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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1. Hefe - eine Übersicht

Unter dem Begriff “Hefe” wird im allgemeinen Sprachgebrauch meist die bekannte

Bäckerhefe verstanden. Im biologischen Wortsinn umfaßt die systematische Gruppe

der Hefen aber ein Spektrum von 83 Gattungen mit etwa 600 Arten (Barnett et al. 1990).

Sie sind Angehörige des Reiches der Pilze (Fungi), das selbst etwa 1.600.000 Arten um-

faßt (Carlile und Watkinson 1994). Pilze leben überwiegend als Saprophyten von totem

organischen Substrat. Manche Arten haben auch eine Lebensweise als Parasiten oder

Symbionten entwickelt. Ihre Vermehrung erfolgt über Sporen. Im Gegensatz zu den

meisten Vertretern dieser Organismengruppe, die in Form von apical wachsenden Hy-

phen auftreten, kommen die Hefen hauptsächlich oder ausschließlich als einzellige Sta-

dien vor. Der Lebensraum dieser Organismen ist in erster Linie die Oberfläche von

Pflanzen, auf der sie sich von natürlich ausgeschiedenen Substraten ernähren. Sehr

häufig sind Hefen daher vor allem auf Blättern und Früchten sowie in den Nektarien

der Blüten anzutreffen.

Die Vielfalt der Hefen wird besonders in der Verschiedenartigkeit der Lebensweisen in

einer Vielzahl von Lebensräumen deutlich, die sich im Laufe ihrer Evolution entwickelt

haben. Außer Pflanzen sind auch die Körperoberfläche und das Intestinal von Tieren,

hier besonders Insekten, geeignete Lebensräume für manche Arten. Andere wiederum

treten als Pathogene bei warmblütigen Tieren und beim Menschen auf. Die ursprüngli-

chen Hefearten, die auf der Oberfläche von Pflanzen oder Tieren wachsen, haben dort

mit einem stetigen Wechsel zwischen Benetzung mit Wasser und Austrocknung und

den damit einhergehenden Schwankungen des Wasserpotentials ihrer Umgebung zu

kämpfen. Zudem stehen sie mit schnellwachsenden Bakterien in Konkurrenz um die

Nährstoffe. Wahrscheinlich aufgrund dieser Umweltbedingungen haben die Hefen ur-

sprünglich ihre besondere, ovale Form und die Vermehrung durch Sprossung entwik-

kelt. Durch die Konkurrenz zwischen den Hefearten in einem Habitat haben sich im

Verlauf der Evolution aber auch besondere Mechanismen entwickelt, die einigen Arten

einen Wachstumsvorteil verschaffen.

Das Phänomen dieser “Killerhefen”, die ein für viele andere Hefearten letal wirkendes,

extrazelluläres Toxin bilden, wurde erstmals 1963 von Bevan und Makover beschrieben

und ist weit verbreitet (Buzzini und Martini 2000). Inzwischen sind etwa 100 Arten be-

kannt, die diese Eigenschaft besitzen (Golubev 1998). Inzwischen wird sogar versucht,

Nutzhefen mit dieser Eigenschaft zu finden, um Kontaminationen mit unerwünschten

Arten zu vermeiden (Yap et al. 2000).
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Einige Hefen aus den Gattungen Saccharomycosis und Candida haben sogar die Fähigkeit

entwickelt, sich räuberisch von anderen Ascomyceten und Basidiomyceten zu ernähren

(Lachance et al. 2000).

1.2. Die Systematik der Hefen

Ursprünglich stellte die Gruppe der Hefen in der Systematik einen Zusammenschluß

von Pilzen dar, die ausschließlich oder überwiegend als Einzelzellen wachsen und sich

keiner anderen Pilzgruppe zuordnen ließen. Einige Hefen produzieren dabei Ascospo-

ren, andere Basidiosporen und wieder andere sind anamorph, haben also keine sexuelle

Entwicklungsphase. Es stellte sich aber im Lauf der Zeit oftmals heraus, daß es sich bei

vielen zunächst den Hefen zugeordneten Arten um die anamorphen Stadien von an-

sonsten (also in ihrer teleomorphen Form) unter anderem Namen bereits bekannten

Pilzen handelte. Diese wurden meist zu der Gruppe der Basidiomycetes gerechnet.

Erst nach und nach, teilweise durch die Methoden der modernen Molekulargenetik,

sind diese Verhältnisse aufgeklärt und die vermeintlichen Hefen schließlich ihrer

“eigentlichen” systematischen Gruppe zugeordnet worden. Die Basidiomycetes-Hefen

beispielsweise stehen heute in der Ordnung der Tremellales. Die anamorphen oder

asporogenen Hefen bilden eine weitere Gruppe. Ihr Name deutet an, daß keine Sporen

gebildet werden, was aber nur für die sexuelle Sporulation (zur Fortpflanzung) gilt.

Viele dieser Hefen können jedoch sehr wohl asexuell Sporen (zur Vermehrung) bilden.

Diese anamorphen Hefen werden zwei Familien der Deuteromycetes zugeordnet, den

Sporobolomycetaceae und Cryptococcaceae.

Die Ascosporen-bildenden Hefen schließlich sind per Definition Ascomyceten. Sie bilden

aber keinen Ascokarp und wurden aus diesem Grund früher als “Hemiascomyceten”

bezeichnet. Sie gehören alle zu einer Ordnung innerhalb der Ascomycetes, den En-

domycetales. Während sich die meisten Endomycetales durch Knospung vermehren

können und daher zu den Hefen gezählt werden, gibt es einige darunter, z.B. Dipoda-

scus candidum, die dieses nicht können und daher auch keine Hefen sind.

Zu dieser Gruppe der Ascosporen-bildenden Hefen gehört auch Saccharomyces cerevi-

siae, die wohl bekannteste Hefeart. Obwohl die meisten durch den Menschen genutzten

Hefen zu dieser Art gehören, werden wichtige Varietäten oftmals abweichend benannt,

so z.B. Saccharomyces carlsbergensis (die untergärige Bierhefe) und Saccharomyces ellipsoi-

deus  (die Weinhefe). Im Fall von Saccharomyces carlsbergensis kommt allerdings ein wei-

terer Umstand hinzu, der die Einteilung in eine eigene Art rechtfertigt. So haben Ho-

mologie-Untersuchungen am Genom dieser untergärigen Brauhefe ergeben, daß dieser

Organismus wahrscheinlich aus der Verschmelzung zweier verschiedener Hefearten,
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wahrscheinlich Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces monacensis, entstanden ist und

somit eine Arthybride darstellt, die nicht mit Saccharomyces cerevisiae identisch ist

(Hansen und Kielland-Brandt 1994, Pedersen 1994, Børsting et al. 1997).

1.3. Saccharomyces cerevisiae : die Bierhefe

Der ursprüngliche Lebensraum dieser Hefeart, deren wissenschaftlicher Name mit

“Zuckerpilz” übersetzt werden kann, ist wahrscheinlich die Oberfläche von Früchten.

Die frühesten Anfänge der Geschichte ihrer Nutzung durch den Menschen sind nicht

überliefert. Vermutlich haben die Hefen aber spätestens mit dem Übergang vom No-

madentum als Jäger und Sammler zum Ackerbauern ihre Bedeutung für den Menschen

gefunden. Bei der Weiterverarbeitung der angebauten Pflanzen zu Nahrungsmitteln

und Getränken hat die Hefe mit Sicherheit schon sehr bald eine große, wenn auch zu

der Zeit noch unbekannte Rolle gespielt.

Der Einsatz der Hefen geschah wahrscheinlich auf der Basis von Versuch und Irrtum,

wodurch mit der Zeit Rezepte entwickelt wurden, die die weitgehend reproduzierbare

Herstellung von Brot, Wein und Bier ermöglichten. Erste Überlieferungen zur Herstel-

lung dieser Lebensmittel stammen aus dem alten Ägypten, und schon vor etwa 6000

Jahren waren mindestens 16 Sorten Brot und Kuchen, sechs Sorten Wein und vier Bier-

typen bekannt (Mackenzie 1925), für deren Herstellung die Hefe ein wesentlicher Fak-

tor ist. Dennoch ist auch im Reinheitsgebot des Bieres von 1516 noch keine Erwähnung

der Hefe für die Bierherstellung zu finden. Erst mit der Entdeckung der Mikroorganis-

men durch Louis Pasteur im Jahr 1876 und der darauf basierenden Entwicklung mikro-

biologischer Techniken wurden die Zusammenhänge klar und die Methoden des Ein-

satzes dieser Mikroorganismen besser beherrschbar.

Die Zellen dieser Hefe vermehren sich, anders als die meisten anderen Mikroorganis-

men, durch Sprossung. Während die anfangs kleine Knospe der Tochterzelle schnell bis

zur Größe der Mutterzelle heranwächst, findet die Kernteilung statt. Nach der Tren-

nung besitzt die Tochterzelle eine sogenannte Geburtsnarbe und die Mutterzelle eine

Sproßnarbe, an der keine weiteren Tochterzellen mehr gebildet werden können. Der

Grund hierfür ist, daß an dieser Stelle Chitin in die Zellwand eingelagert wird, die sonst

hauptsächlich aus Glucanen und Mannanen besteht. Bei optimalen Wachstumsbedin-

gungen kann es vorkommen, daß die Zellteilung schneller erfolgt als die Trennung von

Mutter- und Tochterzelle, so daß sich Sproßverbände ausbilden können.

Der Lebenszyklus der Hefe ist in Abbildung 1 dargestellt. Eine diploide Zelle, die sich

durch Sprossung vermehrt, kann unter bestimmten Bedingungen (z.B. Stickstoffman-

gel) unter Durchlaufen einer Meiose einen Ascus mit vier haploiden Ascosporen bilden.
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Diese können als Dauerstadien ungünstige Phasen überstehen und bei guten Wachs-

tumsbedingungen wieder auskeimen, wobei haploide vegetative Zellen mit zwei unter-

schiedlichen Paarungstypen (bezeichnet mit a und α, siehe Abbildung 1) entstehen, die

etwas kleiner sind als die diploiden Zellen. Wie diese können sich auch die haploiden

Zellen wieder durch Sprossung vermehren. Treffen zwei haploide Zellen mit verschie-

denem Paarungstyp aufeinander, vereinigen sie sich miteinander und bilden wieder

eine diploide Zelle. Die Hefe Saccharomyces carlsbergensis hat allerdings, wahrscheinlich

aufgrund ihrer besonderen Chromosomenausstattung als Hybride (siehe Abschnitt

1.2.), die Fähigkeit zur Sporenbildung weitgehend verloren. Von dieser Ausnahme ab-

gesehen gelten die hier beschriebenen Eigenschaften aber für beide Hefearten.

a α

Paarung
(Zellfusion und 

Kernfusion)

α-Paarungstypa-Paarungstyp

diploide
Phase

haploide
Phase

n 2n

Ascus mit vier 
Ascosporen

α
α
a a

Hungerbedingungen

Meiose

Knospung
vegetative

Zelle

Sporenkeimung

Ascus

vegetative
Zelle

Abbildung 1: Zellzyklus der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Erläuterungen im Text.
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Einige, sogenannte “haploide Hefen” vermehren sich nur in der haploiden Phase durch

Sprossung. Der Verschmelzung zweier haploider Zellen folgt direkt eine Meiose und

die Ascusbildung.

Bei anderen Hefen folgt der Keimung aus den Ascosporen unmittelbar eine Verschmel-

zung von Zellen verschiedenen Paarungstyps und der Übergang in die diploide Phase,

daher werden sie als “diploide Hefen” bezeichnet. Bei diesem Typ, zu dem auch S. cere-

visiae gerechnet wird, können aber durch Isolation von einzelnen Zellen aus dem Ascus

auch stabile haploide Kulturen angezogen werden. Bei den für Fermentationen ver-

wendeten Hefen handelt es sich zumeist um diploide Stämme.

1.4. Die Physiologie von Saccharomyces cerevisiae

Die Brauer- und Bäckerhefe ist nicht in der Lage, längerkettige Polysaccharide, wie z.B.

Stärke, zu verstoffwechseln und ist daher hauptsächlich auf Mono- und Disaccharide

angewiesen. Sie metabolisiert zum Beispiel Glucose zunächst über den Embden-

Meyerhof-Parnas-Weg (die Glycolyse) bis zum Pyruvat. In Anwesenheit von Sauerstoff

kann das Pyruvat dann über den Tricarbonsäurezyklus vollständig zu Kohlendioxid

(CO2) und Wasser (H2O) oxidiert werden.

Als fakultativ anaerober Organismus kann Saccharomyces cerevisiae das Pyruvat aber

auch fermentativ zu Ethanol und Kohlendioxid verstoffwechseln. Dieser Stoffwechsel-

weg ist die vom Menschen bevorzugte alkoholische Gärung.

Glucose 6 O2 + 24 H+

6 CO2 + 24 H+ 12 H2O

24 e–

4 ADP + 4 Pi

4 ATP

34 ADP + 34 Pi

34 ATP

Substratstufen-
phosphorylierung

Elektronentransport-
phosphorylierung

Abbildung 2: Der aerobe Stoffwechsel von S. cerevisiae am Beispiel der Glucose. Linke Seite: Oxidati-

on, rechte Seite: Reduktion. Durch die komplette Oxidation des Substrates und Übertragung der Elek-

tronen auf O2 als externen Elektronenakzeptor (Elektronentransport-Phosphorylierung) können insge-

samt 38 mol ATP pro mol Glucose gebildet werden.



1. EINLEITUNG 6

S. cerevisiae ist in der Lage, sehr schnell in substratreichen Medien unter Sauerstoffab-

schluß zu wachsen, wobei sich eine Zellpopulation in etwa 90 Minuten verdoppelt.

Durch die verhältnismäßig schlechte Energieausbeute bei anaerobem Wachstum müs-

sen dabei 98% der Glucose für den Energiestoffwechsel aufgewendet werden und nur

2% können in neues Zellmaterial eingebaut werden. Daher ist der spezifische Zellertrag

pro Gramm metabolisiertem Substrat sehr gering.

Glucose

2 Pyruvat + 4 H+ 2 Ethanol

4 e–

4 ADP + 4 Pi

4 ATP
2 CO2

Substratstufen-
phosphorylierung

(nur Glycolyse)

keine
Elektronentransport-

phosphorylierung

2 Pyruvat + 4 H+

2 ADP + 2 Pi

2 ATP

Abbildung 3: Anaerober Stoffwechsel in S. cerevisiae am Beispiel der Glucose. Linke Seite: Oxidation,

rechte Seite: Reduktion. Da kein externer Elektronenakzeptor (wie O2) zur Verfügung steht, muß das

Substrat selbst reduziert werden. Pro mol Glucose kann die Zelle durch die Substratstufen-Phosphory-

lierung netto nur  2  mol ATP gewinnen.

Dieser fermentative Weg wird sogar in Anwesenheit von Sauerstoff bei sehr hohen

Substratkonzentrationen beschritten. Der Grund hierfür liegt darin, daß die Reaktions-

folgen des Tricarbonsäure-Zyklus im Vergleich zur Glycolyse langsam ablaufen. Da-

durch hat der Organismus trotz der wesentlich geringeren Energieausbeute aus der

Glycolyse einen Wachstumsvorteil. Diesen metabolischen “Kniff” nennt man Katabo-

litrepression oder, nach seinem Entdecker, Crabtree-Effekt.

Geht das Substratangebot in Gegenwart von Sauerstoff zurück, kann die Hefe das ge-

bildete Ethanol wieder zu Pyruvat umsetzen und dieses in den Tricarbonsäurezyklus

leiten, um weiterhin Energie gewinnen zu können. Teilweise geht das Pyruvat dann

auch in die Gluconeogenese. Hierbei handelt es sich praktisch um eine umgekehrt ab-

laufende Glycolyse, die es der Zelle ermöglicht, auch unter diesen Bedingungen bei-

spielsweise Bausteine für die Zellwand zu gewinnen.
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Der Zellertrag Y (Yield, in Gramm Trockenzellmasse (gTZ) pro mol Substrat) kann

theoretisch bestimmt werden und differiert sehr stark in Abhängigkeit von der Ver-

fügbarkeit von Sauerstoff. Fehlt der Sauerstoff, können durch fermentativen Stoff-

wechsel nur Y = 17,6 gTZ/mol Glucose erreicht werden. Sind die Substratkonzentratio-

nen unter aeroben Bedingungen gering genug, so daß der Crabtree-Effekt nicht zum

Tragen kommt, liegt der Wachstumsertrag dagegen bei etwa Y = 104 gTZ/mol Gluco-

se. Diesen erhöhten Zellertrag unter aeroben Bedingungen nennt man Pasteur-Effekt.

1.5. Die Genetik von Saccharomyces cerevisiae

Der Nukleus dieser Hefe enthält im haploiden Zustand etwa 12,1 Millionen Basenpaare,

die auf 16 Chromosomen verteilt sind. Das ist lediglich das 2,6-fache der DNA des

Chromosoms von Escherichia coli als typischem Bakterium (mit 4,64 Millionen bp), aber

nur etwa ein 273-stel des Genoms des Menschen (mit ca. 3,3 Milliarden bp). Die Hefeart

Saccharomyces cerevisiae dient daher, aufgrund ihres für einen Eukaryoten relativ einfa-

chen Aufbaus und auch wegen ihrer wirtschaftlichen Bedeutung, als Modellorganismus

für viele biologische Forschungsrichtungen.

In der Folge ist sie sowohl genetisch als auch biochemisch einer der am intensivsten

erforschten und am besten bekannten Organismen überhaupt. Das Chromosom III von

S. cerevisiae wurde schon 1992 als erstes Chromosom eines eukaryotischen Organismus

überhaupt durchgehend sequenziert (Oliver et al. 1992). Die Bäckerhefe wird aus diesem

Grund häufig gentechnisch eingesetzt, sowohl für die Grundlagenforschung als auch

für die industrielle Biotechnologie.

Nicht nur in physiologischer, auch in genetischer Hinsicht gibt es große Unterschiede

zwischen den industriell eingesetzten Heferassen. Während die Saccharomyces cerevisiae-

Hefen zumeist einen normalen, doppelten Satz von Chromosomen besitzen, also di-

ploid sind, treten bei den Saccharomyces carlsbergensis-Stämmen, die in der Bierherstel-

lung z. B. für Lagerbiere eingesetzt werden, neben der Diploidie auch verschiedene

Formen der Polyploidie (mit vielfachen Chromosomensätzen) und sogar Aneuploidien

(vielfache Kopien von bestimmten Chromosomen) auf.

Eine gewünschte Konsequenz dieser Polyploidien ist eine erhöhte Stoffwechselleistung

der Zellen (der sogenannte “Gen-Dosis-Effekt”), die man sich z.B. auch in der Landwirt-

schaft beim Getreide zunutze macht, um höhere Erträge zu erreichen. Eine erhöhte Lei-

stungsfähigkeit kann man aber auch schon bei diploiden Hefestämmen gegenüber ih-

ren haploiden Phasen beobachten.
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1.6. Hefe in der Brauerei

In der Brauerei werden die sogenannten obergärigen Hefen von den untergärigen unter-

schieden. Obergärige Stämme bilden Sproßverbände, in denen sich während der Gä-

rung gebildete Kohlendioxidbläschen verfangen und die Hefezellen zur Oberfläche tra-

gen. Die für den Brauer wichtigen phänotypischen Unterschiede dieser beiden Gruppen

manifestieren sich auch in der Zuordnung in verschiedene Arten: die obergärigen

Stämme werden in der Art Saccharomyces cerevisiae zusammengefaßt, während die un-

tergärigen Typen als Saccharomyces carlsbergensis bezeichnet werden. Die Hefe sorgt in

der Brauerei für die Umwandlung der Würze in Jungbier, wobei der in der Würze ent-

haltene Zucker durch die alkoholische Gärung zu Ethanol verstoffwechselt wird. Da die

Hefe die im Korn vorhandene Stärke nicht direkt als Substrat verwenden kann, muß

diese vorher im Sudhaus durch die im Malz vorhandenen Enzyme aufgeschlossen und

in monomere bzw. oligomere Kohlenhydrate umgesetzt werden.

Für die Vergärung werden überwiegend diskontinuierliche Gärverfahren eingesetzt, in

denen eine Starterkultur der Hefe in die Würze gegeben wird („Anstellen“), in der sie

wächst und die dazu nötige Energie durch die Gärung gewinnt. Aufgabe des Brauers ist

es dabei, diesen Vorgang im Hinblick auf ein optimales Produkt zu steuern. Dabei soll

in erster Linie ein möglichst großer Anteil des Substrates in möglichst kurzer Zeit in

Alkohol umgesetzt und nicht in neues Zellmaterial eingebunden werden.

Da der Stoffwechsel der Hefe allerdings wesentlich komplexer ist, entsteht auch ein

ganzes Spektrum an sogenannten Gärungsnebenprodukten, die sich auf den Ge-

schmack des Bieres stark auswirken können. Einige dieser Substanzen, wie die vicinalen

Diketone (Diacetyl und Pentandion) führen zu deutlichen Fehlaromen und sollen des-

halb nicht im fertigen Bier vorkommen.

Allerdings sind bestimmte Nebenprodukte des Hefestoffwechsels in definierten, gerin-

gen Mengen zwar erwünscht, da sie den Geschmack positiv beeinflussen können, sie

dürfen aber nicht in zu großen Mengen auftreten, um keine Fehlaromen zu verursa-

chen. Ein Teil dieser Substanzen, die sogenannten Fuselalkohole, sind Endprodukte des

Aminosäurestoffwechsels der Hefe. Sie entstehen durch den Abbau von Oxosäuren, die

bei der Transaminierung auftreten. Durch eine Transaminierungsreaktion kann die

Zelle die Aminogruppe von einer Aminosäure zur Herstellung einer anderen Ami-

nosäure, die nicht in ausreichenden Mengen vorhanden ist, verwenden.

Die übrig bleibenden Oxosäuren werden anschließend durch eine Decarboxylierung in

die entsprechenden Alkohole überführt und von der Zelle ausgeschieden. Wachstum

und Stoffwechsel der Hefe können neben der Zusammensetzung der Würze auch

durch die Wahl geeigneter Gärungsparameter wie Temperatur und Druck entspre-
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chend diesen Anforderungen beeinflußt werden (Miedaner et. al. 1974). Auch die Be-

handlung der Hefe vor dem Anstellen und die Zellzahl, mit der die Würze angestellt

wird, hat einen großen Einfluß auf den Verlauf der Gärung. Wird die Hefe optimal vor-

behandelt, verkürzt sich unter anderem die Anlauf- oder Lag-Phase, in der sich die He-

fezellen an die neuen Bedingungen gewöhnen müssen, bevor das Wachstum einsetzen

kann. Dies ist der erste Abschnitt einer typischen Wachstumskurve, wie sie in den dis-

kontinuierlichen Gärungen auftritt.

Nach der Lag-Phase beschleunigt sich das Wachstum der Zellen immer mehr (Beschleu-

nigungsphase) und tritt danach in eine Phase schnellstmöglicher Zellvermehrung über

(exponentielle Phase). Durch den Abbau des Substrates und die Bildung von Stoffwech-

selendprodukten (Ethanol, CO2) wird das Wachstum im weiteren Verlauf immer weiter

verzögert (Retardierungsphase), bis es schließlich ganz zum Stillstand kommt und die

Zellzahl nicht weiter zunimmt (stationäre Phase). Zu diesem Zeitpunkt ist die Gärung

abgeschlossen, und in der Brauerei wird die Hefe aus dem fertigen Jungbier abgezogen.

Verbleibt die Hefe weiterhin in dieser Kultur, ist nach der stationären Phase eine Ab-

nahme des Anteils lebender Zellen zu beobachten (Absterbephase).

Ideal ist bei der Gärung eine kurze Lag-Phase und ein schnelles Wachstum der Hefe.

Für den Brauer ist schließlich die Wahl eines für sein Gärverfahren optimal einsetzbaren

Hefestammes wichtig, um unter den gegebenen Bedingungen in möglichst kurzer Zeit

das gewünschte Produkt zu erhalten.

1.7. Möglichkeiten der Stammdifferenzierung

Die Klassifizierung des eingesetzten Stammes und dessen sichere Bestimmung ist ein

wesentlicher Aspekt beim Einsatz von Mikroorganismen in technologischen Abläufen.

Besonders in der heutigen Zeit, in der die Qualitätsanforderungen an Lebensmittel sehr

hoch sind und weiter steigen, ist es für eine Brauerei von Bedeutung, den eingesetzten

Stamm schnell und sicher bestimmen zu können. Die technischen Abläufe in der Pro-

duktion sind hinsichtlich des Verlaufs der Gärung und des Geschmacks des fertigen

Produktes auf die Eigenschaften des eingesetzten Hefestammes abgestimmt. Dadurch

kann eine in dieser Hinsicht gleichbleibend hohe Qualität des Produktes gewährleistet

werden.

In der Vergangenheit wurden im wesentlichen Typisierungsmethoden auf der Basis

physiologischer Eigenschaften eingesetzt. Aus naheliegenden Gründen werden für sol-

che Typisierungen bevorzugt gärungs- und produktrelevante Eigenschaften herange-

zogen. Für den Brauer ist zunächst einmal interessant, ob es sich um eine obergärige

oder untergärige Hefe handelt. Innerhalb der untergärigen Hefen kann nochmals grob
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zwischen sogenannten Bruchhefen und Staubhefen differenziert werden, je nach dem,

ob sich die Hefezellen nach der Hauptgärung zu Agglomeraten zusammenschließen

oder nicht. Dies ist für die Klärung des Jungbieres und die anschließende Lagerung eine

sehr wichtige Eigenschaft. Für die Bestimmung dieser Fähigkeit gibt es schon seit vielen

Jahren eine recht zuverlässige Methode, den sogenannten Helmtest (Helm et al. 1952),

der stetig weiterentwickelt wird (González et al. 1996, D’Hautcourt und Smart 1999).

Daneben können auch Parameter wie die Gäraktivität und der Sauerstoffbedarf wichti-

ge und technologisch relevante Daten zu einem Hefestamm liefern (Quain 1986).

Für eine weitergehende Differenzierung kann man verschiedene Charakteristika der

Hefe heranziehen, z.B. die Form von sogenannten Riesenkolonien, die nach langer In-

kubationszeit entstehen, die Resistenz gegen das Antibiotikum Cycloheximid, serologi-

sche Eigenschaften oder auch die Fähigkeit, auf verschiedenen Kohlenhydraten zu

wachsen (Wickerham und Burton 1948, Quain 1986). Das Vermögen, auf verschiedenen

Selektivmedien wachsen zu können, dient hingegen in erster Linie zur Unterscheidung

von Kultur- und Fremdhefen (Röcken und Marg 1983).

Schließlich kann auch die in Art und Menge unterschiedliche Bildung von Gärungsne-

benprodukten wie längerkettige Alkohole und vicinale Diketone eine Differenzierung

verschiedener Stämme ermöglichen. Während die Bestimmung des Zuckerspektrums

einer Hefe noch ohne großen apparativen Aufwand möglich ist, erfordert die Quan-

tifizierung von Gärungsnebenprodukten, zumindest für einen zügigen Nachweis, den

Einsatz von Gaschromatographen (Mändl et al. 1975, Narziß et al. 1982).

Die klassischen Methoden der Hefetypisierung haben allerdings einige Nachteile, die sie

eher für eine begleitende Beschreibung der Hefe als für eine echte Bestimmung des ein-

zelnen Stammes prädestinieren. So sind viele der Nachweismethoden von der aktuellen

Konstitution der untersuchten Zellpopulation und den Umgebungsbedingungen (z.B.

Temperatur und Nährstoffangebot) abhängig und besitzen eine gewisse Instabilität

aufgrund von einzelnen Mutationen (Scheda und Yarrow 1966). Darüber hinaus sind

viele der Analysen sehr zeit- und arbeitsaufwendig. Insbesondere, wenn die in der

Brauerei eingesetzte Hefe nicht im selben Betrieb gehalten, sondern z.B. aus einer ande-

ren Brauerei oder einer externen Stammsammlung bezogen wird, kommt es auf eine

schnelle und sichere Zuordnung an, die die bisher angesprochenen Methoden nicht lei-

sten können.

Daher werden etwa seit Mitte der achtziger Jahre die Methoden der modernen Mole-

kularbiologie auch für die schnelle und sichere Identifizierung von industriell genutzten

Mikroorganismen eingesetzt (Quain 1986, Querol et al. 1992). In erster Linie sind dies

Analysen, die genetische Unterschiede für eine Typisierung heranziehen und die teil-
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weise in anderen Bereichen, wie z.B. der Medizin, für die Bestimmung von Krankheits-

erregern schon längere Zeit im Einsatz sind (Caligiorne et al. 1999, Speuer et al. 1999,

Jonas et al. 2000, Sloos et al. 2000, Huys et al. 2000, Joung und Côté 2001).

Diese Methoden können in sehr unterschiedlichen Größenmaßstäben im Genom anset-

zen und sowohl die Größe ganzer Chromosomen als auch geringste Abweichungen

der Basensequenz zwischen Organismen miteinander vergleichen. Da die Veränder-

lichkeit der DNA innerhalb eines Genoms nicht gleichmäßig ist, können durch geneti-

sche Analysen sowohl phylogenetisch sehr weit auseinander liegende Taxa als auch

sehr nahe verwandte Organismen gleichermaßen untersucht werden. Darüber hinaus

sind einige der genetischen Analysen, insbesondere die auf PCR-Basis, sehr schnell und

zuverlässig und daher für eine Routineanalytik geeignet.

1.8. Genetische Typisierungsmethoden

Eine häufig verwendete Methode, mit der man die Größe der Chromosomen mitein-

ander vergleichen kann, ist die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE, Schwartz und Cantor

1984, Lai et al. 1989, Donhauser et al. 1990, Bentley et al. 1991). Bei dieser Analyse werden

die Chromosomen als intakte Einheiten aus den Zellen isoliert und in einem Agarosegel

mit Hilfe eines alternierenden elektrischen Feldes aufgetrennt. Da sich die Chromoso-

men in diesem gepulsten Feld immer wieder neu ausrichten müssen, ist es überhaupt

möglich, DNA-Moleküle mit dieser Größe elektrophoretisch aufzutrennen.

Detailliertere Untersuchungen machen sich Sequenzunterschiede der DNA zunutze. Im

“einfachsten” Fall, genannt RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), kann

man dies mit dem Einsatz von Restriktions-Endonukleasen erreichen, die die DNA se-

quenzabhängig schneiden (Barberio et al. 1994, Guillamón et al. 1998, Hayford und Ja-

kobsen 1999, Varga et al. 2000). Die so gewonnenen Fragmente können wiederum in

einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Muster miteinander verglichen wer-

den. Treten nun Unterschiede im Abstand dieser Erkennungssequenzen auf oder sind

sie in ihrer Zahl verschieden, so finden sich diese Unterschiede in den Bandenmustern

wieder. Diese Methode stößt allerdings bei großen Genomen durch die hohe Anzahl

der Fragmente an ihre Grenzen. In diesem Fall kann man die Methode durch die Hy-

bridisierung dieser Fragmente mit speziell markierten DNA-Sonden verfeinern. Dazu

werden die Bandenmuster auf eine Membran übertragen (Southern-Blot) und die Son-

den hybridisieren darauf nur mit solchen Fragmenten, die eine zumindest in Teilen

übereinstimmende Basenabfolge besitzen. So kann man gezielt einzelne Fragmente, die

diese Sequenz enthalten, hervorheben (Schofield et al. 1995, Wightman et al. 1996, Mite-

va et al. 1998).
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Genetische Analysen auf PCR-Basis (Polymerase Chain Reaction; de Barros Lopes et al.

1996, de Barros Lopes et al. 1998, Yoder et al. 1999, Yamagishi et al. 1999) wählen einen

anderen Ansatz, indem sie sehr kleinräumige Differenzen ausnutzen, die sogar in ei-

nem einzigen Basenaustausch liegen können. Hierbei werden sehr kurze DNA-

Abschnitte (Oligonukleotide) von etwa 20-30 Basenpaaren Länge, die sich an die zu un-

tersuchende DNA anlagern können, als Ausgangspunkt für die DNA-Polymerase ge-

nutzt, die die DNA in mehreren Zyklen dupliziert. Im Idealfall kommt man so zu einer

exponentiellen Vermehrung der gewünschten DNA, die z.B. auf einem Gel aufgetrennt

und sichtbar gemacht werden kann.

Die PCR kann natürlich auch mit anderen Methoden, wie der RFLP, kombiniert wer-

den, um Restriktionsmuster ganz bestimmter DNA-Bereiche untersuchen zu können

(Brunel et al. 1997, Manceau und Horvais 1997, Nguyen et al. 2000).

Wenn man nun ein unbekanntes Genom untersuchen und dennoch Unterschiede zwi-

schen nahe verwandten Organismen finden will, bedient man sich einer Spielart dieser

Methode, der RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA, Nigatu et al.

1998, Taillez et al. 1998, Caligiorne et al. 1999, Moschetti et al. 2000). Hierbei bedient man

sich willkürlich gewählter PCR-Primer mit zufälliger Basensequenz, die an unbekannten

Positionen des Genoms anlagern und so statistisch ein Set aus unterschiedlich langen

DNA-Abschnitten amplifizieren können. Das so mittels einer Gel-Elektrophorese ent-

stehende Bandenmuster kann für den untersuchten Organismus charakteristisch sein

und eine Unterscheidung ermöglichen.

Ein ähnlicher Ansatz, wenn auch mit bekannten DNA-Sequenzen, liegt der Mikrosatelli-

ten-Analyse zugrunde (Walmsley et al. 1989, Rassmann et al. 1991, Field und Wills 1998,

Ali et al. 1999, Rassmann und Leibhard 1999). Hierbei sind es Längenunterschiede von

sogenannten Mikrosatelliten, das sind sich vielfach wiederholende, kurze DNA-Sequen-

zen im Genom, die man sich für eine Differenzierung nutzbar machen kann. Wenn die

flankierenden Sequenzen bekannt sind, kann man mit der PCR diese Mikrosatelliten

amplifizieren und die Längen dieser Fragmente miteinander vergleichen. Diese Metho-

de wird in vielen Bereichen, in denen es auf eine genetische Typisierung sehr nahe mit-

einander verwandter Individuen ankommt, routinemäßig eingesetzt (van Belkum et al.

1992, Metzgar et al. 1998, Smouse und Chevillon 1998, Dalle et al. 2000).

Eine Kombination aus RFLP und PCR ist die sogenannte AFLP (Amplified Fragment

Length Polymorphism; Vos et al. 1995, Janssen et al. 1996, de Barros Lopez et al. 1999,

Jiang et al. 2000, Azumi und Goto-Yamamoto 2001). Bei dieser Methode werden an

DNA-Fragmente, die durch zwei verschiedene Restriktionsenzyme gewonnen wurden,

sogenannte Adapter (kurze, doppelsträngige DNA-Abschnitte) ligiert, die eine kom-
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plementäre Sequenz für PCR-Primer besitzen. Nun kann man in einer PCR diese

Fragmente oder eine Untergruppe davon amplifizieren und die so gewonnenen Ban-

denmuster in einem hochauflösenden Gel vergleichen. Das Prinzip ist dabei mit einer

Hybridisierung von “normalen” RFLP-Fragmenten vergleichbar, nur daß man in die-

sem Fall wesentlich detailliertere Ergebnisse gewinnen kann.

Durch eine Sequenzierung, d.h. die Bestimmung der Basenabfolge in einem Bereich des

Genoms, kann man auch geringste Unterschiede zwischen zwei Genomen herausarbei-

ten (Valente et al. 1999). Entscheidend ist hierbei die Wahl des zu sequenzierenden Be-

reiches. Abhängig vom Grad der Verwandtschaft hat man die Wahl zwischen Abschnit-

ten verschieden großer Variabilität, z.B. Gene für essentielle Zellbestandteile wie Cyto-

chrome (Biswas et al. 2001), die Sequenz von Genen für ribosomale RNA (rRNA, Ando

et al. 1996, Fonseca et al. 2000) oder hochvariable ITS-Sequenzen (Internal Transcription

Spacer) zwischen rRNA-Genen (Montrocher et al. 1998, Hsiang und Wu 2000).

Eine sehr aufwendige, aber auch sehr leistungsfähige Methode, Sequenzunterschiede in

zwei einander sehr ähnlichen, kompletten Genomen zu untersuchen ist das “Genomic

Mismatch Scanning” (Nelson et al. 1993, Brown 1994). Dabei werden Heteroduplices der

durch ein Restriktionsenzym fragmentierten DNA von den beiden zu untersuchenden

Organismen hergestellt und in mehreren Schritten alle Fragmente, die keine Heterodu-

plices mit komplett übereinstimmender Basensequenz sind, ausgesondert. Die so ge-

wonnenen Abschnitte können mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden und als

Sonden z.B. auf Mikrotiterplatten mit DNA-Proben, die das gesamte Genom repräsen-

tieren, hybridisiert werden.

1.9. Immunologische Differenzierung

Neben den genetischen Charakteristika bieten auch immunologische Eigenschaften von

Organismen eine Möglichkeit der Differenzierung. Hierbei werden mit einem Fluores-

zenzfarbstoff markierte Antikörper, die sehr spezifisch an bestimmte Oberflächenpro-

teine der Zellen binden, eingesetzt. Der Vorteil dieser Methode, die bisher unter ande-

rem für die Detektion von bierschädlichen Lactobazillen (Whiting et al. 1999 a) und Pe-

diokokken (Whiting et al. 1999 b) entwickelt wurde, ist, daß sie sehr sensitiv und schnell

ist. Bei der Detektion von Oberflächen-Antigenen entfällt auch der Aufschluß der Zellen

und ggf. eine Extraktion und Reinigung von Zellbestandteilen, wie es bei der geneti-

schen Differenzierung notwendig ist. Entscheidend ist hierbei aber, daß die zu unter-

scheidenden Organismen unterschiedliche Oberflächenantigene aufweisen. Solche Im-

munoassays können bei entsprechender Verfeinerung als Schnellnachweis innerhalb

von etwa 10 Minuten zu einem Ergebnis führen (Olsen et al. 1998).
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2. Zielsetzung
Die Betriebshefe der betrachteten Brauerei setzt sich aus zwei getrennt voneinander

geführten Kulturen zusammen. Ziel dieser Arbeit war es, diese Hefen aufgrund ihrer

physiologischen und genetischen Konstitution von anderen Hefestämmen und, wenn

möglich, auch voneinander abzugrenzen sowie gegebenenfalls das Verhalten dieser

beiden Anteile im Verlauf der Gärung sowie mehrerer Führungen zu untersuchen.

Die genetische Analyse sollte zudem klären, ob es sich bei der Betriebshefe tatsächlich

um zwei oder eine andere Zahl verschiedener Stämme handelt. Optimales Resultat die-

ser Analysen wäre dabei ein sicherer Schnellnachweis für die Betriebshefe, z.B. auf Basis

der PCR. Dies wäre sowohl für eine Eingangskontrolle in der Brauerei als auch für die

Überwachung während der Gärungen von Bedeutung, falls in der Produktionshefe

mehrere Stämme in bestimmten Anteilen enthalten sind.

Die vielen für die genetische Differenzierung eingesetzten Methoden wurden im Rah-

men dieser Arbeit zudem auf ihre Eignung und die Leistungsfähigkeit für die nicht ganz

einfache Unterscheidung von untergärigen Brauereihefen getestet.
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3. Material und Methoden

3.1. Geräte

3.1.1. Wachstumsversuche

Magnetrührer MR 3000 D

Heidolph Instruments, Schwabach

Kühlbad Haake K

Thermostat Haake F3

Haake, Hamburg

Zentrifuge

Zellanalyser CASYbrau

Schärfe System, Reutlingen

3.1.2. HSGC-Analytik

Gaschromatograph GC 8500

Headspace-Probenehmer HS 101

Kapillarsäule PVMS/54L

Flammen-Ionisations-Detektor

Elektronen-Einfang-Detektor

Perkin Elmer, Boston, USA

Gas-Nachreinigungssystem Oxi- und Hydrosorb

Messer, Griesheim

3.1.3. PCR

Thermocycler PTC 100

Thermocycler PTC 200

MJ Research, Waltham, USA

3.1.4. Elektrophoresen

Kühleinheit Frigomix U-2

Thermostat Thermomix UB

B. Braun, Melsungen

Direct Blotting Sequencer 1500

Direct Blotting Membran

GATC Biotech, Konstanz
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Temperierbad WK 250

Lauda Dr. R. Wobser, Lauda Königshofen

Spannungsgeber 2301 Macrodrive 1

Kontrolleinheit 2015 Pulsaphor

Elektrophoreseeinheit 2015 Pulsaphor

LKB Biotechnology AB, Bromma, Schweden

Spannungsgeber EPS 600

Elektrophoresekammer GNA 200

Elektrophoresekammer Hoefer HE 33

Pharmacia Biotech, Freiburg

3.1.5. Southern-Blotting

LKB 2016 Vacuum Blotting System

LKB Biotechnology AB, Bromma, Schweden

Nylon-Membran NY12N Nytran

Schleicher & Schuell, Dassel

3.1.6. Immunologischer Nachweis von DNA

GATC-Tube

UV-Schirm GATC-Link

GATC Biotech, Konstanz

Hybridisierungsofen Unitherm Modell 12/24

UniEquip, Martinsried

3.1.7. Sonstiges

Glasperlen Ø 0,45 - 0,50 mm

B. Braun, Melsungen

Zentrifuge Labofuge GL

Heraeus Instruments, Hanau

Zentrifuge Sorvall RC-5B

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

3.2. Reagenzien und Chemikalien

Taq-DNA-Polymerase

10x PCR-Puffer

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA
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Phenol

Phenol/Chloroform

Tris-(hydroxymethyl-) aminomethan

Carl Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt

Bacto-Pepton

Difco Laboratories, Detroit, USA

Dimethylsulfid

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Agarose SeaKem LE

Agarose SeaKem GTG

Low-Melting Agarose SeaPlaque GTG

FMC Bioproducts, Rockland, USA

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung

Ammoniumperoxodisulfat

TEMED

Streptavidin-AP-Konjugat

GATC Biotech, Konstanz

Stickstoff

Linde Gas AG, Höllriegelskreuth

1-Propanol

2-Methyl-1-propanol

3-Methyl-1-butanol

Acetaldehyd

Agar

Calciumsulfat

Chloroform

D-Glucose Monohydrat

Diacetyl

Ethanol

Ethanol LiChroSolv, gradient grade

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Ethylbutyrat

Ethylhexanoat

Ethylpropionat
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Harnstoff

Isoamylacetat

Isoamylalkohol

Isobutanol

Isobutylacetat

Kaliumacetat

Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat

Pentandion

Salzsäure

Merck, Darmstadt

EcoRI

FokI

SacII

SmaI

XbaI

XmaI

New England Biolabs, Frankfurt/Main

Oligonukleotide

MWG Biotech, Ebersberg

BamHI

BspCI

BssHII

CfoI

PvuII

RsrII

SalI

Sau3A

SfiI

Adenosin-5’-triphosphat

DNA Molecular Weight Marker II

DIG-Labeling-Mix

Anti-DIG-AP-Konjugat

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (X-Phosphat, BCIP)

Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT)

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
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Proteinase K

RNase A

Serva, Heidelberg

2-Methyl-1-butanol

Lyticase

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Kieselgur “Celite”

World Minerals Inc., Santa Barbara, USA

3.3. Hefestämme

Die für die Experimente zur Differenzierung eingesetzten Hefen stammen aus der

Hefebank der Technischen Universität München-Weihenstephan, der VLB Berlin sowie

von der Firma Doemens, Gräfelfing. Die aus der Betriebshefe gewonnenen Isolate

stammen von Kulturen der Firma Doemens ab. Die verwendeten Hefestämme und Iso-

late sind in Tabelle 1 aufgeführt.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Herkunft / Beschreibung

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Stämme aus der Hefebank Weihenstephan:

W34/70 Untergärige, bruchbildende Hefe*)

W34/78 Untergärige, bruchbildende Hefe*)

W44 Untergärige, bruchbildende Hefe*)

W66 Untergärige, nicht bruchbildende Hefe

W68 Obergärige Weißbier-Hefe

W69 Untergärige, bruchbildende Hefe*)

W71 Untergärige Staubhefe

W84 Untergärige, bruchbildende Hefe*)

W128 Untergärige, bruchbildende Hefe*)

W148 Obergärige Hefe

W159 Untergärige, bruchbildende Hefe

W170 Untergärige Staubhefe

W184 Obergärige Hefe

W195 Untergärige, bruchbildende Hefe

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 1: Auflistung der untersuchten Hefestämme. *): Donhauser et al. 1987.
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––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Herkunft / Beschreibung

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Stämme der Firma Doemens von 1999:

DWV1 entspricht dem untergärigen Hefestamm W34/70

DWV2 entspricht dem obergärigen Hefestamm W68

DWV3 entspricht dem untergärigen Hefestamm DGV,

Bestandteil der Betriebshefe

DWV4 entspricht dem untergärigen Hefestamm IV,

Bestandteil der Betriebshefe

DWV5 entspricht dem untergärigen Hefestamm W120

Stämme der Firma Doemens von 2000:

DGV Bestandteil der Betriebshefe

IV Bestandteil der Betriebshefe

Isolate aus der Betriebshefe:

VBH9810 Isolat der Betriebshefe vom Januar 1998

VBH9812 Isolat der Betriebshefe vom Januar 1998

VBH9901 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9902 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9903 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9904 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9905 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9906 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9907 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9908 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9909 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9910 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9911 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9912 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9913 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9914 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 1: Fortsetzung
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––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Herkunft / Beschreibung

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

VBH9915 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH9916 Isolat der Betriebshefe vom Mai 1999

VBH0101 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0102 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0103 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0104 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0105 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0106 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0107 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0108 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0109 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0110 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0111 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0112 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0113 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0114 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0115 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0116 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0117 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0118 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0119 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

VBH0120 Isolat der Betriebshefe vom Juni 2001

Stämme der VLB Berlin:

BDGH1 Untergärige Druckgärhefe

BDGH2 Untergärige Druckgärhefe

BDGH3 Untergärige Druckgärhefe

BDGH4 Untergärige Druckgärhefe

BDGH5 Untergärige Druckgärhefe

BDGH6 Untergärige Druckgärhefe

BDGH7 Untergärige Druckgärhefe

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 1: Fortsetzung
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3.4. Kulturmedien

3.4.1. Würzemedien

- Würzeagar: Mit 1,5 % Agar verfestigte, gehopfte Bierwürze.

- W1-Medium: gehopfte und über Kieselgur filtrierte Bierwürze

3.4.2. YPG-Medium

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l Pepton

20 g/l D-Glucose

Die fertige Lösung wurde 15 min bei 121°C autoklaviert und bei Verwendung als Fest-

medium 15 g/l Agar zugegeben.

3.4.3. Sterilisationsmethoden

Alle Nährmedien wurden vor Gebrauch 15 min bei 121°C und 1 bar Überdruck auto-

klaviert.

3.5. Stammhaltung

Die Hefen wurden in mit Parafilm verschlossenen Petrischalen oder Reagenzgläsern auf

Würze- oder YPG-Agar ausgestrichen, 2 Tage bei 25 - 27°C inkubiert und anschließend

bei 4°C gelagert. Eine Überimpfung auf frisches Medium erfolgte alle 2 -3 Monate.

3.6. Physiologische Charakterisierung von Hefe

3.6.1. Helmtest

Zur Bestimmung und Quantifizierung des Flockulationsvermögens ausgewählter He-

festämme wurde der Helmtest (Helm et al. 1952) mit einigen Abwandlungen eingesetzt.

Die zu untersuchenden Hefen wurden dazu in 50 ml Würzemedium angeimpft und 24

h bei RT auf einem Schüttler bei 120 rpm inkubiert. Mit dieser Kultur wurden 100 ml

des gleichen Mediums angeimpft und wie zuvor inkubiert. Anschließend wurden die

Kulturen in drei Durchgängen in einem 50 ml-Zentrifugengefäß abzentrifugiert.

Das Pellet wurde zweimal mit HT-Puffer (0,56 g/l CaSO4, 6,8 g/l Na-Acetat, pH 4,5)

gewaschen und anschließend gewogen. Pro Gramm Zellen wurden 10 ml HT-Puffer

zugegeben, die Zellen resuspendiert und Aliquots von 10 ml auf drei graduierte 15 ml-

Zentrifugengefäße verteilt. Nach 20 min Inkubation bei RT wurde die Suspension er-

neut homogenisiert und nach 10 min sowie nochmals nach 2 h die Sedimentmenge ab-

gelesen.
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3.6.2. Analyse der Zuckerverwertung

Für die Analyse der von den Hefen als Substrat verwertbaren Kohlenhydrate wurde

das Identifizierungssystem API 20C AUX der Firma BioMérieux, Marcy l’Etoile, Frank-

reich entsprechend dem Protokoll des Herstellers eingesetzt. Die Auswertung erfolgte

nach sechs Tagen bei einer Inkubationstemperatur von 27°C.

3.6.3. Wachstumsversuche

Für die Wachstumsversuche wurden stets zwei Hefekulturen parallel in der gleichen

Charge des Nährmediums untersucht. Für diese Versuche und die gaschromatographi-

schen Analysen der Gärungsnebenprodukte wurden die von einer Würzeagar-Platte

abgeimpften Hefen zunächst für einen Tag in einem Erlenmeyerkolben mit 40 ml des

auch im Wachstumsversuch verwendeten Mediums bei 27°C unter leichtem Rühren auf

einem Magnetrührer inkubiert. Anschließend wurde diese Kultur quantitativ in einen

Erlenmeyerkolben mit 200 ml desselben Mediums überführt und einen weiteren Tag

unter gleichen Bedingungen inkubiert.

Mit einem entsprechenden Aliquot dieser Starterkultur wurden Glaskolben mit 2 l W1-

Medium so angestellt, daß in beiden eine möglichst gleiche Zellzahl vorhanden war. Die

Hefen wurden für die Analyse der Wachstumseigenschaften und der Gärungsneben-

produkte bei 20°C in einem Wasserbad inkubiert, das an einen Temperierbad ange-

schlossen war. Dabei wurde die Zellsuspension auf einem Magnetrührer mit 150 rpm

gerade so stark gerührt, daß sich die Zellen nicht auf dem Gefäßboden absetzen konn-

ten.

Für die Analysen der Hefeparameter Lebendzellzahl, Lebendzellanteil, mittleres Zell-

volumen und die Größenverteilung wurde dasselbe Hefeanalysegerät eingesetzt, das

auch für Routineanalysen in der Brauerei verwendet wurde. Die Hefeproben wurden

entsprechend den Erfordernissen des Gerätes, das für eine optimale Analyse eine Hefe-

zellzahl von 30.000 bis 50.000 Zellen pro ml benötigt, mit dem vom Hersteller empfoh-

lenen und angebotenen CASYton verdünnt. Es wurde in einem Probenvolumen von

600 µl gemessen.

3.6.4. Headspace-Gaschromatographie

Für die Analysen der Würze mittels Headspace-Gaschromatographie (HSGC) wurden

jeweils 50 ml der Hefesuspension 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert und ein Aliquot

von 5 ml des Überstandes mit 1 ml internem Standard (Isobutanol, Endkonzentration

40,5 mg/l) in die Analysen-Vials für den Chromatographen überführt.
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Wenn die Analysen nicht sofort durchgeführt werden konnten, wurden die Proben für

maximal einen Tag bei –18°C eingefroren.

Der Gaschromatograph war mit je einer Kapillarsäule (50 m Länge, 0,32 mm interner

Durchmesser, 1 µm Schichtdicke) für den FID (Flammen-Ionisations-Detektor zum

Nachweis von höheren Alkoholen, Estern, Acetaldehyd und Dimethylsulfid) und für

den ECD (Elektronen-Einfang-Detektor für den Nachweis der vicinalen Diketone) aus-

gestattet.

Diese beiden Säulen wurden parallel mit der gesplitteten Probe beschickt. Als Trägergas

wurde Stickstoff mit einem Druck von 135 kPa eingesetzt. Für die Kalibrierung des Ge-

rätes wurde für jeden Detektor eine Stammlösung verwendet. Für die FID-

Stammlösung wurden in einem Endvolumen von 200 ml Ethanol die zu kalibrierenden

Substanzen in den in Tabelle 2 dargestellten Mengen zugegeben.

Die ECD-Standardlösung wurde auf die gleiche Art hergestellt und enthielt die in Ta-

belle 3 angegeben Substanzen.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Substanz Dichte (g/cm3) Volumen (µl)* Konzentration (mg/l)

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

1-Propanol 0,800 2.500 10.000,00

2-Methyl-1-propanol 0,800 700 2.800,00

2-Methyl-1-butanol 0,811 1.200 4.866,00

3-Methyl-1-butanol 0,810 4.500 18.225,00

Ethylacetat 0,900 2.600 11.700,00

Ethylpropionat 0,890 20 89,00

Ethylbutyrat 0,878 10 43,90

Ethylhexanoat 0,870 20 87,00

Isoamylacetat 0,870 250 1.087,50

Isobutylacetat 0,868 5 21,70

Acetaldehyd 0,780 1.000 3.900,00

Dimethylsulfid 0,847 10 42,35

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 2: Substanzmengen der Standardlösung für den FID.

* in 200 ml Lösungsvolumen
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–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Substanz Dichte (g/cm3) Volumen (µl)* Konzentration (mg/l)

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Diacetyl 0,99 50 247,50

Pentandion 0,96 50 240,00

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 3: Substanzmengen der Standardlösung für den ECD

* in 200 ml Lösungsvolumen

Von der FID-Stammlösung wurden für eine Vier-Punkt-Kalibrierung Verdünnungsrei-

hen mit 200 µl, 300 µl, 400 µl und 500 µl der Stammlösung in 200 ml 5 %igem Ethanol

hergestellt. Von der ECD-Stammlösung wurden 20 µl, 30 µl, 40 µl, 60 µl und 80 µl in 200

ml 5 %igem Ethanol für eine Fünf-Punkt-Kalibrierung verwendet. Für die Headspace-

Probenahme wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

Probentemperatur: 65°C (Aufheiz-Zeit: 115 min)

Nadeltemperatur: 90°C

Transfertemperatur: 100°C.

Die Chromatographie erfolgte nach dem in Tabelle 4 aufgeführten Temperaturpro-

gramm. Die Injektionstemperatur betrug dabei 120°C, der FID hatte eine Temperatur

von 250°C, der ECD von 170°C. Die Auswertung der so gewonnenen Ergebnisse er-

folgte über die “Chem Station”-Software der Firma Hewlett Packard (Palo Alto, USA).

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Schritt Temperatur (°C) Haltezeit (min)  Aufheizrate (°C/min)

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

1 65,0 7,0 6,0

2 70,0 3,0 15,0

3 180,0 0,1 25,0

4 220,0 4,0 –

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 4: Temperaturprogramm für die Headspace-Gaschromatographie
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3.7. Molekularbiologische und genetische Methoden

3.7.1. Präparation von Gesamtzell-DNA

3.7.1.1. DNA-Extraktion

Die Extraktion von DNA für die genetischen Analysen (außer PFGE) erfolgte nach ei-

nem von zwei Protokollen, je nach benötigter Menge.

Für die Gewinnung größerer Mengen wurde die Methode nach Seehaus et al. (1985) mit

einigen Veränderungen eingesetzt. Dazu wurden die Zellen nach Anzucht in YPG-

Medium (24 h bei 25°C) mit 1200 U Lyticase enzymatisch aufgeschlossen (37°C für 1 h).

Die so entstandenen Protoplasten wurden mit 1% SDS aufgeschlossen und die DNA

durch Phenol-, Phenol/Chloroform und CIA-Extraktion gereinigt.

Die gereinigte Nukleinsäure wurde durch Zugabe von 96 %igem Ethanol gefällt, resus-

pendiert und die RNA-Anteile mit 200 µg RNase A abgebaut. Die DNA wurde ein wei-

teres Mal durch Extraktion mit Phenol/Chloroform und CIA gereinigt, nochmals mit

Ethanol gefällt und schließlich in bidestilliertem Wasser gelöst. Die Konzentrationsbe-

stimmung erfolgte im Agarosegel.

Für die Gewinnung kleinerer Mengen wurden die Zellen aus 15 ml YPG-Medium mit-

tels Glasperlen in TE-Puffer mit 1 % SDS und einer Phenolphase mit gleichem Volumen

mechanisch aufgeschlossen und wie oben beschrieben gereinigt, gefällt und in bidestil-

liertem Wasser gelöst. Eine Konzentrationsbestimmung erfolgte wie zuvor beschrieben

durch den Vergleich mit Mengenstandards im Agarosegel.

3.7.1.2. Chromosomenpräparation für die PFGE

Für die Präparation der intakten Chromosomen wurde das Verfahren von Schwartz

und Cantor (1984) eingesetzt. Die über 24 h bei 25°C in 50 ml YPG-Medium herangezo-

genen Zellen wurden mit 170 U Lyticase in 2 %iger Low-Melting-Agarose eingeschlos-

sen und nach der Freisetzung der Zellinhaltsstoffe (Inkubation für 20h bei 37°C) die

Zellproteine mit Proteinase K (400 µg pro Ansatz) durch Inkubation bei 50°C für 48 h

abgebaut. Die Lagerung der so gewonnenen Inserts erfolgte in LET-Puffer bei 4°C.

3.7.2. Elektrophoretische Auftrennung von DNA

3.7.2.1. Agarose-Gelelektrophoresen

Die DNA aus Restriktionen oder PCR wurde standardmäßig in einem 1 %igen Agaro-

segel in TAE-Puffer aufgetrennt. Wenn nicht anders angegeben, wurde die Elektropho-

rese von PCR-Produkten in Minigelen (25 ml Gelvolumen) in 30 Minuten mit einer

Spannung von 110 V durchgeführt.
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Für die Elektrophorese von Restriktionsfragmenten in Minigelen wurde die Gelkam-

mer vor dem Einsatz zusätzlich bei –18°C gekühlt. Die Elektrophorese erfolgte hierbei

mit einer Spannung von 60 V und einer Laufzeit von 2 h.

Elektrophoresen in großen Gelen (Maxigele, Gelvolumen 200 ml) wurden mit der glei-

chen Zusammensetzung über 4 h mit einer Spannung von 125 V bzw. 16 h mit 36 V bei

8°C durchgeführt. Die Dokumentation der mit Ethidiumbromid gefärbten Gele erfolgte

mittels eines Fotoapparates auf einem UV-Schirm.

3.7.2.2. Polyacrylamid-Gelelektrophoresen

Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten bei der Mikrosatelliten-Typisierung (Punkt

3.7.6.) und AFLP (Punkt 3.7.7.) wurde ein 4 %iges, denaturierendes Polyacrylamid-Gel

in TBE-Puffer mit einer Länge von 32 cm und einer Stärke von 0,2 mm verwendet. Vor

dem Probenauftrag wurde ein Vorlauf mit einer konstanten Leistung von 30 W für 30

Minuten durchgeführt.

Nach einem Probeneinlauf mit 500 V für ca. 4 min erfolgte die Elektrophorese bei einer

konstanten Leistung von 30 W bei ca. 1700 V und ca. 18 mA. Die so aufgetrennte DNA

wurde direkt auf eine 40 cm lange Nylonmembran geblottet. Die Membran wurde nach

dem Auftreffen der Blaupuffer-Front mit 19 cm/h (Dauer: 2:07 h) transportiert.

3.7.2.3. Pulsfeld-Gelelektrophoresen

Für die PFGE-Analysen wurden die Hefezellen, die während 24 h bei 25°C in 50 ml

YPG-Medium gewachsen waren, entsprechend dem Protokoll von Schwartz und Can-

tor (1984) in 500 µl 0,5 %iger Low Melting-Agarose eingebettet und darin mit 1200 U

Lyticase aufgeschlossen. Die so freigesetzten Chromosomen wurden mit einem Pulsa-

phor-System aufgetrennt.

Während des Laufs wurden die 1,2 %igen Agarosegele in 0,5 x TBE-Puffer (7,73 g/l Tris,

1,31 g/l Borsäure, 0,45 g/l Na2-EDTA) durch ein Temperierbad auf 14°C gekühlt. Fol-

gende Parameter wurden standardmäßig für die Elektrophoresen gewählt:

Laufzeit: 52 h

Pulszeit: 104 s

Spannung: 165 V

Stromstärke: 40 mA.

Die Gele wurden anschließend mit Ethidiumbromid angefärbt und auf einem UV-

Schirm fotografiert.
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3.7.3. Restriktionsanalysen

Für die RFLP-Analysen wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten Restriktionsendonuklea-

sen verwendet. Der Einsatz der Enzyme erfolgte mit 20 U pro Ansatz gemäß den An-

gaben des Herstellers in einem Reaktionsvolumen von 50 µl. Die Dauer der Restriktio-

nen war 4 h oder über Nacht.

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Name Herkunft Erkennunssequenz

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

BamHI Bacillus amyloliquefaciens H 5’–G•GATCC–3’

BspCI Bacillus species CI 5’–CGAT•CG–3’

BssHII Bacillus stearothermophilus H3 5’–G•CGCGC–3’

CfoI Clostridium formicoaceticum 5’–GCG•C–3’

EcoRI Escherichia coli 5’–G•AATTC–3’

FokI Flavobacterium okeanokoites 5’–GGATG(N)9•–3’

PvuII Proteus vulgaris 5’–CAG•CTG–3’

RsrII Rhodopseudomonas sphaeroides 5’–CG•G(A,T)CCG–3’

SacII Streptomyces achromogenes 5’–CCGC•GG–3’

SalI Streptomyces albus 5’–G•TCGAC–3’

Sau3A Staphylococcus aureus 5’–•GATC–3’

SfiI Streptomyces fimbriatus 5’–GGCC(N)4•NGGCC–3’

SmaI Serratia marcescens 5’–GGG•CCC–3’

XbaI Xanthomonas badrii 5’–T•CTAGA–3’

XmaI Xanthomonas malvacearum 5’–C•CCGGG–3’

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 5: Verwendete Restriktionsenzyme.

• kennzeichnet die Schnittstelle des Enzyms im angegebenen Einzelstrang.

3.7.4. PCR

3.7.4.1. Allgemeines

Die Annealing-Temperatur und die Anzahl der Zyklen wurden auf die jeweiligen Er-

fordernisse abgestimmt, es wurde aber, mit Ausnahme der AFLP-PCRs, das in Tabelle 6

dargestellte prinzipielle Schema verwendet (Tabelle 6).
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–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Schritt Temperatur Dauer (min:s)

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

1 94°C 1:30

2 94°C 0:30

3 m°C 0:30

4 72°C 0:30

5 n mal zu Schritt 2

6 72°C 1:00

7 4°C halten

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 6: Allgemeines PCR-Programm für Standard-Reaktionen (außer AFLP).

m bezeichnet die Annealing-Temperatur, n die Anzahl der zusätzlichen Zyklen.

Die erste AFLP-PCR mit den allgemeinen Primern erfolgte im wesentlichen nach dem

Protokoll von Vos et al. (1995), außer daß in dieser Arbeit über 30 Zyklen statt 20

amplifiziert wurde. Für die spezifische AFLP-PCR wurde ein “Touchdown”-Protokoll

eingesetzt, das dem von Vos et al. (1995) beschriebenen entspricht.

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bestandteil Konzentration Menge

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

H2O 12,8 µl

Puffer 10 x 3,0 µl

dNTP-Mix je 2 mM 3,0 µl

Primer fw 2,5 pmol/µl 4,0 µl

Primer rv 2,5 pmol/µl 4,0 µl

Taq-Polymerase 5 U/µl 0,2 µl

Template -DNA 3,0 µl

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 7: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (außer spezifischer AFLP-PCR).

Die Standard-PCR erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 30 µl, wobei das in Tabelle

7 dargestellte Rezept verwendet wurde. Für die spezifische AFLP-PCR wurden abwei-

chend davon 1,6 µl des mit Biotin markierten EcoRI-Primers und 2,4 µl des MseI-Primers

eingesetzt und die H2O-Menge entsprechend angepaßt.
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3.7.4.2. Oligonukleotid-Primer für die PCR

Primer für die Herstellung einer chromosomalen DNA-Sonde

Für die Herstellung der Ty1-15-Sonde wurde ein Primerpaar verwendet, mit dem das

gesamte Transposon mit einer Länge von ca. 1,4 kb amplifiziert (Daten entsprechend

den Sequenzen der SGD) wurde.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Länge Sequenz

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

ty1.4-fw 21-mer 5’-CAA TTA TCT CAA CAT TCA CCC-3’

ty1.4-rv 21-mer 5’-GAT GAG CAG ATC TTA TAA GGG-3’

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 8: Sequenzdaten der Primer für die Herstellung von Transposon-Sonden

3.7.4.3. Primer für die Sequenzierung

Die Sequenzierungsprimer dienten der Amplifizierung zweier DNA-Bereiche auf den

Chromosom XIII bzw. XV. Die genauen Genorte, die sequenziert wurden, sind in Ta-

belle 9 dargestellt.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Länge Sequenz

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

chr13.seq1-fw 24-mer 5’-TCT GAA TCT TTT GTG ATT AGA ACG-3’

chr13.seq1-rv 20-mer 5’-GCC AGT AAT TCC AGC TTT TG-3’

chr15.seq1-fw 23-mer 5’-GAC GTT AAT AGG AAC TCA TGG TG-3’

chr15.seq1-rv 20-mer 5’-TGG TAA TCC GGA AGA TCA GT-3’

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 9: Sequenzdaten der Primer für die Sequenzierung

3.7.4.4. Primer für die Mikrosatelliten-Typisierung

Die für die Mikrosatelliten-Typisierung verwendeten Primer wurden mit Hilfe der SGD

erstellt. Die Sequenz der Mikrosatelliten für den Referenzstamm in der SGD, bezeichnet

mit S288C, sind im Anhang dargestellt.



3. M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N 31

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Länge Sequenz

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

chr04-tta-193-fw 20-mer 5’-AGGGAAAGAGCGAAGAAGTT-3’

chr04-tta-193-rv 22-mer 5’-CAATCTGTGCGTAAAGCAGTG-3’

chr04-ta-196-fw 20-mer 5’-ATCTTTGAAGGCTTGTGCTG-3’

chr04-ta-196-rv 24-mer 5’-GTGCCATATCTTCATACTATGAGA-3’

chr06-gt-135-fw 22-mer 5’-ACTCACGTTATCAGGCTCATAG-3’

chr06-gt-135-rv 22-mer 5’-GCACCAGAAAGTGTCGTTACTT-3’

chr07-tta-216-fw 22-mer 5’-TATCTCTGCGGAAGACTAAGAC-3’

chr07-tta-216-rv 20-mer 5’-TACGCTGACAAGTTTTTGGC-3’

chr08-taa-230-fw 23-mer 5’-TGGCAATAATGCTAACACATTAC-3’

chr08-taa-230-rv 26-mer 5’-CCAGATAAGATAAATCAAAGATTTTT-3’

chr12-ga-176-fw 19-mer 5’-GGGGAAACTGGAATGAAAT-3’

chr12-ga-176-rv 25-mer 5’-CTTCCTTTTCTACTATCTTCTCTTT-3’

chr13-tta-223-fw 23-mer 5’-GCAATGGTGTAGATACTTCTTAT-3’

chr13-tta-223-rv 20-mer 5’-CCTCTTCAAGCATGACCTTT-3’

chr15-taa-195-fw 23-mer 5’-TGCTGTTTATTCTGACCTTTTAC-3’

chr15-taa-195-rv 20-mer 5’-GGTTATTCTCGGAGCATTCT-3’

mito01-ta-189-fw 24-mer 5’-GAAACCCCTCATTTTATCATTTAT-3’

mito01-ta-189-rv 24-mer 5’-TAAATATAATTAAAAGTCCGCTCC-3’

mito02-tta/ta-393-fw 28-mer 5’-ACAATTATAATAAAAATTACAATTACAA- 3’

mito02-tta/ta393-rv 22-mer 5’-TTGAAAATAATAATTGGGACCC-3’

mito03-ta/tta-416-fw 25-mer 5’-GATTTGAACTTAGATAATATGCACC-3’

mito03-ta/tta416-rv 25-mer 5’-CTCCACAGATATATATCCAAAACTC-3’

mito04-tttta/taa-272-fw 20-mer 5’-TATTTAAGAAGGAGTGCGGG-3’

mito04-tttta/taa-272-rv 23-mer 5’-GTCGTAACCATTAGACGATAAGG-3’

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 10: Sequenzdaten der Primer für die Mikrosatelliten-Analyse

3.7.5. Sequenzierung

Die Sequenzierung von je zwei Isolaten der Stämme DWV3 (benannt DWV3/10 und

DWV3/42) und DWV4 (benannt DWV4/10 und DWV4/18) sowie den Referenzstäm-

men W34/70, W66 und der obergärigen Hefe DWV2 erfolgte durch die Firma MWG

Biotech, Ebersberg.
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Zunächst wurden zwei Bereiche geeigneter Größe ausgewählt, die zwischen zwei ORFs

liegen und selbst keine codierenden Sequenzen beinhalten. Diese Abschnitte wurden

mit Hilfe der Saccharomyces Genome Database der Stanford University, USA ausgesucht.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Chromosom Koordinaten Größe ORF “upstream” ORF “downstream”

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

XIII 297330 - 297534 205 bp SNR78 SNR77

XV 842177 - 842398 221 bp SNR31 SNR5

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 11: Loci für die Sequenzierung, entsprechend den genomischen Daten der Saccharomyces Genome

Database (SGD) der Stanford University.

Die DNA-Abschnitte wurden mit der PCR (siehe Punkt 3.7.4.) amplifiziert und anschlie-

ßend mittels eines QIAquick Gel Extraction Kits der Firma Qiagen, Hilden, für die Se-

quenzierung gereinigt. Die Alignments zum Vergleich der Sequenzen wurden manuell

erstellt.

3.7.6. Mikrosatelliten-Typisierung

Für diese Methode wurde die entsprechend Punkt 3.7.1.1. extrahierte DNA 1:100 mit

bidestilliertem Wasser verdünnt und in einer Standard-PCR-Reaktion (siehe Punkt

3.7.4.) eingesetzt. Die so gewonnenen PCR-Produkte wurden wie unter Punkt 3.7.2.2.

beschrieben aufgetrennt und entsprechend den Angaben in Abschnitt 3.8.2. und 3.8.3.

nachgewiesen.

3.7.7. AFLP-Analytik

Für die Untersuchung der “Amplified Fragment Length”-Polymorphismen wurde im

wesentlichen das Protokoll von Vos et al. (1995) verwendet. Abweichend davon wurde

für die Restriktion der wie in Punkt 3.7.1.1. gewonnenen DNA der Puffer des Enzyms

MseI verwendet und der Ansatz zwei Stunden inkubiert. Weiterhin wurde der Ligati-

ons-Mix mit dem Puffer der T4-Ligase hergestellt und die Ligation bei 15°C über Nacht

durchgeführt.

Die Grundsequenz der Adapter und der allgemeinen Primer für die AFLP wurde eben-

falls von Vos et al. (1995) übernommen. Für diese Arbeit wurden die spezifischen EcoRI-

Primer an ihrem 5’-Ende mit Biotin markiert. Von diesem Primer wurden vier selektive
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Versionen mit jeweils einem einzelnen selektiven Nukleotid am 3’-Ende eingesetzt. Die

MseI-Primer wurden mit jeweils zwei selektiven Nukleotiden versehen. Dabei wurden

die acht Kombinationen -AA, -AT -AC, -AG sowie -GA, -GT, -GC und -GG verwendet.

Die Adapter wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg bezogen. Die PCR-

Reaktionen für die Amplifikation der DNA-Fragmente sind unter Punkt 3.7.4 beschrie-

ben. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte wie unter Punkt 3.7.2.2. beschrieben, der

Nachweis entsprechend den Angaben unter Punkt 3.8.3.

3.8. Biochemische und sonstige Methoden

3.8.1. Southern-Blotting

Die mit Restriktionsenzymen behandelte DNA wurde über 4 h bei 40 V in einem Mini-

gel aufgetrennt (siehe Punkt 3.7.2.1.) und anschließend durch Vakuumblotting entspre-

chend dem Protokoll des Herstellers (LKB, Bromma, Schweden) auf eine Nylon-

Membran übertragen.

3.8.2. Hybridisierung von membranfixierter DNA mit DNA-Sonden

Die Hybridisierung von mit Restriktionsenzymen behandelter genomischer DNA er-

folgte mit Digoxigenin (DIG)-markierten Sonden, die die Sequenz und Größe des Ty1-

15-Transposons besaßen. Für die Mikrosatelliten-Analyse (siehe Punkt 3.7.6) wurden

die korrespondierenden DNA-Abschnitte des Referenzstammes W34/70 verwendet.

Diese DNA-Sonden wurden mit Hilfe in einer ansonsten normalen PCR-Reaktion (siehe

Punkt 3.7.4.) mit einem DIG-Labeling-Mix hergestellt, durch das DIG-markierte Nukleo-

tide in den DNA-Strang eingebaut werden. Die mit einem Southern-Transfer (für mit

Restriktionsenzymen behandelte DNA) oder direkt (siehe Punkt 3.7.2.2.) auf eine

Membran geblottete DNA wurde nach dem Trocknen durch 1 min UV-Crosslinking

mit einem UV-Strahler fixiert.

Wenn die fixierte DNA noch nicht selbst durch entsprechende PCR-Primer markiert

war, wurde sie für die immunologische Detektion zunächst mit geeigneten DNA-

Sonden hybridisiert. Die entsprechenden Sonden sind in Abschnitt 3.7.4. beschrieben.

Die Hybridisierung erfolgte in einem Hybridisierungsofen mit einer GATC-Tube ent-

sprechend dem Protokoll des “DIG DNA Detection Kits” der Firma Roche Molecular Bio-

chemicals, Mannheim über Nacht bei 68°C.
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3.8.3. Immunologischer Nachweis von DNA

Die Detektion von mit Digoxigenin markierter DNA erfolgte mit einem Anti-

Digoxigenin-Alkalische Phosphatase-Konjugat, für den Biotin-Nachweis wurde ein

Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat eingesetzt. Der Nachweis der Sonden

fand, wie die Hybridisierung, in einem Hybridisierungsofen mit einer GATC-Tube ent-

sprechend dem Protokoll des Herstellers bei 30°C statt.

Die Nachweisschritte unterschieden sich nach der Anlagerung des entsprechenden

Konjugates nicht mehr voneinander. Bei dem hier eingesetzten enzymgebundenen

Immunnachweis mit 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (BCIP) und Nitroblau-

Tetrazoliumsalz (NBT) markiert schließlich ein dunkler Farbniederschlag die Positionen

der DNA-Banden.
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4. Ergebnisse

4.1. Physiologische Charakterisierung von Betriebshefe-Isolaten und

Referenzstämmen

Für eine physiologische Charakterisierung der Betriebshefe wurden zwei von insge-

samt 16 Isolaten ausgewählt (bezeichnet mit VBH9810 und VBH9812), die sich anhand

einer Pulsfeld-Gelelektrophorese jeweils einem von zwei vorkommenden Typen zu-

ordnen ließen. Diese beiden Gruppen unterschieden sich durch das Vorhandensein

bzw. das Fehlen einer Chromosomenbande (siehe Punkt 4.2.1.). Zusätzlich wurden die

Eigenschaften dieser Isolate mit denen von zwei Referenzstämmen, der bruchbildenden

Hefe W34/70 und der nicht bruchbildenden Hefe W66 der Hefebank Weihenstephan,

verglichen.

Diese vier Hefen wurden hinsichtlich ihrer Wachstumseigenschaften, der pH-Wert

Entwicklung und der Produktion von verschiedenen Gärungsnebenprodukten (u.a.

höhere Alkohole, Ester, vicinale Diketone, siehe Tabelle 12) in einer standardisierten

Batch-Kultur untersucht. Weitere Analysen bezogen sich auf das Bruchbildungsvermö-

gen (Flockulation) sowie die Fähigkeit, verschiedene Zucker als Kohlenstoffquelle zu

verwerten.

4.1.1. Wachstumseigenschaften der Isolate VBH9810 und VBH9812 in Würzemedium

Zunächst wurde untersucht, inwiefern sich die ausgewählten Hefen in ihren allgemei-

nen Wachstumseigenschaften in einer Batch-Kultur unterscheiden. Dazu wurden die

Hefen unter gleichmäßigen Bedingungen in 2 Liter fassenden Glasflaschen bei 20°C un-

ter Rühren mit 150 rpm kultiviert und regelmäßig die Parameter Zellzahl, Lebendzell-

anteil und mittleres Zellvolumen mit dem Hefeanalyser CASYbrau (Brauwelt 1995)

ermittelt.

4.1.1.1. Lebendzellzahl

Im Verlauf der Gärung zeigten die beiden Betriebshefe-Isolate ein sehr weit überein-

stimmendes Wachstum. Nach einer Lag-Phase von etwa 8 Stunden Dauer traten beide

Isolate in die exponentielle Wachstumsphase ein, die nach weiteren 20 Stunden beendet

war (Retardierungsphase, siehe Abbildung 4). Nach etwa 80 Stunden war das Wachs-

tum praktisch zum Stillstand gekommen. In dieser Zeit hatte sich die Lebendzellzahl

von etwa 2,5 Mio/ml auf knapp 73 Mio/ml beim Isolat VBH9810 bzw. 76 Mio/ml bei

VBH9812 erhöht, was etwa einer Verdreißigfachung der Anfangszellzahl entspricht. Bei
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mehrfachen Gärungen mit vergleichbarer Anfangszellzahl wurde dieser Wert immer

wieder recht genau erreicht. Die Zellzahlen der beiden Vergleichsstämme erreichten

ebenfalls Werte in diesem Bereich, allerdings gingen die Werte bei der Bruchhefe

W34/70 nach einer Gärdauer von 76 Stunden stark zurück und die Zellen setzten sich

am Gefäßboden ab (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4: Wachstumskurve der Hefeisolate VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ). Die Hefe VBH9812

wächst geringfügig schneller und höher als das Isolat VBH9810.

4.1.1.2. Lebendzellanteil

Die Betrachtung des Lebendzellanteils, wie er mit dem Zell-Analyser ermittelt wurde,

ergab nach Beginn der Inkubation einen Anstieg von etwa 67% bis auf 88% nach 24

Stunden bei beiden Stämmen. Nach diesem Maximum sank der Anteil vitaler Zellen

wieder auf etwa 74% ab (siehe Abbildung 5).

In Mehrfachversuchen variierte der Lebendzellanteil allerdings in einem Bereich zwi-

schen 88% und 96%, er war damit ebenso hoch wie der der Referenzstämme (Daten

nicht gezeigt). Bei der Hefe VBH9810 lag der Anteil zumeist etwas höher als bei

VBH9812.
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Abbildung 5: Entwicklung des Lebendzellanteils bei den Isolaten VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ). Nach

der Zunahme während der Wachstumsphase ist in der stationären Phase eine stetige Abnahme der

vitalen Zellen zu erkennen.

4.1.1.3. Mittleres Zellvolumen

Die Bestimmung des mittleren Zellvolumens, die der verwendete Counter ermöglichte,

zeigte eine sehr starke Zunahme zu Beginn des Versuches von ca. 154 fl bis auf 210 fl

(VBH9810) bzw. 218 fl (VBH9812) innerhalb von 14 Stunden. Danach sank das mittlere

Volumen der Zellen fast ebenso schnell wieder ab und erreichte nach weiteren 18 Stun-

den einen weitgehend stabilen Wert von ca. 136 fl, wobei die untersuchten Stämme sich

kaum unterschieden (s. Abbildung 6). Über mehrere Gärversuche blieb der Verlauf er-

halten, es traten jedoch erhebliche Abweichungen auf, so daß auch ein Vergleich zu den

Referenzen nur schwer möglich ist (Daten nicht gezeigt).

4.1.1.4. Größenverteilung der Hefezellen

Die Größenverteilungskurve entwickelte sich im Verlauf des Wachstums in charakteri-

stischer Weise (siehe Abbildung 7). Zu Beginn der Entwicklung unterschieden sich die

untersuchten Stämme dabei nur unwesentlich.
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Abbildung 6: Entwicklung des mittleren Zellvolumens bei den Isolaten VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ).

Die mittlere Größe der Zellen nimmt bis etwa zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase stark zu

und fällt dann auf einen stabilen Wert ab.

Die frisch angeimpften Zellen hatten eine Größe von 4,2 bis 6,5 µm, die meisten waren 5

µm groß. Nach 10 Stunden lag der Größenbereich der Zellen zwischen 4,5 und 7,5 µm

mit einem Maximum bei etwa 5,7 µm. Die typische Gauß’sche Verteilungskurve war in

den Bereich der größeren Zellen verschoben. Weitere 22 Stunden später zeigten beide

Stämme eine sehr gleichmäßige Verteilungskurve mit Zellgrößen von 4 bis 7 µm und

am häufigsten eine Größe von 5 µm. Das Isolat VBH9812 hatte das Häufigkeitsmaxi-

mum bei 5,2 µm.

Nach 58 Stunden konnte man eine Verschiebung der Größenverteilung beobachten.

Die Zellen waren 4 bis 7,5 µm groß, das Maximum lag bei 5,2 (VBH9810) bzw. 5,5 µm

(VBH9812). Insbesondere bei dem Isolat VBH9812 zeichnete sich eine Aufteilung des

Maximums ab, die sich nach weiteren 24 Stunden bei beiden Stämmen deutlich erken-

nen ließ. Der Stamm VBH9810 hatte die Maxima bei 4,9 und 5,4 µm, VBH9812 bei 4,8

und 5,5 µm. Während bei VBH9810 das Maximum bei 5,4 µm nach einem weiteren Tag

zurückging, blieb die Zweigipfeligkeit der Größenverteilungskurve bei dem Isolat

VBH9812 erhalten.
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Abbildung 7: Entwicklung der Größenverteilungskurve bei den Hefeisolaten VBH9810 (linke Spalte)

und VBH9812 (rechte Spalte) nach 1, 10, 32, 58, 82 und 102 Stunden (v.o.n.u.).

Der Stamm VBH9812 zeigte unter den gewählten Bedingungen nach einer Gärdauer

von etwa drei Tagen eine deutlich sichtbare Flockenbildung, was bei dem Isolat
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VBH9810 nicht auftrat. Diese Flocken konnten auch unter dem Mikroskop dargestellt

werden (Abbildung 8).

Abbildung 8: Vergleich zwischen den Zellen von Stamm VBH9810 (links) und VBH9812 (rechts) im

mikroskopischen Bild während der Stationärphase. Der Stamm VBH9812 aggregiert zu makroskopisch

sichtbaren Flocken.

4.1.2. Bildung von Gärungsnebenprodukten bei VBH9810 und VBH9812 sowie den 

Referenzstämmen W34/70 und W66

Eine mögliche Methode zur physiologischen Charakterisierung von Hefestämmen ist

die Analyse der im Gärungsverlauf gebildeten Nebenprodukte, wie höhere Alkohole,

Ester und vicinale Diketone. Die beiden Isolate VBH9810 und VBH9812 wurden hin-

sichtlich ihrer Eigenschaften in bezug auf 14 Gärungsnebenprodukte aus vier Substanz-

gruppen untersucht (siehe Tabelle 12), um eventuell Unterschiede zwischen den beiden

Isolaten zu finden. Um die Ergebnisse in Relation zu anderen, bekannten Produktions-

stämmen setzen zu können und einen “Maßstab” zu haben, wurden die Stämme

W34/70 und W66 der Hefebank Weihenstephan in einem weiteren Gärversuch eben-

falls analysiert.



4. E R G E B N I S S E 41

——————————————————————————————————————

Gruppe Substanz Formel

——————————————————————————————————————

Alkohole 1-Propanol CH3–CH2–CH2–OH

2-Methyl-1-propanol CH3–CHCH3–CH2–OH

2-Methyl-1-butanol CH3–CH2–CHCH3–CH2–OH

3-Methyl-1-butanol CH3–CHCH3–CH2–CH2–OH

Ester Ethylacetat CH3–CO–O–CH2–CH3

Ethylpropionat CH3–CH2–CO–O–CH2–CH3

Ethylbutyrat CH3–CH2–CH2–CO–O–CH2–CH3

Ethylhexanoat CH3–(CH2)4–CO–O–CH2–CH3

Isoamylacetat CH3–CO–O–CH2–CH2–CHCH3–CH3

Isobutylacetat CH3–CO–O–CH2–CHCH3–CH3

vicinale Diketone 2,3-Butandion CH3–CO–CO–CH3

2,3-Pentandion CH3–CO–CO–CH2–CH3

Sonstige Acetaldehyd CH3–CHO

——————————————————————————————————————

Tabelle 12: Zusammenstellung der untersuchten Gärungsnebenprodukte

Im Verlauf einer Gärung unter den gewählten Standardbedingungen zeigten die beiden

untersuchten Isolate in bezug auf einige der Nebenprodukte, z.B. 1-Propanol, Ethyl-

hexanoat und 2,3-Pentandion, eindeutige Differenzen. Bei anderen Substanzen waren

entweder kaum Unterschiede erkennbar, z.B. beim 2-Methyl-1-propanol und 3-Methyl-

1-butanol, oder sie waren bei den drei durchgeführten Vergleichsgärungen so variabel,

daß keine eindeutige Aussage möglich war, wie im Fall von 2-Methyl-1-butanol.

Bei einigen der Gärungsnebenprodukte zeigten sich sehr große Differenzen zu den bei-

den Kontrollstämmen, insbesondere beim 2-Methyl-1-propanol, Ethylacetat, Isoamy-

lacetat und den vicinalen Diketonen. Im einzelnen zeigte sich dabei das im folgenden

beschriebene Bild.
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4.1.2.1. 1-Propanol

1-Propanol war zu Beginn der Gärung bei beiden Isolaten in gleicher Menge vorhanden

(etwa 3,4 mg/l) und der Gehalt stieg im Verlauf der Gärung über 100 Stunden relativ

gleichmäßig an. Das Isolat VBH9810 erreichte dabei mit ca. 50 mg/l wesentlich höhere

Werte als VBH9812 mit etwa 30 mg/l, während die Kontrollen nur eine Endkonzentra-

tion von 20 bis 23 mg/l aufwiesen (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Die Entwicklung der 1-Propanol-Konzentration in Batch-Kulturen von Isolat VBH9810 ( )

und VBH9812 ( ) zeigte deutliche Unterschiede untereinander und zu W34/70 (+) bzw. W66 (∆).

4.1.2.2. 2-Methyl-1-propanol

Beim 2-Methyl-1-propanol oder Isobutanol entwickelten sich beide Isolate sehr ähnlich,

die Konzentration dieser Substanz stieg im Gärungsverlauf sehr gleichmäßig von 1,2

mg/l bis auf rund 20 mg/l an, wobei 10 Stunden nach dem Anstellen eine deutliche Be-

schleunigung des Konzentrationsanstieges zu erkennen war. Die beiden Stämme

W34/70 und W66 bildeten während eines insgesamt langsameren Anstieges nur etwa

die Hälfte dieser Menge und erreichten so am Versuchsende eine Konzentration von

etwa 10 mg/l (siehe Abbildung 10).
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2-Methyl-1-propanol
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Abbildung 10: Der Konzentrationsanstieg des 2-Methyl-1-propanols verlief in den Gärungen beider Iso-

late (  =VBH9810,  =VBH9812) sehr gleichmäßig und auf dem selben Niveau. Die Stämme W34/70

(+) und W66 (∆) erreichten weit geringere Konzentrationen.

4.1.2.3. 2-Methyl-1-butanol

Das 2-Methyl-1-butanol war ebenfalls eine der Substanzen, die einen über den Verlauf

der Gärung gleichmäßigen Anstieg in der Konzentration aufwiesen. Von einer An-

fangskonzentration von 0,08 mg/l stieg der Wert bis auf 6,9 mg/l bei VBH9810 bzw.

8,5 mg/l bei VBH9812 an. Auch hier war eine deutliche Beschleunigung der Zunahme

nach 10 Stunden zu erkennen (siehe Abbildung 11). Allerdings variierten die Werte bei

den drei Ansätzen sehr stark, so daß man die beiden Isolate hiermit nicht eindeutig cha-

rakterisieren kann. Die Entwicklung bei den Kontrollhefen verlief im wesentlichen auf

gleiche Art, die Konzentrationen waren hier nur unwesentlich höher.

4.1.2.4. 3-Methyl-1-butanol

In der Produktion von 3-Methyl-1-butanol unterschieden sich die Isolate praktisch nicht.

Die Anfangskonzentration lag bei ca. 3,5 mg/l und stieg auf etwa 53 mg/l an. Charak-

teristisch war auch hier ein starker Konzentrationsanstieg in der exponentiellen Wachs-

tumsphase (siehe Abbildung 12).
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Die Schwankungsbreite innerhalb der Vergleichsgärungen war bei dieser Substanz sehr

gering. Im Vergleich zu den Hefen W44/70 und W66 waren keine wesentlichen Unter-

schiede erkennbar.
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Abbildung 11: Beim kontinuierlichen Anstieg der 2-Methyl-1-butanol-Konzentration zeigten sich grö-

ßere Schwankungen in Vergleichsgärungen von VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ). Die Kontrollen W34/70

(+) und W66 (∆) verhielten sich in bezug auf die Konzentrationen ähnlich.

4.1.2.5. Ethylacetat

Im Gegensatz zu den höheren Alkoholen wurden die Ester in sehr viel geringeren

Konzentrationen gebildet und wiesen daher insgesamt auch eine wesentlich höhere

Schwankungsbreite auf. Der vorherrschende Ester bei den Betriebshefeisolaten war das

Ethylacetat, was nach etwa 30 Stunden gebildet wurde und Konzentrationen von 4

mg/l bei VBH9810 bis zu 7 mg/l bei VBH9812 erreichte (siehe Abbildung 13).

Bei dieser Substanz wichen beide Weihenstephaner Vergleichshefen sehr stark von den

Isolaten ab und bildeten wesentlich mehr von dieser Substanz, so daß am Ende der Gä-

rung Konzentrationen von etwa 19 mg/l erreicht wurden.
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Abbildung 12: In der Produktion von 3-Methyl-1-butanol unterschieden sich die Isolate VBH9810 ( )

und VBH9812 ( ) sowie die Kontrollen W34/70 (+) und W66 (∆) kaum voneinander.

4.1.2.6. Ethylpropionat

In der Bildung des zweiten untersuchten Esters, dem Ethylpropionat, zeigten sich in den

Gärungen der beiden Isolate sehr deutliche Unterschiede. Während bei beiden Stäm-

men die Bildung nach etwa einem Tag einsetzte, stieg sie bei VBH9810 sehr schnell bis

auf Werte um 0,25 mg/l an.

Bei VBH9812 lag diese Zunahme zunächst nur im Bereich von 0,06 mg/l, um nach wei-

teren 30 Stunden nochmals anzusteigen und schließlich das Niveau des anderen Stam-

mes zu erreichen (siehe Abbildung 14).

Im Vergleich dazu setzte die Bildung bei den Vergleichsstämmen früher ein, stagnierte

dann für ca. 30 Stunden bei 0,11 mg/l und stieg danach bei W34/70 bis auf 0,19 mg/l

an.
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Abbildung 13: Die Produktion von Ethylacetat setzte nach 20 bis 30 Stunden ein und erreichte sehr unter-

schiedliche Endkonzentrationen bei VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ) bzw. W34/70 (+) und W66 (∆).

4.1.2.7. Ethylbutyrat

Ethylbutyrat wurde von beiden Betriebshefe-Isolaten nur am Ende der Gärung, etwa 60

bis 80 Stunden nach dem Anstellen, in sehr geringen und stark variierenden Mengen

gebildet.

Maximal wurden Werte von etwa 0,03 mg/l gemessen. Im Gegensatz dazu war bei den

Stämmen aus der Hefebank Weihenstephan schon etwa zehn Stunden früher eine Kon-

zentration von 0,025 mg/l nachweisbar.

Diese stieg bis zum Versuchsende deutlich an und erreichte Werte von 0,056 mg/l bei

W34/70 bzw. 0,07 mg/l bei W66  (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 14: In der Bildung von Ethylpropionat sind sehr deutliche Unterschiede zwischen den Isola-

ten VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ) erkennbar. Die Vergleichsstämme W34/70 (+) und W66 (∆) weichen

in ihrer Entwicklung deutlich von den Eigenisolaten ab.

4.1.2.8. Ethylhexanoat

Das Ethylhexanoat ließ sich nach etwa einem Tag Gärdauer nachweisen und die Kon-

zentrationen unterschieden sich deutlich zwischen allen vier Stämmen. Während

VBH9812 diese Substanz stärker bildete und finale Konzentrationen von 0,07 mg/l er-

reichte, produzierte VBH9810 im Mittel nur 0,03 mg/l als Endkonzentration, die

VBH9812 schon nach etwa zwei Tagen gebildet hatte. Gegen Ende der Gärung über-

schnitten sich die Konzentrationsbereiche mehr (siehe Abbildung 16).

Bei den Stämmen W34/70 und W66 war die Substanz schon zehn Stunden früher

nachweisbar und stieg im weiteren Verlauf wesentlich stärker an. W34/70 erreichte

nach ca. 50 Stunden Gärung schon die Konzentration von 0,07 mg/l, die sich bis zum

Schluß nicht mehr wesentlich veränderte. Der Stamm W66 erreichte nach 76 Stunden

eine Konzentration von 0,13 mg/l, die anschließend aber wieder bis auf etwas über 0,1

mg/l abfiel (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 15: Bei der Bildung von Ethylbutyrat wurden große Unterschiede zwischen den Eigenisolaten

VBH9810 ( ) und VBH 9812 ( ) sowie den Stämmen W34/70 (+) und W66 (∆) gemessen.

4.1.2.9. Isoamylacetat

Isoamylacetat entstand in meßbaren Mengen erst nach etwa 35 Stunden und erreichte

Werte von etwa 0,2 mg/l, die aber sehr stark variierten. Insgesamt lagen die Werte bei

VBH9812 etwas höher, die Konzentrationsbereiche überschnitten sich aber weitgehend

(siehe Abbildung 17).

Ähnlich wie schon beim Ethylbutyrat war bei beiden Vergleichsstämmen eine deutlich

stärkere Bildung dieses Stoffen zu beobachten, wobei Endkonzentrationen zwischen 0,9

und 1,0 mg/l erreicht wurden (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 16: Die Entwicklung der Ethylhexanoat-Konzentration zeigte die größten Unterschiede in

der frühen stationären Phase von VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ). Bei W34/70 (+) und W66 (∆) setzten

sich diese Unterschiede bis zum Ende der Gärung fort.

4.1.2.10. Isobutylacetat

Isobutylacetat war dagegen teilweise schon zu Beginn der Gärung mit ca. 0,025 mg/l

nachweisbar und zeigte eine sehr uneinheitliche Entwicklung im Verlauf der Gärung.

Die Werte des Isolats VBH9812 lagen insgesamt etwas höher und die der Vergleichs-

stämme nochmals über denen der Eigenisolate, aber die Variationen waren sehr groß,

so daß sich keine sinnvollen Aussagen machen lassen. (Daten nicht gezeigt).

4.1.2.11. 2,3-Butandion

Bei den vicinalen Diketonen ließen sich sehr deutliche Unterschiede zwischen den bei-

den Isolaten und in noch höherem Maße im Vergleich zu den Referenzstämmen able-

sen. Das 2,3-Butandion oder Diacetyl stieg in der exponentiellen Wachstumsphase von

ca. 0,15 mg/l bis auf Werte von fast 13 mg/l bei Isolat VBH9810 an. Im weiteren Ver-

lauf der Gärung sanken diese Werte wieder bis unter 10 mg/l ab.
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Abbildung 17: Auch die Entwicklung von Isoamylacetat ist durch große Unterschiede zwischen den Ei-

genisolaten (  = VBH9810,  = VBH9812) und den Vergleichsstämmen (+ = W34/70, ∆  = W66) gekenn-

zeichnet.

Dabei wies das Isolat VBH9810 stets deutlich höhere Konzentrationen auf und baute die

Substanz auch langsamer wieder ab. Im Gegensatz dazu entstanden bei den Stämmen

W34/70 und W66 maximal nur 0,44 mg/l dieser Substanz (siehe Abbildung 18).

4.1.2.12. 2,3-Pentandion

Beim 2,3-Pentandion war die Entwicklung ähnlich, allerdings wurde es zum Ende der

Gärung praktisch vollständig wieder abgebaut und die Unterschiede zwischen den bei-

den Isolaten traten hier noch deutlicher zu Tage. VBH9810 produzierte sehr viel mehr

dieser Substanz und erreichte nach 30 Stunden eine Konzentration von etwa 7 mg/l,

während VBH9812 nicht höher als 3 mg/l kam.

Allerdings verringerten sich die Unterschiede zum Ende der Gärung, so daß zu diesem

Zeitpunkt beide Isolate wieder im gleichen Konzentrationsbereich von etwa 0,5 mg/l

lagen. Die Referenzstämme lagen mit höchstens 0,57 mg/l bei W34/70 weit unter die-

sen Konzentrationen (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 18: 2,3-Butandion wurde in der exponentiellen Wachstumsphase der Isolate VBH9810 ( )

und VBH9812 ( ) sehr stark gebildet und zum Ende der Gärung langsam wieder abgebaut. Die Konzen-

trationen bei den Referenzstämmen W34/70 (+) und W66 (∆) blieben dagegen weit unter diesen Werten.

4.1.2.13. Acetaldehyd

Als weitere Substanz wurde der Acetaldehyd analysiert, das schon zu Beginn der Gä-

rung mit über 2 mg/l vorhanden war und innerhalb des ersten Tages bis auf etwa 10

mg/l anstieg.

Auf diesem Niveau blieb es bis kurz vor dem Ende der Gärung. Dann war ein leichter

Rückgang der Konzentration zu erkennen. Die Isolate VBH9810 und VBH9812 zeigten

dabei keine signifikanten Unterschiede und auch die Kontrollen entwickelten sich sehr

ähnlich.

Nur beim Stamm W34/70 war zum Ende der Gärung ein starker Anstieg bis auf fast 26

mg/l zu verzeichnen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 19: 2,3-Pentandion wird von beiden Isolaten in der exponentiellen Wachstumsphase gebildet

und in der stationären Phase wieder abgebaut. Dabei erreicht VBH9810 ( ) wesentlich höhere Konzen-

trationen als VBH9812 ( ). W34/70 (+) und W66 (∆) wiesen sehr viel geringere Konzentrationen auf.

4.1.3. Entwicklung des pH-Wertes

Im Verlauf der Gärung kam es zu einer Absenkung des pH-Wertes, bei dem sich die

beiden Isolate meßbar voneinander und auch von den Vergleichsstämmen unterschie-

den.

So wies der Stamm VBH9810 mit einem Unterschied von 1,24 pH-Einheiten eine stärke-

re pH-Abnahme auf als der Stamm VBH9812 mit einem Unterschied von 1,15 Einheiten.

Da der pH-Wert anfangs bei beiden Stämmen etwa identisch war, bedeutete dies eine

pH-Absenkung auf 3,74 bei VBH9810 und auf 3,9 bei VBH9812. Die Stämme W34/70

und W66 zeiten eine deutlich geringere Absenkung des pH-Wertes auf 4,1 bis 4,2 (siehe

Abbildung 21).
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Abbildung 20: Die beiden Isolate VBH9810 ( ) und VBH9812 ( ) unterscheiden sich in der Entwicklung

des Acetaldehyds kaum voneinander. Außer W34/70 (+) am Ende der Gärung entwickelten sich die Re-

ferenzen in vergleichbarer Weise (∆  = W66).

4.1.4. Bruchbildungsvermögen

Mit Hilfe des Helmtests (Helm et al., 1952) ist es möglich, das Bruchbildungsvermögen

eines Hefestammes grob zu quantifizieren, also die Eigenschaft der Zellen mancher He-

festämme, sich aneinander zu lagern und in Form sichtbarer Flocken zu sedimentieren.

Eine Hefe mit dieser Eigenschaft bezeichnet man als Bruchhefe. Fehlt einem Stamm die-

se Fähigkeit, bezeichnet man ihn Staubhefe.

Die untersuchten Eigenisolate konnten mit diesem Test teilweise nicht eindeutig zuge-

ordnet werden, da sich eine schwache Flockenbildung zeigte, wie sie für eine Bruchhefe

typisch ist, das Sedimentationsverhalten im Helmtest aber dem einer Staubhefe ent-

spricht (siehe Tabelle 13). Alle Analysen wurden  jeweils in Dreifachbestimmungen

durchgeführt.
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Abbildung 21: Die pH-Absenkung bei VBH9810 ( ) ist deutlich stärker als bei VBH9812 ( ), dies

macht sich aber im Verlauf der stationären Phase erst bemerkbar. Im Vergleich ist die Absenkung des

pH-Wertes bei den Referenzen W34/70 (+) und W66 (∆) geringer.

————————————————————––——————————————————

Bezeichnung Sediment nach 10 min Sediment nach 2 h Zuordnung

—————————————————————––—————————————————

W34/70 3,0 - 4,0 ml 2,0 - 2,5 ml Bruchhefe

W66 9,8 ml 0,4 / 8,5 ml Staubhefe

VBH9810 9,5 ml 0,5 ml / 8,0 ml Staubhefe

VBH9812 9,5 ml 0,4 / 8,5 ml Staubhefe

VBH9901 3,0 - 3,5 ml 2,5 ml Bruchhefe

VBH9902 9,0 ml 1,0 / 7,0 - 7,5 ml Staubhefe

VBH9904 9,5 ml 1,4 / 7,0 - 7,5 ml Staubhefe

VBH9907 9,5 ml 0,6 / 8,0 ml Staubhefe

VBH9910 9,5 ml 0,9 / 7,0 - 7,5 ml Staubhefe

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 13: Resultate der Helmtests (Sedimentbildung) und Zuordnung nach Bruch- und Staubhefe. An-

gegeben ist das Volumen der Hefesuspension unterhalb der Klarphase bzw. die Grenze des Zellsedi-

ments.
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––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Bezeichnung Sediment nach 10 min Sediment nach 2 h Zuordnung

—————————————————————––—————————————————

VBH9913 9,5 ml 0,9 / 7,0 - 7,5 ml Staubhefe

VBH9915 8,5 - 9,0 ml 1,4 / 6,5 - 7,0 ml Staubhefe

DGV 4,0 - 5,0 ml 3,0 - 3,5 ml Bruchhefe

DGV1 3,0 - 3,5 ml 2,0 - 2,5 ml Bruchhefe

DWV1 3,5 ml 1,5 ml Bruchhefe

DWV2 9,0 - 9,5 ml 1,0 ml (obergärig)

DWV3 3,5 ml 2,0 ml Bruchhefe

DWV4 3,0 ml 2,0 ml Bruchhefe

DWV5 3,0 - 3,5 ml 1,5 ml Bruchhefe

BDGH1 3,0 - 3,5 ml 1,0 ml Bruchhefe

BDGH2 3,0 - 4,0 ml 1,5 ml Bruchhefe

BDGH3 9,5 ml 0,5 / 8,5 ml Staubhefe

BDGH4 9,5 ml 0,5 / 8,5 ml Staubhefe

BDGH5 3,5 - 4,0 ml 1,5 ml Bruchhefe

BDGH6 3,0 - 4,0 ml 1,5 ml Bruchhefe

BDGH7 3,0 - 3,5 ml 1,2 ml Bruchhefe

——————————————————————––————————————————

Tabelle 13: Fortsetzung

4.1.5 Zuckerverwertung

Die unterschiedlich ausgeprägte Möglichkeit der Hefen, verschiedenartige Zucker als

Substrate verwerten zu können, bildet ein wichtiges physiologisches Kriterium zu de-

ren Unterscheidung.

Für das Zuckerspektrum der hier untersuchten Stämme und Isolate wurden 20 ver-

schiedene Zucker des Identifikationssystems API 20 C AUX der Firma BioMerieux (Land

et al. 1979, Smith et al. 1999, Verweij et al. 1999) eingesetzt (siehe Tabelle 14). Alle Proben

wurden dabei in Dreifachbestimmungen untersucht, um ein abgesichertes Ergebnis zu

erzielen.



4. E R G E B N I S S E 56

——————————————————————————————————————––

Stamm Glu Gly 2KG Ara Xyl Ado Xlt Gal Ino Sor

——————————————————————————————————————––

W34/70 X – – – – – – X – –

W66 X X O – – – – X – –

VBH9810 O – – – – – – – – –

VBH9812 O – – – – – – – – –

VBH9901 X O – – – – – X – –

VBH9907 O – – – – – – – – –

VBH9913 O – – – – – – – – –

DWV1 X X – – – – – X – –

DWV2 X – – – – – – X – –

DWV3 X X – – – – – X – –

DWV4 X O – – – – – X – –

DWV5 X O – – – – – X – –

BDGH1 X O – – – – – X – –

BDGH2 X O – – – – – X – –

BDGH3 X X – – – – – X – –

BDGH4 O – – – – – – – – –

BDGH5 X – – – – – – X – –

BDGH6 X O – – – – – X – –

——————————————————————————————————————––

Tabelle 14: Wachstum der Hefestämme auf verschiedenen Kohlehydraten nach 6 Tagen. Glu = Glucose,

Gly = Glycerol, 2KG = 2-Keto-D-Glutarat, Ara = L-Arabinose, Xyl = D-Xylose, Ado = Adonit, Xlt =

Xylit, Gal = Galactose, Ino = Inosit, Sor = Sorbit; X = starkes Wachstum, O = schwaches Wachstum, – =

kein Wachstum

Die meisten Hefen zeigten ein sehr einheitliches Verwertungsspektrum, wobei neben

Glucose auch Galaktose, Maltose, Saccharose und Raffinose das Wachstum der Zellen

ermöglichten.

Die Stämme W66, DWV1, DWV3 und BDHGH3 wuchsen zudem recht gut auf Glycerol,

der obergärige Stamm DWV2 konnte auch auf α-Methyl-D-Glucosamin und Melezitose

wachsen.
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——————————————————————————————————————––

Stamm MDG NAG Cel Lac Mal Sac Tre MLZ RAF Kon

——————————————————————————————————————––

W34/70 – – – – X X O – X –

W66 – – – – X X X – X –

VBH9810 – – – – – X – – – –

VBH9812 – – – – – X – – – –

VBH9901 – – – – X X X – X –

VBH9907 – – – – – X – – – –

VBH9913 – – – – – X – – – –

DWV1 – – – – X X X – X –

DWV2 X – – – X X X X X –

DWV3 – – – – X X X – X –

DWV4 – – – – X X O – X –

DWV5 – – – – X X X – X –

BDGH1 – – – – X X O – X –

BDGH2 – – – – X X X – X –

BDGH3 – – – – X X O – X –

BDGH4 – – – – – X – – – –

BDGH5 – – – – X X O – X –

BDGH6 – – – – X X X – X –

——————————————————————————————————————––

Tabelle 14 : Fortsetzung. MDG = α-Methyl-D-Glucosamin, NAG = N-Actyl-D-Glucosamin, Cel = Cello-

biose, Lac = Lactose, Mal = Maltose, Sac = Saccharose, Tre = Trehalose, MLZ = Melezitose, Raf =

Raffinose, Kon = Kontrolle; X = starkes Wachstum, O = schwaches Wachstum, – = kein Wachstum

Die Isolate VBH9810, VBH9812, VBH9907 und VBH9913 sowie der Stamm BDGH4 wa-

ren allerdings lediglich auf Glucose und schwach auf Saccharose angewachsen.

Weitere Unterschiede im Wachstum der Hefen waren sehr gering und ließen sich nicht

weiter differenzieren.
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4.2. Genetische Typisierung der Hefestämme

Für die Typisierung der Hefen im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs verschiedene

genetische Methoden auf ihre Eignung geprüft. Bei der ersten Methode, der Pulsfeld-

Gelelektrophorese (PFGE) werden die Zellen unter Erhaltung der vollständigen Chro-

mosomen aufgeschlossen und die intakten Chromosomen anschließend elektrophore-

tisch in einem wechselnden elektrischen Feld aufgetrennt. So entsteht ein Bandenmu-

ster entsprechend der Größe der einzelnen Chromosomen. Bestehen nun Unterschiede

zwischen verschiedenen Stämmen bezüglich Anzahl und Größe der Chromosomen,

können diese zur Differenzierung nutzbar gemacht werden.

Eine weitere Methode ist die Größenanalyse von DNA-Fragmenten, wie sie bei der Re-

striktion mit bestimmten Endonukleasen entstehen, die sequenzabhängig Schnitte in

den DNA-Strang einfügen. Diese sogenannten Restriktionsfragment-Längenpolymor-

phismen (RFLP), die ebenfalls mittels elektrophoretischer Auftrennung analysiert wer-

den, ermöglichen teilweise eine genauere Zuordnung als die PFGE, insbesondere, wenn

die gewonnenen Fragmente mittels Hybridisierung nachgewiesen werden. Eine Analy-

se der Mikrosatelliten, d.h. kurzen, sich wiederholenden Sequenzen, die meistens in

nicht-codierenden Bereichen des Genoms der Hefe verteilt sind, ist mit Hilfe geeigneter

PCR-Primer möglich. Hier treten ebenfalls Längenunterschiede auf, die bei der Replika-

tion der Mikrosatelliten durch ein Verrutschen der DNA-Polymerase auf dem Matri-

zenstrang entstehen. Auch durch verschiedene Allele der polyploiden oder aneuploiden

Industriehefen kommen hier Unterschiede vor.

Eine Hybridisierung von durch Restriktionsenzyme geschnittener DNA mit spe-

zifischen Sonden aus markierten DNA-Abschnitten funktioniert ähnlich wie die Restrik-

tionsanalyse, kann aber durch einen wesentlich sensibleren Nachweis ein komplexeres

Muster von DNA-Banden bringen, die sonst in einem Gel nicht erkennbar wären.

Mit der Methode der DNA-Sequenzierung kann die Abfolge der vier Basen bestimmt

werden und ermöglicht so einen direkten Vergleich zwischen den untersuchten Orga-

nismen. Zudem bildet sie, wenn entsprechende Sequenzunterschiede gefunden werden,

auch eine sehr gute Grundlage für das Design von PCR-Primern, die für die untersuch-

ten Organismen spezifisch sind, d.h. im Optimalfall nur mit diesen ein PCR Produkt bil-

den. Allerdings können im normalen Rahmen nur begrenzte Abschnitte des Genoms

untersucht werden und das Auffinden von Unterschieden ist nicht garantiert.

Schließlich ermöglicht die AFLP genannte Amplifizierung von Restriktionsfragmenten

mit Hilfe der PCR, durch die Wahl von Primern mit geeigneter Spezifität, einen großen

Teil des Genoms auf differenzierende Marker zu untersuchen.



4. E R G E B N I S S E 59

4.2.1. Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Für die zu Beginn durchgeführten PFGE-Analysen wurden eine Auswahl von Betriebs-

hefe-Isolaten sowie die Stämme der Firma Doemens herangezogen. Zur Auswahl von

Isolaten für die physiologische Charakterisierung wurden zunächst 16 Betriebshefe-

Isolate analysiert (bezeichnet mit VBH9801 bis VBH9816).

Die Elektrophorese erfolgte bei diesem Gel über 44 h mit 170 V und variabler Strom-

stärke mit einer Pulszeit von 95s. Bei dieser Auftrennung sind etwa 14 Banden erkenn-

bar, und in zwei Bereichen treten Unterschiede zwischen den Proben auf.

Mustervariationen im Bereich der größten Banden waren schwer zu interpretieren und

wurden daher für diese Analysen nicht berücksichtigt. Die Proben ließen sich aber an-

hand einer deutlich unterscheidbaren Chromosomenbande in zwei Gruppen differen-

zieren, je nach dem, ob sie diese bestimmte Bande im oberen Drittel des Musters auf-

wiesen oder nicht (siehe Abbildung 22).

16151413121110987654321

Abbildung 22: PFGE-Bandenmuster der Betriebshefe-Isolate VBH9801 bis VBH9816. Differenzen im

Bandenmuster sind nur im oberen Drittel zu erkennen.

Weiterhin wurden von der Betriebshefe folgende, teilweise später gewonnene Isolate

untersucht: VBH9810, VBH9812, VBH9903, VBH9907, VBH9909 und VBH9914. Hinzu

kamen zudem die Kontrollstämme W34/70 und W66 der Hefebank Weihenstephan.

Beim Referenzstamm W34/70 sind mit den im Methodenteil angegebenen Laufparame-

tern im Pulsfeld-Gel insgesamt 20 Banden erkennbar (Abbildung 23).
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Innerhalb der Betriebshefe-Isolate sind von diesem Muster weder in Anzahl noch in

Größe der Banden Abweichungen zu erkennen. Lediglich der zweite Kontrollstamm,

die Staubhefe W66, ist durch eine Verschiebung der beiden größten Banden gekenn-

zeichnet, die weiter wandern als die der anderen Stämme. In anderen Größenbereichen

konnten aber auch hier keine Unterschiede festgestellt werden.

W 87654321 W

Abbildung 23: PFGE-Gel der Isolate VBH9903, VBH9907, VBH9909, VBH9914, VBH9810 und VBH9812

sowie der Stämme W34/70 und W66 (v.l.n.r.). W = Größenstandard

Die Untersuchung der Hefestämme, die von den Doemens-Lehranstalten zur Verfü-

gung gestellt wurden, erbrachte auch bei dem Stamm DWV2, einer obergärigen Hefe,

eine deutlich andere Bandenabfolge (Abbildung 24).

Dieser Stamm zeigt ein weit weniger komplexes Chromosomenmuster als die untergä-

rigen Proben, innerhalb derer sich ansonsten keine auswertbaren Unterschiede finden

ließen.

4.2.2. Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen

Für die Analyse der Hefen mit der RFLP-Methode wurden zunächst in mehreren Vor-

versuchen eine Reihe von Endonukleasen auf ihre Eignung getestet, um anhand der

erzielten Bandenmuster eine Auswahl der am besten funktionierenden Restriktionsen-
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zyme treffen zu können. Mit dieser Auswahl wurden anschließend die weiteren Unter-

suchungen im Detail durchgeführt.

W 7654321 W

Abbildung 24: PFGE-Gel der Stämme DWV1, DWV2, DWV3, DWV4 und DWV5 sowie der Referenzen

W34/70 und W66 (v.l.n.r.). W = Größenstandard

4.2.2.1. Auswahl der geeigneten Restriktionsenzyme

In den Vorversuchen stellte sich heraus, daß unter den fünfzehn primär eingesetzten

Endonukleasen die Enzyme SacII und SmaI die besten Restriktionsmuster ergaben.

Ausschlaggebend war dabei ein möglichst komplexes und deutliches Bandenmuster,

ohne daß dabei die Auswertung durch einen zu starken Hintergrund erschwert wurde.

Im einzelnen ergab sich bei den Enzymen folgendes Bild.

BamHI schnitt die DNA gleichmäßig, d.h. es blieb keine Bande mit kaum geschnittenen,

großen Fragmenten übrig. Im Bandenmuster waren allerdings nur einige sehr große

Banden und kaum welche mit geringerer Größe zu erkennen. Bei einer Probe

(VBH9810) erschien eine sehr helle, starke Bande mit einer Größe von etwa 2 kb, die bei

keinem anderen Stamm zu sehen war (siehe Abbildung 25).
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BspCI trennte vier Banden mit Größen zwischen ca. 3 kb und 9,4 kb aus der DNA, wo-

bei nur ein geringer Hintergrund entstand. Musterunterschiede zwischen den Stämmen

konnten dabei nicht beobachtet werden (siehe Abbildung 25).

BssHII schnitt lediglich drei im Gel sichtbare Banden aus der DNA heraus, die ohne er-

kennbaren Hintergrund auftraten. Die Fragmentgrößen lagen hier bei etwa 3,5 bis 9,4

kb. Auch hier waren keine Unterschiede zwischen den untersuchten Stämmen erkenn-

bar (siehe Abbildung 25).

CfoI schnitt die DNA komplett und gleichmäßig, so daß ein sehr starker Hintergrund zu

sehen war, aus dem etwa vier Banden im Bereich von 0,5 bis 4 kb hervortraten, ohne

daß anhand dessen eine Unterscheidung der Hefen möglich war (siehe Abbildung 25).

W 0  1  2   3  4   5  6   7  8 W 1  2  3  1  2  3  1  2  3
     BspCI BssHII  CfoI                   BamHI

Abbildung 25: Restriktionsmuster der Enzyme BamHI (links), BspCI, BssHII und CfoI (rechts). W = Grö-

ßenstandard, 0 = ungeschnitten; linkes Bild: 1 = VBH9903, 2 = VBH9907, 3 = VBH9909, 4 = VBH9914, 5

= VBH9810, 6 = VBH9812, 7 = W34/70, 8 = W66; rechte Seite: 1 = DWV3, 2 = DWV4, 3 = W34/70.

EcoRI produzierte bei vollständigem Verdau meist ein komplexes Muster aus etwa 11

deutlichen Banden von ca. 2 bis 20 kb, hatte aber auch einen sehr starken Hintergrund

(siehe Abbildung 26).

FokI verdaute die DNA sehr gleichmäßig, so daß keine Bande mit „ungeschnittener“

DNA verblieb, der Verdau ergab etwa 14 teilweise sehr schwache Banden mit einer

Größe von bis zu 9,5 kb vor einem deutlichen Hintergrund (siehe Abbildung 27).
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1       2        3       4       5        6       7      W

Abbildung 26: Das Restriktionsmuster von EcoRI läßt im Agarosegel bei allen Stämmen eine Abfolge aus

13 Banden erkennen. Zur Verdeutlichung sind die Bandenmuster rechts schematisiert dargestellt. 1 =

DWV1, 2 = DWV2, 3 = DWV3, 4 = DWV4, 5 = DWV5, 6 = W34/70, 7 = W66, W = Größenstandard

PvuII verdaute die DNA vollständig und erbrachte eine Abfolge aus elf erkennbaren

Banden über einen weiten Größenbereich, wobei der Hintergrund allerdings sehr stark

war, was eine Auswertung erschwerte (siehe Abbildung 27).

RsrII konnte nur zwei erkennbare Banden aus der DNA herausschneiden, der weitaus

größte Teil blieb weitgehend ungeschnitten. Dementsprechend war aber auch kein Hin-

tergrund zu erkennen (Daten nicht gezeigt).

SacII erbrachte ein klar differenziertes Restriktionsmuster mit bis zu 19 Banden in ei-

nem weiten Größenbereich, zudem war nur im Bereich der größten Banden Hinter-

grund zu erkennen (siehe Abbildung 27).

SalI erzeugte im Bereich der größeren Fragmente einen deutlichen Hintergrund und

nur drei unterscheidbare, große Banden. Im Bereich der kleineren Fragmente war keine

Bande auf dem Gel zu sehen (Daten nicht gezeigt).
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Sau3A schnitt die DNA vollständig und zumeist in kleinere Fragmente, so daß im unte-

ren Teil des Gels ein starker Hintergrund entstand. Es waren zumeist neun Banden mit

einer Größe bis etwa 10 kb erkennbar. Bei einer der untersuchten Proben (VBH9810)

zeigte sich allerdings eine etwa 2 kb große, sehr starke Bande, die bei BamHI ebenfalls

zu sehen war. (Sau3A hat eine Erkennungssequenz, die der von BamHI sehr ähnelt, sie

ist nur um 2 Basen kürzer) (siehe Abbildung 28).

W 1  2  3  4  5  6  7 W 1  2  3  4  5  6  7 W 1  2  3  4  5
FokI PvuII SacII

Abbildung 27: Restriktionsmuster der Enzyme FokI (links), PvuII (Mitte) und SacII (rechts). W = Grö-

ßenstandard, 1 = DWV1, 2 = DWV2, 3 = DWV3, 4 = DWV4, 5 = DWV5, 6 = W34/70, 7 = W66.

SfiI schnitt nur vier unterscheidbare Banden ohne Hintergrund aus der DNA. Ähnlich

wie bei SmaI gab es bei den Stämmen VBH9907, VBH9810 und VBH9812 innerhalb der

untergärigen Hefen abweichende Bandenmuster. Bei dem Stamm VBH9810 entstand,

ähnlich wie bei BamHI und Sau3A, eine starke Bande im Bereich von 2 kb, die mit den

vorgenannten aber nicht größengleich war. (siehe Abbildung 28).

SmaI ergab ein sehr umfangreiches Bandenmuster mit bis zu 18 Banden in einem weiten

Größenbereich und dabei kaum erkennbarem Hintergrund. Bei den untersuchten

Stämmen ließen sich ohne weiteres fünf verschiedene Bandenmuster ansprechen (siehe

Abbildung 29).

XbaI erzeugte durch vollständigen Verdau ein Muster mit acht sichtbaren Banden, wo-

bei die meisten aber als größere Fragmente (> 4 kb) vor einem starken Hintergrund

auftraten (siehe Abbildung 28).

XmaI ist ein Isoschizomer von SmaI, es hat die gleiche Erkennunssequenz, schneidet

aber mit 5’-überhängenden Enden (statt blunt-end bei SmaI) und hat eine andere Sensi-
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tivität gegenüber DNA-Modifikation (Methylierungen). Es wurde zur Kontrolle der

SmaI-Restriktionen eingesetzt und produzierte stets die gleichen Muster wie SmaI

(Daten nicht gezeigt).

W  1  2  3   4  5   6  7  8   0 W  0  1  2  3   4  5   6  7  8 W 1  2  3  4  5  6  7
Sau3A SfiI XbaI

Abbildung 28: Restriktionsmuster der Enzyme Sau3A (links), SfiI (Mitte) und XbaI (rechts). W = Grö-

ßenstandard; links und Mitte: 0 = ungeschnittene DNA, 1 = VBH9903, 2 = VBH 9907, 3 = VBH 9909, 4 =

VBH9914, 5 = VBH9810, 6 = VBH9812, 7 = W34/70, 8 = W66; rechts: 1 = DWV1, 2 = DWV2, 3 = DWV3, 4

= DWV4, 5 = DWV5, 6 = W34/70, 7 = W66.

4.2.2.2. Restriktionspolymorphismen mit SmaI und SacII

Im einzelnen wurden mit SmaI achtzehn Isolate aus der Betriebshefe, fünf Stämme der

Doemens-Lehranstalt und sieben Druckgärhefen der VLB Berlin sowie die Stämme

W34/70 und W66 der Stammsammlung Weihenstephan untersucht.

Die DNA der meisten dieser Stämme zeigte nach der Restriktion mit SmaI ein Restrikti-

onsmuster aus insgesamt 15 Banden (siehe Abbildung 29).

Von diesem „Standardmuster“ zeigten die Isolate VBH9907, VBH9913, VBH9810,

VBH9812 sowie die obergärige Hefe DWV2 deutliche Abweichungen (siehe Abbildun-

gen 29 und 30). Auch die Druckgärhefe BDGH4 unterschied sich in ihrem Bandenmu-

ster und entsprach dem des Stammes VBH9907 (Daten nicht gezeigt).

Während VBH9810 und VBH9913 ein Vierer-Muster mit Banden in etwa der gleichen

Stärke produzierten, entstand bei VBH9907 und BDGH4 ein Muster mit zwei sehr star-

ken und einigen schwachen Banden.
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WM    1      2       3       4      5       6       7

Abbildung 29: Das Restriktionsmuster von SmaI erzeugte bei den untergärigen Hefen 15 Banden, die

obergärige Kontrolle DWV2 ergab lediglich zwei Banden. WM = Größenstandard, 1 = DWV1, 2 =

DWV2, 3 = DWV3, 4 = DWV4, 5 = DWV5, 6 = W34/70, 7 = W66.

Das Muster des Isolates VBH9812 wich von allen anderen ab, es hatte die gleichen

schwachen Banden wie bei VBH9907, aber ihm fehlte die kleinere der starken Banden.

Die obergärige Hefe DWV2 ließ nur zwei Banden von größeren DNA-Fragmenten er-

kennen.

Um die Restriktionsmuster dieses Enzyms zusätzlich zu verifizieren, wurde ein Isoschi-

zomer eingesetzt, das die gleiche Erkennunssequenz besitzt wie SmaI. Lediglich in der

Art des Schnittes und in der Sensitivität gegenüber Modifikationen der DNA

(Methylierungen) unterscheiden sich die Enzyme funktionell.

Die Restriktionsmuster dieses Enzyms namens XmaI waren mit denen von SmaI iden-

tisch (siehe Abbildung 31).
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W     1      2      3      4       5      6      7      8

Abbildung 30: Das Restriktionsmuster von SmaI bei ausgewählten Betriebshefe-Isolaten zeigt deutli-

che Unterschiede bei drei Proben. WM = Größenstandard, 1 = VBH9901, 2 = VBH9905, 3 = VBH9908, 4 =

VBH9911, 5 = VBH9916, 6 = VBH9907, 7 = VBH9913, 8 = VBH9810

Restriktion mit SacII

Das „Grundmuster“ der SacII-Restriktionen bestand aus 15 Banden, die über einen wei-

ten Größenbereich verteilt waren. Bei den Eigenisolaten konnten nur drei Stämme von

den anderen unterschieden werden. Alle übrigen besaßen das oben bereits erwähnte

„Grundmuster“.

VBH9810, VBH9812, VBH9907 und VBH9913 ließen sich, ähnlich wie mit SmaI, anhand

der Bandenverteilung gut differenzieren. Unter den Stämmen von Doemens konnte

nur die obergärige Hefe DWV2 durch ein Muster mit sieben Banden von den übrigen

unterschieden werden (siehe Abbildung 32).
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W    1     2     3     4     5      6     7     8     9     10   11  12

Abbildung 31: Das Restriktionsenzym XmaI bildet die gleichen Bandenmuster wie sein Isoschizomer

SmaI. W = Größenstandard, 1 = W34/70, 2 = W66, 3 = DWV1, 4 = DWV2, 5 = DWV3, 6 = DWV4, 7 =

DWV5, 8 = VBH9901, 9 = VBH9907, 10 = VBH9913, 11 = VBH9810, 12 = VBH9812

4.2.2.3. Doppelverdaue mit zwei Restriktionsenzymen

Aus den oben aufgeführten Restriktionsenzymen konnten einige in Kombination ein-

gesetzt werden. Dazu mußten die Puffer übereinstimmen und die Einzel-Restriktionen

durften keinen zu starken Hintergrund bilden.

Hier kamen die Paarungen von SacII und SmaI sowie BssHII und SfiI in Frage. Ein Ver-

dau mit SacII und SmaI ergab ein sehr umfangreiches Muster mit 14 Banden in recht

gleichmäßigen Abständen (siehe Abbildung 33).

Allerdings konnten dadurch keine weiteren Differenzierungen innerhalb der untergäri-

gen Stämme erreicht werden.
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Abbildung 32: Restriktionsmuster mit dem Enzym SacII. W = Größenstandard, links: 1 = VBH9902, 2 =

VBH9904, 3 = VBH9906, 4 = VBH9910, 5 = VBH9912, 6 = VBH9915, 7 = W34/70; rechts: 1 = DWV1, 2 =

DWV2, 3 = DVW3, 4 = DWV4, 5 = DWV5, 6 = W34/70, 7 = W66.

Der Doppelverdau mit BssHII und SfiI wurde lediglich an den beiden Betriebshe-

festämmen DWV3 und DWV4 sowie der Referenz W34/70 durchgeführt und erbrachte

bei allen drei Proben ein einheitliches Muster aus sechs Banden (Daten nicht gezeigt).

4.2.3. Hybridisierung von Restriktionsfragmenten mit DIG-markierten DNA-Sonden

Die Hybridisierung der mit Restriktionsenzymen behandelten DNA sollte eine bessere

Auswertung der RFLP, vor allem bei den schwer auswertbaren, häufig schneidenden

Enzymen, ermöglichen. Daher wurden vornehmlich Restriktionen von EcoRI und

CfoI.untersucht.
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W     1       2       3      4       5

Abbildung 33: Doppelverdau mit den Enzymen SacII und SmaI. W = Größenstandard, 1 = DWV1, 2 =

DWV3, 3 = DWV4, 4 = DWV5, 5 = W34/70.

Die folgenden Restriktionsenzyme wurden ebenfalls getestet, sie ergaben aber keine

zufriedenstellenden und eindeutig auswertbaren Bandenmuster:

Eine Hybridisierung mit SmaI- oder XbaI verdauter DNA erbrachte nur sehr wenige

und große Banden; bei einem Sau3A Verdau treten nur einige kleinere Banden auf.

(Daten nicht gezeigt).

Bei allen durchgeführten Hybridisierungen ist der obergärige Kontrollstamm DWV2

stets sehr deutlich zu unterscheiden. Aber auch bei den untergärigen Hefen ergeben

sich einige Differenzen. So kann vor allem der Stamm W66 von den anderen gut unter-

schieden werden.

Die Hybridisierung von mit EcoRI verdauter DNA ergibt bei den untergärigen Stäm-

men ein Muster aus  zehn bis elf Banden, bei der obergärigen Kontrolle sind es 16 Ban-

den. Anhand dieser Muster lassen sich die folgenden drei Gruppen voneinander ab-

grenzen (siehe Abbildung 34):

Gruppe 1: W34/70, DWV1, DWV3, DWV4, DWV5, VBH9901, VBH9810, VBH9812

Gruppe 2: W66

Gruppe 3: DWV2
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Abbildung 34: Hybridisierung EcoRI-verdauter DNA mit der Ty1-15-Sonde. Neben dem Bild der Mem-

bran ist ein Schema der Bandenmuster abgebildet. 1 = W66, 2 = W34/70, 3 = DWV1, 4 = DWV2, 5 =

DWV3, 6 = DWV4, 7 = DWV5, 8 = VBH9901, 9 = VBH9810, 10 = VBH9812.

Bei der Verwendung des Restriktionsenzyms CfoI waren zehn bis zwölf Banden er-

kennbar, von denen einige, besonders die im oberen Größenbereich, jedoch nur sehr

schwach waren. Die Bandenmuster ermöglichten es ebenfalls, insgesamt drei Gruppen

zu differenzieren. Sie stimmten mit denen der EcoRI-Hybridisierung überein (siehe Ab-

bildung 35):

Gruppe 1: W34/70, DWV1, DWV3, DWV4, DWV5, VBH9916, VBH9810, VBH9812

Gruppe 2: W66

Gruppe 3: DWV2
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Abbildung 35: Hybridisierung CfoI-verdauter DNA mit der Ty1-15-Sonde. Neben dem Bild der Mem-

bran ist ein Schema der Bandenmuster abgebildet. 1 = W66, 2 = W34/70, 3 = DWV1, 4 = DWV2, 5 =

DWV3, 6 = DWV4, 7 = DWV5, 8 = VBH9916, 9 = VBH9810, 10 = VBH9812.

4.2.4. Mikrosatellitentypisierung

Als Mikrosatelltiten bezeichnet man kurze, sich tandemartig wiederholende Sequenzen

im Genom (z.B. TTATTATTATTA…), die sich meistens in nicht codierenden Bereichen

befinden und daher, insbesondere in eukaryotischen Genomen, nur einem sehr gerin-

gen Selektionsdruck ausgesetzt sind. Diese monotonen Sequenzen können durch Feh-

ler bei der DNA Replikation (sogenanntes “slippage” der DNA-Polymerase) mutieren,

wodurch sich Veränderungen in der Länge der gesamten Sequenz ergeben.

Da diese Veränderungen im Verhältnis zu Mutationen im übrigen Genom häufiger auf-

treten, kann man sie sich zur Differenzierung nahe miteinander verwandter Organis-

men zunutze machen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Mikrosatelliten im Genom von Saccharomyces cerevi-

siae wurden mit Hilfe einer BLAST-Suche in der Saccharomyces Genome Database (SGD)

der Stanford University, California, USA ausfindig gemacht, indem die intergenischen,

also nicht codierenden Bereiche nach den typischen, sich wiederholenden Sequenzen

durchsucht wurden, die einen Mikrosatelliten ausmachen.
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Abschnitte mit geeigneter Größe und Sequenz wurden herausgesucht und in deren

unmittelbar flankierende Bereiche passende Primer für eine PCR gesetzt. Auf diese

Weise wurden insgesamt 12 Primersets für Mikrosatelliten entwickelt. Davon lagen acht

in intergenischen Bereichen von Chromosom IV, VI, VII, VIII, XII, XIII und XV, weitere

vier in der mitochondrialen DNA. Einige Charakteristika der Mikrosatelliten sind in

Tabelle 15 aufgeführt.

—————————————————————————————————————

Chromosom Motiv(e) Wiederholungen* Länge (bp)*

—————————————————————————————————————

IV TTA 34 193

IV TA / TG 34 / 17 196

VI GT 36 135

VII TTA 31 216

VIII TTA / TAG 33 / 12 230

XII GA / TAA 44 / 5 176

XIII TTA 43 227

XV TAA / TGA / TAG 20/ 7 / 7 195

mito TA 47 189

mito TTA / TA / ATA 57 / 43 / 6 393

mito TA / TTA / TAA 80 / 28 / 9 416

mito (T)3-5A / TAA / TA 20 / 19 / 10 272

—————————————————————————————————————

Tabelle 15: Angaben zu den untersuchten Mikrosatelliten. Römische Zahlen bezeichnen die Chromoso-

men. mito = mitochondriale DNA.

* Die Angaben beziehen sich auf die bei der SGD hinterlegten Sequenzen.

Durch die teilweise sehr geringen Längenunterschiede der Mikrosatelliten sind Diffe-

renzierungen durch eine Agarose- oder normale Polyacrylamid-Gelelektrophorese in-

nerhalb der Gruppe der untergärigen Hefen zumeist nur sehr unzureichend.

Bei einigen der untersuchten Motive ist eine solche Möglichkeit allerdings dennoch ge-

geben, wobei hier insbesondere das Motiv auf Chromosom XIII bei den Stämmen

BDGH1 bis BDGH7 hervorzuheben ist (siehe Abbildung 36).
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W     1       2      3      4      5     6      7     8

Abbildung 36: Mikrosatelliten-Muster des Motivs chr13-tta bei den Berliner Referenzstämmen in einem

4 %-igen Agarosegel (Elektrophorese: 2 h mit 110 V). W = Größenstandard, 1 = BDGH1, 2 = BDGH2, 3 =

BDGH3, 4 = BDGH4, 5 = BDGH5, 6 = BDGH6, 7 = BDGH7, 8 = W34/70.

Die Motive der mitochondrialen DNA ergaben teilweise nur bei sehr geringen Annea-

ling-Temperaturen von unter 50°C und auch nicht bei allen Hefeproben ein PCR Pro-

dukt.

So fehlten die DNA-Banden bei den Stämmen VBH9810, VBH9812, VBH9907, VBH9913

und BDGH4 (siehe Abbildung 37). Durch die Schwierigkeiten mit diesen Motiven wur-

den sie für die weiteren Analysen nicht mehr berücksichtigt.

Eine genaue Untersuchung der Muster gelingt erst durch die Auftrennung der PCR

Produkte in einem Polyacrylamid-Sequenziergel, das in der Lage ist, auch Längendiffe-

renzen von nur einer Base aufzutrennen.

Durch diese Analysenmethode war auch eine bessere Beurteilung der Differenzierungs-

fähigkeit der einzelnen Motive möglich. So tritt bei einigen Motiven nur eine geringe

Anzahl von Banden auf, die entsprechend nur eine relativ grobe Differenzierung zulas-

sen. Die Motive, die nur eine geringe Differenzierung erwarten ließen, wurden daher

nicht eingehender untersucht (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 37: Mikrosatelliten-PCR des Motivs mito03 in einem 4 %-igen Agarosegel (Laufbedingungen:

2 h mit 110 V). W = Größenstandard; links: 1 = VBH9901, 2 = VBH9907, 3 = VBH9913, 4 = VBH9810, 5 =

VBH9812, 6 = DWV1, 7 = DWV2, 8 = DWV3, 9 = DWV4, 10 = DWV5; rechts: 1 = W34/70, 2 = W66, 3 =

BDGH1, 4 = BDGH2, 5 = BDGH3, 6 = BDGH4, 7 = BDGH5, 8 = BDGH6, 9 = BDGH7.

Aufgrund dieser Auswertung wurden umfangreichere Identifizierungsversuche mit

vier der Mikrosatelliten-Motive durchgeführt, die im Folgenden genauer betrachtet

werden. In allen Fällen waren die Muster bei Kontrollversuchen sehr gut reproduzier-

bar.

Auch bei den vier genauer untersuchten Motiven waren deutliche Unterschiede in der

Differenzierungsfähigkeit erkennbar. Während eines der Motive lediglich in zwei Vari-

anten vorkam, konnten bei anderen deutlich mehr Muster unterschieden werden.
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Abbildung 38: Mikrosatelliten-Muster der Motive chr04-ta, chr06-gt, chr08-taa und chr12-ga mit den

Proben W34/70, W66, DWV2, DWV3 und DWV4 (v.l.n.r.).

4.2.4.1. Mikrosatelliten-Muster bei ausgewählten Betriebshefe-Isolaten

und Referenzstämmen

Es wurden aus den zwölf ursprünglich getesteten Motiven vier ausgesucht, bei denen

die PCR zuverlässig verlief und deren Bandenmuster ausreichend komplex war. Dies

waren die Motive TA/TG auf Chromosom IV und TTA auf Chromosom VII sowie das

Motiv TTA auf Chromosom XIII und schließlich Chromosom XV mit dem sehr kom-

plexen Motiv TAA/TGA/TAG.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im Folgenden detaillierter erläutert.
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Chromosom IV, Motiv TA/TG

Das zweite der auf Chromosom IV untersuchten Motive ergab ein verhältnismäßig

kompaktes Muster aus etwa sechs Banden im Größenbereich von etwa 180 bp, wobei

sich aber auch innerhalb der untergärigen Hefen einige charakteristische Unterschiede

ergaben. Die obergärige Kontrolle DWV2 zeigte ein deutlich abweichendes Muster. Mit

Hilfe dieses Motives ließen sich die 30 untersuchten Stämme in neun Mustergruppen

unterteilen (siehe Abbildung 39 und Tabelle 16).

W34/70
W66
DWV2
DWV3
DWV4
DGV
IV

VBH9902
VBH9904
VBH9906
VBH9907
VBH9908
VBH9910
VBH9912
VBH9913
VBH9916

VBH9810
VBH9812

VBH9901

DWV3/10
DWV3/42
DWV4/10
DWV4/18
BDGH1
BDGH2
BDGH3
BDGH4
BDGH5
BDGH6
BDGH7

Abbildung 39: Mikrosatelliten-Muster des Motivs chr04-ta.
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Chromosom VII, Motiv TTA

Das Bandenmuster dieses Motivs bestand bei den untergärigen Hefen durchgehend aus

maximal acht Banden, die sich in zwei Vierergruppen mit einer Größe von etwa 160

bzw. 180 Basenpaaren aufteilten.

Auffallend war hierbei, daß der einzige Unterschied innerhalb dieser Gruppe in dem

kompletten Fehlen der vier größeren Banden bestand und ansonsten keine Unterschie-

de in Größe und Anzahl der Banden auftraten.

Lediglich die obergärige Kontrollhefe DWV2 zeigte eine Positionsveränderung bei den

vier größeren Banden, so daß insgesamt nur drei Mustergruppen unterscheidbar waren

(siehe Abbildung 40 und Tabelle 16).

W34/70
W66
DWV2
DWV3
DWV4
DGV
IV

VBH9902
VBH9904
VBH9906
VBH9907
VBH9908
VBH9910
VBH9912
VBH9913
VBH9916

VBH9810
VBH9812

VBH9901

DWV3/10
DWV3/42
DWV4/10
DWV4/18
BDGH1
BDGH2
BDGH3
BDGH4
BDGH5
BDGH6
BDGH7

Abbildung 40: Mikrosatelliten-Muster des Motivs chr07-tta.
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Chromosom XIII, Motiv TTA

Das Motiv auf Chromosom XIII ergab ein sehr komplexes Muster aus bis zu neun Ban-

den mit einer Größe von etwa 260 bis 270 Basenpaaren, wodurch zwölf Gruppen bei

den 30 Proben differenziert werden konnten. Auch innerhalb der untergärigen Stämme

waren die Unterschiede in den Mustern sehr groß.

Und auch in diesem Fall war das Muster des Referenzstammes DWV2 deutlich anders

als alle Muster der untergärigen Hefen (siehe Abbildung 41 und Tabelle 16). Aufgrund

von zum Teil sehr schwachen Banden war dieses Muster allerdings auch schwierig aus-

zuwerten.

W34/70
W66
DWV2
DWV3
DWV4
DGV
IV

VBH9902
VBH9904
VBH9906
VBH9907
VBH9908
VBH9910
VBH9912
VBH9913
VBH9916

VBH9810
VBH9812

VBH9901

DWV3/10
DWV3/42
DWV4/10
DWV4/18
BDGH1
BDGH2
BDGH3
BDGH4
BDGH5
BDGH6
BDGH7

Abbildung 41: Mikrosatelliten-Muster des Motivs chr13-tta.
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Chromosom XV, Motiv TAA/TGA/TAG

Das umfangreichste Muster mit bis zu zwölf sehr deutlichen und scharfen Banden im

Größenbereich von 300 bis 350 bp erbrachte dieses Motiv. Dabei waren die Unterschie-

de in etwa ebenso groß wie bei dem Motiv von Chromosom XIII, so daß auch hier eine

ähnliche Anzahl von zehn Mustergruppen unterschieden werden konnte.

Wie bei allen anderen Motiven war auch hier die obergärige Hefe DWV2 anhand der

großen Unterschiede zu den Mustern der untergärigen Stämme direkt ansprechbar

(siehe Abbildung 42 und Tabelle 16).

W34/70
W66
DWV2
DWV3
DWV4
DGV
IV

VBH9902
VBH9904
VBH9906
VBH9907
VBH9908
VBH9910
VBH9912
VBH9913
VBH9916

VBH9810
VBH9812

VBH9901

DWV3/10
DWV3/42
DWV4/10
DWV4/18
BDGH1
BDGH2
BDGH3
BDGH4
BDGH5
BDGH6
BDGH7

Abbildung 42: Mikrosatelliten-Muster des Motivs chr15-taa.
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Bezeichnung IV VII XIII XV Gruppe

W34/70 A A A A 1
W66 B B B B 2

DWV2 C C C C 3

DWV3 A A D D 4
DWV4 A A D D 4
DGV A A D D 4

IV A A D D 4

VBH9901 D A D D 5
VBH9810 A A D D 4
VBH9812 E A E D 6
VBH9902 A A F E 7
VBH9904 A A F D 8
VBH9906 F A G D 9
VBH9907 G A H F 10
VBH9908 A A H D 11
VBH9910 G A D D 12
VBH9912 E B E D 13
VBH9913 G A H F 10
VBH9916 H A F F 14

DWV3/10 A A F D 8
DWV3/42 G A I F 15
DWV4/10 A A I D 16
DWV4/18 A A H D 11

BDGH1 A A J D 17
BDGH2 A A K D 18
BDGH3 I B L G 19
BDGH4 I B L G 19
BDGH5 A A I H 20
BDGH6 A A I I 21
BDGH7 A A I J 22

Tabelle 16: Auswertung der Mikrosatelliten-Muster von vier Loci in Betriebshefe Isolaten und Referenz-

stämmen. Jeder Buchstabe bezeichnet ein anderes Bandenmuster. Von dreißig untersuchten Proben konn-

ten anhand der vier Bandenmuster 22 in separate Gruppen aufgeschlüsselt werden.
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4.2.4.2. Analyse von Stämmen der Hefebank Weihenstephan

Zur weiteren Kontrolle der bis dahin gewonnenen Ergebnisse und einer generellen

Überprüfung der Methode wurden zusätzlich 14 Stämme der Hefebank Weihenstephan

analysiert.

Davon waren acht Bruchhefen, drei Staubhefen und drei obergärige Hefen. Die Mikro-

satelliten-Analyse mit den vier Motiven ergab eine Unterteilung in 13 Gruppen, wobei

nur zwei der obergärigen Stämme eine gemeinsame Gruppe bildeten (siehe Abbildung

43 und 44 sowie Tabelle 17).

W34/70

W66

W34/78
W44
W69
W84
W128
W159
W195

W71
W170
W68
W148
W184

W34/70

W66

W34/78
W44
W69
W84
W128
W159
W195

W71
W170
W68
W148
W184

Abbildung 43: Bandenmuster der Mikrosatelliten-Motive von Chromosom IV (oben) und VII (unten).
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W34/70

W66

W34/78
W44
W69
W84
W128
W159
W195

W71
W170
W68
W148
W184

W34/70

W66

W34/78
W44
W69
W84
W128
W159
W195

W71
W170
W68
W148
W184

Abbildung 44: Bandenmuster der Mikrosatelliten-Motive von Chromosom XIII (oben) und XV (unten).
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Bezeichnung IV VII XIII XV Gruppe

34/70 A A A A 1
34/78 B A B A 2

44 C A C B 3
69 A B D A 4
84 A A E C 5
128 D A F D 6
159 A B D B 7
195 C A D D 8

66 C B F B 9
71 C B C B 10
170 E B G E 11

68 E C H F 12
148 C D I G 13
184 C D I G 13

Tabelle 17: Differenzierung von 14 Stämmen der Hefebank Weihenstephan mit vier Mikrosatelliten-

Motiven. Eine Differenzierung von 13 Gruppen ist möglich.

4.2.4.3. Analyse von weiteren Betriebshefe-Isolaten

Neben den unter Punkt 4.2.3.1. bereits beschriebenen Betriebshefe-Isolaten wurden

weitere 30 Isolate untersucht. Diese bestanden jeweils aus zehn Klonen der Kultur

DGV, zehn aus der Kultur IV und zehn aus der Betriebshefe selbst. Die Isolate aus der

Betriebshefe wurden als DGH01 bis DGH10 bezeichnet.

Diese Analysen sollten detailliertere Aussagen über die Zusammensetzung der Be-

triebshefe ermöglichen, die durch die Verschiedenartigkeit der ersten zwanzig Isolate

(aus verschiedenen Jahren und mit Originalstämmen) nicht optimal möglich waren.

Innerhalb dieser Gruppe ließen sich insgesamt 15 Varianten unterscheiden, fünf davon

in den DGV-Isolaten, vier in den IV-Isolaten und weitere sechs in der Betriebshefe

(siehe Tabelle 18).

Die Muster waren insgesamt, trotz der gefundenen Unterschiede, sehr gleichmäßig,

d.h. sie unterschieden sich meistens lediglich durch das Vorhandensein oder Fehlen ein-

zelner Banden, anders als beispielsweise die Berliner Druckgärhefen BDGH1 bis

BDGH7, bei denen durchaus sehr verschiedenartige Muster aufgetreten sind (vgl. Ab-

bildung 42).
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Bezeichnung IV VII XIII XV Gruppe

DGV01 A A A A 1
DGV02 A A A B 2
DGV03 A A A B 2
DGV04 B A A C 3
DGV05 A B A B 4
DGV06 A A B B 5
DGV07 A A B B 5
DGV08 A A B B 5
DGV09 A A B B 5
DGV10 A A – – –

IV01 A A B D 6
IV02 A A B B 5
IV03 A A B D 6
IV04 A A B B 5
IV05 A A B B 5
IV06 A C C E 7
IV07 A A B F 8
IV08 A A B F 8
IV09 A A B F 8
IV10 A A D F 9

DGH01 A A B G 10
DGH02 A A E F 11
DGH03 A A B H 12
DGH04 A A B H 12
DGH05 A A B H 12
DGH06 A A B D 6
DGH07 A A F D 13
DGH08 A A B B 5
DGH09 B A B B 14
DGH10 B A B G 15

Tabelle 18: Auswertung der Mikrosatelliten-Muster von vier Loci in Isolaten der Stämme DGV, IV und

der Betriebshefe. Jeder Buchstabe bezeichnet ein anderes Bandenmuster. – = kein auswertbares Muster.

4.2.5. Sequenzanalysen

Eine weitere Möglichkeit, Hefestämme zu unterscheiden, ist die direkte Sequenzierung

von geeigneten DNA-Abschnitten. Da die Sequenzen der Gene als solche eher konser-

viert sind, um die Funktionen der Hefezelle aufrecht zu erhalten, sind die Bereiche, die
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zwischen codierenden Abschnitten liegen, ein besserer Ansatzpunkt, um durch Sequen-

zierung nahe miteinander verwandte Organismen unterscheiden zu können. Hierbei

werden die sogenannten ITS-Sequenzen (internal transcript spacer) häufig herangezo-

gen, da dort kein Selektionsdruck für eine Beibehaltung der Sequenz sorgt und es daher

schneller zu Veränderungen kommen kann.

Diese ITS-Sequenzen liegen zwischen Genen, die die ribosomale RNA codieren und aus

diesem Grund hochkonservierte Bereiche darstellen, da deren Funktion unmittelbar mit

der Sequenz zusammenhängt. Im Vergleich dazu steht bei “normalen” Genen der

Translationsschritt zum Protein zwischen Sequenz und Funktion. Dabei müssen durch

Redundanzen nicht alle Sequenzveränderungen zu einem anderen Protein führen. Für

die Sequenzierung einiger ausgesuchter Hefen wurden daher zwei dieser “genetischen

Abstandhalter” herangezogen, die auf den Chromosomen XIII und XV von Saccha-

romyces cerevisiae lokalisiert sind. In den folgenden Abbildungen 45 und 46 sind die

Alignments zu diesen Sequenzierungen zusammengestellt.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

                                                        
S288C   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

 DWV2   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAGTAAAGAA

W3470   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

  W66   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

DWV31   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

DWV32   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

DWV41   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

DWV42   1 GATTAGAACG TTTATTCTTA TTTCTGAGGT TTTTAATTAG CAATAAAGAA

                                    
S288C  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAAATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

 DWV2  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

W3470  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

  W66  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

DWV31  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

DWV32  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

DWV41  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

DWV42  51 GAAAAAACTG AAAGGAAAAG TCTAGATAGA AATACAGTAG TATTTCTTCA

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Abbildung 45: Alignment der Sequenzierung auf Chromosom XIII, die Sequenz des Stammes S288C

(ATCC Nummer: 204508) stammt aus der Saccharomyces Genome Database (SGD) der Stanford Univer-

sity. Primersequenzen sind unterstrichen.
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––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

S288C 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

 DWV2 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

W3470 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

  W66 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

DWV31 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

DWV32 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

DWV41 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

DWV42 101 ATTTCTCTGC TCTCCTTTCA TTTACCACAC CCATTTCAAT TTTCTTTTTA

S288C 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

 DWV2 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

W3470 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

  W66 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

DWV31 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

DWV32 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

DWV41 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

DWV42 151 TTCCATATTT ATTCAAAGGT GTTTGTTCAT ATGATGATTA TAACAAAAAC

S288C 201 AAAAG

 DWV2 201 AAAAG

W3470 201 AAAAG

  W66 201 AAAAG

DWV31 201 AAAAG

DWV32 201 AAAAG

DWV41 201 AAAAG

DWV42 201 AAAAG

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Abbildung 45: Fortsetzung
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–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

S288C   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

 DWV2   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

W3470   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

  W66   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

DWV31   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

DWV32   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

DWV41   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

DWV42   1 TGGTGTAATT TTGCTTCACT TTTCTGAATT CAAATGGAAA TAGAAGTAAA

S288C  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

 DWV2  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

W3470  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

  W66  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

DWV31  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

DWV32  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

DWV41  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

DWV42  51 AATGGGCAGA AAAGTTACCT CATGCTTTAA ATATACTCAA CTTTTCTCTA

              
S288C 101 CCGACAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

 DWV2 101 CCGACAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

W3470 101 CCGAGAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

  W66 101 CCGAGAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

DWV31 101 CCGAGAGTAG GAGCCCTAAG AGATaAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

DWV32 101 CCGAGAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

DWV41 101 CCGAGAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

DWV42 101 CCGAGAGTAG GAGCCCTAAG AGATAAAGCG AAAAATTTTC ACAGCGCGCT

S288C 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

 DWV2 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

W3470 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

  W66 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

DWV31 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

DWV32 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

DWV41 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

DWV42 151 CCTTGGTGCG GCGAGGGTAT AAAAGGCGAT TTCATTTCAA TTCTTTGAAC

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Abbildung 46: Alignment der Sequenzierung auf Chromosom XV, die Sequenz des Stammes S288C (ATCC

Nummer: 204508) stammt aus der Saccharomyces Genome Database (SGD) der Stanford University.

Primersequenzen sind unterstrichen.



4. E R G E B N I S S E 89

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

                            
S288C 201 TTACTTCATT TGCAGGATCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

 DWV2 201 TTACTTCATT TGCAGGATCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

W3470 201 TTACTTCATT TGCAGGACCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

  W66 201 TTACTTCATT TGCAGGACCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

DWV31 201 TTACTTCATT TGCAGGACCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

DWV32 201 TTACTTCATT TGCAGGACCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

DWV41 201 TTACTTCATT TGCAGGACCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

DWV42 201 TTACTTCATT TGCAGGACCC TTCAGGATAA GAAAACCATC ATTCAATAAA

S288C 251 CTGATCTTCC GGATTA

 DWV2 251 CTGATCTTCC GGATTA

W3470 251 CTGATCTTCC GGATTA

  W66 251 CTGATCTTCC GGATTA

DWV31 251 CTGATCTTCC GGATTA

DWV32 251 CTGATCTTCC GGATTA

DWV41 251 CTGATCTTCC GGATTA

DWV42 251 CTGATCTTCC GGATTA

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Abbildung 46: Fortsetzung

In den gesamten untersuchten Sequenzen ergaben sich nur sehr wenige Unterschiede.

Im Alignment von Chromosom XIII erkennt man zwei Sequenzabweichungen. Eine

charakterisiert die obergärige Kontrolle DWV2 an Position 43, die andere kennzeichnet

die Sequenz der Referenz der SGD, Stamm S288C, und liegt an Position 75. Abgesehen

von diesen beiden Basenaustauschen sind die Sequenzen von Chromosom XIII iden-

tisch.

Das Alignment der Sequenz von Chromosom XV zeigt anhand von zwei Veränderun-

gen an den Positionen 105 und 218 eine Differenzierung zwischen den untergärigen

Stämmen und der obergärigen Referenz DWV2 sowie der SGD-Sequenz. Insgesamt ist

es durch diese Sequenzierung also möglich, drei Gruppen von Hefestämmen zu

definieren, wobei der Referenzstamm S288C, dessen Sequenz in der SGD abgelegt ist,

der obergärige Kontrollstamm DWV2 und die untergärigen Stämme jeweils eine

Gruppe bilden. Durch die zusätzlichen Sequenzabweichungen bei Chromosom XV

kann man zudem sagen, daß die untergärigen Stämme genetisch weiter von den bei-

den anderen Stämmen abweichen als diese untereinander.
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4.2.6. Hefedifferenzierung mit der AFLP

Bei der Amplified Fragment Length Polymorphism-Methode wird die genomische

DNA zunächst mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten (in diesem Fall

EcoRI und MseI), wobei eines häufig schneidet (MseI hat eine vier Basen lange Erken-

nungssequenz) und das andere seltener (EcoRI erkennt ein Motiv aus sechs Basen). Der

nächste Schritt besteht darin, die Fragmente mit sogenannten Adaptern zu versehen,

kurzen Abschnitten doppelsträngiger DNA, die genau an die Restriktionsschnittstellen

passen.

Diese werden mittels einer Ligase kovalent an die Fragmente gebunden. In einer an-

schließenden PCR, bei denen die Primer sich an die Adapter anlagern, werden nur die

Fragmente amplifiziert, die zwischen einer EcoRI- und einer MseI-Erkennungssequenz

liegen. Aus dieser Grundmenge werden in einer zweiten, spezifischen PCR nur eine

Auswahl von Fragmenten amplifiziert. Dies geschieht durch den Einsatz von selektiven

Primern, die durch ein bis drei zusätzliche Nukleotide verlängert sind.

Je nach Genomgröße wählt man mehr oder weniger dieser zusätzlichen Nukleotide.

Für die Analyse des Hefegenoms haben sich drei selektive Nukleotide (eines am EcoRI-

Primer, zwei am MseI-Primer) als geeignet erwiesen. Für den Mse Primer wurden die

Nukleotidkombinationen –A/N und –G/N verwendet.

4.2.6.1. Analyse ausgewählter Betriebshefeisolate und Referenzstämme

Zunächst wurde mit dieser Methode eine Auswahl der Betriebshefe-Isolate und die

Stämme der Firma Doemens zusammen mit einigen Referenzstämmen analysiert. Die

Auswertung der sehr umfangreichen AFLP-Muster von 32 verschiedenen Primerkom-

binationen ergab eine sehr deutliche Unterscheidung des obergärigen Kontrollstammes

DWV2 von den untergärigen Stämmen. Innerhalb dieser waren die Referenzen

W34/70 und W66 sowohl untereinander als auch zu den Betriebshefe-Isolaten deutlich

abzugrenzen (siehe Tabelle 19).

Die Betriebshefe-Isolate zeigten untereinander in den meisten Fällen ein sehr homoge-

nes Bild, lediglich bei einigen Kombinationen mit dem EcoRI+C-Primer waren einige

Unterschiede zu erkennen, so daß zunächst neben den drei Referenzen vier Gruppen

innerhalb der Betriebshefe unterschieden werden konnten (siehe Tabelle 19). Allerdings

beziehen sich die Unterschiede innerhalb der Betriebshefe auf lediglich vier Primer-

kombinationen (siehe Abbildung 47). Die vollständigen Bandenmuster sind im Anhang

unter Punkt 8.2. dargestellt.
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C/AT

C/AT

C/AG

C/GA

G/GA

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10

Abbildung 47: Musterunterschiede innerhalb der Betriebshefen bei der AFLP-Analyse mit 32 Primer-

kombinationen. Rechts sind die Kombinationen der EcoRI/MseI-Primer angegeben. 1 = W34/70, 2 = W66,

3 = DWV2, 4 = DWV3, 5 = DWV4, 6 = DGV, 7 = IV, 8 = VBH9901, 9 = VBH9810, 10 = VBH9812.

4.2.6.2. Kontrolle der AFLP durch Analyse von Hefebank-Stämmen

Um die Differenzierungsmöglichkeiten der AFLP innerhalb der Brauhefen besser ein-

schätzen zu können, wurden neben den Referenzen W34/70 und W66 noch zwölf wei-

tere Stämme der Hefebank Weihenstephan untersucht.

Bei diesen Analysen wurden vierzehn Primerkombinationen verwendet, die bei der

ersten Versuchsserie (siehe Punkt 4.2.6.1.) bereits ein gut auswertbares Muster mit sehr

vielen Unterschieden produziert haben.

Von diesen Hefen waren acht untergärige Bruchhefen (W34/70, W34/78, W44, W69,

W84, W128, W159 und W195), drei untergärige Staubhefen (W66, W71 und W170) und

drei obergärige Hefen (W68, W148 und W184), davon eine Weißbierhefe (W68).
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Stamm 34/70 66 DWV2 DWV3 DWV4 DGV IV VBH
9901

VBH
9810

VBH
9812

A/AA A A B A A A A A A A
A/AC A A B A A A A A A A
A/AG A A B A A A A A A A
A/AT A A B A A A A A A A
A/GA A B C A A A A A A A
A/GC A B C D D D D D D D
A/GG A A B A A A A A A A
A/GT A B C B B B B B B B
C/AA A B C D D D D D D D
C/AC A A B A A A A A A A
C/AG A A B A A A A C A A
C/AT A A B A C A A C D D
C/GA A A B A A A A A C C
C/GC A A B A A A A A A A
C/GG A A B A A A A A A A
C/GT A B C D D D D D D D
G/AA A A B A A A A A A A
G/AC A B C A A A A A A A
G/AG A B C D D D D D D D
G/AT A B C A A A A A A A
G/GA A B C A A A A A D D
G/GC A B C B B B B B B B
G/GG A A B A A A A A A A
G/GT A B C A A A A A A A
T/AA A A B A A A A A A A
T/AC A B C B B B B B B B
T/AG A B C A A A A A A A
T/AT A B C A A A A A A A
T/GA A B C A A A A A A A
T/GC A B C D D D D D D D
T/GG A A B A A A A A A A
T/GT A B C A A A A A A A

Gruppe 1 2 3 4 5 4 4 6 7 7

Tabelle 19: Die Musteraufschlüsselung der AFLP-Analyse von Betriebshefe-Isolaten und Referenzen

ergibt insgesamt sieben Mustergruppen. Jedem neuen Muster innerhalb einer Primerkombination wurde

dabei ein neuer Buchstabe zugeordnet.
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Mit der AFLP konnten alle untergärigen Hefen voneinander unterschieden werden, bei

den obergärigen Stämmen waren zwei (W148 und W184) absolut identisch (siehe Ta-

belle 20). Die vollständigen Bandenmuster sind im Anhang unter Punkt 8.2. dargestellt.

Stamm 34/70 34/78 44 69 84 128 159 195 66 71 170 68 148 184

A/AG A A B C A – A A A – D E F F
A/AT A B A A A A A A A C D E F F
A/CG A A B A A A A A A A B C D D
A/GT A A A A A A A A A A B C D D
C/AG A B A A A A A B A B C D E E
C/AT A B C D B B B D – E F G H H
C/GA A B C A – A A D A E F G H H
G/AG A A B A B A A A B B C D E E
G/AT A B C A A C A A A D E F G G
G/GT A – B A A A A A C D E F G G
T/AA A B C A A D A B A A E F G G
T/AG A A B A A A A C A D E F G G
T/AT A A B – A A A A A C D E F F
T/GA A B A A A A A A A C D E F F

Gruppe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 13

Tabelle 20: Die AFLP-Muster von 14 Stämmen der Hefebank Weihenstephan erlauben eine Aufgliede-

rung in 13 Mustergruppen. Jedem neuen Muster innerhalb einer Primerkombination wurde dabei ein neuer

Buchstabe zugeordnet. – = nicht auswertbares Muster.

4.2.6.3. Analyse von weiteren Betriebshefe-Isolaten

Um einen besseren Einblick in die Beschaffenheit der Betriebshefe zu bekommen, wur-

den zwanzig Isolate (bezeichnet mit VBH0101 bis VBH0120) neu aus der Betriebshefe

vereinzelt und analysiert, wobei zwölf verschiedene Primerkombinationen zum Einsatz

kamen. Parallel dazu wurden die acht Bruchhefen der Hefebank Weihenstephan erneut

getestet, um die Reproduzierbarkeit der Methode beurteilen zu können und einen di-

rekten Vergleich mit den Betriebshefe-Isolaten zu bekommen.

Abbildung 48 (Seite 94): AFLP-Musterunterschiede bei untergärigen Kontrollstämmen (Nr. 1 bis 8) und

zwanzig Betriebshefe-Isolaten (Nr. 9 bis 28). Auf der rechten Seite sind die entsprechenden Primerkom-

binationen angegeben. Die Reihenfolge der Proben entspricht der in Tabelle 21.
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1     2   3    4     5     6    7     8     9   10  11  12  13 14  15 16  17  18 19  20  21  22   23   24  25   26  27  28

A/AT

C/AG

C/AT

C/AT

C/GA

G/AG

G/AT

T/AA

T/AG

T/AT

T/GA
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Stamm A/AG A/AT C/AG C/AT C/GA G/AG G/AT G/GT T/AA T/AG T/AT T/GA Gruppe

W34/70 A A A A A A A A A A A – 1

W34/78 B B A B B A B B A A A A 2

W44 C C A C C B A C B B A A 3

W69 D A A C A A A A A A A A 4

W84 C A A C A B A A A A A A 5

W128 C A A C D A A A C A A A 6

W159 D A A C A C C A D A A B 7

W195 C A A C A A A A A C A A 8

VBH0101 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0102 C A A D A A – A C A B A 10

VBH0103 C A A D A D A A C A A A 11

VBH0104 C A A D A A A A C A B A 10

VBH0105 C A A D A A A A – A A A 9

VBH0106 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0107 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0108 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0109 C A A D E A D A C A A B 12

VBH0110 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0111 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0112 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0113 – D B E F A E A E D C C 13

VBH0114 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0115 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0116 C A A D F A A A C A A A 14

VBH0117 – A A F A D A A C A A A 15

VBH0118 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0119 C A A D A A A A C A A A 9

VBH0120 – A A D A A A A C A A A 9

Muster 3 4 2 6 6 4 5 3 5 4 3 3 48

Tabelle 21: Die Musteraufschlüsselung der AFLP-Analyse von zwanzig Betriebshefe Isolaten und acht

Referenzen ergibt insgesamt 15 Mustergruppen. Jedem neuen Muster innerhalb einer Primerkombination

wurde dabei ein neuer Buchstabe zugeordnet.  – = nicht auswertbares Muster.
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Insgesamt konnte die Unterscheidung der acht Bruchhefen aus dem ersten Versuch

(vgl. Punkt 4.2.6.2.) bestätigt werden, wenn auch die Muster nicht vollständig miteinan-

der übereinstimmten und manche der anfangs zur Unterscheidung geeigneten Banden

nicht wieder aufgetreten sind (siehe Abbildung 48 und Tabelle 21).

Bei den Betriebshefe-Isolaten VBH0101 bis VBH0120 zeigten sich sieben verschiedene

Mustergruppen, wobei der vorherrschende Typus (Muster 9) etwa zwei Drittel (13 Pro-

ben) der Hefen ausmachte. Ein Typ (Muster 10) war mit zwei Proben detektierbar, der

Rest (Muster 11 bis 15) mit je einer Probe (siehe Tabelle 21).

Die Muster 10, 11 und 14 unterschieden sich dabei nur sehr wenig vom Muster 9, wäh-

rend die übrigen drei Typen größere Differenzen zum vorherrschenden Muster auf-

wiesen. Die vollständigen Bandenmuster sind im Anhang unter Punkt 8.2. dargestellt.
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5. Diskussion
Die Qualität eines Bieres hängt, neben vielen anderen Faktoren, wesentlich von der in

der Gärung eingesetzten Hefe ab (Donhauser 1995). Vor allem im Hinblick auf die Si-

cherung einer gleichbleibend hohen Qualität ist es im Interesse der Brauerei, den einge-

setzten Hefestamm identifizieren und charakterisieren zu können. Während die phy-

siologische Charakterisierung von Brauhefen schon seit längerer Zeit durch verschie-

dene Methoden möglich ist, war eine eindeutige Stammdifferenzierung auf der Basis

genetischer Eigenschaften, insbesondere bei den sehr einheitlichen untergärigen Hefen,

bisher nur schwer erreichbar.

Neben einer Analyse der wichtigsten physiologischen Eigenschaften einer Betriebshefe

wurde im Rahmen dieser Arbeit auch nach einer zuverlässigen Methode gesucht, He-

festämme auf der Basis ihrer genetischen Konstitution eindeutig bestimmen zu können.

Hier stand insbesondere die Frage im Raum, aus wie vielen Stämmen sich die in der

betrachteten Brauerei verwendete Hefe tatsächlich zusammensetzt und wie sie sich un-

terscheiden lassen. Um diese Fragen beantworten zu können, wurden mehrere Isolate

aus der Betriebshefe zusammen mit einer Reihe von Referenzstämmen sowohl phy-

siologisch als auch genetisch analysiert.

5.1. Physiologische Charakterisierung

Zunächst wurden die physiologischen Eigenschaften von zwei Isolaten aus der Be-

triebshefe (VBH9810 und VBH9812) im Vergleich zu zwei Referenzstämmen aus der

Hefebank Weihenstephan untersucht. Dabei lag der Analysenschwerpunkt auf der Be-

stimmung von Gärungsnebenprodukten, da aufgrund eines dafür zur Verfügung ste-

henden Headspace-Gaschromatographen eine Vielzahl von Substanzen parallel analy-

siert werden konnte (Mändl et al. 1974, Mändl et al. 1975, Narziß et al. 1982). Daneben

wurden die Entwicklung der Zellzahl, weitere Wachstumsparameter und der Verlauf

des pH-Wertes in einer Reihe von Probevergärungen untersucht.

Als Ergebnis dieser Analysen zeigten sich zwischen den beiden Isolaten einige deutliche

Abweichungen bei den Gärungseigenschaften, während die Parameter Hefezellzahl,

Lebendzellanteil und mittleres Zellvolumen im Verlauf einer Gärung sehr weit überein-

stimmten. Noch größer waren allerdings die Unterschiede im Vergleich zu den als Re-

ferenzen mitgetesteten Stämmen W34/70 und W66 der Hefebank Weihenstephan. So

war zunächst die pH-Absenkung stärker als bei den beiden Kontrollstämmen, wobei

VBH9810 die größte pH-Absenkung verursachte. Bei den Gärungsnebenprodukten

zeigte sich ein sehr vielfältiges Bild.
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Die Betriebshefen produzierten unter den gewählten Bedingungen größere Mengen

von 1-Propanol, 2-Methyl-1-propanol, 2,3-Butandion (Diacetyl) und 2,3-Pentandion als

die Vergleichshefen. Umgekehrt war die Situation bei den Substanzen Ethylacetat, 2-

Methyl-1-butanol, Ethylbutyrat, Ethylhexanoat und Isoamylacetat. Kaum Unterschiede

oder indifferentes Verhalten hingegen war beim Acetaldehyd, Ethylpropionat und 3-

Methyl-1-butanol zu beobachten. Auch zwischen den beiden Isolaten waren teilweise

größere Abweichungen zu verzeichnen, die über die festgestellten Schwankungen bei

den dreifach durchgeführten Analysen hinausgingen. Beispiele hierfür sind das 1-

Propanol, Ethylhexanoat und Pentandion. Tabelle 22 zeigt eine Übersicht der Gärungs-

profile in Relation zum Stamm W34/70.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Parameter W34/70 W66 VBH9810 VBH9812

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

pH-Absenkung o o + + +

1-Propanol o o + + +

2-Methyl-1-propanol o o + + + +

2-Methyl-1-butanol o o – – –

3-Methyl-1-butanol o o o o

Ethylacetat o o – – – –

Ethylpropionat o o + –

Ethylbutyrat o + – – – –

Ethylhexanoat o + – – –

Isoamylacetat o o – – – –

Isobutylacetat o o – – –

2,3-Butandion o o + + + +

2,3-Pentandion o o + + +

Acetaldehyd o o o o

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 22: Profile der pH-Veränderung und der Gärungsnebenprodukte  (halbquantitative Auswertung)

relativ zu W34/70 als Referenz. o = Referenzwert (W34/70), + = mehr, + + = viel mehr, – = weniger, – –

= viel weniger

Insgesamt setzen sich die beiden Betriebshefe-Isolate deutlich von den Referenzstäm-

men W34/70 und W66 ab. Die Abweichungen der beiden Isolate untereinander sind im

Verhältnis dazu geringer. So kann man insgesamt von einem, im Vergleich zu den ein-

gesetzten Kontrollen, eigenständigen Profil von Gärungsnebenprodukten sprechen,
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das die Betriebshefe auszeichnet. Hinzu kommt noch die verhältnismäßig starke pH-

Absenkung, die die Betriebshefe verursacht. Es zeigte sich bei diesen Untersuchungen

aber auch, daß die Schwankungen der gebildeten Substanzmengen teilweise sehr groß

sind. Dies tritt insbesondere dann auf, wenn es sich um nur im Spurenbereich vorhan-

dene Stoffe handelt, wie z.B. Dimethylsulfid und Isobutylacetat. Doch auch der sehr ho-

he Gehalt an vicinalen Diketonen zeigte größere Abweichungen in den Mehrfachbe-

stimmungen.

In diesen Fällen war teilweise kaum eine Entwicklung in der Konzentration über den

Verlauf der Gärung auszumachen, so daß eine Interpretation dieser Ergebnisse hin-

sichtlich der Charakteristik des Stammes nicht sinnvoll ist. Denn während der Einfluß

des Hefestammes auf die Zusammensetzung und Menge der Gärungsnebenprodukte

unbestritten ist (Wellhoener 1966, Mändl et al. 1974, Geiger und Piendl 1975, Geiger und

Piendl 1976, Narziß et al. 1983a, Narziß et al. 1983b, Narziß et al. 1984), zeigen sich auch

viele andere Einflußgrößen. Dazu gehören Parameter wie Temperatur und Druck

(Miedaner et al. 1974), der Rohstoff Gerste (Narziß und Miedaner 1970a) und dessen

Verarbeitung (Narziß und Miedaner 1970b), was sich wesentlich auf die Zusammenset-

zung der Würze auswirkt. Die Belüftung und die Menge der Hefegabe (Mändl et al.

1974, Anderson und Kirsop 1975a, Anderson und Kirsop 1975b, Geiger und Piendl 1975,

Geiger und Piendl 1976) beeinflussen die Gärungsnebenprodukte ebenfalls. Bei Versu-

chen mit Pilotanlagen konnte zudem eine Beeinflussung durch das Rühren der Würze

festgestellt werden (Sendra et al. 1994).

Durch Untersuchungen von Äyräpää (1968) konnte gezeigt werden, daß die Bildung

von höheren Alkoholen durch verschiedene Hefestämme von der Verfügbarkeit von

Aminosäuren im Medium abhängig ist. In zweiter Linie waren Temperatureinflüsse,

insbesondere bei Stickstofflimitierung, zu beobachten (Äyräpää 1970). So spielt vor al-

lem die Würze als Wachstumsmedium eine sehr wesentliche Rolle, denn dieses Medium

hat keine definierte Zusammensetzung, sondern variiert stark, abhängig von den Roh-

stoffen, dem Sudverfahren und natürlich der jeweiligen Rezeptur einer Brauerei. Insbe-

sondere der Gehalt an Spurenelementen wie Zink und Mangan (Wagner et al. 1983,

McLaren et al. 1999) hat eines sehr starken Einfluß auf das Wachstum der Hefe.

Daher kann man die physiologischen Eigenschaften eines Hefestammes nicht generali-

sieren, sondern kann sie nur vor dem Hintergrund der gewählten Bedingungen inter-

pretieren und daraus gewisse Tendenzen ableiten. Ein standardisiertes System zur Cha-

rakterisierung der Gärungseigenschaften von Hefestämmen müßte daher neben fest-

gelegten physikalischen Parametern und der Form und Größe der Gefäße auch auf ei-
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nem definierten, sprich künstlichen Medium aufbauen, was aber wiederum die Beson-

derheiten der Würze unberücksichtigt läßt.

Aber auch ein definiertes Modellsystem kann beim Vergleich verschiedener Hefen kei-

ne allgemeingültigen Aussagen erbringen, da die Gärverfahren in den Brauereien wie-

derum völlig andere Bedingungen für die Hefen schaffen, die sich natürlich sehr unter-

schiedlich auf deren Gärungsverhalten auswirken würden. Durch diese Problematik

werden wahrscheinlich immer nur begrenzte, auf einer bestimmten Fragestellung ba-

sierende Analysen möglich sein.

Andere Eigenschaften der Hefe sind dennoch auch allgemeingültiger zu erfassen. Zu

diesen Eigenschaften gehört die Fähigkeit der Hefe, sich am Ende der Gärung zu Flok-

ken zusammenzuschließen und auf den Boden des Gärgefäßes abzusinken, die soge-

nannte Bruchbildung oder Flockulation (Helm et al. 1952, González et al. 1996, Soares

1997, D'Hautcourt und Smart 1999). Dieser Parameter wurde bei den in den Gärungs-

versuchen eingesetzten Isolate zusammen mit neu gewonnenen Klonen und weiteren

Referenzstämmen untersucht. Die in den Gärungsversuchen zunächst gemachte Beob-

achtung, daß es sich bei dem Isolat VBH9812 um eine bruchbildende Hefe handelt,

während VBH9810 eine Staubhefe ist, konnte durch den später durchgeführten Helm-

test allerdings nicht verifiziert werden. Hierbei zeigten beide Isolate einheitlich ein

Staubhefe-Verhalten.

Die beiden direkt aus der Stammhaltung von Doemens zur Verfügung gestellten, ori-

ginalen Betriebshefe-Stämme DWV3 und DWV4 sowie die später zusätzlich analysier-

ten Proben DGV (entspricht DWV3) und IV (entspricht DWV4) waren jedoch eindeutig

als Bruchhefen charakterisierbar. Innerhalb der im Jahr 1999 gewonnenen Betriebshefe-

Isolate traten beide Phänotypen auf, wobei die meisten als Staubhefe charakterisiert

werden konnten. Dieses Phänomen ließ zunächst zwei mögliche Schlußfolgerungen zu,

nämlich eine nicht einheitliche Hefekultur, in der beide Typen auftraten, oder eine hin-

sichtlich dieser Eigenschaft instabile Hefe, die sich im Verlauf der Zeit (wahrscheinlich

verstärkt durch die Isolierung von Einzelkolonien und deren Stammhaltung auf Agar-

platten) verändert.

Die Ergebnisse eines Tests zur Verwertung von verschiedenen Zuckern mit Hilfe des

API-Systems fügten sich ebenfalls in dieses Bild. Während die meisten Hefen, auch die

untergärigen Referenzstämme, hier sehr einheitliche Profile ergaben, waren innerhalb

der Betriebshefe-Isolate einige, die sehr langsam wuchsen und nur wenige Zucker ver-

werten konnten. Zu diesen gehörten auch die beiden für die Gärungsversuche einge-

setzten Isolate VBH9810 und VBH9812. Die hiermit durch ein stark vermindertes
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Wachstum charakterisierten Stämme zeigen auch bei der Kultivierung auf Festmedium

bei gleichem Alter eine deutlich verringerte Koloniegröße (siehe Abbildung 49). Auf der

Basis der bis hierher gefundenen Ergebnisse konnte insgesamt noch keine schlüssige

Aussage zur Zusammensetzung der Betriebshefe gemacht werden. Die ursprünglichen

Kulturen waren Bruchhefen, Isolate der Betriebshefe vergoren unterschiedlich zu be-

kannten Referenzstämmen und verloren wahrscheinlich relativ leicht ihr Bruchbil-

dungsvermögen. Eine weitere Analyse dieses Phänomens war nun allein mit physiolo-

gischen Methoden nicht mehr zu leisten.

5.2. Genetische Differenzierung von Betriebshefe-Isolaten und Referenzstämmen

Durch die zu Beginn eingesetzte Pulsfeld-Gelelektrophorese konnten zunächst eine

Reihe von Isolaten der Betriebshefe in zwei Gruppen unterscheiden werden. In einer

späteren Wiederholung dieser Untersuchung, war es aber auch mit variierenden Lauf-

parametern nicht möglich, diese Unterschiede zu reproduzieren. Hinzu kommt, daß

diese Methode nur eine relativ grobe Unterscheidung anhand der Chromosomengröße

ermöglicht und viele weitere genetische Variationsmöglichkeiten unberücksichtigt läßt.

Als weitere Möglichkeit wurde daher die Restriktionsfragment-Längenpolymorphis-

men-Analyse (RFLP) näher betrachtet und zunächst eine Reihe von Restriktionsenzy-

men auf ihre Eignung getestet. Prinzipiell eignen sich eine große Anzahl dieser Endo-

nukleasen für diesen Zweck. Allerdings ist die Auftrennung der so gewonnenen Frag-

mente im Agarosegel im Normalfall der Schwachpunkt dieser Methode. Aus diesem

Grund müssen die Enzyme gut auswertbare Muster liefern können. So blieben von 15

getesteten Endonukleasen schließlich nur zwei übrig, deren Muster in einem Agarose-

gel ausreichend komplex für eine Differenzierung waren und zufriedenstellend ausge-

wertet werden konnten.

Insbesondere das Enzym SmaI zeigte ein relativ klares und komplexes Muster und

deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Betriebshefe-Isolaten. Sehr augenfällig

war, daß es sich bei den Isolaten, deren Muster deutlich von dem der Referenzstämme

abwich, auch um diejenigen handelte, die Defizite in der Zuckerverwertung und ein

retardiertes Wachstum hatten. So war durch diese Ergebnisse ein erster Hinweis auf

einen Zusammenhang dieser Phänomene gegeben. Dieser wurde durch eine anschlie-

ßende Hybridisierung von durch Restriktionsenzyme geschnittener DNA mit genomi-

schen DNA-Sonden weiter konkretisiert. Obwohl sich die Restriktionsmuster bei eini-

gen Enzymen sehr stark unterschieden, konnten keine Abweichungen bei den Hybridi-

sierungen innerhalb der Betriebshefe-Stämme ausgemacht werden, auch wenn hier

verschiedene Restriktionsenzyme zum Einsatz kamen. Lediglich Unterschiede zu den
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Referenzstämmen waren hierdurch erkennbar. Dieses Ergebnis legt die Vermutung

nahe, daß die Unterschiede in den Restriktionsmustern nicht auf Veränderungen der

Chromosomen, sondern auf Aberrationen extrachromosomaler, sprich mitochondria-

ler DNA beruhten.

Diese These wird auch durch einen Vergleich der rechnerischen Fragmentzahl einer

Restriktion zu der Zahl an erkennbaren Banden im Agarosegel unterstützt. Das Genom

von Saccharomyces cerevisiae ist so groß, daß die immense Anzahl einzelner Fragmente,

die bei einer Restriktion entstehen, nicht mehr in einem einfachen Agarosegel aufge-

trennt werden können. Hinzu kommt, daß bei einer gegebenen DNA-Menge das Ver-

hältnis von Fragmenten einer Größe zu der Gesamtzahl an Fragmenten sehr gering ist

und so die Ausprägung dezidierter Banden erschwert wird. Man erhält stattdessen ei-

nen durchgehenden, schwachen “Fragmentschleier” im Gel, aus dem nur die DNA-

Abschnitte als erkennbare Banden hervorstechen, die in sehr großer Anzahl vorliegen.

Einen weiteren Hinweis auf Veränderungen in der mitochondrialen DNA ergab der

Test von vier Mikrosatelliten-Sequenzen in der mitochondrialen DNA. Bei den Isolaten

mit abweichendem RFLP-Muster waren keine PCR-Produkte nachweisbar, wobei die

übrigen Proben hier Banden im Gel zeigten.

Da die im Agarosegel sichtbaren Banden mit hoher Wahrscheinlichkeit aus mitochon-

drialer DNA bestanden und daher für eine Differenzierung wenig geeignet waren,

mußte ein Weg gefunden werden, Fragmente der genomischen DNA sichtbar zu ma-

chen. Eine Methode, die dies ermöglicht, ist die Hybridisierung der elektrophoretisch

aufgetrennten DNA mit genomischen DNA-Sonden. Dazu wird die DNA auf eine spe-

zielle Membran übertragen (Southern-Blotting) und die Sonde an die homologen Se-

quenzen der Restriktionsfragmente gebunden. Mittels immunologischer Nachweisme-

thoden kann anschließend die Position der Sonde auf der Membran sichtbar gemacht

werden.

Die Wahl einer geeigneten Sonde fiel auf das Ty1-15-Transposon, da Transposons zu-

meist häufiger in einem Genom auftreten und damit die Wahrscheinlichkeit ansteigt,

viele Fragmente sichtbar zu machen und dadurch feinere Unterscheidungen zu ermög-

lichen. Durch die Hybridisierung von EcoRI und CfoI-behandelter DNA mit diesen Son-

den konnte allerdings, außer dem obergärigen Kontrollstamm DWV2 und der untergä-

rigen Referenz W66, keiner der untersuchten Stämme und Betriebshefe-Isolate vonein-

ander differenziert werden.

Diese Methode ist somit sehr wahrscheinlich für eine Stammdifferenzierung zu “grob”,

obwohl natürlich nicht ausgeschlossen werden kann, daß einige Stämme mit bestimm-

ten Restriktionsenzymen und eventuell anderen DNA-Sonden doch unterscheidbar
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sind. Allerdings ist hierbei die Suche nach geeigneten Kombinationen sehr aufwendig.

Es zeigt sich aber auch, daß die deutlichen Unterschiede in den RFLP-Mustern sich nicht

in der Organisation der genomischen DNA niederschlagen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen der Hefen deuten damit

auf eine weitgehende “Umorganisation” der mitochondrialen DNA in einigen der

Stämme bzw. Isolate hin. Zunächst ist die große Abweichung der RFLP-Muster mit

dem Restriktionsenzym SmaI bei einigen Stämmen überraschend. Die sehr deutlichen

Restriktionsmuster dieses Enzyms deuten auf eine vielfach vorliegende DNA-Sequenz

hin, wie sie in den Mitochondrien vorkommt. Vergleicht man die Restriktionen mit

Hybridisierungen mit einer genomischen Sonde (Ty1-15-Transposon), so findet man

dort ein sehr homogenes Bandenmuster, das diese Veränderung nicht wiedergibt sowie

einen großen Unterschied in der Bandenverteilung. Während die RFLP-Banden mit

SmaI relativ gleichmäßig im Größenspektrum verteilt sind, kommen nur sehr große

Hybridisierungs-Banden vor. Weitere Beobachtungen unterstützen diese These zusätz-

lich: Alle Hefen mit dem stark abweichenden SmaI-Muster zeigen nur noch ein sehr

schwaches aerobes Wachstum (siehe Abbildung 49). Weiterhin zeigen diese Stämme bei

einer PCR-Analyse mit mitochondrialen Primern, daß die zu erwartenden Banden feh-

len.

Abbildung 49: Wuchsbilder einiger Hefestämme auf YPG-Medium. Alle Ausstriche sind gleich alt.

V.l.n.r.: obere Reihe: W34/70, W66, DWV2, mittlere Reihe: VBH9810, VBH9812, VBH9913, untere

Reihe: DGV, IV, DWV5. Deutlich ist die geringere Koloniegröße bei den Stämmen in der mittleren

Reihe zu erkennen.
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Der instabile Charakter der mitochondrialen DNA bei einigen Hefestämmen ist auch

aus anderen Untersuchungen bekannt (Watari et al. 2000). Zudem scheint die Gegen-

wart von Ethanol einen negativen Einfluß auf die langfristige Stabilität der mtDNA zu

haben (Ibeas und Jiminez 1997). In diesem Phänomen könnte eine Erklärung für den

veränderlichen Charakter der Betriebshefe-Isolate zu finden sein.

Als eine weitere Möglichkeit, nahe miteinander verwandte Hefetypen voneinander un-

terscheiden zu können, wurde die Sequenzierung von intergenischen DNA-Abschnitten

getestet. Zu diesem Zweck wurde willkürlich ein Bereich zwischen zwei Leserahmen

(ORFs) auf Chromosom XIII und Chromosom XV ausgewählt. In den meisten Fällen

wird für solche Zwecke allerdings die sehr variable Sequenz der ITS-Sequenzen zwi-

schen rRNA-Genen herangezogen. Zu dem Zeitpunkt war eine solche Analyse jedoch

bereits durch einen externen Dienstleister durchgeführt worden, so daß diese alternati-

ve Möglichkeit zusätzlich getestet werden sollte.

Diese Sequenzierung von zwei intergenischen DNA-Abschnitten bei vier Isolaten der

Stämme DWV3 und DWV4 der Firma Doemens und den Referenzen W34/70, W66 und

DWV2 zeigte dabei eine sehr große Ähnlichkeit der Hefestämme untereinander. Hier-

durch konnten nur die Kontrollen DWV2 (obergärige Hefe) und die bei der SGD hin-

terlegte Sequenz des Stammes S288C von den untergärigen Betriebshefe-Isolaten un-

terschieden werden.

5.3. Externe Analysen der Betriebshefe

Um noch besser abgesicherte Aussagen zur Identität der Hefen treffen zu können,

wurden zusätzliche genetische Analysen der Betriebshefe durch eine externe Stelle

durchgeführt. Zunächst erfolgte eine Untersuchung der Stämme DWV1 bis DWV5 mit

Hilfe von PFGE, RAPD-PCR, rDNA-ITS-Sequenzanalyse sowie einer Mikrosatellit-

Längen-Polymorphismen (MLP)-Typisierung. Mit Hilfe dieser vier Methoden konnten

die Stämme in vier bis fünf Gruppen aufgeteilt werden. Die RAPD-PCR mit sechs ver-

schiedenen Primerpaaren erlaubte lediglich eine Unterteilung in obergärige und unter-

gärige Stämme.

Durch die PFGE konnten die untergärigen Stämme weiter aufgeschlüsselt werden, wo-

bei sich DWV1 als eigene Gruppe von den übrigen drei Stämmen unterschied. Durch

die Sequenzierung eines 1,3 kb großen Abschnittes von ITS-Sequenzen der rDNA

konnte der Referenzstamm der SGD sowie der obergärige Stamm DWV2 deutlich

durch das Fehlen von bis zu sieben Basen in einem Poly-T-Stretch sowie der untergäri-

ge Stamm DWV4 anhand eines einzigen fehlenden Nukleotids im selben Poly-T-Stretch

differenziert werden. Letzteres ist aber aufgrund des extrem geringen Unterschieds
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und wegen möglicher Sequenzierungsfehler kein verläßliches Differenzierungsmerk-

mal. Daneben treten an Unterschieden nur ein weiteres fehlendes Thymidin, das die

untersuchten Stämme von der SGD-Sequenz unterscheidet sowie eine Transversion

(Thymidin anstelle eines Cytidin), die den Stamm DWV2 kennzeichnet, auf (Daten nicht

gezeigt). Alle anderen untersuchten Stämme waren identisch. Die Mikrosatelliten-

Analyse erlaubte schließlich eine Division in drei Gruppen, wobei die Stämme DWV3

und DWV4 das gleiche Muster wie der Stamm DGV der Firma Doemens aufwiesen. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 23 zusammengefaßt.

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Methode DWV1 DWV2 DWV3 DWV4 DWV5

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

PFGE A B A A C

RAPD-PCR A B A A A

rDNA-ITS-Sequenzierung A B A C A

MLP A B C C A

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Tabelle 23: Differenzierung der Stämme von der Firma Doemens mit vier molekulargenetischen Metho-

den. Die Buchstaben bezeichnen die drei unterschiedlichen Gruppen.

Zur Kontrolle der Eigenisolate mit den abweichenden Restriktionsmustern wurden da-

nach auch eine Auswahl der Eigenisolate auf gleichem Weg durch die rDNA Sequenzie-

rung und die Mikrosatelliten-Analyse untersucht. Dadurch sollte zusätzlich ausgeschlos-

sen werden, daß es sich bei diesen Isolaten, insbesondere denen mit dem abweichenden

RFLP-Bandenmuster, um versehentlich eingetragene Fremdhefen handelt.

Die Sequenzierung erbrachte zunächst die Gewißheit, daß es sich um untergärige Kul-

turhefen handelte. Diese konnten durch die Mikrosatelliten-Längen-Polymorphismen

genauer differenziert werden. Dabei zeigten VBH9810 und VBH9812 ein identisches

Muster und konnten noch dazu den “Elternstämmen”, also den Stämmen DGV und IV

der Firma Doemens zugeordnet werden. Die drei Betriebshefe-Isolate VBH9901,

VBH9907 und VBH9913 fielen in eine neue, bisher unbekannte Gruppe.

Zusammen mit diesen Ergebnissen konnte zunächst die Vermutung verifiziert werden,

daß es sich bei der untersuchten Betriebshefe wahrscheinlich nur um einen einzigen

Stamm handelt, der verstärkt zu Mutationen in der mitochondrialen DNA neigt. Dieses

Phänomen wurde auch von Piskur et al. (1998) beschrieben. So kann unter anderem
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Alkohol (Ibeas und Jiminez 1997) sowie eine Reihe anderer Agenzien (Ferguson und

von Borstel 1992) sogenannte “petite”-Mutationen in Saccharomyces cerevisiae hervorru-

fen, deren respirativer Stoffwechsel nicht mehr funktioniert. Die durch Ethanol verur-

sachten Mutationen gehen dabei auf eine Schädigung der Mitochondrienmembranen

zurück (Ingram und Buttke 1984, Querol et al. 1992) und beeinflussen nicht direkt die

DNA (Ristow et al. 1995).

Eine weitere Mikrosatelliten-Analyse von fünf verschiedenen Motiven (PP3, PP4, PP6,

PP7 und PP9) mit dreißig Isolaten der Betriebshefe (identisch mit den in Punkt 4.2.4.3.

untersuchten Proben) durch einen zweiten Dienstleister erbrachte 17 verschiedene Mu-

stergruppen, sechs in den DGV-Isolaten, sieben in den IV-Isolaten und vier in der Be-

triebshefe, hier mit DGH bezeichnet (siehe Tabelle 24).

5.4. Genetische Analyse der Hefe mit hochauflösenden Methoden

Dennoch war die genetische Differenzierung der Betriebshefe mit den bis hierhin gete-

steten Methoden noch nicht zufriedenstellend. Da sich die untergärigen Brauhefen un-

tereinander sehr ähnlich zu sein schienen, mußte entweder an hochvariablen Stellen im

Genom angesetzt werden oder eine Methode verwendet werden, die eine Vielzahl von

Loci abdeckt, um auch geringere Unterschiede detektieren zu können. Für den ersten

Fall eignen sich dabei Mikrosatelliten-Sequenzen sehr gut.

Eine Analyse der Bandenmuster von acht zufällig ausgewählten chromosomalen Mi-

krosatellitensequenzen ergab, daß sich vier davon aufgrund ihrer im Vergleich höheren

Komplexität gut für eine Differenzierung eignen. Mit Hilfe dieser vier Bereiche wurden

die Betriebshefen und eine Reihe von Kontrollstämmen eingehender untersucht. In ih-

rer Gesamtheit zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchungen eine sehr große Hetero-

genität bei den Mustern, so daß nicht nur die meisten Referenzstämme als eine eigene

Gruppe einzuordnen waren, sondern auch innerhalb der Betriebshefe mehrere ver-

schiedene Bandenmuster auftraten.

Bei dreißig untersuchten Isolaten, von denen zwanzig aus der Betriebshefe stammten,

traten 22 verschiedene Gruppen auf, die ein charakteristisches Bandenmuster mit vier

untersuchten Loci besaßen. Von diesen 22 Gruppen lagen 13 innerhalb der Betriebshe-

feproben. Die hier erhaltenen Befunde decken sich hinsichtlich der Mustervielzahl im

wesentlichen mit den Analysen längenvariabler Sequenzen der Betriebshefe, die parallel

bei den zwei externen Dienstleistern durchgeführt wurden (siehe Punkt 5.3.).
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Isolat PP3 PP4 PP6 PP7 PP9 Gruppe
DGV01 A A B A D 1
DGV02 B A B A A 2
DGV03 A A A A B 3
DGV04 B A B A D 4
DGV05 B A A A B 5
DGV06 A A A A B 6
DGV07 A A A A B 6
DGV08 B A A A B 5
DGV09 A A A A B 6
DGV10 B A A A B 5

IV01 B A B A C 7
IV02 B B A A B 8
IV03 B A B A C 7
IV04 B A B A A 2
IV05 A A A A A 9
IV06 B C B A B 10
IV07 A A B A C 11
IV08 A A B A B 12
IV09 A A B A C 11
IV10 A A D B B 13

DGH01 B A B A A 2
DGH02 A A E A C 14
DGH03 B A A A B 5
DGH04 A A A A B 3
DGH05 A A A A B 3
DGH06 D A A A B 15
DGH07 B A F A A 16
DGH08 B A B A A 2
DGH09 A A A A B 3
DGH10 A A A A E 17

Tabelle 24: Eine Mikrosatelliten-Analyse von dreißig Isolaten aus den Einzelkulturen und der Mischung

der Betriebshefe erbrachte 17 Musterkombinationen.

Eine so große Anzahl von echten Stämmen in der Betriebshefe vorzufinden, ist sehr

unwahrscheinlich, da angenommen werden muß, daß diese zumindest einmal als Rein-

kultur angelegt wurden. Wahrscheinlicher ist es daher, einen oder zwei vorherrschende

Typen und einige in geringer Anzahl vorkommende Varianten zu finden, die entweder

als Kontamination eingetragen wurden oder durch Mutationsereignisse entstanden

sind. Da der Vergleich der Muster mit den Berliner Druckgärhefen BDGH1 bis BDGH7
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gezeigt hat, daß die Mikrosatelliten-Muster durchaus sehr unterschiedlich sein können,

ist es zu einem gewissen Maß möglich, eine Kontamination anhand ihres wahrschein-

lich stärker abweichenden Bandenmusters zu bestimmen. Bei durch Mutation entstan-

denen Varianten ist hingegen eher anzunehmen, daß sich die Muster nur geringfügig

voneinander unterscheiden.

Die Variabilität in den Sequenzen der Mikrosatelliten geht allerdings so weit, daß man –

eine ausreichende Anzahl untersuchter Loci vorausgesetzt – wahrscheinlich fast jeden

Klon, auch innerhalb einer älteren Reinkultur, differenzieren kann. Daher kann man

folgern, daß diese Methode für eine eigentliche Stammdifferenzierung bei Brauhefen

schon zu sensitiv ist. Sie eignet sich hingegen sehr gut zur Kontrolle der “Reinheit” ei-

ner Reinkultur, wenn diese einmal aus einem Klon hergeführt wurde. Viele Muster bei

den Mikrosatelliten, die sich im Verlauf der Zeit angesammelt haben, deuten dann auf

einen höheren genetischen Variantenreichtum auch bei anderen Eigenschaften hin. Die-

se beiden Sachverhalte haben allerdings keine direkte Korrelation zueinander. Insbe-

sondere vor dem Hintergrund der AFLP-Analysen läßt diese große Mustervielfalt

Zweifel an der Eignung der MLP-Analyse als echte Stammdifferenzierung für die Hefe

aufkommen.

Insbesondere die kleinen Abweichungen in komplexeren Bandenmustern scheinen sich

auch während der normalen Führung einer Reinkultur anzusammeln. Wenn es sich bei

der Stammkultur nicht um eine durch Tiefkühlung konservierte und auf einer einzelnen

Zelle aufgebaute Hefesuspension handelt, wird ein Anteil der Hefekultur im Normalfall

in bestimmten Abständen neu hergeführt, um frisches Zellmaterial zu bekommen.

Dann treten in dieser Wachstumsphase ganz natürlich immer wieder Mutationen auf,

die die Ursache für diese kleinen Veränderungen sind. Auf der anderen Seite können

größere qualitative Unterschiede, wie sie bei den Stämmen BDGH1 bis BDGH7 (siehe

Abschnitt 4.2.4.1.) auftreten, durchaus als Kriterium für eine Stammdifferenzierung die-

nen.

Die MLP-Analyse hat bei aller Differenzierungskapazität auch einige prinzipbedingte

Nachteile. Bei dieser Methode wird nur ein winziger Ausschnitt der genetischen Aus-

stattung einer Zelle betrachtet. Weiterhin sind diese Mikrosatelliten in den meisten Fäl-

len keine Determinanten phänotypischer Merkmale der Zellen, so daß es zumeist keine

Möglichkeit geben wird, bestimmte Muster mit Eigenschaften der Hefe in Bezug zu

setzen. Zusätzlich wird die Analyse der Bandenmuster durch Abweichungen bei den

zugrundeliegenden PCR-Produkten erschwert, die bei voneinander unabhängigen

Mehrfachbestimmungen auftreten können (z.B. verschiedene PCR-Produkte aus der

DNA eines Isolates). Daher müssen die so gewonnenen Ergebnisse prinzipiell durch
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eine mehrfache Durchführung der Analysen abgesichert werden. Gegen die MLP-

Untersuchung als eine Routineanalyse in der Praxis spricht schließlich noch der recht

große Aufwand, der hierfür betrieben werden muß. Da die Längenunterschiede nur

wenige Basenpaare betragen, muß die DNA auf einem Sequenziergel aufgetrennt und,

je nach Ausrüstung, entweder fluoreszenzoptisch oder durch Transfer auf eine Mem-

bran und anschließende Immundetektion sichtbar gemacht werden.

Sinnvoll ist eine Mikrosatelliten-Analyse in erster Linie als langfristige Kontrollmöglich-

keit für die Reinheit einer Hefekultur, die im Idealfall zu Beginn aus einer einzelnen

Zelle angezüchtet wurde. Dann kann im Abstand von mehreren Monaten oder einigen

Jahren (je nach Art der Stammhaltung) die Zusammensetzung der Reinkultur überprüft

werden, um bei Abweichungen entsprechend reagieren zu können. Änderungen im

Muster der Mikrosatelliten sind an sich zwar kein eindeutiger Beweis für eine Verände-

rung des Phänotyps, da es sich hierbei aber um hochvariable Abschnitte des Genoms

handelt, sind Änderungen in diesen Sequenzen ein erster Hinweis auf Veränderungen

in der Zusammensetzung der Hefekultur.

Eine gänzlich andere Methode des genetischen Fingerprintings bietet die Möglichkeit,

eine große Zahl von DNA-Abschnitten, die über das ganze Genom verteilt sind, sicht-

bar zu machen und so ein sehr komplexes Muster für die Differenzierung auch sehr

nahe verwandter Organismen bereitzustellen. Bei dieser AFLP (Amplified Fragment

Length Polymorphism) genannten Analyse wird eine Teilmenge der DNA-Fragmente

mittels PCR amplifiziert, die durch einen Restriktionsverdau mit zwei unterschiedlichen

Enzymen gewonnen wurden. Diese Methode umgeht dabei die Nachteile der normalen

RFLP, die bei der Untersuchung größerer Genome auftreten. Zudem ist sie durch die

Verwendung von definierten Adapterstücken, die an die Restriktionsfragmente ligiert

werden, und einer Variabilität in den selektiven PCR-Primern weder von der Genom-

größe abhängig noch benötigt man Kenntnisse der Sequenz, wie sie bei der Mikrosatel-

liten-Analyse unabdingbar sind.

Trotz der sehr großen Anzahl von Banden, aus denen sich die AFLP-Muster zusam-

mensetzen, finden sich bei den untergärigen Hefestämmen bis auf Ausnahmen (z.B. der

Referenzstamm W170) nur sehr wenige Unterschiede in den Bandenabfolgen. Auch mit

dieser sehr aufwendigen Methode sind für die sichere Differenzierung zwischen einem

Set von Stämmen teilweise mehrere Primerkombinationen notwendig. Aus diesem Er-

gebnis kann man folgern, daß die meisten dieser Hefestämme untereinander sehr eng

verwandt sind. Das Auftreten von deutlich abweichenden Mustern, wie beim Stamm

W170, deutet auf die Bildung von Gruppen bei den Brauhefen hin, innerhalb derer die

zugehörigen Stämme sehr nahe verwandt sind und sich in größerem Umfang von den
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Stämmen einer anderen Gruppe unterscheiden. Eine bessere Aussage zu diesem Phä-

nomen ist aber erst nach Untersuchung einer großen Anzahl von Brauhefen möglich.

5.5. Methodenvergleich

Die in dieser Arbeit durchgeführte genetische Charakterisierung der Betriebshefe war

gleichzeitig auch ein Test für verschiedene Methoden der Unterscheidung von nahe

verwandten Organismen. Die hierbei angewandten Möglichkeiten der Differenzierung

untergäriger Brauhefen zeigten eine sehr unterschiedliche Eignung. Die Pulsfeld-

Gelelektrophorese (PFGE) trennt die kompletten Chromosomen nach ihrer Größe auf

und ist daher auf eine unterschiedliche Anzahl oder verhältnismäßig große Unterschie-

de in der Größe der Chromosomen angewiesen. Sind diese vorhanden, ist eine relativ

einfache Unterscheidung von verschiedenen Kluyveromyces- (Belloch et al. 1998) und

Saccharomyces-Hefestämmen möglich (Pedersen 1992, Giudici et al. 1998a, Giudici et al.

1998b, Pataro et al. 2000), insbesondere bei der Typisierung heterogener Stämme

(Hayford und Jespersen 1999).

Sehr häufig wird die PFGE allerdings für die Auftrennung größerer DNA-Fragmente

aus einer Behandlung mit Restriktionsenzymen verwendet. Dadurch können zum Bei-

spiel auch prokaryotische Organismen gut differenziert werden. So konnten Tynk-

kynen et al. (1999) 24 untersuchte Isolate von Lactobacillus casei und Lactobacillus rhamno-

sus  in 17 Gruppen differenzieren, bei Hafnia alvei war es möglich, 38 Isolate in 19 Grup-

pen zu unterteilen (Gamage et al. 1998) und auch bei Yersinia enterocolitica funktionierte

eine PFGE-Differenzierung (Fredriksson Ahomaa et al. 1999). Bei Saccharomyces cerevi-

siae verhindert allerdings das größere Genom eine sinnvolle PFGE-Auftrennung von

Restriktionsfragmenten, was das Differenzierungspotential dieser Methode hier etwas

einschränkt.

Mit der Verwendung von Restriktions-Endonukleasen, die die DNA sequenzspezifisch

schneiden, ist eine Analyse von Längenpolymorphismen der so gewonnenen Fragmen-

te möglich (Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen, RFLP). Mit dieser Methode,

angewandt auf die Gesamtzell-DNA, ist allerdings nur eine grobe Klassifizierung von

Brauhefen möglich (Donhauser et al. 1989). Bei den sehr polymorphen Weinhefen sind

Differenzierungen bei der Verwendung von Polyacrylamid-Gelen zur Auftrennung der

DNA-Fragmente erzielt worden (Barberio et al. 1994). Bei der Auftrennung der Frag-

mente aus Gesamtzell-DNA in einem normalen Agarosegel können nur eine begrenzte

Anzahl von Fragmenten mit einem ausreichend großen Längenunterschied aufgetrennt

werden. Daher ist diese Methode nur bei relativ kleinen Genomen oder der Untersu-

chung definierter Abschnitte, die z.B. in einen Vektor kloniert wurden, wirklich gut ge-
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eignet. Bei der Analyse größerer Genome, wie dem der Hefe, ist es daher sinnvoll, sich

auf bestimmte Bereiche der DNA zu beschränken, die eine gute Differenzierungsmög-

lichkeit bieten. So wurden RFLP-Analysen der hierfür sehr häufig ausgewählten ribo-

somalen ITS-Regionen sowohl bei der Weinhefe (Querol et al. 1992, Guillamon et al.

1998) als auch bei Brauhefen (Yamagishi et al. 1999) durchgeführt. Auch eine RFLP

Analyse mitochondrialer DNA gestattet die Unterscheidung von verschiedenen Wein-

hefen (Versavaud et al. 1995, Sabate et al. 1998) und wurde auch bei verschiedenen an-

deren Pilzarten, wie Verticillium lecanii (Kouvelis et al. 1999) und Aspergillus ochraceus

(Varga et al. 2000) erfolgreich eingesetzt.

Die Hybridisierung von Restriktionsfragmenten mit chromosomalen Gensonden ist

eine Erweiterung der RFLP, wobei man die Position bestimmter Sequenzabschnitte

nach ihrer Auftrennung mit einer markierten Sonde sichtbar machen kann. Je nach Art

der verwendeten Sonde kann diese Methode einige Unterscheidungen zwischen ver-

schiedenen Hefestämmen ermöglichen (Pedersen 1985, Pedersen 1986, Schofield et al.

1995, Wightman et al. 1996). Diese Methode ist jedoch sehr aufwendig, da die Fragmen-

te aus einem Gel zunächst auf eine Membran übertragen werden müssen (Southern-

Blotting), an der dann die zeitaufwendige Hybridisierung und der anschließende

Nachweis der Sonden mit immunologischen Methoden erfolgen kann.

Wenn man einen genetischen Fingerabdruck eines Organismus erstellen will, von des-

sen Genom man keine Einzelheiten kennt, kann man sich einer Variante der PCR be-

dienen, die willkürlich ausgewählte Primer verwendet, um eine Amplifizierung zufällig

passender DNA-Abschnitte zu erlauben. Diese RAPD- (Random Amplified Polymorphic

DNA-) PCR erzeugt ein Muster von Fragmenten, die zufällig zu den Primern passende

Enden aufweisen. Unter günstigen Umständen kann auf diese Weise eine Differenzie-

rung erfolgen. Mit Hilfe dieser Methode wurden neben Kulturhefen (Schoppa 1998)

unter anderem Lactobacillus (Tilsala-Timisjärvi und Alatossava 1998, Fitzsimons 1999,

Torriani et al. 1999), Lactococcus lactis (Taillez et al. 1998) und Pediococcus-Isolate (Nigatu

et al. 1998), Renibacterium salmoninarum (Grayson et al. 1999, Grayson et al. 2000) sowie

pathogene Dematiaceae (Caligiorne et al. 1999) differenziert.

Allerdings sind die Muster sehr stark von den gewählten PCR-Bedingungen, wie der

Annealing-Temperatur und der Dauer der einzelnen Schritte abhängig, da die Sequen-

zen von Primer und Genom nicht optimal aufeinander abgestimmt sind. Zudem sind

die Ergebnisse im einzelnen schwierig zu interpretieren. In einigen Fällen können aller-

dings auch spezifische Primer mit bekannter Sequenz in einer “klassischen” PCR bei

einer größeren Zahl von Stämmen zu einer Differenzierung beitragen (Hayford und

Jespersen 1999).
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Die Aussagekraft einer Sequenzierung, also der Bestimmung der Basenabfolge, steht

und fällt mit der Auswahl des zu sequenzierenden Bereiches. Bei der Unterscheidung

sehr nahe verwandter Organismen müssen Bereiche ausgewählt werden, die sehr leicht

Änderungen unterworfen sind, d.h. auf denen kein oder nur geringer Selektionsdruck

lastet. Strukturgene, also solche Abschnitte, die die phänotypischen Eigenschaften des

Organismus beeinflussen, sind daher nicht geeignet. Aus diesem Grund hat sich die Se-

quenzierung von nicht codierenden, sogenannten internen Transkript-Spacern, die zwi-

schen den Genen für ribosomale RNA liegen, für diese Aufgabenstellung verbreitet

(Valente et al. 1999). Allerdings hat sich im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, daß diese Be-

reiche bei Kulturhefe-Stämmen nicht unbedingt eine bessere Differenzierung zulassen

als andere, willkürlich ausgewählte intergenische Bereiche des Genoms.

Als Mikrosatelliten bezeichnet man Bereiche, die aus mehr als sieben tandemartigen

Wiederholungen kurzer Sequenzabschnitte von einem bis sechs Basenpaaren Länge

(z.B. “TTATTATTA…”) bestehen (Weber 1990). Sie kommen in fast allen Lebewesen

vor, sind aber in größeren, eukaryotischen Genomen häufiger und größer. Auf kleinen

(prokaryotischen) Genomen liegt generell ein größerer Selektionsdruck auf eine

schnelle Replikation, also eine Kompaktierung des Genoms (Cox und Mirkin 1997, Field

und Wills 1998).

Die Gleichförmigkeit dieser Sequenzabfolgen bedingt dabei häufiger Lesefehler der

DNA-Polymerase während der Replikation (Strand et al. 1993, Tautz und Schlotterer

1994), wodurch diese Bereiche hypervariabel in ihrer Länge sind (Tautz 1989, Weber

1990). Auf der biochemischen Ebene ist der Mutationsdruck für dieses Merkmal bei

Prokaryoten sowie niederen und höheren Eukaryoten in etwa gleich groß (Modrich

und Lahue 1996). Diese Eigenschaft macht die Mikrosatelliten zu sehr beliebten

Markern in der genetischen Analyse (Ashley und Dow 1994, Dib et al. 1996). In der Hefe

Saccharomyces cerevisiae kommen diese Sequenzen relativ gleichmäßig verteilt in codie-

renden und nicht-codierenden Regionen des Genoms vor (Field und Wills 1998).

Die sehr große Variabilität in der Länge dieser Abschnitte kann man sich für eine Diffe-

renzierung zu Nutze machen. Voraussetzung hierfür ist aber, daß man die Sequenz des

zu untersuchenden Organismus (zumindest im Bereich um die Mikrosatelliten) kennt,

da man die notwendigen PCR Primer in die konservierten Bereiche neben diesen Se-

quenzen legen muß. Im Optimalfall erhält man dann bei einem diploiden Organismus

eine bis zwei Banden mit definierter Länge (zwei Allele), die bei einem zweiten Orga-

nismus eine andere Länge aufweisen. Die untergärige Brauhefe Saccharomyces carlsber-

gensis  hat aufgrund ihres meist aneuploiden Genoms aber eine größere Anzahl dieser

Allele schon in einem Organismus, so daß die Muster entsprechend komplexer werden
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können. Trotz einiger Einschränkungen kann man mit dieser Methode sehr feine Diffe-

renzierungen zwischen Organismen treffen, die sehr nahe miteinander verwandt sind.

So ist die MLP außer für die Differenzierung von Saccharomyces cerevisiae (Baleiras Cou-

to et al. 1996) unter anderem auch bei Isolaten von Aspergillus fumigatus (Bart-Delabesse

et al. 2001) und dem Erreger der Malaria, Plasmodium falciparum (Anderson et al. 2000,

Anthony et al. 2000) erfolgreich durchgeführt worden.

Die AFLP stellt im Grunde eine Verfeinerung der RFLP dar, die sich für die Analyse so-

wohl kleiner, bakterieller (Janssen et al. 1996), als auch größerer Genome eignet (Vos et

al. 1995, Azumi und Goto-Yamamoto 2001). Hierbei wird die DNA typischerweise mit

zwei verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, wobei das eine häufiger schnei-

det als das andere. An die so entstandenen Schnittstellen werden dann sogenannte Ad-

apter ligiert, die für jede Schnittstelle auch eine andere Sequenz haben. Auf diese Weise

erhält man ein Set aus drei Gruppen von Fragmenten, eine mit den Erkennungsse-

quenzen des Enzyms A, eine mit denen des Enzyms B und eine mit denen beider En-

zyme. Die Fragmente der letzten Gruppe amplifiziert man nun mittels PCR und solchen

Primern, die die Adaptersequenzen erkennen und möglichst nicht an genomische Be-

reiche der DNA binden. In einem zweiten PCR-Schritt kann man nun durch weitere

Primer, die zusätzliche Nukleotide besitzen, eine Untergruppe dieser Fragmente

amplifizieren und in einem Sequenziergel auftrennen. Der Nachweis dieser Fragmente

erfolgt über eine immunologische Detektion eines der markierten Primer.

Durch die sehr große Zahl an Banden, die so entstehen, können auch nahe verwandte

Organismen recht gut differenziert werden. Diese Methode erstellt einen genetischen

Fingerabdruck über die Gesamtheit des Genoms und bezieht sich nicht nur auf eng

umgrenzte Sequenz- oder Längendifferenzen bestimmter DNA-Abschnitte. Ein weite-

rer Vorteil dieser Methode ist die universelle Einsetzbarkeit und die Unabhängigkeit

von Sequenzkenntnissen. Aufgrund dieser Vorteile wird diese Methode in vielen ande-

ren Bereichen, in denen molekulargenetische Typisierung wichtig ist, bereits erfolgreich

eingesetzt. So ist in epidemiologischen Studien die Bestimmung der genetischen Diver-

sität von Salmonella (Aarts et al. 1998) und Campylobacter (Duim et al. 1999, Lindstedt et al.

2000) mit dieser Methode erfolgt. Auch bei der genetischen Analyse von verschiedenen

Krankheitserregern kann die AFLP gut eingesetzt werden. Dies gilt sowohl für

menschliche Pathogene, z.B. Vibrio cholerae (Jiang et al. 2000), Mycobacterium (Huys et al.

2000) oder Corynebacterium diphteriae (de Zoysa und Efstratiou 2000), als auch für solche,

die Nutzpflanzen anfallen, wie dem Ascomycet Leptophaeria maculans, dessen Taxon

wahrscheinlich aus verschiedenen, aber morphologisch sehr ähnlichen Arten besteht

(Purwantara et al. 2000).
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5.6. Allgemeine Betrachtungen zur Klassifizierung und Artdefinition von Hefen

Die in dieser Arbeit durchgeführte Untersuchung von Brauhefen mit genetischen Me-

thoden zur Differenzierung von einzelnen Stämmen wirft einige generelle Fragen zur

Taxonomie, zur Definition von Art und Rasse bei dieser Organismengruppe auf. Für die

Beschreibung von Verwandtschaftsbeziehungen sollten alle taxonomischen Einheiten

monophyletisch sein, also einen gemeinsamen entwicklungsgeschichtlichen Ursprung

haben. Die momentane Klassifizierung der Hefe basiert auf dem Internationalen Code

der Botanischen Nomenklatur und den Klassifizierungsstufen nach Carl von Linné

(Valente et al. 1999). Daraus ergibt sich ein Nachteil bei der Einbindung von Informatio-

nen aus phylogenetischen Analysen der betrachteten Organismen (Hibbet und Dono-

ghue 1998). Aufgrund dieser Einschränkungen werden neue Klassifizierungsysteme auf

Basis phylogenetischer Verwandschaften diskutiert (De Queiroz und Gaultier 1992).

Insbesondere sollen in diesen neuen Systemen die starren Festlegungen des Linné Sy-

stems überwunden werden, um Änderungen ohne Umbenennung des betreffenden

Taxons vornehmen zu können.

Neben der rein wissenschaftlichen Zuordnung eines Organismus zu der einen oder an-

deren Verwandschaftsgruppe geht es auch um die Informationen, die an den Namen

dieses Organismus gekoppelt sind. Kommt es zu mehrfachen Umbenennungen, müs-

sen alle zuvor verwendeten Synonyme bekannt sein, um an alle Informationen zu die-

sem Organismus zu gelangen. Mit jeder Neuzuordnung können daher auch Informa-

tionen verloren gehen oder werden zumindest schwerer erreichbar. In diesem Punkt

stößt man unweigerlich auf die schwierige Auseinandersetzung zwischen eindeutigem,

phylogenetisch korrektem System auf der einen Seite und einer überschaubaren und

praktikablen Ordnung in der Vielfalt des Lebens auf der anderen. Während in der

“klassischen” Biologie von Fauna und Flora zumindest die taxonomisch bedeutende

Definition der Art relativ gut möglich ist, wird es bei den sich asexuell fortpflanzenden

Mikroorganismen wesentlich schwieriger, eine Grenze zwischen Arten zu ziehen. In

der rein deskriptiven Biologie reicht ein morphologisches Artkonzept, das zu einer Art

diejenigen Individuen rechnet, die in allen wesentlichen Merkmalen untereinander und

mit ihren Nachkommen übereinstimmen aber durch klare Diskontinuitäten von ihren

Nachbararten unterschieden sind.

Das exaktere und weiter verbreitete biologische Artkonzept von Ernst Mayr (1942)

definiert Arten als Gruppen sich tatsächlich oder potentiell miteinander fortpflanzender

Individuen, die hinsichtlich ihrer Reproduktion von anderen solcher Gruppen isoliert

sind. Obwohl es auch bei diesem Konzept eine Reihe wesentlicher Einschränkungen

gibt, da sich z.B. auch die höheren Organismen nicht alle sexuell fortpflanzen, kann man
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zumindest mit der Anwendung beider genannter Definitionen die meisten Tiere und

Pflanzen recht gut klassifizieren. Aber im wesentlichen eben nur Tiere und Pflanzen.

Wie sieht es nun bei den Mikroorganismen aus, die sich nicht oder nur selten sexuell

fortpflanzen und deren morphologische Unterschiede, soweit vorhanden, sehr gering

sind? Hier mußte man zu einem neuen, erweiterten Artkonzept finden, das sich auch

auf diese Organismen anwenden läßt.

Cracraft formulierte daher 1983 ein phylogenetisches Artkonzept: Eine Art ist definiert

als eine monophyletische Gruppe, die aus dem kleinsten diagnostizierbaren Cluster von

Organismen zusammengesetzt ist, innerhalb dessen es ein parentales Muster von Ab-

stammung und Herkunft gibt (Cracraft 1983). Diese Definition ist nun auf alle Organis-

men anwendbar, da sie nicht auf reproduktiver Isolation basiert.

Neben den Schwierigkeiten bei der Definition einer Art stellt sich als ein weiteres Pro-

blem das der Artbestimmung. Unabhängig von der Definition wird eine Art selten

durch ihre reproduktive Isolation bestimmt, sondern anhand ihres Phänotyps und dem

Vergleich mit Typ-Organismen. Während dieser Ansatz bei makroskopischen Orga-

nismen in den meisten Fällen gut funktioniert, kann er bei Mikroorganismen sehr leicht

zu falschen Resultaten führen. Das Problem der sich asexuell fortpflanzenden Mikroor-

ganismen führte zur Entwicklung von molekularen Methoden der Artbestimmung. Der

hinter diesen Methoden stehende Gedanke besagt, daß sich Stämme, die der selben Art

angehören, sich im Vergleich zu weniger nahe verwandten Organismen nur gering in

ihrer genetischen Ausstattung unterscheiden. Die am meisten verwendete Methode ist

die der DNA-DNA-Hybridisierung. Im Fall der Hefe zählt man beispielsweise zwei

Stämme dann zur gleichen Art, wenn sie mehr als 80% Homologie in ihrer DNA besit-

zen (Price et al. 1978). Mit der Weiterentwicklung genetischer Methoden hat man nach

einfacheren Wegen gesucht, eine Art genetisch zu bestimmen. Eine davon ist die Se-

quenzierung von bestimmten DNA-Abschnitten. Beide Ansätze haben nun Vor- und

Nachteile.

Ein wesentlicher Vorteil der Sequenzierung ist der, daß auch wenig verwandte Taxa

phylogenetisch zugeordnet werden können (Kurtzman 1994). Für die Taxonomie der

Bakterien haben beide Methoden aufgrund ihrer unterschiedlichen Ansätze und ver-

schiedenen Leistungsfähigkeit ihren Wert (Stackebrandt und Goebel 1994). Bei vielen

Mikroorganismen, insbesondere aus dem Reich der Bakterien, kommt zu den geneti-

schen Unterschieden auch die immense Vielfalt an Stoffwechselleistungen, die zusätzlich

eine sehr weit gehende Differenzierung der Organismen ermöglicht. Dies ist im Sinne

der Identifizierung vergleichbar mit der Morphologie bei den höheren Lebewesen. Gibt

es bei der Artdefinition bei Mikroorganismen schon einige Schwierigkeiten, so kommt
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die Festlegung bestimmter Rassen oder Stämme, deren taxonomischer Grad noch unter

dem der Art liegt, meist einer willkürlichen Zuordnung gleich. In diesem Bereich ist die

Gruppierung von Organismen sehr stark von den verwendeten Methoden abhängig,

die zur Identifizierung verwendet wurden.

Weiter erschwert wird dies bei den untergärigen Brauhefen durch die wahrscheinliche

Entstehung aus der Verschmelzung zweier Hefearten (Hansen und Kielland-Brandt

1994, Pedersen 1994, Børsting et al. 1997, siehe Abschnitt 5.7.), die nicht sehr lange zu-

rückliegt, wodurch sich noch keine große genetische Vielfalt innerhalb dieser Gruppe

entwickeln konnte. Vor diesem Hintergrund erscheinen die durch die AFLP gewonne-

nen Muster einen sehr soliden Anhaltspunkt für eine Stamm-Abgrenzung zu geben,

wenngleich man von den Ergebnissen dieser Analysen nicht unmittelbar auf bestimmte

Eigenschaften der Hefe schließen kann.

Die Resultate der Mikrosatelliten-Typisierung scheinen in dieser Hinsicht zu weitgehen-

de Unterscheidungen zu treffen, was allerdings noch durch weitere Analysen anderer

Hefekulturen überprüft werden müßte.

5.7. Möglichkeiten für weiterführende Analysen

Um besser abgesicherte Aussagen hinsichtlich der Stammdifferenzierung treffen zu

können, sind weitergehende Analysen sinnvoll, die im Rahmen dieser Arbeit aber nicht

mehr durchgeführt werden konnten. Die AFLP-Muster müssten durch weitere Wieder-

holungsproben abgesichert werden, insbesondere deshalb, weil einige der Bandenun-

terschiede nicht durchgehend auftreten. Die reproduzierbaren, eindeutigen Banden, die

eine Differenzierung zulassen, sollten durch eine Sequenzierung genauer analysiert

werden, um Informationen darüber zu erhalten, aus welchem Bereich des Genoms das

Fragment stammt. Dies läßt gewisse Rückschlüsse auf die Beständigkeit der Mutation

zu, denn Veränderungen in Strukturgenen beispielsweise können als relativ stabil an-

gesehen werden, was einer dauerhaften Unterscheidung zugute kommt. Auf diesen

Sequenzdaten basierend kann dann auch eine PCR-Methode aufgebaut werden, die

eine schnellere Identifizierung ermöglicht.

In ähnlicher Weise ist eine eingehende Analyse der Mikrosatelliten-Muster angebracht,

um sicherstellen zu können, daß es sich bei den Amplifikaten um die gesuchten Mikro-

satelliten handelt und keine Zufallssequenzen amplifiziert wurden. Hierbei spielt eine

große Rolle, daß die zu Grunde liegenden Sequenzdaten von einem Laborstamm der

Hefe Saccharomyces cerevisiae stammen, es sich bei der untersuchten Brauhefe aber um

Saccharomyces carlsbergensis handelt, die vermutlich eine Hybride aus zwei verschiede-

nen Hefearten ist (Hansen und Kielland-Brandt 1994, Pedersen 1994, Børsting et al.
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1997). Vor diesem Hintergrund wäre auch eine Untersuchung des mutmaßlichen Ver-

schmelzungspartners, Saccharomyces monacensis, mit der AFLP-Methode sehr aufschluß-

reich, da die untergärigen Stämme deutlich mehr Banden aufweisen als die obergärigen

Hefen. So könnte überprüft werden, ob die Muster von Saccharomyces monacensis mit

diesen zusätzlichen Bandenabfolgen übereinstimmen.

Insgesamt kommt es der Interpretierbarkeit von solchen Ergebnissen auch zugute,

wenn ein Außengruppenvergleich, d.h. eine Einbeziehung verwandter Arten, durchge-

führt wird. Anhand der Musterabweichungen zu diesen Referenzen können die der

nahe verwandten Stämme besser zugeordnet und beurteilt werden. Analysen dieser

Art gehen aber von einer anderen Fragestellung aus, so daß sie in dieser Arbeit nicht

betrachtet wurden.

5.8. Alternative Ansätze für die Hefedifferenzierung

Die in dieser Arbeit vorgestellten Möglichkeiten der Differenzierung von Brauhefen

basieren alle auf Unterschieden in der genetischen Ausstattung. Dies ist für eine gene-

relle und vom jeweiligen physiologischen Zustand der Hefe unabhängige Differenzie-

rung der naheliegendste, aber nicht der einzige Weg. Kunze et al. (1993) haben eine

Klassifizierung von Stämmen auch auf der Basis von eindimensionaler SDS-

Polyacrylamid Elektrophorese von intrazellulären und sekretorischen Proteinen sowie

der Messung von Enzymaktivitäten getestet. Durch die Proteinmuster konnte nur eine

recht grobe Differenzierung erreicht werden, während Aktivitätsunterschiede der ADH

durchaus eine weitergehende Aufschlüsselung ermöglichte. Gerade bei der Unterschei-

dung sehr nahe verwandter Organismen bieten immunologische Methoden ein siche-

ren und selektiven Ansatzpunkt, der auf einer unterschiedlichen Proteinzusammenset-

zung der Hefen basiert.

Diese begründet sich zwar auf der genetischen Ausstattung der Zelle, durch posttrans-

kriptionale und posttranslationale Modifikationen ergibt sich aber eine größere Vielfalt

an Proteinen, als sie in der Basenabfolge der DNA codiert ist. Diese Methodik wurde

bereits bei bierverderbenden Mikroorganismen wie Laktobazillen (Whiting et al. 1999a)

und Pediokokken (Whiting et al. 1999b) getestet. Da die Hefe in der Brauerei zumeist

mehrfach verwendet wird, kann die Anstellhefe eine wesentliche Quelle von Kontami-

nationen sein. Daher ist ein Nachweis bierverderbender Bakterien in der Anstellhefe

besonders wichtig (Hope und Tubb 1985, Shaw 1989). Der Nachweis der Bakterien er-

folgt hierbei über monoklonale Antikörper auf einem Membranfilter mit einem Fluo-

reszens-Immunoassay. Wesentliche Voraussetzung für einen solchen Nachweis sind

Oberflächenantigene, die häufig und stabil sind. Zudem müssen sie konstitutiv, d.h. un-
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abhängig vom physiologischen Zustand der Zelle, synthetisiert werden, damit der

Nachweis in jeder Phase möglich ist (Whiting et al. 1999b). Für den spezifischen Nach-

weis von Bradyrhizobium japonicum und Rhizobium leguminosarum bv. viciae in Flüssigkul-

tur wurde bereits ein Schnelltest entwickelt, der ohne spezielle Ausrüstung in weniger

als 10 Minuten zu einem Ergebnis führt (Olsen et al. 1998). Dieser Test kann auch quan-

tifizierbar durchgeführt werden und zeigt, daß immunologische Methoden nicht nur im

Spurennachweis eingesetzt werden können. Ein großer Vorteil dieser Methodik ist der

Wegfall eines Zellaufschlusses, der für eine genetische Analyse stets notwendig ist. Die-

se Vorteile ergeben ebenfalls einen guten Ansatzpunkt für eine Routineanalyse im Be-

triebslabor einer Brauerei.

5.9. Folgerungen aus den physiologischen und genetischen Analysen

Obwohl die untersuchte Betriebshefe aus zwei unabhängigen Kulturen hergeführt

wird, kann aus den Ergebnissen einer Vielzahl von physiologischen und genetischen

Untersuchungen geschlossen werden, daß es sich im wesentlichen um einen einzigen

Stamm handelt. Die große Zahl von verschiedenen Mustern bei der Mikrosatelliten-

Analyse und einige in ihrem Muster abweichende Isolate bei der AFLP deuten auf in-

homogene Stammkulturen hin, die wahrscheinlich lange ohne Neuisolierung geführt

wurden.

Für die Zielsetzung einer Eingangskontrolle der Brauhefe im Betriebslabor bieten die

mit der AFLP gewonnenen Bandenmuster als Basis für einen PCR-Nachweis die beste

Grundlage. Während in der Durchführung einfache Methoden wie RFLP oder RAPD-

PCR keine sichere Unterscheidung zulassen, sind komplexere Differenzierungsmetho-

den wie die Mikrosatelliten-Analyse oder die AFLP aufgrund des hohen Zeit- und Ar-

beitsaufwandes für eine Routineanalytik ungeeignet. Eine sichere und schnelle Diffe-

renzierung kann entwickelt werden, indem reproduzierbare Unterschiede im Banden-

muster der AFLP als Basis für die Entwicklung stammspezifischer PCR-Primer genutzt

werden.

Dazu erfolgt eine Sequenzierung der DNA-Fragmente, wobei deren Enden durch Er-

kennungssequenzen der eingesetzten Restriktionsenzyme genau definiert sind. Aller-

dings müssen die so gewonnenen PCR-Primer genau kontrolliert werden, da die Mu-

sterunterschiede auch auf Längenvariationen der betreffenden Fragmente basieren

können. In diesem Fall erhält man lediglich PCR Produkte unterschiedlicher Größe,

aber keine Differenzierung über die An- oder Abwesenheit eines PCR-Produktes. Dies

ist aber aus dem Grund wesentlich, da auf diese Weise die PCR auch mit Hilfe eines

Realtime-Systems (z.B. LightCycler der Firma Roche) ohne die Verwendung eines Gels
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erfolgen kann, was eine Routineanalytik weiter vereinfacht. Im Rahmen dieser Arbeit

war die Entwicklung eines solchen selektiven Primerpaares allerdings nicht mehr mög-

lich. Je nach Art und Anzahl der Musterunterschiede ist mit dieser Methode unter Ver-

wendung mehrerer Primerkombinationen auch eine einfache Differenzierung mehre-

rer Stämme möglich. Da sich diese Art der Stammdifferenzierung aber in den meisten

Fällen auf nur einen Basenaustausch bezieht, sind über längere Zeiträume aber auch

regelmäßige Kontrollen dieser Stämme mit den anderen Methoden notwendig, um

deren Identität sicherzustellen.

Für die Qualität der Unterscheidung ist weiterhin wichtig, in welcher Sequenz sich der

Basenaustausch befindet. Lokalisiert man eine solche Veränderung in einem Struktur-

gen, ist die Wahrscheinlichkeit gering, daß es durch weitere Mutationen zu Einschrän-

kungen der Differenzierbarkeit kommen kann, da diese DNA-Bereiche eher konser-

viert sind. Unterschiede in nicht codierenden Regionen der DNA sind aber fast keinem

oder nur einem wesentlich schwächeren Selektionsdruck ausgesetzt, so daß sich hier

häufiger Veränderungen ergeben können. Die Analyse von Mikrosatelliten-Sequenzen

erlaubt bei den Brauhefen auf der anderen Seite weniger eine Stammdifferenzierung als

eine Analyse der Homogenität eines Stammes.

Durch die hohe Variabilität dieser Sequenzen sammeln sich im Verlauf der Zeit eine

Vielzahl von Allelen an, aus deren Anzahl man, eine konstante Mutationsrate voraus-

gesetzt, Rückschlüsse auf die Zusammensetzung eines Stammes ziehen kann. Wurde

eine Kultur aus einem einzigen Klon gewonnen, kann man auf diese Weise eventuell

das ungefähre Alter einer Hefekultur bestimmen, da mit zunehmendem Alter auch die

Zahl der Unterschiede zunehmen sollte.

Diese Analysen wären allerdings sehr aufwendig, da man einen Bezugswert erst ermit-

teln und die Ergebnisse statistisch absichern muß. Eine wesentliche Eigenschaft der un-

tersuchten Betriebshefe scheint die Neigung zur Bildung von sogenannten Tiny-

Mutanten zu sein, da zumindest unter den gewählten Bedingungen für die Stammhal-

tung ein nennenswerter Anteil der Isolate diese Mutation zeigte. Dieses Phänomen fällt

mit deutlichen Veränderungen im RFLP-Bandenmuster zusammen, so daß man auch

hierfür eine Nachweismöglichkeit hat.

Zudem kann auch über eine PCR-Analyse auf diese Mutationen geschlossen werden, da

probehalber eingesetzte Primer für die Mikrosatelliten-Analyse in der mitochondrialen

DNA bei den veränderten Isolaten keine Produkte ergeben haben. In diesem Zusam-

menhang wäre es interessant zu erfahren, inwieweit die Mutationshäufigkeit von der

Haltung der Stämme (z.B. Sauerstoffeinfluß) abhängig ist und in welchem Maß sie in
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der Produktion auftritt. Vor diesem Hintergrund wäre eine statistische Aussage über

die Anfälligkeit eines Stammes für diese Mutation ein wichtiger Parameter.

5.10. Folgerungen für die Brauerei

Da es im Interesse der Brauerei liegt, eine möglichst homogene Hefe mit optimalen Ei-

genschaften für die Gärung einzusetzen, bietet sich eine Strategie zur Optimierung der

Hefe an. Durch die AFLP-Analysen hat sich gezeigt, daß sich die beiden Kulturen der

Betriebshefe untereinander nicht und im Vergleich mit den Referenzstämmen insge-

samt nur sehr wenig unterscheiden. Auf der anderen Seite stellt sich durch die Mikrosa-

telliten-Analyse eine gewisse Muster- und damit Variantenvielfalt dar, die auf eine in-

homogene Stammkultur hindeutet. Sinnvoll wäre nun eine physiologische Analyse die-

ser Varianten in beiden Kulturen, um eventuell vorhandene Unterschiede in den Gä-

rungseigenschaften zu finden und dann eine Variante mit den besten Eigenschaften in

Form einer echten Reinzucht als Betriebshefe einzusetzen. In der Brauerei kann mit der

oben beschriebenen, auf AFLP-Unterschieden basierenden PCR-Methode eine relativ

einfache und sichere Überwachung der Betriebshefe hinsichtlich ihrer Identität erreicht

werden, insbesondere, wenn es sich um nur einen Stamm handelt und dieser sich von

den meisten oder allen anderen Hefen anhand eines Bandenunterschiedes differenzie-

ren läßt.

Unter der Voraussetzung, daß eine echte Reinzucht als Betriebshefe zum Einsatz

kommt und am Hefemanagement an sich nichts verändert wird, läßt sich aus den Er-

gebnissen dieser Arbeit eine langfristige Strategie der Stammkontrolle ableiten. Für

eine Routineüberwachung im Betriebslabor sollte auf der Basis der AFLP ein PCR

Schnellnachweis entwickelt werden, mit dem eine Eingangskontrolle der Hefe ohne zu

hohen Zeit- und Kostenaufwand möglich ist, bevor sie in der Brauerei zum Einsatz

kommt. In größeren zeitlichen Abständen sollten die AFLP und Mikrosatelliten-Analyse

wiederholt werden, um Veränderungen in der Stammkultur detektieren zu können, die

sich aus der Routineüberwachung nicht ableiten lassen.

Insbesondere durch die Mikrosatelliten-Analyse kann die Homogenität der Stammkul-

tur recht gut beurteilt werden. Da es sich zu Beginn um eine echte Reinkultur gehandelt

hat, sind Veränderungen relativ eindeutig zu interpretieren und die Kultur kann gege-

benenfalls entsprechend behandelt werden, z.B. durch eine Neuisolierung der Hefe mit

dem ursprünglichen Muster. Hierbei kann mit einer geeigneten Auswahl an AFLP-

Primerkombinationen und Mikrosatelliten-Primern gearbeitet werden, da insbesondere

bei den Mikrosatelliten deutliche Unterschiede in der Qualität der erhaltenen Muster

aufgetreten sind. Mit relativ geringem Aufwand können hier auch weitere Sequenzen
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auf ihre Eignung untersucht werden, wie sie in der Literatur, z.B. bei Field und Wills

(1998) beschrieben werden. Diese genetischen Analysen können auch mit einfachen

physiologischen Tests (z.B. Zuckerverwertung und Helmtest) kombiniert werden, um

auch von dieser Seite eine durchgehende Charakterisierung zu erhalten.

Eine alternative Strategie besteht darin, aus einer definierten Stammkultur eine größere

Anzahl kleiner Aliquots mittels Kryokonservierung zu bevorraten und die Betriebshefe

immer wieder aus diesen tiefgefrorenen Proben herzuführen. Auf diese Weise ist sehr

gut gewährleistet, daß sich die Eigenschaften der Hefe auch über eine lange Zeit unver-

ändert erhalten, so daß sich der höhere Aufwand mit der Anlage einer solchen Hefe-

bank wegen der in diesem Fall nicht mehr notwendigen Eingangskontrollen bezahlt

machen wird. Mit dem Einfrieren von einigen hundert Proben ist die Versorgung der

Brauerei mit der einmal getesteten Betriebshefe auf viele Jahre hinaus gewährleistet.

Wenn die Aliquots zu Ende gehen, kann mit einer der letzten Proben eine neue Kultur

angezogen werden, die, nach den entsprechenden Kontrollen, wieder die Basis für die

nächsten Jahre liefert.
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6. Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde die Betriebshefe einer Brauerei hinsichtlich ihrer physiologischen

und genetischen Konstitution untersucht. Dabei sollte die Frage geklärt werden, aus

wievielen Stämmen die Betriebshefe besteht, die sich aus zwei getrennt geführten Kul-

turen zusammensetzt. Falls mehrere Stämme auftreten, sollten Möglichkeiten der gene-

tischen Unterscheidung gefunden werden.

Die physiologische Untersuchung zweier Isolate der Betriebshefe erfolgte mittels einer

Bestimmung von Wachstumseigenschaften, einer Analyse der Zuckerverwertung und

der Quantifizierung von Gärungsnebenprodukten. Hierbei ergab sich eine deutliche

Abweichung der Gärungseigenschaften von zwei Referenzstämmen der Hefebank

Weihenstephan.

Für die genetische Typisierung wurden verschiedene Methoden an den beiden Stamm-

kulturen, einer Vielzahl von Isolaten aus der Betriebshefe und diversen Referenzstäm-

men der Hefebank Weihenstephan und der VLB Berlin erprobt. Hierfür wurden die

Pulsfeld-Gelelektrophorese, die Analyse von Restriktionsfragment-Längenpolymor-

phismen, sowohl direkt als auch mittels Hybridisierung mit genomischen DNA-Sonden,

die Sequenzierung von intergenischen DNA-Abschnitten, die Analyse von Mikrosatelli-

ten-Sequenzen sowie eine relativ neuen Methode, die AFLP (Amplified Fragment

Length Polymorphism) angewendet.

Die meisten der getesteten Methoden sind für die Stammdifferenzierung von Brauhefe

kaum oder nur eingeschränkt geeignet, so daß im wesentlichen nur zwei der Möglich-

keiten, die Mikrosatelliten-Analyse und die AFLP, geeignete Methoden für die Hefety-

pisierung darstellen. Aufgrund der sehr hohen Variabilität der Mikrosatelliten-Sequen-

zen eignet sich diese Methode gut für eine Reinheitskontrolle einer Hefekultur, die aus

einem einzigen Klon hergeführt wurde.

Mit Hilfe dieser Methoden, insbesondere der AFLP, konnte in der Arbeit gezeigt wer-

den, daß es sich bei den zwei Kulturen der untersuchten Betriebshefe um identische

Stämme mit einigen Varianten handelt, die entweder durch Verunreinigung oder,

wahrscheinlicher, durch Mutationen entstanden sind. Eine sehr große Zahl an Mustern

bei der Mikrosatelliten-Analyse deutet auf eine sehr lange, ohne weitere Nachreinigun-

gen geführte Kultur hin. Anhand der gefundenen AFLP-Muster innerhalb der unter-

suchten Isolate kann die Betriebshefe in Zukunft aus einer einzigen Reinkultur herge-

führt und auf der Basis der AFLP-Ergebnisse ein PCR-basierter Schnellnachweis für die

Identität dieser Betriebshefe entwickelt werden, da diese von acht parallel untersuchten

Bruchhefen der Hefebank Weihenstephan unterschieden werden konnte.
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