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Zusammenfassung

Im vorliegenden Forschungsprojekt ist es gelungen aus symptomlosen burgenlindischen
Signalkrebsen den Krebspesterreger A. astaci zu isolieren und molekularbiologisch zu
definieren. In weiteren Studien wurde erstmals eine vollstiindig beschriebene Glykosyl-
Hydrolase Familie 18, Klasse V - Chitinase des Oomyceten 4. astaci (Gb04) mit Hilfe der
5, 3'-RACE-PCR (rapid amplification of ¢cDNA ends-PCR) aus der Gesamt-RNA

isoliert und analysiert.

Aufgrund der fiir das Krankheitsgeschehen ,,Krebspest* unverzichtbaren Funktion der
Chitinase wurde dieses Gen als zentraler Schwerpunkt fiir die molekularbiologische

Diagnostik herangezogen.

In einem qPCR-Assay wurde auf Grundlage der Chitinase ein A. astaci - spezifisches
Primerset mit Oligonukleotiden aus der ITS-Region in einer Duplex-Reaktion
kombiniert und evaluiert. Mit Hilfe dieses Tests konnte der Erreger zweifelsfrei in
Freilandproben aus verschiedenen Bundeslindern, wie z.B: Salzburg, Kirnten und dem

Burgenland, detektiert werden.

Auf Protein-Ebene wurde basierend auf einem Strukturmodell der katalytischen
Domine der Chitinase spezifisch gerichtete Antikorper produziert. Eingesetzt im

Westernblot konnte das Enzym extrazellulir detektiert werden.

Weiters gelang die Isolierung und Charakterisierung zweier als
N-Acetylhexosaminidasen fungierender extrazellulirer, chitinolytischer Enzyme von
A. astaci. Sie sind hauptverantwortlich fiir die substratunabhingige, konstitutive
chitinolytische Aktivitit, welche auch als diagnostisches Kriterium fiir A. astaci

herangezogen wird.

Das extrazellulire chitinolytische Enzymsystem von A. astaci kann somit wie folgt

beschrieben werden:

Chitinase dient zur Aufspaltung von Chitin in Dimere von N-Acetylglucosamin,
wihrend die entgiiltige Aufspaltung in Monomere durch die N-Acetylhexosaminidasen

erfolgt.



Summary

In the present research project we succeeded to isolate the crayfish plague agent

A. astaci from healthy signal crayfish and to define it molecular-biologically.

In other studies we described for the first time the complete sequence of a Glycosyl-
Hydrolase family 18, class V - chitinase of the oomycete A. astaci (Gb04). This gene was
isolated out of total RNA by 5°, 3'-RACE-PCR (rapidly amplification of cDNA ends-
PCR).

Because of the essential function of the chitinase for the illness event "crayfish plague",
the main focus of our molecular biological diagnostic was laid on this gene. In a qPCR-
assay on basis of the chitinase an A. astaci - specific primerset together with
oligonucleotides from the ITS region was applied in duplex reactions and evaluated.
With the help of this test we managed to detect 4. astaci in samples from different

Austrian provinces, like Salzburg, Carinthia and Burgenland.

On protein level we created a structural model of the catalytic domain of the chitinase.
Based on that, we made specifically directed polyclonal antibodies against the protein,

which were used to detect the enzyme in the media by Westernblot.

Furthermore we isolated and characterised two N-acetylhexosaminidases, which both
function as extracellular, chitinolytic enzymes of 4. astaci. They are responsible for the
substrate-independent, constitutive chitinolytic activity of the agent, which is one

diagnostic criterion for A. astaci.
The extracellular chitinolytic system of A. astaci can be described in the following way:

Chitinase degrates chitin to the dimeres of N-acetylglucosamine, while the final

degradation to monomers is made by N-acetylhexosaminidases.
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GH-18 Chitinase-Gen Identifizierung

Fir die Entwicklung einer diagnostischen Methode basierend auf qPCR wurde

Hauptaugenmerk auf eine Chitinase der GH-18 Familie gelegt, welche als Pathogenitétsfaktor

wihrend dem Infektionsgeschehen von tragender Bedeutung ist.

Die konstitutive Expression dieses Gens ermoglichte es mittels 5°, 3° RACE PCR die

jeweiligen Enden der mRNA zu isolieren und zu sequenzieren (Abb 1 und 2). Darauf folgend

konnte die neu gewonnen Informationen fiir die Amplifikation des gesamten Gens (1800bp)

im Genom herangezogen werden (Abb.3).
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Abb.3 Zeigt die vollstindige Aminosiuresequenz
des klonierten Chitinase-Gens mit identifiziertem
Signalpeptid (griin), Substrat-Bindungsstelle (gelb)
und katalytischem Zentrum (rot). C-terminal fallen
repetitive Sequenzen (blau geschrieben) auf, die
vermutlich eine PEST-Doméine, dhnlich zu
Insekten-GH18 Chitinasen, darstellen.

Abb.4 Gel-Foto mit 1800bp-Bande. (Marker: 50bp-
200bp-400bp-850bp-1500bp)




Sequenzierung des katalytischen Zentrums einer GH-18 Chitinase
von Oomyceten und Echten Pilzen

Fiir das Design von A. astaci - spezifischen Primersets fiir die Diagnostik ist es notwendig die
entsprechenden Chitinasegene anderer Oomyceten und Pilze zu kennen (sieche auch S.6). Um
an diese Sequenzinformationen zu gelangen, wurden in konservierten Regionen der GH-18

Chitinase Sequenzier-Primer gelegt (Abb.5).

Aphanocladium album
Length = 423

Score = 179 bits (455), Expect = le-43
Identities = 96/211 (45%), Positives = 124/211 (58%), Gaps = 17/211 (8%)

Query: 143 KAVAGDSWNDQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGLSIGGWTLSDQFSSIASTETGRRTE 202
K AGDSWND G + YG Q0+ K++ R K LSIGGWT S F + AS+ R+TF
Sbjct: 91 KHYAGDSWNDVGTNAYGCVKQLYLLKKQNRNMKVMLSIGGWTWSTNFPAAASSAATRKTE 150

Query: 203 AKSSVKLMLDLGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDIKNYVLLLSAIRDEFKTLPWK 262

A+S+V M D G D +DIDWEYP + +N VLLL A+R E + +
Sbjct: 151 AQSAVGFMKDWGFDGIDIDWEYPADA-—-—-—-—-—— TQAQNMVLLLQAVRSELDSYAAQ 199
Query: 263 AE------ LSVASPAGPDNYRHWDFTAICGQLDFINIMTYDLAGSWSKYTDHQANLYEDP 316
LS+A+PAGPDNY P+ LD+IN+M YD AGSWS YT H AN+Y +P

Sbjct: 200 YAKGHHFLLSIAAPAGPDNYNKLKFAELGKVLDYINLMAYDYAGSWSNYTGHDANIYANP 259

Query: 317 NHPPGAKYSXHNAVQDYIKGGCPSDKIVLGI 347
+P Y+ +AVQ YI GG P++KIVLG+
Sbjct: 260 ONPNATPYNTDDAVQAYINGGVPANKIVLGM 290

Abb.5 Beispiel eines BLAST-Suchlaufes mit der Aminosdure-Sequenz der
ausschnittsweise gezeigten GH-18 Chitinase von A. astaci. Orange eingeféarbt sind jene
Aminosdurenabfolgen, in deren kodierenden Bereichen Oligonukleotide gelegt wurden.

Primerset (Grundlage: Aminosiuresequenz)

SEQ685f CCGGAGACTCGTGGAACGAC (Bereich: DSWND in der AS-Sequenz) und
SEQ1159r TTGCTCCAGCTGCCCGC (Bereich AGSW in der AS-Sequenz)

Mit den oben genannten Primern wurde ein rund 450 bp Fragment mit den hochkonservierten
Bereichen: Substrate binding site I, active site des Chitinase-Enzyms von folgenden
Oomyceten-Spezies amplifiziert: Aphanomyces astaci Ho, L1, Kv, Pc, Sv, Ti, Yx, und Ra;
Saprolegnia parasitica;, Aphanomyces helicoides; Aphanomyces laevis; Achlya racemosa;

Leptolegnia caudata

SEQuniF CGCCGGAGAYTCTTGGAAYGA (xxDSWND)
SeQuniR CCAGCATAGTCGTAGGCCAT (MTDYAG)

Mit diesen Primern konnten die konservierten Bereiche des Chitinase-Gens von Fusarium

solani und Trichsporon cutaneum amplifiziert werden. (siche auch Anhang)



Kultivierung und Identifizierung osterreichischer Krebspest-
Isolate

Aus melanisierten Flecken der Signalkrebs-Kutikula gelang es 2004 drei - dem
Krebspesterreger morphologisch dhnliche - Oomyceten zu isolieren. Folgende Analysen, wie
der Fluoreszenz-Test mit dem synthetischen Substrat 4-Methylumbelliferyl-Chitotrioside
(Abb.6), haben gezeigt, dass die Isolate Gb04 (Ganaubach) und Z12 (Zdbern-Bach) eindeutig
der Spezies A. astaci zugeordnet werden konnen. Das aus dem Leitha-Kanal stammende
Isolat Lk29 (Abb.7) konnte der erst 2004 neu beschriebenen Aphanomyces-Art A. repetans

zugeordnet werden.

Abb.6  4-MU-Chitotrioside fluoreszierte bereits
nach 10 miniitiger Inkubation mit PGI-
Flissigkulturiiberstand bei Raumtemperatur. Das
schwedische Isolat HO6 und die beiden
Osterreichischen Isolate Gb04 und Z12 zeigten
starke Fluoreszenz, hervorgerufen durch konstitutiv
sezernierte Enzyme im Medium. Die verwandten
Arten A. repetans (Lk29), A. laevis und
A. irregularis zeigten keine Reaktion.

A repetans Ar_AYV683891.1
A. repetans Fb AY683890.1
AL vepetans Fa AY683802.1
= ||A. repetans LK29
| AL repetans An AYG683880.1

{\. sp. F1293 AYa676019.1
A repetans Se AVG83897.1
—|jA' cochlioides AY647191.1]
A levis AY310497.1

A. helicoides AY310496.1
A. astaci Z12
A astaci Gh04
A. astaci Hoe_AY683803.1
A. astaci Pr AY683896.1
A astaci Kvl_AY683894.1
A pstaci M96/1 AY310499 1
A. frigidophilus AY647192.1
A. invadans AY082008.1
A. leyis AY283648.1
|A. stellatys AY455774.1
A enteiches AY683887.1
A. cochlinides AY353011 1
A. cladogamus AY353920.1
A, sp. AY353021.1

Abb.7 Stammbaum basierend auf UPGMA von Aphanomyces spp. in der ITS 1 Region. Die
oOsterreichischen Isolate Z12 und Gb04 ( J) sind innerhalb dieser Sequenz klar der Spezies A. astaci
zuzuordnen. Hingegen zeigt der morphologisch &hnliche Stamm Lk29 ( L] ) — ebenfalls aus
Signalkrebsen isoliert - ein nahes Verwandtschaftsverhéltnis zu der fiir Krebstiere apathogenen Art
A. repetans (Royo et al.2004).

PubMed Zugangs-Codes. der verwendeten Sequenzen sind dem Speziesnamen angefiigt.




Spezifisches Primer-Design im sequenzierten GH-18 Chitinase-
Gen von A.astaci

Die durch Sequenzier-Primer gewonnenen Sequenzinformationen der unterschiedlichsten,
zum Teil apathogenen Oomyceten und Pilze wurden in einem Alignment zusammengefasst.
Inseln der hochsten Inhomologie zu dem Chitinase-Gen des Krebspesterregers wurden erfasst

und zum Design der diagnostischen Primer herangezogen.

Qonycet en:
cHO (schwed. Isolat)/cCGh04 (6st. Isolat) = A astaci

cAhel = A. helicoides

cAlae = A laevis

cLk29 = A.repetans

cLep = Leptol egni a caudata
cAch = Achl ya racenpsa

cSap = Saprol egnia parasitica

echte Pil ze:
cTri = Trichosporon cutaneum
cFuso = Fusari um sol ani

chiDiagnose-f |——»

CHO. TXT ( 334) gagttgagecgtggegt cccccgeccggecccggacaact accgceccact ggga
CGB04. TXT ( Ba)
CAHEL. TXT ( 334) c.c..... c..C..... | A t.Cov e
CALAE. TXT ( 334) c.c..... cC..c..g..t..... t..t.Ccoe
CLK29. TXT ( 334) c.c..t..c..c..g..t..... t..t.coen
CLEP. TXT ( 315) c t..c..... g .0 ... [ TR aa.a.......
CACH. TXT ( 325) c t........ g..... (o R g..t gtta.t.....
CSAP. TXT ( 325) c.c..t..c..... g..9..... g..Cc..0...... gt.a.......
CTRI . TXT ( 301) c.t..t..c..... a..g..... g..Cc..Qg...... gcg. . ......
CFUSQO. TXT ( 319) c.c.c...... t.g...... g...9..c.g....t..aga.gcta..
<«4——| chiDiagnose-r

CHO TXT ( 384) ctttaccgccat ctgcggccaattggactttatcaacat cat gac
CGB04. TXT ( B84

CAHEL. TXT ( 384) ...cc.t...Q......... tcc.c...cac.........

CALAE. TXT ( 384) ...cc.t..tg......... tcc.c...cac.........

CLK29. TXT ( 384) ...cc.t..ag....... t.tcc.c...cac.........

CLEP. TXT ( 365) t..cc.g...0.9...... g.gc.c...cac...... t.g

CACH. TXT ( 375) ...cc.gt.gg.g..... g.tcg.a...cacg.a..tc.g

CSAP. TXT ( 375) ....c.gt..g g ... tcg.c...cacg..... t.g

CTRI . TXT ( 351) .C.gt. gg ..... g.tgg.c...cacg..... t.g

CFUSO. TXT ( 369) g ccg..Q9...gga.c.gt.cc....t..ctgg...c..

chi Di agnose-f: agttgagcgtggcogtcec (17bp) Tm 57
chi Di agnose-r: gtcatgatgttgataaagtccaa (23bp) Tm 55

Abb.8 Die oben beschriebenen Primer wurden mit BO 525 und BO 640 (Oidtmann et al., 2004), welche in der
ITS (Internal Transcript Spacer) Region von 4. astaci liegen und ein 115bp Fragment amplifizieren, in

Duplex-PCR evaluiert.



Uberlegung

Da erfahrungsgemdfy die Kultivierung von A. astaci aus Krebs-Nekrobiopsien (speziell

Signalkrebsproben) sehr schwierig und zufillig ist und zudem noch ein enormer

Arbeitsaufwand  hinzukommt, ist die Suche nach molekularbiologischen Diagnostik-

Alternativen sinnvoll. Eine solche Alternative stellt die Real-Time PCR dar:

1.

Mit Hilfe der PCR kann im Vergleich zur herkommlichen Erreger-Isolierung der
Arbeits- und Zeitaufwand stark verringert werden und durch den Nachweis des
Erreger-Erbgutes prazisiert werden. Eine diagnostische Aussage ist dadurch binnen

eines Tages moglich.

Durch Einsatz der Real-Time PCR in diesem Bereich kommt es zusitzlich durch
Wegfall einzelner Arbeitsschritte, wie z.B: gelelektrophoretische Auftrennung der
PCR-Produkte, zu einer noch schnelleren diagnostischen Aussage (rund 2h

Zeitersparnis). Zudem fallen durch Einsparung von Material weniger Kosten an.

Die Evaluierung der PCR durch Fluoreszenzmessungen der qPCR-Maschine wird
objektiver und genauer. Das Ablesen der Ergebnisse vom Gel ist meist sehr subjektiv.
Generell ist das RealTime-Verfahren sensitiver als die konservative PCR, da durch
Fluoreszenzmessungen auch wenige Amplifikationsprodukte sichtbar gemacht
werden, die auf dem Gel mit Ethidium-Bromid-Fiarbung noch nicht optisch

wahrnehmbar sind.

Mit dem zeitgleichen Einsatz von 2 Primersets in einer Reaktion (Duplex-PCR),
welche 2 verschiedene DNA-Abschnitte des Krebspesterregers vervielfachen, wird die
diagnostische Aussage mit Hilfe der anschlieBenden Schmelzkurvenanalyse noch
genauer. So ist es wahrscheinlicher auch jene Erreger-Stimme zu erfassen, die
Mutationen in einem der beiden DNA-Abschnitte aufweisen (es ist bekannt, dass
gewisse Oomyceten-Spezies allein innerhalb der ITS-Sequenz bis zu 6% divergieren,;

Matsumoto et al. 2000).

Ausgehend von den oben angefithrten Uberlegungen kombinierten wir die zwei

beschriebenen Primersets (S.7) und evaluierten die optimalsten Bedingungen (im Text fett

geschrieben) fiir diese Duplex-Reaktion in der Real-Time PCR.



Evaluierung der diagnostischen PCR

Ingredientien

MgCl,-Gradient (Duplex-PCR) bei 53°C

= Threshold
— &1, 3mh, Fam
— 42, 3,5mhd, FAM
A3, 4mi, Fahd
— A4, 4 5mi, Fm
— A3, 3mhd, Fam
— A6, 5,5mM, Fk
— A7, B, FAM

1000

100

Fluorescence (norm)

1
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yle
Abb.9 Sowohl in Singelplex-Reaktionen der 2 Primerpaare, als auch in Duplex-PCR wurden die friihsten
Ct-Werte bei 3,5 mM Endkonzentration an MgCl, erreicht. Die Schmelzkurven der NTC (dunkelblau) und
einer Positivkontrolle (rosa) sind im kleinen Bild zu erkennen. Ein Primer-Dimer mit der Schmelztemperatur
76,5°C ist in der NTC Reaktion erkennbar, hebt sich aber von den wesentlich wiarmeren PCR-Produkten der
Duplex-Reaktion (83,8° C und 88,5°C) klar ab.

dNTPs-Gradient (Duplex-PCR) bei 60°C und SmM MgCl,

— Threshaold
— &4, 1500M, FAM
— &2, 2000M, F AR
&3, 2500M, FAM
— A4, 300pM, FAK
— RS, 3500M, FAM
— A, 4000M, FAM
— A7, 4500M, FAM

1000

100 |-+

Fluorescence (norm)

1

01 234 567 8 910111213 14151617 15819 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Crycle

Abb.10 In Duplex-PCR-Reaktionen mit hohem MgCl,-Gehalt zeigte sich, dass eine Endkonzentration von
150uM dNTPs ausreichend fiir eine stabile Amplifikation war. Eine Endkonzentration von 400pM Nukleotide
wurde — aufgrund des steilsten Fluoreszenzanstieges — in das PCR — Mastermix — Standardprotokoll
iibernommen.
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EvaGreen-Gradient bei 53°C

1000 4 -4

= Threshald
— A1, 0,25 EvaGreen, Fahd
— 82,05 FaM
&3, 0,75, FAM
— 4,1 FaM
— &5,125, FAM
— 85,15 FaM
— A&7, 1,73, FAM

100 =

Fluarescence (norm)
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Abb.11 In der Singelplex-Reaktion mit dem Primerpaar chiDiagnose.f und chiDiagnose.r stellte sich heraus, dass
EvaGreen zwischen 0,25-0,75x des 20x Stocks die besten Ergebnisse brachte. (kleines Bild NTC blau, Positiv-

Kontrolle rot)

1000 4

— Threshold
— &1, 0,25xEvaGreen, FAM
— A2,05 FAM
£3,0,75, FAM
— A4, 1, FaM
— A5 1,25, Fam
— AB, 15, FAM
— 47,175, Fam

100 4-1-

Fluorescence (norm)

R L B L i b L b L L b L A i A LA i L L s L s i s s
M A21314 151617 18192021 22 2324 2526 27 2629 301 32 3334 35 3637 363940
Cycle

Abb.12 In Duplex-PCR bestitigte sich das Ergebnis der Singleplex-PCR. Auch hier konnten die frithsten Ct-
Werte zwischen 0,25x bis 0,75x EvaGreen erzielt werden. Fiir die diagnostische Anwendung der Duplex-
PCR wurde die EvaGreen-Endkonzentration auf 0,5x festgelegt. (kleines Bild: NTC blau, Positiv-Kontrolle

rot).
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chiDiagnose-Primer Endkonzentration (Duplex-PCR, 60°C)

—Threshold
— B, 1250, F &M

B2, 250nM, F &M
— B3, 2750, FAM
— B4, 3000, F &M
— B5, 3250, FAM
— B, 3500, FAM
— B7, 3750, FaM

1000 4 ---- - -a--1--1

100 4 - d-a b

Fluorescence (norm’

1
01 2 3 4 56 7 8 910M121314151617 18192021 22 2324 2526 27 28293031 323334 35 36 37 36 39 40
Cycle

Abb.13 In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich, dass sich erst ab 250 nM Endkonzentration der Chitinase-
Primer ein Gleichgewicht zwischen den Produktsignalen der IST (125 nM)- und Chitinase-Primern einstellt. Ab
325nM {iiberwiegten Chitinase-Amplifikate. Fiir das Standardprotokoll wurde eine Endkonzentration von
275 nM Chitinase Primer (chiDiagnose.f/r) iibernommen.

Des weiteren wurden folgende Polymerasen fiir den Duplex-Einsatz gestestet:
HOTFIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne)

Smart Taq Polymerase

1Q Multiplex Powermix (BIO-RAD)

DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit (Finnzymes)

Die stabilsten Ergebnisse konnten mit HOTFIREPol DNA Polymerase und Smart Taq
Polymerase im Hot-Start erreicht werden.

DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit amplifzierte hingegen in der Duplex-Reaktion stets
nur ein Produkt, was wahrscheinlich auf dem im Kit enthaltenen Dye SYBR-Green
zuriickzufiihren ist. (Giglio et al., 2003)

IQ Multiplex Powermix produzierte in der Duplex-PCR zwar die zwei erwiinschten
Schmelzkurven, jedoch bestand eine hohere Neigung zur Dimerbildung in den einzelnen

Reaktionen. (Daten nicht gezeigt).
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PCR-Programm

Annealing-Temperatur-Gradient (DUPLEX-PCR) von 53°C-60°C

1000 -+~

= Threshold
— &1,53, FA
— 432,54, FAM
A3, 55, FAM
— &4, 56, FAM
— A5, 57, FAM
— AB, 58, FAM
— A7, 59, FAM
— A3, B0, FAM

Fluorescence (norm’)

1

100 4-4-

0 1 2 34567 8 9101112131415 161718192021 22 2324 2526 27 252930 31 323334 393637 30 3040 41 4245 4445

Cyile

Abb.14 Im Temperaturbereich von 57°C bis 60°C zeigt die Duplex-PCR die niedigsten Ct-Werte. Ein
Annealing bei 60°C brachte das friiheste Signal. Die NTC zeigt im Schmelzkurvenprofil eine Primer-
Dimerbildung (lila), welche in der Postiv-Kontrolle (dunkelblau) nicht zu sehen ist.

Temperatur-Anpassungen (Denaturierung/Annealing/Elongation)

Annealing-Zeitdauer: 10s-15s-20s

10s

20s

15s

Abb.15 Die roten Kurven zeigen die
positiven Reaktionen, welche sowohl
bei 10 sec — als auch bei 20 sec
Annealing-Zeit nahezu denselben Ct-
Werte um 20 zeigen. Auffillig ist,
dass bei einer Annealing-Zeit ab 15s
der Fluoreszenzanstieg steiler wird.
Griin ist jeweils die NTC dargestellt.
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Denaturierung

Die Ergebnisse der einzelnen Protokolle (10s-15s-20s) zeigten, dass eine
Denaturierungszeit von 15s ausreichend fiir die stabile Amplifikation der beiden
Fragmente ist.

Elongation

Die ,,Elongation” in der Duplex-Reaktion wurde bei 68°C und 72°C beurteilt. Beide

Temperaturbereiche zeigten im Ergebnis keinen Unterschied.

(Daten nicht gezeigt)
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Spezifitat/Effizienz

Spezifitiatsnachweis mit hiufig isolierten Oomyceten und Echten Pilzen:

Oomyceten: Echte Pilze:
A. fumigatus (Af), apathogen
A. astaci Gb04 (Aa); Positiv-Kontrolle F. solani (F), 50% pathogen

T. cutaneum (T), pathogen

A. repetans Lk29 (Ar Lk29), apathogen
A. laevis (Al), apathogen

A .irregularis (Ai), apathogen
Saprolegnia sp. (S), 20% pathogen

L. caudata (L), apathogen

100
a0

—— 21 - &a- 520 [nm]
&4 - &) - 520 [Am)]

a0 | —— &5 Ar LK29 - 520 [rem]

70 —— 8F - A~ 520 [rm]
A7 -5 -520[nm]

B — &3.L-520[nm]

50 | —— 48 Af - 520 [im]

—— 410 -F - 520 [nm]
211 - T - 520 [nm]

= Threshold

Temperature Cursar

-l 1T (%)

B0 B1 62 63 64 65 65 67 66 63 70 71 72 73 74 75 76 77 76 79 B0 51 52 53 54 55 66 57 66 89 00 91
Temperature [°C] R L E T T E L T LT

Abb.16 Die Schmelzkurve der Positiv-Kontrolle hebt sich deutlich von den Schmelzkurven der negativen zum
Teil sehr nahen Verwandten des Krebspesterregers ab. Das kleine angefiigte Bild zeigt NTC und Positivkontrolle
der PCR.

Zusitzlich ist in Abb.17 das Vorhandensein von DNA in den jeweiligen Erbgut-Extraktionen durch eine PCR
mit ITS-Sequenzierprimern dargestellt (1. 4. laevis, 2. A. repetans, 3. A. irregularis, 4. Saprolegnia sp.,
5. L. caudata, 6 S. parasitica, 0 NTC A. A. fumigatus, B. F. solani, C. T. cutaneum ,0 NTC). Abb.18 zeigt 300ng
Krebs-DNA (Cherax quadricarinatus) Endkonzentration in 20 pl Reaktionsansatz als Negativ-Kontrolle im
Vergleich zu den 2 Schmelzkurvenpeaks der Positv-Kontrolle.

Abb.17 Abb.18
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—— &1 - 712 - 520 [nm]
—— A2 - P - 520 [nm]
&3 - Ky - 520 [nm]
—— &5 - Ti- 520 [nm]
—— &6 - L1 - 520 [nm]
—— &5 - Sv - 520 [nm)
—— B1 - Ra - 520 [nm]
—— B2 - H20 - 520 [nm]
—— Threshold
— Temperature Cursor

-l FdT (%)

60 62 64 GBS 63 TaT2 T4 76 T3 a0 a2 g4 a6 g3 80 92 94
Temperature ["C]

Abb.19 Bei allen bislang untersuchten A. astaci Spezies (Vertreter aller vier mittels RAPD-PCR eingeteilten
Gruppen, Huang et al. 1994), welche in Duplex-PCR eingesetzt wurden, stellten sich in der
Schmelzkurvenanalyse zwei konstante Peaks im entsprechenden Temperaturbereich von 82-84° C fiir das ITS-
Produkt und von 88-90 °C fiir das Chitinase-Produkt dar. Orange dargestellt ist die NTC.

Standardkurve zur Effizienzbestimmung (Duplex-PCR)

. p———
T o S et e T S
= . 0 L S S S S
5 o o
5 : : : 1 1 1 : 1 : i : i i
N TS TS SN SV SRS BTSN SIS TS L N S o SRS SRS, SIS SPSISN SN R, e S
[ 1 1 1 1 1 1 1 1 i i 1 i i
[T] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
[} 1 1 1 1 1 1 1 1 i i 1 i i
(7] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L] 1 1 1 1 1 1 1 1 i i 1 i i
5 S Lo A S
= T ' i i i i i i i ' ' i ' '
w ANV A B IO D
104---F--2--- Rt e e A L B Rt SLT EETE EEEE SRR RPN FERE BN
R LA T Standard Curve
1 f f ¥ f f ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ u f f u f f -Intercept 35,63
0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 38 40 42 4 |Fficiency 065
Cycle Rz 0.995
)
[%]
=
5)
3]
T T

T
10 100 1 .0E+04 1 0E+06
Amount[Copies]

Abb.20 zeigt bei Einsatz einer genomischen DNA-Verdiinnungsreihe eine konstante Amplifikations-Effizienz
von 85% unter evaluierten Bedingungen. Beim Einsatz von etwa 1 ng genomischer DNA amplifzierten die
beiden Primersets ab Zyklus 29 die erwarteten Produkte aus dem Chitinase-Gen und der ITS-Region.
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Land

Salzburg
03.06.2004
20.09.2005
18.09.2005
20.09.2005
20.09.2005
18.-28.09.2005
19.09.2005
19.09.2005
19.09.2005
26.09.2005
26.09.2005
19.09.2005
19.09.2005
19.09.2005
26.09.2005
Oberosterreich
27.08.2004
Niederosterreich
11.06.2004
11.10.2004
Burgenland
09.06.2004
27.09.2004
26.09.2004
09.06.2004
09.06.2004
14.07.2004
15.07.2004

15.07.2006

15.07.2006

Freilandproben-Ergebnisse

Ort

Kaprun

Zell/See

Saalfelden

Freistadt

Sietzenberg

Bruck/Leitha

Konigsdorf

Konigsdorf

Konigsdorf-Heiligenkreuz

Hagensdorf oh Ara

Dt. Bieling

oh Hammer

WeiBenbachel-Giinseck

oh WeiRRenbachl

oh Lockenhaus

Gewiisser

Gewasser

Neuwirth Teich

Bach neben Neuwirth Teich

Golfplatzteich 7
Golfplatzteich 4
Neuwirth Teich

Zeller-See

Schwaighofer-Teich

Streitberger Teich

Fischzucht Kehlbach

Harhambach-OL
Harhambach-UL

A-Bach Biotop

A-Bach-oh Tennishalle

Oedter-Teich
Brandlhof-Teich

Stampfenbach

Schlossteich

Leitha-Kanal

Limbach

Rittschein

Untere Lafnitz

Strem

Teiche Dt. Bieling

Vogelsang/Grof3b.

Grusaubach

Steindlgraben

Roter Graben

Art

SK
SK
EK
EK
SK
KK
SK
SK
SK
SK
SK
SK
SK

SK
SK

SK

EK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

Anzahl

14

24

51

12

10
10
12
10

19

20

22

MP

MP 8

MP

Kultur
neg.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.
k.l.

k.l.
k.l.

neg.

neg

neg

neg

neg

neg

neg

neg

neg

neg

17

PCR

neg.
neg.
neg.
neg.

pos.

neg.
neg.
pos.
pos.
pos.

neg.
pos.
neg.
neg.



Giinseck

27.07.2006 Glns

31.08.2004 Schirmitzbach
Giins

27.08.2004 WeilRenbach
Hammerteich

19.08.2004 Schweingraben

16.08.2004 Glns-Fluss

09.08.2004 Teich OL Giins

29.07.2004 Ganaubach
Zobern

15.07.2004 Zbbern-Bach
oh Schlaining

18.07.2004 Tauchenbach
Welgersdorf

03.08.2005 Tauchenbach
Dornau

03.08.2005 Tauchenbach
GroBpetersdorf

03.08.2005 Tauchenbach
Riedlingsdorf

08.08.2005 Pinka-OL
Oberwart

12.08.2005 Zichenbach/Tschabach
Eisenzicken

14.08.2005 Zickenbach
Blumau

16.09.2005 Rabnitz-OL

Ungarn
Koérmend bis Miindung in die Raab

14.09.2005 Pinka-UL

Karnten
Velden

08.06.2005 Backerteich

Wien
21. Bezirk

20.10.2004 Donauauen

Legende

EK...Edelkrebs

SK...Signalkrebs

KK...Kamberkrebs

GSK...Galizischer Sumpfkrebs

k.l.....keine Inkubation

neg....negativ

pos....positiv

MP...Mischprobe (Steindigraben, Roter-Graben,
Grusaubach)

Zeitangaben sind nicht chronologisch geordnet;
Gewdédssernamen sind Angaben des jeweiligen Proben-
Einsenders

SK
SK

SK

SK
SK
SK
SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

SK

EK

GSK

o oOoON ©

7(15)

7(12)

1(4)

neg
neg

neg

neg

neg
neg

pos.

pos.

neg

k.l.

k.l.

k.l.

k.l.

k.l.

k.l.

k.l.

k.l.

k.l.

neg.
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neg.

pos.

pos.

pos.

neg.

pos.

pos.
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UNTERSUCHUNG AUTOCHTHONER UND ALLOCHTHONER KREBSARTEN
HEIMISCHER GEWASSER AUF PILZINFEKTIONEN
UNTER BESONDERER BERUCKSICHTIGUNG VON APHANOMYCES ASTACI,
KLASSIFIZIERUNG DES ERREGERS MITTELS MODERNER
MOLEKULARBIOLOGISCHER METHODEN

PROTEIN - TEIL
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Unser Projekt, die Diagnose von A. astaci mittels PCR, bezieht sich auch auf eine Teilsequenz
der putativen Chitinase AaChil (AJ416354 bzw. CAC95177) von A. astaci. Zur Evaluierung,
ob es sich bei dieser Sequenz um die eines real existierenden Proteins handelt, untersuchten
wir den Organismus auch mit biochemischen Methoden.

Im Zuge unserer Analysen haben wir uns auch mit der Frage beschéftigt, ob die Chitinase
AaChil von A. astaci fir ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal zu anderen Arten,
ndmlich der konstitutiven und somit vom Vorhandensein von Chitin unabhidngigen

Expression von Chitin abbauenden extrazelluldren Enzymen, verantwortlich ist.

A. Chitinbindende Eigenschaften extrazelluliarer Proteine von

A. astaci

Extrazellulire Proteine wurden auf ihre chitinbindende Eigenschaft mittels Inkubation mit
Chitinbeads und anschlieBender Elution mit SDS-Puffer untersucht (Abb.21). Dabei konnten
einige Proteinbanden (100 kD, 70 kD, 65 kD) mit chitinbindenden Eigenschaften ermittelt

werden.

-

oo
et
e Abb.21

o koK Chitinbindende,

. extrazelluldre Proteine
_ von A. astaci (M:
kD — Marker; Ho: A.astaci
Kultur des Stammes
Ho)

M. Ho

Weitere Analysen ergaben, das sowohl die 70 kD als auch die 65 kD Proteine schwicher
bindend sind als die 100 kD Bande und sich mit erh6hter Salzkonzentration von Chitin 16sen

lassen, wéihrend die 100 kD Bande nur unter denaturierenden Bedingungen zu eluieren war.
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B. Antikorperproduktion gegen Chitinase AaChl1 mittels

sequenzspezifischer Peptide

Zur Detektion des zur AaChl gehdrenden Proteins wurde die Strategie der Produktion von
Antikorper gegen spezifische Sequenzabschnitte gewdhlt. Ausgangspunkt war eine detaillierte
Analyse der publizierten Teilsequenz der putativen Chitinase AaChil, um mogliche antigen
wirkende Sequenzabschnitte identifizieren zu kdnnen. AaChil lie3 dabei nur eine teilweise
Sequenz-Homologie zu anderen Chitinase-Enzymen der Familie 18 erkennen. Im speziellen
fehlte eine N-terminale Ubereinstimmung in den ersten beiden der fiir die Struktur wichtigen
acht B-Faltblétter. Ebenso fehlte eine Sequenzhomologie flir das achte (-Faltblatt. Es war
daher nur moglich, eine Fragment-Struktur eines Chitinase-Enzyms der Familie 18 mittels
Homology-Modellings darzustellen. Von den sonst fiir TIM-Barrel Proteine, wie den
Chitinase 18-Enzymen, so signifikanten 8 B-Faltbldttern waren somit nur 5 darzustellen. Fiir
das Peptid-Design konzentrierten wir uns daher auf diesen signifikanten und verifizierbaren
Sequenzbereich. Folgende Sequenzabschnitte wurden als Peptide fiir die anschlieende

Antikorper-Produktion ausgesucht:
1. Peptid 1: DEFKTLPWKAE (aa 254 — 265)
2. Peptid 2: LYEDPNHPPGAKY (aa 312 —324)

Beide Sequenzabschnitte entsprechen auflerhalb liegenden und damit fiir Antikdrper leicht
zugénglichen Proteinregionen. Beide Sequenzen sollten fiir 4. astaci spezifisch genug sein,
um die Mdglichkeit von Kreuzreaktionen der gewonnen Antikdrper mit Chitinasen anderer

verwandter Spezies zu minimieren.

Abb.22 Modell der
AaChil-Chitinase
(Hellblau: B-Faltblatter;
orange: a-Helices; rot: aa
254 — 265 [Peptid 1];
blau: aa 312 — 324 [Peptid
2])
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Die Herstellung von gegen diese Peptide gerichteten Antikorpern ermdglichte die Suche nach
dem Enzym mittels Westernblot. Fiindig wurden wir im extrazelluliren Medium von 4. astaci
Fliissigkulturen. Proteinextrakte von zehn Tage wachsenden A. astaci Kulturen zeigten eine

100 kD Doppelbande am Westernblot (Abb.23a).

a b C
—t
=150 kD _—
T o o — 1MKD
— — T5HD
= g KD
— 50KD
m 3T kD
g — 3THD
~— — I5HD
AKI AK2 M M 20d M AKI1 AK2

Abb.23 Westernblot mit sequenzspezifischen AK

a: Westernblot 10d alte Kultur, b: SDS-PAGE 20d alte Kultur, c: Westernblot 20d alte
Kultur AK1:Antikorper gegen Peptid 1 gerichtet; AK2: Antikdrper gegen Peptid 2
gerichtet

Altere Kulturen wiesen mehrere detektierbare Banden auf (Abb.23c): Neben der wieder
deutlich sichtbaren 100 kD Doppelbande noch eine 45 kD und eine 30 kD Bande. Weiters
zeigte sich eine stark Chitin-bindende Eigenschaft fiir das der 100 kD Doppel-Bande

entsprechende Protein.

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild:

Das 100 kD Protein zeigt:
1. starke chitinbindende Eigenschaften, und

2. wird von beiden gegen die AaChil-Sequenz designten Antikérper am Westernblot

erkannt
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C. Vergleich AaChil- Sequenz mit neu gewonnener

vollstindiger Sequenzinformation von A. astaci-Chitinase

Die von uns ermittelte Chitinase-Sequenz zeigt nun sehr groBle Homologien zu der
Teilsequenz AaChil. Auffallend ist dabei die weit hohere Analogie im DNA-Bereich als auf
Protein-Ebene. Zusitzlich zeigt die neue Sequenz iiber den gesamten, fiir die katalytische
Glykosyl-Hydrolase-Domine codierenden Bereich eine hohe Homologie zu anderen
verwandten Chitinasen auf. So sind alle strukturgebenden acht B-Faltblattmotive eindeutig
identifizierbar. Auch war mit dieser Sequenz das Homology-Modelling deutlich erfolgreicher
(Abb.24). Alle strukturrelevanten Bereiche waren vorhanden und die Darstellung einer
vollstindigen Glykosylhydrolase Domine im Modell moglich. Auch die Zuordnung zu der
Klasse V dieser Chitinasen aufgrund der Existenz einer zwischen dem siebenten und achten B-

Faltblatt eingeschobenen a+B3-Doméne konnte gemacht werden.

katalytische
Domadne

Abb.24 Strukturmodell der Glykosyl-Hydrolase-Doméne der A. astaci Chitinase
(Hellblau: B-Faltblétter; orange: a-Helices; Glu: Fiir katalytische Aktivitit essentielle Glutaminséure im
katalytischen Zentrum des Enzyms)
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Abb.25 Stammbaum bekannter Strukturen von Chitinasen der Familie 18

Genauere Analysen der Sequenzinformationen zeigten, dass einige zusitzliche Basen im
AaChil-Gen fiir einen Frame-shift und die daher folgende Inhomologie im
Aminosédurealignment verantwortlich zeichnet. Mogliche Erkldrungen dafiir wéren, neben
Sequenzierungsfehlern, stamm- beziehungsweise speziesspezifische Mutationen oder
Genvariationen.

Auffallend ist jedenfalls eine leichte Sequenzvariation genau an der Stelle, die fiir das Design

des Peptides 2 gewihlt wurde (Abb.6).

AaChil
Chitinase

LYEDPNHP el \K 4
LYEDPNHP[ERWKI:!

Abb.26 Sequenzvergleich zwischen AaChil und Chitinase

Aufgrund der Tatsache, dass als Epitop wirkende Strukturen nur die Grosse von etwa vier
Aminosdurenreste aufweisen, ist die wechselweise Erkennung der auf beide Sequenzen

beruhenden Strukturelementen mittels der gewonnen Antikorper aber gegeben.
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Abb.27 Struktur- und Sequenz-Alignment der 4. astaci Chitinase mit verwandten Chitinase-Strukturen

25



Aphanomyces_astaci A
1IE9T A
1FFR_A
1EDG A
IEEN A
1EITE_ A
INEE A
1CTN

Aph
1EST A

acc

hyd

Aphafomycses astaci a
1K9T A

1FFE_A
1EDD A
1EEN A
1EIE_A
INmE A
1T

IXEN_A

1SYT A
2pTi A
1rova
2pswW A
1zm5 A
Fl A

zEsc A
1TFV A
1max D
1Lo0_Aa
IWEO_A
10V A

1mEETA
1mEM A
1vFaa
1066 B

i

w
3
©
t

loge B
1TRY

ace
hyd

B

OtS pe o
—_—s  onan
— onao
—_—s  onan
— aooand
—_— a0 -3
e Ao
— nan
—_—s ona0
% T opa0
* —* onao
— nan
—_—s ona0
— nan
—_—s anan
— S anG
—_—s  S00G000
— g & -3
—_—s S O0G000
— 0N
—_—s S O0G000
— 0 o
—_— E-LE-T NI
—_—s S ong -3
— LQo0G000
—_— ETET -3
— LQo0G000
—_— oo &
— LQo0G000
—_— ELET -3
— pnon ¥
—_— 00D -
— pnon -
—_— & —Y
— pnon -
—_— 00D -
— S an -
S a0
TTTLGOLGORGARGORGODRoO0aODn Qpoeopgo

ooao

Fls PAGEPQNYNE.

1z -[F] =[T] . DEvLEDE M GKEFLLT I -L
128 - [F| 1| . DFVLLUKACREALDAYSAKHENGKEFLLTIAS FAGFOQNYNE. L L
129 N = D VLKA CREALDAYSAKHENGKEFLLTIAS PAGEQN YNK . -L
131 - [F| B[  DFVLLUREVRETALDS Y SAANAGSGQHFLLTVAS FAGFDKIKY . L L
&2 N =y DE VLK EVE TALDE Y SAANAGGOHEFLLTVAS FAGFDEIKV . -L
128 i e EGSNDSFEVENHEDD I KNYVLEL ISR IRDEFKTLEWK R, nS PAGEDEYRH W
T .5 EFfCSKCANPN . . LGSEQDGETHVLLMEELEAMLDQLSVETS. . REYELTSA ISASKDKIDK. W
284 | EFfsGKGANPN . . LGSFQDGETHVLLMEELEAMLOQLS VET, REYELTSRAISAGKDKIDE oW
204 N EFSGESANPN . . LGEPQDGETHVLLMKELRAMLDQLSVET, REYELTSAISACKDEIDE. W
284 | WOF IS GEGANPN . . LGEPQDGETHVLLMEELEAMLDQLS VET, REYELTSRAISAGKDKIDE oW
204 N EFISGESANPN . . LGEPQDGETHVLLMKELRAMLDQLSVET, REYELTSAISACKDEIDE. W
284 | WLFIIS GEGANPN . . LGEPQDGETHVLLMEELEAMLDQLS VET, REYELTSRAISAGKDKIDE oW
204 N WEFIISGKSANEN . . LGSFQDSETHVLLMEELEAMLDCLSTET, REYELTSAISAGKDKEIDE. v
307 NS EFESGESANPN . . LGSFQDGETYVLLMKELEAMLDQLS AET REYELTSAISAGKDKIDK. W
111 - [F| WLYISRE . ERHLTALVKEMEAEFAREAQA . GTERLLLEAAVS AGKIAIDRG. .Y
111 NS WLZIISRR DERHLTALVKEMEAEFAREAQA . GTERLLLEAAVE AGKEIAIDRG. -x
111 - [F| WLYISRE DERHLTALVKEMEKAEFAREAQA . GTERLLLEAAVS AGKIAIDRG. .Y
111 NS WLZIISRR DERHLTTLVKEMEAEF IREAQA . STEQLLLEAAVE AGKEIAIDRG . -x
111 - [F| WLYISRE DERHLTTLVKEMKAEF IREAQA . GTEQLLLEAAVS AGKIAIDRG. .Y
111 NS WL[ZS WR DERHLTTLVKEMEAEFVREAQA . STEQLLLEAAVEFAGKIAIDRG . -x
111 | WLTS WR OERHLTTLVEEMEAEFVREAQA . GTEQLLLEAAVTAGEIATIDRS oY
111 N WL WR DERHLTTLVKEMEAEFVREAQA . STEQLLLEAAVTAGKIAIDRG. .Y
111 | WLIISRR OEQHETTLIKEMEAEF IKEAQT . GEKQLLLEARNLS AGKVTIDSS oY
111 N EMIISSQSSPAV . DEERFTTLVQD LANAFQQEAQTSSKERLLLEAAVEAGSQTYVDAG. .Y
111 | EMEIGS QG5 BPAY OEERETTLVOD LANAFQOEACTSGEERLLLEARAVEAGQTYVDAS oY
111 N EMIISSQSSPAV . DEERFTTLVQD LANAFQQEAQTSSKERLLLEAAVEAGQTYVDAG. .Y
111 | EMEIGS QG5 BPAY OEERETTLVOD LANAFQOEACTSGEERLLLEARAVEAGQTYVDAS oY
111 - [F| WENIS S OGS PAY. DEERFTTLVIQD LANAFQQEACTSGKERLLLEAAVEASQTYVDAG. .Y
111 N WIS ERGSEFK. DEHLESVLVKEMEKAFEEES VEKDI FRLLLTS SAGI IDVIKSG. . s
136 - [F| WEXJOAREVDS . . JHraRtE IR TL LN QO TITDEROALFYOLTIAGASGAFFLSRYY . .8
136 N e AREVDS (FIARLQEIRTLLNQQTITDGRQALPYQLTIAGAGGAFFLERYY | .=
136 - [F| WEXIOAREVDS P IARLOEIRTLLNOOTITDGROALFYOLTIAGAGSGAFFLSRYY . .8
135 N O AREVDG . . (FIARLQEIRTLLNQQTITDGRQALPYQLTIAGAGGAFFLERYY | .=
136 - [F| WO AREVDS . . P IARLOEIRTLLNOOTITDGROALFYOLTIAGAGSGAFFLSRYY . .8
136 N BN AREVDG . . FIARLQEIRTLLNQQTITDGRQALPYQLIIAGAGGAFFLERYY | .=
136 | EI0 AREVDG . . FIaAROEIRTLLNQOQTITDERQALEYOQLTIAGAGGAFFLSRYY .=
158 .. .[F ENpIVSGELDGN . . SKRPEDKQNNTLLLSKIREKLDAASAVD, KEYLLTIASGASATYAAN. .T
172 AGIfF THEGLAGNGVDTVNDRANFKALLAEFEKOLDAYGSTH KEYVLS AFLEANEADIDAGS W
124 . FEeLDLAMOFRKNKPRKVES . . . . . DLELAMKS|IKKLFTGDF IVDPHAALNKEQFTAL RDVKDSLRADGF‘LLSLTVLE‘NVHSTWYP
S T e-——— . W W . e
- -——— —
o BT
&0.0 — TT
oooon —- TT
GO0 I TT
LET-T-F] — TT
Losooa0 — TT
Lpo0pe0 — TT
I DGO000 @ —— TT
D000 050 TT
B ETE T — TT
LO0S0050 = TT
Lop800s — TT
LO0S0050  m— TT
o J— IT
LRSQ000 2 =— TT
LET —*TT TT
LEETY —"TT TT
L0 G —= TT
O0GO0G0 =—
LEE ——
DT ——TT
LETTY —"xT TT
noao —= TT
Lo GO — * T..T
L0S0000  =— TT
LLGonan =, TT
0080080 = TT
I QGODG0  — TT
LR — TT
LET-T-E-E-3-1 — 200
ELETTE] e— TT TT
— TT TT
—r TT
TT
TT TT
TT TT
T TT
ATEA
TT T.T 2
— T
188 K] 2! TMA YD HsSEsHD KVECHMENFEESTTKPES . TEFE|SD K]
198 K i L FWNLMAYDF|SIESWD . . KVSlGHMSNWEESTTKPES . TEF[S[SD LK i
188 KoaEM LB FWNLMAYDF|SGS WD . . KEVSGHMSNWFFSTTKPES . TEF[S[SO K i
191 H ] L FWNLMAYDYASSFS . . SLISIGHQANWYNDTSNPLS . TEFHTO . LT g
228 H 24 LEewN LMAYDYAlSS FS . . SLISIGHCQANWENDTSNPLS . TEFNTO . T i
193 pETarlccgnerNIMTYoLEGEWs . KXEDHOANLYEDENI PG . VRDHOR 5| =
351 AMNVAONSMEHIFLMSYAFWSAFD .. LENLIGEQTALNAPAWKED . TAYTTV ] L
351 AMNVANNSMEHEIFLMSEDFYGAFD . . LENLGHQTALNAPAWKED . TAXY[TTV | L
351 AXNVAONSMEIHIFLMSYDEYSAFD . . LKNLGHQTALNAPAWKED . TAY[T|TV ‘N i
361 AXMVAONSMEHIFLMSYDEFYSAFD . . LENLIGHQTALNAPAWKED . TAY[T|TV .mia i
351 AMNVAQNSMEEIFLMS¥OER¥GAFD . . LKMLGHQTALNAPAWKED . TAY[T[TV 1| -
361 AXNVAONSMEHIFLMS¥DEFYSAFD . . LKNLIGHQTALNAPAWKED . TAY[T|TV . L
351 AMNVAQNSMEHEIFLMS¥OF¥GAFD . . LENLGHQTALNAPAWKED . TAY[TTV = L
374 AXYNVAONSMEIHIFLMSYDEYSAFD . . LKNLGHQTALNAPAWKED . TAY[T|TV ‘N i
169 DIlngQISRELEFISLLTIYOFHSEAWR . . QTWEHHESEFLFRGNSDASS . RESH|AD L 7
169 DflagrlsraLErIsLLT YD ABEGRARR TMGHHSELERGNSDASS . RESH[AD w[a = iz )
169 DizlhgIlsrELEFISLLTYDEHSAMRER . TWSHHS FLFRGNSDSSS . RESH|AD -zl 2
169 DlagrsrELEFrIs LLTYDAEEANR TMSHHSPLEAGNEDASS . RESH[AD ¥ 2 ez
169 DIRQISRELEFISLLTIYDFHEAMWE . TMEHHSFLFREQEDAS S . RESHAD . ¥ A ER N
169 DizlhgrlsraELErIsLLTYD . TWSHHSFLFRGNSDSSS . RESH|AD L AERN
169 DflagrsrELErrsnLTYD TNGHHSELERGNSDSSS . RESHAD ¥ = ez
169 Dizlnczlsra Bl R . TWSHHS FLFRGNEDASS . RESH|AD L ERS e
160 DIakIlsgn nisla e TT{GHES BLERGQEDAS PDRFSNTD ¥ 2 el s
176 EMDKIRCH HISSWE . KVIGHMNSFLYKROEESGARASLNVD A TER S
176 EMDKIAQHN HISSWE .  KVISHNSFLYKRQEESGARASLNVD L& T e s
175 EMDEIEGH nislsWE . | KVTSHNS B ) T e S
175 EMDKIRCN HiSlSWE . . KVIISHNS B L& T e S
176 EWDKIEQH nislsWE . KVTSHNS B ) T e S
176 KI[FELECS HOEKD . . GYTSENSE c. .= nRs B
182 KLAQIVAE Alsleme . . kvImHoAA REANLGWSWEELTRAFESEFSLTIVDAA v BT
198 Kragrwarg Alseme | | KvTmpEGa R MEANLGWSWEELTRAFESEFSLTVDAR
182 KonoIvas Alsleme . . KvImHoAA REANLEWSWEELTRAFESEFSLTIVDAA
187 Kragrwarg Alseme | | KviTmpEGa R REANLSGWSWEELTRAFESEFSLTIVDA
188 KLAQIVAE AlsleWE . . KVINHOAR FEANLEWSWEELTRAFESEFSLTIVDAR
188 mohgrwas S EWE | | KVINHEGA R REANLGWSWEELTRAFESEFSLTVDAR
198 Kragrvarg Alseme | | KvTmpEGA 2] MEANLGWSWEELTRAFESEFSLTVDAR
231 EraeInar MiSA WD . . K I S[AHNA B LV RA
248 DOPAMFES HisAWNE [ TLTGHOAN Ela
208 DIlPALNG TEARNEEEADMSAEL ¥
-
— - - -
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208W A 290 RDOQWEYATHGHNG. L il A D FRIGTFCGONLTFELTSAVEDVLAEY .
1zZEE_A 280 RDOQVEXYATHGHI. L vl D FRISTFCGONLTFELTSAVEDVLARA .
LoWg A 280 RDQg EJGET Q- i vl D FRISTFCGOQNLTFELTSAIKDVLARY
2EsC A 290 RDQOVEPYATHGHZ. L W D FRISTFCGONLTFELTSAIKDVLARY
1TEV A 290 RDQQOVEYATEHGHG. L | D FE|§TFCGONLTFELTSA IKOVLARY
1mIX D 201 LGQQOWEYATEHGHG. L 2] D FO|§S FCGOQDLEFELTNAIKDALRAT
1Lod_ A 297 QDOEVEXIFRDNG. i il A ID FAIGFSECHQ . GRYPLIQTLROELIS . . o o v v s et oo s s ot s
1WED A 297 QDOKVEXYIFRDNG. L il A D FAIGFSCNQ . GRYFLIOTLROELSLEYLPSGTPELEVEEPGQ
1Guv_ A 297 OQDOKVEXYIFRDNG. i | D FA|GFSCHO . GREYFLIQTLREOELISL . o o v vove v vvvven o s
1HEF A 297 CQDOEVEXYIFRDMY. i Wl D FA|ISFSCNO . GEYFLIQTLRQEL. . .
1HEM A 297 CDOEVEYTIFRDNG. L | D FA|SFSCNG . GEYEFLIQTLRAELS ..
1vFE_A 2899 AFQEVEYAYQGNE. L v = D FS|5SFCHQ . REFFLTSTLEGD LN IHSASCHGEY
1oec B 361 DKTHKTP¥LYHAD i Han [N EN|ED L LAALDRY FNAADYDOSQLOMGTELRY TGVGEGNLET
1uRS B 361 DKTKTFPYLYHRAQ I F i1, M RN|GDLLAALDREY FNAADYDDSQLDMGTGLRY TG VGEGNLEI
1wy B 361 DKTIKTEPYLYHRAQD I F 1! M RN|EDLLAALDREY FNARDYDDSQLDMGTGLRYTGVGEGNLET
1E6Z B 350 DKTKTEYLYHRAD = MIF W1 M ENEDLLAALDREY FHAADYDDS QLDMGTGLRYTEVEEGNLET
1E6F B 361 DERTKTEYLYHRAD = FH MEN|EDLLAALDREY FNAADY DS QLDMETGLRYTEVEEGNLET
1HOT B 361 DETETEYLYHAD E P H M EW|EDLLAALDEY FNAALDYDOSQLDMGTGLRY TSVSEGNLET
160 B 361 DETETFYLYH=aD & F fii|H. N EN|ED L LAXRLDEY FNAADYDOSQLOMG TELRY TEVEFGNLET
1ITE A 350 DTAKWPYLYNEES I P . RNETLQNELKAD
1EFW A 363 AATCSAWRYDGTO. I v | | [RNGELVGAMSDEFRAAAPSEVTERAEE . .
1THE_A 362 GIAYREVDGQIITEH = Loz D FRISCCSGDKYPILRAIEYRL L. ... ..
ace -_ -  mmw 000 W - m O mmw - 0 0 02mamaw - N m
hyd - - - ] -

Abb.27 Struktur- und Sequenz-Alignment der 4. astaci Chitinase mit verwandten Chitinase-Strukturen
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Es liegt hiermit erstmals eine vollstindige Sequenzinformation iiber ein Chitinasegen bei

Aphanomyces astaci vor. Die codierende Sequenz lésst sich dabei in vier Abschnitte einteilen:

1.

Signalpeptid: Die Identifizierung eines N-terminal gelegenen Signalpeptides ldsst als
Bestimmungs- und Wirkungsort fiir diese Chitinase den extrazelluldren Bereich
erwarten.

Die katalytische Doméine: Sie kann der Familie der Glykosyl-Hydrolasen Familie 18
Klasse V zugeordnet werden. Sie zeigt eine hohe phylogenetische Nahebeziehung zu
Chitinasen Echter Pilze wie Aspergillus und Trichoderma. Augenscheinlich ist dabei
auch die gute Konservierung in wichtigen strukturgebenden Sequenzabschnitten, im
Besonderen in den Bereichen, die den fiir diese Chitinase-Familie charakteristischen
acht B-Faltblittern entsprechen. Das Vorkommen der fiir die enzymatische Aktivitit
ndtigen Glutaminsdure im aktiven Zentrum des Proteins erlaubt es, seine tatséchliche
katalytische Funktionstiichtigkeit als Chitin-spaltendes Enzym zu vermuten.

S-T Domine: Der katalytischen Domine folgt eine Region mit auffallender
Homologie zu Chitinasen einiger Insekten wie z.B. Bombyx mori (PEST-Doméne). Sie
konnte einen Ort moglicher O-Glykosylierungen darstellen, wie er in diesen
verwandten Chitinasen postuliert und beobachtet wird. (Abdel-Banat et al. 2001)
Chitinbindende Domine Am Ende der codierenden Sequenz liegt eine potentielle

chitinbindenden Doméne.

Folgende Punkte sprechen nun fiir eine Nahebeziechung der neu gefundenen, vollstindigen

Sequenz dieser Chitinase mit der gefundenen 100 kD Bande:

Die Anfarbung am Westernblot mit 2 sequenzspezifischen Antikérpern

Der extrazellulire Bereich als Identifizierungsort korreliert mit dem

Vorhandensein eines Signalpeptids bei der Chitinase

Die chitinbindenden Eigenschaften und die postulierte chitinbindende Doméne

der Chitinase

Das hohe Molekulargewicht kann durch mogliche Glykosylierungen speziell in

der S-T Domaine erklart werden
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D.Isolierung und Charakterisierung anderer chitinolytischer

Enzyme von A. astaci

Weitere an Chitin bindende Proteine in der Gréfenordnung von 70 kD und 65 kD konnten
mittels Affinitdtschromatographie an Chitinbeads isoliert und charakterisiert werden. Ihre
enzymatische Aktivitdit wurde an verschiedenen Substraten untersucht. So spalten beide das
Dimer von N-Acetylglucosamin (Chitobiose) zum Monomer (Abb.30, 31), sowie die
kiinstlichen Substrate 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-B-D-Galactosamin,
4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-8-D-Glucosamin  und 4-Methylumbelliferyl-B-D-N,N',N"'-
triacetylchitotrioside (Abb.32). Beide verfiigen somit iliber eine N-Acetylglucosaminidase-
und eine leichte  N-Acetylgalactosaminidase-Aktivitdit und sind somit als

N-Acetylhexosaminidasen bezeichenbar.

M Konz C 65

Abb.28 SDS-PAGE des isolierten 65 kD Proteins M: Marker, Konz: extrazellulares
Konzentrat, C: Chitinolytisch aktive Proteine (70 und 65 kDa), 65: isoliertes 65 kD Protein

Abb.29 SDS-PAGE des
- isolierten 70 kD Proteins
M: Marker, 70:
isoliertes 70 kD Protein

70 M
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Abb.30 Diinnschichtchromatographische Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit des 70 kD
Proteins. NK: Nullkontrolle (Chitobiose); 1h: Nach einstiindiger Inkubation von Chitobiose
mit 70 kD Protein; 6h: Nach sechsstiindiger Inkubation von Chitobiose mit 70 kD Protein

lh

Abb.31 DC-Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit des 65 kD Proteins
1h: Nach einstiindiger Inkubation von Chitobiose mit 65 kD Protein

Substrat: 4-Methylumbelliferyl-B-D-N,N',N"-triacetylchitotrioside

Substrat: 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-3-D-Glucosamin

Substrat: 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-3-D-Galactosamin

65 70 70v NK

Abb.32 Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit der 65 kD und 70kD Proteine mit synthetischen
Substraten (Obere Reihe: Als Substrat diente 4-Methylumbelliferyl-B-D-N,N',N"-triacetylchitotrioside,
Mittlere Reihe: Als Substrat diente 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-3-D-Glucosamin, Untere Reihe: Als
Substrat diente 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-B-D-Galactosamin; 65: Reaktion mit 65 kD Protein, 70:
Reaktion mit 70 kD Potein, 70v Reaktion mit 70 kD Protein 1:10 verdiinnt)

Neben der gleichen Substratspezifitit verfligen beide Proteine iiber gleiche pH- und
Temperaturmaxima ihrer Aktivitdt. Sie verhalten sich auch identisch bei verschiedenen
chromatographischen Trennungsversuchen (kationische und anionische
Ionenaustauschchromatographie, = Hydrophobic interaction ~ chromatography  und

Hydroxylapatit-Chromatographie). Einzig in der unterschiedlich starken Bindung an Chitin
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konnte ein Unterschied festgestellt werden. So bindet das 70 kD Protein entschieden stirker

an Chitin und kann erst mit hoheren Salzkonzentrationen eluiert werden.

Zur weiteren Identifizierung wurden beide Proteinbanden N-terminal nach Edman
sequenziert. Hier ergab nur die Sequenzierung der 70 kD Bande ein Resultat mit einer klaren
Sequenz. Die Suche nach Homologien zu bekannten Sequenzen ergab jedoch keine
ausreichend signifikante Ahnlichkeit zu irgendwelchen bekannten Proteinsequenzen. Die
Analyse anderer Organismen mit chitinolytisch aktiven Enzymen zeigt jedoch, dass vor allem

Proteine der Glykosyl-Hydrolase Familie Typ 20 solche Chitobiase-Aktivititen tibernehmen.

E. ELISA-Entwicklung zur Detektion von A. astaci

Da die beiden gefundenen N-Acetylhexosaminidasen die am stirksten exprimierten
extrazelluldren Proteine darstellen und gleichzeitig die nicht Chitin induzierte, extrazelluldre
chitinolytische Aktivitit von A. astaci als Identifikationskriterium gilt, planen wir die
Entwicklung eines ELISA-Testverfahrens zur Detektion von 4. astaci mittels Einsatzes von

Antikorpern, die gegen diese Proteine gerichtet sind.

Da die Bewilligung des Tierversuchsantrags fiir die Fortfiihrung des Projektes unumginglich
war, konnte mit der Produktion der Antikdrper nach dessen Genehmigung am 21. Juni 2006,
der Lieferung der Kaninchen am 21. Juli 2006 und einer einwochigen Adaptierungszeit am
28. Juli 2006 begonnen werden. Die Gewinnung der Antikorper aus den Seren startete somit

erst am 2. Oktober.
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Anhang

DNA-Sequenzen/Aminosaure-Sequenzen

Chitinase

Aphanomyces astaci Stiimme :

Substrate binding site I (xxxxxxxLSIGGWT), catalytic domain (21xDIDWEYP), Substrate
binding site II partial (LDFINIMTYDLAGSWS)

Yx (Schwedisches Isolat)

GACTCGTGGAACGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTC
AAGCAAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGG
ACGTTGAGCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGGAAACAGGCCGCCGCACG
TTTGCCAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTTGACA
TTGACTGGGAGTACCCCGTGGAAGGAGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCG
CCCCGACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTC
AAGACGCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGCCCGGAC
AACTACCGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACA
TCATGACGTACGAC

DSWNDQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGL
SIGGWTLSDQFSSIASTETGRRTFAKSSVKLM
LDLGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDI
KNYVLLLSAIRDEFKTLPWKAELSVASPAGPD
NYRHWDFTAICGQLDFINIMTYD

PC (Schwedisches Isolat)

GACTCGTGGAATGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTCA
AGCAAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGA
CGTTGAGCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGGAAACAGGCCGCCGCACGTT
TGCCAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTCGACATT
GACTGGGAGTACCCCGTGGAAGGCGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGCC
CCGACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCAA
GACGCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGCCCGGACAA
CTACCGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACATC
ATGACGTACGACTTGGCGGGCA

DSWNDQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGL
SIGGWTLSDQFSSIASTETGRRTFAKSSVKLM
LDLGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDI
KNYVLLLSAIRDEFKTLPWKAELSVASPAGPD
NYRHWDFTAICGQLDFINIMTYDLAG



SV (Schwedisches Isolat)

GACTCGTGGAATGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTCA
AGCAAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGA
CGTTGAGCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGGAAACAGGCCGCCGCACGTT
TGCCAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTTGACATT
GACTGGGAGTACCCCGTGGAAGGCGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGCC
CCGACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCAA
GACGCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGTCCGGACAA
CTACCGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACATC

YGNFGQGFKQKQKARGTKFGL
IASTETGRRTFAKSSVKLM
DI
P D

D S
S1I
LD PD
K N A G
NY

Ti (Schwedisches Isolat)

TGGAACGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTCAAGCAA
AAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGACGTTGA
GCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGAAACAGGCCGCCGCACGTTTGCCAA
GAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTTGACATTGACTGG
GAGTACCCCGTGGAAGGAGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGCCCCGAC
GACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCAAGACGC
TGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGCCCGGACAACTACC
GCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACATCATGAC
GTACGACTTGGCGG

WNDOQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGLSI
GGWTLSDQFSSIASTETGRRTFAKSSVKLMLD
LGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDIKN
YVLLLSAIRDEFKTLPWKAELSVASPAGPDNY
RHWDFTAICGQLDFINIMTYDLA

Ra (aus Schweden erhalten)

GACTCGTGGAATGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTCA
AGCAAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGA
CGTTGAGCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGGAAACAGGCCGCCGCACGTT
TGCCAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTCGACATT
GACTGGGAGTACCCCGTGGAAGGAGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGC
CCCGACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCA
AGGCGCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGCCCGGACA
ACTACCGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATGAA



L1 (Schwedisches Isolat)

TGGAATGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTCAAGCAA
AAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGACGTTGA
GCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGGAAACAGGCCGCCGCACGTTTGCCA
AGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTCGACATTGACTG
GGAGTACCCCGTGGAAGGCGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGCCCCGAC
GACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCAAGACGC
TGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGTCCGGACAACTACCG
CCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACATCATGACG
TACGACTAGG

WNDQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGLSI
GGWTLSDQFSSIASTETGRRTFAKSSVKLMLD
LGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDIKN
YVLLLSAIRDEFKTLPWKAELSVASPAGPDNY
RHWDFTAICGQLDFINIMTYD

Kv (Schwedisches Isolat)

TCGTGGAATGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGCCAAGGGTTCAAGC
AAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGACGTT
GAGCGACCAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACGGAAACAGGCCGCCGCACGTTTGC
CAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTCGACATTGAC
TGGGAGTACCCCGTGGAAGGCGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGCCCCG
ACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCAAGAC
GCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGTCCGGACAACTAC
CGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACTACATAC

SWNDQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGLS
IGGWTLSDQFSSIASTETGRRTFAKSSVKLML
DLGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDIK
NYVLLLSAIRDEFKTLPWKAELSVASPAGPDN
YRHWDFTAICGQLDFINYI

Gb04 (osterreichisches Isolat; Burgenland; Signalkrebs)

GACTCGTGGAACGACCAAGGCAACAGCTTGTACGGCAACTTTGGTCAAGGGTTCA
AGCAAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTCCATTGGCGGGTGGA
CGTTGAGCGACAAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACAGAAACAGGCCGCCGCACGT
TTGCCAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTGGACTTTCTTGACAT
TGACTGGGAGTACCCCGTGGAAGGAGGCAACGACTCGCCCCCGGTCCCCCATCGC
CCCGACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGATCCGCGACGAGTTCA
AGACGCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCCGCCGGCCCGGACA
ACTACCGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGGACTTTATCAACAT
CATGACGTACGACTTGGCGGGCACT

DSWNDQGNSLYGNFGQGFKQKQKARGTKFGL
SIGGWTLSDKFSSIASTETGRRTFAKSSVKLM
LDLGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHRPDDI
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andere pathogene Erreger:

Fusarium solani (CBS 181.29)

GATTCTTGGAATGATTCCGGCACCAACCTTTATGGTTGCATGAAGCAGCTCAACC

TCCTCAAGAGGCGCAACCGTAATCTCAAGATCCTCCTCTCAGTCGGAGGATGGAC
CTACAGCAGCAACTTCAAGGCTCCCGCTAGCACCCCGCAGGGTCGTGACACGTTT
GCCAGAAGCTGTGTCGACTTGCTCAAGACCCTTGGGTTTGACGGTATCGACATTG

ATTGGGAGTACCCCCAAGATGCAAACGAGGCAAGAAATTATGTCGAGCTGCTGG

CTGCCGTTCGCCAGGCCATGGACGCCTATGCCCAGACCTTGAGCCGACCTCACCA
CTTTGAGCTCACCGTGGCTTGCCCCGCGGGCGCGCAGAACTTCCAGAAGCTAGAC
GTCCGCGGCATGGACCGGTACCTGGATTTCTGGAACCTCATGGCCA

DSWNDSGTNLYGCMKQLNLLKRRNRNLKILL
SVGGWTYSSNFKAPASTPQGRDTFARSCVDLL
KTLGFDGIDIDWEYPQDANEARNYVELLAAYV
RQAMDAYAQTLSRPHHFELTVACPAGAQNTFQ
KLDVRGMDRYLDFWNLMA

Trichosporon cutaneum (syn.:beigelii;DSM 70675)

TTCGGGCACGCCAACAAGATGAAAAAGACGCACCGGCACGCCAAGTTTGGGCTC
TCGATCGGCGGCTGGACGCTCAGCGGTCTCTTTAGCGGCTTTGCGGCGACCGAGA
TGGGCCGCCGAACATTCGCGTCCAGCGCTGTCCAGCTCATGCTCGACCTTGGCCT
CGATTTCATCGACATTGACTGGGAGTACCCGGTCGCGGGCGGCAATGCGATTCCG
CACGCACCCGACGATATGGCCAACTTTGTGTTGCTTCTGCAGGCCATCCGTGACG
CATATGCGTCACTGCCCTTCCTCGCCGAGCTTAGTGTCGCGTCACCGGCCGGGCC
CGAGAACTACGCGCACTGGGACTTTCCGTCCGTGTGCGGGCTGGTCGACCACGTC
AACTTGATGGCCTACGACTATGCCTG

FGHANKMKKTHRHAKFGLSIGGWTLSGLFSG
FAATEMGRRTFASSAVQLMLDLGLDFIDIDWE
YPVAGGNAIPHAPDDMANFVLLLQAIRDAYAS
LPFLAELSVASPAGPENYAHWDFPSVCGLVDH
VNLMAYDYAW
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Saprolegnia parasitica (CBS 540.67)

GACTCGTGGAACGACGTCGGCAACAACGTATATGGGCAGTTTGGCCATGCCAAC
AAGATGAAGAAGGTCCATCGGCACGCCAAGTTTGGCCTCTCGATCGGTGGCTGGA
CGCTCAGCGGCCTCTTTAGTGGCTTTGCAGCCACCGAGATGGGCCGTCGTACCTTT
GCTTCCAGTGCTGTCCAGCTCATGCTCGACCTTGGCCTCGACTTTATCGATATTGA
TTGGGAGTACCCGGTCTCGGGCGGCAATGCGATTCCGCACTCGCCCGACGACATG
GCCAACTTTGTGCTCTTGCTCCAAGCCCTTCGTGACGCGTACGCGTCGCTGCCGTT
TCTCGCCGAGCTCAGTGTCGCGTCGCCGGCCGGGCCCGAGAACTACGTCAACTGG
GACTTTCCGTCCGTGTGCGGCCTCGTCGACCACGTCAACTTGATGGCGTACGACC
TCGCGGGCAGCTGG

DSWNDVGNNVYGQFGHANKMKKVHRHAKFG
LSIGGWTLSGLFSGFAATEMGRRTFASSAVQL
MLDLGLDFIDIDWEYPVSGGNAIPHSPDDMAN
FVLLLQALRDAYASLPFLAELSVASPAGPENY
VNWDFPSVCGLVDHVNLMAYDLAGSW

Wundinfektionspilze (apathogen)

Aphanomyces laevis (CBS 107.52)

GACTCCTGGAACGACCAAGGCAACAACCTCTACGGTAACTTCGGCCAAGGCAAC
AAGCTCAAGAAGCAGTTCCGCGGCACCAAGTTCGGTCTCTCCATCGGTGGCTGGA
CTCTCAGTGACCAATTCAGCGGCATCGCCAGCACCGAAGCTGGTCGTCGCAAGTT
CGCCAAGAGCTCCGTCGACCTCATGTTGGACTTGGGTCTCGACTTCATTGACATC
GACTGGGAGTACCCTGTTGAAGGCGGTAATGACCAACCACCAGTACCTCACCGAC
CTGACGACATGAAGAACTTTGTCGCTCTGCTCGCCGCCATCCGCGATGAGTTCAA
GCGCGTGCCATTCAAGGCCGAGCTCAGCGTCGCCTCGCCTGCCGGTCCTGCCAAC
TACCGCCACTGGGACTTCCCTGCTGTCTGCGGCCTCCTCGACCACATCAACATCAT
GACCTACGACTTGCG

DSWNDQGNNLYGNFGQGNKLKKQFRGTKFGL
SIGGWTLSDQFSGIASTEAGRRKFAKSSVDLM
LDLGLDFIDIDWEYPVEGGNDQPPVPHRPDDM
KNFVALLAAIRDEFKRVPFKAELSVASPAGPA
NYRHWDFPAVCGLLDHINIMTYDL

Aphanomyces helicoides (CBS 210.82)

GACTCGTGGAACGACCAAGGCAACAACCTCTACGGCAACTTCGGCCAAGGCAAC
AAGCTCAAGAAGCAGTTCCGCGGCACCAAGTTCGGCCTCTCCATCGGCGGCTGGA
CCCTCAGCGACCAATTCAGCAGCATCGCCAGCACCGACGCTGGCCGCCGCAAGTT
CGCCAAGAGCTCCGTCGACCTCATGTTGGACTTGGGTCTCGACTTTATCGACATC
GACTGGGAGTACCCTGTCGAAGGTGGCAACGACCAGCCTCCAGTCCCTCACCGCC
CTGACGACATGCAGAACTTTGTCGCCCTCCTTGCCGCCATCCGCGACGAGTTCAA
GCGCGTGCCTTTCAAGGCCGAGCTCAGCGTCGCCTCCCCTGCCGGCCCTGCCAAC
TACCGCCACTGGGACTTCCCTGCCGTCTGCGGCCTCCTCGACCACATCAACATCAT
GACCTACGACTTGGCGGGCAGCTGGAG
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DSWNDQGNNLYGNFGQGNKLKKQFRGTKFGL
SIGGWTLSDOQFSSIASTDAGRRKFAKSSVDLM
LDLGLDFIDIDWEYPVEGGNDQPPVPHRPDDM
QNFVALLAAIRDEFKRVPFKAELSVASPAGPA
NYRHWDFPAVCGLLDHINIMTYDLAGSW

Achlya racemosa (CBS 578.67)

GACTCGTGGAACGACATTGGTAACAACGTGTATGGGCAGTTTGGCCAAGGCAAT
AAGATGAAAAAGAAGTACCGCAACACCAAATTCGGCATTTCTATCGGCGGTTGG
ACGCTCAGCGGGCTCTTCAGCGGGTTTTCTAGCACGGAGGCCGGCCGCAGCACCT
TTGCCAAGAGTGCGGTTCAGCTCATGCTCGACTTGGGTTTGGACTTTATCGACATT
GACTGGGAATACCCAGTCTCGGGTGGCAATGCAATTCCACACTCGCCCGACGACA
TGAAGAACTTTGTTCTCCTTCTACAAGCGCTCCGCGACGAATTTTCTTTGCTGCCA
TTCCAAGCCGAGCTGAGTGTGGCGTCGCCCGCGGGCCCGGAGAATTACGTTAATT
GGGACTTCCCGTCGGTGTGCGGGCTCGTAGACCACGTAAATCTGATGGCGTATGA

C
DSWNDIGNNVYGQFGQGNKMKKKYRNTKFGI
SIGGWTLSGLFSGFSSTEAGRSTFAKSAVQLM
LDLGLDFIDIDWEYPVSGGNAIPHSPDDMKNF
VLLLQALRDEFSLLPFQAELSVASPAGPENYYV
NWDFPSVCGLVDHVNLMAYD

Leptolegnia caudata (CBS 680.69)

ACGTCTACGGGCAGTTTGGCCAAGGCAACAAGATGAAGAAGAAGTTTCGCACCA
CCAAGTTTGGCCTGTCGATCGGCGGCTGGACGTTGAGCGGGCTCTTCAGCGGCTT
TGCCAGCACCGACGCGGGTCGCAAGACGTTTGCCCAAAGCGCCGTCAAGCTCATG
CTCGACCTCGGCCTCGACTTTATCGACATCGACTGGGAGTACCCCGTCTCGGGCG
GCAACGCGATCCCGCACTCGCCCGACGACATGAAGAACTTTGTCTTGCTCTTGCG
CGAAATCCGCGCGCAGTATCAGTCGCTGCCGTTCCAGGCCGAGCTCAGTGTCGCG
TCGCCGGCCGGCCCGGAGAACTACAACAACTGGGATTTCCCGGCCGTGTGCGGCG
AGCTCGACCACATCAACTTGATGGCGTACGACCTTGCGGGCAGCTGACCA

VYGQFGQGNKMKKKFRTTKFGLSIGGWTLSG
LFSGFASTDAGRKTFAQSAVKLMLDLGLDFID
IDWEYPVSGGNAIPHSPDDMKNFVLLLREIRA
QYQSLPFQAELSVASPAGPENYNNWDFPAVCG
ELDHINLMAYDLAGS

A. astaci Gb04 Chi2 (DQ 295065)

TATTCAATTTGCCATCCCCAGCAAACTGCAACAAGCATGACCATGATCGCCAAGT
CTGCGTTGGCCGCCCTTGTGGTGGCTATGACTTCGTCCGTCGAAGCCGCCAAGCT
CAAGAACGTGGTATACTACATCGAGTGGGCCATCTACGGGCGCAAGTTTGGCATC
TTCGATTTGGATTGGGACAAGATCACCCACATCAACTACGCGTTCGGCAAGCCCA
ACCCTGACGGCACGGTGGGGGTCCACGACGGGTATGCCGCGGTGCAAAATCGGT
TCCCGGGACGTGGCGACTCGTGGAACGACCAAGGCAACAACTTGTACGGCAACT
TTGGTCAAGGGTTCAAGCAAAAGCAAAAGGCTCGCGGCACCAAGTTCGGTCTGTC
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CATTGGCGGGTGGACGTTGAGCGACAAGTTCAGCTCCATCGCGAGCACAGAAAC
AGGCCGCCGCACGTTTGCCAAGAGCTCGGTGAAGCTCATGCTGGACCTGGGGTTG
GACTTTCTTGACATTGACTGGGAGTACCCCGTGGAAGGCGGCAACGACTCGCCCC
CGGTCCCCCATCACCCCGACGACATCAAGAACTACGTGTTGCTGCTGAGCGCGAT
CCGCGACGAGTTCAAGACGCTGCCGTGGAAGGCCGAGTTGAGCGTGGCGTCCCCT
GCCGGTCCGGACAAATACCGCCACTGGGACTTTACCGCCATCTGCGGCCAATTGG
ACTTTATCAACATCATGACGTACGACTTGGCGGGCAGTTGGAGCAAGTACACGGA
CCACCAAGCCAACTTGTACGAAGACCCGAACCACCCCGGCGCAGTAAAGCACCC
ACAACGCCGTGCAAATTACATCAAGGGAGGGTGCCCTTCGGACAAGATCGTGCT
GGGGATTCCTGCGTACGGCCGTTCGTTCGAAGGCTCGAACGGACTCTACTCCAAC
TTCACCAAGCCGACCAAGGGATCTTGGGTGGCTGGCAACGACGGCAAAGGCGTG
TGGGACTACAAGGAGCTCCCCCATCCTGGCGCGACGGAGATCTACGACGAAAAG
TTGGGGGCCACGTACAGCTACGACCCCACGTCCAAGATCTTTACGTCGTACGAAG
GGCCCAAGAGTTTGGCCCAGAAACTCGACTACATCAAGCAGTACAACTTGGGCG
GCACCATGTTCTGGTCGGGGGATGCCGACGCCAAGTCCGGCTCCCCCCGGTCGTT
GATCACGCAAGTGTACAACACGTTCGGCCGAGCCAACATGGCGTTTGAGGACAA
CAACTTGAACTACCCCACGTCCCAGTACGCCAACATCCGCGCCGGCGCCGCCAETG
ACCTCGGCGGTCCCCGTGACGTCTTCCCCCGTCGCCCCTGTGACAACTGTCGCTCC
CGTGACCTCGGAGGTCCCCGTCACGTCTTCCCCGCCGCCCCTGTACAACTGTCGCT
CCCGTGACCTCGGAGGTCCCCGTCACGTCTTCCCCCGACAGCCCTGTGACAACTG
TCGCTCCCGTGACCTCGGAGGTCCCGTCACGTCTTCCCCCGACGCCCCTGTGACA
ACTGTCGCTCCAGTGACCTCGGCGGTCCACGTCACGTGTTCCTCCTACGCCCCTGT
GACGTCGTCTGCTGTTCCGGAGACCACGCCTGTCGAACCCGTGACGACGGAGGCG
ACCCCCGCCCCCACCGGTGGGCCCATCACGAACCCCCTTGAGACGTTGGCTCCCA
CAACCACGGCTGCTGCAGGCGACCAGTGCAAGGGCAACAAGAACGTGTGCTTCT
GGCCGCTCACGGGCCAAACCGTGGACCACTCGCAGGCCAACTGCAAGCTGTTTAC
GTCGTTCATCTGGTGCCCATAAATGCACATTGAATTCTTTTATATTAGTAACTCAT
ATAACCTCGAATTGACCATTGGGTTGTGTGTAAAAAAAAAAAAAAAA

YSICHPQQTATSMTMIAKSALAALVVAMTSSVEAAKLKNVVYYIEWAIYGRKFG
IFDLDWDKITHINYAFGKPNPDGTVGVHDGYAAVQNRFPGRGDSWNDQGNNLY
GNFGQGFKQKQKARGTKFGLSIGGWTLSDKFSSIASTETGRRTFAKSSVKLMLD
LGLDFLDIDWEYPVEGGNDSPPVPHHPDDIKNYVLLLSAIRDEFKTLPWKAELSV
ASPAGPDKYRHWDFTAICGQLDFINIMTYDLAGSWSKYTDHQANLYEDPNHPG
AVKHPQRRANYIKGGCPSDKIVLGIPAYGRSFEGSNGLYSNFTKPTKGSWVAGN
DGKGVWDYKELPHPGATEIYDEKLGATYSYDPTSKIFTSYEGPKSLAQKLDYIK
QYNLGGTMFWSGDADAKSGSPRSLITQVYNTFGRANMAFEDNNLNYPTSQYANI
RAGAAVTSAVPVTSSPVAPVTTVAPVTSEVPVTSSPPPLYNCRSRDLGGPRHVFPR
QPCDNCRSRDLGGPVTSSPDAPVTTVAPVTSAVHVTCSSYAPVTSSAVPETTPVEP
VITEATPAPTGGPITNPLETLAPTTTAAAGDQCKGNKNVCFWPLTGQTVDHSQA
NCKLFTSFIWCP#MHIEFFYISNSYNLELTIGLCV
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ITS-REGION (Hoog et al., 2002)

Primer: V9: TTAAGTCCCTGCCCTTTGTA
Primer: LS266: GCATTCCCAAACAACTCGACTC

A. astaci Gb04

CGTCGCACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAGAAATTGGGACCGTTGTTTCGCTTGCTTC
ATTGTGAGTGGAACGGTGGGAACTTTTTCTAACCTCGCCATTTAGAGGAAGGTGAAGTCG
TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCAAAAAACTATCCA
CGTGAATGTATTCTTTATAAGGCTTGTGCTGGGATGTTCTTCGGGACGACCCGGCTAGCA
GAAGGTTTCGCAAGAAGCCGATGTACTTTTAATCCCTTCTTAAATAACATACTGATAAAC
TTAGCCGTCAGAAATGATAGCTTGTAATAAAATACAACTTTCAACAGTGGATGTCTAGGC
TCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGT
GAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTAGTCCTGGAAGTATGTCTGT
ATCAGTGTCCGTTAATACAAAATTGTTTTGTCTTTGGACGAAGCAGAATGTGAAGGTCTT
GTTTCGACAAGTCCTTTTAAATGACGGTCCCTGTATAGCTGTTCAAGTACATTATACAAA
GGTCTATATGATTCTGATTTCGAATGTTTTGTGTTGAAATTGCACAACTTTTGAAAGAAG
GCTAAATTGCGGTAGTTTTGCTTGTGTTTCGGCACGGGTGAACACATATTGCTTTTTA

A. astaci 712

GTCGCACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAGAAATTGGGACCGTTGTTTCGCTTGCTTCA
TTGTGAGTGGAACGGTGGGAACTTTTTCTAACCTCGCCATTTAGAGGAAGGTGAAGTCGT
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCAAAAAACTATCCAC
GTGAATGTATTCTTTATAAGGCTTGTGCTGGGATGTTCTTCGGGACGACCCGGCTAGCAG
AAGGTTTCGCAAGAAGCCGATGTACTTTTAATCCCTTCTTAAATAACATACTGATAAACT
TAGCCGTCAGAAATGATAGCTTGTAATAAAATACAACTTTCAACAGTGGATGTCTAGGCT
CGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGT
GAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTAGTCCTGGAAGTATGTCTGTA
TCAGTGTCCGTTAATACAAAATTGTTTTGTCTTTGGACGAAGCAGAATGTGAAGGTCTTG
TTTCGACAAGTCCTTTTAAATGACGGTCCCTGTATAGCTGTTCAAGTACATTATACAAAG
GTCTATATGATTCTGATTTCGAATGTTTTGTGTTGAAATTGCACAACTTTTGAAAGAAGG
CTAAATTGCGGTAGTTTTGCTTGTGTTTCGGCACGGGTGAACACATATTGCTTTTT
ATGT

A. repetans 1.k29

GTCGCACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAGAAATTGGGACTGTTGTGTTGTTTGCTTCA
TTGTGAGCGACACGGTGGGAACTTTTTCTAACCTCGCCATTTAGAGGAAGGTGAAGTCGT
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCAAAAAAATATCCA
CGTGAACGTACTCTTTATGAAGCCATGTCGGGCCAAAAGCYCGTAGGCAGAAGGTTTCGC
AAGAAGCCGATGTGATTTCATCCCTTTTAATAAATGACTGATAGAGATAGCCATCAGAAA
TGATCGCTTGTAATAAAATACAACTTTCAACAGTGGATGTCTCGGCTCGCACATCGATGA
AGAGCGCGGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAAT
CTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTAGTCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTCG
ACACCAAATTGTTTGATCATGTGAGTGATGGAACAGAATGTGAGGGTCTTGTTTCGGCAA
GTCCTTTTAAAAGAGAGTCCCTCGCTTGATGTTTTGTGCATTAATTAGAGGACTGTTTGGA
TCTTGTTTCGGCATTATTTTGTGTTGCGACTGCACACTGGCTGAAGGGAGATTAAATTGCG
GTAGTTTTGCTTGTGTTTCGGCACGGGTGAACATTTTATTGCATTTTAATC
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28s rDNA-Region

Primer: 0028sf: CGCTGATTTTTCCAAGCCC
Primer: 0028sr. GAGATAGGGAGGAAGCCATGG

A. astaci Gb04

CTGTGGGTTCGCTAGACAGTAGATAGGGACAGTGGGAATCTCATTAATCCATTCATGCGC
GTCACTAGTTAGATGACGAGGCATTTGGCTACCTTAAGAGAGTCATAGTTACTCCCGCCG
TTTACCCGCGCTTGGTTGAATCTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACA
TTGTGTCAACACCGTCTCCGGCCATCACAATGCTTTGTTTTAATTAAACAGTCGGATTCCC
CTTGTCCGCTCCAGTTCTGAGTTAATTGTTCATCGCATAAACAATTCTCTCCAGTACAGCA
AGGGCAGCCCAACCAACGGCCCATGCCGGTCCCCGAAAGGTCCAACACACTCCATTGTA
GGCCATCCAAGCTCCCCGAAAAGACGTCCATGCCCAATCCTCAGAGCCAATCCTTTTCCC
GAAGTTACGGATCTATTTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTCTTCTATCAACTAGAGGCTG
CTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGAGTACGAACGAGGGTGCGAATAAATCTCTCGC
CAGAATTTTCAAGGGCCGTCGTGAGCGCGCAGGACACCCTAAAAATCAAGGTGCTTTGCC
ATGGCTCCCCTNCCCTATCTC

A. astaci 712

TGTGGGTTCGCTAGACAGTAGATAGGGACAGTGGGAATCTCATTAATCCATTCATGCGCG
TCACTAGTTAGATGACGAGGCATTTGGCTACCTTAAGAGAGTCATAGTTACTCCCGCCGT
TTACCCGCGCTTGGTTGAATCTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACAT
TGTGTCAACACCGTCTCCGGCCATCACAATGCTTTGTTTTAATTAAACAGTCGGATTCCCC
TTGTCCGCTCCAGTTCTGAGTTAATTGTTCATCGCATAAACAATTCTCTCCAGTACAGCAA
GGGCAGCCCAACCAACGGCCCATGCCGGTCCCCGAAAGGTCCAACACACTCCATTGTAG
GCCATCCAAGCTCCCCGAAAAGACGTCCATGCCCAATCCTCAGAGCCAATCCTTTTCCCG
AAGTTACGGATCTATTTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTCTTCTATCAACTAGAGGCTGC
TAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGAGTACGAACGAGGGTGCGAATAAATCTCTCGCC
AGAATTTTCAAGGGCCGTCGTGAGCGCGCAGGACACCCTAAAAATCAAGGTGCTTTGCCA
TGGCTCCCNTCCCTATCTC

A. repetans 1.k29

CTGTGGGTTCGCTAGACAGTAGATAGGGACAGTGGGAATCTCATTAATCCATTCATGCGC
GTCACTAGTTAGATGACGAGGCATTTGGCTACCTTAAGAGAGTCATAGTTACTCCCGCCG
TTTACCCGCGCTTGGTTGAATCTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACA
TTGTGTCAACACCGTCTCCGGCCATCACAATGCTTTGTTTTAATTAAACAGTCGGATTCCC
CTTGTCCGCTCCAGTTCTGAGTTAATTGTTCCTTGCATACACAGTTCCCTCCAGTACAACA
AGGGCAGCCCAACCAGCGGCCCATGCCAGTCCCCGAGAGGTCCGGCACACTCCACTGTA
GGCCATCCAAGCTCCCCGAAAGGACGTCCATGCCCAATCCTCAGAGCCAATCCTTTTCCC
GAAGTTACGGATCTATTTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTCTTCTATCAACTAGAGGCTG
CTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGAGTACGAACGAGGGTGCGAATAAATCTCTCGC
CAGAATTTTCAAGGGCCGTCGTGAGCGCGCAGGACACCCTAAAAATCAAGGTGCTTTGCC
ATGGCTCCCTTCCCTATCTCA
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