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Einleitung

1 Einleitung

Neben den technologischen Parametern hat auch die Wahl des Hefestammes bei
der Bierherstellung einen grof3en Einfluss auf Charakter und Qualitat des Produktes.
Besonders die Bildung von sekundaren Stoffwechselprodukten, die das Aromaprofil
eines Bieres wesentlich beeinflussen, variiert zwischen einzelnen Stammen.
Technologisch sind Eigenschaften wie die Dauer der Angarung, die
Gargeschwindigkeit, der Vergarungsgrad, aber auch die Fahigkeit der Bruchbildung
Kriterien bei der Auswahl eines Hefestammes. Um eine gleichbleibende
Produktqualitat und konstante Produktionsbedingungen zu erhalten, muss der Brauer
daher in der Lage sein, die ldentitat des zu verwendenden Hefestammes jederzeit

sicherstellen zu kénnen.

Die klassische Einordnung von Hefen nach physiologischen Eigenschaften wie
Verwertung bestimmter Substrate, Wachstum auf Selektivnahrmedien oder Zell- und
Kolonienmorphologie [Barnett, J. A. 1990] sind in der Regel nicht geeignet, um nahe
verwandte Stdmme zu unterscheiden.

Da letztendlich alle phanotypischen Eigenschaften eines Organismus in der
Erbsubstanz  verankert sind, basieren viele Differenzierungsansatze zur
Unterscheidung von Arten oder Stdmmen unterschiedlicher Gattungen auf der
Analyse der DNA. Die DNA-Analytik hat sich mittlerweile auch in der Brauindustrie
etabliert. Eine der ersten Methoden in diesem Bereich ist die Pulsfeld-
Gelelektrophorese, mit der intakte Chromosomen von Hefestdimmen aufgetrennt
wurden [Donhauser, S. 1990] und aufgrund deren Grof3enverteilung Bierhefen auf
Stammebene differenziert werden konnten.

Daneben sind Methoden, die auf Restriktionsfragment Langenpolymorphismen
basieren, beschrieben. Hierbei wurden entweder genomische oder mitochondriale
DNA mit Restriktionsenzymen verdaut und in Agarosegelen [Donhauser, S. 1989]
oder Polyacrylamidgelen [Barberio, C. 1994] aufgetrennt. Aufgrund der
Bandenmuster repetitiver Sequenzen konnten auch hier stammspezifische
Unterschiede zwischen Bierhefen festgestellt werden. In einigen Arbeiten wurde DNA
von Hefen nach Restriktionsverdau mit single- oder multilokus-Sonden hybridisiert
und auf diese Weise eine Differenzierung erreicht [Pedersen M. B. 1994; Wightman,
P. 1995].



Einleitung

Mit der Entdeckung der Polymerase Kettenreaktion (PCR), mit der einzelne
Abschnitte eines Genoms gezielt in vitro vervielfaltigt werden kdnnen, erdffneten sich
neue Moglichkeiten zur Organismendifferzierung. Einige Variationen der PCR wie
RAPD oder AFLP, bei denen nach PCR und Elektrophorese art- bzw.
stammspezifische Bandenmuster entstehen, haben mittlerweile auch Einzug in die
Analytik der Getranke- und Brauindustrie gehalten [Azumi, M. 2001; de Barros
Lopes, M. A. 1999; Tornai-Lehoczki, J. 2000; Laidlaw, L. 1996; Tompkins, T. A.
1996; Leibhard, S. 1995; Quesada, M. P. 1995].

Auch fur die Analyse von Mikrosatelliten, Wiederholungen kurzer Sequenzmotive, die
haufig zur Individuenidentifizierung von Menschen in der Forensik eingesetzt wird
[Hsu, C. M. 1999; Ingvarsson, S. 2000], sind erste Anwendungen zur Differenzierung

von Saccharomyces cerevisiae-Stammen beschrieben [Hennequin, C. 2001]

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene PCR-Methoden hinsichtlich ihres
Potentials verglichen werden, industrielle Hefestamme zu differenzieren bzw. zu
klassifizieren. Der Vergleich erfolgte am Beispiel von Bierhefen der Hefebank
Weihenstephan sowie einigen anderen Hefestdmmen, die teilweise nicht der Art
Saccharomyces cerevisiae angehorten. Sofern realisierbar sollten Methoden
entwickelt bzw. so modifiziert werden, dass einerseits viele Stdmme individuell
unterschieden werden koénnen, auf der anderen Seite aber auch grbbere
Zuordnungen entsprechend des Verwendungszweckes (beispielsweise
"WeilRbierhefe" 0. &.) moglich sind.

Aspekte, die unter anderem mit berlcksichtig werden sollten, waren ein relativ
geringer apparativer Aufwand sowie die einfache Durchfihrbarkeit der Analysen, so
dass diese auch von molekularbiologisch unerfahrenen Nutzern durchgefiihrt werden

koénnen.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Hefestdmme

Tabelle 1: Untersuchte Hefestamme mit industriellem Verwendungszweck, teilweise mit Karyotyp.
HW: Hefebank Weihenstephan, L: Stammsammlung am Lehrstuhl f. Technologie d.
Brauerei Il, TU Minchen, DSM: Deutsche Sammlung fuir Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Braunschweig, CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,
Niederlande, Karyotypen [Springer, R. 1998]

Stamm Stamm- industrielle weitgrg Karyotyp
sammlung Verwendung Charakterisierung

34/70 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe A
26 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe B
44 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe C
59 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe D
120 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe D
66 HW untergarige Bierhefe Staubhefe E
69 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe F
71 HW untergarige Bierhefe Staubhefe G
85 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe H
166 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe H
167 HW untergarige Bierhefe Staubhefe H
128 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe K
155 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe L
170 HW untergarige Bierhefe Staubhefe M
70 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe N
114 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe @]
88 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe P
107 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe Q
178 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe R
109 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe S
122 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe T
176 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe U
204 HW untergarige Bierhefe Staubhefe /
194 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe /

34/78 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe /
54 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe /
168 HW untergarige Bierhefe Bruchhefe /

SCB 2 L untergarige Bierhefe Staubhefe /
68 HW obergérige Bierhefe Weil3bier w
127 HW obergérige Bierhefe Weil3bier W1
149 HW obergérige Bierhefe Weil3bier W2
205 HW obergérige Bierhefe Weil3bier W3
212 HW obergérige Bierhefe Weil3bier W4
141 HW obergérige Bierhefe Alt / Kélsch B
148 HW obergérige Bierhefe Alt C
165 HW obergérige Bierhefe Alt / Kélsch D
184 HW obergérige Bierhefe Alt E
174 HW obergérige Bierhefe Alt F
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177 HW obergérige Bierhefe Alt / Kélsch G
208 HW obergérige Bierhefe Alt H
210 HW obergérige Bierhefe Alt/ Ale I
211 HW obergérige Bierhefe Alt/ Ale K
213 HW obergérige Bierhefe Alt/ Ale L
175 HW obergérige Bierhefe Weil3bier /
Ale CT L obergérige Bierhefe Ale /
Laureiro L Weinhefe / /
Epernay L Weinhefe / /
S. c. ellipsoideus DSM 70451 Weinhefe / /
W4 L Brennereihefe / /
R L Brennereihefe / /
Brett. bruxellensis DSM 70726 / / /
Candida tropicalis CBS 2317 / / /
Debaromyces hansenii  DSM 70244 / / /
Hansenula anomala DSM 70263 / / /
Kloek. apiculata DSM 70285 / / /
Pichia DSM 70366 / / /
membranaefaciens
Rhodutorula rubra DSM 70403 / / /
S.c. diastaticus A&G L / / /
S. exiguus L / / /
S. uvarum beijerinck L / / /
S.bayanus DSM 70412 / / /
S.pastorianus (friiher DSM 6581 / / /
Typstamm S.
monacensis)
S.pastorianus DSM 6580 / / /
Saccharomycodes DSM 70551 / / /
ludwigii
Schizosaccharomyces DSM 70576 / / /
pombe
Zygosaccharomyces DSM 70834 / / /
bailii
Zygosaccharomyces DSM 2531 / / /
rouxii
2.2 Enzyme

Uracil-N-Glycosilase, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Mung Bean Nuclease, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

T4 Endonuclease V, Epicentre Technologies, Madison, WI, USA

Taq Polymerase, native, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Restriktionsendonuclease Mse |, New England Biolabs

alle anderen Restriktionsendonucleasen, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
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2.3 Chemikalien, Kits und Hilfsmittel

AG® 501-X8 Resin, Bio Rad, Hercules, USA

Anti-DIG Alkalische Phosphatase-Konjugat, Fab Fragment (1:5000), Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim

BCIP (X-Phosphat), 5-Bromo- 4-chloro-3-indolylphosphat (50 mg/ml), Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim

Blocking Reagenz, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

BSA, Sigma, Deisenhofen

CIA, Chloroform : Isoamylalkohol = 24 : 1, gesattigt mit 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0,
Biometra, Gottingen

Dynabeads M-280 Streptavidin, Deutsche Dynal GmbH, Hamburg

Ethidiumbromid, Sigma, Deisenhofen

Formamid, Sigma, Deisenhofen

LightCycler-DNA Master SYBR Green |, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Mineraloil, Sigma, Deisenhofen

NBT, 4-Nitroblautetrazoliumchlorid (100 mg/ml), Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

PCR ELISA, DIG-Labeling Kit, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden

Phenol, gesattigt mit 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, Biometra, Géttingen

Phenol/CIA, Phenol : CIA=1:1, USB, Cleveland, USA

Streptavidin Alkalische Phosphatase-Konjugat (1:7500), GATC, Konstanz

TEMED, GATC, Konstanz

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden von der Firma Merck,

Darmstadt, bezogen.
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2.4 Kulturmedien, Puffer und Losungen

Medien
YPG-Medium
Hefeextrakt 0,5 %
Pepton 1,0 %
Glukose 2,0%
Agar-Agar 1,5 % (zur Herstellung fester Nahrboden)

Puffer und L6sungen

B&W-Puffer Gelladepuffer Sequenzier-Gel, 2x
Tris-HCI, pH 7,5 10,0 mM Formamid 98 %

NacCl 2,0M Na,EDTA, pH 8,0 5 mM
EDTA 1,0 mM Bromphenolblau 0,1%
Blocking-Pufferl0 % Harnstoffdiluent f. Sequenziergel 4 %
Blockingreagenz 10 % (g/g) Harnstoff 84,09
Maleinsaurepuffer 90 % (g/g) 10 x TBE 18,79

H204q 73,49

Denaturierungslésung

Hybridisierungslésung

NacCl 15M
NaOH 05M SSC 5x
Blockingreagenz 1,0%
Depurinierunqs'ésunq N'LauroylsarKOSin 0,1 %
SDS 0,02 %
HCI 0,25 N
o Lysepuffer
DISC-Puffer (Rehydratisierungs- und
NacCl 100 mM
Elektrodenpuffer) Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
ETC Elektrophorese-Technik, EDTA 1mM
Kirchentellinsfurt Triton X-100 2%
SDS 1%

EU-LBsung 2x

Maleinsaurepuffer

TrisHCI, pH 7.5 20 mM Maleinsaure 100 mM
BSA 0,2 mg/ml NaCl 150 mM
T4 Endonuclease V 0,4 U/ul N:OH 500 mM
Uracil-N-Glycosilase 0,1 U/l oH 7.5

Gelladepuffer Agaroseqgel, 10x
Saccharose 55 %
Bromphenolblau 0,5%

Na,EDTA, pH 8,0 250 mM
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Mung-Puffer 3x

Natriumacetat 30 mM
Natriumchlorid 150 mM
Zinkchlorid 3 mM
Triton X 100 0,003 %

Neutralisierungslésunglésung

TrisHCI 1M
NacCl 2M
pH 5,0

PBS-Puffer
NacCl 137 mM
KCI 2,7 mM
Na,HPO, x7H>0O 4,3 mM
KH,PO, 1,4 mM
pH 7,5

Reaktionspuffer

TrisHCI 100 mM
NacCl 100 mM
MgCl, 10 mM
pH 9,5

Sequenziergellésung 4 %(fir GATC

1500)
GATC-Gel 30 % 6,7 ml
Harnstoffdiluent 43,3 ml

SH-Hybridisierungspuffer 1x

HEPES, pH 7,5 30 mM
EDTA 1,5mM

SSC-Puffer 20 x

NacCl 3M
Na-citrat 300 mM
pH 7,0

TAE-Puffer
Tris-Acetat 40 mM
Na,EDTA 1mM
pH 8,0

TBE-Puffer (10x) f. Sequenziergel

(GATC 1500)
Tris 1,27 M
Borsaure 0,42 M
Na,EDTA 24 mM

TBE-Puffer (Agaroseqgele)

Tris 89 mM
Borsaure 89 mM
Na,EDTA 2 mM
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2.5 Gele, Gelmaterialien und Membranen

Polyacrylamid-Gele

Elektrodenstreifen, ETC Elektrophorese-Technik, Kirchentellinsfurt
GATC-Gel 30 %, GATC, Konstanz
PAA Fertiggel Clean 10 %, ETC Elektrophorese-Technik, Kirchentellinsfurt

Agarosen

MethaPhor, FMC BioProducts, Rockland, USA
NuSieve 3:1, FMC BioProducts, Rockland, USA
Seakem LE, FMC BioProducts, Rockland, USA

Nylonmembranen

Direct-Blotting-Membrane, GATC, Konstanz
Nytran NY 12, Schleicher & Schuell, Dassel

2.6 Oligonukleotide, DNAs

DNAs

DNA-Langenstandards Ill, Digoxigenin-markiert, Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

A-DNA, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Ultrapure dNTP Set, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

1 kbp-Leiter, Gibco Brl, Gaithersburg, USA

100 bp-Leiter, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von MWG, Ebersberg bzw. von Roth, Karlsruhe (mit R

bezeichnet) bezogen.

Tabelle 2: Daten der verwendeten Oligonukleotide mit Zuordnung zum Ergebnisteil.
Keine Angabe zur Annealingtemperatur (/) wenn Oligonukleotid nicht als PCR-Primer
verwendet wurde.

Annealing- verwen-

Name Sequenz, 5"-3"Richtung temperatur / detin
°C Kapitel

H550 ggA ggg CAA gTC Tgg Tg 60 31
H1200 gAg TTT CCC CgT gTT gAg T 60 '
R 360-6 (R) gCA gCT CAT ¢ 33 3.9
R D-02 (R) ggA CCC AAC C 33 :
LTROL1r CCT CgA TgA CAg CTIT CTC AT 50 3.3
AdE 1 CTC gTA gAC TgC gTA CC 56
AdE 2 AAT Tgg TAC gCA gTC TAC /
AdM1 gAC gAT gAg TCC TgA ¢ /
Ad M 2 TAC TCA ggA CTC CAT / 3.4.1
E+0 gAC TgC gTA CCA ATT C 56 o
E+X gAC TgC gTA CCA ATT CX 56
M+0 gAT gAg TCC TgA gTA A 56
M + X gAT gAg TCC TgA gTA AX 56
LCS AP ACT CTT gCT Tgg ACg AgC TCT 56
Ad LCS AgA gCT CgT CCA AgC AAg AgT CA /
bh e CAg CCg ggT TCT CCA C 60
bh m TCC TTg CCC gTT TAC ACT 60 3.4.2
bhm 2 gCg TCC ACA gTT TCC ATC 60
bhe 3 CAA CCC CTg gCA TgA 60
bhe4a5th ATC gTg CCg CTA gTT 60
MS 01 CAg gAC gCT ACC gAA gCT CAA AAg 56
MS 01r ACT TTT ggC CAA TTT CTC AAg ATC 56
MS 02 AgA TAC AgA AgA TAA gAA CgA AAA C 56
MS 02r TTA TTg ATg CTT ATC TAT TAT ACC 56
MS 04 b ACT CAC gTT ATC Agg CTC ATA g 56 35
MS04br AAA gCA AgC gAC TAg AAC AAC 56 '
MS 05 AgA ggT gCA gAC ggA ACA gA 56
MS05r ACg CAA CCT ACT gCT CgT AAT A 56
MS 07 gTg TTA Agg AgA Agg AgA TTg AAg 56
MS 07 r TAg AAg AAg AAg ATg ATg ATg AgC 56
UG100E gAA ATg ACT TTg TTg TCg ATg 60
UG100M CAg AAT CTC CgT TTA Tgg TAg A 60 3.6
UG300E CTC CIT ggC TTg TCg AA 60 '
UG300M ggT TgT TgC TgA AgT TgA gA 60
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2.7 Gerate

PCR

Thermocycler PTC 100, MJ Research, Biozym, Oldendorf

LightCycler, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Elektrophorese

Horizontale Elektrophorese-Einheit HE 33, Hoefer Scientific Instruments, Serva,
Heidelberg

Horizontale Elektrophorese-Einheit GNA 200, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Horizontale Elektrophorese-Einheit LKB 2117 Multiphor I, LKB Produkter AB,
Bromma, Schweden

Spannungsgeber LKB Powersupply 2197, LKB Produkter AB, Bromma, Schweden

Spannungsgeber EPS 600, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

GATC 1500 DNA-Sequencer (Standard-System mit 22 cm x 32 cm Glasplatten),
GATC, Konstanz

Fotografische Auswertung

Sofortbildkamera MP4, Polaroid, Offenbach

Film 667 professional, Polaroid, Offenbach

UV-Beleuchtungsvorrichtung Reprostar, CAMAG, Berlin

Weitere Geréate

Speed Vac Concentrator, Bachhofer, Reutlingen

Eppendorfzentrifuge 5402, Eppendorf, Hamburg
UV-Crosslinker GATC-LINK, GATC, Konstanz

10
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2.8 DNA-Praparation

2.8.1 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA aus Hefezellen wurde nach einer Modifikation der von Hoffman

(1987) beschriebenen Methode isoliert. Alle Schritte, bei denen keine Temperaturen

angegeben sind, wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Einfillen von Glaskugeln (O 0,45 mm) entsprechend einem Volumen von ca.
100 pul in ein 1,5 ml-Eppendorfgefald

Zugabe von 200 pl Lysepuffer

Zellmenge, die einer geflllten Impfése entspricht, im Lysepuffer suspendieren
Zugabe von 200 pl Phenol-CIA

Vortexen, 3 min, 1 600 min™

Zugabe von 200 pl TE, kurz mischen

Zentrifugieren, 5 min, 13 000 g

Uberfiihren von 300 pl Uberstand in ein frisches 1,5 ml-Eppendorfgefal
Zugabe von 750 pl Ethanol, mischen

Zentrifugieren, 2 min, 13 000 g

Losung dekantieren und Pellet in Speed Vac Concentrator trocknen

Pellet in 400 ul TE-Puffer mit RNase (75 pg/ml) suspendieren

Inkubieren, 5 min, 37 °C

Extrahieren mit 400 pl Phenol-CIA und CIA (Uberkopfschutteln, 5 min;
zentrifugieren, 5 min, 13 000 g )

Zugabe von 1/10 Volumen 5 M NaCl u. 2 Volumen Ethanol

Inkubieren, 15 min

Zentrifugieren, 15 min, 13 000 g

Ldsung dekantieren und Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol waschen

Losung dekantieren und Pellet in Speed Vac Concentrator trocknen

Aufnehmen in HoOgyq

11
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2.8.2 Isolierung und Amplifikation von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Nach der Elektrophorese und gegebenenfalls einer Nachfarbung mit
Ethidiumbromid (vgl. 2.10.1) das DNA-Fragment mit einem Skalpell aus dem
Gel herausschneiden: Volumen des Gelblocks 50 bis max. 100 pl
Gelstlckchen in einem Eppendorfgefald mit 1 ml H,Oq4q fir 15 min auf 90 °C
erhitzen und das Gefal3 anschlie3end vortexen

Die Gellésung in einer Verdinnung zwischen 1:10 und 1:10000 in eine PCR
entsprechend der ersten PCR einsetzen, Zyklenzahl auf 15 bis max. 20

Zyklen verklrzen

2.8.3 Isolierung und Amplifikation von PCR-Produkten aus

Polyacrylamidgelen

Nach der Farbung (vgl. 2.10.2) das Gel trocknen
DNA-Bande mit einem Skalpell ausschneiden
Ein ca. 1 mm? groRes Stiick der Bande direkt in einen Reaktionsmix
entsprechend der ersten PCR einsetzen
o Alternativ die DNA-Bande im hydratisierten Gel mit einer Kanile anritzen
o Kaniile in einen Reaktionsmix entsprechend der ersten PCR eintauchen
und kurz hin und her bewegen

Die Zyklenzahl entspricht der Ausgangs-PCR

2.8.4 lIsolierung und Amplifikation von membranfixierten PCR-Produkten

Nach der Farbung (vgl. 2.12.3) die Membran trocknen

DNA-Bande ausschneiden

Ein ca. 2 mm? groRes Stiick der Bande direkt in eine PCR entsprechend der
ersten PCR einsetzen

Die Zyklenzahl entspricht der Ausgangs-PCR

Fur den Fall, dass nicht ausreichend PCR-Produkt gebildet wurde, ein 5 pl

Aliguot der Reaktion in eine weitere Reaktion einsetzen
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2.8.5 Konzentrierung von PCR-Produkten

» Zugabe von 2 Volumenanteilen Ethanol zu 1 Volumenanteil PCR-Reaktion
* Inkubieren, 30 min, RT

« Zentrifugieren, 30 min, 14.000™*

Losung dekantieren und Pellet in Speed Vac Concentrator trocknen

* Aufnehmen des Pellets in H,Oqq

2.9 Polymerase Chain Reaction

Die PCR bietet eine Moglichkeit, einzelne Abschnitte der DNA eines Organismus im
Reaktionsgefald gezielt zu vervielfaltigen. Der Reaktionsansatz enthélt hierzu: DNA,
Nucleotide, Primer und (Taq)-Polymerase in einem geeigneten Puffer.

Die naturlicherweise doppelstrangig vorliegende DNA wird durch Erwdrmung auf
94 °C in Einzelstrange aufgeschmolzen, die so als Matrize fur die Synthese eines
komplementéren Gegenstranges dienen kdnnen.

Bei einer Temperatur zwischen 30 und 60 °C (abhangig von ihrer Lange und
Basenzusammensetzung) lagern sich die Primer analog ihrer Sequenz an
komplementédre Abschnitte der DNA-Einzelstrange an. Die Polymerase, deren
Temperaturoptimum bei ca. 72 °C liegt, erkennt die Primer als Startpunkte und
synthetisiert von diesen ausgehend den zum jeweiligen Einzelstrang
komplementéren Strang; die Nucleotide dienen hierbei als Bausteine.

Die Reaktion lauft automatisiert in Thermocyclern ab, in denen die oben genannten
Temperaturen zyklisch durchlaufen werden.

Fur die meisten PCRs liefern die in Tabelle 3 bis Tabelle 6 angegebenen
Reaktionsbedingungen gute Ergebnisse. Wenn keine gesonderten Angaben
gemacht werden, wurden die Reaktionen unter diesen Standardbedingungen

durchgefthrt.
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PTC 100

Tabelle 3: Standardzusammensetzung des PCR-Reaktionsmixes.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dNTP’s 200 uM

Vorwarts-Primer 300 nM

Ruckwarts-Primer 300 nM

Vorwarts-Primer (interne 100 nM

Amplifikationskontrolle,

optional)

Ruckwarts-Primer (interne 100 nM
Amplifikationskontrolle,

optional))
MgCl, 1,5 mM
Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 4: Standardtemperaturprofil PCR. Ta: Annealingtemperatur (vgl. Tabelle 2).

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 2,0 1

94 0,5

Ta 0,5 36

72 1,5

72 50 1
LightCycler

Tabelle 5: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsmixes LightCycler; Detektionsformat SYBR-Green.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix
LightCycler-DNA Master 1-fach

SYBR Green |

Vorwarts-Primer 300 nM
Ruckwarts-Primer 300 nM
MgCl, 4,0 mM
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Tabelle 6: Temperaturprofil und Datenaufnahme LightCycler-PCR; Detektionsformat SYBR-Green.

TETEET See Kiniate) “Crs ZMenzahl  Analysemodus  STARECT
95 30 20 1 none /
95 0 20 /
63 5 20 35 guantification /
72 10 20 single
95 0 20 /
65 15 20 1 meltingcurve cont
95 0 0,1
40 30 20 1 none /

2.10 Gelelektrophorese

2.10.1 Agarosegele

Die Herstellung der Agarosegele erfolgte nach der jeweiligen Herstellerangabe.

Die verwendeten Gelvolumina sind Tabelle 7 zu entnehmen:

Tabelle 7: Gelvolumina fiir die verwendeten Elektrophoresekammern.

Kammer Volumen
GNA 200 150 ml
Hoefer HE 33 25 ml

Die Proben wurden mit 1/10 Volumen Gelladepuffer (10 x) versetzt.

Die im Gel enthaltene DNA wurde durch Zugabe von Ethidiumbromid visualisiert. Der
Farbstoff wurde in der Regel dem Gel- sowie dem Laufpuffer in einer Konzentration
von 0,5 pg/ml zugesetzt, so dass er sich wahrend dem Elektrophoreselauf in die
DNA einlagern konnte und diese im UV-Licht direkt nach der Elektrophorese sichtbar
war.

Da jedoch Ethidiumbromid das Laufverhalten von DNA-Molekilen in der
Elektrophorese beeinflusst und eine verschlechterte Auflosung bewirkt [Sambroook,
J. 1989; FMC], wurden die Agarosegele teilweise erst nachtraglich fur 30 min in einer

wassrigen Losung von Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) gefarbt.
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2.10.2 Horizontale Polyacrylamidgele

Vorbereitung und Laufbedingungen

Ein Fertiggel (Clean) wurde fur 1h im Gel-Pool in DISC-Rehydratisierungspuffer unter
standiger Bewegung rehydratisiert.

Das gequollene Gel wurde zusammen mit den in Elektrodenpuffer getrankten
Elektrodenstreifen gemald den Herstellerangaben in die Elektrophoresekammer LKB
2117 eingebracht.

Die Laufbedingungen sind untenstehender Tabelle 8 zu entnehmen:

Tabelle 8: Laufbedingungen horizontale Elektrophorese von Polyacrylamidgelen.
Die angegebenen Werte stellen die einzustellenden Maximalwerte dar.
* Einzustellen ist der dreifache Wert des sich aktuell wahrend der Phase 1 ergebenden

Wertes.
Spannung/ Stromstarke/ Leistung/  Laufzeit/  Temperatur/
Phase ; S
\ mA W min C
1 100 10 5 30 14
2 oo ~ aKuelPhasel g 120 14
Farbung

DNA in Polyacrylamidgelen wird in der Regel mit einer Silberfarbemethode sichtbar
gemacht. Bei dieser Methode werden organische Verbindungen (wie DNA) oxidiert,
so dass sich Silberionen anlagern kénnen. Diese Silberionen werden anschliel3end
mit Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert und sind als Braun-

/Schwarzfarbung zu erkennen.
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Nachfolgende Tabelle 9 gibt die einzelnen Schritte der Farbemethode nach
Budowle, B. (1991) wieder:

Tabelle 9: Farbeschritte Silberfarbung nach Budowle.

Schritt Reagenzien Konz./%  Zeit/min
Fixierung/Oxidation HNO;4 1,0 3
Waschen dd H,O 0,5
Silbern AgNO; 0,2 20
Spiilen dd H,O 0,5
Entwicklung Na,CO; 3,0 5-12
Formaldehyd 0,037 (visuelle
Kontrolle)
Stoppen Essigsaure 10,0 10
Konservieren Glyzerin 5,0 10

» Der Farbevorgang fand bei Raumtemperatur statt.
» Die Flussigkeitsmengen waren so bemessen, dass das Gel in der
Farbeschale frei beweglich war.

* Die einmal gewahlte Menge wurde in jedem Schritt beibehalten.

2.10.3 Blotten von DNA

Beim Blotten von DNA wird diese auf eine Nitrocellulose oder Nylonmembran
Ubertragen und durch Hitzebehandlung oder UV-Bestrahlung auf dieser fixiert. Die
gebundene DNA kann mit DNA-Sonden hybridisiert werden, die anschlielRend durch

Anfarben sichtbar gemacht werden.

2.10.3.1 Vacublot

Zur Ubertragung von in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennter DNA auf
Membranen wurde der Vacublot eingesetzt. Hierbei wird die DNA im Gegensatz zum
klassischen Southern Blot anstelle von Kapillarkraften durch Anlegen eines Vakuums

auf die Membran transferiert.
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Die VacuGene-Kammer wurde nach Herstellervorschrift zusammengesetzt und die

DNA bei einem Unterdruck von 50 mm H,O auf eine Nylonmembran (Nytran NY 12)

geblottet:

Gel mit Depurinierungslésung tberschichten, Einwirkzeit 4 min

Ldsung durch Denaturierungslosung ersetzen, Einwirkzeit 3 min

Losung durch Neutralisierungslosung ersetzen, Einwirkzeit 3 min

Losung entfernen und Kammer mit H,O fluten, bis das Gel Uberschichtet ist,
Einwirkzeit 30 min

Membran trocknen lassen

DNA unter UV-Licht (GATC-LINK) 1 min fixieren

2.10.3.2 Directblotting

Das GATC 1500-System ist eine Kombination von vertikaler Elektrophorese und

Blottingaparatur. Die DNA wird in einem 0,19 mm dicken Gel in vertikaler Richtung

aufgetrennt und beim Auslaufen aus dem Gel auf eine Nylonmembran (Direct-

Blotting-Membrane), die in direktem Kontakt im rechten Winkel an den Glasplatten

vorbei transportiert wird, Gbertragen:

Giel3en eines 4 %igen denaturierenden Polyacrylamidgels nach
Herstellerangaben

Vorlauf, 45 min, ohne Proben, zur Temperierung des Gels
Denaturieren der Proben, 2 min, 90 °C

Auftragen der Proben

Probeneinlauf, 10 min

Gellauf

Start des Membrantransports (nach ca. 50 min), wenn die
Bromphenolblaufront ca. 2 cm von der Gelunterkante entfernt ist
Membran trocknen lassen

DNA unter UV-Licht (GATC-LINK) 1 min fixieren
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Tabelle 10: Elektrophoresebedingungen und Membrantransport GATC 1500.

Elektrophorese (Einstellungen Spannung/ Stomstérke / Leistung/ Zeit/
am Spannungsgeber) \% mA W min
Vorlauf 1900 19 30 30
Probeneinlauf 500 15 30 10
Gellauf 1900 15 30 180
Blotting

Membranlange 40 cm

Geschwindigkeit

Membrantransport 19 emih

2.11 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die PCR-Amplifikate wurden in einem Agarosegel (Seakem LE, TAE-Puffer; 6 V/cm;
45 min; Hoefer, RT) aufgetrennt und das zu sequenzierende Fragment aus diesem
ausgeschnitten. Nach der Reinigung mit einem QIAquick Gel Extraction Kit wurde die
Konzentration des DNA-Fragments mit H,Oq4q auf 10 ng/ul eingestellt.

Als Sequenzierprimer dienten immer die Primer der dem Produkt zugrundeliegenden
PCR.

Die Sequenzierreaktion und deren Analyse wurden als Auftrag an die GATC AG,

Konstanz vergeben. In der Regel wurde die Sequenz beider Strange ermittelt.

2.12 DNA — DNA - Hybridisierungen

2.12.1 Herstellung von DNA-Sonden

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Sonden wurden mit der PCR hergestellt und
mit Biotin oder Digoxigenin nicht-radioaktiv markiert.

Fur die Biotin-Markierung wurden 5"-Biotin-markierte Primer entsprechend den
unmarkierten Primern in die Reaktion eingesetzt.

Fur die DIG-Markierung wurde der PCR ELISA, DIG Labeling Kit der Firma Roche

nach Herstellervorschrift verwendet.
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2.12.2 Hybridisierung membranfixierter DNA

Auf Membranen erfolgte die Hybridisierung von DNA mit DIG- bzw. Biotin- markierten
DNA-Sonden im wesentlichen nach dem Protokoll des DIG Nucleic Acid Detection
Kit der Firma Roche, Mannheim. Die Inkubation erfolgte unter stdndiger Rotation in
einem 300 ml-SchraubdeckelgefaR. Die Mengenangaben beziehen sich auf 100 cm?
Membranflache:

*  Membran mit 20 ml Hybridisierungslosung préahybridisieren, 68 °C, 1h

* Sonde denaturieren, 95 °C, 5 min

*  Membran mit 2,5 ml Hybridisierungslésung und 100 ng Sonde hybridisieren,

68 °C, 12 h
* Membran zweimal waschen mit je 50 ml 2 x SSC /0,1 % SDS, RT, 5 min
*  Membran zweimal waschen mit je 50 ml 0,1 x SSC /0,1 % SDS, 68 °C,

15 min

2.12.3 Detektion DIG- und Biotin-markierter DNA

Die Detektion von DIG- bzw. Biotin- markierter DNA basierte auf dem Protokoll des
DIG Nucleic Acid Detection Kit der Firma Roche, Mannheim. Die Inkubation erfolgte
unter standiger Rotation in einem 300 ml-Schraubdeckelgefald bei Raumtemperatur.
Die Mengenangaben beziehen sich auf 100 cm? Membranflache. Die Angaben in
Klammern gelten fur die Direct-Blotting-Membrane, die in einem speziellen Gefal? der
Fa. GATC gefarbt wurde:

*  Membran mit 100 (150) ml Maleinsaurepuffer waschen, 5 min

Mit 80 ml 1,5 % Blocking-Puffer (in Maleinsaurepuffer) inkubieren, 45 min

Alkalische Phosphatase-Konjugat in 20 ml 1,5 % Blocking-Puffer (in
Maleinsaurepuffer) verdinnen:
Streptavidin Alkalische Phosphatase-Konjugat: 1:7500
oder Anti-DIG Alkalische Phosphatase-Konjugat, Fab Fragment: 1:5000

Mit verdiinnter Alkalische Phosphatase-Konjugat-L6sung inkubieren, 30 min
* Dreimal waschen mit 100 (150) ml Maleinsaurepuffer, 10 min

*  Membran mit 20 (150) ml Reaktionspuffer equilibrieren, 2 (5) min
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* Mit 10 (20) ml Farbelosung (Reaktionspuffer mit je 30 pl NBT- und BCIP-
Losung je 10 ml Puffer) inkubieren, bis die gewilnschten Banden klar
erkennbar sind

» Stoppen der Reaktion durch Waschen mit 100 (150) ml TE-Puffer

2.13 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

Theorie

In Agarosegelen erfolgt die Auftrennung von doppelstrangiger DNA ausschliel3lich
nach ihrer Gré3e. Somit kdnnen Sequenzunterschiede zwischen zwei gleich langen
DNA-Fragmenten nicht dargestellt werden.

In der SSCP werden DNA-Fragmente nach Hitzedenaturierung (d.h. als
Einzelstrange) unter nicht-denaturierenden Bedingungen in einem Polyacrylamid-Gel
getrennt; die Einzelstrange falten sich dabei entsprechend ihrer DNA-Sequenz.
Zusatzlich zur Grole kann so nach der sequenzabhangigen Faltungsform der
Einzelstrange unterschieden werden, da unterschiedliche Sequenzen Konformations-
und somit Mobilitatsdifferenzen wahrend der Elektrophorese bedingen [Spinardi,
1991].

Durchfihrung

Die PCR erfolgte unter Standardbedingungen mit 5 ng genomischer DNA in einer
50 pl-Reaktion.

2 ul des PCR-Ansatzes wurden mit 6 pl DISC-Rehydratisierungspuffer und 3
Formamid versetzt und 5 min auf 80 °C erhitzt, wodurch die DNA-Fragmente
einzelstrangig vorlagen.

Die Proben wurden anschliel3end im Eisbad abgeschreckt, um eine Rehybridisierung
zu verhindern, und unmittelbar auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde

unmittelbar nach dem Auftragen der Proben gestartet.
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2.14 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Theorie

In der RAPD werden mit Primern, von denen lediglich die Sequenz, nicht deren

Bindeort auf der DNA bekannt ist, Fragmente verschiedener GroRe und Zahl

vervielfaltigt. Das Reaktionsgemisch einer RAPD-PCR enthalt einen einzigen Primer,

der theoretisch an beide Einzelstrange binden kann. RAPD-Primer haben in der

Regel eine Lange von 10 Nucleotiden beliebiger Sequenz. Der GC-Gehalt des

Primers sollte in etwa dem der zu amplifizierenden DNA entsprechen, da so eine

maximale Wahrscheinlichkeit fir Sequenzibereinstimmungen, d.h. flr Bindestellen

des Primers, besteht.

Bindet der Primer an beiden Einzelstrangen der zu untersuchenden DNA in einem

Abstand unter 5000 bp, kann ein PCR-Produkt gebildet werden.

Durchfiihrung

5 ng genomischer DNA in einer 50 pl-Reaktion

Tabelle 11: Zusammensetzung des Reaktionsmixes bei der RAPD-PCR.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dNTP’s 200 uM

Primer 900 nM

MgCl, 1,5 mM

Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 12: Temperaturprofil der RAPD-PCR.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 2,0 1

94 0,5

33 0,5 36

72 1,5

72 5,0 1
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2.15 PCR mit 8 Element basierten Primern

Theorie

O Elemente sind direkt wiederholte DNA-Sequenzen von ca. 300 bp Lange, die das
TY1 Retrotransposon flankieren. Diese Elemente liegen im Hefegenom in sehr
groRer Kopienzahl entweder als Teil von TY1 oder isoliert vor, wobei sie in
bestimmten genomischen Regionen konzentriert vorkommen [Ness, F. 1993]. Die
hier verwendete Methode basiert im wesentlichen auf Ness, F. (1993). Hierbei
werden mit Primern, die ihre Bindestellen auf den & Elementen haben, DNA-Bereiche
vervielfaltigt, die sich zwischen zwei & Elementen befinden. Je nachdem wie viele -
und in welchem Abstand zueinander- & Elemente im Genom eines Hefestammes
vorkommen, werden Fragmente verschiedener Anzahl und Grée amplifiziert. Im
Gegensatz zu Ness wurde hier mit nur einem Primer anstelle von zweien gearbeitet,
so dass theoretisch nur Abschnitte, die zwischen einem auf dem Watson- und einem

auf dem Crick-Strang kodierten & Element liegen, amplifiziert werden.

Durchfihrung

5 ng genomischer DNA in einer 50 pl-Reaktion

Tabelle 13: Zusammensetzung des Reaktionsmixes bei der PCR mit & Element basierten Primern.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dNTP’s 200 uM

Primer 900 nM

MgCl, 1,5 mM

Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 14: Temperaturprofil PCR mit & Element basierten Primern.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 2,0 1

94 0,5

50 0,5 36

72 1,5

72 50 1
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2.16 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Theorie

Die AFLP ist eine Technik, die, 1995 von Vos, P. entwickelt, im wesentlichen aus drei
Schritten besteht:
* Restriktionsverdau von DNA mit zwei verschiedenen Enzymen und Ligation
von restriktionsstellenspezifischen Adaptern
* Amplifikation einer Teilmenge der Fragmente mit auf den Adaptersequenzen
basierenden Primern

» Auftrennung der Amplifikate in einem hochauflosenden (Sequenzier-) Gel

Als Restriktionsenzyme werden ein selten schneidendes Enzym (hier EcoR | mit
einer Erkennungssequenzlange von 6bp) und ein haufig schneidendes Enzym (hier
Mse | mit einer Erkennungssequenzlange von 4bp) verwendet. Auf diese Weise
liegen nach der Ligation der Adapter drei Fragmenttypen vor: Fragmente mit Eco-
Adaptern auf beiden Seiten (Eco-Eco), Fragmente mit Mse-Adaptern auf beiden
Seiten (Mse-Mse) und Fragmente mit zwei unterschiedlichen Adaptern an jedem
Ende (Eco-Mse).
Die Fragmenttypen lassen sich unterschiedlich gut vervielfaltigen: Eco-Eco-
Fragmente sind gegentber den anderen vor allem aufgrund ihrer Lange, Mse-Mse-
Fragmente wahrscheinlich aufgrund eines Stem-Loops, der wegen des invertierten
Repeats der Primerbindestelle entsteht, schlechter amplifizierbar. Bevorzugt gebildet
werden PCR-Produkte mit zwei unterschiedlichen Primerbindestellen, so dass
letztendlich nur ein relativ kleiner Teil der Restriktionsfragmente vervielfaltigt wird.
Die Primer bestehen aus einem zum Adapter komplementéaren Teil, einem zur
Erkennungssequenz des Enzyms komplementaren Abschnitt sowie aus 1 bis 3
weiteren Nucleotiden am 3°-Ende, die in den unbekannten Teil des
Restriktionsfragments ragen. Durch die Anzahl der zuséatzlichen Nukleotide kann die
Zahl der vervielfaltigten Fragmente beeinflusst werden, so dass die Methode
grundséatzlich fir Genome unterschiedlicher GroRe und Komplexitat verwendet
werden kann. Zur spateren Detektion der AFLP-Produkte ist einer der beiden Primer
markiert. In Abh&ngigkeit vom verwendeten Gerdt kann die Markierung mit
Radionukleotiden, Fluoreszenzfarbstoffen, Biotin oder Digoxigenin erfolgen.
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Durchfiihrung

Restriktion und Ligation (ReLi)

* Restriktionsverdau von 500 ng Hefe-DNA mit jeweils 5 U EcoR | und Mse |,
Reaktionsvolumen: 30 pl, Reaktionspuffer: Mse I, 37 °C, 5 h

» Zugabe von 10 pl Adapter-Mix (vgl. Tabelle 15)

* Inkubation 20 °C, 10 h

Tabelle 15: Zusammensetzung Adaptermix. Ad: Adapter (vgl. Tabelle 2).

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix
Reaktionspuffer 1-fach

Mse |

AdE 1 0,5 uM
AdE 2 0,5 uM
AdM1 5,0 uM
Ad M 2 5,0 uM
ATP 1 mM

T4 DNA-Ligase 1U

Pre-Amplifikation (Pre)

* Verdinnung ReLi 1:5 mit H,Oqq

* 5 ulin eine 20ul-Reaktion einsetzen

Tabelle 16: Zusammensetzung Reaktionsmix Pre-Amplifikation.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dNTP’s 200 uM

EcoR I-Primer 300 nM

Mse I-Primer 300 nM

MgCl, 1,5 mM

Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 17: Temperaturprofil Pre-Amplifikation.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 0,5

56 1,0 20

72 1,0
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Amplifikation (Amp)

* Verdinnung Pre 1:10 mit H,Oqq

* 5 ulin eine 20ul-Reaktion einsetzen

Tabelle 18: Zusammensetzung Reaktionsmix Amplifikation.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dNTP’s 200 uM

EcoR I-Primer (markiert) 100 nM

Mse I-Primer 300 nM

MgCl, 1,5 mM

Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 19: Temperaturprofil Amplifikation.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 0,5

65 — 0,7/Zyklus 0,5 13

72 1,0

94 0,5

56 0,5 23

72 1,0

Elektrophorese
» Zugabe eines gleichen Volumens Sequenzier-Gelladepuffer zum
Reaktionsmix

» Elektrophorese und Detektion der Fragmente wie unter 2.10.3.2 und 2.12.3

2.17 Mikrosatelliten Analyse

Innerhalb eines Genoms sich unmittelbar in hoher Zahl wiederholende Mono-, Di-,
Tri- oder Tetra-Nukleotidmotive werden als Mikrosatelliten bezeichnet. Die Zahl der
Wiederholungen innerhalb eines Satelliten und damit seine Ladnge kann zwischen
einzelnen Hefestammen variieren. Wird mit Primern, die einen Satelliten flankieren,
dieser in einer PCR amplifiziert, kbnnen diese Langenvariationen aufgezeigt werden.
Die Informationen Uber die Sequenzen der flankierenden Regionen fir die

Konstruktion der Primer koénnen beispielsweise, sofern diese fir den zu
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analysierenden Organismus vorhanden sind, aus Datenbanken gewonnen werden.

Alternativ missen solche Genorte von der DNA des Zielorganismus isoliert werden.

2.17.1 Mikrosatellitenloci aus DNA-Datenbanken

Mit dem Programm PatMatch wurde die Saccharomyces Genome Database (SGD)
[Cherry, J. M. 1999] nach Di- und Tri-Nukleotidmotiven durchsucht.
Fur Wiederholungen >10 bei Tri- und >15 bei Di-Nukleotidmotiven wurden aus den

unmittelbar angrenzenden DNA-Bereichen Primer abgeleitet.

2.17.2 Isolierung von variablen Mikrosatellitenloci

Die Isolierung von Mikrosatellitenloci wurde nach einem auf der von Refseth 1997
beschriebenen Methode basierenden Protokoll durchgefiihrt. Hierbei werden mit
PCR-Adaptern versehene Restriktionsfragmente mit Biotin-markierten
Oligonukleotiden, deren Sequenz dem gesuchten Mikrosatelliten entspricht,
hybridisiert. Diese so markierten Fragmente werden mittels Streptavidin
beschichteter Magnetpartikel aus dem Gemisch gefischt und in einer PCR
vervielfaltigt. Die PCR-Produkte werden kloniert und weiter analysiert. Im
Unterschied zur beschriebenen Methode wurde anstelle des Restriktionsverdaus
eine AFLP-Preamplifikation verwendet und die Produkte der abschlieBenden PCR
nicht kloniert, sondern in einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, um

so direkt variable Loci isolieren zu kénnen.

10 yl Dynabeads (M-280 Streptavidin) waschen mit 100 pl B&W-Puffer

* Inkubierenin 100 yl PBS-Puffer, 10 min, RT

* Waschen mit 6x SSC-Puffer, 3 mal

» Konzentrierung von funf vereinigten 20 pl Preamplifikationsreaktionen (siehe
2.16) entsprechend 2.8.5

* Aufnehmen des Pellets in 50 pl H2Oqq

e Zugabe von 20 ul 5"-Biotin markiertem Oligonukleotid (10 ng/ul)

e Zugabe von 30 pl SSC

* Inkubieren, 10 min, 95 °C
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* Inkubieren, 60 min, 40 °C

» Zugabe zu vorbehandelten Dynabeads (s.0.)
* Inkubieren, 15 min, RT

* Waschen mit 2x SSC, 3 mal

* Waschen mit 1x SSC, 3 mal

* Eluieren mit 50 pl H,O, 5 min, 90 °C, 2 mal

 Eluatin PCR einsetzen

2.18 Subtraktive Hybridisierung

Theorie

Ziel einer subtraktiven Hybridisierung ist die Isolierung von DNA Bereichen, die
Sequenzunterschiede zwischen zwei DNA-Fragmentmengen unterschiedlicher
Herkunft (beispielsweise genomische DNA zweier Bakterien- oder Hefestdmme oder
auch cDNAs aus unterschiedlichen menschlichen Gewebstypen) aufweisen.

Die DNAs werden in der Regel mit Restriktionsenzymen geschnitten und miteinander
hybridisiert. Die Fragmentmenge, die gegenuber der anderen einzigartige DNA-
Sequenzbereiche aufweisen soll, wird hier im weiteren entsprechend Lisitsyn (1993)
als Tester bezeichnet, die andere als Driver. Der Driver ist in der Regel im
Uberschuss gegeniiber dem Tester in der Reaktion vorhanden, um sicherzustellen,
dass Testermolekile bevorzugt mit Drivermolekilen hybridisieren, wenn
Sequenzhomologien vorhanden sind. Nach der Hybridisierung liegen flnf
verschiedene Hybridtypen vor: Driver-Driver, Driver-Tester, Tester-Tester,
Drivereinzeistrangiy UNd TeStereinzelstrangig-

Die Tester-Tester und Testerenzeistrangiy €Nthalten die Fragmente, die einzigartig fur
die Tester—Reprasentation (Reprasentation: Die Teilmenge der Restriktions-
fragmente, die in einer PCR amplifizierbar sind) sind. Um diese zu isolieren, missen
die anderen Typen so beschaffen sein, dass sie entweder aus dem Gemisch entfernt
werden kénnen oder auf andere Weise nicht mehr fur weitere Schritte zugénglich
sind.

Der Grol3teil der beschriebenen Anwendungen fur die Methode basiert auf der PCR:

Die DNA wird mit Restriktionsendonucleasen verdaut, an die entstehenden
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Fragmente Primerbindestellen ligiert und die Fragmente anschlielend mit der PCR
vervielfaltigt.

Die beiden Fragmentmengen werden miteinander hybridisiert und danach erneut in
eine PCR eingesetzt, in der nurmehr die Tester spezifischen Fragmente vervielfaltigt
werden. In einem Teil der beschriebenen Anwendungen wird hierzu der Driver mit
Biotin markiert, so dass mit Hilfe von Streptavidin-beschichteten Partikeln Driver-
haltige Hybride aus dem Gemisch entfernt werden kénnen. Im anderen Teil werden
die Adapter des Drivers vor der Hybridisierung durch Restriktionsverdau wieder
entfernt, so dass nur reine Tester-Tester in der anschlieBenden PCR vervielfaltigt
werden kdnnen.

In der hier entwickelten Methode war der Driver uracilhaltig, so dass er mit Uracil-N-
Glycosilase / T4 Endonuclease V verdaut werden konnte. Auf diese Weise wurden
alle Driver-Molekulle stark fragmentiert. Die so aus den Driver-Tester-Fragmenten
entstehenden Testerenzeistrangiy SOWIe alle anderen einzelstrangigen DNA-Molekile
wurden mit einer Mung Bean Nuclease verdaut, so dass nur noch Tester-Tester-

Fragmente Ubrig blieben.
Durchfiihrung
Restriktion und Ligation (ReLi)
* Restriktionsverdau von 500 ng Hefe-DNA mit jeweils 5 U EcoR | und Mse |,
Reaktionsvolumen: 30 pl, Reaktionspuffer: Mse I, 37 °C, 5 h

e Zugabe von 10 pl Adapter-Mix (vgl. Tabelle 20)
* Inkubation 20 °C, 10 h

Tabelle 20: Zusammensetzung Adaptermix (vgl. Tabelle 2).

Komponente Konzentration im Reaktionsmix
Reaktionspuffer Mse | 1-fach

AdE 1 0,5 uM

AdE 2 0,5 uM

AdM1 5,0 uM

Ad M 2 5,0 uM

ATP 1 mM

T4 DNA-Ligase 1U

29



Material und Methoden

Pre-Amplifikation (Pre)

* Verdinnung ReLi 1:5 mit H,Oqq

* 5 ulin eine 50 pl-Reaktion einsetzen

Tabelle 21: Zusammensetzung Reaktionsmix Pre-Amplifikation.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dATP, dCTP, dGTP 200 uM

dUTP 600 uM

EcoR I-Primer 300 nM

Mse I-Primer 300 nM

MgCl, 2,5 mM

Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 22: Temperaturprofil Pre-Amplifikation.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 0,5

56 1,0 20

72 1,0

Amplifikation (Amp)

* Verdinnung Pre 1:10 mit H,Oqq

* 5 ulin eine 50 pl-Reaktion einsetzen; 16 Driver-, 2 Tester-Reaktionen

Tabelle 23: Zusammensetzung Reaktionsmix Amplifikation.

Komponente Konzentration im Reaktionsmix
Driver Tester
Reaktionspuffer 1-fach 1-fach
dATP, dCTP, dGTP 200 uM 200 uM
dTTP / 200 uM
dUTP 600 uM /
EcoR I-Primer 300 nM 300 nM
Mse I-Primer 300 nM 300 nM
MgCl, 2,5mM 1,5 mM
Tag Polymerase 0,025 U/ul 0,025 U/ul
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Tabelle 24: Temperaturprofil Amplifikation.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 0,5

56 0,5 36

72 1,0

Vereinigung und Konzentrierung der Driver-Reaktionen entsprechend 2.8.5
und Reinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Elution in 100 pl 0,3x
Puffer EB (Puffer EB im Kit enthalten))

Vereinigung und Reinigung der Tester-Reaktionen mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Elution in 50 pl 0,3x Puffer EB (Puffer EB im Kit enthalten))

25 pul Driver und 10 pl Tester in einem 1,5 ml-Eppendorfgefald mischen, im
Speed Vac Concentrator trocknen

Aufnehmen in 4 pl 1x SH-Hybridisierungspuffer und tberfthren in ein 0,2 ml-
PCR-Reaktionsgefal}

Losung mit 10 pl Mineraldl Uberschichten und 5 min bei 100 °C in einem
Thermocycler (PTC 100) inkubieren

Wassrige Phase mit 1 ul 5 M NaCl mischen und das Reaktionsgefald weitere
3 min bei 100 °C inkubieren

Abkuhlen auf 68 °C innerhalb 30 min

Inkubieren, 68 °C, 36 h

Zugabe von 45 ul H,0O und 50 pl 2x EU-L6sung

Inkubieren, 37 °C, 8 h

Inkubieren, 65 °C, 15 min

Extrahieren mit 100 pl Phenol-CIA und CIA (Uberkopfschutteln, 5 min;
zentrifugieren, 5 min, 13 000 g )

Konzentrierung der Reaktion entsprechend 2.8.5, Aufnehmen in 60 pl H,Ogyq
Verteilen von vier 6 pl-Aliquots und Zugabe von je 3ul 3x Mung-Puffer mit
2,5U,5,0U, 10,0 Uund 20,0 U Mung Bean Nuclease

Inkubieren bei 37 °C, 30 min

Inkubieren bei 90 °C, 10 min

Reaktionen 1:10 verdinnen

Je 5 ulin eine 50 pI-PCR einsetzen
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Tabelle 25: Zusammensetzung Reaktionsmix PCR nach Mung Bean Nuclease Verdau.

Komponente Konzentration im
Reaktionsmix

Reaktionspuffer 1-fach

dNTP’s 200 uM

EcoR I-Primer 300 nM

Mse I-Primer 300 nM

MgCl, 1,5 mM

Tag Polymerase 0,025 U/ul

Tabelle 26: Temperaturprofil PCR nach Mung Bean Nuclease Verdau.

Temperatur / °C Zeit / min Zyklenzahl
94 0,5

56 0,5 40

72 1,0
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3 Ergebnisse

3.1 SSCP-Analyse ribosomaler DNA

Die DNAs von S. cerevisiae-Brauereihefestammen sowie von einigen Nicht-
Kulturhefen wurden in eine PCR mit den Primern H550/H1200, die ihre Bindestellen
auf hoch konservierten Bereichen des 18s rRNA-Genes haben, eingesetzt. Fur alle
Stamme wurde ein PCR-Produkt der GrolRe 650 bp gebildet, das zwei variable
Bereiche des Genes beinhaltet [James, S. A. 1994; Ando, S. 1996]. Aliquots der
Reaktionen wurden denaturiert und unter nicht-denaturierenden Bedingungen in
einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (vgl. 2.13 und 2.10.2). In Abbildung 1 zeigt das
obere Bild das gesamte Gel. Die Bereiche der Einzelstrang-Banden und der Bereich
mit den Doppelstrang-Banden sind im mittleren bzw. unteren Bild nochmals direkt
untereinander dargestellt.

Fur alle S. cerevisiae-Stamme (Spuren 3 bis 22) war ein einheitliches Laufverhalten
sowohl der Einzelstrange, die in der oberen Gelhélfte zumeist als Doppelbanden zu
sehen sind, als auch fur die doppelstrangigen DNA-Molekule in der unteren Gelhélfte
zu beobachten. Die Bandenmuster (Einzelstrdnge und Doppelstrdnge zusammen
betrachtet) der anderen Hefestamme waren unterschiedlich sowohl zu dem S.
cerevisiae-Muster als auch untereinander. In vielen Fallen war eine Unterscheidung
aufgrund des Laufverhalten der Einzelstrange mdglich. Da offensichtlich unter den
verwendeten Laufbedingungen auch die doppelstrangigen PCR-Produkte nicht
ausschlief3lich aufgrund ihrer Lange getrennt wurden, konnten auch diese fir die

Differenzierung verwendet werden.
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Abbildung 1: SSCP-Analyse von PCR-Produkten mit Primerpaar H550 / H1200, Silberfarbung.
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3.2 RAPD

In Vorversuchen wurden als Primer insgesamt 58 10mere an einem Set von
Saccharomyces- und Nicht-Saccharomyces-Hefen getestet. Von diesen waren
letztendlich funf flr weitere Versuche geeignet. Mit den anderen Primern wurden
entweder keine PCR-Produkte gebildet oder es entstanden sehr komplexe
Bandenmuster, die in der Versuchwiederholung nicht reproduzierbar waren. Die
weitere Auswahl der Primer erfolgte unter dem Gesichtspunkt, dass zumindest die
beiden obergarigen Stamme 68 und 148 voneinander unterschieden werden
konnten.

Bei der Optimierung der Parameter wie Konzentration der Komponenten im
Reaktionsmix und Temperaturprofii der PCR ergab sich, dass bei
Annealingtemperaturen bis zu 39 °C oder auch bei der Verwendung von
komplizierteren Temperaturprofilen (z.B. Tuochdown) kaum Veranderungen in den
Bandenmustern entstanden, so dass im Folgenden mit einem Standardprofil mit
33 °C Annealingtemperatur gearbeitet wurde.

Trotz konstanter Versuchsbedingungen waren auch bei den im weiteren
verwendeten Primern die Bandenmuster in verschiedenen PCR-Ansatzen nicht
immer vollstandig reproduzierbar. Die Reproduzierbarkeit innerhalb eines PCR-

Ansatzes war dagegen gut.

Abbildung 2 wund Abbildung 3 zeigen die PCR-Produkte von Hefe-DNAs
verschiedener Saccharomyces- und Nicht-Saccharomyces-Arten mit den Primern
R 360-6 und R D-02.

Alle untersuchten Hefen zeigten unterschiedliche Bandenmuster.
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Spur 4 B. bruxellensis Spur 13 Hansenula anomala
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Spur 7 Z. rouxii Spur 16 Pichia membranefaciens
Spur 8 S. c. diastaticus Spur 17 Debaromyces hansenii
Spur 9 S. exiguus Spur 18 1 kbp-Leiter

Abbildung 2: PCR-Produkte von Fremdhefen mit Primer R-360 6.
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 3 h; GNA, 8 °C.
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Spur 1 1 kbp-Leiter Spur 10 S. c. ellipsoideus
Spur 2 34 Spur 11 Candida tropicalis
Spur 3 68 Spur 12 Rhodutorula rubra
Spur 4 B. bruxellensis Spur 13 Hansenula anomala
Spur 5 K. apiculata Spur 14 S. uvarum beijerinck
Spur 6 Z. bailii Spur 15 Saccharomycodes ludwigii
Spur 7 Z. rouxii Spur 16 Pichia membranefaciens
Spur 8 S. c. diastaticus Spur 17 Debaromyces hansenii
Spur 9 S. exiguus Spur 18 1 kbp-Leiter

Abbildung 3: PCR-Produkte von Fremdhefen mit Primer R-D 02.
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 3 h; GNA, 8 °C.
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Wie bereits erwahnt, waren bei einer Versuchswiederholung oft nicht alle und nicht

immer die starker ausgepragten Banden

reproduzierbar, so dass nur die

zuverlassigsten PCR-Produkte zur Orientierung in Tabelle 27 angegeben sind.

Tabelle 27: Reproduzierbare PCR-Produkte (Lange in bp) fir RAPD-Primer zur Unterscheidung von

Hefearten.
Primer

Hefestamm R 3606 R D02
34 800 1500/ 1800/ 2100
68 800/1100 800 /1800 / 2600
B. bruxellensis 800 /1800 2900
K. apiculata 220/ 750 690
Z. bailii 1050 720
Z. rouxii 2050 2000
S. c. diastaticus 370/1600/ 1700 400/ 1800
S. exiguus 900/ 950 / 1500 1050/ 3000
S. c. ellipsoideus 370/1600/ 1680 400 /1800
Candida tropicalis 500 / 650 800 /1050/ 1800
Rhodutorula rubra 200/1200/ 1250 750
Hansenula anomala 400 /500 / 600 1300/ 1400 / 1500
S. uvarum beijerinck 370 /550 800/ 1550
Saccharomycodes ludwigii 570 /800 1050
Pichia membranefaciens 360 /1050 400/ 1100
Debaromyces hansenii 650/ 1650 2100
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Mit denselben Primern wurde eine Auswahl an unter- und obergéarigen Hefestammen

untersucht.
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Abbildung 4: PCR-Produkte von Kulturhefen mit Primer R-360 6.
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 3 h; GNA, 8 °C.

Mit dem Primer R 360-6 wurde sowohl fir die ober- als auch flr untergarigen

Stamme ein 800 bp-Fragment amplifiziert. Die obergarigen Stamme wiesen

zusatzlich eine 1100 bp-Bande auf
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Abbildung 5: PCR-Produkte von Kulturhefen mit Primer R-D 02.
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 3 h; GNA, 8 °C.

Mit dem Primer R D 02 zeigten alle Stamme ein etwas komplexeres Bandenmuster.
Die untergdrigen Stamme reagierten als einheitliche Gruppe; bei den obergarigen
Hefen konnten die Stdmme 68 und 127 (Spurenl0 und 12, Abbildung 5) von den
Ubrigen durch ein zusétzliches 800 bp-Produkt unterschieden werden.

In einem weiteren Versuch wurden zusatzliche Kulturhefe-Stamme, zwei S.
pastorianus-Stamme und ein S. bayanus in einer PCR mit dem Primer R D02
analysiert. Abbildung 6 zeigt die PCR-Produkte dieser Hefen mit Primer R-D02.
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Spur1l 1 kbp-Leiter Spur9 165 Spur 17 213
Spur 2 100bp-Leiter Spur 10 148 Spur 18 1 kbp-Leiter
Spur3 68 Spur 11 184 Spur 19 S. pastorianus DSM
6581
Spur4 127 Spur 12 174 Spur 20 S. pastorianus DSM
6580
Spur5 149 Spur 13 177 Spur 21 S. bayanus DSM
70412
Spur6 205 Spur 14 208 Spur22 34
Spur7 212 Spur 15 210
Spur8 141 Spur 16 211

Abbildung 6: PCR-Produkte von Hefe-DNA mit Primer R-D02.
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 3 h; GNA, 8 °C.

Aufféllig in Abbildung 6 ist, dass im Vergleich zum vorhergehenden Versuch einige
PCR-Produkte zugunsten eines oder zweier sehr effizient amplifizierter Fragmente
schlecht oder nicht mehr gebildet wurden. Alle untersuchten obergarigen Stamme
unterschieden sich deutlich vom Stamm 34. Sie lieRBen sich aufgrund der
Bandenmuster mit Primer R D 02 in drei Gruppen einteilen.

Fur den untergérigen Stamm 34 sowie die beiden S. pastorianus-Stamme wurden
Produkte gleicher Lange nachgewiesen. Der S. bayanus-Stamm unterschied sich

von diesen Stdmmen durch zwei zusatzliche Fragmente der Gré3e 800 und 1600 bp.
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Die Tabelle 28 verschafft einen Uberblick (ber die Mdglichkeiten der

Gruppeneinteilung der analysierten Hefen mit dem Primer R D-02.

Tabelle 28: Reproduzierbare Banden fir (Kultur-) Hefen mit Primer R D-02.
1: Bande, O: keine Bande; A: Alt, K: Kdlsch, WB: Weil3bier.

Fragmentgro3e in bp

o o o o o o o o

stamm  Guppe § § 3 8 2 8 S 8

— — — — i AN AN

WB 68 1 1 0 0O (1) o 1 o0 1
WB 127 1 1 0 0O (1) o 1 o0 1
WB 149 1 1 0 0O (1) o 1 o0 1
WB 205 1 1 0 O (1) o 1 o0 1
WB 212 1 1 0 O (1) o 1 o0 1
A/K 141 2 O 12 0 0O 1 1 o0 1
A 148 3 O 0 0O (1 o 1 0 1
A/K 165 2 O 12 0 0O 1 1 o0 1
A 184 3 o 0 O (1 o 1 0 1
A 174 3 O 0 0O (1 o 1 o0 1
A/K 177 3 O 0 0 (1 o 1 o0 1
A 208 3 O 0 0O (1 o 1 o0 1
A/ Ale 210 3 O 0 0O (1 o 1 o0 1
A/ Ale 211 3 o 0 O (1 o 1 o0 1
A/ Ale 213 3 O 0 0 (1 o 1 o0 1
DSM 6581 S. pastorianus 4 0O O 1 0 0 1 1 0
DSM 6580 S. pastorianus 4 0O O 1 0 0 1 1 0
DSM 70412 S. bayanus 5 1 O 1 0 1 1 O
34 4 O 0 1 0 0 1 1 O
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3.3 PCR mit & Element basierten Primern

In einer PCR mit dem Primer LTR 01 r, der seine Bindestelle auf dem & Element von
S. cerevisiae hat, wurden alle ober- und untergérigen Brauhefen sowie einige weitere
Saccharomyces-Hefen untersucht.

In Abbildung 7 sind die PCR-Produkte der obergarigen Bierhefen und die des

untergarigen Stammes 34 dargestellt.
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Abbildung 7: PCR-Produkte obergéariger Bierhefen mit Primer LTR 01 r.
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 2 h; GNA, 8 °C.

Die obergarigen Hefen lieBen sich anhand der Bandenmuster in vier Gruppen
unterteilen. Alle Hefestamme wiesen zwei gemeinsame Banden auf. Der untergérige
Stamm 34 unterscheidet sich von den obergarigen durch eine zuséatzliche Bande mit
620 bp Lange.

In Abbildung 8 sind die PCR-Produkte der untergarigen Bierhefen sowie die der

weiteren untersuchten Saccharomyces-Hefen zu sehen.
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Bild oben
Spur 1 100bp-Leiter Spur 9 69 Spur 17 70
Spur 2 68 Spur 10 71 Spur 18 114
Spur 3 34 Spur 11 85 Spur 19 88
Spur 4 26 Spur 12 166 Spur 20 107
Spur 5 44 Spur 13 167 Spur 21 178
Spur 6 59 Spur 14 128 Spur 22 100bp-Leiter
Spur 7 120 Spur 15 155
Spur 8 66 Spur 16 170
Bild unten
Spur 1 100bp-Leiter Spur 9 170
Spur 2 109 Spur 10 114
Spur 3 Spur 11 S. pastorianus
122 DSM 6581
Spur 4 Spur 12 S. pastorianus
176 DSM 6580
Spur 5 Spur 13 S. bayanus DSM
Sch2 70412
Spur 6 68 Spur 14 NTC
Spur 7 34 Spur 15 100bp-Leiter
Spur 8 155 Spur 16

Abbildung 8: PCR-Produkte (untergériger) Bierhefen mit Primer LTR 01 r.

Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 2 h; GNA, 8 °C.

Abbildung 9 zeigt einige der schon in Abbildung 8 dargestellten PCR-Produkte, die in

einer anderen Elektrophoresekammer unter leicht modifizierten Laufbedingungen

aufgetrennt wurden, um den Grdél3enbereich zwischen 800 bp und 2000 bp besser

aufzuldsen.
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Abbildung 9: Auswahl von PCR-Produkten (untergariger) Bierhefen mit Primer LTR O1 .
Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/icm; 2 h; Hoefer, RT.

Die untergarigen Stamme reagierten mit Ausnahme der Stdmme 155, 170 und 70 als

einheitliche Gruppe und wiesen vier gemeinsame Banden auf. Alle Stdmme hatten

die bereits vorher fir den Stamm 34 gezeigte Bande gemeinsam, mit der sie sich von

den obergarigen Stdmmen unterschieden. Diese Bande liel3 sich auch fir den S.

pastorianus-Stamm (DSM 6581) nachweisen. Allerdings fehlte bei diesem Stamm im

Gegensatz zum S. pastorianus-Stamm (DSM 6580) die allen untergdrigen Stammen,

mit Ausnahme des Stammes 70, gemeinsame 900 bp Bande.

In Tabelle 29 sind die Banden der untersuchten Hefen mit Primer LTR 01

zusammenfassend dargestelit.
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1: Bande, 0: keine Bande; A: Alt, K: Kdlsch, WB: Weil3bier.

Tabelle 29: Auswertung Bandenmuster PCR mit Primer LTR 01r (vgl. Abbildung 7, Abbildung 8,
Abbildung 9).

Fragmentlénge in bp

000¢

0svT
0€ct
00TT
000T
006
029
009

Gruppe

Stamm

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
0
0
0
0

1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 01 0 0
1 1 1 0 (1) 0 0
1 1 0 0 0 1 O
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 1 1 0 0 1 0
1 000 0 1 0
1. 0 000 1 0
1. 0 00 0 1 0
1. 0 00 0 1 0
1. 0 00 0 1 0
1 01 0 0 1 1
1 01 0 0 1 0
1 01 0 0 1 1
1 01 0 0 1 0
1 01 0 0 1 O
1 01 0 0 1 0
1 01 0 0 1 0
1 01 01 10
1 01 01 1 0
1 01 0 0 1 0
1 1 0 0 1 0 O
1 01 01 0O
0 00 1 00 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
3
1
1
1
1
1
1
1
4
4
4
4
4
5
6
5
6
6
6
6
7
7
6
8

9
10

34/70
26
44
59

120
66
69

71

85

166
167

128
155
170
70

114
88

107

178
109
122

176

68

127

149

205

212

141

148

165

184

174

177

208

210

211

213
S. pastorianus
S. pastorianus

S. bayanus

WB

WB

WB

WB

WB

A/K

A/K

A/K

Al Ale

Al Ale

Al Ale
DSM 6581
DSM 6580
DSM 70412
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3.4 AFLP

3.4.1 Fingerprints

In Vorversuchen wurde getestet, wie viele zuséatzliche Nukleotide an den Primern
notig waren, um reproduzierbare und aussagekraftige Bandenmuster zu erhalten. In
Ubereinstimmung mit der Literatur [Vos, P. 1995; de Barros Lopes, M. A 1999]
erwiesen sich drei Nukleotide (ein Primer mit zweli, ein Primer mit einem) fur Hefen
als optimal. In Abhangigkeit von den jeweiligen Primern konnten zwischen 25 und 50
Banden pro Spur detektiert werden. Mit zwei Nukleotiden waren die Bandenmuster
nicht mehr auswertbar und sehr schlecht reproduzierbar. Mit vier Nukleotiden wurden
nur wenige Fragmente amplifiziert ohne dass sich bessere
Unterscheidungsmaoglichkeiten zwischen den Stammen als mit drei Nukleotiden
ergaben.

Unter- und obergarige Bierhefen, weitere S. cerevisiae Hefen sowie einige
Fremdhefen wurden mit sieben Primerkombinationen (jeweils 3 Zusatznukleotide)
untersucht. Die Preamplifikationsreaktion enthielt Primer mit zwei Zusatznukleotiden.

Die eingesetzten Primer sind Tabelle 30 zu entnehmen:

Tabelle 30: Primerkombinationen fiir die AFLP.

Reaktion Pre Amp

Primer E+ M+ E+ M+

A g AA g

A g AC g

zuséatzliche A c AA c

Nukleotide A C AC C
C A C Ag
C A C AC
C T C TT

Abbildung 10 zeigt beispielhaft die AFLP-Produkte mit einer Primerkombination.
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1234567891011 121314151617 1810022232425

T~

T s —————

1 34/70 8

2 66 9

3 128 10
4 120 11
5 194 12
6 69 13
7 34778 14

26
54
168
Rl

148
68
175

15
16
17
18

19
20
21

177
184
Laureiro
Epernay

S. c. ellipsoideus
w4
S. c. diastaticus

22
23
24
25

S. exiguus
Z. bailii

Z. rouxii
Hansenula
anomala

Abbildung 10: Membranfixierte AFLP-Produkte mit Primern E + C (Biotin-markiert) / M + Ag.

Auftrennung in GATC 1500.

Die untergarigen Hefen (Spuren 1 — 10 ) bildeten eine einheitliche Gruppe in der sich

lediglich der Stamm 66 (Spur 2) durch eine fehlende Bande (s. Pfeil) mit einer

Primerkombination von den dbrigen unterscheiden lie3. Fir die obergarigen

Bierhefen sowie die Weinhefen und den S. c. diastaticus Stamm war ebenfalls ein
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gemeinsames Grundmuster zu erkennen. Hier liel3en sich aber einzelne Stdmme,
teilweise in Gruppen (z.B. Stamm 148 und 184), von den Ubrigen abgrenzen wobei
eine Unterscheidung teilweise nur mit zwei oder mehr Primerkombinationen maglich
war.

Der Prozentsatz an gemeinsamen Banden (zweimal die Summe der gemeinsamen
Banden / die Summe aller Banden) zwischen dem untergarigen Stamm 34 und der
obergarigen Hefe 68, hier stellvertretend flr die beiden Gruppen gewahlt, betrug in
Abhé&ngigkeit von den Primern zwischen 70 und 85 %.

Die Ubrigen Hefen (Spuren 22 bis 25) unterschieden sich deutlich sowohl von den
Brauerei- und Weinhefen als auch untereinander. So wiesen beispielsweise die
obergarige Bierhefe 68 und der S. exiguus Stamm eine Bandenteilung von

durchschnittlich unter 30 % auf.
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3.4.2 Isolierung von Markern

Abbildung 11 zeigt die membranfixierten AFLP-Produkte der Hefestdmme
34 und 66 (Primer E+C/M+Ag) nach Auftrennung im GATC 1500-System.
Die mit einem Pfeil markierte Bande, weist auf einen Polymorphismus hin,
der néher charakterisiert werden sollte und auf dem aufbauend nach
Mdglichkeit ein spezifisches Primersystem entwickelt werden sollte, mit dem
die beiden Stamme direkt voneinander unterschieden werden kdnnen.

Zum besseren Verstandnis sind die einzelnen Entwicklungsschritte in
Abbildung 22 am Ende des Kapitels grafisch zusammengefasst. Die

romischen Nummerierungen beziehen sich auf diese Abbildung.

I

Das gekennzeichnete DNA-Fragment von Stamm 34 wurde wie unter 2.8.4
beschrieben reamplifiziert.

Fur die Auftrennung im Sequenziergel stand kein geeeigneter DNA -
Grolenstandard zur Verfliigung, anhand dessen die
Grolendbereinstimmung des Reamplifikats mit der urspringlichen Bande
sichergestellt hatte werden kbnnen. Um einigermalf3en auszuschlie3en, dass
es sich bei den PCR-Produkten der Reamplifikation um Artefakte handelte,
wurden zusatzlich aus beliebigen Spuren derselben Membran in
regelmalligen Abstanden unterhalb der interessierenden Bande DNA-

Banden ausgeschnitten und wie oben behandelt.

Spurl 34
Spur 2 66

Abbildung 11: PCR-Produkte von Preamplifikationen
(Pre) mit Primerpaar E+C/M+Ag.
Auftrennung tUber GATC 1500, vgl.2.10.3).
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Wie in Abbildung 12 zu sehen, wurden teilweise PCR-Produkte gebildet, die, wenn
auch verschieden stark ausgepragt, zumindest die erwarteten Grof3enunterschiede
aufwiesen, so dass es sich bei der auf dem linken Bild zu sehenden Bande in Spur 2

tatsé&chlich um das gesuchte Fragment handeln sollte.

1 J2 W5 AR5 N6 T . A RS W e

L B

—-— —

-
[
- -
Gel links Gel rechts
Spur 1 100bp-Leiter Spur 1 100bp-Leiter
Spur 2 Bande (Pfeil) Spur 2 Bande < Spur 2 links
Spur 3 Bande < Bande Spur 2 Spur 3 Bande < Bande Spur 2
Spur 4 Bande < Bande Spur 3 Spur 4 Bande < Bande Spur 3
Spur 5 leere Membran Spur 5 Bande < Bande Spur 4
Spur 6 NTC Spur 6 Bande < Bande Spur 5
Spur 7 leere Membran

Spur 8 NTC

Abbildung 12: Reamplifikate einzelner nach Auftrennung in GATC membranfixierter DNA-Banden mit
Primerpaar E+C / M+Ag.
Auftrennung in Agarosegel: 2,0 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.

Diese Bande wurde wie unter 2.8.2 mit dem Primerpaar E+0/M+0 reamplifiziert und
sequenziert.

Die Sequenz in Abbildung 13 ist in der 5°-3"-Richtung des Primers M+0 angegeben.
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v10 v20 v30 v40 v50
CCTCCAATATGGAAATGTACNT AAT TCAGGCAGCCGGEGT TCTCCACGAKT

v60 v70 v80 v90 v100
TGGGECAGTAGTWERCT TGCTTGGAAATACCSCATSTTTGTAATGCATATC

v110 v120 v130 v140 v150
YATTTGATGTART SGCAAGT GTAAACGGGECAAGGANNNNNGT AGATGCAG

v160 v170 v180 v190 v200
ATACAGGATGGAAACT GTGGACGCCATGT GCAGCCGGAGCCTCAGCTCTT

v210 v220 v230 v240
CTTGGGEGTITGGTCGT TGATTGT TTTNNNNAGT TTCAGCCATATTATT

Abbildung 13: Sequenz 9811 _02_M : Position 31 — 46: Primer bh e , Position 118 — 135: Primer bh m
(rc), Position 157 — 174: Primer bh m 2 (rc).

Aus dem Sequenzabschnitt wurden zu den beiden Primern M+0 (bh m, bh m 2) und
E+0 (bh e) kompatible Primer ausgewahlt, um selektiv Teile des
Restriktionsfragments mit dem vermuteten Polymorphismus zu vervielfaltigen und im
weiteren ermitteln zu kdnnen, an welcher der beiden Restriktionsschnittstellen der

Polymorphismus vorlag.

Die RelLis (EcoR I, Mse |) der beiden zu unterscheidenden Hefestdmme wurden in
zwei PCRs mit den Primerpaaren bh m / M+Ag und BH E / E+C eingesetzt. Aus
Abbildung 14 wurde geschlossen, dass sich die beiden Stdimme mindestens an der
Mse I-Schnittstelle unterscheiden, da nur fur den Stamm 34 ein PCR-Produkt von
200 bp Lange gebildet wurde.

Uber die EcoR I-Schnittstelle konnten keine Annahmen getroffen werden, da fur
keinen der beiden Stamme ein PCR-Produkt gebildet wurde.

In einer PCR mit den Primerpaaren bh m / bh e (ohne Abbildung) wurde sowohl ftr
den Stamm 34 als auch fir den Stamm 66 ein PCR-Produkt der erwarteten Grol3e
von ca. 100 bp gebildet, womit ausgeschlossen werden konnte, dass mal3gebliche
Sequenzunterschiede zwischen den Stammen innerhalb der Primerbindestellen der
Primer bh m und bh e fir das Fehlen der relevanten Bande in Spur 3 verantwortlich

waren.
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Spur 1 100bp-Leiter
Spur 2 Reli 34
Spur 3 Reli 66
Spur 4 Reli 34
Spur 5 Reli 66

Abbildung 14: PCR von ReLis (EcoR |, Mse |) mit Primerpaar bh m / M+AG (Spur 2 und 3) und
Primerpaar BH E / E+C (Spur 4 und 5).

I

Um die interessierende Mse |-Schnittstelle naher charakterisieren zu kénnen wurde
mit DNAs der Stdmme 34 und 66 eine ReLi durchgefihrt (vgl. 2.16), wobei nur mit
EcoR | geschnitten wurde und die entsprechenden Adapter (Ad E 1 / Ad E 2)
verwendet wurden. Aus dieser ReLi sollte mit dem Primerpaar bh m / E+0 ein
Fragment vervielfaltigt werden, das den gesuchten Polymorphismus beinhaltet.

Eine selektive Amplifikation des gesuchten Fragments war nicht mdglich. Vielmehr
wurden in der Reaktion Fragmente in einem Grol3enbereich von 200 bis 3.000
Basenpaaren vervielfaltigt (vgl. Abbildung 15). Diese wurden vermutlich durch den
Primer E+O initiiert wurden, da bei der Verwendung des Primerpaars bh m / E+0
keine zusatzliche Bande gegenuber einer Reaktion mit ausschlief3lich E+0-Primer

sichtbar war.
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Spurl 100 bp-Leiter

Spur2 |/

Spur3  bhm/E+0
Spur4 /

Spur5 E+0

Abbildung 15: PCR von ReLi Hefe 34 (EcoR I) mit Primern bh m und E+0.

Da die Bildung von PCR-Produkten mit zwei unterschiedlichen Primerbindestellen
normalerweise gegeniber der von Produkten mit nur einer einzigen
Primerbindestelle favorisiert ablauft [Vos, P. 1995], bestand die Mdglichkeit, dass das
gesuchte DNA-Fragment relativ grol3 war und deshalb keine bzw. keine bevorzugte

Vervielfaltigung gegeniber den Eco-Eco-Fragmenten stattfand.

Um dies naher zu ergriinden, wurden 5 pug genomischer DNA des Stammes 34 8 h
bei 37 °C mit EcoR | verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und per Vacublot auf
eine Membran transferiert. Die Membran wurde mit einem DIG-markierten PCR-
Produkt von DNA aus Stamm 34, mit den Primern bh m/bh e hybridisiert (vgl.
2.10.3.1und 2.12).
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e -
i

I 1

Spurl  GroRenmarker M Il
(DIG-markiert)
Spur2 34/ Eco R I-Verdau

Abbildung 16: Southern-Hybridisierung eines Eco R I- Verdaus von 5 ug Hefe-DNA (34).
Sonde: DIG-markiertes PCR-Produkt Hefe 34 mit Primern bh m / bh e.
Bild links: elektrophoretische Auftrennung in Agarosegel: 1,5 % Seakem LE, TAE-
Puffer, 3 V/icm, Hoefer, RT; Bild rechts: Membran nach Hybridisierung und Anfarben
(vgl. 2.10.3.1 und 2.12).

Nach der Farbung der Membran war eine Bande von ca. 4000 bp zu sehen, was den
Verdacht bestarkte, dass das gesuchte Fragment aufgrund seiner relativen Grole

nicht selektiv amplifiziert werden konnte.

1l

Um ein kleineres Fragment zu erhalten wurden DNAs der Stdmme 34 und 66 eine
ReLi eingesetzt (vgl. 2.16), wobei die DNA in parallelen mit verschiedenen Blunt-
End-Restriktionsenzymen verdaut wurde und ein universeller Blunt-End-Adapter
(LCS AP/ Ad LCS) verwendet wurde.

Die ReLis wurden in PCRs mit den Primerpaaren LCS AP / bh m 2 eingesetzt.

Wie Abbildung 17 zeigt, konnte aus der ReLi mit Alu | ein Fragment mit ca. 950 bp
Lange amplifiziert werden, das anschlielRend wie unter 2.8.2 beschrieben mit dem
Primerpaar LCS AP/ bh m reamplifiziert wurde. Um sicherzustellen, dass es sich bei
diesem auch um das gesuchte handelt, wurde das aus dem Gel ausgeschnittene
Fragment zusatzlich in eine PCR mit dem Primerpaar bh m/bh e eingesetzt (vgl.
Abbildung 18).
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Spurl
Spur 2

100bp-Leiter
Hefe 34

Abbildung 17: PCR von ReLi (Alu I) mit Primerpaar bh m 2/ LCS AP.
Auftrennung in Agarosegel: 2,0 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.

Spurl
Spur 2

Spur 3
Spur 4
Spur 5

100bp-Leiter
Bande
unverdinnt
Bande 1:100
Bande 1:1000
Bande 1:100

Abbildung 18: PCR mit dem 950 bp-Fragment (vgl. Abbildung 17) mit Primerpaar LCS AP / bhm
(Spur 2 bis 4); PCR mit Primerpaar bh M / bh e; Spur 5.

Die Sequenzanalyse des 950 bp-Fragments ergab die Basensequenz in Abbildung

19 aus der der Primer bh e 3 abgeleitet wurde.
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v10 v20 v30 v40 v50
TCAAANAAAATAATCCAGT GTATCGTAAGCATNAAATAAGAAGATGATTC

v60 v70 v80 v90 v100
TCAATTCAGCGTGGT TGCTTATCGGTCCTGTGNGACGT TCGTCTTATTCT

v110 v120 v130 v140
TTCCCAAAGCGT TAGGT TCTTGATGTCGGTTTCTTTGAANTTCGATGAT

v160 v170 v180 v190 v200
TTGCTTTGTATAAAAGT AGNACT CT GAGGGCAGCGGENGTATTGCATCCNC

v210 v220 v230 v240 v250
CAGTTTCAATANCAACCCCT GGCATGAAACT TGCGAGT TNAAAGATTTGT

v260 v270 v280 v290 v300
TAAATTGAAT CGT GCCGCAAGTNAAAGCGAT TTTGT TGCACAACTGGCCG

v310 v320 v330 v340 v350
TTAAAGGNCCAAATGNACCCCCCCCAATAT GGAAATGTAGTAATTCGNNA

v360 v370 v380 v390 v400
ACCGGGT TCTCCACGNT TTGEECAGTAGT TCCCT TGCT TGCAGGTNCGNN

v410 v420 v430 v440 v450
TTCTAAT TGGGGEGEGEECNT TAGCNT TNNGGATNCNAT TCCCNT TNGCCNG

Abbildung 19: Partielle Sequenz 990308: Position 213 — 227: Primer bh e 3.
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\Y}

Mit dem Primerpaar bh e 3 / bh m 2 konnte von genomischer DNA der Hefestdmme
34 und 66 ein DNA-Fragment der GroRe 290 bp vervielfaltigt werden, deren
Sequenzanalyse in Abbildung 20 dargestellt ist.

T T¢ T TG A A TTG AA T C G TG €C6G CAAGIT ¢CA AR GIC A TT T

M ﬁ't’.

9901818 _rc (66)
TTETTG&EAZTTGELALATC GTGE CC GCAABGRT

9901819 rc (34)

Abbildung 20: Ausschnitt aus Sequenzier-Chromatogrammen der PCR-Produkte Hefen 34 und 66 mit
Primerpaar bh e 3/bh m 2.

Die Hefe 34 besitzt offenbar ein Allel, das sie von der Hefe 66 unterscheidet. Es
beinhaltet die Mse I-Schnittstelle sowie die daran anschlieRende Basensequenz AG
des selektiven Mse-Primers. Der Hefe 66 fehlt an dieser Stelle die Mse I-
Schnittstelle, so dass der entsprechende Sequenzabschnitt, sofern er Gberhaupt in
einer AFLP-Reaktion mit der Enzymkombination EcoR | / Mse | vervielfaltigbar ist, in

einem gréfl3eren Fragment zu finden wére.
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In Abbildung 21 sind die beiden Sequenzen des gesuchten DNA-Abschnittes der

Hefestdmme 34 und 66 gegenlbergestelit.

v10 v20 v30 v40 v50
66 NCAACCCCTGGCATGAAACT TGEGAGT TGAAAGATTTGTTGAATTGAATC
AR R RN AR RERARRARRARRNREARE RN
34 NCAACCCCTGGCATGAAACT TGEGAGT TGAAAGATTTGTTGAATTGAATC
bh e 4ab5thb ATC
~10 ~20 730 N0 750
v60 v70 v80 v90 v100
66 GTGCCGCAAGT CAAAGCGATTTTGT TGCACAACT GECCGT TGAAGGGECGA
CETETTEETEr FOEE et et ettt ey
34 GTGCCGCAAGTNAAAGCGATTTTGT TGCACAACT GECCGT TGAAGGGCGA
T/ C
bh e 4ab5thb GTGCCGCTAGIT
60 ~T70 ~80 ~90 ~100
v110 v120 v130 v140
66 AATGGAGCCCTCCAATATGGAAATGTAGT AAT TCGGCAGCCGEGTT
AR AR AR R R RN AR AR R RRAREA AN
34 AATGGAGCCCTCCAATATGGAAATGTAGT AAT TCGGCAGCCGEGTT
~110 ~120 ~130 ~140

Abbildung 21: Alignment partieller Sequenzen der 290 bp PCR-Produkte der Hefen 34 und 66 mit

Primerpaar bh e 3 / bh m 2.
Position 2 — 16: Primer bh e 3, Position 48 — 62: Primer bh e 4 a5t b (destabilisiert an
5. Position).

\Y

Aufbauend auf dem Basenaustausch (Position 62, Abbildung 21) wurde der Primer
bh e a5t b entwickelt. Mit diesem sollte in einer PCR nur fur den Stamm 34 (im
Vergleich zum Stamm 66) ein PCR-Produkt gebildet werden. Eine analoge
Entwicklung eines Primers fur den Stamm 66 basierend auf diesem
Sequenzabschnitt war nicht mdglich, da das Allel bzw. die Allele des Stammes 66
identisch mit einem der beiden Allele des Stammes 34 waren. Der Primer wurde
zusatzlich an Position 5 (vom 3"-Ende) destabilisiert, um eine ausreichende Spezifitat

sicherzustellen.
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In  Abbildung 22 sind die einzelnen Entwicklungsschritte grafisch kurz

zusammengefasst.

\ ! d <4+“—\ \
\ | I\ \\
| \ / | M+0 | J bh e | bh m2 \\\\ N
\\ / _> // _> \ \\ \
\\ / Ad M AdE
\ / \ AY
\ / < s
E+0 // bh m bh m2 \ | E+0
\
_> \ / \ \\
AdE
Il
// K
bh m2
— —> \
1
/ <+
// /
// bh m2
/ 7
/ //
//
[\
/! +«—\ <«
/ \
/ bh m \ bh m2
\
Cuser D \
Geo> \
] \
\
bhe 4 a5th \
\
_* \
\%
<+
bh m

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Entwicklung eines spezifischen Primersystems
basierend auf einem AFLP-Marker.
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In Abbildung 23 sind die PCR-Produkte (ca. 200 bp Lange) von Hefe-DNAs mit dem
Primerpaar bh m/ bh e a5t b zu sehen. Als interne Amplifikationskontrolle wurde das
Primerpaar H 550/1200 eingesetzt, das bei allen Hefen die Bildung eines PCR-
Produkts der Lange 650 bp initiiert.

B SRR RS S O RS A B R O O IRISS R2 RO R TR bR 6 18 7at 12801592/ 0) 271

-
U e G e e e e S e S S S e e e — —

D i S S S S 6 g /AR O S G ¥ ) M1 S =D S 1S S~ A e 15 176 8 17 1-8 8 179 8=2.0F 2'1

el

- —— — -

. e —

Reihe oben:

Spur 1 100bp-Leiter Spur 8 69 Spur 15 170
Spur 2 34 Spur 9 71 Spur 16 70
Spur 3 26 Spur 10 85 Spur 17 114
Spur 4 44 Spur 11 166 Spur 18 88
Spur 5 59 Spur 12 167 Spur 19 107
Spur 6 120 Spur 13 128 Spur 20 178
Spur 7 66 Spur 14 155 Spur 21 109
Reihe unten:

Spur 1 100bp-Leiter Spur 8 149 Spur 15 174
Spur 2 122 Spur 9 205 Spur 16 177
Spur 3 176 Spur 10 212 Spur 17 208
Spur 4 SCB 2 Spur 11 141 Spur 18 210
Spur 5 / Spur 12 148 Spur 19 211
Spur 6 68 Spur 13 165 Spur 20 213
Spur 7 127 Spur 14 184 Spur 21

Abbildung 23: PCR-Produkte (multiplex) mit Primerpaar H 550/1200, bh m / bh e a5t b.
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/icm; 1,5 h; GNA, 8 °C.

Wie erwartet, wurde fur die Hefe 34 ein spezifisches PCR-Produkt gebildet, fur die
Hefe 66 nicht.
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Dieses PCR-Produkt wurde fir alle untersuchten untergdrigen Stdmme mit
Ausnahme der Stamme 66, 71, 88, 109 und 167 gebildet. Fir alle untersuchten

obergarigen Stamme fehlte das Amplifikat ausnahmslos.

Da sich die beiden Stamme 34 und 66 in ihrem Bruchbildungsverhalten
unterscheiden, wurden die PCR-Resultate mit den spezifischen Primern mit dem
beschriebenen Flockulationsverhalten der verschiedenen Stdmme verglichen, um
festzustellen, ob der Marker als Indikator fir das Bruchbildungsvermégen eines

Hefestammes dienen kdnnte.

Tabelle 31: Vergleich der PCR-Analyse untergariger Hefen mit dem Primerpaar bh m / bh e a5t b mit
ihrem beschriebenen Flockulationsverhalten.

Stamm Flockulations-  spezifisches [J_berein— Stamm Flockulations-  spezifisches U_berein—

verhalten PCR-Produkt  stimmung verhalten PCR-Produkt  stimmung
34 b + v 155 b + v
26 b + v 170 s + x
44 b + v 70 b + v
59 b + v 114 b + v
120 b + v 88 b - x
66 s - v 107 b + v
69 b + v 178 b + v
71 S - v 109 b - x
85 b + v 122 b + v
166 b + v 176 b + v
167 S - v SCB 2 s + x
128 b + v

Wie aus Tabelle 31 hervorgeht, ergaben sich fir die Stamme 88, 109, 170 und SCB2
keine Ubereinstimmung zwischen beschriebenem Flockulationsverhalten und An-
bzw. Abwesenheit des spezifischen PCR-Produkts, so dass der analysierte
Polymorphismus nicht oder zumindest nicht als alleiniger Marker fur das

Flockulationsverhalten dienen kann.

Um zu zeigen, dass das entwickelte Primersystem direkt auf ein Online-PCR-Gerat
Ubertragen werden kann, wurden die DNAs der beiden Stamme 34 und 66 im
LightCycler mit dem Primerpaar bh m / bh e a5t analysiert. Als externe
Amplifikationskontrolle diente eine PCR mit dem Primerpaar bh m / bh e. Um
sicherzustellen, dass ein fehlendes PCR-Signal fir den Stamm 66 auf eine zu

geringe DNA-Konzentration zurlckzufihren ist, wurde die DNA des Stammes 66 in
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10-facher Konzentration (0,1 ng in einer 20 pl Reaktion) gegenuber der des

Stammes 34 eingesetzt.

50

== 34 phe ct 26,07
40 = = g6 bhe ct 22,89
NTC_ bhe

34 bheabth ct 28,14
66_bh e a5tbh
NTC_bh e a5tb

30

20 1

Fluoreszenz [F1]

10 4

10 15

-10

Zyklus

Abbildung 24: Amplifikationsplott PCR mit Primerpaaren bh m / bh e und bh m / bh e a5t b.
Detektionsformat: SYBR-Green. Excel-Diagramm aus exportierten Rohdaten; ct-Werte
aus LightCycler Datenanalyse Softwaremodul.

Aus Abbildung 24 geht hervor, dass in der Kontrollreaktion fiir beide Hefen ein PCR-
Produkt gebildet wurde, wobei die Differenz der ct-Werte nahezu den aufgrund des
10-fachen Uberschusses der 66er-DNA erwarteten 3,3 Zyklen (26,07 zu 22,89)
entspricht. Mit dem spezifischen Primerpaar wurde fur den Stamm ein PCR-Produkt
gebildet, dessen Signal bei Zyklus 28,14 aus dem Hintergrund tritt. Theoretisch ware
ein ct-Wert von ca. 27 zu erwarten, da mit dem spezifischen Primer im Gegensatz
zur Kontrollreaktion nur ein Allel erfasst wird. Das verzégerte Signal ist vermutlich
grof3tenteils auf die zusatzliche Destabilisierung des einen Primers zurtickzufihren.
Fur den Stamm 66 wurde kein PCR-Produkt gebildet.

Mit der Schmelzkurvenanalyse wurde verifiziert, dass die Signale PCR-Produkten

entsprechen.
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18

16 — 34 bhe
= = = 66 bhe n
14 NTC_bhe 0
C——34_bhe a5th n
'5 12 66_bhe a5th
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S 8 2 66 _bhe 85,08
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Abbildung 25: Schmelzpeaks PCR mit Primerpaaren bh m / bh e und bh m / bh e a5t b.
Detektionsformat: SYBR-Green. Excel-Diagramm aus exportierten Rohdaten;
Schmelztemperaturen aus LightCycler Datenanalyse Softwaremodul.

Wie aus Abbildung 25 zu ersehen, zeigten die beiden Amplifikate der Kontrollreaktion
einen Schmelzpunkt von 85 °C, das der spezifischen Reaktion einen Schmelzpunkt
von 88 °C. Die Nullproben (NTC) zeigten weder ein Signal wahrend der PCR (siehe
Abbildung 24) noch einen Peak in der Schmelzkurvenanalyse, so dass davon

ausgegangen werden kann, dass die positiven Signale von PCR-Produkten
herrthren.
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3.5 Mikrosatelliten Analyse

3.5.1 Mikrosatellitenloci aus DNA-Datenbanken

Mit Primern, die aus der Literatur oder durch Datenbankrecherche bekannte

Mikrosatellitenloci flankieren, wurden unter- und obergarige Kulturhefen sowie einige

Saccharomyces-Fremdhefen in der PCR untersucht.

Die Primer MS 01/MSO01 r und MS02 / MS0O2 r wurden aus der Literatur ibernommen

[Richard, G.-F. 1996]. Die Mikrosatellitenloci, die mit den hier entwickelten Primern

MS 04/MS04 r und MSO07 / MS07 r amplifiziert werden sollten, resultierten aus einer
PatMatch-Suche [Cherry, J. M. 1999]. Die Details sind Tabelle 32 zu entnehmen:

Tabelle 32: Sequenzmotive und Lokalisierung untersuchter Mikrosatellitenloci.

ORF bzw. Gen bzw.

Primerpaar wiederholtes Motiv Chromosom Nr. :
Koordinaten

MS 01 (GAA)1o Xl ORF YKL172w

MS 02 (GTO)13 Xl ORF YKRO072c

MS 04 (TG)a1 [\ 210308 — 210417

MS 07 (CCT)y (GCA)11 Xl SRP40

1 2 347506 778 9 1011 12 B0 1A IS 100 LR hos Bon 20 s 2 2

Spurl
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5
Spur 6
Spur 7
Spur 8

34
26
44
59
120
66
69
71

Spur 9
Spur 10
Spur 11
Spur 12
Spur 13
Spur 14
Spur 15
Spur 16

85

166
167
128
155
170
70

114

Spur 17
Spur 18
Spur 19
Spur 20
Spur 21
Spur 22

Abbildung 26: PCR-Produkte untergariger Hefen mit Primerpaar MS 01/01 r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 6 h;

GNA, 8 °C.

88

107
178
109
122
176

Wie Abbildung 26 zeigt, wurde mit dem Primerpaar MS 01/01 r fir alle untersuchten

untergarigen Hefestamme ein PCR-Produkt von ca. 120 bp Lange gebildet. Fir die

65



Ergebnisse

Stamme 155, 170 und 176 konnten Langenunterschiede zu den PCR-Produkten der
Ubrigen Stamme detektiert werden, wobei der Stamm 176 sich von den beiden

anderen Stammen durch ein separates Bandenmuster unterschied.

1527787 4 0 o O 4 ol U el T S 6 L8 IO 205215522

’--w-‘.ﬂ.‘m PR — .‘.’-u—"--~~~
Spurl 34 Spur 9 85 Spur 17 88

Spur 2 26 Spur 10 166 Spur 18 107

Spur 3 44 Spur 11 167 Spur 19 178

Spur 4 59 Spur 12 128 Spur 20 109

Spur 5 120 Spur 13 155 Spur 21 122

Spur 6 66 Spur 14 170 Spur 22 176

Spur 7 69 Spur 15 70

Spur 8 71 Spur 16 114

Abbildung 27: PCR-Produkte untergariger Hefen mit Primerpaar MS 04/04 r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 6 h;
GNA, 8 °C.

Mit dem Primerpaar MS 04/04 r wurde flr alle untersuchten untergarigen Stamme
mit Ausnahme der Stamme 71, 155 und 170 ein PCR-Produkt gleicher Lange (ca. 90
bp) gebildet. Fir die erwahnten Stamme fehlte das PCR-Produkt (vgl. Abbildung 27).
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Spur 1 100bp-Leiter Spur 7 212 Spur 13 177
Spur 2 / Spur 8 141 Spur 14 208
Spur 3 68 Spur 9 148 Spur 15 210
Spur 4 127 Spur 10 165 Spur 16 211
Spur 5 149 Spur 11 184 Spur 17 213
Spur 6 205 Spur 12 174

Abbildung 28: PCR-Produkte obergéariger Hefen mit Primerpaar MS01/01 r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 6 h;
GNA, 8 °C.

Die PCR-Analyse der obergarigen Stamme mit den Primern MS01 / MSO1 r ergab fur
alle untersuchten Stamme PCR-Produkte von ca. 120 bp L&ange. Nach der
Auftrennung in einem Methaphor-Agarosegel erhielt man Bandenmuster, die eine
Einteilung der Stamme in vier Gruppen erlaubt (vgl. Abbildung 28).
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Spur 1 100bp-Leiter Spur 7 212 Spur 13 177
Spur 2 / Spur 8 141 Spur 14 208
Spur 3 68 Spur 9 148 Spur 15 210
Spur 4 127 Spur 10 165 Spur 16 211
Spur 5 149 Spur 11 184 Spur 17 213
Spur 6 205 Spur 12 174

Abbildung 29: PCR-Produkte obergériger Hefen mit Primerpaar MS02/02 r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 6 h;
GNA, 8 °C.

In einer PCR obergériger Stamme mit den Primern MS02 / MS02 r wurde fur alle
untersuchten Stamme ein PCR-Produkt von ca. 150 bp Lange amplifiziert (vgl.
Abbildung 29). Fir sieben Stdmme (Spuren 3 bis 8, 10) waren scharfe Banden
sichtbar, anhand derer diese in zwei Gruppen eingeteilt werden konnen. Die
Produkte der anderen Hefen waren teilweise sehr unscharf getrennt. Eine
Unterscheidung der Ale-Stdmme (Spuren 15 bis 17) ist Uber den untersuchten
Genort mdglich. Méglicherweise sind in den Spuren 13 und 14 zwei zusétzliche,
gréRere Allele im Vergleich zu denen in den Spuren 9, 11 und 12 sichtbar, so dass
sich zwei weitere Gruppen ergaben. Die unscharfen Banden lieRen sich weder durch
Modifikationen im PCR-Temperaturprofil noch durch Veranderungen der Mg*'-

lonenkonzentration korrigieren.
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Spurl
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5
Spur 6

100bp-Leiter
/

68

127

149

205

Spur 7
Spur 8
Spur 9
Spur 10
Spur 11
Spur 12

8

212
141
148
165
184
174
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Spur 13
Spur 14
Spur 15
Spur 16
Spur 17

177
208
210
211
213

Abbildung 30: PCR-Produkte obergariger Hefen mit Primerpaar MS04/04 r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 6 h;

GNA, 8 °C.

Die Untersuchung mit den Primern MS04 / MS04 r ergab fir alle obergarigen

Stamme ein PCR-Produkt von ca. 90 bp Lange (vgl. Abbildung 30). Die Analyse in

einem 3 % Methaphor/1 % Seakem LE-Agarosegel liel3 finf verschiedene Banden-

muster fur die untersuchten Stamme erkennen. Auferdem konnte vermutet werden,

dass mehrere Stdmme an diesem Locus Langenpolymorphismen aufwiesen, die mit

den in Abbildung 30 beschriebenen Elektrophoresebedingungen nicht deutlich

dargestellt werden konnten.
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Spurl 34 Spur7 141
Spur 2 68 Spur8 165
Spur 3 127 Spur9 148
Spur 4 149 Spur 10 210
Spur 5 205 Spur 11 211
Spur 6 212 Spur 12 213

Abbildung 31: PCR-Produkte obergariger Hefen (untergériger Stamm 34 als Referenz) mit Primerpaar
MS 04/04 r.
Auftrennung in Agarosegel: 5 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TBE-Puffer;
Ethidiumbromid-Nachfarbung; 10 V/cm; 3 h; Hoefer, RT.

Nach einer Elektrophorese der PCR-Produkte mit Primern MS04 / MS04 r unter
modifizierten Bedingungen wurden diese Langenunterschiede deutlich (vgl.
Abbildung 31). Fr die zuvor einheitlich erscheinende Gruppe der funf Weil3bierhefen
(Spuren 3 bis 7, Abbildung 30) waren jetzt vier unterschiedliche Bandenmuster
erkennbar (Spuren 2 bis 6, Abbildung 31).

Far die anderen Hefestamme ergaben sich gegenuber den
Elektrophoresebedingungen aus Abbildung 30 keine weiteren

Differenzierungsmaglichkeiten.
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Gel oben

Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8 141 Spur 15 210
Spur 2 / Spur 9 148 Spur 16 211
Spur 3 68 Spur 10 165 Spur 17 213
Spur 4 127 Spur 11 184

Spur 5 149 Spur 12 174

Spur 6 205 Spur 13 177

Spur 7 212 Spur 14 208

Gel unten

Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8 148 Spur 15 211
Spur 2 68 Spur 9 165 Spur 16 213
Spur 3 127 Spur 10 184

Spur 4 149 Spur 11 174

Spur 5 205 Spur 12 177

Spur 6 212 Spur 13 208

Spur 7 141 Spur 14 210

Abbildung 32: PCR-Produkte obergéariger Hefen mit Primerpaar MS07/07 r.
Bild oben: Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5
V/cm; 6 h; GNA, 8 °C.
Bild unten: Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 1 h; GNA,
8 °C.
In der PCR obergéariger Stamme mit den Primern MS07 / MS07 r wurde fur alle
untersuchten Stamme ein PCR-Produkt von ca. 150 bp Lénge vervielfaltigt. In den

Spuren 3 bis 7, oberes Gel, besser im unteren Gel (Spuren 2 bis 6) in Abbildung 32
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ist eine zusatzliche Bande von ca. 430 bp mindestens gleicher Intensitat zu
erkennen.

Mit diesem Primerpaar war eine Einteilung der Stdmme in drei Gruppen mdglich.

Tabelle 33 fasst die Mdoglichkeiten zur Einteilung der untersuchten obergarigen

Hefestamme in Gruppen mit Hilfe der eingesetzten Mikrosatellitenprimer zusammen:

Tabelle 33: Gruppeneinteilung obergériger Bierhefen aufgrund der Bandenmuster mit
Mikrosatellitenprimern.

Stamm MSO1 MS02 MS04 MSO07

(34) (M4 ug)

68 M11 M2 1 M4 1 M7 1
127 M11 M21 M4 2 M7 1
149 M11 M21 M4 3 M7 1
205 M11 M2 1 M4 4 M7 1
212 M11 M21 M4 3 M7 1
141 M1 2 M2 2 M4 5 M7 2
148 M1 3 (M2 3) M4 6 M7 2
165 M1 2 M2 2 M4 5 M7 2
184 M1 3 (M2 3) M4 6 M7 2
174 M13 (M2 3) M4 6 M7 2
177 M13 (M2 4) M4 6 M7 2
208 M13 (M2 4) M4 6 M7 2
210 M1 3 (M2 1) M4 7 M7 3
211 M1 4 M2 5 M4 7 M7 3
213 M1 4 (M2 2) M4 8 M7 3

Zusatzlich zu den Kulturhefen wurde eine Auswahl an Saccharomyces-Fremdhefen
mit den Primerpaaren MS 01/01 r und MS 04/04 r untersucht, um zu utberprifen, ob
diese fur Saccharomyces cerevisiae spezifisch waren. In der gelelektrophoretischen
Auswertung sollte lediglich die Bildung eines PCR-Produktes Uberpruft werden; auf

eine Auftrennung in einem hoher auflésenden Gel wurde verzichtet.
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Primer MS 04
Spurl
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5

Spur 6
Spur 7

Primer MS 01
Spurl
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5

Spur 6
Spur 7

S. pastorianus DSM 6581
S. pastorianus DSM 6580
S. bayanus DSM 70412
S. exiguus

S.c. var ellipsoideus DSM
70451

S.c. diastaticus A&G
NTC

S. pastorianus DSM 6581
S. pastorianus DSM 6580
S. bayanus DSM 70412
S. exiguus

S.c. var ellipsoideus DSM
70451

S.c. diastaticus A&G
NTC

5 6 7
] LS
5 6 7
- -

Abbildung 33: PCR-Produkte von Saccharomyces-Fremdhefen mit Primerpaar MS 04/04 r (Gel oben)

und Primerpaar MS 01/01 r (Gel unten).
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.

Mit dem Primerpaar MS 04/04 r wurde fur die beiden Hefen S. c. var ellipsoideus
DSM 70451 und S. c. diastaticus A&G, mit dem Primerpaar MS 01/01 r fur die
Stamme S. pastorianus DSM 6581, S. c. var ellipsoideus DSM 70451 und
S. c. diastaticus A&G ein DNA-Fragment vervielfaltigt (vgl. Abbildung 33).

73



Ergebnisse

Primer MS 04

Spurl 34

Spur 2 71

Spur 3 85

Spur 4 155

Spur 5 170

Spur 6 S. pastorianus DSM 6581
Spur 7 S. pastorianus DSM 6580
Spur 8 S. bayanus DSM 70412
Spur 9 S. exiguus

Spur10 NTC

Primer MS 01

Spurl 34

Spur 2 71

Spur 3 85

Spur 4 S. pastorianus DSM 6580
Spur 5 S. bayanus DSM 70412
Spur 6 S. exiguus

Spur 7 NTC

Spur8 /

Spur 9 /

Spur 10 /

Abbildung 34: PCR-Produkte von Saccharomyces-Hefen mit Primerpaaren H550/H1200 und
MS 04/04 r (Gel oben) und Primerpaaren H550/H1200 und MS 01/01 r (Gel unten).
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.

Um auszuschlieBen, dass das Fehlen von Amplifikaten nicht auf zu geringe DNA-

Konzentrationen oder Inhibitoren in der Reaktion zuritckzufiihren war, wurden die

DNAs, fur die kein PCR-Produkt mit einem Mikrosatellitenprimer gebildet wurde, mit

denselben Primern nochmals analysiert. Die Reaktion enthielt zusatzlich als interne

Amplifikationskontrolle das Primerpaar H550/H1200. In allen Reaktionen konnte das

Kontroll-Produkt (obere Bande) nachgewiesen werden. Die negativen Ergebnisse der

vorhergehenden PCRs konnten bestétigt werden.
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3.5.2 Isolierung von variablen Mikrosatellitenloci

Da die Differenzierungsmoglichkeiten fur untergarige Hefen mit den willkrlich aus
der Datenbank ausgewahlten Loci nicht ausreichend waren, ist davon auszugehen,
dass zum Auffinden eines einigermaflien variablen Genortes zahlreiche
Mikrosatelliten hatten untersucht werden missen. Im folgenden sollte daher
unabhangig von offentlichen Daten direkt eine Satellitensequenz isoliert werden, die
zumindest die Unterscheidung zweier untergariger Hefen erlaubt. Dazu wurden die
ReLis (Mse I/ EcoR |) der Hefen 34 und 66 in funf 20ul-Preamplifikationsreaktionen
(Primer M+0 / E+0) vervielfaltigt. Die Reaktionen wurden jeweils vereinigt, wie unter
2.8.5 konzentriert, in 50 pl H,Og4q4 resuspendiert und wie unter 2.17.2 weiterbehandelt.

Ein biotinyliertes (CA)s-Oligonukleotid diente als Sonde.

Jeweils 10 pl des ersten Eluats wurden in eine PCR entsprechend der
urspringlichen Preamplifikationsreaktion eingesetzt.
Je 6 ul aus diesen Reaktionen wurden Uber ein 10 %iges Polyacrylamid “Clean”,

DISC-Puffersystem aufgetrennt und silbergefarbt (vgl. 2.10.2)

-F8 B3
-"i"!,‘—ﬂ»

Spurl 66 . ol
Spur2 34

p— —

Abbildung 35: PCR mit Eluat; Primerpaar M+0 / E+0 (vgl. 2.17.2).
Auftrennung in 10 % Clean-Gel, DISC-Puffer, Laufbedingungen (vgl.2.10.2); Bande an

markierter Stelle ausgeschnitten.
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An der in Abbildung 35 mit einem Pfeil gekennzeichneten Stelle war fir den
Hefestamm 34 gegentber dem Stamm 66 eine zusatzliche Bande sichtbar, die wie

unter 2.8.3 aus dem getrockneten Gel reamplifiziert wurde.

=g 7=323

Ll
I- ofs |

—
. v
Spur1l 100 bp-Leiter
Spur2 34
Spur3 |/

Abbildung 36: Reamplifiziertes DNA-Fragment mit Primerpaar M+0 / E+0 (siehe Abbildung 35, Pfeil)
(vgl. 2.17.2).
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.

Das reamplifizierte DNA-Fragment der GrolRe 400 bp wurde in einer
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (vgl. Abbildung 36), ausgeschnitten, erneut
wie unter 2.8.2 vervielfaltigt und sequenziert. Die Sequenz beinhaltet einen
Tandemrepeat mit der Kernsequenz GGT TGI GIT perfekt wiederholt von Position
192 bis Position 290.

An den Positionen 294 und 312 liegt ein T->G Austausch gegentber der
Kernsequenz vor, an der Position 318/19 ein GG->AA Austausch. Durch diesen

Austausch liegt an dieser Stelle eine Mse I-Schnittstelle vor (vgl. Abbildung 37).
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v10 v20 v30 v40 v50
AATAAGGATCGATCGTATTTTTCACATCTAGAGT TGGTACCATATCCTGT

v60 v70 v80 v90 v100
TGCTTTGICTGGGT TGATAGT ACCGATGGT GCTGGTAATGATGACTGTAT

v110 v120 v130 v140 v150
CGATGATGGTGCCGATGGTGCCGATAATGATGATTGTGT TGATGGTGGT G

v160 v170 v180 v190 v200
CCAGAGGT GCAGACGGAACAGACGGECEECECTAGAGGACGCTGGTITGTIGI T

v210 v220 v230 v240 v250
CGITGIGITGGI TGITGITGGT TGTGTTGGT TGTGTTGGT TGTGT TGGT TG

v260 v270 v280 v290 v300
TGITGGTTGIGI TGGTTGTGI TGGI TGTGI TGGI TGTGT TGGTGGTGT TG

v310 v320 v330
GITGTGI TGGTGGTGT TACTCAGGACTCATCA

Abbildung 37: Sequenz 214-5, Position 153 — 172: Primer MS 05, Position 316 — 331: Primer M+0 (rc).

Anhand der Sequenzdaten konnte der Vorwarts-Primer MS05 in der Nahe des
Repeats ausgewéhlt werden. Fir einen Rickwarts-Primer standen zunéachst keine

Daten zur Verfiigung, da der Repeat direkt an die Adaptersequenz angrenzte.

Mit einer PCR mit den Primern MS 05 und M+0 sollte zunachst tUberprift werden, ob
an dem fur den Hefestamm 34 analysierten Genort tatsachlich Unterschiede zu
anderen Hefestammen zu finden waren.

Wie in Abbildung 38 dargestellt, wiesen die PCR-Produkte von RelLis (EcoR |, Mse |)

vier verschiedener Hefestamme Langenunterschiede auf (siehe Pfeil).
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Spur 1 100bp-Leiter
Spur 2 34

Spur 3 66

Spur 4 128

Spur 5 68

Abbildung 38: PCR von ReLis (EcoR |, Mse |) mit Primerpaar MS 05/ M + 0.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 10 V/cm; 2,5
h; Hoefer, RT.

Um Sequenzinformationen tUber den Bereich nach dem Repeat zu erhalten, wurde
DNA des Stammes 34 in eine ReLi eingesetzt, die nur das Enzym EcoR | sowie die
entsprechenden Adapter enthielt. Aus dieser Reaktion wurde, wie Abbildung 39
zeigt, mit dem Primerpaar MS 05 / E+0 ein ca. 300 bp langes Fragment vervielfaltigt
(Spur 3).

—
-

Spur 1 100bp-Leiter
Spur 2 /
Spur 3 34

Abbildung 39: PCR von ReLis (Eco R I) mit Primerpaar E+0 / MS 05.
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.
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Das PCR-Produkt wurde wie unter 2.8.2 aufbereitet und mit Primer MS 05
sequenziert. Aus den Sequenzdaten (Abbildung 40) wurde der Primer MS 05 r

abgeleitet.

v10 v20 v30 v40 v50
NNNNNNNTTGGTACAATANCCTTCTGTCGCGGAGT TGECTTATTTTGTAT

v60 v70 v80 v90 v100
ATTAGCACTGT TTATTANAACT TTGGGGEGEGTATTCTAT TACGAGCAGTAG

v110 v120 v130 v140 v150
GITTGCGTGCTNT TCGT TGGAGCT TGAAT GGGT TGGGAACT TGCTGGT GGA

v160
GCAGAATTGGTAC

Abbildung 40: Sequenz 1108, Primer MS 05. Position 86 — 107: Primer MS 05 r (rc), Position 154 —
163: Primer E+0 (3"-Ende, rc).

In einer Recherche in der SGD [Cherry, J. M. 1999] ergaben sich weder Fundstellen
fur die wiederholte Satellitensequenz (PatMatch) noch fur die flankierenden
Sequenzen (BLAST bzw. FASTA).

In einer PCR mit dem Primern MS05 und MSO05 r (interne Kontollreaktion mit Primern
H550 / H1200, 650 bp PCR-Produkt) wurde fur alle untersuchten untergarigen Hefen
ein ca. 270 bp PCR-Produkt gebildet (vgl. Abbildung 41). Abweichend davon wurde
fur die Stamme 155 und 170 (Spuren 14 und 15, oben) ein deutlich kirzeres bzw. fur
den Stamm 114 (Spur 17, oben) ein zuséatzliches, deutlich kirzeres Fragment
amplifiziert. Die DNAs der obergéarigen Stdmme zeigten keine Reaktion mit diesem

Primerpaar.
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Reihe oben:

Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8

Spur 2 34 Spur 9

Spur 3 26 Spur 10
Spur 4 44 Spur 11
Spur 5 59 Spur 12
Spur 6 120 Spur 13
Spur 7 66 Spur 14
Reihe unten:

Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8

Spur 2 122 Spur 9

Spur 3 176 Spur 10
Spur 4 SCB 2 Spur 11
Spur 5 / Spur 12
Spur 6 68 Spur 13
Spur 7 127 Spur 14

Abbildung 41: PCR-Produkte (multiplex) untergéariger Hefen mit Primerpaaren H 550/1200,

MS05/MS05r.

69
71
85
166
167
128
155

149
205
212
141
148
165
184

Spur 15
Spur 16
Spur 17
Spur 18
Spur 19
Spur 20
Spur 21

Spur 15
Spur 16
Spur 17
Spur 18
Spur 19
Spur 20
Spur 21

170
70

114
88

107
178
109

174
177
208
210
211
213
NTC

Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/icm; 1,5 h; GNA, 8 °C.

Nach einer Auftrennung der PCR-Produkte in einem hoher auflosenden Gel (vgl.

Abbildung 42) konnten, abgesehen den oben beschriebenen Abweichungen, vier

verschiedene Bandenmuster festgestellt werden.
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1 2 3 ETSTiEENEEE ORI SEs 14 15716917 18 19 20 21 22

~

- ot po—
L - ..
Spurl 34 Spur 9 85 Spur 17 88
Spur 2 26 Spur 10 166 Spur 18 107
Spur 3 44 Spur 11 167 Spur 19 178
Spur 4 59 Spur 12 128 Spur 20 109
Spur 5 120 Spur 13 155 Spur 21 122
Spur 6 66 Spur 14 170 Spur 22 176
Spur 7 69 Spur 15 70
Spur 8 71 Spur 16 114
Abbildung 42: PCR-Produkte (multiplex) untergéariger Hefen mit Primerpaaren H 550/1200,

MS05/MS05r.

Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm; 6 h;

GNA, 8 °C.

Kontrollbanden nicht dargestellt.

Diese Unterschiede lieRen sich durch eine Elektrophorese unter abgeanderten

Bedingungen (siehe Abbildung 43) noch deutlicher darstellen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Spurl 34
Spur 2 26
Spur 3 44
Spur 4 59
Spur 5 120
Spuré6 66 S —_ -— ot e
Spur7 69 e D =S e == @y == == I
Spur 8 71
Spur 9 85

Abbildung 43: PCR-Produkte (multiplex) untergéariger Hefen mit Primerpaar H 550/1200, MS 05/05 r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TBE-Puffer;
Ethidiumbromid-Nachfarbung; 10 V/cm; 3 h; Hoefer, ungekihlt.
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In Tabelle 34 sind die Moglichkeiten einer Einteilung der untersuchten untergarigen
Hefen in Gruppen mittels Analyse der beschriebenen Mikrosatellitenloci

zusammengefasst.

Tabelle 34: Gruppeneinteilung von untergdrigen Hefen anhand des Bandenmusters nach PCR mit
Mikrosatellitenprimern.

Stamm MS01 MS04 MS05 Stamm MS01 MS04 MSO05

34/70 1 1 1 128 1 1 3
26 1 1 2 155 2 2 5
44 1 1 1 170 2 2 5
59 1 1 3 70 1 1 2

120 1 1 1 114 1 1 6
66 1 1 2 88 1 1 3
69 1 1 1 107 1 1 2
71 1 2 1 178 1 1 1
85 1 1 4 109 1 1 3

166 1 1 1 122 1 1 2

167 1 1 2 176 3 1 3

Zusatzlich zu den Kulturhefen wurden verschiedene Fremdhefen mit dem Primerpaar
MSO05 / MSO05 r (interne Kontollreaktion mit Primern H550 / H1200) untersucht. Wie
Abbildung 44 zeigt, konnte fir die beiden S. pastorianus-Stdmme (Spuren 3 und 4)
eine starke DNA-Bande (220 bp) nachgewiesen werden, die im Vergleich zu der des
Stammes 34 (270 bp) deutlich kirzer war. Ein 220 bp DNA-Fragment sehr
schwacher Intensitét liel3 sich auch fur die Hefen S. bayanus (Spur 5) und S. exiguus
(Spur 6) detektieren.

Spurl 34 —
Spur 2 68

Spur 3 S. pastorianus DSM 6581

Spur 4 S. pastorianus DSM 6580 -

Spur 5 S. bayanus DSM 70412

Spur 6 S. exiguus

Spur 7 S. c. var ellipsoideus [e—
DSM 70451

Spur 8 S. c. diastaticus A&G

Spur 9 NTC

Spur 10 100bp-Leiter

Abbildung 44: PCR-Produkte (multiplex) mit Primerpaaren H 550/1200, MS05/MSO05r.
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/icm; 1,5 h; GNA, 8 °C.
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Wie in Abbildung 41 und Abbildung 42 gezeigt, wiesen die Stdmme 155 und 170
ebenfalls gegentber dem Stamm 34 ein kirzeres PCR-Produkt mit den Primern
MSO05/MSO05r auf. Beim Vergleich der PCR-Produkte dieser Hefestamme mit dem der
S. pastorianus-Stamme in  einem hoéher auflésendem Gel konnten Kkeine

Langenunterschiede festgestellt werden (vgl. Abbildung 45).

1 2 3 4 5

——
Spurl 34
Spur 2 S. pastorianus e
DSM 6581
Spur 3 S. pastorianus
DSM 6580
Spur 4 155
Spur 5 170

Abbildung 45: PCR-Produkte (multiplex) mit Primerpaaren H 550/1200, MS05/MSO05r.
Auftrennung in Agarosegel: 3 % Methaphor, 1 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/cm, 2,5
h; Hoefer, RT.
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3.6 Subtraktive Hybridisierung

In dem Versuch sollten Sequenzabschnitte ermittelt werden, die untergarige Hefen

zusatzlich zu obergarigen Hefen oder in polymorpher Form gegenuber obergérigen

Hefen besitzen.

Demzufolge basierte der Driver auf dem obergarigen Hefestamm 68, der Tester auf

dem untergérigen Stamm 34.

DNA der beiden Stamme wurde mit EcoR | und Mse | verdaut und wie unter 2.18

beschrieben weiterbehandelt.

Nach dem Mung Bean Nuclease -Verdau und darauffolgender PCR mit den Primern

M+0 und Ad E 1 waren im Agarosegel zwei Banden der Grof3e 150 bp und 260 bp

sichtbar, die in der Reaktion mit 2,5 U Nuclease am deutlichsten gegentiber einem

Hintergrund ausgepréagt waren (vgl. Abbildung 46).

Spurl
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5

GroRenstandard
2,5 U Nuclease
5,0 U Nuclease
10,0 U Nuclease
20,0 U Nuclease

Abbildung 46: PCR-Produkte mit Primerpaar M+0 / Ad E 1 einer subtraktiven Hybridisierung nach
Mung Bean Nuclease-Verdau.
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 6 V/cm; 45 min; Hoefer, RT.

Ein Aliquot der PCR wurde in einem 4 %igen NuSieve 3:1-Gel (TAE-Puffer; 10 V/cm;

2 h; Hoefer, RT) aufgetrennt, um gegentber dem Hintergrund scharfer abgegrenzte

Banden zu erhalten. Die beiden

Banden wurden

Zur

Herstellung von

Hybridisierungssonden mit biotinylierten Primern reamplifiziert (vgl. 2.8.2).
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Um zu uberprifen, ob die angereicherten DNA-Fragmente tatsachlich einzigartig flr
die Tester-Reprasentation waren, wurden aus einigen vorhergehenden Schritten
Aliquots in eine PCR mit den Primern Ad E 1 / M + O eingesetzt. Die Reaktionen
wurden in einem 1,5 %igen Seakem LE-Gel aufgetrennt, auf eine Membran
transferiert und mit den Sonden hybridisiert.

Die Templates fur diese PCR sind in Tabelle 35 aufgefiihrt:

Tabelle 35: Templates fur die PCR zur Kontrolle der Subtraktiven Hybridisierung.

Template Verdinnung | Anmerkung plim Spur
Gel

Gel mit 150bp- 1:100 vgl. Abbildung 46 2 1
Fragment

Gel mit 260 bp- 1:100 vgl. Abbildung 46 2 1
Fragment

Pre 34 1:10 e , , 10 2
Pre 63 110 Preamplifikationsreaktion mit dUTP 10 3
Tester 34 1:10 ungefahr entsprechend der 10 4
Driver 68 1:200 Konzentration vor der 10 5

Konzentrierung

Spur 1 Sondentemplates  Spur 4 Tester (34)
Spur 2 Pre 34 Spur 5 Driver (68)
Spur 3 Pre 68

Abbildung 47: Southern-Hybridisierung von (Pre)-Amplifikationsreaktionen.
Sonde: Biotin-markierte PCR-Produkte von DNA-Banden (vgl. Abbildung 46).
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In Spur 1, Abbildung 47 beobachtet man erwartungsgemal ein sehr starkes Signal,
da die Templates fir die Sonden und die analysierte Reaktion identisch waren. In
den Spuren 2 und 4, in denen DNA des Stammes 34 analysiert wurde, sind deutliche
Signale zu sehen. In beiden Spuren ist zusatzlich zu den erwarteten Banden
zwischen diesen eine weitere Bande zu sehen. In den Spuren 3 und 5, in denen DNA
des Stammes 68 untersucht wurde, sind keinerlei Hybridisierungsignale zu erkennen,
was darauf hindeutet, dass die untersuchten Fragmentmengen, die als Templates
eingesetzt wurden, keine PCR-Produkte mit der den Sondensequenzen

entsprechenden Basenabfolge enthielten.

Die PCR-Produkte der reamplifizierten DNA-Banden aus Abbildung 46 wurden
sequenziert und die Sequenzen in einer BLAST-Suche mit den Daten in der SGD
[Cherry, J. M. 1999] abgeglichen.

Die Alignments der Sequenzen mit der jeweiligen Sequenz mit der hdchsten
Ubereinstimmung in der Datenbank sind in Abbildung 48 und Abbildung 49

dargestelit.
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Mar ti nez/ Needl eman- Winsch DNA Al i gnnent
M ni rum Match: 9; Gap Penalty: 1.10; Gap Length Penalty: 0.33

Seql(1>153) Seq2(1558<1423) Simlarity Gap Gap Consensus
0924-2 YML035C | ndex Nurmber Length Length
(14>136) (1545<1423) 90. 2 0 0 123

v10 v20 v30 v40 v50

0924-2  GATGAGTCCTGAGTAACCAACGAACAT TATGGGAAATGACTTTGTTGTCG
A RN AR R AR
YMLO35C  TCGGAATTTGGACTAACCAACGAACAT TATGGGAAATAACT TTGTTGTCA
71550 71540 71530 71520 71510

v60 v70 v80 v90 v100
0924-2 ATGACCCAGCTAGCTAATTTATCCCATTCATCAAGAGATCTACCATAAAC
LT er e Crrer e e terer oty
YMLO35C ATCACCCAGCTAGCTAGITTATCCCATTCATCGAGAGACCTGCCATAAAC
~1500 ~1490 ~1480 N1470 ~1460

v110 v120 v130 v140 v150

0924-2 GCGAGATTCTGTACTCGCCAGI TTTGGTATTTCGAATTGGTACGCAGT CTACGAG
LE PP L e el

YMLO35C AGAAATTCTATACTCACAGITTTGGTATTTTGAATTCTCTAAATCGAATATGA

N1450 N1440 ~1430 N1420 N1410

Abbildung 48: Alignment Sequenz PCR-Produkt 0924-2 mit Sequenz ORF YML035C (AMD1) (ChrXIll:
Koordinaten 208860 bis 206428) [Cherry, J. M. 2001].
Position 1 —16: Primer M+0; Position 137 — 153: Primer Ad E1 (rc); Position 33 -53:
Primer UG100E; Position 89 — 110: Primer UG100M (rc) (Positionsangaben relativ zur
Sequenz PCR-Produkt 0924-1).

Fur das 150 bp-Fragment ergab sich eine 90,2 %ige Ubereinstimmung mit dem Gen
AMD1. An Position 1433 bis 1438 ist eine EcoR I-Schnittstelle lokalisiert. Eine der
Sequenz 0924-2 entsprechende Mse |-Schnittstelle fehlt (T->C an Position1555).
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Mar ti nez/ Needl eman- Winsch DNA Al i gnnent
M ni rum Match: 9; Gap Penalty: 1.10; Gap Length Penalty: 0.33

Seql(14>247) Seq2(681>914) Simlarity Gap Gap Consensus
0924-1 YPR184W seq | ndex Nurmber Length Length
(14>247) (681>914) 81.7 4 4 236

v10 v20 v30 v40 v50

0924-1  GATGAGTCCTGAGTAACCACACCGCAAACAATTCTCCTTGGCTT- GTCGAA
| AR AR R R

YPR184W CAGATATTGITTTTAACCACACAGCTAATAATTCTCCTTGG TTAGTTGAG
AB70 7680 7690 7700 A710

v60 v70 v80 v90 v100
0924-1 CACCCTGAAGCTGGGTATAACCACCTCACTGCTCCACATTTGATCAGCGC
LEEEE L0 CEEEr et trrrrr e tererr il
YPR184W CACCCGGAGGCTGGGTATAACCACATCACTGCGCCACATCTAATCAGCGEC
~720 ~730 ~740 ~750 ~760

v110 v120 v130 v140 v150
0924-1 CATTGAGCTCGATCTAGAACTT- CTCAACT TCAGCAACAACCTCAAGTCCT
IR I e e e e
YPR184W CATAGAGCTCGACCAAGAA- TTCCTCAATTTTAGTAGGAATTTGAAATCCT
NT7T70 ~780 ~790 ~800 ~810

v160 v170 v180 v190 v200
0924-1 GGGGECTACCCGACCGAGCTGAATACTATAGACGATCTTTTCAAAATCATG
CEPEEEE 0 PErer teeer t trerrer teeer terer ey
YPR184W GGGGCTATCCTACCGAACT GAAAAATATAGAAGATCTCTTCAAGATCATG
~g20 ~830 ~840 ~850 ~860

v210 v220 v230 v240 v250
0924-1 GATGGTATCAAAGTGCATGT TCTAGGGTCGTTGAAACTTTGGGAATTGGT

L LR LR Tt
YPR184W GACGGTATTAAAGTGCATGT TTTAGGGT CGT TGAAACTGT GGGAATATTA

~870 ~880 ~890 ~900 7910

v260
0924-1  ACGCAGICTACGAG

YPR184W TGCGGTAAACGTGC
7920

Abbildung 49: Alignment Sequenz PCR-Produkt 0924-1 mit Sequenz ORF YPR184W (GDB1)
(ChrXVI: Koordinaten 902039 bis 906649) [Cherry, J. M. 2001].
Position 1 —16: Primer M+0; Position 248 — 264: Primer Ad E1 (rc); Position 34 -50:
Primer UG300E; Position 122 — 141: Primer UG300M (rc) (Positionsangaben relativ zur
Sequenz PCR-Produkt 0924-1).

Fur das 260 bp-Fragment ergab sich eine 81,7 %ige Ubereinstimmung mit dem Gen
GDB1, bei dem an Position 680 bis 683 eine Mse I-Schnittstelle lokalisiert ist. Eine
der Sequenz 0924-1 entsprechende EcoR I-Schnittstelle fehlt (TC->AT an Position
914/5).

88



Ergebnisse

Aus den Sequenzen der PCR-Produkte in Abbildung 48 und Abbildung 49 wurden
die Primerpaare UG100M/UG100E und UG300M/UG300E abgeleitet, die theoretisch
PCR-Produkte der GroRe 78 bp bzw. 108 bp initiieren sollten. In PCRs mit diesen
Primerpaaren wurden untergarige und obergarige Bierhefen sowie weitere
Saccharomyces-Arten analysiert. Als interne Amplifikationskontrolle wurde das
Primerpaar H 550/1200 eingesetzt, das die Bildung eines PCR-Produkts der Lange
650 bp startet.

2 3. w456 T SR OS S EOR T ISe T 281 ST A8 TSR 1681 A8 18819208 21

— e e e e e S e ey ) - — —

T e e e e e e e e e b e -
- -

Reihe oben:
Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8 69 Spur 15 170
Spur 2 34 Spur 9 71 Spur 16 70
Spur 3 26 Spur 10 85 Spur 17 114
Spur 4 44 Spur 11 166 Spur 18 88
Spur 5 59 Spur 12 167 Spur 19 107
Spur 6 120 Spur 13 128 Spur 20 178
Spur 7 66 Spur 14 155 Spur 21 109
Reihe unten:
Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8 149 Spur 15 174
Spur 2 122 Spur 9 205 Spur 16 177
Spur 3 176 Spur 10 212 Spur 17 208
Spur 4 SCB 2 Spur 11 141 Spur 18 210
Spur 5 / Spur 12 148 Spur 19 211
Spur 6 68 Spur 13 165 Spur 20 213
Spur 7 127 Spur 14 184 Spur 21 NTC

Abbildung 50: PCR-Produkte (multiplex) mit Primerpaaren H 550/ H 1200, UG100M / UG100E.
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/icm; 1,5 h; GNA, 8 °C.

89



Ergebnisse

L 2
-

KR S & O 4 K

O 1.0 1 112 1 3 1A g1 5 815 1 47,1 881 O SO 55241,

e ————

fi
l

-
T e — —

- -
Reihe oben:
Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8
Spur 2 34 Spur 9
Spur 3 26 Spur 10
Spur 4 44 Spur 11
Spur 5 59 Spur 12
Spur 6 120 Spur 13
Spur 7 66 Spur 14
Reihe unten:
Spur 1 100bp-Leiter  Spur 8
Spur 2 122 Spur 9
Spur 3 176 Spur 10
Spur 4 SCB 2 Spur 11
Spur 5 / Spur 12
Spur 6 68 Spur 13
Spur 7 127 Spur 14

69
71
85
166
167
128
155

149
205
212
141
148
165
184

Spur 15
Spur 16
Spur 17
Spur 18
Spur 19
Spur 20
Spur 21

Spur 15
Spur 16
Spur 17
Spur 18
Spur 19
Spur 20
Spur 21

170
70

114
88

107
178
109

174
177
208
210
211
213
NTC

Abbildung 51: PCR-Produkte (multiplex) mit Primerpaaren H 550/ H1200, UG300M / UG300E.
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/icm; 1,5 h; GNA, 8 °C.
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ey e vew e ew e w—
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Spur 2
Spur 3

Spur 4
Spur 5
Spur 6

Spur 7
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34

68

S. pastorianus DSM
6581

S. pastorianus DSM
6580

S. bayanus DSM
70412

S. exiguus

S. c. var ellipsoideus
DSM 70451

7

Spur 8

Spur 9
Spur 10

Spur 11
Spur 12
Spur 13

Spur 14

9 10-11 12 13 14 15 16 17 18 19

ey e e e e e

S. c. diastaticus A&G  Spur 15

NTC Spur 16
100bp-Leiter Spur 17
34 Spur 18
68 Spur 19
S. pastorianus DSM

6581

S. pastorianus DSM

6580

S. bayanus DSM
70412

S. exiguus

S. c. var ellipsoideus
DSM 70451

S. c. diastaticus A&G

NTC

Abbildung 52: PCR-Produkte (multiplex) mit Primerpaaren H 550 / H1200, UG100M / UG100E (Spur
1-9) und Primerpaaren H 550 / H1200, UG300M / UG300E (Spur 11-19).
Auftrennung in Agarosegel: 2 % Seakem LE; TAE-Puffer; 5 V/icm; 1,5 h; GNA, 8 °C.

Mit beiden Primerpaaren wurde fir alle untergarigen Stdmme ein PCR-Produkt der

erwarteten Grof3e gebildet, wahrend fur keinen obergarigen Stamm ein PCR-Produkt
erhalten wurde (vgl. Abbildung 50 und Abbildung 51). Mit dem Primerpaar UG100M /

UG100E wurde auch fir die beiden untersuchten S. pastorianus-Stamme sowie fur

den S. bayanus-Stamm ein DNA-Fragment der entsprechenden Grol3e vervielfaltigt
(Abbildung 52, Spuren 3 bis 5). Mit dem Primerpaar UG300M / UG300E erhielt man
lediglich fur die beiden S. pastorianus-Stamme ein PCR-Produkt (Spuren 13 und 14).
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4 Diskussion

4.1 SSCP-Analyse ribosomaler DNA

Die SSCP-Analyse des in dieser Arbeit untersuchten rRNA-Genabschnittes erwies
sich als geeignet, um Hefen auf dem Spezies-Niveau zu differenzieren.

Innerhalb der Art S. cerevisiae war jedoch keine weitere Unterscheidung weder der
ober- noch untergarigen Kulturhefen moglich. Da jedoch nicht die exakte Sequenz flr
jeden Stamm ermittelt wurde, ist nicht auszuschlieBen, dass sich mit der
angewandten Methode einzelne Sequenzpolymorphismen nicht detektieren liel3en.
Auch waren moglicherweise in anderen Bereichen der rRNA-Operons wie etwa den
intern transkribierten Spacern, die in der Regel auch grofRere Inter-Spezies-
Variabilitat aufweisen als der hier untersuchte  Abschnitt, weitere
Differenzierungsmdglichkeiten gegeben. Wie aus einer anderen Arbeit hervorgeht,
die die Analyse der ITS1-5.8S-ITS2-Region von unter anderem S. cerevisiae-
Weinhefen mit Restriktionsenzymen beschreibt, ergaben sich auch in diesem
Bereich, wenn auch nur basierend auf Restriktionsverdau, keine Polymorphismen
zwischen diesen Stammen [Pramateftaki, P. V. 2000], so dass die rRNA codierende
DNA sich als wenig aussichtsreich fir eine Differenzierung auf Stammebene
darstellte. FUr eine ldentitatsprifung auf Artebene hat sich die Methode dennoch als

nutzbar erwiesen.

Die SSCP als Methode an sich hat den Vorteil, dass ohne Sequenzieraufwand PCR-
Produkte von Genen verschiedener Arten oder Stamme auf Ubereinstimmung
gepruft werden kénnen und im Gegensatz zur Restriktionsanalyse prinzipiell die

gesamte Sequenz anstelle einzelner Erkennungssequenzen analysiert werden kann.
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4.2 RAPD

Die Ergebnisse zeigen, dass die Differenzierung zwischen Fremd- und Kulturhefen
mit der RAPD-PCR sehr gut moglich ist. Vor allem Hefen, die nicht zur Art
Saccharomyces cerevisiae zahlen, sind durch ihre Bandenmuster gut von den in der
Brauerei eingesetzten Hefen zu unterscheiden.

Die untergédrigen Bierhefen der Subspezies Saccharomyces cerevisiae
carlsbergensis stellen eine eigene und sehr homogene Gruppe dar, innerhalb der
keine weitern Unterscheidungen moglich waren. Die obergéarigen Bierhefen der
Subspezies Saccharomyces cerevisiae cerevisiae bilden dagegen eine relativ
heterogene Gruppe, die sich mit den verwendeten Zufallsprimern in drei
Untergruppen unterteilen liel3. Die Bandenmuster der einzelnen Gruppen erlaubten
es jedoch, die untergadrigen Bierhefen deutlich von den obergérigen Hefen
abzugrenzen.

Die Bandenmuster der untersuchten S. pastorianus Stamme unterschieden sich mit
vielen Primern nicht oder nur unwesentlich von den Bandenmustern der untergéarigen
Bierhefen. Diese Beobachtung findet sich auch in der Literatur wieder [Tornai-
Lehoczki, J. 2000]. Aufgrund der Ergebnisse der RAPD scheinen sich die
untergarigen Bierhefen als n&her verwandt zu den S. pastorianus-Stammen als zu

den obergérigen Bierhefen zu erwiesen.

Ein grof3er Vorteil der Methode an sich ist, dass keinerlei vorhergehende Kenntnis
Uber das Genom eines Organismus bendtigt wird, da sich die Zufallsprimer an nicht
bekannte Stellen der DNA anlagern. Weiterhin als positiv zu bewerten ist der
verhaltnismalig geringe Versuchsaufwand der Methode.

Der gravierendste Nachteil der RAPD-PCR ist generell ihre schlechte
Reproduzierbarkeit, die auch bei der Verwendung identischer Reagenzien- und DNA-
Losungen an verschiedenen Versuchstagen zu beobachten war. Dieser negative
Effekt mag moglicherweise je nach verwendetem Primer unterschiedlich stark
ausgepragt sein, jedoch besalRen nicht immer die effizientesten Primer das grofdte
Differenzierungspotential.

Um einen unbekannten Stamm zu charakterisieren sind in jedem Falle zwei oder
mehr unabhéngige PCRs mit verschiedenen Primern notwendig. Zudem ist es

hilfreich, bei jedem Versuch Referenzproben der evtl. vermuteten Stamme oder
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Gruppen mitlaufen zu lassen, um die Bandenmuster innerhalb eines Ansatzes

miteinander vergleichen zu kénnen.

4.3 PCR mit & Element basierten Primern

Mit der PCR Analyse der & Elemente war es mdglich, die obergarigen Hefen in vier
Gruppen einzuteilen. Diese Einteilung stimmte nahezu vollstdndig mit der
beschriebenen Verwendung als Weil3bier-, Alt-, Kolsch- bzw. Alehefe tberein.

Alle untergarigen Stamme unterschieden sich von den obergarigen durch eine
zusatzliche Bande. Von den untergarigen Hefen konnten drei Hefestamme (155, 170,
70) anhand einer fehlenden Bande von den tbrigen — die ersten beiden als Gruppe -
unterschieden werden. Entgegen einer Annahme aus der Literatur [Pramateftaki, P.
V. 2000], wurden nicht nur fir die S. cerevisiae-Stamme PCR-Produkte amplifiziert
sondern auch fur die beiden untersuchten S. pastorianus-Stdmme. Die These von
Joubert, R. (2000), die davon ausgeht, dass nicht nur die untergarigen Bierhefen
sondern auch die Hefen S. monacensis und S. pastorianus, die oft neben S. bayanus
als ein mdglicher Elter der untergérigen Bierhefen diskutiert werden, selbst Hybride
aus S. cerevisiae und einem weiteren Elter darstellen, wére eine Erklarung hierfir.
Die Bandenmuster der S. pastorianus-Stamme waren zudem denen der untergarigen
Stamme sehr ahnlich. Insbesondere wies der S. pastorianus-Stamm DSM 6581 die
allen untergarigen Bierhefen gemeinsame Bande auf, was ein Hinweis auf die
verwandtschaftliche Nahe der untergarigen Hefen zu diesem Stamm sein kdnnte. Fur
die Hefen S. exiguus und S. bayanus wurde nur jeweils eine einzelne sehr schwache
DNA-Bande detektiert.

Die Analyse an sich erwies sich wahrend dieser Arbeit im Vergleich zur RAPD als
stabiler, sowohl was die absolute Reproduzierbarkeit als auch die
Intensitatsverteilung zwischen den einzelnen DNA-Banden betraf. Dies kdnnte daran
liegen, dass die Primer zwar mehrfach im Genom binden kénnen, die Bindung
jedoch relativ spezifisch an einen Genort gekoppelt ist. Jedoch sind auch fir diese
Methode Variationen in der Intensitdt bis zum Verschwinden einzelner Banden

beschrieben worden [Ness, F. 1993], was auch hier beobachtet werden konnte.
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4.4 AFLP

Da die AFLP als eine Methode beschrieben ist, die sowohl RFLP als auch RAPD in
ihrem Diskriminierungspotential Ubertrifft [Lin, J-J. 1996], war das Hauptaugenmerk
hier auf die Differenzierung untergariger Hefen gerichtet. Nach der Untersuchung mit
7 Primerkombinationen ergab sich fur diese Stamme ein einziger Marker, der die
Unterscheidung der untergarigen Stamme 34 und 66 erlaubte. Im Vergleich dazu
unterschieden sich die obergéarigen Stdmme 68 und 148 teilweise mit einer einzelnen
Primerkombination durch mehrere (bis zu sechs) Banden. Aber auch obergarige
Stamme konnten teilweise nicht differenziert werden, sondern nur von den anderen
als Gruppe unterschieden werden. Bemerkenswert erscheint hier, dass sich
Rearrangements auf Chromosomenebene, die die Unterscheidung einzelner
Stamme durch Karyotypisierung zulassen (vgl. 2.1), sich offensichtlich mit der AFLP
nahezu utberhaupt nicht darstellen liel3en.

Die Variationsmdglichkeiten wurden hier aber bei weitem nicht ausgeschoépft, zumal
neben allen Zusatznukleotidkombinationen auch noch die Mdoglichkeit der
Verwendung anderer Enzymkombinationen bestiinde. Letztendlich konnten
wahrscheinlich fur viele Stamme mit entsprechendem Aufwand Marker detektiert

werden.

Die bessere Differenzierungsmaoglichkeit gegentiber der RAPD schien sich dennoch
zu bestéatigen. Auch die Reproduzierbarkeit betreffend war die AFLP der RAPD
Uberlegen, wobei im Widerspruch zu den friheren Ergebnissen von Vos (1995)
durchaus leichte Anderungen im Temperaturprofii die Bandenmuster verandern
kénnen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Spezifitdt der Reaktion von einer

einzigen Fehlpaarung am 3"-Ende eines Primers abhangen kann.

Basierend auf einer zusatzlichen Bande, die der Stamm 34 gegenuber dem Stamm
66 aufwies, konnte ein spezifisches Primersystem entwickelt werden, mit dem in
einer einfachen PCR von genomischer DNA direkt zwischen diesen beiden Stammen
unterschieden werden konnte. Diese PCR konnte sowohl in einem konventionellen
Thermocycler als auch in einem Online-Geréat (hier LightCycler, Roche) durchgefuhrt

werden, wodurch der Arbeitsaufwand fir eine Analyse im Vergleich zur

95



Diskussion

zugrundeliegenden AFLP wesentlich verringert wurde. Vorausgesetzt, es kdnnten mit
der AFLP mehrere Marker detektiert werden, die jeweils bestimmten Eigenschaften
zugeordnet werden kénnen, lielen sich aufbauend auf der hier gezeigten Methodik
PCR-Systeme entwickeln, mit denen mit relativ geringem Aufwand Hefen gezielt auf
bestimmte Eigenschaften hin untersucht werden konnten. Begrenzend wird
voraussichtlich die bei untergarigen Hefen &uRerst geringe Zahl an
stammspezifischen Markern sein, die - wie hier am Beispiel des
Flockulationsverhaltens gezeigt - nur teilweise bzw. moglicherweise auch gar nicht

einer Eigenschaft zugeordnet werden kdnnen.

Die Charakterisierung eines Markers und die Entwicklung eines darauf basierenden
PCR-Systems kann sich sehr arbeits- und zeitintensiv gestalten, so dass der
Entwicklungsaufwand fur zusatzliche Marker maglicherweise nicht durch die dadurch

vereinfachte Anwendbarkeit aufgewogen wird.

4.5 Mikrosatelliten Analyse

Mit den Primern, die aus der Literatur entnommen bzw. fur aus der SGD stammende
Mikrosatellitenloci entworfen wurden, wurde fur alle untersuchten obergéarigen Hefen
PCR-Produkte (pro Stamm zwischen einem und drei, unterschiedlich von Primer zu
Primer) amplifiziert. Die verschiedenen Mikrosatellitenloci unterschieden sich
teilweise deutlich in ihrem Differenzierungspotential. So erlaubt das Primerpaar
MSO07 eine sehr grobe Gruppierung in Weil3bier-, Alt- und Kdlsch- oder Alehefe.

Mit den Primern MSO1 und MSO04 konnte innerhalb der Gruppe der Alt- und
Kdlschhefen aufgrund ihrer Bandenverteilung zwei Gruppen festgestellt werden, die
mit ihrem beschriebenen Verwendungszweck nahezu tbereinstimmten. Lediglich ein
Hefestamm (177), der als Hefe zur Herstellung von Alt und Kélsch beschrieben ist,
reagierte wie die als reine Althefen beschriebenen Stamme. Diese Abweichung
zeigte sich bereits in vorhergehenden Analysen (vgl. 3.3), so dass der Stamm
genetisch wohl eher dieser Gruppe zuzuordnen sein dirfte.

Mit den Primern MS04 konnten Weil3bierstamme zum Grol3teil individuell identifiziert
werden, da sich fur funf Weil3bierhefen vier unterschiedliche Bandenmuster ergaben.
Bei der Untersuchung des Genortes MS02 konnten die Alehefen untereinander

unterschieden werden. Auch in der Gruppe der Althefen ergab sich fur diesen Locus
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eine Moglichkeit der Untergruppierung, wenn auch gerade fir diese Hefen sehr
unscharfe Banden detektierbar waren. Eventuell kénnte dies durch die Verschiebung
der Primerbindestelle verbessert werden, da in den flankierenden Sequenzbereichen
von Satelliten bisweilen Mutationen beobachtet werden [Richard, G. F. 1996]. Die
Primerbindung und somit die Effizienz der PCR kdnnten mdglicherweise durch eine
solche Variation negativ beeinflusst worden sein.

Mit den hier verwendeten Primern fur Mikrosatellitenloci konnten die untersuchten
obergarigen Hefen je nach Bedarf entweder grober charakterisiert oder auch
individuell identifiziert werden. Lediglich fir weitere Differenzierungsmdglichkeiten
innerhalb der Alt- und Koélschhefen missten weitere Loci aus der SGD untersucht
werden bzw. speziell fur diese Hefen analog zu den untergarigen Stammen

polymorphe Satellitensequenzen isoliert werden.

Mit den oben beschriebenen Primern konnten flr nahezu alle untergarigen Hefen
jeweils nur ein PCR-Produkt einheitlicher Lange detektiert werden.

Mit dem Primer MSO1 zeigten die Stamme 155 und 170 einheitlich ein groReres
PCR-Produkt. Der Stamm 176 wies eine zusatzliche grofRere Bande auf. Bei der
Analyse von Nicht-Saccharomyces cerevisiae Hefen mit den Primern MS01 wurde
nur fir den S. pastorianus Stamm DSM 6581 ein PCR-Produkt vervielfaltigt, was auf
eine Verwandtschaft speziell dieses Stammes zu den Bierhefen hinweisen kénnte.

In der Reaktion mit den Primern MS 04 fehlte bei drei Stammen das Produkt ganz.
Wiederum konnten so die beiden Stdmme 155 und 170 und daneben der Stamm 71
von den ubrigen unterschieden werden. Mit dem Primerpaar konnte bei keiner der

untersuchten Nicht-Saccharomyces cerevisiae Hefen eine Bande detektiert werden.

Mit der hier entwickelten Methode konnte ein Mikrosatellit isoliert werden, der in einer
PCR mit den Primern MSO05 eine Einteilung der untergarigen Hefen in sechs
Gruppen erlaubte. Dabei wiesen wiederum die beiden Stdmme 155 und 170 zu den
anderen Stammen deutlich unterschiedliche Banden auf. Bei der Untersuchung der
Nicht-Saccharomyces cerevisiae Hefen mit Primer MS 05 wurde nur fur die S.
pastorianus Stamme ein Produkt gebildet, das mit denen der Stdmme 155 und 170
eine identische Lange aufwies.

In der SGD konnten keinerlei Entsprechungen fiir den isolierten Genort gefunden

werden, so dass es sich moglicherweise um eine Nicht-S. cerevisiae Sequenz
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handelte. Mit den auf diesem basierenden Primern wurde fur alle untergarigen
Stamme, jedoch fur keine obergarige Hefe in der PCR ein Fragment vervielfaltigt.

Die Tatsache, dass sich der hier isolierte Satellit sowohl bei untergarigen Bierhefen
als auch bei den beiden S. pastorianus Stammen, nicht aber fur die obergérigen
Bierhefen nachweisen liel3, kann als weiterer Hinweis auf die verwandtschaftliche
Nahe der untergarigen Bierhefen zur Spezies S. pastorianus gewertet werden.

Die PCR-Ergebnisse mit den verwendeten Mikrosatellitenprimern lassen darauf
schlie3en, dass es sich bei den Stdimmen 155 und 170 um S. pastorianus Stamme
handelt.

Die Methode der  Mikrosatellitenanalyse  zeigte ein  relativ  hohes
Unterscheidungspotential auf Stammebene, so dass auch untergérige Stamme
differenziert werden konnten.

Da mit spezifischen Primern gearbeitet wurde, entstanden in einer PCR je nach
verwendetem Primer und Hefestamm sehr gut reproduzierbar zwischen einem und
drei PCR-Produkte. Diese uberschaubare Zahl an Produkten, die zudem kaum
Intensitatsunterschiede zwischen den verschieden grof3en Fragmenten innerhalb
einer Reaktion zeigten, ermdglichen eine eindeutige Auswertbarkeit. Die hier
aufgezeigte Moglichkeit der Auftrennung in hochauflosenden Agarosegelen hat den
Vorteil, dass die Analytik zu relativ geringen Kosten auch in einfach ausgestatten
Labors durchgefihrt werden konnte. Maoglicherweise gehen hierbei aber
Informationen verloren, die in einem Sequenziergerat aufgrund der sicheren
Aufldsung von einer Base detektierbar waren. Zudem bestiinde die Mdglichkeit, die
Allelgréfien zu bestimmen und so den Banden Zahlen zuzuordnen, was die

Auswertung der Ergebnisse nochmals erheblich vereinfachen wirde.
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4.6 Subtraktive Hybridisierung

Ein entscheidender Schritt bei der subtraktiven Hybridisierung ist die Entfernung bzw.
"Neutralisierung” driverhaltiger Hybride aus dem bzw. im Reaktionsgemisch nach der
Hybridisierung, wie unabhéangig von den verschiedenen Methodenvarianten oftmals
betont wird [Lisitsyn, N. 1995; Wassil, L. 1998; Yang, M. 1996; Millner, J. J. 1995;
Cho, T. 1998]. Von verschiedenen Autoren werden unterschiedliche Ldsungen
beschrieben. Der Losungsweg, der hier gewéahlt wurde, ging von uracilhaltiger Driver-
DNA aus, die enzymatisch soweit abgebaut wurde, dass sie fir nachfolgende
Reaktionen nicht mehr zuganglich war. Als Test-DNAs dienten genomische DNAs
eines obergérigen und eines untergarigen Stammes. Ziel war die Isolierung von
Sequenzen, die einzigartig flr den untergarigen Stamm sind.

Fur den untergarigen Stamm 34 konnten zwei DNA-Abschnitte isoliert werden, die
eine 81,7 %ige bzw. 90,2 %ige Ubereinstimmung zu in der SGD hinterlegten
Sequenzen aufwiesen. Es wurde angenommen, dass die obergarigen Bierhefen
hohe Sequenzhomologien zum Laborhefestamm S288c, aus dessen Sequenzdaten
die SGD Uberwiegend aufgebaut ist, aufweisen. Basierend auf den
Sequenzunterschieden zu den isolierten Fragmenten wurden Primer entwickelt, die
die Unterscheidung der der Isolierung zugrundeliegenden Stdmme 34 und 68
(obergéarig) ermoglichen sollten. Hierbei sollte noch einmal auf die fehlenden
Restriktionsschnittstellen (Eco R | bzw. Mse |, vgl. 3.6) in den SGD-Sequenzen
hingewiesen werden. Aus diesem Grunde war das jeweilige Driverfragment mit hoher
Sequenzhomologie zu den isolierten Fragmenten vermutlich nicht in der
Driverreprasentation vorhanden, so dass die beiden DNA-Abschnitte im
Reaktionsgemisch verblieben. Mit beiden Primerpaaren konnte flr alle untersuchten
untergarigen Hefen PCR-Produkte amplifiziert werden. Die PCRs mit den DNAs der
obergarigen Hefen waren ausnahmslos negativ. Somit war die Methode geeignet,
Marker zur Differenzierung von Bierhefen auf Stammebene zu isolieren.

Bei der Analyse von Nicht-S. cerevisiae-Hefen wurde mit beiden Primerpaaren fir
zwei S. pastorianus-Stamme ebenfalls ein Fragment vervielfaltigt, fur den
untersuchten S. bayanus-Stamm lediglich mit einem Primerpaar.

Hieraus ergab sich ein weiterer Hinweis auf die nahe Verwandtschaft der

untergarigen Bierhefen zur Spezies S. pastorianus.
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Die Methodik der Subtraktiven Hybridisierung ist eine interessante Methode zur
Isolierung von DNA-Abschnitten, die Unterschiede zwischen zwei Organismen
aufweisen. Die Variationsmoglichkeiten der Versuchsparameter sind jedoch
mannigfaltig. Die Auswahl der Restriktionsenzyme und Adapter, die die Gréf3e und
Komplexitat der zu vergleichenden Fragmentuntermengen (Reprasentation)
bestimmen, das optimale Verhéltnis von Driver und Tester, welches letztendlich aber
wieder von der Komplexitdt der Reprdsentationen abhangt und die
Hybridisierungsbedingungen seien hier beispielhaft genannt. Das hier erzielte
Unterscheidungspotential zwischen ober- und untergdrigen Hefen lie3e sich durch
weitere Versuche sicherlich verbessern, zumal die Methodik an sich urspriinglich u.a.
zur Identifizierung von spezifischen Sequenzen fir Krebszellen anhand genomischer,
menschlicher DNA entwickelt wurde. So sollte die Methode auch zur Isolierung
spezifischer Sequenzen zur Unterscheidung von untergarigen Hefen verwendet
werden konnen. Auf diesen konnten dann PCR-Systeme basieren, die die

Identifizierung bestimmter untergariger Hefestamme erlauben.

100



Schlussfolgerung und Ausblick

5 Schlussfolgerung und Ausblick

Mit der SSCP lieRen sich keine stammspezifischen Unterschiede zwischen den
untersuchten Bierhefen feststellen. Eine Abgrenzung der Brauereihefestamme zu
den anderen Arten war hingegen mdoglich, so dass eine Sicherstellung der
Artzugehorigkeit mit dieser Methode moglich ware.

Die RAPD liel3 sowohl eine Differenzierung von Fremd- und Kulturhefen als auch
eine Unterscheidung von ober- und untergarigen Bierhefen zu. Zudem war innerhalb
der obergarigen Bierhefen eine Gruppeneinteilung moglich.

Aufgrund der Ergebnisse der PCR mit & Element basierten Primern konnten ebenso
ober- und untergarige Bierhefen voneinander unterschieden werden und die
obergarigen Hefen in Gruppen unterteilt werden. Diese Gruppeneinteilung entsprach
im wesentlichen dem beschriebenen Verwendungszweck als Weil3bier-, Alt-, Kdlsch-
bzw. Alehefe und war somit weitergehend als mit der RAPD. Zudem konnten drei der
untersuchten untergarigen Bierhefen von den Ubrigen untergarigen Stammen
differenziert werden.

Mit der AFLP wiesen verschiedene obergarige Stdmme deutliche Unterschiede
zueinander auf, wobei auch hier Stdmme teilweise nur in Gruppen eingeteilt werden
konnten. AulRerdem konnten zwei untergarige Stamme differenziert werden, die mit
den obigen Methoden nicht unterschieden werden konnten. Aufbauend auf diesem
Marker konnte eine spezifische PCR entwickelt werden, die eine Analyse dessen
direkt von genomischer DNA erlaubte. Die Ergebnisse dieser Analyse bei
untergarigen Stdmmen gestatteten mit wenigen Ausnahmen eine Differenzierung von
Bruch- und Staubhefen.

Die Analyse von Mikrosatelliten, die in der SGD zu finden waren, erlaubte je nach
untersuchtem Locus eine Gruppierung der obergérigen Hefen nach ihrem
Einsatzbereich bis hin zu einer Differenzierung einzelner Stdmme. FUr die
untergarigen Stamme musste ein polymorpher Mikrosatellitenlocus isoliert werden,
dessen Analyse dann eine Gruppeneinteilung erméglichte.

Mit Hilfe einer Methode der subtraktiven Hybridisierung konnten DNA-Sequenzen
ermittelt werden, die Unterschiede zwischen ober- und untergarigen Hefen
aufwiesen. Die darauf basierenden PCRs erfassten alle untersuchten untergarigen
Hefestdmme und keinen obergarigen Stamm, so dass eine Unterscheidung in einer

einfachen PCR mit spezifischen Primern mdglich war.

101



Schlussfolgerung und Ausblick

Mit den hier angewendeten bzw. entwickelten Methoden konnten Hefen sowohl auf
Spezies- als auch auf Stammniveau differenziert werden.

Einige Hefestdamme konnten nicht individuell identifiziert werden, sondern nur
verschiedenen Gruppen zugeordnet werden. Da jedoch eine exakte ldentifizierung
zur Sicherstellung der Identitdt des verwendeten Hefestammes fir den Brauer
durchaus interessant ist, mussten weitere Anstrengungen unternommen werden,
bestimmte Stamme sicher nachweisen zu kénnen. Als besonders aussichtsreiche
Methoden hierftr erscheinen die AFLP, die Analyse von Mikrosatelliten, aber auch
die subtraktive Hybridisierung.

Bei der AFLP kdnnten beispielsweise zwei Stdmme einer Gruppe, die unterschieden
werden sollen unter Verwendung zweier Restriktionsenzyme mit allen 128 mdglichen
Primerkombinationen  untersucht werden. Durch den Austausch eines
Restriktionsenzyms — und entsprechend der Adapter und Primer — ergdben sich
allein weitere 128 Kombinationsmdglichkeiten. Bei der Untersuchung einer
entsprechend hohen Zahl an Kombinationen sollten sich Polymorphismen
detektieren lassen, die eine Differenzierung zulassen bzw. sogar als Marker flr
bestimmte phanotypische Eigenschaften dienen kbnnen.

Beziglich der Analyse von Mikrosatellitenloci kdonnte die SGD nach weiteren
Satellitenmotiven durchsucht werden und die entsprechenden Genorte fir bisher
nicht unterscheidbare Stamme untersucht werden. Parallel dazu konnte die hier
entwickelte Methode zur Isolierung polymorpher Mikrosatellitenloci mit weiteren Di-
bzw. Trinukleotidrepeat-Sonden angewendet werden, so dass sich auch hier
sicherlich weitere Stamme einzeln identifizieren lie3en.

Da wie oben schon erwahnt die subtraktive Hybridisierung auch angewendet wird,
um Sequenzpolymorphismen in menschlicher DNA zu detektieren, hat diese
Methode sicherlich nach einer eventuellen Optimierung das Potential, DNA-
Unterschiede in nah verwandten Hefestammen aufzuzeigen.

Basierend auf den Polymorphismen, die Uber die AFLP oder die subtraktive
Hybridisierung entdeckt wirden, konnten, im Gegensatz zu polymorphen
Mikrosatelliten, stammspezifische Primer- bzw. Primer- / Sondensysteme entwickelt
werden. Auf diese Weise konnten einzelne Marker auch auf Realtime-PCR-
Maschinen, die immer haufiger in den Betriebslabors von Brauereien zu finden sind,

ohne die Verwendung einer Elektrophoreseapparatur analysiert werden.
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Ein weiterer Aspekt, der in zukinftigen Arbeiten thematisiert werden konnte, ist die
weitere  Aufklarung der Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen ober- und
untergarigen Bierhefen sowie weiteren Saccharomyces-Hefen. In dieser Arbeit
fanden sich Hinweise, die, zum groRen Teil in Ubereinstimmung mit der Literatur,
nahe legen, dass die untergarigen Bierhefen eine phylogenetische Nahe zu
Saccharomyces pastorianus-Stammen aufweisen. Dartber hinaus erschienen die
untergarigen Stamme naher verwandt zu den Saccharomyces pastorianus-Stammen
als zu den obergéarigen Bierhefen. Als wiederum hilfreich konnten sich hierfur die
AFLP, die Analyse von Mikrosatelliten sowie die subtraktive Hybridisierung erweisen,
die schon hier wertvolle Hinweise, die durch die Ergebnisse der RAPD sowie der

PCR mit & Element basierten Primern untermauert wurden, lieferten.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern sich Hefestamme
mit PCR-basierten Methoden differenzieren bzw. identifizieren lassen. Bei den
untersuchten Stammen handelt es sich Gberwiegend um zur Bierherstellung genutzte
Hefestamme aus der Hefebank Weihenstephan. Daneben wurden auch sogenannte
Fremdhefen, die nicht der Gattung Saccharomyces bzw. der Art S. cerevisiae

angehoren, mit einbezogen.

Mithilfe der SSCP-Analytik wurde gezeigt, dass sich die Bierhefen anhand des
untersuchten Abschnittes des 18S rRNA-Genes nicht voneinander unterscheiden

lieRen, die Methode aber geeignet war, Hefen auf Artebene zu differenzieren.

Mit verschiedenen Mustertechniken wie RAPD, Analyse der & Elemente und AFLP
sollten die Hefen auf Stammebene differenziert werden. Anhand der Ergebnisse aus
den beiden erstgenannten konnten obergéarige Hefen in Gruppen eingeteilt werden,
die grof3tenteils eine Entsprechung im industriellen Verwendungszweck der Stamme,
z. B. Weil3bier- oder Altbierhefe, hatten. Die untergarigen Stamme reagierten als
einheitliche Gruppe, innerhalb der sich so gut wie keine Unterscheidungs-
maoglichkeiten ergaben.

Mit der AFLP ergab sich eine Differenzierungsmdglichkeit flr untergarige Hefen, die
auf einem einzelnen Marker basierte. Nach einer naheren Charakterisierung wurde
auf diesem aufbauend eine spezifische PCR entwickelt, die die Analyse dieses
Markers direkt von genomischer DNA ermoglicht.

Die AFLP erwies sich beziglich der Reproduzierbarkeit als die stabilste der drei

Methoden, die auch das hdchste Differenzierungspotential zu haben schien.

Die Analyse von Mikrosatelliten, die aus der Saccharomyces Genome Database
(SGD) entnommen waren, ergab fur obergarige Hefen je nach untersuchtem Locus
unterschiedliche Differenzierungsniveaus von einer groben Gruppierung, wie fir die
Mustertechniken beschrieben, bis hin zur Identifizierung einzelner Stdmme. Die
Unterteilung der untergarigen Hefestdmme in Gruppen war erst durch die gezielte

Isolierung eines variablen Locus und dessen Analyse mdglich.
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Eine Methode zur subtraktiven Hybridisierung wurde entwickelt, mit der spezifische
Sequenzen fur einzelne Hefestdmme ermittelt werden sollten. Mit der Methode
konnten zwei Fragmente isoliert werden, die spezifische Sequenzen fur untergérige
gegenuber obergarigen Bierhefen aufwiesen. Mit Primern, die auf diesen Sequenzen
basierten, wurden in der PCR alle untergarigen Stamme und kein obergériger Stamm
erfasst.

In der Untersuchung weiterer Saccharomyces-Arten mit diesen Primern wurde fur
zwei S. pastorianus-Stamme ebenfalls ein PCR-Produkt amplifiziert, woraus ein
hoher Verwandtschaftsgrad der untergdrigen Hefen zur Art S. pastorianus gefolgert
wurde. Diese Behauptung wird durch die Ergebnisse mit den anderen Methoden
gestiitzt, in denen diese Hefen ebenfalls groRBe Ahnlichkeiten speziell zum

ehemaligen S. monacensis Typstamm aufwiesen.
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7 Summary

The aim of the present study was to find out, whether it is possible to distinguish or
identify yeast strains by using PCR-based methods. The majority of the strains to be
analyzed was obtained from the Hefebank Weihenstephan. These strains are
normally used in the process of beer-brewing. In addition, yeasts which do not belong
to the genus Saccharomyces or the species S. cerevisiae and which are not used in

beer production were also analyzed.

It was found by applying SSPC technology that it is not possible to distinguish the
beer yeasts with the help of the analyzed fragment of their 18S rRNA-gene. Yet, the

technique allowed to differentiate yeasts on the species level.

With different fingerprinting techniques such as RAPD, analysis of d elements and
AFLP, yeasts were to be differentiated on the strain level.

Top-fermenting yeasts were assigned to different groups according to the results of
the first two of the above-mentioned methods. In general, these groups corresponded
to the industrial use of the strains, e. g. wheat beer or "Altbier" yeast. The lager
strains presented as a uniform group in which no further differentiation was possible.
When AFLP-technique was applied, the discrimination of different lager yeasts was
possible based on a single marker. Said marker was further characterized.
Consequently, it was possible to establish a specific PCR, that allowed the analysis
of this marker directly from genomic DNA.

When comparing the three applied techniques, AFLP showed most stability

concerning reproducibility and seemed to have the highest discrimination potential.

Analysis of microsatellites, obtained from Saccharomyces Genome Database (SGD),
showed several differentiation levels for top-fermenting yeasts ranging from the main
groups as described for the fingerprinting techniques to the identification of single
strains depending on the analyzed locus. The subdivision of lager yeast strains was
only possible by a systematic isolation of a variable locus and its consequent

analysis.
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Furthermore, a method of subtractive hybridization was developed. The aim was to
identify specific sequences for single yeast strains. With this method, two fragments
were isolated, that showed specific sequences for lager yeasts when compared to
top-fermenting yeasts. With primers based upon these sequences all lager strains
but none of the top-fermenting strains were detected by PCR analysis.

While screening further Saccharomyces-species with these primers, a PCR-product
was amplified out of two S. pastorianus strains. This indicates a close relationship
between lager yeasts and the species S. pastorianus. This conclusion is supported
by further results of the present work, since these yeasts proved to be very similar
especially to the former type strain of S. monacensis when analyzed by the above-

mentioned techniques.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

AFLP
Amp
bp
CBS
CIA
dd
DNA
dNTP
DSMZz
EDTA
HEPES
NTC
ORF
PAA(G)
PCR
Pre
ReLi
RAPD
RNA
RT
SDS
SGD
sp.
SSCP
TEMED
Tris

uv

Amplified Fragment Length Polymorphism
Amplifikation

Basenpaare

Centraalbureau voor Schimmelcultures
Chloroform-Isoamylalkohol

bidestilliert

Desoxyribonukleinsdure
Deoxynukleosidtriphosphat

Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen
Ethylendiamin-tetraessigsaure

N- (2-Hydroxyethyl) piperazin-N"- (2-ethansulfonsaure)
no template control (PCR-Negativkontrolle)
open reading frame (offener Leserahmen)
Polyacrylamid(gel)

Polymerase Chain Reaction
Pre-Amplifikation

Restriktion und Ligation (von Adaptern)
Random Amplified Polymorphic DNA
Ribonukleinséure

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Saccharomyces Genome Database
Spezies

Single Strand Conformation Polymorphism
N, N, N", N"-tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

unit

ultraviolett
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