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1. Einleitung

1.1 Schidlingshefen in der Weinbereitung

Die Weinfermentation ist ein komplexer mikrobiologischer Prozess an dem verschiedene
Hefen und Bakterien beteiligt sind. Hefen sind in der Weinbereitung nicht nur fiir die
erwiinschte alkoholische Gérung verantwortlich, sondern kénnen im Gegensatz dazu auch
zu einer Schiadigung, einem Qualitdtsverlust und dem Verderb des Weins fithren. Eine
Beeintrachtigung durch Hefen kann wéhrend des gesamten Prozesses der Weinbereitung,
von der Angdrung des Mostes iliber die Lagerung und Reifung im Fass bis zur Abfiillung
und selbst danach in der Flasche auftreten. Die Schiadigung beruht hauptsichlich auf der
Bildung von qualitdtsmindernden Stoffen in Most und Wein, einer Hautbildung wihrend der
Lagerung oder der Triibung des Flascheninhalts und Kohlenstoffdioxid-Bildung durch
Vermehrung von Hefen nach der Abfiillung. In einigen Fillen kann die Farbe des Weins
(insbesondere von Rotwein) negativ beeinflusst werden (Suaréz et al. 2007).

Von den vielen bekannten ,,wilden* Hefen (Tab. 1), die ebenso wie die ,,echten* Weinhefen
(Saccharomyces cerevisiae) iiberwiegend mit den Trauben, aber auch {ber andere
Infektionswege in die Weinbereitung eingebracht werden, spielen nach Ablauf der
alkoholischen Gérung nur wenige Arten eine bedeutende Rolle als weinschidigende
Mikroorganismen (Kunkee & Bisson 1993). Gemeinsames Merkmal einiger Vertreter dieser
Gruppe ist deren Alkoholtoleranz und eine erhdhte Resistenz gegeniiber des in der
Weinbereitung regelmdfig als antioxidatives und antimikrobielles Mittel eingesetzten
Schwefeldioxids. Aus Sherry-Weinen mit bis zu 22 Vol. % Alkohol (Thomas 1993) und
einem Most mit 2 g/l freiem Schwefeldioxid (Dittrich & GroBmann 2005), das entspricht
einem Vielfachen der maximal in Weinen zuldssigen Hochstmenge (Ambrosi 2002, VO EG
Nr. 1493/1999), konnten regelrechte . Uberlebenskiinstler” isoliert werden. Die langsam
girende Schwefeldioxid-resistente Hefe Zygosaccharomyces bailii wurde in Traubenmost-
konzentraten gefunden. Dort bildete sie iiber einen ldngeren Zeitraum betrachtliche Mengen
an Kohlenstoffdioxid und fiihrte zum Platzen von geschlossenen Behiltern (Dittrich &
GroBmann 2005). Dariiber hinaus bildet diese osmotolerante Hefeart unvollstindig geteilte
Sprossverbdnde aus und bewirkt so einen kriimeligen Bodensatz in infizierten Weinen.

Auch Saccharomycodes Iludwigii 1st duBerst Schwefeldioxid-resistent und kann den
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abgefiillten Wein durch Eintriibung deutlich schiadigen. Diese Hefe kann grofle Mengen von
Acetaldehyd produzieren (Kunkee & Bisson 1993). Zur Gruppe der Apiculatus-Hefen, die
sich morphologisch durch das Auftreten von zitronen- oder keulenformigen Zellen
auszeichnen (Dittrich & GroBmann 2005), gehdren neben Saccharomycodes ludwigii auch
die am haufigsten auf Trauben und im Most anzutreffende Wildhefe-Gattung
Hanseniaspora. Insbesondere die Art Hanseniaspora uvarum (teleomorphe Form von
Kloeckera apiculata), die phylogenetisch dem Klyveromyces-Cluster zuzuorden ist (Abb. 1),
dominiert meist zu Beginn einer spontan anlaufenden Gérung (ohne Zugabe von S.
cerevisiae-Reinzuchthefen) die Hefeflora im Most. Die potentielle Schidigung in der
Weinbereitung liegt bei dieser Hefe in der Hemmung der Vermehrung von S. cerevisiae
(Sponholz et al. 1990), unter anderem durch die Bildung von fliichtiger Sdure (Essigsédure)
zu Beginn der Girung (Romano et al. 1992). H. wuvarum bildet darliber hinaus
Essigsdureamyl- und Essigsdurethylester, sowie Schwefelwasserstoff (Dittrich & GroBmann
2005). Im Gegensatz zur Weinhefe Saccharomyces cerevisiae und den Schidlingshefen
Zygosaccharomyces cerevisiae und Saccharomycodes [udwigii ist die Schwefeldioxid-
Toleranz von H. uvarum jedoch sehr gering. Die Verwendung von Reinzuchthefen (S.
cerevisiae) als Starterkulturen und der prophylaktische Einsatz von Schwefeldioxid als
onologische Maflnahmen in der modernen Weinbereitung reduzieren das Risiko eines
schiadlichen Einflusses dieser Hefen auf die Qualitdt des Weines. An der Entstehung eines
Ester-bedingten Weinfehlers, der auch als ,,Losungsmittel-“ oder ,,Uhu-Ton* bezeichnet
wird, konnen weitere Hefen der Gattungen Candida, Metschnikowia und Pichia beteiligt
sein (Sponholz & Dittrich 1974). Diese ,,Kahm-Hefen* bilden unter warmen und aeroben
Bedingungen auf Weinen mit niedrigem Alkoholgehalt (< 12 Vol. %) eine ,,Kahm*“-Haut
(Dittrich & GroBmann 2005). Diese kann die gesamte Oberfliche des Weines bedecken und
eine dichte Matte bilden. Eine Geschmacksverdnderung tritt hierbei durch die Ester-
(hauptsdchlich Ethylacetat und Amylacetat), Acetaldehyd- und Essigsdurebildung auf.
Kahmhefen konnen dariiber hinaus unter den aeroben Bedingungen auf der Oberfldche
Ethanol veratmen und somit den Alkoholgehalt des Weines reduzieren.

Zur morphologisch determinierten Gruppe der Apiculatus-Hefen gehdren auch die Spezies
der Gattungen Brettanomyces und Dekkera (Dittrich & Grofimann 2005). Diese Hefen sind
Untersuchungsobjekt in der vorliegenden Arbeit und iiber sie wird im nachfolgenden
Kapitel ausfiihrlicher berichtet. Insbesondere in Holzfass-gelagerten Rotweinen fiihren
bestimmte Sekundédrmetabolite (fliichtige Phenole) dieser weltweit verbreiteten und

bekannten Schadlingshefen zur Bildung des beriichtigten ,,Brettanomyces-“ oder
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,Pferdeschwei“-Tons (Sudrez et al. 2007). Eine starke Acetat-Produktion und ihre
Fahigkeit zur Ausbildung eines Méusel-Tons (Snowdon et al. 2006) sind fiir diese sehr
alkoholtoleranten Hefen dariiber hinaus charakteristisch. Daher werden sie in der
Weinherstellung zu den am meisten gefiirchteten und daher forschungsintensivsten
Weinschéddlingen {liberhaupt gezdhlt. Sponholz (1992) stellte Z.  bailii und
Dekkera/Brettanomyces spec. als gefahrlichste Schidlingshefen im Wein dar, Loureiro und
Malfeito-Ferreira (2003) beschrieben Dekkera bruxellensis, Z. bailii und auch S. cerevisiae
als Schéidlingshefen im engeren Sinne.

Eine ,mikrobielle Schidigung* kann gerade bei der Herstellung von fermentierten
Getréinken oftmals nicht klar definiert werden. Der Ubergang von einem positiven Einfluss
auf die Weinqualitit im Hinblick auf Aroma, Geschmack und Struktur hin zu einer
deutlichen Qualitditsminderung kann flieBend sein. Dabei spielen unterschiedliche Faktoren,
wie z. B. die Konzentrationsverhdltnisse und das Zusammenwirken von mikrobiellen
Stoffwechselprodukten eine entscheidende Rolle. Nicht zuletzt bleibt die individuelle
Beurteilung des Produktes durch den Weintrinker von mallgebender Bedeutung. Dieser
Aspekt wird gerade am  Beispiel von FEinflissen der Hefe-Gattungen
Brettanomyces/Dekkera deutlich, deren Sekunddrmetabolite im Wein von Konsumenten
sehr unterschiedlich bewertet werden (Loureiro & Querol 1999, Loureiro & Malfeito-
Ferreira 2003). Ein weiteres Beispiel fiir die nicht immer eindeutige Bezeichnung
»Schadlingshefe ist Saccharomyces cerevisiae, die einerseits als ,,Weinhefe* fiir die
alkoholische Vergédrung des Traubenmostes gezielt eingesetzt wird, aber auf der anderen
Seite nach der Flaschenabfiillung durch Vermehrung und erneut einsetzende Girung den
Wein durch Triibung, Kohlenstoffdioxid-Entwicklung und Reduzierung der Restsiille

nachtraglich schiadigen kann.
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Tab.1. Mit Wein oder Weinbereitung assoziierte Hefen. Die Zahlen entsprechen der fortlaufenden

Nummerierung von Hefe-Spezies im Quellen-Text (Barnett et al. 1990)

31
35
46
54
58
67
85
94
95
99
131
138
153
155
167
173
177
181
185
187
188
190
194
196
199
220
223
225
242
246
251
252

Candida albicans
Candida apicola
Candida boidinii
Candida cantarellii
Candida catenulata
Candida diversa
Candida glabrata
Candida incommunis
Candida inconspicua
Candida intermedia
Candida norvegica
Candida parapsilosis
Candida rugosa
Candida sake

Candida solani
Candida stellata
Candida tenuis
Candida tropicalis
Candida vanderwaltii
Candida veronae
Candida versatilis
Candida vini

Candida zeylanoides
Citeromyces matritensis
Cryptococcus albidus
Cryptococcus humicolus
Cryptococcus laurentii
Cryptococcus luteolus
Debaryomyces hansenii
Debaryomyces polymorphus
Dekkera anomala

Dekkera bruxellensis

261
268
276
277
284
290
291
292
293
294
298
304
306
318
321
328
332
334
340
341
353
355
357
367
375
377
385
389
390
394
402

Dipodascus ingens
Endomyces fibuliger
Filobasidiella neoformans
Filobasidium capsuligenum
Geotrichum fermentans
Hanseniaspora occidentalis
Hanseniaspora osmophila
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora valbyensis
Hanseniaspora vineae
Hasegawaea japonica
Hyphopichia burtonii
Issatchenkia orientalis
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces thermotolerans
Leucosporidium scottii
Lipomyces starkeyi
Lodderomyces elongisporus
Metschnikowia pulcherrima
Metschnikowia reukaufii
Nadsonia fulvescens
Octosporomyces octosporus
Pachytichospora transvaalensis
Pichia anomala

Pichia canadensis

Pichia carsonii

Pichia etchellsii

Pichia farinosa

Pichia fermentans

Pichia guilliermondii

Pichia jadinii

408
440
445
466
469
477
487
488
497
499
500
502
503
511
515
517
531
546
547
562
567
572
574
577
580
581
582
583
586
587
589

Pichia membranaefaciens
Pichia silvicola

Pichia subpelliculosa
Rhodotorula aurantiaca
Rhodotorula bogoriensis
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces exiguus
Saccharomyces kluyveri
Saccharomyces unisporus
Saccharomycodes ludwigii
Schizosaccharomyces pombe
Sporidiobolus pararoseus
Sporidiobolus salmonicolor
Sporobolomyces roseus
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora globosa
Trichosporon beigelii
Trichosporon pullulans
Wickerhamiella domercgiae
Williopsis californica
Williopsis saturnus

Yarrowia lipolytica
Zygoascus hellenicus
Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces bisporus
Zygosaccharomyces florentinus
Zygosaccharomyces microellipsoideus

Zygosaccharomyces rouxii

1.2 Hefen der Gattungen Brettanomyces/Dekkera

Hefen der Gattung Brettanomyces wurden erstmals

1903 wvon Claussen

in der

Bierproduktion beschrieben und fiir die Herstellung englischer Biere patentrechtlich

geschiitzt (Claussen 1903). 1904 bezeichnete er auf einer Brauerei-Tagung in Kopenhagen
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(Dédnemark) Hefen, die bei der Herstellung von britischen Bieren in einer zweiten
Fermentation zur charakteristischen = Aroma-Bildung eingesetzt wurden, als
,Brettanomyces*“-Hefen (Licker et al. 1998). Die Bezeichnung leitete er von der Verbindung
dieser Hefe (,,myces = Pilz) mit der britischen Brauerei-Industrie (,,brettano*) ab und
beschrieb Brettanomyces als ,,British brewing industry fungus“ (Licker et al. 1998). Die
erste systematische Untersuchung von Brettanomyces-Hefen wurde 1940 von M. T. J.
Custers durchgefiihrt (Custers 1940). Bis dahin wurden diese Hefen hauptséchlich mit Bier
und der Bierherstellung assoziiert. Aus Wein wurde Brettanomyces zum ersten Mal 1930
von den Geisenheimer Onologen Krumbholz und Tauschanoff isoliert, jedoch zunéchst als
Mycotorula intermedia (= Dekkera bruxellensis) identifiziert. (Licker et al. 1998). Van der
Walt und van Kerken beobachteten die Bildung von Ascosporen in Hefen, die bis dahin der
nicht-sporulierenden (anamorphen) Gattung Brettanomyces zugeordnet wurden. Darauthin
schlugen sie die Einordnung von sporenbildenden (teleomorphen) Spezies dieser Hefen in
die neue Gattung Dekkera vor (van der Walt 1964). Im Laufe der Zeit kam es seither immer
wieder zu Umklassifizierungen von Brettanomyces/Dekkera Hefen (vergl. Abb. 1) bedingt
durch deren Sporenbildung bzw. das Fehlen derselbigen. Die Schwierigkeiten bei der
Detektion und Induzierung von Sporen sind heute hinreichend bekannt (van der Walt 1984a,
Kunkee & Bisson 1993). Hinsichtlich der systematischen Nomenklatur herrschte dariiber
hinaus Uneinigkeit. In der wissenschaftlichen Literatur tauchte lange Zeit eine ganze Reihe
unterschiedlicher Spezies-Bezeichnungen bzw. Synonyme fiir ein und dieselbe
Brettanomyces/Dekkera-Art auf. So listet eines der bekanntesten Bestimmungsbiicher fiir
Hefen (Barnett et al. 2000) ganze 13 Synonyme fiir die am hdufigsten isolierte Art Dekkera
bruxellensis auf. Die Untersuchung der ribosomalen RNA Gensequenzen von
Brettanomyces/Dekkera Hefen konsolidierte schlieBlich eine Klassifizierung in die vier
Arten Dekkera anomala, D. bruxellensis, Brettanomyces custersianus und B. naardenensis.
Sowohl die teilweise Sequenzierung der groflen ribosomalen (26S) DNA (Boekhout et al.
1994), die teilweise Sequenzierung der kleinen (18S) und groflen (26S) ribosomalen RNA
(Yamada et al. 1994), als auch die vollstindige Sequenzierung der 18S rRNA Gene (Cai et
al. 1996) bestitigten die vier Arten als stabile, phylogenetisch distinkte Gruppen. Als fiinfte
Art wurde jiingst Eniella nana, ehemals der Gattung Brettanomyces zugehorig, als
Brettanomyces nanus in die Gattung reklassifiziert (vorgeschlagen durch Boekhout et al.
1994). In der heutigen Zeit sind schlieflich fiinf Arten beschrieben und wissenschaftlich
anerkannt (Smith 1998a, b; Mitrakul et al. 1999, Wheeler et. al. 2000): Dekkera

bruxellensis, D. anomala, Brettanomyces custersianus, B. nanus und B. naardenensis.
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11 Zygosaccharomyces mrakii
0 1 Torulaspora pretoriensis
3ol Torulaspora delbrueckii
Zygosaccharomyces microellipsoides
78 Zygosaccharomyces rouxii
Zygosaccharomyces mellis
Zygosaccharomyces bisporus
Zygosaccharomyces bailii
Torulaspora globosa
9 — Kluyveromyces africanus CBS 25177
Candida holmii
~‘36 E Kluyveromyces lodderae NCYC 14177
Saccharomyces cerevisiae
90 Zygosaccharomyces cidri
os[L Zygosaccharomyces fermentati
oo~ Kluyveromyces waltii CBS 64307
Kfuyveromyces thermotolerans CBS 63407
o5 ; Kluyveromyces yarrowii CBS 82427
= Kiluyveromyces polysporus NCYC 5237
100 — Kluyveromyces delphensis NCYC 7687
Candida glabrata

2 yﬂosaccharom yces florentinus
luyveromyces marxianus var. wikenii CBS 56717

59
Candida pseudotropicalis (syn. Candida kefyr)
Kluyveromyces marxianus var. marxianus CBS 7127
42|l Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus NCYC 9707
50 lb4; Kluyveromyces dobzhanskii NCYC 5387
Kiuveromyces lactis
Kluyveromyces wickerhamii NCYC 5467
Kluyveromyces aestuarii CBS 44387
Saccharomycodes ludwigii
Kluyveromyces phaffii CBS 44177
Kluyveromyces blattae CBS 62847
Hanseniaspora uvarum

25

Candida tropicalis
Candida maltosa
Candida albicans
Candida viswanathii
Candida parapsilosis
Lodderomyces elor'ié;isporus
20 1~ Debaryomyces udenii NCYC 23947
79 Debaryomyces hansenii
K L’“(EDebaryomyces castellii NCYC 6047
Candida guilliermondii
2! 100 Saccharomycopsis capsularis
Endomyces fibuliger
Pichia angusta

Pichi

Brettanomyces anomalus NCYC 749
Dekkera anomala CBS 81397
1od] Brettanomyces anomalus NCYC 4497
Brettanomyces anomalus NCYC 615
Brettanomyces bruxellensis NCYC 3707

73 97 [ Brettanomyces bruxellensis NCYC 362
100 Dekkera bruxellensis
Dekkera custer_?iana CBS 48057

Dekkera naardenensis CBS 6042

700 ————— FIC!
L Candida krusei

Kluyveromyces cellobiovorus CBS 71537
Clavispora lusitaniae

Metschnikowia bicuspidata
00— Galactomyces geotrichum

L Endomyces geotrichum

Yarrowia lipolytica

Abb. 1. Phylogenetische Stellung verschiedener Brettanomyces/Dekkera-Arten anhand von 18S rDNA-
Sequenzanalysen (Cai et al. 1996, abgeéndert).

Hefen der Gattungen Brettanomyces/Dekkera gehdren systematisch zum Stamm der
Schlauchpilze (Ascomycota) und sind mit den Kahmhefen (z. B. Pichia spec., Candida
spec.) nahe verwandt (Abb. 1). Sie zeigen ebenfalls deren biochemische Charakteristika,
wie zum Beispiel Ethanol-Verwertung. Morphologisch sind sie den typischen Apiculatus-
Hefen &hnlich (Dittrich & Grofmann 2005). Charakteristisch fiir diese Hefen ist das
Vorkommen von spitzbogenartigen (ogivalen) Zellformen. Abhidngig von der Art konnen

die Zellen im Vergleich zur Weinhefe S. cerevisiae sehr klein (B. nanus, Abb. 2) oder auch



1. EINLEITUNG 7

lang gestreckt sein (D. bruxellensis, Abb. 2). Der Durchmesser betrigt 1,5 bis 3,5 um und
die Linge 3,0 bis 20,0 um. Unter bestimmten Wachstumsbedingungen kdnnen sie sogar
sehr lang gestreckte Zellen mit bis zu 400 um Lange ausbilden. Bei unvollstindiger
Zelltrennung bilden diese Hefen auch septierte Hyphen aus und entwickeln ein
Pseudomycel (Barnett et al. 2000, van der Walt 1984a, b; diese Arbeit). Die morphologische
Entwicklung hédngt nicht zuletzt von den jeweiligen Wachstumsbedingungen ab und kann

stark variieren.

Abb. 2. Mikroskopische Abbildung (Phasenkontrast) von Dekkera bruxellensis (a) mit Pseudomycel und

Brettanomyces nanus (b).

Die vegetative Vermehrung erfolgt bei Brettanomyces/Dekkera Hefen, wie bei allen
Vertretern der Ordnung Saccharomycetales durch Knospung. Eine sexuelle Vermehrung
durch Sporenbildung tritt nur bei der Gattung Dekkera auf (van der Walt 1984a). Die héaufig
als hutformig beschriebenen Ascosporen (eine bis vier pro Ascus) sind dabei nicht immer
leicht zu detektieren (s. 0.). Ahnlich den bereits erwihnten Kahmhefen bilden manche
Staimme auf Most und Wein eine Haut (Dittrich & GroSmann 2005).

Physiologisch unterscheiden sich Hefen der Gattungen Brettanomyces/Dekkera von der
»echten Weinhefe Saccharomyces cerevisiae laut Dittrich & GroBmann (2005) in mehreren
Punkten. Sie sind langsame und schwéchere Gérer. Nur wenige Stimme konnen mehr als
12 Vol. % Alkohol bilden. Neben Glucose und Fructose konnen bestimmte Arten auch
Saccharose vergéren. Die alkoholische Fermentation wird bei Brettanomyces/Dekkera durch

anaerobe Bedingungen inhibiert (Kunkee & Bisson 1993). Dieser so genannte ,,Custers-
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Effekt wurde von Scheffers & Wilkén (1969) als taxonomisches Merkmal eingefiihrt.
Glucose wurde unter aeroben Bedingungen schneller zu Ethanol vergoren als unter
anaeroben Bedingungen. Die Alkoholtoleranz dieser Hefen ist betrdchtlich. Sie vermehren
sich noch in Weinen mit bis zu 15 Vol. % Alkohol (Dittrich & GroBmann 2005). Unter
aeroben Bedingungen konnen Brettanomyces/Dekkera-Hefen wie die Kahm-Hefen Ethanol
zu Kohlenstoffdioxid und Wasser oxidieren (Rodrigues et al. 2001).

Ihre Kulturen sind kurzlebig, was nicht zuletzt an ihrer starken Essigsdurebildung liegt.
Unter optimalen Bedingungen war ein Stamm von D. bruxellensis in der Lage, aus
Zuckerrohr-Melasse in 100 h {iber 13 g/l Acetat zu produzieren (Uscanga et al. 2007). Der
Anteil an lebenden Zellen lag in diesem Kulturversuch nur noch unter 40 %. Die Acetat-
Produktion unter den in der Weinherstellung herrschenden Bedingungen ist jedoch geringer.
Bei aerober Kultur konnten einige D. bruxellensis-Stimme in Most in zwolf Monaten bis zu
7 g/l Essigsdure bilden (Dittrich & GroBmann 2005). Die Bedeutung dieser Hefen als
mikrobielle Schédlinge liegt aber in weiteren charakteristischen Eigenschaften.
Brettanomyces/Dekkera Hefen sind vor allem hinsichtlich ihrer Fihigkeit zur Produktion
von negativen Aromen in Most und Wein bekannt (Heresztyn 1986, Chatonnet et al. 1995).
Sie wurden dariiber hinaus auch aus anderen fermentierten Getranken, wie Sekt, Apfelwein,
Sherry und aus Bier isoliert (Kumara et al. 1993, Ibeas et al. 1996, Ciani & Ferraro 1997,
Coton et al. 2006). Selten konnten diese Hefen auch in anderen Lebensmitteln wie
Limonaden, Rohmilch-Produkte, Joghurt und Feta-Kise gefunden werden (Thomas 1993,
Cosentino et al. 2001, Carrasco et al. 2006). In der Weinbereitung sind sie weit verbreitet
und wurden in nahezu allen Weinbauregionen der Welt identifiziert (Fugelsang 1997).
Hefen der Gattung Dekkera konnen die Qualitit eines Weins durch ihre
Stoffwechselaktivititen beeinflussen. Hydroxyzimtsduren sind natiirlicher Bestandteil des
Weins und gelangen aus den Beerenhduten, —kernen und -stielen als Gerbstoffe (Tannine) in
den Most. Diese Verbindungen kénnen durch Mikroorganismen im Wein zu fliichtigen
Phenolen umgewandelt werden (Suérez et al. 2007). An diesem Prozess (Abb. 3) sind zwei
Enzyme beteiligt. Die Hydroxyzimtsdure-Decarboxylase wandelt zunédchst die Vorldufer-
verbindungen p-Cumarsdure und Ferulasdure in 4-Vinylphenol bzw. 4-Vinylguajakol um.
Diese werden dann durch die Vinylphenol-Reduktase zu 4-Ethylphenol bzw. 4-
Ethylguajakol reduziert. Der erste enzymatische Schritt kann von vielen Bakterien, Hefen
und Pilzen durchgefiihrt werden. Die Vinylphenol-Reduktase ist jedoch bei weinrelevanten
Mikroorganismen bisher nur in D. bruxellensis, D. anomala, Pichia guilliermondii sowie in

drei Candida-Arten gefunden worden (Chatonnet et al. 1995, Chatonnet et al. 1997, Dias et
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al. 2003). Weder S. cerevisiae noch Milchsdurebakterien bilden Ethylphenole unter
onologischen Bedingungen (Suaréz et al. 2007). D. bruxellensis hingegen wird wegen der
Fahigkeit zur Produktion groer Mengen dieser Verbindungen als unerwiinschte
Schédlingshefe gesehen, obwohl der Einfluss auf das Wein-Aroma unterschiedlich bewertet
wird (Mitrakul et al. 1999, Loureiro & Malfeito-Ferreira 2003). In Rotweinen wird 4-
Ethylphenol ab einer Konzentration von 620 pg/l von einigen Konsumenten als deutliche
Qualitdtsminderung betrachtet. Bei weniger als 400 pg/l kann diese Verbindung hingegen
zu einer Steigerung der Komplexitidt des Aromas beitragen, das von der iiberwiegenden

Mehrheit der Weintrinker geschétzt wird (Loureiro & Malfeito-Ferreira 2003).

o} OH

X

CH, CH;
= =
Hydroxyzimtsiure Vinylphenol
Decarboxylase Reduktase
H3C\O H3C\O H3C\O
OH OH

v

OH
Ferulasdure 4-Vinylguajakol 4-Ethylguajakol
O
- /CH2 CHs
Hydroxyzimtsiure Vinylphenol
Decarboxylase Reduktase
OH OH OH
p-Cumarsaure 4-Vinylphenol 4-Ethylphenol

Abb. 3. Entstehung von Ethylphenolen aus ihren Hydroxyzimtsdure Prekursor-Verbindungen (nach Suarez et

al. 2007, abgeéndert).

Die sensorischen Eindriicke auf diese charakteristischen Sekundirmetabolite, im
wesentlichen 4-Ethylphenol und 4-Ethylguajakol, wurden als ,,phenolisch®, ,Leder",
,Pferdeschweil3, ,,Stall*, , Heftpflaster, ,Nelken* oder auch ,verbranntes Plastik*
beschrieben (Heresztyn 1986, Chatonnet at al. 1992, Licker et al. 1998). 4-Ethylguajakol
vermittelt dariiber hinaus auch ,rauchige® und ,.erdige Nuancen. Die Entdeckung eines
dritten Ethylphenols, dem aus Kaffeesdure gebildeten 4-Ethylcatechol, als Mitverursacher
des Brettanomyces-Fehltons (Hesford & Schneider 2004) wird bisher in den meisten
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internationalen Publikationen nicht beriicksichtigt. So wird diese Verbindung in einem
aktuellen, umfassenden Review iiber die Produktion von Ethylphenolen in Wein (Sudrez et
al. 2007) nicht erwdhnt. Neben diesem als ,,Brett“-Ton bekannt gewordenen Aromafehler
kann Dekkera anomala auch einen unangenehmen ,,Miusel“-Ton durch die Bildung von
Aminosdure-Derivaten, den Tetrahydropyridinen (Abb. 4), verursachen (Grbin & Henschke
2000, Snowdon et al. 2006). Der Geruch der betroffenen Weine soll an Mauseharn erinnern
(Ditttrich & GroBmann 2005) und verstarkt sich im Mund durch den Kontakt mit Speichel
(Suarez et al. 2007). Dieser Fehlton sorgt in der Getrankeindustrie fiir erheblichen Schaden
(Snowdon et al. 2006). Brettanomyces und Dekkera produzieren dariiber hinaus eine ganze
Reihe weiterer fliichtiger Verbindungen mit olfaktorischen Auswirkungen, z. B. ranzige
oder fruchtige Aromanoten (Licker et al. 1998), die Ethylphenol-Bildung bleibt aber der
onologisch bedeutenste Aspekt.

@COOH > > O THP
=

NH, NH, N
L-Lysin l Ethanol
Reduktion
EN;V% ) ) ) EN;Y%
ETHP ATHP °©

Abb. 4. Vorgeschlagener Stoffwechselweg flir die Bildung der Maiuselton-Verbindungen 2-Acetyl-3,4,5,6-
Tetrahydropyridin (ATPH) und 2-Ethyl-3,4,5,6-Tetrahydropyridin (ETHP) iiber Tetrahydropyridin (THP)

durch Brettanomyces/Dekkera im Wein (nach Snowdon et al. 2006, abgeéndert).

Fiir eine Untersuchung dieser Hefen ist die Kenntnis ihres Vorkommens und ihrer
Verbreitung in der Weinproduktion von wesentlicher Bedeutung. Die am héufigsten aus
Wein isolierte Art Dekkera bruxellensis ist Bestandteil der natiirlichen Wildhefe-Flora,
obwohl ihr Vorkommen auf Trauben kontrovers diskutiert wird (Fugelsang 1993, Licker et
al. 1998). Wie bei anderen Wildhefen auch, erstreckt sich ihr Vorkommen auf nahezu alle
mit der Weinherstellung in Zusammenhang stehenden Behélter und Gerite.
Dementsprechend vielseitig sind auch ihre Infektionswege. Licker et al. (1998) beschreiben

kontaminierte Féasser, Schlduche, Maschinen, aber auch Reinigungs-Abwiésser, Insekten wie



1. EINLEITUNG 11

Fruchtfliegen (Drosophila melanogaster) oder Bienen (Apis mellifera) und nicht zuletzt die
Luft als Infektionsquellen fiir die Verbreitung von Brettanomyces/Dekkera. Der Reifung
und Lagerung von Weinen in Holz- oder Barrique-Féassern als typische
VinifikationsmafBnahme (hauptséichlich bei Rotwein) kommt in diesem Zusammenhang eine
besondere Bedeutung zu. Es erkldrt dariiber hinaus, warum diese Hefe hauptséchlich aus
Rotweinen und weit weniger aus Weillweinen isoliert wurde. Fugelsang (1997) benannte
holzerne Gebinde als am haufigsten zitiertes Habitat von Brettanomyces. Hier liberleben die
Hefen geschiitzt in den Ritzen und Spalten (Abb. 5) des Fassholzes und iiberdauern lange
Zeit bei mangelhaft durchgefiihrten ReinigungsmaBBnahmen (Dittrich & GroBmann 2005).
Eichenholz-Fisser sind eine wohlbekannte dkologische Nische fiir Brettanomyces/Dekkera
(Loureiro & Querol 1999). Obwohl Fisser aus Eichenholz gerade im Barrique-Ausbau
wesentlich zur typischen Aromatisierung von Rotweinen beitragen stellen, sie doch wegen
ithrer pordsen, schlecht zu reinigenden und schwer zu sterilisierenden Oberfliche immer
eine potentielle Infektionsquelle fiir unerwiinschte Mikroorganismen dar. Das
kontinuierliche Wiederbefiillen von Féssern und Umfiillen von Weinen fiihrt somit zur
Neuinfektion und Verbreitung dieser Schéddlingshefen in den Winzerbetrieben. Zur
Etablierung von Brettanomyces/Dekkera in neuen Barriques tridgt bei, dass einige Arten
Glucosidase-Aktivitét besitzen und Cellulose-Fragmente verwerten konnen, die z. B. durch

den Rostungsvorgang in Barrique-Féssern entstehen (Freer 1991, Fia et al. 2005).

Abb. 5. Mikroskopische Abbildung (Phasenkontrast) von D. bruxellensis Hefen (Pfeile) in einer Kavitit von
Holz. Mit Rasierklinge angefertigter Diinnschnitt.
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Im Produktionsprozess findet eine Kontamination von Weinen durch Wachstum und
Vermehrung von Brettanomyces Hefen hauptsdchlich erst nach der alkoholischen und
malolaktischen Fermentation statt, wo sie aufgrund ihrer hohen Alkoholtoleranz, ihres
langsamen Wachstums und ihrer niedrigen Nahrstoffanspriiche einen Selektionsvorteil
gegeniiber der librigen Weinflora besitzen. Aber auch nach der Abfiillung in der Flasche
konnen sie dem Wein durch Triibung und Entwicklung von Fehltdnen noch schaden (Suarez
et al. 2007). Daher wird Dekkera bruxellensis heute in der internationalen Weinproduktion
als Hauptursache fiir den Qualitdtsverlust oder Verderb von hochwertigen Rotweinen, die in
Eichenholz-Fissern gereift sind, angesehen.

Der ,,Pferdeschweifl-Ton‘ ist im Nachhinein sehr schwierig und nur unter Qualitdtseinbuflen
aus dem Wein zu entfernen (Eder et al. 2000; Steidel & Renner 2001). Als mogliche
sanierende MaBnahme zur Entfernung oder Reduzierung von 4-Ethylphenol und 4-
Ethylguajakol aus belastetem Wein wurde ein zweistufiger Prozess aus Umkehr-Osmose
und Adsorption an Granulat beschrieben (Ugarte et al. 2005). Diese Methode entfernt
jedoch auch andere, erwiinschte Aroma-Verbindungen und kann die Wein-Qualitét
nachtraglich beeintrachtigen. 4-Ethylphenol und 4-Ethylguajakol kénnen auch durch den
nach der Girung anfallenden Bodensatz der Weinhefe S. cerevisiae im Wein reduziert
werden (Chassagne et al. 2005). In diesem auch als ,,Biosorption® bezeichneten Prozess
erfolgt eine physikalische Aufnahme verschiedener Molekiile durch lebende oder tote
Biomasse. Die Untersuchungen von Chassagne et al. (2005) fiihrten zu dem Ergebnis, dass
die von Brettanomyces/Dekkera gebildeten Phenole eine hohere Affinitdt zu inaktiven
S. cerevisiae-Zellen aus dem Bodensatz besitzen als zu rehydratisierten Trockenhefe-
Produkten. Diese Beobachtungen konnten zu der Entwicklung einer geeigneten und

kostengiinstigen Sanierungs-Methode fiir Brett-geschidigte Weine fiihren.

1.3 Methoden zur Detektion und Identifizierung

Aufgrund der hohen potentiellen Schadwirkung von Brettanomyces/Dekkera-Hefen,
insbesondere in der Weinbereitung, ist die Entwicklung von schnellen, verldsslichen und
kostengiinstigen Detektions-Methoden fiir die Winzerbetriebe von grof3er Bedeutung.

Eine Isolierung und Differenzierung von weinrelevanten Hefen kann tiber die Kultivierung

auf Selektiv- und/oder Differenzierungsmedien erfolgen und ist auch in der heutigen Praxis
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unumgiénglich. Das Augenmerk liegt hierbei auf der Differenzierung der Schadlingshefen
von der ,,echten* Weinhefe Saccharomyces cerevisiae oder von anderen ,,harmlosen* Hefen
und Pilzen. Die physiologischen Eigenschaften und Féhigkeiten der Schéidlingshefen
werden gezielt bei der Zusammensetzung des Mediums beriicksichtigt. So hat sich in Bezug
auf Wein die Zugabe von Ethanol (11 Vol. %) als selektives Agens in Medien zur Detektion
von Schidlingshefen als erfolgreich herausgestellt (Loureiro & Malfeito-Ferreira 2003).
Eine andere, hiufig zur Differenzierung von eukaryotischen Mikroorganismen eingesetzte
Verbindung ist Cycloheximid (Actidion). Cycloheximid inhibiert die Proteinbiosynthese in
vielen eukaryotischen Organismen. Dieses Antibiotikum wird von dem Bakterium
Streptomyces griseus produziert, hemmt die Peptidyl-Transferase-Aktivitit der groBen
ribosomalen Untereinheit und verhindert so die translationale Elongation (Obrig et al.
1971). Da Brettanomyces/Dekkera Hefen im Gegensatz zu den meisten anderen Hefen und
Pilzen noch bei 0,001 % - 0,1 % Cycloheximid im Medium wachsen kdnnen (Barnett et al.
2000) wird dieses Antibiotikum hiufig zur Reduzierung der unerwiinschten eukaryotischen
Begleitflora verwendet. Ein wirkungsvolles Dekkera/Brettanomyces-Differenzierungs-
medium (DBDM) wurde von Rodrigues et al. (2001) entwickelt und in &hnlicher
Zusammensetzung auch in dieser Arbeit verwendet. Es basiert auf der Fahigkeit dieser
Hefen zur Produktion von 4-Ethylphenol aus p-Cumarséiure, welches am charakteristischen
Geruch leicht erkannt werden kann. In diesem Medium ist Ethanol die einzige
Kohlenstoffquelle und die Brettanomyces-typische Essigsdure-Produktion kann durch einen
Sdure-Base-Indikator leicht detektiert werden (Rodrigues et al. 2001). Der Nachteil von
Selektivmedien allgemein und von DBDM speziell liegt darin, dass ldngere
Inkubationszeiten (bis zu zwei Wochen) als bei Wachstum auf normalen Ndhrmedien
benotigt werden. Ursache hierfiir ist der Stress, der durch die selektiven Bedingungen auf
die Zellen ausgeiibt wird. Neben dem erhohten Zeitaufwand gibt es zahlreiche andere
Probleme bei der Verwendung von Wachstumsexperimenten zur Detektion und
Identifizierung von Schédlingshefen (Loureiro & Querol 1999, Loureiro & Malfeito-
Ferreira 2003), wie die Notwendigkeit einer groBen Anzahl von Tests zur Identifizierung
von Hefen auf Art-Niveau, Art- und Stamm-abhédngige Variabilititen und Vitalitéts-
abhingige Ergebnisse, die zu falschen oder zweifelhaften Identifizierungen fiihren kénnen.

Der Einsatz moderner, hauptsidchlich molekularbiologischer Techniken hat sich als
vorteilhaft  gegeniiber einer Klassifizierung von Mikroorganismen auf Basis
morphologischer, biochemischer und physiologischer Eigenschaften herausgestellt. Als

Folge der intensiven Untersuchung von Schidlingshefen wurden in den letzten zehn Jahren
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viele verschiedenen Methoden zur Detektion und Identifizierung auf Art- und/oder Stamm-
Ebene beschrieben. Viele dieser Methoden sind jedoch fiir den Routineeinsatz, insbesondere
in der Getrinkeindustrie, nicht geeignet (Loureiro & Querol 1999), aber dennoch von
wissenschaftlicher Bedeutung.

Das Vorkommen bestimmter langkettiger Fettsduren (hauptsdchlich Linolsdure und
Linolensdure) wurde bereits erfolgreich als Biomarker zur Gruppierung von
Schidlingshefen herangezogen (Malfeito-Ferreira et al. 1997). Ein signifikantes Problem
dieser Methode ist das Fehlen einer entsprechenden Datenbank mit hinterlegten Fettsdure-
Profilen fiir relevante Schédlingshefen. Auf Protein-Ebene reflektieren die Unterschiede in
den Aminosédure-Sequenzen von verschiedenen Organismen ihre genetische Divergenz. Der
Austausch von Aminosduren kann durch das unterschiedliche Laufverhalten der Enzyme in
einer Gelelektrophorese detektiert werden. Die Untersuchung elektrophoretischer Isoenzym-
Profile (,,Zymogramme*) ist ein niitzliches taxonomisches Werkzeug und wurde sowohl zur
Typisierung von klinischen Isolaten pathogener Hefen (Loureiro & Querol 1999) als auch
zur systematischen Differenzierung von Saccharomyces-Arten eingesetzt (Duarte et al.
1999). Viele molekularbiologische Techniken bedienen sich der ribosomalen RNA Gene,
die in mehreren hundert sich wiederholende Transkriptionseinheiten im Genom
eukaryotischer Organismen auf mehreren Chromosomen vorliegen. Diese Gen-Cluster
kodieren fiir die 18S, 5.8S und die 26S rRNAs und zwei ,,Internal Transcribed Spacer
(ITS1 und ITS2). Diese Regionen sind ubiquitir verbreitet, enthalten konservierte und
variable Sequenzbereiche und sind mit insgesamt ca. 6 kb Linge hinreichend grof3
fir z. B. Restriktionsanalysen (RFLP, Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus).
Insbesondere das 5.8S rRNA Gen mit den beiden flankierenden, zum Teil hochvariablen
ITS-Regionen, aber auch die 18S rRNA wurden fiir eine PCR-Amplifizierung mit
anschliefender Restriktionsanalyse zur Identifizierung von verschiedenen Hefe-Spezies
(Loureiro & Querol 1999) inklusive Brettanomycves/Dekkera (Egli & Henick-Kling 2001,
Renouf et al. 2006) verwendet. Die AFLP-Methode (Amplifizierungs-Fragment-Lingen-
Polymorphismus) basiert auf der selektiven PCR von Restriktionsfragmenten, die bei einem
vollstindigen Restriktionsverdau genomischer DNA entsteht (Curtin et al. 2007). Die
Verbindung der Polymerase-Ketten-Reaktion mit der denaturierenden Gradienten
Gelelektrophorese (PCR-DGGE) ermoglichte die Untersuchung von komplexen
mikrobiellen Lebensgemeinschaften ohne einer vorherigen Spezies-Isolierung. Bei dieser
Methode kann von der Anzahl der amplifizierten DNA-Fragmente des Bandenmusters

direkt auf die Artenvielfalt geschlossen werden. Eine Identifizierung erfolgt dann durch
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Sequenzierung des PCR-Produkts aus der jeweiligen Bande und einem Sequenz-Vergleich
mit in Datenbanken hinterlegten DNA-Sequenzen. Renouf et al. (2006) untersuchten mit
Hilfe dieser Technik unter o6kologischen Gesichtpunkten die Hefe-Flora, inklusive
Brettanomyces, im Verlauf der Weingirung. Weitere Untersuchungen auf Basis der PCR
sind dartiber hinaus die Randomly-Amplified-Polymorphic-DNA (RAPD)-PCR, die auf der
Amplifizierung von zufilligen DNA-Segmenten mit Hilfe eines kurzen, unspezifischen
Primers beruht und die Amplifizierung von einfachen, repetitiven DNA-Sequenzen, den so
genannten Mikrosatelliten (Loureiro & Querol 1999). Beide Fingerprint-Methoden
generieren ein Art- und/oder Stamm-spezifisches Bandenmuster, jedoch bleibt die
Reproduzierbarkeit ein Hauptproblem der RAPD-PCR. Die in unserem Institut entwickelte
nSAPD-PCR (,,nested Specifically Amplified Polymorphic DNA®) verbesserte sowohl die
Differenzierungsmoglichkeiten als auch die Reproduzierbarkeit dieser Technik (Frohlich &
Pfannebecker 2006) und wurde bereits erfolgreich fiir eine Stammunterscheidung von
Dekkera bruxellensis-Isolaten aus Weinproben (diese Arbeit) eingesetzt (Pfannebecker
2005). Die Amplifizierung mit externen und internen Primern (,,nested“-PCR) ist eine viel
versprechende Methode zur Identifizierung von Mikroorganismen. Mittels dieser konnten
Brettanomyces-Arten aus Sherry (Ibeas et al. 1996) und ohne vorherige Isolierung und
Kultivierung direkt aus Wein detektiert werden (Navascués & Rasines 2003). Der grofle
Vorteil einer Real-Time oder quantitativen PCR (qPCR) liegt in der Moglichkeit der
gleichzeitigen Quantifizierung einer mikrobiellen Population. Phister et al. (2003)
entwickelten eine Real-Time PCR-Methode zur Detektion von D. bruxellensis in Wein mit
einer Auflosungsgrenze von bis zu 1 Zelle/ml.

Eine andere Anwendung von Oligonukleotiden als zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen
ist thre Verwendung als molekulare Sonden in der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH). Hierbei sind die Oligonukleotide mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und
dienen als spezifische Sonden fiir eine mikroskopische Detektion ganzer Zellen in
Untersuchungsproben. Diese Methode ist wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit
und wird in dem nachfolgenden Kapitel ndher beschrieben.

Die Pulsfeld Gelelektrophorese (PFGE) ermoglichte die Auftrennung von Hefe-
Chromosomen (Deak 1995) und machte die auf Deletionen, Insertionen und
Translokationen beruhenden chromosomalen Polymorphismen zum ersten Mal sichtbar. Da
diese Technik komplex und zeitaufwendig ist und die Untersuchung einer groBeren Anzahl
von Proben nicht zuldsst, wurden in der Literatur bisher kaum Anwendungen in Bezug auf

Schédlingshefen beschrieben. Die Analyse des Genoms aus Mitochondrien (mtDNA) stellt
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ein weiteres niitzliches Werkzeug fiir taxonomische Studien dar. Hefen unterscheiden sich
hinsichtlich der Grofle und der Sequenz ihrer mtDNA signifikant. Die mitochondrialen
Genome der Brettanomyces/Dekkera-Arten variieren in ithren GroBen von 28 bis 101 kb
(Hoeben et al. 1993). Esteve-Zarzoso et al. (1998) entwickelten eine mtDNA-
Restriktionsanalyse zur Charakterisierung von Wildhefe-Stimmen, unter anderem auch von
Brettanomyces-Arten. Bei der Durchfiihrung der Methode ist eine Isolierung von
Mitochondrien oder eine spezielle Aufreinigung der DNA nicht mehr notwendig.

Kurtzman (2006) diskutiert in einem Review weitere DNA-basierende Methoden zur
Identifizierung von Hefen. Die Gensequenz-Analyse der Doménen 1 und 2 (D1/D2) in der
DNA, die fiir die rRNA der groBen ribosomalen Untereinheit kodiert (LSU rDNA), hebt er
als besonders geeignet hervor (Kurtzman & Robnett 1998). Die Untersuchung dieser
variablen Regionen hat sich bis heute etabliert und im Allgemeinen beschrinken sich die
Zielsequenzen fiir Primer- und Sonden-gestiitzte Methoden auch auf die D1/D2-Doménen
am 5’ Ende der LSU rDNA bzw. rRNA.

SchlieBlich kann eine Detektion signifikanter Mengen von Ethylphenolen im Wein ebenfalls
als Indiz fiir eine Aktivitdt von Brettanomyces/Dekkera verwendet werden, da weder andere
Hefen noch Milchsdurebakterien diese Verbindungen unter 6nologischen Bedingungen
produzieren (Suarez et al. 2007). Eine Kombination von Gas-Chromatographie und Massen-
Spektrometrie (GC/MS) kann 4-Ethylphenol und 4-Ethylguajakol mit hoher Sensitivitét
identifizieren und quantifizieren. Die Kopplung dieser Technik mit der sensorischen
Analyse durch einen erfahrenen Priifer (GC/MC/Olfaktometrie) ist eine sehr leistungsfdhige
Methode in der Qualitdtskontrolle von Wein (Suarez et al. 2007). Allerdings hat diese
Methode den Nachteil, dass es bei einem positiven Testergebnis fiir vorbeugende
onologische MaBBnahmen bereits zu spét ist.

Eine schnelle Identifizierung von unerwiinschten Mikroorganismen ist in der
Lebensmittelindustrie von besonderer Bedeutung. PCR-basierende Methoden konnen daher
effizient in der Qualitdtskontrolle zur Detektion und Identifizierung von Hefen eingesetzt
werden. Trotz dieses Vorteils ergeben sich Schwierigkeiten in der Beurteilung der
eigentlichen Kontamination durch fehlende Zellzahlbestimmungen bzw. das Fehlen einer
Differenzierung von lebenden und toten Zellen. Die Isolierung von Schédlingshefen durch
Selektiv- und/oder Differenzierungsmedien bleibt daher wichtiger Bestandteil einer

umfassenden Betrachtung von Hefe-Infektion in der Nahrungs- und Getridnkeindustrie.
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1.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) von intakten Zellen ist besonders fiir die
direkte Detektion und Identifizierung von Mikroorganismen in ihrer natiirlichen Umgebung
geeignet. Als primidre Methode geht sie nicht den Umweg iiber eine DNA-Isolierung, die
durch Storstoffe aus der Untersuchungsprobe, Zell-Protein, Fremd-DNA oder RNA belastet
sein kann, sondern die Zielregionen verbleiben in der Zelle und werden dort detektiert. Im
Gegensatz zu Nukleinsdureanalysen durch eine Southern- oder Northern-Blot-
Hybridisierung wird bei dieser Technik das Hybridisierungs-Signal nicht auf einer festen
Tragermembran, sondern direkt im biologischen Prédparat (in situ) sichtbar. Hinsichtlich des
Signal-gebenden Systems gibt es neben dem direkten Nachweis (diese Arbeit) die
Moglichkeiten der Autoradiographie und der Immuncytochemie (Leitch et al. 1994).
Folglich richten sich die Methoden zum Nachweis und zur Visualisierung der Signale nach
der Art der Markierung der Sonde. Radioaktiv markierte Sonden werden durch
Autoradiographie nachgewiesen. Durch die Emissionsenergie der verwendeten Isotope
werden Silberhalogenide in einer auf das Préparat aufgetragenen Emulsion zu metallischem
Silber reduziert. Die Silberkdrner markieren dann im Lichtmikroskop die
Hybridisierungsstellen der Sonden. Bei der Immuncytochemie werden Nukleinsduresonden,
an die ein Markermolekiil (z. B. Digoxigenin) gekoppelt ist, durch Antikdrper
nachgewiesen, die das eigentliche Signal tragen. In einem einstufigen Verfahren ist ein
primdrer Antikorper gegen die Markierung einer Sonde gerichtet. In der zweistufigen Form
des Nachweisverfahrens bindet ein sekundédrer Antikorper mit Signal an den priméren
Antikorper. Besitzt dieser mehrere Bindungstellen (multiklonaler Antikorper) wird das
Signal durch die Anbindung mehrerer sekundérer Antikorper verstarkt (Leitch et al. 1994).

Nichtradioaktive Signale konnen durch Enzyme (Farbreaktionen/Prizipitate durch
Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase), Metalle (kollodidales Gold), oder
Fluoreszenzfarbstoffe, die an die Sonde bzw. den Antikorper gebunden sind, generiert
werden. Die direkte Fluoreszenzmarkierung bietet gegeniiber den anderen Signal-gebenden
Systemen die Vorteile einer sehr guten Auflosung (keine Signalstreuung), eines geringen
Zeitaufwands bis zur Darstellung des Ergebnisses, der Moglichkeit einer
Mehrfachmarkierung, einer einfach durchzufiihrenden Gegenfirbung und einer relativ
ungefdhrlichen Durchfiihrung (keine radioaktive Strahlung). Die wichtigsten Arbeitsschritte
der Fluoreszenz in situ Hybridisierung sind in Abbildung 6 dargestellt. Das biologische



1. EINLEITUNG 18

Material wird zuerst pripariert und eine geeignete Nukleinsduresequenz als Sonde mit
einem Marker gekoppelt. Sowohl diese Sonde als auch das biologische Material werden
anschlieBend denaturiert, damit alle Nukleinsduren einzelstringig vorliegen. Unter
kontrollierten experimentellen Bedingungen hybridisiert dann die einzelstrangige Sonde mit
einer komplementiren einzelstrangigen Nukleinsduresequenz des biologischen Préparats
(Zielsequenz). Das neu gebildete doppelstringige Molekiil ldsst sich aufgrund seiner
Markierung nachweisen, indem die Region, an der die Hybridisierung stattgefunden hat,

durch ein mikroskopisches Verfahren sichtbar gemacht wird.

Herstellung des Generierung der
biologischen Priparats Sonde mit Markierung

Denaturierung von
Sonde und Priparat

v

Hybridisierung

v

Waschen

v

Kontrastierung durch

Gegenfirbung

v

Stabilisierung

des Signals

v

Mikroskopische

Darstellung

Abb. 6. Schematischer Uberblick iiber den Ablauf der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH).
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Im Unterschied zur Durchlichtmikroskopie wird ein Priparat in der Auflichtmikroskopie
von oben beleuchtet. Das hat den Vorteil, dass Objekte auch auf undurchsichtigen
Tragermaterialien, wie z.B. Filter, sichtbar gemacht werden konnen. Aullerdem erzeugt
dieses Verfahren kontrastreichere Bilder als die Durchlichtmikroskopie, da Signal, Priaparat
und Hintergrundlicht unterschiedlich reflektieren. Mit dieser Technik konnen auch
schwache Hybridisierungs-Signale sichtbar gemacht werden.

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass in delokalisierten
Elektronensystemen von Fluoreszenzfarbstoffen Elektronen durch Photonen des
Anregungslichts mit bestimmtem Energiegehalt auf hohere Energieniveaus gehoben werden
konnen. Dieser Zustand ist instabil und kurzzeitig. Beim Zurtickfallen in den Grundzustand
wird Energie in Form von Licht freigesetzt. Dieses Fluoreszenzlicht ist immer energiedrmer,
also langwelliger als das Anregungslicht (Stokes’sche Verschiebung).

Wesentliches Bauelement eines Epifluoreszenzmikroskops ist ein so genannter Filterblock,
der aus drei Einheiten besteht. Ein Filterblock besteht aus einem Anregungsfilter, einem
dichromatischen Teilerspiegel und einem Sperrfilter (Abb. 7 a). Durch den Anregungsfilter
wird im Mikroskop die geeignete Wellenlidnge fiir den verwendeten Fluoreszenzfarbstoft,
wie z. B. Cy3 (Abb. 7 b) eingestellt. Das Licht wird auf das Objektiv auf das Priparat
fokussiert. Das emittierte Fluoreszenzlicht trifft auf den dichromatischen Teilerspiegel, der
kurzwelliges Licht wieder zuriick auf das Prédparat reflektiert (Abb. 7 c). Langerwelliges
Fluoreszenzlicht passiert den Teilerspiegel und trifft auf den Sperrfilter, der nur Licht
oberhalb einer bestimmten Wellenlédnge durchlisst. Fiir jeden Fluoreszenzfarbstoff gibt es
einen jeweils geeigneten Filterblock. Es gibt auch Kombinationsfilter, die zwei bis drei
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig darstellen konnen. Ein Filterwechsel ist in
diesem Fall nicht mehr notwendig und die rdumliche Ausrichtung des Préparats wird durch
ein Umschalten des Filters nicht mehr beeintrachtigt.

Fluoreszenzfarbstoffe verblassen durch das Anregungslicht trotz der Anwendung von
Antibleichmittel, wie z. B. DABCO (Leitch et al. 1994), schon nach kurzer Zeit. Daher
muss das Ergebnis wéhrend der Epifluoreszenzmikroskopie relativ schnell photographisch

dokumentiert werden.
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Abb. 7. (a) Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Epifluoreszenzmikroskops (nach Leitch et al.
1994, abgeédndert). (b) Fluoreszenz-Spektrum des Sonden-Farbstoffs Cy3 (http://probes.invitrogen.com/
servlets/spectra?fileid=cy2igg). (c) Wirkungsweise des dichroischen Teilerspiegels im Zusammenhang mit den
Spektraldaten von Cy3 (http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/filtercubes/green/cy3/
cy3index.html). Die Transmission (Y-Achse) bezieht sich auf den Teilerspiegel (,,Dichroic Mirror, gelbe
Linie). Er ldsst die Emissionsstrahlung hauptséchlich im gelb-orangen Spektralbereich passieren, wahrend die

Anregungsstrahlung im griinen Bereich reflektiert wird (Transmission gegen 0).

Die Detektion und/oder Identifizierung von weinrelevanten Mikroorganismen mit
fluoreszenzmarkierten Sonden, die an spezifische Regionen der rRNA binden, wurde bereits
in fritheren Untersuchungen erfolgreich angewandt (Frohlich et al. 2003, Hirschhiuser et al.
2005), einschlieBlich bei Brettanomyces/Dekkera und anderen Hefen (Stender et al. 2001,
Xufre et al. 2006).

Die Effizienz der Hybridisierung zeigt sich in der Intensitdt des Fluoreszenz-Signals der
Sonden und hingt nicht unwesentlich von der Permeabilitit der Zellwand und dem
Ribosomen-Gehalt der Zellen ab (Amann et al. 1995). Dariiber hinaus ist die Zugéinglichkeit
der Zielregionen fiir die Sonden signifikant. Viele wissenschaftliche Studien setzen sich mit

den Problemen des Sonden-Designs auseinander und diskutieren verschiedene
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Moglichkeiten die Signalstirke zu verbessern. Es herrscht Ubereinstimmung, dass schwache
Sonden-vermittelte Fluoreszenz-Signale unter anderem auf Sekundir- und Tertidtstrukturen
der rRNA, also rRNA-rRNA Interaktionen, und/oder auf Protein-rRNA Verbindungen in
den Ribosomen zuriickzufiihren sind (Amann et al. 1995, Fuchs et al. 2000, Inacio et al.
2003). Die Publikation von Behrens et al. (2003a) deutet darauf hin, dass die Protein-rRNA
Interaktionen bei Escherichia coli keinen signifikanten Einflul auf die Zugénglichkeit der
Zielsequenzen in der kleinen ribosomalen Untereinheit (SSU) haben. Durch systematische
Untersuchung der Signalstirken aus Hybridisierungs-Experimenten konnten Karten
entwickelt werden, die die in situ Zugéinglichkeit der 16S rRNA (Behrens et al. 2003b) und
23S rRNA (Fuchs et al. 2001) von E. coli, sowie der D1/D2-Regionen der LSU rRNA von
S. cerevisiae (Inacio et al. 2003) darstellen. Wenig spiter schlussfolgerten Yilmaz et al.
(2004) jedoch, daB3 die Fluoreszenz-Ausbeute in FISH-Anwendungen nicht allein anhand
der Zuginglichkeit von rRNA-Bereichen vorhersagbar ist, sondern im Wesentlichen von
dem untersuchten Organismus und der genauen Position der Zielsequenz abhingt. Die
Autoren berechneten in dieser Studie die Affinitdt der Sonde mit ihrer Zielregion auf Basis
thermodynamischer Daten von nichtkovalenten Wechselwirkungen in Nukleinsduren. Laut
ihrer letzten Veroffentlichung (Yilmaz et al. 2006) gibt es keine wirklich unzuginglichen
Zielbereiche in der 16S rRNA von E. coli. Fiir die Entwicklung von effizienten Fluoreszenz-
Sonden empfahlen Yilmaz et al. die Beriicksichtigung der thermodynamischen Affinitat, der
Hybridisierungs-Kinetik und der Quenching-Effekte durch Wechselwirkung des Sonden-
Farbstoffs mit den Basen der Zielregion. Indes konnen die rRNA-Karten fiir £. coli und S.
cerevisiae zur Darstellung von zuginglichen Regionen nicht ohne weiteres auf andere
Mikroorganismen extrapoliert werden (Frohlich et al. 2003), da sich ihr Geltungsbereich

wahrscheinlich nur auf phylogenetisch nahe verwandte Arten erstreckt.
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1.5 Untersuchungsobjekt Rheinhessenwein

Rheinhessen ist mit 26.281 Hektar (Stand 2006) Rebflidche die grote Weinbauregion in
Deutschland (Deutsches Weininstitut GmbH; Mainz). Das Anbaugebiet umfasst iiber ein
Viertel der deutschen Gesamtrebfldche. Somit kommt, rein statistisch, jeder vierte deutsche
Wein aus Rheinhessen. 20 % der Region Rheinhessen in Rheinland-Pfalz, die auch die
waldidrmste Deutschlands ist, ist mit Rebstocken bepflanzt. Die Weinbauregion Rheinhessen
erstreckt sich linksrheinisch zwischen Mainz, Worms, Alzey und Bingen (Abb. 19). Die drei
Bereiche Wonnegau, Bingen und Nierstein zerfallen in 24 Groflagen, die sich wiederum in
434 Einzellagen aufgliedern (Koch 1995; http://www.biologie.de/ biowiki/Rheinhessen). Im
Nordwesten der Region liegt der Bereich Bingen zwischen Alzey Ingelheim und Bingen.
Ostlich davon befindet sich der groBte und bedeutendste Bereich Nierstein, der im Norden
bis an die Landeshauptstadt Mainz heranreicht. Der Wonnegau erstreckt sich als siidlichster
und kleinster Bereich zwischen Worms und Alzey. Uber 3500 Winzer produzieren pro Jahr
mehr als 2,5 Mio. Hektoliter Wein (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden). Von den 136
Gemeinden Rheinhessens betreiben nur 3 keinen Weinbau. Rheinhessen ist zudem eines der
traditionsreichsten Anbaugebiete, in dem bereits seit 20 v. Chr. Wein angebaut wird
(http://www.biologie.de/biowiki/Rheinhessen). In Nierstein befindet sich die A&lteste,
urkundlich belegte Weinlage Deutschlands. Bis Anfang der 80er-Jahre wurde in
Rheinhessen vornehmlich Quantitét erzeugt, was sich in keinem allzu guten Ruf resultierte.
Bekannt ist in diesem Zusammenhang die ,Liebfrauenmilch® aus der gleichnamigen
GroBlage. Seitdem hat jedoch ein Umdenken eingesetzt, und einer neuen Winzergeneration
ist es zu verdanken, dass in Rheinhessen qualitativ hochwertige Weine erzeugt werden, die
zu den besten in Deutschland gezihlt werden (Ambrosi 2001). Auf die 13 Weinbauregionen
in Deutschland bezogen kommt der gro3te Anteil an Priadikatsweinen (28,6 %, Stand 2005)
aus Rheinhessen (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden). In einer weiteren Beziehung sind
die rheinhessischen Winzer in Deutschland Vorreiter. Hier gibt es den groften Anteil an
Oko-Winzern, die nach den Richtlinien des &kologischen Weinbaus arbeiten (Ambrosi
2001).

In Rheinhessen entstehen durch die lokal unterschiedlichen Bedingungen sehr
unterschiedliche Weine. Nirgendwo sonst in Deutschland werden heute so viele
verschiedene Rebsorten angepflanzt. Bereits 32,4 % der Rebfliche in Rheinhessen sind
Rotweine (Stand 2006). 2002 waren es nur 25,1 % (Deutsches Weininstitut GmbH, Mainz).
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Als Folge des Klimawandels und der Konsumenten-Nachfrage wird der Rotwein-Anbau in
Zukunft voraussichtlich weiterhin ansteigen. Das Sortenspektrum wird von Weilweinen
dominiert. Allen voran Miiller-Thurgau (16,0 % der gesamten Rebfliche) und Riesling
(12,2 %). Weiterhin Silvaner (9,5 %), Kerner (5,1 %) Grauer Burgunder (4,3 %), und
Scheurebe (3,9 %). Bei den Rotweinen besitzt der Dornfelder den gréfften Anteil an der
Gesamtfldche (13,3 %). Danach folgen Portugieser (6,8 %), Spitburgunder (5,1 %) und
Regent (3,1 %). (Deutsches Weininstitut GmbH, Mainz, http://www.deutscheweine.de;
Statistisches Bundesamt, Wiesbaden, http://www.destatis.de).

In Zusammenhang mit der zunehmenden Rotweinproduktion steht der Ausbau von Weinen
in Holz- oder Barrique-Féssern, die ein bevorzugtes Habitat fiir die hier untersuchten
Brettanomyces/Dekkera-Hefen darstellen (Kapitel 1.2). Die Bezeichnung Barrique leitet
sich von dem im Bordeaux verwendeten Fass-Typ mit dem Volumen von ungefdhr 225
Litern aus speziellem Eichenholz von Biumen bestimmter Gegenden, z. B. aus dem
franzosischen Limousin oder dem Allier (Steidl & Renner 2001), aber auch anderer
Holzarten wie zum Beispiel Akazien oder Kastanien ab (Koch 1995; http://www.wein-
plus.de). Durch den Barrique-Ausbau (Reifung) erfolgt ein Aromatisieren des Weines, weil
zusitzliche Stoffe, insbesondere Gerbstoffe und Vanillin in den Wein gelangen. AuBlerdem
wird der Wein durch den minimalen Luftaustausch (Mikroaerobisierung) beeinflusst. Der
Wein erhélt dadurch eine oxidative Reife. In Frankreich hat dieses Verfahren seit tiber 300
Jahren Tradition. Bereits durch einmaliges Verwenden eines Fasses verliert dieses bis zu
85 % seiner Aromen (http://www.wein-plus.de). Ein Barrique-Fass kann deshalb nur zwei-
bis dreimal belegt werden und mufl dann durch ein neues ersetzt werden. Eine Alternative
ist die Rekonditionierung gebrauchter Barriques (http://www.thonhauser.net, http://www.
ktbl.de/weinbau/atw148.pdf) bei der die Fiasser gereinigt und die Innenseiten der
Fassdauben abgehobelt werden. Das Barrique erhélt auBerdem eine neue ,,ROstung® durch
starkes Erhitzen. Der Grad der Rostung (Toastungsgrad) ist neben dem Alter des Fasses
mafgeblich fiir die Entwicklung der typischen Aromen im Wein verantwortlich, wobei das
Spektrum von ,,Vanille® (schwéchere Rostung) bis ,Kaffee* und ,Kakao* (stdrkere
Rostung) reicht (Steidl & Renner 2001). Bei dem Rdstvorgang entstehen
Zersetzungsprodukte von Cellulose (Cellodextrine, Cellobiose), die von einigen
Brettanomyces/Dekkera-Hefen verwertet werden konnen (Kapitel 1.2). Deshalb stellen auch
neue Barrique-Fésser eine potentielle Infektionsquelle fiir Brettanomyces dar. Der Barrique-
Ausbau wird vor allem bei Rotwein praktiziert, ist aber auch bei weilen Weinen zu finden

(Ambrosi et al. 2002).
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1.6 Ziele der vorliegenden Arbeit

Das vorliegende Forschungsvorhaben dient dazu, die hauptsdchlich in Wein und Most
auftretenden Schédlingshefen der Gattungen Brettanomyces bzw. deren teleomorphe Form
Dekkera zu detektieren und zu identifizieren. Dazu werden fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotidsonden in einer Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) eingesetzt. Die
zuvor notwendige Generierung von Art-spezifischen DNA-Sonden soll anhand von rRNA-
Sekundérstrukturen erfolgen. Dabei ermdglichen die spezifischen Sekundirstrukturen eine
exakte Lokalisation der Sonden-Zielregionen und die Umsetzung eines neuen
Gemeinschafts-Sonden Konzepts (Frohlich et al. 2003). Hierbei unterstiitzen sich teilweise
komplementidre oder direkt benachbarte Sonden gegenseitig in der Anbindung an die
Zielregionen der hochstrukturierten rRNA. Im Gegensatz zu dem bisher bekannten Helfer-
Prinzip mit unmarkierten Oligonukleotiden (Fuchs et al. 2000) sollen in dieser Arbeit alle
verwendeten DNA-Sonden fluoreszenzmarkiert werden und dadurch die Signalstirke in der
Zelle zusétzlich optimieren.

Die 26S rDNA gilt als besonders geeignet, um Hefen auf Artniveau zu unterscheiden
(Kurtzman & Robnett 1998). Durch eine vollstandige Sequenzierung der 26S rDNAs aller
Brettanomyces/Dekkera-Arten sollen geeignete Sequenzbereiche zur Identifizierung der
Hefe-Spezies aufgefunden werden. Die Sequenzdaten der 26S rDNAs sind fiir die fiinf
beschriebenen Brettanomyces/Dekkera-Spezies in Offentlichen Datenbanken bisher nicht
oder nur teilweise und in schlechter Qualitdt (viele undefinierte Nukleotide) vorhanden.
Auflerdem sind die bekannten hochvariablen D1/D2-Regionen am 5’-Ende der Sequenzen
fiir die Entwicklung von Oligonukleotid-Sonden zur Detektion und Identifizierung von
Hefen der Gattung Brettanomyces/Dekkera patentrechtlich geschiitzt (Hyldig-Nielsen et al.
2000).

Die Untersuchungen gliedern sich in folgende Abschnitte (Abb. 8):

» DNA-Isolierung, Amplifizierung und Untersuchung der SSU/LSU rRNA-Gene und der
ITS-Regionen aller Brettanomyces/Dekkera-Arten hinsichtlich ihrer Eignung als
phylogenetische Marker fiir eine Art- und/oder Stamm-Differenzierung, insbesondere
durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung.

» Vollstindige Sequenzierung der 26S rRNA Gene der finf Brettanomyces/Dekkera-

Spezies zum Auffinden hochvariabler Sequenzbereiche.
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» Generierung von Art-spezifischen Sekundérstrukturen der 26S rRNAs auf Basis einer
bereits hinterlegten Sekundérstruktur von Saccharomyces cerevisiae.

» Entwicklung von fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden gemil dem Gemeinschafts-
Sonden Konzept (Frohlich et al. 2003, Roder et al. 2007a), das zur Optimierung der
Signalstirke dient.

> Uberpriifung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit bereits vorhandenen Gattungs-
spezifischen Sonden, die an die 18S rRNA von Brettanomyces/Dekkera binden.

» Untersuchung der Spezifitidt und der Signalstirke von den neu generierten 26S rRNA-
gerichteten Sonden und Sonden-Mischungen (Gemeinschafts-Sonden) unter

Beriicksichtigung der Hybridisierungs-Temperatur.

FISH
. Stamm-
Weinprobe
sammlung
)
=
S
2
% Anreicherung/
= Isolierung
)
>
T
DNA-Sonden Gesamt-DNA
rDNA-Sequenz
rRNA-
Sekundérstruktur
rDNA/rRNA-Datenbank

Abb. 8. Schematischer Uberblick iiber den gesamten Prozess der Entwicklung und Anwendung von rRNA-
gerichteten DNA-Sonden. Details siche Text und vgl. Kapitel Material und Methoden.
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Die Differenzierung von lebenden und toten Zellen ist ein wichtiger Aspekt fiir eine
Beurteilung der tatsdchlichen Kontamination durch Schidlingshefen. Daher sollen in dieser
Studie zusitzlich zur mikroskopischen Detektion und Identifizierung durch Fluoreszenz in
situ Hybridisierung verschiedene mikroskopisch auswertbare Vitalitéitstests hinsichtlich
threr Anwendbarkeit auf Brettanomyces/Dekkera-Hefen iiberpriift werden.

Drei charakteristische physiologische Eigenschaften dieser Hefen, die in der entsprechenden
Literatur hdufig diskutiert werden, sollen im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht
werden. Im Einzelnen sind dies: die Acetat-Produktion, die Hydrolyse von Cellulose und

die Sporulation von Brettanomyces/Dekkera-Spezies.

Der zweite, O0kologisch orientierte Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit umfasst die
Untersuchung der regionalen Verbreitung dieser Hefen in der Weinbauregion Rheinhessen.
Dabei soll die neu entwickelte Sonden-Methode in der Praxis angewendet werden (Routine-
Analysen) und ihre Sensitivitit und Verlisslichkeit durch die Uberpriifung einer moglichst

groflen Anzahl aus Wein isolierter Brettanomyces/Dekkera-Stamme abgesichert werden.

Folgende Aspekte wurden diesbeziiglich beriicksichtigt:

> Uberpriifung der Anwendbarkeit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit den neu
entwickelten DNA-Sonden auf Brettanomyces/Dekkera-Isolate aus Wein.

» Probennahme (Rotweine) in Winzerbetrieben der Bereiche Wonnegau, Nierstein und
Bingen in der Weinbauregion Rheinhessen.

» Isolierung von Brettanomyces/Dekkera-Stimmen durch Kultivierungsversuche mit
semiselektiven Medien. Detektion und Identifizierung {iber FISH und rDNA-
Sequenzanalysen.

» Art- und Stamm-Differenzierung durch einen physiologischen Mikrotiterplatten-Test
(Biolog, Hayward, USA).

» Darstellung der Ergebnisse durch Kartierung und statistische Erhebung.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Web-Adressen

Kulturensammlungen
» http://www.cbs. knaw.nl/databases/index.htm
> http://www.dsmz.de/

Datenbanken zur Primer-, Sonden- und Sequenzanalyse
» http://www.mwg-biotech.com/html/all/index.php

» http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

» http://www.operon.com/oligos/toolkit.php

Datenbanken fiir rRNA-Sequenzen und rRNA-Sekundérstrukturen
» http://www.imb-jena.de/RNA.html

> http://www.rna.ccbb.utexas.edu/

Informationen iiber Winzer und Weinproduktion in Rheinhessen
> http://www.biologie.de/biowiki/Rheinhessen
http://www.destatis.de/themen/d/thm_land.php
http://www.deutscheweine.de/
http://www.rheinhessenwein.de/winzer/index.php

http://www.wein-wg.de/wwg/rheinhessen/

YV V. V VYV V

http://www.wein-plus.de/

Literatursuche
» http://portal.isiknowledge.com/
» http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed

» http://www.scopus.com/scopus/home.url
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2.2 Gerite und Hilfsmittel

» Agarose-Elektrophorese-Einheit (Bio-Rad, Miinchen)
» Computersoftware zum Sequenzvergleich und zur Stammbaum-Analyse
= (ClustalX 1.83 (Thompson et al. 1997)
= PHYLIP Package 3.65 (Felsenstein 1989)
= Tree View 1.6.6 (Page 1996)
» Computersoftware zur Generierung von RNA Sekundérstrukturen
= RNAstructure 4.2 (Mathews et al. 2004)
= GSview 4.4
» Computersoftware fiir Mikrotiterplatten-Assays
= MikroWin 2000 (Mikrotek Laborsysteme, Overath)
» Deckgléser 18 x 18 mm, 24 x 60 mm (Menzel, Braunschweig)
» Diagnostik Objekttrage, teflonbeschichtet (Menzel, Brauschweig)
» Digitalkamera Coolpix 4500 (Nikon, Tokyo, Japan)
» Fluoreszenzmikroskop Axiophot 2 (Zeiss, Gottingen)
» Filtersitze (Zeiss, Gottingen; AF Analysetechnik, Tiibingen)
* 01 (Anregung: 365 nm, Emission: 397 nm)
= 10 (Anregung: 450-490 nm, Emission: 515-565 nm)
= 28 (Anregung: 406-423 nm, 530-545 nm, Emission: 430-467 nm, 618-675 nm)
= F41-007 (Anregung: 575 nm, Emission: 605 nm)
» Geldokumentationseinheit (Polaroid, Offenbach) inkl. Bedienungssoftware
(Intas, Gottingen)
> HybridisierungsgefiBe Cellstar” 50 ml PP-Tubes (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
» Hybridisierungsofen (Shel Lab, Oregon, USA)
» Mikroskop Laborlux 11 (Leitz, Wetzlar)
» Mikrotiterplatten-Reader Multiskan Plus MKII (Dunn, Labortechnik, Asbach)
> Mikrotiterplatten-Test, YT MicroPlate™™, Biolog Inc., Hayward, USA
» pH-Meter CG840 (Schott, Mainz)
» Photometer 1101 M (Eppendorf, Hamburg)
> Sterilfilter Minisart® 0,22 um (Sartorius, Géttingen)
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» Thermocycler
= Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg)
= Progene-Tec