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Mikroorganismen erméglichen die Produktion von Schweizer Rohmilchkase und garantieren dessen
Qualitat und Sicherheit. (Quelle: Swiss Cheese Marketing)

Von allen Lebewesen weisen Mikroorganismen die gross-
te Diversitat auf, spielen in allen Okosystemen eine fun-
damentale Rolle - und sind doch kaum erforscht. Nicht
zuletzt wegen ihrer «Unsichtbarkeit» ftr das menschliche
Auge und der Schwierigkeit, sie im Labor zu kultivieren.
Dabei sind Mikroorganismen allgegenwartig, existieren
seit Milliarden von Jahren und kommen in unvorstellbar
grosser Zahl vor. In einem Gramm Boden gibt es ca. 10
Milliarden, die man schatzungsweise 10000 verschiede-
nen Arten zuordnen kann (Torsvik et al. 1996). Auf den
Blattern dieser Welt sind es gar 10% (Vorholt 2012). Diese
allgegenwartigen Organismen gezielt und zu unserem
Nutzen in der Land- und Erndhrungswirtschaft einzuset-
zen, ist ein vielversprechendes Zukunftsprojekt.

Um dieses Ziel zu erreichen, muss man jedoch zu-
erst das SchlUsselproblem 16sen: Wie findet man in dem
unvorstellbar grossen Angebot die geeigneten Kan-
didaten? Welcher Mikroorganismus oder welche Ge-
meinschaft aus Mikroorganismen besitzt die Funktion,
Wirkung und Eigenschaft, die unsere Wunschvorstellung
erfullen? In den letzten Jahren ist die Lésung dieses Pro-
blems durch eine Explosion in der Entwicklung neuer ge-
netischer Analysemethoden (Next Generation Sequen-
cing (NGS)) naher gertuckt (Mayo et al. 2014). Durch die
DNA-Sequenzierung kann die Gesamtheit der Mikro-
organismen in einem System — das Mikrobiom - erfasst
und die Genomsequenz einzelner mikrobieller Stamme
bestimmt werden, was erste Hinweise auf ihre Funktion
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Abb. 1 | Organisation des Agroscope Forschungsprogrammes
mikrobielle Biodiversitat.

zulasst. Der Nachweis dieser Funktion und der Leistung,
die ausgewahlte Mikroorganismen in einem System
zeigen, sowie der Wirkung, die erzielt wird, erfolgt an-
schliessend durch etablierte Tests im Labor.

Einzelne Beispiele, bei denen Mikroorganismen zu
unserem Nutzen in der Landwirtschaft eingesetzt wer-
den, gibt es bereits: Pflanzenassoziierte Mikroorganis-
men kénnen Krankheiten unterdriicken (De Vrieze et al.
2015) und das Ausbringen von bestimmten Bodenpilzen
wird dazu verwendet, gewisse Schadinsekten gezielt und
langfristig im Feld zu kontrollieren (Enkerli et al., 2004).
Die mikrobielle Biodiversitat landwirtschaftlich relevan-
ter Okosysteme ist jedoch grésstenteils unbekannt, und
daher fur uns auch nicht nutzbar.

Das Agroscope Forschungsprogramm Mikrobielle
Biodiversitat

Das Agroscope-Forschungsprogramm «Mikrobielle Bio-
diversitat» (AFP MikBioDiv) hat das Ziel, die Mikrobio-
me und die Funktionen von Mikroorganismen in drei
fur die Land- und Erndhrungswirtschaft relevanten Sys-
temen Boden, Pflanzen und fermentierte Lebensmittel
zu untersuchen. In den Arbeitspaketen «Mikrobiom des
Bodens» und «Mikrobiom der Pflanze» (Abb. 1) wird
die mikrobielle Biodiversitat in reprasentativen Béden
der Schweiz beziehungsweise auf der Pflanzenoberfla-
che von Raigras, Kartoffel und Apfel analysiert. Lang-
fristige Ziele sind die Verbesserung der Bodenqualitat
durch Kenntnis des Zusammenspiels von Bodennutzung

Mikroorganismen kénnen gezielt und zu
unserem Nutzen in der Land- und Erndh-
rungswirtschaft eingesetzt werden: Sie
kénnen beispielsweise Pflanzenkrankheiten
unterdriicken (De Vrieze et al. 2015) oder
eingesetzt werden, um Schadinsekten zu
kontrollieren (Enkerli et al. 2004). Die
mikrobielle Biodiversitit relevanter Oko-
systeme ist jedoch grosstenteils unbekannt.
Wissen in diesem Bereich zu generieren ist
das Ziel des Agroscope Forschungsprogram-
mes «Mikrobielle Biodiversitat» (AFP
MikBioDiv), und zwar in drei fiir die

Land- und Erndhrungswirtschaft relevanten
Systemen: Boden, Pflanze und fermentierte
Lebensmittel. Die Untersuchung der
mikrobiellen Biodiversitdt in Rohmilchkase
hat eine Reihe «unerwarteter», aber

Zusammenfassung W

taxonomisch bekannter Bakteriengattungen
zu Tage gebracht. Dariiber hinaus konnten
zahlreiche Gensequenzen keiner
Bakterien-Gattung zugeordnet werden,
was darauf hindeutet, dass auch im Kase
bislang unerforschte Bakterien vorkommen.

und Bodenmikrobiom beziehungsweise der Schutz der
Pflanze vor Pathogenen durch einzelne Mikroorganis-
men oder synthetische Gemeinschaften. Im Arbeitspa-
ket «Mikrobiom fermentierter Lebensmittel» (Abb. 1)
steht die Erforschung der mikrobiellen Biodiversitat der
Agroscope Stammsammlung (Liebefeld) sowie der Oko-
systeme Fettsirte (Molke) und Rohmilchkase im Mittel-
punkt. Es ist das Ziel, die mikrobielle Vielfalt erst einmal
zu identifizieren, zu erhalten und auf Basis von Genom-
daten und Stoffwechsel-Aktivitaten zu erforschen, um
sie dann gezielt fur die Herstellung von hochwertigen
und sicheren, fermentierten Milchprodukten einzuset-
zen. Das vierte Arbeitspaket «Agroscope-Netzwerk fur
Genomik und Bioinformatik (ANET-GB)» umfasst den
Aufbau eines Expertennetzwerkes fur Genomik und
Bioinformatik mit Infrastruktur und bietet Expertise fur
Datenanalyse und -Integration fr genomische und bio-
informatische Forschung an.

Die mikrobielle Biodiversitat in Rohmilchkase

Die Herstellung von Kéase gehort zu den éaltesten bio-
technologischen Verfahren. Hierbei werden Mikroor-
ganismen eingesetzt, um Milch zu einem lagerbaren
Produkt umzuwandeln und sie mit einer Vielfalt von
Stoffwechselprodukten (beispielsweise Aromastoffen)
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Abb. 2 | Quantitativer Nachweis L. helveticus in Kése, hergestellt mit und ohne (Control) L. helveticus als Zusatz-
kultur nach 24 Stunden, 80 und 120 Tagen. Lag die Konzentration an L. helveticus im Kase zu Beginn bei 108 Kopien
g Kéase (24 h), war sie nach 80—-120 Tagen noch bei 106-107 Kopien g Kése (Moser et al. 2016).

anzureichern, wodurch Kase ihre typischen Eigenschaf-
ten erhalten.

Im Rahmen einer Doktorarbeit wird im Arbeitspaket
«Mikrobiom fermentierter Lebensmittel» die mikro-
bielle Biodiversitat von Lactobacillus helveticus inner-
halb der Spezies und in Fettsirtekulturen untersucht.
Fettsirtekulturen entstehen durch Fermentation von
Molke, welche nach der Kasefabrikation zurickgehal-
ten wird. Sie werden fur die Herstellung verschiedener
traditioneller Kasesorten eingesetzt und sind ein von
L. helveticus bevorzugtes Habitat. L. helveticus ist ein
Milchsaurebakterium und wird auch fur die Herstellung
von fermentierten Getranken und als Probiotikum ein-
gesetzt. Bei der Herstellung von Kase spielt L. helveticus
eine besondere Rolle: das Bakterium tradgt massgeblich
zum bakteriellen Proteinabbau sowie Peptid- und Ami-
nosaurekatabolismus bei, der zur Bildung des typischen
Aromas fuhrt (Hannon et al. 2007). Um die Diversitat
der in der Agroscope Stammsammlung vorhandenen L.
helveticus Stdmme zu untersuchen, wurden die Genome
von 80 Stammen sequenziert. Die Sequenzdaten werden
fur verschiedene Fragestellungen verwendet. So wurde
bereits eine spezifische, quantitative Nachweismethode
fur L. helveticus entwickelt. Weiterhin werden Korrela-
tionsstudien durchgefuhrt, um die Gene, die primar fur
den Proteinabbau und den Peptid- und Aminosaurekata-
bolismus und somit massgeblich fur die Entstehung des
Aromas im Kase verantwortlich sind, zu identifizieren.

Ein erster Erfolg wurde mit der Entwicklung einer
quantitativen, spezifischen Nachweismethode erzielt.

Die bioinformatische Auswertung der Sequenzrohdaten
zeigte, dass die Sequenz des pheS Gens unterschiedlich
genug ist, um L. helveticus von nahe verwandten Spezies
unterscheiden zu kénnen (Moser et al. 2016). Die ent-
wickelte Methode ist sehr sensitiv (10 Kopien des pheS
Gens pro ml oder g Probe kénnen detektiert werden)
und wird bereits in weiteren Forschungsprojekten ein-
gesetzt, um die Spezies in verschiedenen Habitaten wie
z.B. Rohmilch, Fettsirte, Kdse oder fermentiertem Ge-
muse nachzuweisen, zu quantifizieren und wahrend der
Reifung zu verfolgen (Abb. 2).

Im Rahmen einer postdoktoralen Forschungsarbeit
wird die mikrobielle Biodiversitat in Rohmilchkase, wel-
che die biochemischen Veranderungen, die wahrend der
Reifung stattfinden, sowie die Entstehung von Kasefeh-
lern massgeblich beeinflusst, untersucht. Um das komple-
xe Konsortium an Mikroorganismen in Rohmilchkase zu
analysieren, werden NGS-Technologien eingesetzt, die
auch nicht-kultivierbare Mikroorganismen erfassen. Ein
Blick in die vorhandene Literatur zeigt, dass in Rohmilch
mehr als 400 verschiedene Bakterienarten identifiziert
werden (Montel et al. 2014). Die neuen Techniken er-
moglichen nicht nur, die Genome im Rohmilchkase zu
sequenzieren, sondern auch ihre aktiven Gene zu iden-
tifizieren (Metagenom- und Metatranskriptomanalyse),
dadurch kann das Mikrobiom eines Rohmilchkases er-
forscht und in Bezug auf seine funktionellen Eigenschaf-
ten charakterisiert werden. So werden Mikroorganis-
men, die aus der Rohmilch, aus der Kasereiumgebung
und aus den Starterkulturen stammen, identifiziert und
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ihre Entwicklung wahrend der Kéasereifung lasst sich ver-
folgen. Weiterhin kann der Einfluss von technologischen
Parametern auf die mikrobielle Biodiversitat untersucht
werden. Interessant ist auch der Vergleich von Mikrobi-
omen aus Kasen mit guter und Kéasen mit verminderter
Qualitat, um den Einfluss der Mikroorganismen auf die
Kasequalitat besser zu verstehen.

Ein erster Meilenstein wurde mit der Etablierung ei-
nes Arbeitsablaufs (Workflows) erreicht, der es ermég-
licht, die Mikroorganismen in K&se zu identifizieren.
Hierzu wurde die DNA einer Kaseprobe (Rohmilchkase,
90 Tage) extrahiert und die 16S rRNA Gene, auf denen
die verwandtschaftlichen Beziehungen von Bakterien
basieren, mittels Amplicon-Sequenzierung auf einer
lon Torrent Plattform sequenziert. Die bioinformatische
Auswertung und taxonomische Zuordnung der erhal-
tenen Sequenzen erfolgte GUber MG-RAST (Meyer et al.
2008). In Abbildung 3 sind die Ergebnisse der Metageno-
mananalyse dieser Rohmilchkaseprobe dargestellt (Bar
et al. 2016). Neben den bekannten Gattungen wie bei-
spielsweise Lactobacillus, Streptococcus, Brevibacterium
die aus der Rohmilch oder der Kasereiumgebung stam-
men oder als Starter- oder Zusatzkultur zugegeben wur-
den, wurde eine Reihe unerwarteter, aber taxonomisch
bekannter Bakteriengattungen (z.B. Weissella, Rhodo-
coccus) gefunden. DarlUber hinaus konnten zahlreiche
Gensequenzen keiner Bakterien-Gattung zugeordnet
werden, was darauf hindeutet, dass auch im Kase-Habi-
tat bislang unerforschte Bakterien vorkommen.

Weitere Analysen werden folgen, um das Mikrobiom
eines Rohmilchkases zu beschreiben und die Zusammen-
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Abb. 3 | Mikrobiom eines 90 Tage gereiften Rohmilchkases, basierend
auf einer 16S Metagenomanalyse. Die phylogenetische Zuordnung
erfolgte ilber MG-RAST (Bar et al. 2016).

setzung, Eigenschaften und Dynamik der Subpopulati-
onen auf die Kasequalitat zu charakterisieren. Sie wer-
den die Grundlage dafir sein, dass wir den Einfluss der
Mikroorganismen auf die Biochemie der Kasereifung
besser verstehen und somit die Reifung besser kontrol-
lieren und gegebenenfalls sogar beschleunigen kénnen.
Ursachen von Kasefehlern, die zu einer Wertminderung
fuhren, werden besser verstanden und Massnahmen zur
Qualitatsverbesserung kénnen ergriffen werden. u
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