACC
UUUCGAUACC
UUUCGAUACC
UUUCGAUACC
UUUCGAUACC
UUUCGAUACC
911

I
ACUCAAAGGA
ACUCAAAGGA
ACUCAAAGGA
ACUCAAAGGA
ACUCAAAGGA
ACUCAAAGGA

981

I

CCUUACCAGG
CCUUACCAGG
CCUUACCAGG
CCUUACCAGG
CCUUACCAGG
CCUUACCAGG

1121

AUGCUUAGUU
AUGCUUAGUU
AUGCUUAGUU
AUGCUUAGUU
AUGCUUAGUU
AUGCUUAGUU

1191

851 861

871

I I I

CUUGGUGCCG AAGUUAACAC AUUAAGCAUU
CUUGGUGCCG AAGUUAACAC AUUAAGCAUU
CUUGGEUGCCG AAGUUAACAC AUUAAGCAUU
CUUGGUGCCG AAGUUAACAC AUUAAGCAUU
CUUGGUGCCG AAGUUAACAC AUUAAGCAUU
CUUGGUGCCG AAGUUAACAC AUUAAGCAUU

921
I

AUUGACGGEG ACCCGCACAA
AUUGACGGEG ACCCGCACAA
AUUGACGEEG ACCCGCACAA
AUUGACGEEG ACCCGCACAA
AUUGACGGEG ACCCGCACAA
AUUGACGGEG ACCCGCACAA

931

991 1001
I
UCUUGACAUC
UCUUGACAUC
UCUUGACAUC
UCUUGACAUC
UCUUGACAUC
UCUUGACAUC
1061 1071

I I
GGEUUGUCGUC AGCUCGUGUC
GGEUUGUCGEUC AGCUCGUGUC
GGEUUGUCGEUC AGCUCGUGUC
GGEUUGUCGUC AGCUCGUGUC
GGEUUGUCGUC AGCUCGUGUC
GGEUUGUCGEUC AGCUCGUGUC

1131 1141

941

I
GCAGUGGAGU
GCAGUGGAGU
GCAGUGGAGU
GCAGUGGAGU
GCAGUGGAGU
GCAGUGGAGU

1011

I

GUCUAGAGAU
GUCUAGAGAU
GUCUAGAGAU
GUCUAGAGAU
GUCUAGAGAU
GUCUCGAGAU

1081

I

GUGAGAUGUU
GUGAGAUGUU
GUGAGAUGUU
GUGAGAUGUU
GUGAGAUGUU
GUGAGAUGUU

1151

GCCAGCAGEU
GCCAGCAGEU
GCCAGCAGEU
GCCAGCAGEU
GCCAGCAGEU
GCCAGCAGEU

1201

I
GGAUGACGUC AAAUCAUCAU
GGAUGACGUC AAAUCAUCAU
GGAUGACGUC AAAUCAUCAU
GGAUGACGUC AAAUCAUCAU
GGAUGACGUC AAAUCAUCAU
GGAUGACGUC AAAUCAUCAU
1261 1271

I
AAGCGAAGCC
AAGCGAAGCC
AAGCGAAGGA
AAGCGAAAUC
AAGCGAAGCC
AAGCGAAGCC

CAAGCUGGGEC ACUCUAAGCA
CAAGCUGGGEC ACUCUAAGCA
CGAGCUGGGEC ACUCUAAGCA
CAAGCUGGGEC ACUCUAAGCA
CAAGCUGGGEC ACUCUAAGCA
CAAGCUGGGEC ACUCUAAGCA
1211 1221

I I
GCCCCUUAUG ACCUGGGCUA
GCCCCUUAUG ACCUGGGCUA
GCCCCUUAUG ACCUGGGCUA
GCCCCUUAUG ACCUGGGCUA
GCCCCUUAUG ACCUGGGCUA
GCCCCUUAUG ACCUGGGCUA

1281 1291

881

I
CCGCCUGEEG
CCECCUGEEG
CCECCUGEEG
CCGCCUGEEG
CCGCCUGEEG

CCECCUGEEG
951

AUGUGGUUUA
AUGUGGUUUA
AUGUGGUUUA
AUGUGGUUUA
AUGUGGUUUA
AUGUGGUUUA

1021

I
AGG- - CCUUU
AGG- - CCUUU
AG- AU- CUUU
AGG- - CCUUU
AGGA- CCUUU
A- GA- CCUUU
1091

I
GGGUUAAGUC
GGGEUUAAGUC
GGGEUUAAGUC
GGGUUAAGUC

GGGUUAAGUC
GGGEUUAAGUC

1231

I
CACACGUACU
CACACGUACU

821 831

I I I
UGAAUGCUAG GUGUUAGGGEG
UGAAUGCUAG GUGUUAGGGEG
UGAAUGCUAG GUGUUAGGGEG
UGAAUGCUAG GUGUUAGGEGG
UGAAUGCUAG GUGUUAGGEEG
UGAAUGCUAG GUGUUAGGGEG

891 901
I I I
AGUACGEUCG CAAGACUGAA
AGUACGEUCG CAAGACUGAA
AGUACGEUCG CAAGACUGAA
AGUACGEUCG CAAGACUGAA
AGUACGEUCG CAAGACUGAA
AGUACGEUCG CAAGACUGAA
961 971

I I
AUUCGAAGCA ACGCGAAGAA
AUUCGAAGCA ACGCGAAGAA
AUUCGAAGCA ACGCGAAGAA
AUUCGAAGCA ACGCGAAGAA
AUUCGAAGCA ACGCGAAGAA
AUUCGAAGCA ACGCGAAGAA
1031 1041
I I [
CCUUCGGGAC AGAGGAGACA
CCUUCGGGAC AGAGGAGACA
CCUUCGGGAC AGAGGAGACA
CCUUCGGGAC AGAGGAGACA
CCUUCGGGAC AGAGGAGACA
CCUUCGGGAC AGAGGAGACA
1101 1111
I
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG

CGCAACCCUU

1171 1181

I I I
GACAAACCGG AGGAAGEUGG
GACAAACCGG AGGAAGEUGG
GACAAACCGG AGGAAGEUGG
GACAAACCGG AGGAAGEUGG
GACAAACCGG AGGAAGEUGG
GACAAACCGG AGGAAGEUGG

1241 1251

I I I
ACAAUGGCOG GUACAACGEG
ACAAUGGCOG GUACAACGEG

CACACGUACU ACAAUGGECCG
CACACGUACU ACA. UGECCG
CACACGUACU ACAAUGGECCG
CACACGUACU ACAAUGGECCG

1301
I

1311

UCUCAGUUCG GAUUGUAGGC
UCUCAGUUCG GAUUGUAGGC
UCUCAGUUCG GAUUGUAGGC
UCUCAGUUCG GAUUGUAGGEC
UCUCAGUUCG GAUUGUAGGC

I I
UCUCAGUUCG GAUUGUAGGC

GUACAACGEG
GUACAACGEG
GUACAACGGEG
GUACAACGGEG

1321

840

910

980

1050

1120

1190

1260

1330



G Anhang

119

PAENI _2.1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

PAENI 2. 1R
PAENI _3a
PAENI _3b
PAENI _1R
PAENI _5R

PAENI 3_cR

1331

CUACAUGAAG
CUACAUGAAG
CUACAUGAAG
CUACAUGAAG
CUACAUGAAG
CUACAUGAAG

1401

CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC

1341

UCGGAAUUGC
UCGGAAUUGC
UCGGAAUUGC
UCGGAAUUGC
UCGGAAUUGC
UCGGAAUUGC

1411

I

GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC
GUCACACCAC

1481
I

1351

I
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC
UAGUAAUCGC

1421

1361

I
GGAUCAGCAU
GGAUCAGCAU
GGAUCAGCAU
GGAUCAGCAU
GGAUCAGCAU
GGAUCAGCAU

1431

I I
GAGAGUUUAC AA. ... ....
GAGAGUUUAC AACACCCGAA

GAGAGUU. .

GAGAGUUUAC AACACCCGAA
GAGAGUUUAC AACACCCGAA
GAGAGUUUAC AACACCCGAA

1491
I

1501
I

CCGAAGUGGEG GAUAGAUGAU UGGGGEUGAAG UCGUAACAAG GUAGCCGUAU
CCGAAGUGGEG GGUAGAUGAU UGGGGEUGAAG UCGUAACAAG GUAGCCGUAU

1381

AUACGUUCCC
AUACGUUCCC
AUACGUUCCC
AUACGUUCCC

AUACGUUCCC
AUACGUUCCC

1391 1400
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