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Wahrend zwei Jahren charakierisierten wir die Hefepopulation im Rebberg
und auf Trauben. Die Kenntnis Uber die Zusammensetzung der Mikroflora
ermdglicht es, eine verdnderte Mikroorganismenpopulation frithzeitig zu
erkennen. Somifr kann rechtzeitig eingegriffen werden, wenn mikrobielle
Schéadlinge wahrend der Vegetationsperiode oder wiithrend der Weinberei-

tung auftreten.

Mikroorganisien, wie zum Beispiel die
Hefen, spielen in der landwirtschaftlichen
Produktion eine wichtige Rolle. Bekannt
sind vor allem die Schadorganismen sowie
einige Niitzlinge. Die grosse Mehrheit der
Mikroorganismen st fiir uns indifferent,
wird daher selten analysiert und ist entspre-
chend wenig bekannt. Dabei wire es wich-
tig, die Gesamtheit aller Mikroorganismen
zukennen, weil ein Verschieben des jewei-
Ligen Mikroorganismengleichgewichts das
Auftreten von Krankheiten oder von Fehl-
prozessen bedingen kann. Ein weiterer
Grund, die autochthone' Mikroflora zu
identifizieren, ist die Tendenz, dass soge-
nannte Niitzlinge (Fusarium, Agrobacteri-
um, Pseudomonas, Bacillus) in Zokunft im
grossen Massstab gegen Schidlinge einge-
setzt werden sollen. Was diese Nitzlinge
impositiven wie im negativen Sinne bewir-
ken, kann letztlich nur geklat werden,
wenn die gesamte Mikroflora vor und nach
der Behandiung beobachtet wird. Der
Grund, dass wir in unserem Okologieden-
ken den Sprung in den Mikroorganismen-
bereich noch nicht geschafft haben, liegt
darin, dass die klassischen, mikrobiologi-
schen Nachweismethoden sehr zéitauf-
wendig sind und nicht immer zu eindeuti-
gen Resultaten fithsen. Erst das Aufkom-
men der molekulargenetischen Methoden
zur sicheren und seriellen Erfassung von
Mikroorganismen lisst uns diesem Ziel
niher kommen. Dieser Artikel beschraibt
die Charakterisierung der Hefeflora im
Rebberg und auf den Trauben.

Wie kénnen Mikroorganis-
men analysiert werden?

Zur Charakterisierung von Mikroorganis-
men miissen bestimmte Methoden mit de-

HIm Boden hetmische Mikroorganismen

finierten Kriterien angewandt werden. Zug
Identifikation muss ein Organismus cha-
rakterisiert und mit einem Referenzstamm
verglichen werden. Charakterisierungsme-
thoden fiir Hefen gibt es unzihlige. Welt-
weit zu Identifikationszwecken standardi-
siert sind aber bis heute nur die klassischen
Tests, die auf morphologischen, biochemi-
schen und physiologischen Kriterien beru-
hen (Dittrich 1987; Barnett er al, 1990). So
hat allein das Centraalburean voor Schim-
melcultures (CBS) in Delft gegen 7800
Hefen getestet. Diese kinnen als Referenz-
stimme angefordert werden. Das Anwen-
den der klassischen Methoden ist sehr zeit-
intensiv, und die Resultate sind oft schwer
zu interpretieren, so dass ein serienméssi-
ges Screening nicht moéglich ist. Fiir seriel-
le, reproduzierbare Analysen bieten sich
die molekulargenetischen Methoden an,
die weniger Zeit beanspruchen als die klas-
sischen Tests und eindeutige Resultate lie-
fern (Tab. I). Einziges Problem bei der

Anwendung dieser Techniken ist das Feh-
fen von Referenzdaten.

Geeignet filr die Charakterisicrung und
Identifizierung von Mikroorganismen ist

" die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR:

Polymerase Chain Reaction), da innerhalb
eines Tages Daten erhiltlich sind, die anf
die Arteines Organisimus schliessen lassen.
Mit der PCR-Methode wird ein bestimmter
Abschnitt (Sequenz) der gesamten Erbin-
formation {Genom) untersucht. Eine zwei-
te molekulargenetische Analysenmethode,
das Karyotyping, istetwas zeitaufwendiger
als PCR, aber schnellerund viel priiziser als
die klassischen Tests. Bei dieser Methode
wird die gesamte Erbmasse betrachiet.
Anzahl und Linge der Chromosomen ge-
ben Auskuntt iiber die Art und Unterars
{Stamm) eines Organismus.

Gattung - Art - Unterart

Alle lebenden Organismen werden, sobald
sie entdeckt sind, charakterisiert, systema-
tisch erfasst und taxonomisch eingeordnet,
um Grundlagen zur Identifizierung weite-
rer Organismen zu erhalten. Die systemati-
sche Einteilung der Hefen crfolgte bisher
durch klassische Tests, basierend auf mor-
phologischen, biochemischer und physio-

Tab. 1. Vergleich der drei verschiedenen Analysemethoden, die zur Charak-
terisierung und Identifizierung von Hefen angewandt wurden

Klassische Tests PCR Karyotyping
Unterscheidungsmerkmale Morphologie, spezifische Gesamigenom
Biochemie, © Genomsaguenz :
Physiologie
Analysedauer 2 bis mehrere 1 bis 2 Tage 3 bis 6 Tage
' Wochen
Reproduzierbarkeit unbefriedigend sehr gut sehr gut
Standardisierte Methode ja nein ja"/ nein
Hefereferenzsttrame ca. 78002 keine® unter 10

Erfosshare Taxonomiestufe

Art, selten Unterort

Ast, selten Unterart Unterart

PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion

1} Als Chromosomengréssen-Standards sind Gesamt-DNAs von einigen definierten Hefestimmen kommerziell

erhilifich.

2) 7800 bezieht sich nur auf die Hefestaramsammlung des Centraatbureaus voor Schimmelcultures in Delft.
3) PCR-Analysen werden sehr oft zur Charakierisierung von Hefen in der Literatur beschriehen, cher die Kriterien sind

uneinheitlich.
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logischen Kriterien. Die Hefearten inner-
halb einer taxonomischen Gruppe sollten
sich so &hmlich sein, dass auch die moleku-
largenetischen Daten mit den klassischen
Resultaten @ibereinstimmen: Mit der PCR-
Methode werden ein oder mehrere arten-
spezifische Amplifikationsprodukte? er-
zeugt, welche als Banden aufeinem Agaro-
se-Gel sichtbar gemacht werden (Abb. 1a).
Mit der ktassischen und der PCR-Methode
werden Arten - in einzelnen Féllen auch
Unterarten (Stéimme) - charakterisiert.
Beim Karyotyping muss innerhalb einer
Art die Anzahl Chromosomen konstant
sein und deren Léngen in einem definierten
Bereichliegen (Abb. 1b). Damit lassen sich
Stimme innerhalb einer Art bestimmen.
Aul diese Weise wurden in den letzten
Jahren an unserem Labor 60 verschiedene
Stdmme von Saccharomyces cerevisie
charakterisiert (Schiitz und Gafner 1994),
Einige sind in Abbildung 2 Zusammenge-
stelt,

Klassische versus moleky-
largenetische Methoden

InTabelle I wird gezeigt, dass es unzihlige
Referenzstimme gibt, die mittels klassi-
schen Kriterien charakterisiert wurden.
Fiir das Karyotyping kénnen von definier-
ten Hefestimmen Chromosomengrissen-
Standards kommerziell erworben werden.
InderLiteratur wird die PCR-Methode sehr
oft zur Charakterisierung von Hefen an ge-
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fithrt (Lavallée et ol. 1994; Grando ef al.
1994; Tisserat et al. 1994). Die Daten kon-
nen aber oft nicht miteinander verglichen
werden, weil die amplifizierten, spezifi-
schen Genomsequenzen nichtiibereinstim-
men. Die Vorteile der molekulargeneti-
schen Techniken beziiglich Reproduzier-
barkeit der Daten und Zeitgewinn sind je-
doch so gross, dass wir diese Methoden zur
Untersuchung der gesamten, autochthonen
Hefeflora im Rebberg und auf den Trauben
den klassischen Tests vorzogen. Dabei
wurde folgendes Vorgehen gewshlt:

Bt verschiedene Referenzstimme mole-
kulargenetisch analysieren und miteinan-
der vergleichen;

# die im Rebberg und auf den Trauben
gesammelten Hefen klassisch und mole-
kulargenetisch charakterisieren und mit
Referenzstimmen vergleichen;

% Beispiel aus der Praxis: Bretrano-
myces,

Referenzstiimme: Mit physiologischen |

Tests wurde die Vielfalt der Hefen grob
umrissen. Ifiufigste Artvertreter waren
Hanseniaspora wvarum, Metschnikowia
pulcherrima, Rhodotorula glutinis und
Candida stellata. Daneben wurden oft Pi-
chia kiuyveri, Torulaspora delbrueckiiund
verschiedene Arten der Gattung Candida
isoliert. Von diesen sowie einigen andern
Arten wurden Referenzstimme aus den
etablierten Hefestammsammlungen des
Centraalburcaus voor Schimmelcultures
(CBS) in Delft und der Deutschen Sanum-
tung fiir Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH (DSM) in Braunschweig ange-
fordert. '
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1: Dekkera anomale CBS 77: 2: Dekkera anemala CBS 7654; 3: Dekkera bruxellensis.
D5M 70001, 4: Dekkera bruxelfensis. DSM 3429: 5; Dekkera brusellensis. DSM 70739;
6é: Dekkera bruxellensis. DSM 70740; 7. Dekkera bryxellensis. DSM 70726: 8 - 11:
«Breffanomyces»Hefen UCD 405, UCD 615, Cornell 94-41 , Cornell 95-157.

St 1: Grssenstandard inbp (Basenpaare), Std. 3: Standard Hersenul wingei-Stamm YB-
4662-VIA; mbp: Megabasenpaare (Million Bosenpaare),

Abb. 1. Molekulargenetische Charakterisierung von verschiedenen
Stdmmen der Arten Dekkera anomala und Dekkera bruxeliensis.; &)
PCR-Analysen; mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen {oben Tag
I, unten RSA); b} Karyofyping.

Anhand der molekulargenetischen Analy-
se der Referenzstimme konnte gezeigt
werden, dass beim Karyotyping die Chro-
mosomenléngen der Hefen der Gattungen
Hanseniaspora (Abb. 3), Zygosaccharo-
myces (Abb, 4) und Debaryomyces sich
innerhalb der erwarteten Gréssenordnun g
bewegten. Bei der Gattung Candida sind
Candida glabrata, Candida guilliermondii
und Candida zeylanoides aufgrund der
chromosomalen Analyse mit Chromoso-
menlidngen zwischen 1 und 2 Megabasen
verwandt, wihrend sich Candida sake da-
durch von den andern unterscheidet, dass
das grésste Chromosom 3,2 Megabasen
lang ist. Bei Candida stellata lag nur das
kleinste Chromosom von 1,1 Megabasen
im Bereich der andern Candida-Arten.
Aufgrund der molekulargenetischen Ana-
lyse miisste diese Hefe bei einer taxono-
mischen Neverfassung aus der Candida-
Gattung ausgeschlossen werden,

Isolierte Hefen und Referenzstimme:
Die Hefen, die wir aus dem Rebberg und
von den Trauben isolierten, wurden an-
hand der physiologischen Tests grob er-
fasstund die Arten mit dem Computerpro-
gramn bestimint, welches das Centraal-
bureau voor Schimmelcultures anf dem
Internet zur Verfiigung stellt. Von diesen
«klassisch» analysierten Hefen wurden
zehn Einzelkolonien pro Hefeart moleku-
largenetisch iiberpriift. Bei den aufgrund
der physiologischen Tests Debaryomyces
polymorpha-Hefen zugeordneten Koloni-
en wiesen drej verschiedene Chromoso-
menmuster auf, obwohl die Resultate der
25 durchgefiihrten Tests tibereinstimm-




ten. Zwei wigsen ein dhnliches Chromoso-
menmuster wie die Debaryomyces-Refe-
renzstimme auf, waren aber untereinan-
der verschieden. Die restlichen Kolonien
erwiesen sich als nicht zu diesen Debaryo-
myces-Arten gehorig. Bei den mit klassi-
schen Tests bestimmten Zygosaccharo-
myces microellipsoides stimmle kein ein-
ziges Chromosomenmuster der sieben
molekulargenetisch analysierten Hefen
mit jenen von den Referenzstimmen Zy-
gosaccharomyces microellipsoides und
Zygosaccharomyces rouxii iberein (Abb,
4). Innerhalb der sieben Hefen scheinen
zwel Arten vertreten zu sein, wovon von
der einen Art zwei Stimme (Nr. 2 und 6)
und voh der andern vier Stimme (Nr. 3,4,
5,7, 8 und 9; 3 und 7identisch) gefunden
wurden. Diese Beispiele zeigen, dass phy-
siclogische Tests zur groben Be-
schreibung von Mikroorganismen niitz-
lich sein konnen, aber auf keinen Fall zu
einer Identifizierung geniigen.
Brettanomyces: Der Name Brettano-
myces bezeichnet fiir die Bier- und Wein-
fachleute Hefen, welche viel Essig produ-
zieren und fiir einen nach Pferdeurin rie-
chenden Fehlton verantwortlich gemacht
werden. In der Mikreobiclogie ist dieser
Name veraltet, und die Brettanonyces-
Hefen wurden neu folgenden Arten zuge-
ordnet (Barnett e al. 1990; Molina ef al.
1993):

Veraltete Bezeichaung Neue Bezeichnung
Brettanomyces italicus Candida stellata
Brettanomyces anomalus  Dekkera'anomala

Dekkera bruxellensis
Dekkera bruxellensis

Brettanomyces bruxellensis
Brettanomyces lambicus

Brettanomyces intermedius  Dekkera bruxellensis
Brettanomyces vini Dekkera bruxellensis
Alle erwihnten Bretftanomyces-Arten kin-
nen im Wein vorkommen und sind sehr
gefiirchtet. Deshalb ist eine schnelle und
sichere Identifizierong erwiinscht, Mit
klassischen Tests ist Candida stellata zu-
friedenstellend identifizierbar, hingegen
sind die zwei Dekkera-Arten mit physiolo-
gischen Kriterien geméss Barnett (1990) ¢
al. nicht eindeutig differenzierbar. Mit Hil-
fe von PCR und Karyotyping wurden Can-
dida stellata FAW 3, zwei Referenzstim-
me von Deldkera anomala und vier Refe-
renzstdimme von Dekkera bruxellensis
miteinander verglichen. Parallel wurden
vier aus Weinen isolierte Brettanomyces-
Stamme untersucht, welche von der Cor-
nell University in New York zur Verfiigung
gestellt wurden: UCD 605, UCD 615, Cor-
nefl 94-41 und Cornelt 95-157, PCR-Ana-
lysen zeigten einen deutlichen Unterschied
zwischen den Arten Dekkera anomala und

Sd2 1 2 3

Std. 2: Standard Saccharomyces cerevisioe-Stamm YNN-
295; kbp: Kilobasenpaore {1000 bp).

Abb. 2. Typische Chromosomenmuster der
Hefeart Saccharomyces cerevisiae (Karyoty-
ping}. Die Unterschiede in den Chromosomen-
léngen innerhalb von 225 bis 2200 kb lassen
verschiedene Stdmme erkennen.

Dekkerabruxellensis (Abb. 1a), UCD615,

Cornell 94-41 und Cornell 95-157 stimmi-
ten mit den Referenzstdmmen von Dekkera
bruxellensis iiberein, wihrend die Bande
des Amplifikationsproduktes UCD 605
sich deutlich von jenen der zwei Referenz-
stimme unterschied. Dieses Resultat wur-
de mit Karyotyping bestitigt (Abb. 1b).
Das Chromosomenmuster von UCD 605
ist deutlich verschieden von den Mustern
der drei andern Hefen UCD 615, Comell
94-41 und Cornell 93-157, welche einander
so dhnlich sind, dass sie sicher alle zur
gleichen Art gehdren. UCD 605 weist auch
Ahnlichkeit mit dem Referenzstamm DSM
3429 auf. Alle andemn Referenzstimme
hingegen zeigen vollig andere und sehr
verschiedene Chromosomenmuster. Ver-
gleicht man die Chromosomenmuster der
verschiedenen Referenzstimre von Dek-
kera anomala und Dekkera bruxellensis
miteinander, stellt man fest, dass diese so-
wohl bei der einen wie auch bei der andern
Art vorkommen, Darum kann anfgrund des
Karyotypings keine Aussage dariiber ge-
macht werden, ob es sich wirklich um zwei
verschiedene Arten handelt, wie das PCR-
Resultat vermuten Hisst.

Wie weiter?

Viele Fragen werden aufgeworfen, wenn
mit klassischen Methoden charakterisier-
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1: Hansenfaspora vineae; 2: Hanseniaspora osmophila;
3: Hunseniaspora occidentalis; 4: Hanseniaspora uvarum.
Std. 3 : Standard Hansenulo. wingei-Stamm YB-4662-
VIA; mbp: Megabasenpaare [Million Basenpaare).

Abb.3. Chromosomenmuster von Vertretern
der Hefegattung Hanseniaspora (Karyoty-
ping). Alle vier Hanseniaspora-Arten unter-
scheiden sich deutlich durch ihre Chromaoso-
menléingen.

te Hefen mit molekulargenetischen Ana-
lysen konfrontiert werden. Fest steht, dass
die molekulargenetischen Methoden re-
produzierbare Daten liefern, wihrend die
Resultate der klassischen Tests manchmal
sehr schwer zu interpretieren sind. Sind
PCR- und Karyotyping-Daten bei zwei
Hefen unterschiedlich, dann handelt es
sich auf jeden Fall wm zwei verschiedene
Individuen. Ob zwei verschiedene Stim-
me oder Arten vorliegen, kann in den
meisten Fallen durch Karyotyping festge-
stellt werden. Stimmen bei zwei Hefen
alle molekulargenetischen Tests iiberein,
sind es sehr nahe verwandte Stiimme, de-
ren Genome sich nur durch einzelne, nicht
erfasste Allele voneinander unterschei-
den, oder sogar Klone, deren Erbmaterial
identisch ist. Auf jeden Fall geniigen diese
Methoden, um Mikroorganismen syste-
matisch zu erfassen und zu analysieren,
sofern bereits Referenzdaten fiir den ent-
sprechenden Organismus vorhanden sind.
Entsprechend sollten die molekulargene-
tischen Analysen so standardisiert wer-
den, dass jedes mikrobiologische Labor
die Resultate seiner isolierten und charal-
terisierten Organismen mit enésprechen-
den Werten anderer Labors vergleichen
kann, Dies bedingt letztlich eine Neubeur-
teilung der taxonomischen Kriterien und
fithrt hdchstwahrscheinlich zu einer stark
revidierten Taxonomie. Damit hoffen wir,
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]



mbp

3.13

Std3 1 2 8 4

5 6 7 8 9
1: Zygosaccharomyces rouxii CBS 732; 2: Zygosaccharomyces microellipscides CBS 427; 3-9: vermeintliche Zygosae-
charomyces microellipsoides.

$d. 3 : Standard Honsenula wingsi-Stamm YB-4662-ViA; mbp: Megobasenpaare

Abb. 4. Vergleich der Chromosomenmuster von Hefen, die gemdss klassischen Tests zur Art

Zygosaccharomyces microellipsoides gehéren.

dass die 34 verschiedenen Hefestimme,
welche an unserem Labor in den letzten
zwei Jahren aus dem Rebberg und von den
Trauben isoliert und physiologisch sowie
molekulargenetisch charakterisiert wor-
den sind, in den néchsten Jahren eindeutig
identifiziert werden kénnen.
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RESUME

Caractérisation et identification
des levures

Au cours de ces deux derniéres années,
des levures ont été isolées dans une
vigne et sur des grappes de raisin. Ces
levures ont tout d’abord &té caractéri-
sées par 25 tests physiologiques. Celles
qui présentaient les mémes caractéres
ont été contrdlées par PCR et «karyoty-
ping». Les levures analysées ont é&té
comparées avec des échantillons stan-
dard. Dans le cas de Hanseniaspora, le
profil chromosomique était comparable,
Mais dans le cas de Candida, les souches
de référence des différentes espéces

- montraient des profils assexz différents.

Candida stellata a peu de similitudes
avec les autres espéces de Candida ef
devrait étre intégrée dans un autre grou-
pe taxoncmique. Les levures détermi-
nées comme étant Debaromyces poly-
morpha par des méthodes physio-
logiques ont montré trois profils chro-
mosomiques différents, alors que celles
supposées étre Zygosaccharomyces mi-
croellipsoides en ont montré six. Ces
résultats-indiquent que les tests physio-
logiques ne donnent jamais des infor-
mations complétes.

Les analyses chromosomiques de la le-
vure BreManomyces, nuisible pour le
vin, ont montré que les souches analy-
sées appartenaient a l'espéce Dekkera
bruxellensis. Mais les souches de réfé-
rence de Dekkera bruxellensis et ano-
mala ne présentent pas de différences
significatives.

Les méthodes modernes de «karyoty-
ping» et de PCR nous donnent des infor-
mations importantes et reproductibles
sur les espéces et les souches de levures,
Le plus grand probléme actuel est le
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mangue de souches standardisées pour
pouveir caractériser toute la population
des levures,

SUMMARY

Characterization and
identification of yeasts

During the last two years, the yeasts
present in a vineyard and on its grapes
were isolated and characterized by phys-
iological and molecular genetic methods.
First the collected yeasts were character-
ized by 25 different physiclogical fests.
Yeasts with the same charaderistics
were controlied by PCR and karyotyping.
The analyzed yeasts were compared
with reference strains to determine the
yeast species. The karyotyping results of
Hanseniaspora species showed that the
chromosomal patterns were compara-
ble. But in the case of Candida, the refer-
ence sirains of the different species
showed quite different patterns. The
chromosomal patiern of Candida stfellata
had little similarity to the other Candida
species examined ond should be as-
signed to another taxonomic group.
Yeasts assigned to the species Debaryo-
myces polymorpha by classical charac-
terizing methods showed three different
chromosomal patterns and those of the
supposed species Zygosaccharomyces
microellipsoides even six. Thus, physio-
logical tests never give reliable results in
yeast characterization,

Molecular genetical examination of the
wine spoiling yeast Bretfanomyces con-
firmed that the Breftanomyces strains
analyzed belong to the species Dekkera
bruxellensis. However the reference
strains of Dekkera bruxellensis and
Dekkera anomala do not differ signifi-
cantly in their chroemosomal paterns.,
The results described show very clearly
that molecular genetic characterizing
methods give reproducible information
concerning yeast species and strains, The
main problem today however is, that

only a few reference strains are availa-
ble.

KEY WORDS: Yeust characterization, karyotyp-
ing, PCR, reference strains, Honseniaspora, Cand-
ida, Zygosaccharomyces, Debaryomyces, Brefton-
omyces



