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1 EINLEITUNG

Wein gehort zu den altesten Kulturgiitern der Menschheitsgeschichte und archdologische Funde deuten
darauf hin, dass in China bereits 7000 v. Chr. fermentierte Getranke hergestellt wurden (McGovern et al.,
2004). Der Beginn des aktiven Weinbaus wird von Historikern auf etwa 6000 v. Chr. datiert. Aus dieser
Zeit gibt es im friiheren Mesopotamien erste Belege dafiir, dass Trauben speziell fir die Weinbereitung
gepresst wurden (McGovern et al., 1997). Die Erforschung der biochemischen und mikrobiologischen
Grundlagen der Weinherstellung begann jedoch erst viele Jahrtausende spater. Der chemische Ablauf
der alkoholischen Garung konnte im Zeitraum zwischen dem Ende des 18. und Anfang des 19.
Jahrhunderts insbesondere durch Arbeiten von Antoine Laurent de Lavoisier (1789) und Joseph Louis
Gay-Lusac (1815) aufgeklart werden (Barnett, 1998). Erst einige Jahre spater konnten Charles Cagniard-
Latour (1838), Friedrich Traugott Kitzing (1837) und Theodor Schwann (1837) unabhangig voneinander
nachweisen, dass Hefen flr diesen Prozess verantwortlich sind. Vor allem die Untersuchungen von Louis
Pasteur lieferten wichtige Erkenntnisse beziiglich der Bedeutung der Mikroorganismen wahrend der
Fermentation (Konig et al., 2013a). Ausgehend von diesen und weiteren Arbeiten in der Vergangenheit
stellt sich die Weinbereitung heutzutage als ein Prozess dar, an welchem eine komplexe mikrobielle Flora

aus Hefen und Bakterien beteiligt ist.

1.1 Hefen in der Weinbereitung

Der Traubenmost als Ausgangssubstrat der Weinherstellung stellt aufgrund der hohen
Zuckerkonzentration, des niedrigen pH-Werts und des Gehalts phenolischer Verbindungen ein
anspruchsvolles Habitat fiir Mikroorganismen dar. Weiterhin dndert sich die Zusammensetzung des
Mosts im Verlauf der Fermentation. Neben der schnell eintretenden Verminderung des Sauerstoffgehalts
nimmt im Zuge der alkoholischen Garung der Zuckergehalt ab, wahrend Ethanol gebildet wird. Viele
Hefen weisen eine Toleranz gegeniiber diesen Umweltbedingungen auf und haben daher einen
Wachstumsvorteil, wodurch sie die dominierende Gruppe an Mikroorganismen wahrend der
Weinbereitung bilden (Bisson & Joseph, 2009). Bisher konnten etwa 100 verschiedene Hefearten, die
Uber 20 unterschiedlichen Hefegattungen zuzuordnen sind, auf Trauben, im Most und im Wein
identifiziert werden (Konig et al.,, 2013a; Renouf et al., 2007). Die Zusammensetzung der Hefeflora
variiert zum einen deutlich in den verschiedenen Phasen der Weinherstellung, zum anderen haben aber

auch weitere Faktoren einen groBen Einfluss auf die Diversitdt der Hefen. So sind das Klima und der
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Zustand der Trauben im Weinberg, die Hygiene und Beschaffenheit der Gerate und Fasser im Weinkeller,
sowie die Verwendung kommerzieller Starterkulturen wahrend der Fermentation diesbeziiglich wichtige
EinflussgroBen (Bisson & Joseph, 2009).

Zahlreiche Studien beschaftigen sich weltweit mit der Vielfalt der im Weinberg auf den Weintrauben
vorkommenden Hefen. Auf unreifen Trauben kommt nur eine geringe Zahl an Hefen vor (10 - 10° KBE/g).
Die Population steigt jedoch wihrend des Reifungsprozesses auf 10 - 10° KBE/g an (Fleet, 2003). Die
dominierenden Hefen auf der Oberflache von Trauben lassen sich den Arten Candida stellata, Candida
zemplinina, Hanseniaspora uvarum und Metschnikowia pulcherrima zuordnen (Bisson & Joseph, 2009).
Ferner wird das Vorkommen vieler weiterer Arten, die unter anderem den Gattungen Candida,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Lachancea, Metschnikowia, Pichia, Torulaspora und Zygosaccharomyces
angehodren, beschrieben. Dabei scheint die Zusammensetzung der Hefeflora neben weiteren Einfllissen
vom Reifegrad und Gesundheitszustand der Trauben abhadngig zu sein (Barata et al.,, 2012a;
Prakitchaiwattana et al., 2004). Arten der Gattung Saccharomyces, die wahrend der alkoholischen
Garung von Bedeutung sind, kommen auf Trauben nur in geringer Zellzahl vor (< 10 - 100 KBE/g) und
konnten in einigen Studien gar nicht nachgewiesen werden (Fleet, 2003).

Nach der Lese kann es bei der Verarbeitung der Trauben zu einer Kontamination mit weiteren
Mikroorgansimen kommen. Hefen, die auf Geraten, in Leitungen und Fassern im Weinkeller vorkommen,
werden als Kellerflora bezeichnet und stellen eine wichtige Infektionsquelle fiir den Most dar (Bisson &
Joseph, 2009). Hier spielen vor allem Saccharomyces-, aber auch Candida-, Cryptococcus- und
Brettanomyces-Arten eine entscheidende Rolle (Renouf et al., 2007; Martini, 2003; Loureiro & Querol,
1999). Folglich besitzt der Most zu Beginn der Fermentation eine komplexe Hefeflora, die sich aus den
Hefen der Trauben, der Kellerflora und gegebenenfalls zugesetzten Starterkulturen zusammensetzt.
Hierbei werden sogenannte ,wilde“ Hefen (Nicht-Saccharomyceten) und ,echte” Weinhefen
(Saccharomyceten) unterschieden. Die Wildhefen kommen im frisch gepressten Most in deutlich
groRerer Zellzahl vor als die Weinhefen, wobei ihr Zelltiter bis zu tausendfach héher sein kann (Dittrich &
GroBmann, 2005). Aus diesem Grund leiten sie zunachst die Garung ein und kdnnen bis zu einer
Zelldichte von 10° - 10’ KBE/ml heranwachsen (Fleet, 2003). Im Verlauf der Garung sinkt ihre Population
jedoch infolge des steigenden Ethanolgehalts, wenn dieser eine Konzentration von etwa 4%
Uberschreitet. Saccharomyceten kdnnen sich nun aufgrund ihrer hohen Ethanoltoleranz durchsetzen und
die Fermentation fortfiihren. Sie stellen bis zum Ende der alkoholischen Gadrung die dominierende
Gattung dar und oft kdnnen zu diesem Zeitpunkt kaum noch andere Hefearten isoliert werden (Bisson &

Joseph, 2009).



Einleitung

1.2 Die Gattung Saccharomyces

Die Entwicklung neuer Differenzierungsmethoden, sowie die Isolierung neuer Stamme haben dazu
gefiihrt, dass im Verlauf der letzten 100 Jahre zahlreiche taxonomische Veranderungen innerhalb der
Gattung Saccharomyces stattfanden. Die verschiedenen Arten weisen untereinander sehr enge
Verwandtschaftsverhaltnisse auf, weshalb sie bis vor einigen Jahren als Saccharomyces sensu stricto -
Komplex (lat. im strengen Sinne, urspr. bezogen auf den direkten Zusammenhang mit
Fermentationsprozessen) bezeichnet und einer zweiten Gruppe, dem Saccharomyces sensu lato -
Komplex (entfernt verwandt mit S. cerevisiae) gegeniber gestellt wurden (Rainieri et al., 2003). Die Arten
des ehemaligen S. sensu lato - Komplexes wurden aufgrund neuer Erkenntnisse in andere Gattungen
eingeordnet. So wurde beispielsweise S. kluyveri der Gattung Lachancea sowie S. castellii der Gattung
Naumovozyma zugewiesen, wahrend S. exiguus und S. servazzii derzeit der Gattung Kazachstania
angehoren (Hittinger, 2013; Kurtzman, 2003). Daher besteht die Gattung Saccharomyces gegenwartig
aus den Vertretern des ehemaligen S. sensu stricto - Komplexes. Die taxonomische Stellung der einzelnen
Arten dieser Gattung zueinander wird jedoch auf der Grundlage aktueller Forschungsergebnisse nach
wie vor diskutiert (Abb. 1.1). Vaughan-Martini und Martini (2011) beschrieben acht akzeptierte Spezies,
die der Gattung Saccharomyces zugeordnet werden kdnnen: Saccharomyces arboricola, S. bayanus,
S. cariocanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. paradoxus und S. pastorianus, wobei das
Auftreten zweier Varietaten der Art S. bayanus (var. bayanus und var. uvarum) erwahnt wird. Bei
S. pastorianus handelt es sich um einen Hybriden, der genetisches Material von S. cerevisiae und einer
weiteren Saccharomyces-Art besitzt. Auf der Grundlage vieler Studien wurde angenommen, dass
S. bayanus die zweite parentale Spezies darstellen kénnte (Nakao et al., 2009) (Abb. 1.1A). Mit der
Entdeckung der neuen Art S. eubayanus wurde die Frage nach der zweiten Elternspezies erneut
aufgeworfen. Eine durchgefiihrte Genomstudie lieferte Hinweise, dass es sich bei S. pastorianus um
einen Hybrid aus S. cerevisiae und S. eubayanus handeln konnte (Libkind et al., 2011). Zudem stellten
Libkind et al. (2011) aufgrund ihrer Erkenntnisse die Hypothese auf, dass S. bayanus ein komplexer
domestizierter Hybrid aus S. eubayanus, S. uvarum und S. cerevisiae sei (Abb. 1.1B), der an natirlichen
Standorten nicht vorkommt und sich innerhalb des Umfelds der Brauereiindustrie entwickelt hat.
Weiterhin ist die Klassifizierung von S. cariocanus Gegenstand einiger Studien, die untersuchen, ob es
sich bei dieser Hefe tatsachlich um eine eigenstdndige Art oder eine von S. paradoxus abgeleitet

Mutante handelt (Hittinger, 2013).
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»( S bayanus
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TRENDS in Genetics

Abb. 1.1: Schematischer Uberblick liber die taxonomische Beziehung der Arten der Gattung Saccharomyces und
wichtiger interspezifischer Hybride aufgrund von Erkenntnissen vor (A) und nach der Beschreibung von
S. eubayanus (B). Wahrend urspriinglich davon ausgegangen wurde, dass S. pastorianus ein Hybrid aus S. bayanus
und S. cerevisiae sei (A) deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass S. cerevisiae und S. eubayanus die
Elternspezies dieser Hybrid-Stimme darstellen (B, blaue Pfeile). Zudem scheint es sich bei S. bayanus um einen
komplexen Hybriden, welcher sich aus drei parentalen Spezies zusammensetzt, zu handeln (B, rote Pfeile). Im
Rahmen der Wein- und Bierherstellung sind S. cerevisiae x S. kudriavzevii Hybrid-Stimme von Bedeutung (B,
schwarze Pfeile). (Abbildung nach Hittinger, 2013 (B); Rainieri et al., 2003 (A); mit der Genehmigung zum Druck
durch das Copyright Clearance Center).
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1.2.1 Die Bedeutung von Hefen der Gattung Saccharomyces

S. cerevisiae und S. bayanus sind die bekanntesten und haufigsten Vertreter der Gattung Saccharomyces
bei der Weinbereitung. Sie gehdren zu den stark garenden Hefen und sind maligeblich fir die
alkoholische Garung verantwortlich. Da sie sich zudem durch die Bildung positiver Nebenprodukte
auszeichnen, werden sie haufig als Starterkultur verwendet (Dittrich & GroRmann, 2005). Auch das
Vorkommen von Hybriden dieser beiden Arten im Wein wurde des Ofteren beschrieben (Le Jeune et al.,
2007; Masneuf et al.,, 1998). Im Bereich der Lebensmittelindustrie ist S. cerevisiae an zahlreichen
weiteren Prozessen beteiligt (Bier- und Teigherstellung) und gilt als die weltweit am haufigsten
verwendete Hefe in der Biotechnologie (Johnson & Echavarri-Erasun, 2011). Weiterhin ist diese Art
aufgrund ihrer Stellung als eukaryotischer Modellorganismus von besonderem Interesse. Auch
S. bayanus-Stamme finden bei der Herstellung von untergarigem Bier Anwendung, wobei es sich hier vor
allem um S. bayanus var. bayanus handelt. Im Wein sowie im Cidre findet man Stamme, die S. bayanus
var. uvarum zugeordnet werden kdnnen (Naumova et al., 2011). Die Vereinigung der beiden ehemals
eigenstandigen Arten S. bayanus und S. uvarum wird von einigen Autoren kritisch beurteilt. Trotz der
festgestellten hohen DNA-Homologie der jeweiligen Typstimme (> 95 %) sind Hybride zwischen
S. bayanus var. bayanus und var. uvarum nur semifertil und somit sind beide Varietdten teilweise
genetisch isoliert (Naumov et al., 2000b; Rosini et al., 1982). Weiterhin wird die Wahl des S. bayanus var.
bayanus Typstamms (CBS 380') diskutiert (vergl. Abb. 1.1A), da einige Studien zu der Annahme fiihrten,
dass es sich bei diesem Stamm um einen Hybrid aus S. cerevisiae und S. uvarum handeln kénnte (Nguyen
& Gaillardin, 2005; Nguyen et al., 2000; Rainieri et al., 1999). Laut Libkind et al. (2011) kdnnte die
genetische Zusammensetzung dieses Stammes noch komplexer sein (vergl. Abb. 1.1B).

Die Hefe S. pastorianus ist vor allem bekannt flir ihnre Anwendung bei der Produktion von untergarigem
Lagerbier. In der Weinherstellung hingegen ist sie eher von geringer Relevanz (Johnson & Echavarri-
Erasun, 2011). Eigentlich stellt S. pastorianus keine Art nach der klassischen Art-Definition dar, sondern
umfasst eine Gruppe von Hybriden, die keine fertilen Nachkommen zeugen kénnen. Da S. pastorianus
aus systematischer Sicht eine Stellung zwischen den beiden deutlich voneinander abgrenzbaren Spezies
S. cerevisiae und S. bayanus/S. uvarum einnimmt und auch aufgrund der groRen industriellen Bedeutung
in der Fermentationsindustrie, wird der Status von S. pastorianus als eigene Art beibehalten (Vaughan-
Martini & Martini, 2011).

Eine weitere Art der Gattung, S. paradoxus ist meist an natiirlichen Habitaten wie Baumsekreten und
Blattoberflachen (Phyllosphare) nachweisbar, konnte jedoch auch von Weintrauben im Weinberg isoliert

werden (Vaughan-Martini & Martini, 2011; RedZepovi¢ et al., 2002). Aufgrund der guten 6nologischen
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Eigenschaften einiger Stimme wird eine mogliche Anwendung als Starterkultur untersucht (Orli¢ et al.,
2010; Eschstruth & Divol, 2011; RedzZepovic et al., 2003).

S. kudriavzevii wurde erstmals an einem naturlichen Standort in zersetzten Blattern entdeckt.
Urspringlich wurde angenommen, dass diese Art endemisch fiir Japan sei (Naumov et al., 2000a).
Mittlerweile wurden jedoch auch Stimme dieser Art in Taiwan, Portugal und Spanien gefunden (Naumov
et al., 2013; Lopes et al., 2010; Sampaio & Gongcalves, 2008). Auf Weintrauben, in Most und Wein
konnten Vertreter dieser Art bisher nicht nachgewiesen werden. In den letzten Jahren wurde jedoch das
Vorkommen von Hybriden zwischen S. cerevisiae und S. kudriavzevii in Most und Wein in Europa
beschrieben. Diese scheinen in der Lage zu sein, die Eigenschaften ihrer parentalen Spezies z.B. bezlglich
Alkohol- und Temperaturtoleranz zu vereinen (Lopandic et al., 2007; Gonzalez et al., 2006).

Die beiden Arten S. arboricola und S. mikatae konnten bisher nur in natirlichen Habitaten gefunden
werden. S. arboricola-Stamme wurden in verschiedenen Regionen in China von Baumrinden der Familie
der Fagaceae (Buchengewdachse) isoliert, wohingegen Stamme der Art S. mikatae aus zersetzten Blattern
und Bodenproben aus Japan stammen (Wang & Bai, 2008; Naumov et al., 2000a). S. arboricola und
S. mikatae sind wie S. cariocanus derzeit nicht von industrieller Bedeutung, obwohl das Vorkommen von
S. cariocanus sowohl an natirlichen Standorten in Brasilien (Drosophila sp.), als auch in Pulque, einem
fermentierten Getrdnk aus Agavensaft, in Mexiko beschrieben wurde (Vaughan-Martini & Martini, 2011;

Naumov et al., 2000a).

1.2.2 Methoden zur Identifizierung der Saccharomyceten

Die Gattung Saccharomyces besteht aus einer Gruppe relativ nah verwandter Arten, die hohe
phanotypische und genetische Ahnlichkeit zueinander aufweisen. Eine eindeutige Identifizierung ist
daher nicht trivial und wird durch die moégliche interspezifische Hybridbildung zusatzlich erschwert.

Konventionelle Methoden zur Klassifikation von Hefen anhand morphologischer und physiologischer
Untersuchungen sind nicht ausreichend, um alle beschriebenen Saccharomyces-Arten zuverldssig zu
differenzieren (Rainieri et al., 2003). Beispielsweise lassen sich die beiden Spezies S. bayanus und
S. pastorianus aufgrund eines vorhandenen aktiven Fructose-Transports von S. cerevisiae und
S. paradoxus abgrenzen. Allerdings sind bei weiteren physiologischen Merkmalen, die zur Identifizierung
herangezogen werden, wie das Wachstum bei verschiedenen Temperaturen oder in vitaminfreiem
Medium sowie die Fahigkeit der Assimilation von Mannitol oft bereits Unterschiede auf Stamm-Niveau
feststellbar. Dadurch wird eine Zuordnung von unbekannten Isolaten auf Art-Ebene erschwert (Tornai-

Lehoczki et al., 1996).
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Alternativ oder ergianzend werden heutzutage zunehmend molekularbiologische Identifizierungs-
techniken angewandt. Eine gingige Methode in der Hefe-Taxonomie ist der Sequenzvergleich der
ribosomalen Gene, wobei sowohl die Gene fiir die 185 rRNA und die 26S rRNA als auch der 5,8S rRNA mit
ihren flankierenden ITS-Regionen (Internal Transcribed Spacer) herangezogen werden (vergl. Abb. 2.3).
Saccharomyces-Arten weisen eine hohe Ubereinstimmung in ihrer 18S rDNA auf. Einige Arten
unterscheiden sich nur durch sehr wenige Basensubstitutionen, wahrend andere Arten identische
Sequenzen besitzen (Naumov et al., 2000a). Auch ein Vergleich der Sequenz der 26S rDNA sowie der
variablen ITS-Region ermdglicht keine eindeutige Differenzierung dieser nah verwandten Hefearten
(Almeida & Araujo, 2013; Chang et al., 2007; Montrocher et al., 1998).

Vergleicht man jedoch das gesamte Genom verschiedener Saccharomyces-Arten, so sind deutliche
Unterschiede feststellbar. Vaughan-Martini (1989) konnte mittels DNA-Reassoziationsstudien zwischen
S. paradoxus und S. cerevisiae nur eine 50 %-ige und zwischen S. paradoxus und S. bayanus eine 30 %-ige
DNA-Homologie ermitteln. Sehr geringe DNA-Ubereinstimmungen wurden auch zwischen S. cerevisiae
und S. bayanus festgestellt, bei welchen die Reassoziationswerte im Durchschnitt bei 20 % lagen
(Vaughan-Martini & Martini, 1987). S. kudriavzevii- und S. mikatae-Stimme weisen DNA-Homologien
zwischen 26 % und 51 % zu anderen Arten der Gattung Saccharomyces auf (Naumov et al., 2000a).
Weiterhin zeigte der Hybrid S. pastorianus mit 72 % eine héhere DNA-Homologie zu S. bayanus als zu
S. cerevisiae, zu welchem die DNA-Homologie etwa 55 % betrug (Vaughan-Martini & Martini, 1987). Im
Gegensatz dazu konnte fir die beiden Arten S. paradoxus und S. cariocanus jedoch eine DNA-
Reassoziation von 97 % ermittelt werden (Kurtzman, 2006). In der Regel geht man davon aus, dass
Stamme, die eine DNA-Homologie zwischen 70 % und 100 % aufweisen, einer Art angehoren (Kurtzman
et al., 2011). Die DNA-DNA-Hybridisierung kann demnach nicht das entscheidende Kriterium bei der
Spezies-Differenzierung sein.

Laut dem biologischen Artkonzept fiihrt die Kreuzung von Vertretern unterschiedlicher Arten zu sterilen
Hybriden, wohingegen durch innerartliche Kreuzung fertile Nachkommen hervorgebracht werden. Diese
Definition trifft auf alle beschriebenen Arten der Gattung Saccharomyces zu, da zwischenartliche Hybride
keine lebensfahigen Ascosporen bilden kénnen (Almeida & Araujo, 2013; Naumov et al., 2010; Naumov
et al., 2000a). Hierbei stellt S. pastorianus eine Ausnahme dar, da unter dieser Art-Bezeichnung eine
Gruppe von Hybriden zusammengefasst wird. Die Sporulationsrate von S. pastorianus betragt bei den
meisten Stammen weniger als 2 %, wobei die Sporen in der Regel nicht lebensfihig sind (Vaughan-
Martini & Martini, 2011). Libkind et al. (2011) konnten zeigen, dass von Hybriden, die aus der Kreuzung
von S. eubayanus und S. bayanus var. uvarum hervorgegangen sind, nur 7,3 % Uberlebensfahige

Ascosporen gebildet werden, was die genetische Isolation dieser beiden Spezies verdeutlicht.
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Die Durchfiihrung von DNA-DNA-Hybridisierungen und Kreuzungsversuchen ist sehr aufwendig und
zeitintensiv. Aufgrund der Bedeutung einiger Saccharomyces-Arten im Bereich der Lebensmittelindustrie
und Biotechnologie ist eine eindeutige Differenzierung jedoch erforderlich. Auch fiir taxonomische
Fragestellungen und im Hinblick auf die Evolution der einzelnen Spezies ist eine zuverlassige
Charakterisierung von Interesse. Daher beschaftigen sich zahlreiche Studien mit der Entwicklung und
Optimierung neuer Identifizierungsmethoden.

Eine Methode, die haufig im Bereich der Hefe-Taxonomie angewandt wird, ist das Karyotyping. Hierbei
werden Chromosomen mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) aufgetrennt. Die Chromosomenprofile
sind innerhalb der Gattung Saccharomyces recht homogen, wobei sich jedoch bei verschiedenen Arten
Unterschiede feststellen lassen (Naumov et al., 2000a). S. bayanus kann beispielsweise aufgrund seines
spezifischen Chromosomenmusters von S. cerevisiae und S. paradoxus, die ein &dhnliches Muster
zueinander aufweisen, differenziert werden (Naumov et al., 1992). Rainieri et al. (1999) konnten sogar
Unterschiede im Karyotyp von Stammen der beiden Varietaten S. bayanus var. bayanus und var. uvarum
nachweisen. Auch die beiden Spezies S. arboricola und S. mikatae lassen sich anhand ihres
Chromosomenprofils von anderen Arten der Gattung differenzieren (Wang & Bai, 2008; Naumov et al.,
1995).

Die Isoenzym-Analyse stellte sich ebenfalls als geeignete Technik zur Identifizierung von Vertretern der
Gattung Saccharomyces heraus (Naumova et al.,, 2003). Alle derzeit beschriebenen Arten, inklusive
S. eubayanus konnen z.B. aufgrund speziesspezifischer Esteraseisoenzym-Bandenmuster voneinander
unterschieden werden (Tirkes, 2013).

Weiterhin wurden zahlreiche PCR-basierte Identifizierungsmethoden, die eine schnelle und zuverlassige
Differenzierung der Saccharomyces-Arten anstreben, entwickelt. Dabei ist eine Unterscheidung
verschiedener Arten durch Sequenzvergleiche bestimmter Gene wie EF-1a (Translationselongations-
faktor 1a), COX 2 (Untereinheit Il der Cytochrom c Oxidase) oder des B-Tubulin-Gens moglich (Huang et
al., 2009; Kurtzman & Robnett, 2003). Des Weiteren werden Multigenanalysen (Multilocus Sequence
Typing, MLST), bei denen mehrerer Gene untersucht werden, herangezogen (Kurtzman & Robnett,
2003). Diese werden haufig in Kombination mit RFLP-Techniken (Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus) angewandt, wodurch eine zeitnahe und unkomplizierte Auswertung moglich ist.
Zudem stellen Multigenanalysen eine geeignete Methode zur Charakterisierung von Hybrid-Stammen
dar (Peris et al., 2012; Gonzalez et al., 2006). Fir einige Saccharomyces-Arten wurden spezifische Primer
entwickelt, welche teilweise in einer Multiplex- oder zum Zweck der Quantifizierung in einer Realtime-
PCR eingesetzt werden kdnnen (Muir et al., 2011; Chang et al., 2007; Torriani et al., 2004). Vielfach

werden auch DNA-Fingerprint-Techniken wie die RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA) oder
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von ihr abgeleitete Methoden zur Differenzierung verschiedener Saccharomyces-Arten angewandt
(Huang et al., 2008; Naumova et al., 2003).

Die FTIR-Spektroskopie (Fourier-Transform-Infrarot) stellte sich als vielversprechende ldentifizierungs-
methode fiir Hefen heraus (Seiler & Scherer, 2003). Aufgrund der Absorption von Infrarotstrahlung durch
Zellbestandteile wie Fettsauren, Polysaccharide und Proteine werden spezifische Spektren erzeugt, die
durch den Abgleich mit einer Datenbank zugeordnet werden kénnen (Wenning et al., 2002). Durch einen
einfachen Vergleich der IR-Spektren kénnen die nah verwandten Saccharomyces-Arten jedoch nicht
zweifelsfrei identifiziert werden. Hierzu ist eine spezielle Datenanalyse mittels sogenannter kiinstlicher
neuronaler Netze erforderlich (Hutzler, 2009).

Die Wahl der geeigneten Identifizierungsmethode ist von der jeweiligen Fragestellung abhangig.
Wichtige Aspekte sind hierbei unter anderem die Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit der Methode, die
Beschaffenheit des Ausgangsmaterials (Reinkultur oder z.B. eine Mostprobe mit einer Vielzahl an
Mikroorganismen), die bendtigte Laborausriistung sowie der Zeitaufwand bei der Durchfiihrung (Fréhlich

et al., 2009).

1.3 Bakterien in der Weinbereitung

Wahrend des Prozesses der Weinherstellung sind vor allem zwei Bakteriengruppen von Bedeutung:
Essigsdurebakterien und Milchsaurebakterien.

Essigsdaurebakterien sind gramnegative, strikt aerobe Organismen, die in der Lage sind, Ethanol zu
Essigsaure oder CO, zu oxidieren und sind vor allem fiir ihre Anwendung in der Herstellung von Essig
bekannt. Da sie an Lebensrdume mit hohen Zucker- und Ethanolkonzentrationen angepasst sind, kénnen
sie auch weinassoziierte Habitate wie Trauben und Most besiedeln, wobei ihr Vorkommen im Rahmen
der Weinherstellung jedoch nicht erwiinscht ist (Bartowsky & Henschke, 2008). Bisher konnten elf
verschiedene Essigsdaurebakterien-Arten, die sich den Gattungen Acetobacter, Gluconobacter und
Gluconacetobacter zuordnen lassen, von Trauben, Most und Wein isoliert werden (Wirth et al., 2011).
Auf gesunden Trauben bildet Gluconobacter oxydans mit Zellzahlen von 10° - 10° KBE/ml die
dominierende Spezies, wohingegen in beschadigtem Traubenmaterial, in dem generell hoéhere
Essigsdurebakterien-Populationen vorkommen, vor allem Acetobacter-Arten zu finden sind (Guillamén &
Mas, 2009). Nach Beginn der alkoholischen Fermentation stellen sich schnell anaerobe Verhiltnisse ein,
wodurch die Zellzahl der Essigsaurebakterien im Most in der Regel rasch abnimmt. Einige Arten kénnen
jedoch auch in Gegenwart geringer Sauerstoffkonzentrationen tberleben (Fugelsang & Edwards, 2007).

Moglicherweise gehen sie in ein Ruhestadium (VBNC-Zustand, viable but non-culturable) Uber, in
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welchem sie nur geringe Stoffwechselaktivitat aufweisen und aus dem sie durch Sauerstoffkontakt
reaktiviert werden kodnnen (Millet & Lonvaud-Funel, 2000). Durch Beliiftung des Weines bei
Pumpvorgangen kann die Population der Essigsaurebakterien daher wieder ansteigen. Fiir den Fall, dass
beim Abflillen Essigsdaurebakterien in die Flasche gelangen, ist jedoch meist eine rasche Abnahme der
Zellzahl nach dem Verkorken feststellbar (Guillamén & Mas, 2009). Die Verwendung fehlerhafter Korken
oder schlechte Lagerbedingungen konnen allerdings zu einem Verderb des abgefiillten Weins durch die
Aktivitat von Essigsdurebakterien flihren (Bartowsky et al., 2003).

Bei den Milchsdaurebakterien handelt es sich um grampositive, obligat garende, jedoch aerotolerante
Mikroorganismen, die Milchsdure als Hauptprodukt bei der Vergdrung verschiedener Zucker bilden,
wobei sich zwei Formen der Milchsduregarung unterscheiden lassen (Kénig & Frohlich, 2009). Bei der
homofermentativen Milchsduregédrung entsteht Lactat (> 90 %) als Endprodukt, wohingegen bei der
heterofermentativen Milchsduregédrung neben Lactat auch Acetat oder Ethanol und CO, gebildet werden
konnen (Heider, 2007). Beziiglich ihres Géarungstyps kénnen Milchsdurebakterien in drei Gruppen
eingeteilt werden. Zu den obligat Homofermentativen gehoren beispielsweise Lactobacillus delbrueckii
und Lb. jensenii, wahrend sich Lb. brevis, Lb. hilgardii und Oenococcus oeni zu den obligat
Heterofermentativen zdhlen lassen. Fakultativ heterofermentative Milchsdurebakterien sind z.B.
Lb. casei und Lb. plantarum (Fugelsang & Edwards, 2007). Milchsdurebakterien werden bei der
Herstellung vieler Nahrungs- und Genussmittel wie Soja- und Milchprodukten (Joghurt, Quark, Kase),
Sauerteig, Kaffee und Kakao eingesetzt. Durch das entstehende Lactat bei der Milchsdauregarung kommt
es zu einer Ansauerung, wodurch das Wachstum anderer Bakterien gehemmt wird. Diesen Effekt nutzt
man zur Konservierung verderblicher Nahrungsmittel wie z.B. Rohwurst, Oliven und Sauerkraut (Heider,
2007). Die Toleranz gegeniiber Sdure und teilweise auch hohen Ethanolkonzentrationen ermoglicht es
Milchsdurebakterien, in Most und Wein zu wachsen. Bisher konnten etwa 25 unterschiedliche
weinassoziierte Arten isoliert werden, die den Gattungen Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus und Weissella angehoren (Mesas et al., 2011; Kénig & Frohlich, 2009; Manes-Lazaro et al.,
2009, 2008a, 2008b).

Die Population von Milchsdurebakterien auf Weintrauben ist sehr gering und Uberschreitet selten
10° KBE/g (Barata et al., 2012b). Auch in beschadigtem Traubenmaterial ist kein vermehrtes Wachstum
feststellbar, da die nahrstoffbedirftigen Milchsdurebakterien unter aeroben Bedingungen nicht mit
Essigsdaurebakterien und Hefen, die in deutlich groRerer Zellzahl auftreten, konkurrieren kénnen (Barata
et al., 2012a). Die Untersuchung der Diversitdt von Milchsaurebakterien auf Trauben ist daher haufig nur
Uber Anreicherungskulturen moglich. Hierbei konnten Lactobacillus- und einige Pediococcus-Arten, aber

auch Lc. mesenteroides, W. paramesenteroides und O. oeni in unterschiedlichen Studien nachgewiesen

10



Einleitung

werden (Renouf et al., 2007; Bae et al., 2006; Renouf et al., 2005; Lafon-Lafourcade et al., 1983). Infolge
der geringen Zellzahl auf Trauben weist auch der frisch gepresste Most zunachst einen sehr niedrigen
Titer an Milchsaurebakterien auf. Dieser kann jedoch innerhalb der ersten Tage der Fermentation auf 10*
- 10° KBE/ml ansteigen (Konig & Frohlich, 2009). Im weiteren Verlauf der Garung sinkt die Gesamtzellzahl
der Milchsaurebakterien aufgrund des steigenden Alkoholgehalts erneut, wobei die Abnahme der
Population ab einer Alkoholkonzentration zwischen 5 und 6 % zu beobachten ist (Lonvaud-Funel, 1999).
Nach der alkoholischen Garung und wahrend der malolaktischen Fermentation kann die Population
zwischen 10’ und 10® KBE/ml erreichen (Lonvaud-Funel et al., 1991). Die Diversitit der Milchsiure-
bakterien kann sehr komplex sein und verschiedene Arten konnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Weinbereitung dominieren. Wichtige Faktoren, die hierbei eine Rolle spielen, sind unter anderem der

pH-Wert, die steigende Alkoholkonzentration sowie die Kellertemperatur. Weiterhin sind aber auch

Wechselwirkungen mit Hefen und anderen Bakterien von Bedeutung (Fugelsang & Edwards, 2007).

1.3.1 Die Rolle der Milchsdaurebakterien wahrend der Vinifikation

Milchsaurebakterien haben durch ihre Stoffwechselaktivitat einen mafigeblichen Einfluss auf die Qualitat
des Weins. Besondere Bedeutung hat hierbei die sogenannte malolaktische Fermentation, die meist am
Ende oder nach der alkoholischen Garung auftritt. Hierbei wird die Dicarbonsdure L-Malat zur
Monocarbonsaure L-Lactat decarboxyliert (Liu, 2002). Diese Reaktion wird auch als biologischer
Saureabbau bezeichnet, da sie in erster Linie einen Anstieg des pH-Werts bewirkt, was insbesondere in
Weinen mit hohem Sauregehalt erwiinscht ist (Konig & Frohlich, 2009). Neben der Abnahme des starken,
haufig als ,grin“ bezeichneten Geschmacks von Malat kann es wahrend der malolaktischen
Fermentation zu zahlreichen weiteren Aromamodifikationen kommen (Lonvaud-Funel, 1999). Das
Milchsdurebakterium O. oeni spielt eine entscheidende Rolle beim biologischen Sdureabbau. Aufgrund
der Toleranz gegeniiber hohen Ethanolkonzentrationen und niedrigen pH-Werten dominiert diese
Spezies meist am Ende der alkoholischen Garung (Dicks et al., 1995; Lafon-Lafourcade et al., 1983). Die
malolaktische Fermentation kann spontan ablaufen, jedoch verwenden Winzer haufig kommerzielle
Starterkulturen, um eine bessere Kontrolle dieses Prozesses zu erreichen. Bevorzugt wird hierbei O. oeni
eingesetzt, aber auch Stamme der Art Lb. plantarum, welche gute 6nologische Eigenschaften aufweisen,

sind erhaltlich (Du Toit et al., 2011).
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Milchsaurebakterien kdnnen durch ihre Stoffwechselaktivitat allerdings auch eine Qualitatsminderung
des Weins verursachen. Abbildung 1.2 gibt einen Uberblick {iber die bakteriellen Stoffwechselwege, die

zur Ausbildung von Weinfehlern fiihren kbnnen.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Stoffwechselaktivitat weinassoziierter Bakterien und deren Auswirkung
auf die Qualitdt des Weins. (Bartowsky, 2009; mit der Genehmigung zum Druck durch das Copyright Clearance
Center).

Beim heterofermentativen Abbau von Zuckern entsteht als Nebenprodukt Essigsdaure, welche zu den
flichtigen Sauren gezahlt wird. Die Bildung von sensorisch bemerkbaren Konzentrationen fllichtiger
Sauren wird als Essigstich bezeichnet und wird aufgrund seiner Irreversibilitdt als einer der
folgenschwersten Weinfehler angesehen (Dittrich, 1984). Die Gefahr einer erhohten Essigsaurebildung
ist insbesondere dann gegeben, wenn die alkoholische Garung zu langsam lauft oder stockt. Dann haben
Milchsaurebakterien die Moglichkeit, sich zu vermehren und kénnen den Zucker, der noch nicht durch
die Hefen verbraucht wurde, umsetzen (Lonvaud-Funel, 1999). Die zugelassenen Grenzwerte fir

Essigsdure liegen bei 1,08 g/l in WeiBwein und Rosé bzw. 1,2 g/l in Rotwein, jedoch sind bereits deutlich
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geringere Mengen von 0,6 g/l sensorisch wahrnehmbar (Dittrich & GroBmann, 2005). Ein weiterer
Weinfehler, der vor allem auf die Bildung von Diacetyl zuriickzufiihren ist, ist der Milchsdureton. Diacetyl
ist ein Aromastoff, der hauptsachlich beim Abbau von Citrat gebildet wird (Ramos et al., 1995). Wahrend
geringe Konzentrationen dieser Substanz (< 4 mg/l) positive Auswirkungen auf die Sensorik des Weins
haben kdnnen und als , buttrig” oder ,,nussig” beschrieben werden, tritt das ,Butteraroma” in héheren
Konzentrationen zu sehr in den Vordergrund. Dabei ist der sensorische Grenzwert jedoch von der
Rebsorte abhdngig (Fugelsang & Edwards, 2007; Martineau et al., 1995). Auch der sogenannte
Mauselton kann durch die Aktivitdat von Milchsaurebakterien verursacht werden. Die stickstoffhaltigen
heterozyklischen Verbindungen 2-Acetyltetrahydropyridin (ACTPY), 2-Acetyl-1-pyrrolin (ACPY) und 2-
Ethyltetrahydropyridin (ETPY), die aus der Umwandlung von Ornithin und Lysin in Gegenwart von
Ethanol resultieren, kdnnen diesen an Mauseharn erinnernden Geruch hervorrufen (Snowdon et al.,
2006). Weiterhin kann die Bildung von Acrolein, welches mit Polyphenolen des Weins reagiert, zum
Bitterwerden des Weins fiihren (Dittrich & Grofmann, 2005). Bei dem Geranienton, der durch die
Umsetzung von Sorbinsdure herbeigefiihrt wird, sowie dem Mannitstich, der infolge der Reduktion von
Fructose entstehen kann, handelt es sich ebenfalls um Weinfehler, die durch Milchsdurebakterien
ausgelost werden konnen (Bartowsky, 2009). Einige Milchsdurebakterien sind in der Lage,
Exopolysaccharide zu produzieren, was zum Zahwerden (Lindwerden) des Weines fiihren kann (Dittrich
& GrolRmann, 2005). Bereits geringe Konzentrationen von 100 mg/l kénnen dem Wein eine inakzeptable
Viskositat verleihen (Lonvaud-Funel, 1999). P. damnosus gilt als einer der wichtigsten Schleimbildner im
Wein, aber auch die Fahigkeit vieler Lactobacillus-, Lc. mesenteroides- und P. parvulus-Stamme zur
Exopolysaccharid-Synthese wurde beschrieben (Blattel et al., 2011; Montersino et al., 2008; Walling et
al., 2005). Haufig handelt es sich bei den Polysacchariden um B-D-Glucane, jedoch kénnen auch andere
Monosaccharide neben Glucose vorhanden sein. Niedrige Restzuckermengen von 50 - 100 mg/I kénnen
zur Exopolysaccharid-Bildung ausreichen, weshalb das Problem auch noch nach dem Abfillen in der
Flasche auftreten kann (Fugelsang & Edwards, 2007). Da schleimproduzierende Stamme in der Regel
eine erhohte Toleranz gegeniber Ethanol und SO, aufweisen, ist ihr Vorkommen wahrend der
Weinbereitung besonders kritisch (Lonvaud-Funel, 1999). Ein weiterer wichtiger Aspekt der
mikrobiologischen Qualitdatsminderung von Wein ist die Bildung biogener Amine. Biogene Amine sind
stickstoffhaltige, niedermolekulare Verbindungen, die hauptsachlich durch die Decarboxylierung von
Aminosauren, aber auch durch Transaminierung, reduktive Aminierung oder beim Abbau von
Stickstoffverbindungen entstehen kdnnen (Konig et al., 2013b). Die wichtigsten im Wein vorkommenden
biogenen Amine sind Putrescin, Histamin, Tyramin und Phenylethylamin, wobei generell zu beobachten

ist, dass der Gehalt biogener Amine in Rotwein héher ist als in WeiRwein (Sebastian et al., 2011; Kaschak
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et al., 2009). Die Fahigkeit zur Bildung biogener Amine ist kein Speziesmerkmal, sondern abhadngig vom
jeweiligen Stamm. Es konnten jedoch unter zahlreichen Milchsdurebakterien-Arten biogene Amine
produzierende Stamme identifiziert werden, darunter Lb. brevis, Lb. hilgardii, Lb. plantarum, einige
Pediococcus-Arten, Lc. mesenteroides und auch O. oeni (Coton et al., 2010). Biogene Amine kénnen die
Sensorik des Weins beeinflussen. So ist beispielsweise fur Histidin und Tyramin bekannt, dass sie eine
gewisse Bitterkeit bewirken kénnen (Konig et al., 2013b). Von gréRerer Bedeutung ist jedoch, dass die
Aufnahme von biogenen Aminen in hoheren Konzentrationen zu gesundheitlichen Problemen wie
Kopfschmerzen, Atemnot, Herzrasen, Bluthochdruck bis hin zu pseudoallergischen Reaktionen fiihren
kann (Lonvaud-Funel, 2001; Silla Santos, 1996).

An dieser Stelle sei erwdhnt, dass Weinfehler nicht nur durch bakterielle Stoffwechselaktivitaten
hervorgerufen werden; auch Wildhefen kdénnen an der Ausbildung von Fehlténen beteiligt sein.
Brettanomyces bruxellensis ist beispielsweise in der Lage, die Verbindungen, welche den Mauselton
bewirken, zu synthetisieren (Grbin & Henschke, 2000). Bekannter ist die Hefe allerdings als
Hauptverursacher des PferdeschweiR-Aromas (Réder et al.,, 2007). Weiterhin werden z.B.
Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyces bailii und Schizosaccharomyces pombe als Schadhefen
angesehen, aber auch S. cerevisiae kann einen Verderb des Weins hervorrufen, wenn diese Hefe als

Kontamination in der bereits abgefiiliten Flasche vorkommt (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

1.3.2 Identifizierung und Differenzierung von Milchsdaurebakterien

Milchsaurebakterien koénnen aufgrund der dargestellten Stoffwechselaktivitdit wahrend der
Weinherstellung die Qualitdt des Endproduktes sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. Das
Vorkommen bestimmter Arten oder Stamme und die Zellzahl der Milchsaurebakterien-Population sind
wichtige Faktoren. Es ist aber auch entscheidend, zu welchem Zeitpunkt Milchsdurebakterien wahrend
der Fermentation auftreten, da mikrobielles Wachstum zu allen Phasen der Weinbereitung, von den
Trauben im Weinberg bis hin zur Lagerung des abgefiillten Weins, erfolgen und negative Auswirkungen
haben kann (Fleet, 1999). Das bakterielle Wachstum sollte daher stetig beobachtet werden, um ein
zeitnahes Eingreifen zu ermoglichen. Hierzu werden schnelle aber auch zuverlassige
Identifizierungsmethoden benoétigt.

Urspringlich wurden Milchsdurebakterien aufgrund phanotypischer Eigenschaften klassifiziert. Zwar
kénnen lIsolate anhand ihrer Morphologie, des Garungstyps und der Konfiguration des bei der
Fermentation gebildeten Lactat-lsomers bestimmten Gruppen zugeordnet werden, allerdings ist eine

Identifizierung auf Art-Ebene auf der Grundlage dieser Merkmale nicht moglich (Kénig & Frohlich, 2009).
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Methoden, die auf der Analyse von Fettsdauren und Protein-Mustern der Zellwand oder ganzer Zellen
basieren, liefern haufig ebenfalls keine genauen Ergebnisse (Mohania et al.,, 2008). Um unbekannte
Isolate zu charakterisieren, kann die Untersuchung des Substrat-Spektrums herangezogen werden. In
einer Studie von Moraes et al. (2013) wurden verschiedene Differenzierungsmethoden miteinander
verglichen. Die routineméaRig angewandten physiologischen Tests APISOCHL (bioMérieux, Nirtingen), bei
dem die Verwertbarkeit von 49 Kohlenhydraten sowie die Hydrolyse von Esculin tiberprift wird, und GP2
MicroPlate (Biolog, Hayward, USA), bei dem die Fermentation von 96 Substraten analysiert wird, waren
deutlich unzuverlassiger als die untersuchten molekularbiologischen Identifizierungsmethoden. Die
Problematik physiologischer Tests besteht darin, dass diese Methoden stark von den jeweiligen
Kultivierungsbedingungen abhangig sind und daher mehrdeutige Ergebnisse liefern kdnnen. Weiterhin
kénnen oft bereits stammspezifische Unterschiede festgestellt werden, wodurch eine prazise
Identifizierung auf Art-Ebene erschwert wird (Mohania et al., 2008). Heutzutage greift man daher meist
auf molekularbiologische Differenzierungsmethoden zurlick.

In den 1960er Jahren fanden erstmals DNA-Hybridisierungstechniken Anwendung, um Genom-
Ahnlichkeiten zwischen verschiedenen Bakterien-Stimmen aufzukliren (Almeida & Araujo, 2013).
Seither bilden DNA-Reassoziationsstudien die Grundlage der bakteriellen Speziesdefinition, wobei in der
Regel Stamme mit DNA-DNA-Hybridisierungswerten > 70 % einer Art zugeordnet werden (Staley, 2006;
Wayne et al., 1987). Die 16S rDNA erwies sich als geeigneter phylogenetischer Marker, da dieses Gen
universell vorkommt und aufgrund seiner essentiellen Funktion gut konserviert ist, jedoch auch variable
Bereiche aufweist und eine geeignete GroRe besitzt (Mohania et al., 2008). Die Sequenzanalyse der 16S
rDNA ist daher eine Standardmethode zur Klassifizierung bakterieller Isolate. Allerdings erlaubt das
Auflosungsvermogen dieser Methode nicht immer eine zuverlassige ldentifizierung auf Spezies-Niveau
(Staley, 2006). Auch einige nah verwandte Milchsdurebakterien-Arten kénnen nicht anhand eines
16S rDNA-Sequenzvergleichs differenziert werden (Moraes et al., 2013; Aymerich et al., 2003). Daher
werden bevorzugt alternative Gene herangezogen, die eine grofRere Variabilitat aufweisen. So werden
beispielsweise des Ofteren die 23S rDNA, die intergene Region zwischen 16S und 23S rDNA, das Gen fiir
den Elongationsfaktor Tu (tuf) oder der B-Untereinheit der RNA Polymerase (rpoB) untersucht (Renouf et
al., 2006b; Chavagnat et al., 2002; Nour, 1998). Haufig werden die entsprechenden Gene nicht
sequenziert, sondern mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut, um eine schnellere Auswertung zu
ermoglichen. So konnten Claisse et al. (2007) eine RFLP-Methode auf Grundlage des rpoB-Gens
entwickeln, mit der es moglich ist, 19 verschiedene Spezies weinrelevanter Milchsdurebakterien zu

differenzieren. Auch RFLP-basierte Techniken zur Analyse der 16S rDNA (ARDRA, Amplified Ribosomal
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DNA Restriction Analysis) und der intergenen Region finden vielfach Anwendung (Mancini et al., 2012;
Rodas et al., 2003).

Weiterhin wurden kultivierungsunabhdngige Methoden entwickelt, die eine Analyse der gesamten
mikrobiellen Flora eines Habitats erlauben. Bei der Denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese
(DGGE) werden DNA-Fragmente nicht anhand ihrer GroRe, sondern ihrer Basenpaar-Zusammensetzung
und der daraus resultierenden Denaturierungseigenschaften aufgetrennt (Muyzer et al., 1993). Nach
Extraktion der Gesamt-DNA einer Probe und der anschlieRenden Amplifikation eines bestimmten DNA-
Bereichs werden die PCR-Amplifikate in einem Gel, welches einen ansteigenden Gradienten
denaturierender Agenzien aufweist, separiert. Bei der Verwendung geeigneter DNA-Abschnitte kann
jede Bande im Gel einer bestimmten Spezies zugeordnet werden. Renouf et al. (2006a) konnten mittels
DGGE-Analyse eines Teilbereichs des rpoB-Gens die Entwicklung der Milchsdurebakterien-Population
wahrend der Fermentation verfolgen. Die variablen Bereiche der 16S rDNA scheinen ausreichende
Unterschiede aufzuweisen, um zahlreiche Milchsdurebakterien auf Art-Ebene mit Hilfe der DGGE zu
differenzieren (Lopez et al., 2003; Ecrolini et al., 2001). Jedoch wurde in einigen Studien beschrieben,
dass die Verwendung dieses Gens problematisch sein kann, da die rRNA-Operons in mehreren Kopien im
Genom vorliegen (Dahllof et al., 2000; Fogel et al., 1999).

Zum direkten Nachweis bestimmter Arten oder Gruppen von Mikroorganismen kann die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) angewandt werden. Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid-Sonden, die
komplementdre Bereiche zu Regionen der rRNA aufweisen, ermoglichen eine Identifizierung einzelner
Mikroorganismen in einer Probe. Blasco et al. (2003) konnten 16S rRNA gerichtete FISH-Sonden zur
Detektion einiger weinrelevanter Milchsdurebakterien-Arten entwickeln. Ebenso ist der Nachweis von
Pediokokken in Most- und Weinproben mit Hilfe gruppenspezifischer Oligonukleotid-Sonden, die mit
Regionen der 23S rRNA hybridisieren, moéglich (Pfannebecker, 2008).

Zur Quantifizierung von Mikroorganismen wahrend der Lebensmittelherstellung wird haufig die
Realtime-PCR genutzt. Je nach Spezifitdt der hierbei verwendeten Primer kann das Wachstum der
gesamten mikrobiellen Flora, bestimmter Bakteriengruppen oder auch einzelner Arten und Stamme
verfolgt werden (Solieri & Giudici, 2010; Neeley et al., 2005; Pinzani et al., 2004). Um gezielt das
Vorkommen von schadhaften Bakterien zu kontrollieren, ist es sinnvoll zur Realtime-PCR-Analyse Gene
auszuwahlen, die in direktem Zusammenhang mit unerwiinschten Stoffwechseleigenschaften stehen.
Unter Verwendung von Primern zur Amplifikation eines Teilbereichs des dps-Gens (Glucosyltransferase)
konnten Delaherche et al. (2004) eine Realtime-PCR-basierte Methode zum Nachweis exopolysaccharid-
bildender P. damnosus-Stamme in Wein entwickeln. Die Quantifizierung von Milchsaurebakterien, die

fir die Produktion bestimmter biogener Amine wie Tyramin und Putrescin verantwortlich sind, kann
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durch die Anwendung von Primern gegen Gene der Tyrosin-Decarboxylase (tdc), der Ornithin-
Decarboxylase (odc) oder der Agmatin-Deiminase (agdi) erfolgen (Nannelli et al., 2008).
DNA-Fingerprint-Techniken wie die RAPD-PCR koénnen zur Differenzierung weinrelevanter
Milchsaurebakterien herangezogen werden, wobei hier teilweise sogar eine Unterscheidung einzelner
Stamme moglich ist (Ruiz et al., 2008; Spano et al., 2002; Sohier et al., 1999). Die Differenzierung auf
Stamm-Ebene ist im Bereich der Nahrungsmittelindustrie zur Sicherstellung der Qualitdt des
Endproduktes erforderlich. Bei der Verwendung kommerzieller Starterkulturen muss die ldentitdt eines
bestimmten Stammes ebenfalls zweifelsfrei festgestellt werden kénnen. Haufig wird beschrieben, dass
die RAPD-PCR teilweise eine geringe Reproduzierbarkeit aufweist und die Ergebnisse stark von den
Versuchsbedingungen abhangig sind (Mohania et al., 2008). In Anlehnung an die RAPD-PCR konnten
Frohlich & Pfannebecker (2007) ein speziesunabhangiges DNA-Fingerprintverfahren, die nested
Specifically Amplified Polymorphic DNA (nSAPD)-PCR entwickeln. Ahnlich wie bei der RAPD-PCR werden
kurze Primer mit einer Lange von 10 - 11 Nukleotiden verwendet, welche im Falle der nSPAD-PCR von
der Notl-Erkennungssequenz abgeleitet wurden. Durch das Einfiihren einer sogenannten Rampe
(langsame Temperaturerhohung zwischen Annealing und Elongationsphase) im PCR-Zyklus konnte eine
Verbesserung der Reproduzierbarkeit erreicht werden (Pfannebecker, 2008). In der Regel ist es mit Hilfe
der SAPD-PCR moglich, Isolate auf Art-Niveau zu identifizieren. Das entstandene PCR-Produkt kann
jedoch in einer nested PCR mit leicht modifizierten Primern eingesetzt werden, wodurch
stammspezifische Unterschiede deutlich werden (Fréhlich et al.,, 2009). Weitere Methoden, die die
Differenzierung bakterieller Isolate auf Stamm-Ebene erlauben und bereits erfolgreich zur Typisierung
weinrelevanter Milchsaurebakterien angewandt wurden, sind neben der RADP- und der multiplex RADP-
PCR (Reguant & Bordons, 2003) beispielsweise die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) (Zapparoli et al.,
2012; Larisika et al., 2008; Zapparoli et al., 2000) oder die Multigenanalyse (Bilhere et al., 2009; De las
Rivas et al., 2004).

Die MALDI-TOF-MS-Analyse (Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonization-Time-Of-Flight-Mass-
Spectrometry) wurde wie die FTIR-Spektroskopie urspriinglich nicht zur Identifizierung von
Mikroorganismen entwickelt. Allerdings hat man in den letzten Jahren das Potenzial dieser Methoden fiir
diesen Anwendungsbereich entdeckt. Mittels MALDI-TOF-MS kann das Gesamt-Massenspektrum der
Proteine einer Zelle untersucht werden, wobei charakteristische Spektren erzeugt werden. Diese kbnnen
mit in einer Referenzdatenbank hinterlegten Spektren abgeglichen werden. Somit ist es mdoglich, ein
unbekanntes Isolat zu identifizieren (Schubert & Wieser, 2010). Zur Diagnostik klinischer Isolate wird
diese Methode bereits routinemaRig eingesetzt und die Anzahl der Studien, die sich mit einer

Anwendung im Bereich der Lebensmittelmikrobiologie beschéftigen, nimmt stetig zu (Seng et al., 2009).
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Doan et al. (2012) und Duskova et al. (2012) konnten die MALDI-TOF-MS erfolgreich zur Differenzierung
zahlreicher Milchsaurebakterien aus Nahrungsmitteln nutzen. Auch die FTIR-Spektroskopie konnte zur
Identifizierung lebensmittelrelevanter Milchsdurebakterien angewandt werden (Samelis et al., 2011;

Amiel et al., 2000).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der lIdentifizierung und Differenzierung weinrelevanter
Mikroorganismen.

Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit ist die Gattung Saccharomyces. Aufgrund des hohen
Verwandtschaftsgrades, den die Spezies dieser Gattung zueinander aufweisen und der moglichen
zwischenartlichen Hybridbildung ist eine eindeutige Identifizierung erschwert. Zur Differenzierung der
Saccharomyces-Arten standen im Rahmen dieser Arbeit zwei etablierte Techniken, ein DNA-
Fingerprintverfahren, die SAPD-PCR und eine RFLP-basierte Methode zur Analyse verschiedener
genetischer Marker zur Verfligung. Von besonderem Interesse war hierbei die taxonomische Stellung der
kiirzlich beschriebenen Art S. eubayanus sowie die Charakterisierung eines potenziellen Hybrid-
Stammes. Weiterhin sollte Gberprift werden, inwieweit die MALDI-TOF-MS-Analyse zur Identifizierung
dieser nah verwandten Arten genutzt werden kann. Ein zentraler Punkt war der Vergleich der
verschiedenen Methoden im Hinblick auf ihre Eignung zur Differenzierung von Vertretern der Gattung
Saccharomyces.

Neben den Hefen spielen auch die Milchsdaurebakterien eine wesentliche Rolle bei der Weinbereitung.
Da sie infolge ihrer Stoffwechselaktivitat einen direkten Einfluss auf die Qualitdat des Weins haben
kénnen, ist eine Uberwachung des bakteriellen Wachstums von groRer Bedeutung. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit war es daher, eine Schnellidentifizierungsmethode zum qualitativen Nachweis haufiger
weinassoziierter Milchsaurebakterien zu entwickeln. Mit Hilfe der nSAPD-PCR sollten artspezifische
genetische Marker detektiert werden, um auf deren Basis spezifische Primer abzuleiten. Im Vordergrund
stand dabei die Entwicklung eines Multiplex-PCR-Systems mit speziesspezifischen Primern, um einen
simultanen Nachweis mehrerer Milchsaurebakterien-Arten zu ermdglichen. Zur Kontrolle der gesamten
mikrobiellen Flora sowie zur Verfolgung der Sukzession wahrend der Vinifikation kann die DGGE
herangezogen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue DGGE-Primer auf der Grundlage des rpoB-
Gens generiert und unter der Verwendung von Weinproben getestet.

Fir einige Anwendungen im Bereich der Lebensmittelmikrobiologie ist die Differenzierung einzelner

Stamme erforderlich. Die nSAPD-PCR ist eine Methode, die eine ausreichende Sensitivitat aufweist, um
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stammspezifische Unterschiede festzustellen. Eine Fragestellung dieser Arbeit war, inwiefern sich die
MALDI-TOF-MS-Analyse zur Differenzierung auf Stamm-Niveau heranziehen lasst. Verschiedene O. oeni-
Stamme sollten mittels nSAPD-PCR und MALDI-TOF-MS analysiert werden, um die Ergebnisse beider

Methoden miteinander vergleichen zu kénnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Materialien und Mikroorganismen

2.1.1 Chemikalien und Nahrmedienbestandteile

Falls nicht anders vermerkt, wurden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von den

Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Fiir das Ansetzen

der Nahrmedien wurden Pepton aus Fleisch sowie Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) der Firma Roth

(Karlsruhe), Fleischextrakt der Firma Merck (Darmstadt) und Hefeextrakt der Firma Marcor (New Jersey,

USA) verwendet. Agar fur Medien stammte entweder von Marcor (New Jersey, USA) oder Roth

(Karlsruhe), zur Mikromanipulation wurde DIFCO Bacto-Agar (Becton, Dickinson & Co., Sparks, USA)

verwendet. Fir das Tomatensaft-Medium wurde Bio-Tomaten-Direktsaft von REWE (K&In) eingesetzt.

2.1.2 Biochemikalien, Kits und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Biochemikalien sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Tab. 2.1: In dieser Arbeit verwendete Biochemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Agarose peqGold Standard-Agarose
Ampicillin

Cylcoheximid

DNA-Standard GeneRuler DNA Ladder Mix
dNTP-Mix'

Enhancer Solution P fiir PCR
Magnesiumchlorid-Losung fiir PCR
Oligonukleotide

PCR-Reaktionspuffer S (10x)* / Y (10x)*
ROTIPURAN Low organic Wasser

X-Gal

Peglab (Erlangen)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Peqlab (Erlangen)

Peglab (Erlangen)

Peqglab (Erlangen)

Eurofins MWG (Ebersberg) oder Sigma-Aldrich (Steinheim)
Peqlab (Erlangen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

L 40 mMm Gesamtkonzentration, 10 mM je Nukleotid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
2100 mM Tris-HCl (pH 8,8), 500 mM KCl, 0,1 % Tween 20, 15 mM MgCl,
3. 200 mM Tris-HCI (pH 8,55), 160 mM (NH,4),S0,, 0,1 % Tween 20, 20 mM MgCl,
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Verwendete Enzyme sind in Tabelle 2.2 aufgefihrt.

Tab 2.2: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Verwendete Enzyme

Hersteller

Restriktionsenzyme: Haelll, Hhal, Hinfl, Mspl, ScrFl

Lysozym aus Hiuhnereiweild
Lyticase aus Arthrobacter luteus
Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim) oder Erbsloh (Geisenheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Peglab (Erlangen)

Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick tiber die in der Arbeit verwendeten Kits.

Tab. 2.3: In dieser Arbeit verwendete Kits

Verwendete Kits

Hersteller

DNeasy® Blood & Tissue Kit
GenelET PCR Purification Kit
Multiplex PCR Kit

QlAquick Gel Extraction Kit
QlAquick PCR Purification Kit

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing

Qiagen (Hilden)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.3 Gerate und Hilfsmittel

Die in Tabelle 2.4 angegebenen Gerate und Hilfsmittel wurden in dieser Arbeit verwendet.

Tab. 2.4: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gerite und Hilfsmittel

Bezeichnung

Hersteller

Autoklaven: Certoclav
Systec VE40

Brutschrank
DGGE-System: D Gene System
DNA/RNA UV-cleaner box
Elektrophoresekammer
Geldokumentationseinheit Biovision CN3000
Heizblock Thermomixer comfort
Thermocycler: Mastercycler gradient

$1000 Thermal Cycler
Magnetrihrer
Mikromanipulator
Micromanipulateur de Fonbrune
Mikropipetten
Mikroskop SM Lux
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter CG840

Reinstwasseranlagen: Milli-Q Plus 185
Millipore RiOs 30

Schittler

CertoClav Sterilizer GmbH (Traun, Osterreich)
Systec GmbH (Wettenberg)
Kottermann (Uetze/Hanigsen)
Bio-Rad (Miinchen)

Biosan (Riga, Lettland)
Bio-Rad (Miinchen)
Vilber-Lourmat (Eberhardzell)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Bio-Rad (Miinchen)

IKA (Staufen)

Etablissements Beaudoin (Paris, Frankreich)
Eppendorf (Hamburg); Starlab (Hamburg)
Leitz (Wetzlar)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG (Lauda-
Konigshofen)

Schott (Mainz)

Millipore (Eschborn)

Millipore (Eschborn)

Brunswick Scientific (Edison, USA)
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Fortsetzung Tab. 2.4: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gerate und Hilfsmittel

Bezeichnung Hersteller
Spannungsgerate: Consort E122 Consort, Turnhout, Belgien
GPS 200/400 Pharmacia (heute GE Healthcare, Miinchen)
250V Power Supply VWR International GmbH, Darmstadt
UV-Transilluminator FLX-20M Vilber-Lourmat (Eberhardzell)
Vortex-Gerat: Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc. (New York, USA)
Waagen Sartorius (Gottingen)
Zentrifugen: Heraeus Biofuge Pico Heraeus Christ (Osterode)
Cryofuge 5000 Heraeus Christ (Osterode)
Sigma 2-16K SIGMA Laborzentrifugen GmbH (Osterode)

2.1.4 Wasser fur molekularbiologische Arbeiten

Zur Durchfihrung molekularbiologischer Methoden wurde speziell behandeltes Wasser verwendet.
Hierzu wurde der Reinstwasseranlage (Millipore, Eschborn) sogenanntes MilliQ-Wasser entnommen und
steril filtriert (PorengroRe des Filters 0,2 um). Nach UV-Bestrahlung fiir 1 h bei 254 nm wurde das Wasser
autoklaviert und anschliefend bei - 20 °C eingefroren. Fiir die SAPD-PCR wurde ROTIPURAN Low organic

Wasser (Roth, Karlsruhe), welches ebenfalls nochmals mit UV-Strahlen behandelt wurde, verwendet.

2.1.5 Weinproben

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Weinproben (Tab. 2.5) handelte es sich um bereits durchgegorene
Jungweine, die jedoch noch nicht geschwefelt waren. Die Probenahme erfolgte im November und
Dezember 2011 bei Weingitern aus dem Weinbaugebiet Rheinhessen. Die Weinproben wurden im
Weingut in sterile 50 ml-KunststoffgefaRe gefullt und anschlieRend gekiihlt transportiert. Die Extraktion
der Gesamt-DNA aus den Proben erfolgte jeweils am Tag der Probenahme. Die Bestimmung der
koloniebildenden Einheiten wurde in der Regel am darauffolgenden Tag durchgefiihrt. Hierzu wurden die
Weinproben liber Nacht bei 4 °C gelagert.

Tab. 2.5: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Weinproben

Nummer Rebsorte (Fass) Bemerkungen

1 Spatburgunder Sektgrundwein; weiB ausgebaut; Lagerung bei 10 °C
2 Riesling (121)
3 Riesling (113) 11 °Oechsle; Garung steht seit 3 Wochen
4 Riesling (102)
5 Riesling (46)
6 Riesling (106)
7 Riesling (63)
8 Chardonnay Barrique; weniger als 5 g Restzucker
9 Riesling (127)

10 Spatburgunder Barrique; rot ausgebaut; letzte Lese
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Fortsetzung Tab. 2.5: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Weinproben

Nummer Rebsorte (Fass)

Bemerkungen

11 WeiBburgunder (50)

12 Riesling (62)

13 Riesling (123)

14 WeiBburgunder (55)
15 Riesling (16)

16 Silvaner (51)

17 Riesling (47)

18 Riesling

19 Merlot

20 Cabernet Dario

21 Cabernet Sauvignon

Stark verlangsamte Garung

2-17: Kellertemperatur: 17 °C

2.1.6 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in folgender Tabelle aufgefihrt (Tab. 2.6).

Tab. 2.6: Sequenz und Funktion der in dieser Arbeit verwendeten Primer

Primer Sequenz (5‘ nach 3°) Verwendung
A-Not AGCGGCCGCA SAPD-PCR
C-Not AGCGGCCGCC (Frohlich & Pfannebecker, 2007)
G-Not AGCGGCCGCG
T-Not AGCGGCCGCT
C-Not-A AGCGGCCGCCA Nested SAPD-PCR
C-Not-C AGCGGCCGCCC (Frohlich & Pfannebecker, 2007)
C-Not-G AGCGGCCGCCG
C-Not-T AGCGGCCGCCT
M13F GTAAAACGACGGCCAG Colony-PCR (pCR4-TOPO)
M13R CAGGAAACAGCTATGAC
Artspezifisches Primerpaar
(Primer-Mischung A) zum
Multiplex-PCR-Nachweis von:
SCAR-OENI-F  GGTAGATTAACCCGCGACG Oenococcus oeni
SCAR-OENI-R GGAATCGGTAGCATCCTG
SCAR-LBR-F GGAAGATCAAGAATATCGGTG Lactobacillus brevis
SCAR-LBR-R GCGTCTCTAATTCACTGAGC
SCAR-LPL-F GAAGATTTGCCCATCGGTG Lactobacillus plantarum
SCAR-LPL-R CGTTTGATGGTAGCGTTGC
SCAR-LEU-F GTGGTCATGGGTCTTAGC Leuconostoc mesenteroides
SCAR-LEU-R GGATCAAGACTAGCCAATGG
SCAR-WPA-F GCTGATGAACCCATACCTC Weissella paramesenteroides
SCAR-WPA-R  GACCTGATTCGCTCGTTG
SCAR-PDA-F GTCTAAACTGGTGGTTAAACG Pediococcus damnosus
SCAR-PDA-R ATCGCACCTGGTTCAATGC
SCAR-PPA-F GCATGAATCACTTTTCGCTC Pediococcus parvulus
SCAR-PPA-R CAAAGATTGTGACCCAGTTG
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Fortsetzung Tab. 2.6: Sequenz und Funktion der in dieser Arbeit verwendeten Primer

Primer Sequenz (5 nach 3) Verwendung
Artspezifisches Primerpaar
(Primer-Mischung B) zum
Multiplex-PCR-Nachweis von:
SCAR-LBU-F CTATCTTTAACCGCATTGCCG Lactobacillus buchneri
SCAR-LBU-R GACACGCTTCTCATGATTGTC
SCAR-PAC-F ATGATGGACAGACTCCCTG Pediococcus acidilactici
SCAR-PAC-R CGAGCTGCGTAGATATGTC
SCAR-LBH-F TTCCTTGGTAATGTGCTTGC Lactobacillus hilgardii
SCAR-LBH-R AATGGCAATCGCAATGGACG
SCAR-PIN-F CTATCCTTACAATGTGCATCG Pediococcus inopinatus
SCAR-PIN-R TGGTGCGTCAGTAAATGTAAG
SCAR-LCU-F CCAGATCCATCAGAAGATACG Lactobacillus curvatus
SCAR-LCU-R GCTAACTTACCACTAACGACC
SCAR-PPE-F GGGAACGGTTTTAGTTTTATACG Pediococcus pentosaceus
SCAR-PPE-R CTAAGAGCGGTGATGATAAG
PurEubak3 AGAAAGGAGGTGATCC Amplifikation der 16S rDNA
PurEubak5 AGAGTTTGATCMTGGCT
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Amplifikation der ITS-Region der
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Hefen (White et al., 1990)
rpoB-F CAACAATTGATTAATATTCGTCCAGT DGGE-Analyse
rpoB-R TTAGGCGAAACGTCCATGTA
rpoB-R_GC (GC-Klammer)* TTAGGCGAAACGTCCATGTA
Amplifikation folgender Gene von
Saccharomyces-Arten
(Gonzélez et al., 2006)
CAT8-5 TCCAATATTAGTATCAACAACTTTCTATAYCARAAYGA  CATS8 (Zink-Cluster
CAT8-3 CTACTTGGCRTTTTGCCAYTGRAA Transkriptionsaktivator)
CYR1-5 CTACGAAGGAAAGTGTCCTCTTTRGTTCGTGG CYRI (Adenylat-Cyclase)
CYR1-3 CCGTGTGTAGAATTTAGTGTAGAATTGACRGC
GSY1-5 ATTGGAAAAAGAATTTTCGAGCAYACRATGAG GSY1 (Glycogen-Synthase)
GSY1-3 AATTTCTTGCCACCGGCAAGGGTATTCATATT
MET6-5 CTAGACCTGTCCTATTGGGTCCAGTTTCTTACTT MET6 (Cobalamin-unabh.
MET6-3 TTAGCTTCTAGGGCAGCAGCAACRTCTTGACC Methionin-Synthase)
MET6-3 K GCGTTAGCTTCTAGAGCAGCAGTGACATTGC
OPY1-5 CCGCGGACAACAGACCAYCATTAYTGGTGYGT OPY1 (unbekannte Funktion)
OPY1-3 CTCTTGAAATTTATTATCCARTCCACCATRTCYTG
coll-3 ATTTATTGTTCRTTTAATCA Amplifikation des COX2 Gens
COlI-5 GGTATTTTAGAATTACATGA (Untereinheit Il der Cytochrom ¢

Oxidase) von Saccharomyces-
Arten (Belloch et al., 2000)
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2.1.7 Nahrmedien

MRS-Medium (DSMZ 11, modifiziert) zur Anzucht von Milchsaurebakterien
Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) 10 g/l

Hefeextrakt 5g/l
Fleischextrakt 2 g/l
Glucose 20 g/l
Tween80 1 ml/I
K,HPO, 2g/l
Natriumacetat x 3 H,0 5g/l
di-Ammoniumhydrogencitrat 2g/l
MgSO0, x 7 H,0 0,2 g/l
MnSO, x 4 H,0O 0,05 g/l
Far Nahrboden: Agar 15 g/

Der pH-Wert des Mediums wurde auf 6,2 eingestellt. Zur Hemmung des Hefewachstums wurde dem
Medium bei Bedarf 670 mg/l Kaliumsorbat, sowie nach Autoklavieren und Abkihlen 20 mg/I

Cycloheximid zugegeben.

AAB-Medium (DSMZ 989) zur Anzucht von Essigsdurebakterien

Pepton aus Fleisch 5g/l
Hefeextrakt 5g/l
Glucose 5g/l
MgS0, x 7 H,0 1g/l

GYP-Medium (DSMZ 852, modifiziert) zur Anzucht von Hefen

Hefeextrakt 10 g/l
Pepton aus Fleisch 20 g/l
Glucose 20 g/l
Fir Nahrboden: Agar 15 g/

LB-Medium (DSMZ 381) zur Anzucht von Escherichia coli
Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) 10 g/l

Hefeextrakt 5g/l
NaCl 10 g/
Fur Ndhrboden: Agar 20 g/l

Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen wurden dem Medium X-Gal (Enkonzentration 40 pg/ml) und

Ampicillin (Endkonzentration 100 pug/ml) steril zugegeben.
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Tomatensaftmedium (DSMZ 59, modifiziert) zur Anzucht von Oenococcus oeni

Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) 20 g/l
Pepton aus Fleisch 5g/l
Hefeextrakt 5g/l
Glucose 5g/l
di-Ammoniumhydrogencitrat 3,5 g/l
K,HPO, 2g/l
Tween 80 1 ml/l
MgSO, x 7 H,0 0,2 g/l
MnSO, x 4 H,0O 0,05 g/l
Tomatensaft (zentrifugiert) 250 ml/I
Far Nahrboden: Agar 15 g/

Der pH-Wert des Mediums wurde auf 5,5 eingestellt. Um das Hefewachstum zu hemmen wurde dem
Medium bei Bedarf 670 mg/l Kaliumsorbat, sowie nach Autoklavieren und Abkihlen 20 mg/I

Cycloheximid zugegeben.

Alle Nahrmedien wurden zur Sterilisation bei 121 °C fuir 20 min autoklaviert.

2.1.8 Mikroorganismen

Die verwendeten Bakterien-Stamme (Tab. 2.7) stammten aus der Stammsammlung des Instituts fir
Mikrobiologie und Weinforschung (IMW, Mainz) oder wurden von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Weiterhin wurden einige Stdmme im

Rahmen dieser Arbeit aus Weinproben isoliert und in der institutseigenen Stammsammlung hinterlegt.

Tab. 2.7: In dieser Arbeit verwendete Bakterien-Stimme

Spezies

Stamme

Herkunft

Acetobacter aceti
Acetobacter cerevisiae/malorum

Acetobacter malorum
Acetobacter tropicalis
Escherichia coli
Gluconacetobacter liquefaciens
Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus casei

DSM 3508'

B987, B988, B989, B990, B991,
B992, B993, B994, B995, B996,
B997

DSM 14337'

DSM 155517

One Shot TOP10

DSM 5603"

DSM 200547

B18, B26, B37, B173, B184, B252,
B253, B259, B260, B261, B262
DSM 20057"

B31, B32, B41, B54, B73

DSM 20011"

DSMZ
Diese Arbeit’

DSMZ

DSMZ

Invitrogen (TOPO TA Cloning Kit)
DSMZ

DSMZ

IMW

DSMZ
IMW
DSMZ
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Fortsetzung Tab. 2.7: In dieser Arbeit verwendete Bakterien-Stimme

Spezies Stamme Herkunft
Lactobacillus curvatus DSM 20019, DSM 20010, DSMZ

DSM 20495, DSM 20496
Lactobacillus diolivorans DSM 144217 DSMZ
Lactobacillus fermentum DSM 20052" DSMZ
Lactobacillus fructivorans DSM 20203" DSMZ
Lactobacillus hilgardii DSM 20176" DSMZ

B146, B268, B271, B272, B706 IMW
Lactobacillus mali DSM 20444" DSMZ
Lactobacillus nagelii DSM 13675" DSMZ
Lactobacillus oeni DSM 199727 DSMZ
Lactobacillus parabuchneri DSM 5987 DSMZ
Lactobacillus paracasei B230 IMW
Lactobacillus plantarum DSM 20174' DSMZ

B35, B36, B102, B118, B137, IMW

B156, B157, B163, B164, B181,

B182, B189, B193, B201, B227,

B250
Lactobacillus rhamnosus B 1/2-15 IMW
Lactobacillus vini DSM 20605" DSMZ
Leuconostoc mesenteroides DSM 20343T, DSM 20346T, DSMZ

DSM 204847

B27,B29, B39, B113, B114,B117 IMW
Oenococcus oeni DSM 20252" (B139") DSMZ

B5, B64, B70, B232, B235, B236, IMW

Pediococcus acidilactici

Pediococcus damnosus

Pediococcus inopinatus

B241, B243, B244, B246, B325,
B350, B351, B352, B353, B354,
B358,B359, B367, B377, B378,
B417, B418

B971, B972, B973, B974, B975,
B976, B977, B981, B978, B9S2,
B979, B98O, B983, B984, BI85,
B986

DSM 20284', DSM 1056

B473, B702

DSM 203317

Hock B2.1, Hock B2.2, B7, B, B9,
B12, B14, B15, B16, B47, B68,
B69, B78, B89, B91, B93, B97,
B98, B99, B451, B452, B455,
BPc260

DSM 20285', DSM 20287

Diese Arbeit’

DSMZ
IMW
DSMZ
IMW

DSMZ
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Fortsetzung Tab. 2.7: In dieser Arbeit verwendete Bakterien-Stimme

Spezies Stamme Herkunft

Pediococcus parvulus DSM 20332" DSMZ

B13, B42, B44, B140, B141, B266, IMW
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, BPc149,

BPc152, BPc158, BPc184, B841

B960, B961, B962, B963, B964, Diese Arbeit"
B965, B966, B967, B968, B969,
B970
Pediococcus pentosaceus DSM 20336" DSMZ
B123, B125, B254, B474, B475 IMW
Weissella paramesenteroides DSM 20288", DSM 5623 DSMZ
BFE 6649 (Kostinek et al., 2005) Dr. Schillinger, MRI

L vergleiche Tab. 3.6

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig
IMW: Institut fur Mikrobiologie und Weinforschung, Mainz

MRI: Max Rubner-Institut, Karlsruhe

T Typstamm

Die O. oeni-Stamme, welche zur Cluster-Analyse verwendet wurden, sind in Tabelle 2.8 nochmals
aufgefihrt, da nahere Informationen zu der Herkunft dieser Stdmme von Relevanz fiir diese Arbeit sind.

Tab. 2.8: Zur Cluster-Analyse verwendete O. oeni-Stamme und deren Herkunft

0. oeni- Herkunft des Isolats

Stamm

B5 Wein aus Stidaustralien

B64 Wein aus dem Weinbaugebiet Mosel*

B70 Wein aus dem Weinbaugebiet Mosel*

B139' Typstamm DSM 20252, isoliert aus Wein von Prof. E. Peynaud (Bordeaux, Frankreich)
B232 Wein aus der Winzergenossenschaft Freyburg/Unstrut (Weinbaugebiet Saale-Unstrut)?
B235 Wein aus der Winzergenossenschaft Freyburg/Unstrut (Weinbaugebiet Saale-Unstrut)?
B241 Wein aus der Winzergenossenschaft Freyburg/Unstrut (Weinbaugebiet Saale-Unstrut)?
B243 Wein aus der Winzergenossenschaft Freyburg/Unstrut (Weinbaugebiet Saale-Unstrut)?

B244 Wein aus der Winzergenossenschaft Freyburg/Unstrut (Weinbaugebiet Saale-Unstrut)?
B325 Wein aus dem Weinbaugebiet Wiirttemberg
B367 Wein aus dem Weinbaugebiet Rheinhessen

L Weiller, 1969; 2, Mederer, 1992; T Typstamm

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hefe-Stamme (Tab. 2.9) wurden von kommerziellen

Stammsammlungen bezogen oder der Stammsammlung des IMW entnommen.
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Tab. 2.9: In dieser Arbeit verwendete Hefe-Stamme

Spezies Stamme Herkunft
Saccharomyces arboricola CBS 10644" CBS
Saccharomyces bayanus DSM 70412" DSMZ
CBS 395, CBS 7001 CBS
Saccharomyces cariocanus CBS 8841T, CBS 5313 CBS
NCYC 2821 NCYC
Saccharomyces cerevisiae DSM 70449" DSMZ
93, 462° IMW
Saccharomyces eubayanus CBS 12357' CBS
Saccharomyces kudriavzevii CBS 8840" CBS
NCYC 2969, NCYC 3494 NCYC
727 ISA
Saccharomyces mikatae CBS 8839T, CBS 10522 CBS
NCYC 2970 NCYC
Saccharomyces paradoxus CBS 4327 CBS
28?% 35° IMW
Saccharomyces pastorianus DSM 6580" DSMZ
NCYC 396, NCYC 529 NCYC
Hybrid-Stamme
S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii CBS 8614 CBS
S. cerevisiae x kudriavzevii NCYC 3518>, NCYC 3739°  NCYC

! hinterlegt als ATCC 48470; °: hinterlegt als ATCC 42297; *: hinterlegt als CBS 8112
* hinterlegt als S. cerevisiae ATCC 48429, aktuelle Ergebnisse sprechen fiir eine Neuklassifizierung als S. paradoxus
> in der Stammsammlung als S. kudriavzevii hinterlegt, aktuelle Ergebnisse sprechen fir eine Neuklassifizierung als

S. cerevisiae x kudriavzevii

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht
DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig
IMW: Institut fiir Mikrobiologie und Weinforschung, Mainz
ISA: Instituto Superior de Agronomia, Lissabon

NCYC: National Collection of Yeast Cultures, Norwich

T Typstamm

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Stammbhaltung der Mikroorganismen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Milchsaurebakterien wurden in MRS-Medium kultiviert. Eine
Ausnahme bildeten hierbei die O. oeni-Stamme, deren Kultivierung in Tomatensaftmedium durchgefiihrt
wurde. Flissigmedien wurden mit 1 % Inokulum beimpft und anschlieBend bei 30 °C fiir zwei bis fiinf
Tage stehend inkubiert. Die Kultivierung von Essigsdurebakterien erfolgte unter Schitteln bei 30 °C fir
zwei bis drei Tage in AAB-Medium. Weiterhin wurden die verwendeten Hefe-Stamme bei 30 °C in GYP-

Medium und die E. coli-Kulturen in LB-Medium bei 37 °C jeweils unter Schiitteln tGber Nacht inkubiert.
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Um Kulturen langerfristig aufzubewahren, wurden diese auf Schragagar-Réhrchen ausgestrichen und
nach dem Heranwachsen bei 4 °C gelagert. Alternativ hierzu wurden Zellen frisch gewachsener Kulturen
in Medium, welches 20 % Glycerin enthielt, bei - 20 °C eingefroren. Die Lagerung der Kulturen in der

institutseigenen Stammsammlung des IMW erfolgte bei - 75 °C in Medium mit 10 % Glycerin.

2.2.2 Bestimmung von koloniebildenden Einheiten

Zur Abschatzung des bakteriellen Titers der Weinproben (Tab. 2.5) wurden cycloheximid- und
kaliumsorbathaltige Tomatensaft-Agar-Platten verwendet, um das Wachstum von Hefen zu
unterdriicken. Zunachst wurde von jeder Probe eine dekadische Verdiinnungsreihe in steriler NaCl-
Lésung (0,9 %) bis zu einer Verdiinnung von 10™ hergestellt. 100 pl jeder Verdiinnungsstufe sowie der
unverdiinnten Probe wurden mit Hilfe eines Drigalskispatels ausplattiert. AnschlieRend wurden die Agar-
Platten bei 30 °C inkubiert. Die Auszdhlung der gewachsenen Kolonien erfolgte nach einer

Inkubationszeit von einer Woche.

2.2.3 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Bestimmung bakterieller Zelltiter wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer, die eine Kammertiefe
von 0,02 mm aufwies, durchgefiihrt. Das Zahlfeld der verwendeten Kammer bestand aus 16
GroRRquadraten (GQ), welche wiederum in 16 Kleinquadrate (KQ) mit einer Flache von jeweils 0,0025
mm? unterteilt waren. Das Volumen tber einem Kleinquadrat betrug folglich 5 x 10° mm?. Pro Probe
wurden mindestens vier GroBquadrate ausgezahlt. Anhand der Mittelwerte der Zellen in einem
GroBquadrat konnte die Zellzahl pro ml folgendermaRen berechnet werden:

Mittelwert der Zellzahl pro GQ / 16 = Zellzahl pro KQ

Zellzahl pro KQ x 2 x 10’ x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl/ml

2.2.4 Isolierung von Milchsaurebakterien aus Weinproben

Zur lIsolierung von Milchsdurebakterien aus den Weinproben 1, 3, 5, 6 und 10 (Tab. 2.5) wurden die
cycloheximidhaltigen Tomatensaft-Agar-Platten, welche zur KBE-Bestimmung dienten (Kap. 2.2.2),
herangezogen. Von verschiedenen Verdiinnungsstufen wurden Kolonien unterschiedlicher Morphologie
gepickt und in Flissigmedium Uberfihrt. Nach Moglichkeit wurden hierbei von jeder vorhandenen
Kolonieform jeweils drei Kolonien ausgewahlt. Nach Inkubation bei 30 °C wurden die gewachsenen

Kulturen mit einer Impfose auf Agar-Platten vereinzelt. Angewachsene Kolonien wurden erneut in
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Flissigmedium Uberimpft. Die Vereinzelung der Isolate wurde so lange durchgefiihrt bis die Kulturen
aufgrund mikroskopischer Untersuchungen als rein erachtet wurden, jedoch mindestens dreimal

wiederholt.

2.2.5 Vereinzelung von Hefezellen mittels Mikromanipulation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode der Mikromanipulation zur Vereinzelung von Hefezellen
verwendet. Diese Technik kam bei der Analyse von Hybrid-Stammen zum Einsatz, um sicherzustellen,
dass sich die untersuchten Kulturen nicht aus einer Mischung mehrerer Stamme oder Arten
zusammensetzten. Der verwendete Mikromanipulator (Abb. 2.1A) basiert auf einer Entwicklung von
Pierre de Fonbrune (US-Patentnummer 1987733 - 1987734).

Zunachst wurde DIFCO Bacto-Agar (3 % in H,0gei0n) angesetzt. Nach dem Aufkochen wurden jeweils 5 ml
der Losung in Reagenzglaser verteilt und autoklaviert. Gereinigte Objekttrager wurden in 70 %-ige
Ethanol-L6sung getaucht, abgeflammt und anschlieRend in sterile Petrischalen gelegt. Auf einer Platte,
welche mittels Wasserwaage horizontal ausgerichtet wurde, wurden die Objekttrager mit dem auf 50 °C
abgekiihlten Agar Uberschichtet. Die festgewordene Agar-Schicht wurde mit einem sterilen Skalpell
zurechtgeschnitten (Abb. 2.1D). AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Impfése am oberen Ende ein
Impfstrich der Hefekultur aufgebracht. Zunachst wurde der Objekttrager mit der Agar-Schicht nach
unten auf dem Objekttisch des Mikroskops eingespannt. Mit Hilfe eines pneumatischen Steuerteils ist es
moglich, den Instrumententrdger, an dem eine sehr fein ausgezogene Glaskapillare (Abb. 2.1B)
angebracht wurde, zu betdtigen. Durch Drehung am Steuerhebel ldsst sich die Glaskapillare nach oben
und unten bewegen. Positioniert man den Objekttisch so, dass die Kapillare direkt neben einer Hefezelle
zum Liegen kommt (Abb. 2.1C), kann man diese durch Bewegung des Objekttischs separieren. Die
Hefezelle ,folgt“ der Glaskapillare hierbei aufgrund von Adhdasionskraften. Auf diese Weise wurden
jeweils 5 - 6 Einzelzellen zum unteren Ende der Agar-Schicht gezogen. Der Agar wurde mit Hilfe eines
sterilen Skalpells vom Objekttrager gelost und in eine Petrischale mit festem GYP-Medium Uberfihrt.
Nach Inkubation bei 30 °C fiir zwei bis drei Tage konnte das Wachstum von Kolonien beobachtet werden

(Abb. 2.1E). Diese wurden in Flissigmedium Gberfiihrt.
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Mikroskop

Steuerhebel

Glaskapillare

Pneumatisches Steuerteil

,-

Instrumententrager

@ e Hefezelle

Glaskapillare

7
Objekttrager Agar-Schicht

Abb. 2.1: Vereinzelung von Hefezellen mittels Mikromanipulator. Gezeigt ist der Aufbau der Apparatur (A) sowie
eine vergroRerte Darstellung der fein ausgezogenen Glaskapillare (B), mit deren Hilfe einzelne Hefezellen (C) von
einem Impfstrich am oberen Rand einer, auf einen Objekttrdger aufgebrachten, Agar-Schicht (D) herausgezogen
werden kénnen. Nach Inkubation bei 30 °C wachsen die Einzelzellen nach wenigen Tagen zu Kolonien heran (E).
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Isolierung

Zur Extraktion der DNA aus Bakterien und Hefen wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Bei dieser Methode wird die DNA nach erfolgter Zell-Lyse selektiv an eine Silica-Membran
gebunden und kann nach mehreren Waschschritten wieder eluiert werden. Als Ausgangsmaterial
dienten 10%- 10° Zellen, welche zunichst mit 0,9 %-iger NaCl-Lésung gewaschen wurden.

Die DNA-Isolierung der Bakterien erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers flir grampositive Bakterien,
jedoch wurde die Inkubation der Zellen in Lysepuffer sowie die Proteinase K-Behandlung fiir 60 min
durchgefihrt.

Um bakterielle Gesamt-DNA aus Most- und Weinproben zu extrahieren wurden 1 bis 10 ml Probe
eingesetzt. Nach dem Waschen des Zellpellets mit 0,9 %-iger NaCl-Losung, erfolgte die DNA-Isolierung
wie oben beschrieben. In einigen Fallen war es nétig, einen weiteren Reinigungsschritt durchzufihren,
um potentielle PCR-Inhibitoren zu entfernen. Hierzu wurde die eluierte DNA mit dem zweifachen
Volumen an Ethanol gefallt und erneut lGber ein DNeasy-Silica-Sdulchen aufgereinigt.

Hefe-DNA wurde nach dem Zusatzprotokoll des Herstellers zur Aufreinigung von DNA aus Hefen isoliert.
Die Inkubation der Zellen in Sorbitol-Puffer mit Lyticase erfolgte flir 60 min. Die entstandenen
Sphaeroblasten wurden fiir 3 h mit Proteinase K und Puffer ATL inkubiert.

Die DNA wurde in der Regel mit 150 pl PCR-Wasser eluiert. Bei der Extraktion von DNA aus Most- und
Weinproben und zur Ermittlung der Nachweisgrenze der Multiplex-PCR wurde das Elutionsvolumen auf
60 ul reduziert, um die DNA-Konzentration zu erhdhen. Die extrahierte DNA wurde bis zu ihrer

Verwendung bei - 20 °C gelagert.

2.3.2 Entwicklung artspezifischer Primer mit Hilfe der SCAR-PCR-
Methode

Zur Generierung artspezifischer Primer fiir verschiedene weinrelevante Milchsaurebakterien wurde das
Prinzip der Sequence Characterized Amplified Region (SCAR)-PCR angewandt (Paran & Michelmore,
1993). Abb. 2.2 gibt einen Uberblick iiber die Vorgehensweise dieser Technik. Die einzelnen Schritte sind

in den folgenden Kapiteln genauer erlautert.
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Abb. 2.2: Vorgehensweise bei der Entwicklung artspezifischer SCAR-Primer am Bsp. von Lb. curvatus. Mit Hilfe
der SAPD-PCR wurde nach artspezifischen Markern gesucht @ Geeignete DNA-Fragmente wurden
ausgeschnitten, aus dem Gel extrahiert und nach der Ligation in einen TOPO-Vektor in kompetente E. coli-Zellen
transformiert @ Mittels CcdB- und Blau-WeiB-Selektion konnten positive Klone, welche ein Insert im Vektor
aufwiesen, detektiert werden. Diese wurden zur Colony-PCR herangezogen @ Die entstandenen PCR-Amplifikate
wurden anschliefend sequenziert @, um auf der Grundlage dieser DNA-Sequenz Primer abzuleiten @ Die Primer
wurden, durch die Verwendung der DNA zahlreicher Milchsdurebakterien-Stdmme, einem Spezifitdtstest
unterzogen @ Neu generierte Primer, die sich als artspezifisch herausstellten, konnten anschlieBRend in das
Multiplex-PCR-System integriert werden @ (Abbildung verandert nach Pfannebecker, 2008).
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2.3.3 PCR-Methoden

Die Polymerasekettenreaktion (PCR), die der Amplifikation spezifischer DNA-Regionen dient, stellt
heutzutage eine der wichtigsten molekularbiologischen Methoden dar. Seit ihrer Entwicklung in den
1980er Jahren (Saiki et al., 1988; Mullis et al., 1986) wurde diese Technik immer wieder modifiziert,

wodurch sich stetig neue Anwendungsbereiche eréffneten.

2.3.3.1 Amplifikation der bakteriellen 16S rDNA

Der 16S rDNA-Sequenzvergleich gilt als Standardmethode zur taxonomischen Einordung bakterieller
Isolate auf Art-Ebene. Die Amplifikation wurde in dieser Arbeit mit den Primern PurEubak5 und
PurEubak3 (Tab. 2.6) durchgefiihrt. Diese sind komplementar zu Nukleotid-Bereichen am 5‘- (Nukleotide
8-25) bzw. 3‘-Ende (Nukleotide 1544-1529) des 16S rDNA-Gens von E. coli. Somit weist das erwartete
PCR-Produkt eine GréRe von etwa 1540 bp auf. In Tabelle 2.10 ist die Zusammensetzung des
verwendeten Reaktionsansatzes wiedergegeben.

Tab. 2.10: Zusammensetzung eines 50 pl-Reaktionsansatzes zur 16S rDNA-PCR

Komponente (Konzentration) Volumen
Forward-Primer: PurEubak5 (10 uM) 1ul
Reverse-Primer: PurEubak3 (10 uM) 1ul
dNTP-Mix (40 mM) 1ul
MgCl, (25 mM) 2 ul
PCR-Reaktionspuffer Y (10x) 5 ul
Enhancer Solution P (5x) 5 ul
Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,4 ul
PCR-Wasser 32,6 ul
Template-DNA 2 ul

Zur Amplifikation wurde das in Tabelle 2.11 dargestellte PCR-Programm verwendet.

Tab. 2.11: PCR-Programm zur Amplifikation der 16S rDNA

Nr. Reaktionsschritt Temperatur  Zeit

1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
2 Denaturierung 94 °C 1 min
3 Annealing 56 °C 1 min
4 Elongation 72 °C 1,5 min
5 35 Zyklen (Nr. 2 - 4)

6 Finale Elongation 72 °C 10 min
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2.3.3.2 Amplifikation der ITS-Region von Hefen

Um Hefe-Stdmme taxonomisch einzuordnen, wurde die 5,85 rDNA mit ihren flankierenden ITS-Regionen
herangezogen. Zur Amplifikation dieses DNA-Abschnitts wurden die Primer ITS1 und ITS4 (Tab. 2.6)
verwendet, die am 3‘-Ende der 18S rDNA bzw. am 5‘-Ende der 26S rDNA binden (Abb. 2.3).

ITS 1
ITS 1 ITS 2

—
- —[ 18S rDNA ]—[ 5,85 rDNA ]—[ 265 rDNA ]— _——

e
ITS 4
f i

ITS-Region

Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines Ausschnitts des repetitiven ribosomalen Genclusters in Eukaryoten. Die
Pfeile markieren die Bindestellen der Primer ITS1 und ITS4 (White et al., 1990). Nicht dargestellt ist das Gen der
5S rDNA, welches in S. cerevisiae vom Gegenstrang kodiert wird, sowie die intergenen Regionen (IGR).

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes entsprach dem der 16S rDNA-PCR (Tab. 2.10). Die Amplifikation
wurde unter den in Tab. 2.11 dargestellten Bedingungen durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass das

Annealing der Primer bei 55 °C und die Elongation fiir 1 min erfolgte.

2.3.3.3 Nested Specifically Amplified Polymorphic DNA-PCR

Die nested Specifically Amplified Polymorphic DNA (nSAPD)-PCR ist ein von Frohlich und Pfannebecker
(2007) entwickeltes speziesunabhdngiges DNA-Fingerprint-Verfahren, welches zur Ermittlung
genetischer Ahnlichkeiten herangezogen werden kann. In einer ersten PCR ist es méglich Organismen auf
Art-Ebene zu differenzieren, wohingegen bei der Durchfiihrung einer nested PCR stammspezifische

Unterschiede deutlich werden.

SAPD-PCR

Die bei der SAPD-PCR verwendeten Primer A-Not, C-Not, G-Not und T-Not (Tab. 2.6) sind von der
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Notl (GCGGCCGC) abgeleitet und wurden jeweils in
getrennten PCR-Reaktionen eingesetzt. Die Reaktionsansatze (Tab. 2.12) hatten ein Gesamtvolumen von
25 pl. Die SAPD-PCR wurde in 200 pl-ReaktionsgefaRen (Multi-Ultra PCR-Tubes; Roth, Karlsruhe)
durchgefiihrt, da diese durch ihre diinne Wand einen schnellen und gleichméaRigen Warmetransfer
ermoglichen. Fir den Fall, dass das PCR-Produkt der SAPD-PCR in einer nested PCR eingesetzt werden
sollte, wurde anstelle des normalen PCR-Wassers, UV-behandeltes ROTIPURAN Low organic Wasser

(Roth, Karlsruhe) verwendet. Weiterhin wurden die Pipetten, die Reaktionsgefdlle sowie die PCR-
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Reagenzien, mit Ausnahme der Tag-Polymerase, fir 60 min in einer DNA/RNA UV-cleaner Box (Biosan,
Riga, Lettland) bestrahlt, um DNA-Kontaminationen zu vermeiden. Die SAPD-PCR wurde mit Filterspitzen
angesetzt und die kompletten Reaktionsansatze wurden vor Zugabe der Template-DNA fiir 5 min auf Eis
mit UV-Licht behandelt.

Tab. 2.12: Zusammensetzung der SAPD-PCR

Komponente (Konzentration) Volumen
Primer (50 uM) 1ul
dNTP-Mix (40 mM) 1l
MgCl, (25 mM) 2 ul
PCR-Reaktionspuffer Y (10x) 2,5 ul
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
PCR-Wasser 13,3 pl
Template-DNA 5l

Die Einflihrung zweier Temperaturrampen zwischen Annealing- und Elongationsphase (Tab. 2.13, Schritt
4 bis 8) im PCR-Programm der SAPD-PCR, fiihrte zu einer verbesserten Bindung der Primer an die DNA
(Pfannebecker, 2008).

Tab. 2.13: Bedingungen zur Durchfiihrung der SAPD-PCR

Nr. Reaktionsschritt Temperatur Zeit

1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
2 Denaturierung 94 °C 1 min
3 Annealing 35°C 1 min
4 Rampe 35°C(+0,5°C) 12 sec
5 15 Zyklen (Nr. 4)

6 Annealing 42,5 °C 1 min
7 Rampe 42,5°C(+1,5°C) 12 sec
8 19 Zyklen (Nr. 7)

9 Elongation 72 °C 5 min
10 35 Zyklen (Nr.2-9)

11  Finale Elongation 72 °C 10 min

Nested SAPD-PCR

Bei der nested SAPD-PCR wurden Primer verwendet, die ein zusatzliches Nukleotid am 3‘-Ende tragen. So
konnte z.B. das Produkt der SAPD-PCR mit dem Primer C-Not in einer zweiten PCR mit den Primern
C-Not-A, -C, -G oder -T (Tab. 2.6) eingesetzt werden. Die Zusammensetzung des nested SAPD-PCR-
Ansatzes entsprach dem der SAPD-PCR mit der Ausnahme, dass 2,5 pl Enhancer Solution P zugegeben
wurden. Als Template diente 1 pl des Amplifikationsprodukts der ersten PCR; die Menge des PCR-
Wassers wurde so angepasst, dass das Gesamtvolumen 25 ul betrug. Die Reaktionsbedingungen der

nested SAPD-PCR kénnen Tabelle 2.14 entnommen werden.
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Tab. 2.14: PCR-Programm der nested SAPD-PCR

Nr. Reaktionsschritt Temperatur  Zeit
1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
2 Denaturierung 94 °C 1 min
3 Annealing 1 min
Primer: A-Not-A,-C,-G,-T / T-Not- A,-C,-G,-T 39°C
Primer: C-Not- A,-C,-G,-T / G-Not- A,-C,-G,-T 41 °C
4 Elongation 72 °C 5 min
5 35 Zyklen (Nr. 2 - 4)
6 Finale Elongation 72 °C 10 min

2.3.3.4 Colony-PCR transformierter Escherichia coli-Zellen

Mit Hilfe der Colony-PCR wurden klonierte DNA-Fragmente, unter Verwendung der vektorkodierten
Primer M13F und M13R (Tab. 2.6), amplifiziert. Hierzu wurden Uber Nacht gewachsene Kolonien
transformierter One Shot TOP10 E. coli-Zellen in 50 pl PCR-Wasser resuspendiert. Von dieser
Zellsuspension dienten 2 pl als Template fiir den Colony-PCR-Ansatz (Tab. 2.15).

Tab. 2.15: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur Colony-PCR

Komponente (Konzentration) Volumen
Forward-Primer: M13F (10 uM) 1l
Reverse-Primer: M13R (10 uM) 1l
dNTP-Mix (40 mM) 1 ul
PCR-Reaktionspuffer Y (10x) 5ul
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
PCR-Wasser 39,8 ul
Zellsuspension 2 ul

Vor dem eigentlichen PCR-Programm wurde ein 15 mindtiger Schritt bei 95 °C eingefiihrt, um die Zellen
zu lysieren und somit die DNA fir die Amplifikation zugénglich zu machen. Die PCR-Bedingungen waren
dhnlich der 16S rDNA-PCR (Tab. 2.11). Die Annealingtemperatur wurde auf 58 °C erhéht und die
Elongationszeit wurde jeweils in Abhangigkeit der GroRRe des klonierten Fragmentes gewahlt, wobei von

einer Syntheserate der Tag-DNA-Polymerase von 1000 bp/min ausgegangen wurde.

2.3.3.5 Sequence Characterized Amplified Region-PCR zur Uberpriifung der

Primerspezifitat

Die anhand spezifischer SAPD-PCR-Fragmente abgeleiteten SCAR-Primer wurden auf ihre Spezifitat hin
untersucht. Hierzu wurde die DNA vieler verschiedener Milchsdurebakterien-, einiger
Essigsdaurebakterien-Arten sowie von S. cerevisiae als Template verwendet. Die Zusammensetzung eines

SCAR-PCR-Ansatzes kann Tab. 2.16 enthnommen werden.
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Tab. 2.16: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur SCAR-PCR

Komponente (Konzentration) Volumen
Forward-Primer (10 uM) 0,5 ul
Reverse-Primer (10 uM) 0,5 ul
dNTP-Mix (40 mM) 0,5 pl
PCR-Reaktionspuffer S (10x) 2,5 ul
Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,2 ul
PCR-Wasser 19,8 ul
Template-DNA 1ul

Das PCR-Programm der SCAR-PCR ist in Tab. 2.17 dargestellt.

Tab. 2.17: PCR-Programm zur Durchfiihrung der SCAR-PCR

Nr. Reaktionsschritt Temperatur Zeit

1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

2 Denaturierung 94 °C 0,5 min
3 Annealing 69 °C (- 1°C)* 0,5 min
4 Elongation 72 °C 1 min
5 6 Zyklen (Nr. 2 - 4)

6 Denaturierung 94 °C 5 min

7 Annealing 62 °C 0,5 min
8 Elongation 72 °C 1 min

9 22 Zyklen (Nr. 6 - 8)

10 Finale Elongation 72 °C 5 min

!. Abnahme der Temperatur in jedem Zyklus um 1 °C

2.3.3.6 Multiplex-PCR

Auf der Grundlage der im Rahmen dieser sowie einer vorhergehenden Arbeit (Pfannebecker, 2008)

generierten SCAR-Primer (Tab. 2.6) wurde ein Multiplex-PCR-System

zum Nachweis von 13

verschiedenen Milchsdaurebakterien-Arten entwickelt. Hierzu wurden die artspezifischen Primerpaare in

zwei Primer-Mischungen (Tab. 2.18) aufgeteilt, welche in getrennten Reaktionsansitzen eingesetzt

wurden.

Tab. 2.18: Zusammensetzung der Primer-Mischungen A und B fiir die Multiplex-PCR

Primer-Mischung A

Primer-Mischung B

SCAR-Primer? Konzentration®

SCAR-Primer®

Konzentration®

SCAR-OENI-F 3uM SCAR-LBU-F
SCAR-OENI-R 3 uM SCAR-LBU-R
SCAR-LBR-F 3 puM SCAR-PAC-F
SCAR-LBR-R 3 pM SCAR-PAC-R
SCAR-LPL-F 2 pM SCAR-LBH-F
SCAR-LPL-R 2 pM SCAR-LBH-R
SCAR-LEU-F 2 pM SCAR-PIN-F
SCAR-LEU-R 2 pM SCAR-PIN-R

3 uM
3 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
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Fortsetzung Tab. 2.18: Zusammensetzung der Primer-Mischungen A und B fiir die Multiplex-PCR

Primer-Mischung A Primer-Mischung B
SCAR-Primer® Konzentration® SCAR-Primer® Konzentration®
SCAR-WPA-F 2 uM SCAR-LCU-F 2 uM
SCAR-WPA-R 2 uM SCAR-LCU-R 2 uM
SCAR-PDA-F 2 uM SCAR-PPE-F 2 uM
SCAR-PDA-R 2 uM SCAR-PPE-R 2 uM
SCAR-PPA-F 2 uM
SCAR-PPA-R 2 uM

°: vergl. Tabelle 2.6
°. angegeben ist jeweils die Konzentration der Primer im 10x Primer-Mischungen

Zur Durchfuhrung der Multiplex-PCR wurde das Multiplex PCR Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet.
Die Zusammensetzung der beiden Reaktionsansatze ist in Tab. 2.19 dargestellt.

Tab. 2.19: Zusammensetzung der beiden Multiplex-PCR-Reaktionsansaitze

Komponente (Konzentration) Volumen
Reaktionsansatz A Reaktionsansatz B
Multiplex PCR Mastermix (2x) 12,5 ul 12,5 ul
Primer-Mischung (10x) 2,5 ul 2,5 ul
Q-Solution (5x) - 2,5 ul
Template-DNA" 1pl-5pl 1ul-5ul
PCR-Wasser ad 25 ul ad 25 ul

!. Bei der Verwendung von DNA aus Kulturen wurde 1 pl als Template eingesetzt, bei
Gesamt-DNA-Extrakten aus Most- und Weinproben wurde das Volumen auf 5 ul erhéht

Zur Kontrolle und besseren Auswertung wurde bei der Multiplex-PCR eine DNA-Mischung mitgefiihrt.
Diese enthielt die extrahierte DNA der folgenden 13 Milchsdurebakterien-Typstdmme in gleichen
Volumen-Anteilen: Lb. brevis DSM 20054', Lb. buchneri DSM 20057, Lb. curvatus DSM 20019,
Lb. hilgardii DSM 20176", Lb. plantarum DSM 20174", Lc. mesenteroides DSM 20343", 0. oeni
DSM 20252, P. acidilactici DSM 20284, P. damnosus DSM 20331", P. inopinatus DSM 20285, P. parvulus
DSM 203327, P. pentosaceus DSM 20336' und W. paramesenteroides DSM 20288". Ein Volumen von 1 pl
reichte hierbei als Template fir die Multiplex-PCR aus.

Die Amplifikation erfolgte nach dem in Tab. 2.17 angegeben PCR-Programm, wobei die initiale
Denaturierung fir 15 min durchgefiihrt wurde, da in dem Multiplex PCR Kit eine HotStarTag-DNA
Polymerase enthalten ist. Auch die zeitliche Dauer der anderen Schritte wurde verldangert: das Annealing
der Primer wurde auf 3 min, die Elongation auf 1,5 min sowie die finale Elongation auf 10 min

ausgedehnt.
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2.3.3.7 PCR zur Denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese

Zur anschlieBenden Analyse mittels DGGE wurde ein Teilbereich des bakteriellen rpoB-Gens unter
Verwendung der Primer rpoB-F und rpoB-R_GC (Tab. 2.6) amplifiziert. Die Zusammensetzung des PCR-
Ansatzes war identisch zu dem der 16S rDNA-PCR (Tab. 2.10). Die in Tabelle 2.11 dargestellten PCR-
Bedingungen wurden leicht modifiziert. Die Annealingtemperatur wurde auf 48 °C heruntergesetzt, die

Elongationszeit auf 1 min verkirzt und die Gesamt-Zyklenzahl auf 40 erhoht.

2.3.3.8 Reamplifikation von DNA-Fragmenten aus der Denaturierenden
Gradienten-Gelelektrophorese

Um Sequenzinformationen von DGGE-Banden zu erhalten, missen diese zundchst reamplifiziert werden.
Hierzu wurden die Primer rpoB-F und rpoB-R (Tab. 2.6) verwendet. Der Reverse-Primer rpoB-R besitzt die
gleiche Sequenz wie der DGGE-Primer rpoB-R_GC mit dem Unterschied, dass dieser keine GC-Klammer
aufweist. Die GC-Klammer kann die Amplifikation behindern und auch zu Problemen bei der
Sequenzierung fihren. Die gewahlten PCR-Bedingungen und auch die Zusammensetzung der

Reaktionsanséatze entsprach denen der PCR fiir die DGGE (Kap. 2.3.3.7).

2.3.3.9 Amplifikation verschiedener genetischer Marker von Saccharomyces-Arten

Zur Amplifikation von Teilbereichen der Gene CAT8, CYR1, GSY1, MET6 und OPY1 (Tab. 2.6)
verschiedener Saccharomyces-Stamme wurden die von Gonzdlez et al. (2006) generierten Primer
herangezogen. Die Primer wurden nach der jeweils zu amplifizierenden Genregion benannt und sind in
Tab. 2.6 aufgefiihrt. Mit einer Ausnahme sind alle Primer universell auf Hefen der Gattung
Saccharomyces anwendbar. Zur Amplifikation des MET6-Genabschnitts in S. kudriavzevii ist der
spezifische Reverse-Primer MET6-3 K notwendig. Mittels Analyse des mitochondrialen Gens COX2
wurden Hybrid-Stamme genauer charakterisiert. Hierzu wurde das Primerpaar COII-3/COII-5 (Belloch et
al., 2000; Tab. 2.6) verwendet. Die Zusammensetzung der PCR-Ansédtze entspricht dem der 16S rDNA-PCR
(Tab. 2.10), mit dem Unterschied, dass hier der PCR-Reaktionspuffer S verwendet wurde. Die Reaktions-

bedingungen kdnnen Tabelle 2.20 entnommen werden.

41



Material und Methoden

Tab. 2.20: PCR-Programme zur Amplifikation verschiedener genetischer Marker in Saccharomyceten

Amplifikation von CAT8, CYR1, Amplifikation von COX2
GSY1, MET6 und OPY1

Nr. Reaktionsschritt Temperatur  Zeit Temperatur  Zeit

1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 95 °C 5 min

2 Denaturierung 94 °C 1 min 94 °C 1 min

3 Annealing 55,5 °C 2 min 40 °C 1 min

4 Elongation 72 °C 2 min 72 °C 1 min

5 40 Zyklen (Nr. 2 - 4)

6 Finale Elongation 72 °C 10 min 72 °C 10 min

2.3.4 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Die RFLP-Analyse diente im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung von Teilregionen der Gene CATS,
CYR1, GSY1, MET6 und OPY1 (Tab. 2.6). Mit Hilfe eines von Gonzalez et al. (2006) entwickelten Systems,
bei dem die genetischen Marker mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen verdaut werden (Tab. 2.21),
kénnen Stamme der Gattung Saccharomyces charakterisiert werden.

Tab. 2.21: RFPL-Analysen zur Charakterisierung von Hefen der Gattung Saccharomyces

Genregion® Verwendete Restriktionsenzyme
CATS Hhal®, Mspl

CYR1 Haelll, Mspl

GSY1 Mspl

MET6 ScrFl, Haelll, Hinfl

OPY1 Haelll, Scrfl

% vergl. Tab. 2.6
! anstelle des von Gonzalez et al. (2006) verwendeten Enzyms Cfol
wurde das Isoschizomer Hhal herangezogen

Der Ansatz einer Restriktionsreaktion setzte sich aus 15 pl PCR-Produkt, 0,3 pl des jeweiligen
Restriktionsenzyms, 2,7 ul PCR-Wasser und 2 pl des vom Hersteller empfohlenen Puffers (Tango Buffer
(10x) fur Hhal und Mspl, Buffer R (10x) fur Haelll, Buffer O (10x) flir ScrFl und Fast Digest Green Buffer
(10x) fur Hinfl) zusammen. Die Reaktionsansdtze wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Bei der
verwendeten Restriktionsendonuklease Hinfl handelte es sich um ein sogenanntes FastDigest-Enzym,
daher wurden die Ansatze mit diesem Enzym fiir 30 min bei 37 °C restringiert und anschliefend fir 10
min bei 65 °C inaktiviert. Im Anschluss wurden die Restriktionsansatze entweder direkt mittels Agarose-

Gelelektrophorese ausgewertet oder bis zu ihrer Verwendung bei - 20 °C aufbewahrt.
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2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung und GréRenbestimmung von DNA-Fragmenten
angewandt. Hierzu wurde Agarose in TBE-Puffer (TRIS 10,8 g/|, Borsaure 5,5 g/, EDTA-Na, 0,82 g/l) durch
Aufkochen gel6st und nach dem Abkihlen in einen Geltrager mit eingesetztem Taschenformer gegossen.
Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde der Taschenformer herausgezogen und das Gel in eine,
mit TBE-Puffer geflillte, Elektrophorese-Kammer gelegt. Die DNA-Proben wurden mit 6x Ladepuffer
(Tab. 2.22) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als Langenstandard wurden 5 pl GeneRuler DNA
Ladder Mix aufgetragen. Anschliefend wurden die DNA-Fragmente im elektrischen Feld aufgetrennt.

Tab. 2.22: Zusammensetzung des DNA-Ladepuffers

Komponente (Konzentration) Menge
TRIS/HCI, pH 8 (1M) 3,2 ml
Glycerin (100 %) 3,5 ml
H,04eion 2,5 ml
Bromphenolblau 2,5mg

Fiir Kontrollgele zur Uberpriifung von PCR-Produkten wurden in der Regel je 5 pl Probe und 1 %-ige
Agarosegele verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei 100 - 120 V. Zur Auswertung der Bandenmuster
der SAPD- und nested SAPD-PCR wurden 1,5%-ige Gel nach dem Aufkochen mit 0,035 %
Natronwasserglas versetzt, um eine bessere Scharfe einzelner Gelbanden zu erhalten. Sollten aus dem
Gel Banden extrahiert werden, wurde kein Natronwasserglas zugegeben. Ein Volumen von 7 ul der
(nested) SAPD-PCR-Ansdtze wurde auf das Gel aufgetragen und bei einer Spannung von 55 V
aufgetrennt. Zur Analyse der Multiplex-PCR wurden 1,5 %-ige Gele verwendet; die Elektrophorese wurde
bei 100 V durchgefiihrt. Um RFLP-Ansdtze auszuwerten, wurden 2 %-ige Agarose-Gele mit dem
kompletten Restriktionsverdau (20 ul) beladen und die entstandenen DNA-Fragmente bei 80 V
aufgetrennt.

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Gele fiir 20 - 30 min in einem Ethidiumbromid-Bad
(2 mg/1) gefarbt und danach in einer Geldokumentationseinheit (BioVison CN 3000, Vilber-Lourmat,
Eberhardzell) unter UV-Licht fotografiert.

2.3.6 Aufreinigung von PCR-Produkten und Gelextraktion

Fir einige Anwendungen war eine Aufreinigung der PCR-Produkte nétig, um potentiell stérende
Rickstande aus dem PCR-Ansatz, wie Primer und Nukleotide, zu entfernen. Die PCR-Aufreinigung wurde

entweder mit dem GenelET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) oder dem
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QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die PCR-
Produkte wurden mit 30 ul PCR-Wasser eluiert.

Mit Hilfe der Gelextraktion ist es moglich einzelne DNA-Fragmente aus einem Gemisch von PCR-
Produkten zu isolieren. Hierzu wurden die Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt und unter
Verwendung von schwachem UV-Licht mit einem sterilen Skalpell aus diesem ausgeschnitten. Die
Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mittels QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) laut

Angaben des Herstellers, wobei zur Elution der DNA 20 pl PCR-Wasser verwendet wurden.

2.3.7 Klonierung

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurde das TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (invitrogen,
Karlsruhe), in dem neben dem Vektor pCR4-TOPO auch chemisch-kompetente E. coli-Zellen des Stammes
One Shot TOP10 enthalten waren, verwendet. In dieser Arbeit wurden spezifische SAPD-PCR-Banden in
den TOPO-Vektor kloniert, um diese spater sequenzieren zu kdnnen. Der linearisierte Plasmidvektor
verfiigt an seinen Enden iber 3‘-Desoxythymidin-Uberhdnge und eignet sich daher zur Klonierung von
DNA-Fragmenten, welche durch die Tag-DNA-Polymerase synthetisierte 3‘-Desoxyadenosin-Uberhinge
aufweisen. Da die SAPD-PCR mit der Tag-DNA-Polymerase durchgefiihrt wurde, war keine weitere
Vorbehandlung des PCR-Produkts notig.

Flr eine TOPO-Ligationsreaktion wurden in der Regel 4 ul der frisch aufgereinigten Gelbande mit 1 pl
Salzlésung (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,) und 1 pl pCR4-TOPO gemischt und anschliefend fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dieser Schritt diente der Ausbildung der Phosphodiesterbindung zwischen
Vektor und Insert, welche durch die kovalent an den Vektor gebundene Topoisomerase | katalysiert wird.
Von diesem Ligationsansatz wurden 2 pl zur Transformation verwendet und der Rest bei - 20 °C
eingefroren.

Zur Transformation wurde ein Aliquot chemisch-kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und mit 2 pl des
Ligationsansatzes versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurden die Zellen 10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein kurzer Hitzeschock von 30 sec bei 42 °C, nach welchem die Zellen nochmals
kurz auf Eis gelagert wurden. Dem Transformationsansatz wurden 250 pl S.0.C.-Medium zugegeben und
die Zellen fiir 40 - 60 min bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils 100 pl und
200 ul des Transformationsansatzes auf vorgewarmten Ampicillin- und X-Gal-haltigen LB-Platten
ausplattiert und diese tGber Nacht bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Mittels CcdB- und Blau-WeiR-Selektion

konnten positive Klone detektiert werden, welche zur Colony-PCR herangezogen wurden.
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2.3.8 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden als Auftragsarbeit von den Firmen Eurofins MWG Operon (Ebersberg) und LGC
Genomics GmbH (Berlin) durchgefiihrt. Hierzu wurden die aufgereinigten DNA-Fragmente mit den
jeweiligen Sequenzierprimern eingesandt. Die Sequenzierungsergebnisse wurden in digitaler Form zur

Verfligung gestellt.

2.3.9 Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der DGGE werden DNA-Fragmente nicht wie bei der Agarose-Gelelektrophorese aufgrund ihrer
GroRe, sondern ihrer Nukleotid-Zusammensetzung aufgetrennt. Die hierzu verwendeten Polyacrylamid-
Gele besitzen einen ansteigenden Gradienten denaturierender Substanzen (Formamid und Harnstoff),
die ein Aufschmelzen der DNA-Fragmente wahrend des Laufs durch das Gel bewirken. Hierbei bilden sich
sogenannte Schmelzdomdnen aus, welche in Abhéangigkeit von ihrer Sequenz unterschiedliches
Schmelzverhalten aufweisen. Diese teilweise denaturierten DNA-Fragmente zeigen bei der
Elektrophorese ein verlangsamtes Laufverhalten (Milhardt, 2009). Die PCR zur DGGE wurde wie in
Kap. 2.3.3.7 beschrieben durchgefiihrt. Der verwendete Reverse-Primer rpoB-R_GC weist am 5‘-Ende
eine GC-reiche Region (GC-Klammer) auf. Das Anhdngen einer solchen Region mit hoher
Schmelztemperatur an PCR-Produkte bewirkt, dass die beiden DNA-Strange zusammengehalten werden,
wahrend andere Bereiche aufschmelzen, wodurch letztendlich die Sensitivitdt der DGGE verbessert wird
(Sheffield et al., 1989).

Zur DGGE wurde das D Gene Denaturing Gel Electrophoresis System der Firma Bio-Rad (Miinchen)
genutzt. Zur Auftrennung der in dieser Arbeit gewdhlten DNA-Region erwies sich ein denaturierender
Gradient von 25 % - 50 % als geeignet. Um ein Gradienten-Gel zu gieRen, wurden zundchst zwei
Glasplatten nach griindlicher Reinigung mit 70 % Ethanol in eine GelgieRapparatur eingespannt.
AnschlieBend wurden zwei Losungen mit unterschiedlicher Harnstoff- und Formamidkonzentration
hergestellt, wobei Lésung A eine niedrigere Konzentration denaturierender Agenzien aufwies als Losung
B (Tab. 2.23).

Die beiden Losungen wurden in zwei Kammern eines Gradientenmischers gefillt (Abb. 2.4A), der (iber
einem Magnetriihrer angebracht wurde. Der Schlauch, der beide Kammern miteinander verbindet, sowie
der Schlauch der zum GelgieRstand (Abb. 2.4B) fiihrt waren zunachst durch eine Klemme verschlossen.

Kurz vor dem GielRen des Gels wurden beiden Losungen 90 ul APS (1 M) und 5 pul TEMED zugegeben.
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Tab. 2.23: Zusammensetzung der Losungen zur Herstellung eines DGGE-Gels

Komponente Endkonzentration Eingesetzte Menge

Losung A (25 %) Losung B (50 %)
H,O0geion - 9,0 ml 6,5 ml
40% Acrylamid® 8% 3,0ml 3,0 ml
50x TAE-Puffer’  1x 0,3 ml 0,3 ml
Harnstoff variabel 16g 3,1g
Formamid variabel 1,5 ml 3,0ml
Glycerin 2% 0,3 ml 0,3 ml

L Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) (Roth, Karlsruhe)
2. 50x TAE: TRIS 242 g/l, Essigsdure 57,1 ml/I, EDTA (0,5 M, pH8) 100 ml/I

/ — — — = GelgieRapparatur

Verbindungsschlauch
zwischen Kammer A & B

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Gradientenmischers (A) und Fotografie des GelgieRstandes (B).

AnschlieBend wurden die beiden Klemmen gleichzeitig gedffnet. Unter stiandigem Rihren lief
Loésung A langsam in die Kammer mit Losung B, welche dadurch konstant verdiinnt wurde. Das
Gemisch aus Kammer B wurde gleichzeitig liber den zweiten Schlauch zum GelgieRstand geleitet
und gleichmaRig zwischen zwei Glasplatten gegossen, bis deren Oberkante erreicht war. Danach
wurde vorsichtig ein Taschenformer zwischen die Glasplatten eingesetzt. Das Auspolymerisieren der
Gele erfolgte meist Uber Nacht oder mindestens fiir 3 h. Die vollstindig polymerisierten Gele
wurden in die Halterung des DGGE-Geréts gespannt und der Taschenformer wurde entfernt. Die mit
TAE-Puffer (1x) befiilite DGGE-Kammer wurde vorgeheizt. Anschlieend konnten die Gele in die
Elektrophoresekammer gesetzt werden. Nach griindlichem Spiilen der Taschen mit TAE-Puffer
wurde das Gel beladen. Hierzu wurden 10 - 20 ul PCR-Produkt mit DNA-Ladepuffer (Tab. 2.22)
gemischt und unter Verwendung einer fein ausgezogenen Pipettenspitze in die Taschen pipettiert.

Die Elektrophorese wurde bei einer Temperatur von 60 °C und einer Spannung von 145 V fir5-6 h
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durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das Gel aus der Apparatur entfernt und fiir etwa 20 min in einem

Ethidiumbromid-Bad (2 mg/I) gefarbt und danach unter UV-Licht dokumentiert.

2.4 Bioinformatische Methoden

2.4.1 Cluster-Analyse

Sowohl die SAPD-PCR-Bandenmuster verschiedener Saccharomyces-Arten, als auch die nested SAPD-
PCR-Muster von O. oeni-Stammen, wurden zur Cluster-Analyse herangezogen. Mit Hilfe der Software
Bio-1D (Vilber-Lourmat, Eberhardzell) konnte die GroBe der Fragmente des Fingerprint-Musters durch
Vergleich mit dem mitgefiihrten Standard berechnet werden. Anschlieend wurden die BandengrofRen in
einer Tabelle sortiert dargestellt, wobei die Fragmente aller untersuchten Organismen mit einbezogen
wurden. Diese Daten wurden zunachst in einer Excel-Tabelle (Excel 2010, Microsoft, Béblingen) in eine
1/0-Matrix Ubersetzt, von der Spaltenform in die Zeilenform transponiert und dann in Word 2010
(Microsoft, Boblingen) tibertragen. Um diese Daten zur Generation eines Cluster-Baums verwenden zu
kénnen, wurden die Zahlen der Matrix in ,,A” anstelle von ,1“ und , T“ anstatt ,0“ umgeschrieben. Des
Weiteren wurden die einzelnen Reihen gemaR des FASTA-Formats formatiert. Bei der Auswertung
mehrerer PCRs kdnnen die jeweiligen Datensets aneinandergefligt werden. Auf der Grundlage dieser
Sequenzen wurde anschliefend mit Hilfe der Software ClustalX (Thompson et al., 1997) ein Stammbaum
nach dem Neighbor-Joining-Algorithmus berechnet. Der Baum wurde anschlieBend in Tree View (Page,

1996) gedffnet und editiert.

2.4.2 Datenbanken, Webadressen und Programme

Folgende Datenbanken und Webadressen wurden im Rahmen dieser Arbeit genutzt:

BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

CBS-KNAW (Fungal Biodiversity Centre) http://www.cbs.knaw.nl/

Clustalw2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

DSMZ http://www.dsmz.de/

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Oligo Property Scan http://www.eurofinsgenomics.eu/

Reverse Complement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
Saccharomyces Genome Database http://www.yeastgenome.org/

Straininfo http://www.straininfo.net/
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In dieser Arbeit wurde die folgende Software verwendet:

Bio-1D 15.02 (Vilber-Lourmat, Eberhardzell)
ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997)
FinchTV 1.4.0 (Geospiza, Seattle, USA)
Microsoft Office 2010 (Microsoft, Boblingen)

Tree View 1.6.6 (Page, 1996)

Vision Capt 15.08 (Vilber-Lourmat, Eberhardzell)

2.5 Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonization-Time-Of-
Flight-Mass-Spectrometry

Die MALDI-TOF-MS-Analysen wurden in der Amtlichen Materialprifungsanstalt (MPA, Bremen) in der
Arbeitsgruppe von Dr. Jan Kiver durch Dr. Andreas Rabenstein durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit
war es von Interesse, ob sich diese Methode zur Differenzierung von Hefen der Gattung Saccharomyces
eignet. Hierzu wurden 21 verschiedene Saccharomyces-Stamme auf GYP-Agar ausplattiert und bei 30 °C
inkubiert. Nachdem deutlich sichtbare Kolonien herangewachsen waren, wurden die Kulturen in die MPA
(Bremen) geschickt. Weiterhin sollte iberprift werden, ob die MALDI-TOF-MS sensitiv genug ist, um eine
Unterscheidung verschiedener O. oeni-lsolate auf Stamm-Ebene zu ermdglichen. EIf O. oeni-Stamme
wurden nach Ausplattieren auf Tomatensaft-Agar fir zwei bis drei Tage bei 30 °C inkubiert und
anschlieBend ebenfalls zur MPA (Bremen) gesendet.

Vor der MALDI-TOF-MS-Analyse wurden die Kulturen nochmals Uberimpft. Saccharomyces-Stamme
wurden auf GYP-Agar fiir 72 h bei 25 °C kultiviert. Die O. oeni-lsolate wurden auf einem leicht
modifizierten Tomatensaft-Agar (Casein Trypton 20 g/|, Pepton aus Fleisch 0,5 g/I, Hefeextrakt 0,5 g/,
Glucose 0,5 g/I, Tween 80 0,1 ml/l, 250 ml filtrierter Tomatensaft; pH 5,7) fur 48 h bei 30 °C inkubiert.

Die Probenvorbereitung und anschlieRende MALDI-TOF-MS-Analyse erfolgte flir Saccharomyes- und
O. oeni-Stamme analog zueinander. Einzelkolonien wurden zunachst in 50 pl 70 %-iger Ameisensdure
suspendiert. Nach Zugabe von 50 pl Acetonitril wurden die Proben gut durchmischt und anschlieRend fur
5 min bei 14000 x g abzentrifugiert. Jeweils 1 pl des Uberstandes wurde in ein Probenfeld auf einer
Probenplatte gegeben und mit 1 pl einer Matrixlésung lberschichtet. Bei der Matrixlosung handelte es
sich um eine Ubersattigte, wassrige a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure-Lésung in 50 % Acetonitril und 2,5 %
Trifluoressigsdure. Nachdem die Probe getrocknet war, konnte diese analysiert werden. Die
massenspektrometrische Untersuchung wurde in einem Microflex LT Spektrometer unter Verwendung
der Software flexControl 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) durchgefiihrt. Dabei wurden Spektren in

einem Bereich von 2000 - 20000 m/z und einer Laserfrequenz von 20 Hz aufgenommen. Jede Probe
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wurde mehrfach gemessen, um anschlieBend aus mehreren Einzelspektren ein Massenspektrum fir jede
Probe zu berechnen. Zum Abgleich der aufgenommenen Spektren mit der Biotyper-Datenbank wurde
das Programm MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) verwendet, mit dessen Hilfe auch

die Berechnung eines Dendrogramms moglich war.
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3 ERGEBNISSE

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Methoden zur Differenzierung und Identifizierung von
Mikroorganismen, die bei der Weinbereitung von Bedeutung sind. Der erste Teil der Arbeit konzentriert
sich auf Hefearten, die der Gattung Saccharomyces angehoéren. Weiterhin bildet die Differenzierung von

Milchsaurebakterien auf Art- bzw. Stamm-Niveau den zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit.

3.1 Untersuchung von Verwandtschaftsverhaltnissen innerhalb
der Gattung Saccharomyces

Wie schon zuvor beschrieben, sind Hefen der Gattung Saccharomyces neben ihrer zentralen Rolle bei der
Weinherstellung an einer Vielzahl weiterer biotechnologischer Prozesse beteiligt und daher von grofSer
industrieller Bedeutung. Die Differenzierung der beschriebenen Arten dieser Gattung ist durch deren
sehr enge Verwandtschaftsverhiltnisse mittels etablierter Methoden nur unzureichend moglich.
Zusatzlich wird eine zuverlassige Identifizierung durch das Vorkommen interspezifischer Hybride
erschwert. Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit alternative Methoden hinsichtlich ihrer
Anwendbarkeit zur Differenzierung von Arten der Gattung Saccharomyces untersucht und miteinander

verglichen werden.

3.1.1 Anwendung der SAPD-PCR mit anschlieRender Cluster-Analyse

Bei der SAPD-PCR handelt es sich um ein am IMW entwickeltes DNA-Fingerprint-Verfahren (Frohlich &
Pfannebecker, 2007), welches bereits erfolgreich zur Differenzierung einer Vielzahl an Organismen
angewandt wurde. Durch die Verwendung von kurzen, relativ unspezifischen Primern, die an
komplementdre Bereiche im gesamten Genom binden, kommt es zur gleichzeitigen Amplifikation
mehrerer DNA-Abschnitte. So entsteht ein charakteristisches Bandenmuster, welches zur Identifizierung
unbekannter Organismen auf Art-Ebene herangezogen werden kann.

In friitheren Arbeiten von Pfannebecker (2008) und Blattel (2012) wurde die Eignung der SAPD-PCR zur
Differenzierung von Saccharomyces-Arten bereits Uberpriift. Diese Untersuchungen wurden in der
vorliegenden Arbeit durch das Testen weiterer Stimme und insbesondere der neu beschriebenen Art

S. eubayanus (Libkind et al., 2011) erweitert und vertieft.
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Die unter Verwendung der Primer A-Not, C-Not und T-Not erzeugten Fingerprint-Muster der

Saccharomyces-Typstamme, einiger Vergleichsstimme und zweier Hybrid-Stamme sind in Abb. 3.1

dargestellt.
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Abb. 3.1: Durch SAPD-PCR erzeugte Bandenmuster von Arten der Gattung Saccharomyces unter Verwendung der
Primer A-Not, C-Not und T-Not. Es wurden die jeweiligen Typstamme (T) und einige Vergleichsstamme untersucht.
Weiterhin wurden diese mit den beiden Hybrid-Stammen CBS 8614 (S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii) und

NCYC 3518 (S. cerevisiae x kudriavzevii (Blattel, 2012)) verglichen. Als Standard diente GeneRuler DNA Ladder Mix
(Thermo).
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Die Verwendung von drei verschiedenen SAPD-Primern (A-Not, C-Not & T-Not) fiihrte zu artspezifischen
Bandenmustern, mit deren Hilfe alle Saccharomyces-Arten unterschieden werden konnten. Weiterhin
wiesen alle Saccharomyces-Stamme, die einer Art angehorten, nur geringfiigige Unterschiede in ihrem
SAPD-Muster auf. Die beiden untersuchten S. kudriavzevii-Stamme bildeten hierbei jedoch eine
Ausnahme.

Um diese Beobachtungen besser zu veranschaulichen, wurde, wie auch in anderen taxonomischen
Studien, anhand der DNA-Fingerprint-Muster ein Stammbaum erstellt. Hierbei kdnnen die genetischen
Unterschiede der Organismen zueinander graphisch dargestellt werden. Zur Cluster-Analyse der
Saccharomyces-Arten wurden die SAPD-PCR-Bandenmuster aus der Amplifikation mit den Primern A-
Not, C-Not und T-Not (Abb. 3.1) mit Hilfe der Software Bio-1D (Vilber Lourmat) ausgewertet. Durch
Vergleich mit dem mitgefiihrten Standard konnte die Sequenzldnge der entstanden PCR-Fragmente
ermittelt werden. In Tabelle 8.1 (Anhang 8.2) sind die GrofRen der Fragmente angegeben, welche auf 10

bp gerundet wurden.

CBS 106447 S. arboricola
NCYC 3518 S. cerevisiae x kudriavzevii

79

DSM 704497

8_2:3 S. cerevisiae
462

CBS 8614 S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii
100 DSM 704127

79 CBS 7001  S. bayanus
36 _|
N CBS 395

CBS 123577 S. eubayanus
100 DSM 65807

— ncYC 529
93: CBS 88407

100

I~

83

40,

64

S. pastorianus

S. kudriavzevii

NCYC 2969
100[ 3°
94|_| CBS 4327 S. paradoxus
28
100=CBS 88417
L NCYe 2821
100 NCYC 2970
L—cBs 88397

89

S. cariocanus

S. mikatae
0,1

Abb. 3.2: Cluster-Analyse von Arten der Gattung Saccharomyces auf Grundlage der SAPD-PCR mit den Primern A-
Not, C-Not und T-Not. Die Auswertung der Ergebnisse der SAPD-PCR lieferte eine Datenmatrix mit 179 Positionen
anhand derer, unter Verwendung des Neighbor-Joining Algorithmus, der Stammbaum berechnet wurde. An den
Ast-Verzweigungen sind die Bootstrap-Werte (100 Wiederholungen) dargestellt. Der Malistab entspricht 10 %
Merkmalsunterschied. ": Typstamm.
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Die Banden wurden anhand ihrer Lénge sortiert und anschlieRend in eine 1/0-Datenmatrix konvertiert
(Tab. 8.3, Anhang 8.3). Auf deren Grundlage wurde mittels Neighbor-Joining Algorithmus ein Stamm-
baum errechnet (Abb. 3.2). Die Arten S. bayanus, S. cariocanus, S. cerevisiae, S. paradoxus und
S. mikatae bildeten jeweils separate Cluster und konnten somit eindeutig von den anderen Arten
differenziert werden. Von den Arten S. arboricola und S. eubayanus konnten leider nur die Typstamme
untersucht werden, da zurzeit keine weiteren Vergleichsstamme in Stammsammlungen hinterlegt sind.
Die Abgrenzung der getesteten Typstdmme zu den anderen Saccharomyces-Arten mittels SAPD-PCR war
allerdings eindeutig. Die beiden S. kudriavzevii-Stimme CBS 8840 und NCYC 2969 bildeten ebenfalls ein
eigenes Cluster, jedoch wurde auch in dem berechneten Stammbaum eine groRere genetische Distanz
der beiden Stamme zueinander deutlich. Um die Heterogenitat des Fingerprint-Musters innerhalb von
Stammen der Art S. kudriavzevii ndher zu untersuchen, wurden weitere Stamme in die SAPD-Analyse mit
einbezogen (Abb. 3.3). Hierbei zeigte sich eine groRere Variabilitat im Bandenmuster als es bei anderen
Stammen einer Art der Fall war. Dennoch wies der Stamm NCYC 3494 bei der Verwendung aller Primer
eine sehr hohe Ubereinstimmung zum Typstamm auf. Auch der Stamm 727 zeigte mehr Ahnlichkeit mit

dem Typstamm als der Stamm NCYC 2969.

Negativkontrolle

Negativkontrolle
CBS 88407

Negativkontrolle
Standard

Standard
CBS 88407
NCYC 2969
NCYC 3494
NCYC 3739
727
CBS 88407
NCYC 2969
NCYC 3494
NCYC 3739
727
Standard
NCYC 2969
NCYC 3494
NCYC 3739
727
CBS 88407
NCYC 2969
NCYC 3494
NCYC 3739
| 727
Negativkontrolle
Standard

A-Not C-Not G-Not T-Not

Abb. 3.3: Vergleich der durch SAPD-PCR generierten Bandenmuster verschiedener S. kudriavzevii-Stamme mit
den Primern A-Not, C-Not, G-Not und T-Not. Der Typstamm ist durch ein T gekennzeichnet. Als Standard diente
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo).

Bei weiteren SAPD-PCR-Analysen wurde beobachtet, dass der Stamm NCYC 3739 ein dhnliches SAPD-
Bandenmuster ausbildete wie der Stamm NCYC 3518, bei dem es sich um einen Hybrid aus S. cerevisiae
und S. kudriavzevii handelt (Blattel, 2012). Dies fuhrte zu der Vermutung, dass auch der Stamm

NCYC 3739 ein Hybrid aus diesen beiden Arten sein kdnnte, was daraufhin naher untersucht wurde.
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Um auszuschlieBen, dass es sich bei der verwendeten Kultur um eine Mischung zweier Saccharomyces-
Arten handelte, wurden Zellen dieses Stammes mit Hilfe eines Mikromanipulators vereinzelt. Die aus
Einzelzellen herangewachsenen Kulturen wurden anschliefend mittels SAPD-PCR analysiert. In Abbildung
3.4 kann man erkennen, dass diese Kulturen (NCYC 3739 M1 bis M5) das gleiche Bandenmuster
aufwiesen wie die Ausgangskultur NCYC 3739_A. Hierbei wurde die groBe Ahnlichkeit des Fingerprint-
Musters zu dem des Hybrid-Stammes NCYC 3518 deutlich, wodurch die Annahme, dass es sich auch bei
NCYC 3739 um einen Hybrid aus S. cerevisiae und S. kudriavzevii handeln kénnte, bestarkt wurde.
Weiterhin veranschaulicht Abbildung 3.4 zuséatzlich die hohe Reproduzierbarkeit dieser DNA-Fingerprint-
Methode. Bei den einzeln herangezogenen Kulturen wurde jeweils eine DNA-Extraktion mit

anschlieRender SAPD-PCR durchgefiihrt, was zu einem identischen Bandenmuster fiihrte.

NCYC 3739 M1

NCYC 3739_M2

NCYC 3739_M3

NCYC 3739_M4

NCYC 3739_M5

Negativkontrolle

NCYC 3739_M1

NCYC 3739_M2

NCYC 3739_M3

NCYC 3739_M4

NCYC 3739 _M5

Negativkontrolle

NCYC 3739_A
NCYC 3739_A

Standard
NCYC 3518
Standard
Standard
NCYC 3518
Standard

3000 bp — &

1500 bp -
1000 bp - I8

500 bp -

100 bp -

A-Not C-Not

Abb. 3.4: SAPD-PCR-Analyse des Stammes NCYC 3739 nach Amplifikation mit den Primern A-Not und C-Not.
Dargestellt sind die Bandenmuster der Ausgangskultur NCYC 3739_A und der nach Mikromanipulation aus
Einzelzellen hervorgegangenen Kulturen NCYC 3739_M1 bis M5. Zum Vergleich wurde der Hybrid-Stamm
NCYC 3518 mitgefiihrt. Als Standard diente GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo).

Das Vorkommen von Hybriden zwischen verschiedenen Saccharomyces-Arten wird in der Literatur haufig
beschrieben. Eine Identifizierung der beteiligten parentalen Spezies ist jedoch teilweise schwierig. Bei
Betrachtung der SAPD-PCR-Bandenmuster der in der Cluster-Analyse mitgefiihrten Hybrid-Stamme
CBS 8614 und NCYC 3518 war es moglich, charakteristische DNA-Fragmente der Elternspezies zu
erkennen (vergl. Abb. 3.1 und Tab 8.1, Anhang 8.2). Auch beim Stamm NCYC 3739 konnte aufgrund des

Fingerprintmusters angenommen werden, dass es sich um einen Hybrid handeln kénnte. Im Stammbaum
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bildeten die Hybrid-Stamme mit den Stammen anderer Arten jedoch keine gemeinsamen Cluster
(Abb. 3.2). In der Literatur wird der Stamm CBS 8614 als Triple-Hybrid beschrieben, der genetisches
Material von S. bayanus, S. cerevisiae und S. kudriavzevii enthalt (Naumova et al., 2005). Das SAPD-PCR-
Muster zeigte bei diesem Stamm die gréRte Ahnlichkeit zu S. bayanus, wohingegen der Stamm
NCYC 3518, ein Hybrid aus S. cerevisiae und S. kudriavzevii genetische Ahnlichkeit zu S. cerevisiae
aufwies.

Mit Hilfe der SAPD-PCR war eine eindeutige Differenzierung der Saccharomyceten auf Art-Ebene
erreichbar. Weiterhin konnten bei der Analyse von Hybriden PCR-Fragmente der jeweiligen Elternspezies
detektiert werden. So lieferte diese Methode also Hinweise auf den moglichen Hybridcharakter eines
Stammes, jedoch kann eine genaue lIdentifizierung der beteiligten parentalen Spezies einzig auf

Grundlage der SAPD-PCR schwierig sein.

3.1.2 Differenzierung verschiedener Saccharomyces-Arten mittels
MALDI-TOF-MS

Viele Studien beschaftigten sich in den letzten Jahren mit der Nutzung der MALDI-TOF-MS-Analyse zur
Identifizierung von Mikroorganismen (Schubert & Wieser, 2010). Die Methode wird bisher vorwiegend
im medizinischen Sektor genutzt, findet jedoch auch in anderen Bereichen wie z.B. der
Lebensmittelherstellung Anwendung (Vallejo et al., 2013; Doan et al., 2012; Duskova et al., 2012). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung dieser Methode zur Differenzierung von Arten der
Gattung Saccharomyces untersucht.

Die MALDI-TOF-MS-Analysen, sowie die Auswertung der erzielten Spektren von 21 verschiedenen
Saccharomyces-Stammen wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. Jan Kiver (MPA, Bremen) durch
Dr. Andreas Rabenstein durchgefiihrt. Nach einem Abgleich der erzielten Massenspektren mit der
Datenbank (Biotyper database version 3.1, Bruker Daltonik) konnten fir einige Stdmme
Ubereinstimmungen zu S. cerevisiae ermittelt werden. Jedem Treffer wurde ein sogenannter ,score-
Wert zugeteilt, welcher eine Aussage (iber dessen Validitat erlaubt. In der Regel kdnnen Werte zwischen
2 und 3 fir eine Identifizierung auf Art-Niveau herangezogen werden, wahrend ,score“-Werte zwischen
1,7 und 2 die Zuordnung eines Isolates zur Gattung ermdglichen (Vallejo et al., 2013). Die berechneten
,score“-Wert der untersuchten S. cerevisiae-Stimme lagen Uber 2, wodurch diese zuverlassig
identifiziert werden konnten (Tab. 3.1). Die ermittelten ,score“-Werte der anderen Stdmme waren
niedriger. Fir Stamme der Arten S. arboricola, S. bayanus, S. eubayanus und S. kudriavzevii konnten

keine Ubereinstimmungen mit Eintrdgen in der Datenbank festgestellt werden.
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Tab. 3.1: Ubereinstimmung der MALDI-TOF-MS-Spektren verschiedener Saccharomyces-
Stamme zu S. cerevisiae

Art Stamm Ermittelter ,,score“-Wert® zum
Datenbankeintrag® S. cerevisiae
S. arboricola CBS 10644" -
S. bayanus DSM 70412" -
CBS 395 -
CBS 7001 -
S. cariocanus CBS 8841 1,614
NCYC 2821 1,798
S. cerevisiae DSM 70449 2,149
93 2,072
462 2,152
S. eubayanus CBS 12357" -
S. kudriavzevii CBS 8840" -
NCYC 2969 -
S. mikatae CBS 8839" 1,970
NCYC 2970 1,921
S. paradoxus CBS 432" 1,605
28 1,801
35 1,896
S. pastorianus DSM 6580" 1,483
NCYC 529 1,993
Hybrid-Stamme
S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii CBS 8614 1,561
S. cerevisiae x kudriavzevii NCYC 3518 1,800

% der ,,score“-Wert gibt die Validitit eines Treffers in der Datenbank an
®. MALDI Biotyper database version 3.1 (Bruker Daltonik)
-: keine Ubereinstimmung mit Eintrdgen in der Datenbank

Nach Erweiterung der Datenbank mit den neu generierten Spektren, wiesen diese eine gute
Wiederfindungsrate auf. Die erzielten ,score“-Werte lagen hier meist Uber 2,3. Demnach war eine
Differenzierung der verschiedenen Arten moglich. Weiterhin wurden mit Hilfe der MALDI Biotyper
Software (Version 3.1) aus den verschiedenen Massenspektren der einzelnen Stdmme Distanzwerte

errechnet, aus welchen ein Dendrogramm erstellt werden konnte (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Cluster-Baum von Staimmen der Gattung Saccharomyces auf der Grundlage von MALDI-TOF-MS-
Spektren. Das Dendrogramm wurde von Dr. Andreas Rabenstein (MPA, Bremen) erstellt. Hierzu wurden die aus
den verschiedenen Massenspektren der einzelnen Staimme mittels MALDI Biotyper Software (Version 3.1)
errechneten Distanzwerte verwendet. : Typstamm.

Stamme der Arten S. cariocanus, S. cerevisiae, S. paradoxus und S. mikatae bildeten jeweils deutlich
abgrenzbare Cluster, wodurch eine eindeutige Differenzierung dieser Arten moglich war. S. eubayanus
wies eine recht hohe Ahnlichkeit zu den S. bayanus-Stimmen auf, mit welchen er eine Gruppe bildete.
Die beiden untersuchten S. kudriavzevii-Stamme zeigten eine verhaltnismaRig groRe Distanz zueinander.
Der S. kudriavzevii-Typstamm clusterte mit dem Hybrid aus S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii
CBS 8614, wohingegen der Stamm NCYC 2969 die groRte Ahnlichkeit zu S. cariocanus und S. arboricola
aufwies. Der zweite in diese Analyse mit einbezogene Hybrid-Stamm NCYC 3518 (S. cerevisiae

x kudriavzevii) konnte keiner seiner parentalen Spezies zugeordnet werden.

3.1.3 Identifizierung von Saccharomyces-Arten und interspezifischer
Hybride anhand Sequenzierung und RFLP-Analyse verschiedener
genetischer Marker

Gonzalez et al. (2006) konnten in einer Studie genetische Marker ermitteln, welche sich zur

Differenzierung von Saccharomyces-Arten eigneten und mit deren Hilfe es moglich war, Hybrid-Stamme
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zu detektieren und zu charakterisieren. Hierbei wurden S. bayanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S.
paradoxus und S. mikatae untersucht, da fir diese Arten komplette Genomsequenzen in den
Datenbanken verfiligbar waren. Durch Restriktionen der ITS-Region sowie der Gene CATS8, CYR1, GSY1,
MET6 und OPY1 (vergl. Tab. 2.6), welche auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind, war es
moglich, eine Vielzahl an Hybriden zu charakterisieren (Gonzalez et al., 2006). Weiterhin konnte durch
die Sequenzierung des mitochondrialen Genes COX2 (Untereinheit Il der Cytochrom c Oxidase) der
mitochondriale Ursprung der Hybride bestimmt werden.

Zur Zeit der Veroffentlichung der Studie von Gonzalez et al. (2006) waren die Arten S. arboricola und
S. eubayanus noch nicht beschrieben, auBerdem wurde S. cariocanus aufgrund der fehlenden Kenntnis
der Genomsequenz nicht mit einbezogen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberprift, ob alle derzeit
bekannten Saccharomyces-Arten durch die Anwendung der vorgestellten Methode differenziert werden
kénnen. Des Weiteren wurden die Hybrid-Stamme NCYC 3518 und NCYC 3739 genauer charakterisiert.
Der bereits gut untersuchte Triple-Hybrid CBS 8614 wurde ebenfalls zum Vergleich mitgefihrt. Die
taxonomische Beziehung zwischen S. bayanus var. bayanus, S. bayanus var. uvarum, S. pastorianus und
S. eubayanus scheint sehr komplex zu sein (Libkind et al., 2011; Nguyen et al., 2000). Daher wurden
Stamme dieser Arten genauer untersucht.

Anstelle einer RFLP-Analyse der ITS-Region wurde dieser Bereich sequenziert. Die Sequenzen wurden mit
in der Datenbank hinterlegten Sequenzen von Typstdammen verglichen, um einen phylogenetischen
Stammbaum unter Verwendung des Neighbor-Joining Algorithmus abzuleiten (Abb. 3.6). Die zur
Berechnung des Stammbaums verwendeten Sequenzen sind im Anhang (8.1.1) angefiigt.

Wie bereits erwdhnt, ist die Sequenzierung der ITS-Region alleine nicht ausreichend, um die nah
verwandten Arten der Gattung Saccharomyces eindeutig zu identifizieren. Die geringe phylogenetische
Distanz wird durch den angegebenen MafRstab, der einem Sequenzunterschied von 1 % entspricht,
deutlich (Abb. 3.6). S. bayanus, S. eubayanus und S. pastorianus bildeten ein gemeinsames Cluster mit
sehr hoher Sequenzahnlichkeit der Arten untereinander. Die ITS-Sequenz der beiden Typstdmme von
S. bayanus und S. pastorianus sind identisch, was auf den Hybridcharakter von S. pastorianus
zurlickzufihren sein konnte (Vaughan-Martini & Martini, 2011). Der Triple-Hybrid CBS 8614 besitzt die
gleiche ITS-Sequenz wie der ehemalige S. uvarum-Typstamm (aktuell: S. bayanus var. uvarum). Bei
Betrachtung der Stellung der beiden Hybride NCYC 3518 und NCYC 3739 im Stammbaum, konnte man
feststellen, dass diese mit den S. kudriavzevii-Stammen ein gemeinsames Cluster bildeten. Der
Hybridcharakter der Stamme bleibt durch das Betrachten eines einzelnen Genes verdeckt, daher ist es

notig weitere Gene zu untersuchen.
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Abb. 3.6: Phylogenetischer Stammbaum verschiedener Arten und Stamme der Gattung Saccharomyces. Der
Baum wurde auf Basis der 5,85 rDNA und ihrer flankierenden ITS-Regionen (723 Positionen) unter Verwendung des
Neighbor-Joining  Algorithmus  berechnet. An den Ast-Verzweigungen sind die Bootstrap-Werte
(100 Wiederholungen) dargestellt. Die untersuchten Hybride sind durch ein Kastchen hervorgehoben, Typstamme
sind durch ein " gekennzeichnet. Der MaRstab entspricht einer Distanz von 1%.

Wie bei Gonzalez et al. (2006) beschrieben, wurden Teilbereiche der Gene CATS, CYR1, GSY1, MET6 und
OPY1 (vergl. Tab. 2.6) von Saccharomyces-Typstammen und einigen Vergleichsstammen amplifiziert und
anschliefend mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten. Die resultierenden Restriktionsmuster
(Abb. 8.1A-C, Anhang 8.4) wurden mit Hilfe der Software Bio-1D (Vilber Lourmat) ausgewertet, wobei
der mitgefiihrte DNA-Marker als GroBenstandard bei der Berechnung der Linge der entstandenen
Fragmente diente (Tabelle 8.5, Anhang 8.4). Die tatsdchlich mittels Restriktionsverdau bestimmten
Werte wichen zum Teil von den in silico ermittelten Werten ab. Ein Grund hierfiir ist, dass kleine
Fragmente (< 100 bp) nur schlecht im Gel sichtbar waren und daher, um Fehler zu vermeiden nicht in die
Auswertung mit einbezogen wurden. Weiterhin war eine genaue GréRenbestimmung schwierig, da die
Restriktionsfragmente teilweise eine sehr groRe Bandenstarke aufwiesen. Um die Ergebnisse der RFLP-
Analysen (bersichtlich zusammenzufassen, wurden die jeweiligen Restriktionsmuster sortiert und mit

Buchstaben gekennzeichnet (Tabelle 3.2; Abb. 8.1A-C, Anhang 8.4).
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Tab. 3.2: Restriktionsmuster verschiedener genetischer Marker zur Differenzierung von Hefen der
Gattung Saccharamyces

Restriktionsmuster nach Verdau der angegeben Genregionen mit den entsprechenden Enzymen®

CAT8 CYR1 GSY1 MET6 MET6-K® OPY1
Art Stamm Hhal Mspl  Haelll Mspl Mspl Haelll  Hinfl ~ ScrFl  Haelll Hinfl  ScrFl  Haelll  Scrfl
S. arboricola CBS 10644" A A A A A A A A - - - A A
S. bayanus DSM 70412" A B A A A A A AB - - - AB  BD
CBS 395 A B A A A A A A - - - B B
CBS 7001 A B A A A A A A - - - B B
S. cariocanus CBS 88417 A C A B B B B A - - - A A
NCYC 2821 A C A B B B B A - - - A A
CBS 5313 A C A B B B B A - - - A C
S. cerevisiae DSM 70449" A D A B C C B A - - - A A
93 A D A B C C B A - - - A A
462 A D A B C C B A - - - A A
S. eubayanus ~ CBS12357" A E A A A A A B - - - A D
S. kudriavzevii  CBS 8840" B F B C D - - - C A A C E
NCYC 2969 C G B C D - - - C A A C E
NCYC 3494 B F B C D - - - C A A C E
727 B F B C D - - - C A A D E
S. mikatae CBS 8839" D F C D C A B - - - E F
NCYC 2970 D F C D C A B - - - E F
CBS 10522 D H C D C C A B - - - E F
S. paradoxus CBS 432" A C D B F C A A - - - C A
28 A C D B F C A A - - - C A
35 A C D B F C A A - - - C A
Hybrid-Stamme
S. pastorianus  DSM 6580" A DE A AB A AC AB  AB - - - A AD
NCYC 396 A DE A AB A AC AB  AB - - - A AD
NCYC 529 A DE A AB AC AC  AB  AB - - - A AD
S. bayanus x CBS 8614 AB  BDF AB BC ADC AC  AB A C A A ABC* ABE
cerevisiae x
kudriavzevii
S. cerevisige x ~ NCYC 3518 AB DFf  AB  BC cD? ct B A C A A AC* AP
kudriavzevii NCYC 3739 AB DF  AB BC cD C B A C A A AC  AE

: kein PCR-Produkt; °: vergl. Abb. 8.1A-C und Tabelle 8.5, Anhang 8.4; P.s. kudriavzevii-spezifisches Allel

: zusétzlich eine schwache Bande bei 530bp; %: zusitzlich eine schwache Bande bei 400bp

: moglicherweise auch ABC, allerdings ware dann 570er Bande starker

: zuséatzliche Bande bei 430 bp; >: zusitzliche Bande bei 400 bp, die auch im RFLP-Muster von CBS 5313 vorkam
: zusatzliche Bande bei 200 bp; 7. zusitzliche Bande bei 210 bp

a b~ W

Die verschiedenen Saccharomyces-Arten unterschieden sich jeweils in mindestens einem der zehn
Restriktionsmuster voneinander. Demnach ist auch nach Einbeziehen der neu beschriebenen Arten eine

eindeutige Differenzierung mit dieser Methode moglich. Verschiedene Stamme einer Art wiesen in der
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Regel das gleiche Restriktionsmuster auf. Eine Ausnahme bildete hier beispielsweise S. mikatae
CBS 10522. Auch innerhalb der S. kudriavzevii-Stamme waren einige unterschiedliche Restriktionsmuster
feststellbar. Dies deutet auf eine Heterogenitat innerhalb dieser Gruppe hin, die auch schon mittels
SAPD-PCR und MALDI-TOF-MS beobachtet wurde. Das Auftreten abweichender Restriktionsmuster
fliihrte bei den hier getesteten Stammen jedoch nicht zu einer Verwechslung mit anderen Arten, da die
Muster entweder einmalig vorkamen, oder sich der jeweilige Stamm durch die RFLP-Analysen der
anderen Gene deutlich zu andern Arten abgrenzen lieR. Die Restriktionsmuster der Hybride setzten sich
aus denen ihrer jeweiligen parentalen Spezies zusammen, wobei teilweise zusatzliche Banden auftraten.
Bei der Amplifikation eines Teilbereiches des MET6-Gens in S. kudriavzevii-Stimmen war es notig, einen
verdnderten Reverse-Primer zu verwenden. Bei anderen Arten wurde mit diesem veranderten Primer
kein PCR-Produkt gebildet. Bei den Hybrid-Stammen CBS 8614, NCYC 3518 und NCYC 3739 konnte mit
beiden Primern ein PCR-Produkt amplifiziert werden. Diese Stamme besitzen demnach sowohl ein
S. kudriavzevii-spezifisches Allel fir das MET6-Gen, als auch mindestens ein zuséatzliches Allel dieses
Gens, welches von einer weiteren Elternspezies stammen kénnte.

Ein weiterer interessanter Aspekt bei der Charakterisierung von Hybriden ist die Bestimmung der
Herkunft der Mitochondrien, welche von einer der Elternspezies stammen. Zu diesem Zweck wurde ein
Teilbereich des mitochondrialen Gens COX2, welches haufig fir phylogenetische Analysen bei Hefen
herangezogen wird, sequenziert. Um die Unterschiede in den COX2-Gensequenzen zu verdeutlichen,
wurden die Sequenzen der Hybride sowie der Typstdamme und einiger Vergleichsstamme (Anhang 8.1.2)
zur Berechnung eines phylogenetischen Stammbaumes mittels Neighbor-Joining Algorithmus genutzt
(Abb. 3.7). Da aus friiheren Studien bekannt ist, dass unter anderem S. cerevisiae- und S. kudriavzevii-
Stamme intraspezifische Unterschiede in diesem Gen aufweisen (Kurtzman & Robnett, 2003), wurden
bei der Stammbaumerstellung mehrere Stamme dieser beiden Arten bericksichtigt. Bei Betrachtung der
Saccharomyces-Stamme lieBen sich zwei groRe Cluster im Stammbaum unterscheiden, wobei S. bayanus,
S. eubayanus und S. pastorianus eines dieser Cluster formten. Die untersuchten S. pastorianus-Stamme
wiesen identische COX2-Sequenzen auf und bildeten trotz ihrer Hybrid-Eigenschaft ein deutlich
abgrenzbares Cluster. Eine Differenzierung zwischen den beiden Stammen S. bayanus var. bayanus

(DSM 70412") und S. bayanus var. uvarum (CBS 395) war auf Grundlage der COX2-Sequenz nicht méglich.
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Abb. 3.7: Stammbaum auf Grundlage von COX2-Gensequenzen verschiedener Saccharomyces- und Hybrid-
Stamme. Die Grundlage des mittels Neighbor-Joining Algorithmus berechneten Baumes waren Nukleotid-
Sequenzen mit 579 Positionen. Hybride sind durch ein Kastchen markiert, Typstamme durch ein T gekennzeichnet.
An den Ast-Verzweigungen sind die Bootstrap-Werte (100 Wiederholungen) dargestellt. Der MaRstab entspricht
1 % Merkmalsunterschied. Lachancea kluyveri diente als AuRengruppe.

Die bereits erwdhnte Diversitat der S. kudriavzevii-Stamme wird im Stammbaum deutlich, jedoch waren
die untersuchten Stamme in einem losen Cluster zu finden. Die groRte Heterogenitat wiesen Stamme der
Art S. cerevisiae auf. Die beiden Hybride NCYC 3518 und NCYC 3739 unterschieden sich in ihrer Sequenz
voneinander, bildeten jedoch mit verschiedenen S. cerevisiae-Stammen eine Gruppe. Auf diese
Elternspezies scheinen die Mitochondrien zurilickzugehen. Der Triple-Hybrid CBS 8614 zeigte die grofite
Ahnlichkeit zu den analysierten S. kudriavzevii-Stimmen, mit denen er ein loses Cluster bildete. Die

Vermutung lag daher nahe, dass hier der mitochondriale Ursprung dieses Stammes liegt.
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3.2 Identifizierung weinrelevanter Milchsaurebakterien

Milchsdurebakterien spielen eine wesentliche Rolle bei der Weinbereitung und kénnen die Qualitdt des
Endproduktes sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. Daher ist die Uberwachung der mikrobiellen
Flora wahrend der Vinifikation von groRRer Bedeutung. Die Isolierung von Mikroorganismen in Form von
Reinkulturen und deren anschlieSende Identifizierung kann mehrere Tage in Anspruch nehmen. Um dem
Winzer ein zeitnahes Agieren wahrend der Weinherstellung zu ermdglichen, sind schnellere
Identifizierungsmethoden erforderlich. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung einer
Methode zur Schnellidentifizierung der haufigsten weinrelevanten Milchsaurebakterien-Arten. Um die
gesamte mikrobielle Flora eines Habitats zu erfassen, kann man sich die Denaturierende Gradienten-
Gelelektrophorese (DGGE) zu Nutze machen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue DGGE-Primer
entwickelt und getestet, mit deren Hilfe es moglich ist das Vorkommen von Milchsdurebakterien
wahrend der Weinherstellung zu kontrollieren. Weiterhin beschaftigt sich dieser Teil der Arbeit mit der
Differenzierung einzelner Stamme, da auch dieser Aspekt wahrend der Weinbereitung von Interesse sein

kann.

3.2.1 Entwicklung einer Multiplex-PCR basierten Methode zur
Schnellidentifizierung weinrelevanter Milchsaurebakterien

Die Fingerprint-Methode SAPD-PCR wurde bereits in vorhergehenden Arbeiten erfolgreich zur
Identifizierung von Milchsdurebakterien herangezogen (Sebastian et al., 2011; Pfannebecker, 2008;
Pfannebecker & Frohlich, 2008). Generell ist es moglich DNA-Fingerprint-Methoden zu nutzen, um
spezifische Marker zu detektieren, anhand deren Sequenz man spezifische Primer, sogenannte SCAR-
Primer (Sequence Characterized Amplified Regions) ableiten kann (Paran & Michelmore, 1993). Mit Hilfe
dieses Prinzips konnte Pfannebecker (2008) artspezifische Primer zum Nachweis von Lb. hilgardii,
Lc. mesenteroides, P. acidilactici, P. damnosus, P. inopinatus, P. parvulus und P. pentosaceus entwickeln.
Die Amplifikationsprodukte der verschiedenen Spezies unterschieden sich in ihrer GroRRe, wodurch es
moglich war die Identifizierung in Form einer Multiplex-PCR durchzufiihren. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden artspezifische SCAR-Primer fir sechs weitere, haufig im Wein vorkommende
Milchsaurebakterien-Arten generiert: Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. curvatus, Lb. plantarum, O. oeni und

W. paramesenteroides.
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Abb. 3.8: SAPD-PCR Fingerprintmuster von Stimmen verschiedener Milchsdurebakterien-Arten. Spezifische PCR-

Produkte, welche jeweils zur Entwicklung artspezifischer SCAR-Primer verwendet wurden, sind durch einen Pfeil
markiert. Der Typstamm ist durch ein T gekennzeichnet. Als Standard diente GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo).
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3.2.1.1 Screening nach artspezifischen Markern

Mehrere Milchsdaurebakterien-Stamme einer Art wurden mittels SAPD-PCR unter Verwendung
verschiedener Primer untersucht. Die resultierenden Fingerprint-Muster wurden anschlieBend
miteinander verglichen, um speziesspezifische Marker zu detektieren. Die artspezifischen
Amplifikationsprodukte, welche spater zur Generation von spezifischen Primern verwendet wurden, sind
in Abbildung 3.8 dargestellt.

Die Durchfihrung einer SAPD-PCR mit dem Primer C-Not flihrte bei Lb. brevis zur Amplifikation eines
spezifischen Markers mit einer GréRRe von 1552 bp. Diese Bande konnte bei allen untersuchten Stammen
dieser Art festgestellt werden. Die Verwendung des Primers C-Not fihrte auch bei Lb. buchneri und
Lb. curvatus zur Generierung spezifischer SAPD-PCR-Fragmente, welche bei allen getesteten Stammen
vorkamen. Der spezifische Marker von Lb. buchneri wies eine GroRe von 1077 bp auf, der von
Lb. curvatus 1696 bp. Bei Verwendung des SAPD-Primers A-Not kam es zur Bildung eines artspezifischen
PCR-Produktes von 1383 bp, welches bei allen analysierten Lb. plantarum-Stammen zu finden war. Bei
O. oeni fuhrte eine SAPD-PCR mit dem Primer G-Not bei allen verwendeten Stimmen zur Bildung eines
1943 bp grolRen spezifischen Markers. Mit Hilfe des Primers C-Not konnte weiterhin ein
charakteristisches Fragment flir W. paramesenteroides amplifiziert werden. Dieser artspezifische Marker
mit der GroRe von 1488 bp wurde bei allen Stimmen detektiert. Die Ergebnisse des Screenings nach
artspezifischen Markern fir sechs weinrelevante Milchsdaurebakterien-Arten sind in Tabelle 3.3
zusammengefasst.

Tab. 3.3: Mittels SAPD-PCR detektierte artspezifische Marker

Spezies Verwendeter Primer Grole des
in der SAPD-PCR spezifischen Fragments
Lb. brevis C-Not 1552 bp
Lb. buchneri C-Not 1077 bp
Lb. curvatus C-Not 1696 bp
Lb. plantarum A-Not 1383 bp
0. oeni G-Not 1943 bp
W. paramesenteroides C-Not 1488 bp

3.2.1.2 Entwicklung artspezifischer SCAR-Primer

Die mittels SAPD-PCR gebildeten spezifischen Banden (Abb. 3.8, Tab. 3.3) wurden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, extrahiert, kloniert und anschlieend sequenziert. Die Sequenzen der PCR-Fragmente
(Anhang 8.1.3) wurden zur Ableitung spezifischer Primer genutzt. Die Primer sollten in Kombination mit
den von Pfannebecker (2008) entwickelten SCAR-Primern in einer Multiplex-PCR anwendbar sein. Daher

wurde bei der Generierung der Primer darauf geachtet, dass diese untereinander keine komplementaren
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Sequenzen aufwiesen, dhnliche Schmelztemperaturen besalRen und sich die Amplifikationsprodukte in
ihrer GroBe unterschieden. Die Spezifitat der abgeleiteten SCAR-Primerpaare wurde zunachst in
getrennten PCR-Reaktionen unter Verwendung zahlreicher Milchsdurebakterien-Stamme Uberpriift. Die
Ergebnisse der durchgefiihrten SCAR-PCRs, welche zur Auswahl von sechs artspezifischen Primerpaaren
flihrten, sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Tab. 3.4: Spezifitatstest der generierten SCAR-Primer

Amplifikat mit dem SCAR-Primerpaar®
SCAR- SCAR- SCAR- SCAR- SCAR- SCAR-
Spezies (Stamm) LBR-F/R LBU-F/R LCU-F/R LPL-F/R OENI-F/R WPA-F/R

Lb. brevis' + - - - - -
Lb. buchneri® - + - - - .
Lb. curvatus® - . + - . .
Lb. plantarum® - - . + - .
0. oeni® - - . . + .
W. paramesenteroides® - - - - - +
Lb. casei (DSM 20011") - - - - . .
Lb. diolivorans (DSM 14421") E 5 - - - .
Lb. fructivorans (DSM 20203") - - - - - .
Lb. hilgardii (DSM 20176") - 5 - - - .
Lb. mali (DSM 204447) - - - - . .
Lb. nagelii (DSM 13675") g - - - . -
Lb. oeni (DSM 19972") - - - - - .
Lb. parabuchneri (DSM 5987) - - - - - -
Lb. vini (DSM 20605") - - - - . .
Lc. mesenteroides (DSM 20343) - - - - - -
P. acidilactici (DSM 20284 ") - - - - - .
P. damnosus (DSM 20331") - - - - - -
P. inopinatus (DSM 20285") - - - - - -
P. parvulus (DSM 20332") - - = - - -
P. pentosaceus (DSM 20336') . - - - - .

+: Bildung eines PCR-Produktes; -: kein PCR-Produkt; °: vergl. Tab. 2.6

L positive Lb. brevis-Stamme: DSM 20054', B18, B26, B37, B173, B184, B252, B253, B259, B260, B261, B262

2, positive Lb. buchneri-Stamme: DSM 20057T, B31, B32, B41, B54B, B73

:positive Lb. curvatus-Stamme: DSM 20019T, DSM 20010, DSM 20495, DSM 20496

: positive Lb. plantarum-Stamme: DSM 20174T, B35, B36, B102, B118, B137, B156, B157, B163, B164, B181,
B182, B189, B193, B201, B227, B250

> positive O.oeni-Stamme: B139', B70, B236, B241, B246, B325, B350, B351, B352, B353, B354, B358, B359,

B367, B377, B378, B417, B418
. positive W. paramesenteroides-Stamme: DSM 20288T, DSM 5623, BFE 6649 (Kostinek et al., 2005)

B oW

3.2.1.3 Anwendung artspezifischer SCAR-Primer in einer Multiplex-PCR

Die in dieser Arbeit generierten artspezifischen SCAR-Primer konnten nicht direkt in das bestehende
Multiplex-PCR-System (Pfannebecker, 2008) integriert werden. Da einzelne Primer verschiedener

Primerpaare zur Bildung unspezifischer PCR-Produkte fihrten, war es noétig, zwei getrennte
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Reaktionsansatze anzufertigen. Durch die Verwendung von Primer-Mischung A in der Multiplex-PCR
konnten Lb. brevis, Lb. plantarum, Lc. mesenteroides, O. oeni, P. damnosus, P. parvulus und
W. paramesenteroides nachgewiesen werden. Primer-Mischung B enthielt die Primer, die zur
Identifikation von Lb. buchneri, Lb. curvatus, Lb. hilgardii, P. acidilactici, P. inopinatus und P. pentosaceus
bendtigt wurden. Um einheitlich starke PCR-Produkte zu erhalten, wurde die Primerkonzentration
einiger Primer erhoht. Weiterhin war es erforderlich dem Reaktionsansatz, bei der Anwendung von
Primer-Mischung B, Q-Solution hinzuzufiigen.

Mit Hilfe dieser Nachweismethode konnten die 13 Milchsdurebakterien-Arten anhand der Bildung ihres

spezifischen PCR-Amplifikats identifiziert werden (Abb. 3.9).

P. parvulus

P. damnosus

W. paramesenteroides
Lc. mesenteroides
Lb. plantarum
DNA-Mischung

P. pentosaceus
Lb. curvatus

P. inopinatus
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Abb. 3.9: Multiplex-PCR mit artspezifischen SCAR-Primern, welche in zwei getrennte Primer-Mischungen (A und
B) aufgeteilt wurden. Als Template wurde die DNA des jeweiligen Typstammes eingesetzt. Als Standard diente
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo). Die DNA-Mischung setzte sich aus der DNA aller 13 Typstdamme zusammen.

Die erwarteten GréRen der spezifischen Amplikate, die aus der Multiplex-PCR mit den generierten SCAR-
Primern resultierten, kdnnen Tabelle 3.5 entnommen werden.

Das optimierte Identifizierungssystem wurde nochmals einem Spezifitdtstest unterzogen, um
auszuschliellen, dass weitere im Wein vorkommende Mikroorganismen zu falsch positiven Ergebnissen

fihren koénnten. Hierbei kamen neben den in den Tabellen 3.4 und 3.5 aufgefiihrten Typstdmmen
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weitere Milchsaurebakterien (Lb. fermentum DSM 200527, Lb. paracasei B230 und Lb. rhamnosus B 1/2-
15), einige Essigsdurebakterien (A. aceti DSM 3508, A. malorum DSM 14337, A. tropicalis DSM15551"
und G. liguefaciens DSM 5603") sowie eine Hefe (S. cerevisiae DSM 70449") zum Einsatz.

Tab. 3.5: GroBe der spezifischen PCR-Produkte zur Identifikation weinrelevanter Milchsaurebakterien

GrolRe des Amplifikationsprodukts unter Verwendung von

Spezies (Stamm) Primer-Mischung A Primer-Mischung B
0. oeni* 1588 bp -

Lb. brevis* 1361 bp -

Lb. plantarum * 1113 bp -

Lc. mesenteroides > 886 bp -

W. paramesenteroides * 641 bp -

P. damnosus > 470 bp -

P. parvulus * 331 bp -

Lb. buchneri ' - 1007 bp
P. acidilactici ® - 776 bp
Lb. hilgardii ® - 684 bp
P. inopinatus ’ - 567 bp
Lb. curvatus* - 480 bp
P. pentosaceus ® - 396 bp

-: kein PCR-Produkt

! getestete Stimme siehe Tabelle 3.3

2 positive Lc. mesenteroides-Stamme: DSM 20343T, DSM 20346T, DSM 20484T, B27,B29, B39, B113, B114, B117

% positive P. damnosus-Stamme: DSM 20331', B7, B8, B9, B12, B14, B15, B16, B47, B68, B69, B78, B89, B91, B93,
B97, B98, B99, B451, B452, B455

4. positive P. parvulus-Stamme: DSM 20332', B13, B42, B44, B140, B141, B266, B267, B395, B397, B398, B399, B40O0,
B401, B404, B405, B427, B428, B440, B441, B442, B443, B444, B445, B446, B447,
B448, B449, B450, B453, B454, B456, B457, B458, B459, B460

: positive P. acidilactici-Stamme: DSM 20284T, DSM 1056, B473, B702

: positive Lb. hilgardii-Stamme: DSM 20176', B146, B268, B271, B272, B706

: positive P. inopinatus-Stamme: DSM 20285T, DSM 20287"

: positive P. pentosaceus-Stamme: DSM 20336T, B123, B125, B254, B474, B475

8, einige dieser Stamme wurden in der Arbeit von Pfannebecker (2008) getestet

N 0 N O u»n

3.2.1.4 Ermittlung der Nachweisgrenze des Multiplex-PCR-Systems

Fir die praktische Anwendung einer mikrobiellen Identifizierungsmethode ist die Kenntnis Gber die
minimale, nachweisbare Zellzahl von Bedeutung. Um die Nachweisgrenze der hier entwickelten
Multiplex-PCR zu ermitteln, wurden sterile Most- und Weinproben mit Stammen verschiedener
Milchsaurebakterien-Arten versetzt. Hierzu wurden Reinkulturen von Lb. plantarum B35, Lb. brevis B18
und Lb. hilgardii DSM 20176" auf 10® Zellen/ml eingestellt. Danach wurden die Proben dekadisch
verdiinnt. Jeweils 1 ml jeder Verdiinnungsstufe wurde zur DNA-Isolierung und anschlieRender Multiplex-
PCR verwendet. Die getesteten Stamme konnten bis zu einer Zellzahl zwischen 10* und 10° Zellen/ml

zuverlassig nachgewiesen werden (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Nachweis verschiedener Zelltiter der Stamme Lb. plantarum B35, Lb. brevis B18 und Lb. hilgardii
DSM 20176' mittels Multiplex-PCR. Die Zellzahlen wurden in sterilem Wein eingestellt. AnschlieRend wurde jeweils
1 ml zur DNA-Extraktion verwendet. Standard: GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo), ": Typstamm.

Weiterhin kamen kiinstliche Mischkulturen, bei denen die Zellzahl der unterschiedlichen Stamme
variierte, zum Einsatz. Eine Mischkultur aus Lb. brevis B18, Lb. plantarum DSM 20174 und P. parvulus
B841 mit den jeweiligen Ausgangszellzahlen von 108, 10° bzw. 107 Zellen wurde dekadisch mit sterilem
Most verdiinnt. Von einem ml jeder Verdiinnungsstufe wurde DNA extrahiert, welche fiir die Multiplex-

PCR als Template verwendet wurde (Abb. 3.11A).
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Abb. 3.11: Ermittlung der Nachweisgrenze der Multiplex-PCR in einem mit Lb. brevis B18, Lb. plantarum DSM
20174" und P. parvulus B841 (A) oder Lb. buchneri B31 und Lb. curvatus DSM 20495 (B) versetzten Most. Zur
DNA-Extraktion wurde jeweils 1 ml Probe verwendet. DNA-Mischung: DNA aller 13 Typstamme (vergl. Abb. 3.9),
T

: Typstamm.
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Eine weitere Mischkultur, bei der die Zellzahl des Stammes Lb. buchneri B31 konstant 10° Zellen/ml
betrug und die eines zweiten Stammes (Lb. curvatus DSM 20495) zwischen 10 und 10’ Zellen/ml
variierte, wurde mittels Multiplex PCR untersucht (Abb. 3.11B). Die Versuche zur Ermittlung der
Nachweisgrenze in Mischkulturen lieferten dhnliche Ergebnisse wie die in Reinkulturen, auch hier

konnten Zelltiter von 10* bis 10° Zellen/ml nachgewiesen werden.

3.2.1.5 Praktische Anwendung der Schnellidentifizierungsmethode

Anhand 21 verschiedener Weinproben (Tab. 2.5), welche bei Winzern in Rheinhessen gesammelt
wurden, sollte das entwickelte Nachweisverfahren auf seine Praxistauglichkeit getestet werden. Der
bakterielle Titer der Jungweine wurde Uber das Auszahlen von Kolonie bildenden Einheiten (KBE) auf

cycloheximidhaltigen Agar-Platten bestimmt. Zur Extraktion der DNA wurden jeweils 1 ml und 10 ml
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Abb. 3.12: Praxistest der Schnellidentifizierung mittels Multiplex-PCR. Zur DNA-Extraktion aus den 21
verschiedenen Jungweinen wurden jeweils 1 ml (a) und 10 ml (b) Probe verwendet. Bei der anschlieBenden
Multiplex-PCR mit der Primer-Mischung A konnten fiir O. oeni, P. damnosus und P. parvulus spezifische PCR-
Produkte amplifiziert werden. Milchsaurebakterien, welche mit Primer-Mischung B nachgewiesen werden, wurden
in den Proben nicht detektiert (in Abbildung nicht dargestellt). DNA-Mischung: DNA der 13 Typstamme (vergl.
Abb. 3.9).

70



Ergebnisse

jeder Weinprobe verwendet. Anschlieend wurde eine Multiplex-PCR mit der isolierten Gesamt-DNA
durchgefiihrt. In 19 der 21 Jungweine konnte ein spezifisches Amplifikat fiir O. oeni gebildet werden. In
einer der Weinproben wurde dariiber hinaus P. parvulus nachgewiesen, wohingegen in einer weiteren
Weinprobe ein spezifisches PCR-Produkt fir P. damnosus amplifiziert wurde (Abb. 3.12). In Tabelle 3.6
sind die Ergebnisse des Praxistests zusammengefasst.

Tab. 3.6: Praxistest des Multiplex-PCR-basierten Nachweisverfahrens mit 21 verschiedenen
Jungweinproben

Weinprobe® Bakterielle Zellzahl ~ Mittels Multiplex-PCR detektierte

(KBE/ml) Milchsdurebakterien-Arten
1 4x10* 0. oeni, P. damnosus
2 5x10° 0. oeni
3 1x10° 0. oeni
4 2x10° 0. oeni
5 1x10° 0. oeni
6 3x10° 0. oeni
7 5x10* 0. oeni
8 8x 10’ 0. oeni
9 7 x10* 0. oeni
10 5x 10° 0. oeni, P. parvulus
11 9 x 10° -
12 8x 10° 0. oeni
13 3x10° 0. oeni
14 7 x 10° 0. oeni
15 2x10° 0. oeni
16 3x10° 0. oeni
17 3x10° 0. oeni
18 3x10° 0. oeni
19 6 x 10° 0. oeni
20 6 x 10° -
21 9x10° 0. oeni

-:in diesen Weinproben konnten keine Milchsdaurebakterien mittels Multiplex-PCR nachgewiesen werden
% vergl. Tab. 2.5

Die gebildeten spezifischen PCR-Produkte der Weinproben 1 und 10 wurden zur Uberpriifung aus dem
Gel eluiert, reamplifiziert und anschlieBend sequenziert. Die Sequenzen der oberen Banden beider
Proben stimmten zu 100 % mit der erwarteten Sequenz von O. oeni lberein. Die Sequenz der unteren
Bande aus Weinprobe 1 zeigte 99,8 % Ubereinstimmung mit der Sequenz des Fragments aus
P. damnosus. Die DNA-Sequenz der unteren Bande aus Weinprobe 10 entsprach zu 99,3 % der
bekannten Sequenz aus P. parvulus.

Um die Ergebnisse des Praxistests zu stiitzen, sollten aus einigen ausgewahlten Weinproben (1, 3, 5, 6,
10) Milchsdurebakterien isoliert werden. Hierzu wurden die Agar-Platten, welche zur KBE-Bestimmung

dienten, verwendet. Morphologisch unterschiedlich aussehende Kolonien wurden in Flissigmedium
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Uberfiihrt und anschlieBend weiter vereinzelt. Insgesamt wurden aus den finf Jungweinen 48 bakterielle
Kulturen isoliert, deren Identifizierung mittels SAPD-PCR erfolgte. Anhand ihrer charakteristischen
Bandenmuster lieBen sich die Isolate in Gruppen einteilen (Abb. 3.13). Von jeder Gruppe wurde
mindestens ein Isolat ausgewahlt und dessen 16S rDNA sequenziert (Anhang 8.1.4). Anschliefend wurde

diese Sequenz mit in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen verglichen.

Standard
1.2a
1.2b
1.2c
13aw
13bw
1.3c
1.3d
1.3el
1.3e2
3.1a
3.1b
3.1c
5.1b2
5.1d
5.1e2
51fw
6.1d
6.1le
6.1f
10.2c1
Standard
Standard
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Abb. 3.13: Identifizierung der Isolate mittels SAPD-PCR mit dem Primer G-Not. Die verschiedenen Isolate wurden
anhand ihres charakteristischen Bandenmusters sortiert. Von ausgewdhlten Isolaten (blau markiert) wurde die
16S rDNA ansequenziert. Als Standard diente GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo).

Aus allen fiinf Weinproben konnte O. oenj isoliert werden. Zwei der Isolate, welche aus Weinprobe Nr. 1
stammten, konnten als P. damnosus identifiziert werden. Zahlreiche Isolate aus Weinprobe Nr. 10
konnten der Art P. parvulus zugeordnet werden. Neben diesen Milchsdaurebakterien wurden auch einige
Essigsdurebakterien aus den meisten Weinproben isoliert; diese konnten anhand der 16S rDNA-
Sequenzierung der Gattung Acetobacter zugeordnet werden. Die genauere ldentifizierung dieser
Stamme wurde von Kristina Wirth mit Hilfe einer Multiplex-PCR mit spezifischen Primern zum Nachweis

von Essigsdurebakterien durchgefiihrt (Wirth, persoénliche Mitteilung). Die in dieser Arbeit isolierten
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Stamme wurden in der Stammsammlung des IMW hinterlegt. Die Ergebnisse der Identifizierung der

Isolate sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst.

Tab. 3.7: Identifizierung der Isolate aus Weinproben

Wein- Isolat (Art) Stamm-Nr  Identifizierungsmethode
probe® (IMW)

1 1.2a (0. oeni) B976 SAPD-PCR
1.2b (O. oeni) B977 SAPD-PCR
1.2¢ (0. oeni) - SAPD-PCR
1.3a w (0. oeni) B981 SAPD-PCR
1.3b w (O. oeni) B978 SAPD-PCR
1.3c (0. oeni) B982 SAPD-PCR
1.3d (0. oeni) B979 SAPD-PCR
1.3el (0. oeni) - SAPD-PCR
1.3e2 (0. oeni) B980 SAPD-PCR
1.2d (P. damnosus) - SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung
1.2e (P. damnosus) - SAPD-PCR
1.3a bl (A. malorum/A. cerevisiae)  B987 SAPD-PCR, Multiplex-PCR1
1.3a b2 (A. malorum/A. cerevisiae) ~ B988 SAPD-PCR, Multiplex—PCR1
1.3b b (A. malorum/A. cerevisiae) B989 SAPD-PCR, Multiplex—PCR1

3 3.1a (0. oeni) - SAPD-PCR
3.1b (0. oeni) B983 SAPD-PCR
3.1c (0. oeni) B984 SAPD-PCR

5 5.1b 1k (O. oeni) B985 SAPD-PCR
5.1b 1g (0. oeni) B986 SAPD-PCR
5.1b2 (O. oeni) - SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung
5.1d (0. oeni) - SAPD-PCR
5.1e2 (0. oeni) B975 SAPD-PCR
5.1f w (O. oeni) - SAPD-PCR
5.1a (A. malorum/A. cerevisiae) B990 SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung, Multiplex-PCR1
5.1c w (A. malorum/A. cerevisiae) B991 SAPD-PCR, Multiplex-PCR"
5.1c b (A. malorum/A. cerevisiae) B992 SAPD-PCR, Multiplex-PCR"
5.1e3 (A. malorum/A. cerevisiae) B993 SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung, Multiplex-PCRl
5.1f b (A. malorum/A. cerevisiae) B994 SAPD-PCR, Multiplex-PCR1

6 6.1a (A. malorum/A. cerevisiae) B995 SAPD-PCR, I\/IuItipIex-PCR1
6.1b (A. malorum/A. cerevisiae) B996 SAPD-PCR, Multiplex-PCR1
6.1c (A. malorum/A. cerevisiae) B997 SAPD-PCR, Multiplex-PCR1
6.1d (O. oeni) B972 SAPD-PCR
6.1e (0. oeni) B973 SAPD-PCR
6.1f (0. oeni) B974 SAPD-PCR

10 10.1f (P. parvulus) B960 SAPD-PCR

10.1h (P. parvulus) B970 SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung
10.2a (P. parvulus) B961 SAPD-PCR
10.2b1 (P. parvulus) B962 SAPD-PCR
10.2b2 (P. parvulus) B963 SAPD-PCR
10.2c2(P. parvulus) B964 SAPD-PCR
10.3d (P. parvulus) B965 SAPD-PCR
10.3e (P. parvulus) - SAPD-PCR
10.3f1(P. parvulus) B966 SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung
10.3f2 (P. parvulus) - SAPD-PCR, 16S rDNA-Sequenzierung
10.3g(P. parvulus) B967 SAPD-PCR
10.3h (P. parvulus) B968 SAPD-PCR
10.3i (P. parvulus) B969 SAPD-PCR
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Fortsetzung Tab. 3.7: Identifizierung der Isolate aus Weinproben

Wein- Isolat (Art) Stamm-Nr  Identifizierungsmethode
probe® (IMW)
10 10.2c1 (0. oeni) B971 SAPD-PCR

® vergl. Tab. 2.5

L die Multiplex-PCR zur Identifizierung der Essigsdaurebakterien wurde von Kristina Wirth durchgefihrt
(Wirth, personliche Mitteilung)

-: das Isolat ist nach mehrmaligem Uberimpfen nicht mehr angewachsen

3.2.2 Nachweis und Differenzierung weinrelevanter Milchsaure-
bakterien unter Verwendung der Denaturierenden
Gradienten-Gelelektrophorese

Zur Analyse mikrobieller Gemeinschaften mit Hilfe der DGGE werden haufig 16S rDNA basierte Primer
verwendet. Da die ribosomalen Gene oft in mehreren Kopien im Genom vorliegen, kann es hierbei zur
Entstehung multipler Banden kommen. Um dies zu vermeiden, kénnen alternative Zielgene, wie rpoB (B-
Untereinheit der RNA Polymerase) herangezogen werden (Renouf et al., 2006a; Rantsiou et al., 2004;
Dahllof et al.,, 2000). Die in vorhergehenden Arbeiten beschriebenen Primer zur Amplifikation
verschiedener Teilbereiche von rpoB (Renouf et al., 2006b; Dahll6f et al., 2000) konnten mit den in dieser
Arbeit verwendeten Stammen teilweise nicht zuverldssig angewandt werden. Auf der Grundlage
bekannter rpoB-Sequenzen einiger Milchsidurebakterien-Arten (Anhang 8.1.5) wurden Primerpaare
abgeleitet und hinsichtlich ihrer Eignung fir eine Differenzierung mittels DGGE getestet. Mit Hilfe der
beiden Primer ropB-F und rpoB-R war die Amplifikation eines 512 bp groBen DNA-Fragments von allen in
dieser Arbeit untersuchten weinrelevanten Milchsaurebakterien-Arten moglich. Die PCR-Produkte der
Essigsaurebakterien-Staimme A. aceti DSM 3508, A. tropicalis DSM 15551" und G. liquefaciens
DSM 5603", die zur Kontrolle mitgefiihrt wurden, waren deutlich groRer (ca. 900 bp) als die der
Milchsaurebakterien, was eine Unterscheidung dieser beiden Bakteriengruppen bereits nach diesem
Schritt erlaubt. Die Amplifikate der Milchsdaurebakterien wurden anschliefend in einem Polyacrylamid-
Gradientengel separiert, wobei die beste Auftrennung unter Verwendung eines denaturierenden

Gradienten von 25 % - 50 % erreicht werden konnte (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: DGGE-Analyse eines 512 bp langen Teilbereichs des rpoB-Gens verschiedener weinassoziierter
Milchsdurebakterien. Bei der Mischung handelte es sich um ein Gemisch der PCR-Produkte von P. inopinatus (A),
W. paramesenteroides (B) und Lb. fermentum (C). Mit Ausnahme der folgenden Stamme wurden jeweils die
Typstamme verwendet: Lb. curvatus DSM 20495, Lb. parabuchneri DSM 5987, Lb. paracasei B230, Lb. rhamnosus
B 1/2-15, Lc. mesenteroides subsp. cremoris DSM 20346T, W. paramesenteroides DSM 5623.

Die einzelnen Milchsdurebakterien-Arten lieRBen sich aufgrund des unterschiedlichen Laufverhaltens der
PCR-Produkte eindeutig voneinander differenzieren. Bei den Arten Lb. buchneri, Lb. nagelii und
P. inopinatus war das Auftreten mehrerer Banden zu beobachten. Unter den gewdhlten Bedingungen
konnte flr Lb. mali keine distinkte Bande gebildet werden.

Die beschriebene DGGE-Methode wurde herangezogen, um einige der Jungweinproben, welche bereits
mittels Multiplex-PCR analysiert wurden, auf ihre mikrobielle Biodiversitat zu untersuchen. Die aufgrund
der Multiplex-PCR in diesen Weinproben zu erwartenden Milchsdurebakterien-Arten O. oeni,

P. damnosus und P. parvulus wurden ebenfalls mitgefiihrt (Abb. 3.15).
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Weinproben

Mischung
P. damnosus
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Abb. 3.15: DGGE-Analyse von verschiedenen Jungweinproben auf Basis eines Teilbereichs des rpoB-Gens.
Mischung: Gemisch der PCR-Produkte von O. oeni B139' (A), P. damnosus DSM 20331" (B) und P. parvulus
DSM 20332" (C). Die Banden 1a, 1b und 8 konnten nach dem Ausschneiden reamplifiziert und sequenziert werden.

In allen Proben war eine deutliche Bande in der unteren Halfte des Gels feststellbar. Die Bande der
Weinprobe Nr. 8 kam etwas tiefer zum Liegen, als die der librigen Weinproben und befand sich auf
gleicher Hohe mit der Bande von O. oeni B139'. Die Sequenzierung dieser Bande ergab eine
Ubereinstimmung von 97 % zu O. oeni PSU-1. Auch die héhere Bande 1b konnte O. oeni zugeordnet
werden; ihre Sequenz zeigte 100 % Ubereinstimmung zu O. oeni PSU-1. Der Vergleich der beiden
Sequenzen ist im Anhang (8.1.6) dargestellt. In Weinprobe Nr. 1 war eine weitere Bande (1a) vorhanden,
deren Sequenz (Anhang 8.1.6) keine hohe Ubereinstimmung mit in der NCBI-Datenbank hinterlegten
Sequenzen aufwies, jedoch war diese Bande auf der gleichen Hohe wie die Bande von P. damnosus
DSM 20331" zu finden. Die Art P. parvulus, welche mittels Multiplex-PCR und Isolierung in Weinprobe

Nr. 10 nachgewiesen wurde, konnte mit dieser Methode in keiner der Weinproben detektiert werden.

3.2.3 Stamm-Differenzierung von Oenococcus oeni mittels nSAPD-PCR
und MALDI-TOF-MS

Fir einige Anwendungen, beispielsweise im Bereich der Nahrungsmittelindustrie, ist eine Identifizierung

auf Art-Ebene nicht immer ausreichend. Auch wahrend der Weinherstellung werden des Ofteren
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sogenannte Starterkulturen verwendet. Das Milchsaurebakterium O. oeni, welches beim biologischen
Saureabbau von Bedeutung ist, wird haufig nach Abschluss der alkoholischen Fermentation zugesetzt.
Um die Sicherheit und Qualitdt des Endproduktes zu gewahrleisten, ist es erforderlich, einzelne Stamme
differenzieren zu kénnen. Hierfliir kommen Methoden in Frage, welche einerseits duRerst sensitiv
gegenlber geringen genotypischen Unterschieden sind, jedoch andererseits eine hohe
Reproduzierbarkeit aufweisen. Die nSAPD-PCR (Pfannebecker, 2008; Frohlich & Pfannebecker, 2007) ist
eine Methode, die diesen Anforderungen entspricht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden elf Stamme der Art O. oeni mittels nSAPD-PCR und anschlieRender
Cluster-Analyse untersucht. Parallel hierzu wurden die gleichen Stimme in der Arbeitsgruppe von Dr. Jan
Kiver (MPA, Bremen) durch Dr. Andreas Rabenstein mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Von besonderem
Interesse war es, die Ergebnisse beider Methoden miteinander zu vergleichen. Eine SAPD-PCR unter
Verwendung des Primers C-Not flhrte zu einem fiir O. oeni charakteristischen Bandenmuster (Abb.
3.16). Bereits hier war erkennbar, dass einige Stimme geringfiigige Unterschiede in ihrem SAPD-Muster

aufwiesen.

0. oeni-Stamme

B64
B70
B139"
B232
B235
B241
B243
B244
B325
B367
Standard

B5

=]
—
(T
=]
c
(T
+~
w

C-Not

Abb. 3.16: SAPD-PCR mit verschiedenen O. oeni-Stammen. Zur Amplifikation wurde der Primer C-Not verwendet.
Als Standard diente GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo). ": Typstamm.

Die entstandenen PCR-Produkte der SAPD-PCR wurden anschliefend als Template in einer nSAPD-PCR
mit den Primern C-Not-A, C-Not-C und C-Not-T (Abb. 3.17) eingesetzt. Bei Verwendung des Primers C-
Not-G in der nested PCR konnten keine stammspezifischen Unterschiede detektiert werden (in

Abbildung nicht dargestellt).
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Abb. 3.17: nSAPD-PCR mit verschiedenen O. oeni-Stammen zur Cluster-Analyse mit den Primern C-Not-A, C-Not-C
und C-Not-T. Als Standard diente GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo). ': Typstamm.

Zur Cluster-Analyse wurden die Bandenmuster der nSAPD-PCR mit Hilfe der Software Bio-1D (Vilber-
Lourmat) ausgewertet. Die amplifizierten Fragmente wurden anhand ihrer Sequenzldange sortiert und
anschliefend in eine 1/0-Datenmatrix konvertiert (Tabellen 8.2 (Anhang 8.2) und 8.4 (Anhang 8.3)). Die
resultierende Datenmatrix mit 62 Positionen wurde dazu verwendet einen Cluster-Baum zu berechnen

(Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Cluster-Analyse verschiedener O. oeni-Stamme auf Grundlage der nSAPD-PCR mit den Primern C-Not-
A, C-Not-C und C-Not-T. Der Stammbaum wurde anhand einer Datenmatrix mit 62 Positionen unter Verwendung
des Neighbor-Joining Algorithmus berechnet. Der MaRstab entspricht 10 % Merkmalsunterschied. T Typstamm.

Die meisten der getesteten O. oeni Stimme konnten mit Hilfe der nSAPD-PCR eindeutig voneinander
differenziert werden. Die Anordnung der Stamme im Cluster-Baum lieR sich zudem mit deren Herkunft
korrelieren (vergl. Tab. 2.8). Der Stamm B70, welcher die groRte genetische Distanz zu den anderen
Stammen aufwies, war auf dem gleichen Ast zu finden wie der Stamm B64, der aus einem Wein des
gleichen Weinanbaugebietes isoliert wurde. Die Stamme B5, B325, B367 sowie der Typstamm B139'
stammen aus Weinen unterschiedlicher Anbaugebiete. Eine hohe genetische Ahnlichkeit konnte
zwischen den Stammen B232, B235, B241, B243 und B244 festgestellt werden, welche aus Weinen der
gleichen Winzergenossenschaft isoliert wurden. Die Stamme B241 und B243 wiesen bei der Verwendung
aller nSAPD-Primer identische Bandenmuster auf und lieRen sich daher mit Hilfe dieser Methode nicht
voneinander differenzieren.

Mittels MALDI-TOF-MS-Analyse der elf O. oeni-Stamme konnten spezifische Massenspektren generiert
werden, die als Referenzspektren in die Biotyper-Datenbank aufgenommen wurden, da dort bisher keine
Eintrdge von Isolaten dieser Art hinterlegt waren. Die erzeugten Spektren wiesen eine hohe
Reproduzierbarkeit auf. Die erzielten ,score“-Werte beim Abgleich der Spektren untereinander lagen in
der Regel liber 2 (Tab. 3.8), daher war eine korrekte Zuordnung aller Stdmme zur Art O. oeni maglich.
Zwar waren die Massenspektren einiger Stamme teilweise recht dhnlich zueinander, dennoch konnten
auch in diesem Fall fur die einzelnen Stamme Distanzwerte errechnet werden, die die Erstellung eines

Dendrogramms und somit eine Differenzierung auf Stamm-Ebene erméglichten.
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Tab. 3.8: Ermittelte ,,score”“-Werte der MALDI-TOF-MS-Spektren verschiedener O. oeni-Stamme

»score“-Werte® von Massenspektren der folgenden Referenzstimme
Stamm B5 B64 B70 B139" B232 B235 B241 B243 B244 B325 B367

BS 3,000 2,440 2,199 2,507 2,692 2,652 2,763 2,685 2,759 2,282 2,560
B64 2,440 3,000 2,274 2,384 2,478 2,333 2,360 2,381 2,397 2,217 2,305
B70 2,212 2,274 3,000 2,245 2,271 2,163 2,156 2,173 2,151 1,949 2,089
B139" 2,506 2,382 2,242 3,000 2,604 2,497 2,555 2,617 2,625 2,220 2,523
B232 2,682 2,463 2,254 2,593 3,000 2,694 2,755 2,787 2,700 2,426 2,611
B235 2,646 2,309 2,150 2,480 2,687 3,000 2,706 2,691 2,710 2,316 2,578
B241 2,757 2,337 2,144 2,545 2,755 2,714 3,000 2,742 2,818 2,318 2,661
B243 2,678 2,373 2,163 2,608 2,791 2,707 2,745 3,000 2,802 2,287 2,610
B244 2,746 2,376 2,127 2,612 2,695 2,716 2,818 2,798 3,000 2,342 2,707
B325 2,277 2,202 1,940 2,215 2,433 2,320 2,317 2,287 2,349 3,000 2,433
B367 2,542 2,283 2,061 2,500 2,611 2,577 2,658 2,605 2,708 2,315 3,000

% der ,score“-Wert gibt die Validitit eines Treffers in der Datenbank an (vergl. Kap. 3.1.2)

In dem auf Grundlage dieser Spektren erzeugten Dendrogramm (Abb. 3.19) wird deutlich, dass die
Stamme B325, B70 und B64 eine recht hohe Distanz zu den Ubrigen Stammen aufwiesen. Die weiteren
acht O. oeni-Stamme bildeten ein loses Cluster, in dem weitere Untergruppen zu erkennen waren. Eine
Korrelation zwischen der Herkunft eines Isolats und der ermittelten Distanz aufgrund der MALDI-TOF-MS
-Analyse ist allerdings nur bedingt moglich. Die drei Stimme B232, B243 und B244, welche aus Wein der

gleichen Winzergenossenschaft isoliert wurden, wiesen eine hohe Ahnlichkeit zueinander auf. Allerdings

B325
B64
B70
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B241

B367
B235

B139T

— B244
_E B243
B232
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Distanz-Level

Abb. 3.19: Auf Grundlage von MALDI-TOF-MS-Spektren generiertes Dendrogramm elf verschiedener O. oeni-
Stamme. Die Berechnung des Cluster-Baums wurde mit Hilfe der Software MALDI Biotyper (Version 3.1) von
Dr. Andreas Rabenstein (MPA, Bremen) durchgefiihrt. Hierzu wurden die aus den verschiedenen Massenspektren
der einzelnen Stimme errechneten Distanzwerte verwendet. ': Typstamm.
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gruppierten die beiden Stamme B241 und B235, welche ebenfalls aus Wein dieser Winzergenossenschaft

stammen, jeweils mit Stammen anderer Herkunft.
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4 DISKUSSION

Hefearten, welche der Gattung Saccharomyces angehoren, und Milchsdurebakterien sind bei der
Weinbereitung von besonderer Bedeutung. Neben der alkoholischen Garung sind Hefen an der
Ausbildung von Aromastoffen beteiligt. Milchsaurebakterien spielen eine Rolle beim biologischen
Saureabbau, konnen jedoch aufgrund ihrer Stoffwechseleigenschaft weitere Aromamodifikationen
bewirken. Die Zusammensetzung der mikrobiellen Flora zu verschiedenen Zeitpunkten der
Weinbereitung hat jedoch auch einen direkten Einfluss auf die Qualitdt der Weine, welche sich sowohl
positiv als auch negativ verdndern kann. Aus diesem Grund ist eine eindeutige ldentifizierung
verschiedener Mikroorganismen auf Art- aber auch Stamm-Ebene von groRer Bedeutung. Hierzu wurden
in der Vergangenheit bereits verschiedene molekularbiologische und biochemische Verfahren
entwickelt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten einige dieser Verfahren erweitert und optimiert werden und

bezliglich ihrer Eignung miteinander verglichen werden.

4.1 Differenzierung von Hefen der Gattung Saccharomyces

Nach Vaughan-Martini und Martini (2011) gehéren der Gattung Saccharomyces folgende Spezies an:
S. arboricola, S. bayanus, S. cariocanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. paradoxus und
S. pastorianus, wobei im Falle der Art S. bayanus zwischen zwei Varietdten (var. bayanus und var.
uvarum) unterschieden wird. Libkind et al. (2011) gelang es kiirzlich, in patagonischen Waldern Vertreter
der neuen Art S. eubayanus zu isolieren. Die verschiedenen Saccharomyces-Arten zeichnen sich durch
hohe Verwandtschaftsverhiltnisse und groBe Ahnlichkeit zueinander aus, was sich sowohl in
phanotypischen, als auch genotypischen Eigenschaften widerspiegelt. Zur physiologischen
Charakterisierung von Hefen wird Ublicherweise das Spektrum verwertbarer Fermentations- und
Assimilationssubstrate  herangezogen. Dieses Verfahren ist jedoch zur Differenzierung der
Saccharomyceten ungeeignet. Weiterhin ist eine eindeutige Identifizierung mit Hilfe typischer
phylogenetische Marker wie 18S rDNA und 23S rDNA aufgrund der hohen genetischen Ubereinstimmung
nur eingeschrankt moglich (Almeida & Araujo, 2013; Naumov et al.,, 2000a). Selbst die ITS-Bereiche,
welche in der Regel eine hohere interspezifische Variabilitdt aufweisen (Josepa et al., 2000), ermdglichen
keine eindeutige Differenzierung der Saccharomyces-Arten. Auch im Rahmen dieser Arbeit konnten
zwischen einigen Arten nur wenige Nukleotid-Variationen in dieser DNA-Region festgestellt werden. Die

beiden Typstdmme von S. bayanus und S. pastorianus zeigten eine 100 %-ige Ubereinstimmung in ihrer
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DNA-Sequenz, was in dem phylogenetischen Stammbaum (Abb. 3.6) deutlich wird. Weiterhin
ermoglichen diese Methoden keine zweifelsfreie Identifizierung zwischenartlicher Hybrid-Stimme. Da
mit Ausnahme von S. pastorianus, bei dem es sich um einen Hybrid handelt, die taxonomische
Klassifizierung der einzelnen Spezies im Einklang mit dem biologischen Artbegriff steht, ist deren
Unterscheidung mit Hilfe von Kreuzungsexperimenten moglich. Die Durchfiihrung dieser Versuche sowie
die anschlieRende Uberpriifung der Sporenvitalitit ist sowohl aufwendig als auch zeitintensiv und daher
nicht als Standard-Identifizierungsmethode geeignet. Aus diesem Grund wurden im Laufe der Zeit stetig
neue Differenzierungsmethoden entwickelt und optimiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Identifizierung der Saccharomyces-Arten
angewandt. Hierzu wurde die DNA-Fingerprint-Methode SAPD-PCR sowie eine RFLP-Analyse
verschiedener genetischer Marker herangezogen. Eine, von der MPA Bremen durchgefiihrte MALDI-TOF-
MS-Analyse, erfolgte mit den gleichen Stammen, um die jeweiligen Ergebnisse miteinander vergleichen
und bewerten zu kénnen. Im Folgenden werden zunachst die genutzten Methoden, sowie ihre bisherige
Anwendung bezliglich der Differenzierung von Hefen der Gattung Saccharomyces erlautert.

Bei der nSAPD-PCR handelt es sich um ein DNA-Fingerprint-Verfahren, welches als Weiterentwicklung
der RAPD-PCR (Williams et al., 1990) gesehen werden kann. Auch hier fiihrt die Verwendung kurzer
Primer, welche an verschiedene Regionen im gesamten Genom binden, zur simultanen Amplifikation
mehrerer DNA-Bereiche. Im Falle der nSAPD-PCR werden Primer verwendet, welche von der Notl-
Erkennungssequenz abgeleitet wurden. Diese Sequenz wurde herangezogen, da sie in geringerer Anzahl
im Genom vorliegt als Erkennungssequenzen anderer Endonukleasen, wodurch die spatere Auswertung
erleichtert wird (Pfannebecker, 2008). Zur Durchfiihrung einer ersten PCR (SAPD-PCR) kénnen vier
verschiedene Primer verwendet werden, welche zur Ausbildung unterschiedlicher Bandenmuster fihren,
die in der Regel eine Differenzierung auf Art-Ebene erlauben. Mit Hilfe der nested PCR, in der leicht
modifizierte Primer eingesetzt werden, konnen stammspezifische Unterschiede detektiert werden
(Frohlich, 2009). In vorhergehenden Arbeiten von Pfannebecker (2008) und Blattel (2012) konnte gezeigt
werden, dass eine Differenzierung verschiedener Saccharomyces-Arten mit Hilfe der nSAPD-PCR
(Frohlich & Pfannebecker, 2007) moglich ist. In dieser Arbeit wurden weitere Stamme mit dieser
Methode untersucht, wobei insbesondere die Analyse der neu beschriebenen Art S. eubayanus von
Bedeutung war.

Gonzdlez et al. (2006) gelang es durch DNA-Sequenzvergleiche verschiedener Saccharomyces-Arten
genetische Marker zu detektieren, welche ausreichende Unterschiede aufwiesen, um die jeweiligen
Arten zu differenzieren. Der Fokus dieser Studie lag hierbei auf der Charakterisierung interspezifischer

Hybride, weshalb Genbereiche ausgewahlt wurden, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert
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waren, um eine Kopplung dieser Gene zu vermeiden. Anhand in silico-Analysen gelang es ihnen
geeignete Restriktionsenzyme zu finden, mit denen die Sequenzunterschiede der verschiedenen Arten
nachweisbar waren. Mittels RFLP-Analyse dieser Marker war es moglich S. bayanus, S. cerevisiae,
S. kudriavzevii, S. paradoxus, S. mikatae sowie Hybride zwischen einigen dieser Arten zu differenzieren.
Weiterhin konnte durch die Sequenzierung des Gens COX2 der mitochondriale Ursprung der Hybride
ermittelt werden. Aufgrund der fehlenden Gesamtgenomsequenz wurde S. cariocanus in diese Studie
nicht mit einbezogen. Gleiches gilt flr die Arten S. arboricola und S. eubayanus, die damals noch nicht
beschrieben waren.

Seit einigen Jahren findet die MALDI-TOF-MS, die urspriinglich zur Analyse von Proteinen, Peptiden und
anderen Makromolekilen entwickelt wurde, zunehmend Anwendung zur Differenzierung von
Mikroorganismen (Schubert & Wieser, 2010). Die mittels MALDI-TOF-MS erzeugten Gesamt-
Massenspektren der jeweiligen Zellen werden maRgeblich durch die ribosomalen Proteine beeinflusst,
da diese einen Grof3teil der Zellbestandteile ausmachen. Durch den Vergleich der generierten Spektren
mit einer Datenbank ist es moglich eine Vielzahl an Mikroorganismen zu identifizieren (Marklein et al.,
2009; Mellmann et al., 2008). Die Methode wird hdufig zum Nachweis klinisch relevanter Hefearten wie
Candida spp., Cryptococcus spp., Rhodotorula spp. und Trichosporon spp. herangezogen (Jensen &
Arendrup, 2011; Stevenson et al., 2010). Zur Differenzierung von Hefen der Gattung Saccharomyces mit
Hilfe der MALDI-TOF-MS ist bisher wenig bekannt. Lohmann et al. (2013) untersuchten die Eignung
zweier verschiedener MALDI-TOF-MS-Systeme zur Hefe-ldentifizierung. Unter den (iber 300 getesteten
Stammen befanden sich auch einige S. cerevisiae-Isolate, welche von Hefen anderer Gattungen
differenziert werden konnten. In einer kiirzlich erschienen Veroffentlichung wird die Identifizierung von
S. cerevisiae-lsolaten aus Chicha, einem traditionellen fermentierten Getrank aus Sidamerika, mittels
MALDI-TOF-MS beschrieben. Hierbei wurden auch Typstimme der Arten S. bayanus, S. paradoxus und
S. pastorianus analysiert, welche anhand ihrer charakteristischen Massenspektren voneinander

unterschieden werden konnten (Vallejo et al., 2013).

4.1.1 Vergleich von Methoden zur Aufklarung der taxonomischen
Stellung verschiedener Saccharomyces-Arten

Mittels SAPD-PCR konnten unter Verwendung aller Primer spezifische Fingerprint-Muster erzeugt

werden (Abb. 3.1). Die aus der Amplifikation mit dem Primer G-Not hervorgegangenen SAPD-Muster

waren ebenfalls charakteristisch flir unterschiedliche Saccharomyces-Arten, wiesen jedoch eine

vergleichsweise grolRe Anzahl an Banden auf (Ergebnisse nicht dargestellt). Da die Auswertung solcher
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Bandenmuster sehr komplex sein kann, wurden zur SAPD-PCR und spateren Cluster-Analyse die Primer
A-Not, C-Not und T-Not herangezogen. Die Fingerprint-Muster verschiedener Stimme einer Art zeigten
groRe Ubereinstimmung mit den jeweiligen Typstimmen und bildeten im berechneten Dendrogramm
deutlich abgrenzbare Cluster (Abb. 3.2). Auch die MALDI-TOF-MS-Analyse erlaubte eine zuverlassige
Differenzierung der verschiedenen Saccharomyces-Arten (Abb. 3.5). Beim Abgleich von Spektren mit der
Datenbank ermittelt die Software einen sogenannten ,score“-Wert, der eine Aussage Uber die Validitat
der gefundenen Treffer macht. In der Regel deuten Werte zwischen 2,3 und 3 auf eine korrekte
Identifizierung auf Art-Ebene hin, aber auch Zahlenwerte (iber 2 kdnnen noch zur Art-Differenzierung
herangezogen werden, wohingegen ,score“-Werte zwischen 1,7 und 2 eine Zuordnung auf Gattungs-
Niveau erlauben (Vallejo et al., 2013). Da nur das Referenzspektrum von S. cerevisiae in der MALDI-
Biotyper-Datenbank hinterlegt war, lagen die ermittelten ,score“-Werte vieler Stimme unter 2. Die
untersuchten S. cerevisiage-Stimme konnten jedoch diesem Referenzspektrum zugeordnet werden
(Tab. 3.1). Nach der Aufnahme der neu generierten Spektren in die Datenbank, wiesen die Stamme
,score“-Werte Uber 2,3 zu ihrem jeweiligen Spektrum auf. Das auf Basis der Massenspektren erzeugte
Dendrogramm unterscheidet sich bezliglich seiner Topologie von dem SAPD-Cluster-Baum. Da diesen
beiden Methoden unterschiedliche Prinzipien zugrunde liegen, war dies durchaus zu erwarten. Mittels
MALDI-TOF-MS werden Unterschiede in der Proteinzusammensetzung untersucht, wohingegen mit Hilfe
der SAPD-PCR Unterschiede auf genetischer Ebene detektiert werden. Weiterhin war auch mit Hilfe der
modifizierten RFLP-Analyse nach Gonzalez et al. (2006) eine Differenzierung aller zurzeit beschriebenen
Saccharomyces-Arten moglich. Verschiedene Stamme einer Art wiesen in der Regel das gleiche
Restriktionsmuster auf, wahrend sich unterschiedliche Arten in mindestens einem der zehn RFLP-Muster
unterschieden (vergl. Tab. 3.2).

Eine Ausnahme bildeten die untersuchten S. kudriavzevii-Stimme, zwischen denen eine grofRere
Heterogenitat festgestellt werden konnte. Die beiden Stamme CBS 8840" und NCYC 2969 zeigten bei der
SAPD-PCR im Gegensatz zu den anderen Arten eine groRere Variabilitdt in ihrem Bandenmuster. Die
Differenz zwischen diesen beiden Stammen wurde bei der MALDI-TOF-MS-Analyse noch deutlicher. Im
Gegensatz zum SAPD-PCR-basierten Baum, in dem die beiden Stdmme eine gréRere Distanz zueinander
aufwiesen, befanden sie sich hier an unterschiedlichen Positionen im Dendrogramm. Ebenso konnte
mittels RFLP-Analyse des CAT8-Gens ein Unterschied zwischen diesen Stammen festgestellt werden.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien, in denen ebenfalls genetische Varianzen
zwischen diesen beiden Stammen festgestellt wurden (Liti et al., 2006; Kurtzman & Robnett, 2003).
Naumov et al. (2013) beschrieben fiir S. kudriavzevii eine intraspezifische Variabilitdt der ITS1- und

D1/D2-Region, einer Domine der 26S rDNA, anhand der unterschiedliche Stdmme zwei Gruppen
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zugeordnet werden kdnnen. Weiterhin ist eine Korrelation zwischen Sequenzunterschieden in der ITS1-
Region und der Fertilitat intraspezifischer Hybride zu beobachten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei
weitere S. kudriavzevii-Stamme 727 und NCYC 3494 mittels SAPD-PCR (Abb. 3.3) und RFLP-Analyse (Tab.
3.2) untersucht. Hierbei zeigte sich, dass vor allem der Stamm NCYC 3494 eine hohe Ubereinstimmung
zum Typstamm CBS 8840" aufwies, was mit den Ergebnissen von Liti et al. (2006) und Naumov et al.
(2013) Gibereinstimmt.

Neben diesen Ergebnissen beziiglich des Verwandtschaftsverhaltnisses der S. kudriavzevii-Stamme,
konnten auch neue Erkenntnisse (iber der beiden Arten S. paradoxus und S. cariocanus gewonnen
werden. In einer Studie von Naumov et al. (2000a) fihrte die Kreuzung von Stdmmen dieser beiden
Arten trotz hoher DNA-Reassoziationswerte von 97 % zu sterilen Hybriden. Daher, und auf der Grundlage
anderer genetischer Studien (Kurtzman & Robnett, 2003), beschrieben Vaughan-Martini und Martini
(2011) S. cariocanus als eigenstiandige Art. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den
Untersuchungen von Liti et al. (2006), die darauf hindeuten, dass es sich bei S. cariocanus um eine
Mutante von S. paradoxus handeln kdnnte (Hittinger, 2013). S. paradoxus ist eine heterogene Spezies,
die sich in mehrere Subpopulationen unterteilen ldsst. Die Zuordnung der S. paradoxus-Stamme
korreliert hierbei mit der geographischen Herkunft der Isolate. Hohe genetische Ahnlichkeit beziiglich
der DNA-Sequenz konnte zwischen S. cariocanus und der amerikanischen Subpopulation von
S. paradoxus gefunden werden, wobei die Stamme sich jedoch in ihrer Chromosomen-Organisation
unterscheiden (Liti et al., 2006). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten S. paradoxus-Stimme zeigten
untereinander bei allen angewandten Identifizierungsmethoden eine groRe Ubereinstimmung.
S. cariocanus lieR sich sowohl mittels SAPD-PCR (Abb. 3.2) als auch MALDI-TOF-MS-Analyse (Abb. 3.5)
deutlich von S. paradoxus differenzieren. Weiterhin wiesen die RFLP-Muster der beiden Arten fir
mehrere genetische Marker deutliche Unterschiede auf (Tab. 3.2). Obgleich es vorstellbar ist, dass eine
veranderte Chromosomen-Organisation durchaus Auswirkungen auf das DNA-Fingerprintmuster haben
kann, sprechen die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS und der RFLP-Analyse daflir, S. cariocanus als
eigenstandige Art anzusehen. Dennoch muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass die Herkunft des
S. paradoxus-Typstamms CBS 432" nicht genau bekannt ist und die beiden hier verwendeten Stimme 28
und 35 zur Gruppe der europdischen Subpopulation gehéren (Pfeiffer & Radler, 1982; Radler & Schiitz,
1982). Folglich kénnten Stdmme amerikanischer Herkunft eine gréoRere Ahnlichkeit zu S. cariocanus
aufweisen.

Weiterhin war im Rahmen dieser Arbeit die Verwandtschaftsbeziehung von S. bayanus und S. uvarum
von Interesse. Diese beiden Arten wurden in friheren Studien in dem Taxon S. bayanus

zusammengefasst. Hierflir sprachen neben der hohen DNA-Homologie von 95 % weitere
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Sequenzanalysen unterschiedlicher genetischer Marker (Vaughan-Martini & Martini, 2011; Kurtzman &
Robnett, 2003; Rosini et al., 1982). Andere Studien deuten jedoch darauf hin, dass S. bayanus-Stamme
eine grolRe Heterogenitat aufweisen, aufgrund derer man diese zwei Gruppen zuordnen kann. Hybride
zwischen der ,,bayanus“-Gruppe und der ,uvarum“-Gruppe zeigen eine reduzierte Sporenvitalitat (9 % -
39 %) gegenliber Hybriden innerhalb einer Gruppe, deren Sporen eine Vitalitdt von 64 % - 96 % besitzen.
Weiterhin konnten auch Unterschiede in der ITS-Region sowie der D2-Domdne und mittels DNA-
Fingerprinting zwischen verschiedenen Stammen festgestellt werden, weshalb zwischen den beiden
Varietaten var. bayanus und var. uvarum unterschieden wird (Vaughan-Martini & Martini, 2011; Naumov
et al.,, 2000b). In dieser Arbeit wurden drei S. bayanus-Stdmme untersucht. Hierzu zdhlten der
S. bayanus-Typstamm DSM 70412", der frihere Typstamm von S. uvarum CBS 395, sowie der Stamm
CBS 7001, der S. bayanus var. uvarum zugeordnet werden kann. Die SAPD-PCR-Muster dieser Stamme
zeigten keine groRe Variabilitat und auch mittels MALDI-TOF-MS-Analyse war keine Differenzierung der
beiden Varietdten moglich. Fernandez-Espinar et al. (2003) konnten im Gegensatz hierzu mittels RAPD-
PCR unterschiedliche Fingerprint-Muster der beiden Untergruppen feststellen. Die Variabilitdt der beiden
Subgruppen scheint die SAPD-PCR- und MALDI-TOF-MS-Analyse weniger zu beeinflussen, als dies bei der
RAPD-PCR der Fall ist. Ein generelles Problem stellt die Wahl des S. bayanus-Typstamms dar, bei dem es
sich moglicherweise um einen Hybrid handelt (Libkind et al., 2011; Nguyen & Gaillardin, 2005; Nguyen et
al., 2000; Rainieri et al., 1999). Da dieser Stamm in einem GroRteil der Studien als Referenzstamm diente
und aufgrund neuer Erkenntnisse infolge der Beschreibung von S. eubayanus, wird unter anderem die
taxonomische Stellung von S. bayanus und S. uvarum erneut diskutiert (Libkind et al., 2011; vergl.
Abb. 1.1). Nguyen et al. (2011) konnten im Genom von S. bayanus genetisches Material von S. uvarum
und S. cerevisiae, sowie das einer weiteren, zum damaligen Zeitpunkt noch undefinierten
Saccharomyces-Art feststellen. Bei dieser Spezies scheint es sich um S. eubayanus zu handeln. Libkind et
al. (2011) stellten auf Basis des Vergleichs von Draft-Genom-Sequenzen die Hypothese auf, dass
S. bayanus ein Triple-Hybrid sei, der durch mehrere Hybridisierungsereignisse aus S. cerevisiae,
S. eubayanus und S. uvarum hervorgegangen sein konnte. Weitere Untersuchungen der DNA-Sequenz
von S. eubayanus zeigten, dass diese zu 99,5 % mit der Sequenz von einer der beiden parentalen Spezies
des Hybrids S. pastorianus Ubereinstimmt (Libkind et al., 2011). Dies wirde bedeuten, dass
S. pastorianus ein Hybrid aus S. cerevisiae und S. eubayanus ware. Zusammengefasst wirden diese
Ergebnisse dafiir sprechen, dass es sich bei S. uvarum und S. eubayanus um eigenstandige natiirliche
Arten handelt, wahrend S. bayanus und S. pastorianus als domestizierte Hybride angesehen werden

kénnen, welche sich innerhalb den Bedingungen der Brauereiindustrie entwickeln konnten.
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Diese Hypothese ist aufgrund der Ergebnisse der SAPD-PCR (Abb. 3.2) und der MALDI-TOF-MS (Abb. 3.5)
nicht belegbar, da keine eindeutige Differenzierung zwischen S. bayanus var. bayanus und S. bayanus
var. uvarum moglich war. Zwar zeigten die DNA-Fingerprint-Muster des S. bayanus Typstamms
(DSM 70412") einige DNA-Fragmente, die ebenfalls in S. cerevisiae und S. eubayanus vorkamen, jedoch
nicht in den beiden S. bayanus var. uvarum-Stammen, dennoch war die Anzahl dieser Fragmente sehr
gering und das SAPD-PCR-Muster der drei Stamme eher homogen. Dies spiegelte sich auch in der
Cluster-Analyse wider. In dem abgeleiteten Dendrogramm (Abb. 3.5) gruppierten diese Stamme
zusammen und lieBen sich deutlich von anderen Saccharomyces-Arten differenzieren. S. eubayanus
zeigte hier eine gréRere Ahnlichkeit zu S. pastorianus, wohingegen mittels MALDI-TOF-MS-Analyse eine
gréRere Ahnlichkeit zu S. bayanus festgestellt werden konnte. Die Ergebnisse der RFLP-Analyse zeigten,
dass sich der S. bayanus-Typstamm in zwei der untersuchten genetischen Marker (MET6 und OPY1) von
den beiden S. bayanus var. uvarum-Stammen unterschied. Die erzeugten RFLP-Muster (Tab. 3.2) waren
in diesen beiden Fallen eine Kombination aus dem ,uvarum“-Muster und dem einer anderen
Saccharomyces-Art. Die Anzahl der untersuchten genetischen Marker ist zu gering und die Ahnlichkeit
zwischen den Saccharomyces-Arten, welche sich teilweise nur in einem der zehn RFLP-Muster
unterschieden, zu hoch, um eine Aussage Uber die Annahme von Libkind et al. (2011) zu machen.

Allerdings stehen die Ergebnisse der RFLP-Analyse nicht im Widerspruch zu dieser Hypothese.

4.1.2 Eignung der angewandten Methoden zur Detektion und
Charakterisierung interspezifischer Hybride

Die verschiedenen Arten der Gattung Saccharomyces sind dazu in der Lage interspezifische Hybride zu
bilden. Aus Kreuzungsexperimenten geht hervor, dass jedoch weniger als 1 % der Sporen dieser
zwischenartlichen Hybrid-Stamme lebensfahig sind (Greig et al., 2002; Naumov et al., 2000a). Eine
Ausnahme stellen hier die beiden Arten S. eubayanus und S. uvarum dar, deren Hybride Sporen
generieren, die eine Lebensfahigkeit von 7,3 % aufweisen (Libkind et al., 2011). Einige Mechanismen, die
eine solche postzygotische Isolation bewirken kénnen sind bekannt. In Saccharomyces scheint diese
reproduktive Barriere seltener durch Chromosomen-Rearrangements als durch einfache DNA-
Sequenzunterschiede und die Funktion des Mismatch-Repair-Systems verursacht zu werden (Greig,
2009; Louis, 2009). Hierbei lasst sich eine Korrelation zwischen der Divergenz der DNA-Sequenz der
Elternspezies eines Hybriden und seiner Sporenvitalitat feststellen (Hittinger, 2013; Liti et al., 2006).
Zudem resultiert die gezielte Mutation des Mismatch-Repair-Systems in einer erhdhten Vitalitat der

Sporen von Hybrid-Stdmmen (Greig et al.,, 2003; Hunter et al., 1996). Des Weiteren kann die
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Inkompatibilitdt von Genprodukten dazu beitragen, dass eine reproduktive Isolation zwischen zwei Arten
entsteht. Beispielsweise konnten Lee et al. (2008) zeigen, dass das chromosomal codierte Protein Aep2
aus S. bayanus, welches die Translation der mitochondrialen mRNA OL/1 (Untereinheit der ATP-
Synthase) reguliert, seine Funktion nicht in den Mitochondrien von S. cerevisiae ausiiben kann. Da die
Mitochondrien von Hybrid-Stammen nur von einem der Elternspezies stammen, ist die Inkompatibilitat
zwischen chromosomalen und mitochondrialen Genomen ein wirkungsvoller Mechanismus zur Erhaltung
der reproduktiven Isolation. Das Vorkommen von interspezifischen Hybriden wird sowohl an natirlichen
Standorten, als auch im Umfeld der Fermentationsindustrie beschrieben, wobei man letztere als
domestizierte Hybride bezeichnet. Hierzu gehort S. pastorianus, eine Gruppe von Hybriden, die eine
DNA-Homologie von Uber 90 % aufweisen und unter denen aufgrund ihrer industriellen Bedeutung die
wohl am besten untersuchtesten Hybrid-Stamme zu finden sind (Vaughan-Martini & Martini, 2011).
S. pastorianus-Stamme sind allopolyploid; ihr Genom setzt sich aus den Chromosomensatzen beider
Elternspezies zusammen, wobei jedoch zahlreiche Chromosomen-Rearrangements festgestellt werden
konnten (Casaregola et al.,, 2001). Die in dieser Arbeit untersuchten S. pastorianus-Stamme zeigten
entgegen den Erwartungen recht homogene SAPD-PCR-Muster (Abb. 3.1), wodurch sich diese Gruppe
jedoch gut von den anderen Saccharomyces-Arten differenzieren lie. Anhand der Cluster-Analyse
konnte die groRte Ahnlichkeit zu S. eubayanus, welcher méglicherweise eine der beiden parentalen
Spezies darstellt, festgestellt werden. Im Gegensatz hierzu zeigte sich eine groRe Distanz der beiden
S. pastorianus-Stamme in der MALDI-TOF-MS-Analyse, welche im berechneten Cluster-Baum nicht
zusammen gruppierten (Abb. 3.5). In anderen Studien konnte unter Verwendung der DNA-Fingerprint-
Methode RAPD-PCR ebenfalls eine Diversitdt zwischen verschiedenen S. pastorianus-Stammen
beobachtet werden (Brito dos Santos et al., 2007; Fernandez-Espinar et al., 2003). Hier ist allerdings
hinzuzufiigen, dass einige der von Fernandez-Espinar et al. (2003) herangezogenen Stamme derzeit
anderen Arten zugeordnet wurden und die Heterogenitat der Gbrigen Stamme eher mit den Ergebnissen
der SAPD-PCR vergleichbar ist. Die beiden Typstimme von S. pastorianus und S. bayanus wiesen eine
100 % Ubereinstimmung in ihrer ITS-Sequenz auf. Die RFLP-Analyse (Tab. 3.2) verschiedener genetischer
Marker zeigte jedoch deutlich, dass sich das Genom von S. pastorianus aus dem seiner Elternspezies
zusammensetzt. In allen untersuchten Genabschnitten, mit Ausnahme von GSY1 konnte der S. cerevisiae-
Anteil nachgewiesen werden. In den Genbereichen, in denen S. eubayanus und S. bayanus Unterschiede
in ihrem RFLP-Muster aufwiesen (CAT8, MET6 und OPY1) konnte bei den S. pastorianus-Stammen das
RFLP-Muster von S. eubayanus detektiert werden. Dies wiirde daflir sprechen, dass S. eubayanus die
zweite parentale Spezies, neben S. cerevisiae, dieser Hybride darstellt. Aus Untersuchungen von Piskur et

al. (1998) geht hervor, dass die Mitochondrien in S. pastorianus von dem Nicht-S. cerevisiae-Elternteil
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stammen. Zur Bestimmung des mitochondrialen Ursprungs von Hybrid-Stammen kénnen mitochondriale
Gene analysiert werden. Kurtzman & Robnett (2003) konnten bereits eine gewisse Ubereinstimmung der
mitochondrialen DNA zwischen S. bayanus und S. pastorianus feststellen. Der, auf Grundlage des
mitochondrialen Gens COX2, berechnete Stammbaum (Abb. 3.7) zeigte eine Ahnlichkeit zwischen
S. bayanus, S. eubayanus und S. pastorianus, was auf einen gemeinsamen mitochondrialen Ursprung
dieser Arten hinweisen kénnte.

Neben S. pastorianus wurden zwei weitere Hybrid-Stamme in dieser Arbeit untersucht. Bei CBS 8614
handelt es sich um einen sogenannten Triple-Hybrid, der genetisches Material von S. bayanus,
S. cerevisiae und S. kudriavzevii besitzt (Naumova et al., 2005). Der Stamm NCYC 3518 stammt von der
National Collection of Yeast Cultures (Norwich) und ist dort als S. kudriavzevii hinterlegt. Aufgrund von
Ergebnissen der SAPD-PCR-Analyse sowie einem spezifischen PCR-Nachweis (Torriani et al., 2004) wurde
jedoch festgestellt, dass dieser Stamm ein Hybrid aus S. cerevisiae und S. kudriavzevii ist (Blattel, 2012).
Mittels SAPD-PCR-Analyse dieser beiden Stamme konnten charakteristische DNA-Fragmente der
jeweiligen Elternspezies detektiert werden (Abb. 3.1). Die anschlieRende Cluster-Analyse zeigte, dass der
Triple-Hybrid CBS 8614 die groRte Ubereinstimmung seiner Fingerprint-Muster zu S. bayanus aufwies,
wohingegen auf Grundlage der MALDI-TOF-MS eine gréRere Ahnlichkeit zu S. kudriavzevii festgestellt
werden konnte (Abb. 3.5). Auch in Hinblick auf den Stamm NCYC 3518 waren die Ergebnisse von SAPD-
PCR und MALDI-TOF-MS widerspriichlich. Wahrend sich der Hybrid-Stamm anhand seiner
Massenspektren keiner seiner Elternspezies zuordnen lieR, konnte mittels SAPD-PCR eine Ahnlichkeit zu
S. cerevisiae festgestellt werden. Wie bereits erwahnt sind aufgrund der verschiedenen Prinzipien dieser
beiden Methoden unterschiedliche Ergebnisse durchaus moglich. Anhand der erstellten Stammbaume
konnte lediglich festgestellt werden zu welchem anderen Stamm der jeweilige Hybrid insgesamt die
groRte Ahnlichkeit aufwies, eine Bestimmung der parentalen Spezies ist mit Hilfe der beiden Methoden
schwierig. Allerdings lassen sich die beiden Hybrid-Stimme deutlich von anderen Spezies differenzieren,
da diese nicht mit einer der anderen Saccharomyces-Arten in einem Cluster zu finden waren.

Bei SAPD-PCR-Analysen mit verschiedenen S. kudriavzevii-Stammen fiel auf, dass der Stamm NCYC 3739
ein Fingerprint-Muster mit groBer Ahnlichkeit zu dem Stamm NCYC 3518 aufwies (Abb. 3.3). Die
Vermutung lag daher nah, dass auch dieser Stamm ein Hybrid aus S. cerevisiae und S. kudriavzevii sein
konnte. Um sicherzustellen, dass die verwendete Kultur keine Mischkultur aus den beiden Arten
S. cerevisiae und S. kudriavzevii darstellt, wurden Zellen dieser Kultur mit Hilfe eines Mikromanipulators
vereinzelt. In der anschlieBenden SAPD-PCR-Analyse der, aus Einzelzellen hervorgegangenen, Kulturen
konnte ein identisches Muster mit der urspriinglichen Kultur festgestellt werden (Abb. 3.4). Diese

Ergebnisse verdeutlichen nochmals die hohe Reproduzierbarkeit der SAPD-PCR, da verschiedene
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Kulturen des gleichen Stammes nach getrennten DNA-Extraktionen sowie PCR-Ansdtzen zu einem
identischen Fingerprint-Muster fihrten.

Im Folgenden wurden die Hybrid-Stamme mittels DNA-Sequenzvergleich und RFLP-Analyse nadher
charakterisiert, um deren Elternspezies bestimmen zu kénnen. Die Sequenz der ITS-Region des Stamms
CBS 8614 stimmt zu 100 % mit der von S. bayanus var. uvarum lberein, wahrend sich die beiden anderen
Hybrid-Stdamme S. kudriavzevii zuordnen lassen. Da der ITS-Sequenzvergleich eine der Standard-
methoden zur Identifizierung von Hefen ist, konnte dies erklaren weshalb die beiden Stamme NCYC 3518
und NCYC 3739 urspriinglich als S. kudriavzevii hinterlegt wurden. In Hybrid-Stimmen ist eine starke
Variation der Zusammensetzung des Genoms feststellbar. Einige Stimme weisen die kompletten
Chromosomensatze ihrer Elternspezies auf, wohingegen in anderen Hybrid-Stammen nur Teile der
Elterngenome in Form von Translokationen oder zusatzlichen Chromosomen vorkommen (Sipiczki,
2008). Um interspezifische Hybride zu identifizieren, ist demzufolge die Analyse mehrerer Gene
erforderlich, da sonst der Hybrid-Charakter eines Stamms moglicherweise nicht erkannt wird. Diese
Gefahr besteht vor allem dann, wenn der genetische Anteil einer Elternspezies stark reduziert ist. Die
Amplifikation der MET6-Genregion war in den Hybrid-Stammen sowohl mit dem universellen als auch
mit dem S. kudriavzevii-spezifischen Primerpaar moglich. Die drei Hybride tragen demnach das
S. kudriavzevii-spezifische Allel dieses Gens sowie ein weiteres, welches von einer anderen
Saccharomyces-Art stammt. Ahnlich wie bei S. pastorianus, wiesen die Hybrid-Stamme RFLP-Muster auf,
welche sich aus denen ihrer Elternspezies zusammensetzten. Weiterhin konnte teilweise das Auftreten
zusatzlicher DNA-Fragment beobachtet werden, welche in keiner der untersuchten Nicht-Hybrid-
Stamme vorkamen. Wie bereits erwahnt unterschieden sich die verschiedenen Saccharomyces-Arten
haufig nur in einem der Restriktionsmuster, daher kann auch nicht jeder analysierte genetische Marker
eindeutig einer Elternspezies zugeordnet werden. Was den Stamm NCYC 3739 betrifft, so erlaubt jedoch
das Restriktionsmuster der Genregionen CAT8 und GSY1 eine sichere Identifizierung dieses Hybrids als
S. cerevisiae x kudriavzevii. Anhand des Sequenzvergleichs eines Teilbereiches des COX2-Gens war es
moglich den mitochondrialen Ursprung der Hybrid-Stamme zu bestimmen. Aus den Studien von
Kurtzman & Robnett (2003) geht hervor, dass vor allem Stamme, die den Arten S. cerevisiae und
S. kudriavzevii angehoren, eine grofle Heterogenitdt in diesem Gen aufweisen. Daher wurden neben der
Sequenz des Typstamms zusatzlich die Sequenzen einiger Vergleichsstimme zur Berechnung des
Stammbaums herangezogen. Groth et al. (1999) konnten zeigen, dass die mitochondriale DNA des
Hybrid-Stamms CBS 8614 &hnlich zu der von S. kudriavzevii ist. Auch anhand des COX2-basierten
Stammbaumes l4sst sich eine gewisse Ahnlichkeit feststellen, weshalb angenommen werden kann, dass

die Mitochondrien des Triple-Hybrid von S. kudriavzevii stammen. Die beiden Stamme NCYC 3518 und
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NCYC 3739 gruppierten jeweils mit zwei verschiedenen S. cerevisiae-Clustern. Die Mitochondrien dieser
Stamme scheinen demnach auf S. cerevisiae zuriickzugehen. Hierdurch wird nochmals der Hybrid-
Charakter der beiden Stamme verdeutlicht. Die falsche Hinterlegung von Hybriden zwischen S. cerevisiae
und S. kudriavzevii wurde des Ofteren beschrieben, wobei hier die Hybrid-Stimme irrtiimlicherweise als
S. cerevisiae identifiziert wurden. Bei einigen dieser Stdimme handelt es sich um kommerzielle
Starterkulturen, welche zu Fermentation in kalteren Gebieten empfohlen werden (Querol & Bond, 2009).
Diese Tatsache demonstriert nochmals die Schwierigkeit der Identifizierung von Hefen der Gattung
Saccharomyces.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die SAPD-PCR als auch die MALDI-
TOF-MS zur Differenzierung dieser taxonomisch sehr nah verwandten Arten eignen. Die SAPD-PCR
zeichnet sich durch eine relativ schnelle und einfache Durchfiihrbarkeit aus. Zudem ist die Methode
recht glinstig, da nur die Standard-Ausristung eines molekularbiologischen Labors bendtigt wird. Die
Kosten eines MALDI-TOF-MS sind vergleichbar mit denen eines DNA-Sequenzierers, jedoch Uberzeugt
diese Methode aufgrund der kurzen Analysezeiten, einer automatisierten Auswertung und geringen
Materialkosten pro Messung (Dhiman et al., 2011). Weiterhin ist die Identifizierung von Hybrid-Stammen
prinzipiell moéglich, was insbesondere am Beispiel des Stammes NCYC 3739 fiir die SAPD-PCR gezeigt
werden konnte. Zur Bestimmung der Elternspezies sind jedoch weiterfilhrende Genanalysen
empfehlenswert. Wie von Gonzalez et al. (2006) beschrieben, eignet sich hierzu die Analyse
verschiedener genetischer Marker, wobei mit einer steigenden Anzahl an untersuchten Genregionen die

Wahrscheinlichkeit einer fehlerhaften Identifizierung abnimmt.

4.2 Entwicklung und Anwendung von Techniken zur Kontrolle
der Population von Milchsaurebakterien im Verlauf der
Vinifikation

Milchsdurebakterien gehoren, neben Hefen und Essigsdurebakterien, zur natiirlichen mikrobiellen Flora

von Most und Wein. Aufgrund ihrer Stoffwechselaktivitat wahrend der Weinbereitung kdnnen sie einen

direkten Einfluss auf die Qualitdt des Endprodukts haben. Von besonderer Bedeutung sind sie fur die
malolaktische Fermentation. Die Umsetzung von L-Malat zu L-Lactat und Kohlendioxid bewirkt eine

Verminderung des Sauregehalts im Wein. Im Zuge des biologischen Saureabbaus, kann es jedoch zu

weiteren Aromamodifikationen kommen (Liu, 2002; Lonvaud-Funel, 1999). Da sie an der Ausbildung

schwerwiegender Weinfehler wie zum Beispiel dem Essigstich, dem Milchsaureton oder dem Mauseln

beteiligt sind, ist es wichtig das mikrobielle Wachstum zu beobachten. Das sogenannte Monitoring der
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Milchsaurebakterien-Population wahrend dem gesamten Prozess der Weinherstellung erlaubt dem
Winzer zeitnah entsprechende MalBnahmen, wie beispielsweise den Zusatz von Schwefeldioxid oder
Lysozym, zur Kontrolle des mikrobiologischen Wachstums durchzufiihren (Weiand, 2002; Lonvaud-Funel,
1999). Aus diesem Grund gibt es einen Bedarf fiir Nachweismethoden, welche eine zuverldssige
Identifizierung weinrelevanter Milchsaurebakterien, sowohl auf Art- als auch auf Stamm-Ebene,

ermoglichen.

4.2.1 Entwicklung einer Schnellidentifizierungsmethode zum direkten
Nachweis wichtiger Milchsaurebakterien-Arten wahrend der
Weinbereitung

Da zur Gewinnung von Reinkulturen aus einer komplexen mikrobiellen Flora und der anschliefenden
Identifizierung der Isolate mehrere Tage bendtigt werden, ist die Anwendung direkter
Nachweismethoden zur Kontrolle des mikrobiellen Wachstums sinnvoll. Hierzu kénnen, unter
Verwendung spezifischer Primer, PCR-basierte Methoden herangezogen werden. Ein Ziel dieser Arbeit
war die Entwicklung einer Schnellidentifizierungsmethode zum Nachweis potentiell weinschadigender
Milchsdurebakterien. Aus diesem Grund wurde nach charakteristischen genetischen Markern gesucht,
welche die Ableitung artspezifischer Primer ermdglichen. Einige Milchsdurebakterien-Arten weisen sehr
enge Verwandtschaftsverhaltnisse auf, so dass der 16S rDNA und auch der 23S rDNA-Sequenzvergleich
nicht immer eine sichere Identifizierung auf Art-Niveau erlaubt (Aymerich et al., 2003). Auch Moraes et
al. (2013) konnten anhand der 16S rDNA einige Milchsdurebakterien, welche aus Rohmilch und Kase
isoliert wurden, nur ihrer Gattung zuordnen. Erst durch die Verwendung speziesspezifischer Primer
konnten sie diese Stamme auf Art-Ebene identifizieren. Da die ribosomalen Gene nicht geniigend
Variabilitdat aufweisen, werden weitere genetische Informationen benétigt, um DNA-Bereiche zu
detektieren, die eine eindeutige Unterscheidung verschiedener Milchsaurebakterien-Arten ermdoglichen.
Komplette Genomsequenzen sind derzeit nur von wenigen weinrelevanten Milchsdurebakterien wie
beispielsweise Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb. plantarum, Lc. mesenteroides, O. oeni und
P. pentosaceus verflgbar (Liu et al.,, 2011; Makarova et al., 2006; Kleerebezem et al., 2003). Zum
Screening nach genetischen Markern wurde daher eine von Paran & Michelmore (1993) entwickelte
Technik, in etwas modifizierter Form, herangezogen. So konnten mit Hilfe der RAPD-PCR spezifische
Banden detektieren werden, auf deren Basis, sogenannte SCAR-Primer (Sequence Characterized

Amplified Region), abgeleitet werden konnten. Seither wurde diese Technik in vielen Bereichen
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angewandt, wobei auch die AFLP-Analysen (Amplified Fragment-Length Polymorphism), die auf der
selektiven Amplifikation von Restriktionsfragmenten beruht, zur Detektion von spezifischen Markern
genutzt wurde. Neben dem Nachweis verschiedener Resistenzgene wurde die SCAR-Technik auch zur
Geschlechtsbestimmung von Pflanzen und zur art- oder stammspezifischen Identifizierung von
Mikroorganismen herangezogen (Solieri & Giudici, 2010; Isenegger et al., 2003; Giovannelli et al., 2002;
Parasnis et al.,, 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die nSAPD-PCR fiir das Screening nach
artspezifischen Marker genutzt. Diese DNA-Fingerprint-Methode ermoglicht eine zuverlassige
Differenzierung verschiedener weinrelevanter Milchsdaurebakterien (Sebastian et al., 2011; Pfannebecker
& Frohlich, 2008). Auf der Grundlage charakteristischer SAPD- und nSAPD-PCR-Banden konnte
Pfannebecker (2008) bereits spezifische SCAR-Primer zur Identifizierung von Lb. hilgardii,
Lc. mesenteroides, P. acidilactici, P. damnosus, P. inopinatus, P. parvulus und P. pentosaceus entwickeln.
Da die verschiedenen Amplifikationsprodukte unterschiedliche Fragmentlangen aufwiesen, konnten
diese in Form einer Multiplex-PCR angewandt werden. Ein Ziel dieser Arbeit war es spezifische SCAR-
Primer flir weitere, haufig im Wein vorkommende, Milchsdurebakterien zu generieren und diese in das
zuvor beschriebene Multiplex-PCR-System zu integrieren. Auf der Grundlage von SAPD-PCR-Mustern war
es so moglich artspezifische Marker fir Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. curvatus, Lb. plantarum, O. oeni und
W. paramesenteroides zu detektieren (Abb. 3.8). Anhand deren Sequenzen wurden Primer abgeleitet,
welche sowohl durch einen Abgleich der BLAST-Datenbank als auch mittels PCR auf ihre Spezifitdt hin
Uberprift wurden (Tab. 3.4). Obwohl die entwickelten SCAR-Primer eine hohe Spezifitdt aufwiesen,
traten bei der Integration einiger Primerpaare in das Multiplex-PCR-System unspezifische DNA-
Fragmente auf. Diese Amplifikate wurden insbesondere bei Negativkontrollen mit Essigsdurebakterien
gebildet. Durch das Testen verschiedener Primer-Kombinationen, konnte festgestellt werden, dass die
Bildung dieser PCR-Produkte auf Primer unterschiedlicher Primerpaare zurickzufiihren war. Die SCAR-
Primer wurden daher in zwei separate Primer-Mischungen aufgeteilt, um diese in getrennten PCR-
Reaktionen zu verwenden. Nach Optimierung der PCR-Bedingungen, konnte so ein spezifisches
Nachweissystem zur simultanen ldentifizierung weinrelevanter Milchsdurebakterien entwickelt werden
(Abb. 3.9).

Ein wichtiger Aspekt fir die spatere Anwendung einer solchen Schnellidentifizierungsmethode ist deren
Nachweisgrenze. Die minimale Zellzahl, welche mit Hilfe der Multiplex-PCR detektiert werden konnte,
lag sowohl in Reinkulturen, als auch kiinstlich erzeugten Mischkulturen bei 10 - 10° Zellen/ml (Abb. 3.10
& 3.11). Zwar ist der Zelltiter der Milchsdurebakterien direkt nach dem Pressen der Trauben im Most
gering, jedoch steigt die Population innerhalb der ersten Tage der Fermentation auf 10* - 10° KBE/ml an

und kann wihrend der malolaktischen Fermentation bis zu 10 - 10® KBE/ml erreichen (Lonvaud-Funel et
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al., 1991; Lafon-Lafourcade et al., 1983). Die Nachweisgrenze des Multiplex-PCR-Systems wiirde somit im
Bereich der zu erwartenden Zelltiter liegen. Die hier verwendete DNA-Extraktionsmethode ist auf die
Verwendung hohere Zellzahlen ausgelegt. Laut Hersteller sollte die DNA-Isolierung standardmaRig mit
etwa 10° Zellen/ml durchgefiihrt werden. Fir Mischkulturen, bei der die Zellzahl von Lb. buchneri
konstant 10® Zellen/ml betrug, wahrend die Zellzahl von Lb. curvatus zwischen 10" und 10’ Zellen/ml
variierte, konnte jedoch keine Verbesserung der Nachweisgrenze festgestellt werden (Abb. 3.11B). Die
DNA-Extraktionsmethode scheint demnach nicht die Ursache dafiir zu sein, dass geringere Zellzahlen
nicht detektiert werden konnten. Weiterhin zeigt dieser Versuch, dass das Vorhandensein einer Art mit
hoher Zellzahl den Nachweis einer anderen Art deutlich geringerer Zellzahl nicht negativ beeinflusst. Die
verwendeten SCAR-Primerpaare binden spezifisch das Template einer Milchsaurebakterien-Art und
stehen daher nicht in Konkurrenz zueinander, wie es bei universellen Primern maoglicherweise der Fall
wire. In einige Studien werden niedrigere Nachweisgrenzen von bis zu 10" Zellen/ml beschrieben (Bester
et al., 2010), jedoch konnten beispielsweise Isennegger et al. (2003) dhnliche Nachweisgrenzen von 10 -
10* KBE/ml ermitteln. Prinzipiell kann zur DNA-Extraktion ein groReres Volumen an Most verwendet
werden, hierdurch ware es moglich Milchsdurebakterien, welche in niedrigerer Zellzahl vorkommen zu
detektieren.

Zur Durchfiihrung eines Tests unter realen Anwendungsbedingungen wurden 21 verschiedene
Weinproben bei Winzern in Rheinhessen gesammelt (Tab. 2.5), deren bakterielle Population nach
Ausplattieren anhand der koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt wurde. In 19 der 21 Jungweine
konnte O. oeni mittels Multiplex-PCR nachgewiesen werden. Weiterhin wurde in Weinprobe Nr. 1
zusatzlich P. damnosus und in Weinprobe Nr. 10 P. parvulus detektiert (Abb. 3.12). In zwei der
Weinproben wurden keine der 13 Arten, welche mit Hilfe des entwickelten Identifizierungssystems
nachweisbar sind, gefunden. Eine direkte Korrelation zwischen den ermittelten KBE und der
Nachweisgrenze ist schwierig. Zum einen kdnnen in den Weinproben zusatzlich Essigsaurebakterien und
andere Milchsdurebakterien-Arten vorhanden sein, welche ebenfalls auf den verwendeten Agar-Platten
wachsen kénnen. Zum anderen kénnen mittels PCR-Nachweis moglicherweise auch Zellen detektiert
werden, die nicht in der Lage sind auf Kulturplatten zu wachsen. Dennoch kann man feststellen, dass es
im Zuge des Anwendungstests moglich war, in Weinproben, mit Zelltitern unter 10° KBE/ml,
Milchsaurebakterien nachzuweisen (Tab 3.6). In einigen Féallen fiihrte ein erhéhtes Probenvolumen zur
DNA-Extraktion dazu, dass ein schwacheres oder kein Amplifikat gebildet wurde. Dies kdnnte auf
mogliche PCR-Inhibitoren wie z.B. Phenole zuriickzufiihren sein. Vor dem Hintergrund, dass es sich bei
den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Proben um bereits durchgegorene Jungweine handelt, die

sich teilweise mitten in, oder bereits am Ende der malolaktischen Fermentation befanden, erscheint die
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Detektion von O. oeni, P. damnosus und P. parvulus plausibel. Aufgrund der Toleranz gegeniiber hohen
Ethanolkonzentrationen dominiert die Art O. oeni hidufig in diesen Phasen der Weinbereitung (Ruiz et al.,
2010; Lonvaud-Funel et al., 1991). P. damnosus und P. parvulus-Stamme kénnen ebenfalls hohe Ethanol-
toleranz aufweisen. Dies trifft insbesondere auf Stamme zu, welche in der Lage sind Schleime zu bilden.
Daher wird das Vorkommen dieser beiden Arten wahrend oder nach der alkoholischen Fermentation des
Ofteren beschrieben (Dols-Lafargue & Lonvaud-Funel, 2009; Renouf et al., 2006a).

Um die Ergebnisse des Anwendungstests zu Uberprifen, wurden einige der Multiplex-PCR-Amplifikate
sequenziert. Hierbei konnte eine Ubereinstimmung von 99 - 100 % zu den SCAR-Markern, auf deren
Grundlage die spezifischen Primer generiert wurden, festgestellt werden. Weiterhin wurden aus einigen
ausgewahlten Weinproben (Nr. 1, 3, 5, 6, 10) Bakterien isoliert. Mit Hilfe dieser Stimme sollte tUberpriift
werden, ob weitere nicht mittels Multiplex-PCR detektierbare Milchsdurebakterien in den Jungweinen
vorkamen. Die 48 verschiedenen lsolate aus den oben beschriebenen Weinproben (Tab. 3.7) wurden
mittels SAPD-PCR und 16S rDNA-Sequenzvergleich analysiert. O. oeni kam in allen Weinproben vor,
wobei in Weinprobe Nr. 10, aus der zahlreiche P. parvulus-Stamme isoliert wurden, nur ein Isolat dieser
Art zugeordnet werden konnte. Zwei der Isolate aus Weinprobe Nr. 1 wurden als P. damnosus
identifiziert. Demnach wurden mittels Isolierung und anschlieBender Identifizierung die gleichen
Milchsaurebakterien-Arten nachgewiesen, die anhand der Multiplex-PCR unter Verwendung spezifischer
SCAR-Primer detektiert wurden. Neben Milchsdurebakterien waren in den Jungweinen Nr. 1, 5 und 6
auch Essigsaurebakterien zu finden. Diese konnten anhand eines 16S rDNA-Sequenzvergleichs der
Gattung Acetobacter zugeordnet werden. Die genaue Bestimmung von Essigsdaurebakterien ist recht
komplex. Mit Hilfe eines PCR-Nachweises mit spezifischen Primern konnten die Isolate jedoch als
A. malorum oder A. cerevisiae identifiziert werden (Wirth, personliche Mitteilung).

Das in dieser Arbeit entwickelte Identifizierungssystem erlaubt den direkten und simultanen Nachweis
13 verschiedener weinrelevanter Milchsdurebakterien. Hierbei handelt es sich um Arten, welche
einerseits haufig im Wein vorkommen und andererseits mit der Ausbildung von Weinfehlern in
Verbindung gebracht werden kdnnen. Der Vorteil dieser Methode liegt in der einfachen und schnellen
Durchfiihrbarkeit. So dauert das gesamte Verfahren, von DNA-Extraktion Gber Multiplex-PCR bis hin zur

Auswertung der Ergebnisse, etwa 7 Stunden, wodurch dem Winzer ein zeitnahes Eingreifen moglich ist.
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4.2.2 Kontrolle der bakteriellen Population wahrend der Weinbereitung
mittels Denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese

Die DGGE stellt eine der wichtigsten Methoden zur Analyse mikrobieller Gemeinschaften dar (Muyzer &
Smalla, 1998). Daher findet diese Technik auch im Bereich der Weinforschung zur Untersuchung der
Milchsaurebakterien-Population und deren Sukzession im Verlauf der Fermentation Anwendung. Hierbei
werden haufig variable Teilbereiche der ribosomalen Gene herangezogen. Beispielsweise konnten Lopez
et al. (2003) unter Verwendung der variablen Regionen V7 und V8 der 16S rDNA zahlreiche
weinrelevante Milchsdurebakterien differenzieren, wohingegen die V4- und V5-Regionen ein geringeres
Auflosungsvermogen zu haben scheinen. Zur Identifizierung von Arten der Gattungen Leuconostoc,
Oenococcus und Weissella mittels DGGE erwies sich die V3-Region der 16S rDNA als geeignet (Guerrini et
al., 2003). In einigen Studien wurde jedoch beobachtet, dass die DGGE-Analyse ribosomaler
Genabschnitte problematisch sein kann. Da rRNA-Operons im Genom in mehreren Kopien vorliegen,
welche eine gewisse Heterogenitdat aufweisen, kann es zur Ausbildung multipler Banden kommen
(Dahllof et al.,, 2000; Fogel et al.,, 1999). Um dies zu vermeiden, kénnen alternative Genbereiche
herangezogen werden, welche nur als einfache Kopie im Genom vorliegen. Das Gen der B-Untereinheit
der RNA Polymerase (rpoB) eignet sich aufgrund seines universellen Vorkommens und seiner
Zusammensetzung aus konservierten sowie variablen Bereichen, dhnlich wie die 16S rDNA, als
phylogenetischer Marker (Dahll6f et al., 2000; Mollet et al., 1997). So konnten Renouf et al. (2006a)
unter Verwendung eines Teilbereichs des rpoB-Gens mittels DGGE-Analyse die Entwicklung der
Milchsaurebakterien-Population wahrend der Fermentation verfolgen.

Die bereits beschriebenen Primer zur Amplifikation von rpoB-Teilbereichen (Renouf et al., 2006b; Dahllof
et al., 2000) erlaubten bei einigen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Milchsdurebakterien-Stamme
keine zuverlassige Amplifikation. Daher wurden neue Primer abgeleitet und die jeweiligen amplifizierten
Teilbereiche in Bezug auf ihre Eignung zur DGGE-Analyse getestet. Die Verwendung des Primerpaars
rpoB-F und rpoB-R erlaubte die Amplifikation eines etwa 500 bp groBen DNA-Fragments der
untersuchten Milchsdurebakterien, wohingegen die gleichen Primer bei einigen Essigsaurebakterien zur
Bildung eines PCR-Produkts von 900 bp fihrten. Moglicherweise kdnnte man bei der Analyse von Most-
oder Weinproben die GroRe des entstandenen Amplifikats als Indiz fir das Vorkommen dieser beiden
Bakteriengruppen deuten. Weiterhin ware es moglich mittels Agarose-Gelelektrophorese die beiden
Fragmente zu separieren und anschliefend aus dem Gel zu eluieren. So kénnte man sich bei der
anschlieRenden DGGE-Analyse auf die Population der Milchsdurebakterien konzentrieren. Der

amplifizierte 500 bp groRe Teilbereich eignete sich zur Differenzierung zahlreicher Milchsaurebakterien
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(Abb. 3.14). Lediglich Lb. buchneri, Lb. nagelii und P. inopinatus wiesen zwei oder mehrere Banden auf,
welche auch weiterhin bei veranderten PCR- und DGGE-Bedingungen zu beobachten waren. Da wie
bereits erwahnt nur eine Kopie des rpoB-Gens im Genom vorliegt, war dies nicht zu erwarten. Allerdings
konnten auch Gonzalez-Arenzana et al. (2013) bei der Analyse von Weinproben mittels rpoB-DGGE
feststellen, dass verschiedene Banden derselben Art zugeordnet werden kdnnen. Weiterhin konnte
unter den gewahlten Bedingungen keine distinkte DGGE-Bande fiir Lb. mali erzeugt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten DGGE-Primer wurden einem ersten Anwendungstest
unterzogen (Abb. 3.15). Hierzu wurden die Jungweinproben Nr. 1 - 10 verwendet, welche bereits mittels
Multiplex-PCR untersucht wurden. Obwohl aus den Weinproben Nr. 1, 5 und 6 Essigsdurebakterien
isoliert wurden, wurde kein 900 bp groRes PCR-Produkt gebildet. Moglicherweise weisen A. cerevisiae
oder A. malorum keine komplementaren Bereiche zu diesen Primern auf. In allen der 10 Weinproben
konnte mittels DGGE O. oeni nachgewiesen werden, was sowohl mit den Ergebnissen der
Schnellidentifizierung als auch der Isolierung (ibereinstimmte. Die DGGE-Banden wiesen
unterschiedliches Laufverhalten auf. So kam das DNA-Fragment aus Weinprobe Nr. 8 auf gleicher Hohe
zum Liegen wie das entsprechende PCR-Produkt des O. oeni-Typstamms, welcher als Referenz mitgefiihrt
wurde. Die Amplifikate der Ubrigen Weinproben liefen weniger weit im Gradienten als das des
Typstamms, konnten aber aufgrund einer Sequenz-Ubereinstimmung von 100 % zu O. oeni PSU-1
eindeutig dieser Art zugeordnet werden. Bei einem Sequenzvergleich der beiden Fragmente 1b und 8
(Anhang 8.1.6), konnte ein Austausch mehrerer Nukleotide festgestellt werden, welche das
unterschiedliche Laufverhalten dieser Fragmente erkldren. Renouf et al. (2009) konnten ebenfalls zwei
verschiedene DGGE-Banden bei der Analyse eines 250 bp groRRen rpoB-Teilbereichs detektieren, welche
zwei unterschiedlichen O. oeni-Subgruppen zuordneten wurden. In diesem Fall war das veranderte
Laufverhalten auf den Austausch eines einzigen Nukleotids zurlickzuflihren. Nahere Untersuchungen
dieser Stamme ergaben, dass die beiden Gruppen auch phanotypische sowie genotypische Unterschiede
aufwiesen und zu unterschiedlichen Phasen der Fermentation dominierten.

In Weinprobe Nr. 1 konnte weiterhin eine DGGE-Bande detektiert werden, welche auf gleicher Hohe mit
der des P. damnosus-Typstamms zum Liegen kam. Die Sequenz dieser Bande wies keine hohe
Ubereinstimmung zu hinterlegten rpoB-Sequenzen in der NCBI-Datenbank auf. An dieser Stelle wird der
Nachteil der Verwendung alternativer Genbereiche zur DGGE-Analyse deutlich. Da routinemaRig
ribosomale Gene zur Identifizierung von Mikroorganismen verwendet werden, sind die Sequenzen
unzahliger Stamme in den Datenbanken hinterlegt, wahrend die Sequenzen anderer Gene teilweise gar
nicht vorhanden sind. Im Fall von P. damnosus ist lediglich ein Teilbereich, des rpoB-Gens in der NCBI-

Datenbank zu finden, welcher sich jedoch nicht mit dem hier verwendeten 500 bp-Fragment
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Gberschneidet. Aufgrund des gleichen Laufverhaltens dieses Fragments mit dem des P. damnosus-
Typstamms, der Ergebnisse der Multiplex-PCR-Analyse sowie der Identifizierung von Isolaten aus dieser
Weinprobe, kann allerdings davon ausgegangen werden, dass diese Bande P. damnosus reprasentiert.
P. parvulus, welcher aus Weinprobe Nr. 10 isoliert wurde und auch mittels Multiplex-PCR nachgewiesen
wurde, konnte mittels rpoB-DGGE nicht detektiert werden. Die verwendeten DGGE-Primer sollten jedoch
die Amplifikation eines rpoB-Teilbereichs aller Milchsaurebakterien-Arten erméglichen. Moglicherweise
war die DNA von O. oeni in deutlich héherer Konzentration im DNA-Extrakt dieser Weinprobe
vorhanden, oder aber die Primer wiesen eine geringere Komplementaritdt zur rpoB-Sequenz von
P. parvulus auf. Dies kdnnte dazu gefiihrt haben, dass das Amplifikationsprodukt von O. oeni verstarkt
gebildet wurde und daher P. parvulus nicht nachgewiesen werden konnte. Bester et al. (2010)
ermittelten in einer Studie die Nachweisgrenze verschiedener weinschadigender Mikroorganismen unter
der Verwendung verschiedener Primer mittels PCR- sowie DGGE-Analyse. Hierbei konnten sie feststellen,
dass die minimale detektierbare Zellzahl in DGGE-Analysen generell hoher war als die der PCR-basierten
Methode. Zudem lag die Nachweisgrenze der DGGE in Mischkulturen nochmals hdher als in
Reinkulturen, wahrend der direkte PCR-Nachweis hiervon nicht beeinflusst wurde.

Die vorgestellte DGGE-Analyse auf Grundlage einer Teilregion des rpoB-Gens ermoglicht eine
zuverldssige Identifizierung vieler verschiedener Milchsdaurebakterien-Arten. Der Vorteil dieser Methode
ist ihre universelle Einsetzbarkeit. Die verwendeten Primer sind nicht spezifisch fiir bestimmt Arten und
somit kdnnen prinzipiell alle Mikroorganismen eines Habitats erfasst werden. Zudem weist die Methode
eine hohe Sensitivitat auf, die es erlaubt sehr geringe Sequenzunterschiede zu detektieren. Allerdings ist
die Durchfiihrung der DGGE aufwendig und auch deren Auswertung nicht immer eindeutig. Das
Laufverhalten von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Stamme kann bereits variieren, und auch nach
Sequenzierung der DGGE-Banden kdnnen diese nicht immer einer Art zugeordnet werden, da teilweise

die entsprechenden Sequenzen nicht in der Datenbank hinterlegt sind.

4.2.3 Vergleich von Methoden zur Differenzierung von Oenococcus oeni
auf Stamm-Ebene

Stamme der Art O. oeni gehoren zu den wichtigsten Milchsdurebakterien wahrend der Weinbereitung
und werden haufig in Form kommerzieller Starterkulturen zum biologischen Sdureabbau eingesetzt.
Verschiedene Stamme koénnen hierbei starke Unterschiede beispielsweise beziglich ihrer Ethanol- und
Sauretoleranz, ihrer sensorischen Eigenschaften sowie ihrer Effizienz bei der malolaktischen

Fermentation aufweisen (Zapparoli et al., 2012; Sato et al., 2001; Britz & Tracey, 1990). Eine
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Differenzierung unterschiedlicher Stamme ist daher notwendig. Fir Firmen, die Starterkulturen
herstellen, ist es von Bedeutung die Identitdt eines bestimmten Stammes zweifelsfrei feststellen zu
kénnen, wahrend es fiir den Winzer wichtig ist das Wachstum eines inokulierten Stammes im Vergleich
zur natirlich vorkommenden Milchsdaurebakterien-Population zu kontrollieren. Die physiologische
Diversitat verschiedener O. oeni-Stamme scheint sich auf genetischer Ebene nicht widerzuspiegeln.
Mittels DNA-DNA-Homologiestudien, dem Sequenzvergleich der intergenen Region zwischen 16S und
23S rDNA sowie dem Vergleich von Genkarten und Ribotyping wurde eine starke Homogenitat zwischen
unterschiedlichen Stammen festgestellt (Zé-Zé et al., 2000; Le Jeune & Lonvaud-Funel, 1997; Viti et al.,
1996; Dicks et al., 1990). Um eine Differenzierung von verschiedenen Stammen zu erreichen, werden
daher Methoden benétigt, die einerseits &duRerst sensitiv gegenilber geringen genotypischen
Unterschieden sind, andererseits jedoch eine hohe Reproduzierbarkeit aufweisen. Unter Verwendung
der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), der RAPD-PCR oder aber auch von Multigenanalysen ist eine
Differenzierung verschiedener O. oeni-Stamme moglich (Zapparoli et al., 2012; Bilhére et al., 2009; De las
Rivas et al., 2004; Larisika et al., 2008; Zapparoli et al., 2000). Weiterhin konnten Claisse & Lonvaud-
Funel (2012) mittels VNTR-Analyse (Variable Number of Tandem Repeats) verschiedener Loci eine grolle
Anzahl an Stammen differenzieren. Wie Pfannebecker (2008) zeigen konnte, weist die nSAPD-PCR
ebenfalls genligend Sensitivitat auf, um eine Unterscheidung einzelner O. oeni-Stamme zu ermdglichen.
In den letzten Jahren beschiftigen sich viele Studien mit der Anwendung der MALDI-TOF-MS zur
Differenzierung auf Stamm-Niveau, wobei der Fokus hierbei auf medizinisch relevanten Stammen wie
beispielsweise methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Stammen (MRSA) lag (Charyulu et al., 2012;
Sandrin et al., 2012; Jackson et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die MALDI-
TOF-MS-Analyse, ebenfalls fir die Unterscheidung von O. oeni-Stammen herangezogen werden kann.
Diese Untersuchungen wurde in der MPA Bremen von Dr. Andreas Rabenstein durchgefiihrt und deren
Ergebnisse der nSAPD-PCR gegenlibergestellt.

Die nSAPD-PCR-Fingerprint-Muster der elf Stimme zeigten eine recht hohe Homogenitat, wobei jedoch
stammespezifische Unterschiede detektierbar waren (Abb. 3.17). In dem aufgrund dieser nSAPD-Muster
berechneten Cluster-Baum wurde die grofRe genetische Distanz des Stamms B70 deutlich (Abb. 3.18),
welche bereits in anderen Analysen festgestellt werden konnte (Pfannebecker, 2008). Weiterhin war
eine Korrelation der Gruppierung einzelner Stimme im Stammbaum mit der Herkunft der verschiedenen
Isolate zu beobachten. Die Stamme B232, B235, B241, B243 und B244, welche in einem Cluster zu finden
waren, wurden aus Weinen der gleichen Winzergenossenschaft des Weinbaugebiets Saale-Unstrut
isoliert. Die beiden Stamme B241 und B243 zeigten bei der Verwendung aller Primer identische

Bandenmuster auf, was auf eine hohe genetische Ahnlichkeit dieser Stimme hindeutet. Mittels nSPAD-
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PCR war eine Unterscheidung dieser beiden Stamme daher nicht moéglich. Der Typstamm sowie auch die
weiteren O. oeni-Stamme unterschiedlicher Herkunft konnten deutlich voneinander differenziert
werden. Die Gruppierung von Stammen, welche aus der gleichen Region isoliert wurden, wurde auch
durch Anwendung der RAPD-PCR und VNTR-Analyse gezeigt, wahrend andere Methoden wie z B. die
PFGE keine Korrelation zwischen Clusterbildung und geographischer Herkunft erlauben (Claisse &
Lonvaud-Funel, 2012; Larisika et al., 2008; Zapparoli et al., 2000).

Die mittels MALDI-TOPF-MS-Analyse erzeugten Spektren verschiedener Stamme wiesen ausreichende
Unterschiede auf, um diese voneinander differenzieren zu kdnnen. Das anhand der Spektren abgeleitete
Dendrogramm lieR allerdings keine eindeutige Regionsbezogenheit der Stamme erkennen (Abb. 3.19).
Die fiinf Stdamme aus Weinen der Winzergenossenschaft Saale-Unstrut gruppierten zwar in einem losen
Cluster, jedoch lag beispielsweise der Stamm B241 mit dem Stamm B5, der aus einem stidaustralischen
Wein isoliert wurde, auf einem Ast. Bei einem Spektren-Abgleich der Stamme B232, B235, B241, B243
und B244 konnten ,,score“-Werte Uber 2,7 ermittelt werden (Tab. 3.8). Hierbei war der Wert zwischen
B241 und B244 sogar etwas hoher als der aus dem Vergleich der Spektren von B241 und B5. Infolge des,
bei der Stammbaumerstellung zugrundliegenden Algorithmus, wurde dies jedoch im Dendrogramm nicht
deutlich. Ahnliches konnte auch bei dem Stamm B235 beobachtet werden, dessen Spektrum zum
Referenzspektrum von B241 zwar einen hoheren ,score”“-Wert aufwies, der aber dennoch mit B367
gruppierte.

Prinzipiell besitzen sowohl die nSAPD-PCR als auch die MALDI-TOF-MS das Potential stammrelevante
Unterschiede der untersuchten O. oeni-Stamme zu detektieren. Zudem zeichnen sich beide Methoden
durch ihre schnelle und einfache Durchfiihrbarkeit aus. Der direkte Nachweis von Mikroorganismen
wahrend der Fermentation ist jedoch unter Verwendung dieser Techniken nicht méglich, da zur Analyse
Reinkulturen benétigt werden. Die MALDI-TOF-MS-Analyse erlaubte, im Gegensatz zur nSAPD-PCR, die
beiden Stimme B241 und B243, welche eine sehr hohe genetische Ubereinstimmung aufwiesen, zu
differenzieren. Allerdings war es mittels nSAPD-PCR und anschliefender Cluster-Analyse moglich, die

Regionsbezogenheit von Stammen des gleichen Anbaugebiets herauszuarbeiten.
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5 AUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das DNA-Fingerprintverfahren SAPD-PCR, die
RFLP-Analyse verschiedener genetischer Marker sowie die MALDI-TOF-MS zur Differenzierung der
taxonomisch sehr nah verwandten Arten der Gattung Saccharomyces eignen. Die Analyse weiterer
Stamme koénnte hierbei hilfreich sein, um einige zurzeit noch nicht vollstandig geklarte
Verwandtschaftsverhaltnisse der einzelnen Spezies zu verstehen. In diesem Zusammenhang ware die
Untersuchung von S. paradoxus-Stammen aus unterschiedlichen Regionen interessant, da beschrieben
wurde, dass Stdimme amerikanischer Herkunft eine hohe Ahnlichkeit zu S. cariocanus aufweisen.
Weiterhin ware die umfangreiche Analyse einer grofRen Zahl an S. bayanus-Stammen von Bedeutung.
Hierbei kénnten die angewandten Methoden durch nested SAPD-PCR-Analysen vertieft werden, um zu
Uberprifen, ob Unterschiede zwischen den beiden Varietaten var. bayanus und var. uvarum festgestellt
werden kénnen. Anhand dieser Untersuchungen kénnten Ergebnisse gewonnen werden, welche zur
Aufklarung der komplexen taxonomischen Beziehung zwischen S. bayanus, S. cerevisiae, S. eubayanus
und S. pastorianus beitragen konnten.

Die Bestimmung der parentalen Spezies zwischenartlicher Hybride mit Hilfe der herangezogenen
Methoden war nur bedingt moglich. Die Charakterisierung von Hybrid-Stammen kdnnte durch die
Verwendung spezifischer genetischer Marker erleichtert werden. Genetische Marker koénnten
beispielsweise mit Hilfe der SAPD-PCR detektiert werden. Es wdre jedoch auch denkbar Marker auf
Protein-Ebene heranzuziehen, welche mittels MALDI-TOF-MS nachgewiesen werden kdnnten.

Das in dieser Arbeit entwickelte Schnellidentifizierungssystem ermdoglicht einen direkten und simultanen
Nachweis potentiell weinschadigender Milchsaurebakterien. Zwar werden mit Hilfe dieser Methode die
wichtigsten weinrelevanten Arten detektiert, dennoch ware eine Erweiterung des Systems maoglich, um
tiefere Einblicke in die Sukzession der Milchsdurebakterien wahrend der Fermentation zu erhalten.
Ebenso konnte die verwendete SCAR-Technik genutzt werden, um stammspezifische Primer zu
entwickeln, mit deren Hilfe die Identitdt eines bestimmten Stammes eindeutig sichergestellt werden
kénnte. Durch eine Anwendung der spezifischen Primer in Form einer Realtime-PCR, kdnnte das
Wachstum bestimmter Arten oder Stamme wahrend der Vinifikation quantifiziert werden.

Durch die DGGE-Analyse eines Teilbereichs des rpoB-Gens, war es moglich eine Vielzahl an
Milchsaurebakterien zu differenzieren. Da zurzeit jedoch nur wenige Komplettsequenzen dieses Gens in

den Datenbank hinterlegt sind, misste diese mit den Sequenzen der Typsamme sowie einiger
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Vergleichsstamme erweitert werden. So konnte man vermeiden, dass eine groBe Zahl an
Referenzstimmen bei der DGGE-Analyse mitgefiihrt werden mussen.

Anhand erster Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass neben der nSAPD-PCR auch die MALDI-TOF-
MS-Analyse das Potential besitzt, verschiedene O. oeni-Stamme zu differenzieren. Moglicherweise
kénnte man die Auswertung der MALDI-TOF-MS noch optimieren. Hierbei konnten beispielsweise
charakteristische Peaks in den Massenspektren der verschiedenen Stamme starker gewichtet werden,
um die einzelnen Stamme noch deutlicher zu unterscheiden. Moglicherweise kénnten die so ermittelten

Unterschiede auch in Zusammenhang mit der geographischen Herkunft der Isolate gebracht werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die mikrobielle Flora auf der Traube und im Most hat einen groflen Einfluss auf die Qualitdt und den
Charakter eines Weins. Daher ist die zuverldssige Identifizierung und Differenzierung von Hefen und
Milchsaurebakterien wahrend der Vinifikation von Bedeutung. Das sogenannte Monitoring des
mikrobiellen Wachstums wahrend der Fermentation ermdglicht dem Winzer ein zeitnahes Eingreifen.
Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden kénnen dazu beitragen, den Prozess der
Weinherstellung besser zu kontrollieren und so eine hohe Qualitdt des Endproduktes zu gewahrleisten.
Der erste Teil dieser Arbeit beschéaftigte sich mit der Differenzierung von Arten der Gattung
Saccharomyces. Unter Verwendung des DNA-Fingerprintverfahrens SAPD-PCR sowie der MALDI-TOF-MS
war eine Differenzierung dieser taxonomisch sehr nah verwandten Arten moglich. Weiterhin konnten
interspezifische Hybrid-Stimme detektiert werden. In diesem Zusammenhang wurde der
Hybridcharakter des Stammes NCYC 3739 (S. cerevisiae x kudriavzevii) entdeckt. Um jedoch die einzelnen
Elternspezies eines Hybrid-Stamms zuverldssig zu bestimmen, sind weiterfilhrende Genanalysen
notwendig. Hierzu konnte eine RFLP-Analyse verschiedener genetischer Marker erfolgreich
herangezogen werden.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Schnellidentifizierungssystem zum Nachweis
verschiedener weinrelevanter Milchsdaurebakterien entwickelt. Hierzu wurden, unter Verwendung der
SCAR-Technik artspezifische Primer generiert, welche auf der Grundlage charakteristischer Fragmente
der SAPD-PCR abgeleitet wurden. Durch die Anwendung dieser Primer in einer Multiplex-PCR-Reaktion
war die Detektion verschiedener, einerseits haufig in Wein vorkommender und andererseits potentiell
an der Ausbildung von Weinfehlern beteiligter Milchsdurebakterien-Arten moglich. Die ermittelte
Nachweisgrenze dieser Methode lag mit 10* - 10° Zellen/ml im Bereich der Zelltiter, die in Most und
Wein anzutreffen sind. Weiterhin wurde anhand der Untersuchung verschiedener Weinproben die
Praxistauglichkeit dieses Verfahrens demonstriert.

Zur Kontrolle der gesamten Milchsaurebakterien-Population im Verlauf der Weinbereitung kann die
DGGE herangezogen werden. Hierzu wurden Primer zur Amplifikation eines Teilbereichs des rpoB-Gens
abgeleitet, da dieses Gen eine Alternative zur 16S rDNA darstellt. Die DNA-Region erwies sich als
geeignet, um zahlreiche weinrelevante Milchsdurebakterien-Arten zu differenzieren. In einigen ersten
Versuchen konnte gezeigt werden, dass diese Methode fiir eine praktische Anwendung in Frage kommt.
Stamme der Art O. oeni gehdren zu den wichtigsten Milchsaurebakterien wahrend der malolaktischen

Fermentation und werden haufig in Form kommerzieller Starterkulturen eingesetzt. Da verschiedene
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Zusammenfassung

Stamme unterschiedliche Eigenschaften aufweisen kénnen, ist es von Bedeutung, die Identitdt eines
bestimmten Stammes zweifelsfrei feststellen zu kdnnen. Anhand der Analyse elf verschiedener O. oeni-
Stamme konnte gezeigt werden, dass sowohl die nSAPD-PCR als auch die MALDI-TOF-MS geniigend
Sensitivitat aufweisen, um eine Unterscheidung auf Stamm-Ebene zu ermdéglichen. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die mittels nSAPD-PCR ermittelten Distanzen der Stamme zueinander mit deren

geographischer Herkunft korrelierte.
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8 ANHANG

8.1 Nukleotid-Sequenzen

8.1.1 Sequenzen der ITS-Region (ITS1-5,8S rDNA-ITS2) von Arten der
Gattung Saccharomyces

Die ITS-Regionen wurden entweder in der vorliegenden Arbeit sequenziert oder stammen aus
Datenbanken (NCBI oder CBS). Bei Sequenzen aus der NCBI-Datenbank sind die accession numbers
angegeben. Der Stamm NCYC 3518 wurde bereits in einer vorhergehenden Arbeit sequenziert (Blattel,
2012).

S. arboricola CBS 10644" (AS 2.3317)

Accession number: EF580917
AACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGC
AAGAGTATAAGAGATGGAGAGTTCCAGGCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCC
AAACAGTGAGAGATTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAAATAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTATATCTTTGCAAC
TTTTTCTTTGGGTTTTCGAGCAATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAA
GAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATG
CCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTC
ATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTACGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGG
CTAATCTTTTTTGTACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAA
ATCAGGTAGGAGTACCC

S.bayanus DSM 704127 (NRRL Y-12624")

Accession number: AY046152
AAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA
GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTT
TTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGTTTCGAGCAA
TCGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTA
AAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGC
AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTC
TCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGA
GAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGT
ATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGT

S. bayanus var. uvarum NRRL Y-17034

Accession number: AY130306
AAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA
GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTT
TTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAA
TCGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTA
AAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGC
AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTC
TCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGA
GAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGT
ATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGT
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S. cariocanus CBS 8841" (NRRL Y-27338")

Accession number: AY130309
AAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA
GTCCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGAGATTTCTGTG
CTATTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAG
CAATCGAGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAAT
TTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC
TTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAA
AGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAG
CGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCCTAAAGT

S. cerevisiae DSM 70449" (CBS 1171)

Accession number: AB018043
AAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAG
AGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGT GCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGT TTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGT
GCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGA
GCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAA
TTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC
TTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAA
AGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAG
CGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCAACAATGTTCTTAAAGT

S. eubayanus CBS 12357"
TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGC
GGTCTTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCARACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTC
AATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGT TTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACA
ATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACAT TCTGTTTGGTAGTGAGTGAT
ACTCTCTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCARAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAA
TGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGTAT TGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGC
GTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAA

S. kudriavzevii CBS 8840" (ATCC MYA-4449")

Accession number: FI1196779
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTGTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAG
CTTTTACTGGGCAAGTAGACAAGAGATGGAGAGTCCGGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTT
CTTGCTATTCCAAACAGTGAGAGATTTCTCTGTTTTCGTTATAGGACAATCAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTA
TATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTGTCGAGCAATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTT
TGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT
CCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATT
GCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTT
TACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATATTCTTAAA
GTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTA

S. kudriavzevii NCYC 3494
AAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTGTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGTAGACA
AGAGATGGAGAGTCCGGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAG
AGATTTCTCTGTTTTCGTTATAGGACAATCAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATATCTTTGCAACTTTTTCTTT
GGGCTGTCGAGCAATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCG
TAACTGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAC
GTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA
GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGT
TTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTT
TTTGTACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATATTCTTAAA
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S. kudriavzevii 727
GTAAAAGCTCTCACGCTCTTGCCAAAACAAACAAATCCATTTTCAAAATTATTAAATTTCTTTAACGATCCTTCCGTAGGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTGTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGT
AGACAAGAGATGGAGAGTCCGGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACA
GTGAGAGATTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAATCAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATATCTTTGCAACTTTT
TCTTTGGGCTGTCGAGCAATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT
TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTG
TTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTG
GATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAA
TCTTTTTTGTACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATATTCTTAAAGTTGACCTC

S. mikatae CBS 8839 (NRRL Y-27341")

Accession number: AY046149
AAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGT
CCAGTGGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGAGATTTCTGTGTT
TTTGTTATAGGACAACTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTTCGAGCA
ATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTT
TAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTG
CAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTT
CTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTCCAAAGA
GAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGT
ATTGGAACGTTATCAATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGT

S. paradoxus CBS 432" (NRRL Y-17217")

Accession number: AY046148.1
AAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA
GTCCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTG
CTATTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAG
CAATCGAGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAAT
TTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC
TTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGT TAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAA
AGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAG
CGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGT

S. pastorianus DSM 6580" (NRRL Y-27171")

Accession number: AY046151
AAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA
GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTT
TTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGTTTCGAGCAA
TCGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTA
AAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGC
AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTC
TCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGA
GAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGT
ATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTARAGT
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S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii CBS 8614

Sequenz von CBS-Homepage (http://www.cbs.knaw.nl/)
GGCAACTCCATCTCAGAGCGGAGAATTTGGACAAACTTGGTCATTTAGAGGAACTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATT TTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCT TTTACTGGGCAAGA
AGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACA
GTGAGACTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTC
TTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTAT TTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTC
GTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
ACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTT
GAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACTTGAAAT TGCTGGCCTTTTCATTGGAT
GTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCT
TTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGT TGAC

S. cerevisiae x kudriavzevii NCYC 3518
GTGACGTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTGTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGG
GCAAGTAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTTCTTGCTATTC
CAAACAGTGAGAGATTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAATCAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATATCTTTGCA
ACTTTTTCTTTGGGCTGTCGAGCAATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAAC
AAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCA
TGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTT
TCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGC
GGCTAATCTTTTTTGTACGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATATTCTTAAAGTTGACCTCAA
ATCA

S. cerevisiae x kudriavzevii NCYC 3739
GGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTGTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGTAGACAAG
AGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGCAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGAG
ATTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAATCAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGG
GCTGTCGAGCAATCGGAGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTA
ACTGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT
AATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC
GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTT
TTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTT
TGTACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATATTCTTAAAGTTGACCTCAA

8.1.2 Sequenzen der COX2-Region von Arten der Gattung
Saccharomyces

Die COX2-Regionen wurden entweder in der vorliegenden Arbeit sequenziert oder stammen aus der
NCBI-Datenbank. Bei Sequenzen aus der NCBI-Datenbank sind die accession numbers angegeben. Die
Sequenz des  Stammes S. cerevisiae  S288c  stammt aus der  SGD-Datenbank
(http://www.yeastgenome.org/).

S. arboricola CBS 10644"
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATATTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTAATTTGAACTATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGACAATGTTCAGAATTGTGCGGACTGGGACATGCCAACATACCAATTAAAATT
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S.bayanus DSM 704127
ATGTTTTATTTATTTGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACTATTGTTAGAACATATTCTAATAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACTATTTTCCCTGCTGTAGTTTTATTAATTATTGCTTTCCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATGACTATTAAAGCCATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACAGATACTTCAATTGTAGTACCAGTAGATACACATATTAGATTTGTAGTAACAGCTGCAGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCTAGTTTAGGTATTAAAGTGGACGCTACTCCTGGAAGATTAAACCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGATCTTGTTCTGAATTGTGTGGAACTGGCCATGCTAATATGCCGATTAAAATT

S. bayanus var. uvarum CBS 395 (NRRL Y-17034)

Accession number: AY130328
ATGTTTTATTTATTTGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACTATTGTTAGAACATATTCTAATAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACTATTTTCCCTGCTGTAGTTTTATTAATTATTGCTTTCCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATGACTATTAAAGCCATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACAGATACTTCAATTGTAGTACCAGTAGATACACATATTAGATTTGTAGTAACAGCTGCAGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCTAGTTTAGGTATTAAAGTGGACGCTACTCCTGGAAGATTAAACCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGATCTTGTTCTGAATTGTGTGGAACTGGCCATGCTAATATGCCGATTAAAATT

S. cariocanus CBS 88417
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATATTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGTTATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGCCAATGCTCAGAGTTGTGTGGGACTGGTCATGCAAATATGCCGATTAAAATC

S. cariocanus NRRL Y-27338

Accession number: AY130331
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATATTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGTTATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGCCAATGCTCAGAGTTGTGTGGGACTGGTCATGCAAATATGCCGATTAAAATC

S. cerevisiae DSM 70449
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTCCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGACAATGTAGTGAATTGTGCGGACTGGGACATGCCAACATGCCGATTAAAATT

S. cerevisiae S288c

(SGD-Datenbank)
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTAT TAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGT TGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGAGCATGTTCTGAGTTGTGTGGGACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAGATC
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S. cerevisiae NRRL Y-2034

Accession number: AY130334
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGACAATGTAGTGAATTGTGCGGACTGGGACATGCCAACATGCCGATTAAAATT

S. cerevisiae NRRL Y-12649

Accession number: AY130335
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGGGCATGTTCTGAGTTGTGTGGGACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAAATC

S. cerevisiae NRRL Y-2416

Accession number: AY130332
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTCCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGGGCATGTTCTGAGTTGTGTGGGACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAGATC

S. eubayanus CBS 12357"

ATGTTTTATTTATTTGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGT TAGAACATATTCTAATAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACAATTGAAGTTATTTGAACTATTTTTCCAGCTGTAGT TTTATTAATTATTGCTTTCCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGTTATCCCTGATGATTTAT TAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATCGTAGTACCTGTAGATACTCATATTAGATTCGTAGTAACTGCTGCGGATGTTATCCATGATTTT
GCTATCCCTAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAACCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGTGAATGCTCAGAATTATGTGGTACTGGTCATGCTAATATGCCGATTAAAATC

S. kudriavzevii CBS 8840"
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTAGTATCTTGAATGTTATATACTATTGTAATAACATATTCAAAAAACCCTATTGCTTATA
AATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTCCCAGCAGTAGTATTATTAATTATTGCTTTCCCATCATTTA
TTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATATT
CTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATCCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGAT
TATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCAGTAGATACACATATTAGATTCGTAGTTACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTTG
CTATCCCTAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCAGGTAGATTAAATCAAGTTTCAGCATTAATTCAAAGAGAGGGTGTCTATT
ACGGTGCTTGCAGTGAGTTGTGTGGGACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAAATC

S. kudriavzevii NCYC 2969
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACTATTGTAATAACATATTCAAAAAACCCTATTGCTTAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCAGTAGTATTATTAATTATTGCTTTCCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATCCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCAGTAGATACACATATTAGATTCGTAGTTACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCTAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCAGGAAGATTAAATCAAGTTTCAGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGAAATTGTTCTGAATTGTGTGGGCTAGGTCATGCTAACATGCCTATTAAAATC
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S. kudriavzevii 727
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACTATTGTAATAACATATTCAAAAAACCCTATTGCTTAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTCCCAGCAGTAGTATTATTAATTATTGCTTTTCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCAGTAGATACACATATTAGATTCGTAGTTACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCTAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCAACTCCAGGTAGATTARATCAAGTTTCAGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTAT
TATGGTGCTTGCAGTGAATTGTGTGGAACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAAATC

S. mikatae CBS 8839'
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGGCAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGGGCATGCAGTGAGTTGTGCGGACTGGGACATGCCAACATGCCAATTAAAATT

S. mikatae NCYC 2970
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGGCAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCCGCATTAATCCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGGGCATGCTCAGAGTTGTGCGGGACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAAATT

S. paradoxus CBS 432"

ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGT TATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGT TATCCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGT TGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTC
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGGGCATGCAGTGAATTGTGCGGGCTGGGACATGCCAACATACCAATTAAAATT

S. pastorianus DSM 6580"

ATGTTTTATTTATTTGTTATTTTAGGT TTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGT TAGAACATATTCTAATAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACAATTGAAGTTATTTGAACTATTTTTCCAGCAGTAGTTTTATTAATTATTGCTTTTCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGT TATTCCTGATGATTTAT TAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATCGTAGTACCTGTAGATACACATATTAGATT TGTAGTAACAGCTGCAGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCTAGTTTAGGTATTAAAGTGGATGCTACTCCTGGAAGATTAAACCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGTAATTGCTCAGAATTATGTGGAACTGGCCATGCTAATATGCCGATTAAAATT

S. pastorianus NRRL Y-1525

Accession number: AY130325
ATGTTTTATTTATTTGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTAGAACATATTCTAATAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACAATTGAAGTTATTTGAACTATTTTTCCAGCAGTAGTTTTATTAATTATTGCTTTTCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATCGTAGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTAGTAACAGCTGCAGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCTAGTTTAGGTATTAAAGTGGATGCTACTCCTGGAAGATTAAACCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGTAATTGCTCAGAATTATGTGGAACTGGCCATGCTAATATGCCGATTAAAATT
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S. pastorianus NRRL Y-12693

Accession number: AY130326
ATGTTTTATTTATTTGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTAGAACATATTCTAATAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACAATTGAAGTTATTTGAACTATTTTTCCAGCAGTAGTTTTATTAATTATTGCTTTTCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGATTTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATCGTAGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTAGTAACAGCTGCAGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCTAGTTTAGGTATTAAAGTGGATGCTACTCCTGGAAGATTAAACCAAGTTTCCGCATTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGTAATTGCTCAGAATTATGTGGAACTGGCCATGCTAATATGCCGATTAAAATT

S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii CBS 8614
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACTATTGTAATAACATATTCAAAAAACCCTATTGCTTAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTCCCAGCAGTAGTATTATTAATTATTGCTTTCCCATCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCTGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGT TATCCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTTGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTC
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTTTTC
TATGGACAATGCTCAGAGTTGTGCGGGCTGGGACATGCCAACATACCAATTAAAATT

S. cerevisiae x kudriavzevii NCYC 3518
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTCCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGACAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGAGCATGTTCTGAGTTGTGTGGGACAGGTCATGCAAATATGCCAATTAAGATC

S. cerevisiae x kudriavzevii NCYC 3739
ATGTTTTATTTATTAGTTATTTTAGGTTTAGTATCTTGAATGTTATATACAATTGTTATAACATATTCAAAAAATCCTATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGACAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAATTTTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCAGCTATAACTATTAAAGCTATTGGATATCAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGATAGTGGTGAAACTGTTGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGATGAATTATTAGAAGAAGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTATAGTTGTACCTGTAGATACACATATTAGATTCGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATTCCAAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTCTTC
TATGGACAATGTTCAGAATTATGTGGACTAGGACATGCTAACATGCCAATTAAAATT

L. kluyveri CECT 10677"

Accession number: AJ235918
ATGTTTTATTTATTAGTAATTTTAGGTTTAGTATCATGATTATTATTTACTATTCTAAGAACATATTCAAAAAATCCAATTGCATAT
AAATATATTAAACATGGTCAAACAATTGAGATTATTTGAACAATTTTTCCAGCTGTAGTATTATTAATTATTGCTTTTCCTTCATTT
ATTTTATTATATTTATGTGATGAAGTTATTTCACCTGCTATGACTATTAAAGCTATTGGTTTACAATGATATTGAAAATATGAATAT
TCAGATTTTATTAATGAAAGTGGTGAAACAGTAGAATTTGAATCATATGTTATTCCTGAAGATTTATTAGAAGATGGTCAATTAAGA
TTATTAGATACTGATACTTCTGTAGTAGTACCTGTTGATACTCATATTAGATTTGTTGTAACAGCTGCTGATGTTATTCATGATTTT
GCTATCCCTAGTTTAGGTATTAAAGTTGATGCTACTCCTGGTAGATTAAATCAAGTTTCTGCTTTAATTCAAAGAGAAGGTGTATTC
TATGGACAATGTTCAGAATTATGTGGTCTTNCATATTCAGGGGGCCCTATTAAAATT

8.1.3 Sequenzen der SCAR-Marker verschiedener Milchsaurebakterien

Sequenzen der SAPD-PCR Fragmente, die zur Ableitung spezifischer Primer verwendet wurden. Die
Bindestelle der SCAR-Primer ist blau hinterlegt, die verwendeten SAPD-Primer sind unterstrichen.

Lb. brevis - Amplifikationsprodukt mit dem SAPD-Primer C-Not, GréRe: 1552 bp

AGCGGCCGCCTTCCAAGAAACCTTAGATAAGCTGGGCTTAGACTATTTGGATCTGTACCTCATTCACTGGCCAGCCCCAGGTTATTT
AGACAGCTGGCGGGCGATGGAAGACCTGTATAAGGCCGECAAGATCAAGAATATCCGTCTGTCGAACTTTAACCAGACGCAGATGGC
TGATATCTTGGCTCACGGCACGGTCAAGCCGGTTGTCGATCAAATTGAAACGCATCCTTATTTCCAACAAAACGACATGCACGCTTA
CTTGGAAAGCCAAGGGATTTTGCATGAAGCGTGGAGTCCACTAGGCGGGGGAAACAACAACGCATTGACCGATTCCGTGATTAATGA
ATTGGCCGCTGCTCATGACGTGAGTGCCGCCCAGATTATCTTACGGTGGCATGT TCAACGTGAAGAAGTTGTGATTCCTAAGTCAAT
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TCACGAAGCTCGTATCCAACAAAATCGAGACATTTTTGCTTTTGGCCTGGATGAAGATGAAATGAAGGCGATTAGTGACCTCGATAC
CGGCAAACGAGTGGGTCCAGACCCAGACGATACCGCCTGGTTAAAGAAGTCACAGACCTATTCTGGTCGCAAGTAAGTTACCGAAAG
GGTGGAATCCCTTGAGCCTTGGCTTTTGGCTCTAATTGCTCAGTTAGGGCATTTAGAACTGAAAAGGGAACTTTAGCGAAGGGACTC
AGAAATCCGGGATGATCTGGATCGGGGACATCCTGATTAGCTTTTAATTTAGGAATTAATGGGACTAGGTCTTCTTTGTGGAGACCT
AGTTTTTTGGCGTAGTAGACGGTCTCACGGTAAGTAAAGTTTTTGAAATAGAAGTAAAAACAACCACCCGCTGCGGTAAAGTACCAG
AAGATGGTCCACTCTAGACCAATCTTAGCAGGGTCCAAAAAGTTCAGCCAGATGGCAGCGATGACAAAAAGGACATAGAGTACCACT
GAAACGCCAGCCCAGCGCTGTTTTTGTGTCAAAATAACGGCCTCATCTCCATAATAGTATTGTATCCAGTGTACGGGGTAAACGGGT
CAGAATTCAAGCGATTTTATAAAATCATTGCCGATCATTTCGTTATTGCTTAACAGACGTGTATAATAACACAGTATTGTTACCAAT
CGCTTTAAGAAATGAGAGGTAGACGACGTGAGTTTAAGTTTCGAGACCATCCAACCAACTGATTACCAGCAGGTAGACCAATTGGTG
CAAGCAGCCTTTGAACCCGTAGAAGATAGTCAAGGTAATGAGGTTGACCTGATTCATCAATTACGTAAGACTTATGATTATCAAGCT
AGTTTGGAAGTTGTGGCCAAGCCGTCCATTGACACAATAGTGGGCCATGGGCTATTAAGTCCGGTGATGATTCGTGGGAATCGGCAT
ACAACGACAATTGTGGCGCTGGCCCCATTAGCGGTGGCCCCTGATTGGCAAGGCCAAGGTGTGGGGAGTGAATTGCTCAGTGAATTA
GAGACGCGGGCTAGAATGGCCGGCTTTGCGGCAGTGAGCGTCGTGGGTGATATGACCTATTATGGCGGCCGCT

Lb. buchneri - Amplifikationsprodukt mit dem SAPD-Primer C-Not, GréRe: 1077 bp
AGCGGCCGCCCAAACGTGGGAAAATCGACTATCTTTAACCCCATTGCCEGTGATCGAATTTCAATCGTTGAAGATACCCCGGGTGTT
ACCCGGGACCGTATTTATTCTCATGGTGAATGGCTGGCAACTAAATTTGCAATGATCGATACTGGTGGAATTCAAATCAGTGATGCA
CCATTTGCAACCCAGATTAAGAGTCAGGCCGAAATTGCCATCGACGAAGCGGACGTGATTGTCTTTATCGTCAGCGGTAAGGAAGGG
GTTACCGCAGAAGATGAACAAGTCGCCAAAATTCTTTATCGAAGTGACAAACCGGTTGTTTTAGCGGTTAACAAGGTCGATAATCCT
GAGAGCCGTGAAGATATCTATGAGTTTTATTCACTGGGATTTGGCGATCCAATGCCGATTTCCGGAGTGCATGGTCTGGGATTGGGA
GATCTACTCGACAAGGTTGTTGAAAAATTCCCAAAGACCGATGAAAAGACGGATAACGATGATATTCGGTTCAGTATTATTGGCCGG
CCCAATGTGGGCAAGTCGTCACTGGTTAACGCCATTTTGGGTGAAGACCGGGTCATTGTTTCAGATATTGCCGGAACCACTCGAGAC
GCAATCGATACCCGCTTTGAGGCGGATGGTATCAAGT TCACGATGGTCGATACGGCTGGAGCCAGAAAACGCGGGAAGGT TTACGAA
AACACTGAACGATATAGTGTCATGCGGGCGACGAAAGCCATTGACCAAAGTGATGTGATCTTATTCGTCATGAACGCCGAAGAAGGC
ATTCGTGAGCAGGATAAGAAAGTTGCCGGATACGCTCATGAAGCTGGAAAAGCAATCATCACGGTGGTGAATAAGTGGGATACGCTC
AAAAAGACCAACCACACGCAACAGGACTTTGAAACCCTGATCAGAAATGAATTCCAGTACATGTCATATTCGCCCATCATTTTCGTT
TCAGCCGTTACTAAGCAAAGAATCGAAAAACTACCGGCATTAATCAAACAGGT TTATGACAATCATGAGAAGCGTGTTCAATCCTCA
GCACTCAACGATGTCATTATGGGGGCGGCCGCT

Lb. curvatus - Amplifikationsprodukt mit dem SAPD-Primer C-Not, GroRe: 1696 bp
AGCGGCCGCCATAGTAATGTGATTTTGATTAATCAAGCGACCAATAAGATTCTAGATT TAATCCGGCACGTCGGTGTTTCGCAAAAC
CGTTATCGGTTCTTAATGCCTGGTGCCGATTATGTTAGTCCACCGGCTGCAACCGGGGTTGATGGTTTTACGACTGATTTARAGACG
CTTGATTGGTTAAGTTATTATAACGAAGCTGCTGATGAACAAGTCAAATGGTTACAACAACACTTCCAAGGGATGAGTCGTGAAAGT
GCCGTTGAACTACAAACCCGTTTAATGGATCATGACAATTATTTGGCGGTTGTGACTGATTTCTTCAAGCAAT TCGACCAAGTGACA
CCAACGTTAACAGTTGGTGAAAAGAAGTCGTGGTTCACGGCCTTCCCATATGAGAGCCTGACAGGGACACTGAGCCATTTTGACACG
TTGAGTGAGCTGTTAGACCAATATTACTTACACAAGGCGCAGCGTGACCGAGTGCAGCAACAAGGTGGTGCGCTCATCCACTTCATC
CGCAACGAGATTCAAAAGGATGAAAAGAAACTGAAAAAACTACAAAAAACGTTAAAAGCAGCCGACAGTGCTGATGATTACCGGATT
AAGGGTGAAATTTTGACCACCTATTTGCGGGAAGTCGAACGTGGCATGACTGAAGTCACGTTGCCCAATTTCTACGACAATAACGAA
CCGCTTAAGATTACCTTGTCGAACCAGATTAGCCCTTCAAAAAATGCGCAGAAGTATTTCTCGAAATATCAGAAGCTCCGGAATTCA
ATTGCCTACGTCAATGAACAAATGGCAAAGACCGAAGCAGAACTTGCCTACTTCAACACGATTATGGCGCAAATTGAAATTGCTGAA
CCCAAAGATTTAGAGGATATCAAAGCTGAATTACAGGCTGAAGGT TATT TAAAGGCTAAGAAAACCGGTGCCAAGAAGCAGAAACGT
TACAAGATTAGTGAACCTGAAGTTTTCTATGCGAGTGATGGTACCCGGATTTTCGTTGGCAAGAATAACTATCAAAATGATCAATTA
ACCTTGAAAAAAGCCCATAAAACTGATATCTGGTTGCATGTGAAGAACATTCCCGGGTCTCATGTGATTATTGATAGCCCAGATCCA
TCAGAAGATACGCTTCAAGAAGCCGGCAACTTAGCGGCCTACTTCTCGAAGGCGCGCTTATCAGCGGCCGTGCCAGT TGATTATATT
CAGGTTAAGAAGATTAAAAAACCGAACGGTGCGCGACCAGGGTTTGTGATTTACGAAGGGCAACAAACACTTTATACGACACCAGAC
GAGCAACTCGTTCAAAAGCTACGTAACAAACCTGTGCAAGACTAATAAAAAGCGTTACTCCAAAGTGAATTGGGGTAACGCTTCTTT
GATTGGTGCGGCTGATGGCACACGATAAACGTGTTCTGCAAGCCATTACT TTCCGGTTAACACTCTATTCTAATGGGCGTCTGACCA
TGCTTGTGGGTCTTGGCGCCATTCAT TGAGTGATGTAGCTTGTTCTGGAGT TAAGTTATCAGCGGCTTCTTCGACCGCTAATAAGGC
GGAGAAATTCGATAAGGTCGTTAGTGETAAGTTAGCAGT TGCGAAATTCTGTTGGCCGGCTGCTAGTTCGTATGAAAAGATGCCARA
AATACCAAGGACTTCTGCGCCCTCTTTTTGAGCGGCGGCCGCT

Lb. plantarum - Amplifikationsprodukt mit dem SAPD-Primer A-Not, GroRe: 1383 bp

AGCGGCCGCACACCTGAATAGAATGAATCACTATCCAAGAAGATTTGCCCATCCGTGATTGAAATAACGT TAGT TGGAATATAAGCC
GAAATATCCCCAGCTTGCGTTTCGATAATTGGTAAGGCCGTCATTGAACCGCCACCCAATTCATCGCTCAACTTGGCAGCCCGTTCG
AGTAACCGTGAGTGCAAGTAGAAGACATCCCCAGGATAAGCTTCACGACCTGGAGGACGACGGAGGATCAAGGAAAGTTCACGGTAA
GCCGTTGCTTGCTTTGAAAGGTCATCATAGACGATCAAAACGTGCTTGCCGTTCATCATAAATTCTTCACCCATCGCTGCCCCAGCA
TAAGGAGCTAAGTACAGTAATGGCGCTGGTTCAGCAGGTCCGGCAGTTACAACGATTGTGTAGTCCATCGCACCTAACTTCTTCAAC
GTTTCAACTTGGGCCCGTACAGTTGAGTCCTTTTGACCGATTGCAACGTAGACACAAATCATGTCTTGGTCCTTTTGGTTCARAATG
GCATCAATGGCAACGGACGTCTTCCCAGTCTTACGGTCACCGATAATCAATTCACGTTGGCCCCGACCAATTGGAACTAAGGCATCA
ATGGCCTTGATCCCAGTTTGAAGTGGTTCGCTAACTGATTGCCGTTGCATAATACCAGGAGCTTTATGTTCGATTGGCCGCGTATTC
GTGGTCTTAATCTCACCTAAACCGTCAACTGGTTGACCTAATGGGTTAACGACCCGGCCAATCATGGCGTCACCGACTGGAACTTCC
ATGATGCGGCCAGTCCGCTTAACAGTATCGCCTTCACGAATACCATCAAAATCCCCTAAAACAACGATACCAACATCGTTGCTTTCG
AGGTTTTGTACCATCCCGTAAACTCCGTTACTGAATTCGAGTAATTCACCTTGTAAGGCGTTGTCGAGTCCGTGAGCACGGGCGATC
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CCATCACCAACGTAGGTGACAGTACCGGTTTCAGCAACTGAGAGCTCAGTTTGATAACTTTCTAATTGTTGTTTGATTAGAGCACTG
ATTTCTTCAGATTTAATGCTCATAAAAGTTTCACCTCTTCGTAAACTAATTGTTGATGAGTGCTCGTCTTAAATTCGTTAGTTGTAA
CGCAACGCTACCATCAAACGTTTGATTATTTGACTTCACAATTACACCGCCAATGATTGCTTCATCGACTTTACGTGACAAAACAAC
CTGATTGGCACCAACACGTTTGGCGAATGCCTTTGCGATTGCATCAGCTTGCTCATCTGACAACTTGACCGCAGACGTTACTTCGGC
ATGCACTATTTTGCGACTCTCATCGAAACGTGCTTCAAACGCGTCAACAATGCCAACTAAGTTCGACATGCGGCCGCT

0. oeni - Amplifikationsprodukt mit dem SAPD-Primer G-Not, GroRe: 1943 bp
Der grau hinterlegte Bereich wurde anhand eines Eintrags in der NCBI-Datenbank erganzt

(Accession number: CP000411)
AGCGGCCGCGACTACATCTGGAAAATAAGGAGT TTTATGATCAATCGAGT TGTATTAGTTGGTAGATTAACCCGCGACGTTGAGTTG
CGTTATACAGGAAATGGTGATGCAGTTGGATCATTTACAATCGCTGTCGAACGAAATTTCACGAATCGCGCTGGTGAGCGCGAGGCT
GATTTTATCAGTTGCGTGATTTGGCGTAAACCTGCCGAAAACTTTGCCAATTTTACAGGTARAAGGAGCAATGGTTGGCGTCGAAGGC
CGAATTCAGACCAGAACTTACGATAATAATCAGGGACAGAAGGTTTATGTGACCGAGGTTGTTGT TGATAATTTCCAATTATTGGAG
ACACGTGCTCAATCTGAAGCGCGTCGTTCGCAARATGGCAGTGCTGGTAACACGGGGAATACCGCTCCGCAAAGTCAGAGTAATTTC
AATATTCCTAATCAACAGTCAAATCCATTTGATTCGCAATTCAACAATAATGCGAGTTCCGCTTCAACTAATAGTCAAACGAGTTCT
TCCAGCAGTCCTTTTAATACAGACACCGGGAATGATTCGCTTGATATCTCGGATGATGATCTTCCGTTTTAAAATTTAAGAAAGGAT
ATCAAATATGGCCGAAGAACATTCAAATCAAAGAAGTCAGACCTTTAATGGCGAACGTACTAATCGTCCAAGCCGCAAACCTCGTGE
CGACGGTGAAAGACGTGGACGTCGTCAAGGTGGACGTCGTCGTGT TGAT TACT TAGCTGTTAATCATATCGATTATGTCGACTATAA
GGACACTGAATTGCTTCAACGTTTCATCGCCGACAATGGCAAAATTTTACCGCGTCGGATTACTGGCACAAGCTCTAAAAATCAACG
TAAAATTGCTACGGCAATCAAGCGTGCGCGTATTATGGCTTTGCTTCCATTCGTTGCAAACAACTGATTTTTACGCTACATCTTTTT
TAGTACTTCTTAATTGAAGTACTTTTTGT TTTTCTTAAAAAAGGTATAAGAAGAGCTGATCGTGATAAAATTAAATCCTTAGATGAA
GAAATATCATACTTTACCATCGTTTATTAAAAATTATCGCGTCATTTACTTGATCGCGGTTTTTAGCATACTAGCAATTTTCGGTTT
TGTTTTTTCTTTGCATTTTGGTCCAATCGTTGCAGTTGCGTGGGTTATTGT TGTCGCTCTAGCATCGATTTTAATTTACAGTTTGAT
TAATTCCTTGGGTGTCGACTTTCAAACCTATATGACCAAGTTGAATGGTCGGGTTTCAATCTCTCAAGCCAGTGCGCTTGATCAGAT
GCCGATTGGCGTGATGCTTTTGAGT TCTCATGGAGAGATCGAATGGGTTAACGAGAATTTGTTGAATATAAT TGGCGATCGAACAGT
TCTTGGCAAAAAATTAAAAGATGTTGATGCTGATTTATACGAGCTGGTTCAATCAAATAAAGACAGCGGAGAAACGGARATCGATTG
GCGCGACGGTAAGTTTTCTCTTCAAATTCAACAAAATGGTCAAGTGATTTATT TATTGGATCTGACCGATGT TTCCAGATACGAATT
ACTTTATGAAAAAGGTCGTCTCTTTTATGGCTTAATCAGCGTTGATAAT TATGAAGAAAT TAT TCAGGATGCTACCGATTCCGAATC
GAGTCGTTTAATTGCATTCATTTCTGGACGCTTGGACAACTGGGCAAAAAAGTATCATTTATT TTTGCGGCGAATGTCGGCTGATCG
CTATCTTTTCTTTGGCCGTCTGCCTGAATTAAAATCATTGGAAGATGATCGTTTTTCAATTTTGGATACTGTCCGTGAAGAATCTTT
GAAACAAAATATGCCCCTGTCCCTATCGGTTGGAATTGCCTTTGGTGT TTCCGACTTAAATGATTTAGCCGAACTTGCTCATCGAAA
TCTTGATCTGGCTCTTGGACGCGGCCGCT

W. paramesenteroides - Amplifikationsprodukt mit dem SAPD-Primer C-Not, GroRe: 1488 bp
AGGGCCGCCATAATTAATTCATCTAATTTTGGATGAGAAATGCCTAATGCAGAAAGATGCTTTTGAGCTTCATTCATAAAATGGCCT
ATTTTCGCTAAATTATCTTCAGCAGTTGCTTCTCTTGTTGCTTTGACGATTTCCCCAATTTTATCAATATGTTGTTGCCCAACTTCA
GGGTCATTTGTTAGATGTTCACGGACAACCGAAATGGCTAACCCCGTTTGGCCTTGAATACCTGTGTCGGCCAAAATTAACGTGCCA
TCTAAAGACATATCAATTTTTTCAGGTTGTTGCCCTTTAATAAACCAAACAGCTTCATCATGTGCTGCCGTTGCAGTGTCTAATCCA
GAAGGAGATCCATGTGTAATAGCTTCTTCGATACTTGCCCAACGTTGCAGTTCTTGT TTAGATAATGACTCATCGAAAAAATCAARA
AATGCTCGAACAATAGCGATGGCAGTTGCTGCTGATGAACCCATACCTCGTTCTTGAGGAATATTGGATGTAATCGTCATTGTARAG
GGCATTTCATCTGATTTGAAATGTTGCAATAAACGGTTGATAAGTCGTCGAATTCCCTCATAGACTTCCGCCATTGCTACCAATGGG
CCTTGATAGGATTGTGATAGCACAACCTGACCTGCTTCGCGTGATTCGATTTTTACAGTCATTGCTAAATCCGTTAAAGGAAGTGCA
ATAGCTGGCTGGCCGTAAACGACCGCATGTTCGCCAAGTAAAATAACT TTGGCATGGCTGACGCCAATTCCTGGTTTTTTCACTTTG
AAATTACCAATCCATTCTATTTTTTATTTTAGCTTTCTTAATCATACCAAATTCAATGACTAATTACATCCTAGATATTAGGATTTC
AAGCTTAAAAGTTTTTTTAATCTTTAATTTTAAAATATTCTGAATAAGTAAT TTTTAGATATATTTCATATGTTCAGGAAATAATTC
GATGCAAGTATCGGTAAATATTACACTGCAAATATGCTATAATCAACATAAGATTACTAAGAGAAAGTCGTGGTACGTTTCGATGCT
AAATAAGGACATCTATGCGGTTGTCGATCTAGAAACAACCCGTACAACGAGCGAATCAGGTCGTATTATTCARAATTGCGATTGCGTT
CGTACAAAACAAAAAAATAATTAATCAATTTTCAACACTCATCAATCCTCATGAATCAATTCCACGTAATGTCGTACAACTTACAGG
CATTAATGCCGAAATGGTGGCAGGGGCTCCTTCATTTGAAGAGGT TGCTGAATCAATTCATACCATGCTAACTGGGACTATTTTTGT
AGCTCACAATGTCAACTTTGATTTACCATTTTTAAACGCAGAATTTCAACGGATTGGCATGAACACTCTTAATT TAGTAGCAATTGA
TACAGTAACATTGAGCCAAATTGTTTGGCCAACCGCACCAGGGTTTAGATTAGTTGATTTAACTTCATATTTGGCATTGGTACATGG
GCGGCCGCT

8.1.4 16S rDNA-Sequenzen der Isolate aus verschiedenen Jungweinen

Die Sequenzen wurden mit in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen verglichen. Die prozentuale
Ubereinstimmung zum jeweiligen Typstamm ist fiir die Isolate 1.2d, 5.1b2, 10.1h, 10.3f1 und 10.3f2 in
Klammern angegeben. Die Isolate 5.1a und 5.1e3 konnten auf Grundlage der 16S rDNA-Sequenz nicht
eindeutig identifiziert werden.
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Isolat 1.2d (98,5 % Ubereinstimmung zu P. damnosus DSM 20331, Accession number: NR_042087)
TTTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCTGTG
ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCT TTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGT TGGAGAAGAACGT
GTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACTCCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTATCCGCATTTATTGGGCGTACAGCGAGCGCATGCGGTTTTTTAAGTCTAATGTGAAACCCTTCGGCATAACCGAAGA
AGTACATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAA
CACC

Isolat 5.1b2 (99,8 % Ubereinstimmung zu O. oeni JCM 6125, Accession number: AB022924)
GCAGTCGTACGCTAGCCGCTGAATTGATCCTTCGGGTGAAGTGAGGCAATGACTAGAGT GGCGAACTGGTGAGTAACACGTAAGAAA
CCTGCCCTTTAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCGTAACAACAAATCACACATGTGATCTGTTTGAAAGGTCC
TTTTGGATCGCTAGAGGATGGTCTTGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTAGGGTAGAAGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTG
AGAGACTGGCCGGCCACATTGGGACTGAGACACTGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATTTTCCGCAATGCACGARAG
TGTGACGGAGCGACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGT TGTAAGGGAAGAATAACTGAATTCAGAGARAAG
TTTTCAGCTTGACGGTACCTTACCAGAAAGGGATGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAATCCCGAGGCCCAACCTCGGAACTGCATTGGARAACT
GATTTACTTGAGT GCGATAGAGGCAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAAGAACACCAGTGGCGARAG
CGGCTTGCTAGATCGTAACTGACGTTGAGGCTCGARAGTATGGGTAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCATACCGTAAACG
ATGGGTGCTAGTTGTTAAGAGGTTTCCGCCTCCTAGTGACGTAGCAAACGCATTAAGCACCCCGCCTGAGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTTAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGATACGCGAAAAACCTTACCAGGTCT
TGACATACCAATGATCGCTTTTGTAATGAAAGCTTTTCTTCGGAACATTGGATACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTATTAGT TGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCAACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTCGCAAACCGGCGACGGTAAGCTAATCTCTTAAAACTTCTCTCAGT TCGGACTGGAGTCTGCAACTCGACTCCACGAAGGCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAAATCATGGGAGTCGGAAG
TACCCAAAGTCGCTTGGCTAACTTTTAGAGGCCGGTGCCTAAGGTAAAATCGATGACTGGGATAAGT CGTAACAAGAGCCTCCACTC
cce

Isolat 5.1a (Acetobacter sp.)
CGCACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTATCCATGGGTGGGGGATAACTCCGGGAAACTGGA
GCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTGAT TAGCTTGTTGGTGGGGTAATGG
CCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGT TT TCGGATTGTARAGCACTTTC
GGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTA
ATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGTAGCTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG
GGCTTGTATGGGTAGGCTGTGTCCAGAGATGGGCATTTCCCGCAAGGGACCTACCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGT TGCCAGCATGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGAGACT
GCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGAT
GACAATGGGAAGCTAGATGGCGACATCGTGCTGATCTCAAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAG
GTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTT
GGTTTGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCCGCAAGGGGCGCAGCCGACCACGGTCGGGTCAGCGACTGGGGTGAA

Isolat 5.1e3 (Acetobacter sp.)

GCAGTCGCACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTATCCATGGGTGGGGGATAACTCCGGGAAA
CTGGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTGATTAGCTTGTTGGTGGGGT
AATGGCCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTARAAGCA
CTTTCGGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGC
ATTTAATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGT TGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGTAGCTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGGGCTTGTATGGGTAGGCTGTGTCCAGAGATGGGCATTTCCCGCAAGGGACCTACCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGT TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGT TGCCAGCATGTTTGGGTGGGCACTCTAGAG
AGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGATGACAATGGGAAGCTAGATGGCGACATCGTGCTGATCTCAAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCA
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TGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTTGGTTTGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCCGCAAGGGGCGCAGCCGACCACGGTCGGGTCAGCGACTGGGGTGAA

Isolat 10.1h (99,5 % Ubereinstimmung zu P. parvulus NBRC 100673", Accession number: AB681216)
TCGAACGCACTTTCGTTGAATGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGCATGGTTAACTTTT
AAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACG
TAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGT TGTTGGAGAAGAACGTGTGTG
AGAGTAACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAARAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGT CTAATGTGARAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGC
ATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGACCAGTGGAAAATCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGARAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
TGCCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA

Isolat 10.3f1 (99,7 % Ubereinstimmung zu P. parvulus NBRC 100673", Accession number: AB681216)
CGCACTTTCGTTGAATGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGCATGGTTTACTTTTAAAAG
ATGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCC
GACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGA
CGARAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGTGTGAGAGT
AACTGCTCATGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
ATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATTGG
AAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGACCAGTGGAAATCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGT
AAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC
AAGGTTGAAACTCAARAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT

Isolat 10.3f2 (99,9 % Ubereinstimmung zu P. parvulus NBRC 100673", Accession number: AB681216)
TGAATTAGAGGTGCTTGCACCGAAGATGATTTTAGCTATAAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAA
GTGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAAGTAAACCGCATGGTTTACTTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATC
ACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGTGTGAGAGTAACTGCTCATGCAGT
GACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGG
GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTG
AGTGCAGAAGAGGACAGTGGAAATCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTARAACGATGAATGCTA
AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT TTAAT TCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTC
TGCCAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT

8.1.5 Sequenzen des rpoB-Gens verschiedener Milchsaurebakterien
Arten

Die Sequenzen stammen aus der NCBI-Datenbank; zugehdrige accession numbers sind angegeben. Die
Bindestellen der Primer rpoB-F und rpoB-R sind blau hinterlegt.

Lb. brevis ATCC 367

Accession number: CP000416 (Region: 1656726 - 1660337)

TTGGCAGGACACTTAGTGAAATACGGGAAACACCGTACGCGCCGGAGCTATTCGCGAATCAAGGAAGTTCTTGATTTACCTAACTTG
ATTGAGATTCAAACCAATTCCTATAATTGGTTCCTTGACGAAGGTTTACGCGATATGTTCGACGACATCATGCCAATCGAAGATTTT
CAAGGAAACCTTTCGTTAGAGTTTGTTGATTATCAGTTACTAGAACCCAAATACAGCGTGGATGAAGCACGGGAACATGATGCCAAC
TACTCGGCACCGCTACACGTCACCCTGCGGTTAACCAACCACGAAACGGGTGAAATCAAATCACAAGACGTCTTCTTTGGTGACTTT
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CCATTAATGACGGCCCAAGGGACCTTCATTATTAACGGGGCGGAACGGGTTATTGTTTCTCAATTAGTCCGTTCACCAGGGGTTTAC
TTCAATGAAGATACGGATAAGAACGGTCGGACAGTTTACGGTGCCACTGTGATCCCTAACCGGGGTGCATGGCTAGAATTTGAAACT
GATGCGAAGAACGTTTCTTACGTTCGGATTGACCGGACGCGGAAGATCCCAATGACCGAATTAGTTCGGGCCTTAGGGTTTGGTTCT
GACGATGAAATCTTAGATATCTTAGGTGACAACGAAAGCTTGATGCAGACGTTGGAAAAGGATATCCATAAGAACACCGATGACTCA
CGTGTCGAAGAGTCCTTGAAGGATATCTACGAACGCTTGCGTCCAGGTGAACCTAAGACGGCGGACTCTTCACGGAGTTTGCTGACT
GCTCGGTTCTTCGATCCTAAACGCTATGACATGGCACCAGTTGGTCGTTACAAGACTAACAAGAAGCTGAGTTTAAAGACCCGTTTG
CTGGGCTTGACCTTAGCTGAAACGTTGGCTGATCCTGATACCGGTGAAATTATTGCCGCTAAAGGAACGGTCGTTGACAAGGACGTG
ATGAAGAGCTTAGCACCATTCTTGGATCAAGATGATTTCAAGATGGTGACTTTCCAACCTTCTGACGAAGCCGTTGTCACGGAACCA
CTAAAATTACAAATTATCAAAGTACAATCACCAGATGATCCAGAACAAGAAGTTCCTGTGATTGGGAATGGGAACATCGATATCAAG
CTGAAGCACATTCGTCCAGCCGATATTATTGCATCCATGAACTACTTCTTTGACTTACAACTGGGGATTGGTAACACTGATGATATT
GACCACTTGGGGAACCGACGGATTCGTTCCGTTGGTGAATTACTCCAAAACCAATTCCGGATCGGGTTATCCCGGATGGAACGGGTT
GTTCGTGAACGGATGTCCATTCAAGATGCTGCGACGGTAACGCCACAACAATTGATTAACATTCGTCCTGTCGTGGCCTCAATTAAA
GAATTCTTTGGGTCTTCACAGTTGTCTCAATTCATGGATCAGACTAACCCGTTAGGTGAATTAACGCATAAACGGCGTCTGTCTGCT
TTGGGACCTGGTGGGTTAACGCGTGACCGGGCCGGTTATGAAGTCCGGGACGTGCACTATACCCATTATGGTCGGATGTGCCCAATT
GAAACGCCTGAAGGGCCTAACATTGGGTTGATCAACAGTTTGTCCAGCTATGCCCGGGTTAACAAGTATGGGTTCATCGAGACGCCA
TACCGTCGTGTTTCTTGGGATACGCATAAGGTTACCGATAAGATCGATTACCTGACAGCTGATGAAGAAGATAACTATGTTGTTGCT
CAGGCCAACACGCCATTAAATGATGATGGTTCCTTCAATACGGATACGATCATGGCCCGTGCCCAATCTGAAAACATTGAAACCAGT
GCTGACCGGATTGACTACATGGATGTTTCGCCTAAGCAAGTTGTTGCGGTTGCCACGGCATGTATTCCTTTCTTGGAAAACGATGAC
TCCAACCGGGCCCTGATGGGTGCCAACATGCAACGGCAAGCTGTGCCATTGTTGAACCCACATGCGCCATTAATTGGTACTGGGATT
GAATACAAAGCGGCCCATGACTCAGGGGTTGCTTTGATCAGTCAACATGATGGGACTGTTGAATACGTTGATGCACGTGAAATTCGT
GTTCGGCGTGAAGATGGTGCCTTAGACACTTACAAGCTCATGAAGTTCCGCCGGTCAAACGGTGGGAAGAACTACAACCAACGCCCA
ATCGTTAAGGTCGGCGACCATGTCGATAACGATGAAGTCTTGGCTGATGGTCCTTCCATGGAAAATGGGGAATTGGCTTTGGGTCAA
AACCCATTAGTTGCCTTCATGACTTGGCAAGGGTACAACTTCGAAGATGCCATTGGGATCAACGAGCGGTTGGTTCGCGATGACGTT
TACACGTCGATTCATATTGAAGAATACGAATCAGAAGCGCGTGATACGAAGCTTGGACCTGAAGAAATGACGCGTGAAATTCCTAAC
GTTGGGGAAGATGCCTTGAAGAACTTGGACGAAGACGGGATTATCCGTGTTGGTGCCGAAGTTCAAGATGGGGATATCTTAGTTGGT
AAGGTAACGCCTAAGGGTGTTACTGAATTATCCGCTGAGGAACGACTCCTTCATGCCATCTTTGGTGAAAAGGCCCGTGAAGTTCGG
GATACTTCTCTGAAGGTACCGCATGGTGGTGGCGGGATCATCCAAGATGTGAAGATCTTTACCCGTGAAAATGGGGACGAATTGTCA
CCAGGTGTCAACATGATGGTTCGGGTCTACATCGCGCAAAAGCGGAAGATCCAAGTTGGGGACAAGATGTCTGGACGTCACGGTAAC
AAGGGGACGGTTTCAGTGGTTATCCCTGAAGAAGATATGCCGTACATGCCAGATGGTACCCCAATCGACATTATGTTGAGTCCCATG
GGTGTGCCTTCCCGGATGAACATCGGGCAAGTGCTCGAATTGCATTTGGGGATGGCTGCTCGCAAGCTCGGTGTGCACATGGCAACC
CCAGTCTTTGATGGTGCCCAAGATACAGATATTGCGGACGCTGTTAAGGAAGCCGGGATGGCTGCTGACGCCAAGACTGTCTTATAT
GATGGTCGAACTGGTGAACCGTTTGATAAGCGGGTTGCCGTTGGGGTCATGCACTACCTGAAGTTGGCCCACATGGTTGATGACAAG
ATGCACGCCCGTTCTATCGGACCTTACTCACTGGTTACGCAACAACCCCTTGGTGGGAAAGCGCAATTTGGTGGTCAGCGTTTCGGT
GAAATGGAAGTTTGGGCTTTGGAAGCTTATGGTGCCGCTTATACGTTGCAAGAAATCTTGACGTACAAGTCTGATGACGTGGTTGGT
CGGGTTAAGACCTACGAAGCCATTGTTAAGGGCGATCCAATTCCAAAGCCAGGTGTTCCTGAATCCTTCCGCGTGTTAGTGAAGGAA
CTCCAATCCTTAGGGCTGGACATGAAGGTCTTAAATGGCGACAAAGAAGAAATCGAACTCCGTGATATGGACGACGAAGACGACGAT
GTTGTTAATGTGGATGCGTTGAGCAAGTACGCGCAACAACAGGAAGAACAACGGAAAGCCGCTGCTCAGACTGATGAATCCAAGACC
GCGCCAGCAACAAAAAATGAAAGTCAACCGAATACACAAGACTAA

Lb. buchneri NRRL B-30929

Accession number: CP002652 (Region: 1783389-1786997)

TTGGCAGGACATTTAGTTAAATATGGAAAACACCGTACCCGACGAAGTTATGCACGAATTAAAGAAGTGCTTGATTTACCGAACCTG
ATTGAAATCCAGACTAATTCTTACAACTGGTTTTTACATGAGGGACT TAAGGAAACCTTCGACGGCATTATGCCAATCGATGACTTT
CAGGGCAAGCTTTCTTTAGAGTTTGTCGATTATCAATTATTAACACCAAAGTACACCGTTGATGAGGCGCGTGAACACGAAGCAAAC
TATTCTGCTCCACTTCACATTACCTTAAAATTAACCAATCATGAGACTGGCGAAATTAAGACGCAAGATGTGTTTTTTGGCGATTTT
CCATTAATGACTGATCAAGGAACATTTATTATTAATGGTGCTGAACGAGTAATTGTTTCACAATTGGTTCGTTCACCCGGCGTTTAT
TACCATGCTGATAAAGATAAGAATGGCCGTGATTCATTTGGTACTACTGT TATTCCTAACAGAGGTGCTTGGCTTGAATTTGAAACC
GATGCAAAAAATATCGCGTACGTTCGAATTGATCGAACACGAAAAATTCCTTTAACAGAATTAATTAGAGCCCTCGGCTTTGGCAGT
GATTCAGAAATCATTGACATCTTGGGCGACAACGACAGTTTAGGT TTGACCTTGGAAAAAGATGTTCATAAAGACACTGACGATTCA
CGTGTTGAAGAGTCACTGAAGGATATTTACGAACGTCTACGTCCAGGTGAGCCTAAGACTGCTGATTCATCAAGAAGCTTGCTGACT
GCTCGTTTCTTTGATCCAAAACGTTATGACATGGCGCCCGTTGGCCGTTACAAGACCAACAAGAAACTGAGCTTAAAGAACCGCCTG
TTAGGTTTGACACTGGCTGAAACCCTTGCCGATCCTGATACCGGTGAAGTGATTGCTCAAAAGGGCACCGT TGTCACGAAAGATGTT
ATGAAGGACTTGGCACCATTCCTTGATAACGATGAATTTAAAGCTTACACCTTTACCCCTTCAGATGAAGCCGTTGTGACTGAACCA
ATGACTGTTCAAATCATTAAAGTTCAATCAGTTAACGATCCTGACCGAGTGGTTCCTTTAATTGGTAATGACAACATTCCATTGAGC
TTCAAGCACATTACTCCAGCTGACATCATTTCAGCAATGAACTACTTCTTTAACCTTCAAGAAGGCATTGGTTCAATTGATGATATT
GATCACTTGGGTAACCGTCGAATTCGCTCAGTCGGTGAATTGCTGCAGAACCAGTTCCGAATTGGCCTGTCACGGATGGAACGAGTT
GTTCGTGAAAGAATGTCAATTCAGGATACTTCAACTGTGACACCACAACAATTGATCAATATTCGTCCAGTTGTTGCCTCAATCAAA
GAATTCTTTGGTTCATCACAGCTTTCTCAATTCATGGACCAGACCAACCCGCTTGGTGAATTAACTCATAAGCGTCGTTTGTCTGCC
CTTGGACCTGGTGGTTTGACTCGTGACCGTGCCGGATATGAAGTCCGGGATGTTCACTATACCCACTATGGCCGGATGTGTCCGATT
GAAACCCCTGAAGGCCCTAACATTGGATTGATTAACAGTTTGTCCAGTTACGCTCGGGT TAACAAATATGGTTTCATTGAAACACCA
TACCGGCGTGTTGATTGGACCACTCATAAGGTTACTGATCGAATTGATTAT TTGACTGCTGACGAAGAAGATAACTTTGTTATTGCC
CAGGCCAACTCACCATTGAATGATGATGGTTCGTTTGTCAATAACATCGTTATGGCCCGTCACAAGTCAAACAACATTGAAATTGGT
ATCGACAAGGTCGATTACATGGATGTTTCGCCTAAGCAAGTAGT TGCCGTGGCCACTGCATGTATTCCTTTCTTGGAAAACGATGAC
TCCAACCGTGCTTTGATGGGTGCCAACATGCAGCGTCAGGCCGTTCCTTTGATCGATCCTCATGCACCACTTGTTGGTACTGGTATC

133



Anhang

GAATACAAGGCCGCTCATGATTCTGGTGTTGCACTGATCTGTAAGAATGAAGGAACTGTTGAATACGTTGATGCTCGTGAAATTCGA
GTACGTCGTGACGACAAGTCCCTTGATAAATATAAATTAATGAAATTCCGTCGTTCAAATGGCGGTAAGAACTACAACCAGCGTCCA
ATCGTGAAGGTTGGCGACCGAGTTGATGCTGACGAAATCTTAGCAGATGGCCCATCAATGGAAGGCGGAGAATTGGCACTTGGCCAA
AACCCTGTCGTTGCATTTATGACTTGGCAAGGATACAACTTCGAAGATGCCATCGCGATCAGCGAACGTCTGGTTAAAGATGACGTT
TACACTTCAATTCATATTGAAGAGTACGAATCAGAAACTCGCGACACCAAATTAGGACCTGAGGAAATGACTCGAGAAATTCCTAAC
GTTGGTGAAGATGCTTTGAAGAACCTTGATGAAGATGGTACTGTTCGAATTGGTGCCGAAGTTCATGATGGTGACATCTTGGTTGGT
AAAGTTACCCCTAAAGGTGTGACTGAATTATCAGCTGAGGAGCGTTTGCTTCACGCAATCTTTGGTGAGAAATCACGAGAAGTTCGT
GATACCTCATTGAGAGTTCCTCATGGTGGCGGCGGAATCATCCAGGATGTTAAGATCTTCACTCGTGAAAACGGGGATGAGCTTTCA
CCTGGTGTTAATAAGATGGTTCGTGTCTACATCGCTCAAAAACGTAAGATTCAAGTTGGTGATAAGATGTCCGGCCGTCACGGTAAC
AAGGGTACTGTTTCTGTTGTTATTCCAGAAGAAGATATGCCATTCTTGCCTGATGGGACACCAGTTGACATCATGTTGAGTCCCATG
GGTGTGCCATCACGGATGAACATTGGACAAGTTTTGGAACTCCATTTGGGAATGGCTGCCCGCAGACTCGGAATTCACGTTGCAACA
CCTGTTTTTGATGGTGCTCGTGATAAAGATATCTGGGATGCAGTTAAAGAAGCCGGCATGCCTTCAGATGGTAAGTACATCTTGTAT
GATGGCCGAACTGGTGAACCATTCGATAAGAAGATTGCCGTTGGTGTCATGCATTATCTTAAGTTGGCCCACATGGTTGACGATAAG
ATCCATGCACGTTCAATTGGACCTTACTCATTGGTTACCCAACAACCACTTGGTGGTAAAGCACAATTTGGTGGCCAGCGTTTTGGT
GAAATGGAAGTTTGGGCACTTGAAGCTTATGGTGCCGCATATACTCTCCAAGAAATCTTGACTTACAAATCAGATGACGTTGTTGGC
CGTGTCAAGACCTACGAAGCCATTGTGAAGGGTGAGCCAATTCCAAAGCCGGGTGTACCGGAATCATTCCGGGTTCTTGTTAAGGAA
TTGCAGTCATTAGGCCTTGATATGAAGGTTCTCGATGCGAGTCATAAAGAGATTGAACTTCGTGATCTTGATGACGATGACGACGTT
GTAAACGTTGACGCATTGAGCAAATTGGCTGACAAGAAGAAAGAGCAGGAAGATCATGCAGCTAAACAACCTGCTGATCAAGTTGAA
ACACCAAGTAAATCAACCAACGTTAACAACAGTAATGACTAG

Lb. casei ATCC 334

Accession number: CP000423 (Region: 2492871-2496470)
TTGGCAGGACACTTAGTTAATTATGGTAAGCACCGGACACGCCGGTCCTATGCCCGGATCAAGGAAGTTTTGGATCTTCCTAATCTG
ATCGAGATCCAAACGAATTCTTACCAATGGTTCCTCGATGAAGGTCTCAAAGAAATGTTCGACGATATTATGCCGATCGATGACTTT
CAAGGGAAACTGTCACTGGAATTTGTCGGCTATCAACTGCTGGAACCAAAATATACTGTTGAGGAAGCACGCCAACACGATGCAAAC
TACTCTGCACCGTTGCATGTGACCTTGCGTTTAACCAACCATGAAACAGGCGAGATTAAGAGCCAAGATGTGTTCTTTGGCGACTTC
CCGCTGATGACCAAACAAGGGACGTTTATTATTAATGGTGCCGAACGGGTCATCGTTTCTCAGTTGGTCCGTTCACCTGGCGTTTAT
TTCCATAGCGAAACAGACAAGAACTCACGTGTCACTTATGGCACAACCGTGATTCCTAACCGGGGCGCATGGCTTGAATATGAAACT
GACGCCAAAGATATCGCGTATGTCCGAATCGATCGGACACGGAAGATCCCGCTGACCGAATTGGTTCGGGCGTTGGGCTTCGGTTCC
GATCAAGACATTATCAACATGTTTGGTGACAATGATTCCTTGATGCTTACGCTTGAAAAAGATGTGCATAAGAACACGGATGATTCC
CGTACGGACGAAGCGTTGAAGGATATCTACGAACGTCTACGTCCTGGTGAACCAAAAACAGCCGATTCATCGCGGTCTCTTTTGTAT
GCCCGCTTCTTCGACCCGAAGCGTTATGATCTTGCTTCGGTTGGTCGTTACAAAGTGAATAAGAAGCTGAGCCTTAAGACCCGGCTT
TTGAATCAGGTTTTGGCAGAAACACTGGCCGATCCTGATACTGGTGAAGTCATTGCGCAAAAGGGCACCAAGGTTGATCGTCAAGTG
ATGGACAAGTTGGCACCATATCTTGACCGCGACGATTTCAAGACCATCACCTACCAACCTTCCGATCAAGGCGTTGTCACTGATCCG
ATCGAATTACAGAGTATCAAAGTATACTCACAAGTGACCCCTGATAAAGAAATCAATTTGATTGGTAATGGTCATATTGGTAAAAAA
GTGAAGCACATCGTCCCCGCTGATGTTTTGGCATCAATGAACTACTTCCTGAATCTTCAGGAAGGCTTGGGTTCAATTGATGACATT
GATCACTTGGGTAACCGGCGGATTCGTTCCGTTGGTGAACTGT TGCAAAACCAATTCCGGATCGGGCTTTCTCGGATGGAACGTGTT
GTCCGTGAGCGGATGTCCATTCAAGATACCGCTACGGTAACGCCGCAACAATTGATCAACATTCGGCCAGTTGTAGCTTCTATCAAG
GAATTCTTCGGCAGTTCCCAACTGTCGCAGT TTATGGATCAGACGAATCCGCTTGGTGAGTTAACGCATAAGCGTCGTCTGTCTGCT
CTTGGACCTGGTGGGTTGACGCGTGACCGTGCCGGTTATGAAGTCCGGGACGT TCACTACACCCATTATGGCCGTATGTGTCCGATT
GAAACGCCTGAAGGCCCGAACATCGGGTTGATTAACAGTCTTGCTTCTTATGCGGTTGT TAATCCTTATGGTTTTATTGAAACGCCA
TATCGTCGTGTTTCTTGGGATACGCATAAAGTTACCGACAAAATCGACTATTTGACTGCCGATGAAGAAGATAACTACATCGTTGCG
CAGGCGAACTCGCCTTTGAACGACGATGGTTCCTTTGTTGACGAAACCGTTCTGGCTCGTCACAAGGATAACAACATTGAAATCTCT
CCAGACAAAGTTGACTACATGGACGTTTCACCTAAACAGGTTGTTGCGGTCGCAACGGCTTGCATTCCTTTCTTGGAAARACGATGAC
TCCAACCGTGCTTTGATGGGTGCAAACATGCAACGTCAGGCTGTGCCGTTGGTTAATCCGCATGCCCCACTTGTTGGGACAGGGATG
GAATACAAGGCAGCCCATGACTCCGGGACAGCGGTTTTGGCTAATAACGCTGGTACCGT TGAATATGTTGATGCTAAGCARATTCGG
GTTCGTCGTGAAGATGGTGCCTTGGATGCCTACAACTTGATGAAATTCAAGCGTAGTAACGCCGGTAAAAACTACAACCAGCGGCCA
ATCGTGACCATCGGCGATCATGTTGATGTTGACGAAATCATCGCTGATGGACCAGCCATGCAAAATGGTGAATTGGCATTGGGACAA
AACCCGATCATCGCCTTCATGACTTGGAACATGTACAACTACGAAGATGCGATTGTGCTCTCCGAACGACTCGTTAAAGATGATGTT
TACACCTCAATCCATATTGAAGAATATGAAT CTGAAGCACGTGACACCAAGCTTGGACCTGAAGAAGTAACGCGTGAAATTCCARAC
GTCGGTGAAGAAGCCCTTAAGGATCTGGATGAATTTGGTGTCGTTCGTGTCGGTGCTGAAGTGCGTGACGGTGATATTTTGGTCGGC
AAGGTTACACCTAAGGGCGTTACTGAATTGTCAGCTGAAGAACGGTTGCTGCATGCGATCTTTGGTGAGAAAGCACGTGAAGTACGT
GACACCTCGCTGCGGGTTCCTCATGGCGGCGGCGGGATCATTCAAGACGTTAAGATCTTTACTCGTGAAGCCGGCGATGAGCTGTCT
CCTGGTGTGAATATGATGGTCCGCGTTTATATTACGCAGAAGCGGAAGATTCAGGTCGGTGATAAGATGGCCGGTCGTCACGGGAAC
AAAGGGACGGTTTCCGTCGTTGTGCCTGAAGAGGACATGCCATACT TGCCAGACGGTACCCCAGTTGACATTTGCTTGTCACCAATG
GGTGTGCCAAGTCGTATGAACATCGGACAGGTGCTGGAATTGCATCTGGGGATGGCTGCACGTAACTTGGGCATTCATGTTGCAACG
CCTGTTTTTGATGGCGCCAATGATAAAGATCTGTGGGCAACCGTTAAGGAAGCCGGTATGGCATCTGATGGTAAGTCTGTCTTGTAT
GACGGTCGAACTGGTGAACCATTCGAAAACCGTGTTTCTGTCGGAATCATGTACTACATGAAACTGTCTCACATGGTTGACGATAAG
ATTCATGCTCGTTCCATTGGACCTTACAGTTTAGTTACCCAACAGCCACTTGGTGGTARAGCTCAGTTTGGTGGTCAGCGTTTTGGT
GAAATGGAAGTTTGGGCCCTTGAAGCTTATGGCGCGGCTTATACT TTGCAGGAAATCCTGACGTACAAGTCCGATGACGTGGTTGGC
CGGGTTAAGACCTATGAAGCCATCGTTAAGGGCGAACCGATTCCTAAGCCGGGTGTACCAGAATCCTTCCGTGTGCTTGTCAAAGAA
TTGCAAGCACTGGGTCTGGATATGAAGGTCCTTGGCGCGGATAAAAAAGAAAT TGAACTGCGGGACATGGACGACGACGAGGATGAC
ATTGTTTCTGTCGATGCCTTGGCGAAGTTTGCTGCTCAGCAGGAAGAAAAGAAGGCTCACGAAGCCGCAGCACAAGCAACTGACGGT
AAGTCTGCCAACAGTACCGACGATAAGAAATAG
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Lb. hilgardii ATCC 8290

Accession number: ACGP01000098 (Region: 32421-36038)
GTGAAAAACTTGGCAGGACACTTAGTTAAATATGGAAARACACCGTACCCGACGAAGT TACGCACGGATTAAAGAAGTGCTTGATCTC
CCAAACCTTATTGAAATCCAGACTAATTCTTACAACTGGTTTTTAAAAGACGGCCTTCGTGAGACCTTCGACGGTATTATGCCAATC
GATGATTTTCAAGGAAAGCTTTCATTAGAGTTTGTGGATTATCAGCTATTAGAACCAARAGTACACTGTTGACGAAGCACGTGAACAT
GAAGCAAATTATTCAGCACCACTTCATATCACATTGAAATTAACCAATCACGAGACTGATGAAATCAAGACACAAGATGTATTCTTT
GGCGATTTCCCATTAATGACTGATCAAGGTACTTTTATCATTAACGGCGCTGAACGAGTTATTGTTTCACAATTGGT TCGTTCACCC
AGTGTTTATTATCATGAAGACACTGATAAAAATGGTCGTATTTCATATGGAACCACGGTTATCCCTAATAGAGGTGCCTGGCTTGAA
TTTGAAACTGACTCAAAGAACATTTCATATGTTCGAATTGACCGAACTAGAAAGATTCCGCTTACTGAATTGATAAGAGCTTTCGGA
TTTGGTAGTGATGGTGAAATCACTGACATTTTGGGGGACAACGATAGTCTTGAATTAACGCTTGAAAAAGATGTCCATAAGGATACT
GACGATTCACGTGTTGAAGAGTCACTGAAAGATATTTACGAACGTTTGCGGCCAGGTGAGCCTAAAACTGCTGAATCATCAAGAAGT
TTACTGACAGCACGCTTCTTTGATCCAAAGCGTTATGATATGGCGCCTGTTGGTCGTTATAAAACCAACAAGAAACTTAGTTTGAAG
AATCGTCTTTTGGGATTGACATTGGCTGAAACACTTGCTGATCCGGAAACTGGTGAAGT TATTGTCCAAAAGGACACTGTTGTTACC
AAAGACGTTATGAAAAAATTGTCACCATATTTGGATCAAAAAGAATTTAAAGCCTATACCTTTAATCCTTCTGACGAAGCTGTTGTG
ACTGAACCAATGACGGTTCAAATCATTAAGGTGTACTCAGCAAACGATCCTGAAAAGGTTGTGCCGTTAAT TGGCAATGACAATATT
CCACTGGCATTCAAGCACATTACACCAGCCGACATTATCGCTTCGATGAACTACTTCTTTAATCTTCAAGAGGGCATTGGTTCAATT
GATGATATTGATCACTTGGGTAATCGACGAATTCGTTCAGTTGGTGAGTTACTGCAAAACCAATTCCGAATTGGCTTGTCACGAATG
GAACGTGTTGTTCGTGAARAGAATGTCGATTCAGGATACGTCAACTGTGACACCACAACAATTGATTAATATTCGTCCAGTAGTTGCT
TCAATCAAAGAATTCTTTGGATCATCACAATTGTCGCAATTCATGGACCAAACTAACCCGCTTGGTGAGT TAACCCATAAGCGTCGT
TTATCTGCTCTTGGACCTGGTGGCTTGACTCGTGATCGTGCCGGGTATGAAGT TCGAGACGTCCACTATACCCATTACGGCCGTATG
TGTCCGATTGAAACTCCTGAAGGTCCTAACATTGGATTGATCAACAGCTTATCCAGTTATGCTCGGATTAATAAATATGGTTTTATT
GAAACACCGTATCGGCGTGTGGATTGGACAAGCCATARAGTTACTGATCGAATTGAT TATTTGACGGCTGACGAAGAAGATAATTTT
GTTATTGCACAGGCCAACTCACCGTTGAATGACGACGGGTCCTTTGTTAATAATGTGGT TATGGCTCGCCATAAGTCARATAATATC
GAAATCAGCATCGACAAAGTTGACTACATGGACGTTTCACCTAAACAAGTTGTTGCCGTTGCAACGGCATGTATTCCCTTCTTGGAA
AACGATGATTCTAATCGTGCATTGATGGGCGCAAACATGCAGCGTCAGGCTGTTCCATTAGTTGATCCACACGCACCACTTGTTGGT
ACCGGTATCGAATATAAGGCTGCCCATGACTCTGGCGTTGCACTTATTTGCAAGTTTGCCGGAACAGTTGAGTATGTAGATGCGCGT
GAAGTTCGTATTCGTCGCGATGATGGCACGCTTGATAAGTATAAATTAATGAAATTTCGTCGTTCAAACGGTGGTAAAAATTACAAC
CAACGACCAATTGTCAGAGTTGGCGACCATGTGGATCCTGATGAAGTACTAGCTGATGGACCATCAATGGAGGGCGGAGAATTAGCA
CTTGGTCAAAACCCAATCGTTGCCTTTATGACTTGGCAAGGTTATAACTTTGAAGATGCAATCGCAATTAGTGAACGTTTGGTTAAA
GACGATGTCTATACGTCTATTCATATTGAAGAATATGAATCAGAAACCCGTGATACCAAATTAGGACCCGAGGAAATGACTCGCGAA
ATTCCTAATGTTGGTGAAGATGCTTTGAAGGACCTTGATGAAGGTGGCACAATTCGAATCGGTGCCGAAGTTCACGATGGCGATATC
TTAGTTGGTAAAGTGACACCTAAGGGGGTTACTGAATTATCAGCCGAAGAACGTTTGCTTCATGCCATTTTCGGTGAAAAATCGCGT
GAAGTTCGTGATACTTCATTGAGAGTACCTCATGGTGGCGGCGGTATTGTTCAAGATGTTAAGGTCTTTACTCGTGAAAACGGGGAT
GAATTGTCACCAGGTGTCAATCGCATGGTTCGTGTCTATATCGCCCAGAAACGTAAAATTCAAGTGGGTGATAAGATGTCCGGCCGT
CATGGTAACAAAGGTACCGTTTCTGTTGTTATCCCTGAAGAAGATATGCCATTCTTACCAGATGGAACCCCAGTTGATATTATGTTG
AGTCCAATGGGTGTGCCATCACGTATGAACATTGGTCAAGTTTTGGAACTTCATTTGGGCATGGCAGCTCGARAGCTTGGTATTCAC
GTTGCAACTCCTGTTTTTGATGGTGCTTCTGATAAAGATATCTGGAATGCTGTTAAAGAAGCCGGTATGCCTAAGGATGGAAAATAC
ATTCTTTATGATGGTCGTACAGGTGAACCGTTTGATAAGCCAATTGCAGTTGGTGTTATGCACTACCTGAAGCTTGCCCACATGGTT
GATGATAAGATCCATGCACGTTCAATTGGACCTTACTCACTCGTAACGCAACAACCACTTGGTGGTAAAGCACAATTTGGTGGTCAG
CGTTTTGGTGAAATGGAAGTTTGGGCACTTGAAGCCTATGGTGCCGCATATACCTTGCAAGAAATTT TGACT TACAAGTCTGATGAT
GTTGTTGGTCGTGTTAAAACTTATGAAGCAATTGTCAAAGGTGAACCAATTCCAAAGCCGGGTGTTCCTGAGTCATTCCGAGTTCTT
GTTAAGGAATTACAATCACTTGGCCTTGATATGAAGGTTCTTGACAGTAGCCATAAGGAAATTGAACTTCGAGATCTTGATGATGAC
GATGATGTTGTCAATGTTGATGCTTTGAGCAAGATGTCCGATAAAAAAGATCAACAAAAAGCTGAATCCGCTTCTGAAAAAAGGGAA
GTTACTGATCAGCCAACCAAACCAACCAATGTAAATAATAGTAATGACTAA

Lb. plantarum JDM1

Accession number: CP001617 (Region: 903976 - 907590)

GTGAACAACTTGGCCGGACATTTAGTAAAATACGGTAARACACCGTACCCGTAGAAGT TATGCACGTATCAAGGAAGTTCTTGATTTG
CCTAACTTGATCGAAATCCAGACCGATTCTTACCAATGGTTCTTGGATGAAGGTCTCCGGGAAATGTTTGAAGATATTATGCCGATC
GACGATTTCGCAGGAAAACTTTCACTTGAATTTGTCGACTATCAATTATTAGAACCAAAGTACACCGTCGAAGAAGCTCGTGAACAT
GATGCCAACTACTCGGCACCATTGCACGTTACCCTACGTTTAACTAACCATGAAACTGGTGAAATTAAGTCGCAAGACGTATTCTTC
GGTGATTTTCCATTAATGACTGAACAAGGGACGTTTATTATCAACGGTGCCGAACGGGTCATTGTTTCACAATTGGTTCGTTCACCC
GGCGTTTACTTCAATGAGGAATTAGATAAAAATGGGCGTCCTAGCTACGGCACAACGGTTATTCCTAACCGGGGTGCTTGGTTAGAA
CTTGAAACTGACGCCAAGAATGTCTCATACGTACGGATCGATCGTACGCGGAAGATTCCATTGACGGAATTAGTCCGGGCCTTAGGC
TATGGTTCTGACGATGACGTTATTGACATGTTGGGTGAAACTGACAGTTTGATGTTGACGTTGGAAAAGGACGTTCATAAGAACACC
GACGACTCCCGGGTTGAAGAATCCTTAAAAGATATCTACGAACGGCTACGTCCTGGTGAACCTAAGACGGCTGACAGTTCGCGGAGC
CTATTGACTGCTCGGTTCTTCGATCCAAAACGGTATGACTTCGCACCAGTTGGTCGCTACAAGGTTAACAAGAAGTTAAGCATGAAG
ACGCGCTTAATGGACCAAACGTTAGCTGAGACATTAGCTGATCCTGATACTGGTGAAGTTATTGCGCAAAAGGATACGGTCATTGAC
AAGAATGTCATGGCTAAACTATCCCCATACTTGGAACGTGACGACTTTAAGACGGTTACTTACACACCATCTGACGAAGCCGTTGTT
ACGAATCCAATGGTCTTACAAGTTGTTAAGGTTTATTCACAAAACGACCCTGAAAAGGTTGTGAACGTGATTGGTAATGGCAACATT
GATTTGAAGTTCAAGCACATTGTGCCTGCTGATATCATTGCTTCCATTAATTACTTCTTCAACTTGCAAGAAGGTCTTGGCTCAACC
GATGATATTGATCACTTGGGTAACCGGCGGATTCGTTCCGTGGGTGAATTATTGCAAAACCAATTCCGGATTGGGTTATCCCGGATG
GAACGGGTTGTGCGTGAACGGATGTCGATTCAAGATGCTGCGACGGTAACGCCACAACAATTGATTAACATTCGCCCAGTGGTTGCT
TCAATTAAGGAATTCTTTGGGTCATCACAATTGTCACAATTCATGGACCAAACCAACCCCTTAGGTGAATTAACGCATAAGCGGCGT
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TTATCAGCCTTAGGACCTGGTGGTTTGACTCGTGATCGGGCCGGATATGAAGTTCGTGACGTGCACTATACCCACTACGGTCGGATG
TGCCCAATCGAAACGCCTGAAGGCCCTAACATTGGTTTGATCAACAGTTTGTCTTCTTATGCGAAGGTCAACCGTTACGGCTTCATC
GAAACGCCATACCGGCGTGTCGATTGGACAACGCATAAGGTTACCGATAAGATCGACTACTTAGCAGCCGATGAAGAAGACCAATTT
GTGATTGCACAAGCCAACTCTCCATTGAATGATGATGGTTCTTTCGTTGAAGACACTGTTTTAGCTCGTAACAAGGAAGAAAACTTG
GAAACGCCAATCGAAAATGTCGATTACATGGACGTTTCGCCTAAACAAGTGGTTGCCGTCGCAACGGCATGTATTCCTTTCTTGGAA
AACGATGACTCTAACCGTGCTTTGATGGGTGCCAACATGCAACGACAAGCGGTGCCGTTACTTGATCCTCACGCGCCATTAATTGGG
ACTGGGATTGAATATAAAGCTGCACATGACTCAGGGATTGCCTTGATTTGTCGTCATGAAGGAACGGTTGAATACGTTGATGCTCGC
GAAGTTCGCGTTCGTCGCGATGATGGTTCATTAGACACTTACAAGTTAATGAAATTCCGTCGTTCTAACGGTGGTAAGAACTATAAC
CAACGGCCAATCGTTAAAGTTGGCGATCACGTTGATAACGATGAAGTCTTAGCCGATGGTCCAGCAATGGAAGGTGGGGAATTAGCC
CTTGGGCAAAACCCATTAGTTGCTTTCATGACTTGGAATGGTTATAACTTCGAAGATGCCATCATTATTAATGAACGTTTAGTCCGT
GAAGACGTCTACACGTCAATTCATATTGAAGAATATGAATCAGAAGCACGTGACACCAAGCTTGGACCTGAAGAAATGACTCGTGAA
ATTCCTAACGTCGGGGAAGATGCATTGAAGAACCTTGACGAAGACGGGATTATCCGGATTGGGGCCGAAGTTAAAGACGGTGACATC
TTGGTTGGTAAGGTAACGCCTAAAGGGGTTACGGAATTGTCAGCTGAAGAACGGCTTCTCCATGCGATCTTTGGTGAAAAGGCGCGT
GAAGTTCGGGATACGTCACTCCGGGTTCCTCATGGTGGCGGCGGTATCATCCAGGACGTTAAGATCTTTACTCGTGAAAACGGTGAT
GAATTATCTCCTGGCGTTAACATGATGGTTCGGGTCTACATCGCACAAAAGCGGAAGATCCAAGTTGGTGACAAGATGGCCGGTCGG
CATGGTAACAAAGGGACGGTTTCAATCGTGGTTCCTGAAGAAGACATGCCGTACATGCCTGATGGGACACCAATCGATATCATGTTA
AGCCCAATGGGTGTGCCTTCTCGTATGAATATCGGGCAAGTGCTCGAATTGCATTTGGGGATGGCTGCTCGGAAGTTAGGAATTCAC
ATGGCAACGCCTGTCTTTGATGGTGCTCAAGATACAGATATTTGGGAAGCCATTCGTGAAGCTGGGGTTGATTCAGATGCCAAGTCG
ATCGTCTATGATGGTCGGACTGGTGAACCGTTCGATAAGCGGGTCGCTGTTGGGGTCATGCACTACATGAAGCTTAGTCACATGGTT
GACGATAAGATCCATGCTCGTTCAATCGGACCTTACTCTTTGGTTACGCAACAACCACTTGGTGGGAAAGCGCAATTTGGGGGCCAA
CGTTTCGGTGAAATGGAAGTTTGGGCCTTGGAAGCTTATGGTGCAGCTTATACCTTGCAGGAAATCTTGACTTACAAGTCCGATGAC
GTTGTTGGTCGGGTTAAGACCTATGAAGCAATCGTTAAGGGCGAACCAATTCCAAAGCCTGGCGTACCGGAATCATTCCGCGTGTTG
GTTAAGGAATTGCAAGCACTCGGTCTTGACATGAAAGTCTTGGATTCTGAAGACAAAGAAATCGAATTGCGGGACATGGATGATGAT
GACGATGAAGTTGTCAATGTCGATGCACTCAGCAAGTTTAAACAACAACAAGATGAGAAGGCTGCGGACAAGGCCGCAAAAGCTGAC
GCCGCTAAGCCTTCTGAAACAACCAACGCTCAGCAAGATAATCAATAA

Lc. mesenteroides ATCC 8293

Accession number: CP000414 (Region: 1798123-1801731)

GTGGTAGGACATTTAGTAAAATACGGTAAGCACCGTACTCGTCGTTCATATGCTAGCATCAAAGAAGTACTTGATGTACCGAATTTG
ATTGAAATTCAAACGGCATCATATCAATGGTTTTTGAACGATGGTATTAAGGAAATGTTTGGCGACATCATGCCAATCGATGATTTC
CAAGGTACTTTATCTTTGGAATACGTTGATTATCAATTAATGGAACCAAAATATAATATTGACGAAGCACGTGAGCATGATGCAAAC
TATTCTGCACCACTACACGTTACATTACGTTTAACGAACCACGAAACTGGTGAAATTAAGTCGCAAGATGTATTCTTTGGTGATTTT
CCATTAATGACAGAGCAAGGAACGTTCATTATTAATGGAGCAGAGCGTGTTATTGTTTCACAGCTTGTTCGTTCACCCGGTATTTAT
TATAATCAGACAACTGATAAAAACGGACGTCCGCATTTTGGAACGACTGTTATTCCTAACCGTGGCGCATGGT TGGAGTATGAAACT
GATGCCAAGGGCATTGCTAACGTCCGCATTGATCGCACGCGTAAGTTGCTAATGACTGAATTAGTACGTGCACTTGGATTTGGTTCG
GATTCAGACATTATTGATATTTTTTCAGATCAATATGATGCATTGAACATGACCCTTGAAAAAGATGTCCATAAGGATATGTCAGAT
TCTCGTGTTGAAGAAGCATTGAAGGATGTATACGAACGTTTGCGTCCAGGTGAACCAAAGACTGCTGATTCATCACGTGCACTATTA
GTTGCTCGTTTCTTTGATCCAAAGCGTTATGATTTAGCTTCTGTGGGCCGTTATAAGATTAATAAAAAGCTGTCACTTAAGACACGT
TTGTTAAACCAAACATTAGCAGAAACATTGGCTGACCCTGATTCTGGTGAAAT TATTGCTGAAAAAGGTACGT TAGTTGATAAGGAA
GTTATTTCTAAATTAACACCATATTTGGATCGTGAAGATTTTAAGACAACAACATATACTCCATCAGGTGATGCTGTTCTTGAAGAA
CCTGTAACCCTTCAAAAAATCAAAATCGAATCTCCCGAAAACCCAGAAAAGACATTGTTGTTGATTGGCAATGGGCACATTGATGAA
GATGATCGTACAGTACGTCCAGCTGATATCTTGGCAGGTATGAACTACTTCTTGAACTTGCAAGAAGGTGTTGGTCATGTTGATGAT
ATTGACCACTTGGGTAACCGTCGTATTCGTTCTGTTGGTGAATTGTTGCAAAACCAATTCCGTATTGGCTTAACGCGTATGGAACGT
GTTGTTCGTGAACGCATGTCAATTCAAGATGCCAACACGGTTACACCACAACAGT TAATCAATATACGTCCTGTTGTAGCCGCTGTC
AAAGAATTCTTTGGTTCTTCACAATTGTCACAGTTTATGGATCAAACTAACCCATTGGGTGAAATGAACCACAAACGTCGTTTGTCA
GCTCTTGGACCGGGTGGTTTGACTCGTGATCGTGCCGGCGTTGAAGT TCGAGATGTTCACTATACACATTACGGTCGTATTGATCCG
ATTGAAACACCAGAAGGTCCTAACATTGGGTTGATTAACTCGTTGGCCACTTATGGTCGCATTAACAAATATGGTTTTGTTGAAACA
CCATACCGTCGTGTTGATTGGACAACTCATAAGGT TACAGATAAGAT TGATTATTTGACAGCCGATGAAGAAGATAACTATATTGTT
GCTCAAGCTAACTCACCATTAAATGAAGATGGTAGCTTTGTCCACAACACAGTTATGGCTCGTTTTGGTGAAGAAAACATTGAAACA
CCAATTGATCGTATTGACTACATGGACGTTTCGCCARAGCAGGTTGT TTCTGT TGGAACAGCTGCTATTCCGTTCTTGGAAAACGAT
GATTCCAACCGTGCTTTGATGGGTGCCAACATGCAACGTCAGGCAGTACCTTTGCTTGATCCACATTCACCATTAGTAGGAACAGGA
ATTGAGTATAAAGCAGCTCACGATTCTGGTGTTGCGATGATTGCACGCGCATCTGGTGAAGT TGAGTATGTGGACGGTCGCCARATC
CGAGTTCGTCGTGAAGATGGTCAGTTGGATACTTATGAATTGATGAAATTCCGTCGTTCAAACGGTGGTAAAAACTATAACCAAAAG
CCAATTGTACATGTCGGTGAGCATATTGAAGCCGACGAGGTTTTGGCAGATGGTCCTTCAATGGAACAAGGTGAATTGGCCTTGGGG
CAAAATCCCTTAATTGCTTTCATGACTTGGCAAGGATATAACTTCGAAGATGCCATTGTCTTAAATGAACGTTTGGTCCGTGAAGAT
GTTTATACTTCAATTCACATCGAAGAATACGATTCAGAAGCGCGAGACACAAAACTTGGACCGGAAGAAATGACTCGTGAAATTCCT
AACACTGGTGAAGATCAGTTAAAGGATTTGGATGCGGACGGTATTATTCGTGTCGGTGCTGAAGTGCACGATGGGGATATCTTAGTT
GGTAAGGTAACGCCTAAGGGTGTTACTGAACTTTCTGCTGAAGAACGTTTATTGCATGCCATTTTTGGCGAAARAAGCGCGTGAAGTA
CGTGATACATCATTACGTGTTCCTCATGGCGGCGGCGGTGTCGTTCAAAACGT TCGTATTTATACACCTGAAAATGGTGATGAATTA
GCACCAGGTGTCAACATGATGGTTCGTGTTTATATTGCACAAAAGCGTAAAATTCAAGT CGGTGATAAGATGGCTGGTCGTCATGGA
AACAAGGGAACTGTTTCTGTTGTTGTGCCAGAAGAAGATATGCCATATATGCCTGATGGAACACCTATTGACATTCTATTGTCACCC
ATGGGTGTGCCATCACGTATGAATATTGGGCAAGTACTTGAAT TGCACTTAGGATTTGCTGCCAAGAAACTTGGTATTCATGTTGCT
TCACCTGTCTTTGATGGTGCCAGTGATGATGAAATTGAAATGGCCTTACGTGAGGCTGGGTTACCACAAGACGGTAAGTCAGTTGTC
TATGATGGTCGCACTGGTGAAGCTTTTGACAAGCGTGTTGGTGTTGGTGTCATGCATTATATGARAACTAGCGCACATGGTTGACGAT
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AAAATTCATGCACGTTCAATTGGTCCTTACTCACTTGTTACACAACAGCCTTTGGGTGGTAAAGCCCAGTTTGGTGGACAGCGTTTC
GGTGAAATGGAAGTTTGGGCTTTGGAAGCTTATGGTGCAGCTTACACATTGCAAGAAATCTTGACGTATAAGTCAGATGATGTTGCA
GGCCGTGTTAAAGTGTATGAATCAATTATTAAGGGTGAACCAATTCCTCGTCCTGGTGTACCAGAGTCTTTCCGTGTTTTGGTTAAA
GAATTGCAGGCACTTGGCTTGGACATGCAAGTACTAGATGGTGCAGGTGATGAAGTTGAGTTGCGTCAAATGGATGAAGATGATTCA
ATTTTGCCTGTTGATGCACTTGAAAAGCTAGCCCGTACAAATCCTGATCTGTTAAACAAAGATGATGAAGAAGTTGCTGCAGCCTTC
TCTAAGGTTGAAGAACAAAGTCAAACATTTGAGGAAAAATAA

0. oeni PSU-1

Accession number: CP000411 (Region: 1282812-1286405)
TTGGTTACACATAATGTGAAGATAAATAAGCATGTTACTCGACGCAGTTACTCTTCTGCTAAAGAAGTGCTTGAAATCCCACCGTTG
ACCGAAGTCCAGACTGCCTCTTATAAGTGGTTTATGGATAAAGGCATTAAAGAAATGTTCAATGATATCATGCCTATCGAAGATTTT
GCCGGCAAGCTATCACTTGAATATGTAGATTACTCATTAGGAGAACCTAAATATTCGTTAAAGGAATCACGCGAACAAGCCGTTAAC
TATGCGGCTCCACTGCATGTTACTCTTCGTTTGACGAATAAAGAAACTGGCGAAATTAAGTCTCAGGATGTTTATTTTGGCGAATTT
CCATTAATGACCGAATATGGTTCCTTTGTGATTAATGGAGCCGAGCGTGTTGTTGTATCGCAGCTTGTTCGTTCTCCGGGAATTTAT
TACAACGAAGATACCGATAAAACCGGTAGAGTTGTTTATGGAACTACGGTTATTCCAAACCGTGGTGCTTGGTTGGAATTGGATACC
GATGCCAAAGGCGTTGCTAATATTCGAATTGACCGAACCCGTAAACTTCCGATTACGGAATTAATTCGTTCCTTTGGTTTTGGCTCT
GATTCGGAGATCCAAGATATCTTTGGCGACGAGATAGATTCTTTGAATTTGGCAATTGAAAAAGATGTTCATAAAGATCCTTCGATG
TCTAGAGTCGGTGAAGCCTTGGAAGATATTTACGAGCGTTTGCGTCCCGGTGAACCAAAAACGATTGATTCGTCTCGTTCACTATTA
GCGGCTCGTTTCTTTGATCCGAAACGTTATGATCTTGGCAATGTTGGTCGCTACAAGGTCAATAAAAAACTTTCTCTGAAATCCCGT
TTGTTGGGTCAGACTTTAGCTGAAGATATTTTGAATTCCGACGGCGAAGTTGTTGTTCCTAAGGACACGAAGATTGATAAGAAAAGT
ATGAAACTGATTTCTCCACTACTCGATGAAGAGGATTTTCACGTTGAAAATCTGCAACCTGATGAAGAAGGAGTCCTGCCCGATCCG
ATTAAAGTTCAGACGATTAAAATATTCAGTCAGGTTGATCCGACTAAAGTTATTAAATTAATCGGAAATGGTCACATTGACGAGTCG
ATTCATCACATTCTTCCTGCCGATATTATTGCCGGCATGAACTATTTCTTCAATCTCCAAGAGGGAGTCGGCGCGACTGACGATATC
GATCATTTAGGCAATCGTCGAATTCGTTCGGTTGGCGAACTGCTTGAAAACCAATTCCGTATTGGCCTCACGCGAATGGAACGTGTT
GTCCGCGAACGGATGTCGATTCAAGATTCCGACACTGTTACACCGCAACAATTAATTAATATTCGTCCGGTTGTTGCCGTAGTCAAA
GAGTTCTTTGGTTCTTCACAACTTTCTCAATTCATGGATCAAACCAATCCGCTTGGCGAATTGAACCATAAGCGTCGTTTGTCTGCC
TTGGGACCTGGTGGACTGACTCGTGATCGTGCTGGTTATGAAGTTCGTGATGTTCATTATTCTCATTACGGCCGTATTGATCCAATT
GAAACTCCAGAAGGCCCAAACATTGGTTTGATTACCTCTTTGGCTGTCTATGGACGGATCAACGAATATGGTTTTATCGAGACGCCT
TATCGCCGTGTTGATTGGGATACCCATAAAGTTACCGACAAGATTGATTACTTGACTGCCGATGTCGAAGATAATTACACGATTGCT
CAAGCTAACTCTCCGTTAAATGACGATGGATCTTTCACAAATCCAACTGTTACCGCTCGTCATGGCGATAACAATATTGAAACGCCA
ATTGAAGATGTCGACTACATGGATGTTTCTCCAAAACAGGTTGTTGCTGTTTCGACAGCTGCGATTCCTTTCCTTGAAAATGATGAT
TCCAACCGTGCTTTAATGGGGGCCAACATGCAGCGTCAGGCTGTTCCTTTGGTTGCTCCGCATTCTCCGATCGTTGGAACCGGAATT
GAATATCGTGCAGCGGTCGATTCCGGATTAGCACAAATTGCCGAAGAAAAGGGCACAGTCGAATATGTTGATGGCCGAACAATTAAA
GTCCGCGAAGAAGATGGAACTCTCCATGAATATCCATTAATGAAATTCCAGCGCTCGAATGGCGGAAAGAATTATAACCAGACTCCG
ATTGTTAAAGTTGGTGAAAAGATTGAAAAAGGTGAAGTGCTTGCCGATGGACCAGCAATGGAAAATGGTGAACTTGCTCTTGGACAA
AATCCGGTTATCGCCTTTATGACTTGGCATGGATATAACTTCGAAGATGCAATTGTCTTAAACGAACGACTGGTCCGTGACGATGTG
TACACATCTATTCATATCGAAGAACACGAGTCTGAAGCACGTGATACAAAACTTGGACCTGAAGAAATTACTCGTGAAATCCCTAAC
GTTGGTGAAGACCAATTAAAGGATCTTGATGATTCCGGGATTATTCGAATTGGTGCCGAAGTTGAAGATGGAGATATTTTAGTTGGA
AAAATTACTCCAAAGGGTGTAACGGAATTATCAGCCGAAGAACGTTTACTCCATGCTATTTTCGGTGAAAAGGCCCGTGAAGTTCGT
GATACTTCTTTGCGTGTTCCTCACGGTGGTGGCGGAATTATTCAGGATGTCGAAATTTTCACTCGAGAAAATGGCGATGAATTGGCT
CCTGGAGTTAATATGATGGTCCGGGTCTTCATTGCTCAAAAACGTAAGATCCAAGTCGGTGATAAGATGGCTGGCCGCCATGGAAAC
AAAGGAACTGTTTCGGTTGTTGTCCCAGAAGAAGATATGCCGTTTATGCCGGATGGCAGACCAATCGATATTCTCCTTTCTCCAATG
GGTGTTCCATCCCGTATGAATATCGGACAGATTTTGGAACTTCATTTGGGCATGGCAGCTAAAAAACTTGGTATTAAAATTATGACT
CCTGTTTTCGATGGAGCTTCTGATGATGAAATTATCGATGCTCTAAAAGAGGCTGGACTTGACGAAGATGGCAAGACAGTTCTTTAT
GATGGACAGACCGGTGAAGCCTTCGATAACCGAATCTCTGTTGGTGTTATGCATTATATGAAACTGGCTCACATGGTTGACGACAAG
ATTCACGCTCGTTCAATTGGACCATATTCTCTTGTTACGCAACAGCCTTTGGGTGGTAAAGCCCAATTCGGTGGACAGCGTTTTGGT
GAAATGGAAGTTTGGGCTCTTGAAGCCTATGGTGCTGCTTACACTTTGCAGGAAATTCTTACCTATAAGTCTGATGATGTTCGCGGT
CGTAATAAGGTCTTTGAATCTATCGTTAAAGGGCAGGCAATTCCAAAGCCCGGCGTTCCGGAATCTTTCCGTGTTCTTGTTAAAGAA
CTGCAGGCGCTTGGACTTGATATGAAGGTCCTCAATGGCAAAGGCCAAGAAGTAAAAATGGCTCAAATGGATGAAGACGATAATGTT
GCGACGGTTGATGCATTGGAACAGATCGCTAAAGAAAAGCCTGATTTGTTTAAAGGAGACGATGACGATACGCCACGGATTCCAGCA
ACAAAACTTGATGAAGAAAATGTTTAA

P. pentosaceus ATCC 25745

Accession number: CP000422 (Region: 1402290-1405898)

TTGGCAGGACATTTAGTTAAGTATGGTAAACATCGTACGCGCCGGAGCTATGCACGAATTAAAGAAGTGCTTGATCTACCTAATTTG
ATCGAGATTCAATCTGATTCGTACCAATGGTTCTTAGACGAAGGTCTCCGTGAAATGTTCAATGACATTATGCCGATTGAAGATTTT
GCAGGTAAATTATCACTTGAATTCGTCGATTATCAACTACTAGAACCAAAGTACACGGTTGACGAAGCTCGTGAACATGAAGCARAAC
TATTCTGCACCATTGCACGTAACTTTACGTTTAACAAACCACGAAACTGGCGAAATTAAATCACAAGACGTATTCTTTGGTGATTTC
CCATTAATGACAGAACAAGGTACTTTCATTATTAATGGAGCAGAACGTGTTATTGTTTCACAATTAGTTCGTTCACCTGGTGTCTAT
TACAACTTAGATACAGATAAAAATAATCGTAAAATTTGGGGAACAACCGTTATTCCTAACCGTGGGGCTTGGTTAGAATATGAAACA
GATGCTAAAGAAATTTCTTATGTACGGATTGATCGTACTCGTAAGATTCCAATGACCGAATTAGTTCGTGCCCTTGGATTTGGCTCT
GATGAAGAAATCATCGATATTTTTGGTGGTTCTGATAGTTTAGATTTCACTCTTGATAAAGATGTTCATAAGAATCCCGAAGATTCA
CGGGTTGCTGAATCATTGAAGGATATTTACGAACGTTTGCGTCCTGGTGAACCTAAGACTGCAGATAGT TCAAGAAGTTTGCTAACT
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GCGCGCTTCTTTGATCCAAAACGTTACGACATGGCTCCAGTAGGTCGTTACAAAGTAAATAAAAAACTTAGCCTTAAGACTCGTCTT
TTAGGTCAAACCCTAGCTGAAACATTAGCTGATCCTGATACAGGGGAAGTTATTGCTCAAAAGGGTGAAATGGTCAACAAAGACGTA
ATGAAGAAATTAGCAGTTTTCCTTGATCGTCCTGACTTCAAGATGGTTACATACCAACCATCTGAAGAAGCAGTCGTTACTGAACCA
ATGACTATCCAAGTTATCAAAGTTCAAGACCCTAACGACCCAGAACGTACATTGAATATGATTGGTAATGGTAATATCGATGCTAAA
TTGAAGCACATCACACCTGCTGATATTATTGCTTCAATGAATTACTTCTTCCTTCTTCAAGATGGAATTGGTAGTACAGATGATATT
GATCATTTGGGTAACCGTCGAATCCGTTCAGTTGGTGAACTACTTCAAAACCAATTCCGCATTGGTTTATCACGTATGGAACGTGTA
GTACGTGAACGTATGTCAATCCAAGATGCTGAAACAGTTACACCACAACAATTGATTAACATTCGTCCAGTAGTTGCTGCAACTAAA
GAATTCTTTGGTTCTTCACAATTGTCACAATTCATGGATCAAACTAACCCGCTTGGTGAATTATCACATAAGCGTCGTCTATCAGCA
CTTGGACCTGGTGGTTTGACTCGTGATCGTGCCGGATATGAAGTTCGAGACGTTCACTATACGCATTATGGTCGTATGTGTCCGATT
GAAACTCCCGAAGGTCCTAATATCGGTTTGATTAATAACTTGGCTTCATATGGTAAGATCAACCGTTATGGTTTTATCGAAACACCA
TATCGTCGTGTTTCATGGGAAGATCATAAAGTTACCGATCGTATTGATTACTTAACTGCTGACGAAGAAGATCAATTTGTTATTGCT
CAGGCTAACTCTCCACTTAATGATGATGGTTCATTTGCTGACGACGTAGTTATGGCTCGTCATGAAAGTGATAACATCGAAACTAGC
ATTGAAAATGTCGATTACATGGACGTTTCTCCTAAGCAAGTAGTTGCTGTTGCTACAGCATGTATTCCTTTCTTGGAAAATGATGAT
TCTAACCGTGCCTTGATGGGTGCTAATATGCAACGTCAGGCTGTTCCATTGGTTGATCCACATTCTCCATTAATTGGTACTGGTATT
GAATATAAAGCTGCGCATGATTCTGGGGTTGCTCTTTTATGTCAACACGCTGGTGTAGTTGAATATGTTGATGCACGTGAAGTACGT
GTCCGTCGTGATGATGGCGCACTTGATACTTACAAGCTCATGAAGTTCCGCCGTTCAAATGGTGGTAAGAACTACAACCAACGCCCA
ATTGTTCGAGTTAATGATAAAGTTGACGCGGATGAAGTACTAGCTGATGGTCCATCAATGGAACAAGGTGAATTAGCCCTTGGACAA
AACCCATTGATCGCCTTCATGACATGGCAAGGTTATAACTTCGAAGATGCGATTGCGATTAATGAACGTTTAGTTCGTGATGACGTA
TATACATCAATTCATATCGAAGAATATGAATCAGAAGCACGTGATACAAAACTTGGACCTGAAGAAATGACTCGTGAAATTCCTAAT
ATTGGTGAAGATGCCCTTCGCAATCTTGATCAAGATGGTATTGTTCGAGTTGGTGCTGAAGTTGAAGATGGTGACATCTTGGTTGGT
AAGGTTACTCCTAAGGGGGTCACAGAATTATCTGCTGAAGAACGCTTGCTTCATGCTATTTTCGGTGAAAAAGCTCGTGAAGTTCGT
GATACATCACTCCGTGTTCCACATGGTGGCGGCGGAATCGTTCAAGACGTTAAGATTTTCACTCGTGAAAATGGTGACGAATTATCA
CCTGGTGTAAACATGATGGTTCGTGTTTATATCGCTCAAAAGCGTAAACTCCAAGTTGGTGATAAGATGGCCGGACGTCATGGTAAC
AAAGGTACTGTTTCAGTGGTTATCCCACAAGAAGATATGCCTTACATGCCTGATGGAACTCCAATTGACATTATGCTTAGCCCAATG
GGTGTGCCTTCTCGTATGAATATCGGACAAGTTCTTGAACTTCATTTGGGAATGGCTGCACGTAACTTAGGTATCCACATGACAACT
CCTGTTTTTGATGGAGCCCAAGATAAAGATATTTGGGAAGCAGTTGCTGAAGCTGGTATGGATTCTGATGCTAAGTCTGTGCTTTAT
GATGGACGTACTGGTGAACCATTTGAACAACGTGTGGCTGTTGGTGTCATGCACTATATGAAACTTGCTCACATGGTTGATGATAAG
ATTCATGCTCGTTCAATTGGACCTTACTCACTTGTTACACAACAACCACTTGGTGGTAAAGCACAATTTGGTGGACAGCGTTTTGGT
GAAATGGAAGTTTGGGCTCTTGAAGCTTACGGTGCTGCATATACTCTTCAAGAAATCCTTACTTACAAGTCTGATGACGTCGTTGGT
CGAGTTAAGACATACGAAGCGATCGTTAAGGGTGAACCAATTCCACGCCCAGGTGTTCCAGAATCATTCCGAGTTCTTGTTAAAGAA
TTACAAGCTTTAGGACTTGATATGAAGGTTCTAGGTGGGGATGACCAAGAAGTTGAACTTCGTGATATGGACGAAGAAGATGACGAT
GTTGTGAATGTCGATGCTCTTAGCAAGTATGCTGAAAAGCAAAATGAAAAAACAAATGCTAGCGCTGAAGAAGCAAAGGCTCCATCA
ACGGAATCAGCTCCTGTTGAAACTAAAAACAATCAAAACTAA

W. paramesenteroides NCDO 803

Accession number: Y16471

CCATTAATGACACCAACAGGTACCTTTATTATTAATGGTGCTGAGCGTGTTATTGTTTCACAATTAGTACGTTCTCCTGGTGTGTAC
TACAATGAAGAATTAGACAAGAACGGACGCCCAAATTACGGTACAACATTCATTCCAAGTCGTGGTGCTTGGTTGGAATTTGAGACA
GATGCTAAGGGTCTNAGCTATGTTCGTATTGACCGTACGCGTAAGTTGCCAATCACAGAGTTGGTACGTGCATTGGGTTATGGTTCA
GACTCAGAAATCCTACAAATGTTAGGTGATCAATATGATTCTATCTCATTAACTCTGGACAAAGATGTGCACAAAGACATCGAACAT
TCACGAGTTGAAGAAGCCTTGAAAGACATCTACGAACGTTTACGTCCGGGAGAGCCTAAGACAGCTGATTCAGCACGTGCCTTGTTA
ACTGCACGTTTCTTTGACCCAAAGCGTTATGATTTAGCACCAGTTGGTCGTTACAAGATCAATAAGAAGTTGTCATTGAAGTCACGC
TTGATGGGCTTGACTTTGGGTGAAACTTTGGCTGACCCATATACTGGTGAAATTATTGCCGAAAAGGGTACATTGATTGACAAGAAG
GTTATGTCAGCATTGTCACCTTACTTGGATCGTGAAGATTTCAAGCGGACAACGTTCACACCTTCTGACGATGCGGTTGTTACGGAA
CCAATGGTTTTGCAAACAATTTTGGTTGAGAATCCAGAGGATCCAGAAAAGACATTACCAATCATTGGTAACGGTCAATTTGATCCA
GCTATTCGTACAGTTAAGCCAGCCGATATCATCGCTGGTATGAACTACTTCTTGAATTTGCCATTAGGCGTTGGTACGACTGATGAT
ATTGACCACTTGGGTAATCGTCGTATTCGTCGTGTTGGTGAATTGCTACAAAACACATTCCGTATTGGT TTGAGCCGTATGGAACGT
GTGGTTCGTGAACGTATGTCAATTCAAGACCCAGACACTGTTACACCACAACAATTGATTAATATTCGTCCAGTTGTTGCTGCTGTT
AAAGAGTTCTTCGGTTCATCACAATTGTCACAATTCATGGATCAAACAAATCCATTGGGTGAATTAACGAATAAGCGTCGTTTGTCA
GCCTTGGGACCTGGTGGTTTGACTCGTGACCGTGCCGGATATGAAGTTCGAGACGTTCACTATACACACTATGGTCGTATGGACCCA
ATTGAAACACCCGAAGGTCCTAACATTGGATTGATCAACTCATTAGCTACGTATGGACGTGTTAATAAGTACGGTTTCATTGAGACA
CCATATCGTCGTGTTGATTGGACAACTCACAAGGTTACTGACCGAATTGACTACTTAACAGCCGATGAAGAAGATAATTTCGTGGTT
GCCCAAGGAAATTCTGTCCTAAATGAAGATGGTTCATTTGCTACTGATACTGTTTTGGCTCGTAAGAGTGATGAAAACGTTGAAGTG
CCAATTGATCAAGTCGATTACATGGATGTTTCTCCTAAGCAAATCGTAGCGGTCGCTACTGCTGCCATTCCTTTCTTGGRAAATGAC
GACTCAAACCGTGCCYTGATGGGTGCCAACATGCGACGTCAAGCAGTTCCTTTGATTGATCCACATGCACCATTGATTGGTACTGGT
ATTGAATATAAGGCTGCTCACGATGCTGGTGTTGCGATTATTTCACAATATCCTGGTGTTGTTGAGTACGTTGACGGTCGCGAAATC
CGCGTTCGCCGTGAAGATGGTTCATTAGATAAGTATGCTTTGATGAAGTTCCGTCGTTCAAATGCTGGTAAGAACTATAACCAACGT
CCAATTGTTAAGGTTGGTGACAAGGTTGATGCTGATGAAGTATTGGCCGATGGTCCATCAATGGAACAAGGTGAATTGGCATTGGGT
CAAAACCCATTGATTGCCTTCATGACTTGGCAAGGATATAACTTCGAGGACGCTATCATTATTAATGAGCGTTTGATTCGTGATGAT
GTTTATACATCAATCCACATTGAGGAATACGAGTCAGAAGCGCGTGATACAAAGCTTGGCCCTGAAGAATTTACACGTGAAATTCCA
AACACTGGTGAAGATCAGTTGAAGAACTTGGATGAGCGCGGAATTATTCGCATCGGTGCTGAAGTTGAAGACGGTGATATTTTGGTT
GGTAAGGTAACGCCTAAGGGTGTGACTGAACTATCAGCTGAGGAGCGTTTGCTACATGCTATCTTTGGTGAGAAGGCTCGTGAAGTA
CGTGATACTTCATTGAAGGTTCCTCACGGTGGTGGTGGATTTGTCCAAGATGTTCGTATCTTCACTCGTGAAAATGGGGATGAATTG
TCACCAGGTGTTAACATGATGGTTCGTGTCTACATTGCCCAACGTCGTAAGATTCAAGTTGGTGATAAGATGKCCGGGCGTCATGGT
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AACAAGGGAACGGTATCAGTTATTGTACCTTCTGAAGATATGCCATTTATGCCAGATGGTACGCCAATTGATATTATGTTGTCACCA
ATGGGTGTGCCTTCACGTATGAATATTGGTCAAGTACTTGAGTTGCACTTAGGTATGGCTGCCCGTGAACTAGGTATTCACGTTGCA
TCACCTGTCTTTGATGGGGCTCGTGACACGGATATTTGGGATGCCATTCAAGAAGCTGGTTTGCCAGCCGATGGAAAGTCAATTCTT
TATGATGGTCGTACTGGTGAGGCATTCGATAAGCGTGTATCTGTTGGTATCATGCATTATATGAAACTAGCTCACATGGTAGACGAT
AAAAT

8.1.6 Nukleotid-Sequenzen reamplifizierter Banden der
Denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese

Die Banden wurden aus dem DGGE-Gel ausgeschnitten (Abb. B8), eluiert und reamplifiziert. Die
Ansequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte erfolgte mit dem Primer rpoB-F.

Bande 1a (Bemerkung: Chromatogramm wies starkes Hintergrundrauschen auf)
GATCGTGCTGGATATGAAGTTCGTGATGTGCATTACGCTCATTATGGCCGGATGTGTCCAATTGAAACTCCTGAAGGACCAAACATT
GGATTGATCACGACTTTGGCTAGCTACGGAAGGATCAACAAGTATGGTTTTATTGARAACCCCTTATCGTCGTGTTTTATGGACGACC
CATGCGGTTACGATTAATATTGATTCCTTGACTGCTGATGAAGAAGAGAATTCTTTTATTGCTCAGGCTAACTCACCATTAAATGAC
GATGGTTCAATTGTGGATCAAATGGTTACGGCTCGTCATGAAATTAAAAATATAGAAATCATCATTGAAATTGTCGATTA

Sequenzvergleich der Banden 1b und 8

Bande 1b CARAACCAATCCGCTTGGCGAATTGAACCATAAGCGTCGTTTGTCTGCCTTGGGACCTGGTGGACTGACTCGTG
Bande 8 = —--m- oo oo oo
Bande 1b ATCGTGCTGGTTATGAAGTTCGTGATGTTCATTATTCTCATTACGGCCGTATTGATCCAATTGAAACTCCAG
Bande 8 = —----—----—- ATGAAGTTCGTGATGTTCATTATTCTCATAACGGCCGTATTGATCCAATTGAAACTCCAG

KK AR KA AR AR AR KA AR A A KAA KNI AR A A A A AR e AA A A AR AR A A AR A AR A A A A A A AR A ARk Kk

Bande 1b AAGGCCCAAACATTGGTTTGATTACCTCTTTGGCTGTCTATGGACGGATCAACGAATATGGTTTTATCGAGAC
Bande 8 AAGGCCCGAACATTGGTTAGATTACCTCTTTGGCTGTCTATGGACGGATCAACCAATATGGTTTTATCGAGAC

KAKXKAKNA KAAXKAIAKAKREAKR e A AKX A KR KAAKAAXAA AR A XA KA A A XA AR A AAA XA AR A, Ak d kA kA kA Ak A A Ak k kK

Bande 1b GCCTTATCGCCGTGTTGATTGGGATACCCATAAAGTTACCGACAAGATTGATTACTTGACTGCCGATGTCGAA
Bande 8 GCCTTATCGCCGTGTTGATTGGGATACCCATAAAGTTACCGACAAGATTGATTACTTGACTGCCGATGTCGAA

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A kA A A A A Ak Ak kK

Bande 1b GATAATTACACGATTGCTCAAGCTAACTCTCCGTTAAATGACGATGGATCTTTCACAAATCCAACTGTTACCG
Bande 8 GATAATTCCTCAATTGCTCAAGCTAACTCTCCGTTAAATGACCATGGATCTTTCACAAATCCAACTGTTACCG

KAKKAAKNK Kok FAAKAAIAKAAXAKAAKRKAAKAAXAA AR A XA KA A A XA A, dA A XA A A A AR A AR AR A A kA A A A Ak kA kKK

Bande 1b CTCGTCATGGCGATAACAATATTGAAACGCCAATTGAAGATGTCGACTACATGG
Bande 8 CTCGTCATGGCGATAACAATATTGAAACCCCCATTGAAGATGTCGACTACATGG

hhkrxhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkdx **x ,hkkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkkhkkhxhkxx
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8.2 SAPD-PCR-Bandenmuster

Tab. 8.1: Sequenzlangen der SAPD-PCR Fragmente verschiedener Saccharomyces-Arten (Abb. 3.1)

Art Stamm Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers A-Not in bp, gerundet auf 10 bp
S. cerevisiae DSM 70449" 2760 1880 1570 1400 1290 1200 1000 670 590 470 410
93 3050 2760 1880 1400 1290 1200 1000 670 590 470 410
462 3050 2760 1880 1400 1290 1200 1000 670 590 470 410
S. bayanus CBS 7001 2630 2300 1960 1730 1570 1400 1100 1020 890 730 610 550 310
CBS 395 2630 2300 1960 1730 1570 1400 1100 890 730 610 550 310 210
DSM 70412" 2630 2300 1960 1730 1570 1400 1100 1020 890 730 610 550 310
S. pastorianus DSM 6580" 2300 1880 1660 1400 1200 890 730 670 590 470 410
NCYC 529 2300 1880 1660 1400 1290 1200 890 730 670 590 470 410
S. paradoxus CBS 432" 2950 2470 1960 1620 1400 1200 1070 890 800 690 610 570 520 410 340
28 2950 2470 1960 1620 1400 1200 1070 890 800 690 610 570 520 410 340
35 2950 2470 1960 1620 1400 1200 1070 890 800 690 610 570 520 410 340
S. cariocanus CBS 8841" 1960 1130 1040 890 810 670 570 510 210
NCYC 2821 1960 1130 1040 890 810 670 570 510 210
S. mikatae NCYC 2970 2300 1960 1460 1290 1110 910 670 570 410 340 270
CBS 8839" 2300 1960 1460 1290 1110 910 670 570 410 340 270
S. kudraivzevii CBS 8840" 3200 2030 1810 1620 1450 1100 890 800 730 610 310 160
NCYC 2969 3500 3050 2030 1810 1620 1450 1330 970 890 730 620 510 480 310 270
S. arboricola CBS 10644" 2030 1570 1400 1170 1110 1040 890 800 770 730 550 420 370 340 300
210
S. eubayanus CBS 12357" 3050 2760 2300 1400 1060 1000 890 590 430
Hybride CBS 8614 2630 2300 1960 1880 1730 1570 1450 1400 1290 1200 1100 800 670 610 590
470 410 210
NCYC 3518 3050 2760 1880 1620 1570 1450 1290 1200 950 890 800 730 670 610 590
470 410 210
Art Stamm Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers C-Not in bp, gerundet auf 10 bp
S. cerevisiae DSM 70449" 2470 2130 2080 1860 1780 1440 1330 1220 1100 710 470
93 2470 2380 2130 2080 1860 1780 1440 1220 1100 710 470 190
462 2470 2380 2130 2080 1860 1780 1440 1220 1100 710 470
S. bayanus CBS 7001 3350 2470 2240 2130 1980 1780 1640 1400 1220 940 850 790 680 580 430
290 190
CBS 395 3350 2470 2240 2130 1780 1640 1400 1220 940 850 790 680 580 430 290
DSM 70412" 3350 2470 2130 1980 1640 1440 1330 1220 940 850 790 680 580 430
190

140



Anhang

Fortsetzung Tab. 8.1: Sequenzlangen der SAPD-PCR Fragmente verschiedener Saccharomyces-Arten (Abb. 3.1)

Art Stamm Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers C-Not in bp, gerundet auf 10 bp
S. pastorianus DSM 6580" 3780 3450 2470 2130 1860 1780 1640 1440 1150 940 870 710 560 450 270
190
NCYC 529 3450 2470 2380 2130 2080 1860 1780 1440 1150 940 870 710 560 450 270
190
S. paradoxus CBS 432" 2380 2130 2080 1670 1330 1240 1130 1020 940 850 760 670 470 400
28 2380 2130 2080 1670 1330 1240 1130 1020 940 850 760 670 470 400
35 2380 2130 2080 1670 1330 1240 1130 1020 940 850 760 670 470 400
S. cariocanus CBS 8841" 2470 2130 2080 1860 1100 1020 850 790 670 470 400
NCYC 2821 2470 2130 2080 1860 1100 1020 850 790 670 470 400
S. mikatae NCYC 2970 5140 3780 2470 2130 1860 1640 1330 1070 1000 910 710 640 430 150
CBS 8839" 5140 3780 2470 2130 2080 1860 1640 1330 1070 1000 910 710 640 430 330
150
S. kudraivzevii CBS 8840" 2740 2130 1750 1440 1220 1020 960 710 600 520 430
NCYC 2969 2740 2240 1860 1440 1220 1100 1050 960 910 790 710 580 520 450 220
S. arboricola CBS 10644" 3000 2610 2130 2080 1730 1550 1440 1220 1070 1000 850 680 520 450 430
330
S. eubayanus CBS 12357" 3450 2530 1980 1620 1440 1130 1020 940 850 710 520 450 360 270 190
Hybride CBS 8614 2130 1440 1220 1020 940 850 790 710 520 290
NCYC 3518 2470 2380 2130 2080 1860 1780 1440 1330 1220 1100 1020 960 910 710 520
430
Art Stamm Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers T-Not in bp, gerundet auf 10 bp
S. cerevisiae DSM 70449" 4370 3270 2740 2500 1370 1120 980 910 750 540 410
93 4370 3270 2740 2500 1370 1120 980 910 750
462 4370 3270 2740 2500 1370 1120 1080 980 910 750 610 540
S. bayanus CBS 7001 3610 3000 2370 2030 1860 1660 1320 1120 950 910 880 670 410
CBS 395 3610 3000 2370 2030 1860 1660 1320 1120 950 910 880 670 410
DSM 70412" 3890 3610 3000 2370 2030 1860 1660 1320 1120 950 910 880 670 610 490
410
S. pastorianus DSM 6580" 3890 2030 1770 1370 1160 1120 950 880 750 610 490 410
NCYC 529 3890 2030 1770 1370 1160 1120 980 950 880 750 610 490 410
S. paradoxus CBS 432" 2740 2030 1610 1460 1120 840 760 670 600 540
28 2740 2030 1610 1460 1120 840 760 670 600 540
35 2740 2030 1610 1460 1120 840 800 670 600 540
S. cariocanus CBS 8841" 2500 2060 1930 1460 1080 980 840 810 760 700 670 600 410
NCYC 2821 2500 2060 1930 1460 1080 980 840 810 760 700 670 600 410
S. mikatae NCYC 2970 3890 2400 2150 1980 1520 1370 1010 900 840 610 420 340
CBS 8839" 3890 2400 2150 1980 1520 1370 1010 900 840 610 420 340
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Fortsetzung Tab. 8.1: Sequenzlangen der SAPD-PCR Fragmente verschiedener Saccharomyces-Arten (Abb. 3.1)

Art Stamm Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers T-Not in bp, gerundet auf 10 bp

S. kudraivzevii CBS 8840" 3380 2700 2060 1930 1770 1570 1460 1120 1010 960 840 760 680 490 340
NCYC 2969 3380 2060 1770 1660 1590 1460 930 880 760 680 490 340 270

S. arboricola CBS 10644" 2500 2370 1980 1660 1460 1160 1090 1010 930 780 670 600 420 300

S. eubayanus CBS 12357" 3890 2030 1170 1370 1030 920 880 610 460 340

Hybride CBS 8614 3610 2060 2030 1860 1590 1370 1320 1120 980 950 910 880 490 410
NCYC 3518 4370 3380 3270 2700 2500 2370 2060 1770 1570 1460 1370 1120 980 910 840

760 750 610 490 340

Tab. 8.2: Sequenzliangen der nSAPD-PCR Fragmente verschiedener O. oeni-Staimme (Abb. 3.16)

Stamm  Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers C-Not-C in bp, gerundet auf 10 bp

BS 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380 240
B64 1740 1420 1240 1040 920 840 700 570 440 380
B70 1420 1240 1040 900 840 460 380

B139' 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380 240
B232 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

B235 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

B241 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

B243 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

B244 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

B325 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

B367 1420 1240 1040 900 840 700 570 440 380

Stamm  Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers C-Not-T in bp, gerundet auf 10 bp

BS5 1540 1240 1040 980 910 680 580 490 420 350 290

B64 1540 1370 1240 1040 980 910 850 680 620 520 420 380 350
B70 1320 1240 1040 980 850 680 520 420 350 290

B139" 1540 1240 1040 980 730 680 620 580 490 420 380 350 260
B232 1540 1370 1240 1040 980 680 580 490 420 350 290

B235 1540 1370 1240 1040 980 680 580 490 420 350 290

B241 1540 1370 1240 1040 980 680 580 490 420 350 290

B243 1540 1370 1240 1040 980 680 580 490 420 350 290

B244 1540 1370 1240 1040 980 680 580 490 420 350 290

B325 1540 1370 1240 1040 980 850 730 680 580 490 420 380 350
B367 1540 1370 1240 1040 980 680 620 520 490 420 350 290
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Fortsetzung Tab. 8.2: Sequenzlangen der nested SAPD-PCR Fragmente verschiedener O. oeni-Stamme (Abb. 3.16)

Stamm  Amplifikationsprodukte unter Verwendung des Primers C-Not-A in bp, gerundet auf 10 bp

B5 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1220 1120 1010 940 890 860 750 680 610 530 480 440
410

B64 3260 2360 1840 1580 1520 1400 1270 1160 1040 890 750 680 610 530 440 410 370

B70 3410 3260 2560 2190 1840 1580 1520 1290 840 750 680 430 410

B139' 3260 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1010 940 890 750 680 610 530 440 410

B232 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1010 940 890 750 680 610 530 480 440

410

B235 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1010 940 890 860 750 680 610 530 480
440 410

B241 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1010 940 890 860 750 680 610 530 440
410

B243 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1010 940 890 860 750 680 610 530 440
410

B244 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1010 940 890 860 750 680 610 530 440 410
B325 3610 3260 2560 2360 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1040 940 890 750 680 610 530

440 410
B367 3260 2190 1840 1580 1520 1400 1270 1220 1120 1010 890 860 750 680 610 530 480 440
410
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8.3 Datenmatrizen zur Cluster-Analyse

Tab. 8.3: Datenmatrix zur Cluster-Analyse von Arten der Gattung Saccharomyces (Abb. 3.1)

Stamm 1/0-Matrizen abgeleitet anhand der Amplifikation mit dem Primer

A-Not C-Not
DSM 70449" | 000010000010000100101100000000100000000010010000010010000000000000001001101100000010101001
93 001010000010000000101100000000100000000010010000010010000000000000001101101100000010001001
462 001010000010000000101100000000100000000010010000010010000000000000001101101100000010001001
CBS 7001 000001010100100100100000010001000010001000100100000000010000000100001011010100010001001000
CBS 395 000001010100100100100000010000000010001000100100000000010010000100001011000100010001001000

DSM 70412" 000001010100100100100000010001000010001000100100000000010000000100001001010000010010101000
DSM 6580" 000000010010010000100100000000000010001010010000010010000000011000001001001100010010000100

NCYC 529 000000010010010000101100000000000010001010010000010010000000001000001101101100000010000100
CBS 432" 000100100100001000100100001000000010100100101010000010100000000000000101100000100000110010
28 000100100100001000100100001000000010100100101010000010100000000000000101100000100000110010
35 000100100100001000100100001000000010100100101010000010100000000000000101100000100000110010
CBS 8841" 000000000100000000000001000010000011000010001001000000000010010000001001101000000000000001

NCYC 2821 000000000100000000000001000010000011000010001001000000000010000000001001101000000000000001
NCYC 2970 000000010100000010001000100000000100000010001000000010100100110000001001001000010000100000
CBS 8839" 000000010100000010001000100000000100000010001000000010100100110000001001101000010000100000
CBS 8840" 010000001001001001000000010000000010101000100000000000010001000001000001000010000010001000
NCYC 2969 101000001001001001010000000000010010001001000001100000010100000001000010001000000010001001
CBS 10644 000000001000000100100010100010000010111000000100000101101010000010100001100001000110001000
CBS 12357" 001010010000000000100000000100100010000000010000001000000000001000010000010000001010000010
CBS 8614 000001010110100101101100010000000000100010110000010010000010000000000001000000000010001000
NCYC 3518 001010000010001101001100000000001010101010110000010010000010000000001101101100000010101001

Stamm 1/0-Matrizen abgeleitet anhand der Amplifikation mit dem Primer

C-Not T-Not
DSM 704497 | 00000000000100000001000000000010001010100000000000000010010000100001000000010000010001000
93 00000000000100000001000000001010001010100000000000000010010000100001000000010000000000000
462 00000000000100000001000000000010001010100000000000000010010100100001000000010001010000000
CBS 7001 00000100110010001000010001001000100100001001001010000001010000001001010000000010000001000
CBS 395 00000100110010001000010001000000100100001001001010000001010000001001010000000010000001000

DSM 70412" 00000100110010001000010001001001100100001001001010000001010000001001010000000011001001000
DSM 6580" 00000101000100000100100000101001000000000001000100000010110000001000010000010001001001000

NCYC 529 00000101000100000100100000101001000000000001000100000010110000101000010000010001001001000
CBS 432" 00100100101001000001001000000000000010000001000001000100010000000000001000100010110000000
28 00100100101001000001001000000000000010000001000001000100010000000000001000100010110000000
35 00100100101001000001001000000000000010000001000001000100010000000000001010000010110000000
CBS 8841" 00100000110001000001001000000000000000100010010000000100000100100000001100101010100001000

NCYC 2821 00100000110001000001001000000000000000100010010000000100000100100000001100101010100001000
NCYC 2970 10010010000100100000010000000101000000010100100000001110000001000000101000000001000010100
CBS 8839" 10010010000100100000010010000101000000010100100000001110000001000000101000000001000010100
CBS 8840" 00101000000100010010010000000000010001000010010100010000010001010000001000100100001000100
NCYC 2969 01001010010100001010100000010000010000000010000110100000000000000100010000100100001000101
CBS 10644 10010000100010000010110010000000000000101000100010000000101001000100000001000010100010010
CBS 12357" 00100100100100000010100100101001000000000001000100000110000010000010010000000001000100100
CBS 8614 00100100110100000010000001000000100000000011001000100111010000101001010000000000001001000
NCYC 3518 00101010000100000010010000000010011001101010000100010010010000100001001000110001001000100
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Tab. 8.4: Datenmatrix zur Cluster-Analyse verschiedener O. oeni-Stamme (Abb. 3.16)

Stamm 1/0-Matrizen abgeleitet anhand der Amplifikation mit dem Primer
C-Not-C C-Not-T C-Not-A
B5 01110111101111001111001010110110001001111100101011110111111010
B64 11111011101101101111101101011100001010111101010100100111101011
B70 01110110010100011110101001010110011101111010000000001110000110
B139' 01110111101111001110011110111101001000111101101011100111101010
B232 01110111101101101110001010110110001001111101101011100111111010
B235 01110111101101101110001010110110001001111101101011110111111010
B241 01110111101101101110001010110110001001111101101011110111101010
B243 01110111101101101110001010110110001001111101101011110111101010
B244 01110111101101101110001010110110001001111101100011110111101010
B325 01110111101101101110111010111100101110111101101101100111101010
B367 01110111101101101110001101110110001001111101101010110111111010
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8.4 Restriktionsverdau verschiedener Genregionen von Arten
der Gattung Saccharomyces
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Abb. 8.1A: Restriktionsmuster von Teilbereichen der Gene CAT8 und CYR1 (vergl. Tab. 2.6), nach Verdau mit den
angegebenen Restriktionsenzymen, verschiedener Saccharomyces-Stamme. Hybride sind durch ein Kastchen
gekennzeichnet. ': Typstamm; Standard: GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo). *: vergl. Tab. 3.2.
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Abb. 8.1B: Restriktionsmuster von Teilbereichen der Gene GSY1 und OPY1 (vergl. Tab. 2.6), nach Verdau mit den
angegebenen Restriktionsenzymen, verschiedener Saccharomyces-Stamme. Hybride sind durch ein Kastchen
gekennzeichnet. ": Typstamm; Standard: GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo). ”: vergl. Tab. 3.2.
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Abb. 8.1C: Restriktionsmuster eines Teilbereichs des Gens MET6 (vergl. Tab. 2.6), nach Verdau mit den
angegebenen Restriktionsenzymen, verschiedener Saccharomyces-Stamme. Hybride sind durch ein Kastchen

gekennzeichnet. MET6-K: S. kudriavzevii-spezifisches Allel; T Typstamm; Standard: GeneRuler DNA Ladder Mix
(Thermo). v vergl. Tab. 3.2.
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Tab. 8.5: Restriktionsmuster verschiedener Genregionen von Stammen der Gattung Saccharomyces (Abb. 8.1A-C)

Restriktionsmuster nach Verdau der angegebenen Genregionen® mit den entsprechenden Enzymen, FragmentgroRe in bpb

CAT8 CYR1 GSY1
Art Stamm Hhal Mspl Haelll Mspl Mspl
S. arboricola CBS 10644" 750 240 530 570 570 350 400
DSM 70412" 750 240 280 320 570 570 350 400
S. bayanus CBS 395 750 240 280 320 570 570 350 400
CBS 7001 750 240280320 570 570 350 400
cBs 8841" 750 750 570 200 400 200 300 350 (450) (600)
S. cariocanus NCYC 2821 750 750 570 200 400 200 300 350 (450) (600)
CBS 5313 750 750 570 200 400 200 300 350 (450) (600)
DSM 70449" 750 690 570 200 400 200 600
S. cerevisiae 93 750 690 570 200 400 200 600
462 750 690 570 200400 200 600
S. eubayanus CBS 12357" 750 320390 570 570 350 400
CBS 8840" 200 590 240 490 100 170 200 290 (150) 460 (570) 200 300 350 (450) (500)
s, kudriavzevii NCYC 2969 200 610 180 490 100 170 200 290 (150) 460 (570) 200 300 350 (450) (500)
’ NCYC 3494 200 590 240 490 100 170 200 290 (150) 460 (570) 200 300 350 (450) (500)
727 200 590 240 490 100 170 200 290 (150) 460 (570) 200 300 350 (450) (500)
CBS 8839" 150260 410 240 490 160 390 (100) 500 760
S. mikatae NCYC 2970 150 260 410 240 490 160 390 (100) 500 760
CBS 10522 150260 410 320490 160 390 (100) 500 200 600
cBS 432" 750 750 220390 200 400 350450
S. paradoxus 28 750 750 220390 200 400 350450
35 750 750 220390 200 400 350450
DSM 6580" 750 320390 690 570 200400570 350 400
S. pastorianus ~ NCYC 396 750 320390 690 570 200400570 350 400
NCYC 529 750 320390 690 570 200400 570 200 350 400 600
S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii
CBS 8614 200590 750 240 280 320490 690 100170 290 570 (150) 200 400 460 (570) 200 300 350 400 (450) (500) 600
S. cerevisiae x ~ NCYC 3518 200590 750 240490 (530) 690 100170 290 570 (150) 200 400 460 (570) 200 300 350 (400) (450) (500) 600
kudriavzevii NCYC 3739 200 590 750 240 490 690 100 170 290 570 (150) 200 400 460 (570) 200 300 350 (450) (500) 600
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Fortsetzung Tab. 8.5: Restriktionsmuster verschiedener Genregionen von Stammen der Gattung Saccharomyces (Abb. 8.1A-C)

Restriktionsmuster nach Verdau der angegebenen Genregionen® mit den entsprechenden Enzymen, FragmentgroRe in bpb

MET6 MET6-K¢ OPY1

Art Stamm Haelll Hinfl ScrFl Haelll Hinfl ScrFl Haelll Scrfl

S. arboricola CBS 10644" 200 480 620 680 - - - 760 310460
DSM 70412" 200 480 620 610 680 - - - 350400 760 220260 310 560

S. bayanus CBS 395 200 480 620 680 - - - 350 400 220 560
CBS 7001 200 480 620 680 - - - 350 400 220 560
CBS 8841" 640 200 450 680 - - - 760 310460

S. cariocanus NCYC 2821 640 200 450 680 - - - 760 310460
CBS 5313 640 200 450 680 - - - 760 310400
DSM 70449" 680 200 450 680 - - - 760 310460

S. cerevisiae 93 680 200 450 680 - - - 760 310460
462 680 200 450 680 - - - 760 310460

S. eubayanus CBS 12357" 200 480 620 610 - - - 760 220260310
CBS 8840" - - - 680 620 680 250510 750

s, kudriavzevii NCYC 2969 - - - 680 620 680 250510 750

’ NCYC 3494 - - - 680 620 680 250510 750

727 - - - 680 620 680 250 400 750
CBS 8839" 680 620 610 - - - 160 200 350 220 500

S. mikatae NCYC 2970 680 620 610 - - - 160 200 350 220 500
CBS 10522 680 620 610 - - - 160 200 350 220500
CBS 432" 680 620 680 - - - 250510 310460

S. paradoxus 28 680 620 680 - - - 250510 310460
35 680 620 680 - - - 250510 310460
DSM 6580" 200 480 680 200 450 620 610 680 - - - 760 220260 310 460

S. pastorianus  NCYC 396 200 480 680 200 450 620 610 680 - - - 760 220260 310 460
NCYC 529 200 480 680 200 450 620 610 680 - - - 760 220260 310 460

S. bayanus x cerevisiae x kudriavzevii
CBS 8614 200 480 680 200 450 620 210680 680 620 680 250350 400430510760 220310460 560 750

S. cerevisiae x ~ NCYC 3518 200, 680 200 450 210 680 680 620 680 250430510 760 310400 460 750

kudriavzevii NCYC 3739 680 200 450 680 680 620 680 250510 760 310460 750

-: kein PCR-Produkt, *: vergl. Tab. 2.6, ®. Die FragmentgroBen wurden durch Auswerten der Agarosegele (Abb. 8.1A-C) mit Hilfe der Software Bio-1D bestimmt und
auf 10 bp gerundet. Hierbei wurden Fragmente, die kleiner als 100 bp waren nicht beriicksichtigt. “: S. kudriavzevii-spezifisches Allel.
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