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K. Rassmann und S. Leibhard

Hochaufl6sende Klassifizierung von Hefestammen
mit genetischen Methoden

Mikrosatelliten-Typisierung von Saccharomyces cerevisiae und carlsbergensis
Stammen

Durch eine neuartige molekularbiologische Analyse variabler Genorte im Genom, die sogenannte Mikrosatelliten-Typisie-
rung, kénnen erstmals Brauerei-Kulturstamme schnell und zuverlassig genotypisch identifiziert werden. Dies kann von
entscheidender Bedeutung bei der priméaren Auswahl eines bestimmten Stammes sein, aber auch als Kontrollinstrument
bei der Kultivierung, der Reisolierung von Reinkulturen oder der Pflege von Stammsammlungen dienen.

BC 02 Mikrobiologie den ist. Berlicksichtigt man auf3erdem, daf3 stoffwechselphysiolo-
(Descriptoren: Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis jsche Klassifikationsverfahren nicht immer eindeutig und oft
netische Klassifizierung, Mikrosatelliten RA:PD PCR Inter-LINI’E’g%%r afbe..'ts.' bzw. ze|t.|.ntenS|v sind, was die kontinuierliche und
PCR ’ ' ' 0L_1t|nema_8|ge Ubgrprufung von Stamml_<ulturen erschwert., dann
' zeichnet sich deutlich der Bedarf nach einem neuen, verfeinerten
Descriptors: Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis, genéitahren zur Identifizierung von Hefestdmmen ab.
classification, micro-satellite, RAPD PCR, inter-line PCR). Dieses Verfahren sollte idealerweise folgende Kriterien erfillen:
0 Es entdeckt genetische Variabilitéat in verschiedenen Berei-
chen des Hefegenoms, nicht nur in den Genorten der bekann-
ten phanotypischen Merkmale.

1 Einfthrung 0 Es ist hochauflosend, das heil3t also, es kdnnen auch nah

Die zuverlassige ldentifizierung von Hefearten und -stimmen ist verwandte Stamme unterschieden werden.
nicht nur eine Grundvoraussetzung fur ihre taxonomische Klassj-
fizierung, sie spielt auch in verschiedenen Bereichen der ange-
wandten Biotechnologie, wie z.B. dem Brauereiwesen, eine gra3e Die Ergebnisse sind standardisierbar und reproduzierbar, das
Rolle. Die Qualitat des Bieres wird maf3geblich gepragt durch die heif3t sie kénnen computergestiitzt erfat und zwischen ver-
gezielte Auswahl eines bestimmten Hefestammes, der z. B. durchschiedenen Labors verglichen werden.

die Gardauer und die Bildung von charakteristischen Garungsne- . _ _ :
benprodukten den Biercharakter entscheidend beeinfluRt. /N relativ neues, molekularbiologisches Verfahren, das potenti-
ell diesen Anforderungen gentigen kann, ist das 1989 entwickelte

Bisher wird zur Klassifizierung der einzelnen Hefestamme ein®ikrosatelliten-Fingerprinting*, auch ,Mikrosatelliten-Typisie-
Reihe an Merkmalen herangezogen, wie zum Beispiel die Meing* genannt (1, 2, 3). Wir haben diese zunéchst fiir das Sauger-
phologie der Zellen, ihre sexuellen und vegetativen Reprodukgienom entwickelte Methode fiir Hefen adaptiert und kénnen
onsformen, vor allem aber ihre stoffwechselphysiologischen Eeigen, daR sie alle obengenannten Kriterien erfillt.

genschaften (z.B. die Vergarungsrate bestimmter Zucker, Bestim-

mung der Diacetylabbaurate). Diese mit den klassischen, mikro-

skopischen oder physiologischen Methoden aufzeigbaren Eigenpie Methode der Mikrosatelliten-Typisierung
schaften basieren allerdings auf der Beschaffenheit nur einiger

weniger genetischer Marker. Tatsachlich bleiben daher in jkrosatelliten sind Genorte, die sich anhand ihre_r sehr einfach
klassischen Analyse viele genetische Unterschiede zwischen gdfgebauten DNS Sequenz erkennen lassen. Sie bestehen aus
Stammen verborgen. Dies kann zu Verwechslungen von Sta?!.ﬂg;em kurzen DNS Maotiv (also einer kurzen Abfolge an Nukleo-

Es laRit sich schnell und problemlos durchfihren.

kulturen fuhren, die sich zwar anhand physiologischer Tests ni¢ie; Z.B. Guanin-Adenin [= GA] oder Cytosin-Thymin-Guanin

unterscheiden lassen, deren genetische Identitét jedoch versdhid=TGl), welches bis zu hundertmal hintereinander wiederholt
sein kann. Solche Mikrosatelliten-Genorte unterliegen einer ho-

hen Mutationsrate. Dabei handelt es sich allerdings nicht um
sogenannte Punktmutationen, also den Austausch einzelner Nu-
Autoren: Dr. Kornelia Rassmann, Zoologisches Institut der Universit§leotide. Stattdessen gehen hier ganze Wiederholungseinheiten
Miinchen, Luisenstr. 14, 80 333 Miinchen und Dr. Stefan Leibhaigrloren oder werden hinzugewonnen. Der Mikrosatellit besteht
Institut fiir Strahlenbiologie, GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt ur@dso auf einmal statt aus z.B. 15 Wiederholungen aus 11 oder aus
Gesundheit, Ingolstadter LandstraRe 1, 85764 Neuherberg 17 Einheiten, er wird einfach kirzer oder langer.
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Solche Langenveranderungen im Genom kdnnen mit unsetgingenvariante 185 fir alle untergarigen aber auch fir die Klasse
heutigen molekularbiologischen Techniken schnell und reprodiuder obergarigen Hefen zeigt; siehe Tabelle 1).

zierbar erfal3t werden. Mit Hilfe der PCR Technologie (z.B. 4) . , o

lassen sich Mikrosatelliten-Genorte gezielt aus dem gesamtBRerhalb der obergarigen Hefen weisen fast alle Loci eine hohe
Genom herausholen und vermehren. Tragt man das pCR_prodMﬁﬁabll_ltat auf. Es treten an jedem Locus dre_l bl_s funf verschie-
also das vermehrte DNS_Fragment mit dem Mikrosatelliten, aﬂene M|kr05ate|||ten_-var|anten auf, WOdUr(.:h sich Insgesamt sechs
schlieRend auf ein hochauflésendes Polyacrylamid-Gel auf, K@ssen an obergarigen Hefen unterscheiden lassen (Klassen F —
laRt sich die Lange des Fragments auf das Basenpaar gefietiehe Tabelle 1). Doppelproben eines Stamms (DM 19 und DM
bestimmen. Untersucht man nun den selben Mikrosatellite®3 die beide dem Stamm 365 von Doemens entsprechen) fallen
Genort bei verschiedenen Individuen oder Stammen, so find&Pei eindeutig in dieselbe Klasse und bestatigen so die Reprodu-
man oft Langenunterschiede der PCR-Fragmente, je nachd@gfbarkeit der Mikrosatelliten-Typisierung.

wieviele Kopien an Mikrosatelliten-Wiederholungseinheiten si

enthalten Bie untergérigen Hefen scheinen dagegen weitaus weniger varia-

bel zu sein, was fir die enge, genetische Verwandtschafs.von

Bei Wirbeltieren finden sich tiber das ganze Genom verteilt viefg"Soergensisspricht. Die ersten vier Loci zeigen hier keine
Kopien des gleichen Mikrosatelliten Typs (im Fall von Dinukleo® ariabilitéat, aber Locus 5 und 6 erlaubten dennoch die Unterschei-

tid-Motiven wie z.B. CA an die F0Kopien). Um ein funktionie- dung in fUnf distinkte Klassen (Klassen A — E, siehe Tabelle 1).

rendes Mikrosatelliten-Fingerprinting-System fir eine neue Art

zu entwickeln, miissen diese Genorte (oder Loci) aber erst gefun-

den und charakterisiert werden. Das bedeutet in den meisferYorteile gegentber bisherigen Klassifikations-Methoden
Fallen das Klonieren und Sequenzieren der Mikrosatelliten-M
ker (z.B. 5), einrelativ aufwendiges und zeitraubendes molekul
biologisches Verfahren. Das Hefe-Genom ist ungleich einfac
als das Genom der Vertebraten (=Wirbeltiere), enthalt daher a
auch einen weitaus geringeren Anteil an repetitiven DNS-Sequ

ie Vorteile einer molekularbiologischen Klassifizierung von
[turstdmmen der Bierherstellung liegen vor allemin der Schnel-

dkeit der Methode sowie ihrer Empfindlichkeit, d.h. der hohen

Iflosung der genetischen Unterschiede zwischen den einzelnen

zen wie den Mikrosatelliten. Ein Vorteil besteht dagegen darinefenstammen. Im Gegensaiz dazu sind konventionelle Analyse-

daR die DNS-Sequenz des gesamten Saccharomyces—Genomé’ﬁﬁahreg meist sr:er}r aufwendig und Illangv(\;ierig und die Differen—B
damit auch die Genorte aller Mikrosatelliten bekannt sind. Let3'€'Ung der Bierhefestamme, vor allem der untergarigen, mu
tere kdnnen also schnell gezielt auf ihre Variabilitat und stamignhand einiger weniger stoffwechselphysiologischer Eigenschaf-

spezifitat hin untersucht werden, ohne langwierige Klonier- urf@n erfolgen, letztendlich also anhand der Beschaffenheit nur
Sequenzierarbeiten. weniger genetischer Marker. Es bleiben daher in der klassischen

Analyse viele genetische Unterschiede zwischen den Stammen
Die Mikrosatelliten-Typisierung findet daher seit kurzem auch b¥grborgen.

Hefen und Pilzen aus dem medizinischen Sektor Anwendung.p?ger selbst molekularbiologische Verfahren stiel3en bisher bei

2ntstan.<ljl erfstmglstdg Mbg"Chlf[e't’ eng xerv;andte IsplateAV(a@n untergéarigen Hefen an die Grenzen ihres Aufldsungsvermo-
SPergiiius fumigatyieém Hauptverursacner der INVasiven ASqa g pieg ist begrindet in der hohen genetischen Uniformitét der

. ; ; . . e
pergillose, voneinander zu unterscheiden, um die Ausbreltung\% S. carlsbergensi€). Die heute im Brauereiwesen gangigen

mechanismen dieser meist letal verlaufenden InfektionSkrankhﬁﬁtergérigen Kulturstimme sind eng miteinander verwandt und

besser zu verstehen (6). Analog ist mit diesem neuen Verfahfeli, men vermutlich groBteils vom ,Carlsberg Lager Stamm Nr. 1¢
auch die Typisierung von Candida-Hefen moglich (7), die be'gb, den J. CHansenim Jahre 1883 erstmals isolierte und be-

Menschen schwer therapierbare und langwierige Pilzinfektion hrieb (9). Entwicklungsgeschichtlich betrachtet ist dieSArt

die sogenannten Mykosen, verursachen kénnen. Auch hier bes bergensiung und durch Zellfusion vad. cerevisiaendsS

daher ei_n grofes Interesse_an einem empf_indlichen und gen Bhacensientstanden (10). Den heutigen StammenSiararls-
Nachweisverfahren, das die stammspezifische Zuordnung

%rrgensisstand also nur sehr wenig Zeit zur Verfiugung, neue

Krankheitserreger erlaubt. Aufgrund der guten Erfolge, die dig iaiionen in ihrem Erbgut anzusammeln. Die genetischen Un-
Mikrosatelliten-Typisierung bei den medizinisch-relevanten, Nz s ohiede zwischen den Stammen sind demzufolge sehr gering
manpathogenen Hefen erzielte, lag es nahe, dieses neue Vert Kides ist ausgesprochen schwierig, sie aufzuspiren und nachzu-

auch an die Beddrfnisse der Lebensmittelbranche zu adaptie%@isen. Es verwundert deshalb kaum, daf3 in den letzten Jahren
weder die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) oder die Analyse
von RFLPs (11), noch die RAPD-PCR (12) eine zuverlassige
3 Die Mikrosatelliten-Typisierung bei Bierhefen Differenzierung und Identifizierung von untergéarigen Brauhefen
o . o _ . ermdoglichten. Auch die von uns entwickelte Methode der Inter-
Um die Mikrosatelliten-Klassifikation von typischen brauereirer [Ne PCR (13), die seit mehreren Jahren erfolgreich zur Genoty-
levanten Hefestammen zu testen, wurden uns 24 Kulturen von ggferung verschiedenster Mikroorganismen (Bakterien und He-
Doemens Lehranstalten (Minchen), zur Verfiigung gestellt, dggn) eingesetzt wird, konnte im Test der Doemens-Hefen zwar
unter auch einige ihrer wichtigsten und gebrauchlichsten KU“LErndeutig die untergarigen von den obergarigen unterscheiden,

stamme. Aus Ubernachtkulturen dieser Stamme (ca. 1 ml KultligR jedoch keine weitere Differenzierung innerhalb der unterga-
12 h bei 30°C gewachsen) wurde mittels eines schnellen Prapgsen zu (vgl. Abbildung 1).
t

rationsverfahrens (ca. 2 Std.) die DNS freigesetzt, die dann dire

fur die Mikrosatelliten-Analyse eingesetzt werden konnte. Dienmerhin konnten aber mit Hilfe der Inter-LINE PCR die acht
Ergebnisse der Typisierung an sechs verschiedenen Genortengardchiedenen obergéarigen Doemens-Hefen in drei Klassen ein-
in Tabelle 1 aufgelistet. Es zeigt sich, dal3 sich anhand dgsteilt werden (vgl. Abbildung 1). Bekanntlich ist die /At
genetischen Klassifikation untergérige von obergéarigen Heferrevisiaeevolutionsgeschichtlich alter & carlsbergensi)

klar unterscheiden lassen. Hierzu reicht meist sogar das Ergehunid besitzt dementsprechend ein heterogeneres Erbgut. Folglich
eines einzelnen Locus aus (mit Ausnahme des Locus 4, deridiees moglich, bestimmte Subspezies und Stamme auch mit den
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Tabelle1 Typisierungvon15 Saccharomycescarisbergensis  undneun S.cerevisiae StdmmenansechsMikrosatelliten-Genorten

STAMM LOCUS1 LOCUS2 LOCUS3 LOCUS4 LOCUS5 LOCUS6 KLASSE
UntergérigeHefen

DM 1Y 103 171 243 185 236 195 201 A

DM 2 103 171 243 185 234 195 201 B

DM 3 103 171 243 185 234 195 201 B

DM 4 103 171 243 185 23¢ 201 C

DM 5 103 171 243 185 236 19% 201 A

DM 6 103 171 243 185 234 195 201 B

DM 7 103 171 243 185 234 195 201 B

DM 8 103 171 243 185 236 195 200 A

DM 9 103 171 243 185 234 195 D

DM 10 103 171 243 185 234 195 201 B

DM 119 103 171 243 185 236 195 201 A

DM 12 103 171 243 184 234 195 201 B

DM 13 103 171 243 185 236 195 201 A

DM 14 103 171 243 185 234 208 E

DM 15 103 171 243 185 234 208 E
ObergarigeHefen

DM 16 103 107 171 1777 237 248 183 185 2P0 230 183 187 91 F

DM 17 103 107 171 1777 237 248 183 185 2P0 232 183 191  pO3

DM 18 99 169 262 183 185 187 220 222 183 1p1 199 H

DM 19 105 111 169 243 244 18b 220 175 183 I

DM 20 105 111 169 243 241 186 220 175 183 |

DM 21 99 169 262 187 22( 183 191 199 J

DM 22 99 169 260 262 179 183 147 218 2p0 183 191 199 K

DM 23 105 111 169 243 244 18b 220 175 183 |

DM 24 99 169 260 2620 179 183 147 218 2p0 183 191 199 K
Typisierung von 15Saccharomyces carlshergeng¢iBM 1 bis DM 15) und neurs. cerevisiagdDM 16 bis DM 24) Stammen an sechs
Mikrosatelliten-Genorten. Die Genorte zeigen jeweils ein bis drei sogenannte ,Allele’, also Mikrosatelliten-Varianten edliersahiange.
Wildtypstdmme vorsaccharomycesind normalerweise diploid, d.h. sie besitzen zwei Chromosomenséatze. Damit tragen sie auch in der Regel
zwei Kopien eines bestimmten Mikrosatelliten-Genortes, die in ihrer Lange entweder gleich oder unterschiedlich sein kibheeonDam
Bierhefen ist jedoch komplexer aufgebaut. Sie besitzen oft sogenannte ,polyploide‘ oder ,aneuploide’ Chromosomensatre, Mefeeadie
mehr als zwei vollstdndige Chromosomensétze hat (Polyploidie) oder wenigstens einzelne Chromosomen vermehrt auftreterekptoien (A
die). Dies erklart das Auftreten von drei unterschiedlichen Mikrosatelliten-Varianten wie z.B. bei Locus 4 und Locus Bepgrmodiezierbarkeit
der Klassifikation zu testen wurden uns die Hefeproben ohne Stammbezeichnung von Doemens (iberlassen. Die anschlieRegdiEZyordnun
genetischen Ergebnisse zu den Stammbezeichnungen zeigt die Zuverlassigkeit der Methode: untergarige und obergérige ldefdalkimnen
voneinander unterschieden werden und Doppelproben gleicher Stamme zeigen dasselbe genetische Muster.

YDM 1 und DM 11 entsprechen beide dem untergarigen Hefestamm 30®whd9 und DM 23 dem obergarigen Stamm 365 von Doemens.

bisherigen molekularbiologischen Verfahren zu unterscheidetenmuster zu Mustern von Referenzstammen oft schwierig und
Es ist allerdings bemerkenswert, daf3 die acht obergarigen Hef@érd manchmal noch durch PCR Artefakte (z.B. durch fehlerhafte
nach der Mikrosatelliten-Typsierung sogar in sechs verschiedekmplifikationen) erschwert. Die Eindeutigkeit und Reproduzier-
Klassenfallen, alsoin doppelt so viele als mit der Inter-LINE PCRarkeit der Ergebnisse ist daher nicht immer gewéhrleistet. Die
Die Inter-LINE PCR, wie generell die RAPD-PCR, besitzt offenMikrosatelliten-Typisierung ist also nicht nur in ihrem Aufl6-
sichtlich ein niedrigeres Auflésungsvermogen als die Mikrosatedungsvermogen allen anderen genetischen Verfahren tiberlegen,
liten-Typisierung. Zudem ist die Zuordnung der komplexen Basie ist auch die eindeutigere und zuverlassigere Methode.
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Abb.1Inter-LINEPCRder24Doemens-Hefestamme

Diese von uns entwickelte Methode ist eine Variante der RAPD-PCR und wird seit mehreren Jahren erfolgreich zur Genotyguisierung
Mikroorganismen eingesetzt. Mittels dieses Verfahrens konnten die 14 untergéarigen Hefen (Spuren 2 — 16) eindeutig vairiden étefen
(Spuren 18 — 26) unterschieden werden, jedoch ergab sich keine weitere Auftrennung innerhalb der untergérigen Stamn#ideie pberg
Stamme lieRBen sich in drei Klassen (I — 1l1) einteilen (Klasse |: Spuren 18, 19, 24 und 26, Klasse Il: Spuren 20 und &%eiid 8puren
21, 22 und 25), wahrend die Mikrosatelliten-Typisierung hier sechs Klassen ergab (vgl. Tabelle 1). In den Spuren 2, 1@ DML Land
21, 23 (DM 19 und DM 23) sind jeweils die PCR Produkte identischer Hefen (Stamm 308 bzw. Stamm 365, mit * markiert) auBgetiennt

den Spuren 1, 17 und 27 handelt es sich um einen Langenstandard, markante Banden mit 300, 500 und 1000 Bp L&nge sind angezeigt

5 Anwendungsbereiche im Brauereiwesen Doemensschule soll demnéchst ein Pilotprojekt initiiert werden,

. : . . _ n dem sich alle Brauereien iligen kénnen.
Fur die neue Technik der Mikrosatelliten-Typisierung sehen W?r dem sich alle Brauereien beteiligen konne

in der Getrankebranche folgendes Anwendungspotential:

0 routinemaBige Uberwachung der Kulturstamme durch reg&t@nksagung

mafige Uberprifung der genetischen Identitat; Wir bedanken uns bei der Wissenschaftlichen Station Min-
O zuverlassige Charakterisierung von Neuisolaten; chener Brauereien e.V. fUr die finanzielle Férderung, bei der
. I Doemensschule (Grafelfing) fur die Bereitstellung voB. cere-
[ Erfassung unerwiinschter Fremdhefen (Kontaminationen),yisiaeund S. carlshergensiStammen und bei Herrn Professor
0 Kontrolle der genetischen Stabilitét als Indiz fir die GewahBack, TU-Weihenstephan, Lehrstuhl fir Technologie der

leistung der physiologischen Leistungen der Kulturstamme3rauerei I, Frau Prof. Eckardt-Schupp, GSF, Neuherberg

. ) und Herrn Professor Tautz, LMU, Munchen, fur ihre Unter-
0 Nachweis von gelungenen Kreuzungen aus verschledengm[zung und Kooperation.

genetischen Hintergrund.

Unser mittelfristiges Ziel ist die Erfassung und Genotypisierugg S
aller im deutschsprachigen Raum erhéltlichen Kulturstamme zur ummary

Bier- und Weinerzeugung. Nach dieser Bestandsaufnahme $@lismann, K., andLeibhard, S.:Highresolutionclassfficationof

dann eine mdgliche Korrelation der genetischen ldentitat mMiast strains by genetic methods ~ — Micro satellite typification of
produktspezifischen Markern (z.B. Diacetylabbau, Garleistungaccharomyces cerevisiamdcarlsbergensistrains — Monatsschrift
Filtrierbarkeit, Aromaausbildung) untersucht werden. Hierdurdkir Brauwissenschaft 52, No. 9/10, 152 — 156, 1999

erhoffen wir uns neue Erkenntnisse, die z.B. eine Vorhersage der

physiologischen Leistungen eines Neuisolates erméglichen. BC02Microbiology

Um diese Ziele umzusetzen, strebt die Forschergruppe e_ine €BYR unique molecular biological analysis method for variable gene
Zusammenarbeit mit der Doemensschule und der TU-Weihenstgations in genome, the so-called micro satellite typification enables
phan (Lehrstuhl fir Technologie der Brauerei I) an. Mit degeno typical brewery culture strain identification quickly and reliably for
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selection of a specific strain but also as control instrument for the und Eckardt-Schupp, F.: Monatsschrift fir Brauwissenschaft 48, 7/8,
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5. Rassmann, K., Schlétterer, C., und Tautz, D.: Electrophoresis 12,113

Rassmann,K.,etLeibhard, S.: Classementprécisde souchesde - 118, 1991.
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