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1. Einleitung 

1.1 Hefen und Milchsäurebakterien in der Weinbereitung 
 

Das Wachstum und die biochemische Aktivität von Mikroorganismen während der Wein-

fermentation ist abhängig von sich verändernden physischen und chemischen Bedingungen 

wie pH-Wert, Temperatur und Nährstoffversorgung in der Mikroumgebung des Mosts. 

Darüber hinaus wirken sich Interaktionen zwischen Mikroorganismen auf das Wachstum 

einzelner Organismen aus. Da während des komplexen Prozesses der Weinfermentation 

eine Vielzahl unterschiedlicher Hefen und Bakterien beteiligt sein können, ist eine genaue 

Abschätzung des Vorkommens bestimmter Mikroorganismen oft sehr schwierig. 

Die apiculate Hefe Hanseniaspora uvarum und deren asexuelle anamorphe Form Kloeckera 

apiculata sind die vorherrschenden Hefen auf den Weintrauben und machen dort üblicher-

weise mehr als die Hälfte der Hefeflora aus (Pretorius et al., 1999). Weitere wichtige 

Hefen, die auf Weintrauben und im Weinberg zu finden sind, umfassen die Gattungen Met-

schnikowia, Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Zygosaccharomyces, Torulopsis, 

Sporobolomyces, Kluyveromyces und Hansenula (Barnett et al., 1972; Davenport, 1974, 

Rosini et al., 1982; Moore et al., 1988). Saccharomyces-Hefen sind auf beschädigten Trau-

ben in Zellenzahlen von 105 bis 106 Koloniebildende Einheiten (KBE) pro Beere zu finden 

(Mortimer & Polsinelli, 1999). Sobald die Trauben verarbeitet werden, kann es zu einer 

Kontaminierung mit weiteren Mikroorganismen kommen, da Pilze, Hefen und Bakterien 

über Geräte und Leitungen auf die Weintrauben übertragen werden können (Peynaud & 

Domerco, 1959). Der Most enthält schließlich eine komplexe Flora bestehend aus unter-

schiedlichen Hefen und Bakterien. Häufig vorkommende Hefen in Traubenmost und Wein 

gehören den Gattungen Metschnikowia, Dekkera / Brettanomyces, Pichia, Candida, Han-

seniaspora, Kluyveromyces, Issatchenkia, Torulaspora, Debaryomyces, Saccharomycodes, 

Zygosaccharomyces und Schizosaccharomyces an. Darüber hinaus können weitere Hefen 

vorkommen. Die während der alkoholischen Gärung dominierende Hefe ist Saccharomyces 

cerevisiae. 

Neben Hefen spielt das Wachstum von Milchsäurebakterien (MSB) während der Weinfer-

mentation eine wichtige Rolle. Intakte, unbeschädigte Weintrauben enthalten < 103 KBE 

pro Gramm, daher sind die Zellzahlen in Traubenmost zu Beginn der Verarbeitung gering 

(Lanfon-Lafourcade et al., 1983). Sobald die Beeren gepresst werden, beginnt das Wach-
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stum der Milchsäurebakterien, wobei unterschiedliche Arten zu verschiedenen Zeiten der 

Weinherstellung dominieren können. Die Milchsäurebakterien in Traubenmost und Wein 

lassen sich zwei Familien zuordnen: Die der Lactobacillaceae, welcher die Gattungen Lac-

tobacillus und Pediococcus angehören, und die Familie der Leuconostocaceae, die die 

Gattungen Leuconostoc, Weissella und Oenococcus umfasst. Die Milchsäurebakterien un-

terscheiden sich morphologisch in Stäbchen und Kokken. Bezüglich ihres Stoffwechsels 

können sie in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden: homofermentative, fakulta-

tiv heterofermentative und heterofermentative Milchsäurebakterien (Tab. 1). 

 

Tab. 1. Häufig vorkommende Milchsäurebakterien in der Weinbereitung (Quellen: Dittrich & 

Großmann, 2005; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Fugelsang & Edwards, 2007) 

Familie Form Stoffwechsel Spezies

Lactobacillaceae 

Stäbchen 

fakultativ hetero-
fermentativ 

Lactobacillus casei 
Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 
Lactobacillus rhamnosus 

obligat 
heterofermentativ 

Lactobacillus brevis 
Lactobacillus buchneri 
Lactobacillus fermentum 
Lactobacillus fructivorans 
Lactobacillus hilgardii 

Kokken 

obligat 
homofermentativ 

Pediococcus damnosus 
Pediococcus parvulus 
Pediococcus inopinatus 

fakultativ hetero-
fermentativ Pediococcus pentosaceus 

Leuconostocaceae Kokken obligat 
heterofermentativ 

L. mesenteroides subsp. mesenteroides 
L. mesenteroides subsp. dextranicum 
L. mesenteroides subsp. cremoris 
W. paramesenteroides 
Oenococcus oeni 

 

In einer umfangreichen Studie von Costello et al. (1983) wurden die Arten Lactobacillus 

hilgardii, L. plantarum, L. buchneri, L. brevis, L. fermentum, L. jensenii, Oenococcus oeni 

und Arten der Gattung Pediococcus zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Fermentierung 

aus Traubenmost und Wein isoliert. In ähnlichen Studien konnten weitere Arten wie 

L. casei, L. curvatus und Leuconostoc mesenteroides isoliert werden (Fleet et al., 1984; 

Davis et al., 1986; Sieiro et al., 1990; Lonvaud-Funel et al., 1991). 

Das Wachstum und der Rückgang der einzelnen Milchsäurebakterien-Arten ist abhängig 

von vielen Faktoren. Hohe pH-Werte (> 3,5) begünstigen das Wachstum der Lactobacillus- 



1. EINLEITUNG           3 

und Pediococcus-Arten, während niedrigere pH-Werte (< 3,5) das Wachstum der Spezies 

Oenococcus oeni fördern (Fleet, 1998; Osborne & Edwards, 2005). Weitere Bedingungen, 

die das Wachstum der Milchsäurebakterien im Wein beeinflussen sind neben dem Nähr-

stoffangebot, dem Alkoholgehalt, der Temperatur und der Zugabe von SO2 und Lysozym 

auch die Wechselwirkungen mit Hefen, Pilzen und anderen Bakterien. So kommt es infolge 

der Ethanol-Bildung durch Saccharomyces cerevisiae zu einem starken Rückgang der 

Milchsäurebakterien in den ersten Wochen der alkoholischen Gärung. Typischerweise 

kommt es erst nach dem Ende der alkoholischen Gärung zu einem starken Anstieg der Bak-

terienpopulation, da die autolysierten Hefen das Wachstum der Milchsäurebakterien durch 

Freisetzung ihrer Zellinhaltsstoffe fördern. 

 

1.2 Durch Milchsäurebakterien und Hefen verursachte Weinfehler 
 

Die Stoffwechselaktivität einiger Milchsäurebakterien kann zur Bildung unerwünschter 

Verbindungen führen, die Weinfehler verursachen können. Der Essigstich, d.h. die Bildung 

sensorisch wahrnehmbarer Konzentrationen an flüchtiger Säure, ist der häufigste und fol-

genschwerste Weinfehler (Dittrich, 1984). Acetat ist die Hauptkomponente flüchtiger 

Säure. Essigsäurebakterien der Gattungen Acetobacter, Gluconobacter und Gluconaceto-

bacter produzieren eine Mischung aus Acetat, Ethylacetat und Acetaldehyd durch die 

Oxydation von Glucose und Ethanol (Osborne & Edwards, 2005; Ribéreau-Gayon et al., 

2006). Die wichtigsten Verursacher des Essigstichs im Wein sind jedoch die Milchsäure-

bakterien (Sponholz et al., 1982). Beim Abbau der Glucose durch heterofermentative 

Bakterien wie O. oeni, L. kunkeei und L. brevis entsteht Acetat als Nebenprodukt. Darüber 

hinaus kann Acetat beim Abbau von Citrat durch homo- und heterofermentative Milchsäu-

rebakterien entstehen (Liu, 2002). 

Ein weiterer durch Milchsäurebakterien verursachter Weinfehler ist der Milchsäureton, der 

im Wesentlichen durch Diacetyl geprägt wird (Dittrich & Großmann, 2005). Diacetyl 

zeichnet sich durch ein „Butteraroma“ aus mit einer sensorischen Wahrnehmungsgrenze 

von 0,2 bis 2,8 mg pro Liter in Weißweinen (Martineau et al., 1995). Während eine niedri-

ge Diacetyl-Konzentration (1-3 mg / l) sensorisch als „butterartig“ oder „nußartig“ wahr-

genommen wird, dominiert diese Verbindung das Weinaroma in Konzentrationen von 5 bis 

7 mg pro Liter, was zu einem ausgeprägten Weinfehler führt (Rankine et al., 1969). Diace-

tyl entsteht entweder als Nebenprodukt beim homo- oder heterofermentativen Zucker-
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Abbau oder beim Abbau von Citrat (Fugelsang & Edwards, 2007). Dabei wird Citrat zu-

nächst zu Acetat und Oxalacetat gespalten. Durch die Decarboxylierung des Oxalacetats 

entsteht Pyruvat. Letzteres wird erneut decarboxyliert und durch die Bindung an Thiamin 

Pyrophosphat (TPP) in „aktives Acetaldehyd“ umgewandelt. Diese Verbindung reagiert mit 

einem zweiten Molekül Pyruvat zu α-Acetolactat, das durch oxidative Decarboxylierung in 

Diacetyl umgewandelt wird (Ramos et al., 1995; Bartowsky & Henschke, 2004). Diacetyl 

kann weiter zu Acetoin und weiter zu 2,3-Butandiol reduziert werden (Ribérau-Gayon et 

al., 2006). 

Vor allem in säurearmen, trockenen Weinen kann das Wachstum von Milchsäurebakterien 

der Gattungen Pediococcus und Lactobacillus zur Exopolysaccharid-Bildung führen (Fu-

gelsang & Edwards, 2007). Auch einige Stämme der Arten Oenococcus oeni und 

Leuconostoc mesenteroides sind zur Bildung von Exopolysacchariden in Wein fähig (Van 

Vuuren & Dicks, 1993; Montersino et al., 2008). Das daraus resultierende „Zäh- oder 

Lindwerden“ des Weines (engl.: „ropiness“ oder „oilness“) macht sich durch eine erhöhte 

Zunahme der Viskosität bemerkbar (Walling et al., 2005). Bei der Struktur des Exopoly-

saccharids der Spezies Pediococcus parvulus (Stamm 2.6) handelt sich um ein 

extrazelluläres β-D-Glucan mit einer Molekülgröße von ca. 800 kDa. Es besteht aus einer 

Hauptkette aus β-1,3-glycosidisch verknüpften Glucose-Monomeren, an der sich an jedem 

zweiten Glucosemolekül β-1,2-glycosidisch verknüpfte Seitenketten anschließen (Llaubé-

res et al., 1990; Lonvaud-Funel, 1999; Werning et al., 2006; Abb. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Strukturaufklärung des Exopolysaccharids eines P. pentosaceus-Stammes zeigte, dass 

neben Glucose auch andere Monosaccharide wie Fructose und Galactose vorkommen kön-

nen (Manca de Nadra & Strasser de Saad, 1995). Bedingungen im Wein, die zu einer 

Zunahme des Bakterienwachstums führen, wie pH-Werte über 3,5 begünstigen auch die 

Zunahme der Exopolysaccharid-Bildung durch P. damnosus (Walling et al., 2005). Die 

Abb. 1. Struktur des β-D-Glucans der Spezies P. parvulus, Stamm 2.6 (Lonvaud-Funel, 1999). 
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Ethanol-Toleranz einiger Pediococcus-Stämme beträgt oft mehr als 12 Vol. %. Außerdem 

zeigen einige Stämme noch ein normales Wachstum bei einem pH-Wert von 3,7 und einer 

Konzentration an freiem SO2 bis 30 mg pro Liter (Lonvaud-Funel & Joyeux, 1988). Das 

Problem der Exopolysaccharid-Bildung kann während der Gärung und Lagerung des Wei-

nes auftreten (Du Toit & Pretorius, 2000). Bereits sehr niedrige Glucose-Konzentrationen 

(50-100 mg / l) reichen zur Exopolysaccharid-Bildung aus. Dies erklärt teilweise die Tatsa-

che, dass das Zähwerden des Weines erst einige Monate nach der Abfüllung auftreten kann 

(Fugelsang & Edwards, 2007). Mit 106 bis 5·106 (P. damnosus) Zellen pro ml kann ein 

Wein beginnend bis deutlich zäh werden. Ab 5·106 Zellen ist er schwer fehlerhaft (Dittrich 

& Großmann, 2005). Ab 107 KBE pro ml ist ein Wein schließlich deutlich viskos (Ribé-

reau-Gayon et al., 2006). Die Glucan-Bildung lässt sich in nährstoffarmen Medien wie 

Wein verstärkt beobachten. Zum Beispiel wurde in einem Medium, das 0,1 g Glucose pro 

Liter enthielt dreimal so viel Glucan gebildet wie in einem Medium mit 3 g Glucose. Au-

ßerdem wird bei gleicher Glucose-Konzentration in stickstoffarmen Medien mehr Glucan 

gebildet (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 

Biogene Amine können durch die enzymatische Decarboxylierung von Aminosäuren durch 

bestimmte Milchsäurebakterien während und nach dem biologischen Säureabbau gebildet 

werden. Vor allem Bakterien der Gattungen Pediococcus und Lactobacillus sind an der 

Bildung dieser Verbindungen beteiligt (Delfini, 1989; Moreno-Arribas et al., 2000, 2003; 

Arena & Manca de Nadra, 2001). Die Decarboxylase-Aktivität einiger Oenococcus oeni-

Stämme kann ebenfalls zur Bildung biogener Amine führen (Lonvaud-Funel & Joyeux, 

1994; Coton et al., 1998; Lonvaud-Funel, 2001). Biogene Amine wurden auch in anderen 

fermentierten Lebensmitteln wie Käse, Wurst, Sauerkraut und Soja-Sauce (Stratton et al., 

1991; Lonvaud-Funel, 2001) nachgewiesen. Hohe Konzentrationen biogener Amine wer-

den auch immer wieder in Lebensmitteln wie Fisch entdeckt, die leicht durch Bakterien 

kontaminiert werden. In einigen Weinproben konnten Histamin, Tyramin, Putrescin, Cada-

verin, Phenylethylamin und andere biogene Amine nachgewiesen werden (Lonvaud-Funel, 

2001). Der übermäßige Verzehr von Lebensmitteln, die biogene Amine enthalten kann zu 

Kopfschmerzen führen. In extrem hohen Konzentrationen (> 10 mg) können biogene Ami-

ne zu Atemnot, Herzklopfen und Blutdruckabfall (Hypotonie) führen und Pseudoallergien 

auslösen (Silla Santos, 1996). In der Schweiz ist bereits ein Richtwert von maximal 10 mg 

Histamin pro Liter Wein festgelegt. Die Europäische Union plant ebenfalls die Einführung 

eines Grenzwertes für Histamin (Lehtonen, 2002). 
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Ein weiterer, durch Milchsäurebakterien und einige Hefen verursachter Weinfehler ist der 

„Mäusel“-Ton, der durch die Bildung bestimmter Aminosäure-Derivate, den Tetrahydropy-

ridinen und durch Pyrrole entsteht (Snowdon et al., 2006). Die Indikator-Substanzen sind 

schon in wenigen Mikrogramm pro Liter sensorisch wahrnehmbar (2-Acetyl-

tetrahydropyridin: 328-580 µg / l; 2-Acetyl-1-pyrrolin < 50 µg / l; 2-Ethyltetrahydro-

pyridin < 10 µg / l). Der Geruch der betroffenen Weine erinnert an Mäuseharn (Dittrich & 

Großmann, 2005). Vor allem heterofermentative Milchsäurebakterien wie L. hilgardii, 

L. brevis und O. oeni sind an der Bildung dieser Substanzen beteiligt, während die homo-

fermentativen Milchsäurebakterien wie P. damnosus nur geringe Mengen dieser 

Substanzen bilden (< 37 µg / l). Auch die Weinhefe Brettanomyces bruxellensis ist zur Syn-

these dieser Verbindungen fähig (Grbin & Henschke, 2000). 

Der „Brettanomyces“- oder „Pferdeschweiß“-Ton wird durch bestimmte Sekundärmetaboli-

te (flüchtige Phenole) der Hefe Brettanomyces hervorgerufen. Dekkera bezeichnet die 

sporenbildende (telomorphe) Form bestimmter Arten der Gattung Brettanomyces (Van der 

Walt, 1964). Zimtsäurederivate (insbesondere p-Cumarsäure und Ferulasäure) können als 

Precursor-Verbindungen durch Brettanomyces / Dekkera-Arten zu den flüchtigen Ethyl-

phenolen umgewandelt werden, die schließlich das charakteristische „Brett-Aroma“ 

hervorrufen (Chatonnet et al., 1995). Die Hydroxyzimtsäuren gelangen aus den Beerenhäu-

ten, Kernen und Stielen der Weintrauben in den Most. Durch die Mikroorganismen im 

Wein können diese Verbindungen zu flüchtigen Phenolen umgewandelt werden (Suárez et 

al., 2007). Zwei Enzyme sind an der Bildung flüchtiger Phenole aus Hydroxyzimtsäuren 

beteiligt. Der erste enzymatische Schritt kann von vielen Bakterien, Hefen und Pilzen 

durchgeführt werden. Dabei werden die Verbindungen p-Cumarsäure und Ferulasäure in 4-

Vinylphenol bzw. 4-Vinylguajakol umgewandelt. In Wein wurde diese Aktivität bei eini-

gen Stämmen der Milchsäurebakterien L. brevis, L. plantarum, O. oeni, den Pediococcus-

Arten und bei der Hefe B. bruxellensis gefunden. Im zweiten enzymatischen Schritt werden 

4-Vinylphenol bzw. 4-Vinylguajakol durch die Vinylphenol-Reduktase zu 4-Ethylphenol 

bzw. 4-Ethylguajakol reduziert. Die Vinylphenol-Reduktase wurde bei den weinrelevanten 

Hefen bisher nur in Dekkera bruxellensis, D. anomala, Pichia guilliermondii, sowie in drei 

Candida-Arten nachgewiesen (Chatonnet et al., 1995; Chatonnet et al., 1997; Dias et al., 

2003). Einige Stämme der Milchsäurebakterien P. pentosaceus, L. plantarum und L. brevis 

waren begrenzt dazu in der Lage, Vinylphenole zu den entsprechenden Ethylphenolen zu 

reduzieren (Chatonnet et al., 1992, 1995; Cavin et al., 1993). Die Menge an gebildeten 
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Ethylphenolen blieb jedoch unter dem Grenzwert von ungefähr 420 Mikrogramm pro Liter, 

bei dem der Brettanomyces-Ton gerade noch als positiv empfunden wird. 

 

1.3 Die Gattung Pediococcus 
 

Pediokokken sind typische Gram-positive, Katalase- und Oxidase-negative Milchsäurebak-

terien (MSB). Sie wachsen unter fakultativ aeroben bis mikroaerophilen Bedingungen 

(Garvie, 1986 b). Pediokokken sind bezüglich ihres Glucose-Stoffwechsels homofermenta-

tiv, sie bilden als Endprodukt ausschließlich Lactat aus Glucose. Einige Pediococcus-Arten 

können jedoch auch Pentosen über den Pentosephosphatweg abbauen, sie sind fakultativ 

heterofermentativ (vgl. Tab. 1). Pediokokken zeichnen sich durch eine kokkoide Zellform 

aus, die niemals oval oder gestreckt ist (Günther & White, 1961). Die einzelnen Zellen 

besitzen einen Durchmesser von 0,5 - 1,5 µm. Von allen anderen Milchsäurebakterien un-

terscheiden sie sich durch die Bildung von Tetraden. Die Tetradenbildung entsteht durch 

die abwechselnde Zellteilung in zwei rechtwinkligen Ebenen (Garvie, 1986 b). Der Name 

„Pediococcus“ wurde von Balcke (1884) vorgeschlagen: Er beruht auf der Beobachtung, 

dass die Zellen sich in einer Ebene teilen (lat. pedium = Planfläche). Die Gattung Pediococ-

cus wurde erstmals 1903 bei der Untersuchung von verdorbenem Bier erwähnt (Claussen, 

1903). In der heutigen Zeit sind elf Arten gültig beschrieben. Es handelt sich um die Arten 

P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus, P. cellicola, P. ethanolidurans, P. siamensis, 

P. claussenii, P. stilesii, P. acidilactici, P. pentosaceus und P. dextrinicus. Die Spezies 

P. dextrinicus wird wegen der Bildung von ausschließlich L(+) Lactat aus Glucose durch 

eine Fructose-1,6-Bisphosphat induzierbare L-Lactat-Dehydrogenase (L-LDH) und der 

Verwertung von Gluconat als atypische Art bezeichnet (Back, 1978 a; Simpson & Taguchi, 

1995). Mit Ausnahme der beiden Arten P. claussenii und P. dextrinicus, bilden alle Pedio-

coccus-Arten DL-Lactat als Hauptprodukt aus dem Abbau von Glucose (Holzapfel et al., 

2006). 

Die typischen Pediococcus-Arten sind auf Basis von SSU rDNA-Sequenzvergleichen sehr 

eng verwandt (Holzapfel et al., 2006). Dagegen ist P. dextrinicus nur entfernt verwandt mit 

den typischen Pediokokken (Dobson et al., 2002). Obwohl diese Spezies immer noch der 

Gattung Pediococcus angehört, unterstützen phäno- und genotypische Daten die Zuordnung 

zu einer neuen Gattung (Holzapfel et al., 2006). Auch wurde bereits vorgeschlagen diese 
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Art in die Gattung Lactobacillus zu klassifizieren (Collins et al., 1991, Stiles & Holzapfel, 

1997). 

Die beiden Arten P. acidilactici und P. pentosaceus sind in geringen Zellzahlen auf Pflan-

zen und Früchten zu finden. (Mundt et al., 1969; Back, 1978 b; Dellaglio et al., 1981). 

Während der Fermentierung von Pflanzenmaterial wie Silage, Gurken, Oliven, Getreide 

und Fleisch kommt es meist zu einem starken Anstieg der Population dieser Arten. Oft 

treten diese Pediococcus-Arten zusammen mit Arten der Gattungen Lactobacillus, Leuco-

nostoc und Weissella auf. Obwohl die Pediokokken überwiegend auf Pflanzen und 

Pflanzenprodukten zu finden sind, wurden Stämme der Arten P. acidilactici, P. pentosa-

ceus und P. parvulus bereits aus dem Verdauungstrakt und dem Kot verschiedener 

Geflügelarten (Harrison & Hansen, 1950; Coster & White, 1964; Juven et al., 1991; Kurzak 

et al., 1998) und aus entsprechenden menschlichen Proben (Ruoff et al., 1988; Walter et al., 

2001; Heilig et al., 2002) und menschlichem Speichel (Sims, 1986) isoliert bzw. moleku-

larbiologisch nachgewiesen. Des Weiteren wurden Stämme der Arten P. acidilactici und 

P. pentosaceus aus unterschiedlichen klinischen Proben isoliert (Barros et al., 2001). Pe-

diokokken sind keine typischen pathogenen Bakterien, dennoch können sie durch 

Antibiotikaresistenzen wie gegen Vancomycin eine Rolle als opportunistische Krankheits-

erreger spielen (Riebel & Washington, 1990; Edlund & Barkholt, 1997). 

Über die schädliche Wirkung des Wachstums von Pediococcus damnosus während der 

Fermentierung von Bier wurde seit langer Zeit berichtet (Balcke, 1884; Mees, 1934; Shim-

well, 1948; Andrews & Gilliland, 1952; Coster & White, 1964; Back, 1978 b; Dobson et 

al., 2002). Seltener wurden die beiden Arten P. inopinatus und P. dextrinicus im Zusam-

menhang mit verdorbenem Bier erwähnt (Back, 1978 a; Back, 1978 b). Das Auftreten der 

Arten P. acidilactici, P. pentosaceus und P. parvulus wurde ebenfalls während der Bier-

herstellung beobachtet, jedoch wurden diese Arten immer nur in frühen Stadien des 

Brauprozesses während der Herstellung der Stammwürze isoliert (Barney et al., 2001). 

Fehler, die während der Fermentierung von Bier durch das Wachstum der Pediokokken 

verursacht werden, sind Trübungen, begleitet von Geschmacksveränderungen aufgrund der 

Diacetyl-Bildung (Donhauser, 1993; Sakamoto & Konings, 2003). Außerdem kann es zu 

einer Erhöhung der Viskosität durch die Bildung von Exopolysacchariden kommen (Simp-

son & Taguchi, 1995). 

Aus Wein und Weinhefe wurden in der Vergangenheit vor allem Stämme der Art 

P. damnosus isoliert (Peynaud & Domercq, 1967; Weiller & Radler, 1970; Back, 1978 b; 

Beneduce et al., 2004). Meistens waren diese Weine durch einen Milchsäureton (Diacetyl 
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und Acetoin) oder eine erhöhte Viskosität (β-D-Glucan) aufgefallen. Vor allem bei höheren 

pH-Werten (> 3,5) konnten auch Stämme der Arten P. parvulus und P. inopinatus aus Most 

und Wein isoliert werden (Edwards & Jensen, 1992; Rodas et al., 2003). Seltener wurde 

über das Vorkommen der Art P. pentosaceus in Wein berichtet (Eliseeva et al., 2001; Ro-

das et al., 2003). Aufgrund ihrer hohen Ethanol-Toleranz (> 12 Vol. %) und der Toleranz 

an freiem SO2 (30-50 mg / l) können einige Pediococcus-Stämme während der Gärung und 

Lagerung des Weines wachsen. Obwohl sie am Biologischen Säureabbau im Wein beteiligt 

sein können, sind sie wegen ihrer Fähigkeit zur Bildung von Diacetyl in hohen Konzentra-

tionen unerwünscht (Wibowo et al., 1985). Eine weitere negative Beeinflussung der 

Weinqualität ist die Bildung biogener Amine wie Histamin (Weiller & Radler, 1976; Lan-

dete et al., 2005), als Ergebnis der Decarboxylierung von Aminosäuren durch einige 

Stämme (Bover-Cid & Holzapfel, 1999). Einige Pediococcus-Arten sind darüber hinaus in 

der Lage, Glycerin zu Acrolein abzubauen, eine Substanz die mit Anthocyanen reagieren 

kann, was zur Bildung bitterer Substanzen führt (Davis et al., 1988; Sponholz et al., 1993; 

Du Toit & Pretorius, 2000). 

Stämme der Arten P. acidilactici, P. pentosaceus und P. parvulus werden häufig als Star-

terkulturen zur Fermentierung von Fleisch (Raccach, 1987, Luchansky et al., 1992, Kang & 

Fung, 1999), Milch (Bhowmik & Marth, 1990; Back, 1999), und pflanzlichen Produkten 

wie Silage (Langston & Bouma, 1960; Günther & White, 1961), Sauerkraut (Coster & 

White, 1964; Back, 1978 b) und anderen Gemüsesorten eingesetzt. Neben der Lactat- und 

Diacetyl-Bildung führt die Stoffwechselaktivität einiger P. acidilactici-Stämme zur Bil-

dung antibakterieller Verbindungen (Stiles, 1996, Albano et al., 2007). Durch die Bildung 

dieser Bacteriocine, den so genannten Pediocinen können sie das Wachstum von Krank-

heitserregern wie z.B. Listeria monocytogenes unterdrücken. 

 

1.4 Methoden zur Identifizierung von Mikroorganismen 
 

Für die Nahrungsmittelindustrie ist die Kontrolle des Wachstums der Mikroorganismen 

während der Fermentierung bestimmter Lebensmittel von großer Bedeutung. Die Hauptan-

wendungen zur Analyse von Lebensmittelproben und Starterkulturen sind gezielte 

Identifizierung bestimmter Arten und Stämme, Bestimmung der Gesamtkeimzahl, und 

Identifizierung der mikrobiellen Flora zu bestimmten Zeitpunkten der Fermentation. Um 

wachsende Vorschriften bezüglich der Qualität und Sicherheit bestimmter Lebensmittel 
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erfüllen zu können, müssen sichere und schnelle Nachweisverfahren für die Kontrolle der 

Fermentationsprozesse entwickelt werden. Dazu gehört neben der Überwachung des Wach-

stums von Produktionsstämmen auch eine gezielte Identifizierung unerwünschter 

Mikroorganismen, um rechtzeitig Gegenmaßnahmen ergreifen zu können (Fleet, 1999). 

 

1.4.1 Phänotypische Methoden 

Die Morphologie eines Mikroorganismus liefert oft nur wenige Informationen über dessen 

Art-Zugehörigkeit. Zwar kann die Charakterisierung eines Stammes durch mikroskopische 

Untersuchungen unter Verwendung von Färbungen (z.B. Gram-Färbung) erleichtert wer-

den, dennoch reichen diese Informationen in der Regel nicht für eine sichere Identifizierung 

aus. Analytische Methoden, wie die Fettsäure-Analyse und die Protein-Zusammensetzung 

der Zellen, können zur Identifizierung herangezogen werden. Neben diesen Untersuchun-

gen gehören physiologische Tests zu den klassischen Identifizierungs-Methoden. Ein 

unbekannter Stamm lässt sich charakterisieren anhand der Fähigkeit bestimmte Substrate 

abzubauen und Stoffwechselprodukte zu bilden. Häufig verwendete Tests zur Identifizie-

rung Gram-positiver Bakterien sind der API 50 CHL-Test (Bio-Mérieux, Nürtingen) und 

der GP2 Microplate™ Test (Biolog Inc., Hayward, USA). Für die Identifizierung von He-

fen stehen entsprechende Produkte wie der API 20C und ATB 32C Test (Bio-Mérieux, 

Nürtingen), sowie der YT MicroPlate™ Test (Biolog Inc., Hayward, USA) zur Verfügung. 

Eine schnelle Identifizierung durch phänotypische Tests wird oft durch das Problem der 

Kultivierung erschwert. Um genügend Zellmaterial für einen Nachweis zu erhalten, müssen 

die Stämme oft mehrmals überimpft werden. Außerdem können sich die Ergebnisse physio-

logischer Tests zwischen zwei Stämmen einer Art unterscheiden und damit eine sichere 

Identifizierung erschweren. Da die Substrat-Verwertung bzw. die Bildung bestimmter Pro-

dukte abhängig von Enzymreaktionen ist, kann es zu Problemen kommen, wenn einzelne 

Enzyme einer Enzymkaskade nicht exprimiert werden. Je nach verwendetem Kultivie-

rungsmedium können die Ergebnisse in Abhängigkeit vom Nährstoffangebot und den 

individuellen Anpassungen des Mikroorganismus unterschiedlich ausfallen. Konventionelle 

physiologische Identifizierungs-Methoden für Milchsäurebakterien und Hefen sind aus 

diesen Gründen zeit- und materialaufwendig, schwierig durchzuführen und liefern häufig 

mehrdeutige Ergebnisse (Deak, 1995; Ribéreau-Gayon et al., 2006). 
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1.4.2 Molekularbiologische Methoden 

Herkömmliche Methoden zur Auszählung, Identifizierung und Charakterisierung sind nicht 

ausreichend, um Mikroorganismen in komplexen Mischkulturen präzise zu überwachen. 

Langsam wachsende und nicht-kultivierbare Mikroorganismen können durch klassische 

Methoden oft nur sehr schwer beziehungsweise überhaupt nicht erfasst werden. Die Ent-

wicklung molekularbiologischer Identifizierungsmethoden für Mikroorganismen hat den 

Nachweis unbekannter Arten wesentlich erleichtert, und darüber hinaus präziser gemacht. 

Die DNA-Zusammensetzung eines Stammes ist spezifisch und nicht vom Nährstoffangebot 

des Kulturmediums abhängig. Wiederholtes Überimpfen eines Stammes kann zwar zu Mu-

tationen führen, jedoch ist die Wahrscheinlichkeit dass diese Mutationen die Identifizierung 

beeinflussen sehr gering. 

Durch den Vergleich ihrer DNA mit der DNA von Referenzstämmen, können unbekannte 

Mikroorganismen identifiziert werden. Vergleichende Sequenzanalysen der 16S ribosoma-

len (r)DNA in Bakterien bzw. der 18S rDNA in Eukaryoten (Woese, 1987) sind immer 

noch Standard zur phylogenetischen Untersuchung. Ihr Auflösungsvermögen erreicht aber 

bestenfalls das Subspezies-Niveau (DeParasis & Roth, 1990). Bei einigen Bakterien wie 

z.B. den Pseudomonaden und einigen Enterobakterien, sowie anderen Bakterien-Gruppen 

und vor allem bei Hefen wird allerdings auch der Spezies-Level nicht ausreichend aufgelöst 

(Fox et al., 1992). In Hefen sind die ribosomalen Gene als 18S-5,8S-26S Operons organi-

siert, die 50- bis 200-mal pro haploidem Genom tandemartig wiederholt werden (Planta & 

Raué, 1988). Die zwei Internal Transcribed Spacer-Regionen (ITS1 und ITS2) trennen die 

18S rDNA und die 26S rDNA von der 5,8S rDNA. ITS-Regionen sind aufgrund eines ge-

ringeren Selektionsdruckes weniger konserviert (Musters et al., 1990) und können daher 

benutzt werden, um Hefen auf Spezies- und teilweise sogar Subspeziesniveau zu unter-

scheiden. Zum Beispiel wurden weinrelevante Hefen der Gattungen Saccharomyces und 

Brettanomyces durch vergleichende Sequenzanalysen der ITS-Regionen differenziert 

(Montrocher et al., 1998; Egli & Henick-Kling, 2001). 

Zur Erstellung phylogenetischer Studien Gram-positiver Bakterien wurden neben den Ge-

nen der kleinen ribosomalen Untereinheit und der ITS-Bereiche auch vergleichende 

Sequenzanalysen mit den Genen anderer Makromoleküle wie der 23S rRNA (Ludwig & 

Schleifer, 1994), dem Elongationsfaktor Tu und der β-Untereinheit der ATPase (Ludwig et 

al., 1993) durchgeführt. In den letzten Jahren haben vor allem die Sequenzierung der 16S 

und 23S rDNA und die DNA-DNA-Hybridisierung dazu beigetragen, die Verwandtschaft 

zwischen verschiedenen Milchsäurebakterien-Gattungen aufzuklären (Holzapfel et al., 
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2006). Die DNA-DNA-Hybridisierung misst den Grad der Sequenzähnlichkeit. Die Be-

stimmung des GC-Basenverhältnisses informiert über den Prozentsatz jedes Nukleotids, das 

in der DNA eines bestimmten Organismus vorhanden ist, liefert aber keinerlei Information 

über die Sequenz der Nukleotide. Zwei Organismen mit ähnlichen oder identischen Nuk-

leotidsequenzen hybridisieren proportional zur Ähnlichkeit ihrer Sequenzen miteinander. 

Homologiewerte über 65-75 % zeigen, dass zwei verschiedene Stämme zur gleichen Art 

gehören (Stackebrandt & Goebel, 1994). Stammvariationen können mit dieser Methode 

jedoch nicht aufgelöst werden. 

Durch die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit rRNA-gerichteten Sonden können 

einzelne Zellen in ihrer Umgebung identifiziert werden. Zur Hybridisierung werden geeig-

nete Sonden mit einem Fluoreszenzmarker gekoppelt. Nach Denaturierung der Sonden und 

Zellen wird der Ansatz unter kontrollierten Bedingungen bei einer bestimmten Temperatur 

inkubiert. Die einzelsträngigen Sonden hybridisieren mit den komplementären Nukleinsäu-

resequenzen der Zellen. Das Konstrukt aus Sonde und Zielsequenz lässt sich durch die 

Anregung des Markers mit UV-Licht mikroskopisch nachweisen. Aufgrund schneller 

Durchführbarkeit und hoher Empfindlichkeit ist die FISH eine leistungsfähige Methode zur 

Durchführung phylogenetischer, diagnostischer und ökologischer Studien in der Mikrobio-

logie (Amann et al., 1990 und 2001; Moter & Göbel, 2000). Der größte Vorteil dieser 

Methode ist die Möglichkeit, Mikroorganismen ohne Kultivierung oder DNA-Isolierung 

direkt zu detektieren. 

Die Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) ist eine Elektrophoresemethode 

zur Nukleinsäure-Auftrennung. Im Unterschied zur Agarose-Gelelektrophorese werden die 

PCR-Amplifikate durch DGGE nicht ihrer Länge nach aufgetrennt, sondern aufgrund der 

Denaturierungseigenschaften von DNA mit unterschiedlicher Basenpaarzusammensetzung 

(Muyzer et al., 1993). Die Denaturierung der DNA wird durch einen ansteigenden Gradien-

ten denaturiender Agenzien (meist Harnstoff und Formamid) im Polyacrylamidgel erreicht. 

Während der Wanderung durch das Gel treffen die PCR-Amplifikate auf eine stetig anstei-

gende Konzentration, bis sie schließlich eine Konzentration erreicht haben, bei der die 

DNA-Doppelstränge vollständig getrennt sind. Die Trennung der DNA-Doppelhelix führt 

zu einer starken Verlangsamung der Migration durch das Gel. Aufgrund unterschiedlicher 

Basenpaarzusammensetzungen kommt es so zur Separierung der PCR-Amplifikate. Unter 

Verwendung geeigneter Primer für die Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften können 

variable Genbereiche amplifiziert und durch DGGE aufgetrennt werden. Jede Gelbande im 

Polyacrylamidgel repräsentiert im Idealfall einen Organismus aus der Gemeinschaft (Muy-
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zer et al., 1998). Im Bereich der Weinmikrobiologie wurde die PCR-DGGE bisher zur Ver-

folgung der Änderung der mikrobiellen Diversität weinrelevanter Hefen (Cocolin et al., 

2000; Renouf et al., 2006 b), Bakterien (Lopez et al., 2003; Renouf et al., 2006 a) und zur 

Untersuchung des Vorkommens von Mikroorganismen auf Weintrauben (Renouf et al., 

2007) angewandt. 

Durch den Einsatz von DNA Fingerprint-Verfahren wird eine Genotypisierung auch für 

unbekannte Arten und Stämme ermöglicht. Neben hochkonservierten Regionen, die inner-

halb einer Population bzw. einer Art unverändert vorliegen, gibt es solche, für die in einer 

Population mehrere Varianten, sogenannte Polymorphismen vorliegen. Unterschiede in der 

DNA-Sequenz können auf dem Austausch, der Insertion oder Deletion einzelner Basen 

oder ganzer DNA-Abschnitte beruhen. Unter Verwendung geeigneter Methoden lässt sich 

basierend auf diesen Polymorphismen ein DNA-Profil eines Individuums erzeugen. Diese, 

auch als genetische Fingerabdrücke bezeichneten DNA-Bandenmuster, sind in hohem Ma-

ße charakteristisch für eine Art oder einzelne Stämme und können daher zu deren 

Identifizierung bzw. Differenzierung herangezogen werden. 

Die Analyse von Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen (RFLP) gehört zu den sen-

sitivsten Fingerprint-Methoden zur Stammidentifizierung. Bei der RFLP-Methode wird die 

DNA eines Genes oder des gesamten Genoms durch Restriktionsenzyme an genau definier-

ten, meist palindromischen Sequenzen geschnitten. Die entstehenden Restriktionsfragmente 

haben eine durch die Lage der Spaltstellen definierte Länge und können durch Gelelektro-

phorese der Größe nach aufgetrennt werden (Jeffreys et al., 1985 a). Bei der Wahl 

geeigneter Restriktionsenzyme können Arten und Stämme anhand der Anzahl und Länge 

der entstehenden DNA-Abschnitte identifiziert werden. Mehrere RFLP-basierende Metho-

den wurden zur Identifizierung von Hefen (Guillamon et al., 1998; Granchi et al., 1999), 

Milchsäurebakterien (Rodas et al., 2003) und Essigsäurebakterien (Poblet et al., 2000) aus 

Wein beschrieben. 

Die Analyse kurzer, tandemartig angeordneter, repetitiver Sequenzmotive (Minisatelliten) 

wird als VNTR-Polymorphismus (engl. variable number of tandem repeats) bezeichnet 

(Jeffreys et al., 1985 b). Die Identifizierung aufgrund von VNTR-Polymorphismen beruht 

darauf, dass verschiedene Individuen einer Population an bestimmten Stellen im Genom 

unterschiedlich viele, tandemartig wiederholte Sequenzmotive mit einer Länge von ca. 10-

15 bp besitzen. VNTRs sind oft an den Telomeren der Chromosomen konzentriert und we-

nig über das Genom verteilt. Durch die Ermittlung der Anzahl der Wiederholungseinheiten 

an den untersuchten VNTR-Loci kann der Genotyp eines Individuums bestimmt werden. 
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Die Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR basiert auf der Vervielfältigung 

von DNA unter Verwendung eines zufällig ausgewählten Primers in einer PCR (Williams 

et al., 1990). Die zur RAPD PCR verwendeten Primer bestehen aus 8-12 Nukleotiden und 

binden an komplementäre Stellen im Genom. Die Länge der vervielfältigten DNA-

Abschnitte hängt von den Bindungsstellen der Primer auf der DNA-Matrize ab. Die statt-

findende Amplifikation ist zwar willkürlich, da sie von willkürlich ausgewählten Primern 

dirigiert wird; sie ist aber nicht zufällig, da sich die Primer an spezifischen Stellen auf der 

DNA-Matrize anlagern. Bei der Wahl geeigneter Primer ergeben sich durch Elektrophorese 

individuelle Bandenmuster, die es erlauben, die DNA unterschiedlicher Organismen zu 

vergleichen, ohne diese im Detail zu kennen. Eine ähnliche Methode, die Arbitrarily Pri-

med PCR (AP-PCR) wurde von Welsh (1990) vorgestellt. Das Prinzip dieser Methode 

ähnelt dem der RAPD PCR, jedoch werden Primer mit einer Länge von mindestens 18 

Nukleotiden verwendet. Die durch RAPD PCR und AP-PCR erzeugten DNA Fingerprint-

Bandenmuster weisen Amplifikate auf, die in zwei Kategorien aufgeteilt werden können: 

diejenigen, die konserviert sind und diejenigen, die individuell spezifisch sind. Ein Prob-

lem, das die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse betrifft, stellt das Auftreten oder 

Verschwinden einzelner PCR-Amplifikate bei der Wiederholung der gleichen Reaktion dar, 

das in einigen Fällen beobachtet werden konnte. 

Eine der RAPD PCR verwandte Methode ist der Längenpolymorphismus amplifizierter 

(DNA-) Fragmente (AFLP). Die AFLP-Technik basiert auf der selektiven Amplifikation 

von Restriktionsfragmenten. Im Anschluss an den Restriktionsverdau wird eine PCR mit 

Primern durchgeführt, die zum einen die Restriktions-Erkennungsschnittstelle enthalten 

müssen und zum anderen eine willkürlich ausgewählte Sequenz, die etwa drei Nukleotide 

weit in die Restriktionsfragmente hineinreicht (Zabeau & Vos, 1993; Vos et al., 1995). 

Durch den spezifischen, zur Restriktions-Erkennungsschnittstelle komplementären Teil der 

Primer kommt es zu einer stabilen Bindung, während die zufällig ausgewählte Sequenz der 

Primer zur Amplifikation einiger Genfragmente führt. Die AFLP-Analyse ist eine der sta-

bilsten Fingerprint-Verfahren zur Genomanalyse (Koeleman et al., 1997). 

Die nested Specifically Amplified Polymorphic DNA (SAPD)-PCR (Pfannebecker, 2005; 

Fröhlich & Pfannebecker, 2006, 2007; Pfannebecker & Fröhlich, 2008) ist ein Spezies-

unabhängiges DNA Fingerprint-Verfahren, mit dessen Hilfe sich die genetische Ver-

wandtschaft beliebiger Organismen ermitteln lässt. Die Methode findet sowohl bei 

Mikroorganismen, als auch bei Tieren und Pflanzen Anwendung und kann zur Identifizie-

rung bzw. Differenzierung von Arten, Stämmen oder Serovaren herangezogen werden. Die 
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nested SAPD-PCR entstand durch Weiterentwicklung des Prinzips der RAPD PCR (Wil-

liams et al. 1990). Ähnlich der RAPD PCR wird auch bei der nested SAPD-PCR nur 

jeweils ein Primer pro Reaktion verwendet. Alle Primer (10-mere, 11-mere) enthalten 

hauptsächlich die 8 bp-lange palindrome Erkennungssequenz der Not I-

Restriktionsendonuklease (5´-GCGGCCGC-3´). Um die Konzentration stammrelevanter, 

schwächerer Amplifikate zu erhöhen, kann das Produkt der SAPD-PCR für eine zweite 

Amplifikation mit spezifischen Primern in der nested SAPD-PCR eingesetzt werden. Durch 

die gleichzeitige Amplifikation mehrerer Genorte entsteht nach elektrophoretischer Auf-

trennung der PCR-Produkte in Agarosegelen und Visualisierung im UV-Licht nach 

Färbung mit Ethidiumbromid ein DNA Fingerprint-Bandenmuster (Abb. 2). In der Regel 

wird nach der SAPD-PCR das Subspezies-Niveau berührt. Durch den Vergleich der DNA 

Fingerprint-Bandenmuster mit den Bandenmustern bekannter Arten können Organismen 

identifiziert werden. Nach der nested SAPD-PCR ist das Bandenmuster für jeden Stamm 

einer Art spezifisch. Die Muster können daher zur Differenzierung von Stämmen herange-

zogen werden. Durch die Auswertung der Bandenmuster mit Geldokumentations- und 

Phylogenie-Programmen können Cluster-Analysen erstellt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sequence characterized amplified regions (SCARs) sind Marker, die genetisch genau defi-

niert sind und durch die Amplifizierung genomischer DNA mit spezifischen Primerpaaren 

in einer PCR identifiziert werden können (Paran & Michelmore, 1993). Genetische Marker 

können entweder durch spezifische Primer von bekannten DNA-Sequenzen abgeleitet wer-

den oder durch DNA-Amplifizierung mit zufällig ausgewählten Primern. Bei der RAPD 
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Abb. 2. Prinzip der DNA-Fingerprint Methode nested SAPD-PCR. Für die erste PCR wurden Pri-
mer mit einer Sequenz-Länge von 10 bp verwendet. In der Abbildung links ist das Ergebnis der 
SAPD-PCR zur Analyse von Pediococcus parvulus-Stämmen nach gelelektrophoretischer Auftren-
nung gezeigt. Die PCR wurde mit dem Primer G-Not (Tab. 7) durchgeführt. Das Ergebnis der 
nested SAPD-PCR ist in der Abbildung rechts gezeigt. Für die nested PCR diente das PCR-Produkt 
der SAPD-PCR als DNA-Template. Die PCR erfolgte unter Verwendung des Primers G-Not-C 
(Tab. 7). 
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PCR (Williams et al., 1990) oder der nested SAPD-PCR (Pfannebecker, 2005; Fröhlich & 

Pfannebecker 2006, 2007; Pfannebecker & Fröhlich, 2008) werden mehrere Genorte 

gleichzeitig in einer Reaktion amplifiziert. Die amplifizierten DNA-Sequenzen können nur 

in einem Organismus auftreten, sie können aber auch bei Organismen-Gruppen oder bei 

allen untersuchten Organismen einer Population beobachtet werden. So lassen sich je nach 

Zielsetzung geeignete Marker generieren. Versuche zur RAPD PCR und SAPD-PCR haben 

gezeigt, dass diese Methoden sehr empfindlich auf die Veränderung der Reaktionsbedin-

gungen reagieren. Bei der Entwicklung der SAPD-PCR wurde eine sogenannte „Rampe“, 

also die langsame Erhöhung der Temperatur zwischen Annealing und Elongation des Pri-

mers eingeführt. Durch diese Maßnahme wurde die Reproduzierbarkeit der Methode 

verbessert. Auf der anderen Seite wurde dadurch aber auch die gesamte PCR-Dauer verlän-

gert. Um einen schnellen, spezifischen PCR-Nachweis bestimmter Gruppen oder einzelner 

Individuen auf Basis der nested SAPD-PCR durchführen zu können, kann die SCAR-PCR 

(Paran & Michelmore, 1993) angewendet werden. Zur Generierung von Primern für die 

SCAR-PCR wird zunächst ein geeigneter Marker aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Der 

Marker wird anschließend kloniert und sequenziert. Basierend auf der DNA-Sequenz kön-

nen neue, spezifische Primer konstruiert werden, die eine schnelle und sichere 

Identifizierung in einer PCR zulassen. 

 

1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit 
 

In der vorliegenden Forschungsarbeit werden molekularbiologische Methoden zur Art-

Identifizierung von Milchsäurebakterien der Gattungen Pediococcus, Lactobacillus, Oeno-

coccus und Leuconostoc weiterentwickelt und angewendet. Eine DNA-Fingerprintmethode, 

die nested SAPD-PCR (Pfannebecker, 2005; Fröhlich & Pfannebecker, 2006, 2007; Pfan-

nebecker & Fröhlich, 2008) wird zur Art-Identifizierung verschiedener Milchsäurebakterien 

und Hefen verwendet und es werden Cluster-Analysen zur Unterscheidung von Stämmen 

dieser Arten durchgeführt. 

Im Rahmen eines von der Stiftung Rheinland-Pfalz für Innovation geförderten Projektes 

zur Untersuchung Exopolysaccharid-bildender Milchsäurebakterien aus Wein soll ein PCR-

basierendes Nachweissystem zur Identifizierung von neun Arten der Gattung Pediococcus 

entwickelt werden. Da sich die Pediokokken durch 16S rDNA-Sequenzvergleiche nur sehr 

schwer unterscheiden lassen, soll untersucht werden, ob die 23S rDNA eine höhere Se-
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quenzvariabilität aufweist. Neben dem kompletten 23S rRNA-Gen der Spezies 

P. pentosaceus (ATCC 25745) sind bisher nur wenige 23S rDNA-Teilsequenzen der ein-

zelnen Pediococcus-Arten in Datenbanken hinterlegt. Daher müssen die kompletten LSU 

rRNA-Gensequenzen der neun Pediococcus-Typstämme sequenziert werden. Die neu er-

mittelten Gensequenzen werden nach Erstellen eines Alignments zum Auffinden 

spezifischer Sequenzbereiche herangezogen, die sich für eine Art-Identifizierung eignen. 

Außerdem sollen die Sequenzen zur Erstellung einer phylogenetischen Analyse mit ver-

wandten Milchsäurebakterien verwendet werden. Basierend auf den 23S rDNA-Sequenzen 

wird schließlich ein Multiplex PCR-Nachweissystem zur simultanen Identifizierung der 

untersuchten Pediococcus-Arten entwickelt (Pfannebecker & Fröhlich, 2008). Die prakti-

sche Anwendbarkeit der entwickelten Methode soll durch Überprüfung einer möglichst 

großen Anzahl aus Wein isolierter Pediococcus-Stämme abgesichert werden. Bei neu iso-

lierten Stämmen soll die Häufigkeit des Auftretens, sowie die regionale Verbreitung der 

Kontaminationen untersucht werden. Ferner soll überprüft werden, ob im Wein ein Zu-

sammenhang des Vorkommens der Pediokokken mit dem Auftreten der Schädlingshefe 

Brettanomyces bruxellensis besteht. 

Da Exopolysaccharid-Bildung der bedeutendste durch Pediokokken verursachte Weinfehler 

ist, sollen die Pediococcus-Stämme mit klassischen und molekularbiologischen Methoden 

auf ihre Fähigkeit zur Exopolysaccharid-Synthese überprüft werden. Neben Kultivierungs-

versuchen werden bereits beschriebene PCR-Methoden zum Nachweis bestimmter Gene 

durchgeführt. 

Um neue Sonden für eine Identifizierung durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) 

generieren zu können, werden LSU rRNA-Sekundärstrukturen von neun Pediococcus-

Arten erstellt. Die rRNA-Sekundärstrukturen sind notwendig zur optimalen Generierung 

von FISH-Sonden nach dem Helfer-Prinzip mit unmarkierten Oligonukleotidsonden (Fuchs 

et al., 2000) oder nach dem Gemeinschafts-Sonden Konzept (Fröhlich et al., 2003). Zur 

Erstellung der rRNA-Sekundärstrukturen wird die neu entwickelte Software Structure Star 

1.0 (Fröhlich, pers. Mitteilung) verwendet. Die Generierung der Sekundärstrukturen erfolgt 

dabei durch die Übertragung der rDNA-Sequenzen auf bereits bestehende rRNA-

Sekundärstrukturen (Gutell et al., 1993). Auf Grundlage dieser Sekundärstrukturen können 

FISH-Sonden zum Nachweis der Pediococcus-Arten generiert werden. 

Zur Identifizierung weinrelevanter Milchsäurebakterien durch Denaturierende Gradienten 

Gelelektrophorese (DGGE) sollen geeignete Genbereiche untersucht werden. Basierend auf 

dem LSU rDNA-Alignment der Milchsäurebakterien werden geeignete Primer entwickelt, 
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die einen hochvariablen Bereich des 23S rRNA-Gens amplifizieren. Die Amplifikate sollen 

anschließend durch DGGE differenziert werden. 

Durch nested SAPD-PCR soll untersucht werden, ob sich die neun Pediococcus-

Typstämme differenzieren lassen, und ob die Ergebnisse zur Durchführung einer Cluster-

Analyse verwendet werden können. Die Identifizierungsergebnisse der 23S rDNA basie-

renden Multiplex PCR sollen durch die SAPD-PCR verifiziert werden. Aus Weinen, die 

einen spontanen Biologischen Säureabbau durchgeführt haben, sollen Oenococcus oeni-

Stämme isoliert und anhand des Vergleichs ihrer SAPD-PCR Fingerprint-Bandenmuster 

identifiziert werden. Mit verschiedenen Oenokokken aus Starterkulturen soll eine Cluster-

Analyse auf Basis der Stamm-Differenzierung durch nested SAPD-PCR durchgeführt wer-

den. 

Durch 16S rDNA-Sequenzierung und Datenbankvergleich wird die Art-Zugehörigkeit ver-

schiedener Milchsäurebakterien aus der institutseigenen Kulturensammlung überprüft, die 

in der SAPD-PCR ein untypisches DNA Fingerprint-Bandenmuster gezeigt hatten. Außer-

dem werden Milchsäurebakterien aus verschiedenen Starterkulturen isoliert und durch die 

Kombinierung vergleichender 16S rDNA-Sequenzanalysen und SAPD-PCR identifiziert. 

Die nested SAPD-PCR wird darüber hinaus zur Identifizierung und Differenzierung wein-

relevanter Hefen der Gattungen Brettanomyces und Saccharomyces verwendet. Durch 

Cluster-Analyse soll die regionale Verbreitung der Hefe B. bruxellensis im Weinanbauge-

biet Rheinhessen untersucht werden. Im Hinblick auf die Gattung Saccharomyces soll 

durch die Anwendung der SAPD-PCR erforscht werden, ob sich die nah verwandten Arten 

S. cerevisiae, S. bayanus und S. pastorianus differenzieren lassen. Anschließend soll die 

Art-Zugehörigkeit einiger kommerziell erhältlicher Hefen aus Starterkulturen überprüft 

werden. 

Weitere Versuche der nested SAPD-PCR sollen zeigen, ob diese Methode zur Differenzie-

rung höherer Eukaryoten wie Weinreben, Mäuse und Menschen geeignet ist, und ob die 

Verwandtschaftsverhältnisse innerhalb dieser Organismen gegebenenfalls durch Cluster-

Analysen nachvollzogen werden können. 

Des Weiteren soll zur Art-Identifizierung weinschädlicher Milchsäurebakterien der Gattun-

gen Pediococcus, Lactobacillus und Leuconostoc eine auf die SAPD-PCR aufbauende 

Methode, die Sequence Characterized Amplified Region (SCAR)-PCR, durchgeführt wer-

den. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Geräte und Hilfsmittel 
 

• Agarose-Elektrophorese-Einheit    Bio-Rad, München 
 Gelkammer: Sub Cell Modell 96 
 Spannungsgerät: Power Pac Basic 

• DGGE-Elektrophorese-Einheit (DCode™) Bio-Rad, München 
 Elektrophorese-Apperatur 
 Gel-Gießstand 
 Gradientenmischer (Modell 475) 

• Digitalkamera Coolpix 4500    Nikon, Tokyo, Japan 
• Fluoreszenzmikroskop Axiophot 2   Zeiss, Göttingen 

 Filter F41-007     AHF Analysentechnik, Tübingen 
 Kombinationsfilter 28   Zeiss, Göttingen 

• Geldokumentationseinheit BioVison CN 3000  Vilber-Lourmat, Eberhardzell 
incl. Bedienungssoftware: Vision Capt 14.1 

• Hybridisierungsofen     Sheldon, Oregon, USA 
• Inkubator G 25      New Brunswick Scientific, Nürtingen 
• Mikroliterküvette LabelGuard™    Cell Implen, München 
• Mikroskop Laborlux 11     Leitz, Wetzlar 
• pH-Meter CG840      Schott, Mainz 
• Photometer Specord 50    Analytic Jena, Jena 
• Reinstwasseranlage: Milli-RO Plus 30   Millipore, Eschborn 

und Milli-Q Plus 185 
• Software 

 Bio-1D 12.09      Vilber-Lourmat, Eberhardzell 
 ClustalX 1.83      Thompson et al., 1997 
 GeneDoc      Nicholas und Nicholas, 1997  
 Mfold      Zuker, 1999 
 PHYLIP Package 3.65    Felsenstein, 1989 
 Structure Star 1.0     Fröhlich, persönliche Mitteilung 
 Tree View 1.6.6     Page, 1996 

• Thermocycler 
 Mastercycler gradient    Eppendorf, Hamburg 
 MJ Mini      Bio-Rad, München 

• Thermomixer 5436     Eppendorf, Hamburg 
• Vortex Gerät Vibrofix VF1 Electronic   Ika Labortechnik, Staufen 
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• Zentrifuge 5403      Eppendorf, Hamburg 
 

2.2 Chemikalien 
 

• Acrylamid / Bisacrylamid (40 %)   Roth, Karlsruhe 
• Agar       Hartge, Hamburg 
• Agarose: peqGold Standard-Agarose   Peqlab, Erlangen 
• Ammoniumpersulfat    Roth, Karlsruhe 
• β-Mercaptoethanol     Roth, Karlsruhe 
• Borsäure       Roth, Karlsruhe 
• Cycloheximid      Sigma, München 
• DABCO      Sigma, München 
• DAPI      Fluka, Neu-Ulm 
• Di-Ammoniumhydrogencitrat    Merck, Darmstadt 
• Di-Kaliumhydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe 
• Di-Natriumhydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe 
• Dimethylformamid     Sigma, München 
• EDTA      Roth, Karlsruhe 
• Essigsäure       Roth, Karlsruhe 
• Ethanol       Roth, Karlsruhe 
• Ethidiumbromid      Roth, Karlsruhe 
• Fleischextrakt      Merck, Darmstadt 
• Formamid       Sigma, München 
• Glucose       Roth, Karlsruhe 
• Harnstoff       Roth, Karlsruhe 
• Hefeextrakt (Typ 900)    Hartge, Hamburg 
• Isopropanol      Roth, Karlsruhe 
• Kaliumchlorid      Roth, Karlsruhe 
• Kaliumdihydrogenphosphat    Roth, Karlsruhe 
• Magnesiumsulfat      Roth, Karlsruhe 
• Mangansulfat      Roth, Karlsruhe 
• Natriumacetat      Roth, Karlsruhe 
• Natriumchlorid      Roth, Karlsruhe 
• Natriumdodecylsulfat     Roth, Karlsruhe 
• Natronwasserglas (35 %)    Roth, Karlsruhe 
• Pepton aus Casein (tryptisch verdaut)   Hartge, Hamburg 
• Pepton aus Fleisch     Hartge, Hamburg 
• Sorbitol       Roth, Karlsruhe 
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• Stickstoff       Linde, München 
• TEMED      Roth, Karlsruhe 
• Trinatriumcitrat      Roth, Karlsruhe 
• TRIS      Roth, Karlsruhe 
• TritonX®-100      Merck, Darmstadt 
• Tween 80       Merck, Darmstadt 
• Wasser (deion.): Milli RO Plus    Millipore, Eschborn 
 

2.3 Biochemikalien, Enzyme und Kits 
 

Biochemikalien: 

• Ampicillin      Sigma, München 
• DNA-Längenstandard     Fermentas, St. Leon-Rot 

 GeneRuler™ DNA Ladder Mix SM0331 
• dNTP-Mix       Peqlab, Erlangen 

 dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 10 mM)  
• Enhancer Solution P (5 x)    Peqlab, Erlangen 
• Magnesiumchlorid-Lösung (25 mM)   Peqlab, Erlangen 
• MassRuler™ (6 x) Loading Dye Solution  Fermentas, St. Leon-Rot 
• Oligonukleotide (100 µM) 

 PCR-Primer     Operon, Köln 
 FISH-Sonden, Cy3 modifiziert (5’-Ende)  Eurofins-MWG, Ebersberg 

• PCR-Puffer (10 x)      Peqlab, Erlangen 
• Q-Solution (5 x)      Qiagen, Hilden 
• Taq-Polymerase SAWADY (5 U / µl)   Peqlab, Erlangen 
• Wasser für die Molekularbiologie   Roth, Karlsruhe 
• X-Gal       Roth, Karlsruhe 
 

Enzyme: 

• Lysozym aus Hühnereiweis   Sigma, München 
• Lyticase       Fluka, Neu-Ulm 
 
Kits: 

• DNeasy® Blood & Tissue Kit    Qiagen, Hilden 
• innuPREP Plant DNA Kit    Analytik Jena, Jena 
• Qiagen® Multiplex PCR Kit    Qiagen, Hilden 
• QIAprep® Spin Miniprep Kit    Qiagen, Hilden 
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• QIAquick® Gel Extraction Kit    Qiagen, Hilden 
• QIAquick® PCR Purification Kit    Qiagen, Hilden 
• TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing   Invitrogen, Karlsruhe 
 

2.4 Oligonukleotide (Primer) 
 

Zur Berechnung der mittleren Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotide wurde die Län-

ge der Oligonukleotide (L), die Anzahl (n) an Guanin (G) und Cytosin (C) und die 

Natrium-Konzentration berücksichtigt. Formel zur Tm-Berechnung (Operon, Köln):  

Tm [°C] = 81,5 + 16,6 · log [Na+] + 
L

nC)(nG·41 +  - 
L

650  

 

Tab. 2. Verwendete Primer zur Sequenzierung der 16S rDNA und der 23S rDNA 

Primera Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)b 
Primer zur 16S rDNA Sequenzierung 
PurEubak3 (R) AGA AAG GAG GTG ATC C 16 50 54,1 
PurEubak5 (F) AGA GTT TGA TCM TGG CT 17 44 53,5 
Primer für die schrittweise Sequenzierung der 23S rDNA 
P23S_F1 GTT AAG TTA TAA AGG GCG CAT G 22 40 58,9 
P23S_R1 GGG TGC TTT TCA CCT TTC C 19 52 60,1 
P23S_F2 GGA AAG GTG AAA AGC ACC C 19 52 60,1 
P23S_R2 CTA GTG AGC TAT TAC GCA C 19 47 58,0 
P23S_F3 GTG CGT AAT AGC TCA CTA G 19 47 58,0 
P23S_R3 CGA GTT CCT TAA CGA GAG 18 50 57,6 
P23S_F4 CTC TCG TTA AGG AAC TCG 18 50 57,6 
P23S_R4 CAT TCT GAG GGA ACC TTT G 19 47 58,0 
P23S_F5 CAA AGG TTC CCT CAG AAT G 19 47 58,0 
P23S_F5-PPA  CAA AGG TTC TCT CAG AAT GG 20 45 58,3 
P5S_R GCA TGG CAA CGT CCT AC 17 58 59,6 

a Primer-Bezeichnung: F: Forward; R: Reverse. 
b Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
 

Tab. 3. Verwendete Primer zur Sequenzierung des ITS1-5,8S rDNA-ITS2 Bereichs (Hefen) 

Primera Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)b 
ITS1 (F) TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 19 63 64,4 
ITS4 (R) TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 20 45 58,3 

a Primer-Bezeichnung: F: Forward; R: Reverse. 
b Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
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Tab. 4. Verwendete Primer zur 23S rDNA basierenden Identifizierung  

Primera Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)b 
Primer zur Identifizierung der Gattung Pediococcus 
Pedio23S_F GAA CTC GTG TAC GTT GAA AAG TGC TGA 27 44 64,6 
Pedio23S_R GCG TCC CTC CAT TGT TCA AAC AAG 24 50 64,5 
PDE23S_F CAA GGC GTA GTC GAT GGC AAG 21 57 64,5 
PDE23S_R GGG CTT CAA TTC GTA CCT TTG GGT 24 50 64,5 
Primer für die Multiplex PCR 
PDA23S_F GTT ACC GCC ACG TGA ATA CAT AA 23 43 60,9 
PST23S_F GTT CTT GAA ACC ATG TGC CTA CAA A 25 40 61,3 
PPE23S_F CCA GGT TGA AGG TGC AGT AAA AT 23 43 60,9 
PPA23S_F TTA GGG CTA GCC TCG GAT TA 20 50 60,4 
PCE23S_F AAC AAG TCT GGT GGA GAG TG 20 50 60,4 
PIN23S_F GAG GAG AGT ATC CTA AGG TGT 21 47 60,6 
PCL23S_F AGG TCA GCC GCA GTG AAG 18 61 62,1 
PAC23S_F GTT TCG GAG GAG GCG CAA 18 61 62,1 
P23S_R CTG TCT CGC AGT CAA GCT C 19 57 62,3 

a Primer-Bezeichnung: F: Forward; R: Reverse. 
b Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
 

Tab. 5. Verwendete Primer zur Amplifizierung eines 23S rDNA-Teilbereichs für die DGGE 

Primera Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)b 
DGGE_F1 (GC-Klammer)b – GTT AGT CGG GAC CTA AG 17 55 59,9 
DGGE_R1 ATT TTG CCG AGT TCC TTA AC 20 40 56,3 

a Primer-Bezeichnung: F: Forward; R: Reverse.  
b GC-Klammer (40 bp): 5’- CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CGG CCG CCC C -3’. 
c Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
 

Tab. 6. Verwendete Primer zum Nachweis von Genen für die Exopolysaccharid-Synthese 

Primera Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)c 
Primer zum Nachweis des mob-Genes (Gindreau et al., 2001) 
PF5 AGA GAC TAT ATT TAT GGC AAG G 22 36 57,0 
PF6 TCT CAT CAA GAT GAA CAA TTG C 22 36 57,0 
PF15 TAC AAG GTA AAG TAT ATT GGG C 22 36 57,0 
PF16 TTA AAT CGG CAA AGA AAT GAC G 22 36 57,0 
Primer zum Nachweis des gtf-Genes (Werning et al., 2006) 
GTFF (F) CGG TAA TGA AGC GTT TCC TG 20 50 60,4 
GTFR (R) GCT AGT ACG GTA GAC TTG 18 50 57,6 

a Primer-Bezeichnung: F: Forward; R: Reverse. 
b Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
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Tab. 7. Verwendete Primer zur SAPD-PCR und zur nested SAPD-PCR 

Primer Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)a 
SAPD-PCR Primer (Fröhlich & Pfannebecker, 2006, 2007) 
A-Not AGC GGC CGC A 10 80 47,6 
C-Not AGC GGC CGC C 10 90 51,8 
G-Not AGC GGC CGC G 10 90 51,8 
T-Not AGC GGC CGC T 10 80 47,6 
nested SAPD-PCR Primer (Fröhlich & Pfannebecker, 2006, 2007) 
A-Not-A AGC GGC CGC AA 11 72 49,2 
A-Not-C AGC GGC CGC AC 11 81 52,9 
A-Not-G AGC GGC CGC AG 11 81 52,9 
A-Not-T AGC GGC CGC AT 11 72 49,2 
C-Not-A AGC GGC CGC CA 11 81 52,9 
C-Not-C AGC GGC CGC CC 11 90 56,7 
C-Not-G AGC GGC CGC CG 11 90 56,7 
C-Not-T AGC GGC CGC CT 11 81 52,9 
G-Not-C AGC GGC CGC GC 11 90 56,7 
G-Not-G AGC GGC CGC GG 11 90 56,7 
G-Not-T AGC GGC CGC GT 11 81 52,9 

a Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
 

Tab. 8. Verwendete Primer zur Sequenzierung positiver Klone und zur SCAR-PCR basierenden 

Art-Identifizierung  

Primera Sequenz (5’→3’) bp GC (%) Tm (° C)b 
Verwendete Primer zur Sequenzierung positiver Klone 
M13-F GTA AAA CGA CGG CCA G 16 56 56,7 
M13-R CAG GAA ACA GCT ATG AC 17 47 54,7 
Verwendete Primer zur SCAR-PCR basierenden Identifizierung 
SCAR-LEU-F GTG GTC ATG GGT CTT AGC 18 55 59,9 
SCAR-LEU-R GGA TCA AGA CTA GCC AAT GG 20 50 60,4 
SCAR-PAC-F ATG ATG GAC AGA CTC CCT G 19 52 60,4 
SCAR-PAC-R CGA GCT GCG TAG ATA TGT C 19 52 60,4 
SCAR-LBH-F TTC CTT GGT AAT GTG CTT GC 20 45 58,3 
SCAR-LBH-R AAT GGC AAT CGC AAT GGA CG 20 50 60,4 
SCAR-PIN-F CTA TCC TTA CAA TGT GCA TCG 21 42 58,6 
SCAR-PIN-R TGG TGC GTC AGT AAA TGT AAG 21 42 58,6 
SCAR-PDA-F GTC TAA ACT GGT GGT TAA ACG 21 42 58,6 
SCAR-PDA-R ATC GCA CCT GGT TCA ATG C 19 52 60,1 
SCAR-PPE-F GGG AAC GGT TTT AGT TTT ATA CG 23 39 59,9 
SCAR-PPE-R CTA AGA GCG GTG ATG ATA AG 20 45 58,3 
SCAR-PPA-F GCA TGA ATC ACT TTT CGC TC 20 45 58,3 
SCAR-PPA-R CAA AGA TTG TGA CCC AGT TG 20 45 58,3 

a Primer-Bezeichnung: F: Forward; R: Reverse. 
b Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers. 
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2.5 Oligonukleotide (Cy3-markierte Sonden) 
 

Tab. 9. 23S rRNA-gerichtete DNA-Sonden für die Fluoreszenz in situ Hybridisierung  

Sonde Sequenz (5’→3’)a bp GC (%) Tm (° C)b 
5’-Cy3-markierte DNA-Sonden 
Pedio23S5 GCG GAT AAT AGT CGA TTA AAA CTA 24 33 57,7 
Pedio23S6 CTG AAC TGA GGG ATC TTC AT 20 45 58,3 
Unmarkierte Helfersonden (Oligonukleotide) 
Pedio23S5H1 TTG GGT TKC CCC ATT CG 17 55 58,4 
Pedio23S5H2 TTC ACA CAT CCT ATG WAT TCA GAT 24 33 57,7 
Pedio23S6H1 CTT TGG TAA CTC AAA TGT TCA G 22 36 57,0 
Pedio23S6H2 CAG ACT GTT CGG CTA TGA AA 20 45 58,3 
Pedio23S6H3 TTT GCC TAC GGG GCT AT 17 52 57,1 

a K = G oder T; W = A oder T. 
b Mittlere Schmelztemperaturen laut Angaben des Herstellers (siehe Kapitel 2.4). 
 

2.6 Puffer und Lösungen 

2.6.1 DNA-Isolierung 

 

DNA-Isolierung aus Gram-positiven Bakterien 

 

• Lyse-Puffer 

• TRIS, pH 8,0  20 mM 
• EDTA  2 mM 
• Triton X®-100  1,2 % 
• deion. Wasser  ad 50 ml 
• Lysozym (kurz vor Gebrauch zugeben)  20 mg / ml 

 

 

DNA-Isolierung aus Hefen 

 

• Sorbitol-Lösung 

• Sorbitol    1 M 
• EDTA  100 mM 
• β-Mercaptoethanol  14 mM 
• deion. Wasser  ad 50 ml 
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2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese 

 

• Agarosegel (1,5 %) 

• Agarose   2,25 g 
• 1 x TBE-Puffer (pH 8,3)  150 ml 
• Natronwasserglas (35 %)  0,15 ml 

 

• DNA-Färbelösung 

• Ethidiumbromid (10 mg / ml)  200 µl 
• 1 x TBE-Puffer  1000 ml 

 

• TBE-Elektrophoresepuffer (10 x, pH 8,3) 

• TRIS  890 mM 
• Borsäure  890 mM 
• EDTA · 2 H2O  20 mM 
• deion. Wasser  ad 1000 ml 

 

2.6.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung 

 

• Antibleichlösung 

• DABCO (Diazabicyclooctan)  234 mg 
• Glycerin (100 %)  8 ml 
• steriles, deion. Wasser  ad 10 ml 

 

• Ethanolreihe (50 %, 70 %, 96 %) 

• Ethanol (96 %) in 1 x PBS-Puffer   
 

• DAPI-Stammlösung (1000 x) 

• DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole)  2 mg 
• steriles deion. Wasser   ad 1 ml 

 

• Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide 

• Cy3-Sonden  100 pmol / µl 
• steriles deion. Wasser   
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• Hybridisierungspuffer (pH 7,2) 

• TRIS   20 mM 
• NaCl-Lösung (2,7 M)  900 mM 
• SDS-Lösung (10 %)  0,01 % 
• Dextransulfat  0,1 g / ml 

 

• Lysozym-Lösung (pH 8,0) 

• TRIS  120 mg 
• EDTA · 2 H2O  37 mg 
• deion. Wasser  ad 100 ml 
• Lysozym (frisch zugeben)  10 mg / ml 

 

• PBS-Puffer (1 x, pH 7,4) 

• NaCl   8,76 
• KCl   0,22 g 
• Na2HPO4 · 2 H2O  1,14 g 
• KH2PO4    0,2 g 
• deion. Wasser  ad 1000 ml 

 

• Waschpuffer 

• identische Zusammensetzung wie der Hybridisierungspuffer,  
          jedoch ohne Dextransulfat. 
 

2.6.4 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese 

 

• TAE-Puffer (50 x, pH 7,4) 

• TRIS  121 g 
• Essigsäure  28,55 g 
• EDTA · 2 H2O  9,306 g 
• deion. Wasser  ad 500 ml 

 

• APS-Lösung (1 M) 

• Ammoniumpersulfat  0,228 g 
• deion. Wasser  ad 1 ml 

 

• DNA-Färbelösung 

• Ethidiumbromid (10 mg / ml)  200 µl 
• 1 x TAE-Puffer  1000 ml 
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2.7 Nährmedien 
 

MRS-Medium (modifiziert) (pH 5,2 bis pH 6,5) 

• Pepton aus Casein (tryptisch verdaut)  10 g 
• Fleischextrakt  10 g 
• Hefeextrakt  5 g 
• Glucose · 1 H2O  20 g 
• Tween 80  1 g 
• Di-Kaliumhydrogenphosphat  2 g 
• Natriumacetat  5 g 
• Ammoniumcitrat  2 g 
• Magnesiumsulfat · 7 H2O  0,2 g 
• Mangansulfat · 1 H2O  0,05 g 
• Agar  13 g 
• Tomatensaft (zentrifugiert)  50 ml 
• deion. Wasser  ad 1000 ml 

 

Der pH-Wert wurde je nach Optimum des Bakteriums eingestellt, das kultiviert werden 

sollte (pH 5,2 bis 6,5).  

Die Anreicherung von Milchsäurebakterien erfolgte in MRS-Flüssigmedium. Um das Hefe-

Wachstum zu unterdrücken, wurden dem Medium 0,01 % Cycloheximid (100 mg / l) nach 

Autoklavieren und Abkühlen (ca. 50 °C) steril zugegeben. 

 

Tomatensaft-Medium (pH 5,2) 

• Pepton aus Casein (tryptisch verdaut)  20 g 
• Hefeextrakt  5 g 
• Pepton aus Fleisch  5 g 
• Glucose · 1 H2O  5 g 
• Tween 80  50 mg 
• Agar  13 g 
• Tomatensaft (zentrifugiert)  250 ml 
• deion. Wasser  ad 1000 ml 

 

YPG-Medium (pH 6,5) 

• Hefeextrakt  10 g 
• Pepton aus Fleisch  20 g 
• Glucose · 1 H2O  10 g 
• Agar  13 g 
• deion. Wasser  ad 1000 ml 
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LB-Medium (pH 7,0) 

• Pepton aus Casein (tryptisch verdaut)  10 g 
• Hefeextrakt  5 g 
• NaCl  10 g 
• Agar  15 g 
• deion. Wasser  ad 1000 ml 

 

Nach dem Autoklavieren und Abkühlen (ca. 50 °C) wurden 100 mg Ampicillin und 2 ml X-

Gal (20 mg / ml in Dimethylformamid) steril zugegeben.  

 

Alle Nährmedien wurden für 15 min bei 121 °C autoklaviert. 
 

2.8 Organismen 

2.8.1 Pediococcus-Stämme aus Kulturensammlungen 

Neben den Typstämmen der verschiedenen Pediokokken-Arten wurden einige weitere Pe-

diococcus-Stämme der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 

Braunschweig bezogen (Tab. 10). Außerdem wurden mehrere Pediococcus-Stämme der 

Kulturensammlungen der Fachhochschule „École d’ingénieurs de Changins“, Nyon, 

Schweiz, und der Firma Lallemand, Toulouse, Frankreich für die Untersuchungen verwen-

det (Tab. 10). 

 

Tab. 10. Verwendete Pediococcus-Stämme aus externen Kulturensammlungen 

Stamm Spezies Kulturen-
sammlunga Isoliert aus Referenz 

DSM 1056 P. acidilactici DSMZ unbekannt Microlife Technics 
DSM 14800T P. claussenii DSMZ Bier Dobson et al., 2002 
DSM 20284T P. acidilactici DSMZ Gerste Lindner, 1887 
DSM 20285T P. inopinatus DSMZ Bierhefe Back, 1978b 
DSM 20287 P. inopinatus DSMZ Bier Back, 1978b 
DSM 20331T P. damnosus DSMZ Bierhefe Claussen, 1903 
DSM 20332T P. parvulus DSMZ Silage Günther & White, 1961 
DSM 20335T P. dextrinicus DSMZ Silage Coster & White, 1964 
DSM 20293 P. dextrinicus DSMZ Bier Back, 1978a 
DSM 20334 P. dextrinicus DSMZ Silage Günther & White, 1961 
DSM 20336T P. pentosaceus DSMZ Bierhefe Mees, 1934 

a DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; EIC: École    
d’ingénieurs de Changins, Nyon, Schweiz; LAL: Lallemand, Toulouse, Frankreich. 

T Typstamm 
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Tab. 10. Verwendete Pediococcus-Stämme aus externen Kulturensammlungen (Fortsetzung) 

Stamm Spezies Kulturen-
sammlunga Isoliert aus Referenz 

DSM 17757T P. cellicola DSMZ Kellerwand Zhang et al., 2005 
DSM 18001T P. stilesii DSMZ Maistreber Franz et al., 2006 
BPc 149 P. parvulus EIC Wein 

Prof. Dr. Serge Hautier 
BPc 152 P. parvulus EIC Wein 
BPc 158 P. parvulus EIC Wein 
BPc 184 P. parvulus EIC Wein 
BPc 260 P. damnosus EIC Wein 
B473 P. acidilactici LAL unbekannt 

Dr. Sybille Krieger-
Weber B474 P. pentosaceus LAL unbekannt 

B475 P. pentosaceus LAL unbekannt 
a DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; EIC: École 

d’ingénieurs de Changins, Nyon, Schweiz; LAL: Lallemand, Toulouse, Frankreich. 
T Typstamm 
 

Aus der Kulturensammlung des Instituts für Mikrobiologie und Weinforschung der Johan-

nes Gutenberg-Universität Mainz wurden 42 Stämme der Gattung Pediococcus verwendet 

(Tab. 11). Mit Ausnahme von Stamm B254 wurden alle institutseigenen Pediococcus-

Stämme aus Wein- bzw. Mostproben isoliert. Stamm B254 wurde ursprünglich aus Weiß-

kraut isoliert. Die Exopolysaccharid-Synthese wurde während des Wachstums auf MRS-

Agar dokumentiert (siehe Kap. 2.9.2). 

 

Tab. 11. Verwendete Pediococcus-Stämme des Instituts für Mikrobiologie und Weinforschung 

Stamm Spezies Kulturensammlunga EPS-Bildungb 
Hock B2.1 P. damnosus IMW + 
Hock B2.2 P. damnosus IMW + 
B7 P. damnosus IMW - 
B8 P. damnosus IMW + 
B9 P. damnosus IMW - 
B12 P. damnosus IMW - 
B13 P. parvulus IMW - 
B14 P. damnosus IMW + 
B15 P. damnosus IMW - 
B16 P. damnosus IMW - 
B42 P. parvulus IMW - 
B44 P. parvulus IMW - 
B47 P. damnosus IMW - 
B55 P. damnosus IMW - 

a IMW: Institut für Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 
b Exopolysaccharid (EPS)-Bildung auf MRS-Agar. Abkürzungen: +: EPS-positiv; -: EPS-negativ. 
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Tab. 11. Verwendete Pediococcus-Stämme des Instituts für Mikrobiologie und Weinforschung 

(Fortsetzung) 

Stamm Spezies Kulturensammlunga EPS-Bildungb 
B68 P. damnosus IMW - 
B69 P. damnosus IMW - 
B78 P. damnosus IMW - 
B89 P. damnosus IMW - 
B91  P. damnosus IMW + 
B93 P. damnosus IMW + 
B97 P. damnosus IMW - 
B98 P. damnosus IMW - 
B99 P. damnosus IMW - 
B123 P. pentosaceus IMW - 
B125 P. pentosaceus IMW - 
B140 P. parvulus IMW - 
B141 P. parvulus IMW - 
B254 P. pentosaceus IMW - 
B266 P. parvulus IMW - 
B267 P. parvulus IMW - 
B391 P. parvulus IMW - 
B395 P. parvulus IMW + 
B397 P. parvulus IMW + 
B398 P. parvulus IMW + 
B399 P. parvulus IMW + 
B400 P. parvulus IMW + 
B401 P. parvulus IMW - 
B404 P. parvulus IMW - 
B405 P. parvulus IMW + 
B427 P. parvulus IMW + 
B428 P. parvulus IMW - 

a IMW: Institut für Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 
b Exopolysaccharid (EPS)-Bildung auf MRS-Agar. Abkürzung: (+): EPS-positiv; (-): EPS-negativ. 
 

2.8.2 Pediococcus-Eigenisolate aus Wein 

Aus Traubenmost und Wein wurden insgesamt 47 Pediococcus-Stämme isoliert (Tab. 12). 

Es wurden Proben verwendet, die bereits auf das Vorhandensein der Weinhefe Dekkera / 

Brettanomyces bruxellensis untersucht worden sind (Röder, 2007). Die Fähigkeit der Pe-

diococcus-Stämme zur Exopolysaccharid-Synthese wurde dokumentiert (siehe Kap. 2.9.2). 
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Tab. 12. Pediococcus Eigenisolate aus Wein- und Mostproben 

Stamma Spezies Herkunft (Ort) Isoliert aus EPS-
Bildungb 

B440 (9) P. parvulus Schafhausen Spätburgunder - 
B441 (30) P. parvulus Alsheim St. Laurent - 
B442 (34) P. parvulus Mettenheim Cabernet-Sauvignon - 
B443 (35) P. parvulus Mettenheim Merlot + 
B444 (115) P. parvulus Flomborn Blauer Portugieser - 
B445 (128) P. parvulus Framersheim Cabernet-Sauvignon + 
B446 (152) P. parvulus Ludwigshöhe Blauer Portugieser - 
B447 (153) P. parvulus Guldental Regnet - 
B448 (21) P. parvulus Mauchenheim Blauer Portugieser - 
B449 (36 A) P. parvulus Mettenheim Dornfelder - 
B450 (36 B) P. parvulus Mettenheim Dornfelder - 
B451 (1) P. damnosus Ingelheim Blauer Portugieser - 
B452 (2) P. damnosus Ingelheim Blauer Portugieser - 
B453 (22) P. parvulus Dittelsheim Spätburgunder - 
B454 (49) P. parvulus Bechtheim Schwarzriesling - 
B455 (52) P. damnosus Bechtheim Dornfelder + 
B456 (218 A) P. parvulus Monzernheim Dornfelder - 
B457 (140) P. parvulus Gimbsheim Merlot + 
B458 (141) P. parvulus Gimbsheim Spätburgunder + 
B459 (143) P. parvulus Guntersblum St. Laurent - 
B460 (139) P. parvulus Gimbsheim St. Laurent + 
B476 (207) P. parvulus Flomborn Cabernet-Sauvignon - 
B477 (210) P. parvulus Eppelsheim Dunkelfelder - 
B478 (217) P. parvulus Monzernheim Regent - 
B479 (218 B) P. damnosus Monzernheim Dornfelder - 
B480 (254) P. parvulus Weinsberg Lemberger - 
B481 (255) P. parvulus Weinsberg Spätburgunder - 
B482 (260) P. parvulus Mainz Dornfelder - 
B483 (261) P. parvulus Mainz Spätburgunder - 
B484 (262) P. parvulus Mainz Dornfelder + 
B485 (263) P. parvulus Mainz Blauer Portugieser - 
B486 (264) P. parvulus Mainz Spätburgunder - 
B487 (269) P. parvulus Nieder-Olm Spätburgunder - 
B488 (270) P. parvulus Klein-Winternheim Spätburgunder - 
B489 (276) P. parvulus Essenheim Spätburgunder - 
B490 (284) P. parvulus Ingelheim Spätburgunder - 
B491 (285) P. parvulus Ingelheim Cabernet-Sauvignon + 
B492 (286) P. parvulus Ingelheim Spätburgunder + 
B493 (287) P. parvulus Ingelheim Samtrot + 

a Alle Eigenisolate wurden in der institutseigenen Stammsammlung (IMW) hinterlegt. Die Angaben in 
Klammern beziehen sich auf die Weinprobe, aus der die Stämme isoliert wurden. 

b Exopolysaccharid (EPS)-Bildung auf MRS-Agar. Abkürzungen: +: EPS-positiv; -: EPS-negativ. 
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Tab. 12. Pediococcus Eigenisolate aus Wein- und Mostproben (Fortsetzung) 

Stamma Spezies Herkunft (Ort) Isoliert aus EPS-
Bildungb 

B494 (288) P. parvulus Ingelheim Frühburgunder - 
B495 (289) P. parvulus Ingelheim Frühburgunder - 
B496 (291) P. parvulus Großwinternheim Spätburgunder + 
B497 (292) P. parvulus Großwinternheim Regent + 
B498 (293) P. parvulus Großwinternheim Regent - 
B499 (297) P. parvulus Appenheim Spätburgunder - 
B700 (298) P. parvulus Appenheim Merlot + 
B701 (299) P. parvulus Gau-Algesheim Merlot - 

a Alle Eigenisolate wurden in der institutseigenen Stammsammlung (IMW) hinterlegt. Die Angaben in 
Klammern beziehen sich auf die Weinprobe, aus der die Stämme isoliert wurden. 

b Exopolysaccharid (EPS)-Bildung auf MRS-Agar. Abkürzungen: +: EPS-positiv; -: EPS-negativ. 
 

2.8.3 Oenococcus oeni-Stämme 

Aus einigen Weinproben konnten Stämme der Art Oenococcus oeni isoliert werden 

(Tab. 13). Bei der Auswahl der Weinproben wurde darauf geachtet, dass die Weine einen 

spontanen biologischen Säureabbau durchgeführt hatten, also nicht zuvor mit kommerziell 

erhältlichen Starterkulturen angeimpft wurden. 

 

Tab. 13. Eigenisolate der Gattung Oenococcus aus rheinhessischen Weinen 

Stamma Spezies Herkunft (Ort) Isoliert aus 
B461 (85) Oenococcus oeni Flörsheim-Dalsheim Lemberger 
B462 (86) Oenococcus oeni Flörsheim-Dalsheim Rehberger 
B463 (61) Oenococcus oeni Gundersheim Blauer Portugieser 
B464 (62) Oenococcus oeni Gundersheim St. Laurent 
B465 (90) Oenococcus oeni Worms St. Laurent 
B466 (102) Oenococcus oeni Monsheim Deckrot 
B467 (139) Oenococcus oeni Gimbsheim St. Laurent 
B468 (147) Oenococcus oeni Guntersblum Dornfelder 
B469 (63) Oenococcus oeni Gundersheim Spätburgunder 
B470 (92) Oenococcus oeni Worms Syrah 
B471 (29) Oenococcus oeni Alsheim Spätburgunder 
B472 (32) Oenococcus oeni Alsheim Cabernet-Sauvignon 

a Alle Eigenisolate wurden in der institutseigenen Stammsammlung (IMW) hinterlegt. Die Angaben in 
Klammern beziehen sich auf die Weinprobe, aus der die Stämme isoliert wurden. 

 

Zur Untersuchung der Verwandtschaft von Oenococcus oeni-Stämmen wurden verschiede-

ne Stämme aus der institutseigenen Kulturensammlung verwendet (Tab. 14). Die meisten 

Stämme wurden ursprünglich aus Starterkulturen isoliert. 
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Tab. 14. Verwendete Oenococcus oeni-Stämme des Instituts für Mikrobiologie und Weinforschung  

Stamm Kulturen-
sammlunga Herkunft (Firma) 

B70 IMW Starterkultur „LittoMalique Rouge“ (Erbslöh) 
B236 IMW Winzergenossenschaft Freyburg, Unstrut 
B325 IMW Staatl. Versuchs- und Lehranstalt f. Wein- u. Obstbau, Weinsberg 
B350 IMW Starterkultur „Viniflora oenos“ (DSM 70008) (Hansen) 
B352 IMW Starterkultur „LALVIN Leuconostoc oenos“ (Lallemand) 
B351 IMW Starterkultur „BioStart oenos SK1“ (Erbslöh) 
B354 IMW Starterkultur ANA-Start (Lallemand) 
B358 IMW Weingut Meyer-Näkel, Dernau 
B359 IMW Weingut Meyer-Näkel, Dernau 
B367 IMW Weingut Wasem, Ingelheim 
B377 IMW Weingut Meyer-Näkel, Dernau 
B378 IMW Weingut Meyer-Näkel, Dernau 
B417 IMW Starterkultur „BioStart Forte SK2“ (Erbslöh) 
B418 IMW Starterkultur „BioStart Bianco SK3“ (Erbslöh) 
B716 IMW Starterkultur „LittoMalique blanc mit Aktivator“ (Erbslöh) 
B717 IMW Starterkultur „LittoMalique blanc ohne Aktivator“ (Erbslöh) 
B718 IMW Starterkultur „ViniBacti 222“ (Vino Bios) 
B719 IMW Starterkultur „ViniBacti 666“ (Vino Bios) 
B720 IMW Starterkultur „ViniBacti Stamm 7“ (Vino Bios) 
B721 IMW Starterkultur (Tegaferm) 

a IMW: Institut für Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 
 

2.8.4 Weitere Milchsäurebakterien 

Bei der Untersuchung von Oenococcus oeni-Starterkulturen konnten Milchsäurebakterien 

verschiedener Arten isoliert und identifiziert werden (Tab. 15). 

 

Tab. 15. Eigenisolate verschiedener Milchsäurebakterien aus Oenococcus oeni-Starterkulturen 

Stamma Spezies Isoliert aus Starterkultur Hersteller 
B702 Pediococcus acidilactici „Pr. BSA rot“ Hersteller 1 
B704 Pediococcus acidilactici „Nf. oenos“ Hersteller 2 
B722 Pediococcus acidilactici „Pr. BSA rot 5“ Hersteller 1 
Isolat 5.4 Pediococcus acidilactici „Pr. BSA rot 5“ Hersteller 1 
Isolat 5.6 Pediococcus acidilactici „Pr. BSA rot 5“ Hersteller 1 
Pr. „groß“ Enterococcus faecium „Pr. BSA rot“ Hersteller 1 
3857-1 Enterococcus faecium „Nf. Bio“ Hersteller 2 
3858-1 Enterococcus faecium „Nf. oenos“ Hersteller 2 

a Die mit „B“ gekennzeichneten Stämme wurden in die institutseigene Stammsammlung übernommen. 
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Tab. 15. Eigenisolate verschiedener Milchsäurebakterien aus Oenococcus oeni-Starterkulturen 

(Fortsetzung) 

Stamma Spezies Isoliert aus Starterkultur Hersteller 
Isolat 5.2 Enterococcus faecium „Pr. BSA rot 5“ Hersteller 1 
Isolat 5.3 Enterococcus faecium „Pr. BSA rot 5“ Hersteller 1 
Isolat 6.1 Enterococcus faecium „Pr. BSA weiß 6“ Hersteller 1 
Isolat 6.2 Enterococcus faecium „Pr. BSA weiß 6“ Hersteller 1 
B703 Pediococcus pentosaceus „Pr. BSA rot neu“ Hersteller 1 

a Die mit „B“ gekennzeichneten Stämme wurden in die institutseigene Stammsammlung übernommen. 
 

 

Für einige Versuche wurden Bakterienstämme der Gattungen Lactobacillus (Tab. 16), Leu-

conostoc, Enterococcus, Lactococcus und Streptococcus (Tab. 17) aus der institutseigenen 

Kulturensammlung verwendet. 

 

Tab. 16. Verwendete Stämme unterschiedlicher Lactobacillus-Arten 

Stamm Spezies Kulturensammlunga 
DSM 20176T  Lactobacillus hilgardii DSMZ 
B146 Lactobacillus hilgardii IMW 
B268 Lactobacillus hilgardii IMW 
B271 Lactobacillus hilgardii IMW 
B272 Lactobacillus hilgardii IMW 
B706 Lactobacillus hilgardii IMW 
B17 Lactobacillus hilgardii IMW 
B48 Lactobacillus casei  IMW 
B136 Lactobacillus casei  IMW 
B178 Lactobacillus casei  IMW 
B179 Lactobacillus suntoryeus IMW 
B715 Lactobacillus acidophilus IMW 
B260 Lactobacillus brevis IMW 
B31 Lactobacillus buchneri IMW 
B190 Lactobacillus parabuchneri IMW 
DSM 20205 Lactobacillus plantarum DSMZ 
B38 Lactobacillus plantarum IMW 
B158 Lactobacillus plantarum IMW 
B201 Lactobacillus plantarum IMW 
B191 Lactobacillus frumenti IMW 
B168 Lactobacillus paralimentarius IMW 

a DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; IMW: Institut für  
Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 

T Typstamm 
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Tab. 17. Verwendete Bakterien-Stämme der Gattungen Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus 

und Streptococcus 

Stamm Spezies Kulturensammlunga 
DSM 20346T L. mesenteroides subsp. cremoris DSMZ 
DSM 20484T L. mesenteroides subsp. dextranicum DSMZ 
DSM 20343T L. mesenteroides subsp. mesenteroides DSMZ 
B27 L. mesenteroides IMW 
B28 L. mesenteroides IMW 
B29 L. mesenteroides IMW 
B30 L. mesenteroides IMW 
B39 L. mesenteroides IMW 
B113 L. mesenteroides subsp. cremoris IMW 
B114 L. mesenteroides subsp. dextranicum IMW 
B116 L. pseudomesenteroides IMW 
B117 L. mesenteroides subsp. mesenteroides  IMW 
E.d. Enterococcus durans IMW 
B152 Enterococcus faecalis IMW 
B153 Enterococcus faecalis IMW 
B210 Enterococcus faecalis IMW 
E. sp. J.F. Enterococcus sp. IMW 
B238 Lactococcus lactis IMW  
B71 Streptococcus mutans IMW 

a DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; IMW: Institut für 
Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 

T Typstamm 

2.8.5 Hefe-Stämme 

Zur Untersuchung der Verwandtschaft von Hefen der Gattungen Saccharomyces und Pi-

chia wurden Stämme aus Starterkulturen und verschiedener Kulturensammlungen 

verwendet (Tab. 18). 

 

Tab. 18. Verwendete Hefen der Gattungen Saccharomyces und Pichia 

Stamm Spezies Herkunfta Isoliert aus 
DSM 70449T S. cerevisiae DSMZ Bier 
DSM 70412T S. bayanus DSMZ Bier 
DSM 6580T S. pastorianus DSMZ Bier 
KOH1 S. cerevisiae IMW Sekt, fermentiert mit SIHA 4 (Begerow) 
KOH2 S. cerevisiae IMW Sekt, fermentiert mit SIHA 4 (Begerow) 

a DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; IMW: Institut für 
Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz; Erbslöh: Erbslöh Geisenheim AG, Geisenheim; 
ZEFÜG: Zentraleinkauf für Getränkebehandlungsmittel, Alzey; Gon-Cruz: Gon-Cruz, Haro, La Rioja, Spa-
nien. 

T Typstamm 
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Tab. 18. Verwendete Hefen der Gattungen Saccharomyces und Pichia (Fortsetzung) 

Stamm Spezies Herkunfta Isoliert aus 
KOH3 S. cerevisiae IMW Sekt, fermentiert mit SIHA 4 (Begerow) 
KOH4 S. cerevisiae IMW Sekt, fermentiert mit SIHA 4 (Begerow) 
Hefix 2000 S. cerevisiae Erbslöh  Starterkultur Hefix 2000 / Freddo 
1272 S. cerevisiae IMW Wein 
Oenoferm S. cerevisiae Erbslöh Starterkultur Oenoferm InterDry 
Anaferm S. cerevisiae ZEFÜG Starterkultur Anaferm Primo 
Primusvin S. cerevisiae Gon-Cruz Starterkultur Primusvin  
IOC S. cerevisiae Erbslöh IOC-Champagnerhefe 
1543 P. anomala IMW Wein 
1615 P. anomala IMW Wein 
1635 P. anomala IMW Wein 

a DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; IMW: Institut für 
Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz; Erbslöh: Erbslöh Geisenheim AG, Geisenheim; 
ZEFÜG: Zentraleinkauf für Getränkebehandlungsmittel, Alzey; Gon-Cruz: Gon-Cruz, Haro, La Rioja, Spa-
nien. 

T Typstamm 

 

Folgende Stämme der Gattungen Brettanomyces / Dekkera bruxellensis wurden durch nes-

ted SAPD-PCR untersucht (Tab. 19). Außer dem Typstamm wurden alle Stämme aus 

Weinproben isoliert und in der institutseigenen Stammsammlung hinterlegt (Röder, 2007). 

 

Tab. 19. Verwendete Hefen der Gattungen Dekkera / Brettanomyces 

Stamma Spezies Herkunft (Ort)b Region 
DSM 70001T  D. bruxellensis DSMZ - 
St.9A D. bruxellensis Schafhausen Wonnegau 
St.9B D. bruxellensis Schafhausen Wonnegau 
St.30A D. bruxellensis Alsheim Nierstein 
St.30B D. bruxellensis Alsheim Nierstein 
St.34A D. bruxellensis Mettenheim Nierstein 
St.34B D. bruxellensis Mettenheim Nierstein 
St.35A D. bruxellensis Mettenheim Nierstein 
St.35B D. bruxellensis Mettenheim Nierstein 
St.75A D. bruxellensis Abenheim Wonnegau 
St.75B D. bruxellensis Abenheim Wonnegau 
St.76 D. bruxellensis Abenheim Wonnegau 
St.115 D. bruxellensis Flomborn Wonnegau 
St.128 D. bruxellensis Framersheim Wonnegau 
St.153A D. bruxellensis Guldental Nahe 
St.179B D. bruxellensis Weinolsheim Nierstein 

a St.: Stamm 
b DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. 
T Typstamm 
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Tab. 19. Verwendete Hefen der Gattungen Dekkera / Brettanomyces (Fortsetzung) 

Stamma Spezies Herkunft (Ort)b Region 
St.183A D. bruxellensis Uelversheim Nierstein 
St.183B D. bruxellensis Uelversheim Nierstein 
St.190A D. bruxellensis Dolgesheim Nierstein 
St.190B D. bruxellensis Dolgesheim Nierstein 
St.198 D. bruxellensis Alzey Wonnegau 
St.199 D. bruxellensis Alzey Wonnegau 
St.200 D. bruxellensis Alzey Wonnegau 
St.230 D. bruxellensis Biebelnheim Nierstein 
St.238A D. bruxellensis Gau-Odernheim Nierstein 
St.238B D. bruxellensis Gau-Odernheim Nierstein 
St.243 D. bruxellensis Bermersheim Nierstein 
St.244A D. bruxellensis Bermersheim Nierstein 
St.244B D. bruxellensis Bermersheim Nierstein 
St.253 D. bruxellensis Weinsberg Württemberg 
St.256 D. bruxellensis Weinsberg Württemberg 
St.259A D. bruxellensis Mainz Nierstein 
St.259B D. bruxellensis Mainz Nierstein 
St.260A D. bruxellensis Mainz Nierstein 
St.260B D. bruxellensis Mainz Nierstein 
St.282 D. bruxellensis Ingelheim Bingen 
St.283 D. bruxellensis Ingelheim Bingen 
St.295 D. bruxellensis Großwinternheim Bingen 
St.296 D. bruxellensis Großwinternheim Bingen 
St.299 D. bruxellensis Gau-Algesheim Bingen 

a St.: Stamm 
b DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. 
T Typstamm 

2.8.6 Weinreben 

Zur Überprüfung, ob die durch RAPD PCR bisher nicht differenzierbaren Unterlagsreben 

der Sorten Selektion Oppenheim Nr. 4 (SO4) und Binova (Mutation aus SO4) durch nested 

SAPD-PCR unterschieden werden können, wurden die in Tab. 20 aufgeführten Reben ver-

wendet. Als Unterlagsrebe wird der untere Teil eines gepfropften Rebstocks bezeichnet, 

dessen Wurzelstock von einer reblausresistenten Hybridsorte gebildet wird. Außerdem 

wurden Versuche mit verschiedenen Spätburgunder-Klonen durchgeführt, die sich in der 

Anordnung ihrer Beeren an den Trauben unterscheiden (Tab. 20). Diese Variationen konn-

ten bisher ebenfalls nicht durch DNA-Fingerprintverfahren differenziert werden. Alle 

Proben wurden von Dr. Tatjana Wolf (Forschungsanstalt Geisenheim) zur Verfügung ge-

stellt. 
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Tab. 20. Verwendete Proben zur nested SAPD-PCR mit Weinreben 

Probe Sorte Spezies Ausprägung 
161 

Selektion Oppenheim Nr. 4 
(SO4) Vitis berlandieri x Vitis riparia - 162 

163 
165 Binova (SO4-Mutation) Vitis berlandieri x Vitis riparia - 
164 

Spätburgunder Vitis vinifera 

kleinbeerig 
166 kompakt 
167 aufrecht 
168 lockerbeerig 

2.8.7 Mäuse 

Zur Überprüfung, ob die nested SAPD-PCR auch zur Differenzierung von Labormäusen 

(Mus musculus) geeignet ist, wurden acht verschiedene Mäuse untersucht (Maus A, B, 2, 3, 

5, 6, 7, 8). Die Mäuse A und B waren Wurfgeschwister. Maus 2 war mit den Mäusen A und 

B verwandt. Alle anderen Mäuse waren nicht direkt miteinander verwandt. Die Proben 

wurden von Dr. Bernd Lecher (MFD-Diagnostics GmbH, Wendelsheim) zur Verfügung 

gestellt. 

2.8.8 Mensch 

Neben den Versuchen zur Differenzierung von Labormäusen wurde überprüft, ob die Ver-

wandtschaftsverhältnisse von zwei menschlichen Familien durch nested SAPD-PCR 

nachvollzogen werden können. Dazu wurde DNA aus menschlichen Blutzellen der Ange-

hörigen der Familien I und II und von außenstehenden Probanden untersucht (Tab. 21). Die 

Blutproben wurden von der Kinderärztin Dr. Ute Hackemesser (Mainz) intravenös ent-

nommen. 

 

Tab. 21. Zur nested SAPD-PCR verwendete menschliche DNA aus Blut 

Probanda Gruppe Verwandtschafta 
E I (♂) 

Familie I 

Vater von K1 I (♂) und K2 I (♀). Bruder von Proband E II (♀). 
E I (♀) Mutter von K1 I (♂) und K2 I (♀). 
K1 I (♂) Kind von E I (♂) und E I (♀). 
K2 I (♀) Kind von E I (♂) und E I (♀). 
E II (♂) 

Familie II 

Vater von den Probanden K1 II (♀) und K2 II (♀). 
E II (♀) Mutter von K1 II (♀) und K2 II (♀). Schwester von Proband E I (♂). 
K1 II (♀) Kind von E II (♂) und E II (♀). 
K2 II (♀) Kind von E II (♂) und E II (♀). 

a E: Elter; K: Kind; Z: Zwilling; A: Außstehende(r); ♂: männlich; ♀: weiblich 
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Tab. 21. Zur nested SAPD-PCR verwendete menschliche DNA aus Blut (Fortsetzung) 

Probanda Gruppe Verwandtschafta 
Z1 (♀) 

Außen-
gruppe 

Zwilling zu Z2 (♀). Nicht verwandt mit Familie I, II und A1-A3. 
Z2 (♀) Zwilling zu Z1 (♀).Nicht verwandt mit Familie I, II und A1-A3. 
A1 (♂) Nicht verwandt mit Familie I und II, Z1, Z2, A2, A3. 
A2 (♂) Nicht verwandt mit Familie I und II, Z1, Z2, A1, A3. 
A3 (♀) Nicht verwandt mit Familie I und II, Z1, Z2, A1, A2. 

a E: Elter; K: Kind; Z: Zwilling; A: Außstehende(r); ♂: männlich; ♀: weiblich 

 

2.9 Kultivierung 

2.9.1 Isolierung und Kultivierung der Milchsäurebakterien 

Zur Isolierung von Milchsäurebakterien aus Wein wurden insgesamt 100 Weinproben von 

42 Weingütern untersucht. Die aus dem Weinanbaugebiet Rheinhessen stammenden Proben 

wurden von Weingütern der Regionen Wonnegau, Nierstein und Bingen direkt vor Ort 

entnommen und bis zur Verwendung im Kühlschrank (4 °C) aufbewahrt (Röder, 2007). Es 

sollten vor allem Stämme der Gattung Pediococcus isoliert werden. Außerdem wurden 

neue Oenococcus oeni-Stämme aus Weinen isoliert, die einen spontanen biologischen Säu-

reabbau durchgeführt hatten. 

Je nach Zelldichte in der Weinprobe wurden 5 ml Flüssigmedium mit 2 bis 5 ml der aufge-

schüttelten Proben in Reagenzgläsern angeimpft. Zur Anreicherung von Pediokokken 

wurde MRS-Medium verwendet. Die Anreicherung der Oenokokken erfolgte in Tomaten-

saft-Medium. Das Wachstum von Hefen wurde durch die Zugabe von Cycloheximid 

unterdrückt. Die Ansätze wurden eine Woche bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden 

jeweils 100 µl der Kultur entnommen und mit einem Drigalski-Spatel auf MRS- bzw. To-

matensaft-Agar (mit Cycloheximid) ausplattiert und eine Woche (oder bis Kolonien 

entstanden waren) bei 30 °C inkubiert. Die Zellen einzelner Kolonien wurden mikrosko-

pisch überprüft und bei Vorhandensein von typischen Zellformen (Pediococcus: 

Diplokokken und Kokken in Tetraden; Oenococcus: Diplokokken und Kokken in Ketten) 

mit einer Impföse ausgestrichen. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis Reinkultu-

ren entstanden waren. 

Zur Isolierung von Milchsäurebakterien aus Starterkulturen wurden jeweils 50 mg der Star-

terkultur in 1 ml NaCl-Lösung (0,9 %) gelöst. Anschließend wurde je eine Impföse der 

Suspension auf MRS-Agar ausgestrichen. Die Platten wurden mehrere Tage bei 30 °C in-
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kubiert bis Kolonien entstanden waren. Durch mehrmaliges Ausstreichen einzelner Kolo-

nien konnten schließlich Reinkulturen gewonnen werden. 

Außer den Oenococcus oeni-Stämmen wurden alle Milchsäurebakterien in MRS Flüssig-

medium oder auf MRS-Agar (De Man et al., 1960; modifiziert) kultiviert. Die Oenokokken 

wurden ausschließlich auf Tomatensaftmedium kultiviert. Der pH-Wert des Nährmediums 

wurde je nach pH-Optimum des betreffenden Bakteriums zwischen 5,2 und 6,5 eingestellt. 

Alle Milchsäurebakterien wurden als Reinkulturen in Flüssigmedium in Stammhaltung 

genommen. Nach dem Anwachsen (ca. 3 bis 10 Tage) bei 30 °C wurden die Kulturen im 

Kühlschrank (4 °C) aufbewahrt und alle 3 Monate in MRS-Flüssigmedium überimpft. Die 

Aufbewahrung der Bakterien aus der institutseigenen Kulturensammlung erfolgte bei 

- 80 °C in Nährmedium mit Glycerin (10 %). 

 

2.9.2 Qualitativer Nachweis der Exopolysaccharid-Synthese 

Die Fähigkeit der Pediococcus-Stämme zur Exopolysaccharid-Synthese wurde durch einen 

einfachen „Zahnstochertest“ untersucht. Dafür wurden die Stämme mehrere Tage auf MRS-

Agar bei 20 °C inkubiert. Anschließend wurde mit einem sterilen Zahnstocher in einzelne 

Kolonien eingestochen. Bei Exopolysaccharid-produzierenden Stämmen konnte ein Faden 

aus viskosem Schleim beim Zurückziehen des Zahnstochers beobachtet werden (Abb. 2). 

Durch Negativkontrastierung mit Tusche konnte das Exopolysaccharid um die Zellen mik-

roskopisch dargestellt werden. Da die Tusche-Partikel nicht in das Exopolysaccharid 

eindringen konnten, blieb das Glucan um die Zellen weiß (Abb. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3. Exopolysaccharid-bildende Kolonien der Spezies P. parvulus auf MRS-Agar (links). Beim 
Einstechen in die Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher läßt sich ein Faden aus viskosem 
Schleim ausziehen. Abbildung rechts: Negativdarstellung der Exopolysaccharid-Hüllen von 
P. parvulus-Zellen unter Verwendung von Tusche. 

10 µm
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2.9.3 Isolierung und Kultivierung der Hefen 

Für die Isolierung von Hefe-Stämmen aus Starterkulturen wurden jeweils 50 mg der Star-

terkultur in 1 ml NaCl-Lösung (0,9 %) gelöst. Anschließend wurde je eine Impföse der 

Suspension auf YPG-Agar ausgestrichen. Die Platten wurden mehrere Tage bei Raumtem-

peratur (RT) inkubiert bis Kolonien entstanden waren. Alle Hefe-Stämme wurden in YPG-

Flüssigmedium oder auf YPG-Agar kultiviert. Nach dem Anwachsen (ca. 4 Tage bei RT) 

wurden die Hefen im Kühlschrank (4 °C) aufbewahrt. Für die DNA-Isolierung wurden die 

Stämme auf YPG-Platten ausgestrichen und bei RT 3-4 Tage bis zur Zellernte inkubiert. 

 

2.10 DNA-Isolierung 

2.10.1 DNA-Isolierung aus Gram-positiven Bakterien 

Zur Isolierung genomischer DNA aus Milchsäurebakterien wurde das DNeasy® Blood & 

Tissue Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die DNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll 

für Gram-positive Bakterien wie im Handbuch des Herstellers beschrieben. Als Ausgangs-

material wurde eine Suspension (in 0,9 % NaCl-Lösung) mit ca. 108-109 Zellen einer 

Kultur auf Nährmedium oder 1-2 ml Flüssigkultur eingesetzt. Die Zellen wurden für 5 min 

bei 9.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml NaCl-Lösung (0,9 %) resuspendiert, 

erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zur Zellwand-Lyse wurden die Zellen 

anschließend in 180 µl Lyse-Puffer (mit Lysozym) resuspendiert und bei 37 °C für mindes-

tens 30 min inkubiert. Die Aufreinigung genomischer DNA erfolgte über eine Silica-Gel-

Membran aus dem Kit ohne Phenol-Chloroform Extraktion. Durch Zentrifugation wurde 

die DNA selektiv an die Membran der DNeasy®-Säule gebunden. Proteine und zweiwertige 

Kationen wurden in zwei darauffolgenden Waschschritten mit ethanolhaltigen Puffern von 

der Säule entfernt. Anschließend wurde die DNA mit 100-200 µl Puffer (10 mM TRIS, 

0,5 mM EDTA, pH 9,0) von der Säule eluiert. Die DNA wurde bis zu ihrer Verwendung 

bei -20 °C aufbewahrt. 

Für die Isolierung bakterieller DNA aus Traubenmost und Wein wurden zwischen 1 und 

100 ml Probe bei 9.000 rpm für 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit 

NaCl-Lösung (0,9 %) gewaschen. Die DNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll für 

Gram-positive Bakterien. Um eine ausreichende Reinheit der DNA zu gewährleisten und 

störende Substanzen zu entfernen, musste die DNA nach der Eluierung mit dem zweifachen 

Volumen Ethanol gefällt und über eine zweite DNeasy®-Säule erneut aufgereinigt werden. 
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2.10.2 DNA-Isolierung aus Hefen 

Die Isolierung genomischer DNA aus Hefen erfolgte unter Verwendung des DNeasy® 

Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden). Die DNA-Isolierung wurde nach dem Zusatzproto-

koll für Hefen, erhältlich auf der Webseite des Herstellers (http://www.qiagen.com), 

durchgeführt. Als Ausgangsmaterial wurde eine Suspension (in 0,9 % NaCl-Lösung) mit 

ca. 5 · 107 Zellen einer 2 bis 3 Tage alten Kultur auf Nährmedium verwendet. Nach einem 

Waschschritt in NaCl-Lösung (0,9 %) wurden die Zellen in 600 µl Sorbitol-Puffer (mit 

200 U Lyticase) resuspendiert und bei 30 °C für 30 min inkubiert. Anstelle der Verwen-

dung von Lyticase zum Zellaufschluss konnten die Hefezellen auch mit Lysozym (20 mg / 

ml in Sorbitol-Puffer, pH 5,0) und Inkubation bei 37 °C für 30 min erfolgreich lysiert wer-

den. Neben der Wirkung als Muramidase besitzt Lysozym aus Hühnereiweis auch eine 

gewisse Chitinase-Aktivität. Anschließend folgte die DNA-Aufreinigung über eine Silica-

Gel-Membran nach dem gleichen Prinzip wie im Abschnitt für Gram-positive Bakterien 

beschrieben (siehe Kap. 2.10.1). 

2.10.3 DNA-Isolierung aus Weinreben 

Zur DNA-Isolierung aus Rebenblättern wurden jeweils 100 mg junge Blätter verwendet. 

Die Blätter wurden vor dem Zellaufschluss bei -70 °C aufbewahrt. Der Zellaufschluss wur-

de mit Mörser und Pistill in Gegenwart von flüssigem Stickstoff durchgeführt. Die DNA-

Isolierung erfolgte mit dem innuPREP Plant DNA Kit (Analytik Jena, Jena) nach Angaben 

des Herstellers. 

2.10.4 DNA-Isolierung aus Gewebe (Mus musculus) 

Es wurden die Schwanzspitzen von 7 Labormäusen (Maus A, B, 2, 3, 5, 6, 8) zur DNA-

Isolierung verwendet. Von jeder Maus wurden 2 cm der Schwanzspitze dekapitiert. Die 

DNA-Isolierung erfolgte mit dem DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden) nach 

dem Protokoll „Purification of Total DNA from Rodent Tails”. 

2.10.5 DNA-Isolierung aus menschlichen Blutzellen 

Das Blut der 13 Probanden wurde intravenös von einer Ärztin entnommen. Die DNA-

Isolierung aus Blutzellen wurde mit dem DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden) 

nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
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2.10.6 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit 

Je 5 µl der isolierten DNA wurden zur Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit 

mit der LabelGuard™ Mikroliterküvette (Implen, München) in einem Photometer gemes-

sen. Die Konzentrationsbestimmung von DNA basiert auf dem Absorptionsmaximum der 

DNA bei 260 nm. Für die Absorption bei dieser Wellenlänge sind die aromatischen Ringe 

der Basen verantwortlich. Der Deckel der Mikroküvette bildet eine Messkammer mit einer 

definierten optischen Schichtdicke von 1 mm. Bei einer Schichtdicke von 1 mm entspricht 

ein OD260-Wert von 1 einem Gehalt an doppelsträngiger (ds)DNA von 500 ng / µl (Hand-

buch LabelGuard™ Mikroliterküvette). Da die Proben unverdünnt gemessen wurden, 

errechnete sich die Konzentration der DNA-Probe ausschließlich unter Berücksichtigung 

des Multiplikationsfaktors. c [ng / µl] = OD260 · 500. 

Das Verhältnis der Absorption bei 260 nm (DNA) und 280 nm (Proteine) erlaubte Rück-

schlüsse auf eine Kontamination mit Proteinen, deren Aminosäuren mit aromatischen 

Seitenketten ebenfalls im UV-Bereich absorbieren. Bei pH 7,5 besitzt eine reine DNA ein 

A260/A280-Verhältnis von 1,8 - 2,0 (Handbuch DNeasy® Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hil-

den). 

 

2.11 Analyse ribosomaler Gensequenzen 
 

Die Untersuchung ribosomaler Gensequenzen bzw. der dazwischen liegenden sogenannten 

Internal Transcribed Spacer (ITS)-Region wird häufig zur Gattungs- und Art-

Identifizierung von Pro- und Eukaryoten verwendet. Vor allem die Sequenzierung der small 

subunit (SSU) ribosomalen Gensequenz (16S rDNA bei Prokaryoten bzw. 18S rDNA bei 

Eukaryoten) spielt bei der Identifizierung unbekannter Organismen eine große Rolle. Als 

Zielregionen für die Bindung der Oligonukleotide dienen die hoch konservierten Bereiche 

am 5’- und 3’-Ende der ribosomalen Gene. Durch die Amplifizierung der ribosomalen Ge-

ne, deren Sequenzierung und Vergleich mit hinterlegten Sequenzen aus Datenbanken kann 

die Gattungs- und Art-Zugehörigkeit ermittelt werden. Neben der rein taxonomischen Iden-

tifizierung von Organismen können die ribosomalen Gensequenzen darüber hinaus auch zur 

Erstellung phylogenetischer Stammbäume zur Verwandtschafts-Analyse genutzt werden. 
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2.11.1 Amplifizierung der 16S rDNA (Milchsäurebakterien) 

Die Amplifizierung des 16S rRNA Gens zur Art-Identifizierung der Milchsäurebakterien 

erfolgte mit den konservierten Primern PurEubak5 und PurEubak3 (Tab. 2). Die Zusam-

mensetzung eines 50 µl PCR-Ansatzes ist in Tab. 22 angegeben.  

 

Tab. 22. Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur Amplifizierung der 16S rDNA 

Komponente (Stammlösung) Volumen (µl) Bezogen auf 50 µl 
Forward-Primer: PurEubak5 (10 µM) 1 0,2 µM 
Reverse-Primer: PurEubak3 (10 µM) 1 0,2 µM 
dNTP-Mix (40 mM) 1 800 µM 
MgCl2 (25 mM) 2 1 mMa 
PCR-Puffer (10 x) (enthält 20 mM MgCl2) 5 1 x 
Enhancer Solution P (5 x) 5 0,5 x 
Wasser 31 - 
Taq-DNA-Polymerase (1 U / µl) 2 2 U 
Template-DNA (20 ng / µl) 2 40 ng 
Gesamtvolumen 50  

a Die Gesamtkonzentration an MgCl2 im Reaktionsansatz betrug 3 mM 

 

Die Amplifizierung erfolgte unter den in Tab. 23 angegeben Reaktionsbedingungen in ei-

nem Thermocycler. 

 

Tab. 23. Bedingungen für PCR-Amplifikation von 16S rDNA 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
1 Initial-Denaturierung 95 5 
2 Denaturierung 94 1 
3 Annealing 56 1 
4 Elongation 72 1,5 
5 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
6 Finale Elongation 72 10 

 

Die PCR-Produkte wurden anschließend aufgereinigt, gelelektrophoretisch analysiert, mit 

dem Primer PurEubak5 sequenziert und mit hinterlegten Sequenzen aus Datenbanken ver-

glichen (siehe Kap. 2.11.4 - 2.11.6). 
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2.11.2 Amplifizierung der ITS-Regionen (Hefen) 

Zur Amplifizierung der Internal Transcribed Spacer (ITS)-Regionen von Hefen wurden die 

konservierten Primer ITS1 (F) und ITS4 (R) (White et al., 1990) (Tab. 3) in einer PCR 

verwendet. Da der Forward-Primer am 3’-Ende der 18S rDNA bindet und der Reverse-

Primer am 5’-Ende der 26S rDNA, konnte der komplette ITS1-5,8S rDNA-ITS2-Bereich 

amplifiziert werden. Die Reaktionsansätze enthielten die gleiche Zusammensetzung wie in 

Tab. 22 angegeben. Abweichend von den Reaktionsbedingungen in Tab. 23 betrug die An-

nealing-Temperatur in dieser Reaktion 55 °C und die Elongationszeit wurde auf 40 

Sekunden verkürzt. 

Die PCR-Produkte wurden anschließend aufgereinigt, gelelektrophoretisch analysiert, mit 

dem Primer ITS1 (F) sequenziert und mit hinterlegten Sequenzen aus der NCBI-Datenbank 

verglichen (siehe Kap. 2.11.4 - 2.11.6). 

2.11.3 Amplifizierung der 23S rDNA zur Sequenzierung (Pediococcus) 

Das 23S rRNA-Gen der neun Pediococcus-Typstämme (Tab. 10) wurde amplifiziert und 

sequenziert. Zunächst wurden Sequenzalignments der 23S rDNA und der 5S rDNA ver-

wandter Milchsäurebakterien aus Datenbanken erstellt. Die Primer wurden so generiert, 

dass sie komplementär zu konservierten Regionen der beiden Gene waren. Zur Amplifizie-

rung des kompletten 23S rRNA-Gens wurden die beiden Primer P23S_F1 und P5S_R 

(Tab. 2) verwendet. Die Primer hybridisieren am 5’-Ende der 23S rDNA (P23S_F1) bzw. 

am 3’-Ende der 5S rDNA (P5S_R). Die Reaktionsansätze enthielten die gleiche Zusam-

mensetzung wie in Tab. 22 angegeben. Abweichend von den Reaktionsbedingungen in 

Tab. 23 wurde die Annealing-Temperatur auf 55 °C herabgesetzt und die Elongationszeit 

auf 3 Minuten verlängert. 

Das PCR-Produkt wurde anschließend aufgereinigt, gelelektrophoretisch analysiert und 

sequenziert (siehe Kapitel 2.11.4 - 2.11.6). Die Sequenzierung erfolgte für jeden Pediococ-

cus-Typstamm mit den in Tab. 2 angegebenen Sequenzier-Primern. Für die Spezies 

Pediococcus parvulus wurde anstelle des Primers P23S_F5 der Primer P23S_F5-PPA ver-

wendet. 

2.11.4 Aufreinigung der PCR-Produkte 

Bevor die PCR-Produkte sequenziert wurden, mussten sie einer Aufreinigung unterzogen 

werden. Dadurch wurden Rückstände aus dem PCR-Ansatz, wie freie Primer, Nukleotide 

und Taq-Polymerase entfernt, die sich negativ auf die Sequenzierung auswirken können. 
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Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAquick® PCR Purifikation Kit (Qiagen, Hilden) nach 

den Angaben des Herstellers. Die gereinigte DNA wurde in 30 μl Elutionspuffer (10 mM 

TRIS, pH 8,5) aufgenommen. 

2.11.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Analyse der PCR-Fragmente erfolgte in einem 1,5 %-igen Agarosegel in einer Hori-

zontalelektrophorese-Kammer. Für ein Agarosegel (25 x 10 cm) wurden 2,25 g Agarose in 

150 ml 1 x TBE-Puffer eingewogen und unter ständigem Rühren auf einem Magnetrührer 

aufgekocht. Nach dem Abkühlen (ca. 50 °C) wurde die Lösung in einen Gelträger einge-

gossen und an einem Ende ein Kamm eingesetzt. Nach dem Erkalten des Gels wurde der 

Kamm herausgezogen und das Gel in eine mit 1 x TBE-Puffer gefüllte Elektrophorese-

kammer eingesetzt. Je 5 µl PCR-Produkt wurden mit 1 µl Ladepuffer (6 x) vermischt und 

in die geformten Geltaschen pipettiert. Um die Länge der Fragmente nach der Trennung 

abschätzen zu können, wurden 6 µl eines DNA-Längenstandards mit auf das Gel aufgetra-

gen. Die Elektrophorese erfolgte für 60 min bei 100 V. Um die DNA sichtbar zu machen, 

wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-Lösung (2 mg / l) für 15 min inkubiert. Zur Entfer-

nung von ungebundenem Ethidiumbromid wurde das Gel anschließend für 10 min in deion. 

Wasser inkubiert. Das so behandelte Gel wurde in einer Geldokumentationseinheit (BioVi-

son CN 3000, Vilber-Lourmat, Eberhardzell) photographisch dokumentiert. 

2.11.6 Sequenzierung und Sequenzanalyse 

Die Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte nach der Didesoxy-Methode 

(Sanger et al., 1977), und wurde von der Firma Eurofins-MWG (Martinsried) als Auftrags-

arbeit durchgeführt. Alle neu-identifizierten DNA-Sequenzen wurden mit den verfügbaren, 

hinterlegten Sequenzen aus der NCBI Datenbank „GenBank“ (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov) verglichen (BLAST-Suche). 

Das komplette 23S rRNA-Gen der Pediococcus-Typstämme wurde in 5 Abschnitten mit 

den in Tab. 2 angegebenen Sequenzier-Primern in beide Richtungen (5’ ↔ 3’) sequenziert. 

Die 23S rDNA-Teilsequenzen wurden in ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997) aligniert. 

Anschließend wurden die Teilsequenzen anhand von überlappenden Sequenzbereichen zu 

einer Sequenz zusammengesetzt. 
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2.12 Phylogenetische Untersuchung der Gattung Pediococcus 
 

Zur Berechnung eines phylogenetischen 23S rDNA-Stammbaumes wurde ein 23S rDNA-

Sequenzalignment der Pediococcus-Typstämme mit verwandten Milchsäurebakterien aus 

Datenbanken unter Verwendung der Software ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997) 

durchgeführt. Das Alignment wurde mit der Software GeneDoc (Nicholas & Nicholas, 

1997) editiert. Die Berechnung und Konstruktion phylogenetischer Bäume erfolgte mithilfe 

des Programm-Pakets PHYLIP 3.65 (Felsenstein, 1989). Es wurden ausschließlich Align-

ment-Position berücksichtigt, die in mindestens 50 % der Sequenzen identisch waren (50 % 

Gewichtung). Drei verschiedene Stammbäume wurden mit den Modellen Maximum Like-

lihood (Felsenstein, 1981), Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) und Maximum 

Parsimony berechnet. 

Zur statistischen Absicherung wurden Bootstrap-Analysen durchgeführt. Der Bootstrap-

Wert gibt für jede Verzweigung an, wie oft sie aus den Datensätzen stabil berechnet werden 

konnte. Es wurden jeweils 100 Baumkonstruktionen berechnet. Die Gruppe Staphylococcus 

aureus und S. carnosus wurde als outgroup angegeben. Die phylogenetischen Stammbäume 

wurden mit TreeView (Page, 1996) editiert. 

 

2.13 Identifizierung von Pediokokken mit spezifischen PCR-Primern 

2.13.1 Gattungs-Identifizierung 

Anhand des Alignments der 23S rDNA-Sequenzen der Pediococcus-Typstämme mit ande-

ren, nahe verwandten Milchsäurebakterien (Kap. 8.2) wurden zunächst die Primer 

Pedio23S_F und Pedio23S_R (Tab. 4) generiert, die zur Identifizierung aller typischen 

Pediococcus-Arten geeignet waren. Für die Identifizierung der atypischen Art, 

P. dextrinicus wurde das Primerpaar PDE23S_F und PDE23S_R (Tab. 4) generiert. Die 

Bindungspositionen der Primer sind im 23S rDNA-Alignment (Kap. 8.2) grau hinterlegt. 

Die erwartete DNA-Fragmentlänge zur Identifizierung der typischen Pediococcus-Arten 

(Primer Pedio23S_F und Pedio23S_R) ist 701 bp. Für die Identifizierung von P. dextrinicus 

(Primer PDE23S_F und PDE23S_R) wurde ein DNA-Fragment mit einer Länge von 

514 bp erwartet. Um die Spezifität der ausgewählten Primerpaare zu ermitteln, wurden 

PCR-Ansätze mit verwandten Milchsäurebakterien-Arten durchgeführt. 
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Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur PCR-Identifizierung der typischen Pe-

diococcus-Arten und der atypischen Art, P. dextrinicus ist in Tab. 24 angegeben. Die 

Amplifizierung erfolgte unter den in Tab. 25 angegeben Reaktionsbedingungen. 

 

Tab. 24. Reaktionsansatz zur 23S rDNA basierenden Identifizierung der Gattung Pediococcus 

Komponente (Stammlösung) Volumen (µl) Bezogen auf 25 µl 
Forward-Primer: Pedio23S_F bzw. PDE23S_F (10 µM) 0,5 0,2 µM 
Reverse-Primer: Pedio23S_R bzw. PDE23S_R (10 µM) 0,5 0,2 µM 
dNTP-Mix (40 mM) 0,5 800 µM 
PCR-Puffer (10 x) (enthält 15 mM MgCl2) 2,5 1 x 
Wasser 19 - 
Taq-DNA-Polymerase (1 U / µl) 1 1 U 
Template-DNA (20 ng / µl) 1 20 ng 
Gesamtvolumen 25  

 

Tab. 25. Bedingungen für PCR-Amplifikation zur Identifizierung der Gattung Pediococcus 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
1 Initial-Denaturierung 95 5 
2 Denaturierung 94 0,5 
3 Annealing 69,5 0,5 
4 Elongation 72 0,5 
5 32 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
6 Finale Elongation 72 5 

 

2.13.2 Art-Identifizierung durch Multiplex PCR 

Durch Verwendung zweier oder mehrerer Oligonukleotidpaare können bei der Multiplex 

PCR verschiedene DNA-Abschnitte im selben Reaktionsgefäß gleichzeitig amplifiziert 

werden (Chamberlain et al., 1988). Mit dieser Methode lassen sich Deletionen, Insertionen 

oder Punktmutationen innerhalb eines Genoms detektieren (Edwards & Gibbs, 1994; Ma-

hony, 1996). Voraussetzung hierfür ist die Kenntnis der betreffenden Gensequenz. 

Basierend auf den ermittelten 23S rRNA-Gensequenzen der Pediococcus-Arten wurde eine 

Multiplex PCR Methode entwickelt, die zur Identifizierung von einer oder von mehreren 

Arten aus einer Bakterienkultur oder aus Weinproben geeignet war. Im 23S rDNA-

Alignment (Kap. 8.2) wurden Bereiche ausgewählt, die eine Artunterscheidung der typi-

schen Pediococcus-Arten erlauben. So wurde für jede Art ein spezifischer Forward-Primer 

konstruiert, der zusammen mit einem universellen Reverse-Primer ein charakteristisches 

PCR Amplifikat ergab. Bei der Konstruktion der Oligonukleotide wurde darauf geachtet, 
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dass jeder Forward-Primer zusammen mit dem Reverse-Primer in der PCR zu einem Amp-

lifikat führte, das sich anhand der Sequenzlänge gelelektrophoretisch von allen anderen 

Amplifikaten unterscheiden ließ. Die Sequenzen der verwendeten Multiplex PCR-Primer 

sind in Tab. 4 angegeben. Die Bindungspositionen aller Primer wurden im 23S rDNA-

Alignment grau hinterlegt (siehe Anhang Kap. 8.2). 

Die Multiplex PCR wurde in einem Thermocycler unter Verwendung des Qiagen® Multip-

lex PCR Kit (Qiagen, Hilden) (Hanselle et al., 2003) durchgeführt. Das Kit besteht aus 

einem Mastermix, der eine „Hot Start“ Taq-DNA-Polymerase, dNTPs, MgCl2, und Reakti-

onspuffer enthält. Die acht spezifischen Forward-Primer wurden zusammen mit dem 

universellen Reverse-Primer zu einem 10-fach konzentrierten Primer-Mix gemischt. Zur 

Multiplex PCR wurde ein PCR-Beschleuniger, die Qiagen Q-Solution verwendet, die das 

Bindungsverhalten der Primer an die Template-DNA beeinflusst (Handbuch Multiplex 

PCR Kit, Qiagen, Hilden). 

Die erwarteten Längen der PCR-Produkte zur Identifizierung der Pediococcus-Arten waren 

2244 bp für P. damnosus, 1840 bp für P. stilesii, 1647 bp für P. pentosaceus, 1517 bp für 

P. parvulus, 866 bp für P. cellicola, 711 bp für P. inopinatus, 620 bp für P. claussenii, und 

213 bp für P. acidilactici. 

Zunächst wurde die Multiplex PCR mit der DNA jedes Pediococcus-Typstammes durchge-

führt, um die Primer auf Spezifität und Kreuzreaktionen zu untersuchen. Anschließend 

wurden DNA-Mischungen aller Arten mit der Methode untersucht. Zusätzlich wurden Ne-

gativkontrollen mit DNA verwandter Milchsäurebakterien durchgeführt, um falsch-positive 

Ergebnisse zu vermeiden. 

Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur Multiplex PCR ist in Tab. 26 angege-

ben. 

 

Tab. 26. Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur Multiplex PCR 

Komponente (Stammlösung) Volumen (µl) Bezogen auf 25 µl 
Multiplex PCR Mastermix (2 x) 12,5 1 x 
10 x Primer-Mix (2 µM je Primer) 2,5 0,2 µM je Primer 
Q-Solution (5 x) 2,5 0,5 x 
Wasser 6,5 - 
Template-DNA (20 ng / µl) 1 20 ng 
Gesamtvolumen 25  

 

Die Multiplex PCR von 23S rRNA-Gensequenzen erfolgte mit einem Touchdown-PCR 

Programm (Don et al. 1991) unter den in Tab. 27 angegebenen Bedingungen in einem 
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Thermocycler. Bei der Touchdown-PCR wird während einer bestimmten Zyklenzahl die 

Anlagerungstemperatur schrittweise von einem Wert oberhalb der Tm auf einen niedrigeren 

abgesenkt. Durch die sukzessive Annäherung an die optimale Annealing-Temperatur wurde 

die Spezifität der Reaktion erhöht und es konnten Fehlpaarungen der Primer verhindert 

werden. 

 

Tab. 27. Thermocycler Programm zur Multiplex PCR 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
1 Initial-Denaturierung 95 15 
2 Denaturierung 94 0,5 
3 Annealing 69 (- 0,3 °C) 1 
4 Elongation 72 1 
5 10 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
6 Denaturierung 94 0,5 
7 Annealing 66 1 
8 Elongation 72 1 
9 22 Zyklen beginnend bei Nr. 6 
10 Finale Elongation 72 10 

 

Ermittlung der Multiplex PCR Nachweisgrenze 

Zur Ermittelung der Multiplex PCR Nachweisgrenze wurde Wein (Müller-Thurgau) mit 

P. damnosus (DSM 20331T) und P. parvulus (DSM 20332T) in einer Zellzahl von 108 Zel-

len / ml angeimpft. Ausgehend von dieser Zellzahl wurden Verdünnungen in Wein 

hergestellt und die DNA aus den Proben isoliert (siehe Kap. 2.10.1). Für die Ermittlung der 

Multiplex PCR Nachweisgrenze wurde die Anzahl der PCR-Zyklen von 32 auf 35 erhöht. 

 

2.14 Generierung von rRNA-Sekundärstrukturen mit Structure Star 
 

Zur Generierung von Sonden für die Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurden zunächst 

rRNA-Sekundärstrukturen erstellt. Die Erstellung der rRNA-Sekundärstrukturen erleichter-

te das Generieren von Sonden nach dem Helfer-Sonden-Prinzip (Fuchs et al., 2000) und 

dem Gemeinschafts-Sonden-Effekt (Fröhlich & König, 2002; Fröhlich et al., 2003; Hirsch-

häuser et al., 2005; Röder et al., 2007). Die rRNA-Sekundärstrukturen der neun 

Pediococcus-Arten wurden mit einer neu entwickelten Software, dem Programm Structure 

Star 1.0 (Fröhlich, persönliche Mitteilung) in rRNA-Sekundärstrukturen umgewandelt. Die 

Software ist bisher nur über den Autor erhältlich. 
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Structure Star ermöglicht das Visualisieren von Primär- und Sekundärstrukturdaten („Refe-

renzsequenzen“) der Gutell-Lab-Comparative RNA Web Site and Project (CRW)-

Datenbank (http://www.rna.ccbb.utexas.edu/) (Cannone et al., 2002) und das Übertragen 

dieser Informationen auf homologe Sequenzen („Arbeitssequenzen“). Dafür muss zunächst 

lediglich die Primärsequenz bekannt sein. Von der Referenzsequenz abweichende Bereiche 

der Arbeitssequenz können anschließend mittels eines Mfold-Interface (Zuker, 1999) ther-

modynamisch neu berechnet oder manuell angepasst werden. Es zeigte sich, dass die 

oftmals neu zu berechnenden variablen Bereiche durch eine rein thermodynamische Be-

rechnung nach dem Zuker-Algorithmus gut beschrieben werden konnten. 

Als Referenz-Datei für die Erstellung der 23S rRNA-Sekundärstruktur der Spezies Pedio-

coccus damnosus (siehe Kap. 8.3) wurde die 23S rRNA-Sekundärstruktur von L. lactis 

(X68434) (Gutell et al., 1993) der Gutell-Lab-CRW-Datenbank verwendet. Anschließend 

wurde die neu generierte Struktur als Grundlage zur Generierung der Sekundärstrukturen 

für die weiteren acht Arten der Gattung Pediococcus verwendet. 

 

Allgemeine Vorgehensweise 

Zunächst werden die Referenz-Informationen in das Programm eingeladen. Die Referenz-

daten setzten sich aus 2 Komponenten zusammen: einer Strukturdatei im PostScript-Format 

und einer sogenannten CT-Datei. Die PostScript-Datei enthält die Sekundärstruktur-

Positionen der Referenzsequenz im Koordinatensystem sowie ihre Primärsequenz (Base-

nabfolge). Die CT-Datei enthält die Informationen über die Sekundärstruktur in einem für 

gängige Computerprogramme lesbaren Format. Im Anschluss wird die zu bearbeitende 

Sequenz (im FASTA-Format) geladen und beide Sequenzen gegeneinander aligniert. Die 

Struktur-Informationen der Referenzsequenz können jetzt auf die Arbeitssequenz übertra-

gen werden. Nach dem Übertragen der Strukturdaten werden veränderte Basen der 

Arbeitssequenz im Vergleich zur Referenzsequenz (wahlweise) blau dargstellt und Inser-

tionen (wahlweise) grün hervorgehoben. Deletierte Basen werden in der Struktur nicht 

dargestellt. Insbesondere die Insertions- aber auch die Deletionsbereiche müssen geprüft 

und gegebenenfalls manuell oder mittels Mfold optimiert werden. 

Um Sequenzbereiche mittels der Mfold-Software thermodynamisch neu zu berechnen, 

muss der Bereich zunächst selektiert und an Mfold übertragen werden. Nach der Berech-

nung der thermodynamisch optimalen Sekundärstruktur für den selektierten Bereich kann 

dieser in die Arbeitssequenz integriert werden (Abb. 4). Gegebenenfalls müssen die neu 

berechneten Abschnitte manuell verschoben und gedreht werden. 
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2.15 Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) zur Detek-

tion von Bakterien der Gattung Pediococcus in biologischen Präparaten (in situ) 

durchgeführt. Das Prinzip der FISH besteht in der Anlagerung von Oligonukleotidsonden, 

die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, an spezifische Nukleinsäuresequenzen in 

der Zelle (Leitch et al., 1994). 

Anhand der 23S rRNA-Sekundärstrukturdiagramme (Kap. 8.3) und des 23S rDNA-

Alignments (Kap. 8.2) wurden Cy3-markierte DNA-Sonden zur Identifizierung der Pedio-

kokken generiert, wobei die Sequenzen der Fluoreszenz-Sonden komplementär zur 

Basenabfolge der Zielregionen auf der 23S rRNA waren. Zusätzlich zu den Cy3-markierten 

Sonden wurden unmarkierte Helfersonden konstruiert, die komplementär zu Bereichen in 

unmittelbarer Nähe der FISH-Sonden waren. Dadurch wurden die Zielbereiche besser zu-

gänglich für die Anlagerung der Fluoreszenz-Sonde und das Signal wurde verstärkt. 

Abb. 4. Oberfläche der Software Structure Star 1.0. Dargestellt ist ein Ausschnitt des 5’-Bereichs 
der 23S rRNA-Sekundärstruktur der Spezies P. damnosus. Die Primärsequenz von P. damnosus 
wurde zuvor auf die Sekundärstruktur von Lactococcus lactis übertragen. Im Ausschnitt ist ein Be-
reich markiert, der an Mfold übertragen und neu gefaltet wurde. Anschließend wurde der neu 
gefaltete Bereich in die Sekundärstruktur integriert. 
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Zur Identifizierung verschiedener Pediococcus-Arten wurden Hybridisierungsversuche 

durchgeführt. Außerdem wurden künstliche Mischungen der Pediokokken mit verwandten 

Milchsäurebakterien in Wein erstellt, um die Spezifität der Sonden und Anwendbarkeit in 

der Praxis zu überprüfen. 

 

Durchführung der FISH 

Jeweils 1 ml Zellsuspension (107-108 Zellen) wurde für 8 min bei 9.000 rpm abzentrifu-

giert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml NaCl-Lösung (0,9 %) 

suspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. An-

schließend wurden die Zellen in 1 ml NaCl-Lösung (0,9 %) resuspendiert. Um die Zellen 

besser vereinzeln zu können, wurde 1 µl Tween 80-Lösung (1 %) zugegeben. Anschließend 

wurde eine dekadische Verdünnungsreihe bis zur Verdünnungsstufe 10-4 in NaCl-Lösung 

(0,9 %) hergestellt. 

Jeweils 5 µl jeder Verdünnungsstufe wurden auf ein Fenster eines Teflon-beschichteten 

Diagnostik Objektträgers (Menzel, Braunschweig) aufgetragen. Nach dem Trocknen bei RT 

(ca. 1 h) erfolgte eine Fixierung der Zellen auf dem Objektträger für 10 min bei 90 °C. Di-

rekt im Anschluss an diese Hitzefixierung wurde das Präparat in aufsteigender Reihenfolge 

mit 50 Vol. %, 70 Vol. % Ethanol in 1 x PBS-Puffer und zweimal mit 96 Vol. % Ethanol 

für jeweils 5 min entwässert und dann luftgetrocknet. 

Auf jedes Feld des Objektträgers wurden 10 µl Lysozym-Lösung pipettiert und vorsichtig 

verteilt, ohne den Objektträger zu berühren. Der Objektträger wurde in ein 50 ml Proben-

röhrchen (Cellstar 50 ml PP-Tubes, Greiner Bio-One, Frickenhausen) gelegt und für 30 min 

bei 37 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Anschließend wurde die Lysozym-Lösung 

vorsichtig mit deion. Wasser abgespült. Der Objektträger wurde nun ein zweites Mal in 

einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 Vol. %, 70 Vol. % und zweimal 96 Vol. %) für je 

5 min entwässert und dann luftgetrocknet. 

Während des Entwässerns der Zellen in der zweiten Ethanolreihe wurde die Hybridisie-

rungslösung vorbereitet. Für die Hybridisierungsreaktion wurden 2 µl Cy3-markierte Sonde 

mit je 2 µl der dazugehörigen Helfersonden gemischt und mit Hybridisierungspuffer auf ein 

Volumen von 55 µl aufgefüllt. Die Sondenmischung wurde für 15 min bei 70 °C in einem 

Thermocycler hitzedenaturiert. Wegen der lichtempfindlichen Fluoreszenzmarkierung der 

Cy3-Sonden erfolgten alle Versuchsabläufe mit den Sonden im Dunkeln.  

Sofort nach dem Lufttrocknen des Objektträgers wurde die hitzedenaturierte Sondenmi-

schung gleichmäßig auf den Objektträger aufgetragen und mit einem Deckglas (24 x 60 
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mm, Menzel, Braunschweig) abgedeckt. Das Präparat wurde anschließend in eine vorge-

wärmte Hybridisierungskammer (50 ml Reaktionsgefäß, Greiner) überführt, in die zuvor 

ein mit 1 ml Waschpuffer befeuchteter Filterpapierstreifen gegeben wurde. Die Hybridisie-

rungskammer wurde in einem Hybridisierungsofen für mindestens 4 Stunden oder über 

Nacht bei 48 °C inkubiert. 

Nach erfolgter Hybridisierung wurde das Deckglas vom Objektträger entfernt und das Prä-

parat zweimal in jeweils 50 ml vorgewärmten Waschpuffer für 15 min bei 50 °C inkubiert. 

Danach wurden die Zellen mit DAPI gegengefärbt. Auf den noch feuchten Objektträger 

wurden 50 µl 1 x DAPI-Lösung gegeben und das Präparat mit einem Objektträger abge-

deckt. Nach 30 min Inkubation bei RT wurde das Deckglas wieder entfernt und die DAPI-

Lösung vorsichtig mit deion. Wasser abgespült. Danach wurden 50 µl Antibleichlösung 

(DABCO) aufgetragen und das Präparat wieder mit einem Deckglas versehen. Das Präparat 

wurde bis zur mikroskopischen Auswertung im Dunkeln aufbewahrt. 

Die Auswertung der Hybridisierung erfolgte mit einem Epifluoreszenzmikroskop Axiophot 

2 (Zeiss, Göttingen) bei 1000-facher Vergrößerung. Zur Anregung des Cy3-Farbstoffs wur-

de der Filter F41-007 (AHF Analysentechnik, Tübingen) verwendet. Mit dem für Cy3 und 

DAPI konstruierten Kombinationsfilter 28 (Zeiss, Göttingen) konnten beide Signale paral-

lel sichtbar gemacht werden. Die Dokumentation der mikroskopischen Abbildungen 

erfolgte mit einer Digitalkamera (Coolpix 4500, Nikon, Tokyo), dabei wurde direkt durch 

das Okular fotografiert. 

 

2.16 Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese 
 

Die Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) wird häufig zur Untersuchung 

gemischter mikrobieller Gemeinschaften genutzt (Muyzer et al., 1993; Muyzer & Smalla, 

1998). Die Methode kann genutzt werden, um Vielfalt und Zusammensetzung der mikro-

biellen Flora im Verlauf von Fermentationsprozessen zu verfolgen (Ercolini, 2004). Durch 

DGGE können DNA-Sequenzen gleicher Länge entsprechend ihrer Basenabfolge in einem 

denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. Die Denaturierung der DNA wird 

dabei durch eine zunehmende Konzentration von Harnstoff und Formamid erreicht. So 

erfolgt die Trennung anhand des Schmelzverhaltens der PCR-Produkte, das je nach Base-

nabfolge der Sequenz unterschiedlich ist. Nachdem die DNA eine bestimmte Harnstoff-

Konzentration im Gel erreicht hat, trennt sich die DNA-Doppelhelix vollständig in zwei 
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Einzelstränge und die Migration verlangsamt sich stark. Die gleichzeitige Auftrennung 

bakterieller DNA einer Mischkultur führt zu einem Bandenmuster, wobei jede Bande theo-

retisch eine Bakterienspezies repräsentiert. Durch DGGE können im Idealfall sogar 

einzelne Punktmutationen detektiert werden. 

 

PCR zur DGGE 

Die Amplifizierung eines variablen 23S rDNA-Bereichs (ca. 350 bp) von Stämmen der 

Arten P. parvulus, P. damnosus, L. mesenteroides, O. oeni und L. hilgardii erfolgte mit den 

konservierten Primern DGGE_F1 und DGGE_R1 (Tab. 5) in einer PCR. Die Bindungspo-

sitionen der Primer sind im 23S rDNA-Alignment der Milchsäurebakterien (Kap. 8.2) grau 

hinterlegt. Die Reaktionsansätze enthielten die gleiche Zusammensetzung wie in Tab. 22 

angegeben. Die PCR wurde in einem Thermocycler unter Verwendung eines Touchdown-

PCR Programms (Tab. 28) durchgeführt. 

 

Tab. 28. Thermocycler Programm zur PCR mit DGGE-Primern 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
1 Initial-Denaturierung 95 5 
2 Denaturierung 94 0,5 
3 Annealing 67 (- 1 °C) 0,5 
4 Elongation 72 0,5 
5 6 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
6 Denaturierung 94 0,5 
7 Annealing 60 0,5 
8 Elongation 72 0,5 
9 26 Zyklen beginnend bei Nr. 6 
10 Finale Elongation 72 8 

 

Die DGGE erfolgte unter Verwendung des DCode™ Universal Mutation Detection Sys-

tems (Bio-Rad, München). Für das Gradientengel wurden die Lösungen A, B und C 

(Tab. 29) separat in 50 ml Bechergläsern angesetzt. Die Lösungen A und B wurden unter 

Verwendung des Gradientenmischers bis ca. 1 cm unter der Glaskante gegossen. Anschlie-

ßend wurde das Gel mit Lösung C bis zur Glaskante aufgefüllt und der Gelkamm 

eingestellt. Nach dem vollständigen Polymerisieren des Gels (ca. 1 h) wurde der Gelkamm 

vorsichtig entfernt. 

In der Zwischenzeit wurde die DGGE-Kammer mit 7 l TAE-Puffer (1 x) befüllt, das 

Geräteoberteil aufgesetzt und die Pumpe sowie das Thermostat (63 °C) eingeschaltet. Nach 

Erreichen der Betriebstemperatur (ca. 1 h) wurde das Gel in die Halterung des DGGE-
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Gerätes eingespannt und die Apparatur in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Zum 

Entfernen denaturierender Verbindungen wurden die Geltaschen vorsichtig mit TAE-Puffer 

gespült. Das PCR-Produkt wurde mit 6 x Ladepuffer vermischt und in die Geltaschen 

pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 60 °C entweder über Nacht bei 80 V oder für 

5 Stunden bei 200 V durchgeführt. 

Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Apparatur entfernt und für 20 min in einer 

Ethidiumbromid-Lösung gefärbt. Anschließend wurde das Gel für 5 min in deion. Wasser 

inkubiert und in einer Geldokumentationseinheit photographisch dokumentiert. 

 

Tab. 29. Lösungen zur Herstellung eines Gradientengels für die DGGE 

Substanz Lösung A (30 %) Lösung B (70 %) Lösung C (0 %) 
Harnstoff (g) 2,14 5 - 
Formamid (ml) 2,04 4,76 - 
50 x TAE (ml) 0,34 0,34 0,17 
Acrylamid/Bisacrylamid (ml) 2,77 2,77 1,39 
deion. Wasser (ml) 10,15 5,17 6,88 

Zum Starten der Polymerisation wurden APS und TEMED zugegeben. 
1 M APS (µl) 100 100 50 
TEMED (µl) 5 5 2,5 
Summe 17 ml 17 ml 8,5 

 

2.17 Untersuchung von Genen zur Exopolysaccharid-Synthese 
 

Nachweis Polymer-bildender P. damnosus-Stämme 

Einige Stämme der Art P. damnosus sind in der Lage, ein Exopolysaccharid zu bilden, das 

als β-D-Glucan charakterisiert wurde (Llaubères et al., 1990). Bei Stämmen der Art 

P. damnosus kann diese Eigenschaft Plasmid-gebunden sein (Lonvaud-Funel et al., 1993). 

Um die Fähigkeit der Glucan-Synthese nachzuweisen wurde eine bereits beschriebene 

PCR-Methode durchgeführt (Gindreau et al., 2001). Mit dieser Methode kann das Plasmid-

codierte mob-Gen nachgewiesen werden. Das Gen codiert für ein „mobilization“ Protein, 

das an der Glucan-Synthese beteiligt ist. Verwandte Gene, die ähnliche Proteine kodieren, 

wurden bereits bei verschiedenen Exopolysaccharid-bildenden Lactobacillus-Arten ent-

deckt (Bates & Gilbert, 1989; Josson et al., 1990). Ausschließlich bei Glucan-bildenden 

P. damnosus-Stämmen kommt es zur Amplifikation eines 563 bp Produkt mit den Primern 
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PF5 und PF6 in einer PCR bzw. zu einem 380 bp großen Produkt mit den Primern PF15 

und PF16 in einer nested PCR (Gindreau et al., 2001). 

Zur PCR wurden zunächst die Primer PF5 und PF6 (Tab. 6) verwendet. Die darauffolgende 

nested PCR wurde unter Verwendung der Primer PF15 und PF16 (Tab. 6) durchgeführt. 

Mit dieser Methode wurden 74 Stämme der Arten P. damnosus und P. parvulus untersucht. 

 

Nachweis der Glycosyltransferase GTF 

Zum Nachweis von 1,3-β-D-Glucan-bildenden Bakterien wurde die PCR-Methode nach 

Werning et al. (2006) durchgeführt. Mit dieser Methode lässt sich das gtf-Gen nachweisen, 

das für eine Glycosyltransferase (GTF) bei verschiedenen Milchsäurebakterien codiert. Die 

beiden Primer GTFF und GTFR (Tab. 6) bedingen die Amplifizierung eines Bereichs in-

nerhalb des Gens in einer PCR. Die zu erwartenden Amplifikatlängen sind 417 bp für 

P. parvulus. Bisher konnte das gtf-Gen mit dieser Methode bei verschiedenen Stämmen der 

Arten P. parvulus, P. damnosus, O. oeni, L. diolivorans, L. suebicus und L. collinoides 

nachgewiesen werden. Alle gtf-positiven Stämme produzierten ein β-D-Glucan (Werning et 

al., 2006). 

In dieser Arbeit wurden 74 Stämme der Arten P. parvulus und P. damnosus auf das Vor-

handensein des gtf-Gens untersucht. 

 

2.18 Nested Specifically Amplified Polymorphic DNA-PCR 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die nested SAPD-PCR (Pfannebecker, 2005; Fröhlich & 

Pfannebecker, 2006, 2007) vor allem zur Art- bzw. Stammunterscheidung weinrelevanter 

Bakterien und Hefen verschiedener Gattungen durchgeführt. Die Methode wurde einerseits 

zur Art-Identifizierung unbekannter Organismen verwendet, andererseits wurden aber auch 

Cluster-Analysen zur Differenzierung von Stämmen derselben Art durchgeführt. 

2.18.1 Durchführung der SAPD-PCR 

Die erste PCR (SAPD-PCR) basiert auf der Methode der RAPD PCR, daher können auch 

weniger spezifische Primer-Bindungen entstehen. Diese Bindungen sind jedoch notwendig 

um auf Stamm-Ebene differenzieren zu können. Zur Reduktion der Variabilität wurde eine 

sogenannte „Rampe“ eingeführt. Die Rampe beschreibt den schrittweisen Temperaturans-

tieg zwischen Annealing und Elongation des Primers. Die zeitliche Ausdehnung der Rampe 
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gewährleistet eine reproduzierbare Bindung des Primers an die DNA-Matrize. Nach der 

ersten PCR kann in der Regel die Art-Zugehörigkeit unbekannter Stämme durch den Ver-

gleich der DNA Fingerprint-Bandenmuster mit den Bandenmustern bekannter Spezies 

ermittelt werden. Für jede Spezies wird also ein charakteristisches DNA Fingerprint-

Bandenmuster generiert. Je nach Organismus können geringe Unterschiede zwischen ver-

schiedenen Stämmen einer Spezies bereits nach der ersten PCR beobachtet werden. 

Zur SAPD-PCR wurden Reaktionsansätze mit einem Gesamtvolumen von 25 µl hergestellt. 

Die PCR wurde in 200 µl-Reaktionsgefäßen durchgeführt. Die Gehaltsangaben einzelner 

Reagenzien eines Reaktionsansatzes sind in Tab. 30 aufgeführt. Versuche zur Optimierung 

der SAPD-PCR hatten gezeigt, dass eine Annealing-Temperatur von 35 °C mit anschlie-

ßender Rampe die besten Ergebnisse lieferte (Pfannebecker, 2005). Das gesamte 

Thermocycler-Programm (Tab. 31) dauerte je nach Heiz- und Kühlrate des verwendeten 

Geräts zwischen 11-15 h. 

 

Tab. 30. Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes für die SAPD-PCR 

Komponente (Stammlösung) Volumen (µl) Bezogen auf 25 µl 
Primer (50 µM) 1 2 µM 
dNTP-Mix (40 mM) 1 1,6 mM 
MgCl2 (20 mM) 2 2 mMa 
PCR-Puffer (10 x) (enthält 20 mM MgCl2) 2,5 1 x 
Wasser 12,5  
Taq-DNA-Polymerase (1 U / µl) 1 1 U 
Template-DNA (20 ng / µl) 5 100 ng 
Gesamtvolumen 25  

a Die Gesamtkonzentration an MgCl2 im Reaktionsansatz betrug 4 mM 

 

Tab. 31. Thermocycler Programm zur SAPD-PCR 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit 
1 Initial-Denaturierung  95 5 min 
2 Denaturierung 94 1 min 
3 Annealing 35 1 min 
4 Rampe (Temperatur Inkrement) 35 (+ 0,5) 12 s 
5 15 Zyklen beginnend bei Nr. 4 
6 Annealing 42,5 1 min 
7 Rampe (Temperatur Inkrement) 42,5 (+ 1,5) 12 s 
8 19 Zyklen beginnend bei Nr. 7 
9 Elongation 72 5 min 
10 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
11 Finale Elongation 72 10 min 
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2.18.2 Durchführung der nested SAPD-PCR 

Um Stamm-relevante schwächere Banden an die Intensität anderer Amplifikate anzuglei-

chen, wird in der nested PCR (zweiter PCR-Schritt) ein PCR-Beschleuniger verwendet und 

die Reaktion ohne Rampe durchgeführt. Das Weglassen der Rampe ist notwendig, da 

Stamm-relevante Unterschiede sonst nicht zum Ausdruck kommen. Durch Anwendung 

eines nested Primers, also z.B. Verwendung des Primers A-Not (Tab. 7) in der ersten Reak-

tion und beispielsweise A-Not-C (Tab. 7) bei der nested PCR wird der Einfluss nicht-

reproduzierbarer Banden gemindert oder völlig entfernt. 

Die Reaktionsansätze zur nested SAPD-PCR enthielten prinzipiell die gleichen Bestandtei-

le wie Reaktionsansätze zur SAPD-PCR (Tab. 30). Es wurden ebenfalls Reaktionsansätze 

mit einem Gesamtvolumen von 25 µl hergestellt. Im Unterschied zur SAPD-PCR wurde bei 

der nested SAPD-PCR ein Mikroliter Produkt der ersten PCR als Template-DNA verwen-

det. Außerdem wurden zusätzlich 2,5 µl 5 x Enhancer Solution P (Peqlab, Erlangen) pro 

Reaktionsansatz zugegeben. Die Annealing-Temperatur betrug bei der nested PCR mit den 

„A- und T-Not-Primern“ 39 °C und mit den „C- und G-Not- Primern“ 41 °C. Es wurde 

keine Rampe verwendet (Tab. 32). 

 

Tab. 32. Thermocycler Programm zur nested SAPD-PCR 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
1 Initial-Denaturierung 95 5 
2 Denaturierung 94 1 

3 
Annealing 
Primera: A-Not-A, -C, -G, -T und T-Not-A, -C, -G, -T 
Primera: C-Not-A, -C, -G, -T und G-Not-A, -C, -G, -T 

  
39 
41 

1 

4 Elongation 72 5 
5 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
6 Finale Elongation 72 10 

a Pro Reaktionsansatz wurde nur 1 Primer verwendet. 

 

2.18.3 Agarose-Gelelektrophorese zur (nested) SAPD-PCR 

Die Analyse der PCR-Fragmente erfolgte wie in Kap. 2.11.5 beschrieben, mit dem Unter-

schied, dass 150 µl (0,035 %) Natronwasserglas vor dem Aufkochen der Agarose in den 

TBE-Puffer gegeben wurden (Fröhlich & Pfannebecker, 2006). Außerdem wurde die Gel-

elektrophorese zur (nested) SAPD-PCR bei einer Spannung von 60 V für ca. 2,5 Stunden 

durchgeführt. Die Zugabe von 0,035 % Natronwasserglas und die Elektrophorese bei nied-
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riger Spannung wirkten sich positiv auf die Schärfe der einzelnen Gelbanden aus. 

 

2.18.4 Cluster-Analyse 

Im Programm Bio-1D (Vilber Lourmat, Eberhardzell) wurden die einzelnen Banden der 

Bandenmuster anhand ihrer Sequenzlänge im Vergleich zum Marker ausgewertet und in der 

Reihenfolge ihres Auftretens dargestellt. Die Daten wurden anschließend in Microsoft Ex-

cel in einer 1/0-Datenmatrix zusammengefasst. Anschließend wurde die binäre Datenmatrix 

transponiert und in Microsoft Word eingefügt. An dieser Stelle wurden eventuell mehrere 

Datenmatrizen, die durch die Auswertung der Gelbilder gleicher Stämme mit verschiedenen 

„Not-Primern“ generiert wurden, hintereinander gereiht. Damit die Sequenz in ClustalX 

(Thompson et al., 1997) eingelesen werden konnte, wurden die Zahlen der Matrix anschlie-

ßend in „A“ (für 1) und „T“ (für 0) ersetzt. Außerdem wurden einzelne Datenreihen 

entsprechend der Formatierung des FASTA-Formats mit zugehörigen Stammbezeichnun-

gen versehen (vgl. Anhang 8.5). Die so formatierte Sequenz wurde in ClustalX eingeladen 

und im PHYLIP (.phy) Format abgespeichert. Anschließend wurde die Datei im Programm 

DNADIST des PHYLIP 3.65 Programm-Pakets (Felsenstein, 1989) geöffnet. Zur Berech-

nung der genetischen Distanzen zwischen den unterschiedlichen Stämmen wurde eine 

Distanz-Matrix mit dem Jukes-Cantor one parameter Modell (Jukes & Cantor, 1969) be-

rechnet. Dieses Modell stellt einen Korrekturfaktor für multiple Substitutionen zur 

Verfügung, wobei Transitionen (Purin-Purin- bzw. Pyrimidin-Pyrimidin-Substitutionen) 

und Transversionen (Änderung der Nukleotid-Klasse) gleich berechnet werden. Anschlie-

ßend wurde die resultierende Datei in NEIGHBOR des PHYLIP-Programmpakets mit dem 

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) Algorithmus oder dem 

Neighbor Joining Algorithmus (Saitou & Nei, 1987) berechnet. UPGMA basiert auf der 

Annahme der molekularen Uhr, d.h. alle Taxa evolvieren mit derselben konstanten Ände-

rungsrate. Der so generierte Stammbaum wurde in Tree View 1.6.6 (Page, 1996) geöffnet 

und editiert. 

Durch Auswertung der Daten mehrerer Gelbilder, die durch die nested SAPD-PCR mit 

verschiedenen Primern generiert wurden, konnte der fehlerhafte Einfluss des Auftretens 

oder Verschwindens einzelner Gelbanden minimiert werden. Die Auswertung von drei 

Gelbildern reichte in der Regel zur Erstellung eines „stabilen“ Stammbaumes aus. 

Für die Milchsäurebakterien Pediococcus parvulus und Oenococcus oeni wurden Identitä-

ten der durch SAPD-PCR erzeugten DNA Fingerprint-Bandenmuster innerhalb der 
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jeweiligen Art bestimmt. Dazu wurde das Verhältnis der Anzahl an Gelbanden, die bei 

allen Stämmen einer Art vorhanden waren zu der Gesamtzahl der Positionen der Datenmat-

rix bestimmt. 

 

2.19 Sequence Characterized Amplified Region-PCR 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden spezifische Primer zur Art-Identifizierung weinschädli-

cher Milchsäurebakterien konstruiert. Dazu wurde die sequence characterized amplified 

region (SCAR)-PCR Methode (Paran & Michelmore, 1993) angewandt. Grundlage waren 

Art-spezifische Marker, die durch (nested) SAPD-PCR generiert wurden. Die Vorgehens-

weise ist in Abb. 5 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5. Vorgehensweise bei der Generierung Art-spezifischer Marker für die SCAR-PCR. A: Die 
SAPD-PCR wurde zum Auffinden geeigneter Marker durchgeführt. Es wurde eine Gelbande ausge-
schnitten, die bei allen Stämmen derselben Art vorhanden war. B: Die Gelbande wurde aufgereinigt 
und gelelektrophoretisch analysiert. C: Die Gelbande wurde in einen Vektor ligiert und in kompe-
tente E. coli-Zellen transformiert. Die Zellen wurden auf LB-Medium plattiert und inkubiert. 
Positive Klone wurden selektioniert. Die Plasmide positiver Klone wurden isoliert. D: Die Klonie-
rungsreaktion wurde durch PCR überprüft. E: Plasmide, die das erwartete Insert enthielten wurden 
sequenziert. Die Sequenz wurde analysiert (Grün: Sequenz des Primers aus der SAPD-PCR). Pri-
mer wurden generiert, die komplementär zu Bereichen innerhalb der sequenzierten DNA-Region 
waren (rot). F: Die neu generierten Primer wurden zur Art-Identifizierung in einer PCR verwendet. 
Abkürzungen: M: Marker; 1: Negativkontrolle ohne DNA; Spur 2-8: Stämme einer Art (hier 
L. mesenteroides); 9-16: Negativkontrollen mit verwandten Milchsäurebakterien. 
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AGCGGCCGCAAGTGGTCATGGGT
CTTAGCCTGATACAGAGTTCTAT
AAACGTACGTGGCTGTCGATAAC
GCATCCATCCTTTCCTAGGCAGC
TTTTAACTTCTGTTATTCTGGAT
ACTTAGCTTATTCCT~2kb~TTA
TTGGGAGCTGTTTCACTCTCAAG
GCAAATTTGATTATGCAAGATCT
TCATTACGTTTTAGATATCTTCA
GTTCTGGTGCGACGAACCATTGG
CTAGTCTTGATCCAGCTCTGCTG
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Für folgende Milchsäurebakterien wurden Art-spezifische SCAR-Primer entwickelt: 

P. parvulus, P. pentosaceus, P. damnosus, P. inopinatus, L. hilgardii, P. acidilactici und 

L. mesenteroides. Von jeder Art wurden mehrere Stämme untersucht, um Amplifikations-

produkte zu finden, die bei allen Stämmen innerhalb einer Art vorkamen. 

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Amplifikationsprodukte und Färben in einer 

Ethidiumbromid-Lösung wurde die DNA im Agarosegel unter UV-Licht visualisiert (siehe 

Kap. 2.18.3). Im Unterschied zur Agarose-Gelelektrophorese für die nested SAPD-PCR 

wurde kein Natronwasserglas zum Agarosegel zugegeben, da diese Substanz die Klonie-

rungsreaktion einschränkte. Geeignete Art-spezifische Gelbanden wurden mit einem 

sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) über-

führt. 

 

2.19.1 Aufreinigung der DNA-Fragmente aus Agarosegelen 

Die Aufreinigung der Art-spezifischen Gelbanden erfolgte mit dem QIAquick® Gel Extrac-

tion Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die Gelbanden wurden mit 20 µl 

Elutionspuffer von der Säule eluiert. 

 

2.19.2 Klonierung 

Die Ligation und Transformation der gereinigten Amplifikate wurde mit dem TOPO TA 

Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen, Karlsruhe) durchgeführt. 

Das Kit beinhaltet den linearisierten Plasmidvektor pCR4-TOPO mit einer kovalent gebun-

denen Topoisomerase I. Der Vektor besitzt an den flankierenden Enden einen 

Basenüberhang aus Desoxythymidin. Da die Taq-Polymerase unabhängig vom Template 

Desoxyadenosin-Moleküle an das 3´-Ende des synthetisierten DNA-Strangs anhängt, sind 

die poly-Adenosin-Enden des PCR-Produkts komplementär zu den poly-Thymidin-

Molekülen des Vektors. Die Topoisomerase I bindet an die DNA-Fragmente und ligiert die 

Basenpaare in den Vektor. Der Vektor wurde anschließend in chemisch kompetente Esche-

richia coli (E. coli TOP10) Zellen transformiert. Zur Durchführung wurden 4 μl der frisch 

aufgereinigten Gelbande, 1 μl Salzlösung (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl2) und 1 μl TOPO 

Vektor gemischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden 2 μl des Reaktionsgemisches entnommen und mit unmittelbar vorher 

aufgetauten One Shot TOP 10 Zellen (Invitrogen) gemischt und für 30 min auf Eis inku-
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biert. Die Transformation des Vektors erfolgte durch Hitzeschock der Zellen für 30 Sekun-

den bei 42 °C. Der Ansatz wurde mit 250 μl des im Invitrogen-Kit enthaltenen S.O.C 

Medium gemischt und eine Stunde unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. Je Transformations-

ansatz wurden 150-250 μl auf LB Agar, welche mit Ampicillin und X-Gal versehen waren, 

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Positive Klone konnten anhand der weißen 

Koloniefarbe identifiziert werden (Klone mit Plasmid ohne Insert verfügen über das intakte 

LacZ-Gen und spalten das X-Gal, was zu blau gefärbten Kolonien führt). 

 

2.19.3 Plasmid-Isolierung 

Einzelne weiße Kolonien wurden von den Agarplatten entnommen und in flüssigem ampi-

cillinhaltigen LB-Medium über Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Plasmid-Isolierung wurde 

mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers 

durchgeführt. Zur Kontrolle, ob sich das gewünschte Insert im Plasmid befand wurde eine 

PCR mit den Primern M13-F und M13-R (Tab. 8) durchgeführt. Die Zusammensetzung 

eines Reaktionsansatzes und die Bedingungen zur Amplifikation wurden dem Handbuch 

des TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen, Karlsruhe) entnommen. 

 

2.19.4 Sequenzierung, Sequenzanalyse und Primer Design 

Die Plasmide, die das gewünschte Insert enthielten, wurden sequenziert. Die Sequenzierung 

von Plasmid-DNA erfolgte nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit den Pri-

mern M13-F und M13-R (Tab. 8) und wurde in Auftragsarbeit von der Firma Eurofins-

MWG (Martinsried) durchgeführt. 

Neu identifizierte DNA-Sequenzen wurden mit verfügbaren homologen Sequenzen der 

NCBI / GenBank-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Benson et al., 2004) durch 

eine BLAST-Suche verglichen. Basierend auf den Sequenzen wurden Primer konstruiert, 

die komplementär zu Bereichen innerhalb der durch die „SAPD-Primer“ flankierten Se-

quenzen waren (Tab. 8). 

 

2.19.5 PCR mit spezifischen SCAR-Markern 

Die Amplifizierung zur Art-Identifizierung von Milchsäurebakterien wurde mit den neu 

generierten SCAR-Primern (Tab. 8) durchgeführt. Die Zusammensetzung eines PCR-
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Ansatzes ist in Tab. 33 angegeben. Die PCR mit Art-spezifischen SCAR-Primern wurde 

unter Verwendung eines Touchdown-PCR Programms (Don et al., 1991) unter den in 

Tab. 34 angegebenen Bedingungen in einem Thermocycler durchgeführt. 

 

Tab. 33. Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes für die SCAR-PCR 

Komponente (Stammlösung) Volumen (µl) Bezogen auf 25 µl 
Forward-Primer (10 µM) 0,5 0,2 µM 
Reverse-Primer (10 µM) 0,5 0,2 µM 
dNTP-Mix (40 mM) 0,5 800 µM 
PCR-Puffer (10 x) (enthält 15 mM MgCl2) 2,5 1 x 
Wasser 19 - 
Taq-DNA-Polymerase (1 U / µl) 1 1 U 
Template-DNA (20 ng / µl) 1 20 ng 
Gesamtvolumen 25  

 

Tab. 34. Thermocycler Programm zur PCR mit SCAR-Primern 

Nr. Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
1 Initial-Denaturierung 95 5 
2 Denaturierung 94 0,5 
3 Annealing 69 (- 1 °C) 0,5 
4 Elongation 72 0,5 
5 6 Zyklen beginnend bei Nr. 2 
6 Denaturierung 94 0,5 
7 Annealing 62 0,5 
8 Elongation 72 0,5 
9 22 Zyklen beginnend bei Nr. 6 
10 Finale Elongation 72 8 

 

Zur Ermittlung der Spezifität der SCAR-Primer wurden jeweils mehrere Stämme der glei-

chen Art, sowie Stämme verwandter Milchsäurebakterien untersucht. 

 

Verwendung der SCAR-Primer in einem Multiplex PCR Ansatz 

Alle SCAR-Primer wurden so konstruiert, dass resultierende Art-spezifische PCR-

Amplifikate sich um mindestens 60 bp unterschieden. Dadurch ließen sich alle zu erwar-

tenden PCR-Amplifikate mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kap. 2.11.5) eindeutig 

voneinander trennen. Zur Multiplex PCR wurde das Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, 

Hilden) (Hanselle et al., 2003) verwendet. Es wurde ein 10-fach konzentrierter Primer Mix 

aus den sieben Primerpaaren SCAR-PPA-F/R, SCAR-PPE-F/R, SCAR-PDA-F/R, SCAR-

PIN-F/R, SCAR-LBH-F/R, SCAR-PAC-F/R und SCAR-LEU-F/R (Tab. 8) hergestellt. 
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Dabei wurde jeder Primer in einer Konzentration von 2 µM zugegeben. Für die Multiplex 

PCR wurde der in Tab. 26 angegebene Reaktionsansatz, jedoch ohne Q-Solution, herges-

tellt. Die Amplifizierung erfolgte nach dem in Tab. 34 angegebenen Thermocycler-

Programm mit dem Unterschied, dass die Dauer der Initial-Denaturierung auf 15 min ver-

längert wurde. Die erwarteten Längen der PCR-Amplifikate zur Identifizierung der 

Milchsäurebakterien-Arten waren: 331 bp für P. parvulus, 396 bp für P. pentosaceus, 

470 bp für P. damnosus, 567 bp für P. inopinatus, 684 bp für L. hilgardii, 776 bp für 

P. acidilactici und 886 bp für L. mesenteroides. 

Zunächst wurde die Multiplex PCR mit DNA verschiedener Stämme einer Art durchge-

führt. Anschließend wurden DNA-Mischungen aller Arten mit der Methode untersucht. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Sequenzierung ribosomaler Gensequenzen 

3.1.1 16S rDNA (Milchsäurebakterien) 

Weinrelevante Milchsäurebakterien der institutseigenen Kulturensammlung wurden durch 

16S rDNA-Sequenzvergleich untersucht. Vorversuche zur Identifizierung durch SAPD-

PCR führten bei manchen Stämmen zu einem für die jeweilige Art untypischen bzw. unbe-

kannten DNA Fingerprint-Bandenmuster (Daten hier nicht gezeigt). Zur Klärung der Art-

Zugehörigkeit wurden die 16S rRNA-Gene betreffender Bakterien mit den Primern PurEu-

bak5 und PurEubak3 (Tab. 2) amplifiziert. Die Sequenzierung der ca. 1,6 kb großen PCR-

Amplifikate erfolgte mit Primer PurEubak5. Die zwischen ca. 700 und 950 bp großen Teil-

sequenzen der small subunit (SSU) rDNA (Anhang 8.1.1) wurden mit hinterlegten 

Sequenzen der NCBI-Datenbank (GenBank) verglichen. Die SSU rDNA-Sequenzierung 

zeigte, dass die Bakterien unter falschen Artnamen hinterlegt waren bzw. seit der Hinterle-

gung neu beschrieben wurden (Tab. 35). 

 

Tab. 35. Art-Identifizierung von Milchsäurebakterien durch SSU rDNA-Sequenzvergleich 

Stamm Hinterlegt als 16S rDNA-Identifizierung bp (%) 
B7 Pediococcus sp. Pediococcus damnosus 878/878 (100) 
B9 Pediococcus sp. Pediococcus damnosus 953/953 (100) 
B13 Pediococcus damnosus Pediococcus parvulus 712/712 (100) 
B17 Lactobacillus brevis Lactobacillus hilgardii 861/861 (100) 
B30 Pediococcus pentosaceus Leuconostoc mesenteroides 786/786 (100) 
B31 Lactobacillus brevis Lactobacillus buchneri 825/825 (100) 
B116 Leuconostoc mesenteroides Leuconostoc pseudomesenteroides 783/783 (100) 
B123 Pediococcus damnosus Pediococcus pentosaceus 878/878 (100) 
B140 Pediococcus damnosus  Pediococcus parvulus 914/914 (100) 
B168 Lactobacillus fermentum Lactobacillus paralimentarius 874/875 (99) 
B178 Lactobacillus acidophilus Lactobacillus casei 881/881 (100) 
B179 Lactobacillus acidophilus Lactobacillus suntoryeus 733/733 (100) 
B190 Lactobacillus buchneri Lactobacillus parabuchneri 917/917 (100) 
B191 Lactobacillus fermentum Lactobacillus frumenti 870/871 (99) 
B201 Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus plantarum 865/865 (100) 
B427 Coccus, nicht bestimmt Pediococcus parvulus 869/869 (100) 
B428 Coccus, nicht bestimmt Pediococcus parvulus 848/848 (100) 
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Des Weiteren wurden Milchsäurebakterien aus Starterkulturen (Tab. 15) durch den Ver-

gleich ihrer 16S rRNA-Gensequenzen (Anhang 8.1.1) mit hinterlegten Sequenzen der 

NCBI-Datenbank (GenBank) identifiziert. Der 16S rDNA-Sequenzvergleich ergab eine 

100 %-ige Übereinstimmung (860/860 bp) der Isolate B702, B704, Isolat 5.1, Isolat 5.4 und 

Isolat 5.6 mit Pediococcus acidilactici. Die Isolate Pr. „groß”; 3857-1; 3858-2; Isolat 5.2, 

Isolat 5.3, Isolat 6.1 und Isolat 6.2 konnten zu 100 % (894/894 bp) dem Bakterium Entero-

coccus faecium zugeordnet werden. Die Sequenz des Isolates B703 stimmte zu 100 % 

(759/759 bp) mit hinterlegten 16S rDNA-Sequenzen von Pediococcus pentosaceus überein. 

3.1.2 ITS-Region (Hefen) 

Die ITS1-5,8S rDNA-ITS2-Region der Hefe-Stämme KOH1, KOH2, KOH3, KOH4, 1543, 

1615 und 1635 aus Starterkulturen (Tab. 18) wurde mit den Primern ITS1 (F) und ITS4 (R) 

(Tab. 3) (White et al., 1990) amplifiziert. Die Sequenzierung des ca. 850 bp Amplifikats 

(Stamm KOH1, KOH2, KOH3, KOH4) bzw. ca. 600 bp Amplifikats (Stamm 1543, 1615, 

1635) erfolgte mit dem Primer ITS1 (F). Es konnte jeweils nahezu der vollständige Bereich 

sequenziert werden (Anhang 8.1.2). Durch den Vergleich der Teilsequenzen mit hinterleg-

ten Sequenzen der NCBI-Datenbank (GenBank) konnten die Hefestämme KOH1, KOH2, 

KOH3 und KOH4 zu 100 % (761/761 bp) der Hefe Saccharomyces cerevisiae zugeordnet 

werden. Der Vergleich des sequenzierten Bereichs der Stämme 1543, 1615 und 1635 ergab 

eine 100 %-Übereinstimmung (562/562 bp) mit entsprechenden Sequenzen der Hefe Pichia 

anomala. 

3.1.3 23S rDNA (Pediococcus) 

Neben einem Komplettgenom der Spezies P. pentosaceus (ATCC 25745) standen für die 

übrigen Arten der Gattung Pediococcus nur kurze Teilsequenzen der 23S rDNA in der 

NCBI-Datenbank zur Verfügung. Durch ein Alignment der hinterlegten Teilstücke mit den 

23S rDNA-Sequenzen verwandter Milchsäurebakterien wurden Primer generiert, die komp-

lementär zu einem konservierten Bereich am 5’-Ende der 23S rDNA bzw. am 3’-Ende der 

5S rDNA waren (Tab. 2). Die 23S rDNAs aller Pediococcus-Typstämme wurden in der 

vorliegenden Arbeit vollständig sequenziert. Ziel war das Auffinden variabler Sequenz-

Bereiche zum Generieren von PCR-Primern und FISH-Sonden für eine sichere Art-

Identifizierung. 

Mit den large subunit (LSU) rDNA-Sequenzen der neun Pediococcus-Arten und verwand-

ten Milchsäurebakterien wurde ein Alignment in ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997) 
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angefertigt (Kap. 8.2). Basierend auf dem LSU rDNA-Alignment wurde eine phylogeneti-

sche Analyse durchgeführt (siehe Kap. 3.2). Darüber hinaus wurden die LSU rDNA-

Sequenzen zur Erstellung von rRNA-Sekundärstrukturen verwendet (siehe Kap. 3.4). Die 

Nukleotidsequenzen der 23S rDNAs der Pediococcus-Arten wurden bei GenBank in der 

NCBI-Datenbank hinterlegt (Tab. 36). 

 

Tab. 36. NCBI / GenBank-Zugriffsnummern der LSU rDNA-Sequenzen 

Art Stamma Herkunfta Zugriffsnummer 
P. damnosus DSM 20331T DSMZ EF116574  
P. parvulus  DSM 20332T DSMZ EF116573  
P. inopinatus  DSM 20285T DSMZ EF116576  
P. pentosaceus  DSM 20336T DSMZ EF116577  
P. acidilactici  DSM 20284T DSMZ EF116575  
P. claussenii  DSM 14800T DSMZ EF116578  
P. cellicola  DSM 17757T DSMZ EF397603  
P. stilesii  DSM 18001T DSMZ EF397604  
P. dextrinicus  DSM 20335T DSMZ EF116579  

a DSM(Z): Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. 
T Typstamm. 
 

3.2 Phylogenetische Analyse der Gattung Pediococcus 
 

Die phylogenetische Analyse des LSU rDNA ClustalX-Alignments (Anhang 8.2) wurde 

mit Hilfe des PHYLIP Programm-Pakets 3.65 (Felsenstein, 1998) durchgeführt. Der mit der 

Maximum Likelihood-Methode berechnete Konsensus-Baum wurde aus 100 Bäumen unter 

Verwendung von 2644 Alignment-Positionen erstellt. Der Stammbaum konnte graphisch 

mit der Software Tree View 1.6.6 (Page, 1996) dargestellt werden (Abb. 6). Zur statisti-

schen Absicherung des Baumes wurden Bootstrap-Analysen nach der Maximum 

Likelihood-Methode berechnet. Ähnliche Stammbäume wurden mit den Modellen Maxi-

mum Parsimony und Neighbor-Joining erstellt (Daten hier nicht gezeigt). 

Der Stammbaum verdeutlichte, dass die Arten P. damnosus und P. inopinatus am nächsten 

verwandt waren. Sie bildeten zusammen mit den Arten P. parvulus und P. cellicola einen 

gemeinsamen Cluster. Die drei Arten P. pentosaceus, P. stilesii und P. acidilactici bildeten 

einen zweiten Cluster, während die Art P. claussenii phylogenetisch zwischen den beiden 

Clustern stand. P. dextrinicus war phylogenetisch am weitesten von allen anderen Arten der 

Gattung Pediococcus entfernt. Diese Art wurde wegen der Nähe zur Gattung Lactobacillus 
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als atypische Art bezeichnet (Back, 1978 a). Es wurde bereits vorgeschlagen diese Art neu 

zu beschreiben und sie der Gattung Lactobacillus zuzuordnen (Collins et al., 1991, Stiles & 

Holzapfel, 1997). 
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Abb. 6. Phylogenetischer Stammbaum auf Basis der LSU rDNA-Sequenzen der Pediococcus-Arten, 
sowie verwandter Milchsäurebakterien. Die Arten Staphylococcus aureus und S. carnosus wurden 
als Außengruppe verwendet. Der Konsensus-Baum wurde aus 100 Maximum Likelihood-Bäumen 
unter Einbeziehung von 2644 Alignment-Positionen berechnet. Die Bootstrap-Werte sind an den 
Verzweigungen des Stammbaumes angegeben. Der Maßstab entspricht einer phylogenetischen Dis-
tanz von 3 %. 
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3.3 Identifizierung der Pediokokken durch spezifische PCR-Primer 
 

Die Analyse des 23S rDNA-Sequenzalignments der Milchsäurebakterien (Anhang 8.2) 

zeigte, dass zwischen eng verwandten Pediokokken in manchen Bereichen der 23S rDNA 

nur wenige Art-spezifische Nukleotide existieren. Auf Basis dieser Sequenzunterschiede 

wurden PCR-Primer zur Identifizierung aller Pediococcus-Arten entwickelt (Pfannebecker 

& Fröhlich, 2008). 

3.3.1 Gattungs-Identifizierung 

Zunächst wurde ein Primerpaar (Pedio23S_F und Pedio23S_R) zur Identifizierung der typi-

schen Pediococcus-Arten und ein Primerpaar (PDE23S_F und PDE23S_R) zur 

Identifizierung der atypischen Art P. dextrinicus entwickelt (Tab. 4). Die Identifizierung 

typischer Pediococcus-Arten bzw. von P. dextrinicus erfolgte anhand des Auftretens eines 

701 bp (Abb. 7) bzw. 514 bp (Abb. 8) großen PCR-Amplifikats. Negativkontrollen wurden 

mit Template-DNA von Stämmen verwandter Milchsäurebakterien durchgeführt, um zu 

gewährleisten, dass die Primer ausschließlich spezifisch für die Arten der Gattung Pedio-

coccus waren. Die Ergebnisse der Identifizierung sind zusammengefasst in Tab. 37 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7. PCR-Amplifikate eines Bereichs der 23S rDNA zur Identifizierung der typischen Pedio-
kokken. Die Amplifizierung erfolgte unter Verwendung der Primer Pedio23S_F und Pedio23S_R 
(Tab. 4). Es wurden die Typstämme der verschiedenen Pediococcus-Arten und die beiden verwand-
ten Milchsäurebakterien L. brevis (B260) und L. buchneri (B31) untersucht. M: Marker DNA 
Ladder Mix (Fermentas) von 100 bis 1000 bp; -: Negativkontrolle ohne DNA. 
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3.3.2 Art-Identifizierung durch Multiplex PCR 

Zur Identifizierung der acht typischen Pediococcus-Arten wurden Primer generiert, die in 

einem Multiplex PCR Ansatz verwendet werden konnten (Tab. 4). Die Multiplex PCR 

wurde mit DNA der Typstämme und mit Mischungen der DNA aller typischen Pediococ-

cus-Arten durchgeführt. Für jede Art konnte das zu erwartende, spezifische PCR-

Amplifikat nach gelelektrophoretischer Trennung beobachtet werden (Abb. 9). 
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Abb. 9. Multiplex PCR mit den 
typischen Pediococcus-Arten 
nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung. Die spezifischen PCR-
Produkte zur Identifizierung 
waren 2244 bp für P. damnosus, 
1840 bp für P. stilesii, 1647 bp 
für P. pentosaceus, 1517 bp für 
P. parvulus, 866 bp für P. celli-
cola, 711 bp für P. inopinatus, 
620 bp für P. claussenii und 213 
bp für P. acidilactici. M: Marker 
DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA; 
DNA-Mix: Mischung der DNA 
aller acht untersuchten Pedio-
coccus-Arten. 

Abb. 8. PCR-Amplifikate eines Bereichs der 23S rDNA zur Identifizierung von P. dextrinicus. Die 
Amplifizierung erfolgte unter Verwendung der Primer PDE23S_F und PDE23S_R (Tab. 4). M: 
Marker DNA Ladder Mix (Fermentas) von 100 to 1000 bp; -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm 
DSM 20335T, DSM 20293 und DSM 20334: P. dextrinicus; B48, B136, B178: L. casei; B260: 
L. brevis; B158: L. plantarum; B31: L. buchneri; B179: L. acidophilus; DSM 20176T: L. hilgardii; 
DSM 20346T: L. mesenteroides subsp. cremoris; B236: O. oeni; B238: L. lactis; DSM 20331T: 
P. damnosus, E.d.: E. durans; B152: E. faecalis. 
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Der zur Multiplex PCR verwendete universelle Reverse-Primer P23S_R (Tab. 4) war nicht 

nur spezifisch für Arten der Gattung Pediococcus. Eine BLAST-Suche in der NCBI-

Datenbank zeigte, dass die Sequenz des Primers auch mit Sequenzen verwandter Milchsäu-

rebakterien übereinstimmte. Daher wurde die Spezifität aller Primer durch die Erstellung 

weiterer PCR-Ansätze mit Template-DNA verwandter Bakterien untersucht, um falsch 

positive Ergebnisse auszuschließen. Es wurden verschiedene Arten der Gattungen Lactoba-

cillus, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc und Oenococcus überprüft 

(Tab. 37). 

 

Tab. 37. Spezifität der Primer zur 23S rDNA-basierenden PCR-Identifizierung 

Stamma Multiplex PCR 
Primerb,c 

Pedio23S_F / 
Pedio23S_Rc 

PDE23S_F / 
PDE23S_Rc 

P. damnosus DSM 20331T + + - 
P. acidilactici DSM 20284T + + - 
P. pentosaceus DSM 20336T + + - 
P. claussenii DSM 14800T + + - 
P. parvulus DSM 20332T + + - 
P. inopinatus DSM 20285T + + - 
P. inopinatus DSM 20287 + + - 
P. cellicola DSM 17757 T + + - 
P. stilesii DSM 18001T + + - 
P. dextrinicus DSM 20335T - - + 
P. dextrinicus DSM 20293 - - + 
P. dextrinicus DSM 20334 - - + 
Lactobacillus brevis B260 - - - 
Lactobacillus buchneri B31 - - - 
Lactobacillus parabuchneri B190 - - - 
Lactobacillus casei B48 - - - 
Lactobacillus casei B136 - - - 
Lactobacillus casei B178 - - - 
Lactobacillus frumenti B191 - - - 
Lactobacillus plantarum DSM 20205 - - - 
Lactobacillus plantarum B158 - - - 
Lactobacillus hilgardii DSM 20176T - - - 
Lactobacillus hilgardii B271 - - - 
Enterococcus durans E.d. - - - 
Enterococcus faecalis B152 - - - 
Enterococcus faecalis B210 - - - 

a DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig.  
b Bei der Multiplex PCR wurde jeweils nur das zu erwartende, Art-spezifische Amplifikat beobachtet. 
c PCR mit den angegebenen Primern: + Amplifikationsprodukt, - kein Amplifikationsprodukt. 
T Typstamm. 
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Tab. 37. Spezifität der Primer zur 23S rDNA-basierenden PCR-Identifizierung (Fortsetzung) 

Stamma Multiplex PCR 
Primerb,c 

Pedio23S_F / 
Pedio23S_Rc 

PDE23S_F / 
PDE23S_Rc 

Enterococcus sp. E. sp. J.F. - - - 
Lactococcus lactis B238 - - - 
Streptococcus mutans B71 - - - 
Leuconostoc mesenteroides subsp. 
cremoris DSM 20346T  - - - 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 
mesenteroides DSM 20343T - - - 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 
dextranicum DSM 20484T - - - 

Oenococcus oeni B236 - - - 
Oenococcus oeni B325 - - - 

a DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig.  
b Bei der Multiplex PCR wurde jeweils nur das zu erwartende, Art-spezifische Amplifikat beobachtet. 
c PCR mit den angegebenen Primern: + Amplifikationsprodukt, - kein Amplifikationsprodukt. 
T Typstamm. 
 

Mit der entwickelten Multiplex PCR wurden insgesamt 50 Reinkulturen verschiedener Pe-

diococcus-Arten aus unterschiedlichen Kulturensammlungen untersucht. Davon konnte bei 

13 Stämmen, von denen nur die Gattung (Pediococcus sp.) bekannt war, die Art-

Zugehörigkeit ermittelt werden. Bei 30 Stämmen konnte die angegebene Art-Zugehörigkeit 

bestätigt werden. Bei sieben Stämmen aus der institutseigenen Kulturensammlung wurde 

eine andere als die angegebene Art-Zugehörigkeit ermittelt (Tab. 38). Die meisten der insti-

tutseigenen Stämme wurden vor über 30 Jahren durch biochemische Tests identifiziert und 

hinterlegt. 

 

Tab. 38. Multiplex PCR-Identifizierung von Pediokokken aus Kulturensammlungen 

Stamm hinterlegt als Multiplex PCR- 
Identifizierung Stamm hinterlegt als Multiplex PCR- 

Identifizierung 
P. damnosus Hock B2.1a P. damnosus P. damnosus B42a P. parvulus 
P. damnosus Hock B2.2a P. damnosus P. pentosaceus B44a P. parvulus 
Pediococcus sp. B7a P. damnosus P. damnosus B47a P. damnosus 
Pediococcus sp. B8a P. damnosus P. damnosus B55a P. damnosus 
Pediococcus sp. B9a P. damnosus P. damnosus B68a P. damnosus
P. damnosus B12a P. damnosus P. damnosus B69a P. damnosus 
P. damnosus B13a P. parvulus P. damnosus B78a P. damnosus 
P. damnosus B14a P. damnosus P. damnosus B89a P. damnosus 
P. damnosus B15a P. damnosus P. damnosus B91a P. damnosus 
P. damnosus B16a P. damnosus P. damnosus B93a P. damnosus

a Stamm des Instituts für Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 
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Tab. 38. Multiplex PCR-Identifizierung von Pediokokken aus Kulturensammlungen (Fortsetzung) 

Stamm hinterlegt als Multiplex PCR- 
Identifizierung Stamm hinterlegt als Multiplex PCR- 

Identifizierung 
Pediococcus sp. B97a P. damnosus P. parvulus B400a P. parvulus
P. damnosus B98a P. damnosus P. parvulus B401a P. parvulus 
P. damnosus B99a P. damnosus P. parvulus B404a P. parvulus 
P. damnosus B123a P. pentosaceus P. parvulus B405a P. parvulus 
Pediococcus sp. B125a P. pentosaceus Pediococcus sp. B427a P. parvulus 
P. damnosus B140a P. parvulus Pediococcus sp. B428a P. parvulus
P. damnosus B141a P. parvulus P. acidilactici B473b P. acidilactici 
P. inopinatus B254a P. pentosaceus P. pentosaceus B474b P. pentosaceus 
P. parvulus B266a P. parvulus P. pentosaceus B475b P. pentosaceus 
P. parvulus B267a P. parvulus Pediococcus sp. BPc 149c P. parvulus 
P. parvulus B391a P. parvulus Pediococcus sp. BPc 152c P. parvulus 
P. parvulus B395a P. parvulus Pediococcus sp. BPc 158c P. parvulus 
P. parvulus B397a P. parvulus Pediococcus sp. BPc 184c P. parvulus 
P. parvulus B398a P. parvulus Pediococcus sp. BPc 260c P. damnosus 
P. parvulus B399a P. parvulus Pediococcus DSM 1056d P. acidilactici 

a Stamm des Instituts für Mikrobiologie und Weinforschung, Universität Mainz. 
b Stamm der Firma Lallemand, Toulouse, Frankreich. 
c Stamm der Fachhochschule École d’ingénieurs de Changins, Nyon, Schweiz. 
d Stamm der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. 
 

Die Untersuchung der Pediococcus-Stämme aus dem Weinanbaugebiet Rheinhessen (Regi-

on Wonnegau, Nierstein und Bingen) resultierte in der Isolierung und Identifizierung von 

47 Stämmen aus 100 Weinproben (Tab. 39). Bei 71 % der 42 untersuchten Weingüter 

konnte mindestens ein Pediococcus-Stamm isoliert und durch Multiplex PCR identifiziert 

werden. Bei den 47 Isolaten aus rheinhessischen Wein- und Mostproben handelte es sich 

ausschließlich um Stämme der beiden Arten P. damnosus und P. parvulus. Davon gehörten 

43 Stämme der Art P. parvulus an und vier Stämme konnten der Art P. damnosus zugeord-

net werden. Aus einem Wein (Probe 218) konnten sogar beide Spezies, P. parvulus (B456) 

und P. damnosus (B479) isoliert und identifiziert werden (Pfannebecker & Fröhlich, 2008). 

In neun Weinproben wurde eine Coinfektion des Bakteriums P. parvulus mit der Weinhefe 

Dekkera / Brettanomyces bruxellensis festgestellt (Tab. 39). Insgesamt bildeten 25 % der 

durch Multiplex PCR identifizierten Pediococcus-Stämme ein Exopolysaccharid beim 

Wachstum auf MRS-Agar (Tab. 39). Die Exopolysaccharid-Bildung konnte vor allem beo-

bachtet werden, wenn die Stämme bei niedrigen Temperaturen (20 °C) kultiviert wurden 

oder vor dem Überimpfen im Kühlschrank (4 °C) aufbewahrt wurden. 
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Tab. 39. Multiplex PCR-Identifizierung der neu isolierten Pediococcus-Stämme 

Stamm (Weinprobe) Multiplex PCR- 
Identifizierung Stamm (Weinprobe) Multiplex PCR- 

Identifizierung 
B440 (9)b P. parvulus B479 (218 B)a P. damnosus 
B441 (30)b P. parvulus B480 (254) P. parvulus 
B442 (34)b P. parvulus B481 (255) P. parvulus 
B443 (35)b, c P. parvulus B482 (260)b P. parvulus 
B444 (115)b P. parvulus B483 (261) P. parvulus 
B445 (128)b, c P. parvulus B484 (262)c P. parvulus 
B446 (152) P. parvulus B485 (263) P. parvulus 
B447 (153)b P. parvulus B486 (264) P. parvulus 
B448 (21) P. parvulus B487 (269) P. parvulus 
B449 (36 A) P. parvulus B488 (270) P. parvulus 
B450 (36 B) P. parvulus B489 (276) P. parvulus 
B451 (1) P. damnosus B490 (284) P. parvulus 

B452 (2) P. damnosus B491 (285)c P. parvulus 
B453 (22) P. parvulus B492 (286)c P. parvulus 
B454 (49) P. parvulus B493 (287)c P. parvulus 
B455 (52)c P. damnosus B494 (288) P. parvulus 
B456 (218 A)a P. parvulus B495 (289) P. parvulus 
B457 (140)c P. parvulus B496 (291) P. parvulus 
B458 (141)c P. parvulus B497 (292)c P. parvulus 
B459 (143) P. parvulus B498 (293)c P. parvulus 
B460 (139)c P. parvulus B499 (297) P. parvulus 
B476 (207) P. parvulus B700 (298) P. parvulus 
B477 (210) P. parvulus B701 (299)b P. parvulus 
B478 (217) P. parvulus   

a In dieser Weinprobe wurden die beiden Spezies P. parvulus und P. damnosus identifiziert. 
b Aus diesen Weinproben wurden P. parvulus- und B. bruxellensis-Stämme isoliert. 
c Exopolysaccharid-Bildung auf MRS-Agar. 
 

Die Multiplex PCR-Untersuchung der Milchsäurebakterien aus Starterkulturen führte zur 

Identifizierung mehrerer Stämme der Arten P. acidilactici und P. pentosaceus (Tab. 40). 

Ergebnisse der Multiplex PCR-Identifizierung dieser Stämme konnten durch den Vergleich 

der 16S rDNA-Teilsequenzen mit entsprechenden Sequenzen der NCBI-Datenbank (Gen-

Bank) bestätigt werden (siehe Kap. 3.1.1). Außerdem wurden die Multiplex PCR 

Ergebnisse zur Art-Identifizierung durch Vergleich der DNA Fingerprint-Bandenmuster 

mit bekannten Milchsäurebakterien in der SAPD-PCR verifiziert (siehe Kap. 3.8.4 und 

Anhang 8.4, Abb. F). 
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Tab. 40. Multiplex PCR-Identifizierung der Pediokokken aus Starterkulturen 

Stamma Multiplex PCR-Identifizierung 
B702 Pediococcus acidilactici 
B704 Pediococcus acidilactici 
B722 Pediococcus acidilactici 
Isolat 5.4 Pediococcus acidilactici 
Isolat 5.6 Pediococcus acidilactici 
B703 Pediococcus pentosaceus 

a Die mit „B“ gekennzeichneten Stämme wurden in die institutseigene Kulturensammlung übernommen. 
 

Ermittlung der Multiplex PCR Nachweisgrenze  

Um die Multiplex PCR Nachweisgrenze zu ermitteln, wurden Weinproben mit Zellen der 

beiden Arten P. parvulus (DSM 20332T) und P. damnosus (DSM 20331T) künstlich be-

impft und eine dekadische Verdünnungsreihe erstellt. Anschließend wurde die DNA aus 

den Zellen einzelner Verdünnungsstufen isoliert. Es wurde zunächst das Standard-Protokoll 

für Gram-positive Bakterien des DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. 

Mit der isolierten DNA der Verdünnungsstufen wurde schließlich eine Multiplex PCR 

durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass einige Ansätze negativ waren. Offenbar war 

die Reinheit der DNA nicht ausreichend genug, so dass Verbindungen aus dem Wein die 

PCR inhibierten. Deshalb wurde die DNA mit dem zweifachen Volumen Ethanol gefällt 

und über eine zweite Säule aus dem Kit aufgereinigt (siehe Kap. 2.10.1). Die zweite Auf-

reinigung wirkte sich positiv auf die Reinheit der DNA aus, da die Verwendung derselben 

DNA in einer Multiplex PCR jetzt zu einem Amplifikat führte (Abb. 10). Um die Produkt-

ausbeute zu erhöhen, wurde die Anzahl der PCR-Zyklen auf 35 erhöht. Die Versuche zur 

Ermittlung der Nachweisgrenze zeigten, dass P. parvulus und P. damnosus noch in einer 

Verdünnung von 10 Zellen / ml in Wein nachgewiesen werden können (Abb. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10. Nachweis verschiedener Zellzahlen der Art P. parvulus (DSM 20332T) (Abbildung A) 
und P. damnosus (DSM 20331T) (Abbildung B) in Wein durch Multiplex PCR. M: Marker DNA 
Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. 
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3.4 Erstellung der 23S rRNA-Sekundärstrukturen 
 

Die 23S rDNA-Sequenz des Bakteriums P. damnosus (DSM 20331T) wurde mit der Soft-

ware Structure Star auf die 23S rRNA-Sekundärstruktur von Lactococcus lactis (X68434) 

(Gutell et al., 1993) übertragen. Nach Übertragen der Sequenz wurde deutlich, dass neben 

veränderten Nukleotiden (Transitionen und Transversionen) auch Nukleotid-Insertionen 

und -Deletionen im Vergleich zur Sequenz der Spezies L. lactis bestanden. Dies führte zu 

Positionsänderungen von Nukleotiden innerhalb einzelsträngiger Loops bzw. Deletionen 

oder Insertionen in doppelsträngigen Sequenzbereichen. Zur Erstellung der 23S rRNA-

Sekundärstruktur für P. damnosus mussten diese Bereiche neu berechnet werden. Die Be-

rechnung geschah über die Interaktion Structure Stars mit dem Faltungsprogramm Mfold 

(Zuker, 1999). Nach dem Falten der betreffenden Bereiche konnten diese durch Verschie-

ben und Drehen in die Sekundärstruktur integriert werden. Einzelne Nukleotid-Insertionen 

und -Deletionen wurden durch manuelles Verschieben der Nukleotide angepasst. Anschlie-

ßend wurden die Bindungszeichen ausgetauscht, die infolge der veränderten Primärsequenz 

nicht mehr korrekt waren. 

Da Sequenz-Unterschiede der Spezies P. damnosus zu den übrigen Pediococcus-Arten mit 

Ausnahme zur Art P. dextrinicus nur gering waren, konnten Sekundärstrukturen für die 

anderen Arten auf Basis der Struktur von P. damnosus relativ schnell generiert werden. Es 

mussten nur wenige Bereiche der rRNA-Sekundärstrukturen angepasst werden. Die neu 

generierten Sekundärstrukturen der neun Pediococcus-Arten sind im Anhang (Kap. 8.3) 

abgebildet. Die rRNA-Sekundärstrukturen erleichterten das Auffinden variabler Bereiche 

als Ziel für eine Identifizierung mit FISH-Sonden. 

 

3.5 Identifizierung der Pediococcus-Arten durch FISH 
 

Die Unterschiede zwischen den Sequenzen der 23S rDNA der verschiedenen Pediococcus-

Arten waren zur Konstruktion Art-spezifischer FISH-Sonden zu gering. Es konnten aber 

die beiden Sonden Pedio23S5 und Pedio23S6 (Tab. 9) zur Identifizierung zweier Gruppen 

generiert werden. Die Sonde Pedio23S5 war spezifisch für die beiden Arten P. pentosaceus 

und P. acidilactici. Die zweite Sonde, Pedio23S6 wurde zur Identifizierung der Arten 

P. parvulus, P. inopinatus und P. damnosus verwendet. Der Vergleich der Sonden mit hin-

terlegten rDNA-Sequenzen aus der NCBI-Datenbank (BLAST-Suche) ergab hinsichtlich 
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der Zielsequenzen keine Übereinstimmungen mit anderen weinrelevanten Mikroorganis-

men. Zusätzlich zu den beiden Sonden wurden unmarkierte „Helfersonden“ (Fuchs et al., 

2000) konstruiert (Tab. 9). Die Helfersonden waren komplementär zu Bereichen auf der 

ribosomalen RNA, die sich in der Nähe der Bindungsstellen der Fluoreszenz-Sonde befan-

den. Die Bindungspositionen der fluoreszenzmarkierten Sonden und der unmarkierten 

Helfersonden an Bereiche der 23S rRNA sind in Abb. 11 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mit den neu generierten Sonden wurden Hybridisierungsversuche durchgeführt. Es wurden 

mehrere Ansätze mit verschiedenen Pediococcus-Arten erstellt. Um die Spezifität der Son-

den zu untersuchen, wurden Negativkontrollen mit verwandten Milchsäurebakterien und 

Mischkulturen angefertigt. 

Zu Beginn der Hybridisierungsversuche traten Probleme mit dem Eindringen der Sonden in 

die Zellen auf. Besonders bei Exopolysaccharid-bildenden Pediococcus-Stämmen waren oft 

nur einzelne Zellen hybridisiert, während die anderen Zellen aus derselben Kultur nicht 

hybridisiert waren. Daraufhin wurde das Hybridisierungsprotokoll durch einen Inkubati-

onsschritt mit Lysozym erweitert (siehe Kap. 2.15). Die Vorbehandlung der Zellen mit 

Lysozym wirkte sich positiv auf das Eindringen der Sonden in die Zellen aus, was sich 

daran zeigte, dass nun alle Zellen hybridisiert waren. Die Verwendung der unmarkierten 

Helfersonden führte zu einer Verstärkung des Fluoreszenz-Signals, so dass nach den an-

fänglichen Vorversuchen ohne Helfersonden anschließend alle Hybridisierungs-

experimente mit einer Mischung aus Cy3-Sonde und den dazugehörigen, unmarkierten 

Helfersonden durchgeführt wurden. 

In Abb. 12 sind Beispiele zur FISH mit verschiedenen Pediococcus-Arten gezeigt. Die 

Sonde Pedio23S5 wurde zur Identifizierung der Spezies P. pentosaceus (B254) verwendet. 

Abb. 11. Modelle der LSU rRNA-Regionen von P. pentosaceus (A) und P. parvulus (B). Darges-
tellt sind die Bindungspositionen der Cy3-markierten Sonden (blau) und der unmarkierten 
Helfersonden (grün). Blau-markierte Nukleotide stellen die Sequenzunterschiede zu P. damnosus 
dar. Die Cy3-Markierungen der Sonden sind als orange Kreise dargestellt. 

A B
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Das Bakterium konnte sowohl in Reinkultur als auch in einer künstlichen Mischung mit 

verwandten Milchsäurebakterien in Wein identifiziert werden. Die gleichen Versuche wur-

den auch zur Identifizierung von P. acidilactici mit Sonde Pedio23S5 erfolgreich 

durchgeführt (Daten hier nicht gezeigt). Außerdem sind die Ergebnisse der FISH einer 

Reinkultur der Arten P. damnosus (B479) und P. parvulus (B711) mit der Sonde Pe-

dio23S6 und Helfersonden dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Ergebnisse der durchgeführten FISH-Versuche zur Identifizierung der beschriebenen 

Pediococcus-Arten und der Untersuchung verwandter Milchsäurebakterien als Negativ-

kontrollen sind zusammengefasst in Tab. 41 dargestellt. 

 

 

 

 

Abb. 12. Mikroskopische Aufnahmen der Pediokokken nach Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit 
gruppenspezifischen Cy3-Sonden und unmarkierten Helfersonden. A: FISH einer künstlichen Mi-
schung aus P. pentosaceus (B254) und L. buchneri (B31) hybridisiert mit der Sonde Pedio23S5 und 
Helfersonden. Aufnahme mit dem Kombinationsfilter für Cy3-markierte DNA-Sonden (rot) und 
DAPI (blau); B: Gleicher Ansatz wie A (Cy3-Sondenfilter); C und D: FISH mit P. damnosus 
(B479) (C) und P. parvulus (B711) (D) hybridisiert mit der Sonde Pedio23S6 (Cy3-Sondenfilter).

10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 

A B 

C D 
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Tab. 41. Ergebnisse der FISH mit Cy3-markierten DNA-Sonden 

Stamma Gattung Art Sonde „Pedio23S5“ 
+ Helfersonden 

Sonde „Pedio23S6“ 
+ Helfersonden 

B254 Pediococcus pentosaceus + - 
DSM 1056 Pediococcus acidilactici + - 
B711 Pediococcus parvulus - + 
B399 Pediococcus parvulus - + 
B479 Pediococcus damnosus - + 
DSM 20285T Pediococcus inopinatus - + 
B31 Lactobacillus buchneri - - 
B268 Lactobacillus hilgardii - - 
B38 Lactobacillus plantarum - - 

a DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. 
T Typstamm. 
 

3.6 DGGE zur Differenzierung von Milchsäurebakterien 
 

Die PCR zur Denaturierenden Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) wurde mit Stämmen 

der Arten Pediococcus parvulus (DSM 20332T und B395), P. damnosus (DSM 20331T, 

Hock B2.1 und B7), L. mesenteroides (B117 und B30), Oenococcus oeni (B236 und B325) 

und Lactobacillus hilgardii (B146 und B279) unter Verwendung der Primer DGGE_F1 und 

DGGE_R1 (Tab. 5) durchgeführt. Die Auftrennung des ca. 350 bp großen 23S rDNA-

Bereichs erfolgte durch DGGE in einem Polyacrylamidgel. 

Jede Milchsäurebakterien-Art ließ sich anhand spezifischer Gelbanden von den anderen 

Arten abgrenzen. Auffällig war, dass nicht nur eine Gelbande auftrat, sondern mehrere 

Gelbanden pro Stamm beobachtet werden konnten (Abb. 13). Möglicherweise kam dieser 

Effekt dadurch zustande, da die ribosomalen Gene in mehreren Kopien (z.B. bei 

P. pentosaceus ATCC 25745 in fünf Kopien) auf der genomischen DNA vorliegen. 
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Abb. 13. DGGE mit einem 350 bp PCR-
Produkt eines variablen 23S rDNA-Bereichs
verschiedener Milchsäurebakterien. Polyacryl-
amidgel nach elektrophoretischer Auftrennung 
und Färbung mit Ethidiumbromid. Stamm 
DSM 20331T, Hock B2.1 und B7: P. dam-
nosus; DSM 20332T und B395: P. parvulus; 
B117 und B30: Leuconostoc mesenteroides; 
B236 und B325: Oenococcus oeni; B146 und 
DSM 20176T: Lactobacillus hilgardii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7 Untersuchung der Gene zur Exopolysaccharid-Synthese 
 

Zum Nachweis des mob-Gens, das für ein mobilization-Protein kodiert wurde die PCR-

Methode nach Gindreau et al. (2001) durchgeführt. Die Methode wurde zum Nachweis 

Glucan-bildender Stämme des Bakteriums P. damnosus entwickelt. In der vorliegenden 

Studie wurden aber auch Stämme der verwandten Art P. parvulus untersucht. Bei 60 von 

74 Stämmen der beiden Arten konnte das erwartete 380 bp große PCR-Produkt mit den 

Primern PF15 und PF16 amplifiziert werden (Tab. 42). Von den 60 mob-positiven Stäm-

men bildeten nur 20 ein Glucan beim Wachstum auf MRS-Agar. Die übrigen Stämme 

schienen zwar das mob-Gen zu besitzen, zeigten den Phänotyp beim Wachstum auf MRS-

Agar unter den gewählten Bedingungen jedoch nicht. 

Der Nachweis des gtf-Gens, das für eine Glycosyltransferase codiert erfolgte nach der PCR-

Methode von Werning et al. (2006). Bei 33 von 74 untersuchten Stämmen der Arten 

P. damnosus und P. parvulus konnte das gtf-Gen nachgewiesen werden (Tab. 42). Von den 

gtf-positiven Stämmen bildeten 15 ein Glucan beim Wachstum auf MRS-Agar. Bei vier 

Stämmen war die Glucan-Bildung vorhanden, obwohl das gtf-Gen nicht nachgewiesen 

werden konnte. 
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Tab. 42. Ergebnisse der Untersuchung von Genen zur Exopolysaccharid-Synthese 

a EPS: Exopolysaccharid-Bildung auf MRS-Agar (siehe Kap. 2.9.2). 
b mob: Identifizierung des mob-Gens, das für ein „mobilization“-Protein codiert. 
c gtf: Identifizierung des gtf-Gens, das für eine Glycosyltransferase codiert. 
 

 

Stamm Art EPSa mobb gtfc Stamm Art EPSa mobb gtfc 
B2.1 P. damnosus + + + B441 P. parvulus - - - 
B2.2 P. damnosus + + + B442 P. parvulus - + + 
B7 P. damnosus - + + B443 P. parvulus + + - 
B8 P. damnosus + + + B444 P. parvulus - - - 
B9 P. damnosus - - + B445 P. parvulus + + + 
B12 P. damnosus - + + B446 P. parvulus - - - 
B13 P. parvulus - + + B447 P. parvulus - + - 
B14  P. damnosus + + + B448 P. parvulus - + - 
B15 P. damnosus - + - B449 P. parvulus - + - 
B16 P. damnosus - + + B450 P. parvulus - + - 
B47 P. damnosus - + + B451 P. damnosus - + - 
B55 P. damnosus - + + B452 P. damnosus - - - 
B68 P. damnosus - + + B453 P. parvulus - + - 
B69 P. damnosus - + + B454 P. parvulus - + - 
B78 P. damnosus - + + B455 P. damnosus + + + 
B89 P. damnosus - + + B456 P. parvulus - - - 
B91  P. damnosus - - - B457 P. parvulus + + - 
B93 P. damnosus + + + B458 P. parvulus + - + 
B97 P. damnosus - + + B459 P. parvulus - + - 
B98 P. damnosus - - + B460 P. parvulus + + - 
B99 P. damnosus - + + B476 P. parvulus - + - 
B140 P. parvulus - - - B477 P. parvulus - + - 
B141 P. parvulus - + - B478 P. parvulus - + - 
B266 P. parvulus - + + B479 P. damnosus - - - 
B267 P. parvulus - + - B480 P. parvulus - - - 
B391 P. parvulus - + - B481 P. parvulus - - - 
B395 P. parvulus + + + B482 P. parvulus - + + 
B397 P. parvulus + + + B483 P. parvulus - + - 
B398 P. parvulus + + + B484 P. parvulus + + - 
B399 P. parvulus + + + B485 P. parvulus - + - 
B400 P. parvulus + + + B486 P. parvulus - + - 
B401 P. parvulus - + - B487 P. parvulus - + - 
B404 P. parvulus - + + B488 P. parvulus - - - 
B405 P. parvulus + + + B489 P. parvulus - - - 
B427 P. parvulus + + + B490 P. parvulus - + - 
B428 P. parvulus - + - B491 P. parvulus + + - 
B440 P. parvulus - - - B492 P. parvulus + + - 
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3.8 Genotypisierung durch nested SAPD-PCR 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die nested specifically amplified polymorphic DNA 

(SAPD)-PCR (Pfannebecker, 2005; Pfannebecker & Fröhlich 2006, 2007) vor allem zur 

Untersuchung verschiedener Milchsäurebakterien und Hefen durchgeführt. Die Identifizie-

rung unbekannter Stämme erfolgte durch den Vergleich ihrer DNA Fingerprint-

Bandenmuster mit den typischen Bandenmustern bekannter Arten. Außerdem wurde die 

Methode zur Stamm-Differenzierung und zur Durchführung von Cluster-Analysen verwen-

det. Neben der Identifizierung der Mikroorganismen wurde überprüft, ob die nested SAPD-

PCR auch zur Unterscheidung höherer Eukaryoten wie Weinreben, Mäuse und Menschen 

angewendet werden kann. 

 

3.8.1 Art-Identifizierung und Cluster-Analyse der Pediokokken 

Zur Identifizierung und Differenzierung der neun Pediococcus-Arten wurde die SAPD-

PCR mit den Primern A-Not, C-Not, G-Not und T-Not (Tab. 7) durchgeführt. Alle neun 

Pediococcus-Arten konnten durch SAPD-PCR differenziert werden (Abb. 14 und 15). Es 

wurde also für jede Art ein charakteristisches DNA Fingerprint-Bandenmuster generiert. 

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass jeder einzelne der vier SAPD-Primer (Tab. 7) geeignet 

war ein artspezifisches Bandenmuster zu erzeugen. Wiederholungen derselben Ansätze 

zeigten, dass alle Bandenmuster reproduzierbar waren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14. SAPD-PCR mit den neun Pediococcus-Arten. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer A-
Not. Abbildung B: SAPD-PCR mit Primer C-Not. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA. Es wurde jeweils der Typstamm jeder Art untersucht (Tab. 10).  
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Bei der Untersuchung mehrerer Pediococcus-Stämme einer Art konnte anschaulich gezeigt 

werden, dass die SAPD-PCR zur Art-Identifizierung herangezogen werden kann (Abb. 16). 

Die PCR wurde mit dem Primer A-Not (Tab. 7) durchgeführt. Innerhalb der meisten Arten 

waren die Bandenmuster der einzelnen Stämme nur leicht unterschiedlich. Eine größere 

Heterogenität im Bandenmuster konnte aber zwischen verschiedenen Stämmen der beiden 

Arten P. acidilactici und P. dextrinicus beobachtet werden. Innerhalb der P. acidilactici-

Stämme unterschied sich das Bandenmuster des Stammes B473 von den Bandenmustern 

der zwei weiteren Stämme. Bei den P. dextrinicus-Stämmen konnten größere Unterschiede 

zwischen allen drei Stämmen beobachtet werden. Von den drei Arten: P. claussenii (DSM 

14800T), P. cellicola (DSM 17757T) und P. stilesii (DSM 18001T) wurde jeweils nur der 

Typstamm untersucht, da von jeder Art nur ein Stamm in Kulturensammlungen erhältlich 

war. 

Die Berechnung der Identitäten im DNA Fingerprint-Bandenmuster zwischen 22 

P. parvulus-Stämmen, die in der SAPD-PCR mit Primer G-Not untersucht wurden (Anhang 

8.4; Abb. A) ergab eine Übereinstimmung von 65 %. Die fünffache Wiederholung der 

SAPD-PCR mit demselben P. damnosus-Stamm (DSM 20331T) und Primer G-Not führten 

zu DNA Fingerprint-Bandenmustern mit 97 % Identität. 

 

 

 

Abb. 15. SAPD-PCR mit den neun Pediococcus-Arten. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer G-
Not. Abbildung B: SAPD-PCR mit Primer T-Not. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA. Es wurde jeweils der Typstamm jeder Art untersucht (Tab. 10).  
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Die durch Multiplex PCR identifizierten 97 Pediococcus-Stämme (Tab. 38 und 39) wurden 

durch SAPD-PCR unter Verwendung des Primers G-Not (Tab. 7) untersucht (siehe Anhang 

8.4). Anhand der artspezifischen DNA Fingerprint-Bandenmuster konnten die Stämme 

eindeutig der jeweiligen Art zugeordnet werden. Die Ergebnisse der Art-Identifizierung 

durch Multiplex PCR wurden in allen Fällen durch die SAPD-PCR verifiziert. 

 

Cluster-Analyse der Pediococcus-Typstämme 

Die Gelbilder, die durch SAPD-PCR der neun Pediococcus-Typstämme mit vier unter-

schiedlichen Primern nach gelelektrophoretischer Auftrennung entstanden waren (Abb. 14 

und 15), wurden mit der Software Bio-1D (Vilber-Lourmat, Eberhardzell) ausgewertet. Die 

Datenmatrizen, die aus der Auswertung der vier Gelbilder hervorgingen, wurden zu einer 

Matrix kombiniert (Anhang 8.5.1). Die aus 202 Positionen bestehende Datenmatrix wurde 

anschließend in NEIGHBOR des PHYLIP-Programmpakets (Felsenstein, 1989) nach der 

Neighbor Joining Methode berechnet und in Tree View (Page, 1996) geöffnet und editiert. 

Der durch Cluster-Analyse entstandene Stammbaum wurde mit dem phylogenetischen 23S 

rDNA-Stammbaum verglichen (Abb. 17). 

 

 

Abb. 16. SAPD-PCR mit verschiedenen Pediococcus-Stämmen nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung. Die PCR wurde mit Primer A-Not durchgeführt. M: Marker DNA Ladder Mix 
(Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm DSM 20331T, Hock B2.1 und B7: 
P. damnosus; DSM 20332T, B13 und B266: P. parvulus; DSM 20284T, B702 und B473: 
P. acidilactici; DSM 20336T, B123 und B475: P. pentosaceus; DSM 20285T und DSM 20287: 
P. inopinatus; DSM 20335T, DSM 20293 und DSM 20334: P. dextrinicus; DSM 14800T: 
P. claussenii; DSM 17757T: P. cellicola; DSM 18001T: P. stilesii.
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Beim Vergleich der Ergebnisse der Cluster-Analyse mit der phylogenetischen LSU rDNA-

Analyse der Pediococcus-Typstämme fiel auf, dass die Verwandtschaftsverhältnisse der 

einzelnen Arten in den meisten Fällen unterschiedlich waren. Nur P. damnosus und 

P. inopinatus waren in beiden Analysen nah verwandt. Während diese beiden Arten eine 

eigene Gruppe (C1a) in der Cluster-Analyse bildeten, befanden sie sich in der phylogeneti-

schen Analyse auf einem Cluster zusammen mit P. parvulus und P. cellicola (C1b). Durch 

Cluster-Analyse war P. parvulus den Arten P. stilesii, P. pentosaceus und P. claussenii 

angliedert (C2a). P. acidilactici war in der phylogenetischen Analyse den Arten P. stilesii, 

P. pentosaceus und P. claussenii zugeordnet (C2b). Dagegen war P. acidilactici in der 

Cluster-Analyse entfernter verwandt zu diesen Arten. Die niedrigen Bootstrap-Werte bei 

der Cluster-Analyse zeigten, dass die Baum-Topologie dieses Stammbaumes nicht sehr 

stabil war. Die Position der Spezies P. acidilactici war allerdings auch in der phylogeneti-

schen Analyse nur durch einen niedrigen Wert statistisch abgesichert (Pfannebecker & 

Fröhlich, 2008). 

3.8.2 Identifizierung neu isolierter Oenococcus oeni-Stämme aus Wein 

Aus rheinhessischen Weinproben wurden Bakterien isoliert, die bei der mikroskopischen 

Untersuchung eine für Oenococcus oeni typische Zellform (Diplokokken und Kokken in 

Abb. 17. Vergleich der Cluster-Analyse und der phylogenetischen LSU rDNA-Analyse der neun 
Pediococcus-Typstämme. Abbildung A: Cluster-Analyse basierend auf den Ergebnissen der SAPD-
PCR mit den Primern A-Not, C-Not, G-Not und T-Not (Abb. 14 und 15) berechnet durch Neighbor 
Joining. Der Maßstab entspricht 10 % Merkmalsunterschieden der Bandenmuster in der SAPD-
PCR. Abbildung B: Phylogenetischer Maximum Likelihood-Stammbaum auf Basis der 23S rDNA-
Sequenzen (vgl. Abb. 6). Der Maßstab entspricht einer phylogenetischen Distanz von 3 %. 
P. dextrinicus wurde in beiden Analysen als Außengruppe angegeben. 

0.03 

P. dextrinicus  

99

P. claussenii  
P. pentosaceus 

P. stilesii 
P. acidilactici 

100
97 

46

P. damnosus 
P. inopinatus 
P. cellicola 

P. parvulus 

99
91

98

B

C1b 

C2b 

A 

P. stilesii 

0.1 

P. dextrinicus 
P. acidilactici

P. parvulus 

P. claussenii 
P. pentosaceus 

P. damnosus 
P. inopinatus 

P. cellicola 

C1a 

C2a 31 

50 

30 

20 

51 



3. ERGEBNISSE                       88 

Ketten) zeigten. Die Art-Zugehörigkeit dieser Bakterien wurde durch SAPD-PCR über-

prüft. Die SAPD-PCR wurde unter Verwendung des Primers C-Not (Tab. 7) durchgeführt. 

Als Vergleichsstämme dienten die Oenococcus oeni-Stämme, B236 und B325 der instituts-

eigenen Kulturensammlung (Tab. 14). Nach gelelektrophoretischer Trennung der PCR-

Amplifikate zeigten alle untersuchten Stämme ein nahezu identisches, artspezifisches DNA 

Fingerprint-Bandenmuster mit Gelbanden im Bereich zwischen 100 bp und 3,5 kb 

(Abb. 18). Das Bandenmuster stimmte mit dem Bandenmuster der beiden Vergleichsstäm-

me überein. Zwischen den Bandenmustern der Oenococcus oeni-Stämme konnten leichte 

Unterschiede bezüglich des Vorhandenseins oder der Abwesenheit einzelner Gelbanden 

beobachtet werden. Alle neu isolierten und Identifizierten Oenococcus oeni-Stämme wur-

den in der institutseigenen Kulturensammlung hinterlegt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8.3 Cluster-Analyse der Oenococcus oeni-Stämmen aus Starterkulturen 

Mit 19 der in Tab. 14 aufgeführten Oenococcus oeni-Stämmen der institutseigenen Kultu-

rensammlung wurde eine Cluster-Analyse durchgeführt. Zunächst wurden die Stämme 

durch SAPD-PCR mit dem Primer C-Not (Tab. 7) amplifiziert und die PCR-Amplifikate 

gelelektrophoretisch aufgetrennt. (Abb. 19). 

 

 

 

 

Abb. 18. SAPD-PCR zur Art-Identifizierung neu isolierter Bakterienstämme aus Weinproben. Die 
PCR wurde mit Primer C-Not durchgeführt. M: Marker DNA-Ladder Mix (Fermentas); -: Negativ-
kontrolle ohne DNA. Die Herkunft der Stämme ist in Tab. 13 angegeben. 
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Das PCR-Produkt der SAPD-PCR wurde anschließend als Template-DNA für eine zweite 

Amplifizierung in der nested SAPD-PCR verwendet. Der nested PCR-Schritt wurde mit 

den Primern C-Not-A, C-Not-C und C-Not-T (Tab. 7) durchgeführt. Die Ergebnisse der 

nested SAPD-PCR mit O. oeni-Stämmen aus Starterkulturen sind in Abb. 20 und 21 dar-

gestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19. SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Oenococcus oeni-Stämmen aus Starterkulturen. Es 
wurde der Primer C-Not verwendet. M: Marker DNA-Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle 
ohne DNA. Zur Stammbezeichnung vgl. Tab. 14. 
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Abb. 20. Nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Oenococcus oeni-Stämmen aus Starterkultu-
ren nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Zur PCR wurde der Primer C-Not-A verwendet. M: 
Marker DNA-Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Zur Bezeichnung der 
O. oeni-Stämme vgl. Tab. 14. 
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Die Gelbilder, die durch die Verwendung der drei Primer in der nested SAPD-PCR mit 

Oenococcus oeni-Stämmen nach gelelektrophoretischer Trennung entstanden waren (Abb. 

18 und 19) wurden mit der Software Bio-1D (Vilber-Lourmat, Eberhardzell) ausgewertet. 

Die Datenmatrizen, die aus der Auswertung der einzelnen Gelbilder hervorgingen, wurden 

zu einer Matrix kombiniert (Anhang 8.5.2). Die aus 92 Positionen bestehende Datenmatrix 

wurde anschließend in NEIGHBOR des PHYLIP-Programmpakets (Felsenstein, 1989) 

nach der Neighbor Joining Methode berechnet und in Tree View (Page, 1996) geöffnet und 

editiert. Das Ergebnis der Cluster-Analyse mit Oenococcus oeni-Stämmen ist in Abb. 22 

dargestellt. 

 

 

Abb. 21. Nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Oenococcus oeni-Stämmen aus Starterkultu-
ren nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Abbildung A: mit Primer C-Not-C; Abbildung B: mit 
Primer C-Not-T. M: Marker DNA-Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Zur 
Bezeichnung der O. oeni-Stämme vgl. Tab. 14. 
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Der durch Cluster-Analyse ermittelte Stammbaum von 19 Oenococcus oeni-Stämmen der 

institutseigenen Kulturensammlung zeigte, dass Stamm B70 genetisch am weitesten von 

allen anderen Stämmen entfernt war. Die Stämme, die aus Weinen desselben Weingutes 

(Meyer-Näkel) isoliert wurden bildeten einen eigenen Cluster. Auf dem gleichen Cluster 

befand sich auch Stamm B367 (Weingut Wasem). Die neu untersuchten Stämme der Fir-

men Vino Bios und Erbslöh (B716-B720) bildeten einen eigenen Cluster. Stamm B721 

(Firma Tegaferm) war am nächsten mit Stamm SK3 (Erbslöh) verwandt. 

Die Berechnung der Identitäten im DNA Fingerprint-Bandenmuster zwischen 19 O. oeni-

Stämmen, die in der SAPD-PCR mit Primer C-Not untersucht wurden (Abb. 19) ergab eine 

Übereinstimmung von 75 %. 

 

   B70
(Erbslöh)

B378 
(Meyer-Näkel)

B367 
(Wasem)

B377 
(Meyer-Näkel)

B358 
(Meyer-Näkel)

B359 
(Meyer-Näkel)

B717
 (Erbslöh) B716 

(Erbslöh)

B718 
(Vino Bios)

B719 
(Vino Bios)

B720 
(Vino Bios)

SK3 (Erbslöh)

B721 (Tegaferm)

SK1 (Erbslöh)

SK2 (Erbslöh)

B325                
(Weinsberg) B350 (Viniflora oenos, Hansen)

B354 (Ana-Start, Lallemand)

B352 (L. oenos, Lallemand)

0,1

Abb. 22. Cluster-Analyse der Oenococcus oeni-Stämme aus Starterkulturen (Tab. 14). Die Stämme 
wurden in der nested SAPD-PCR unter Verwendung der drei Primer C-Not-A, C-Not-C und C-
Not-T untersucht und die PCR-Amplifikate gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 20 und 21). Die 
Unterschiede der Stämme zueinander wurden durch die Auswertung der drei Gelbilder ermittelt. 
Der Maßstab entspricht 10 % Merkmalsunterschieden der Bandenmuster in der nested SAPD-PCR. 
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3.8.4 Identifizierung der Milchsäurebakterien aus Starterkulturen 

Durch SAPD-PCR konnte ein Teil der Milchsäurebakterien aus Starterkulturen der Spezies 

P. acidilactici zugeordnet werden. Die Stämme wurden durch Vergleich mit dem Banden-

muster des Typstamms (DSM 20284T) identifiziert (Abb. 23). Die Art-Identifizierung 

konnte durch Sequenzierung eines Teilstückes der 16S rDNA bestätigt werden (siehe Kap. 

3.1.1). 

Die übrigen Stämme aus den Starterkulturen zeigten das gleiche Bandenmuster. Anhand 

des Vergleichs der DNA Fingerprint-Bandenmuster mit bekannten Milchsäurebakterien 

konnten die Stämme aber zunächst keinem Bakterium zugeordnet werden. Die Sequenzie-

rung der 16S rDNA führte nach Sequenzvergleich in der NCBI-Datenbank (GenBank) zu 

dem Ergebnis, dass die Stämme der Art Enterococcus faecium angehörten (siehe Kap. 

3.1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8.5 Differenzierung weiterer Milchsäurebakterien 

Ein weiteres Beispiel zur Art-Unterscheidung von Milchsäurebakterien durch SAPD-PCR 

ist in Abb. 24 dargestellt. Hier wurden verschiedene Milchsäurebakterien der Gattungen 

Leuconostoc, Oenococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus und Streptococcus 

unter Verwendung des Primers C-Not (Tab. 7) untersucht. Die PCR wurde mit mindestens 

Abb. 23. SAPD-PCR zur Art-Identifizierung neu isolierter Milchsäurebakterien-Stämme aus Star-
terkulturen. Für die Untersuchung durch SAPD-PCR wurde der Primer G-Not verwendet. M: 
Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Stamm DSM 20284T, B702, 
B704, B722, Isolat 5.4 und Isolat 5.6: P. acidilactici; Stamm Pr. „groß“, 3857-1, 3858-1, Isolat 5.2, 
Isolat 5.3, Isolat 6.1 und Isolat 6.2: Enterococcus faecium. 
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zwei Stämmen jeder Art durchgeführt, sofern mehrere Stämme einer Art in der institutsei-

genen Kulturensammlung verfügbar waren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durch SAPD-PCR konnte für jede Art ein charakteristisches DNA Fingerprint-

Bandenmuster generiert werden. Das Bandenmuster war zwischen zwei Stämmen einer Art 

prinzipiell nur leicht heterogen. Die drei Subspezies der Art L. mesenteroides (DSM 

20343T, DSM 20346T und DSM 20484T) zeigten ein unterschiedliches Bandenmuster. 

Auch nahe verwandte Arten, wie L. buchneri (B31) und L. parabuchneri (B190) konnten 

unterschieden werden. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 24. SAPD-PCR mit Milchsäurebakterien unterschiedlicher Gattungen nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung. Zur PCR wurde Primer C-Not verwendet. M: Marker DNA Ladder Mix 
(Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm DSM 20343T: L. mesenteroides subsp. mesen-
teroides; DSM 20346T: L. mesenteroides subsp. cremoris; DSM 20484T: L. mesenteroides subsp. 
dextranicum; B236 und B325: O. oeni; B152 und B210: E. faecalis; E.d.: E. durans; B238: L. lac-
tis; B71: S. mutans; DSM 20176T und B146: L. hilgardii; B136 und B178: L. casei; B34 und B260: 
L. brevis; B31: L. buchneri; B190: L. parabuchneri; B102 und B38: L. plantarum; B715: 
L. acidophilus; B179: L. suntoryeus; B168: L. paralimentarius; B191: L. frumenti. 
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3.8.6 Differenzierung der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme 

Mit den Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämmen aus der institutseigenen Kulturen-

sammlung (Tab. 19) wurde eine Cluster-Analyse durchgeführt. Zunächst wurde die DNA 

der Stämme durch SAPD-PCR mit Primer A-Not (Tab. 7) amplifiziert und die PCR-

Amplifikate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Alle untersuchten Stämme zeigten ein sehr 

homologes DNA Fingerprint-Bandenmuster nach der ersten PCR (Abb. 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Amplifikate der SAPD-PCR wurden als Template-DNA zur Amplifizierung in einer 

nested PCR mit den Primern A-Not-C, A-Not-G und A-Not-T (Tab. 7) verwendet. Die Er-

gebnisse der nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse der Dekkera / Brettanomyces 

bruxellensis-Stämme sind in Abb. 26 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 25. SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämmen 
nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Zur PCR wurde der Primer A-Not verwendet. M: Marker 
DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Zur Bezeichnung der Stämme vgl. 
Tab. 19. 
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Die drei Gelbilder der nested SAPD-PCR mit Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-

Stämmen (Abb. 26) wurden mit der Software Bio-1D ausgewertet. Die Datenmatrizen, die 

aus der Auswertung der einzelnen Gelbilder hervorgingen, wurden zu einer Matrix kombi-

niert (Anhang 8.5.3). Die aus 89 Positionen bestehende Datenmatrix wurde anschließend in 

NEIGHBOR des PHYLIP-Programmpakets (Felsenstein, 1989) nach der UPGMA-

Methode berechnet und in Tree View (Page, 1996) geöffnet und editiert. 

Abb. 26. Nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-
Stämmen nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Abbildung A: mit Primer A-Not-C; Abbildung 
B: mit Primer A-Not-G; Abbildung C: mit Primer A-Not-T. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermen-
tas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Zur Bezeichnung der Stämme vgl. Tab. 19. 
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Das Ergebnis der Cluster-Analyse mit Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämmen ist 

in Abb. 27 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Cluster-Analyse der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme durch nested 

SAPD-PCR zeigte, dass die untersuchten Stämme fünf Clustern (I-V) angehörten. Beim 

Vergleich der einzelnen Cluster mit der Herkunft der Stämme zeigte sich eine Regionsbe-

zogenheit (Abb. 27 und 28). Cluster I, II und III gehörten Stämme die aus der Region 

Wonnegau und Nierstein isoliert wurden, an. Der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-

Typstamm (DSM 7001T) war am nächsten mit den Stämmen aus Cluster III verwandt. 

Cluster IV bildeten die Stämme der nördlichen Anbauregionen Rheinhessens (Mainz und 

Abb. 27. Cluster-Analyse der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme (Tab. 19). Die 
Stämme wurden in der nested SAPD-PCR unter Verwendung der drei Primer A-Not-C, A-Not-G 
und A-Not-T untersucht (Abb. 26). Die Unterschiede der Stämme zueinander wurden durch die 
Auswertung der drei Gelbilder ermittelt. Die Stämme bildeten fünf Cluster (I-V). Der Maßstab 
entspricht 10 % Merkmalsunterschieden der Bandenmuster in der nested SAPD-PCR.  
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Bingen), und von der Nahe (St.153A). Cluster V bildeten zwei Stämme, die aus Weinsberg 

(Baden-Württemberg) isoliert wurden, zusammen mit zwei Stämmen aus der Region Won-

negau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 28. Ergebnis der Untersuchung der regionalen Verbreitung von Dekkera / Brettanomyces 
bruxellensis-Stämmen der Weinbauregion Rheinhessen durch Cluster-Analyse. Die Orte, in denen 
Weinproben mit Brettanomyces-Infektion gefunden wurden sind durch rote Punkte markiert. 
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3.8.7 Differenzierung von Hefen unterschiedlicher Gattungen 

Neben der Cluster-Analyse mit Stämmen der Art Dekkera / Brettanomyces bruxellensis 

(Kap. 3.8.6) wurden auch Hefen weiterer Arten durch SAPD-PCR differenziert. Besonders 

interessant in diesem Zusammenhang war eine Differenzierung der Saccharomyces-Arten: 

S. cerevisiae, S. bayanus und S. pastorianus. Es sollte überprüft werden, ob die in der Lite-

ratur beschriebenen Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den drei Hefen durch Cluster-

Analyse nachvollzogen werden können. Außerdem sollte untersucht werden, welcher Sac-

charomyces-Art die Sekthefen aus Starterkulturen angehörten. Die verschiedenen Hefe-

Stämme der Gattungen Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus, Pichia ano-

mala und Dekkera / Brettanomyces bruxellensis wurden durch SAPD-PCR unter 

Verwendung der Primer A-Not, G-Not und T-Not (Tab. 7) untersucht. Die Ergebnisse der 

SAPD-PCR zur Differenzierung der Hefen unterschiedlicher Gattungen sind in Abb. 29 

und 30 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 29. SAPD-PCR mit Hefe-Stämmen der Gattungen Saccharomyces, Pichia und Dekkera / 
Brettanomyces. Zur PCR wurde der Primer A-Not verwendet. M: Marker DNA Ladder Mix (Fer-
mentas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm KOH1, KOH2, KOH3, KOH4, DSM 70449T, 
Hefix 2000, 1272, Oenoferm, Anaferm, Primusvin, IOC: S. cerevisiae; DSM 70412T: S. bayanus; 
DSM 6580T: S. pastorianus; 1543, 1615, 1635: P. anomala; DSM 70001T, St.30, St.34A: 
B. bruxellensis. 
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Die drei Gelbilder der nested SAPD-PCR mit Hefe-Stämmen unterschiedlicher Arten (Abb. 

29 und 30) wurden mit der Software Bio-1D ausgewertet. Die Datenmatrizen, die aus der 

Auswertung der einzelnen Gelbilder hervorgingen, wurden zu einer Matrix kombiniert 

(Anhang 8.5.4). Die aus 147 Positionen bestehende Datenmatrix wurde anschließend in 

NEIGHBOR des PHYLIP-Programmpakets (Felsenstein, 1989) nach der UPGMA-

Methode berechnet und in Tree View (Page, 1996) geöffnet und editiert. Das Ergebnis der 

Cluster-Analyse mit Hefe-Stämmen unterschiedlicher Arten ist in Abb. 31 dargestellt. 

 

Abb. 30. SAPD-PCR mit Hefe-Stämmen der Gattungen Saccharomyces, Pichia und Brettanomy-
ces. Abbildung A: mit Primer G-Not; Abbildung B: mit Primer T-Not. M: Marker DNA Ladder 
Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm KOH1, KOH2, KOH3, KOH4, DSM 
70449T, Hefix 2000, 1272, Oenoferm, Anaferm, Primusvin, IOC: S. cerevisiae; DSM 70412T: 
S. bayanus; DSM 6580T: S. pastorianus; 1543, 1615, 1635: P. anomala; DSM 70001T, St.30, 
St.34A: B. bruxellensis. 
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Durch SAPD-PCR und Cluster-Analyse konnten alle Hefe-Stämme differenziert werden. 

Es bildeten sich sechs Cluster der untersuchten Stämme der fünf Hefe-Arten. Innerhalb der 

S. cerevisiae-Stämme konnten zwei Cluster beobachtet werden. Die Sekthefen aus der insti-

tutseigenen Kulturensammlung (KOH1-4) waren am nächsten mit der Spezies 

Saccharomyces cerevisiae (DSM 70449T) verwandt. Die übrigen S. cerevisiae-Stämme der 

Firmen Erbslöh, ZEFÜG und Gon-Cruz befanden sich auf dem zweiten Cluster gemeinsam 

mit Stamm 1272 aus der institutseigenen Kulturensammlung. Die Stämme der drei unter-

schiedlichen Saccharomyces-Arten S. cerevisiae (DSM 70449T), S. bayanus (DSM 70412T) 

und S. pastorianus (DSM 6580T) konnten differenziert werden. Dabei war die Hefe 

S. bayanus näher mit S. pastorianus verwandt, während zu S. cerevisiae eine höhere geneti-

sche Distanz bestand. 

 

Abb. 31. Cluster-Analyse der Hefe-Stämme unterschiedlicher Gattungen. Die Stämme wurden in 
der SAPD-PCR unter Verwendung der drei Primer A-Not, G-Not und T-Not untersucht (Abb. 29 
und 30). Die Unterschiede der Stämme zueinander wurden durch die Auswertung der drei Gelbilder 
ermittelt. Der Maßstab entspricht 10 % Merkmalsunterschieden der Bandenmuster in der nested 
SAPD-PCR. Zur Stammbezeichnung siehe Tab. 18 und 19. 
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3.8.8 Pediococcus parvulus- und Brettanomyces bruxellensis-Isolate aus denselben 

Weinproben 

Aus neun der untersuchten Weinproben konnten jeweils P. parvulus-Stämme und Hefe-

Stämme der Gattung Dekkera / Brettanomyces bruxellensis isoliert werden. Die beiden 

Arten können an der Umsetzung von Verbindungen aus Wein beteiligt sein, dessen End-

produkte mitunter die Verbindungen 4-Ethylphenol, 4-Ethylguajacol, Catechol, 

Isovalerinsäure und andere sind (Chatonnet et al., 1995; Dias et al., 2003). Die Stämme 

beider Arten wurden durch nested SAPD-PCR untersucht und die resultierenden DNA Fin-

gerprint-Bandenmuster durch Cluster-Analyse ausgewertet. 

 

Ergebnisse der (nested) SAPD-PCR mit P. parvulus 

Die Differenzierung der P. parvulus-Stämme durch SAPD-PCR erfolgte unter Verwendung 

des Primers A-Not (Tab. 7). Das PCR-Produkt der SAPD-PCR wurde anschließend als 

Template-DNA für die nested SAPD-PCR verwendet. Es wurden drei nested PCR-Ansätze 

mit den Primern A-Not-C, A-Not-G und A-Not-T (Tab. 7) durchgeführt. In den Abbildun-

gen 32 und 33 sind die Ergebnisse der nested SAPD-PCR mit Pediococcus parvulus-

Stämmen dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 32. Ergebnisse der nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von P. parvulus-Stämmen nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer A-Not. Abbildung B: 
Nested SAPD-PCR mit Primern A-Not-C. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativ-
kontrolle ohne DNA. Die Nummerierung in Klammern bezieht sich auf die Weinproben, aus denen 
die Stämme isoliert wurden. 
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Ergebnisse der (nested) SAPD-PCR mit Dekkera / Brettanomyces bruxellensis 

Für die Untersuchung der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme durch nested 

SAPD-PCR wurden die gleichen Primer verwendet, die auch zur Untersuchung der 

P. parvulus-Stämme verwendet wurden. In den Abbildungen 34 und 35 sind die Ergebnisse 

der (nested) SAPD-PCR mit den Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämmen darges-

tellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 34. Ergebnisse der nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Dekkera / B. bruxellensis-
Stämmen nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer A-Not. 
Abbildung B: Nested SAPD-PCR mit Primer A-Not-C. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); 
-: Negativkontrolle ohne DNA.  

Abb. 33. Ergebnisse der nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von P. parvulus-Stämmen nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung. Abbildung A: Nested SAPD-PCR mit Primer A-Not-G. Abbil-
dung B: Nested SAPD-PCR mit Primer A-Not-T. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA. Die Nummerierung in Klammern bezieht sich auf die Weinproben, 
aus denen die Stämme isoliert wurden. 
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Für die Cluster-Analysen wurden jeweils die drei Gelbilder der nested SAPD-PCR beider 

Arten mit der Software Bio-1D ausgewertet. Die Datenmatrizen, die aus der Auswertung 

der einzelnen Gelbilder hervorgingen, wurden zu je einer Matrix kombiniert. So entstand 

eine Datenmatrix zur Cluster-Analyse der P. parvulus-Stämme mit 56 Positionen, und eine 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme mit 89 

Positionen (Anhang 8.5.5). Die Datenmatrizen wurden anschließend in NEIGHBOR des 

PHYLIP-Programmpakets (Felsenstein, 1989) nach der Neighbor Joining Methode berech-

net und in Tree View (Page, 1996) geöffnet und editiert. Die Stammbäume, die aus der 

Cluster-Analyse mit Pediococcus parvulus- und Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-

Stämmen resultierten, wurden zum Vergleich der Baum-Topologien gegenüber gestellt. 

Außerdem wurde die Herkunft der untersuchten Weinproben in die Karte des Weinanbau-

gebiets Rheinhessen eingezeichnet (Abb. 36). 

Der Vergleich der Baum-Topologien beider Arten zeigte, dass die einzelnen Stämme beider 

Arten eine fast identische Verwandtschaft aufwiesen. Nur im Fall der Stämme aus den 

Weinproben 9 und 30 waren die Verwandtschaftsverhältnisse nicht identisch. Bei der Un-

tersuchung der Herkunft der neu isolierten P. parvulus- und B. bruxellensis-Stämmen fiel 

auf, dass die Stämme zwei Cluster bildeten: Ein Cluster mit den Stämmen aus den nördli-

chen Anbaugebieten Rheinhessens (Region Mainz und Bingen) und von der Nahe, und ein 

Cluster mit den Stämmen aus den südlichen Anbaugebieten (Region Wonnegau und Niers-

tein). 

Abb. 35. Ergebnisse der nested SAPD-PCR zur Cluster-Analyse von Dekkera / B. bruxellensis-
Stämmen. Abbildung A: Nested SAPD-PCR mit Primer A-Not-G. Abbildung B: Nested SAPD-
PCR mit Primer A-Not-T. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne 
DNA.  
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3.8.9 Differenzierung verschiedener Weinreben 

Die bisher genetisch nicht differenzierbaren Unterlagsreben SO4 und Binova waren durch 

SAPD-PCR unterscheidbar. Sowohl die SO4- als auch die Burgunder-Klone zeigten ein für 

die jeweilige Sorte charakteristisches DNA Fingerprint-Bandenmuster (Abb. 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 36. Ergebnisse der Cluster-Analyse mit P. parvulus- und Dekkera / Brettanomyces bruxellen-
sis-Stämmen aus denselben Weinproben. Abbildung links: Vergleich der Baum-Topologien beider 
Arten. Der Maßstab entspricht 10 % Merkmalsunterschiede der Bandenmuster in der nested SAPD-
PCR. Abbildung rechts: Herkunft der untersuchten Weinproben aus dem Weinanbaugebiet Rhein-
hessen und von der Nahe. Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf die untersuchten 
Weinproben. 
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Abb. 37. Ergebnisse der SAPD-PCR mit Weinreben. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer C-Not. 
Abbildung B: SAPD-PCR mit Primer G-Not. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Nega-
tivkontrolle ohne DNA. Probe 161, 162 und 163: Unterlagsrebe SO4; 165: Unterlagsrebe Binova; 
Probe 164, 166, 167 und 168: Spätburgunder. 
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Durch nested SAPD-PCR konnten auch Unterschiede zwischen den einzelnen SO4-Klonen 

(161, 162, 163) und innerhalb der Burgunder-Klone (kleinbeerig: 164, kompakt: 166, auf-

recht: 167, lockerbeerig: 168) generiert werden (Abb. 38 und Abb. 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durch nested SAPD-PCR konnten geringe Unterschiede im Genom von Weinreben detek-

tiert werden. Dadurch kann eine sichere Identifizierung verschiedener Weinreben 

ermöglicht werden. Somit kann die nested SAPD-PCR zur Analyse der Abstammung von 

Züchtungen und der Aufklärung der Verwandtschaftsverhältnisse verwendet werden. 
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Abb. 38. Ergebnisse der nested SAPD-PCR mit Weinreben. Abbildung A: Nested SAPD-PCR mit 
Primer C-Not-C. Abbildung B: Nested SAPD-PCR mit Primer C-Not-T. M: Marker DNA Ladder 
Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Probe 161, 162 und 163: Unterlagsrebe SO4; 165: 
Unterlagsrebe Binova; Probe 164, 166, 167 und 168: Spätburgunder. 

Abb. 39. Ergebnisse der nested SAPD-PCR mit Weinreben. Abbildung A: Nested SAPD-PCR mit 
Primer G-Not-C. Abbildung B: Nested SAPD-PCR mit Primer G-Not-G. M: Marker DNA Ladder 
Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Probe 161, 162 und 163: Unterlagsrebe SO4; 165: 
Unterlagsrebe Binova; Probe 164, 166, 167 und 168: Spätburgunder. 
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3.8.10 Cluster-Analyse mit Mäusen 

Zur Überprüfung, ob die nested SAPD-PCR auch zur Unterscheidung verschiedener Mäuse 

(Mus musculus) geeignet ist, wurde eine PCR mit Primer C-Not durchgeführt (Abb. 40). 

Anschließend erfolgte die nested SAPD-PCR mit den Primern C-Not-A, C-Not-C, C-Not-G 

und C-Not-T (Abb. 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Gelbilder der nested SAPD-PCR mit unterschiedlichen Mäusen (Abb. 41) wurden mit 

der Software Bio-1D ausgewertet. Die Datenmatrizen, die aus der Auswertung der Gelbil-

der hervorgingen, wurden zu einer Matrix kombiniert (Anhang 8.5.6). Die aus 207 

Positionen bestehende Datenmatrix wurde anschließend in NEIGHBOR des PHYLIP-

Programmpakets (Felsenstein, 1989) nach der Neighbor Joining Methode berechnet und in 

A B 5 3 2 6 - 7 8 M M 

Maus 

Abb. 40. SAPD-PCR zur Analyse von Mäusen 
nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Zur PCR 
wurde der Primer A-Not verwendet. M: Marker 
DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle 
ohne DNA. 

Abb. 41. Nested SAPD-PCR zur Analyse von Mäusen nach gelelektrophoretischer Auftrennung. 
Abbildung A: Nested SAPD-PCR mit Primer C-Not-A (Block links) und C-Not-C (Block rechts). 
Abbildung B: Nested SAPD-PCR mit Primer C-Not-G (Block links) und C-Not-T (Block rechts). 
M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA.
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Maus Maus A B 
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Tree View (Page, 1996) geöffnet und editiert. Das Ergebnis der Cluster-Analyse mit Mäu-

sen ist in Abb. 42 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die nested SAPD-PCR konnte die sichere Zuordnung der verschiedenen Labormäuse ge-

währleisten. Als nächster Verwandter zu dem Mäusepaar A und B konnte Maus 2 bestätigt 

werden. 

 

3.8.11 Cluster-Analyse menschlicher Individuen 

Durch nested SAPD-PCR und anschließender Cluster-Analyse mit DNA aus menschlichen 

Blutzellen wurde die Verwandtschaft von 13 Probanden zueinander ermittelt. Bei vorher-

gehenden Versuchen mit DNA aus Mundschleimhautzellen wurde gezeigt, dass die 

Methode die echten Verwandtschaftsverhältnisse nicht ausreichend zuverlässig wiedergibt. 

Die hohe Belastung der Zellen mit adhärenten Bakterien sorgte bei der DNA-Präparation 

für eine starke Verunreinigung der humanen DNA. Daher war eine Analyse basierend auf 

der Präparation von Blut besser geeignet. 

Zunächst wurde die SAPD-PCR mit den Primern A-Not und C-Not (Tab. 7) durchgeführt. 

Anschließend wurden die PCR-Produkte der ersten PCR als Template-DNA in einer nested 

PCR mit den vier Primern A-Not-A, A-Not-G, C-Not-A und C-Not-G (Tab. 7) amplifiziert. 

Die Ergebnisse der nested SAPD-PCR sind in Abb. 43 dargestellt. 

 

 

 

Abb. 42. Cluster-Analyse mit La-
bormäusen (Mus musculus). Der 
Stammbaum beruht auf der Aus-
wertung der Gelbilder, die durch 
nested SAPD-PCR mit den Primern 
C-Not-A, C-Not-C, C-Not-G, C-
Not-T (Abb. 41) generiert wurden. 
Der Maßstab entspricht 10 % Merk-
malsunterschieden der Bandenmus-
ter in der nested SAPD-PCR. 
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Abb. 43. Nested SAPD-PCR zur Analyse menschlicher DNA aus Blut nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung. SAPD-PCR mit Primer A-Not (Abbildung A) und Primer C-Not (Abbildung B). 
Nested SAPD-PCR mit Primer A-Not-A (Abbildung C), A-Not-G (Abbildung D), C-Not-A (Ab-
bildung E) und C-Not-G (Abbildung F). M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA. Zur Bezeichnung der Proben vgl. Tab. 21. 
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Die Gelbilder der nested SAPD-PCR mit menschlicher DNA (Abb. 43 C-F) wurden mit der 

Software Bio-1D ausgewertet. Die Datenmatrizen, die aus der Auswertung der Gelbilder 

hervorgingen, wurden zu einer Matrix kombiniert (Anhang 8.5.7). Die aus 255 Positionen 

bestehende Datenmatrix wurde anschließend in NEIGHBOR des PHYLIP-Programmpakets 

(Felsenstein, 1989) nach der Neighbor Joining Methode berechnet und in Tree View (Page, 

1996) geöffnet und editiert. Das Ergebnis der Cluster-Analyse mit menschlicher DNA aus 

Blutzellen ist in Abb. 44 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 44. Cluster-Analyse der untersuchten menschlichen Blutproben. Die Proben wurden in der 
SAPD-PCR unter Verwendung der vier Primer A-Not-A, A-Not-G, C-Not-A und C-Not-G unter-
sucht (Abb. 43 C-F). Die Unterschiede der Probanden zueinander wurden durch die Auswertung 
der vier Gelbilder ermittelt. Der Maßstab entspricht 1 % Merkmalsunterschieden der Bandenmuster 
in der nested SAPD-PCR. 
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Durch nested SAPD-PCR und Cluster-Analyse konnten die Verwandtschaftsverhältnisse 

der beiden untersuchten Familien bestätigt werden. Dabei war die Person E I (♂) der Vater 

von K1 I (♂) und K2 I (♀) und der Bruder von Person E II (♀). Person E I (♀) war die 

Mutter von K1 I (♂) und K2 I (♀). Person E II (♂) war der Vater von den Personen K1 II 

(♀) und K2 II (♀). Person E II (♀) die Mutter von K1 II (♀) und K2 II (♀) und die Schwes-

ter von Person E I (♂). Daneben wurden die im Folgenden genannten, außenstehenden 

Personen mit in die Verwandtschaftsanalyse einbezogen. Die eineiigen Zwillinge Z1 (♀) 

und Z2 (♀) und die Personen A1 (♂), A2 (♂) und A3 (♀). Diese Personen grenzten sich 

deutlich von den beiden Familien ab. Geringe Unterschiede konnten beim Vergleich der 

Zwillinge (Z1 (♀) und Z2 (♀)) beobachtet werden. 

 

3.9 Art-Identifizierung durch SCAR-PCR 
 

Für die folgenden Milchsäurebakterien-Spezies wurden SCAR-Marker generiert, die zur 

Artidentifizierung verwendet werden konnten: P. parvulus, P. pentosaceus, P. damnosus, 

P. inopinatus, L. hilgardii, P. acidilactici und L. mesenteroides. 

 

3.9.1 Generieren artspezifischer SCAR-Marker 

Die (nested) SAPD-PCR (Pfannebecker, 2005; Pfannebecker & Fröhlich 2006, 2007) wur-

de verwendet, um geeignete SCAR-Marker (Paran & Michelmore, 1993) zur Art-

Identifizierung von weinschädlichen Milchsäurebakterien aufzufinden. Dazu wurden von 

jeder Art mehrere Stämme mit verschiedenen Primern untersucht. In den folgenden Abbil-

dungen (Abb. 45-51) sind die Ergebnisse der (nested) SAPD-PCR der sieben untersuchten 

Milchsäurebakterien-Arten dargestellt. Die Gelbanden, die ausgeschnitten und kloniert 

wurden, sind durch weiße Pfeile gekennzeichnet. 

 

Pediococcus parvulus 

Die Verwendung des Primers G-Not-T (Tab. 7) in der nested SAPD-PCR führte zur Gene-

rierung eines 539 bp großen SCAR-Markers, der bei allen untersuchten P. parvulus-

Stämmen vorhanden war (Abb. 45). 
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Pediococcus pentosaceus 

Primer C-Not-G (Tab. 7) führte in der nested SAPD-PCR zur Generierung eines 527 bp 

großen SCAR-Markers, der bei allen untersuchten Stämmen der Spezies P. pentosaceus 

vorhanden war (Abb. 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 45. Nested SAPD-PCR zur Analyse von P. parvulus-Stämmen nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer G-Not. Abbildung B: Nested SAPD-PCR mit 
den PCR-Produkten aus der 1. PCR unter Verwendung des Primers G-Not-T. Der weiße Pfeil zeigt 
die 539 bp Gelbande, die als SCAR-Marker verwendet wurde. M: Marker DNA Ladder Mix (Fer-
mentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Zur Bezeichnung der Stämme vgl. Tab. 10-12. 

Abb. 46. Nested SAPD-PCR mit Primer C-Not zur Analyse von P. pentosaceus-Stämmen nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer C-Not. Abbildung B: 
Nested SAPD-PCR mit den PCR-Produkten aus der 1. PCR unter Verwendung des Primers C-Not-
G. Der weiße Pfeil zeigt die 527 bp Gelbande, die ausgeschnitten wurde. M: Marker DNA Ladder 
Mix (Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA. Zur Bezeichnung der Stämme vgl. Tab. 10, 11 
und 15. 
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Pediococcus damnosus 

Die Verwendung des Primers C-Not-C (Tab. 7) in der nested SAPD-PCR führte zur Gene-

rierung eines 712 bp großen SCAR-Markers, der bei allen untersuchten P. damnosus-

Stämmen vorhanden war (Abb. 47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pediococcus inopinatus 

Primer C-Not-T (Tab. 7) führte in der nested SAPD-PCR zur Generierung eines 668 bp 

großen SCAR-Markers, der bei den beiden P. inopinatus-Stämmen vorhanden war 

(Abb. 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 47. Nested SAPD-PCR zur Analyse von P. damnosus-Stämmen nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer C-Not. Abbildung B: Nested SAPD-PCR mit 
den PCR-Produkten aus der 1. PCR unter Verwendung des Primers C-Not-C. Der weiße Pfeil zeigt 
die 712 bp Gelbande, die ausgeschnitten wurde. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Ne-
gativkontrolle ohne DNA. Zur Bezeichnung der Stämme vgl. Tab. 10 und 11. 

Abb. 48. Nested SAPD-PCR zur Ana-
lyse von P. inopinatus-Stämmen nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung. 
Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer 
C-Not. Abbildung B: Nested SAPD-
PCR mit den PCR-Produkten aus der 
1. PCR und Primer C-Not-T Der wei-
ße Pfeil zeigt die 668 bp Gelbande, die 
ausgeschnitten wurde. M: Marker 
DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA; DSM 
20285T und DSM 20287: P. inopina-
tus. 
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Lactobacillus hilgardii 

Die Verwendung des Primers T-Not (Tab. 7) in der SAPD-PCR führte zur Generierung 

eines 815 bp großen SCAR-Markers, der bei allen untersuchten L. hilgardii-Stämmen vor-

handen war (Abb. 49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pediococcus acidilactici 

Primer G-Not-T (Tab. 7) führte in der nested SAPD-PCR zur Generierung eines 914 bp 

großen SCAR-Markers, der bei den vier untersuchten P. acidilactici-Stämmen vorhanden 

war (Abb. 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Abb. 50. Nested SAPD-PCR zur Analyse von P. acidilactici-Stämmen nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung. Abbildung A: SAPD-PCR mit Primer G-Not. Abbildung B: Nested 
SAPD-PCR mit den PCR-Produkten der 1. PCR und Primer G-Not-T. Der weiße Pfeil zeigt die 
914 bp Gelbande, die ausgeschnitten wurde. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Negativ-
kontrolle ohne DNA; DSM 20284T, DSM 1056, B702 und B473: P. acidilactici. 
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Abb. 49. SAPD-PCR mit Primer T-Not zur Analyse von 
L. hilgardii-Stämmen nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung. Der weiße Pfeil zeigt die 815 bp Gelbande, die 
ausgeschnitten wurde. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermen-
tas); -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm B146, B268, 
B271, B272, DSM 20176T und B706: L. hilgardii. 
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Leuconostoc mesenteroides 

Die Verwendung des Primers A-Not (Tab. 7) in der SAPD-PCR führte zur Generierung 

eines ~2,5 kb großen SCAR-Markers, der bei allen untersuchten L. mesenteroides-Stämmen 

vorhanden war (Abb. 51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Ergebnisse zur Generierung Art-spezifischer SCAR-Marker sind in der folgenden Ta-

belle (Tab. 43) zusammengefasst. 

 

Tab. 43 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Generierung von SCAR-Markern 

Spezies (n)SAPD-PCR 
Gelbande Sequenzvergleich (NCBI-BLAST) 

P. parvulus 539 bp Genprodukt unbekannt 
P. pentosaceus 527 bp Membranprotein 

P. damnosus 712 bp 2,3,4,5-Tetrahydropyridin-2-Carboxylat-N-
Succinyltransferase 

P. inopinatus 668 bp Pseudouridin-Synthase (23S rRNA-spezifisch) 
L. hilgardii 815 bp Integrales Membranprotein 
P. acidilactici 914 bp O-Sialoglycoprotein Endopeptidase-Acetyltransferase 
L. mesenteroides ~2,5 kb ATP-abhängige DNA-Helicase 

 

 

 

 

 

Abb. 51. SAPD-PCR mit Primer A-
Not zur Analyse von Leuconostoc-
Stämmen nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung. Der weiße Pfeil zeigt 
die ~2,5 kb Gelbande, die ausge-
schnitten wurde. M: Marker DNA 
Ladder Mix (Fermentas); -: Negativ-
kontrolle ohne DNA; Stamm DSM 
20343T, B117 und B39: 
L. mesenteroides subsp. mesenteroi-
des; DSM 20346T und B113: 
L. mesenteroides subsp. cremoris; 
DSM 20484T und B114: 
L. mesenteroides subsp. dextranicum; 
B27, B29 und B30: L. mesenteroides, 
B116: L. pseudomesenteroides. 
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3.9.2 SCAR-PCR mit spezifischen Primern 

Nach Klonierung und Sequenzierung der ausgeschnittenen Gelbanden wurden die Sequen-

zen analysiert. Sie beinhalteten an beiden Enden die Sequenz des jeweiligen Primers, der 

zur (nested) SAPD-PCR verwendet wurde (siehe Anhang 8.6). Die Bereiche, die durch die 

Primersequenzen flankiert waren, wurden durch BLAST-Suche mit Sequenzen der NCBI-

Datenbank (GenBank) verglichen. Anhand der Sequenzen wurden für jede der sieben Arten 

zwei Primer generiert, die komplementär zu Bereichen innerhalb der Sequenz waren 

(Tab. 8). Die neu generierten Primerpaare wurden zur Identifizierung mehrerer Stämme der 

sieben Arten in einer SCAR-PCR verwendet. Um die Spezifität der Primer zu ermitteln, 

wurden verwandte Milchsäurebakterien untersucht. Die Durchführung der SCAR-PCR 

erfolgte wie in Kap. 2.19 beschrieben. In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse 

der Art-Identifizierung durch SCAR-PCR aufgeführt. 

 

Pediococcus parvulus 

Die PCR mit Primerpaar SCAR-PPA-F/R (Tab. 8) führte ausschließlich bei den 

P. parvulus-Stämmen zum erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 331 bp (Abb. 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pediococcus pentosaceus 

Bei allen P. pentosaceus-Stämmen führte die PCR mit Primerpaar SCAR-PPE-F/R (Tab. 8) 

zu dem erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 396 bp (Abb. 53). 
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Abb. 52. SCAR-PCR zur Identifizierung von P. parvulus-Stämmen mit den Primern SCAR-PPA-
F/R nach gelelektrophoretischer Auftrennung. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas) von 100 
bis 1000 bp; -: Negativkontrolle ohne DNA; Stamm DSM 20332T, B13, B42, B44, B140, B141, 
B266, B267, B391, B395, B397, B427, B428, B440 und B456: P. parvulus; DSM 20331T: 
P. damnosus; DSM 20284T: P. acidilactici; DSM 20285T: P. inopinatus; DSM 14800T: 
P. claussenii, DSM 17757T: P. cellicola; DSM 18001T: P. stilesii; DSM 20335T: P. dextrinicus; 
DSM 20336T: P. pentosaceus. 
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Pediococcus damnosus 

Die PCR mit Primerpaar SCAR-PDA-F/R (Tab. 8) führte bei den P. damnosus-Stämmen zu 

dem erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 470 bp (Abb. 54). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pediococcus inopinatus 

Die PCR mit Primerpaar SCAR-PIN-F/R (Tab. 8) führte ausschließlich bei den beiden 

P. inopinatus-Stämmen zu dem erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 567 bp 

(Abb. 55). 
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Abb. 53. SCAR-PCR zur Identifizierung 
von P. pentosaceus-Stämmen mit den 
Primern SCAR-PPE-F/R nach gel-
elektrophoretischer Auftrennung. M: 
Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA; Stamm 
DSM 20336T, B123, B125, B254, B474 
und B475: P. pentosaceus; DSM 20331T: 
P. damnosus; DSM 20332T: P. parvulus; 
DSM 20284T: P. acidilactici; DSM 
20285T: P. inopinatus; DSM 20335T: 
P. dextrinicus; DSM 14800T: P. clausse-
nii, DSM 17757T: P. cellicola; DSM 
18001T: P. stilesii; B38: L. plantarum; 
B48: L. casei; B190: L. buchneri. 

Abb. 54. SCAR-PCR zur Identifizierung von P. damnosus-Stämmen mit den Primern SCAR-PDA-
F/R nach gelelektrophoretischer Auftrennung. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: Nega-
tivkontrolle ohne DNA. Zur Bezeichnung der Stämme vgl. Tab. 10, 11, 16 und 17. 

D
SM

 2
03

31
T  

M
 

M
 

- H
oc

k 
B

2.
1 

H
oc

k 
B

2.
2 

B
7 B
8 B
9 B
12

 
B

14
 

B
15

 
B

16
 

B
47

 
B

55
 

B
68

 

P. damnosus-Stamm 

D
SM

 2
03

31
T  

M
 

- B
48

 
B

16
8 

B
38

 
B

27
1 

B
19

0 
E.

d.
 

B
15

2 
B

23
8 

B
71

 

Bakterien-Stamm 

B
11

3 
B

23
6 

D
SM

 2
03

32
T  

D
SM

 2
02

84
T  

D
SM

 2
02

85
T  

D
SM

 2
03

36
T  

D
SM

 1
77

57
T  



3. ERGEBNISSE                       117 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lactobacillus hilgardii 

Die Verwendung des Primerpaares SCAR-LBH-F/R (Tab. 8) in einer PCR führte zu dem 

erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 684 bp bei allen untersuchten L. hilgardii-

Stämmen (Abb. 56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pediococcus acidilactici 

Nur bei den vier P. acidilactici-Stämmen führte die PCR mit Primerpaar SCAR-PAC-F/R 

(Tab. 8) zu dem erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 776 bp (Abb. 57). 
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Abb. 55. SCAR-PCR zur Identifizierung von 
P. inopinatus-Stämmen mit den Primern 
SCAR-PIN-F/R nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung. M: Marker DNA Ladder Mix 
(Fermentas); -: Negativkontrolle ohne DNA; 
DSM 20285T und DSM 20287: P. inopinatus; 
DSM 20331T: P. damnosus; DSM 20332T: P. 
parvulus; DSM 20284T: P. acidilactici; DSM 
20335T: P. dextrinicus; DSM 20336T: P pen-
tosaceus; DSM 14800T: P. claussenii, DSM 
17757T: P. cellicola; DSM 18001T: P. stilesii. 

Abb. 56. SCAR-PCR zur Identifizierung von L. hilgardii-Stämmen mit den Primern SCAR-LBH-
F/R nach gelelektrophoretischer Auftrennung (rechts). M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA; Stamm B146, B268, B271, B272, DSM 20176T und B706: L. hilgar-
dii; B178, B136 und B48: L. casei; B260: L. brevis; B190: L. buchneri; DSM 20205: L. plantarum; 
B168: L. paralimentarius; B152: E. faecalis; B238: L. lactis; B71: S. mutans; B236: O. oeni; DSM 
20331T: P. damnosus. 
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Leuconostoc mesenteroides 

Die PCR mit Primerpaar SCAR-LEU-F/R (Tab. 8) führte ausschließlich bei den untersuch-

ten L. mesenteroides-Stämmen zu dem erwarteten Amplifikat mit einer Länge von 886 bp 

(Abb. 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neben den in den Abbildungen 52-58 angegebenen Milchsäurebakterien wurden weitere 

Milchsäurebakterien als Positiv- und Negativkontrollen durch SCAR-PCR untersucht. Die 

Ergebnisse der Art-Identifizierung mit den SCAR-Primern sind zusammengefasst in 

Tab. 44 angegeben. 

Abb. 58. SCAR-PCR zur Identifizierung von L. mesenteroides-Stämmen mit den Primern SCAR-
LEU-F/R nach gelelektrophoretischer Auftrennung. M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -: 
Negativkontrolle ohne DNA; Stamm DSM 20343T: L. mesenteroides subsp. mesenteroides; DSM 
20346T: L. mesenteroides subsp. cremoris; DSM 20484T: L. mesenteroides subsp. dextranicum; 
B116: L. pseudomesenteroides; B236 und B325: O. oeni; DSM 20176T: L. hilgardii; B179: L. sun-
toryeus; B201: L. plantarum; B17: L. hilgardii; B190: L. buchneri; B48: L. casei; DSM 20205: 
L. plantarum; B168: L. paralimentarius; B152: E. durans; B238: L. lactis; B71: S. mutans. 
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Abb. 57. SCAR-PCR zur Identifizie-
rung von P. acidilactici-Stämmen mit 
den Primern SCAR-PAC-F/R nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung. M: 
Marker DNA Ladder Mix (Fermentas); -
: Negativkontrolle ohne DNA; DSM 
20284T, DSM 1056, B702 und B473: 
P. acidilactici; DSM 20331T: P. damno-
sus; DSM 20332T: P. parvulus; DSM 
20285T: P. inopinatus; DSM 20335T: 
P. dextrinicus; DSM 20336T: P. pento-
saceus; DSM 17757T: P. cellicola; DSM 
18001T: P. stilesii; B190: L. buchneri. 
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Tab. 44. Ergebnisse der SCAR-PCR-Identifizierung 

 
 
 
Stamm 
 
 
 

 
 
 
Spezies 
 
 
 

PCR-Produkt mit Primerpaar 

PP
A

 F
/R

a  

P 
PE

 F
/R

b  

PD
A

 F
/R

c  

PI
N

 F
/R

d  

PA
C

 F
/R

e  

L
B

H
 F

/R
f  

L
E

U
 F

/R
g  

DSM 20332T P. parvulus + - - - - - - 
DSM 20336T P. pentosaceus - + - - - - - 
DSM 20331T P. damnosus - - + - - - - 
DSM 20285T P. inopinatus - - - + - - - 
DSM 20284T P. acidilactici - - - - + - - 
DSM 20176T  L. hilgardii - - - - - + - 

DSM 20343T L. mesenteroides subsp. 
mesenteroides - - - - - - + 

DSM 20346T L. mesenteroides subsp. 
cremoris - - - - - - + 

DSM 20484T L. mesenteroides subsp. 
dextranicum - - - - - - + 

B116 L. pseudomesenteroides - - - - - - - 
DSM 20335T P. dextrinicus - - - - - - - 
DSM 14800T P. claussenii - - - - - - - 
DSM 17757T P. cellicola - - - - - - - 
DSM 18001T P. stilesii - - - - - - - 
B48 L. casei  - - - - - - - 
B38 L. plantarum - - - - - - - 
B190 L. parabuchneri - - - - - - - 
B168 L. paralimentarius - - - - - - - 
B260 L. brevis - - - - - - - 
B236 O. oeni - - - - - - - 
E.d. E. durans - - - - - - - 
B152 E. faecalis - - - - - - - 
E. sp. J.F. Enterococcus sp. - - - - - - - 
B238 Lactococcus lactis - - - - - - - 
B71 S. mutans - - - - - - - 

a Weitere positive P. parvulus-Stämme: B13, B42, B44, B140, B141, B266, B267, B395, B397, B398, B399, 
B400, B401, B404, B405, B427, B428, B440, B441, B442, B443, B444, B445, B446, B447, B448, B449, 
B450, B453, B454, B456, B457, B458, B459, B460,BPc 149, BPc 152, BPc 158, BPc 184. 

b Weitere positive P. pentosaceus-Stämme: B123, B125, B254, B474, B475. 
c Weitere positive P. damnosus-Stämme: Hock B2.1, Hock B2.2, B7, B8, B9, B12, B14, B15, B16, B47, B68, 

B69, B78, B89, B91, B93, B97, B98, B99, B451, B452, B455, BPc 260. 
d Weiterer positiver P. inopinatus-Stamm: DSM 20287T. 
e Weitere positive P. acidilactici-Stämme: DSM 1056, B473, B702. 
f Weitere positive L. hilgardii-Stämme: B146, B268, B271, B272, B706. 
g Weitere positive L. mesenteroides-Stämme: B27, B29, B39, B113, B114, B117. 
T Typstamm 
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3.9.3 Multiplex PCR mit SCAR-Primern 

Jede der sieben Milchsäurebakterien-Arten, für die ein SCAR-Marker generiert wurde, 

konnte durch Multiplex PCR sowohl einzeln, als auch in einer Mischung mit den anderen 

Milchsäurebakterien identifiziert werden (Abb. 59). Die Bakterien wurden anhand ihres 

spezifischen PCR-Amplifikats identifiziert. Die erwarteten Größen der PCR-Amplifikate 

zur Art-Identifizierung der Milchsäurebakterien waren: 331 bp für P. parvulus, 396 bp für 

P. pentosaceus, 470 bp für P. damnosus, 567 bp für P. inopinatus, 684 bp für L. hilgardii, 

776 bp für P. acidilactici und 886 bp für L. mesenteroides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 59 Verwendung der generierten 
SCAR-PCR Primer in einem Multiplex 
PCR Ansatz. Es wurde eine Primer-
Mischung mit den Primerpaaren SCAR-
PPA-F/R, SCAR-PPE-F/R, SCAR-PDA-
F/R, SCAR-PIN-F/R, SCAR-LBH-F/R, 
SCAR-PAC-F/R und SCAR-LEU-F/R 
verwendet. Zur PCR wurde jeweils die 
DNA des Typstamms jeder Art verwendet 
(L. mesenteroides: Stamm DSM 20343T). 
M: Marker DNA Ladder Mix (Fermentas) 
von 100 bis 1000 bp; DNA-Mix: Mi-
schung der DNA aller sieben untersuchten 
Arten. 
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4. Diskussion 

4.1 Art-Identifizierung durch vergleichende rDNA-Sequenzanalysen 
 

Die ribosomalen Gensequenzen zahlreicher Mikroorganismen sind bekannt. Sie bestehen 

aus Bereichen höherer und geringerer Konservierung und können daher zu phylogeneti-

schen und taxonomischen Analysen verwendet werden. Am häufigsten werden 

vergleichende Sequenzanalysen der kleinen ribosomalen Untereinheit (engl. small subunit; 

SSU) zur Identifizierung unbekannter Spezies durchgeführt. Aufgrund der hohen Sequenz-

identität ist eine Art-Differenzierung auf Basis der SSU rDNA für viele Spezies jedoch nur 

eingeschränkt oder überhaupt nicht möglich. 

Beim Vergleich der durch nested SAPD-PCR generierten DNA Fingerprint-Bandenmuster 

einiger Milchsäurebakterien aus der institutseigenen Kulturensammlung mit den Banden-

mustern bekannter Spezies wurde festgestellt, dass die Bandenmuster einiger Spezies nicht 

dem erwarteten Bandenmuster entsprachen. Diese Stämme wurden durch 16S rDNA-

Sequenzvergleich identifiziert (siehe Kap. 3.1.1). Die vergleichenden Sequenzanalysen 

zeigten, dass diese Stämme tatsächlich unter falschen Artnamen hinterlegt bzw. seit ihrer 

Hinterlegung reklassifiziert wurden. So waren untypische DNA Fingerprint-Bandenmuster 

in allen Fällen ein Indiz, dass es sich nicht um die angegebenen Arten handelte. Die Er-

gebnisse der Art-Identifizierung neu isolierter Pediococcus-Stämme aus Starterkulturen 

durch die 23S rDNA basierende Multiplex PCR konnten durch 16S rDNA-Sequenzierung 

und vergleichende Sequenzanalysen verifiziert werden. Weitere Isolate aus Starterkulturen 

konnten eindeutig der Spezies Enterococcus faecium zugeordnet werden. Hier muss über-

prüft werden, wie dieses Bakterium der Risikogruppe 2 in kommerziell erhältliche 

Oenococcus oeni-Starterkulturen gelangen konnte. 

Die zwei Internal Transcribed Spacer (ITS)-Bereiche (ITS1 und ITS2) trennen in Eukaryo-

ten die konservierte 18S und 26S von der 5.8S rDNA. Die nicht-kodierenden ITS-Bereiche 

unterliegen einem geringeren evolutionären Selektionsdruck als die kodierenden rRNA-

Gene (Musters et al., 1990). Die ITS-Bereiche sind daher weniger konserviert und können 

aufgrund ihrer höheren Variabilität zur Art- und teilweise Stammdifferenzierung von He-

fen verschiedener Gattungen verwendet werden. Durch die ITS-Sequenzierung der Hefen 

aus Starterkulturen und Datenbankvergleich konnte deren Artzugehörigkeit eindeutig er-

mittelt werden. Zwischen den ITS-Regionen verschiedener Stämme der Arten 

Saccharomyces cerevisiae und Pichia anomala konnten jedoch keine stammspezifischen 
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Unterschiede festgestellt werden. Die ITS-Sequenzierung erlaubte eine rasche und standar-

disierte molekulare Differenzierung weinrelevanter Hefen auf Speziesniveau. 

 

4.2 Die Phylogenie der Gattung Pediococcus 
 

Obwohl P. acidilactici und P. pentosaceus durch physiologische Tests nur schwer zu Un-

terscheiden sind, zeigen sie nur eine geringe Ähnlichkeit von 5-35 % bei der DNA-DNA-

Hybridisierung (Back & Stackebrandt, 1978; Dellaglio & Torriani, 1986; Simpson & Ta-

guchi, 1995). Trotzdem besitzen diese beiden Spezies beim Vergleich ihrer 16S rDNA-

Sequenzen eine engere Verwandtschaft zueinander, als zu den übrigen Pediokokken. 

P. damnosus zeigt eine enge Verwandtschaft zu den Arten P. inopinatus und P. parvulus 

auf Basis von DNA-DNA-Hybridisierungsexperimenten. Diese Tatsache wird durch die 

phylogenetische Untersuchung dreier Arten basierend auf 16S rDNA-Sequenz-vergleichen 

unterstützt (Simpson & Taguchi, 1995; Dobson et al., 2002). Zur Erstellung einer phyloge-

netischen Analyse verschiedener Pediococcus-Arten kombinierten Dobson et al. (2002) die 

Untersuchung der 16S rDNA, des ITS1-Bereichs und des Hitzeschock Protein 60 Gens. 

Die Sequenzanalysen der drei Genbereiche bestätigten die nahe Verwandtschaft der beiden 

Arten P. acidilactici und P. pentosaceus, und die enge Verwandtschaft der drei Arten 

P. damnosus, P. inopinatus und P. parvulus. In dieser Studie wurde auch eine neue Art, 

P. claussenii beschrieben, die anhand der Untersuchung der drei Genbereiche eine engere 

Verwandtschaft zu den beiden Arten P. pentosaceus und P. acidilactici zeigte, als zu den 

Arten P. damnosus, P. inopinatus und P. parvulus (Dobson, 2002). Auf der Basis von 16S 

rDNA-Sequenzvergleichen weist die Art P. cellicola eine hohe Sequenz-Homologie mit 

den Arten P. damnosus (98,3 %), P. parvulus (98,3 %) und P. inopinatus (98,5 %) auf 

(Zhang et al., 2005), während die Art P. stilesii eine nahe Verwandtschaft zu den Arten 

P. acidilactici (97,5 %) und P. pentosaceus (98,2 %) zeigt (Franz et al., 2006). 

Die auf Basis der 23S rRNA-Gensequenzen ermittelten Verwandtschaftsverhältnisse 

(Abb. 6) stimmen zum Teil nicht mit der 16S rDNA basierenden Phylogenie aus anderen 

Arbeiten (Zhang et al., 2005, Franz et al., 2006, Liu et al., 2006) überein. Die Ver-

wandtschaft innerhalb des P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus und P. cellicola 

Clusters unterscheidet sich von der Verwandtschaft, die von Zhang et al. (2005) und Liu al. 

(2006) ermittelt wurde. Im 23S rDNA-Stammbaum (Abb. 6) sind die beiden Arten 

P. parvulus und P. cellicola näher verwandt. Weitere Unterschiede in Bezug auf den 
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P. acidilactici, P. pentosaceus, P. stilesii und P. claussenii Cluster werden im Vergleich 

zur phylogenetischen Studie von Franz et al. (2006) deutlich. Im Vergleich zum 23S 

rDNA-Stammbaum (Abb. 6) sind die beiden Arten P. acidilactici und P. pentosaceus in 

dieser Studie näher verwandt. Jedoch sind die Abzweigungen dieses Clusters in beiden 

Studien nur durch geringe Bootstrap-Werte statistisch abgesichert. Über die entfernte Ver-

wandtschaft von P. dextrinicus zu den typischen Pediokokken wurde von Dobson et al. 

(2002) berichtet. Es wurde bereits früher vorgeschlagen diese Art zu reklassifizieren (Col-

lins et al,. 1991; Stiles & Holzapfel, 1997). In Bezug auf den in dieser Arbeit erstellten 

large subunit (LSU)-rDNA Stammbaum (Abb. 6) wurde die entfernte Verwandtschaft des 

Bakteriums P. dextrinicus zu den anderen Pediokokken bestätigt. 

 

4.3 Identifizierung der Pediokokken auf Basis von 23S rDNA-Sequenzen 
 

Einerseits werden Pediokokken wegen der Fähigkeit einiger Stämme zur Bildung von 

Stoffwechselprodukten wie Diacetyl und Acetoin (Wibowo et al., 1985), biogenen Aminen 

(Landete et al., 2005) und β-D-Glucan (Llaubères et al., 1990, Duenas-Chasco et al., 1997, 

Velasco et al., 2007) als Schädlingsorganismen bei der Lebensmittelherstellung angesehen. 

Andererseits werden speziell ausgewählte Stämme als Starterkulturen wegen ihrer Lactat-, 

Diacetyl- und Bacteriocin-Bildung während der Fermentierung bestimmter Lebensmittel 

gezielt eingesetzt (Raccach, 1987; Stiles, 1996; Back, 1999; Albano et al., 2007). In allen 

Fällen sind schnelle und sichere Identifizierungsmethoden vorteilhaft, um das Wachstum 

der Pediokokken zu kontrollieren und die Qualität von Lebensmitteln zu sichern. Der 

Nachweis bestimmter Pediococcus-Arten aus Lebensmitteln und Getränken ist durch klas-

sische Nachweisverfahren zeitaufwändig und oft unzuverlässig. Da molekularbiologische 

Nachweisverfahren schnell und kultivierungsunabhängig durchzuführen sind, stellen sie 

eine sichere Alternative zu den klassischen Nachweisverfahren dar und sind in der heuti-

gen Zeit unerlässlich. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die 23S rRNA-Gene von neun in Kulturensammlungen 

erhältlichen Pediococcus-Arten vollständig sequenziert. Die Sequenz-Daten lieferten neue 

Möglichkeiten für eine taxonomische Diskriminierung der einzelnen Arten und für phylo-

genetische Analysen. Alle Sequenzen wurden in der NCBI-Datenbank (GenBank) 

öffentlich zugänglich gemacht (Tab. 36). Neben der phylogenetischen Analyse konnten die 

Sequenzen zur Generierung Art-spezifischer PCR-Primer verwendet werden. Im Vergleich 
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zu Sequenzen der 16S rRNA und der ITS-Regionen waren die 23S rDNA-Sequenzen auf-

grund ihrer Größe und ihrer höheren Variabilität als Zielregionen für die Entwicklung 

Spezies-spezifischer PCR-Primern besonders geeignet. Jeweils ein Primerpaar wurde zur 

Identifizierung der typischen Pediococcus-Arten und der atypischen Art, P. dextrinicus 

entwickelt. Parallel dazu wurde ein 23S rDNA basierendes Multiplex PCR System zur 

simultanen Art-Identifizierung der acht typischen Pediokokken entwickelt. 

Über Vorkommen unterschiedlicher Pediococcus-Arten in Wein wurde in einigen Studien 

berichtet (Davis et al., 1986, Davis et al., 1988, Edwards et al., 1992). Die Isolierung und 

Identifizierung von 47 Pediococcus-Stämmen aus 100 Weinproben zeigte, dass Bakterien 

der Gattung Pediococcus im Weinanbaugebiet Rheinhessen weit verbreitet sind. Die Art-

diversität war in den untersuchten Weinen gering, da ausschließlich die beiden Arten 

P. parvulus und P. damnosus isoliert werden konnten. Durch Multiplex PCR Identifizie-

rung zweier unterschiedlicher Spezies aus einer Weinprobe wurde bestätigt, dass mehrere 

Pediococcus-Arten gleichzeitig im selben Wein vorkommen können. Die Multiplex PCR-

Identifizierung konnte sowohl mit DNA aus Reinkulturen, als auch mit Gesamt-DNA aus 

Wein- und Mostproben erfolgreich durchgeführt werden. Der Nachweis von 10 Zellen / ml 

in einem künstlich beimpften Wein zeigte, dass die 23S rDNA basierende Multiplex PCR 

eine sehr empfindliche Identifizierungsmethode darstellt. Das entwickelte Multiplex PCR 

Nachweissystem ist daher eine ausgezeichnete Methode zur schnellen Identifizierung un-

terschiedlicher Arten in Wein. Mit dieser Methode könnten auch Pediokokken aus anderen 

Lebensmitteln identifiziert werden. 

Neben der Identifizierung von Pediokokken aus Wein wurde die Multiplex PCR auch zur 

Überprüfung kommerziell erhältlicher Starterkulturen angewandt. Einige der aus den Star-

terkulturen isolierten Bakterienstämme konnten den Arten P. acidilactici und 

P. pentosaceus zugeordnet werden (Tab. 40). Um sicherzustellen, dass die Ergebnisse der 

Art-Identifizierung durch die 23S rDNA basierende Multiplex PCR Methode den tatsächli-

chen Art-Identitäten entsprachen, wurde die Art-Zugehörigkeit aller untersuchter Stämme 

durch die SAPD-PCR überprüft. Dabei konnte die durch Multiplex PCR ermittelte Artzu-

gehörigkeit für jeden Stamm durch charakteristische DNA Fingerprint-Bandenmuster 

verifiziert werden (Abb. 23). 

In einer früheren Arbeit (Dobson et al., 2002) wurde die Art-Zugehörigkeit mehrerer 

Stämme der Gattung Pediococcus durch vergleichende Sequenzanalysen überprüft. Dabei 

wurde festgestellt, dass viele Stämme unter falschen Artnamen hinterlegt waren. Durch die 

Multiplex PCR Untersuchung von Stämmen aus der institutseigenen Kulturensammlung 
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wurde bestätigt, dass klassische biochemische Nachweisverfahren zu falschen Art-

Identifizierungen führen können, und in einigen Fällen keine exakte Artidentifizierung 

garantieren. 

Das zur Identifizierung von Organismen unterschiedlicher Taxa verwendete rRNA-

Gencluster beinhaltet Sequenzbereiche, die in unterschiedlichem Maße konserviert sind. 

Bei den Milchsäurebakterien der Gattung Pediococcus bietet nur die 23S rDNA aufgrund 

ihrer Länge und ihrer teilweisen höheren Variabilität das Potential für die sichere Differen-

zierung auf Spezies-Ebene durch Multiplex PCR. Eine Stamm-Differenzierung derselben 

Pediococcus-Art ist auf Basis der rDNA-Sequenzen aufgrund der hohen Identität nicht 

möglich. 

 

4.4 Generierung von rRNA-Sekundärstrukturen 
 

Die Generierung der 23S rRNA-Sekundärstrukturen für neun Arten der Gattung Pediococ-

cus wurde auf Basis der Referenzstruktur des Bakteriums Lactococcus lactis durchgeführt. 

Die LSU rRNA-Sekundärstrukturen der neun Pediococcus-Arten wurden mit der neu ent-

wickelten Software Structure Star 1.0 (Fröhlich, pers. Mitteilung) generiert. Aufgrund der 

vergleichsweise geringen Anzahl variabler Sequenzen blieb die Grundstruktur von L. lactis 

größtenteils erhalten. In einer früheren Arbeit wurden bereits DNA-Sonden für andere 

Mikroorganismen nach der gleichen Vorgehensweise entwickelt (Röder, 2007). Allerdings 

mussten die rRNA-Sekundärstrukturen an die neue Sequenz in mehreren zeitaufwendigen 

Arbeitsschritten unter Verwendung mehrerer Programme manuell angepasst werden. Der 

aufwendige und komplexe Prozess zur Generierung von rRNA-Sekundärstrukturen führte 

zur Überlegung der Programmierung einer geeigneten Software, die alle Arbeitsschritte in 

einem Programm vereint und das Erstellen der Sekundärstrukturen vereinfacht. Durch das 

daraus resultierende Programm Structure Star 1.0 kam es zu wesentlichen Erleichterungen 

bei der Erstellung von rRNA-Sekundärstrukturen. Neue rRNA-Gensequenzen lassen sich 

auf bereits existierende homologe rRNA-Sekundärstrukturen übertragen. Diese Referen-

zsequenzen sind auf der Hompage des Institute for Cellular and Molecular Biology and 

The Section for Integrative Biology, University of Texas at Austin 

(http://www.rna.ccbb.utexas.edu, Gutell et al., 1993; Cannone et al., 2002) frei verfügbar. 

Nach Übertragung einer rRNA-Gensequenz auf eine homologe rRNA-Sekundärstruktur 

können die von der Referenzsequenz abweichenden Bereiche durch die Interaktion mit der 
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Software Mfold (Zuker, 2000) thermodynamisch neu berechnet und in die Sekundärstruk-

tur integriert werden. Innerhalb weniger Minuten lassen sich komplette Sekundärstrukturen 

erstellen, deren Generieren durch manuelles Editieren mehrere Stunden in Anspruch ge-

nommen hätte. Im Vergleich zu früheren Arbeiten kommt es mit Verwendung der 

Software Structure Star zu erheblicher Zeitersparnis. Die neu erstellten rRNA-

Sekundärstrukturen können als Grundlage für die Generierung weiterer Sekundärstrukturen 

verwendet werden. 

Mit Structure Star können aufgrund von Art-spezifischen Nukleotiden geeignete Zielberei-

che für FISH-Sonden in der rRNA-Sekundärstruktur aufgefunden und anzeigt werden. 

Dabei kann auch die Generierung von Sonden nach dem Gemeinschafts-Sonden (sidepro-

be) Effekt (Fröhlich & König, 2002; Fröhlich et al., 2003; Hirschhäuser et al., 2005; Röder 

et al., 2007) oder dem Helfer-Sonden-Prinzip (Fuchs et al., 2000) berücksichtigt werden. 

Die ausgewählten Sonden können durch BLAST-Suche auf Spezifität geprüft werden. 

 

4.5 Identifizierung der Pediokokken durch FISH 
 

Durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) können Mikroorganismen unter Verwen-

dung geeigneter Sonden spezifisch in einer komplexen Lebensgemeinschaft lokalisiert und 

quantifiziert werden. Blasco et al. (2003) entwickelten 16S rRNA-gerichtete Sonden zur 

Identifizierung weinrelevanter Milchsäurebakterien der Gattungen Lactobacillus, Pedio-

coccus, Oenococcus und Leuconostoc. Zur direkten Identifizierung von Oenococcus oeni 

in Wein wurden darüber hinaus FISH-Sonden entwickelt, die gegen die 16S rRNA, 23S 

rRNA (Fröhlich & König, 2002; Fröhlich et al., 2003) und die 5S rDNA (Hirschhäuser et 

al., 2005) gerichtet waren. 

Die mit der Software Structure Star erstellten 23S rRNA-Sekundärstrukturen der neun 

Pediococcus-Arten erleichterten das Auffinden variabler Bereiche, die als Ziel für FISH-

Sonden dienen sollten. Da die Unterschiede zwischen einigen nah verwandten Pediococ-

cus-Arten wie P. damnosus und P. inopinatus nur gering waren, konnten keine Art-

spezifischen Fluoreszenz-Sonden generiert werden. Die Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Arten reichten aber aus, um zwei Gruppen voneinander unterscheiden zu können. 

So wurde die Sonde Pedio23S5 zur Identifizierung der Arten P. acidilactici und 

P. pentosaceus generiert und die Sonde Pedio23S6 zur Identifizierung der Gruppe 

P. damnosus, P. parvulus und P. inopinatus (Abb. 12 und Tab. 41). Die unmarkierten Hel-
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fersonden wurden unter Berücksichtigung der rRNA-Sekundärstrukturen so gewählt, dass 

sie sich in unmittelbarer Nähe der FISH-Sonden befanden und teilweise komplementär zu 

den FISH-Sonden waren (Abb. 11). Durch Bindung der Helfersonden sollten Wasserstoff-

brückenbindungen zwischen komplementären Bereichen der Sekundärstruktur 

aufgebrochen werden. Dadurch sollte die in situ Zugänglichkeit der rRNA in der Zielregi-

on gemäß dem Helfer-Sonden-Prinzip (Fuchs et al., 2000) verbessert werden. Der Effekt 

der Verwendung der FISH-Sonde in Kombination mit unmarkierten Helfersonden zeigte 

sich deutlich durch ein stärkeres Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Hybridisierung ohne 

Helfersonden. Die Bindung der teilweise komplementären, unmarkierten Helfersonden an 

die rRNA verbesserte die Zugänglichkeit der fluoreszenzmarkierten Sonde an die hoch 

strukturierte rRNA. Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen aus früheren Studien 

(Fuchs et al., 2000) überein, in denen unmarkierte Helfersonden zu einer signifikanten 

Verbesserung der FISH von 16S rRNA in E. coli geführt haben. Die anfänglichen Proble-

me bei der FISH von Exopolysaccharid-bildenden Pediococcus-Stämmen konnten durch 

die Inkubation der Zellen mit Lysozym gelöst werden. Offensichtlich wurde durch den 

teilweisen Abbau der Zellwand das Eindringen der Sonden in die Zellen verbessert. 

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist eine zeitnahe, spezifische und relativ kosten-

günstige Nachweismethode. Unter Verwendung der neu generierten Sonden zur 

Identifizierung verschiedener Pediococcus-Arten könnte die FISH z.B. in Weinanalytik 

Instituten zur prozessbegleitenden Qualitätssicherung bei der Weinherstellung eingesetzt 

werden. 

 

4.6 Differenzierung der Milchsäurebakterien durch DGGE 
 

Die Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) (Muyzer et al., 1993) ist eine 

der wichtigsten Methoden zur Untersuchung des Verlaufs mikrobieller Populationen. 

Guerrini et al. (2003) untersuchten die variable 16S rDNA V3-Region von Stämmen der 

Gattungen Leuconostoc, Weissella und Oenococcus durch DGGE. Sie fanden heraus, dass 

die DGGE dieses 16S rDNA-Bereichs zur Artidentifizierung der untersuchten Stämme 

geeignet war. Zwischen den Stämmen einer Art konnten keine Unterschiede auf dem be-

treffenden Genfragment beobachtet werden. Lopez et al. (2003) untersuchten mehrere 

Primerpaare, die zur Analyse von Bakterien durch DGGE entwickelt wurden und stellten 

fest, dass durch einige Primer auch DNA von Hefen, Pilzen und Pflanzen amplifiziert wur-
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de. Da die Verwendung dieser Primer die Ergebnisse der Untersuchung von Bakterien aus 

Wein verfälschen könnte, wurden zwei neue Primerpaare entwickelt. Ein Primerpaar wur-

de für die Untersuchung der 16S rDNA V4 und V5-Region von Milchsäurebakterien und 

das zweite Primerpaar zur Untersuchung der 16S rDNA V7 und V8-Region von Essigsäu-

rebakterien generiert. Mit den neu entwickelten Primern konnten schließlich verschiedene 

Arten der Gattungen Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, Oenococcus, Leuconostoc, 

Acetobacter und Gluconobacter erfolgreich differenziert werden. Bae et al., 2006 konnten 

Milchsäurebakterien der Gattungen Lactobacillus, Enterococcus, Weissella und weitere 

Bakterien der Gattungen Sporolactobacillus, Asaia und Bacillus nach Anreicherung auf 

intakten Weintrauben durch DGGE nachweisen. Dagegen konnte Oenococcus oeni nicht 

auf Trauben identifiziert werden. Die Differenzierung der Bakterien erfolgte anhand der 

Auftrennung variabler 16S rDNA-Gensequenzen durch DGGE. Zur Differenzierung von 

Milchsäurebakterien aus Wein führten Renouf et al. (2006 a) eine DGGE des rpoB-Gens 

durch, welches für die β-Untereinheit der RNA-Polymerase kodiert. Dieses Gen stellt eine 

Alternative zu der Untersuchung ribosomaler Gene dar, bei denen innerhalb einiger Arten 

Heterogenitäten festgestellt wurden, die die Art-Identifizierung erschwerten. In weiteren 

Studien derselben Arbeitsgruppe konnten weinrelevante Arten der Gattungen Lactobacil-

lus, Pediococcus, Leuconostoc und Oenococcus durch die DGGE eines rpoB-Teilbereichs 

erfolgreich differenziert werden (Renouf et al., 2006 c). Die Diversität zahlreicher Mikro-

organismen auf Trauben und in Wein wurde durch die DGGE von rpoB-Teilbereichen für 

Bakterien und 26S rDNA-Sequenzen für Hefen untersucht (Renouf et al., 2007). Darüber 

hinaus konnte in dieser Studie die Dynamik des Wachstums der Mikroorganismen zu un-

terschiedlichen Zeitpunkten der Weinherstellung durch DGGE analysiert werden. 

Durch die Verwendung der in dieser Arbeit neu generierten Primer DGGE_F1 und 

DGGE_R1 (Tab. 5) konnte ein hoch variabler 23S rDNA-Bereich der untersuchten Milch-

säurebakterien in einer PCR amplifiziert werden. Die Auftrennung der Amplifikate durch 

DGGE zeigte nach Färbung mit Ethidiumbromid, dass alle Milchsäurebakterien anhand 

des Auftretens artspezifischer Gelbanden voneinander differenziert werden konnten 

(Abb. 13). So konnten die weinrelevanten Arten Pediococcus parvulus, P. damnosus, Lac-

tobacillus hilgardii, Oenococcus oeni und Leuconostoc mesenteroides durch DGGE 

differenziert werden. Da die Primer an konservierte Bereiche der 23S rDNA binden, die 

den hoch variablen Bereich flankieren, sind die Primer neben den untersuchten Arten auch 

zur Untersuchung weiterer Milchsäurebakterien geeignet (vgl. Alignment Anhang 8.2). Die 

DGGE ist eine der besten Methoden, um unterschiedliche Mikroorganismen in einer Mik-
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robiota nachzuweisen. Vor allem zur Verfolgung der mikrobiellen Diversität während 

Fermentationsprozessen wurde diese Methode in zahlreichen Untersuchungen erfolgreich 

eingesetzt. Die 23S rDNA-gerichteten PCR-Primer stehen in Kombinierung mit der 

DGGE-Methode zukünftigen Versuchen, beispielsweise zur Untersuchung der Verände-

rung der mikrobiologischen Diversität während der Fermentierung von Wein zur 

Verfügung. Allerdings ist die Anwendung der DGGE zur Identifizierung technisch auf-

wendig, da die DNA bekannter Arten als Standards mit auf das Gel aufgetragen werden 

müssen. Darüber hinaus ist das gleiche Laufverhalten zweier Gelbanden nicht immer der 

Beweis dafür, dass es sich um die gleiche Art handelt. Wenn viele Arten in einer Probe 

vorhanden sind, kann eine Komigration unterschiedlicher Sequenzen auftreten, die das 

Ergebnis verfälscht (Gafan & Spratt, 2005). Bei einigen nah verwandten Arten kann mitun-

ter selbst ein hoch variabler rDNA-Bereich identisch sein. 

 

4.7 Nachweis der Gene zur Exopolysaccharid-Synthese 
 

Die Exopolysaccharid-Bildung durch Milchsäurebakterien kann zum „Zäh- oder Lindwer-

den“ des Weines führen. Dieser Weinfehler macht sich durch eine erhöhte Zunahme der 

Viskosität bemerkbar (Walling et al., 2005). Während eine leichte Zähigkeit noch durch 

eine kräftige Schwefelung rückgängig gemacht werden kann, wirkt in schweren Fällen nur 

das Ablassen des Weines durch ein Reißrohr oder Weinbrause entgegen, was zu einer 

unerwünschten Oxydation des Weines führt (Dittrich & Großmann, 2005). Auch der Ab-

bau des Glucans durch eine β-1,3-Glucanase ist möglich. Diese Enzyme werden aus 

bestimmten Pilzen gewonnen (z.B. Trichoderma harzianum, T. reesei) und vor allem zum 

Abbau des Botrytis-Glucans in belastetem Lesegut eingesetzt. Aufgrund der 1,2-

glycosidisch verknüpften Seitenketten ist das Pediococcus-Glucan jedoch wesentlich 

schwerer abbaubar, als das β-1,3;1,6-glycosidisch verknüpfte Botrytis-Glucan (Dittrich und 

Großmann, 2005). Ein Einsatz dieser Enzyme ist darüber hinaus mit erheblichen Kosten 

verbunden. Um dem Zähwerden des Weines vorzubeugen, bedarf es geeigneter Methoden, 

die eine möglichst frühzeitige Identifizierung Exopolysaccharid (EPS)-bildender Milchsäu-

rebakterien erlauben, um rechtzeitig Gegenmaßnahmen einleiten zu können. 

In dieser Arbeit wurden zwei bereits beschriebene PCR-Methoden (Gindreau et al., 2001; 

Werning et al., 2006) zum Nachweis EPS-bildender Pediococcus-Stämme angewandt. Das 

Vorhandensein des mob-Gens, das für ein mobilization-Protein kodiert, wurde bei ver-
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schiedenen Stämmen der Arten Pediococcus parvulus und P. damnosus überprüft. Wäh-

rend Gindreau et al (2001) das mob-Gen nur bei Glucan-bildenden P. damnosus-Stämmen 

nachweisen konnten, wurde das Vorhandensein des Gens in der vorliegenden Arbeit auch 

bei P. parvulus nachgewiesen. Bei 60 der 74 untersuchten Stämme (81 %) konnte das mob-

Gen nachgewiesen werden. Nur 20 der mob-positiven Stämme bildeten ein Exopolysac-

charid (EPS) auf MRS-Agar unter den gewählten Wachstumsbedingungen. Ein Stamm 

bildete ein EPS, obwohl kein mob-Gen nachgewiesen werden konnte (Tab. 42). Die Er-

gebnisse unterscheiden sich von den Ergebnissen der Forschungsarbeit von Gindreau et al. 

(2001), in der bei allen Glucan-bildenden Stämme das mob-Gen nachgewiesen werden 

konnte, während alle Stämme die kein Glucan bildeten das betreffende Gen nicht besaßen. 

Die Wachstumsbedingungen waren in beiden Studien nahezu identisch (MRS-Agar; 20-

25 °C). In der Arbeit von Walling et al. (2005) entstanden nach mehrmaligem Überimpfen 

eines Glucan-bildenden P. damnosus-Stammes Kolonien, die kein Glucan mehr bildeten. 

Die betreffenden Kolonien hatten das Plasmid verloren, auf dem sich das mob-Gen befand. 

Die PCR mit den Primern PF5 und PF6 führte dennoch zu dem erwarteten Amplifikat. Sie 

vermuteten, dass eine zu der Ziel DNA der Primer homologe Sequenz im Genom verblieb 

und es so zu falsch-positiven Ergebnissen kam. Möglicherweise hatten die 40 Stämme, bei 

denen das mob-Gen nachgewiesen werden konnte, die aber kein EPS bildeten, ebenfalls 

die Fähigkeit zur Glucan-Synthese verloren. 

Ähnliche Beobachtungen wurden bei der Untersuchung des gtf-Gens gemacht, dass für 

eine Glycosyltransferase kodiert. Bei 33 von 74 (44,5 %) der untersuchten Pediococcus-

Stämme konnte dieses Gen nachgewiesen werden. Nur 15 der gtf-positiven Stämme zeig-

ten eine EPS-Synthese auf MRS-Agar. Vier Stämme bildeten ein EPS auf MRS-Medium, 

obwohl das gtf-Gen nicht nachgewiesen werden konnte (Tab. 42). Die Ergebnisse unter-

scheiden sich von den Ergebnissen bei Werning et al. (2006). In dieser Studie bildeten alle 

gtf-positiven Stämme ein EPS, während alle gtf-negativen Stämme kein EPS bildeten. 

Dols-Lafargue et al. (2008) konnten bei der Untersuchung einiger Oenococcus oeni-

Stämme ebenfalls das gtf-Gen nachweisen, obwohl diese Stämme kein EPS bildeten. 

Die Überprüfung des mob-Gens und des gtf-Gens zeigte, dass das Vorhandensein dieser 

Gene allein nicht ausreicht um nachzuweisen, ob ein Pediococcus-Stamm zur Glucan-

Bildung befähigt ist oder nicht. Vielmehr ist die Glucan-Bildung auch von chemischen und 

physikalischen Faktoren wie der Nährstoffversorgung und der Temperatur abhängig. So 

wurde beobachtet, dass niedrige Temperaturen oder ein Kälteschock (4 °C) die EPS-

Bildung bei einigen Stämmen auslösen konnten. Weiterhin auffällig war, dass mehrfaches 
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Überimpfen eines EPS-bildenden Stammes zum Verlust der EPS-Bildung führte. Auch 

andere Faktoren wie pH-Wert des Mediums oder Ethanol-Konzentration können einen 

Einfluss auf die EPS-Bildung ausüben. 

 

4.8 Die Anwendung der nested SAPD-PCR 
 

Die 8 bp lange, palindrome Erkennungssequenz der Not I-Restriktionsendonuklease 

(GCGGCCGC) wurde in allen zur nested SAPD-PCR verwendeten Primer integriert. Die 

Sequenz wurde ausgewählt, da sie im Genom verschiedener Organismen im Vergleich zu 

den Erkennungssequenzen anderer Restriktionsendonukleasen seltener vorkommt. Die 

Sequenz eignet sich daher zur Verwendung bei der SAPD-PCR, da nicht zu viele Ab-

schnitte der genomischen DNA-Matrize amplifiziert werden, die die Auswertung des 

Bandenmusters nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte erschweren 

würden (Fröhlich & Pfannebecker, 2006). 

Der erste PCR-Schritt (SAPD-PCR) basiert auf der Methode der RAPD PCR. Durch die 

Verwendung einer Rampe, also einer langsamen, schrittweisen Temperaturerhöhung zwi-

schen Annealing und Elongation der Primer wird die Reproduzierbarkeit im Vergleich zur 

klassischen RAPD PCR erhöht. Zum Beispiel konnte für P. damnosus (DSM 20331T) bei 

fünffacher Wiederholung der SAPD-PCR eine Identität im DNA Fingerprint-

Bandenmuster von 97 % errechnet werden. In der Regel wurde nach der ersten PCR das 

Subspezies-Niveau dargestellt. Um die Konzentration der Stamm-relevanten, schwachen 

Amplifikate aus der ersten PCR zu erhöhen, wurde bei der nested SAPD-PCR ein PCR-

Beschleuniger (Enhancer Solution P, Peqlab) verwendet und die Reaktion wurde ohne 

Rampe durchgeführt. Dies führte zu einer spezifischeren Bindung der Primer an die DNA-

Matrize und zu einer Nivellierung der Intensitäten der PCR-Amplifikate. Durch die Erwei-

terung des Primers in der nested PCR, also zum Beispiel dem Gebrauch von Primer A-Not-

A (5’-GCGGCCGCAA-3’) in Kombination mit dem PCR-Produkt aus der SAPD-PCR, 

dass unter Verwendung des Primers A-Not (5’-AGCGGCCGCA-3’) erzeugt wurde, wird 

der Einfluss nicht-reproduzierbarer PCR-Amplifikate gemindert. In diesem Punkt ist die 

nested SAPD-PCR der RAPD PCR überlegen. Gegenüber anderen Fingerprint-Verfahren, 

wie beispielsweise der RFLP-PFGE oder RAPD PCR überzeugt die nested SAPD-PCR 

durch ein höheres Auflösungsvermögen, eine hohe Reproduzierbarkeit und die relativ 

schnelle, einfache und kostengünstige Durchführbarkeit. Der größte Vorteil der nested 
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SAPD-PCR gegenüber bekannten DNA Fingerprint-Verfahren ist die universelle Einsetz-

barkeit für alle Organismen. Bisher konnte die Methode bei allen untersuchten 

Organismen-Gruppen, selbst bei Organismen mit sehr konserviertem Genom (Oenococcus 

oeni) angewandt werden, ohne zuvor eine Vielzahl zufällig ausgewählter Primern untersu-

chen zu müssen. Der gesamte Primersatz, der für die nested SAPD-PCR entwickelt wurde 

umfasst vergleichsweise nur 20 Primer. Dank ihrer universellen Einsetzbarkeit für alle 

Organismen ist die nested SAPD-PCR eine ausgezeichnete Methode, um die Art-

Zugehörigkeit von Stämmen zu überprüfen und Stämme innerhalb einer Art zu differenzie-

ren. Allerdings muss wie bei anderen Fingerprint-Techniken sichergestellt werden, dass es 

sich bei den zu untersuchenden Proben nicht um Mischkulturen handelt. Ein durch SAPD-

PCR erzeugtes DNA Fingerprint-Bandenmuster unter Verwendung einer DNA-Mischung 

kann die Identifizierung einer bestimmten Spezies stark einschränken bzw. unmöglich 

machen. Die Auswertung mehrerer Gelbilder, die durch die Amplifikation der gleichen 

DNA in der nested SAPD-PCR mit verschiedenen Primern entstanden waren zeigte, dass 

Fehler, die durch das Auftreten oder dem Verschwinden einzelner Gelbanden entstehen 

können minimiert werden (Pfannebecker, 2005). So wurden für jede Cluster-Analyse min-

destens drei Gelbilder ausgewertet. 

 

4.8.1 Milchsäurebakterien 

Art-Identifizierung und Cluster-Analyse der Pediokokken 

Zur Artidentifizierung der Pediokokken wurden unterschiedliche molekularbiologische 

Verfahren entwickelt. Satokari et al. (2000) benutzten einen Restriktionsverdau des komp-

letten Genoms zur Differenzierung der Pediococcus-Arten P. acidilactici, P. damnosus, 

P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus und P. pentosaceus. Bei dieser auch als Riboty-

ping bezeichneten Methode wurde die DNA der Zellen mit dem Restriktionsenzym EcoRI 

verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Hybridisierung mit rDNA-Sonden 

detektiert. Es wurde festgestellt, dass einige Stämme der Arten P. dextrinicus, P. inopina-

tus und P. parvulus, die aus verdorbenem Bier isoliert wurden durch biochemische Tests 

(API 50 CHL, Bio-Mérieux, Nürtingen) entweder fälschlicherweise als P. damnosus iden-

tifiziert wurden oder nicht identifiziert werden konnten. Darüber hinaus konnten geringe 

Unterschiede zwischen Bandenmustern verschiedener Stämme einer Art detektiert werden. 

Ein ähnliches Verfahren zur Identifizierung verschiedener Pediococcus-Arten durch Ribo-

typing wurde von Barney et al. (2001) unter Verwendung weiterer Restriktionsenzyme 
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durchgeführt. Es wurde festgestellt, dass das Subspeziesniveau durch die Verwendung der 

Restriktionsenzyme PstI und PvuII besser aufgelöst werden konnte als durch EcoRI. 

Fingerprint-Methoden wie der Restriktionsverdau amplifizierter 16S rDNA-Sequenzen 

(16S-ARDRA) (Rodas et al., 2003), wurden zur Unterscheidung weinrelevanter Milchsäu-

rebakterien der Gattungen Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus und Oenococcus 

durchgeführt. Während die meisten untersuchten Bakterien durch den Verdau ihrer 16S 

rDNA mit den Restriktionsendonukleasen MseI und / oder BfaI und AluI differenziert wer-

den konnten, reichte diese Vorgehensweise nicht aus, um verwandte Arten wie 

L. plantarum und L. pentosus zu differenzieren. Die Differenzierung durch 16S-ARDRA 

ist aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit zwischen den ribosomalen Gene einiger nah 

verwandter Arten eingeschränkt. Nigatu et al. (1998) nutzten die RAPD PCR, um sieben 

Arten der Gattung Pediococcus zu differenzieren. Sie konnten 116 Stämme durch den 

Vergleich ihrer DNA Fingerprint-Bandenmuster einer bestimmten Art zuordnen. Die Puls 

Feld Gelelektrophorese mit DNA-Fragmenten (RFLP-PFGE) wurde zur Unterscheidung 

von Stämmen einiger Pediococcus-Arten auf Art- und Stammniveau durchgeführt (Lu-

chansky et al., 1992, Barros et al., 2001). Simpson et al. (2002) untersuchten Pediococcus-

Stämme von sechs verschiedenen Arten durch RAPD PCR und RFLP-PFGE. Dabei wurde 

festgestellt, dass die Ergebnisse der Stamm-Identifizierung durch RAPD PCR nicht in allen 

Fällen mit denen der PFGE übereinstimmten. Einige Stämme wurden je nach verwendetem 

Primer in der RAPD PCR unterschiedlichen Arten zugeordnet. Ferner war die RFLP-PFGE 

in dieser Studie im Vergleich zur RAPD PCR besser geeignet, um Stämme zu differenzie-

ren. 

In dieser Arbeit konnten alle Pediococcus-Typstämme durch SAPD-PCR anhand ihres 

charakteristischen DNA Fingerprint-Bandenmuster differenziert werden. Dabei waren alle 

in der SAPD-PCR verwendeten Primer geeignet, ein charakteristisches Bandenmuster zu 

erzeugen (Abb. 14 und 15). Die Ergebnisse der Art-Identifizierung von insgesamt 97 Pe-

diococcus-Stämmen durch 23S rDNA basierende Multiplex PCR (Tab. 11 und Tab. 12), 

konnten in allen Fällen durch SAPD-PCR verifiziert werden. Dabei reichte bereits der erste 

PCR-Schritt aus, um eine sichere Artzuordnung anhand der DNA Fingerprint-

Bandenmuster zu gewährleisten (siehe Kap. 8.4). Für P. parvulus konnte eine Homogenität 

von 65 % zwischen den Fingerprint-Bandenmustern unterschiedlicher Stämme berechnet 

werden. Mora et al. (2000) untersuchten P. acidilactici-Stämme durch RAPD PCR. Dabei 

wurde festgestellt, dass einige Stämme dieser Art ein heterogenes Bandenmuster zeigten. 

Diese Beobachtungen stimmen mit den heterogenen DNA Fingerprint-Bandenmustern 
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zwischen den in dieser Arbeit durch SAPD-PCR untersuchten P. acidilactici-Stämme 

(Abb. 16) überein. Eine noch größere Heterogenität konnte in der vorliegenden Arbeit zwi-

schen den P. dextrinicus-Stämmen beobachtet werden (Abb. 16). Dadurch wurde die Art-

Identifizierung dieser Stämme erschwert. Größere Unterschiede im Bandenmuster der 

P. dextrinicus-Stämme wurden auch von Simpson et al. (2002) bei der Untersuchung der-

selben Stämme durch RFLP-PFGE und RAPD PCR festgestellt. Satokari et al. (2000) 

untersuchten P. dextrinicus-Stämme durch Ribotyping und stellten fest, dass sich Stamm 

DSMZ 20293 vom P. dextrinicus-Typstamm (DSMZ 20335T) unterschied. Daraufhin wur-

de Stamm DSMZ 20293 als Kandidat zur Schaffung einer neuen Spezies vorgeschlagen. 

Die Cluster-Analyse der neun Pediococcus-Typstämme führte zu einem Stammbaum, der 

größtenteils unterschiedliche Verwandtschaftsverhältnisse zeigte, als der phylogenetische 

23S rDNA-Stammbaum (Abb. 17). Nur die beiden Arten, P. damnosus und P. inopinatus 

waren in beiden Analysen nah verwandt. Dagegen befand sich beispielsweise die Art 

P. parvulus auf einem unterschiedlichen Cluster. Weitere Unterschiede waren die entfern-

tere Verwandtschaft der Art P. acidilactici zu den typischen Pediokokken und die nahe 

Verwandtschaft von P. stilesii zu P. parvulus bei der Cluster-Analyse. Bei früheren Ver-

gleichen von Cluster-Analysen mit phylogenetischen Stammbäumen konnten ähnliche 

Beobachtungen gemacht werden. Simpson et al. (2002) untersuchten die Typstämme der 

Arten P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus, P. pentosaceus, P. acidilactici und P. dex-

trinicus durch RAPD PCR und führten Cluster-Analysen durch. Beim Vergleich der Clus-

ter-Analysen mit 16S rDNA-Stammbäumen stellten sie ebenfalls fest, dass sich die 

Verwandtschaftsverhältnisse in den Cluster-Analysen von denen der phylogenetischen 

Analysen unterschieden. Zum Beispiel zeigten die Typstämme der Arten P. damnosus und 

P. parvulus sehr unterschiedliche RAPD-Bandenmuster, und konnten durch Cluster-

Analyse nicht zusammen gruppiert werden, während der phylogenetische Stammbaum eine 

viel nähere Verwandtschaft zeigte. Es ist vorstellbar, dass die hohe genetische Variabilität 

der Stämme einiger Arten (z.B. P. acidilactici) dazu führt, dass die Ergebnisse der Cluster-

Analyse nicht durch die Analyse eines einzelnen Genes widergespiegelt werden können. 

Diese Tatsache könnte die unterschiedlichen Baum-Topologien beim Vergleich der Clus-

ter-Analyse mit der 23S rDNA basierenden phylogenetischen Analyse erklären. 

 

Identifizierung und Cluster-Analyse der Oenococcus oeni-Stämme 

Zur Identifizierung der Spezies Oenococcus oeni wurden unterschiedliche molekularbiolo-

gische Methoden beschrieben. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) hat sich als 
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geeignet herausgestellt, um O. oeni direkt in Weinproben zu detektieren. In früheren Un-

tersuchungen wurde diese Technik unter Verwendung fluoreszenzmarkierter Sonden, die 

an spezifische Regionen der rRNA binden erfolgreich angewandt (Fröhlich et al., 2003, 

Hirschhäuser et al., 2005). Andere Methoden wie Ribotyping (Viti et al., 1996) und RFLP-

Analysen der 16S rDNA (Sato et al., 2000) waren zur Art-Identifizierung geeignet. Eine 

Anwendung der SAPD-PCR in dieser Arbeit war die Artidentifizierung neu isolierter 

O. oeni-Stämme aus rheinhessischen Weinproben. Alle Stämme konnten aufgrund ihres 

charakteristischen DNA Fingerprint-Bandenmusters durch den Vergleich mit den Banden-

mustern bekannter Arten eindeutig identifiziert werden (Abb. 18). Die SAPD-PCR stellt 

eine einfach durchführbare und kostengünstige Identifizierungsmethode dar, mit der Mik-

roorganismen relativ schnell identifiziert werden können. So konnte in diesem Beispiel auf 

eine 16S rDNA-Sequenzierung zur Art-Identifizierung verzichtet werden. 

Bei der Untersuchung der 16S-23S Intergenic Spacer Region (ITS1) mehrerer O. oeni-

Stämme wurde festgestellt, dass das Genom sehr konserviert ist (Zavaleta et al., 1997 a; Le 

Jeune & Lonvaud-Funel, 1997). Die gleiche Beobachtung wurde auch bei der Untersu-

chung von O. oeni-Stämmen durch Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP)-

Analyse der 16S rDNA gemacht. Alle untersuchten Stämme zeigten ein sehr ähnliches 

Bandenmuster (Viti et al., 1996). Zur Unterscheidung von O. oeni-Stämmen konnte die 

Puls-Feld-Gelelektrophorese (PFGE) erfolgreich angewandt werden. Kelly et al. (1993) 

fanden heraus, dass die Restriktionsenzyme NotI und SfiI zur Differenzierung einiger 

O. oeni-Stämme geeignet waren. Jedoch konnte das Stamm-Niveau nicht bei allen unter-

suchten Oenokokken aufgelöst werden. Weitere Restriktionsenzyme wie ApaI, AscI und 

SmaI wurden in ähnlichen Studien zur Stamm-Differenzierung durch PFGE verwendet 

(Daniel et al., 1993; Lamoureux et al., 1993; Tenreiro et al., 1994; Guerrini et al., 2003). 

Larisika et al. (2008) untersuchten 65 O. oeni-Stämme aus sechs deutschen Weinanbauge-

bieten durch PFGE nach Verdau mit den Restriktionsenzymen SfiI, NotI und ApaI. Anhand 

der Cluster-Analyse von 54 O. oeni-Stämmen, deren DNA mit SfiI geschnitten wurde, 

konnte keine eindeutige Regionsbezogenheit der Stämme aus demselben Anbaugebiet 

nachgewiesen werden. Zavaleta et al. (1997 b) nutzten die Randomly Amplified Polymor-

phic DNA (RAPD) PCR zur Differenzierung von 70 O. oeni-Stämmen. Mehrere RAPD 

PCR Ansätze mit 10 unterschiedlichen Primern zeigten, dass aufgrund des konservieren 

Genoms die DNA Fingerprint-Bandenmuster der O. oeni-Stämme im Vergleich zu RAPD 

PCR-Analysen mit anderen Spezies (z.B. E. coli; L. monocytogenes) sehr homogen waren. 

Die Cluster-Analyse zeigte, dass die Bandenmuster der meisten Stämme zu 80-100 % 
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identisch waren. Trotz der geringen Diversität führte die Cluster-Analyse der Stämme zu 

zwei klar abgegrenzten Gruppen. Darüber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen der 

Gruppierung der Stämme und ihrer geografischen Herkunft festgestellt. In weiteren Stu-

dien wurde durch unterschiedliche Methoden bestätigt, dass das O. oeni-Genom hoch 

konserviert ist (Zè Zè et al., 2000; Sato et al., 2001; Guerrini et al., 2003). Zapparoli et al. 

(2000) untersuchten 60 O. oeni-Stämme durch PFGE und RAPD PCR. In dieser Studie 

war die RAPD PCR besser zur Stammdifferenzierung geeignet. Die Cluster-Analyse der 

durch RAPD PCR untersuchten Stämme zeigte eine Gruppierung von Stämmen, die aus 

der gleichen Region isoliert wurden. Die DNA Fingerprint-Bandenmuster einiger Stämme, 

die aus Weinen desselben Weingutes isoliert wurden waren zu 92 % identisch. Guerrini et 

al. (2003) konnten erst nach der Kombinierung einer phänotypischen (Fettsäureanalyse) 

und einer genotypischen Methode (PFGE) ein Zusammenhang zwischen dem Clustern von 

Stämmen aus den gleichen Regionen beobachten. 

Bei der SAPD-PCR Identifizierung neu isolierter O. oeni-Stämme aus Weinproben 

(Abb. 18) und Starterkulturen (Abb. 19) wurde festgestellt, dass die DNA Fingerprint-

Bandenmuster der untersuchten Stämme nach dem ersten PCR-Schritt recht homogen war-

en. Zum Beispiel konnte bei der Verwendung von Primer C-Not eine Homologie von 75 % 

zwischen den Bandenmustern unterschiedlicher Stämme ermittelt werden. Erst durch nes-

ted SAPD-PCR konnte eine höhere Diversität zwischen den Bandenmustern der Stämme 

erzielt werden (Abb. 20 und 21). Diese Unterschiede im Bandenmuster reichten aus, um 

eine Cluster-Analyse mit O. oeni-Stämmen aus der institutseigenen Kulturensammlung 

durchzuführen (Abb. 22). Für die Analyse wurden die Datenmatrizen kombiniert, die aus 

der Auswertung dreier Gelbilder generiert wurden. 13 der 19 untersuchten O. oeni-Stämme 

wurden bereits in einer früheren Arbeit durch nested SAPD-PCR und Cluster-Analyse 

untersucht (Pfannebecker, 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden dieselben Primer zur 

nested SAPD-PCR verwendet, wie in der Analyse 2005. Die Verwandtschaftsverhältnisse 

der 13 Stämme, die in beiden Arbeiten untersucht wurden stimmten in nahezu allen Fällen 

überein. Geringe Unterschiede im Vergleich zur Cluster-Analyse von 2005 zeigten Stäm-

me B358 und B377, wobei Stamm B377 in der Analyse 2005 näher mit Stamm B358 

verwandt war. Immerhin befanden sich diese Stämme, die aus dem gleichen Weingut iso-

liert wurden, auf dem gleichen Cluster, so dass eine Zuordnung der Stämme dennoch 

gewährleistet war. Der zweite Unterschied zur Cluster-Analyse von 2005 war, dass Stamm 

B325 näher mit Stamm SK3 verwandt war. Dennoch befanden sich die Stämme auch in 

diesem Fall auf dem gleichen Cluster. Die geringen Unterschiede der Baum-Topologie im 
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Vergleich zur früheren Cluster-Analyse resultierten möglicherweise aus dem Einbeziehen 

weiterer Stämme in die Analyse, die die Verwandtschaftsverhältnisse der Stämme zuei-

nander änderten. Ein weiterer Grund für die leicht unterschiedliche Baum-Topologie kann 

die Verwendung einer anderen Software zur Auswertung der Gelbilder sein. In der frühe-

ren Cluster-Analyse wurden die Gelbilder durch die Software TINA 2.0 (Raytest 

Isotopenmessgeräte, Straubenhardt) ausgewertet. Dabei wurde neben Vorhandensein und 

Abwesenheit einzelner Gelbanden auch die Intensität der Gelbanden mit in die Analyse 

einbezogen. So erhielten stärkere Banden eine höhere Gewichtung bei der Auswertung als 

schwächere Gelbanden (Pfannebecker, 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden die Gelb-

anden mit der Software Bio-1D (Vilber-Lourmat, Eberhardzell) nur bezüglich des 

Vorhandenseins oder der Abwesenheit der Gelbanden ausgewertet. Trotz des Einbeziehens 

weiterer Stämme in die Cluster-Analyse und der Verwendung einer anderen Software zur 

Auswertung waren die Ergebnisse bis auf zwei kleinere Unterschiede vollständig reprodu-

zierbar. Die hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zur Cluster-Analyse von O. oeni-

Stämmen unterstützt die Eignung der nested SAPD-PCR als generelle Methode zur Clus-

ter-Analyse auf Stamm-Niveau. So kann die Methode zur Rückverfolgbarkeit bestimmter 

Stämme verwendet werden, zum Beispiel um die Identität desselben Stammes aus unter-

schiedlichen Chargen einer Starterkultur zu überprüfen und damit die Qualität des 

Produkts zu sichern. 

 

Identifizierung der Milchsäurebakterien aus Starterkulturen 

Eine Anwendung der SAPD-PCR war die Artidentifizierung der Milchsäurebakterien aus 

Starterkulturen. Dabei konnte die Spezies P. acidilactici anhand des Vergleichs der DNA 

Fingerprint-Bandenmuster verschiedener Isolate mit dem Bandenmuster des Typstammes 

(DSM 20284T) identifiziert werden. Die Bandenmuster der P. acidilactici-Stämme, die aus 

unterschiedlichen Chargen einer kommerziell erhältlichen Starterkultur isoliert wurden, 

unterschieden sich geringfügig vom Bandenmuster des Typstammes. Zwischen den ver-

schiedenen Stämmen, die aus Starterkulturen isoliert wurden, waren die Bandenmuster zu 

100 % identisch, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich in allen Fällen um 

denselben Stamm handelt. Neben den P. acidilactici-Stämmen wurden aus den gleichen 

Starterkulturen weitere Milchsäurebakterien isoliert. Die Bakterien fielen auf, da sie beim 

Wachstum auf MRS-Agar größere Kolonien bildeten im Vergleich zu den P. acidilactici-

Stämmen. Die Bakterien konnten zunächst nicht anhand ihres DNA Fingerprint-

Bandenmusters identifiziert werden. Durch 16S rDNA-Sequenzierung und vergleichende 
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Sequenzanalysen konnten die Isolate schließlich als Enterococcus faecium identifiziert 

werden. Beim Vergleich der DNA Fingerprint-Bandenmuster der Enterococcus-Stämme 

wurde festgestellt, dass das Bandenmuster zu 100 % identisch war. Auch bei diesen Isola-

ten aus unterschiedlichen Chargen handelte es sich sehr wahrscheinlich um denselben 

Stamm. Die Art-Identifizierung und der Vergleich von Stämmen aus Starterkulturen zeig-

ten eine weitere Anwendung der SAPD-PCR. Durch die universelle Einsetzbarkeit der 

Primer konnten auch Stämme von Enterococcus faecium untersucht werden, von denen 

zunächst nicht erwartet wurde, dass sie in den Starterkulturen enthalten sind. 

 

Untersuchung weiterer Milchsäurebakterien 

Neben der Untersuchung der Pediokokken und Oenokokken wurden weitere Milchsäure-

bakterien durch SAPD-PCR untersucht. Darunter befanden sich verschiedene Arten der 

Gattungen Leuconostoc, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus und Streptococcus 

(Abb. 24). Die Spezies L. mesenteroides lässt sich in drei Subspezies mesenteroides, cre-

moris und dextranicum unterteilen (Garvie, 1983). Die Subspezies unterscheiden sich 

phänotypisch bezüglich der Verwertung bestimmter Zucker (Garvie, 1986 a). Auf Basis 

ihrer rRNA-Gene unterscheiden sich die Subspezies nur um einzelne Nukleotide bzw. sind 

zu 100 % identisch (Björkroth & Holzapfel, 2006). Cibik et al. (2000) untersuchten Stäm-

me verschiedener Leuconostoc-Arten durch 16S rDNA-Sequenzierung und RAPD PCR. 

Während die Art-Unterscheidung durch die angewandten Methoden erfolgreich durchge-

führt werden konnte, war es nicht möglich die drei L. mesenteroides-Subspezies zu 

unterscheiden. Dagegen konnten die drei Subspezies durch eine von Guerrini et al. (2003) 

durchgeführte RAPD PCR differenziert werden. Auch die in dieser Arbeit angewandte 

SAPD-PCR unter Verwendung des Primers C-Not war geeignet, um die Typstämme der 

drei Subspezies klar zu differenzieren (Abb. 24). Dagegen zeigten die durch SAPD-PCR 

mit Primer A-Not erzeugten DNA Fingerprint-Bandenmuster der drei L. mesenteroides-

Subspezies eine höhere Homogenität (Abb. 51). Die beiden nah verwandten Arten, 

L. pseudomesenteroides und L. mesenteroides subsp. mesenteroides, deren 16S rDNA zu 

99,5 % identisch ist (Björkroth & Holzapfel, 2006) konnten ebenfalls durch SAPD-PCR 

differenziert werden (Abb. 51). Durch die Differenzierung nah verwandter Spezies bzw. 

Subspezies wurde das höhe Auflösungsvermögen der nested SAPD-PCR bestätigt. 

Eine weitere Anwendung der SAPD-PCR war die Differenzierung Enterococcus-Arten. 

Die Gattung Enterococcus umfasst über 30 Arten. Zur Art-Identifizierung wurden ver-

schiedene molekularbiologische Methoden wie die Sequenzierung der 16S rDNA 
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(Williams et al., 1991; Patel et al., 1998) und der ITS1-Region (Tyrrell et al., 1997) durch-

geführt. Während die Unterscheidung einiger Arten basierend auf dem Sequenzvergleich 

dieser Gene ausreichte, konnten nahe verwandte Arten wie E. faecalis und E. faecium nicht 

differenziert werden. Dutka-Malen et al. (1995) führten eine Multiplex PCR durch, mit der 

sie die beiden Arten E. faecalis und E. faecium aufgrund unterschiedlicher Gensequenzen 

ihrer D-Alanin-Ligasen (ddlE-Gene) identifizieren konnten. Die Unterscheidung der bei-

den Arten E. gallinarium und E. casseliflavus beruhte auf Sequenzunterschieden in den 

Genen vanC-1 und vanC-2, die für Vancomycin-Resistenzen kodieren. Obwohl die Art-

Identifizierung in dieser Multiplex PCR gut funktionierte, war die Methode doch einge-

schränkt, da nur vier Arten identifiziert werden konnten. Eine Unterscheidung weiterer 

Arten konnte durch RAPD PCR erfolgreich durchgeführt werden. So konnten Deschee-

maeker et al. (1997) die Arten E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans, E. gallinarum 

und E. casseliflavus unterscheiden. Quednau et al. (1998) konnten alle klinisch relevanten 

Arten anhand ihrer DNA Fingerprint-Bandenmuster differenzieren ohne eine computerge-

stützte Auswertung durchführen zu müssen. Die charakteristischen DNA Fingerprint-

Bandenmuster der Arten E. faecalis, E. faecium und E. durans, die in der vorliegenden 

Arbeit durch SAPD-PCR generiert wurden (Abb. 23 und 24) zeigten, dass die SAPD-PCR 

zur Differenzierung der untersuchten Enterococcus-Arten geeignet war. Durch nested 

SAPD-PCR konnte darüber hinaus eine Differenzierung auf Stamm-Niveau erreicht wer-

den. Auch in dieser Arbeit konnten die betreffenden Arten anhand ihres Fingerprint-

Bandenmusters ohne die Notwendigkeit eines speziellen Auswertesystems identifiziert 

werden. Zur Frage, ob die nested SAPD-PCR auch zur Identifizierung weiterer Enterococ-

cus-Arten geeignet ist, müssten weitere Versuche durchgeführt werden. 

Vergleichende Sequenzanalysen der 16S rDNA reichen in einigen Fällen nicht aus, um nah 

verwandte Lactobacillus-Arten zu unterscheiden (Fox et al., 1992). So besteht zum Bei-

spiel zwischen den 16S rRNA-Genen der Arten L. plantarum, L. pentosus und 

L. paraplantarum eine Sequenzähnlichkeit zwischen 99,7 und 99,9 %. Aus diesem Grund 

mussten andere molekularbiologische Nachweisverfahren zur Art-Identifizierung entwi-

ckelt werden. Für die Identifizierung der Arten L. plantarum, L. pentosus und 

L. paraplantarum wurden Sonden entwickelt, die gegen zufällig amplifizierte Genfrag-

mente oder definierte Gene (pyrDEF) gerichtet waren (Bringel et al., 1996; Quere et al., 

1997). Die ITS-Regionen zwischen den rRNA-Gensequenzen sind variabler als die rRNA-

Gene und konnten in mehreren Studien zur Identifizierung einiger Arten verwendet werden 

(Tilsala-Timisjarvi & Alatossava, 1997; Berthier & Ehrlich, 1998; Chen et al., 2000; Tan-
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nock et al., 1999). DNA-Fingerprintverfahren wie die 16S-ARDRA wurden in einigen 

Arbeiten zur Identifizierung der Spezies L. delbrueckii, L. helveticus (Moschetti et al., 

1997; Giraffa et al., 1998; Bouton et al., 2002), der L. casei- und L. acidophilus-Gruppe 

(Roy et al., 2001) und weiteren Lactobacillus-Arten (Ventura et al., 2000) angewandt. 

Zahlreiche Methoden, wie Ribotyping, RAPD PCR, RFLP-PFGE und AFLP wurden zur 

Identifizierung verschiedener Lactobacillus-Arten bis hin zum Stamm-Niveau entwickelt. 

Die SAPD-PCR-Versuche mit verschiedenen Lactobacillus-Arten unterstreichen die uni-

verselle Einsetzbarkeit dieser Methode zur Art-Identifizierung. So konnten die Arten 

L. hilgardii, L. casei, L. brevis, L. buchneri, L. parabuchneri, L. plantarum, L. acidophilus, 

L. suntoryeus, L. paralimentarius und L. frumenti anhand ihrer charakteristischen DNA 

Fingerprint-Bandenmuster voneinander abgegrenzt werden (Abb. 24). Die Methode stellt 

eine Alternative zu bereits beschriebenen DNA Fingerprint-Methoden dar. 

 

4.8.2 Hefen 

Cluster-Analyse der Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme 

Hefen der Gattungen Brettanomyces / Dekkera treten immer wieder während der Fermen-

tierung bestimmter Getränke (z.B. Bier, Apfelwein, Sekt und Wein) auf. In der 

Weinbereitung sind sie häufig verbreitet, und zählen zu den Schädlingshefen. Durch die 

Bildung charakteristischer Sekundärmetabolite wie 4-Ethylphenol, 4-Ethylguajakol und 

höherer Alkohole wie Isoamylalkohol kann es zu einer geschmacklichen Veränderung des 

Weins kommen (Romano et al., 2008). Die klassischen Methoden für die Identifizierung 

und Zellzahlbestimmung von Hefen der Gattungen Dekkera / Brettanomyces beruhen auf 

der Kultivierung auf semiselektivem Medium mit anschließender Charakterisierung durch 

biochemische und physiologische Tests, sowie durch mikroskopische Prüfung (Fugelsang, 

2007). Molekulare Verfahren zur Hefe-Identifizierung durch direkte DNA-Analyse haben 

die Identifizierung beschleunigt und die Ergebnisse sicherer gemacht. Basierend auf dem 

mitochondrialen Genom (Hoeben & Clark-Walker, 1986; Martorell et al., 2005) und der 

rRNA-Gene (Molina et al., 1993 b) wurden molekularbiologische Studien der Arten inner-

halb der Gattungen Dekkera / Brettanomyces durchgeführt. Molina et al. (1993 b) führten 

eine Restriktionsanalyse der 18S rDNA verschiedener Brettanomyces-Hefen durch und 

fanden Übereinstimmungen der Ergebnisse mit Isoenzym-Elektrophorese und DNA-DNA-

Hybridisierung. Weitere Untersuchungen von Teilsequenzen der 18S und 26S rRNA-Gene 

wurden von Yamada et al. (1994) und Cai et al. (1996) durchgeführt. Ibeas et al. (1996) 
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benutzten eine nested PCR-Methode, um Brettanomyces-Stämme in Sherrywein nachzu-

weisen. Alternativ dazu wurden ribosomale Gene verwendet, um Auskunft über 

phylogenetische Beziehungen zu geben. RFLP-Analysen der rDNA und vergleichende 

Sequenz-Analysen der zwei ITS-Regionen mit Brettanomyces / Dekkera-Typstämmen und 

Wein-Isolaten wurden von Egli & Henick-Kling (2001) durchgeführt. Es wurden Oligo-

nukleotide für jede Brettanomyces / Dekkera-Spezies entworfen, die eine Art-spezifische 

Unterscheidung ermöglichten. Die Untersuchungen der Brettanomyces / Dekkera-Isolate 

aus Wein zeigten, dass alle Stämme der Spezies B. bruxellensis angehörten. Delaherche et 

al. (2004) entwickelten eine auf Real Time PCR basierende Methode zur Identifizierung 

und Quantifizierung von B. bruxellensis in Wein. Mit diesem Nachweissystem konnten 104 

KBE / ml nachgewiesen werden. Zur direkten Identifizierung von Brettanomyces bruxel-

lensis in Wein wurde die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit Sonden die gegen 

die SSU bzw. LSU rRNA gerichtet waren durchgeführt (Stender et al., 2001; Röder et al., 

2007). Mitrakul et al. (1999) verwendeten die RAPD PCR um Hefe-Stämme innerhalb der 

Spezies B. bruxellensis zu differenzieren. Obwohl die Stammdifferenzierung gut durch die 

RAPD PCR funktionierte, waren die Ergebnisse dieser Methode nur schwer reproduzier-

bar. Miot-Sertier & Lonvaud-Funel (2007) untersuchten mehrere DNA Fingerprint-

Methoden zur Unterscheidung von B. bruxellensis-Stämmen. Während RAPD PCR, Mik-

rosatelliten-Analyse und die Amplifizierung von Restriktionsfragmenten (SAU-PCR) für 

die Differenzierung weniger geeignet waren, konnte das Stamm-Niveau durch RFLP-

PFGE besser aufgelöst werden. Curtin et al. (2007) untersuchten 244 B. bruxellensis-

Stämme aus 31 Regionen Australiens durch eine AFLP-Methode und 26S rDNA-

Sequenzierung. Durch AFLP konnten acht Genotypen unterschieden werden. Drei der acht 

Genotypen waren über mehrere Regionen verteilt. So zeigten Stämme, die aus unterschied-

lichen Regionen und Weingütern isoliert wurden, dasselbe DNA Fingerprint-

Bandenmuster. Es konnte daher keine Regionsbezogenheit der Stämme mit identischen 

Bandenmustern nachgewiesen werden. Bei den weiteren fünf Genotypen handelte es sich 

jeweils um einzelne Stämme. Durch die teilweise Sequenzierung der 26S rDNA konnten 

die Stämme in drei phylogenetische Gruppen eingeteilt werden. 

Um einzelne Brettanomyces bruxellensis-Stämme differenzieren zu können, sind diese 

Methoden nicht geeignet. In der vorliegenden Arbeit wurde die nested SAPD-PCR zur 

Differenzierung von 40 B. bruxellensis-Stämmen angewandt. Alle Stämme aus rheinhessi-

schen Weinproben zeigten nach der ersten PCR ein für B. bruxellensis charakteristisches 

DNA Fingerprint-Bandenmuster verglichen mit dem Bandenmuster des Typstammes 
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(Abb. 25). Durch die nested PCR mit den Primern A-Not-C, A-Not-G und A-Not-T wur-

den Unterschiede zwischen den einzelnen Stämmen deutlicher (Abb. 26). Für die Cluster-

Analyse wurde die Auswertung der drei Gelbilder kombiniert. Der nach der UPGMA-

Methode berechnete Stammbaum unterteilte die Stämme in fünf Gruppen (Cluster I-V) 

(Abb. 27). Die Ergebnisse der Cluster-Analyse wurden mit der geographischen Herkunft 

der Isolate verglichen (Abb. 28). Dabei wurde festgestellt, dass alle Stämme die den Clus-

tern I, II und III angehörten aus der Region Wonnegau und Nierstein isoliert wurden. Die 

Stämme, die aus den nördlichen Anbaugebieten Mainz, Bingen und von der Nahe isoliert 

wurden, zeigten einen eigenen Genotyp (Cluster IV). Zwei Stämme die aus Weinsberg 

(Baden-Württemberg) isoliert wurden, bildeten einen Cluster (V) mit zwei Stämmen aus 

der Region Wonnegau. Die Gruppierung der Stämme, die aus den gleichen Regionen eines 

Weinanbaugebietes isoliert wurden spiegelte das gute Auflösungs-vermögen der nested 

SAPD-PCR wieder. Im Vergleich zur AFLP-Analyse (Curtin et al., 2007) konnte trotz des 

wesentlich kleineren Einzugsgebietes der untersuchten Stämme eine Regionsbezogenheit 

durch nested SAPD-PCR nachgewiesen werden. Eine Differenzierung auf Stammniveau 

bildet in jedem Fall die Basis für eine Rückverfolgbarkeit („Traceability“) von weinrele-

vanten Mikroorganismen. 

 

Untersuchung weiterer Hefen 

Eine sichere Hefe-Identifizierung ist oft problematisch. Die klassischen Nachweisverfah-

ren beruhen auf phänotypischen Merkmalen, wie der Verwertung bestimmter Zucker. Die 

Durchführung dieser Methoden ist oft zeitaufwendig und die Ergebnisse können aufgrund 

der unterschiedlichen Stoffwechseleigenschaften verschiedener Stämme unzuverlässig 

sein. Die genaue Differenzierung der Arten Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus und 

S. pastorianus ist wegen ihrer bedeutenden Rolle als Starterkulturen in der Lebensmittelin-

dustrie besonders wichtig. Es wird angenommen, dass S. pastorianus aus einer natürlichen 

Kreuzung von S. cerevisiae mit S. bayanus entstanden ist (Vaughan Martini & Martini, 

1987). Dafür spricht die Tatsache, dass die Chromosomensätze beider Arten, S. cerevisiae 

und S. bayanus in diesem Hybrid enthalten sind (Kielland-Brandt et al., 1995; Tamai et al. 

1998). Zur Identifizierung der Saccharomyces-Hefen wurden zahlreiche Methoden be-

schrieben. So wurden artspezifische Primer zur PCR-Identifizierung entwickelt (Ryu et al., 

1998; Josepa et al., 2000; Torriani et al., 2004) und ITS-Analysen (Montrocher et al., 1998; 

Ganley et al., 2005) durchgeführt. Zur Differenzierung auf Subspeziesniveau wurden Me-

thoden wie die Minisatelliten- (Mannazzu et al., 2002; Marinangeli et al., 2004) und 
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Mikrosatelliten-Analysen (Baleiras Couto et al., 1996; Hennequin et al., 2001) angewandt. 

Darüber hinaus waren Fingerprint-Methoden wie die RFLP- (Molina et al., 1993 a; Mas-

neuf et al., 1996; Fernandez-Espinar et al., 2000) und AFLP-Methode (Azumi & Goto-

Yamamoto, 2001; Lopandic et al., 2007) hilfreich zur Differenzierung von Stämmen. Wei-

tere angewandte Fingerprint-Methoden sind die RAPD PCR (Baleiras Couto et al., 1996, 

Torriani et al., 1999; Xufre et al., 2000; Bujdoso et al., 2001), repetitive extragenic palind-

romic (REP)- und enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR (Hierro et 

al., 2004). 

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die drei Typstämme der Hefen 

S. cerevisiae, S. bayanus und S. pastorianus durch SAPD-PCR differenziert werden kön-

nen und ob Verwandtschaftsverhältnisse dieser Hefen durch Cluster-Analyse nach-

vollzogen werden können. Außerdem wurden einige Hefestämme aus kommerziell erhält-

lichen Starterkulturen untersucht. Es handelte sich um Starterkulturen, die vor allem zur 

Sektherstellung eingesetzt werden. Laut Angaben des Herstellers handelte es sich bei den 

Hefen um S. bayanus (SIHA 4 der Firma Begerow) und um S. cerevisiae var. bayanus 

(Hefix 2000, Oenoferm InterDry, Oenoferm Freddo der Firma Erbslöh). Durch Cluster-

Analyse sollte überprüft werden, welcher Saccharomyces-Art diese Hefen angehören. Dar-

über hinaus wurden zwei weitere weinassoziierte Hefen, Pichia anomala und 

B. bruxellensis durch SAPD-PCR untersucht. Durch SAPD-PCR konnten die Hefen der 

Arten Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus, Pichia anomala und 

B. bruxellensis anhand eines charakteristischen DNA Fingerprint-Bandenmusters klar dif-

ferenziert werden (Abb. 29 und 30). Damit besitzt diese Fingerprint-Methode Vorteile 

gegenüber Methoden, die auf der Untersuchung ribosomaler Gensequenzen basieren. Zum 

Beispiel waren die Sequenzunterschiede der ITS1-Region zwischen den beiden Arten 

S. bayanus und S. pastorianus zu gering, um Art-spezifische Primer generieren zu können 

(Josepa et al., 2000). 

Die Untersuchung der Sekthefen aus Starterkulturen zeigte, dass die Bandenmuster am 

nächsten mit den Bandenmustern des S. cerevisiae-Typstammes übereinstimmten (Abb. 29 

und 30). Die Auswertung der drei Gelbilder durch Cluster-Analyse zeigte noch deutlicher, 

dass die Sekthefen der Art S. cerevisiae angehören. Zusätzlich wurde die Art-

Zugehörigkeit der Hefeisolate KOH1-KOH4 durch ITS-Sequenzierung bestätigt. Die Er-

gebnisse der Hefe-Identifizierung aus Starterkulturen bestätigten die Beobachtungen 

anderer Arbeitsgruppen. Sekthefen werden oft aufgrund bestimmter Stoffwechseleigen-

schaften, wie der Fermentierung von Galactose und einer erhöhten Ethanoltoleranz als 
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S. bayanus bezeichnet. Dabei handelt es sich meistens nicht um einen „echten“ S. bayanus-

Stamm (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Durch eine RFLP-Analyse des met2-Genes lassen 

sich die Hefen S. cerevisiae und S. bayanus anhand des Auftretens oder der Abwesenheit 

einzelner Genfragmente unterscheiden (Hansen & Kielland-Brandt, 1994). Bei der Unter-

suchung von 82 Weinhefen durch diese RFLP-Methode wurde festgestellt, dass 47 

Stämme die als S. bayanus deklariert waren in Wirklichkeit der Art S. cerevisiae angehör-

ten (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 

Die Auswertung der SAPD-PCR Ergebnisse durch Cluster-Analyse zeigte, dass 

S. pastorianus näher mit S. bayanus verwandt war als mit S. cerevisiae (Abb. 31). Dieses 

Ergebnis entspricht der phylogenetischen Untersuchung dieser Hefen basierend auf ihren 

ITS1- und ITS2-Sequenzen (Ganley et al., 2005). 

Die Möglichkeit zur Differenzierung der Hefe-Spezies unterschiedlicher Gattungen durch 

SAPD-PCR unterstreicht die universelle Einsetzbarkeit dieser Methode. Alle Primer waren 

zur Generierung eines charakteristischen DNA Fingerprint-Bandenmusters geeignet. 

 

4.8.3 Brettanomyces bruxellensis- und Pediococcus parvulus-Stämme aus denselben 

Weinproben 

Die Weinfermentation ist das Ergebnis der Vermehrung und der Stoffwechselaktivität 

zahlreicher Hefen und Bakterien. Nach der Fermentierung wird der Wein in der Regel 

durch eine Behandlung mit Schwefeldioxid stabilisiert. Schwefeldioxid besitzt neben einer 

antioxidativen Wirkung auch eine antimikrobielle Wirkung. Die Schwefelung des Weines 

soll zum Absterben aller Mikroorganismen führen. Trotzdem können einige tolerante Mik-

roorganismen überleben oder durch Kontaminierung nachträglich in den Wein gelangen. 

Durch die Stoffwechselaktivität dieser Mikroorganismen kann es zum Verderben der Wei-

ne während der Lagerung kommen. In manchen Fällen werden die betroffenen Weine erst 

nach der Abfüllung auffällig. Die zwei häufigsten Weinverderber in diesem Stadium sind 

Hefen der Gattungen Dekkera / Brettanomyces und Milchsäurebakterien der Gattung Pe-

diococcus (Delaherche et al., 2004). B. bruxellensis besitzt aufgrund einer hohen Alkohol-

toleranz, eines langsamen Wachstums und einem geringen Nährstoffanspruch einen Selek-

tionsvorteil gegenüber anderen Weinhefen. Die Ethanol-Toleranz dieser Hefe ist 

beträchtlich, und sie vermehrt sich in Sherry-Weinen mit bis zu 15 Vol. % Alkohol (Ibeas 

et al., 1996). Einige Stämme zeichnen sich durch eine erhöhte Toleranz gegenüber Schwe-

feldioxid aus (Dittrich & Großmann 2005). Ähnliche Eigenschaften besitzen auch die 
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Pediokokken. Es wurden Stämme mit einer erhöhten Ethanol-Toleranz (> 12 Vol. %), er-

höhter Säure- und Schwefeldioxid-Toleranz (30 mg freies SO2 / l) isoliert. Bei 

Exopolysaccharid-bildenden Stämmen konnte sogar ein Wachstum bei einer noch höheren 

SO2-Konzentration (50 mg / l) beobachtet werden (Dittrich & Großmann 2005). Es wird 

angenommen, dass die Exopolysaccharid-Bildung eine Schutzfunktion dieser Bakterien 

gegen erhöhte Ethanol- und Schwefeldioxid-Konzentrationen darstellt. Insbesondere in 

Holzfass-gelagerten Rotweinen führen bestimmte Sekundärmetabolite (flüchtige Phenole) 

der Dekkera / Brettanomyces-Hefen zur Bildung des berüchtigten „Brettanomyces-“ oder 

„Pferdeschweiß“-Tons (Suárez et al. 2007). Eine starke Acetat-Produktion und ihre Fähig-

keit zur Ausbildung eines Mäusel-Tons (Snowdon et al. 2006) sind für diese Hefen darüber 

hinaus charakteristisch. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Hefen der Gattungen Dekkera / Brettano-

myces und Milchsäurebakterien der Gattung Pediococcus aus denselben Weinen isoliert 

werden können. In neun der 100 untersuchten Weinproben konnten jeweils Stämme von 

B. bruxellensis (Röder, 2007) und P. parvulus isoliert werden. Die Verwandtschaft zwi-

schen Stämmen der Hefe und den Stämmen des Bakteriums wurde jeweils durch nested 

SAPD-PCR unter Verwendung derselben Primer und Cluster-Analyse ermittelt (Abb. 32-

35). Bei Gegenüberstellung der Stammbäume beider Arten zeigte sich eine große Über-

einstimmung der Baum-Topologien von Stämmen, die aus denselben Weinproben isoliert 

wurden (Abb. 36). Nur bei Stämmen aus zwei Weinproben (9, 30) waren die Ver-

wandtschaftsverhältnisse nicht identisch. Beim Vergleich der Stammbäume mit der 

Herkunft der Isolate konnten jeweils zwei Cluster beobachtet werden. Ein Cluster mit 

Stämmen, die aus den nördlichen Anbaugebieten Rheinhessens (Mainz, Bingen) und von 

der Nahe isoliert wurden und ein Cluster mit Stämmen, die aus Weinproben der südlichen 

Anbaugebiete (Wonnegau, Nierstein) isoliert wurden. 

Obwohl keine echte Symbiose zwischen Hefen der Gattung Brettanomyces und Milchsäu-

rebakterien der Gattung Pediococcus besteht, ist das gleichzeitige Vorkommen dieser 

Mikroorganismen in denselben Weinproben auffällig. Da diese Mikroorganismen ähnliche 

Eigenschaften in Bezug auf Ethanol- und Schwefeldioxid-Toleranz teilen und darüber hi-

naus an der Bildung von Ethylphenolen beteiligt sein können, ist es nicht verwunderlich, 

dass diese Mikroorganismen aus denselben Weinen isoliert werden konnten. Nur wenige 

Mikroorganismen sind an diese schwierigen Lebensbedingungen adaptiert. Die Fähigkeit 

einiger Brettanomyces bruxellensis-Stämme zur Ausbildung von Biofilmen (Joseph et al., 

2007) könnte ein Grund für die Gesellschaftung mit anderen Mikroorganismen und deren 
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gleichzeitige Verbreitung sein. Darüber hinaus wurde bereits über das Vorkommen von 

B. bruxellensis und einigen Pediococcus-Arten in Biofilmen während der Bierherstellung 

berichtet (Timke et al., 2005). B. bruxellensis besitzt eine Hydroxyzimtsäure-

Decarboxylase und ist daher nicht auf die Decarboxylierungaktivität anderer Mikroorga-

nismen bei der Synthese von Ethylphenolen angewiesen. Dennoch könnte die Hefe von der 

Decarboxylierungsaktivität anderer Mikroorganismen, wie Pediococcus parvulus profitie-

ren. 

4.8.4 Höhere Eukaryoten 

Genomische Fingerprint-Analysen von Pflanzen und Tieren finden vor allem im Rahmen 

der Züchtung Verwendung, beispielsweise beim Nachweis von Mutationen oder eines ge-

wünschten Züchtungsergebnisses. Bekannte Fingerprint-Methoden erfordern teilweise die 

Kenntnis bestimmter Ziel-DNA-Sequenzen oder liefern teilweise unspezifische und nicht 

reproduzierbare Ergebnisse. In zahlreichen Versuchen wurde bereits gezeigt, dass die nes-

ted SAPD-PCR zur Stammdifferenzierung von Bakterien, Hefen und Pilzen geeignet ist 

(Pfannebecker, 2005; Fröhlich & Pfannebecker, 2007; Hirschhäuser, 2007). In der vorlie-

genden Arbeit sollte untersucht werden, ob durch die nested SAPD-PCR auch eine sichere 

und zuverlässige Verwandtschaftsanalyse höherer Eukaryoten durchgeführt werden kann. 

 

Differenzierung der Weinreben (Vitis sp.) 

Zur Weinherstellung wird die Edle Weinrebe Vitis vinifera subsp. vinifera kultiviert. Die 

Weinrebe gehört zu den ältesten Kulturpflanzen, die um 5000 v. Chr. schon den Ägyptern, 

den Babyloniern und den Indern bekannt war und kultiviert worden ist. Auch die alten 

Griechen und die Römer betrieben Weinbau. Von den Römern wurden die Reben nach 

Deutschland und nach Britannien gebracht (McGovern, 2003). Wegen der langen Ge-

schichte der Kultivierung von Weinreben und dem nahezu weltweiten Anbau in den 

unterschiedlichsten Klimaten und Standorten entstand eine Vielzahl an verschiedenen Sor-

ten. Diese wurden oft falsch identifiziert oder die gleiche Sorte wurde an verschiedenen 

Orten unterschiedlich bezeichnet. Dies führte dazu, dass die Abstammung vieler Kreuzun-

gen bis heute unklar ist. Es ist bisher nur wenig über Unterschiede im Genom der 

verschiedenen Rebsorten bekannt. Zur Verwandtschaftsanalyse von Weinreben wurden 

verschiedene DNA Fingerprint-Methoden angewandt. Bowers et al. (1993) führten RFLP-

Analysen an einigen vor allem in Kalifornien kultivierten Weinreben durch. Die Ergebnis-

se zeigten, dass bei zwei unterschiedlich bezeichneten Rebsorten „Zinfandel“ und 



4. DISKUSSION                       147 

„Primitivo“ das gleiche DNA Fingerprint-Bandenmuster auftrat. Daraufhin wurde ange-

nommen, dass es sich bei den beiden Rebsorten um ein und dieselbe Sorte handelte. 

Andererseits konnte durch die angewandte RFLP-Methode die Sorte Spätburgunder aber 

nicht von der genetisch nah verwandten Sorte Grauer Burgunder differenziert werden. Da 

diese beiden Sorten sich trotz der genetischen Verwandtschaft in der Ausprägung ihrer 

Gene stark unterscheiden, bedarf es geeigneter Methoden zur Differenzierung dieser Sor-

ten. Die Analyse von kurzen, nicht kodierenden DNA-Sequenzwiderholungen (engl. 

simple sequence repeat; SSR) führte ebenfalls zu keiner Differenzierung zwischen den 

Burgundersorten (Bowers et al., 1996). Ye et al. (1998) führten eine RAPD PCR zur Auf-

klärung der Verwandtschaftsverhältnisse verschiedener Reben durch und konnten mit 

dieser Methode auch keine Unterschiede zwischen Spätburgunder und dem Grauen Bur-

gunder auflösen. Darüber hinaus lieferte der Vergleich anderer, unterschiedlicher 

Rebsorten ein identisches Bandenmuster. 

Die Untersuchung der Weinreben-Unterlagen SO4 und Binova durch nested SAPD-PCR 

zeigte, dass diese beiden Sorten anhand eines charakteristischen DNA Fingerprint-

Bandenmusters differenziert werden konnten. Auch die Differenzierung der Spätburgun-

derklone, die sich in der Ausprägung ihrer Beerigkeit unterscheiden, wurde erfolgreich 

durchgeführt (Abb. 37-39). Weder die untersuchten Reben-Unterlagen noch die verschie-

den-beerigen Spätburgunderklone konnten bisher durch DNA Fingerprint-Verfahren 

differenziert werden (Dr. Tatjana Wolf, persönliche Mitteilung). Darüber hinaus wurde 

durch weitere Versuche gezeigt, dass verschiedene Burgundersorten wie Grauer Burgun-

der, Weißburgunder, Frühburgunder und Spätburgunder durch nested SAPD-PCR 

differenziert werden konnten (Fröhlich & Pfannebecker, 2006). Die nested SAPD-PCR hat 

sich als eine geeignete Methode zur Differenzierung der Weinreben erwiesen, mit der 

selbst geringe Unterschiede zwischen verschiedenen Klonen einer Sorte detektiert werden 

konnten. 

 

Cluster-Analyse mit Labormäusen (Mus musculus) 

Die meisten Labormaus-Stämme sind ursprünglich aus Kreuzungen der Spezies Mus mus-

culus domesticus mit Mus musculus musculus entstanden. Fast alle Labormaus-Stämme 

gehen aus Inzuchtlinien hervor und sind daher genetisch nahezu identisch. Mäuse sind für 

die Aufklärung von Genfunktionen ideale Modellorganismen, und das nicht nur, weil sie 

sich rasch vermehren, sondern auch, weil über ihre Gene vieles bekannt ist. Das Mausge-

nom mit seinen ca. 25.000 Genen ist vollständig sequenziert und ist mit dem menschlichen 
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Genom zu etwa 95 Prozent identisch (Mouse genome sequencing consortium, 2002). 

Zur Differenzierung der Labormäuse wird am häufigsten die SSR-Analyse angewandt. Die 

als SSR oder Mikrosatelliten bezeichneten Sequenzwiederholungen von Dinukleotiden 

(TG oder CA) sind über das komplette Genom von Säugern verteilt. Die Mikrosatelliten 

unterscheiden sich nur in der Anzahl ihrer Wiederholungseinheiten. Das Mausgenom 

enthält etwa doppelt so viele Mikrosatelliten wie das menschliche Genom. Hinzu kommt, 

dass die Differenz zwischen den Allelen verschiedener Inzuchtstämme beträchtlich ist 

(Newton & Graham, 1994). Wade et al. (2002) untersuchten einzelne Punktmutationen 

(engl. single nucleotide polymorphisms; SNP) zur Untersuchung des Genoms verschiede-

ner Labormäuse. Durch SNP-Analyse können Punktmutationen untersucht werden, die bei 

mindestens 1 % der jeweiligen Population vorkommen (Li et al., 1999). Die SNP-Analyse 

setzt voraus, dass die Wildtyp DNA-Sequenz und die Art der mutierten Form sehr genau 

bekannt ist. Die Verwendung spezifischer Oligonukleotide, die entweder gegen die Wild-

typ-DNA oder die mutierte DNA gerichtet sind bedingt deren Amplifizierung. Durch die 

Analyse der Punktmutationen können die Angehörigen einer Population unterschieden und 

Verwandtschaftsverhältnisse aufgeklärt werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurden sieben Labormäuse (A, B, 2, 3, 5, 6, 8) der Firma MfD-

Diagnostics, Wendelsheim untersucht. Davon waren die Mäuse A und B Wurfgeschwister. 

Von den restlichen Mäusen war nur Maus 2 näher mit den Mäusen A und B verwandt. Die 

nested SAPD-PCR erlaubte die Unterscheidung verschiedener Labormäuse auf einfache 

und gut reproduzierbare Weise ohne Kenntnis bestimmter Ziel-DNA-Sequenzen (Abb. 41). 

Durch nested SAPD-PCR und Cluster-Analyse konnte Maus 2 als nächster Verwandter zu 

dem Mäusepaar A und B bestätigt werden (Abb. 42). Die erfolgreiche Aufklärung der 

Verwandtschaftsverhältnisse der untersuchten Labormäuse durch nested SAPD-PCR un-

terstreicht die universelle Einsetzbarkeit und das hohe Auflösungsvermögen dieser 

Methode. 

 

Cluster-Analyse menschlicher Individuen (Homo sapiens sapiens) 

Die DNA-Analyse stellt die modernste Methode zur Bestimmung der Identität und der 

Verwandtschaft menschlicher Individuen dar. Die Genotypisierung menschlicher Indivi-

duen findet vor allem beim Abstammungsgutachten, in der Gerichtsmedizin, 

beispielsweise beim Nachweis einer Täterschaft, und in der klinischen Diagnostik Anwen-

dung. Ein unanfechtbares Ergebnis ist eine Voraussetzung für die Beweiskraft der 

Ergebnisse. Bisherige Methoden, wie zum Beispiel die RAPD PCR liefern jedoch teilweise 
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unspezifische und nicht reproduzierbare Ergebnisse, die vor Gericht nicht anerkannt wer-

den. Unter den Fingerprint-Analysen wurden seit 1985 so genannte variable number of 

tandem repeats (VNTR) zur Genotypisierung menschlicher Individuen untersucht. Etwa ab 

1998 wurden die VNTR-Analyse fast vollständig durch die short tandem repeat (STR)-

Technik (Edwards et al., 1991) verdrängt. Als STR wird eine Abfolge von zwei bis sechs 

Basenpaaren, die sich mehrere Male hintereinander wiederholt, bezeichnet. Dabei ist die 

gesamte Länge des STR kleiner als 100 bp. Die Analyse der STR-Regionen bietet sich vor 

allem in der Gerichtsmedizin an, da auch sehr niedrige DNA-Konzentrationen ausreichend 

sind (Ruitberg et al., 2001). Zur Aufklärung von Verwandtschaftsverhältnissen menschli-

cher Individuen wurde auch die SNP-Analyse durchgeführt. Die vorstehend genannten 

Analyseverfahren, wie die SNP-Methode sind ohne Kenntnis bestimmter Ziel-DNA-

Sequenzen nicht durchführbar. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die nested SAPD-PCR zur Analyse von DNA aus men-

schlichen Blutzellen angewandt (Abb. 43). Es wurde gezeigt, dass die Verwandtschafts-

verhältnisse der untersuchten Familien durch nested SAPD-PCR und Cluster-Analyse zu-

verlässig bestätigt werden konnten (Abb. 44). Darüber hinaus waren alle Ergebnisse 

reproduzierbar. Trotz des zwischen den menschlichen Individuen sehr homogenen DNA 

Fingerprint-Bandenmusters, dass aufgrund des konservierten menschlichen Genoms auch 

zu erwarten war, konnten geringste Unterschiede durch nested SAPD-PCR detektiert wer-

den. 

 

4.9 Entwicklung Art-spezifischer SCAR-Marker 
 

Durch die Anwendung der sequence characterized amplified region (SCAR)-Technik kön-

nen RAPD-Marker in sequenzspezifische (SCAR)-Marker umgewandelt werden. Die 

erfolgreiche Konvertierung von RAPD-Markern in SCAR-Marker wurde zum ersten Mal 

bei Paran und Michelmore (1993) beschrieben. Dabei konnten mehrere Mehltau-

Resistenzgene des Kopfsalats (Lactuca sativa) in SCAR-Marker umgewandelt werden. 

Neben RAPD-Markern eigneten sich auch AFLP-Marker zur Konvertierung in SCAR-

Marker. Durch AFLP generierte Marker wurden beispielsweise zum Nachweis eines Gall-

mücken-Resistenzgens von Reis in SCAR-Marker umgewandelt (Sardesai et al., 2002). 

Weitere durch die Konvertierung von RAPD- bzw. AFLP-Markern entwickelte SCAR-

Marker wurden zum Nachweis verschiedener Resistenzgene in Weizen (Dedryver et al., 
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1996), Äpfeln (Xu et al., 2001), Broccoli (Giovannelli et al., 2002), Sojabohnen (Zheng et 

al., 2003) und anderen Pflanzen entwickelt. Eine weitere häufig genutzte Anwendung der 

SCAR-Methode ist die Entwicklung genetischer Marker zur Geschlechtsbestimmung von 

Pflanzen. Polley et al. (1997) generierten SCAR-Marker zur Bestimmung des Geschlechts 

beim Hopfen. Ähnliche Marker wurden für Feigen (Parrish et al., 2004), Papaya (Parasnis 

et al., 2000) und Spargel (Jiang & Sink, 1996; Reamon-Büttner & Jung, 2000) entwickelt. 

Außerdem wurde die SCAR-Methode auch zur Identifizierung bestimmter Pflanzen-Arten 

angewandt. So wurden beispielsweise spezifische Marker zur Identifizierung von Birnen 

(Lee et al., 2004), Bambus (Das et al., 2005) und einer indischen Stachelbeer-Art (Phyllan-

thus emblica) (Dnyaneshwar et al., 2006) entwickelt. Des Weiteren wurden SCAR-Marker 

zur Differenzierung bestimmter Anopheles-Mücken (Manguin et al., 2002) und zur Identi-

fizierung von Nematoden (Zouhar et al., 2007) generiert. Gell et al. (2007) konnten SCAR-

Marker zur Differenzierung von Pilzen der Gattung Monilinia entwickeln. Dagegen ist 

über die Generierung von SCAR-Markern zur Amplifizierung bakterieller Gene nur wenig 

bekannt. Tsygankova et al. (2008) führten eine diverged inverted repeats (DIR)-PCR zur 

Generierung von Markern durch, die spezifisch für bestimmte Bacillus thuringiensis-

Stämme waren und konnten diese Marker in SCAR-Marker konvertieren. Isenegger et al. 

(2003) entwickelten SCAR-Marker zur Artidentifizierung von Bacillus pumilus. Tilsala-

Timisjärvi und Alatossava (1998) generierten einen RAPD / SCAR-Marker zur gezielten 

Identifizierung eines Lactobacillus rhamnosus-Stammes. 

Die sequenzspezifischen SCAR-Marker besitzen Vorteile gegenüber den RAPD-, AFLP- 

oder SAPD-Markern. Die SCAR-PCR ist einfacher durchführbar und weniger zeitaufwen-

dig. So kann ein Art-spezifischer PCR-Nachweis mit SCAR-Primern in ca. zwei Stunden 

durchgeführt werden, während zum Nachweis durch SAPD-PCR mit einer Dauer von 12 

Stunden gerechnet werden muss. Die Verwendung sequenzspezifischer Marker eignet sich 

daher besonders zur schnellen Untersuchung bestimmter Gene bei der Pflanzenzüchtung 

oder zur generellen Identifizierung von Arten. Auch für Routineanalysen zum Beispiel bei 

der Qualitätssicherung von Lebensmitteln wäre ein schnelles Untersuchungsergebnis vor-

teilhaft. Basierend auf der DNA Fingerprint-Analyse durch nested SAPD-PCR wurden 

artspezifische SCAR-Marker zur Identifizierung weinschädlicher Milchsäurebakterien 

generiert. Die nested SAPD-PCR hat sich als geeignete Methode erwiesen, um artspezifi-

sche Marker zu generieren. So musste die nested SAPD-PCR im Durchschnitt mit drei 

unterschiedlichen Primern für jede Spezies durchgeführt werden, bis ein Marker gefunden 

werden konnte, der bei jedem Stamm der untersuchten Milchsäurebakterien-Art vorhanden 
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war. Im Vergleich dazu mussten in vielen Arbeiten dutzende Primer zur RAPD PCR unter-

sucht werden, um einzelne Primer zu finden, die eine Differenzierung bestimmter Spezies 

erlaubten. Manguin et al. (2002) benutzten 42 zufällig generierte RAPD-Primern aus ei-

nem kommerziell erhältlichen Primer-Kit (Operon, Köln) zur Differenzierung bestimmter 

Anopheles-Arten. Davon lieferten nur neun Primer überhaupt ein auswertbares und repro-

duzierbares DNA Fingerprint-Bandenmuster. Nur vier Primer führten schließlich zu einem 

differentiellen Bandenmuster durch RAPD PCR. Dnyaneshwar et al. (2006) konnten aus 

80 Primern eines RAPD Primer-Kits (Operon) nur einen Primer finden, der geeignet war, 

um die Stachelbeer-Art Phyllanthus emblica von sechs weiteren Arten der Gattung Phyl-

lanthus zu unterscheiden. 

Für die sieben Milchsäurebakterien P. parvulus, P. damnosus, P. pentosaceus, P. in-

opinatus, P. acidilactici, L. hilgardii und L. mesenteroides konnten Primer generiert wer-

den, die zu einem Art-spezifischen und schnell durchführbaren PCR-Nachweis geeignet 

waren. Falsch-positive Ergebnisse konnten durch die Überprüfung der SCAR-Primer durch 

BLAST-Suche und durch das Erstellen der Negativkontrollen mit verwandten Arten ausge-

schlossen werden (Tab. 44). Die Verwendung der sieben Primerpaare in einer Multiplex 

PCR ermöglichte darüber hinaus die simultane Identifizierung aller sieben Arten in einer 

Reaktion (Abb. 59). Die entwickelte Multiplex PCR kann in Weinanalytik-Instituten zur 

schnellen und sicheren Art-Identifizierung weinschädlicher Milchsäurebakterien eingesetzt 

werden. 
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5. Ausblick 
 

Mit der Entwicklung 23S rDNA-gerichteter Primer zur Denaturienden Gradienten Gel 

Elektrophorese (DGGE) wurde die Untersuchung eines variablen Bereichs ermöglicht, der 

zur Differenzierung zahlreicher Milchsäurebakterien unterschiedlicher Gattungen geeignet 

ist. Die Primer können in zukünftigen Versuchen in Kombinierung mit der DGGE zur Ver-

folgung der Diversität Gram-positiver Organismen während der Lebensmittel-

Fermentation verwendet werden. Neben den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Arten 

der Gattungen Lactobacillus, Pediococcus, Oenococcus und Leuconostoc können auch 

weitere Milchsäurebakterien mit diesen Primern nachgewiesen werden (vgl. Alignment 

Kap. 8.2). 

Die nested specifically amplified polymorphic DNA (SAPD)-PCR überzeugte in dieser 

Arbeit durch ihre universelle Einsetzbarkeit, ihr hohes Auflösungsvermögen bis hin zu 

Stammniveau und ihre hohe Reproduzierbarkeit. Darüber hinaus war die Methode einfach 

durchführbar und kostengünstiger im Vergleich zu anderen molekularbiologischen Metho-

den. Aus diesen Gründen war die nested SAPD-PCR zur Identifizierung neu isolierter 

Mikroorganismen und zur Überprüfung der Identität bereits hinterlegter Mikroorganismen 

aus Kulturensammlungen hervorragend geeignet. Die Erstellung einer Datenbank aus cha-

rakteristischen DNA Fingerprint-Bandenmustern bekannter Mikroorganismen könnte die 

Artidentifizierung noch vereinfachen. 

Das zur Identifizierung weinschädlicher Milchsäurebakterien angewandte sequence cha-

racterized amplified region (SCAR)-PCR System kann noch erweitert werden. So könnten 

für weitere weinschädliche Milchsäurebakterien wie Lactobacillus brevis und 

L. plantarum, Essigsäurebakterien oder Hefen Art-spezifische Marker entwickelt werden, 

die in das bestehende Multiplex PCR Identifizierungssystem integriert werden können. 

Laut Herstellerangaben des verwendeten Multiplex PCR Kits können bis zu 25 Genberei-

che in einem Reaktionsansatz amplifiziert werden. Außerdem wäre es denkbar, 

stammspezifische SAPD-Marker in SCAR-Marker zu konvertieren, die einen schnellen, 

zuverlässigen und gezielten Nachweis einzelner Stämme erlauben. So könnte beispielswei-

se die Identität bestimmter Produktionsstämme sichergestellt werden, die als 

Starterkulturen zur Lebensmittel-Fermentation eingesetzt werden. 

 



6. ZUSAMMENFASSUNG                     153 

6. Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden die large subunit (LSU) rRNA-Gensequenzen von neun 

bisher beschrieben Pediococcus-Arten sequenziert und analysiert. Mit den neuen LSU 

rDNA-Sequenzen und homologen Sequenzen verwandter Milchsäurebakterien wurde ein 

Alignment erstellt und eine phylogenetische Analyse durchgeführt. Basierend auf dem 23S 

rDNA-Alignment wurden Primerpaare zur Identifizierung der acht typischen Pediococcus-

Arten, sowie der atypischen Art, P. dextrinicus generiert. Außerdem wurde ein Multiplex 

PCR System entwickelt, mit dem alle typischen Pediococcus-Arten simultan in einer Reak-

tion nachgewiesen werden konnten. Die Multiplex PCR Methode wurde zur 

Identifizierung zahlreicher Pediococcus-Stämme aus Kulturensammlungen und neu isolier-

ter Stämme aus Weinproben und Starterkulturen verwendet. Die Untersuchung zeigte, dass 

einige Stämme der instituseigenen Kulturensammlung unter falschen Artnamen hinterlegt 

waren, und dass P. parvulus im Weinanbaugebiet Rheinhessen weit verbreitet war. 

Auf Basis der 23S rDNA-Sequenzen der Pediococcus-Typstämme wurden rRNA-

Sekundärstrukturen mit der neu entwickelten Software Structure Star generiert. Die Se-

kundärstrukturen waren zum Auffinden der Zielbereiche für fluoreszenzmarkierte DNA-

Sonden besonders geeignet. Da die Sequenzunterschiede zwischen den LSU rRNA-Genen 

der acht typischen Pediococcus-Arten gering waren, konnten keine artspezifischen Sonden 

zur Identifizierung durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) generiert werden. Die 

Unterschiede reichten jedoch aus, um zwei Gruppen durch FISH differenzieren zu können. 

Die Verwendung unmarkierter Helfersonden, die komplementär zu Bereichen in unmittel-

barer Nähe der Zielregionen der FISH-Sonden waren, verbesserten die Zugänglichkeit 

Sonden an die rRNA. Dadurch wurde das Fluoreszenz-Signal verstärkt. Eine FISH-Sonde 

konnte zur Identifizierung der Arten P. damnosus, P. parvulus und P. inopinatus verwen-

det werden, die zweite Sonde war spezifisch für die Arten P. acidilactici und 

P. pentosaceus. Das Eindringen der Sonden wurde durch die Behandlung der Zellen mit 

Lysozym verstärkt. Dadurch konnten auch Exopolysaccharid-bildende Zellen erfolgreich 

hybridisiert werden. 

Zur Denaturierenden Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) wurden Primer entwickelt, 

mit denen ein hochvariabler 23S rDNA-Bereich amplifiziert werden konnte. Die Auftren-

nung dieses Bereichs durch DGGE führte zur erfolgreichen Differenzierung weinrelevanter 
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Milchsäurebakterien der Gattungen Lactobacillus, Pediococcus, Oenococcus und Leuco-

nostoc. 

Die Untersuchung zweier Gene, die an der Exopolysaccharid-Synthese von Arten der Gat-

tung Pediococcus beteiligt sind zeigte, dass der Nachweis dieser Gene alleine nicht 

ausreicht, um festzustellen, ob ein Stamm zur Exopolysaccharid-Synthese befähigt ist. 

Vielmehr war die Ausprägung der Gene stark von den Wachstumsbedingungen der Bakte-

rien abhängig. 

Die nested specifically amplified polymorphic DNA (SAPD)-PCR wurde in der vorliegen-

den Arbeit zur Art- und Stamm-Differenzierung pro- und eukaryotischer Organismen 

angewandt. Es wurden vor allem weinrelevante Milchsäurebakterien der Gattungen Oeno-

coccus, Lactobacillus, Pediococcus und Leuconostoc und Hefen der Gattungen Dekkera / 

Brettanomyces und Saccharomyces untersucht. Die Cluster-Analyse der Pediococcus-

Typstämme zeigte eine unterschiedliche Baum-Topologie im Vergleich zum phylogeneti-

schen 23S rDNA-Stammbaum. Die Verwandtschaftsverhältnisse der untersuchten 

Oenococcus oeni-Stämme aus Starterkulturen konnten in Bezug auf eine frühere Cluster-

Analyse reproduziert werden. Die nested SAPD-PCR war darüber hinaus geeignet, um 

Milchsäurebakterien weiterer Gattungen aus der institutseigenen Kulturensammlung und 

aus Starterkulturen zu differenzieren. Die Untersuchung der Dekkera / Brettanomyces bru-

xellensis-Stämme aus rheinhessischen Weinproben zeigte eine Gruppierung der Stämme 

gemäß ihrer Herkunft nach Nord und Süd. Beim Vergleich der Verwandtschaftsverhältnis-

se von Stämmen der Arten P. parvulus und B. bruxellensis, die aus denselben Weinproben 

isoliert wurden, konnte eine hohe Übereinstimmung der beiden Baum-Topologien beo-

bachtet werden. Anhand der SAPD-PCR Untersuchung der Sekthefen aus Starterkulturen 

konnten alle Stämme der Art Saccharomyces cerevisiae zugeordnet werden. Die nested 

SAPD-PCR war geeignet, um höhere Eukaryoten wie Weinreben zu differenzieren und es 

konnten die Verwandtschaftsverhältnisse von Mäusen und menschlichen Individuen durch 

Cluster-Analyse nachvollzogen werden.  

Mit Hilfe der sequence characterized amplified region (SCAR)-Technik wurden SAPD-

Marker in SCAR-Marker konvertiert. Die neu generierten SCAR-Primer konnten zur si-

multanen Art-Identifizierung von sieben weinschädlichen Milchsäurebakterien in einer 

Multiplex PCR erfolgreich eingesetzt werden. 
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8. Anhang 

8.1 Ribosomale Gensequenzen 

8.1.1 16S rDNA-Sequenzen (Milchsäurebakterien) 

 
Pediococcus damnosus B7 (878 bp) 
GTCGGACGCACTTTCGTTGATTGAATTAGAGATGCTTGCATCGAAGATGATTTCAACTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAATAAAATGAACCGCATGGTTTATT
TTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCTGTGA
TACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACG
TGTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGA
AGAAGTGCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCC
TGGGGAGTACGACCGCAA 

 
Pediococcus damnosus B9 (953 bp) 
AGTCGGACGCACTTTCGTTGATTGAATTAGAGATGCTTGCATCGAAGATGATTTCAACTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAATAAAATGAACCGCATGGTTTAT
TTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCTGTG
ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAAC
GTGTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCG
AAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGC
CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCT
ACGCGAA 

 
Pediococcus parvulus B13 (712 bp) 
CAAGTCGAACGCACTTTCGTTGAATGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGCATGGTTT
ACTTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCAG
TGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA
ACGTGTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAAC
CGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAT
GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG 

 
Lactobacillus hilgardii B17 (861 bp) 
GCAAGTCGAACGCGTCTTGGTCAATGAAGTTGAGTGCTTGCATTTAACTGATTTGACATTAAGACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACTTGCCCCGAAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAACAAAAACCACATGGTTTTTG
TTTAAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTGGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAATGA
TACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACG
GGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGG
AGAAGTGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
T 

 
Leuconostoc mesenteroides B30 (786 bp) 
AGTCGAACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTG
GGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTA
GAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCA
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ACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGA
CGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTG
AGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACT
GGACTGCAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACAC
TAGGTGTTAGGA 

 
Lactobacillus buchneri B30 (825 bp) 
GCAAGTCGAACGCGTCTCCGTTGATGATTTTAGGTGCTTGCACTTGAAAGATTTAACATTGAGACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCCTTGAAGTAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAAAACCACCTGGTTTTG
GTTTAAAAGACGGCTTCGGCTGTCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCCTACCAAGGCGATG
ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAAC
AGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCG
GAGAAGTGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCC 

 
Leuconostoc pseudomesenteroides B116 (783 bp) 
GCAGTCGAACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGC
TGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTCAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTTGGCGTCACC
TAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAG
CAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTT
GACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTAATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACT
TGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTA
CTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAAC
ACTAGGTGTTA 

 
Pediococcus pentosaceus B1230 (878 bp) 
AATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGG
TTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGC
AGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAA
GAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCA
ACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
ATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAAT
CCGCCTGGGGAGTACGACC 

 
Pediococcus parvulus B140 (914 bp) 
GTCGAACGCACTTTCGTTGAATGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGCATGGTTTACT
TTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCAGTGA
TACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACG
TGTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGA
AGAAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCC
TGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAGC 

 
Lactobacillus paralimentarius B168 (875 bp) 
GTCGAACGAACCATCCTGATGATTGAAGCTTGCTTCATGATTCAGATCTTGGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCAGAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGCATAACAACTTAGATCACATGATCTTTGTTTAAAAGATGG
TTTTGCTATCTCTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATAGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGA
AAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATATGTGAGAGTAA
CTGTTCACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGA
AAACTGGTAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAT
CGCAAGATTGAAACT 
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Lactobacillus casei B178 (881 bp) 
CAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAG
ATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGC
CGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG
AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGC
ATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGT
ACGACCGCAAGGTTGAAACTC 

 
Lactobacillus suntoryeus B179 (733 bp) 
CGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATGACGCTGGGGACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGC
CCCATAGTCTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAATAAAGCAGATCGCATGATCAGCTTATAAAAGGCGGCGTA
AGCTGTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGA
GAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAG
TCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTG
GCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAAGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAATTGCATCGGAAA
CTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATG 

 
Lactobacillus parabuchneri B190 (917 bp) 
GCATTTAACTGATTTAACATTGAGACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTGAAGTAGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAAAACCACCTGGTTTTGGTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACC
CGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCCTACCAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACAGGTGTGAGAGTAACTGTTCACATCTTGACGGTATCCAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACCAGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGG
AGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAA 

 
Lactobacillus frumenti B191 (871 bp) 
CAAGTCGAGCGCACTGGCCCAACTGATATGACGTGCTTGCACTGATTTGACGATGGATTACCAGTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTGGGCAACCTGCCCTGGAGCGGGGGATAACATCTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATGACTACTAAAACCACATGGTTTTAG
TATAAAAGAAGGCTTCGGCTTTCACTCTAGGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGA
TGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGAAGAAGAACG
TGCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATTCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGA
AGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACG 

 
Lactobacillus plantarum B201 (865 bp) 
TCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACC
TGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGC
TTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGA
AAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAA
CTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGG
AAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACC
GTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAA 

 
Pediococcus parvulus B427 (869 bp) 
ATACATGCAAGTCGAACGCACTTTCGTTGAATGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGC
ATGGTTTACTTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACC
AAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTG
GAGAAGAACGTGTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
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TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCG
GCTTAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGC 

 
Pediococcus parvulus B428 (848 bp) 
TCGAACGCACTTTCGTTGAATGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGCATGGTTTACTT
TTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCAGTGAT
ACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGT
GTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAA
GAAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA 

 
Pediococcus acidilactici Stamm B702; B704; Isolat 5.1; -5.4; -5.6 (860 bp) 
CGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTGCTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAA
GATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTGAG
AGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGT 

 
Enterococcus faecium Stamm Pr. „groß”; 3857-1; 3858-2; Isolat 5.2; -5.3; -6.1; -6.2 (894 bp) 
CAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTT
CGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAA
GTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACT
GTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTC
CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG
CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC 

 
Pediococcus pentosaceus B703 (759 bp) 
GTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTT
TTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATA
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
ACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTG
GGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAG
AAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAG 

 

8.1.2 ITS-Sequenzen (Hefen) 

 
Saccharomyces cerevisiae Stamm KOH1; KOH2; KOH3; KOH4 (761 bp) 
GGATTTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAA
GTGCGCGGTCTTGCTAGGCCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTA
AAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTA
ACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTT
TGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCT
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GCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGT
TATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCT 

 
Pichia anomala Stamm 1543; 1615; 1635 (562 bp) 
GCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCC
AAAGGTCTAAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTT
TGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAATAATG
TATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAAAGTTTG
ACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 

 

8.2 Alignment der 23S rDNA-Sequenzen (Milchsäurebakterien) 
 

Alignment der Sequenzen für die Konstruktion des phylogentischen LSU rDNA 

Milchsäurebakterien-Stammbaumes (Abb. 6). Alle Sequenzpositionen die mit einer „1“ 

versehen sind, wurden für die phylogenetische Stammbaumanalyse verwendet. (siehe Kap. 

2.12). Die Bindungspositionen der Primer für die 23S rDNA basierende Identifizierung der 

Pediokokken und für die DGGE-Analyse wurden grau hervorgehoben. 

 
L. amylolyticus        GGTCAAGTAGAAAAGGGCGCACGGTGAATGCCTAGGCACTAGAAGCCGATGAAGGACGTA 
L. acidophilus         GGTCAAGTAGAAAAGGGCGCACGGTGAATGCCTAGGCACTAACAGCCGATGAAGGACGTG 
L. delbrueckii         GGTCAAGTGAAGAAGGGCGCACGGTGAATGCCTTGGCACTGGAAGCCGATGAAGGACGCG 
S. pyogenes            GGTTAAGTTAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGAAGCCGAAGAAGGACGTG 
S. thermophilus        ----AAGTTAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGAAGCCGATGAAGGACGTG 
S. mutans              GGTTAAGTTAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTAGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGTG 
L. lactis              GGCAAAGTTAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAAGAGCCGATGAAGGACGTG 
E. faecium             GGTTAAGTGAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
E. durans              GGTTAAGTGAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
E. faecalis            GGTTAAGTGAATAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
T. halophilus          GGTTAAGTAAGAAAGGGCGCACGGCGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
E. solitarius          GGTTAAGTAAGAAAGGGCGCACGGCGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
S. aureus              GATTAAGTTATTAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGAAGCCGATGAAGGACGTT 
L. carnosus            GATTAAGTTATTAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGAAGCTGATGAAGGACGTT 
L. sakei               GGTTAAGTTATAAAGGGCGCATGGTGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGT 
P. dextrinicus         GGTCAAGTTATAAAGGGCGCATGGTGGATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. pentosaceus         GGTTAAGTTAGGAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAGGA--GGG 
P. stilesii            GGTTAAGTTATAAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. acidilactici        GGTTAAGTTAGGAAGGGCGCATGGTGGATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. claussenii          GGTTAAGTTAGGAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. cellicola           GGTTAAGTTATAAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. parvulus            GGTTAAGTTATAAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. damnosus            GGTTAAGTTAGGAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
P. inopinatus          GGTTAAGTTAGGAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
L. plantarum           --TTAAGTTAACAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGCACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
L. reuteri             GGTTAAGTTATGAAGGGCGCATGGTGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGATGAAGGACGGG 
W. confusa             ---------------------------------------------------------GGG 
W. paramesenteroides   -------------------------------------------------TGAAGGACGGG 
L. mesenteroides       -------------------------------------------------TGAAGGACGTG 
L. carnosum            ------------------------------------------------------------ 
O. oeni                --TTAAGTTAATAAGGGCGCATGGTGGATGCCTTGGCACTAGAAGGCGATGAAGGACGTG 
O. kitaharae           GGTTAAGTTAATAAGGGCGCATGGTGGATACCTTGGCACTAGAAGGCGATGAAGGACGTG 
                                                                                    
                       000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 
 
L. amylolyticus        ACGAACTGCGAAAAGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTAAGATCCGGAGATGTCCGAATG 
L. acidophilus         ACGAACTACGAAAAGCTTCGGGGAGCGGTAAGTACGCAGTGATCCGGAGATGTCCGAATG 
L. delbrueckii         ACTAACCGCGAAAGTCTTCGGGGAGCCGTAAGTAGGCTTTGATCCGGAGGTCTCCGAATG 
S. pyogenes            ACAAACGACGAAATGCTTTGGGGAGCTGTAAGTAAGCGCTGATCCAGAGATGTCCGAATG 
S. thermophilus        ACTAACGACGAAATGCTTTGGGGAGCTGTAAGTGAGCAATGATCCAGAGATGTCCGAATG 
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S. mutans              ACGAACGACGACATGCTTTGGGGAGCTGTAAGTAAGCCTTGATCCAGAGATATCCGAATG 
L. lactis              ACTAACGACGATATTCTAGGGGGAGCAGTAAGTACGCATTGATCCCTAGGTCTCCGAATG 
E. faecium             ACTAACACCGATATGCTTTGGGGAGCTGTACGTAAGCTATGATCCAGAGATTTCCGAATG 
E. durans              ACTAACACCGATATGCTTTGGGGAGCTGTACGTAAGCTATGATCCAGAGATTTCCGAATG 
E. faecalis            ACTAACACCGATATGCTTTGGGGAGCTGTAAGTAAGCTATGATCCAGAGATTTCCGAATG 
T. halophilus          ACCAACACCGATATGCTCTGGGGAGCTGTAAGTAAGCTAGGATCCAGAGATTTCCGAATG 
E. solitarius          ACCAACACCGATATGCTCTGGGGAGCTGTAAGTAAGCTAAGATCCAGAGATCTCCGAATG 
S. aureus              ACTAACGACGATATGCTTTGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCAGAGATTTCCGAATG 
L. carnosus            ACTAACGACGATATGCTTTGGGTAGCTGTAAGTAAGCGTTGATCCAGAGATTTCCGAATG 
L. sakei               ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
P. dextrinicus         ACGAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCAATGATCCGGAGATTTCCGAATG 
P. pentosaceus         ACTAACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGGGATTTCCGAATG 
P. stilesii            ACTAACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGGGATTTCCGAATG 
P. acidilactici        ACTAACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGGGATTTCCGAATG 
P. claussenii          ACTAACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTACGTAAGCTTTGATCCGGGGATTTCCGAATG 
P. cellicola           ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
P. parvulus            ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
P. damnosus            ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
P. inopinatus          ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
L. plantarum           ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTACGTAAGCTATGATCCGGAGATTTCCGAATG 
L. reuteri             ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCGGTAAGTACGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
W. confusa             ACTAACACCGATATGCTTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTTCCGAATG 
W. paramesenteroides   ACTAACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTGTGATCCGGGGATTTCCGAATG 
L. mesenteroides       ACTAACNACGATAAGCTTTGGTGAGCGGTAAGTACGCTATGACCCAAAGATTTCCGAATG 
L. carnosum            -------ACGATAAGCTTTGGTGAGCGGTAAGTACGCTATGACCCAGAGATTTCCGAATG 
O. oeni                ACTAACTACGATATGCCTCGGTTAGCTGTAAGTAAGCTT--ACCCGGGGGTTTCCGAATG 
O. kitaharae           ACTAACTACGATATGCCTCGGTTAGCTGTAAGTAAGCTT--ACCCGAGGATTTCCGAATG 
                               *** *  *   **  *** *** **  **    * **   * * ******** 
                       000000011111111111111111111111111111111001111111111111111111 
 
                                                 Primer: PDA23S_F→ 
L. amylolyticus        GGGGAACCCGGTGCA-GGA--GATGCATCATTGC-ATGCTGTTAAGG-----CATGTAAG 
L. acidophilus         GGGGAACCCAATGCA-GC---GATGCATTATTGG-TTGATGAATAGATAG-TCAATCAAA 
L. delbrueckii         GGGGAACCCAGCATGTGCA--GACATGCTATCCT-TAAGTGAATACATAG-CTTAAGGAG 
S. pyogenes            GGGGAACCCACTAACTAA---TGGTTAGTATCCA-TAACTG----TTAAGGTTATGAGAA 
S. thermophilus        GGGGAACCCGGCAGGTAA---TGCCTGTCACTCA-TTACTG----TTAAGGTAATGTAGA 
S. mutans              GGGGAACCCAACAGGTAA---TGCCTGTTATCCA-TAACTG----TTAAGGTTATGAGAA 
L. lactis              GGGAAACCCAGCTGCTAC---TAGCAGTTATTCA-TGAGTGAATACATAGCTCATGTAAA 
E. faecium             GGGGAACCCAGCATCTTTAATAGGATGTTACGAT-TGTGTGAATACATAGCACATTCGA- 
E. durans              GGGAAACCCAGCATCTTTTATAGGATGTTACGTT-TGCGTGAATACATAGCGCATTCGA- 
E. faecalis            GGGGAACCCAATATCTTTTATAGGATATTACTTT-TCAGTGAATACATAGCTGATTAGA- 
T. halophilus          GGGAAACCTCGCATTTTTCATCGAATGCGGCTTGATCTGTGAATAGATAGCAGGCAAGC- 
E. solitarius          GGGAAACCCCGCATTTTTGATCGAATGTGGCTTGATCTGTGAATCCATAGCAGGCAAGC- 
S. aureus              GGGAAACCCAGCATGAGTTATGTCATGTTATCGA-TATGTGAATACATAGCATATCAGAA 
L. carnosus            GGGGAACCCAGCACAAGTTATGTTGTGTTATCGA-CATGTGAATACATAGCATGTCTGAA 
L. sakei               GGGGAACCCAATACTTTTAATCGAGTATTATCAT-TAAGTGAATACATAGCTTAATGAA- 
P. dextrinicus         GGGGAACCCAAT-CATCCGTAGGATGATGACAGC-TTAGTGAATACATAGCTAAGTTGA- 
P. pentosaceus         GGGCAACCCAATAGTTTTAATCGACTATTATC-CGCATCTGAATACATAGGATGTGTGAA 
P. stilesii            GGGCAACCCAATAGTTTTAATCGACTATTATC-CGTAGCTGAATTCATAGGCTATGTGAA 
P. acidilactici        GGGCAACCCAATAGTTTTAATCGACTATTATC-CGCATCTGAATTCATAGGATGTGTGAA 
P. claussenii          GGGCAACCCAGCAAGCTTTACCGCTTGTTATC-CACATCTGAATACATAGGATGTGTGAA 
P. cellicola           GGGAAACCCAACAACATTAATCCGTTGTTACC-AGCACGTGAATTCATAGCGTGTTTGGA 
P. parvulus            GGGAAACCCAACAACACTAATCCGTTGTTACC-ACTACGTGAATTCATAGCGTGGCTGGA 
P. damnosus            GGGAAACCCAACAACATTAATCCGTTGTTACC-GCCACGTGAATACATAACGTGGTTGGA 
P. inopinatus          GGGAAACCCAACAACATTAATCCGTTGTTACC-ACTACGTGAATTCATAGCGTGGCTGGA 
L. plantarum           GGGCAACCCAGCAGTTTTAATCAACTGTTACC-ACTAGATGAATTCATAGTCTAGTTGGA 
L. reuteri             GGGAAACCCAATCAGCTTAGTCGCTGATTACTTGACTAGTGAATACATAGC-TAGCAAGA 
W. confusa             GGGGAACCCAACTTGTTA---TGCAAGTTATC-ACCTAATGAATATATAG-TAGGTTGAA 
W. paramesenteroides   GGGGAACCCAACTTGTCA---TGCAAGTTATC-GTTTAATGAATACATAG-TTAAACGAA 
L. mesenteroides       GGGAAACCCAACTCGTAA----GAGTTGTCTG---TATCTGAATACATAGGATATTTGAC 
L. carnosum            GGGAAACCCAACTCGCAAA---GAGTTGTCCA---TATCTGAATATATAGGATATGAGAC 
O. oeni                GGGCAACCCGA-TCTTAAT---GATCATCATC---TTTTTGAATTCATAGATTAGATGAA 
O. kitaharae           GGGCAACCTGG-TCTTAAT---GATCATCATT---TAACTGAATTCATAGGTTATTTGAA 
                       *** ****                               **                    
                       111011111110000011000010011111110001101110000110000011101110 
 
L. amylolyticus        GGAAGACGCAGCGAACTGAAACATCTAAGTAGCTGCAGGAAGAGAAAGAAAAATCGATTT 
L. acidophilus         GGAAGACGCAGTGAACTGAAACATCTAAGTAGCTGCAGGAAGAGAAAGAAAAATCGATTT 
L. delbrueckii         GGAACACGCAGTGAACTGAAACATCTAAGTAGCTGCAGGAAGAGAAAGAAATATCGATTT 
S. pyogenes            GGAAGACGCAGTGAACTGAAACATCTAAGTAGCTGCAGGAAGAGAAAGCAAACGCGATTG 
S. thermophilus        GGAAGACGCAGTGAACTGAAACATCTAAGTAGCTGTAGGAAGAGAAAGCAAAAGCGATTG 
S. mutans              GGAAGACGCAGTGAACTGAAACATCTCAGTAGCTGCAGGAAGAGAAAGCAAGAGCGATTG 
L. lactis              GGTA-ACGCAGAGAACTGAAACATCTAAGTACCTGCAGGAAGAGAAAGTAAAAACGATTT 
E. faecium             GGTAGACGCAGAGAACTGAAACATCTAAGTACCTGCAGGAAGAGAAAGAAAATTCGATTC 
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E. durans              GGTAGACGCAGAGAACTGAAACATCTAAGTACCTGCAGGAAGAGAAAGAAAATTCGATTC 
E. faecalis            GGTAGACGCAGAGAACTGAAACATCTTAGTACCTGCAGGAAGAGAAAGAAAATTCGATTC 
T. halophilus          GGAAGACGCAGTGAACTGAAACATCTTAGTAGCTGCAGGAAGAAAAAGAAAAATCGATTC 
E. solitarius          GGGACACGCAGCCAACTGAAACATCTTAGTAGCTGCAGGAAGAAAAAGAAACCTCGATTC 
S. aureus              GGCACACCCGGAGAACTGAAACATCTTAGTACCCGGAGGAAGAGAAAGAAAATTCGATTC 
L. carnosus            GGCAGACGTGGAGAACTGAAACATCTTAGTACCCGCAGGAAGAGAAAGAAAACTCGATTC 
L. sakei               GGTAGACGAGGGGAACTGAAACATCTAAGTACCTTCAGGAAGAGAAAGAAAAATCGATTC 
P. dextrinicus         GGCAGACGCGGGGAACTGAAACATCTAAGTACCTGCAGGAAGAGAAAGAAAATTCGATTT 
P. pentosaceus         GGTAAACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCGCAGGAACAGAAAGAAAATTCGATTC 
P. stilesii            GGTAAACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCATAGGAACAGAAAGAAAATTCGATTC 
P. acidilactici        GGTAAACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCACAGGAACAGAAAGAAAATTCGATTC 
P. claussenii          GGTAGACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCGCAGGAAGAGAAAGAAAAATCGATTC 
P. cellicola           GGTAGACGCGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCGCAGGAAGAGAAAGAAATATCGATTC 
P. parvulus            GGTAGACGCGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCGTAGGAAGAGAAAGAAATATCGATTC 
P. damnosus            GGTAGACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCACAGGAATAGAAAGAAAAATCGATTC 
P. inopinatus          GGTAGACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCACAGGAAGAGAAAGAAAAATCGATTC 
L. plantarum           GGTAAACGCTGTGAACTGAAACATCTCATTAGCAGCAGGAATATAAAGAAATTTCGATTC 
L. reuteri             GGTAGACGCAGTGAACTGAAACATCTTAGTAGCTGCAGGAAGAGAAAGAAACATCGATTC 
W. confusa             GGTAGACGTTGTGAACTGAAACATCTCATTAGCACCAGGAATAGAANGAAAAATCGATNC 
W. paramesenteroides   GGTAGACGTTGTGAACTGAAACATCTCATTAGCAACAGGAGAAGAAAGAAAAATCGATTC 
L. mesenteroides       GGAATACGCTGTGAACTGAAACATCTCATTAGCAGCAGGAGCAGAAAGAAAAATCGATTC 
L. carnosum            GGAATACGCTGTGAACTGAAACATCTCATTAGCAGCAGGAGCAGAAAGNNANATCGATTC 
O. oeni                GCAAA-CGCTGTGAACTGAAACATCTAAGTAGCAGTAGGAAAGTAAAGAAATTTCGATTC 
O. kitaharae           GCAAAACGCTGTGAACTGAAACATCTCATTAGCAGCAGGAAAATAAAGAAATTTCGATTC 
                       *  *  *   *  ************* * ** *   ****    ** *  *   ****   
                       111100111010111111111111110111111011111111111111111111111111 
 
L. amylolyticus        CCTTAGTAGCGGCGAGCGAAGAGGAAAGAGCCTAAACCCGTTGATTTATCAGCGGGGGTT 
L. acidophilus         CCTTAGTAGCGGCGAGCGAAGAGGAAAGAGCCCAAACCAAGTGATTTATCATTTGGGGTT 
L. delbrueckii         CCCAAGTAGCGGCGAGCGAACAGGAAAGAGCCCAAACCGTCAGATTTATCTGCCGGGGTT 
S. pyogenes            CCTTAGTAGCGGCGAGCGAAACGGCAGGAGGGCAAACCGAAGTGTTTACACTTCGGGGTT 
S. thermophilus        CCTTAGTAGCGGCGAGCGAAACGGCAAGAGGGCAAACCGAAGAGTTTACTCTTCGGGGTT 
S. mutans              CCTCAGTAGCGGCGAGCGAAGAGGCAGGAGGGCAAACCAGAGTGTTTACACTCTGGGGTT 
L. lactis              CGTAAGTAGCGGCGAGCGAACGCGAAGAAGGGCAAACCAAGAAGCTTGCTTCTTGGGGTT 
E. faecium             CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAAAGCCCAAACCAACAAGCTTGCTTGTTGGGGTT 
E. durans              CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAAAGCCCAAACCAATGAGCTTGCTCATTGGGGTT 
E. faecalis            CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAGAGCCCAAACCAACAAGCTTGCTTGTTGGGGTT 
T. halophilus          CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAACAGCCCAAACCAGGATGCCTGCATTCTGGGGTT 
E. solitarius          CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAACAGCCCAAACCAGGATGCTTGCATTCTGGGGTT 
S. aureus              CCTTAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAGAGCCCAAACCAACAAGCTTGCTTGTTGGGGTT 
L. carnosus            CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAGAGCCCAAACCAATGAGCTTGCTCATTGGGGTT 
L. sakei               CCTAAGTAGCGGCGAGCGAACGGGGAAGAGCCCAAACCAAGAAGCTTGCTTCTTGGGGTT 
P. dextrinicus         CCTAAGTAGCGGCGAGCGAACGGGAAATAGCCCAAACCAATGAGCTTGCTTATTGGGGTT 
P. pentosaceus         CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAGAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTT 
P. stilesii            CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAACAGCCCAAACCAAGAAGCTTGCTTCTTGGGGTT 
P. acidilactici        CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAACAGCCCAAACCAAGAAGCTTGCTTCTTGGGGTT 
P. claussenii          CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAAAGCCCAAACCAGAAAGCTTGCTTTCTGGGGTT 
P. cellicola           CCTAAGTAGCGGCGAGCGAACGGGGAACAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTT 
P. parvulus            CCTAAGTAGCGGCGAGCGAACGGGGAACAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTT 
P. damnosus            CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAAGGGGAACAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTT 
P. inopinatus          CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAAGGGGAACAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTT 
L. plantarum           CCTAAGTAGCGGCGAGCGAACGGGGAACAGCCCAAACCAAAGTGCTTGCACTTTGGGGTT 
L. reuteri             CCTGAGTAGCGGCGAGCGAAAAGGGAAGAGCCCAAACCAACAAGCTTGCTTGTTGGGGTT 
W. confusa             CGCCAGTNGCGGCGAGCGAANTCGGTAGAGCCCAAACCAAAGTGCTTGCACTTTGGGGTT 
W. paramesenteroides   CGTCAGTAGCGGCGAGCGAACGCGGAGGAGCCCAAACCAGAGTGCTTGCACTCTGGGGTT 
L. mesenteroides       CCTAAGTAGCGGCGAGCGAACGGGGAAGAGCCCAAACCAACGTGCTTGCATGTTGGGGTT 
L. carnosum            CCTANGTAGCGGCGAGCGAACGGGGAAGAGCCCAAACCAGAGTGCTTGCATTCTGGGGTT 
O. oeni                CGTCAGTAGCGGCGAGCGAACGCGGAAGAGCCCAAACCTGGATGCTTGCATCCAGGGGTT 
O. kitaharae           CGTCAGTAGCGGCGAGCGAACGCGGAAGAGCCCAAACCTGGATGCTTGCATCCAGGGGTT 
                       *    ** ************   *    **   *****        *       ****** 
                       111011111111111111111011111111111111111101111111111011111111 
 
L. amylolyticus        GTAGGACTGCGCA--A-GGCAGCT-CAAAG-----GATAGCAGAACTAC-CTGGGAAGGT 
L. acidophilus         GTAGGACTGCAAA--GTGGTAGCG-TAAGC-----GATAGTTGAATTAT-CTGGGAAGGT 
L. delbrueckii         GTAGGACTGAGAC--ATGGCACTT-CAGAG-----GATAGCAGAAGCGT-TTGGGAAAGC 
S. pyogenes            GTAGGACTGCGAC--GTGGGACTTTAAAAG-----GATAGAAGAATTAC-CTGGGAAGGT 
S. thermophilus        GTAGGACTGCAAC--GTGG-ACTTAAAGAT-----TATAGAAGAACTAC-CTGGGAAGGT 
S. mutans              GTAGGACTGCGAT--AAAGCAGCC-AAGGG-----AATAGAAGAAGACT-CTGGGAAGAG 
L. lactis              GTAGGACTGCAAC--GTGG-ACTTAAGCAT-----TATAGTCGAATAAC-CTGGGAAGGT 
E. faecium             GTAGGACTCCAAT--ATGGTCGTTCTTTCA-----GATAGTCGAA-TGACTTGGAAAAGT 
E. durans              GTAGGACTCCAAT--ATGGTAGTTCTTTCA-----GATAGTCGAA-TGACTTGGAAAAGT 
E. faecalis            GTAGGACTCCAAT--ATGGTAGTCTGTTAG-----TATAGTTGAA-GGATTTGGAAAATT 
T. halophilus          GTAGGACGTTTATGAACGGATGGGGAATG------TTTAGCCGAA-GGCTTTGGAAAAGG 
E. solitarius          GTAGGACGTTGAC--ACGATCTTTTAGAC------GATAGCCGAATGGCTTTGGAAAAAG 
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S. aureus              GTAGGACACTCTAT-ACGGAGTTACAAAGGACGACATTAGACGAATCAT-CTGGAAAGAT 
L. carnosus            GTAGGACACTCTAT-ATGGAGTTACAAAAGAATCGATTAGACGAACCGTACTGGAAAGTT 
L. sakei               GTAGGACAGAACTT--TGGAGTTACCAAGTTAAGTTGTAATCGAATCAG-CTGGGAAGCT 
P. dextrinicus         GTAGGACAGAACAT-ATGGAGTTACAAAAGAAAGAGTTAGTCGAAGTAG-ATGGGAAGCT 
P. pentosaceus         GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGAACTTGATAGCTGAAGAAT-CTGGGAAGAT 
P. stilesii            GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGAGTTTGATAGCTGAATGAC-CTGGGAAGGT 
P. acidilactici        GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGAGCTTGATAGCTGAAGGGC-CTGGGAAGGC 
P. claussenii          GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGAGTTTGATAGTTGAGGAGT-CTGGGAAGGC 
P. cellicola           GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGATTTTCATAGCCGAACAGT-CTGGGAAGAC 
P. parvulus            GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGATTTTCATAGCCGAACAGT-CTGGGAAGAC 
P. damnosus            GTAGGACCGAACAT--TTGAGTTACCAAAGATTTTCATAGCCGAACAGT-CTGGGAAGAC 
P. inopinatus          GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGATTTTCATAGCCGAACAGT-CTGGGAAGAC 
L. plantarum           GTAGGACTGAACAT--TTGAGTTACCAAAGAACTTGATAGTCGAAGGAT-TTGGGAAAAT 
L. reuteri             GTAGGACTGAACAT--TAGAGTTACCAAAGTGCGACGTAGTCGCAACAG-TTGGGAAGCT 
W. confusa             GTAGGACTGACATT-GTGGAGTTACAAAGTTAACATTTAGCAGAATCAG-CTGGGAAGCT 
W. paramesenteroides   GTAGGACTACCGTT-GTGGAGTTACAAATTTGTTTATTAGCAGAATCAG-CTGGGAAGCT 
L. mesenteroides       GTAGGACTGATATATA-AGAGTTACAAAAGTGTTTTATAGCAGAACAAG-TTGGGAAACT 
L. carnosum            GTAGGACTGATATATA-AGAGTTACAAAAGTGTTTTATAGCAGAACAAG-TTGGGAAGCT 
O. oeni                GTAGGACTGATGTT----GAGTTACAAAGGTATAAGATAGCAGAAACAG-TTGGGAAGCT 
O. kitaharae           GTAGGACTGATGTT----GAGTTACAAAGGCTGCAGATAGCCGAAGCAG-TTGGGAAACT 
                       *******                              **   *        *** **    
                       111111111110000000101111001110000000111111111001001111111101 
 
L. amylolyticus        AGGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAAGCGAAATCCAGCGAGCGCC--GGCAGGATCCTG 
L. acidophilus         AAGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAAGCGAAATTGCGAGCGCGCCT-AGCAGAATCCTG 
L. delbrueckii         GCGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAAGCGAAATCCAAAGAAGGCCT-ATCAGTATCCTG 
S. pyogenes            AAGCCAAAGAGAGTAAAAGCCTCGTATTTAAAATTCTTTTGAGCCCT-AGCAGTATCCTG 
S. thermophilus        AGGCCAAAGAGAGTAATAGCCTCGTATTCGAAATAGTCTTTATACCT-AGCAGTATCCTG 
S. mutans              TCGCCAGAGAGAGTAAGAGCCTCGTATTTGAAATTCACTTGATGCCA-AGCAGGATCCTG 
L. lactis              TAATCAAAGAGGGTAATAATCCCGTAGACGAAATAGCGCTTATACCT-AGCAGTATCCTG 
E. faecium             CAGTCAAAGAGGGTAAAAACCCCGTAGACGAAATGTGGAAGACACCT-AGGAGGATCCTG 
E. durans              CAGTCAAAGAGGGTAAAAACCCCGTAGATGAAATTTGGAAGGCACCT-AGGAGGATCCTG 
E. faecalis            CCGCTAAAGAGGGTGAAAGCCCCGTAGACGAAATGCTAACAACACCT-AGGAGGATCCTG 
T. halophilus          CCGCCGGAGCGGGTAAGAGCCCCGTAGGCGAAAACAAGTCAAGTCGT-AAACGGATCCTG 
E. solitarius          CGGCCAGAGCGGGTAAGAGCCCCGTAGGCGACATTCAATGGAAGATC-CAACGGATCCTG 
S. aureus              GAATCAAAGAAGGTAATAATCCTGTAGTCGAAAATGTTGTCTCTCTT-GAGTGGATCCTG 
L. carnosus            GGACCAGAGAAGGTAAAAGTCCTGTAGTCGAAAATCGATTCTCTCCT-GAGTGGATCCTG 
L. sakei               GAGTCAAAGAGTGTGATAACCACGTAGATTAAACAACTTGACCTCCG-TTCTGGATCCTG 
P. dextrinicus         ACGCTAAAGAGAGTGAGAGCCTCGTAGACAAAAACTGTTTCTCTCCG-TTCTGGATCCTG 
P. pentosaceus         TCGCCAGAGAGGGTGATAGCCCCGTAAGTTAAATCAAATTCTCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. stilesii            CAGCCAGAGTGGGTGATAGCCCCGTAAGTTAAATCAAACTCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. acidilactici        CAGCCAGAGAGGGTGACAGCCCCGTAAGTTAAATCAAACTCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. claussenii          TCGCCAAAGAGGGTGATAGCCCCGTAAACTAAATCAAGCTCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. cellicola           TGGCCAGAGTGGGTGATAGCCCCGTAGGCAAAATGAAGATCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. parvulus            TGGCCAGAGCGGGTGATAGCCCCGTAGGCAAAATGAAGATCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. damnosus            TGGCCAGAGCGGGTGACAGCCCCGTAGGCAAAATGAAAATCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
P. inopinatus          TGGCCAGAGCGGGTGATAGCCCCGTAGGCAAAATGAAGATCCCTCAG-TTCAGGATCCTG 
L. plantarum           CCGCCATAGATGGTGATAGCCCAGTAGATTAAATCAAATTCTCTCAG-TTCAGGATCCTG 
L. reuteri             GTGCCATAGAGGGTGAAAGCCCCGTAGACGAAACGTCACACTCTCTG-TTCAGGATCCTG 
W. confusa             GAGCGAGACAGGGTGATAGCCCCGTANNCNAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGATNNNG 
W. paramesenteroides   GAGCGAAACAGGGTGATAGCCCCGTATGCGAAAGTAAGCAAACTCCCGTGTAGGATCCTG 
L. mesenteroides       TGGCTATAGAGGGTGATAGCCCCGTAAGCGAAATGAAGCACACTCTT-TTCAGGATCCTG 
L. carnosum            TGGCTATAGAGGGTGATAGCCCCGTAAGCGAAATAAAGCACACTCTT-TTCAGGATCCTG 
O. oeni                GTTCCAAAGAGGGTGACAGGCCCGTATGCGAAATCTTGTACTCTCTA-ATCAGGATCCTG 
O. kitaharae           GCACCATAGCAGGTGATAGTCCTGTAGGCGAAATCTGTAGCTCTCTA-ATCAGGATCCTG 
                              *    ** * *  *  ***    * *                     **   * 
                       001111011111111111111111111111111100100110111000011111111111 
 
L. amylolyticus        AGTAGGGCGGAACACGAGGAATTCCGTTTGAATCCGCGAGGACCATCTCGCAAGGCTAAA 
L. acidophilus         AGTAGGCCGGGACACGAGGAATCCCGGTTGAAGCCGCGAGGACCATCTCGCAAGGCTAAA 
L. delbrueckii         AGTAGGGCGGGACACGTGAAATCCCGTTTGAATCCGCGAGGACCATCTCGCAAGGCTAAA 
S. pyogenes            AGTACGGCGAGACACGTGAAATCTCGTTGGAATCTGGGAGGACCATCTCCCAACCCTAAA 
S. thermophilus        AGTACGGCGAGACACGAGAAATCTCGTCGGAATCTGGGAGGACCATCTCCCAACCCTAAA 
S. mutans              AGTACGGCGGGACACGAGGAATCCCGTCGGAATCTGGGAGGCCCATCTCCCAACCCTAAA 
L. lactis              AGTAGGGCTGGACACGCGAAATCCAGTTTGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAACCCTAAA 
E. faecium             AGTACGGCGGAACACGAGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
E. durans              AGTACGGCGGAACACGAGGAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
E. faecalis            AGTACGGCGGAACACGAGAAATTCCGTCGGAATCCGCGGGGACCATCCCGCAAGGCTAAA 
T. halophilus          AGTACGACGGGACACGCGAAATGCCGTCGGAAACCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
E. solitarius          AGTACGGCGGCACACGCGAAATGCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
S. aureus              AGTACGACGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCTGGGAGGACCATCTCCTAAGGCTAAA 
L. carnosus            AGTACGACGGAGCACGTGGAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
L. sakei               AGTACGGCGGAACACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. dextrinicus         AGTACGGCCGGACACGTGAAATCCAGTCGGAATCTGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
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P. pentosaceus         AGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. stilesii            AGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. acidilactici        AGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. claussenii          AGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. cellicola           AGTACGGCGGAACACGTGTAACTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. parvulus            AGTACGGCGGAACACGTGTAACTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. damnosus            AGTACGGCGGAACACGTGTAACTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
P. inopinatus          AGTACGGCGGAACACGTGTAACTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
L. plantarum           AGTACGGCGGAACACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
L. reuteri             AGTACGGCGGGACACGTGAAACCCCGTCGGAACCCGCGAGGACCATCTCGCAAGGCTAAA 
W. confusa             AGTANGGCNGGACACGTGAAATCCGGTCGGAATCCGCGAGGACCATCTCGCAAGGCTAAA 
W. paramesenteroides   AGTACGGCCGGACACGTGAAATCCGGTCGGAAACTGCGAGGACCATCTCGTAAGGCTAAA 
L. mesenteroides       AGTACGGCCGGACACGTGAAATCCGGTCGGAATCTGCGGGGACCATCCCGTAAGGCTAAA 
L. carnosum            AGTACGGCCGGACACGTGAAATCCGGTCGGAATCTGCGGGGACCATCCCGTAAGGCTAAA 
O. oeni                AGTACGGCCCAGCACGTGAAATTGGGTCGGAATCTGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
O. kitaharae           AGTACGGCCCAGCACGTGAAATTGGGTCGGAATCTGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAA 
                       **** * *    **** * **    *   *** * * * ** ***** *  **  ***** 
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L. amylolyticus        TACTAGCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGAACCCCGGA 
L. acidophilus         TACTAGTTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGAACCCCGGA 
L. delbrueckii         TACTAACCAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGAACCCCGGG 
S. pyogenes            TACTCTCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGG 
S. thermophilus        TACTCTCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGG 
S. mutans              TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGTACCCCGGA 
L. lactis              TACTCCTTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGAACCCCGAG 
E. faecium             TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCC-GGA 
E. durans              TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
E. faecalis            TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
T. halophilus          TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
E. solitarius          TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
S. aureus              TACTCTCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
L. carnosus            TACTCTCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGTACCCCGGA 
L. sakei               TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. dextrinicus         TACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGG 
P. pentosaceus         TACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. stilesii            TACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. acidilactici        TACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. claussenii          TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. cellicola           TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. parvulus            TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
P. damnosus            TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGAA 
P. inopinatus          TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
L. plantarum           TACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGG 
L. reuteri             TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
W. confusa             TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
W. paramesenteroides   TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
L. mesenteroides       TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGA 
L. carnosum            TACTCCCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCANNCCGGA 
O. oeni                TACTAACTAGTGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGAACCCCGGA 
O. kitaharae           TACTAACTAGTGACCGATAGTGGACAAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGAACCCCGGA 
                       ****    ************ * ** ************************* *  * *   
                       111111111111111111111111111111111111111111111111111111110111 
 
                                     Primer: PST23S_F→ 
L. amylolyticus        AGGGGAGTGAAAGAGAACCTGAAACCGTG-TGCCTACAAGTAGTCAGAGCACATTAAAGT 
L. acidophilus         AGGGGAGTGAAAGAGAACCTGAAACCGTG-TGTCTACAAGTAGTCAAAGCACATTAAAGT 
L. delbrueckii         AGGGGAGTGAAAGAGAACCTGAAACCGTG-TGCCTACAAGTAGTCAGAGCCCGTTAACGG 
S. pyogenes            AGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTG-TGCCTACAACAAGTTCGAGCCCGTTAATGG 
S. thermophilus        AGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTG-TGCCTACAACAAGTTCGAGCCCGTTAATGG 
S. mutans              AGGGGAGTGAAAGAGAACCTGAAACCGTG-TGCTTACAAGAAGTTCGAGCCCGTTAATGG 
L. lactis              AGGGGAGTGAAATAGCACCTGAAACCGTG-TGCCTACAAGAAGTTCGAGCCCGTTAATGG 
E. faecium             AGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTG-TGCCTACAACAAGTCAAAGCCCGTTAATGG 
E. durans              AGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTG-TGCCTACAACAAGTCAAAGCCCGTTAATGG 
E. faecalis            AGGGGAGTGAAATAGATCCTGAAACCGTG-TGCCTACAACAAGTCAAAGCTCGTTAATGA 
T. halophilus          AGGGGAGTGAAAGAGATCCTGAAACCGTG-TGCTTACAAGGAGTTAGAGCCCGTTAATGG 
E. solitarius          AGGGGAGTGAAAGAGATCCTGAAACCGTG-CGCTTACAAGAAGTTAGAGCCCGTTAATGG 
S. aureus              AGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTG-TGCTTACAAGTAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
L. carnosus            AGGGGAGTGAAAGAGAACTTGAAACCGTG-TGCTTACAAGTAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
L. sakei               AGGGGAGTGAAATAGATCCTGAAACCATG-TGCCTACAATTAGTCAAAGCTCGTTAATGA 
P. dextrinicus         AGGGGAGTGAAATAGATCCTGAAACCGTG-TGCCTACAAGTAGTCAAAGCCCGTTAAAGG 
P. pentosaceus         AGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
P. stilesii            AGGGGAGTGAAACAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAAAAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
P. acidilactici        AGGGGAGTGAAATAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
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P. claussenii          AGGGGAGTGAAATAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAATAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
P. cellicola           AGGGGAGTGAAACAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAAGGG 
P. parvulus            AGGGGAGTGAAACAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAAGGG 
P. damnosus            AGGGGAGTGAAACAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
P. inopinatus          AGGGGAGTGAAACAGTTCTTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
L. plantarum           AGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCATG-TGCCTACAATAAGTCAGAGCGCGTTAATGC 
L. reuteri             AGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCATG-TGCCTACAAGCTGTCGGAGCCCGTTAATGG 
W. confusa             AGGGGAGTGAAAAAGTTCCTGAAACCATG-TGCCTACAAGAAGTTAGAGCCCGTTAATGG 
W. paramesenteroides   AGGGGAGTGAAAAAGTTCCTGAAACCATG-TGCCTACAACAAGTTAGAGCCCGTTAATGG 
L. mesenteroides       AGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCACGACGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
L. carnosum            ANGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCACGACGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGG 
O. oeni                AGGGGAGTGAAATAGTTCTTGAAACCGTG-TGCTTACAAGAAGTTCGAGGCCGTTAATGG 
O. kitaharae           AGGGGAGTGAAATAGTTCTTGAAACCGTG-TGCTTACAAGAAGTTCGAGGCCGTTAATGG 
                       * ********** **  * *******  *  *  *****   **   **  * **** *  
                       111111111111111111111111111110111111111111111111111111111111 
 
L. amylolyticus        GTAATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTATGCTGTGCAGCGAGGTTAAGTC 
L. acidophilus         GCGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTATCTAGCGAGGTTAAGTC 
L. delbrueckii         GTAATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTGCGTTAGTCAGCAAGGTTAAGTC 
S. pyogenes            GTGAGAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATATGATGCGAGGTTAAGTT 
S. thermophilus        GTGAGAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATATGATGCGAGGTTAAGTT 
S. mutans              GTGAGAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTTACGTGCGAGGTTAAGTT 
L. lactis              GTGAGAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTATGATGCGAGGTTAAGTT 
E. faecium             GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATTGCATGCGAGGTTAAGTT 
E. durans              GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATTGCATGCGAGGTTAAGTT 
E. faecalis            GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATTGCATGCGAGGTTAAGTC 
T. halophilus          GTGATAGCGTGCCTTTTGCAGAATGAACCGGCGAGTTGCGCTGGCTGGCGAGGTTAAGTC 
E. solitarius          GTGATAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTGCGCTGGCTGGCGAGGTTAAGTC 
S. aureus              GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATTTGATGCAAGGTTAAGCA 
L. carnosus            GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATCTGATGCAAGGTTAAGCA 
L. sakei               GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTTATATGCGAGGTTAAAGT 
P. dextrinicus         GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTATTATGCGAGGTTAAGTT 
P. pentosaceus         GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGGTTAAG-T 
P. stilesii            GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGGTTAAG-T 
P. acidilactici        GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGGTTAAG-T 
P. claussenii          GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGGTTAAG-T 
P. cellicola           GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTTACATGCCAGGTTAAG-T 
P. parvulus            GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTTACATGCCAGGTTAAG-T 
P. damnosus            GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTTGCATGCCAGGTTAAG-T 
P. inopinatus          GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTTGCATGCCAGGTTAAG-T 
L. plantarum           GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTATGATCCCGTGCAAGGTTAAGAC 
L. reuteri             GTGACGGCGTGCCTCTTGCAGAATGAACCGGCGAGTTACGATTGCATGCAAGGTTAAGGT 
W. confusa             GTGATAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATACCATGCAAGGTTAAGGT 
W. paramesenteroides   GTGATAGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATACCATGCAAGGTTAAGGT 
L. mesenteroides       GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGGTATCGTGCGAGGTTAAGGT 
L. carnosum            GTGATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATATCGTGCAAGGTTAAGGA 
O. oeni                CTGAGAGCGTGCTTTTTGTAGAATGAACCGGAGAGTTACGATTGCGTGCAAGGTTAAGGT 
O. kitaharae           CTGAGAGCGTGCTTTTTGTAGAATGAACCGGAGAGTTACGATTGCGTGCAAGGTTAAGGT 
                          *  ****** * *** ************ *****  * *     ** *******    
                       111111111111111111111111111111111111111101001111101111111101 
 
L. amylolyticus        AGAAAAGACGGAGCCGGAGCGAAAGCGAGTCTGAAGAGGGCGAG---AAGTTGTGCGGTG 
L. acidophilus         AGAAAAGACGGAGCCGGAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGAA---GAGTTAGGTGACG 
L. delbrueckii         AGAAAAGACGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGAG---CAGTTGCGTGACG 
S. pyogenes            -GAAGAGACGGAGCCGTAGGGAAACCGAGTCTTAATAGGGCGATT--TAGTATCATGTTG 
S. thermophilus        -GAAGAGACGGAGCCGTAGGGAAACCGAGTCTTAATAGGGCGCAT--TAGTATCATGTCG 
S. mutans              -GAAGAGACGGAGCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAAAAGGGCGGTT--AAGTACGTAGATG 
L. lactis              -GAAGAGACGGAGCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCGACT--TAGTATCATGATG 
E. faecium             -GAAGAGACGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGTTT--GAGTATGTAGTCG 
E. durans              -GAAGAGACGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGTTT--GAGTATGTAGTCG 
E. faecalis            -GAAGAGACGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGAAT--GAGTATGTAGTCG 
T. halophilus          TGAAAAGACGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAAATGGGCGTT---GAGTCAGACGGCG 
E. solitarius          -GAACGGACGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAAATGGGCGTTTTAGAGTCAGACGGCG 
S. aureus              -GTAAATGTGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGTT---TAGTATTTGGTCG 
L. carnosus            -GCGAATGCGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGTT---GAGTATTTGGTCG 
L. sakei               -GAAAAGCTGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAAATGGGCGAG--TGAGTATATAGATG 
P. dextrinicus         -GAAAAGACGGAGCCACAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGT---TAAGTATGATGACG 
P. pentosaceus         TGAAGAGACGGAGCCGAAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGAT-ATAAGTATGCGGATG 
P. stilesii            TGAAGAGACGGAGCCGAAGCGAAAGCGAGTCTGAAGAGGGCGAC-TTAAGTATGCGGATG 
P. acidilactici        TGAAGAGACGGAGCCGAAGCGAAAGCGAGTCTGAAGAGGGCGA--ATTAGTATGCGGATG 
P. claussenii          TGAAGAGACGGAGCCACAGCGAAAGCGAGTCTGAAGAGGGCGA--ATAAGTATGCGGATG 
P. cellicola           TGAAGAAACGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGA--CTGAGTATGTAGATG 
P. parvulus            TGAAGAAACGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGA--CTGAGTATGTAGATG 
P. damnosus            TGAAGAAACGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGA--CTGAGTATGCAGATG 
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P. inopinatus          TGAAGAAACGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGA--CTGAGTATGCAGATG 
L. plantarum           TAAAAAGTCGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAAATGGGCGTT-TTGAGTACGAGGTTA 
L. reuteri             GGAAAAACCGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTTAAATGGGCGTA-AAAAGTATGTAGTTG 
W. confusa             GGAAAGACCGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAAATGGGCGAA--TTAGTATGTTGTTG 
W. paramesenteroides   GGAAAGACCGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAAATGGGCGTT--TTAGTATGTTGTTG 
L. mesenteroides       GGAAAGACCGGAGCCGCAGCGAAAGCGAGTGTGAATAGCGCGAAT---AGTACGATGCTG 
L. carnosum            GAAAAGACCGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTGTGAATAGCGCGAAT---AGTACGATGTTG 
O. oeni                GCAAAGACTGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTTAATAGGGCGAATC--AGTACGTAGTTG 
O. kitaharae           GCAAAGACCGGAGCCGTAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGAATC--AGTACGTAGTTG 
                                ******  ** **** ***** * **  * ***      ***     *    
                       011111111111111111111111111111111111111111100000011111001011 
 
                                                     Primer: PPE23S_F→ 
L. amylolyticus        TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGACCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
L. acidophilus         TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGGCCAGGCTGAAGGTGTGGTAAAACGCACTGG 
L. delbrueckii         CAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGACCAGGTTGAAGGCGCGGTAAAACGCGCTGG 
S. pyogenes            TAGACCCGAAACCATGTGACCTACCCATGAGCAGGTTGAAGGTGAGGTAAAACTCACTGG 
S. thermophilus        TAGACCCGAAACCATGTGACCTACCCATGAGCAGGTTGAAGGTGAGGTAAAACTCACTGG 
S. mutans              TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGAGCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
L. lactis              TAGACCCGAAACCTAGTGACCTATCCATGAGCAGGGTGAAGGTGTGGTAAGACGCACTGG 
E. faecium             TAGACCCGAAACCATGTGATCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
E. durans              TAGACCCGAAACCATGTGATCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
E. faecalis            TAGACCCGAAACCATGTGATCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
T. halophilus          CAGACCCGAAACCAGGTGATCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
E. solitarius          CAGACCCGAAACCAGGTGATCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
S. aureus              TAGACCCGAAACCAGGTGATCTACCCTTGGTCAGGTTGAAGTTCAGGTAACACTGAATGG 
L. carnosus            TAGACCCGAAACCAGGTGATCTACCCTTGGTCAGGTTGAAGTTCAGGTAACACTGAATGG 
L. sakei               TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGTGGTAAAACACACTGG 
P. dextrinicus         TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGTGGTAAAACGCACTGG 
P. pentosaceus         TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCAGTAAAATGCACTGG 
P. stilesii            TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
P. acidilactici        TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
P. claussenii          TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
P. cellicola           TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
P. parvulus            TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
P. damnosus            TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
P. inopinatus          TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
L. plantarum           TAGACCCGAAACCAGGTGACCTATCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
L. reuteri             TAGACCCGAAACCAGGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCGGTAAAGCGCACTGG 
W. confusa             TAGACCCGAAACCAGGTGACCTACCCATGTCCAGGGTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
W. paramesenteroides   TAGACCCGAAACCAGGTGACCTACCCATGTCCAGGGTGAAGGTGCGGTAAAACGCACTGG 
L. mesenteroides       TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGGTCAGGATGAAGGTGAGGTAAAACTTACTGG 
L. carnosum            TAGACCCGAAACCAGGTGACCTACCCATGGTCAGGATGAAGGTGAGGTAAAACTTACTGG 
O. oeni                TAGACCCGAAACCGAGTGACCTATCCATGGTCAGGTTGAAGGTGGGGTAATACCTACTGG 
O. kitaharae           TAGACCCGAAACCGAGTGACCTATCCATGGTCAGGTTGAAGGTGGGGTAATACCTACTGG 
                        ************  **** *** ** **  **** *****     ****       *** 
                       111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
 
                             Primer: Pedio23S_F→ 
L. amylolyticus        AGGACCGAACCCACGTAAGTTAAAAATTGCGGGGATGAGTTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
L. acidophilus         AGGGCCGAACCCACGTAAGTTAAAAATTGCGGGGATGAGCTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
L. delbrueckii         AGGACCGAACCCACGTAAGTTGAAAATTGCGGGGATGAGTTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
S. pyogenes            AGGACCGAACCAGGGCACGTTGAAAAGTGCTTGGATGACTTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
S. thermophilus        AGGACCGAACCAGGGCACGTTGAAAAGTGCTTGGATGACTTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
S. mutans              AGGACCGAACCAGGACACGTTGAAAAGTGTTTGGATGACTTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
L. lactis              AGGCCCGAACCAGGACACGTTGAAAAGTGTTTGGATGACTTGTGGATAGCGGAGAAATTC 
E. faecium             AGGACCGAACCCACGTACGTTGAAAAGTGCGGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
E. durans              AGGACCGAACCCACGTACGTTGAAAAGTGCGGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
E. faecalis            AGGACCGAACCCACGTACGTTGAAAAGTGCGGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
T. halophilus          AGGACCGAACCCACGTACGTTGAAAAGTGCGGGGATGAGATGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
E. solitarius          AGGACCGAACCCACGTACGTTGAAAAGTGCGGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGAGAAATTC 
S. aureus              AGGACCGAACCGACTTACGTTGAAAAGTGAGCGGATGAACTGAGGGTAGCGGAGAAATTC 
L. carnosus            AGGACCGAACCGACTTACGTTGAAAAGTGAGCGGATGAACTGAGGGTAGCGGAGAAATTC 
L. sakei               AGGACCGAACCCACGTCAGTTGAAAATGGCGGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. dextrinicus         AGGACCGAACTCACGTATGTTGAAAAATGCGGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. pentosaceus         AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. stilesii            AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. acidilactici        AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. claussenii          AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. cellicola           AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. parvulus            AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. damnosus            AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
P. inopinatus          AGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
L. plantarum           AGGACCGAACCCGTGTAAGTTGAAAATTGCTGGGATGAGGTGTGGATAGCGGTGAAATTC 



8. ANHANG                        185 

L. reuteri             AGGACCGAACCCGTGTCAGTTGAAAATGGCTGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
W. confusa             AGGCCCGAACCCGTGCATGTTGAAAAATGCTGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
W. paramesenteroides   AGGCCCGAACCCGTACATGTTGAAAAATGTTGGGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
L. mesenteroides       AGGTCCGAACCGGTGCATGTTAAAAAATGCTCGGATGAACTGTGGGTACGGGTGAAATTC 
L. carnosum            AGGTCCGAACCGGTGCATGTTAAAAAATGCTCGGATGAACTGTGGGTAGCGGTGAAATTC 
O. oeni                AGGACCGAACAAGTGGGTGTTAAAAAACCCTTTGATGAACTGTGGATAGCGGTGAAATTC 
O. kitaharae           AGGACCGAACGAGTGGGTGTTAAAAAACCCTTCGATGAACTGTGGATAGCGGTGAAATTC 
                       *** ******        *** ****       *****  ** ** **  ** ******* 
                       111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
 
                                                               Primer: PPA23S_F→ 
L. amylolyticus        CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGTGGA- 
L. acidophilus         CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGTGGA- 
L. delbrueckii         CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGCAAA- 
S. pyogenes            CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCGTCGATGT- 
S. thermophilus        CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCGTCGATGT- 
S. mutans              CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCGTCGGTCG- 
L. lactis              CAAACGAACTGGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCGTCGAAATG 
E. faecium             CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
E. durans              CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
E. faecalis            CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
T. halophilus          CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCGTCA-AGG- 
E. solitarius          CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCGTCA-AGG- 
S. aureus              CAATCGAACCTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCA-AGT- 
L. carnosus            CAATCGAACCTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCA-AGT- 
L. sakei               CAATCGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAATA 
P. dextrinicus         CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGAGGC- 
P. pentosaceus         CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
P. stilesii            CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
P. acidilactici        CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
P. claussenii          CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
P. cellicola           CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
P. parvulus            CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGATT- 
P. damnosus            CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGACT- 
P. inopinatus          CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGACT- 
L. plantarum           CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
L. reuteri             CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATCTCTTTAGGGGGAGCCTTGAGGT- 
W. confusa             CAATCGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAT- 
W. paramesenteroides   CAATCGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAAG- 
L. mesenteroides       CAAACGAACATGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCTCATTAT- 
L. carnosum            CAAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATANCTTTAGGGCTAGCCTCATTAT- 
O. oeni                CAATCGAACTCGGAGATAGCTGGTTCTATCCGAAATACATTTAGGTGTAGCCTTGCAAT- 
O. kitaharae           CAATCGAACTCGGAGATAGCTGGTTCTATCCGAAATACATTTAGGTGTAGCCTTGCAAT- 
                       *** *****  **************** ********   ******   *** *        
                       111111111111111111111111111111111111111111111111111111101110 
 
L. amylolyticus        -GAGGATAATGGAGGTAGAGC-TCTGTTTGGACAAGGGGCCCGTCAGGGGTTACTAAATC 
L. acidophilus         -GAGGATAATGGAGGTAGAGC-TCTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCAGGGGTTACTGAATC 
L. delbrueckii         -GAGGATGCTGGAGGTAGAGC-TCTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCAAGGGTTACTGAATT 
S. pyogenes            TAAGTCTCTTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGGTGAGGGGTCCATCTCGGATTACCAATCT 
S. thermophilus        TAAGTCTCTTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGGTGAGGGGTCCATCCCGGATTACCAATCT 
S. mutans              CGAGACTCTTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGATTGAGGGGTCCATCCCGGATTACCAATCT 
L. lactis              TAAGTGTATTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGGTGAGGGGTCCGTCTAGGATTACCAATCT 
E. faecium             TGAGAATGATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCTCGGGTTACCGAATT 
E. durans              TGAGAATGATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCTCGGGTTACCGAATT 
E. faecalis            TGAGAATGATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCTCGGGTTACCGAATT 
T. halophilus          AAGCAATGATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACGAGGGGCCCGTCTTGGGTTACCGAATC 
E. solitarius          AACGAATGATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACGAGGGGCCCGTCTTGGGTTACCGAATC 
S. aureus              GATGATTATTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACGAGGGGCCCCTCTCGGGTTACCGAATT 
L. carnosus            GATGATTGTTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACGAGGGGCCCTTCTCGGGTTACCGAATT 
L. sakei               -TTGGATCATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCATGGGTTACTGAATT 
P. dextrinicus         -TAGGATCATGGAGGTAGAGC-ACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCAAGGGTTACTGAATC 
P. pentosaceus         TAGGA-TCGTGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCAAGGGTTACCGAATT 
P. stilesii            TAGGA-TCGTGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCATGGGTTACCGAATT 
P. acidilactici        TAGGA-TCGTGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCATGGGTTACCGAATT 
P. claussenii          TAGGA-TCATGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCACGGGTTACCGAATT 
P. cellicola           TAGGA-TCATGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCTTGGGTTACTGAATT 
P. parvulus            AAGGA-TCATGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCGTCTTGGGTTACTGAATT 
P. damnosus            TAGGA-TCATGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCTAGGGTTACTGAATT 
P. inopinatus          TAGGA-TCATGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCTAGGGTTACTGAATT 
L. plantarum           TAGGA-TCATGGAGGTAGAGC-ACTATTTGGACTAGGGGCCCGTCTTGGGTTACTGAATT 
L. reuteri             AAAGAATCGTGGAGGTAGAGCTACTGTTTGGACAAGGGGCCCGTCATGGGTTACCAACTT 
W. confusa             GTAGCGTGTTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTTGGTGCGGGGCCCATCTCGGGTTACCAAATT 
W. paramesenteroides   ATAGCGTGTTGGAGGTAGAGC-ACTGTTTTGGTGCGGGGCCCATCTCGGGTTACTAAATT 
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L. mesenteroides       -AAGCATACTGGAGGTAGAGC-ACTGTTAAGCCTAGGGGCCCATCTCGGGTTACCAAAGT 
L. carnosum            -AAGCATACTGGAGGTAGAGC-ACTGTTAAGCCTAGGGGCCCATCTCGGGTTACCAAAGT 
O. oeni                -TAGCTTACTGGAGGTAGAGC-ACTATTTGGTCTAGGGGCCCTTCAAGGGTTACCAAAAT 
O. kitaharae           -GAGCTTACTGGAGGTAGAGC-ACTATTTGGTCTAGGGGCCCTTCAAGGGTTACCAAAAT 
                             *  ************  ** **       **** ** **  ** ****  *    
                       011110100111111111111011111111111111111111011101111111111111 
 
L. amylolyticus        CAGATAAACTGCGAATTCCAGATATCCATACA-CGGGAGTCAGACTGCGAGTGATAAGAT 
L. acidophilus         CAGATAAACTGCGAATTCCATATATCCATACA-CGGGAGTCAGACTGCGAGTGATAAGAT 
L. delbrueckii         CAGATAAACTGCGAATTCCAGACATTTATGTG-CGGGAGTCAGACTGCGAGTGATAAGAT 
S. pyogenes            CAGATAAACTCCGAATGCCAACGAGATATCAT-CGGCAGTCAGACTGCGAGTGCTAAGAT 
S. thermophilus        CAGATAAACTCCGAATGCCAATGAGATATAAT-CGGCAGTCAGACTGCGAGTGCTAAGAT 
S. mutans              CAGATAAACTCCGAATGCCAACGAGTTAAGAC-CGGCAGTCAGACTGCGAGTGCTAAGAT 
L. lactis              CAGATAAACTCCGAATGCTAAT-ACACATGTT-CGGCAGTCAGACTGCGAGTGCTAAGAT 
E. faecium             CAGATAAACTCCGAATGCCATTCATTCATATC-CGGGAGTCAGACTGTGAGTGATAAGAT 
E. durans              CAGATAAACTCCGAATGCCATTCATTCATATC-CGGGAGTCAGACTGTGAGTGATAAGAT 
E. faecalis            CAGATAAACTCCGAATGCCATTCATTTATATC-CGGGAGTCAGACTGCGAGTGATAAGAT 
T. halophilus          CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTGACCCT-TGGCAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
E. solitarius          CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTCAGCCT-TGGCAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
S. aureus              CAGACAAACTCCGAATGCCAATTAATTTAACT-TGGGAGTCAGAACATGGGTGATAAGGT 
L. carnosus            CAGACAAACTCCGAATGCCAATCAATTTAACT-TGGGAGTCAGAACGTGGGTGATAAGGT 
L. sakei               CAGATAAACTCCGAATACCATTGATTTAGTTC-CGGGAGTCAGACTGCGAGTGATAAGAT 
P. dextrinicus         CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATCTAGTCCTCGGGAGTCAGACTGCGAGTGATAAGAT 
P. pentosaceus         CAGATAAACTCCGAATGCCATCGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
P. stilesii            CAGATAAACTCCGAATGCCATCGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
P. acidilactici        CAGATAAACTCCGAATGCCATCGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
P. claussenii          CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGAGATAAGTT 
P. cellicola           CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
P. parvulus            CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
P. damnosus            CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
P. inopinatus          CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTTATGTC-CGGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
L. plantarum           CAGATAAACTCCGAATGCCATTGATTCATATC-CGGGAGTCAGACGATGAGTGATAAGAT 
L. reuteri             CAGATAAACTCCGAATGCCATCGATTTATACT-CAGGAGTCAGACGATGAGTGATAAGAT 
W. confusa             AAGATAAACTCCGAATGCCAATCACGTATGTC-CGGGAGTCAGACAGTGAGTGATAAGAT 
W. paramesenteroides   AAGATAAACTCCGAATGCCAATCACGTATGTC-CGGGAGTCAGACAGTGAGTGATAAGAT 
L. mesenteroides       TTGATAAACTCCGAATGCCAGATATGTATGAA-TGGGAGTCAGACGATGAGTGATAAGAT 
L. carnosum            TTGATAAACTCCGAATGCCAGATATGTATGAA-TGGGAGTCAGACGATGAGTGATAAGAT 
O. oeni                CAGATAAACTCCGAATGCCAGCTAAGTATGTG-CAGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
O. kitaharae           CAGATAAACTCCGAATGCCAGATAAGTATGTG-CAGGAGTCAGACGGTGAGTGATAAGAT 
                         ** ***** ***** * *   *           * *******    * * * **** * 
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L. amylolyticus        CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCCAAATCTATGCTAAGT 
L. acidophilus         CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCCAAATCTATGCTAAGT 
L. delbrueckii         CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCAAAATTCATGCTAAGT 
S. pyogenes            CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATAACTGTTAAGT 
S. thermophilus        CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
S. mutans              CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCCAAATAATTGTTAAGT 
L. lactis              CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCAACAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
E. faecium             CCATAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
E. durans              CCATAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
E. faecalis            CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
T. halophilus          CCATCGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGCCCCTAAATGTATGTTAAGT 
E. solitarius          CCATCGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGCCCCTAAATGTATGTTAAGT 
S. aureus              CCGTGTTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
L. carnosus            CCATGTTCGAAAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGT 
L. sakei               CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCAAAATTTATGTTAAGT 
P. dextrinicus         CCGTAGTCGAAAGGGAAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCAAAATCTATGCTAAGT 
P. pentosaceus         CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. stilesii            CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. acidilactici        CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. claussenii          CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCGCCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. cellicola           CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. parvulus            CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. damnosus            CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
P. inopinatus          CCATCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
L. plantarum           CCACCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGACCATCAGTTAAGGTCCCTAAATGTATGCTAAGT 
L. reuteri             CCACCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGCTAAGT 
W. confusa             CCATTGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGATCGTCAGTTAAGGTCCCTAAGTGTGTGTTAAGT 
W. paramesenteroides   CCATTGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGATCGTCAGTTAAGGTCCCTAAGTGTGTGTTAAGT 
L. mesenteroides       CCACCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGATCGCCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
L. carnosum            CCACCGTCGAAAGGGGAACAGCCCAGATCGCCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGTTAAGT 
O. oeni                CCATCGTCAAAAGGGGAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGCTAAGT 
O. kitaharae           CCATCGTCAAAAGGGGAACAGCCCAGATCACCAGTTAAGGTCCCTAAATATATGCTAAGT 
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L. amylolyticus        GGAAAAGGATGTGGAGTTGCGTAGACAACTAGGACGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
L. acidophilus         GGAAAAGGATGTGGAGTTGCGTAGACAACTAGGACGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
L. delbrueckii         GGAAAAGGATGTGGAGTTGCGCAGACAACTAGGACGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
S. pyogenes            GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTAGCTTAGAAGCAGCTATTCATT 
S. thermophilus        GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTAGCTTAGAAGCAGCTATTCATT 
S. mutans              GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTAGCTTAGAAGCAGCTATTCATT 
L. lactis              GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTAGCTCAGAAGCAGCTAT-CATT 
E. faecium             GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAC-CATT 
E. durans              GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAC-CATT 
E. faecalis            GGAAAAGGATGTGGGGTTGCACAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAC-CATT 
T. halophilus          GGAAAAGGAGGTGGGGTTGCTTAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAT-CATT 
E. solitarius          GGAAAAGGAGGTGGGGTTGCTTAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAT-CATT 
S. aureus              GGAAAAGGATGTGGCGTTGCCCAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAT-CATT 
L. carnosus            GGCAAAGGATGTGGTATTGCCCAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAT-CATT 
L. sakei               GGAAAAGGATGTGGCGGTGCACAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
P. dextrinicus         GGAAAAGGATGTGGAGTTGCGCAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
P. pentosaceus         GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
P. stilesii            GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
P. acidilactici        GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
P. claussenii          GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
P. cellicola           GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
P. parvulus            GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
P. damnosus            GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
P. inopinatus          GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAT-CATT 
L. plantarum           GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
L. reuteri             GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAC-CATT 
W. confusa             GGAAAAGGATGTGGAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAC-CATT 
W. paramesenteroides   GGAAAAGGATGTGAAGTTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CATT 
L. mesenteroides       GGAAAACGATGTGATAGTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAC-CATT 
L. carnosum            GGAAAACGATGTGATAGTGCATAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCAN-CATT 
O. oeni                GGAAAACGTTGTGAAGGTGCATAGACAACTAGGAGGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CCTT 
O. kitaharae           GGAAAACGTTGTGAAGGTGCATAGACAACTAGGAGGTTGGCTCAGAAGCAGCCAC-CCTT 
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L. amylolyticus        CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGGCTCTGCGCCGAAAATTTACCGGGGCT- 
L. acidophilus         CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGGCGCTGCGCCGAAAATTTACCGGGGCT- 
L. delbrueckii         CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACGCCGCGCCGAAAATTTACCGGGGCT- 
S. pyogenes            CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTA 
S. thermophilus        CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTA 
S. mutans              CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTG 
L. lactis              CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
E. faecium             TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
E. durans              TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
E. faecalis            TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
T. halophilus          GAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
E. solitarius          GAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
S. aureus              TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACACTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
L. carnosus            TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACACTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
L. sakei               TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGCCGCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
P. dextrinicus         CAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGACTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
P. pentosaceus         TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. stilesii            TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. acidilactici        TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. claussenii          TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. cellicola           TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. parvulus            TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. damnosus            TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
P. inopinatus          TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCTT 
L. plantarum           TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
L. reuteri             TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATCCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
W. confusa             TAAAGAGTGCGTAATAGCGCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
W. paramesenteroides   TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGATTCTGCGCCGAAAATGTACCGGGGCT- 
L. mesenteroides       TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGCCATTGCGCGGAAAATGTACCGGGGCT- 
L. carnosum            TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGCCATTGCGCGGAAAATGTACCGGGGCT- 
O. oeni                TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGCTCTTGCGCGGATAATGTACCGGGGCT- 
O. kitaharae           TAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAGTGCTCTTGCGCGGATAATGTACCGGGGCT- 
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L. amylolyticus        AAGCATAGTACCGAAACTGTGGACGTGTTTTAAAGAG-CACGTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
L. acidophilus         AAGCATAGTACCGAAACTGTGGA--TGCATCGAAAGA-TGCGTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
L. delbrueckii         AAGCATGATACCGAAACTGTGGATGTGCATTTATG---CACGTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
S. pyogenes            AAACAGTTTACCGAAGCTGTGGA--TGACACAAAAGT-GTCATGGTAGGAGAGCGTTCT- 
S. thermophilus        AAACATATTACCGAAGCTGTGGA--TACCTTTATAGG---TATGGTAGGAGAGCGTTCT- 
S. mutans              AAACAATTTACCGAAGCTGTGGA--TCCCTTAG-GGG----ATGGTAGGAGAGCGTTCT- 
L. lactis              AAACATATTACCGAAGCTTTGGA--TTGATATTTTAT--CAATGGTAGGAGAGCGTTCTT 
E. faecium             AAACATATTACCGAAGCTGTGGAG-TACACCTTTAGGTGTATTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
E. durans              AAACATATTACCGAAGCTGTGGAG-TACACCTTTAGGTGTATTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
E. faecalis            AAACATATTACCGAAGCTGTGGAC-TACACCATTAGGTGTAGTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
T. halophilus          AAACATACTGCCGAAGCTGTGGAA-AACACC-TTAGGTGTTTTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
E. solitarius          AAACATACTGCCGAAGCTGTGGAA-TGCACCATTGGGTGCATTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
S. aureus              AAACATATTACCGAAGCTGTGGAT-TGTCCT-TTGG--ACAATGGTAGGAGAGCGTTCT- 
L. carnosus            AAACATATTACCGAAGCTGTGGAC-TGTCCT-TCGG--ACAGTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
L. sakei               AAACATAATACCGAAACTGTGGGTGGACACG-TAAGTGTCCGCGGTAGGAGAGCGTTCT- 
P. dextrinicus         AAGCATAGTACCGAAACTGTGGATGCATCCG-TAAGGATGCGTGGTAGGAGAGCGTTCT- 
P. pentosaceus         AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCATTAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. stilesii            AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCATTAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. acidilactici        AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCATTAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. claussenii          AAACATATTACCGAGACTGCGGATGTCACCAATAGGTG-ACGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. cellicola           AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCGCAAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. parvulus            AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCGCAAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. damnosus            AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCGTAAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
P. inopinatus          AAACATATTACCGAGACTGTGGATGCCACCGTAAGGTG-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
L. plantarum           AAGCATACTACCGAAACCATGGATGCGACCATTAGGTC-GCGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
L. reuteri             AAGCATATTACCGAAACTGTGGATGTG--CACTATGTGCACGTGATAGGAGAGCGTTCT- 
W. confusa             AAACACACCACCGAAACTACGGG--TGCCACGTAAGTGG-CGCGATAGGAG--CGTTCT- 
W. paramesenteroides   AAACACACCACCGAAACTACGGG--TGCCACGTAAGTG--CGCAATAGGAGAGCGTTCT- 
L. mesenteroides       AAACATATTACCGAAACTGCGGGTGCA---CGTAAGT----GCGATAGGAGAGCGTTCT- 
L. carnosum            AAACATATTACCGAAACTGCGGGTGTG---CGTAAGCA--CGCGATAGGAGAGCGTTGT- 
O. oeni                AAGCATATTACCGAAACTGTGGATG-----CGTAAGC----ATGGTAGGATAGCGTAAT- 
O. kitaharae           AAGCATATTACCGAAACTGTGGATG-----CGTAAGC----ATGGTAGGATAGCGTAGT- 
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L. amylolyticus        AAGAGCGGAGAAGTCTGATCGAGAGGAC-AGATGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. acidophilus         AAGTGCGGCGAAGGTTAACCGAGAGGAT-AATTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. delbrueckii         AGCGGCGGTGAAGCATGACCGAGAGGAC-ATGTGGAGCTTCTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
S. pyogenes            ATGTGTGAAGAAGGTGTACCGTGAGGAG-CGCTGGAACGCATAGAAGTGAGAATGCCGGT 
S. thermophilus        ATGTGCGAAGAAGGTGTACCGTGAGGAG-TGCTGGAGCGCATAGAAGTGAGAATGCCGGT 
S. mutans              ATGTGCGCAGAAGGTGTACCGCAAGGAG-CGCTGGAGTGCATAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. lactis              AACCGCGATGAAGGTATACCGTGAGGAG-TGCTGGAGCGTTAAGAAGTGAGAATGCCGGT 
E. faecium             AAGGGCGTCGAAGGCAGATCGTGAGGAC-TGCTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
E. durans              AAGGGCGTTGAAGGCAGATCGTGAGGAC-TGCTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
E. faecalis            AAGGGCGTTGAAGGTCGATCGTGAGGAC-GGCTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
T. halophilus          AAGGGCGGTGAAGGTCGACTGAGAAGAC-GGCTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
E. solitarius          AAGGGCGGTGAAGGTCGACTGAGAAGAC-GGCTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
S. aureus              AAGGGCGTTGAAGCATGATCGTAAGGAC-ATGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. carnosus            AAGGGCGTCGAAGCATGATCGCAAGGAC-ATGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. sakei               AAGGGCGACGAAGCTAGATCGTAAGGAC-TAGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGC 
P. dextrinicus         AAGGGCGGTGAAGCTAGATCGTGAGGAC-TAGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. pentosaceus         AAGGGCAATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. stilesii            AAGGGCGATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. acidilactici        AAGGGCGACGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. claussenii          AAGGGCAATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. cellicola           AAGGGCGATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. parvulus            AAGGGCAATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. damnosus            AAGGGCGATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
P. inopinatus          AAGGGCGATGAAGGCAGACCGTGAGGAC-TGTTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. plantarum           AAGGGCGGTGAAGCAAGATCGTGAGGAC-TTGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. reuteri             AAGGGCGGCGAAGTCAGACCGTGAGGAC-TGGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
W. confusa             AAGGGCGATGAAGTCAGACCGTGAGGAC-TGGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
W. paramesenteroides   AAGGGCAATGAAGTCAGACCGTGAGGAC-TGGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAATGCCGGT 
L. mesenteroides       AAGGGCGACGAAGGTAGATCGTAAGGAC-TGCTGGAGCGCTTACAAGTGAGAATGCCGGT 
L. carnosum            AAGGGCAATGAAGGTAGACTGTAAGGAC-TACTGGAGCGCTTACAAGTGAGAATGCCGGT 
O. oeni                TAACGCGATGAAGGATGACCGTAAGGACATGTTGGAGCGTTAACTAGTGAGAATTCCGGT 
O. kitaharae           TAAGGCGATGAAGCATGATCGTGAGGACATGT-GGAGCGTTAACTAGTGAGAATTCCGGT 
                           *    ****    *  *  * **      ***      *  ********* ****  
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L. amylolyticus        ATGAGTAGCGAAAGATAGGTAAGAATCCTATCCGCCGGAAGACTAAGGTTTCCTGGGGCA 
L. acidophilus         ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCGCCGAAAGACTAAGGTTTCCTGGGGCA 
L. delbrueckii         ATGAGTAACGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCGCCGCAAGACTAAGGTTTCCTGGGGCA 
S. pyogenes            ATGAGTAGCGCAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTAAGACTAAGGTTTCCAGGGGAA 
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S. thermophilus        ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTAAGACTAAGGTTTCCAGGGGAA 
S. mutans              ATGAGTAGCGTAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTAAGACTAAGGATTCCAGGGGAA 
L. lactis              ATGAGTAGCGCAAGATAAGTGAGAATCTTATCCACCGTAAGACTAAGGTTTCCAGGGGAA 
E. faecium             ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
E. durans              ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
E. faecalis            ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
T. halophilus          ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTAAGACGAAGGTTTCCTGGGGAA 
E. solitarius          ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTAAGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
S. aureus              GTGAGTAGCGAAAGACGGGTGAGAATCCCGTCCACCGATTGACTAAGGTTTCCAGAGGAA 
L. carnosus            GTGAGTAGCGAAAGATGGGTGAGAATCCCATCCACCGATTGACTAAGGTTTCCAGAGGAA 
L. sakei               ATGAGTAGCGAAAGATCAGTGAGAATCTGATCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. dextrinicus         ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. pentosaceus         ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. stilesii            ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. acidilactici        ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. claussenii          ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. cellicola           ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. parvulus            ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. damnosus            ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
P. inopinatus          ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
L. plantarum           ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
L. reuteri             ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
W. confusa             ATGANTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
W. paramesenteroides   ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGTATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
L. mesenteroides       ATGAGTAGCGAAAG-CAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
L. carnosum            ATGAGTAGCGAAAGACAGGTGAGAATCCTGTCCACCGAATGACTAAGGTTTCCTGGGGAA 
O. oeni                ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGAATGAGTAAGGTTTCCCCCGGAA 
O. kitaharae           ATGAGTAGCGAAAGATAGGTGAGAATCCTATCCACCGAATGAGTAAGGTTTCCCCCGGAA 
                        *** ** ** ***    ** ******   *** ***   **  **** ****   ** * 
                       111111111111110111111111111111111111111111111111111111111111 
 
                                       Primer: DGGE_F1→          Primer: PDE23S_F→ 
L. amylolyticus        GGCTCGTCCGCCCAGGGTAAGTCGGGACCTAAGGCAAGGCCGAGAGGCGTAACCGATGGA 
L. acidophilus         GGCTCGTCCGCCCAGGGTAAGTCGGGACCTAAGGCAAGGCCGAGAGGCGTAGTCGATGGA 
L. delbrueckii         GGCTCGTCCGCCCAGGGTAAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCCGAGAGGCGTAGTCGATGGA 
S. pyogenes            GGCTCGTCCGCCCTGGGTTAGTCGGGACCTAAGGAGAGACCGAAAGGTGTATCCGATGGC 
S. thermophilus        GGCTCGTCCGCCCTGGGTTAGTCGGGACCTAAGGAGAGACCGAAAGGTGTATCCGATGGA 
S. mutans              GGCTCGTCCGCCCTGGGTTAGTCGGGACCTAAGGAGAGACCGATAGGTGTATCCGATGGG 
L. lactis              GGCTCGTCCGCCCTGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCCGAAAGGCGTAGTCGATGGA 
E. faecium             GGCTCGTCCGCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGATA--CGTAGGCGATGGA 
E. durans              GGCTCGTCCGCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGACAGGCGTAGGCGATGGA 
E. faecalis            GGCTCGTCCGCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGATAGGCGTAGGCGATGGA 
T. halophilus          GGCTCGTCCGCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCTGAGGCCGAAAGGCGTAAGCGATGGC 
E. solitarius          GGCTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGTCCTAAGCTGAGGCCGATAGGCGTAGGCGATGGA 
S. aureus              GGCTCGTCCGCTCTGGGTTAGTCGGGTCCTAAGCTGAGGCCGACAGGCGTAGGCGATGGA 
L. carnosus            GGCTCGTCCGCTCTGGGTTAGTCGGGTCCTAAGCCGAGGCCGACAGGCGTAGGCGATGGA 
L. sakei               GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCCGAGAGGCGTAGTCGATGGA 
P. dextrinicus         GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCCGCAAGGCGTAGTCGATGGC 
P. pentosaceus         GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGAGAGGCGTAGGCGATGGA 
P. stilesii            GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGAGAGGCGTAGGCGATGGA 
P. acidilactici        GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGAGAGGCGTAGGCGATGGA 
P. claussenii          GGCTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGTCGAGGCCGAGAGGCGTAGACGATGGA 
P. cellicola           GGCTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGTCGAGGCCGAGAGGCGTAGACGATGGA 
P. parvulus            GGCTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGTCGAGGCCGAGAGGCGTAGACGATGGA 
P. damnosus            GGCTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGTCGAGGCCGAGAGGCGTAGACGATGGA 
P. inopinatus          GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGTCGAGGCCGAGAGGCGTAGACGATGGA 
L. plantarum           GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGTCGAGGCCGAGAGGCGTAGACGATGGA 
L. reuteri             GGCTCGTCCTCCCAGGGTAAGTCGGGACCTAAGCCGAGGCCGAGAGGCGTAGGCGATGGA 
W. confusa             GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCCGAGAG-CGTAGTCGATGGA 
W. paramesenteroides   GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCCGAAAG-CGTAGTCGATGGC 
L. mesenteroides       GGCTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCTGAGAAGCGTAGTCGATGGA 
L. carnosum            GGCTCGTCCTCCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCTGAGAAGCGTAGTCGATGGA 
O. oeni                GGCTCGTCCGCGGGGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCTGAAAAGCGTAGTCGATGGA 
O. kitaharae           GGCTCGTCCGCGGGGGGTTAGTCGGGACCTAAGGCGAGGCTGAAAAGCGTAGTCGATGGC 
                       ********* *   **** ******* ******   ** * *  *   ***  ******  
                       111111111011111111111111111111111011111111111001111101111111 
 
                                                            Primer: ←Pedio23S_R  
L. amylolyticus        TAACAGGTAGAGATTCCTGTACTGCGTTTAAT-CGTTAAGAGCGAAGGAGGGACGCAGGA 
L. acidophilus         TAACAGGTAGAAATTCCTGTACTGTGTTTAAT-CGTTATGAGCGATGGAGGGACGCAGGA 
L. delbrueckii         CAACAGGTTGAAATTCCTGTACTGCACCGAAT-CGTTATGAGCGATGGAGGGACGCAGGA 
S. pyogenes            CAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGAGTATAT-AGT-------GATGGAGGGACGCAGTA 
S. thermophilus        CAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGAGTATAT-AGT-------GATGGAGGGACGCAGTA 
S. mutans              CAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGAGTATTG-AGT-------GAAGGAGGGACGCAGCA 
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L. lactis              CAACTGGTTGATATTCCAGTACTAGATATGAT-CGT-------GATGGAGGGACGCAGTA 
E. faecium             TAACAGGTTGATATTCCTGTACCCGTTGTTTT-TGTTT-GAGCAATGGAGGGACGCAGGA 
E. durans              CAACAGGTTGATATTCCTGTACTCGTTGTTTT-TGTTT-GAGCAATGGAGGGACGCAGGA 
E. faecalis            CAACAGGTTGATATTCCTGTACCAGTTGTTTT-TGTTT-GAGCAATGGAGGGACGCAGTA 
T. halophilus          CAACAGGTTGATATTCCTGTACCTGTTATCTT-CATTT-GAGTGATGGAGGGACGCAGGA 
E. solitarius          TAACAGGTTGATATTCCTGTACCTGTGCGCTT-CATTT-GAGCGAAGGAGGGACGCAGGA 
S. aureus              TAACAGGTTGATATTCCTGTACCACCTATAAT-CGTTTTAATCGATGGGGGGACGCAGTA 
L. carnosus            TAACAGGTTGATATTCCTGTACCGCCAAGGAT-CGTTTTAAGCGATGGGGGGACACAGTA 
L. sakei               TAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGTTTATTT-TGTTT-GAATGATGGAGGGACGCAGGA 
P. dextrinicus         AAGCAGGTCGAGATTCCTGCACTTCTTTATTT-TGTTT-GAGTGATGGAGGGACGCAGTA 
P. pentosaceus         TAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGTA 
P. stilesii            TAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGTA 
P. acidilactici        TAACAGGTTGAGATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGGA 
P. claussenii          TAACAGGTTGATATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGTA 
P. cellicola           TAACAGGTTGAGATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGGA 
P. parvulus            TAACAGGTTGAGATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGGA 
P. damnosus            TAACAGGTTGAGATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGGA 
P. inopinatus          TAACAGGTTGAGATTCCTGTACTAGTTAAACT-TGTTTGAA-CAATGGAGGGACGCAGTA 
L. plantarum           TAACAGGTTGAGATTCCTGTACTAGTTAAGTG-CGTTTGAG-CAATGGAGGGACGCAGGA 
L. reuteri             TAACAGGTTGAGATTCCTGTACCAGTTAACTG-CGTTTGA--CGATGGAGGGACGCAGGA 
W. confusa             TAACAGGTTGAGATTCCTGTACCAGGTGAACA-TGTTT-GAACGATGGAGGGACGCAGAA 
W. paramesenteroides   TAACAGGTTGAGATTCCTGTACCAGGTGAACA-TGTTT-GAACGATGGAGGGACGCAGAA 
L. mesenteroides       TAACAGGTTGAGATTCCTGTACCAGTTGTAATGCGTTATTACCGATGGAGGGACGCAGGA 
L. carnosum            TAACAGGTTGAGATTCCTGTACCAGTAGTAATGCGTT-TGACCGATGGAGGGACGCAGGA 
O. oeni                CAACAGGTTGATATTCCTGTACCGATATTTA---ATT---GCCGAAGGAAGGACGCAGAA 
O. kitaharae           CAACAGGTTGATATTCCTGTACCAATATTGA---ATT---GCCGAAGGAAGGACGCAGAA 
                        * * *** ** ***** * **             *        * **  **** *** * 
                       111111111111111111111111111011000011000000011111111111111111 
 
                                                               Primer: PCE23S_F→ 
L. amylolyticus        GGCGAAGCACCGCATGGCGCT-GGAAGGCCATGTTCAAGCGATAAGCCTGGGAGCGAGTT 
L. acidophilus         GGTGAAACAC-GCATCGAGCT-GGAT--CGATGTTCAAGCAACAAGTGCGGTTAAGAGTC 
L. delbrueckii         GGCTAGCATGCGCGTGGTGCT-GGATA-CCACGTTCAAGCGTCAAGTCTGAGAGCGAGTC 
S. pyogenes            GGCTAACTAAACCGGACGATT-GGAAGAGTCCGGCTAAGCAGTGAGGTGTAAGATGAGTC 
S. thermophilus        GGCTAACTAAACCAGACGATT-GGAAGTGTCTGGCCAAGCAGTGAGGTGTGATATGAGTC 
S. mutans              GGCTAACTAGAGCGTGCGATT-GGAAGAGCACGTCCAAGCAGTGAGGTGAGGACTGAGTC 
L. lactis              GGCTAAGAGATGCCAGTTAAT-GGA--TTCTGGTCTAAGCAGTGAGGTGTGAGATGTGTC 
E. faecium             GGCTAAGGAATGCAGACGATTCGGAAATGTCTGTCCAAGCAGTAAGTCTGAAGAGGAGTC 
E. durans              GGCTAAGGAATGCAGACGATT-GGAAATGTCTGTCTAAGCAGTAAGTCTTGATAGGAGTC 
E. faecalis            GGCTAAGGAATGCATGCGATT-GGAAGTGCATGTCCAAGCAATGAGTCTTGAGTAGAGTT 
T. halophilus          GGCAAAAGAAAGCAGACGAAT-GGAAAGGTCTGTCCAAGCAGTAAGTCGGAGAAAGAGTC 
E. solitarius          GGCTAAGGAAAGCAGACGAAT-GGAAAGGTCTGTCCAAGCAGCGAGTCGGAGAAAGAGTG 
S. aureus              GGATAGGCGAAGCGTGCGATT--GGATTGCACGTCTAAGCAGTAAGGCTGAGTATTAGGC 
L. carnosus            GGATAGGCGAAGCGTGCTGTT--GGAGTGCACGTCCAAGCAGTGAGACTGAATAGTAGGC 
L. sakei               AGCTAAGGAATGCACACGACT-GGAAATGTGTGTCCAAGCAATAAGTCTTGAGTTGAGTG 
P. dextrinicus         GGCTAAGTTGAGCATGCAGCT-GGAAAAGCATGTCTAAATAACAAGTCTAAGAATGAGTC 
P. pentosaceus         GGCTAAGGAAAGCACCCAGCT-GGAAAAGGGTGTCCAAGCAGTAAGTCTGAAGTAGAGTC 
P. stilesii            GGCTAAGGAAAGCACCCAGCT-GGAAACGGGTGTCCAAGCAGTAAGTCTGAAGAAGAGTC 
P. acidilactici        GGCTAAGGAATGCACCCGATT-GGAAGTGGGTGTCCAAGCCGTAAGTCTGAAGTCGAGTC 
P. claussenii          GGCTATGGAAAGCATCCAGTT-GGAAACGGATGTCCAAGCAGCAAGTCTGAAGAAGAGTC 
P. cellicola           GGCTAAGGAATGCGCACGGTT-GGATATGTGCGCCCAAGCAACAAGTCTGGTGGAGAGTG 
P. parvulus            GGCTAAGGAATGCGCACGGTT-GGATATGTGCGCCCAAGCAGCGAGTCTTGTTGAGAGTT 
P. damnosus            GGCTAAGAAAAGCACACAGTT-GGATAAGTGTGCCCAAGCAACAAGTCTTAGATAGAGTT 
P. inopinatus          GGCTAAGGAAAGCACACAGTT-GGATAAGTGTGCCCAAGCAACAAGTCTTAGATAGAGTC 
L. plantarum           GGCTAAGATGTGCATTCTGTT-GGATTAGAATGTCCAAGCAGTAAGTCTTGTGAAGAGTC 
L. reuteri             GGCTAAGCAAACCGTACGACT-GGAAGAGTACGGCCAAGCAGTAAGTCAGGATGTGAGTC 
W. confusa             GGCTAACGGATCCCAGCTGCT-GGATATGCTGGGTTAAATAATAAGTCTTAGATCGAGTT 
W. paramesenteroides   GGCTAACAGAACCCAGCGGCT-GGAAATGCTGGGCCAAGCAACAAGTCTTAGTGTGAGTC 
L. mesenteroides       GGCTACCAGATGCGCACTGAT-GGATATGTGCGTGCAAGCAGTAAGTCTTGAAAAGAGTG 
L. carnosum            GGCTATCAGAAGCGTACTGAT-GGATATGTACGTGCAAGCAGTAAGTTTTGATAAGAGTG 
O. oeni                GGATAACACAGGC-CACTATT-GGAT--GTGGTTTTAAACAGTTAGTCTTCATAAGAGTC 
O. kitaharae           GGATAACACAGGC-CACGATT-GGATT-GTGGTTTTAAGCAGTTAGTCTGTATGAGAGTC 
                        *  *       *       *  *            **      **           *   
                       111111101101100111111001100011011111111111111111101101111111 
 
L. amylolyticus        AAATGCTTGCTTCT-AAGGGCA--AGTCGTGAGGAGGAG-CGAAGTTA-AAGTAGCGAAG 
L. acidophilus         AAATGCTTCTAACC-AGCAACACGAGTTGTGATGAGTAG-CGAAGTAA-TAGTAGCGAAG 
L. delbrueckii         AAATGCTTGCTCTC-ATAAGGACAAGGCGTGATGAGGAG-CGAAATTA-AAGTAGCGAAG 
S. pyogenes            AAATGCTTATCTTT-ATAACATTGAGCTGTGATGGGGAG-CGAATTT--TAGTAGCGAAG 
S. thermophilus        AAATGCTTATATCT-TTAACATTGAGCTGTGATGGGGAG-CGAAGTT--TAGTAGCGAAG 
S. mutans              AAATGCTTAGTTCT-GCGCCACCAAGCTGTGACGGGGAG-CGAAGTT--TAGTAGCGAAG 
L. lactis              AAATGCATTTCTCT-CTAACATTGAGCTGTGATGGGGAA-GCAACTA--CGGTTGCGAAC 
E. faecium             AAATGCTTCTTTTC-TTAAGGACAAGCTGTGATGGGGAG-GGAAATAA-TAGTACCGAAG 
E. durans              AAATGCTTCTGTCT-GTACGGACAAGCTGTGATGGGGAG-GGAAATAA-TAGTACCGAAG 
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E. faecalis            AAATGCTTTACTCT-TTAAGGACAAGTTGTGACGGGGAG-CGAAATAA-TAGTAGCGAAG 
T. halophilus          AAAGGCTTTTTCTTGTCAACGATAAGCTGTGACGGGGAG-GGAAATTT-AAGTACCGAAG 
E. solitarius          AAAGGCTTTTTCTTGTTCACGATGAGCTGTGATGGGGAG-GGAAATCA-AAGTACCGAAG 
S. aureus              AAATCCGGTACTCG-TTAAGGCTGAGCTGTGATGGGGAGAAGACAT-T-GTGTCTTCGAG 
L. carnosus            AAATCCGCTATTC--TCAAGGTCAAGCTGTGATGGGGAGAGGAAACAT-GTTTCCTCGAG 
L. sakei               AAATGCTTGATTCT-TTAAGGACAAGTTGTGATGGGGAG-CGAAATT--AAGTAGCGAAG 
P. dextrinicus         AAATGCTTATTCTTATTAAAGACAAGTTATGATGGGGAG-CGAAATTT-AAGTAGCGAAG 
P. pentosaceus         AAATGCTTTACTTC-TTAAGGACAAGCTGTGATGGGGAG-CGAAATTT-AAGTAGCGAAG 
P. stilesii            AAATGCTTTTCTTC-TTAAGGACAAGCTGTGATGGGGAG-TGAAATTT-AAGTAACGAAG 
P. acidilactici        AAATGCTTGATTTC-TTAAGGACAAGCGGTGATGGGGAG-TGAAATTT-AAGTAACGAAG 
P. claussenii          AAATGCTTTTTTTC-TTAAGGACAAGCTGTGATGGGGAG-CGAAATTA-TAGTAGCGAAG 
P. cellicola           AAATGCTTTCAACC-TTAAGGACAAGTTGTGATGGGGAG-TGAAATTTTAAGTAACGAAG 
P. parvulus            AAATGCTTTCAACT-TTAAGGACAAGCTGTGATGGGGAG-TGAAATTTAAAGTAACGAAG 
P. damnosus            AAATGCTTTATCTT-TTCAGGACAAGTTGTGATGGGGAG-CGAAATTT-AAGTAGCGAAG 
P. inopinatus          AAATGCTTTATCTT-TTAAGGACAAGTTGTGATGGGGAG-CGAAATTT-AAGTAGCGAAG 
L. plantarum           AAATGCTTTTCACT-TTAAGGACAAGCTGTGATGGGGAG-CGAAATTT--AGTAGCGAAG 
L. reuteri             AAATGTTTACATCC-GTGTTGACAAGCTGTGATGGGGAG-CGAAATTA-AAGTAGCGAAG 
W. confusa             AAATGCTTTATGTT-TTAAGGANA-GTTATGATGAGGAC-CGAAATA--AAGTAGGGAAG 
W. paramesenteroides   AAATGCTTGCACTT-ATACGGACAAGTTGTGATGGGGAC-CGAAATA--AAGTAGGGAAG 
L. mesenteroides       AAATGCTTTTTTCT-ATAAGGACAAGCTGTGATGCGGAT-CGAAATA--AAGTAGAGAAG 
L. carnosum            AAATGCTTTTATCT-ACAAGAACAAGCTGTGATGCGGAT-CGAAATA--AAGTAGAGAAG 
O. oeni                AAATGCTTTTATGT-TTAAGGATAAGCTGTGA-ATGTAC-C-AAGTT--TACTTGGAAAT 
O. kitaharae           AAATGCTTTTGTAC-T-GAGGATAAGCTGTGA-AGGTAC-C-AAGTT--TACTTGGAAAT 
                       ***                      *   ***   * *    *         *     *  
                       111111111101100101111100011111110111111010111100001111111111 
 
L. amylolyticus        GTGCAAGAGTCACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGCCAGAGAGAACG---TACCCGTACCG 
L. acidophilus         GTGATGTAATCACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGCCAGAGAGGACA---GACCCGTACCG 
L. delbrueckii         GCTGCGACGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGCCAGAGACGGTG---CACCCGTACCG 
S. pyogenes            TTAGTGATGTCACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGCGTTTAATGATACTCTACCCGTACCG 
S. thermophilus        TTAGTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGCGTT-AATTATACTCTACCCGTACCG 
S. mutans              CTAGTGATGTCACTCTGCCAAGAAAAGCTTCTAGCGTTAATGAATACTCTACCCGTACCG 
L. lactis              TCTCTGATGTCACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGCGTAAAGTCATA-TCTACCCGTACCG 
E. faecium             TTCCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTGAGAAAACA-G--CGGCCCGTACCG 
E. durans              TTCCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTGAGAAAACA-A--CGACCCGTACCG 
E. faecalis            TTCCTGATGTCACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGTGAGAAAACA-A--CTGCCCGTACCG 
T. halophilus          TTCTGGGCGTCACACTGCCAAGAAAAACTTCTAGCAAGAAGGTA-A--TGGCCCGTACCG 
E. solitarius          TTCCTGGCGTCACACTGCCAAGAAAAACTTCTAGCAAGAAGACACA--CAGCCCGTACCG 
S. aureus              TCGTTGATTTCACACTGCCGAGAAAAGCCTCTAGATAGAAAATA-G--GTGCCCGTACCG 
L. carnosus            TCGTTGATTTCACACTGTCGAGAAAAGCCTCTAGCTAGTGATTT-G--GCGCCCGTACCG 
L. sakei               TTCCTGATGTTACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGTGAGAAATAAAC---TACCCGTACCG 
P. dextrinicus         CAACTGATGTCACACTGCCAAGAAAAGCTTCTAGCGAGAAATAAAG---AACCCGTACCG 
P. pentosaceus         TTCCTGACGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAGC---TACCCGTACCG 
P. stilesii            TTCCTGACGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAGC---TACCCGTACCG 
P. acidilactici        TTCCTGACGTCACGCTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAAC---TACCCGTACCG 
P. claussenii          TTCCAGACGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAAT---TACCCGTACCG 
P. cellicola           TTCCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAAC---TACCCGTACCG 
P. parvulus            TTCCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAAC---TACCCGTACCG 
P. damnosus            TTTCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAAC---TACCCGTACCG 
P. inopinatus          TTCCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGAGTTTAAC---TACCCGTACCG 
L. plantarum           CGTCTGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTGAGTACTTAAC---TACCCGTACCG 
L. reuteri             TTGCCGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAAGGAGTAGTTAAC---TGCCCGTACCG 
W. confusa             TCCGTGATGTCACGCTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGTGTTTACC---TGCCCGTACCG 
W. paramesenteroides   TCTGTGATGTCACGCTGCCGAGAAAAGCTTCTAGTTAGTGTTTACC---TGCCCGTACCG 
L. mesenteroides       TCTGAGACGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGGAAGTATTACAC---TGCCCGTACCG 
L. carnosum            TCTGAGATGTCACACTGCCGAGAAAAGCTTCTAGGAAGTATTACAC---TGCCCGTACCG 
O. oeni                TGTGTGATTTCACGCTGCTGAAAAAAGTTTCGTAGGAAGAAAATAT---TGCCCGTACCG 
O. kitaharae           TGTGTGAGTTCACGCTGCTGAAAAAAGTTTCGTAGGAAGAAAATAT---TGCCCGTACCG 
                                * ** ***   * ****   **                    ********* 
                       110111111111111111111111111111111100110101110000011111111111 
 
                                          Primer: PIN23S_F→                    
L. amylolyticus        CAAACCGACACAGGTAGTCAAGTGGAGAACACTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
L. acidophilus         CAAACCGACACAGGTAGTCGAGTGGAGAACACTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
L. delbrueckii         CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTCAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
S. pyogenes            CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGCGAGTAGCCTCAGGTGATCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
S. thermophilus        CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGCGAGTAGCCTCAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
S. mutans              CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGCGAGTAGCCTCAGGTGATCGAGCGAACTCTCGTTAAG 
L. lactis              CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGCGAGTAGCCTCAGGTGATCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
E. faecium             CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGAATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
E. durans              CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGAATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
E. faecalis            TAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGAGCGAGCGAACTCTCGTTAAG 
T. halophilus          CAAACCGACACAGGTCGTCGAGGAGAGTATCCTCAGGTGAGCGAGCGAACTCTCGTTAAG 
E. solitarius          CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTCAGGTGAGCGAGCGAACTCTCGTTAAG 
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S. aureus              CAAACCGACACAGGTAGTCAAGATGAGAATTCTAAGGTGAGCGAGCGAACTCTCGTTAAG 
L. carnosus            CAAACCGACACAGGTAGTCAAGATGAGAATTCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
L. sakei               TAAACCGACACAGGTGGTCGAGGAGAATATCCTAAGGTGAGCGAGTGAACTCTCGTTAAG 
P. dextrinicus         CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGAGCGAGTGAACTATCGTTAAG 
P. pentosaceus         CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. stilesii            CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. acidilactici        CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. claussenii          CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. cellicola           CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTCAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. parvulus            CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTCAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. damnosus            CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTCAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
P. inopinatus          CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGTATCCTAAGGTGTGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
L. plantarum           CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGAATCCTAAGGTGAGCGAGTGAACTCTCGTTAAG 
L. reuteri             CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGAATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACTCTCGTTAAG 
W. confusa             CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGCATCCTAAGGTGAGCGAGTGAACTCTCGTTAAG 
W. paramesenteroides   CAAACCGACACAGGTAGTCGAGGAGAGCATCCTAAGGTGAGCGAGAGAACACTCGTTAAG 
L. mesenteroides       CAAACCGACACAGGTAGTCGAGTGGAGAACACTAAGGTGAGCGAGAGAANNCTCGTTAAG 
L. carnosum            CAAACCGACACAGGTAGTCGAGTGGAGAACACTAAGGTGAGCGAGAGAACCNTCGTTAAG 
O. oeni                CAAACCGACACAGGTACTCAAGTGGAGAACACTAAGGTGAGCGAGTGAACTATTGTTAAG 
O. kitaharae           CAAACCGACACAGGTACTCGAGTGGAGAACACTAAGGTGAGCGAGTGAACTATTGTTAAG 
                        **************  ** **  **  *  ** *****  **** ***   * ****** 
                       111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
 
                       Primer: ←DGGE_R1                            Primer:PCL23S_F→ 
L. amylolyticus        GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGAGA--GA----- 
L. acidophilus         GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGAAGAAGGGGTGCTGGCCACGA--GAG-T-- 
L. delbrueckii         GAACTCGGCAAAATGGCCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGCGCTGGTCGCAA--GA----- 
S. pyogenes            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGACTTA----GG----- 
S. thermophilus        GAACTCGGCAAAATGGCCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGCGCTGACTGAT---GG----- 
S. mutans              GAACTCGGCAAAATGGCCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGCGCTGGCGATA---AG----- 
L. lactis              GAACTCGGCAAAATAGCCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGGTGTAAA--AG----- 
E. faecium             GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCAT----------A 
E. durans              GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATC-T----------A 
E. faecalis            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGACT------------T 
T. halophilus          GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGCTCTA----------A 
E. solitarius          GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGCTCGA----------A 
S. aureus              GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTCTTTAGGGTTAACGCCC 
L. carnosus            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTCTTTAGGGTTCACGCTC 
L. sakei               GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGACCGTCA--------- 
P. dextrinicus         GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGAAGAAGGGGTGCTGACCGCAA--------- 
P. pentosaceus         GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
P. stilesii            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
P. acidilactici        GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
P. claussenii          GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGACCGCAA--------- 
P. cellicola           GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
P. parvulus            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGAAA--------- 
P. damnosus            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGAAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
P. inopinatus          GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGAAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
L. plantarum           GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGATCGCAA--------- 
L. reuteri             GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTGGCCGCAA--------- 
W. confusa             GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTCAGCGAAAGC------- 
W. paramesenteroides   GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTCAGCGCAAN-------- 
L. mesenteroides       GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACNTCGGGAGAAGGGGTGCTCATGGTAA--------A 
L. carnosum            GAACTCGGCAAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTCATGGTAA--------A 
O. oeni                GAACTCTGCAAAATGAGTCCGTAACTTCGGAAGAAGGACTGCTGGTTTT----------- 
O. kitaharae           GAACTCTGCAAAATGAGTCCGTAACTTCGGAAGAAGGACTGCTGATTTT----------- 
                       ****** *******    ******* **** ******   ***                  
                       111111111111111111111111111111111111111111111110000000000000 
 
L. amylolyticus        ---TCAGCCGCAGAGAATAGGCCCAAACAACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
L. acidophilus         -GGTTAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAACAACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
L. delbrueckii         ---TCAGCCGCAGTGAAAAGGCCCAAGCAACTGTTTATCAAAAACACAGGCATCTGCAAA 
S. pyogenes            ---TCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCAACTGTTTATCAAAAACACAGCTCTCTGCTAA 
S. thermophilus        ---TCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCAACTGTTTATCAAAAACACAGCTCTCTGCTAA 
S. mutans              ---TCAGCCGCAGTGAAAAGGCCCAAGCAACTGTTTATCAAAAACACAGCTCTCTGCGAA 
L. lactis              ---CCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCAACTGTTTATCAAAAACACAGCTCTCTGCTAA 
E. faecium             CGATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
E. durans              AGATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
E. faecalis            CGGTCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
T. halophilus          CGAGCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
E. solitarius          CGAGCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
S. aureus              AGAAGAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCTAA 
L. carnosus            TGAAGAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCTAA 
L. sakei               -GGTCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAACAACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
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P. dextrinicus         -GGTCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAACAACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
P. pentosaceus         -GATCAGCCGCAGTGAAAAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. stilesii            -GATCAGCCGCAGTGAAAAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. acidilactici        -GATCAGCCGCAGTGAAAAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. claussenii          -GGTCAGCCGCAGTGAAGAGGCCCAAACGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. cellicola           -GATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. parvulus            -GATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. damnosus            -GATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
P. inopinatus          -GATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
L. plantarum           -GATCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTCTCTGCAAA 
L. reuteri             -GGCCAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
W. confusa             ---TGAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
W. paramesenteroides   ---TNNNNCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
L. mesenteroides       ACATGAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
L. carnosum            ACATGAGCCGCAGTGAATAGGCCCAGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
O. oeni                ATACCAGCCGCAGCAAATAGGCCCAAACAACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
O. kitaharae           ATATCAGCCGCAGCGAATAGGCCCAAACAACTGTTTATCAAAAACACAGGTTTCTGCAAA 
                               *****  ** *******  * ********************   ***** ** 
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L. amylolyticus        GTCGTAAGACGACGTATAGGGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
L. acidophilus         ATCGTAAGATGACGTATAGAGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGAGC 
L. delbrueckii         ATCGTAAGATGAAGTATAGGTGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGAGC 
S. pyogenes            ATCGTAAGATGATGTATAGGGGGTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGGGT 
S. thermophilus        ATCGTAAGATGATGTATAGGGGGTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
S. mutans              ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGGTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGCGC 
L. lactis              ACCGCAAGGTGATGTATAGGGGGTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
E. faecium             ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
E. durans              ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
E. faecalis            ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGATGGG 
T. halophilus          ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
E. solitarius          ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
S. aureus              ACCGTAAGGTGATGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGG 
L. carnosus            ACCGTAAGGTGATGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGG 
L. sakei               ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGATGAG 
P. dextrinicus         ATCGAAAGATGACGTATAGGGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGGAGTGC 
P. pentosaceus         ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGGGAATGAG 
P. stilesii            ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGGGAATGAG 
P. acidilactici        ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGGGGATGAG 
P. claussenii          ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGGGAATGAG 
P. cellicola           ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGTGAATGAG 
P. parvulus            ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGTGAATGAG 
P. damnosus            ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGTGAATGAG 
P. inopinatus          ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGTGAATGAG 
L. plantarum           ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAAAGGATGGG 
L. reuteri             ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAAAGGATGGG 
W. confusa             ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAAAGGAGTGC 
W. paramesenteroides   ATCGTAAGATGACGTATAGGGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAAAGGAGTGC 
L. mesenteroides       ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACACCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAAAGGAGTGC 
L. carnosum            ATCGTAAGATGAAGTATAGGGG-TGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAAAGGAGTGC 
O. oeni                ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCAGTGCTGGAAGGTTAAAAGGAGGAC 
O. kitaharae           ATCGTAAGATGAAGTATAGGGGCTGACACCTGCCCAGTGCTGGAAGGTTAAAAGGAGGAC 
                         ** ***  ** ******  * **** ******* ***************  * *     
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                                         Primer: ←PDE23S_R 
L. amylolyticus        TTAG-CTTCGG---CGAAGGTACGAATTTAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. acidophilus         TTAG-CGAAAG---CGGAGGTTCGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. delbrueckii         TTAG-CGCAAG---CGAAGGTTTGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
S. pyogenes            TTAG-CGCAAG---CGAAGATCTGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
S. thermophilus        TTAG-CGTAAG---CGAAGGCATGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
S. mutans              TTAGACGTTTGT--CGAAGGTGTGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. lactis              TTAGACGTAAGT--CGAAGGTATGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
E. faecium             TTAG-CGCAAG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
E. durans              TTAG-CGTATG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
E. faecalis            TTAG-CTTCGG---CGAAGCTCAGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
T. halophilus          TTAG-CGTAAG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
E. solitarius          TTAG-CGCAAG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
S. aureus              TTAG-CTTCTG---CGAAGCTACGAATCGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. carnosus            TTAG-CTTCTG---CGAAGCTACGAATCGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. sakei               TTAG-CGCAAG---CGAAGCCCAGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. dextrinicus         TTAG-GGTTCGACCCAAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. pentosaceus         TTAG-CGTAAG---CGAAGCTCTGAACTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. stilesii            TTAG-CGTAAG---CGAAGCTCTGAACTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
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P. acidilactici        TTAG-CGTAAG---CGAAGCTTTGAACTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. claussenii          TTAG-CGTAAG---CGAAGCTTTGAACTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. cellicola           TTAG-CTTCGG---CGAAGCTTTGAAATGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. parvulus            TTAG-CTTCGG---CGAAGCTTTGAAATGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. damnosus            TTAG-CTTCGG---CGAAGCTTTGAAATGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
P. inopinatus          TTAG-CTTCGG---CGAAGCTTTGAAATGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. plantarum           TTAG-CTTCGG---CGAAGCTCAGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. reuteri             TTAG-CTTCGG---CGAAGCTCAGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
W. confusa             TTAG-CTTCGG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
W. paramesenteroides   TTAG-CTTCGG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. mesenteroides       TTAG-CTTCGG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
L. carnosum            TTAG-CTTCGG---CGAAGGTACGAATTGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAA 
O. oeni                TTAG-CTTCGG---CGAAGGTCTTAATTGAAGCCCCAGTGAACGGCGGCCGTAACTATAA 
O. kitaharae           TTAG-CTTCGG---CGAAGGTCTGAATTGAAGCCCCAGTGAACGGCGGCCGTAACTATAA 
                       ****      *   *  **     **   ********** ******************** 
                       111101111010001111111001111111111111111111111111111111111111 
 
L. amylolyticus        CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAAAGGTGTAAT 
L. acidophilus         CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAAAGGTGTAAT 
L. delbrueckii         CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAAAGGTGTAAT 
S. pyogenes            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAT 
S. thermophilus        CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAT 
S. mutans              CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAT 
L. lactis              CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAT 
E. faecium             CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
E. durans              CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAAAGGCGTAAC 
E. faecalis            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
T. halophilus          CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGCAAC 
E. solitarius          CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
S. aureus              CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
L. carnosus            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
L. sakei               CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAT 
P. dextrinicus         CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGTGTAAT 
P. pentosaceus         CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
P. stilesii            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
P. acidilactici        CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
P. claussenii          CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
P. cellicola           CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
P. parvulus            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
P. damnosus            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGTGTAAC 
P. inopinatus          CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGTGTAAC 
L. plantarum           CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
L. reuteri             CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
W. confusa             CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
W. paramesenteroides   CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
L. mesenteroides       CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
L. carnosum            CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAAC 
O. oeni                CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCATGAAAGGCGTAAT 
O. kitaharae           CGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCCGCATGAAAGGTGTAAT 
                       ******************************************* *** ****** * **  
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L. amylolyticus        GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
L. acidophilus         GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
L. delbrueckii         GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
S. pyogenes            GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
S. thermophilus        GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
S. mutans              GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
L. lactis              GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
E. faecium             GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
E. durans              GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
E. faecalis            GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
T. halophilus          GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAAATGCAGG 
E. solitarius          GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTTAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
S. aureus              GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATCATAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
L. carnosus            GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATCATAGTACCTGTGAAGATGCAGG 
L. sakei               GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. dextrinicus         GATTTGGGCACTGTCTCAACGATAGACTCGGTGAAATTATATTACCCGTGAAGATGCGGG 
P. pentosaceus         GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. stilesii            GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. acidilactici        GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. claussenii          GATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. cellicola           GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. parvulus            GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
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P. damnosus            GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
P. inopinatus          GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATAATACCCGTGAAGATGCGGG 
L. plantarum           GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTATATTGTCCGTGAAGATGCGGA 
L. reuteri             GATCTGGGCGCTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTGAAATCCCTGTGAAGATGCAGG 
W. confusa             GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTANNTACCCGTGANGATGCGGG 
W. paramesenteroides   GATCTGGGCGCTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAAATTTAAAGACCCGTGAAGATGCGGG 
L. mesenteroides       GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGGGACTCGGTGAAATTTAAATACCCGTGAAGATGCGGG 
L. carnosum            GATCTGGGCACTGTCTCAACGAGGGACTCGGTGAAATTTAAATACCCGTGAAGATGCGGG 
O. oeni                GATTTGGGCGCTGTCTCAACAATAGACTCGGTGAAATTTAAATTCCAGTGAAGATGCTGG 
O. kitaharae           GATTTGGGCGCTGTCTCAACAATAGACTCGGTGAAATTTAAATTCCAGTGAAGATGCTGG 
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L. amylolyticus        TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTCACTGTAGCTTGATATTGAGTATC 
L. acidophilus         TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTCACTGTAGCTTGATATTGAGTATC 
L. delbrueckii         TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGCAGTTTAATATTGGGTATC 
S. pyogenes            TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGCAGTTTGATATTGAGTATC 
S. thermophilus        TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGCAGTTTGATATTGAGTATC 
S. mutans              TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGCAGTTTGATATTGCGTATC 
L. lactis              TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGTTTGATATTGAGTACC 
E. faecium             TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGTTTGATATTGAGTGTC 
E. durans              TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGTTTGATATTGAGTGTC 
E. faecalis            TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGTTTGATATTGAGTGTT 
T. halophilus          TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAATTTGATATTGGGTGTC 
E. solitarius          TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAATTTGATATTGAGTGTC 
S. aureus              TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCGTGGAGCTTTACTGTAGCCTGATATTGAAATTC 
L. carnosus            TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCGTGGAGCTTTACTGTAGCCTGATATTGAAATTC 
L. sakei               TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
P. dextrinicus         TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAATGTT 
P. pentosaceus         TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAACTTGATATTGAGTGTT 
P. stilesii            TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAACTTGATATTGAGTGTT 
P. acidilactici        TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAACTTGATATTGAGTGTT 
P. claussenii          TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAACTTGATATTGAGTGTT 
P. cellicola           TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
P. parvulus            TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
P. damnosus            TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
P. inopinatus          TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
L. plantarum           CTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
L. reuteri             GTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
W. confusa             TTACCCGCGACAGGACGGNAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
W. paramesenteroides   TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAGTGTT 
L. mesenteroides       TTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAATGTT 
L. carnosum            TNACCCGNGACAGGACGGAAAGACCCCATGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAATGTT 
O. oeni                GTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCGTGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAATGTT 
O. kitaharae           GTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCGTGGAGCTTTACTGTAGCTTGATATTGAATGTT 
                         ***** ********** ******** ******** **** *   * ******       
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                                                                  Primer: PAC23S_F→ 
L. amylolyticus        TGTTAAACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCAGAGAAGGTAGGACGCTAGTCTTACTGGAG 
L. acidophilus         TTTTAAACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCAAGGAAGGCAGGACGCTAGTTTTGCTGGAG 
L. delbrueckii         TGTCAAGCATGTACAGGATAGGTAGGAGCCGGAGAAGATAGGACGCCAGTCTTATCTGAG 
S. pyogenes            TGTACCACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCATTGACTTCGGGACGCCAGTTTCGAATGAG 
S. thermophilus        TGTACCACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCTATGACCTCGGGACGCCAGTTTCGAGTGAG 
S. mutans              TGTTACACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCAAGGAAGAGTGAACGCTAGTTTACTTGGAG 
L. lactis              TGTAAGTCATGTACAGGATAGGTAGGAGCCATTGAAATAGGGACGCTAGTTTCTATTGAG 
E. faecium             TGTACCGCATGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAAATCGGAACGCTAGTTTCGATGGAG 
E. durans              TGTACCGCATGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAAATCGGAACGCTAGTTTCGATGGAG 
E. faecalis            TGTACCACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCGATGAGACCGGAACGCTAGTTTCGGAGGAG 
T. halophilus          TGTGATGCATGTACAGCATAGGTAGGAGCCGTAGAATTCGGGACGCGAGTCTCGAAGGAG 
E. solitarius          CGTACCGCATGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAGATCGGGACGCCAGTCTCGAAGGAG 
S. aureus              GGCACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCTTTGAAACGTGAGCGCTAGCTTACGTGGAG 
L. carnosus            GGCACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCTTAGAAACGTGAGCGCCAGCTTACGTGGAG 
L. sakei               TGTACAGTTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAAATCGGAACGCTAGTTTCGATTGAG 
P. dextrinicus         TGTAAAACATGTACAGGATAGGTAGGAGCCGATGAAATAGGAACGCTAGTTTCTATGGAG 
P. pentosaceus         TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAATCCGGAACGCTAGTTTCGGAGGAG 
P. stilesii            TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAATCCGGAACGCTAGTTTCGGAGGAG 
P. acidilactici        TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAATCCGGAACGCTAGTTTCGGAGGAG 
P. claussenii          TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTTGAAGTCGGAACGCTAGTTTCGATGGAG 
P. cellicola           TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAAACCGGAACGCTAGTTTCGGTGGAG 
P. parvulus            TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCATAGAAACCGGAACGCTAGTTTCGGTGGAG 
P. damnosus            TGTACAACTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGATATCGGAACGCTAGTTTCGATGGAG 
P. inopinatus          TGTACAACTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGATACCGGAACGCTAGTTTCGGTGGAG 
L. plantarum           TGTACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCATAGAAACCGGAACGCTAGTTTCGGTGGAG 
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L. reuteri             TGTACTGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCGTAGAAGTCGGGACGCTAGTTTCGACAGAG 
W. confusa             TGTGCAGCTTGTACAGCATAGGTAGGAGCCGTAGATACCGGGACGCTAGTTTCGGTGGAG 
W. paramesenteroides   TGTGCAGCTTGTACAGCATAGGTAGGAGCCGTAGAAATCGGGACGCTAGTTTCGATGGAG 
L. mesenteroides       TGTGCTGCTTGTACAGAATAGGTAGGAGACGTAGAAGATTGGACGCTAGTCTAGTCGGAG 
L. carnosum            TGTGCTGCTTGTACAGAATAGGTAGGAGACGTAGAAAATTGGACGCCAGTCTAGTTGGAG 
O. oeni                TGTGCTGCATGTGCAGGATAGGTAGGAGACTTTGAAGTCGGAACGCTAGTTTCGATTGAG 
O. kitaharae           TGTGCTGCATGTGCAGGATAGGTAGGAGACTTTGACGTCGGAACGCTAGTTTCGATTGAG 
                                *** *** *********** *   **     *  *** **  *     *** 
                       111111111111111111111111111111111111101111111111111111011111 
 
L. amylolyticus        GCGATGT-TGGGATACTACCCTTGTTTGATGGATGCTCTAACCTAGGCCCGTAAGCCGGG 
L. acidophilus         GCAATGT-TGGGATACTACCCTTGTTTGAAGGATGCTCTAACCTCGACCTGTAAGCCAGG 
L. delbrueckii         GCGCTGT-TGGGATACTACCCTTGCTTGACGGATGCTCTAACTCAGGCCTGTGATCCAGG 
S. pyogenes            GCGTTGT-TGGGATACTACCCTTGTGTTATGGCTACTCTAACCCAGATAGGTTATCCCTA 
S. thermophilus        GCGTTGT-TGGGATACTACCCTTGTGTTATGGCTACTCTAACCCAGATAGGTTATCCCTA 
S. mutans              GCGTTGT-TGGGATACTACCCTTGTGTGATGGCTACTCTAACCCGGTAGGTTGATCATCT 
L. lactis              GCGTTGT-TGGGATACTACCCTTGACTTATGGTTACTCTAACCCGCTGGCATAATCGGCC 
E. faecium             GCGCTGG-TGGGATACTACCCCTGCGTTATGGCCACTCTAACCCGCACCACTGATCGTGG 
E. durans              GCGCTGG-TGGGATACTACCCCTGCGTTATGGCCACTCTAACCCGCACCACTGATCGTGG 
E. faecalis            GCGCTGG-TGGGATACTACCCTTGTGTTATGAACCCTCTAACCCGCACCACTAATCGTGG 
T. halophilus          GCATCCG-TGGGATACTACCCTTGCATTATGGCCACTCTAACCCGCGCCACTGATCGTGG 
E. solitarius          GCAAAAG-TGGGATACTACCCTTGCGTTATGGCCCCTCTAACCCGCGCCACTGATCGTGG 
S. aureus              GCGCTGG-TGGGATACTACCCTAGCTGTGTTGGCTTTCTAACCCGCACCACTTATCGTGG 
L. carnosus            GCGTTGG-TGGGATACTACCCTAGCTGTGTTGGATTTCTAACCCGCGCCATTTATCATGG 
L. sakei               GCGTTGG-TGGGATACTACCCTAACTGTATGACCACTCTAACCCGCGCCACTTAGCGTGG 
P. dextrinicus         GCAATGG-TGGGATACTACCCTTGTTTTATGAACATTCTAACCCGCGCCACTCA-CGTGG 
P. pentosaceus         GCAATGG-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAATCGTGG 
P. stilesii            GCAATGG-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAAGCGTGG 
P. acidilactici        GCGCAAG-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAATCGTGG 
P. claussenii          GCATTGG-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAATCGTGG 
P. cellicola           GCGTTGG-TGGGATACTACCCTCGCTGTATGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAAGCGTGG 
P. parvulus            GCGTTGG-TGGGATACTACCCTCGCTGTATGAACCCTCTAACTCGCGCCACTAAGCGTGG 
P. damnosus            GCGTTGG-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAAGCGTGG 
P. inopinatus          GCGTTGG-TGGGATACTACCCTCGTTGTGTGAACCCTCTAACCCGCGCCACTAAGCGTGG 
L. plantarum           GCGTTGG-TGGGATACTACCCTCGCTGTATGACCACTCTAACCCGCACCACTAATCGTGG 
L. reuteri             GCGCTGG-TGGGATACTACCCTTGCAATATGACCACTCTAACCCGCAGCACTGAACGTGC 
W. confusa             GCGTCAT-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGACCACTCTAACTCGCACCACTAAGCGTGG 
W. paramesenteroides   GCAAACG-TGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACACTCTAACTCACACCACTCAGCGTGG 
L. mesenteroides       TCGCACGGTGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACATTCTAACACTGGTCACTCAACGTGA 
L. carnosum            TCGAACGGTGGGATACTACCCTCGTTGTATGAACATTCTAACACTGGTCACTTAACGTGA 
O. oeni                TCACCCT-TGAGATACTACCTCTGTTGTATGAACGTTCTAACTCTGATCAGTTATCCTGA 
O. kitaharae           TCACCCT-TGAGATACTACCCTTGTTGTATGAACGTTCTAACTCTGATCAGTTATCCTGA 
                        *      ** *********                ******         * * *     
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L. amylolyticus        CCAGGGGACAGTGTCAGGTAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGTGTAACGG 
L. acidophilus         TCAGGG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGTGTAACGG 
L. delbrueckii         CCGAGG-ACAGTGTTTGACGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGTGTAACGG 
S. pyogenes            TCGGAG-ACAGTGTCTGACGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
S. thermophilus        TCGGAG-ACAGTGTCTGACGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
S. mutans              ACGGAG-ACAGTGTCTGACGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGCGTAACGG 
L. lactis              AGGGAG-ACAGTGTCTGACGGACAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
E. faecium             TGGGAG-ACAGTGTCAGATGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
E. durans              TGGGAG-ACAGTGTCAGATGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
E. faecalis            TGGGAG-ACAGTGTCAGATGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
T. halophilus          CGGGAG-ACAGTGTCAGATGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGG 
E. solitarius          CGGGAG-ACAGTGTCAGATGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
S. aureus              TGGGAG-ACAGTGTCAGGCGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
L. carnosus            TGGGAG-ACAGTGTCAGGCGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGTGTAACGG 
L. sakei               CGGGAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGTGTAACGG 
P. dextrinicus         CGGGAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGTGTAACGG 
P. pentosaceus         CGGGAG-ACAGTGTCTGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
P. stilesii            CGGGAG-ACAGTGTCTGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
P. acidilactici        CGGGAG-ACAGTGTCTGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
P. claussenii          CGGGAG-ACAGTGTCTGGTAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
P. cellicola           CGGGAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
P. parvulus            CGGAAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
P. damnosus            CGGGAG-ACAGTGTCAGGTAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
P. inopinatus          CGGGAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAGAGTAACGG 
L. plantarum           TGGGAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGG 
L. reuteri             TGGGAG-ACAGTGTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
W. confusa             TGGAAG-ACAGTGTCTGGCAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
W. paramesenteroides   TGGAAG-ACAGTGTCTGGCAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
L. mesenteroides       TCGTGG-ACAGTGTCTGGCGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
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L. carnosum            TCGTGG-ACAGTGTCTGGCGGGCAGNTTGACTGGGNCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGG 
O. oeni                TCGAAG-ACAGTGTCTGGCAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGATAACGG 
O. kitaharae           TCGAAG-ACAGTGTCTGGCAGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGATAACGG 
                            * *******  *   * *** ********* ***************   ****** 
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L. amylolyticus        AGGCGCTCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGTATAA 
L. acidophilus         AGGCGCTCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGTATAA 
L. delbrueckii         AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGTAAAA 
S. pyogenes            AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGATTGGTT-GGAAATCAATCGCAGAGTGTAAAGGTATAA 
S. thermophilus        AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGTATAA 
S. mutans              AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGACTGGTT-GGAAATCAGTCGTAGAGTGTAAAGGTATAA 
L. lactis              AGGCGCTCAAAGGTTGGCTCAGATTGGTT-GGAAATCAATCGTAGAGTGTAAAGGTAAAA 
E. faecium             AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGAAGAGTGTAAAGGCAGAA 
E. durans              AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGAAGAGTGTAAAGGCAGAA 
E. faecalis            AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGAAGAGTGTAAAGGCAGAA 
T. halophilus          AGGCGCCCCAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCAAAGAGTGTAAAGGCAGAA 
E. solitarius          AGGCGCCCCAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCAACGAGTGTAAAGGCAGAA 
S. aureus              AGGCGCTCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCATAGAGTGTAAAGGCATAA 
L. carnosus            AGGCGCTCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCATAGAGTGTAAAGGCATAA 
L. sakei               AGGCGCTCAAAGGTTCTCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGAGTGTAAAGGTATAA 
P. dextrinicus         AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGTATAA 
P. pentosaceus         AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGAGTGTAAAGGCAGAA 
P. stilesii            AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGAGTGTAAAGGCAGAA 
P. acidilactici        AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGCAGAA 
P. claussenii          AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGAGTGTAAAGGCAGAA 
P. cellicola           AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCATAGAGTGTAAAGGCAGAA 
P. parvulus            AGGCGCCCAAAGGTTCTCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCAATGAGTGTAAAGGCAGAA 
P. damnosus            AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGCACAA 
P. inopinatus          AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGCACAA 
L. plantarum           AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGCACAA 
L. reuteri             AGGCGCCCAAAGGTTCGCTCAGTATGGTT-GGAAATCATGCGCAGAGTGTAAAGGCACAA 
W. confusa             AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGCACAA 
W. paramesenteroides   AGGCGCCCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGCAGAGTGTAAAGGCACAA 
L. mesenteroides       AGGCGCTCAAAGGTTTGCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGCGTGTAAAGGCATAA 
L. carnosum            AGGCGCTCAAAGGTTTGCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGCGTGTAAAGGCATAA 
O. oeni                AGGCGCTCAAAGGTTTGCTCAGAATGGTT-GGAAATCATTCGTAGCGTGTAAAGGCATAA 
O. kitaharae           AGGCGCTCAAAGGTTTGCTCAGAATGGTTTGGAAATCATTCGTAGCGTGTAAAGGCATAA 
                       ****** * ******  *****  ***** ********  *   * ********* * ** 
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                             Primer: ←P23S_R  
L. amylolyticus        GGGAGCTTGACTGCGAGAGAGACAGCTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGACTT-AGTGATCT 
L. acidophilus         GGGAGCTTGACTGCGAGAGAAACAGCTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGACTT-AGTGATCT 
L. delbrueckii         GGGAGCTTGACTGCGAGAGAGACAACTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGGCTT-AGTGATCT 
S. pyogenes            GGGAGCTTGACTGCGAGAGCTACAACTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
S. thermophilus        GGGAGCTTGACTGCGAGAGCTACAACTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
S. mutans              GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
L. lactis              GCCAGCTTGACTGCGAGAGCTACAACTCGAGCAGGTAGGAAACTAGGACTT-AGTGATCC 
E. faecium             GGGAGCTTGACTGCGAGACCAACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
E. durans              GGGAGCTTGACTGCGAGACCAACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
E. faecalis            GGGAGCTTGACTGCGAGACCTACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
T. halophilus          GGGAGCTTGACTGTGAGAGCAACAACTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
E. solitarius          GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
S. aureus              GGGAGCTTGACTGCGAGACCTACAAGTCGAGCAGGGTCGAAAGACGGACTT-AGTGATCC 
L. carnosus            GGGAGCTTGACTGCGAGACTTACAAGTCGAGCAGGGTCGAAAGACGGACTT-AGTGATCC 
L. sakei               GAGAGCTTGACTGTGAGATTGACAAATCGAGCAGGGACGAAAGTCGGACTT-AGTGATCC 
P. dextrinicus         GGGAGCTTGACTGCGAGACCTACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. pentosaceus         GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. stilesii            GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. acidilactici        GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. claussenii          GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. cellicola           GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. parvulus            GAGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. damnosus            GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
P. inopinatus          GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
L. plantarum           GGGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
L. reuteri             GCGAGCTTGACTGCGAGACAGACAGGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTT-AGTGATCC 
W. confusa             GGGAGCTTGACTGTGAGACTTACCAGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGGCTT-AGTGATCC 
W. paramesenteroides   GGGAGCTTGACTGTGAGACTTACCAGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGGCTT-AGTGATCC 
L. mesenteroides       GCAAGCTTGACTGCGAGAGCTACAACTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGACTT-AGTGATCC 
L. carnosum            GCAAGCTTGACTGTGAGAGCTACAACTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGACTT-AGTGATCC 
O. oeni                GCAAGCTTGACTGTGAGACTGACAAGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGACTT-AGTGATCC 
O. kitaharae           GCAAGCTTGACTGTGAGACTGACAAGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGACTTTAGTGATCC 
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L. amylolyticus        GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCACTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. acidophilus         GGTGGTACCGTATGGAATGGCCATCACTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. delbrueckii         GGTGGTACCGCATGGAAGGGCCATCACTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
S. pyogenes            GGTGGTACCGAATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
S. thermophilus        GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
S. mutans              GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. lactis              GGTGGTACCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
E. faecium             GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
E. durans              GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
E. faecalis            GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGG-TAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
T. halophilus          GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
E. solitarius          GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
S. aureus              GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGG 
L. carnosus            GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGG 
L. sakei               GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. dextrinicus         GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. pentosaceus         GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. stilesii            GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. acidilactici        GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. claussenii          GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. cellicola           GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. parvulus            GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. damnosus            GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
P. inopinatus          GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. plantarum           GGTGGTACCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. reuteri             GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
W. confusa             GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGACAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
W. paramesenteroides   GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGACAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. mesenteroides       GGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
L. carnosum            GGTGGTTCCGNATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGG 
O. oeni                GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGACAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGG 
O. kitaharae           GGTGGTTCCGTATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGACAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGG 
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L. amylolyticus        CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
L. acidophilus         CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
L. delbrueckii         CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
S. pyogenes            CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
S. thermophilus        CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
S. mutans              CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
L. lactis              CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
E. faecium             CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
E. durans              CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
E. faecalis            CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
T. halophilus          CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
E. solitarius          CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGT 
S. aureus              CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
L. carnosus            CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
L. sakei               CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. dextrinicus         CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. pentosaceus         CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. stilesii            CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. acidilactici        CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. claussenii          CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. cellicola           CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. parvulus            CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. damnosus            CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
P. inopinatus          CTTATCTCCC-CCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
L. plantarum           CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
L. reuteri             CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
W. confusa             CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
W. paramesenteroides   CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
L. mesenteroides       CTCATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
L. carnosum            CTTATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
O. oeni                CTCATCTCCC-CCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
O. kitaharae           CTCATCTCCCTCCAAGAGTCCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCAT 
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L. amylolyticus        CGCATCCTGGGGCTGAAGTTGGTCCCAAGGGTT-GGGATGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
L. acidophilus         CGCATCCTGGGGCTGAAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
L. delbrueckii         CGCATCCTGGGGCTGAAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
S. pyogenes            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
S. thermophilus        CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
S. mutans              CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
L. lactis              CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
E. faecium             CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
E. durans              CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
E. faecalis            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
T. halophilus          CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
E. solitarius          CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCAC 
S. aureus              CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
L. carnosus            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
L. sakei               CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. dextrinicus         CGCATCCTGGGGCTGAAGTTGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. pentosaceus         CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. stilesii            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. acidilactici        CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. claussenii          CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. cellicola           CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. parvulus            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. damnosus            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
P. inopinatus          CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
L. plantarum           CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
L. reuteri             CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
W. confusa             CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
W. paramesenteroides   CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
L. mesenteroides       CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GG-CTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
L. carnosum            CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTNCGCCCATTAAAGCGGTAC 
O. oeni                CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTT-GGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
O. kitaharae           CGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTAC 
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L. amylolyticus        GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGG-CGCAGGA 
L. acidophilus         GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGG-CGTAGGA 
L. delbrueckii         GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGG-CGCAGGA 
S. pyogenes            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
S. thermophilus        GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
S. mutans              GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGAAGGA 
L. lactis              GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGT 
E. faecium             GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTTGGA 
E. durans              GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTTGGA 
E. faecalis            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTTGGA 
T. halophilus          GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
E. solitarius          GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
S. aureus              GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGG-CGTAGGA 
L. carnosus            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTGTCGTGGG-CGCAGGA 
L. sakei               GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGCAGGA 
P. dextrinicus         GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. pentosaceus         GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. stilesii            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. acidilactici        GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. claussenii          GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. cellicola           GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. parvulus            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. damnosus            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
P. inopinatus          GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
L. plantarum           GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
L. reuteri             GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
W. confusa             GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
W. paramesenteroides   GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
L. mesenteroides       GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGCAGGA 
L. carnosum            GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGG-CGTAGGA 
O. oeni                GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGG-CGCAGGA 
O. kitaharae           GCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTATAAAGGGTCGCAGGA 
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L. amylolyticus        AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACGCACCGCTGGTGTACC 
L. acidophilus         AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACGCACCGCTGGTGTACC 
L. delbrueckii         AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACGCACCGCTGGTGTACC 
S. pyogenes            AATTTGAGAGGATCTGCTCCTAGTACGAGAGGACCAGAGTGGACTTACCGCTGGTGTACC 
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S. thermophilus        AATTTGAGAGGATCTGCTCCTAGTACGAGAGGACCAGAGTGGACTTACCGCTGGTGTACC 
S. mutans              AATTTGAGAGGATCTGCTCCTAGTACGAGAGGACCAGAGTGGACTTACCGCTGGTGTACC 
L. lactis              AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACC 
E. faecium             AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACC 
E. durans              AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACC 
E. faecalis            AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACC 
T. halophilus          AATTTGCGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACCTACCGCTGGTGGACC 
E. solitarius          AATTTGCGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACCTACCGCTGGTGGACC 
S. aureus              AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACC 
L. carnosus            AGTTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACC 
L. sakei               AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACC 
P. dextrinicus         AATTTGAGAGAAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
P. pentosaceus         AATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACC 
P. stilesii            AATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACC 
P. acidilactici        AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACC 
P. claussenii          AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
P. cellicola           AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
P. parvulus            AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
P. damnosus            AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
P. inopinatus          AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
L. plantarum           AATTTGAGAGGACCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACC 
L. reuteri             AATTTGAGAGGACCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
W. confusa             AATTTGAGAGGAGCTGCCCTTAGTACGAGAGGACCGGGGTGGACGTACCTCTGGTGTATC 
W. paramesenteroides   AATTTGAGAGGAGCTGCCCTTAGTACGAGAGGACCGGGGTGGACGTACCACTGGTGTATC 
L. mesenteroides       AATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCGCTGGTGTACC 
L. carnosum            AATTTGAGAGGAGTTGCCCTTAGTNCGAGAGGACCGGGGTGAACAAACCGCTGGTGTACC 
O. oeni                AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACC 
O. kitaharae           AATTTGAGAGGATCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACC 
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                       111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
 
L. amylolyticus        AGTTGTCTTGCCA-AAGGCATCGCTGGGTAGCTATGTGCGGAAGGGATAAGCGCTGAAAG 
L. acidophilus         AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGCGGAAGGGATAAGCGCTGAAAG 
L. delbrueckii         AGTTGTCTTGCCA-AAGGCATCGCTGGGTAGCTATGTGCGGACGGGATAAGCGCTGAAAG 
S. pyogenes            AGTTGTCTTGCCA-AAGGCATCGCTGGGTAGCTATGTAGGGAAGGGATAAGCGCTGAAAG 
S. thermophilus        AGTTGTTCTGCCA-AGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAG 
S. mutans              AGTTGTTCTGCCA-AGAGCATCGCTGGGTAGCTAAGTAGGGAGGGGATAAACGCTGAAAG 
L. lactis              AGTTGTTCCGCCA-GGAGCACGGCTGGATAGCTATGTAGGGAAGGGATAAGCGCTGAAAG 
E. faecium             AGTTGTTCTGCCA-AGGGCATTGCTGGGTAGCTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAG 
E. durans              AGTTGTTCTGCCA-AGGGCATTGCTGGGTAGCTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAG 
E. faecalis            AGTTGTTCTGCCA-AGGGCATTGCTGGGTAGCTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAG 
T. halophilus          AGTTGTCGTGCCA-ACGGTATCGCTGGGTAGCTAAGTAGGGCAGGAATAAACGCTGAAAG 
E. solitarius          AGTTGTCGTGCCA-ACGGCATCGCTGGGTAGCTACGTAGGGCAGGAATAAACGCTGAAAG 
S. aureus              AGTTGTCGTGCCA-ACGGCATAGCTGGGTAGCTATGTGTGGACGGGATAAGTGCTGAAAG 
L. carnosus            AGTTGTCGTGCCA-ACGGCATAGCTGGGTAGCTATGTATGGACGGGATAAGTGCTGAAAG 
L. sakei               AGTTGTGCCGCCA-GGCGCATCGCTGGGTAGCTATGTATGGCAGGGATAAACGCTGAAAG 
P. dextrinicus         AGTTGTACCGCCA-GGTGCAGAGCTGGGTAGCTATGTATGGAAGGGATAAACGCTGAAAG 
P. pentosaceus         AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. stilesii            AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. acidilactici        AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. claussenii          AGTTGTTCTGCCA-AGAGCATCGCTGGGTAGCTACGTATGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. cellicola           AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTATGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. parvulus            AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTACGTATGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. damnosus            AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTACGTATGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
P. inopinatus          AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGGGTAGCTACGTATGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
L. plantarum           AGTTGTGCCGCCA-GGCGCATCGCTGGGTAGCTACGTATGGATGTGATAAACGCTGAAAG 
L. reuteri             AGTTGTTCCGCCA-GGAGCACCGCTGGGTAGCTATGTATGGACGAGATAAACGCTGAAAG 
W. confusa             AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGAGTAGCTATGTACGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
W. paramesenteroides   AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATCGCTGAGTAGCTATGTACGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
L. mesenteroides       AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATTGCTGGGTAGCTATGTATGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
L. carnosum            AGTTGTTCCGCCA-GGAGCATNNCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAG 
O. oeni                AGTTGTTCTGCCA-AGAGCACCGCTGGGTAGCTACGTATGGATTAGATAATCGCTGAAAG 
O. kitaharae           AGTTGTTCTGCCATAGAGCACTGCTGGGTAGCTACGTATGGATTAGATAATCGCTGAAAG 
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L. amylolyticus        CATCTAAGTGCGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCTTTG----CAATAGCAGTAAGAC 
L. acidophilus         CATCTAAGTGCGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCATTTCTTCAAGAA-AGTAAGAC 
L. delbrueckii         CATCTAAGTGCGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCATGA-TTTTATATCAGTAAGAG 
S. pyogenes            CATCTAAGTGCGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCATGA-TTTTATATCAGTAAGAG 
S. thermophilus        CATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGAGATTTCCCATAA-CGTTCAGTTAGTAAGAG 
S. mutans              CATCTAAGTGTGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTACCCAT----TCGTAAGAATTAAGAG 
L. lactis              CATCTAAGTGCGAAGCCCACCTCAAGATGAGATTTCCCATTTC-TTTAAGAAAGTAAGAT 
E. faecium             CATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGAGATTTCCCATTTC-TTTAAGAAAGTAAGAT 



8. ANHANG                        201 

E. durans              CATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGAGATTTCCCATTTC-TTTAAGAAAGTAAGAC 
E. faecalis            CATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGAGATTTCCCCTTTC-TAAAAGAAAGTAAGAT 
T. halophilus          CATCTAAGCGTGAAGTCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCATTT--TGAAAGAAAGTAAGAT 
E. solitarius          CATCTAAGCGTGAAGTCCGCCTCTAGATGAGATTTCCCAACT-----TCGGTTATAAGAT 
S. aureus              CATCTAAGCATGAAGCCCCCCTCAAGATGAGACTTCCCAACT-----TCGGTTATAAGAT 
L. carnosus            CATCTAAGCATGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCATTCCTTT-ATGGAAGTAAGAC 
L. sakei               CATCTAAGTGTGAAGCCCCCCTCGAGATGAGATTTCCCATAACGT--AAGTTAGTAAGAC 
P. dextrinicus         CATCTAAGTGTGAAGCCCCTCTCGAGATGAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGAC 
P. pentosaceus         CATCTAAGTGTGAAACTCACCTCGAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGAC 
P. stilesii            CATCTAAGTGTGAAACTCACCTCAAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGAC 
P. acidilactici        CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCAAGATGAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGAC 
P. claussenii          CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCAAGATGAGATTTCCCATTCCATTTATGGAAGTAAGAC 
P. cellicola           CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCAAGATGAGATTTCCCATTCCATTTATGGAAGTAAGAC 
P. parvulus            CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCAAGATGAGATTTCCCATTCCATTTATGGAAGTAAGAC 
P. damnosus            CATCTAAGTGTGAAACTCACCTCGAGATGAGATTTCCCATTCCATTTATGGAAGTAAGAC 
P. inopinatus          CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCGAGATGAGATTTCCCATTTC-TTTATGGAAGTAAGAC 
L. plantarum           CATCTAAGTGTGAAACACACCTCGAGATGAGATTTCCCATTTCCTTCGGGAAAGTAAGAC 
L. reuteri             CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCGAGATGAGATTTCCCATTC--TTTA-TGAAGTAAGAC 
W. confusa             CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCGAGATGAGATTTCCCATTC--AGAAATGAAGTAAGAC 
W. paramesenteroides   CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCGAGATGAGATTTCCCATCTATTTAATA-GAGTAAGAC 
L. mesenteroides       CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCGAGATGAGATTTCCCATCTATTTA-TA-GAGTAAGAC 
L. carnosum            CATCTAAGTGTGAAACTCGCCTCGAGATGAGATTTCCCATTCGTCAG----AAGTAAGAC 
O. oeni                CATCTAAGTGAGAAACTAACCTCGAGATGAGATTTTCCCATTCTTTG----AAGTAAGAC 
O. kitaharae           CATCTAAGTGAGAAACTAACCTCGAGATGAGATTTCCAATG----CAAGA--AGTAAGAC 
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L. amylolyticus        ACCTCAAAGACGATGAGGTAGATAGGCTGGGAGTGGAAGTTCTGCGAAGAATGGAGCGGA 
L. acidophilus         ACCTCAGAGACGATGAGGTAGATAGGCTGGGAGTGGAAGTTCTGTGAAGAATGGAGCGGA 
L. delbrueckii         CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGCCGGGAGTGGAAGAGCCGTGAGGCTTGGAGCGGA 
S. pyogenes            CCCTGAGAGATGATCAGGTTGATAGGTTAGGAGTGTAAGTGTAGCGATACATGTAGCGGA 
S. thermophilus        CCCTGAAAGAAGAACAGGTAGATAGGTTAGAAGTGGAAGTGTGGTGACACATGTAGCGGA 
S. mutans              CCCAGAGAGATGATCTGGTAGATAGGTTGGGAGTGGAAGCGTTGTGAGACGTGAAGCGGA 
L. lactis              CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGCTGGAAGTGGAAGAGTTGCGAGACTTGGAGCGGA 
E. faecium             CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTCAGGAGTGGAAGTACAGTGATGTATGGAGCGGA 
E. durans              CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTCAGGAGTGGAAGTACAGTGATGTATGGAGCGGA 
E. faecalis            CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTTGGAAGTGGAAGGCTAGTGATAGTTGGAGCGGA 
T. halophilus          CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTTCGAAGTGGAAGACCCGTGAGGGTTGGAGCGGA 
E. solitarius          CCCTCAAAGATGATGAGGTTGATAGGTCCGAAGTGGAAGACCCGCGAGGGTTGGAGCGGA 
S. aureus              CCCTCAAAGATGATGAGGTTAATAGGTTCGAGGTGGAAGCATGGTGACATGTGGAGCTGA 
L. carnosus            CCCTGAAAGATGATCAGGTAAATAGGTTCGGGGTGGAAGCATAGCGATATGTGGAGCTGA 
L. sakei               CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGCTAGGAGTGGAAGTACAGCGATGTATGGAGCGGA 
P. dextrinicus         CCCTGAAAGATGATCAGGTAGATAGGCTGAGAGTGGAAGTCTAGTGATAGATGGAGCGGA 
P. pentosaceus         CCCTGAAAGATGATCAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGA 
P. stilesii            CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGA 
P. acidilactici        CCCTGAAAGATGATCAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGCGATACATGGAGCGGA 
P. claussenii          CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTTAGGAGTGGAAGTGCAGCGATGCATGAAGCGGA 
P. cellicola           CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTTGGGAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGA 
P. parvulus            CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTTGGGAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGA 
P. damnosus            CCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTTGGGAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGA 
P. inopinatus          CCCTGAAAGATGATCAGGTAGATAGGTTGGGAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGA 
L. plantarum           CCCTCAGAGATGATGAGGTAGATAGGTTAGAAGTGGCAGTGCGGTGACGCATGAAGCGGA 
L. reuteri             CCCTCAGAGATGATGAGGTAGATAGGATGGAAGTGGAAGTGCCGTGAGGCATGGAGCGGA 
W. confusa             CCCTCAGAGATGATGAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGCGGCGACGCATGGAGCGGA 
W. paramesenteroides   CCCTTAGAGATGATGAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGACGTGCGGTGAC-CATGGAGCGGA 
L. mesenteroides       CCCTTAGAGATGATGAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTTGAGTGATCAATGGAGCGGA 
L. carnosum            CCCTGAGAGACGATCAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGACGTACAGTGATGTATGAAGCGGA 
O. oeni                CCCTGAGAGACGATCAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATGCATGGAGCGGA 
O. kitaharae           ACCTCAGAGACGATGAGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGCAGCGATGTGCGGAGCGGA 
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L. amylolyticus        CCAGTACTAATCAGTCGAGAACTTGACCAAAGCT- 
L. acidophilus         CCAGTACTAATCAGTCGAGGACTTGACCAAAAGCG 
L. delbrueckii         CCGGTACTAATCAGTCGAGGACTTGACCAA----- 
S. pyogenes            CTAATACTAATAGCTCGAGGACTTATCCAA----- 
S. thermophilus        CTAATACTAATAGCTCGAGGACTT----------- 
S. mutans              CCAATACTAATCGCTCGAGGACTTATCCAAAATAA 
L. lactis              CCAGTACTAATCGCTCGAGGACTTTACCAA----- 
E. faecium             CTGATACTAATCGATCGAGGACTTAA--------- 
E. durans              CTGATACTAATCGATCGAGGACTTAACCAC----- 
E. faecalis            CCAATACTAATCGGTCGAGGACTTAACCAA----- 
T. halophilus          CGAATACTAATCGATCGAGGACTTAACCAC----- 
E. solitarius          CGGATACTAATCGATCGAGGACTTAACCAA----- 
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S. aureus              CGAATACTAATCGATCGAAGACTTAATCAA----- 
L. carnosus            CGAATACTAATCGATCGAAGACTTAATCCA----- 
L. sakei               CTAGTACTAATCGGTCGAGGACTTAACCAA----- 
P. dextrinicus         TCAGTACTAATCAGTC------------------- 
P. pentosaceus         CTAGTACTAATCGGTCG------------------ 
P. stilesii            CTAGTACTAATCGATCG------------------ 
P. acidilactici        CTAGTACTAATCGGTCG------------------ 
P. claussenii          CTAGTACTAATCAGTC------------------- 
P. cellicola           CCAGTACTAATCAGCGGACTAGTACTAAT------ 
P. parvulus            CCAATACTAATCGGTCG------------------ 
P. damnosus            CCAGTACTAATCAGTC------------------- 
P. inopinatus          CCAATACTAATCGGTCG------------------ 
L. plantarum           CTAATACTAATCGGTCGAGGACTTAACCAAG---- 
L. reuteri             CCATTACTAATCGGTCGAGGACTTAACCAA----- 
W. confusa             CTAGTACTAATGGTTCGAGGACTTAACC------- 
W. paramesenteroides   CTAGTACTAATGGTTCGAGGACTTAACCAA----- 
L. mesenteroides       CTAGTACTAATAGGTCGAGGACTTAACCAA----- 
L. carnosum            CTAGTACTAATCGGTCGAGGACTTAACC------- 
O. oeni                CTAGTACTAATAGGTCGAGGACTTAACCAAG---- 
O. kitaharae           CTAGTACTAATCAGTCGAGGACTTA---------- 
                           *******                         
                       11111111111110000000000000000000000 

 

8.3 23S rRNA-Sekundärstrukturen der Pediococcus-Typstämme 
 

Die mit der Software Structure Star 1.0 neu generierten 23S rRNA-Sekundärstrukturen der 

neun Pediococcus-Typstämme sind auf den folgenden Seiten dargestellt. Die Sekundär-

struktur der Spezies P. damnosus (DSM 20331T) wurde auf Basis der 23S rRNA-

Sekundärstruktur des Bakteriums Lactococcus lactis (Acc. X68434) aus der der Gutell-

Lab-Comparative RNA Web Site and Project (CRW)-Datenbank (http://www.rna.ccbb. 

utexas.edu/) generiert. Alle weiteren Sekundärstrukturen wurden durch übertragen der LSU 

rDNA-Sequenzen auf die neu generierte Struktur von P. damnosus (DSM 20331T) erstellt. 

Blau-markierte Nukleotide unterscheiden sich von den Sequenzen der jeweiligen Vorgän-

ger-Strukturen. Insertionen sind grün dargestellt. 
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8.4 DNA Fingerprint-Bandenmuster der Pediokokken 
 

Alle SAPD-PCR Ansätze wurden mit Primer G-Not (Tab. 7) durchgeführt (vgl. Kap. 3.8.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D
SM

 2
03

32
T  

B
13

 

B
42

 

B
14

0 

B
14

1 

B
26

6 

B
39

5 

B
42

7 

B
42

8 

B
44

0 

B
44

8 

B
45

3 

B
44

1 

B
44

2 

B
44

3 

B
44

9 

B
45

4 

B
44

4 

B
44

5 

B
46

0 

B
45

7 

M
 

Pediococcus parvulus-Stamm 

B
45

0 

A 

B
47

6 

B
47

8 

B
48

0 

B
48

1 

B
48

2 

B
48

3 

B
48

5 

B
48

6 

B
48

8 

B
48

9 

B
49

0 

B
49

1 

B
49

2 

B
49

3 

B
49

4 

B
49

5 

B
49

6 

B
49

7 

B
49

8 

Pediococcus parvulus-Stamm 

M
 

M
 

B 

B
44

 

B
26

7 

B
39

1 

B
39

7 

B
39

8 

B
39

9 

B
40

0 

B
40

1 

B
40

4 

B
40

5 

B
Pc

 1
49

 

B
Pc

 1
52

 

B
Pc

 1
58

 

B
Pc

 1
84

 

B
44

6 

B
44

7 

B
45

6 

B
45

8 

B
45

9 

B
47

7 

B
48

4 

B
48

7 

B
49

9 

B
70

0 

B
70

1 

Pediococcus parvulus-Stamm 

M
 

C 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.5 Datenmatrizen zur Cluster-Analyse 

8.5.1 Pediococcus-Typstämme 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse der Pediococcus-Typstämme (Abb. 17). 
Gelbild 

Stamm 
A-Not                                                  C-Not 
(Abb. 14 A)                                            (Abb. 14 B) 

DSM 20331T 
DSM 20285T 
DSM 20332T 
DSM 17757T 
DSM 14800T 
DSM 18001T 
DSM 20284T 
DSM 20336T 
DSM 20335T 

000001000111010000101001011100010100100100101000000010000000001011000
000000100101010010001111010101100011000010001000100101000000000111000 
000001001001011001100110110101010110010110010000100000000100010101010 
000001110100011001010010101100111110110011010010000000000001001000101 
100000100001110000110011011101100111001001010101000000000110010111011 
001000001010000101100101010101010011000110000100110100010000011101101 
000100000001011100010010001111010000010101001000101000000001010100111 
001010000001000100101101001111100101010100011101010000001000000111000 
000100100100010100100001011011011011110100111101000000100010000001011 
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Gelbild 
Stamm 

C-Not                                   G-Not 
(Abb. 14 B)                             (Abb. 15 A) 

DSM 20331T 
DSM 20285T 
DSM 20332T 
DSM 17757T 
DSM 14800T 
DSM 18001T 
DSM 20284T 
DSM 20336T 
DSM 20335T 
 

 
Gelbild 

Stamm 
G-Not              T-Not  
(Abb. 15 A)        (Abb. 15 B) 

DSM 20331T 
DSM 20285T 
DSM 20332T 
DSM 17757T 
DSM 14800T 
DSM 18001T 
DSM 20284T 
DSM 20336T 
DSM 20335T 

1010011010010000010001001110010110100111011010100101100011011000 
1001000000010000010001000100110010011011010011101001001010001000 
0110100110010110000010000100101011000101110101110010000011101010 
1100001000101000000100110100011110101101110010111100010001010000 
1100010001010000011101001100001101010100100101100100010100010001 
1110100100010100001011000100101111010100110100010100100100100000 
0110110100101010000000010011000100110011011010101001001011100000 
1010010101010100100000000000000010100101010001101010100100000100 
1011100110101001000000001001000100101101110111010101010000010010 

8.5.2 Oenococcus oeni-Stämme aus Starterkulturen 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse der Oenococcus oeni-Stämme (Abb. 22). 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-A                      C-Not-C                        C-Not-T 
(Abb. 20)                    (Abb. 21 A)                  (Abb. 21 B) 

SK1  
SK2  
SK3  
B70  
B325  
B350  
B352  
B354  
B358  
B359  
B367  
B377  
B378  
VB111(A) 
VB111(B) 
VB222  
VB666  
VBStamm7 
Tegaferm 

010000010110010100001101001000100011000101101100100110100000110011100 
010000000110010010001101001000100011000101100100100110100000110011100 
110000000110010010001001001000100101100101101100100110100100110010100 
000100101110010010001101010110001011101101001010010100100100110011101 
011000000110010010010101000100100011001101100100100110101000110011100 
010000000110010010010101001000100011101101101100100110101000110010100 
010000000100100010011001001000100011100101101100100010100000010010100 
011100010110100100011101001000100011001101101100100110100100110010100 
011100110100100100100010001000110011100101101011111011010110010010100 
011100110110110100100010001000110011101101100111110010100110010010100 
011100000110010100100010011000110011101101100101101010110100010010100 
011100010110110100100010001000110010101101101011111010110010110010100 
011100010110110100100101001000100010100101101001101100100100010010100 
010100000110110010011101001000100011001101101100100100100000010010100 
010100010110100010011010001000100011001011101100100100100000010010100 
010100000110100010011001001000100011001101101100100100100100010010100 
111100100110110010011101011000100011001101001100100110100000010010100 
011000000110100010011001001101100011001101100100100110100000010010100 
010100010110010100011001001000100011100101101100100110100000010010100 

 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-T 
(Abb. 21 B) 

SK1  
SK2  
SK3  
B70  
B325  
B350  
B352  
B354  
B358  
B359  
B367  
B377  
B378  
VB111(A) 
VB111(B) 
VB222  
VB666  
VBStamm7 
Tegaferm 

10100110110010000101100
10100110110010000101100 
10100110110010101001100 
11110010100011100101100 
10100111110010000101100 
11100110110010000101100 
10100110110010100101100 
10100110110010000101100 
11110010110111000101100 
11110010110011000101100 
11110010110010100101000 
11110010110010001001101 
11110010110011001001100 
10101010110010001001100 
10101010110010001001100 
10110010110010001001100 
10110010110010001001000 
10110010110010001001100 
10100110110010001001100 



 

8.5.3 Dekkera / Brettanomyces bruxellensis-Stämme 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse der Brettanomyces bruxellensis-Stämme (Abb. 27). 
Gelbild 

Stamm 
A-Not-C                          A-Not-G                A-Not-T 
(Abb. 26 A)                      (Abb. 26 B)            (Abb. 26 C) 

St.9A   
St.9B   
St.30A  
St.30B  
St.34A  
St.34B  
St.35A  
St.35B  
St.75A  
St.75B  
St.76  
St.115  
St.128  
St.179B 
St.183A 
St.183B 
St.190A 
St.190B 
St.198 
St.199 
St.200 
St.230 
St.238A 
St.238B 
St.243 
St.244A 
St.244B 
St.259A 
St.259B 
St.260A 
St.260B 
St.282 
St.283 
St.295 
St.296 
St.299 
St.153A 
St.253 
St.256 
DSM 70001T 

001101001001001001100101001001000101001100110110110101001001101101101
001011001001010001100101001001000101010101010111111101001001101101101 
001011001001011000100111001010100101011001010110110101001001011011101 
001011001001010110100101001010100101010101010110101101001001011011100 
001010101011011001100101001010100101001101010110101101001001011011010 
001101001011010101100101000111000101001100110110110101001001010111010 
001011001011010101100101000100100101001010110110101101001001011011011 
001101001010101101100101000100100100101010110110101101001001011011010 
001011011100101011011010011100100100100110110110111101001001011011000 
001001001110101001111001010101100101100110101111101101011000011111010 
001011000111101010110110010101000101100111111110100101101001000111011 
001010100100010101110010010101100100101010110110110101001001000000111 
001010100100100010110010010101100100101010110111101101001001011011001 
001011100101101101010100010110000100100110110110101101001001101011001 
001011100101101101010100010110000100100110110110110101001001101001001 
001011000101101001110010010100000101001010110110110101001001101011001 
001010100101100101010010010110100101001100100110101101001001101011001 
001010100100100011010011001010000101001100111110110101001001101011101 
001010100100101010110010010101100101001100110110111101001001101011001 
001010101001001011010010010101000101001100100110101100101001101011001 
001011101000101011010011000100001111101100100010010110101001101101101 
001011101001001101010100010100000111101100110010100110101001101101001 
001011001011010101100100010110000111101100110010110110101001101101101 
001011001001010101100101000110000111101100110010110010101001101011101 
001011001011000101100101001110100111101100100110000110101001101011100 
001011001001010001100101001100100111101010101110001110101001101001010 
001011001011010001100101000110100111101010100010001110101001011011010 
001011001011010101100100010110100111100110100001000110011001011011011 
001011001001010001010100010101100111100110101001001110011001011001010 
001011001001001101010010010101010111100110010011001110101000111011010 
001011001000100100110010010111000111100110011001001110101000111011010 
001011000100100110110010010111010111100110100001001010101001011011010 
001011000100100110110010010101000111100110101101001110101001011011010 
001011000100100111010010011101010111101010101010001110101001010101010 
001011000100100110110010010101010111101010100110010110101001011001010 
001011000100101011010100011101010111101010101010010110111001001001010 
001011001001001011010010010100000111101010101010001110101001011011010 
001011001100101001111010001101000110101010100010101111101001011011000 
001011001100101001111010001101100110101010100010101110101001011011000 
001011001010100100110010000100000011101010100110000110101001101001100 

 
Gelbild 

Stamm 
A-Not-T 
(Abb. 26 C) 

St.9A   
St.9B   
St.30A  
St.30B  
St.34A  
St.34B  
St.35A  
St.35B  
St.75A  
St.75B  
St.76  
St.115  
St.128  
St.179B 
St.183A 
St.183B 
St.190A 
St.190B 
St.198 
St.199 
St.200 
St.230 
St.238A 
St.238B 

00110111011011000010
00110111101101000010 
00001111101001000100 
10010111101001000100 
00101111011001000100 
10110110101001000010 
00010111101011000100 
10001111011001000010 
11101111011010110011 
11011011001010010010 
00101011011011000010 
00010111011111000100 
00101111011011000010 
00010111101011000000 
00110111001011000100 
01001011001001100100 
00110111101011000100 
00110101001011000010 
00110111101001000100 
00010111101011001000 
01010111011001000000 
01010111001010100001 
01010110101011000001 
01010111011011000010 



 

St.243 
St.244A 
St.244B 
St.259A 
St.259B 
St.260A 
St.260B 
St.282 
St.283 
St.295 
St.296 
St.299 
St.153A 
St.253 
St.256 
DSM 70001T 

10010111011010100010
11010111000110100010 
11001111001010110010 
00001111001111010010 
11001110110110100010 
01001111010111000010 
01001110110111000010 
10101110101111000010 
11101111011011000010 
00101111010110100010 
00101111001011000010 
01000111000110100010 
01010111010111000010 
11001111011011000010 
11000111000100100100 
01010111010100100010 

 

8.5.4 Hefe-Stämme unterschiedlicher Gattungen 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse von Hefen unterschiedlicher Gattungen (Abb. 31). 
Gelbild 

Stamm 
A-Not                                                G-Not 
(Abb. 29)                                   (Abb. 30 A) 

KOH1  
KOH2 
KOH3 
KOH4 
DSM 70449T 
DSM 70412T 
DSM 6580T 
Hefix 2000 
1272 
Oenoferm 
Anaferm 
Primusvin 
IOC 
1543 
1615 
1635 
DSM70001T 
St.30A 
St.34A 

000010110001100010010100100101011110110100100011000000000111001110110
000010110001100010010100100101011110110100100101000000000111001110110
000010110001100010010100010011011110110100100101000000000111001110110
000010010001100000010100010011010110110100100101000000000111001100110
000010101101100110010100010011011010110100000100000000000111011101010
001000011101100010101101000101101011010010100100001001010011111110000
100000000111010000101011000101011110101001000100000000011010011101000
000010011000110001001010010010010100110010010010000000000111001001010
000010001000110001001100010011010100101010000010000000000111001011011
000010011000110001001010010011011101101100100011000000000111000111011
000010011000110001001010011010011101101010000011000000000111001011011
000010011000110000001010010010011101101010100011000000000111001011011
000010011000110001001010010100010101101010001010000000000111011001011
000000001001000101000101000101110110011011000000100000000000000110000
000000001001000101000101000101010110011011001000100000000000000110000
000000001001000101000101000101110100111010101001000000000000000110000
000001000010101011011110101101110101001000010001000100000011001010100
000001110010011011011010111001110100101100010011000100000011001001100
000001110010011011011010110101110100101000010011000010000011001010101 

 
Gelbild 

Stamm 
G-Not                         T-Not 
(Abb. 30 A)                   (Abb. 30 B) 

KOH1  
KOH2 
KOH3 
KOH4 
DSM 70449T 
DSM 70412T 
DSM 6580T 
Hefix 2000 
1272 
Oenoferm 
Anaferm 
Primusvin 
IOC 
1543 
1615 
1635 
DSM70001T 
St.30A 
St.34A 
 

 
 
 
 
 
 



 

Gelbild 
Stamm 

T-Not  
(Abb. 30 B) 

KOH1  
KOH2 
KOH3 
KOH4 
DSM 70449T 
DSM 70412T 
DSM 6580T 
Hefix 2000 
1272 
Oenoferm 
Anaferm 
Primusvin 
IOC 
1543 
1615 
1635 
DSM70001T 
St.30A 
St.34A 

100011101 
100011101 
100100101 
100011101 
100011101 
010010100 
010100010 
100010101 
100011101 
100011101 
100010101 
100100110 
100100110 
010010011 
011010011 
011010101 
010000101 
010000010 
010000100 

 

8.5.5 Brettanomyces bruxellensis- und Pediococcus parvulus-Stämme aus denselben 

Weinproben 

 
Datenmatrix zur Cluster-Analyse mit Pediococcus parvulus (Abb. 36) 
 

Gelbild 
Stamm 

A-Not-C         A-Not-G          A-Not-T 
(Abb. 32 B)     (Abb. 33 A)      (Abb. 33 B) 

B440(9) 
B441(30) 
B442(34)  
B443(35)  
B444(115)  
B445(128)  
B447(153)  
B482(260)  
B701(299) 

00101010100111011011110101010000011011010011011111001000 
00101110100111011111100101010010110011011011011111001000 
00101110100111011011110101010010110111110011011111001000 
00101010100111011011110101010010110111110011011111001000 
01101010100111011111010101010010001111111011011111001000 
01100110100111011111010101010010001111111011011111001000 
10100101010101011011110001010010000011110011011111001001 
01010001110101011011111101010010100011110011011111001000 
01010101101101011011110101010010110011110011011111001001 

 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse mit Brettanomyces bruxellensis (Abb. 36) 
 

Gelbild 
Stamm 

A-Not-C                          A-Not-G                A-Not-T 
(Abb. 34 B)               (Abb. 35 A)            (Abb. 35 B) 

St.9A 
St.30A 
St.34A 
St.35A 
St.115 
St.128 
St.153A 
St.260A 
St.299 

001101001001001001100101001001000101001100110110110101001001101101101 
001011001001011000100111001010100101011001010110110101001001011011101 
001010101011011001100101001010100101001101010110101101001001011011010 
001011001011010101100101000100100101001010110110101101001001011011011 
001010100100010101110010010101100100101010110110110101001001000000111 
001010100100100010110010010101100100101010110111101101001001011011001 
001011001001001011010010010100000111101010101010001110101001011011010 
001011001001001101010010010101010111100110010011001110101000111011010 
001011000100101011010100011101010111101010101010010110111001001001010 

 
Gelbild 

Stamm 
A-Not-T 
(Abb. 35 B) 

St.9A 
St.30A 
St.34A 
St.35A 
St.115 
St.128 
St.153A 
St.260A 
St.299 

00110111011011000010
00001111101001000100 
00101111011001000100 
00010111101011000100 
00010111011111000100 
00101111011011000010 
01010111010111000010 
01001111010111000010 
01000111000110100010 



 

8.5.6 Mäuse 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse der Labormäuse (Abb. 42). 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-A                                                  C-Not-C 
(Abb. 41 A)                                       (Abb. 41 A) 

A 
B 
2 
3 
5 
6 
7 
8 

110000100111100000100000110000000000000110000100000100000100110100000
110000000111100000100000110000000000000110100100000100000100100100000 
110000000111000000000100110000100000000110100100000100000100100000000 
110000000111100100000110110100000000000110100000000100000100100100100 
110000000111100100000110110000000000000110000100000000000100100000100 
110000000111000000000000110000100000000110000100100100100000100000000 
110000100111100000110000110000000100100110000100100100100000100000000 
110100000111100100000110110000000000110110000000000000000100100100100 

 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-C                                   C-Not-G 
(Abb. 41 A)                        (Abb. 41 B) 

A 
B 
2 
3 
5 
6 
7 
8 

110100110110000000111100000100000000000100000000001001000001101101111
110100110110000000111100000100000000000100000000000001000001101101111 
110100110110000000111100000000000000000100000000000001000001101101111 
111110110110000000111100100000100000100000001000000000001100001101111 
111110110110000000111100100000100000000000000000000000000001001101111 
110100100110100000111100000000000100000100000001001001000001101101111 
100100100110000100111100000100000000000100001000001001000001101101111 
111110110110100000111100000000000000000000000001000000001101101101111 

 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-G                C-Not-T 
(Abb. 41 B)           (Abb. 41 B) 

A 
B 
2 
3 
5 
6 
7 
8 

100000000000001100001001001001001111100001001000001111100001001001001 
100000000000001100001001001001001111100001000000001111100001001001001 
000000000000001100001001000001001111000001001000001111100001001001000 
100001000001001001000001000001001111100001001000001111101000001001001 
100001001001001001000001000001001111101001001001001111100001000001001 
101000000000001100001001000001001111001001000000001111101000001001000 
101000000000001100001001000000001111000001001000001111001000001000001 
100001000001001001000001000001001111100001000000001111101100000001001 

8.5.7 Menschliche Individuen 

Datenmatrix zur Cluster-Analyse mit menschlichen Individuen (Abb. 44). 
Gelbild 

Stamm 
A-Not-A                                                   A-Not-G 
(Abb. 43 C)                                               (Abb. 43 D) 
 

EI♀ 
K2I♀ 
K1I♂ 
EI♂ 
EII♀ 
K1II♀ 
K2II♀ 
EII♂ 
Z1♀ 
Z2♀ 
A3♀ 
A1♂ 
A2♂ 

000100000000000111000110111100100100000000100100110110000000000100100 
000100000000000111000110110100100100000000000100110110000000000100100 
000110000100000111000110110100100100100000000100110110000000000100100 
000110000100000111100110111100100100000000000100110110000000000100100 
000110100100000111100110110000100100100000000100100000100000000100100 
000100000000000111000110110000100100000100000100110110000000100100100 
000100000100000111000110110000100100000000000100110000000000100100100 
000100100000100111110110110000100100000000000100100110000000100100100 
000110000000000111000110110000100100000000000100000100000000100100100 
000110000000100111000110110000100100000000000100000100000000000100100 
100110000000000111000110110000100100000000000100000110000100000100100 
000000000000100111000110110000100100000000000100000110000000000100100 
000000000000000111000110110000100100000000000100000110000100000100100 

 
Gelbild 

Stamm 
A-Not-G                                                  C-Not-G 
(Abb. 43 D)                                             (Abb. 43 E) 

EI♀ 
K2I♀ 
K1I♂ 
EI♂ 
EII♀ 
K1II♀ 
K2II♀ 
EII♂ 
Z1♀ 
Z2♀ 

111110000100000100000110000100111100100100100000000000000110000000110 
111110000100000100000110000100111110100110100000000000000110000000100 
111110000100000100000110000100111100110100100000000000000110000000110 
111110000100000100000110000100111110110110100000000000000110000000100 
111110100100000000100110000100111100110110110000100000000110000000100 
111110000000100000100110000100111110100100100100000000000110000000100 
111110000000100000100110000100111100110110110000100000100110000000100 
111110000100100000100110100100111110100110110000000000000110000000100 
111110000000100000100110000100111110100110110000000000000110000100110 
111110000000100000100110000100111110100110110000000000000110000100110 



 

A3♀ 
A1♂ 
A2♂ 

100110000100000000100110000100111110110110110000000000000110000000110 
111110000110000000100110000100111100000000110000000100000110000100110 
111110000100000000100110100100111110110100100000000000000110100100000 

 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-G                                C-Not-A 
(Abb. 43 E)                            (Abb. 43 F) 

EI♀ 
K2I♀ 
K1I♂ 
EI♂ 
EII♀ 
K1II♀ 
K2II♀ 
EII♂ 
Z1♀ 
Z2♀ 
A3♀ 
A1♂ 
A2♂ 

000100000000110110110000000110000100100100100000100100100111000100100 
000000000000100110110000000110000100100100100000100100100111000100100 
000100000000100110110000000110000100100100100000100100100111000100110 
000100000000100110110000000110000100100100100000100100100111000100110 
000100000000100110110000000110000100100100100000100100100111100000110 
000000000000110110110000000110000100100100100000100100100111100000110 
000000000000110110110000000110000100100100100000100100100111100000110 
000000000000110110110000000110100100100100100000100100100111100000110 
000000100100110110110000100110110100100100100000100100100111000100110 
000000110100110110110000100110110100100100100000100100100111000100110 
100000000000100110110110000110000100100100100000100100100111000100110 
100000000000110110110100000110100100100100100000100100100111100000110 
000110000000110110110100000110000100100100100100100000000111100000110 

 
Gelbild 

Stamm 
C-Not-A 
(Abb. 43 F) 

EI♀ 
K2I♀ 
K1I♂ 
EI♂ 
EII♀ 
K1II♀ 
K2II♀ 
EII♂ 
Z1♀ 
Z2♀ 
A3♀ 
A1♂ 
A2♂ 

110110000000111000110110000100100100100100100000 
110110000100111100100110000000100100100100100100 
110110000000111100100110100100100100110110000000 
110110100000111100100110100100100100100100100000 
110110000000111100100100100100100100100100100100 
110110000000111100100100100100100100100100100000 
110110100000111000100100100100100100100100100100 
110110000000111100100110100100100100100100100100 
110110100000111100100100100100100100100100100100 
110110100000111100100100100100100100100100000000 
111000100100100100100100100100100000100100000000 
111000100110100100100100100100100100110110100100 
111000100110100100100100100100100000110110000100 

 

8.6 Gensequenzen zum Generieren der Primer für die SCAR-PCR. 
 

Die zu den (nested) SAPD-PCR-Primer komplementären Bereiche wurden grau hinterlegt. 

Die Bindungspositionen der SCAR-PCR Primer wurden rot dargestellt. 

 
Sequenz von Pediococcus parvulus (Klon PPA2) (394 bp) 
AGCGGCCGCGTCGCATGAATCACTTTTCGCTCAAATGCGGGCGTGGGATCCAAGAAAACTGGTTCACCAGTTGCCACAACCTCACG
AGCTGTATTTTCGGCCAAGTGTTGCAACGTTTCTGTCCGTCGTTCACGGTAATTTTCAACATTCAATTTTACATTGGCATGTGAAA
TGCCGCGATGTAGCAAAAATACTTGAGCTAAAGTTTGTAGTGCGTTAATTGTTCGACCATGCTTCCCAATTAGCATGCCCTCTTGC
TCAGTTCTGAGCTCTATTGAAACGTCACGATGATGAAATTTACTTGTTGAAGTAGCTTCAATTCCCAACTGGGTCACAATCTTTGC
CAAATATTCCTGCATTTGAGAAACAATTTCTTCATTCAAACGCGGCCGCT 

 
Sequenz von P. pentosaceus (Klon PPE7) (527 bp) 
AGCGGCCGCGAATTCGCCCTTAGCGGCCGCCGTCTGGACGGGTTCTGCAGTGAATCTCTCACATTGGGTGGCTCATACCACCAGCC
CTGCAATTGCTAATCACGTGATGGGAACGGTTTTAGTTTTATACGGAGTTTCAGTAGCTTTTTTGACCATGCTTTTATCGCGTCAT
TTGGATTGGGCTCGTTTTGCCCGCAACATTTTATTTGTTGTACCGTTTAGTTATCTCGTCCAATGGTTCACCCCTTTTTGGAGTGA
TACTTTAAAAATCAGCCAGTTGCAAGCTAATTTTCAACATCCTTGGCAGCTTTTAACTTCTGTTATTCTGGATATTATTGGTTTAT
TGGGCGTGGCTGTAGCTGTTTCACTCTATCAACGGGCAAATTTGATTATGCATCCCAACGATGATCTTTCCTACATTCTACGTTTT
AGATATCTTCACGGTTTAGCCTCAGTTTCACAATGGGCTAGTTATGTCCCACCACTTATCATCACCGCTCTTAGCTGCTTTGCTAA
CGGCGGCCGCT 

 
Sequenz von P. damnosus (Klon PDA11) (712 bp) 
AGCGGCGCCCGCAACCAGGCCACCCATTAGCGATTTTAGCAACGGGCGCTTATGGGTATTCAATGGCTTCAAATTATAATCGCAAT
CCAAGACCAGCAGTGGTATTTGTCGAAAATGGGCAGTCTAAACTGGTGGTTAAACGGGAAAGTTACGAGGATTTAGTTCGTCTGGA
TCAAGATTTTATTTAGATACTTGAATGCCATATAATGTAAGAAGAGAAAAATGTTTTAAAGTTGGCTTAATTAAACAAACTTAAAG
TAGAAAAGCAACGAAATTTGAAGGGTAGGCTCAAGATATGGCAAAATTAGATGCACGCGAAATTATTGATTTTATTAGTAATTCTA
AAAAGAAAACAGCAGTTAAAGTATATTTGAAAGGTGATTTAGCCAAACTTGATTTTCCTGCTAGTATTCAGAATTTTGTAGAAACA



 

AAAGCTGGAACCATTTTTGGTGATTGGGCAGATGTTAAGCCATTTCTTGAGGCAAACAAGGCCGTGATTGATGATTACGTGGTTGA
AAACGATGGTCGCAATACCGCCATGCCATTGTTGGATACTAAGAACGTGAATGCCCGCATTGAACCAGGTGCGATCATTCGTGATC
AGGTGGTCATTGGCGATAATGCCGTTATTATGATGGGTGCTTTAATTAACATTGGTGTTGAAATTGGCGAAGATACAATGATTGAT
ATGGGCGTTGTCATGGGCGGCCGC 

 
Sequenz von P. inopinatus (Klon PIN8) (668 bp) 
GCGGCCGCCTATCTACAAAATACCGATAGCTATCCTTACAATGTGCATCGGCTAGATCAACAAACAAGCGGTGCTATTCTGGTAGT
TAAGAACCCGGTTTTAATTCCTATCTATAATCGTTTTATTAAAACAAAGGTTGTGCATCGAACCTATCTTGCCGTTGTACAAGGTA
AATTTCAGCACGCACACGGCATTATTTCACTGCCTATTGGTGAAACCTTGGCTGACAAGCGCAAACGTGTGGTGAACGGCACACAG
GCCGCCATGGCTGTGACAGAATTTAAGGTTCTCAAAGAAACTGACCATCAGTCGTTAGTAGAAGTTCAATTACAAACCGGGCGCAC
CCACCAAATTCGTGTGCACTTTGCGAGCTTAGGACACCCAATTATTGGCGATCCGTTGTATAATCCTAAGTATCACTCTGGTGAAC
GATTGGCTTTACACTCTTGGAAAATCGAATTTCCACTTCCTTTTTCAAACGAAACTAAATGCGTAACCGCTCCGATTCCTGATTAT
TTCCAGTTTGAAAAATAGTTTTATAGAAAGAAGATTCTGACTTTGGAAAATAACAAAACCTTACATTTACTGACGCACCACCGATC
CATTCGCCATTTTAAAAACCAAGCCTTATCTGCAGACGTTATTCACACTTTATTAGAGGCGGCCGC 

 
Sequenz von L. hilgardii (Klon LBH9) (815 bp) 
AGCGGCCGCTCACCGTCGAAGTATTTGTTTCGGTATTCTTTCATTTAAGTCGTCCCTTCCTTGGTAATGTGCTTGCTAATTGAATA
TATGTTTATGGTAACCCTAATCAGATGATCGTGTTACATGGGATATGGGGATGGACTGGGATCTTTTTGTGGACATGGTTAAATGA
CCGAACTTTAAAAAGGATATGGGGAGAAAAGTTCATGCTTTACTAAAAATAGTTGGATTATAGCCTTGAAATAAGTTATTATAATA
GATATAAACGAACTATATGTAAACAAACACAATAATTATTCGCATTTAGGAGGATGAATTCGATGCATTGGCTGGCAGATTTTCTC
GCCGCAATTGGTGTGGTGCTAAACGGCATTCCTCAGGGAATTATGGCGATGACTTTGGGATTTGCGGTTTTTCCCACAACATTTTC
GTTTGTTTTTGCTTCAGCAGTTAACGGAGCGTTCGGCTCTGTCGCACCCATTTCGTTTCAAGCGGAGTCTTTGGCATTAACGGGAA
ATTTGGGTGAGACAACCCGTGAACGTACCTCGATTATCTTTGGCGGATCATTGATTATGGCGGTTATTGGGGTAACCGGTACCTTA
ACAAAAATCGTGGACGTACTTGGGAACAGTATTATGGCTGGGATGATGGCAGGTGTTGGTATCATGTTGGCTAAGATCGCTGTTAA
TATGGCTCGAAAGGAACGGATCGCTGGATTGTCGTCCATTGCGATTGCCATTTTGACTTATTTGTTCACTAAAGATTTGGTCTGGA
CAATTGCCCTCTCGGTGATTGGGTCAAGTTTAGCGGCCGCT 

 
Sequenz von Pediococcus acidilactici (Klon PAC2) (914 bp) 
AGCGGCCGCGTATGATGGACAGACTCCCTGGGACCGGACGGCATTTGCAAACGAGCTAAGAAGAAAGGTCGACCGGTTATACTTGG
TGATTCGCCATAATGACCAGTTGATGGGCTTTATTGGGGCTTCATTTAACGACCGGGCGAAGAATGCCCACATTACCAACGTGGCC
ATTCTTCCCGAATACCAAAATCAAGGGATTGGTTCGTTTTTAATTGAAGCAATTGTGCGGAAGGCCCAGTTTATTGAGTATAAGAA
GGTTACCTTAGAGGTGCGGAAGAGTAATATTAATGCCCAGGCGTTATATTTGAAGATTGGTTTTGAAAACGTCGGTTTGAAAAAGG
GCTATTACTTTGGTGACCATGAGGACGCCATCGATATGCAACTAGATTTATCGAAATGGCGGGGAGGATATCGTGGAACAAGATAG
TTTAATATTAGCAATCGAATCCAGCTGCGATGAAACTAGCGTAGCGGTTATTAAAAATGGTGACACTATTTTATCAAACATCATTG
CCACCCAAATTGACAGTCACCAACGGTTTGGCGGGGTGGTTCCAGAAGTGGCTAGCAGACACCACATTGAACAAATCACCCTGTGC
ATTGACCAAGCAATGAAACAAGCACAAGTCCAGCCAACGGACCTAAGTGCAGTGGCGGTTACTTACGGACCTGGACTAGTGGGTGC
CCTCTTAGTAGGGGTTTCTGCGGCGAAGGCCTTTGCGTTTGCAAATCATTTGCCATTGATTCCGGTTAACCATATGATGGGACATA
TCTACGCAGCTCGGTTCGTCAAACCAATTAAATTCCCTGCTTTAGCGTTGCTAGTTTCCGGAGGACATACCGAACTAGTATATATG
GCAGCGGAAAATGAATTTAAGATTATTGGCGAAACACGTGACGACGCGGCCGCT 

 
Teilsequenz von L. mesenteroides (Klon LEU30B) (1834 bp) 
AGCGGCCGCAAACTGATACAGAGTTCTTAGCGATCTCTGGTGTGGGTGAAAAGAAGTTTGAAATTTATCATAATGATTTTGCAAAG
GTTATTAATGATTTTATTGTAGTTTAATCATAAACGTATTGACAAATATTCATAATTATCTTAAGGTATTATTAGGATATTAAAAT
CGTTGAAGCGAAGAGTAGATAACGAGCGGAAATTCAAGCGAGTCAGGATAGTGGAAGCTGACATGAAGCAGTTTATTGAAGATGAA
CGTGGATGATATCGTGAGATTTAAGTTGTTAAGTTTCGCGGTCGGTTAGCGCCGTTACAGTATGAGAGCATGTATTATGCTAAATC
TGGGTGGTACCACGTTTTTTACGTCCCTGTTAATCTGTATGATTAACAGGGATTTTTTGTACTTCTTACGATTTTTATAACCTACT
AGAAAGCCATTAATAAGATGACCGAGGAACTGAAAATGACAAACAATCATTTAGTGTTACAAACAGATTTTGGATTACAGGATGGT
GCGGTAAGCTCCATGAGAGGTGTTGCCTACAATGTTGCCGATAACATTGTCGTTAGTGATTTAACACATGGTATCACGCCATTTAA
TATCTTTGAAGGGTCGTTTCGCTTGTTTCAAACTTTTGACTATTGGCAACCGGGCACAGTTTTTGTATCTGTTGTCGACCCTGGGG
TTGGCTCAAAACGTTTGTCAGTAATTGCCAAGACGACAGCTGGCCACTATATTGTGACACCAGATAACGGCACTTTATCGCATCTA
TTATCTAATGATTTAATCAAAAGTGTACGTGTGATTGATGAAACAACACAACGCCTTCCCGGTTCAGAAAAATCATCAACATTTCA
TGGGCGTGATATTTATGCTTATAATGGGGCTAAATTAGCTAGTGGACAAGTAGTATTTGAAGACTACACA...GTGGTCATGGGTC
TTAGCTGATGGTGTGTTTGGACTATTACTTGGTTTGAGTAAAAGATTCTTGGACCTCGAGGGCGGGGATCTTTCAACAAAAAAGTT
AGTTCAGTTTAATGTTTGGCAAATAATTGCTAACGTTATTGCATGGTTGATTGTTGCGCCAATCGGCGATATATTAATATACAAAC
AGCCAGCTAGTAAGGTATTCTTACAGGGCGCAGCGGCAACAATTGTTAACATTTTGTCTGTCGCTATTATTGGCTCTATTTTACTA
GTGGCCTATGTCAAGTCACGTCCTAAGAAGAGCTCATTGCGTAGTGAATAAGTAGCCACGGGTTACGTACATAGGGGAAAACATGG
TAGAACCATTTATTGATTTTCAACATGTGACATTTAAATATCACGCGCAATCTGAACCGACGTTACATGATGTGAGTTTTCAAATT
TATCCTGGTGAAAAAGTTTTAATAGCCGGTGCATCTGGTTCGGGTAAAACAACATTACTGCGTTTACTGAATGGTTTAATTCCGCA
AGCCTATCAAGGGGATATTACTGGTGAACTGACAATTAATGGTAAAAAGATCCTAAATCAGTCGTTGTTTGACCTATCTTTGCAAG
CTGGTACTGTTCTTCAGGATTCTGATGCGCAATTTGTGGGCATGACGGTCGCCGAAGATATAGCTTTTTCTCTTGAAAATGATAAT
CAGCCGATAAAAATTGTCAGAGAAAAAGTCGCTAAATGGGCCAATCGATTTGGGTTAGGAAAACGTTTGACGTTGGCACCGCAATC
ATTGTCTGGTGGCCAAAAACAACGTACTGCTATGGCAGGTGTTTTGGTTGATGAAGGGGATCTATTGTTATTTGACGAACCATTGG
CTAGTCTTGATCCAGCTGCTGGTGCGGCCGC 

 


