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1. Zusammenfassung

Im Rahmen des Verbundvorhabens wurden von der Arbeitsgruppe Freiburg PCR-Fi
gerprint-Methoden optimiert. Diese Optimierung der PCR-Primer und -Reak-
tionsbedingungen war die Basis fiir die Etablierung einer effizienten, Computer-ge
stitzten Auswertung, die wiederum bei den im Projekt anfallenden hohen Probenza
len unabdingbar war.

Die im Projekt weiterentwickelten und eingesetzten Fingerprint-Methoden liefern ent
weder Informationen lber die Spezieszugehoérigkeit (ARDR#&mplified ribosomal
DNA-restriction analysis) oder Uber die Heterogenitat verschiedener Stamme innerhalk
einer Spezies (RAPDandom amplified polymorphic DNA).
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Fur beide Methoden wurden optimierte Primerpaare lekitrary Primer und Proto-
kolle entwickelt sowie in Testserien standardisiert. Fir das Fingerprinting mit dem Au
tomated Laser Fluorescent (A.L.F.) Sequenzierautomaten wurden speziell angepal
Protokolle erarbeitet. Die Methoden/Protokolle wurden den Partnern des Verbundpri
jektes unmittelbar zur Verfiigung gestellt.

Neben der Entwicklung/Optimierung der Methodik wurde diese auch direkt zur Erar
beitung von Ergebnissen innerhalb des Projektes eingesetzt, vor allem zur Charakte
sierung der endogenéinizobium meliloti - Population des Freisetzungsstandorts.

Mit Hilfe der ARDRA-Methode liel3 sich eine Inhomogenitat der Isolate aus Luzerne
auf Speziesebene feststellen. Die Sequenzbestimmung der 16S rDNA aus einem
Isolate mitR. meliloti-untypischem ARDRA-Muster ergab eine Identitat auf 16S rDNA
Ebene mit dem StamiR. spec. OR191, einem Isolat aus Oregon, USA, das sowonhl
Bohne als auch Luzerne noduliert.

2. Einleitung

2.1. Analyse von Bakterien-lsolaten auf Speziesebene durch ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA - Restriction Analysis)

Mit Hilfe des ARDRA-Verfahrens (Vaneechougtal., 1992) kdnnen von Bakterien
Muster (genetische Fingerprints) erzeugt werden, die Rickschlisse auf die Spezit
Zugehorigkeit erlauben. Dies ist mdglich, da Gruppen von Bakterien mit sehr ahnliche
Sequenz der ribosomalen RNA in vielen Fallen mit Spezies-Gruppierungen Ubereil
stimmen, die mit klassischen taxonomischen Verfahren (Analyse phanotypischer, bi
chemischer Eigenschaften; numerische Taxonomie) erhalten wurden. Dartberhina
werden die mit den klassischen Verfahren erhaltenen Spezies-Gruppierungen he!
haufig durch Analyse der rRNA-Sequenzen korrigiert, um eine phylogenetisch sinr
volle Systematik zu erzielen. Je nach Bakteriengruppe liegt die Auflosung der 16
rRNA-Sequenzanalyse hoher als die vorhandene Speziesgruppierung (innerhalb ei
ger Pseudomonas-Spezies) oder auch niedriger (lUber einige EnterobakteGattun-

gen hinweg).

Die Sequenzierung der 16S rRNA vieler Isolate zur Identifizierung ist weder praxisge
recht noch sinnvoll. Meist reicht es, einige wenige Regionen der 16S rRNA zu analy
sieren, um eine tragfahige Aussage zu erhalten. Dies leistet das ARDRA-Verfahre
bei dem eine Restriktionsanalyse amplifizierter ribosomaler DNA durchgefiihrt wird.
Die Amplifikation der 16S rDNA wird dadurch ermdglicht, dal3 diese hochkonservierte
Bereiche enthalt, die als Zielsequenzen flur generell verwendbare PCR-Primer verwe
det werden kénnen (Abb. 1). Nach Amplifikation einer 16S rDNA-Region werden die
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Produkte mit einem Restriktionsenzym geschnitten und die Subfragmente gelelek-
trophoretisch aufgetrennt. Hierbei wird die Spezies-spezifische Information, die in den
variablen Bereichen der 16S rDNA (V1 bis V 9; Abb. 1) zu finden ist, ausgewertet.

Nach Anfarben der DNA-Fragmente im Gel erhalt man Bandenmuster, die durch de
Vergleich mit Mustern von parallel analysierten Referenzstammen (bzw. gespeichertt
Referenzmustern, s. u.) eine schnelle Spezies-Uberprifung von  Mik
organismen-Isolaten erméglichen (Abb. 2).
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Abb. 1

Sekundarstruktur-Modell der bakteriellen 16S rRNA. Konservierte Regionen sinc
durch dicke Linien markiert. Gestrichelte Linien bezeichnen variable Bereiche (au
Ward, 1989 ).
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Abb. 2 Restriktionsanalyse von amplifizierter rDNA. Mit Hilfe von PCR-Primern, die zu

konservierten Bereichen in dem Gen fir die 16S rRNA homolog sind, wird ein Teil der 16S rDNA
amplifiziert. AnschlieRend werden die PCR-Produkte mit einem Restriktionsenzym gespalten,
elektrophoretisch aufgetrennt und das Bandenmuster durch Farbung sichtbar gdiaraehnhalt
Informationen Uber die Spezies-Zugehorigkeit der untersuchten Bakterienstamme.

Wenn Isolate von Bakterien durch Verfahren mit hoher Auflésung untersucht werde
sollen, um damit einzelne Stamme voneinander zu unterscheiden (Typisierung), mi
vorher sichergestellt sein, dal alle in der Analyse untersuchten Stamme zu ein und d
selben (Geno-) Spezies gehdren. Hier ist die ARDRA Technik besonders wertvoll, ¢
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