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Zusammenfassung

In der 6nologischen Praxis werden meist unpasteurisierte Traubenmoste verwen-
det. Dadurch kommt es zu einem vermehrten Eintrag von Nicht-Saccharomyceten,
welche den Fermentationsprozess nachhaltig beeinflussen kénnen. Stérungen im
Fermentationsprozess werden im Praxisbetrieb zumeist nur anhand von Auffal-
ligkeiten ausgewahlter Parameter wie Zuckergehalt oder Temperatur oder dem
Auftreten von Fehlténen detektiert. Die fermentierende Hefepopulation kann zu
diesem Zeitpunkt bereits so geschadigt sein, dass ein Eingreifen in den Fermen-
tationsprozess das Auftreten von Fehlténen im Endprodukt oder eine unvollstan-
dige Fermentation nicht mehr verhindern kann. Mit Hilfe der Flusszytometrie wur-
de eine effiziente Methode entwickelt, um die gangigen Vertreter der Fermentati-
onspopulation wie Saccharomyces cerevisiae und der Schadhefenpopulation wie
Hanseniaspora uvarum, Dekkera bruxellensis und Pichia anomala im Fermen-
tationsverlauf mittels FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) zu detektieren
und quantitativ zu erfassen. Durch eine rasche Detektion kdnnen rechtzeitig Ge-
genmafBnahmen ergriffen werden, bevor eine Schadhefenpopulation zu grof3en
Einfluss auf den Fermentationsverlauf und die gebildeten Stoffwechselmetabolite
nehmen kann.

Die Etablierung der Flow-FISH wurde in definiertem Medium (YPD) und pasteuri-
siertem weifBen Traubenmost mit Reinkulturen aus Stammsammlungen durchge-
fuhrt. Die Probenentnahme und Fixierung erfolgt direkt aus Fermentationsansat-
zen. Zur Hybridisierung werden 18S- und 26S-rRNA-Sonden mit FITC-Markierung
eingesetzt. FUr die Auswertung der flusszytometrischen Daten wird in dieser Ar-
beit die Methode der Overton-Subtraktion angewendet. Diese ermdglicht eine ge-
nauere Beurteilung der hybridisierten Zellpopulation als das Ubliche Setzen eines
Markers. Dazu wird eine effektive Negativkontrolle mit komplementéarer Sequenz
zu der universellen Eukaryontensonde (Euk516) eingeflihrt. Anschlie3end erfolg-
te die Optimierung der bereits aus der Literatur bekannten Methode hinsichtlich
Hybridisierungsbedingungen und Zellfixierung und somit ihre Anpassung an die



Anforderungen einer quantitativen flusszytometrischen Analyse. Mit der Fixierung
in Formaldehyd oder in Ethanol wurden Fixiermethoden entwickelt, die die An-
spriche an sowohl eine schnelle und zuverlassige Fixierung im Labor, als auch
an eine rasche Fixierung im Keller, sollte ein Transport ins Labor nicht zigig még-
lich sein, erflllen.

Zur Erhdhung der Fluoreszenzintensitat wurden Hilfssonden entworfen. Diese
sind unmarkiert und binden in direkter Nachbarschaft der spezifischen Sonde.
Bei allen untersuchten Hefespezies S. cerevisiae, H. uvarum, D. bruxellensis
und P anomala kann durch den Einsatz der Hilfssonden die Fluoreszenzinten-
sitat deutlich gesteigert werden. Bei D. bruxellensis und P anomala ist erst durch
den Einsatz der Hilfssonden ein Nachweis mdglich. Durch die Hilfssonden kann
der Flow-FISH-Assay in einem breiteren Wachstumsbereich der Hefekultur ein-
gesetzt werden. Ohne Hilfssonden ist die quantitative Detektion auf die mittlere
logarithmische Wachstumsphase beschrankt. Mit Hilfssonden kénnen schon in
der frihen logarithmischen Wachstumsphase bis in die stationare Phase hinein
hybridisierte Zellen zuverlassig detektiert werden. Damit wird die kritische Phase
der fermentativen Aktivitat abgedeckt, um so zunehmende Kontaminationen in
der Fermentation erkennen zu kénnen.

Die Spezifizitdt der Sonden ist gegeben. Zum Teil kommt es zu leicht erhéhten
Fluoreszenzintensitaten gegentber der Negativkontrolle vor allem mit der D. bru-
xellensis-Sondenkombination und dafiir unspezifischen Hefen, die wahrschein-
lich auf vermehrte Bindungen auf Grund der Zusammenstellung dieser Sonden-
kombination zurlckzuflhren sind.

Der Flow-FISH-Assay ist auch in Mischungen verschiedener Hefespezies und
bis zu einer Zellzahl von 103 Zellen/ml in der Ausgangsfermentation zuverlassig.
Dieses Detektionslimit wird auch von anderen molekularbiologischen Methoden
zur Hefedetektion erreicht. Im Gegensatz zu den meisten dieser Methoden kann
die Flow-FISH auch die Anzahl der vorhandenen Hefen quantifizieren. Der Ein-
satz des Flusszytometers ermdglicht zusatzlich eine einfache Variante die Ge-
samtzellzahl aller Hefen in der Fermentation zu ermitteln. Das Detektionslimit der
Flow-FISH ermdglicht eine Detektion bevor die Schadschwellenwerte der unter-
suchten Hefen erreicht sind.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Flow-FISH-Methode ist auch bei anderen Hefe-
stdmmen, die teilweise auch aus Wildisolaten stammen, anwendbar. Eine Uber-
tragbarkeit auf native Fermentationen aus der dnologischen Praxis ist gegeben.



Es gelang sowohl Spontanfermentationen als auch inokulierte Fermentationen in
Praxisgarungen im Stahltank auf ihre Hefepopulationszusammensetzung hin zu
untersuchen und ihre Entwicklung im Laufe der Fermentation zu verfolgen.

Der optimierte Flow-FISH-Assay bietet durch den Einsatz der Flusszytometrie
und der in dieser Arbeit verwendeten Hilfssonden und Negativkontrolle eine sta-
bile Basis zur weiteren Entwicklung eines Testsystems fiir den Einsatz in der
onologischen Praxis.






Abstract

In oenological practice, mostly unpasteurised grape musts are used. This leads to
an increased introduction of non-saccharomyces, which can have a lasting effect
on the fermentation process. Disturbances in the fermentation process are usual-
ly only detected in practice on the basis of abnormalities in selected parameters
such as sugar content or temperature or the occurrence of off-flavours. The fer-
menting yeast population may already be so affected at this point that intervention
in the fermentation process can no longer prevent the occurrence of off-flavours
in the end product or incomplete fermentation. With the help of flow cytometry, an
efficient method using FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation) was developed
to detect and quantify the common representatives of the fermentation populati-
on such as Sacchoromyces cerevisiae and the harmful yeast population such as
Hanseniaspora uvarum, Dekkera bruxellensis and Pichia anomala in the course
of fermentation. Rapid detection enables countermeasures to be taken in good
time before a harmful yeast population can have too great of an influence on the
course of fermentation and the metabolites formed.

Flow-FISH was established with pure cultures from strain collections in defined
medium (YPD) and pasteurised white grape must. Samples are extracted and fi-
xated directly from fermentation mixtures. For hybridisation, 18S- and 26S-rRNA
probes with FITC-labelling are used. For the evaluation of the flowcytometric data,
the Overton-subtraction method is used in this work. This allows a more accurate
assessment of the hybridised cell population than the usual setting of a marker.
For this purpose, an effective negative control with complementary sequence to
the universal eukaryote probe (Euk516) is introduced. Subsequently, the method
already known from the literature was optimised with regard to hybridisation con-
ditions and cell fixation and thus adapted to the requirements of a quantitative flow
cytometric analysis. With fixation in formaldehyde or in ethanol, fixation methods
were developed that fulfil the requirements of both rapid and reliable fixation in
the laboratory and rapid fixation in the cellar, if transport to the laboratory is not



possible in a timely manner.

Helper probes were designed to increase the fluorescence intensity. They are un-
labelled and bind in the direct proximity of the specific probe. In all yeast species
investigated, S. cerevisiae, H. uvarum, D. bruxellensis and P anomala, the fluo-
rescence intensity can be considerably increased by using the helper probes. In
the case of D. bruxellensis and P. anomala, detection is only possible with the use
of the helper probes. The helper probes allow the Flow-FISH assay to be used in
a broader growth range of the yeast culture. Without helper probes, quantitative
detection is limited to the middle logarithmic growth phase. With helper probes,
hybridised cells can be reliably detected starting in the early logarithmic growth
phase up until the stationary phase. This covers the critical phase of fermentative
activity so that increasing contamination can be detected in the fermentation.
The specificity of the probes is given. In part, there are slightly increased fluore-
scence intensities compared to the negative control, especially with the D. bruxel-
lensis probe combination and non-specific yeasts, which can probably be attribu-
ted to increased binding due to the composition of this probe combination.

The Flow-FISH assay is also reliable in mixtures of different yeast species and
up to a cell count of 103cells/ml in the initial fermentation. This detection limit is
also achieved by other methods in molecular biology for yeast detection. In con-
trast to most of these methods, Flow-FISH can also quantify the number of yeasts
present. Additionally the use of the flow cytometer offers a simple variant to de-
termine the total cell count of all yeasts in the fermentation. The detection limit
of Flow-FISH allows detection before the damage threshold values of the yeasts
examined are reached.

The Flow-FISH method presented in this dissertation can also be applied to other
yeast strains, some of which also originate from wild isolates. A transferability
to native fermentations from oenological practice is given. It was possible to ex-
amine both spontaneous fermentations and inoculated fermentations in practice
fermentations in steel tanks for their yeast population composition and to follow
their development in the course of fermentation.

Due to the use of flow cytometry and the helper probes and negative control used
in this dissertation, the optimised Flow-FISH assay offers a stable basis for the
continued development of a test system for use in oenological practice.

VI
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1. Einleitung

Mit Hilfe dieser Arbeit soll eine einfache praxisnahe flusszytometrische Metho-
de entwickelt werden, mit deren Hilfe erwiinschte und unerwlinschte Hefespezi-
es wahrend des Fermentationverlaufes nachgewiesen werden kénnen. Als Basis
dienen hierbei Fluoreszenz in situ Hybridisierungen (FISH) mittels fluoreszenz-
markierter rRNA-Sonden.

1.1. Mikrobiologie der Weingarung

Die Bedingungen der Weinfermentation beispielsweise der hohe Zuckergehalt,
der niedrige pH-Wert, anaerobe Bedingungen und das Vorliegen phenolischer
Komponenten bieten eine ideale Umgebung fir eine Vielzahl von Mikroorganis-
men, allen voran den fir die Fermentation verantwortlichen Hefen (Bisson u. Jo-
seph, 2009). Diese bauen den Zucker des Mostes ab und produzieren damit
Ethanol und Aromastoffe, welche den spateren Charakter des Weines ausma-
chen.

1.1.1. Ablauf der Weinfermentation

Nach Lese der Trauben und Pressung des Mostes, mit eventuellem Klaren und
Schdnen, folgt der Prozess der alkoholischen Fermentation, der zum gewtinsch-
ten Produkt Wein fihrt.

1.1.1.1. Moglichkeiten zum Fermentationsstart

Es gibt viele verschiedene Mdoglichkeiten eine alkoholische Fermentation (siehe
Kapitel 1.1.1.2) einzuleiten. Heutzutage wird der Most meist mit speziell fur die
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Traubenmostfermentation gezichteten Hefestammen inokuliert, um die Fermen-
tation zu starten. Aber auch die klassische Variante der Spontanfermentation,
das Warten bis der Most auf Grund nativ vorkommender Hefestamme mit der
Fermentation beginnt, gewinnt wieder zunehmend an Beliebtheit.

Inokulierung mit Reinzuchthefen Bei einer inokulierten Fermentation werden
Reinzuchthefen dem Most zum Start der Fermentation hinzugeftigt. Hierzu werden
von der Industrie verschiedene Hefestamme gezlichtet und zum Kauf angebo-
ten. Ublicherweise werden die Hefen, nach Anzucht im Fermenter, getrocknet
und kommen in Vakuumverpackungen zum Winzer. Meist handelt es sich bei
diesen sogenannten Reinzuchthefen um Stdmme von Sacharomyces cerevisiae
(siehe Kapitel 1.2.2). Vor der Inokulation missen Trockenreinzuchthefen rehy-
driert werden. In Folge bieten sie einen recht sicheren Fermentationsstart. Verun-
reinigungen durch wilde Hefen beziehungsweise Bakterien kdnnen vorkommen,
in geringer Zellzahl unter eine Zelle pro 108 Gesamtzellen, so dass der Erfolg
der Fermentation dadurch Gblicherweise nicht in Gefahr gerat. Es besteht die
Méglichkeit, auf Grund der Zusammensetzung des Mostes und der gewlinsch-
ten aromatischen und charakteristischen Auspragung des Endproduktes, die fir
diesen Zweck am Besten geeignete Reinzuchthefe zu wahlen. Die Inokulierung
erfolgt mit einer vordefinierten Zellzahl. So kann sichergestellt werden, dass die
Fermentation von dem inokulierten Hefestamm dominiert wird und die Fermen-
tation ablauft, bis der gewlinschte Restzuckergehalt beziehungsweise Alkohol-
gehalt erreicht ist. Gelegentlich kann es aber auch bei einer Fermentation mit
Reinzuchthefen zu Garstérungen (siehe Kapitel 1.1.1.4) beziehungsweise Verun-
reinigungen durch Schadhefen kommen (siehe Kapitel 1.2.3).

Spontanfermentationen Diese urspriingliche und schon in vorindustrieller Zeit
angewandte Methodik der Weinbereitung beruht auf einem spontanen Beginn
der Fermentation ohne vorhergehende Inokulation mit speziellen Hefestammen.
Hierbei wird darauf vertraut, dass die auf den Beeren und im Keller wild vorkom-
menden, und so in den Most eingetragenen Hefespezies, die Fermentation durch-
fihren. Meist dominieren zu Beginn Nicht-Saccharomyceten die Fermentation
(siehe auch Kapitel 1.2.1). Ublicherweise handelt es sich dabei hauptsachlich um
Hanseniaspora uvarum und auch Metschnikowia pulcherrima (Fleet et al., 1984;
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Schuetz u. Gafner, 1993a), die bereits zu einem groBen Anteil auf den Beeren
vorkommen (siehe Kapitel 1.2.1 und 1.2.3.1). Nach Erreichen eines bestimmten
Alkoholgehaltes von 2 bis etwa 4 vol % Ubernimmt die Sacharomyces cerevisiae-
Population die Fermentation, wahrend der Gehalt an Nicht-Saccharomyceten ab-
nimmt (Dittrich u. Grossmann, 2010). Wahrend der Haupt- und Endgarphase wird
die Fermentation meist von S. cerevisiae dominiert.

Durch die Vielzahl der vorhandenen und auch an der Fermentation beteiligten
Hefearten, kann es zur vermehrten Bildung von Fehlténen und dem Auftreten
von Garproblemen kommen (siehe Kapitel 1.1.1.4).

1.1.1.2. Zuckerabbau

Hefen kénnen, in Abhangigkeit von der Verfligbarkeit von Sauerstoff, Zucker auf
zwei verschiedenen Stoffwechselwegen abbauen: alkoholische Garung und At-
mung. Beide Wege beginnen mit der sogenannten Glykolyse, dem Abbau von
Glukose zu Pyruvat. Der Glykolyse folgen Atmung beziehungsweise Garung.
Wahrend der Weinbereitung verarbeiten die im Most befindlichen beziehungswei-
se zugegebenen Hefen, bei denen es sich zumeist um Saccharomyceten handelt,
den im Most vorhanden Zucker im Rahmen einer alkoholischen Garung zu Etha-
nol. AuBBer Ethanol entstehen beim Zuckerabbau durch die alkoholische Fermen-
tation je Glukosemolekil zwei Kohlendioxidmolekile und Energie in Form von
zwei Adenosintriphosphatmolekulen (ATP).

CE;H1206 — 2 CQH5OH +2C0O,

Des Weiteren entstehen wahrend der Fermentation neben Ethanol diverse wei-
tere Aromastoffe, die den spateren Charakter des Weines ausmachen.

Nachdem Glukose unter Verbrauch von zwei ATP in mehreren Schritten zu Fruktose-
1.6-biphosphat umgewandelt wurde, wird dieses mit Hilfe von Aldolase in Dihydroxy-
acetonphosphat und Glyceraldehyd-3-phosphat aufgespalten. Glyceraldehyd-3-
phosphat wird unter NADH+H*-Bildung zu 1,3-Biphosphoglycerat umgesetzt. Unter
ATP-Bildung wird daraus 3-Phosphogylcerat, welches durch Umlagerung der Phos-
phatgruppe zu 2-Phosphoglycerat umgewandelt wird. Unter Freisetzung von Was-
ser entsteht Phosphoenolpyruvat. Pyruvatkinase wandelt dieses unter Bildung
von ATP zu Pyruvat um (Abb. 1.1).
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Nach diesen Schritten der Glykolyse folgt unter anaeroben Bedingungen die al-
koholische Géarung. Pyruvat wird durch die Pyruvatdecarboxylase decarboxiliert.
Dabei wird Kohlendioxid freigesetzt. Das aus Pyruvat entstehende Acetaldehyd
wird durch Alkoholdehydrogenase unter NADH+H*-Verbrauch zu Ethanol umge-
wandelt (Abb. 1.1).
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0
o \ H,0 P/gio 07 O~ [ OoH \ 0— o o
%:0\ 2 3Ho V—(OH \OH . o —l/\_VHO\(fH < Ho\r
OH OH \

Glukose Glukose-6-phosphat Fruktose-6-phosphat Fruktose-1,6-biphosphat

/ )
o Q\/
OQK/OH o. OH
H05p” H0,p”

Dihydroxyacetonphosphat Glyceraldehyd-3-phosphat
NAD *+p;

NN

H,05P.
0P, X PO3H,

ADP
o} HO HO
o HO 0° o 0° o (‘)
0 — — Hop” <« Hop”
o] / © 0 / (o]
H,0

Phosphoenolpyruvat 2 2-Phosphoglycerat 3-Phosphoglycerat ATP 1,3-Biphosphoglycerat

NN +

ATP
[0}
o} \ HO
0° )L )\H
H 2
o] \ \
Pyruvat Acetaldehyd Ethanol

€0, NAD *

ADP

Abbildung 1.1.: Glykolyse und alkoholische Géarung: Verlauf der Glykolyse und der alkoholi-
schen Garung bei Hefen (adaptiert von Ribereau-Gayon et al., 2006, S. 56)

Liegt ausreichend Sauerstoff im Most vor, kann der Stoffwechsel der Hefen dem
Weg der aeroben Atmung folgen. Hierbei wird wesentlich mehr Energie als bei der
alkoholischen Garung, namlich 36 ATP und 2 GTP, gebildet. Bei der Respiration
entstehen aus einem Glukosemolekil und jeweils sechs Wasser- und Sauerstoff-
molekllen sechs Kohlendioxidmolekile und zwdlf Wassermolekile.

CeHi1206 +6 HoO+6 0> - 6CO,+12H,0
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Ob der Zuckerabbau mittels Fermentation oder mittels Respiration stattfindet,
wird durch den Pasteur- und den Crabtree-Effekt reguliert. Der Pasteur-Effekt
besagt, dass in Gegenwart von Sauerstoff Respiration stattfindet. Bei Hefen tritt
dieser Effekt nur eingeschrankt auf. Stattdessen nutzen Hefen den Crabtree-
Effekt. Dieser besagt, dass Hefen bei Vorliegen héherer Glukosekonzentrationen
auch unter aeroben Bedingungen den Stoffwechselweg der Fermentation wah-
len, und somit Ethanol gebildet wird (Crabtree, 1929).

1.1.1.3. Hefevermehrung wahrend der Fermentation

Eine Fermentation lauft im GroBen und Ganzen immer nach demselben Schema
ab. Zu Beginn der Fermentation befinden sich die Hefezellen in der sogenannten
Latenzphase, in welcher ihre Vermehrung beginnt. Nach kurzer Zeit ist das Me-
dium bereits anaerob. Durch den hohen Zuckergehalt sind die osmotischen Be-
dingungen dann fir die Hefevermehrung suboptimal. Die Notwendigkeit der An-
laufphase ist hauptséachlich in der Anpassung an diese im Most vorherrschenden
Bedingungen begriindet. Nach wenigen Stunden beginnt die exponentielle Pha-
se der Hefevermehrung, bis die Zelldichte in etwa 50+10° bis 100«108 Zellen/ml
betragt. Die Fermentation beginnt schon wahrend der exponentiellen Phase. Fer-
mentation liefert den Hefezellen nicht ausreichend Energie zur Vermehrung. Aus
diesen und weiteren Grinden wie Ethanoltoxizitat, Nahrstoffmangel und sinken-
den Transportkapazitaten der Zellen (Rodicio u. Heinisch, 2009), stagniert die
Hefepopulation auf einem gewissen Level, die Hauptfermentation beginnt. In der
stationdren Phase, die durch die Zunahme hefeschadigender Metabolite, allen
voran die Zunahme des Ethanolgehaltes, und zunehmenden Stress gepragt ist,
sterben immer mehr Hefezellen ab. Die Population befindet sich zunehmend in
der Absterbephase. Die Hefezellen sedimentieren und autolysieren. (Beschrei-
bung Fermentationsablauf siehe Dittrich u. Grossmann, 2010)

1.1.1.4. Garstérungen

Damit eine Weinfermentation als komplett abgeschlossen gilt, sollte sie einen
Restzuckergehalt von weniger als 2-4g/1 Wein erreicht haben (Alexandre u.
Charpentier, 1998). Aus diversen Griinden wird dieser Restzuckergehalt nicht bei
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jeder Fermentation erreicht. Es kommt zu stockenden oder verlangsamten Fer-
mentationen, welche man verallgemeinernd als Garstérungen bezeichnet. Man
kann problematische Fermentationen grob in vier Kategorien aufteilen: Erstens
in verlangsamt beginnende Fermentationen, die eventuell wieder normale Fer-
mentationsgeschwindigkeit erreichen; zweitens in verlangsamt beginnende Fer-
mentationen, deren Fermentationsrate auf niedrigem Level verbleibt; drittens in
normal beginnende Fermentationen, welche im Verlauf verlangsamen und vier-
tens in normal verlaufende Fermentationen, welche abrupt abstoppen (Bisson u.
Butzke, 2000). Garstdérungen werden in der Literatur auf verschiedene Faktoren
zurtckgefuhrt. Meist liegt eine Kombination aus mehreren Faktoren vor.

Unter anderem flihrt ein zu hoher Zuckergehalt im Ausgangsmost zu einer Gar-
stérung (eigene Versuche, Lafon-Lafourcade et al., 1979). Dies ist auf das Ubliche
Wachstumsverhalten der Hefen zurlickzuflihren. Bei einem normalen Zuckerge-
halt des Ausgangsmostes von unter 200 g/I ist die Fermentation recht schnell,
wahrend der exponentiellen und der quasistationdren Wachstumsphase der Hefe-
zellen, abgeschlossen (siehe Kapitel 1.1.1.3). Bei einem erhOhten Zuckergehalt
im Ausgangsmost mussen die Hefen auch noch in der stationaren Phase abfal-
lenden Wachstums Zucker fermentieren. (Lafon-Lafourcade et al., 1979) Fehlen
in dieser Phase Uberlebensfaktoren wie Sterole, welche in das Cytoplasma der
Hefen eingelagert werden, und somit fir eine erhéhte Ethanoltoleranz sorgen
(Aguilera et al., 2006; Thomas et al., 1978), wird die metabolische Aktivitat der
Hefen gehemmt oder kommt ganz zum Erliegen (Lafon-Lafourcade et al., 1979).
Es verbleibt ein Restzuckergehalt im Wein, was meist mit einer Garstérung asso-
ziiert wird. Schuetz u. Gafner (1993b) filhren Garstérungen auf ein zu niedriges
Glukose- / Fruktoseverhaltnis zurlick. Vor Beginn der Fermentation ist das Verhalt-
nis von Glukose zu Fruktose im Most nahezu gleich. Da die meisten Weinhefen
Glukose besser als Fruktose verwerten kénnen, nimmt dieses Verhaltnis nicht
gleichmassig ab. Gegen Ende der Fermentation liegt das Glukose zu Fruktose-
verhatnis in etwa bei 0,1. Bei auf Grund von Garstérungen gestoppten Fermen-
tationen liegt dieser Wert deutlich darunter (Schuetz u. Gafner, 1993b). Auch die
Ethanolempfindlichkeit der Hefezellen ist bei erhdhten Zuckergehalt erhéht, was
im Umkehrschluss heif3t, je hoher der Zuckergehalt des Mediums, umso eher
kommt es zu Gérstérungen (Casey u. Ingledew, 1986).

Auch unter Sauerstoff- (Ingledew u. Kunkee, 1985), Vitamin- (Ough et al., 1989)
oder Stickstoffmangel (Agenbach, 1977; Blateyron u. Sablayrolles, 2001; Ingle-
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dew u. Kunkee, 1985; Salmon, 1989) kann die Fermentation zum Erliegen kom-
men. Unter anaeroben Bedingungen fehlt, wie Ingledew u. Kunkee (1985) zeigen,
Sauerstoff fur die Bereitstellung von Zellmembrankomponenten, nicht aber un-
bedingt fiir die Zellatmung. Stehen geniigend Uberlebensfaktoren (siehe Lafon-
Lafourcade et al., 1979) zur Verfligung, verlauft die Fermentation mit tblicher Ge-
schwindigkeit (Ingledew u. Kunkee, 1985). Sauerstoff ist nur in der Phase aktiven
Zellwachstums zu Beginn der Fermentation notwendig. Dort ist ein aerober Most
bedeutsam, da nur so metabolisch verflgbarer Stickstoff verarbeitet werden kann
(Ingledew u. Kunkee, 1985). Der Grof3teil der Metabolisierung von ammonischem
Stickstoff findet zu Beginn der Fermentation statt, laut Salmon (1989) in den ers-
ten 20 Stunden, unabhangig wieviel davon zur Verfligung steht (Salmon, 1989).
Steht nicht ausreichend metabolisch verflgbarer Stickstoff zur Verfigung, kommt
es zur irreversiblen Inaktivierung der Glukosetransporter, was zu einer Fermenta-
tionsstdrung fihrt (Salmon, 1989). Ein Uberdecken des Mostes mit Kohlendioxid
oder molekularem Stickstoff sollte vermieden werden, da dies zu einem anaero-
ben Zustand zu Fermentationsbeginn und somit oft zu stockenden Fermentatio-
nen fOhrt (Ingledew u. Kunkee, 1985).

Des Weiteren senkt ein zu hoher Ethanolgehalt die metabolische Aktivitat der
Hefen (Casey u. Ingledew, 1986), in dem intrazelluldre Enzyme inhibiert werden
(Thomas et al., 1978), und beeinflusst somit den Verlauf der Fermentation. Die
Abnahme der Garaktivitat ist dabei direkt proportional zum Ethanolgehalt, wie
schon Rahn (1929) beschrieb. Die Ethanoltoleranz, die je nach Hefestamm un-
terschiedlich hoch ist, ist wahrscheinlich zum Teil auf die Fahigkeit eine unter-
schiedlich starke Barriere aus Sterolen aufzubauen, die den Ethanol an einem
Eindringen in die Zelle hindert, zurlckzufihren (Aguilera et al., 2006; Thomas
et al., 1978).

Auch ein exzessives Klaren des Ausgangsmostes kann zu Garstérungen flhren
(Groat u. Ough, 1978). Das kritische Level in Most, unter welchem die Fermen-
tation langsamer verlauft, liegt far unlésliche Substanzen, zum Beispiel Bentonit,
zwischen 0,1 und 0,5% (v/v)(Groat u. Ough, 1978). Generell wird empfohlen,
dass der NTU-Gehalt (Trubgehalt) des vorgeklarten Mostes zwischen 100 und
250 liegt. Ist der NTU-Gehalt niedriger, kann es zu einem Fermentationsstopp
kommen, oberhalb dieses Wertebereiches besteht die Gefahr von unerwiinsch-
ten Aromaveranderungen (Ribereau-Gayon, 1999). Die Hefen sinken in einem zu
stark geklarten Most auf den Fermentationsbehalterboden ab und werden, gera-
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de in groBBen Tanks, dort durch erhéhten Druck und erhbéhte Kohlendioxidkonzen-
tration in ihrer metabolischen Aktivitat stark eingeschréankt (Lemperle, 2007). Des
Weiteren kann es, vor allem in groBen Gartanks, zu einem Versieden des Wei-
nes kommen. Hier wird die optimale Temperatur zur Hefeentwicklung von 25 °C
Uberschritten, so dass es zu einem Garstopp kommt (Lemperle, 2007).

Durch nicht optimale Bedingungen fir die meist inokulierte Hauptfermentations-
hefe S. cerevisiae kdnnen andere Hefen, die im Ausgangsmost in einer grof3en
Vielzahl vorliegen kénnen, einen Teil der Fermentation Gbernehmen (siehe auch
Kapitel 1.2.3). In Folge dessen kommt es zu Fehltdnen im Endprodukt oder sto-
ckenden Fermentationen. Vor allem bei Spontanfermentationen ist die Anzahl
“wilder” nativer Hefen, meist Nicht-Saccharomyceten, hoch (siehe auch Kapi-
tel 1.1.1.1 und Kapitel 1.2.1). Diese sorgen hier fur ein Angaren des Mostes,
da in der natlrlichen Hefeflora kaum Saccharomyces-Hefen vorliegen (siehe Ka-
pitel 1.2.1). Die Ethanolproduktion der Nicht-Saccharomyceten ist eher gering
(Clemente-Jimenez et al., 2004; Heard u. Fleet, 1988). Oberhalb eines Alkohol-
gehaltes von 4 vol % und unter zunehmend anareoben Bedingungen nimmt die
Fermentationstatigkeit der Nicht-Saccharomyceten ab und die mittlerweile ausrei-
chend vorhandenen Saccharomyces-Hefen Gbernehmen den restlichen Zucker-
abbau (Ganga u. Martinez, 2004; Lemperle, 2007, S. 25f.). Zu diesem Zeitpunkt
kénnen im Wein bereits ungtinstige Aromaverbindungen fir das Endprodukt vor-
liegen.

Liegt eine hohe Konzentration von fliichtigen Sauren (van Rij, 2013) oder toxi-
schen Fettsauren (Viegas et al., 1989) vor, schrankt die Hauptfermentationshefe
S. cerevisiae ihre metabolische Aktivitat ein. Zu hohe Konzentrationen an fliich-
tigen Sauren werden hauptséachlich von sogenannten Schadhefen (siehe Kapi-
tel 1.2.3), zum Beispiel Brettanomyces, Hanseniaspora, Candida und anderen
produziert (van Rij, 2013). In dieser Arbeit soll eine Nachweismethode entwickelt
werden, um eine Kontamination mit diesen haufig vorkommenden Schadhefen
rechtzeitig zu erkennen. So kann friihzeitig einer Garstérung entgegen gewirkt
werden, bevor die Schadhefe die Fermentation negativ beeinflusst hat, und somit
einem wirtschaftlichen Schaden des Winzers vorgebeugt werden.
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1.2. Hefen

1.2.1. Zusammensetzung der Hefeflora vor
Fermentationsbeginn

Im Most liegen diverse natlrlich vorkommende Hefestdmme vor. Diese kénnen
auf vielerlei Wegen in den Most gelangen. Schon auf der Haut der Beeren befin-
den sich viele verschiedene native Hefen (Clemente-Jimenez et al., 2004; Fleet,
2003, u. a.). Sie sitzen Uber Rissen in der Beerenoberflache und am Fruchtpols-
ter der Beerenstiele, da sie sich mittels des zuckerreichen Saftes mit Nahrstoffen
versorgen kénnen. Auf der unverletzten Beerenoberflache finden sich nur wenige
einzelne Hefezellen. Werden die Beeren bei der Ernte verletzt und Saft tritt aus,
kénnen sich auch diese Hefezellen deutlich vermehren. Beim Pressen geraten
die Hefezellen so in den Most. Auch durch Insekten, die durch den Saft verletzter
Beeren angelockt werden, werden Hefen auf noch unverletzte Beeren Ubertra-
gen. Durch Wespenfral3 kdnnen die Hefen tief ins Beereninnere eindringen und
sich dadurch optimal vermehren. So kann es bereits zum Angaren der noch am
Stock hangenden Beeren kommen. (Dittrich u. Grossmann, 2010)

Die Zusammensetzung und GrdBe der wilden Hefeflora ist von vielen Faktoren,
unter anderem dem Gesundheitszustand der Trauben (s.0.), abhangig. Als Haupt-
vertreter ist hier Hanseniaspora uvarum zu nennen, die in einer Konzentration
von tber 90 % auf der Beerenhaut vorliegen kann (Dittrich u. Grossmann, 2010).
Auch viele weitere wild vorkommende Hefen, zum Beispiel diverse Candida-Arten
(vor allem Candida stellata), Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia sp. und Pi-
chia sp. kbnnen Uber die Traube in den Most gelangen (Dittrich u. Grossmann,
2010; Clemente-Jimenez et al., 2004; Schuetz u. Gafner, 1993a). Zu einem ge-
ringen Prozentsatz kommt auch Saccharomyces cerevisiae auf den Trauben vor
(ungefahr 0,1 —1 % laut Dittrich u. Grossmann, 2010).

Das quantitative Volumen der auf den Beeren vorkommenden Hefeflora unter-
scheidet sich klimabedingt. Dagegen wird die Zusammensetzung der Hefeflora
weder durch Klimaunterschiede, Rebsorten, Bodenunterschiede oder weinbau-
liche MaBnahmen stark beeinflusst (Dittrich u. Grossmann, 2010). Schuetz u.
Gafner (1994) hingegen zeigen eine Weinberg- und Jahrgangsabhangigkeit der
Florenzusammensetzung. Unter Botrytis-Befall steigen die Zellzahlen der natlr-
lichen Hefeflora stark an (Dittrich u. Grossmann, 2010).
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Wieviele Hefearten und Zellen letztendlich wahrend der Fermentation vorhanden
sind, hangt stark von den Umgebungsparametern wahrend der Weinbereitung ab
(Bisson u. Joseph, 2009). Durch moderne Konservierungsmethoden, beispiels-
weise die Zugabe von Schwefeldioxid zum Traubenmost oder die Pasteurisierung,
wird der Anteil an Nicht-Saccharomyceten im Most deutlich reduziert (Henick-
Kling et al., 1998). Werden die nativen Hefen aus dem Most nicht reduziert, kdn-
nen diese unerwinschte Fehltdne produzieren. Gerade in der Anfangsphase der
Fermentation ist die Gefahr hierfir hoch, da ihre Vermehrung noch nicht durch
den Ethanolgehalt gehemmt wird (siehe Kapitel 1.1.1.1 und 1.1.1.4). Einem effek-
tiven Nachweis dieser Schadhefen gerade zu Beginn einer Fermentation kommt
somit eine grofBe wirtschaftliche Bedeutung zu, da so Schaden am Endprodukt
Wein vermieden werden kdénnen.

1.2.2. Sacharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ist die fir die Weinfermentation hauptverantwortliche
Hefeart. Es handelt sich um runde bis ovale Zellen, welche meist einzeln oder in
kleinen SproBverbanden von zwei bis acht Zellen vorliegen (Schwann, 1837). Die
Vermehrung erfolgt durch SproBung oder Ascosporenbildung. Unter den anaero-
ben Bedingungen einer Fermentation tritt Ascosporenbildung so gut wie gar nicht
auf (Dittrich u. Grossmann, 2010). S. cerevisiae kann Glukose, Saccharose, Mal-
tose, Raffinose und Ethanol assimilieren. Nitrat und Pentosen kann S. cerevisiae
nicht verwerten. (Fugelsang u. Edwards, 2007) S. cerevisiae verwertet Glukose
schneller als andere Zuckerarten, zum Beispiel Fructose und ist somit glukophil
(Moreira et al., 2008).

S. cerevisiae-Reinkulturen werden sehr haufig zum Inokulieren von Fermentatio-
nen verwendet (siehe Kapitel 1.1.1.1). Auch in Spontanfermentationen ist S. ce-
revisiae nach Fermentationsstart die am haufigsten vorkommende Hefespezies
(siehe Kapitel 1.1.1.1).

1.2.3. Schadhefen

Als Schadhefen werden Hefegattungen aus dem Bereich der Nicht-Saccharomy-
ceten bezeichnet, welche durch Bildung von zum Beispiel unerwinschten Aro-
mastoffen oder flichtigen Substanzen zu einer Schadigung des Weines fluhren
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(siehe auch Kapitel 1.1.1.4).

Bei den meisten nattrlich in Traubenmost vorkommenden Hefen handelt es sich
um Nicht-Saccharomyceten, welche haufig als Schadhefen auftreten. Vor allem in
Spontanfermentationen (siehe Kapitel 1.1.1.1) ist ihr Anteil auch nach Fermentati-
onsbeginn hoch. Einige der bekanntesten und am meisten wirtschaftlichen Scha-
den verursachenden Vertreter wurden in dieser Arbeit versucht mittels Flow-FISH
zu detektieren. Diese werden im Folgenden naher beschrieben. Des Weiteren
gibt es noch viele weitere Hefearten, die als Schadhefen auftreten kénnen.

1.2.3.1. Hanseniaspora uvarum / Kloeckera apiculata

Hanseniaspora uvarum gehdért zu den Hefearten die apiculate, das heif3t zitronen-
beziehungsweise keulenférmige Zellen bilden, welche meist an einem oder bei-
den Polen zitronenférmig zugespitzt sind (siehe Abb. 1.2). Daneben kommen
auch elliptische und ovale Zellen vor. Die Zellen sind deutlich kleiner als Sacharo-
myceten. Es handelt sich bei H. uvarum und K. apiculata um diesselbe Spezies,

Abbildung 1.2.: Mikroskopische Abbildung des H. uvarum-Stamms DSM 26650

die auf Grund ihrer Fahigkeit zur Sporenbildung in der alteren Nomenklatur mit
einem speziellen Namen differenziert wurde. Hanseniaspora uvarum ist die te-
leomorphe Form, die auch zur Vermehrung Ascosporen bildet. Bei Kloeckera api-
culata handelt es sich um die anamorphe Form, die heutzutage systematisch als
Hanseniaspora uvarum eingeordnet wird. Hanseniaspora uvarum ist weit verbrei-
tet und vermehrt sich auf verletzten Beeren massenhaft. Diese Art kann in einer
Konzentration von Uber 90 % auf der Beerenhaut vorliegen (Dittrich u. Gross-
mann, 2010) (siehe auch Kapitel 1.2.1). Bei einer Spontanfermentation gart H. uva-
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rum den Most an und hemmt die Vermehrung von S. cerevisiae. Mdglicherweise
geschieht diese Hemmung auf Grund der Bildung sogenannter Killerfaktoren,
welche das Wachstum von S. cerevisiae inhibieren kénnen (Radler et al., 1985).
Erst ab einer Alkoholkonzentration von 2 bis maximal 4 vol % stellt H. uvarum ih-
re Fermentationstatigkeit ein, da das Garsubstrat zunehmend anaerob wird, und
die Fermentation wird von S. cerevisiae Ubernommen (Dittrich u. Grossmann,
2010) (siehe auch Kapitel 1.1.1.1). Auch wenn der Anteil von H. uvarum an der
Hefepopulation wahrend der Fermentation stark sinkt, kdnnen Zellen Gberleben
und sich in unterschwefelten Weinen sogar in der Flasche vermehren (Dittrich
u. Grossmann, 2010). H. uvarum fermentiert, von einigen fructophilen Stdmmen
abgesehen (Ciani u. Fatichenti, 1999), Glucose und Fructose gleich stark, kann
aber keine Saccharose vergaren (Dittrich u. Grossmann, 2010).

Erfolgt eine Fermentation mit Reinzuchthefen kann ein Einfluss von H. uvarum
nahezu ausgeschlossen werden. Kontaminationen mit H. uvarum kommen aber
auch dort vor (Schuetz u. Gafner, 1993a). In Spontanfermentationen ist eine
Weinschadigung durch H. uvarum haufiger anzutreffen. Schuetz u. Gafner (1993a)
stellen einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von H. uvarum in der ers-
ten Fermentationsphase und einem Effekt von H. uvarum auf Geschmack und
Aroma des fertigen Weines her. Dieser Effekt auf den Gesamteindruck des Wei-
nes kann recht deutlich ausfallen. H. uvarum bildet deutlich mehr Glycerin (Spon-
holz et al., 1990) und flichtige Saure als S. cerevisiae (Dittrich u. Grossmann,
2010). Durch starke H. uvarum-Vermehrung kann es bei zu langen oder zu war-
men Maischestandzeiten durch eine erh6hte Produktion von Essigsaureethyles-
ter zur Bildung eines Estertons kommen, welcher mit einem Geruch nach Nagel-
lack beziehungsweise UHU einhergeht. (Dittrich u. Grossmann, 2010). Die Pro-
duktion von Isoamylacetat durch H. uvarum wird hingegen als positiv flr den
sensorischen Gesamteindruck eines Weines beschrieben (Moreira et al., 2008).

Durch Temperaturkontrolle wahrend der Lese und Pressung, die die Tempera-
tur konstant unter 10 °C halt, kann eine Vermehrung von H. uvarum stark redu-
ziert werden (Aust, 2007). Auch eine SO»-Zugabe unterdriickt das Wachstum von
H. uvarum, auf Grund der hohen SO»,-Empfindlichkeit, zuverlassig (Henick-Kling
et al., 1998; Aust, 2007).
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1.2.3.2. Dekkera/ Brettanomyces

Dekkera/Brettanomyces finden sich bevorzugt in neuen Barriquefassern. Sie
sind recht anspruchslos und kdnnen sich wahrend des Ausbaus in Barriques
auch noch ohne jegliche Zuckerreste im Wein vermehren (Lemperle, 2007), da
sie Cellobiose (Freer, 1991) und den Holzzucker Xylose (da Silva et al., 2020)
metabolisieren und so in den Poren der Holzfasser auch langere Zeit Uiberleben.
Aber auch auf Trauben, Mosten und Weinen kénnen Dekkera/Brettanomyces
nachgeweisen werden (Dittrich u. Grossmann, 2010; Aust, 2007). Sie beeinflus-
sen stark die Weinqualitat, indem sie zu spezifischen sensorischen Veranderun-
gen beitragen. Diese kénnen dazu fuhren, dass der Wein auf Grund starker sen-
sorischer Fehler nicht mehr oder zu einem deutlich geringeren Preis vermarktbar
ist. In geringen Auspragungen kann ein Brettanomyces-Ton eine positive Auswir-
kung auf die sensorische Komplexitat und den Charakter vor allem von Rotweinen
haben (Fugelsang u. Edwards, 2007). Bei vermehrtem Auftreten von Brettano-
myces lasst sich sensorisch ein teerartiger, pferdeschweiBartiger Geruch bezie-
hungsweise Geschmack feststellen, welcher durch fllichtige phenolische Stoff-
wechselprodukte verursacht wird (Lemperle, 2007). Es reichen schon eine recht
geringe Anzahl an Brettanomyces-Zellen (10° bis 10* Zellen/ml) aus, um die
Geruchs- und Geschmacksschwellenwerte dieses Fehltons zu tberschreiten (Cha-
tonnet et al., 1995). Des Weiteren bilden einige Stdmme heterozyklische Verbin-
dungen, welche den sogenannten Mauselton verursachen (Lemperle, 2007). Die
Essigsaurebildung in Form von fllichtiger Saure ist meist hoch (Dittrich u. Gross-
mann, 2010).

Brettanomyces ist in Landern mit warmem Anbauklima weit verbreitet, kommt
aber auch in Deutschland im Zuge der Klimaerwarmung immer haufiger vor. Eine
Kartierungsarbeit von Roeder (2007) zeigt ein Vorkommen von Brettanomyces
bei mehr als jedem sechsten untersuchten Weingut in Rheinhessen. Bei der Ernte
wird Brettanomyces in den Keller eingebracht, wo sie sich vor allem in holzfass-
gelagerten Rotweinen vermehren und etablieren kénnen (Roeder et al., 2007;
Roeder, 2007).

Bei Brettanomyces handelt es sich um die anamorphe Form dieser Gattung, die
sich asexuell vermehrt. Dekkera ist die teleomorphe und somit Ascosporen bil-
dende Form, mit sexueller Vermehrung. Es handelt sich bei Dekkera und Bret-
tanomyces phylogenetisch um diesselbe Gattung, die auf Grund ihrer Fahigkeit
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zur Sporenbildung in der alteren Nomenklatur mit einem speziellen Gattungs-
namen differenziert wird. Je nach Alter der Kultur und den jeweils vorliegenden
Wachstumsbedingungen zeigt Brettanomyces eine variable Zellmorphologie. Ub-

Abbildung 1.3.: Mikroskopische Abbildung zweier verschiedener D. bruxellensis-Stamme:
links DSM 70001 mit Pseuodomycel, rechts AWRI 1499 als Einzelzellen

licherweise werden Brettanomyces-Zellen als ogival oder bootsférmig beschrie-
ben (Smith, 1998). Diese Form trifft man vor allem in alteren Kulturen an (siehe
Abb. 1.3 rechts). Dekkera anomala neigt zur Ausbildung von Pseudomycelien.
Oft ist mikroskopisch in den Filamenten keine Zellunterteilung mehr zu erkennen,
sie sind aseptisch. Die gebildeten Ascosporen agglutinieren mit den Asci und bil-
den so verzweigte Filamente (Smith, 1998). Dekkera bruxellensis bildet kirzere
Pseudomycelien aus, da hier die gebildeteten Ascosporen nur teilweise an die
vorhandenen Filamente agglutinieren. Hier sind deutlich hutférmige bis spheroi-
de Ascosporen zu erkennen (Smith, 1998). Die Intensitat der Pseudomycelien-
ausbildung ist, auBer von den Wachstumsbedingungen, auch von dem jeweiligen
Stamm abhéangig (siehe Abb. 1.3). Nicht jeder Stamm bildet ein ausgepragtes
Pseudomycelium aus, so dass sich diese Stamme besonders fiir die flusszytome-
trische Detektion eignen. In Wein werden so gut wie keine Ascosporen gebildet.
Die daraus resultierende geringe Pseudomycelbildung macht es mdglich, auch
aus praxisnahen Proben Brettanomyces beziehungsweise Dekkera flusszytome-
trisch nachzuweisen.

1.2.3.3. Pichia anomala / Wickerhamomyces anomalus

Pichia anomala wurde von Kurtzman (2011) reklassifiziert und in Wickerhamo-
myces anomalus umbenannt. Da Pichia anomala nach wie vor die gangigere
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Artbezeichnung ist, wird sie in dieser Arbeit beibehalten. P anomala z&hlt zu
den sogenannten Kahmhefen. Diese Hefen wachsen bevorzugt aerob und bilden
auf dem befallenen Wein eine Kahmhaut. Durch Fermentation unter Sauerstoff-
ausschluss kann eine Vermehrung nahezu ausgeschlossen werden. P anomala
kommt auf Trauben und somit auch in Mosten vor. Sie garen bei Spontanfer-
mentationen zusammen mit H. uvarum den Most an, um nach Erreichen eines
bestimmten Alkoholgehaltes von S. cerevisiae unterdriickt zu werden. Bei unsau-
berer Garfihrung und Eintrag von Sauerstoff kann es zu erneuter Vermehrung
und zur Bildung einer Kahmhaut kommen (Dittrich u. Grossmann, 2010).
P.anomala produziert ein Killertoxin (Kurtzman et al., 2011), das andere Hefe-
spezies in ihrem Wachstum hemmt. Bei fermentativem Wachstum ist P anomala
fahig, zusatzlich zu gro3en Mengen Essigsaure, Ethylacetat und Isoamylacetat,
0,2 % bis 4,5% (v/v) Alkohol und einige fur die Weinherstellung positiv zu wer-
tende Metabolite zu bilden (Shimazu u. Watanabe, 1981; Padilla et al., 2018).
Dies zeigt sich auch darin, dass es kommerzielle Reinzuchthefen mit Pichia, in
diesem Falle P kluyveri gibt, welche in einer Doppelbeimpfung mit S. cerevisiae
zu zusatzlichen fruchtigen Noten im Endprodukt fiihren sollen (FrootZen®, Chr.
Hansen GmbH)

1.3. Methoden zur Detektion von (Schad)hefen

Die Unterscheidung der diversen in Fermentationen vorkommenden Hefearten
kann sich schwierig gestalten. Auf Grund ihres variablen Erscheinungsbildes ist
es schwer Hefearten rein an Hand ihrer Morphologie zu differenzieren. In den
letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Methoden entwickelt, um Hefespezies
zu detektieren und zu unterscheiden. Zur Detektion von Hefen gibt es verschie-
dene Methoden, welche kulturabhangig oder kulturunabhangig sein kénnen. Eine
Kulturfihrung vor dem Nachweis kann zu einer verfalschten Darstellung der tat-
sachlichen Population fihren. Durch die Zeitdauer einer Kultivierung kommt es
zu einer Verzdégerung des Eingreifens in den Fermentationsprozess, der durch
kulturunabhangige Nachweismethoden verhindert werden kann.

15



Einleitung

1.3.1. Ausplattieren auf selektiven Medien

Zum Nachweis von bestimmten Hefearten, kann eine Ausplattierung auf einem
selektivem Medium hilfreich sein. Zur genaueren Bestimmung der kultivierten
Hefearten kénnen indirekte molekularbiologische Methoden dienen (siehe Ka-
pitel 1.3.2).

Um Sacharomyces von Nicht-Saccharomyceten zu unterscheiden, kann eine Aus-
plattierung auf Lysin-Agar erfolgen (Fowell, 1965). Auf diesen Platten kénnen
im Idealfall nur Nicht-Saccharomyceten wachsen, da Saccharomyces nicht mit
Lysin als einziger Stickstoffquelle wachsen sollte. Zudem ist die Unterscheidung
nicht ganz eindeutig, da einige Saccharomyces-Stamme auch auf Lysin wach-
sen, wenn auch langsam, und einige Nicht-Saccharomyceten schlechtes Wachs-
tum auf Lysin-Agar zeigen. (Bisson u. Joseph, 2009)

Uber Ausplattierung auf Cycloheximidhaltigem Medium kann Brettanomyces (Boul-
ton et al., 1996) und H. uvarum (Di Maio et al., 2011) selektiv angezogen werden.
Ein nicht-selektives Medium wie Wallersteins-Nahrmedium (WL) (Green u. Gray,
1950) kann dazu dienen ein breites Spektrum an Hefearten nachzuweisen. Die
Hefen werden an Hand ihrer Koloniemorphologie und Farbaufnahmefahigkeit iden-
tifiziert.

Das Ausplattieren auf selektiven Medien war lange Zeit die am haufigsten ge-
nutzte Art bestimmte Mikroorganismen nachzuweisen, da sie meist preisgunstig
und einfach durchzuflihren ist. Die Methode dient eher zum Nachweis bestimm-
ter spezifischer Arten, als zur Darstellung der gesamten Flora im untersuchten
Umweltmilieu, da das verwendete Nahrmedium zur Bestimmung der Arten meist
spezifisch optimal ist. Durch Wachstumsvorteile einer bestimmten Art kann es
zur verzerrten Darstellung der Gesamtflora kommen, weswegen es meist not-
wendig ist, auf diversen Medien auszuplattieren, um verschiedene Hefearten zu
differenzieren. Auch die Problematik der lebensfahigen, aber nicht kultivierba-
ren Hefen (VBNC) (Oliver, 1993; Salma et al., 2013) qilt es zu beachten, welche
mit den beschriebenen Nachteilen bezliglich der Verfélschung der nachgewiese-
nen Kulturzusammensetzung einhergeht. Lebensféhige aber nicht kultivierbare
Hefen befinden sich in einem ruhenden Zustand in welchem sie durch Platten-
kultivierung nicht nachweisbar sind. Sie sind jedoch dazu fahig jederzeit wieder
in einen vermehrungsféhigen Zustand zurtckzuwechseln. (Oliver, 1993; Salma
et al., 2013) Heutzutage wurden Ausplattierungsmethoden nahezu vollstandig zu
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Gunsten von molekularen Techniken abgelést (siehe Kapitel 1.3.3 und 1.3.2).
(Bisson u. Joseph, 2009) Stellenweise wird fir die molekularen Techniken eine
Vorkultivierung auf Platte genutzt (siehe Kapitel 1.3.2).

1.3.2. Indirekte, kulturabhangige Nachweismethoden

Indirekten Nachweismethoden geht ein Kultivierungsschritt der untersuchten He-
fekolonien voran. Hierdurch kann das tatsachliche Verhéltnis und Vorkommen
verfalscht werden. Hefearten, die nur vereinzelt oder in geringer Zellzahl vorlie-
gen, kénnen entweder nicht nachgewiesen oder in ihrer Anzahl als zu hoch be-
wertet werden. Bei Anzucht in nicht-selektiven Medien haben schnell wachsende
Hefen wie Saccharomyces einen Vorteil gegenlber langsamer wachsenden spe-
zialisierteren Hefen. Andert man das Medium, fligt also Inhibitoren zu oder &ndert
die Bedingungen, um schnell wachsende Hefen zu unterdriicken, werden auch oft
langsam wachsende Stdmme und Spezies in ihrem Wachstum gehemmt (Bisson
u. Joseph, 2009). Gerade Zellen mit geringem Ribosomengehalt, die mit Nach-
weis durch kulturunabhangige Methoden, zum Beispiel einer FISH, keine grof3e
Rolle spielen, kdnnen durch Kultivierung in ihrer Anzahl und damit ihrer Wichtig-
keit in der gesamten Nativprobe Uberschatzt werden (Wallner et al., 1995). Des
Weiteren kommt es durch eine Kultivierung zu einer nicht unbedingt notwendigen
Verzégerung im Nachweisprozess, so dass méglicherweise ein Eingriff in die Fer-
mentation zu spat erfolgt und eine Kontamination bereits schadlichen Effekt auf
das Endprodukt genommen hat.

1.3.2.1. Identifikation auf Spezieslevel

Sequenzierung der D1-/D2-Region nach PCR der 26S-ribosomalen RNA
Fir eine PCR der 26S-ribosomalen RNA ist eine DNA-Extraktion aus einer Rein-
kultur notwendig. Nach Amplifizierung der D1-/D2-Region des 26S-RNA-Gens
wird das Amplicon sequenziert. Der existierende Datenbestand zu Sequenzen
der D1-/D2-Region verschiedener Spezies ist hoch und erlaubt so die Identifizie-
rung von unbekannten Isolaten. Zwischen verschiedenen Spezies unterscheidet
sich die Sequenz der D1-/D2-Region um mehr als 1%. (Baleiras Couto et al.,
2005; Kurtzman u. Robnett, 1997, 1998; OIV, 2011)
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rDNA PCR-RFLP (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) Diese Me-
thode beruht auf der Amplifizierung spezifischer rDNA-Regionen, wie ITS1 und
ITS2 und den 5,8S- und 26S-rRNA-Genen (Baleiras Couto et al., 2005; Cadez
et al., 2002; de Llanos Frutos et al., 2004; Esteve-Zarzoso et al., 1999; Teresa
Fernandez-Espinar et al., 2000; Gonzalez et al., 2006; Guillamon et al., 1998; Si-
piczki, 2004; Zanol et al., 2010). Diese Regionen der rDNA sind stark konserviert
und weisen eine hohe genetische Variabilitdt zwischen verschiedenen Spezies
auf. Die Sequenzunterschiede zeigen sich durch die Verwendung verschiedener
Restriktionsendonukleasen bei einer Restriktionsanalyse, indem sich die Restrik-
tionsmuster verschiedener Spezies unterscheiden. Diese Methode wird genutzt,
um diverse Hefespezies zu differenzieren. Die dazugehdrigen Restriktionsprofi-
le finden sich beispielsweise bei Esteve-Zarzoso et al. (1999) und Zanol et al.
(2010). (OIV, 2011)

1.3.2.2. Identifikation auf Stammlevel

mtDNA RFLP (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) Mittels Restrik-
tionsanalyse der mitochondrialen DNA (mtDNA) kénnen weinspezifische S. cere-

visiae-Stamme differenziert werden. Die Analysemethode wurde von Querol et al.

(1992) und Lopez et al. (2001) vereinfacht. Die DNA-Extraktion erfolgt aus einem

Reinkulturisolat. FUr die Restriktionsanalyse werden die Restriktionsenzyme Hin-

fl oder RSAI verwendet (Guillamon et al., 1994; Lopes et al., 2006; Schuller et al.,

2004). (OIV, 2011)

Amplifikation der Delta-Sequenzen Fr die Delta-PCR wird mit spezifischen
Primern gearbeitet, welche an die sogenannten Delta-Sequenzen binden. Del-
ta-Sequenzen flankieren meist Ty1-Retrotransposons in S. cerevisiae. Es liegen
zwischen 35 und 55 Kopien dieser Elemente im Hefegenom vor. Die Anzahl und
Lage dieser Delta-Sequenzen ist intraspezifisch variabel. Ness et al. (1993) de-
signten die Primer 61 und J> zur Unterscheidung von S. cerevisiae-Stammen.
Legras u. Karst (2003) designten zwei weitere Primer 512 und d2¢. So kdnnen
S. cerevisiae-Stamme noch genauer differenziert werden. (Legras u. Karst, 2003;
Ness et al., 1993; Schuller et al., 2004; OIV, 2011)
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Genotyping durch Mikrosatelliten Mikrosatelliten sind polymorph und erlau-
ben eine Differenzierung auf Stammebene. Es handelt sich hierbei um kurze
Nukleotidsequenzen aus Tandemwiederholungen von zwei bis zehn Nukleoti-
den Lange, welche im Genom oft wiederholt werden. Legras et al. (2005) un-
terscheiden damit diverse Sacharomyces cerevisiae-Stamme. Die Kombination
von sechs Mikrosatelliten-Loci ermdglicht es geographische und technologische
Verwandschaftsverhéltnisse zwischen Stdmmen und das Stammprofil von S. ce-
revisiae wahrend der Fermentation darzustellen. (Legras et al., 2005; Schuller
et al., 2004; Schuller u. Casal, 2007; OIV, 2011)

1.3.3. Direkte, kulturunabhangige Nachweismethoden

Direkte Nachweismethoden weisen die tatsachlich vorhandenen Mikroorganis-
men im Medium nach, ohne zusatzliche Kultivierungsschritte, die das tatsach-
liche Verhaltnis und Vorkommen an Hefearten verfalschen kénnten. Au3erdem
ermdglichen sie ein schnelles Handeln, sollte ein negativer Effekt auf den Fer-
mentationsprozess durch Kontamination mit einer Schadhefenspezies drohen.

1.3.3.1. PCR mit DGGE (Denaturierungsgradientengelelektrophorese)

Eine PCR mit darauf folgender DGGE ermdglicht eine Identifizierung von Hefen
auf Spezieslevel. Die Methode beruht auf der Amplifizierung der 26S-rDNA mit
den universellen Primern U1 und U2. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt in
einem denaturierenden Polyacrylamidgel mit einem Harnstoff- und Formamid-
Gradienten von 20 % zu 60 %. Die gewiinschten Fragmente werden aus dem Gel
ausgeschnitten und zur Speziesidentifizierung sequenziert. Diese Methode er-
moglicht auch den Nachweis von lebensféhigen aber nicht kultivierbaren (VBNC)
Hefen, ist aber nicht zur Quantifizierung geeignet. Die Nachweisgrenze liegt bei
1000 Zellen/ml. (Cocolin et al., 2000; Cocolin et al., 2001; OIV, 2011)

1.3.3.2. Quantitative PCR (qPCR)

Mittels gPCR kénnen Hefen schnell auf Speziesebene detektiert und quantifi-
ziert werden. Hierfir werden universelle Hefeprimer verwendet, welche an die
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D1-/D2-Region des 26S-rRNA-Gens binden. Die Quantifizierung erfolgt an Hand
der Anzahl der bendtigten Polymerisationszyklen, bis eine gewisse Signalgrund-
linie Uberschritten ist. Je mehr an Ziel-DNA in der Probe vorhanden ist, umso
mehr Zyklen sind notwendig, um die Signalgrundlinie (Ct-Wert) zu Uberschreiten.
(OIV, 2011) Oberhalb dieses Ct-Wertes steigt die Fluoreszenz exponentiell tber
den Hintergrundwert an und wird als positiv gewertet. Diese Methode erfordert
die Erstellung umfangreicher Standardkurven (Casey u. Dobson, 2004).

Diese Methode wurde bereits genutzt um D. bruxellensis (Phister u. Mills, 2003),
Candida stellata, S. cerevisiae und H. uvarum (Hierro et al., 2006; Zott et al.,
2010) in gemischten Fermentationen sowohl in Wein als auch in synthetischem
Medium nachzuweisen. Die Nachweisgrenze liegt bei 100 koloniebildenden Ein-
heiten/ml und wird nicht von anderen Weinmikroorganismen in der Probe be-
einflusst. Zott et al. (2010) verbesserten die Methode weiter. Ihnen gelang der
Nachweis und die Quantifizierung weiterer Nicht-Saccharomyceten.(OIV, 2011)

1.3.4. Optische Methoden

Es gibt verschiedene Methoden Hefen auf Grund ihrer optischen Eigenschaften
voneinander zu unterscheiden. Dies kann sogar ohne zusatzliche Fluoreszenzfar-
bung geschehen. Bhatta et al. (2006) postulieren die Mdglichkeit Hefen spezies-
spezifisch an Hand von ihren Emissions- und Excitationsspektren im Fluores-
zenzspektroskop zu unterscheiden. Eine weitere Mdglichkeit zur Hefeunterschei-
dung auf Speziesebene bietet die Fourier-transform Infrarot Spektroskopie (FTIR)
(Adt et al., 2010; Helm et al., 1991). Auch hier werden Fluoreszenzspektren ohne
vorherige Fluoreszenzfarbung verglichen. Beide Methoden sind allerdings indi-
rekt, ihnen geht eine vorherige Plattenkultivierung voraus.

Um mittels Fluoreszenzfarbung Hefespezies optisch zu unterscheiden, kann die
Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) genutzt werden, auf welche
im folgenden Kapitel naher eingegangen wird (siehe Kapitel 1.4).

1.4. Schadhefendetektion mittels Flow-FISH

Zur Detektion von in der Fermentation unerwiinschten Hefen, welche auch an der
Entstehung einer Garstérung (siehe Kapitel 1.1.1.4) beteiligt sein kénnen, soll in
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1.4 Schadhefendetektion mittels Flow-FISH Einleitung

dieser Arbeit eine auf flusszytometrischer Detektion basierte Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (Flow-FISH) Anwendung finden. Sie kann indirekt (zum Beispiel
Xufre et al., 2006) aber auch direkt (zum Beispiel Andorra et al., 2011; Branco
et al., 2019; Serpaggi et al., 2010; Wang et al., 2014), ohne vorherige Plattenkulti-
vierung, durchgefiihrt werden. Bei der verwendeten optimierten Methode handelt
es sich ohne vorhergehende Zellkultivierung um ein weiteres direktes und kul-
turunabhangiges Verfahren (siehe auch Kapitel 1.3.3), welches einen Nachweis
auf Spezieslevel ermdglicht. Des Weiteren ist so ein Nachweis von lebensfahi-
gen aber nicht kultivierbaren (VBNC) Mikroorganismen mdglich (Moter u. Goebel,
2000).

Eine typische FISH Prozedur besteht immer aus einer Fixierung der Zellen (siehe
auch Kapitel 1.4.2), der Probenvorbereitung mit anschlieBender Hybridisierung
mittels markierter Sonden (siehe auch Kapitel 1.4.3) und einem Waschschritt mit
abschlieBender Visualisierung der Probe (Moter u. Goebel, 2000).

1.4.1. Historie der FISH

Bereits Ende der 1960er Jahre konnten mittels radiomarkierter DNA oder 28S-
rBRNA Nukleinsduresequenzen innerhalb tierischer Zellen ohne Zerstérung der-
selben untersucht werden (ISH) (John et al., 1969; Pardue u. Gall, 1969). Mit
der Entwicklung von Fluoreszenzmarkern wurden nach und nach die radioaktiv
markierten Sonden durch diese ersetzt (Moter u. Goebel, 2000). DeLong et al.
(1989) nutzten erstmals fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden zur Detek-
tion einzelner mikrobieller Zellen. Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat sich die
FISH als nitzliches Werkzeug zum Nachweis verschiedener Mikroorganismen im
phylogenetischen, dkologischen und diagnostischen Rahmen erwiesen (Amann
et al., 1990b; Moter u. Goebel, 2000). Amann et al. (1990a) verwendeten erstmals
die Technik der Flusszytometrie zur Detektion von Mikroorganismen in Suspen-
sion und entwickelten eine universelle an alle Bakterien (Eub338) beziehungs-
weise Eukaryonten (Euk516) bindende Sonde. Das von Wallner et al. (1993)
optimierte Protokoll findet in vielen Publikationen Anwendung (Andorra et al.,
2011; Serpaggi et al., 2010; Xufre et al., 2006). Stender et al. (2001) entwickel-
ten eine Nachweismethode fur Brettanomyces in Wein unter Verwendung von
Peptidnukleinsauren-Sonden (PNA). Der Grundstein der verwendeten Oligonu-
kleotidsonden wurde von Inacio et al. (2003) gelegt. Die von ihnen dargestellte
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Karte der D1-/D2-Region der 26S-rRNA von S. cerevisiae dient als Grundlage far
die unter anderem von Xufre et al. (2006) entwickelten Oligonukleotidsonden, die
auch in dieser Arbeit verwendet werden. 26S-rRNA-Sonden zur Detektion von
Brettanomyces-Spezies wurden von Roeder et al. (2007) im Rahmen von fluo-
reszenzmikroskopischen FISH-Studien vorgestellt und wenige Jahre spater zum
flusszytometrischen Nachweis derselben genutzt (Serpaggi et al., 2010).

Zur Detektion von Weinmikroorganismen wurden fluoreszenzmarkierte rRNA-Son-
den und die FISH-Methodik bereits in einigen Studien verwendet (siehe unter
anderem Branco et al. (2019); Roeder et al. (2007); Serpaggi et al. (2010); Sten-
der et al. (2001); Wang et al. (2014); Xufre et al. (2006)). Ausgewertet werden
diese Studien zum Nachweis von Weinmikroorganismen entweder klassisch mit-
tels Fluoreszenzmikroskop (Branco et al., 2019; Roeder et al., 2007; Xufre et al.,
2006) oder mittels Flusszytometer (Branco et al., 2019; Serpaggi et al., 2010;
Wallner et al., 1993; Wang et al., 2014) als Flow-FISH.

1.4.2. Fixiermethoden

Eine Fixierung der Zellen dient dazu, diese mdglichst permeabel fir die Fluores-
zenzsonden zu machen. Dabei ist es notwendig, dass Zelllyse vermieden wird
und die Integretat der Zellen gewahrt bleibt (Amann u. Fuchs, 2008).

In der Literatur finden sich unterschiedliche Vorgehensweisen zur Fixierung der
Zellen vor der Hybridisierung. Auch wenn sich die Methoden im Detail unterschei-
den, kann man im Allgemeinen zwischen Fixierung in Lésungsmitteln wie Etha-
nol und Methanol oder Aldehyden wie Formaldehyd trennen (Moter u. Goebel,
2000). Ethanol dehydriert die Zellen und fihrt so zu einer Prazipitation von Nu-
kleinsauren und Proteinen. Die Wirkweise von Formaldehyd besteht aus einer
Quervernetzung der Nukleinsduren und Proteine durch die Ausbildung von Me-
thylenbrtcken.

Amann et al. (1990a) fixieren mit reinem Ethanol im Verhaltnis 1 : 1 mit PBS-Puffer
und lagern diese Mischung fiir maximal zwei Wochen bei -20 °C. Branco et al.
(2019) fixieren Hefezellen in reinem Ethanol. Andorra et al. (2011) beschreiben
eine Ethanolfixierung in 50%-igem Ethanol, die an die Fixierung in Formaldehyd
anschlieBt. Amann et al. (1990b), DelLong et al. (1989), Serpaggi et al. (2010)
und Yilmaz u. Noguera (2004) fixieren mit Formaldehyd. Mit Formaldehyd fixierte
Zellen fur spatere FISH lassen sich bis zu acht Wochen bei 4 °C lagern, mégli-
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1.4 Schadhefendetektion mittels Flow-FISH Einleitung

cherweise geht dabei aber der rRNA-Gehalt etwas zurlick (Amann et al., 1990b).
In der Literatur werden die Hybridisierungsproben zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten zur Fixierung entnommen. Amann et al. (1990a); Wallner et al. (1993, 1995);
Xufre et al. (2006) verwenden Zellen in der spaten logarithmischen exponentiel-
len Phase. Yilmaz u. Noguera (2004) verwenden Zellen in der frihen stationaren
Wachstumsphase. Auch Branco et al. (2019) analysieren D. bruxellensis in der
lag-Phase und weitere Hefespezies in der mittleren logarithmischen Wachstums-
phase. Auch in dieser Arbeit werden Hefezellen, so fern nichts anderes erwéhnt
ist, in der mittleren logarithmischen exponentiellen Wachstumsphase untersucht.
Die Grinde fur die Zellentnahme in dieser Wachstumsphase sind in Kapitel 1.4.4
erlautert.

1.4.3. Hybridisierungssonden

Zur Markierung der zu detektierenden Hefezellen werden bei einer FISH fluo-
reszenzmarkierte Oligonukleotidsonden verwendet. Die in dieser Arbeit genutz-
ten Sonden wurden am 5’-Ende mit FITC markiert. Eine erfolgreiche Bindung an
die Zielregion wird mittels optischer Methoden, wie Fluoreszenzmikroskopie oder
Flusszytometrie (siehe Kapitel 1.5), als Fluoreszenz detektiert.

Als Zielregionen der DNA-Oligonukleotidsonden fir FISH-Versuche bieten sich
rRNA-Sequenzbereiche an. Ribosomen und somit auch ribosomale RNA (rRNA)
kommen in allen lebenden Organismen in hoher Anzahl in allen Zellen vor. Ribo-
somale RNA ist relativ stabil und enthalt hochkonservierte aber auch variable Se-
quenzbereiche. Vor allem die gréBeren Abschnitte der groBen Untereinheit (26S)
und der kleinen Untereinheit (18S) eignen sich auf Grund ihrer Lange als Zielbe-
reiche fiir Oligonukleotidsonden. Die dabei entstehenden Hybride aus RNA und
DNA weisen gegenliber RNA-RNA-Verbindungen eine hdhere Stabilitat auf (Les-
nik u. Freier, 1995). Ribosomale RNA werden auch flir molekulare Phylogeniestu-
dien vielfaltiger Mikroorganismen eingesetzt und in deren Rahmen sequenziert.
Dadurch liegen groBe Datenbanken vor, aus denen rRNA-Sequenzen entnom-
men werden kénnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass rRNA-Sonden heutzutage ohne
vorherige Kultivierung gewonnen werden kdnnen (Amann et al., 2001). Die Se-
quenzunterschiede zwischen den diversen rRNA-Genen haben die vorher Uibliche
Klassifikation von Mikroorganismen deutlich verandert (Woese, 1987) und flhrten
zu einigen Reklassifizierungen. Diese Datenbanken kénnen genutzt werden, um
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Hybridisierungssonden zu designen (Amann et al., 1990a). Amann et al. (1990a)
gehodrten zu den Ersten, die 16S-rRNA-Sonden zur flusszytometrischen Analyse
von gemischten Bakterienpopulationen nutzen, allerdings im Bereich der aquati-
schen Mikrobiologie. Im Rahmen ihrer Versuche wurde auch die in dieser Arbeit
verwendete, fir Eukaryonten spezifische Sonde Euk516 entwickelt (Amann et al.,
1990a). Die verwendeten Sonden kénnen allerdings nur so gut sein, wie die Da-
tenbank, welche fir ihr Design verwendet wird (Amann et al., 2001). Amann et al.
(2001) schlagen vor, regelmassig die verwendeten Sonden zu re-evaluieren, ob
die Sequenzen noch flr die gewlinschte Spezies passend sind oder verbessert
werden kdonnen. Laut Amann u. Fuchs (2008) hat die, auch in dieser Arbeit ver-
wendete, Eukaryontensonde Euk516 ein Problem mit falsch-positiver Identifizie-
rung von diversen Crenacheota. Fur die Identifikation von Mikroorganismen in
Wein beziehungsweise Most ist dies irrelevant, zeigt aber, wieso eine regelmas-
sige Re-evaluierung der Sonden und die Anpassung an aktuelle Datenbanken
notwendig ist. Die Nutzung von gruppenspezifischen Sonden ist nur im Kontext
mit mehreren Sonden, bevorzugt speziesspezifischen, empfohlen (Amann et al.,
1995; Amann u. Fuchs, 2008), da der Anteil an falsch-positiven Identifikationen
signifikant hoch ausfallen kann. Des Weiteren ist unklar in wie fern von S. cere-
visiae (Inacio et al., 2003) vorhandene in situ Zuganglichkeitskarten auf andere
Mikroorganismen ubertragen werden kénnen. Es ware moglich, dass sie nur bei
phylogenetisch ahnlichen Organismen gultig sind (Behrens et al., 2003a). Das
hieBe gruppenspezifische Sonden, wie im Fall der in dieser Arbeit verwendeten
Euk516-Sonde, kénnten durch speziesspezifische Sekundar- beziehungsweise
Tertiarstrukturen je nach Spezies unterschiedlich effektiv binden.

Eine typische Oligonukleotidsonde, wie sie fur FISH verwendet wird, ist zwischen
15 und 30 Nukleotiden lang und am 5’-Ende kovalent an ein Fluoreszenzmolekl
gebunden (Amann et al., 2001). Sie bindet im Falle von Hefen an die D1- und D2-
Region der 26S-rRNA, welche sich durch ihre kurze Lange von durchschnittlich
600 Nukleotiden dafiir anbietet (Inacio et al., 2003). Haufig verwendete Fluoro-
phore sind Fluorescein (FITC) (zum Beispiel bei Wang et al., 2014; Xufre et al.,
2006; Yilmaz u. Noguera, 2004), Tetramethylrhodamin (zum Beispiel bei Amann
et al., 1990a), Texas Red oder andere Farbstoffe im roten Lichtspektrum wie
ATTO 647N und AF 647 (zum Beispiel bei Branco et al., 2019) und Carbocyan-
Farbstoffe zum Beispiel Cy3 (zum Beispiel bei Inacio et al., 2003; Roeder et al.,
2007; Yilmaz u. Noguera, 2004) oder Cy5 (zum Beispiel bei Amann et al., 2001;
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Branco et al., 2019; Southwick et al., 1990).

Zusatzlich zu einfachen Oligonukleotidsonden gibt es Studien, welche Peptid-
nukleinsauren (PNA) zum FISH-Nachweis nutzen. Dank ihres ungeladenen Pep-
tidriickgrates zeigen sie eine wesentlich héhere Bindungsaffinitat als Oligonukleo-
tidsonden (Zwirglmaier, 2005). Stender et al. (2001) gelang mit PNA die FISH-
Detektion von D. bruxellensis. Fur eine routinemanige Verwendung in der Weinin-
dustrie sind PNA allerdings, trotz ihrer erhéhten Sensitivitat gegenltber normalen
Oligonukleotidsonden, zu teuer in der Herstellung (Roeder et al., 2007).

Auch energetische Aspekte sind bei einer FISH zu beachten. Eine Abnahme der
Gibbschen freien Energie um mehr als -13 kcal / mol korreliert mit einer effektiven
FISH-Detektion (Amann u. Fuchs, 2008; Yilmaz u. Noguera, 2004; Yilmaz et al.,
2006). Durch Modifikation der Sondenlange kann méglicherweise trotzdem eine
ausreichende Fluoreszenzintensitat erzielt werden (Yilmaz et al., 2006). Ist die
Hybridisierungstemperatur héher als die Schmelztemperatur der Sonde, dirfte
die Sekundarstruktur derselben die Hybridisierungseffizienz nicht signifikant be-
einflussen (Yilmaz u. Noguera, 2004). Yilmaz u. Noguera (2004) stellen die These
auf, dass 51 % der Helligkeitsunterschiede bei mit Fluorescein markierten Proben
auf thermodynamische Aspekte zurtick zu fihren sind.

Des weiteren kann die Fluoreszenzintensitat durch Fluorophorquenching zwi-
schen dem Fluorophor und einem Nukleotid reduziert werden (Amann u. Fuchs,
2008; Behrens et al., 2004; Torimura et al., 2001). Torimura et al. (2001) belegen
unter anderem Quenching nach der Hybridisierung bei 5-FAM, welches struktu-
rell FITC sehr ahnlich ist, durch Interaktion mit Guaninen und Adeninen. Behrens
et al. (2004) halten das Quenching bei Fluorescein flr das FISH-Protokoll flr ir-
relevant. Laut Yilmaz et al. (2006) hingegen ist das Fluorophorquenching eines
der Hauptprobleme bei der Sondensensivitat. Beim Design der Sonden ist auf
Fluorophorquenching zu achten (Torimura et al., 2001). Auch die Zuganglichkeit
der Sondenbindungsregion spielt bei der Wahl der Sondensequenzen eine grof3e
Rolle (Yilmaz u. Noguera, 2004). Behrens et al. (2003b) zeigen, dass es kei-
nen signifikanten Unterschied bei dem Effekt, dass die Sondenzuganglichkeit der
rRNA die Fluoreszenzintensitat beeinflusst, gibt.

Zeigt eine ordnungsgemass designte Sonde kein ausreichendes Fluoreszenzsi-
gnal bei einer FISH, liegen die Grinde meist in unzureichender Zellpermeabi-
lisierung, zu geringem Ribosomengehalt (siehe Kapitel 1.4.4) oder daran, dass
die Binderegion auf Grund einer héhergradigen rRNA-Struktur nicht erreichbar
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ist (Amann et al., 1995; Amann u. Fuchs, 2008; Zwirglmaier, 2005). Auf Méglich-
keiten, die Fluoreszenzintesitat zu erhéhen, wird in Kapitel 1.4.5 naher eingegan-
gen.

Die in dieser Arbeit verwendeten spezifischen Oligonukleotidsonden wurden von
Amann et al. (1990a); Kosse et al. (1997); Roeder et al. (2007) und Xufre et al.
(2006) designt (siehe Kapitel 2.4.4.2). Bei Xufre et al. (2006) fand hierbei die
Zugénglichkeitskarte von S. cerevisiae von Inacio et al. (2003) Anwendung. Die
Sonden unterscheiden sich in wenigstens vier Basen von den Sequenzen nahe
verwandter Hefespezies (Xufre et al., 2006).

1.4.4. Abhangigkeit der Hybridisierbarkeit der Zellen vom
Ribosomengehalt

DelLong et al. (1989) zeigen, dass der Anteil der gebundenen rRNA-Sonden ab-
héngig ist vom Ribosomengehalt und damit dem Anteil der vorhandenen Binde-
stellen. Der Ribosomengehalt der Zellen ist beeinflusst von der Wachstumsphase
und der untersuchten Spezies, was unter anderem DelLong et al. (1989), Kemp
et al. (1993), Ruimy et al. (1994), Schaechter et al. (1958), Waldron u. Lacroute
(1975) und Wallner et al. (1993) beweisen. Ein abnehmender rRNA-Gehalt kor-
reliert mit einer abnehmenden Wachstumsrate (Amann et al., 1995). Bei Hefen
kommt auBerdem ein Effekt abnehmender Ribosomenaktivitat mit abnehmender
Wachstumsrate hinzu (Waldron u. Lacroute, 1975). Nur wahrend der schnellen,
exponentiellen Wachstumsphase einer Hefekultur werden Ribosomen mit maxi-
maler Effektivitat genutzt (Waldron u. Lacroute, 1975). Somit ist auch die Fluores-
zenzintensitat der Probe von der Wachstumsphase der Zellen abhangig (DeLong
et al., 1989). Haufig sind niedrige Fluoreszenzsignale, gerade in nativen Proben,
auf den geringen Ribosomengehalt in langsam wachsenden oder metabolisch
inaktiven Zellen zurlckzuflhren (Zwirglmaier, 2005). Bei geringem rRNA-Gehalt
empfehlen Amann et al. (1990b) mehrere Sonden gleichzeitig zu benutzen. Auch
die Méglichkeit sogenannte Hilfssonden zu nutzen, bietet sich an (siehe Kapi-
tel 1.4.5 und 3.2).
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1.4.5. Hilfssonden und andere Fluoreszenzverstarker

Haufig kommt es bei der Durchfihrung von FISH-Versuchen zu Problemen mit
mangelnder Signalintensitat (siehe auch Kapitel 1.4.3 und 1.5.4). Es liegen di-
verse Studien vor, die sich darauf konzentrieren, die Fluoreszenzaktivitat einer
FISH zu steigern. Bei einer einfachen rRNA-FISH erfolgt nur eine Fluoreszenz-
markierung pro Ribosom. Durch Einbringen mehrerer bindungsfahiger Fluores-
zenzsonden pro Ribosom, kann die Fluoreszenzaktivitat erhdht werden (Amann
et al., 1990a). Dieser Effekt wird in dieser Arbeit bei D. bruxellensis genutzt, wo
ein Nachweis mit zwei verschiedenen Sonden inklusive Hilfssonden sich als am
effektivsten erweist (siehe Kapitel 3.2.4). Eine weitere Mdglichkeit zur Signal-
steigerung bietet zum Beispiel die Nutzung von mit Meerettichperoxidase (HRP,
engl.: horseradish peroxidase) markierten Oligonukleotidsonden, die tber enzy-
matische Signalamplifikation verstarkte Signale liefern kdnnen, wo mit einfachen
Oligonukleotidsonden die Autofluoreszenz héher ware, als die gewiinschte Son-
denfluoreszenz (Schoenhuber et al., 1999). Eine andere Variante ist eine Mar-
kierung mit Digoxigenin (DIG) und mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern (Zarda
et al., 1991). Auch hier kommt es zu einer Signalverstarkung.

In dieser Arbeit wurde die Nutzung von unmarkierten, in der Nahe der spezi-
fischen markierten Sonde bindenden, Hilfssonden untersucht. Enthalt der Hy-
bridisierungspuffer SDS, wird die dreidimensionale Struktur der Ribosomen de-
naturiert, so dass wahrscheinlich die Sekundarstruktur, beispielweise Loops, flr
das Bindeunvermdgen von spezifischen Sonden verantwortlich sind (Amann u.
Fuchs, 2008). Hier erscheint die Verwendung von zuséatzlichen Sonden, die in
der Nahe der spezifischen fluoreszenzmarkierten Sonde an die ribosomale RNA
binden und somit die Sekundarstruktur 6ffnen, am vielversprechendsten (Fuchs
et al., 2000a). Auch hierzu gibt es verschiedene Moglichkeiten. Fuchs et al. (2000a)
verwenden hierflir unmarkierte Sonden, die direkt angrenzend an die spezifische
Sonde binden. Roeder et al. (2007) verwenden markierte Sonden, die spezifisch
an die von ihnen untersuchte Brettanomyces-Spezies binden. Es handelt sich
hierbei allerdings sowohl um direkt angrenzende, als auch um einige Basenpaa-
re entfernt von der spezifischen Sonde bindende Hilfssonden. In dieser Arbeit
werden unmarkierte, in direkter Nachbarschaft der spezifischen Hefesonde bin-
dende Hilfssonden verwendet (siehe Kapitel 3.2.1).
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1.4.6. Flow-FISH

In der Literatur erfolgt eine Hybridisierung fir Flow-FISH Gber mehrere Stunden
tber Nacht (Serpaggi et al., 2010) oder deutlich verklrzt Gber 2 bis 5h (Amann
et al., 1990a; Andorra et al., 2011; Branco et al., 2019; Wang et al., 2014). Fir
einen fluoreszenzmikroskopisch ausgewerteten FISH-Assay ist die Hybridisie-
rungszeit meist nur wenige Stunden lang (Amann et al., 1990b; Roeder et al.,
2007; Xufre et al., 2006). Amann et al. (1990b) und Roeder et al. (2007) hybridi-
sieren hierbei direkt auf den im Nachhinein untersuchten Objekttragern. Da hier
deutlich weniger Zellen vorliegen als bei einem FISH-Assay in Suspension, er-
scheint hier die kurze Hybridisierungszeit als realistisch. Branco et al. (2019) ver-
wenden ein leicht angepasstes RNA-FISH Protokoll fir Suspensionen, welches
urspringlich zur Analyse von Mikrobiomen von Kulturerbestatten entwickelt wur-
de (Gonzalez-Perez et al., 2017). Xufre et al. (2006) hybridisieren in Suspension
und Ubertragen die Zellen erst nachtraglich auf Objekttrager. Die Zellen fur die
FISH stammen bei Xufre et al. aus Kolonien von Platte, die mit Fermentations-
proben angeimpft wurden. Dieser Versuchsaufbau mit Plattenkultivierung kann
durch Selektion der Kolonien und eventueller Existenz von VBNC-Spezies zu
einer Verfalschung der realen Kulturzusammensetzung in der Fermentation fuh-
ren. Ein Vorteil der Plattenkultivierung ist die ausreichend vorhandene Anzahl an
Hefezellen, die Gberwiegend in logarithmischer Wachstumsphase vorliegen. Eine
getroffene Aussage Uber die Zusammensetzung der urspringlichen Fermentati-
onskultur allein Uber die ausgewahlten Kolonien und deren Zusammensetzung
kann, aber muss nicht der realen Zusammensetzung entsprechen. Der Hybridi-
sierungsversuchsaufbau von Andorra et al. (2011) baut auf Xufre et al. (2006) auf,
wurde aber auf die direkte Nutzung von Fermentationsproben optimiert. Wang
et al. (2014) verwenden eine verbesserte Variante der von Andorra et al. (2011)
weiter entwickelten Hybridisierungsdurchfihrung. Auch in dieser Arbeit wurde die
Methode von Andorra et al. (2011) verwendet, nachdem sie weiter optimiert wur-
de.
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1.5. Flusszytometrie

Um die mit fluoreszierenden Farbstoffen markierten RNA-Sonden dieser Arbeit,
welche spezifisch an die jeweilige Hefespezies binden, nachzuweisen, wird die
Methodik der Flusszytometrie angewendet.

Das Prinzip der Flusszytometrie beruht auf der Vereinzelung von Partikeln bezie-
hungsweise Zellen. Diese werden in einem Flissigkeitsstrom an einem Laser vor-
beigefihrt. Abhdngig von der Probenvorbereitung und den jeweiligen Zell- bezie-
hungsweise Partikeleigenschaften senden die untersuchten Zellen beziehungs-
weise Partikel charakteristische Emissionssignale aus, welche mittels Photodetek-
toren registriert werden. So kénnen die in dieser Arbeit untersuchten Hefezellen
hinsichtlich ihrer Form, GréBe und Fluoreszenzemission beurteilt werden. Die
Auswertung der Messung erfolgt nach verschiedenen Gesichtspunkten, welche
unter anderem in Kapitel 1.5.1.2, 1.5.3 und 1.5.4 naher erlautert werden.

1.5.1. Ablauf einer flusszytometrischen Messung

Mittels Flusszytometrie ist es mdglich, Zellen allein an Hand ihrer Gré3e, Gra-
nularitdt und Dichte in einzelne Populationen aufzutrennen. Zur ldentifizierung
bestimmter Hefespezies werden in dieser Arbeit Hefekulturen beziehungsweise
Proben aus Weinfermentationen mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
(siehe Kapitel 1.4) mit spezifischen fluoreszenzmarkierten RNA-Sonden (siehe
Kapitel 1.4.3) hybridisiert. Dank der Fluoreszenzmarkierung kann eine Identifizie-
rung der Hefespezies mittels Flusszytometrie erfolgen.

1.5.1.1. Ablauf der Messung

Im Probeninjektor und in der Messkuvette wird der nétige Unterdruck erzeugt, um
die Probensuspension aufzusaugen. Der dabei produzierte Hullstrom aus Flief3-
mittel (engl.: sheath fluid) ummantelt den Probenstrom. Durch die Querschnittver-
ringerung der Messkuvette wird der Probenstrom beschleunigt und dadurch die
Zellen vereinzelt. Diese hydrodynamische Fokussierung macht eine Anregung
einzelner Partikel durch den Laserstrahl moglich (siehe Abb. 1.4). Der Proben-
druck lasst sich am zur Verfligung stehenden Flusszytometer PARTEC SYSMEX
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CUBE 6 stufenlos einstellen. So lasst sich die Zahl der analysierten Zellen pro
Sekunde regulieren. Am in dieser Arbeit verwendeten PARTEC SYSMEX CUBE 6
sind quantitative Messungen moglich, da das gewlnschte zu messende totale
Probenvolumen und das zu messende Volumen pro Sekunde vordefiniert werden
kann. Dies ermdglicht zum Beispiel auch einfache Zellz&hlungen (siehe Kapi-
tel 2.1.1.1).

Die Probenmessung erfolgt nach Anregung durch das Licht von einem oder meh-
reren Lasern definierter Wellenlange. Das in dieser Arbeit genutzte PARTEC SYS-
MEX CUBE 6 verflgt Gber zwei Laser von 488 nm (blau) und 638 nm (rot) Wellen-
lange. Es wurde lediglich der blaue Laser mit 488 nm Wellenlange verwendet.
Dies ist auch die standardméassig am meisten genutzte Wellenlange, da sie die
grosste Vielfalt an stark und breit anregbaren Fluorochomen bietet. Das von den
Partikeln der Probe emittierte Licht wird durch diverse optische Filter, die nur be-
stimmte Wellenlangen passieren lassen, zu den Photodetektoren geleitet (siehe
Abb. 1.5).

Laserstrahl

Tragerflussigkeit

Probe

Abbildung 1.4.: Hydrodynamische Fokussierung in der Messkiivette:
Durch die Querschnittsverringerung der Messkuivette wird die Probenflissigkeit
beschleunigt und die Zellen bzw. Partikel werden vereinzelt. So ist eine Einzel-
anregung durch den Laserstrahl und somit auch die Analyse einzelner Parti-
kel mdglich. (Graphik angelehnt an BDBIOSCIENCES Schulungsunterlagen zur
Flusszytometrie)

30



1.5 Flusszytometrie Einleitung
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Abbildung 1.5.: Schematisch vereinfachter Strahlengang des 488 nm Lasers eines Fluss-
zytometers am Beispiel eines PARTEC SYSMEX CUBE 6:
Der 488 nm Laser ermdglicht die Detektion von Fluoreszenzsignalen unter-
schiedlicher Wellenlédnge in drei verschiedenen Kanélen und die Analyse des
seitwéarts und vorwarts gestreuten Lichts. (Graphik verdndert nach BDBIOS-
CIENCES Schulungsunterlagen zur Flusszytometrie)

Tabelle 1.1.: Wellenldngenbereiche der im CUBE 6 installierten Bandpassfilter:
Die Filter lassen das Licht innerhalb des genannten Wellenldngenbereiches passie-
ren.

| Fluoreszenzdetektor | durchlassige Wellenlange X/ +- |

FL1 536/40 nm
FL2 590/50 nm
FL3 675/20 nm
FL4 675/20 nm

Das CUBE 6 verflgt Uber drei Fluoreszenzdetektoren (FL1, FL2, FL3) fir den
488 nm Laser und einem Fluoreszenzdetektor fir den 638 nm Laser (FL4) und je
einen Seitwartsstreulicht- (SSC, engl.: sideward scatter) und Vorwartsstreulicht-
detektor (FSC, engl.: forward scatter). Das Licht, welches hinter dem Proben-
strom in einem 180°-Winkel zum Laser detektiert wird, wird als Vorwartsstreulicht
(FSC) bezeichnet. Es liefert vor allem eine Aussage Uber die GrdBe des gemes-
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Seitwartsstreulicht (488nm): Zellkomplexitat und Zellgranularitat

Lichtquelle
(Laserlicht 488nm)

/o Vorwartsstreulicht (488nm):
ZellgroBe

Abbildung 1.6.: Vorwartsstreulicht (FSC) und Seitwartsstreulicht (SSC):
Das Vorwartsstreulicht wird entlang der Achse (1 — 10 °) des einfallenden Lichts
gemessen und gibt eine Aussage Uber die GrdBe des gemessenen Partikels.
Der Seitwértsstreulichtdetektor detektiert das im 90 ®-Winkel zum einfallenden
Licht gestreute Licht und ermdglicht es Aussagen Uber die Komplexitat und Gra-
nularitdt des gemessenen Partikels zu treffen. (Graphik angelehnt an BDBI0OS-
CIENCES Schulungsunterlagen zur Flusszytometrie)

senen Partikels. Das von dem Partikel abgestreute Licht wird in einen Winkel von
90° zum Eintrittwinkel detektiert und als Seitwartsstreulicht (SSC) bezeichnet. Es
erm@glicht eine Aussage Uber die Beschaffenheit und Granularitat des Partikels
(siehe Abb. 1.6). Bei den optischen Filtern handelt es sich beim CUBE 6 um soge-
nannte Bandpassfilter. Das heif3t, sie beschranken den Lichtdurchlass auf einen
Bereich * einer definierten Wellenlange (siehe Tab. 1.1). Die Photodetektoren
wandeln optische Signale (Photonen) in elektrische Signale (Spannungspulse)
um. Die Pulshéhe, also die Spannung, die erzeugt wird, wenn ein Partikel den
Laserstrahl passiert, definiert hierbei die Fluoreszenzintensitat des Partikels.
Das CUBE 6 kann Partikel beziehungsweise Zellen mit einer GréBe von 0,2 -
50 um analysieren. Dies ermoglicht die Analyse von zum Beispiel Blutzellen, Algen,
Bakterien, diversen tierischen Zelltypen und, wie in dieser Arbeit, Hefen.

1.5.1.2. Auswertung allgemein
Die ermittelten Daten werden in Tabellenform in einer sogenannten FCS-Datei

abgespeichert. Hierin wird fir jeden analysierten Partikel und fir jeden Para-
meter ein Kanalwert abgelegt. Das CUBE 6 verflgt Uber 16.384 Kanale, denen
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die gemessenen Signale zugeordnet werden. Diese Werte werden im Messpro-
gramm Cy Flow Software (SYSMEX PARTEC GMBH) und im Auswerteprogramm
FCSExpress 4 (DE NOVO SOFTWARE, Los Angeles, USA) in Form verschiede-
ner individuell definierter Plottypen dargestellt. Zur Populationsdetektion oder bei
Verwendung von mehreren Fluoreszenzfarbstoffen gleichzeitig ist die Darstellung
in sogenannten Dot-Plots sinnvoll (siehe Abb. 1.7). Hier wird jeder Partikel durch

10*3 1043
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Abbildung 1.7.: Darstellung einer Messung als Dichtegradient beziehungsweise Dot-Plot:
Es ist jeweils FSC und SSC gegeneinander aufgetragen. Man erkennt eine Ver-
dichtung der Zellen, die die analysierte Hefepopulation darstellt. Durch das Set-
zen eines FSC-Schwellenwertes werden Kleinstpartikel von der Messung aus-
geschlossen.

einen Punkt in einem zweidimensionalen Koordinatensystem reprasentiert. Gibt
es mehrere Partikel mit gleichen Parametern, Gberlagern sich diese. Die Anzahl
von Partikeln mit gleichen Messparametern ist im einfachen Dot-Plot nicht er-
kennbar. Hier verwendet man eine Darstellung mit Dichtegradientenwolken oder
unterschiedlich gefarbten Punkten im Dot-Plot. Bendtigt man eine genauere gra-
phische Information bezlglich der Anzahl gleich stark emittierender Partikel, ist
die Darstellung in einem Histogrammplot sinnvoll (siehe Abb. 1.8). Ein Histo-
grammplot zeigt immer nur die von einem Detektor gemessenen Werte. Darge-
stellt wird jeweils die Anzahl der Partikel pro Kanal.

Durch das sogenannte Gating kénnen einzelne Populationen von den restlichen
gemessenen Partikeln abgegrenzt werden. Hierbei wird eine Population mit einem
Gate eingerahmt und kann so ausgeschlossen beziehungsweise néher betrachtet
werden (siehe Abb. 1.9). Gating ist sowohl in bivariaten Plots als auch in univaria-
ten Histogrammen mdglich. Mit der Kombination mehrerer Gates nacheinander
lassen sich Populationen in mehrere Subpopulationen auftrennen. So ist auch

33



Einleitung

1 |'|
07 . S— JI.'III m]]ﬂ‘m :
10° 10 10 10
FLA1

Abbildung 1.8.: Histogrammplot von FL1 einer Messung von FITC-gefarbten Hefezellen:
Dargestellt ist die Emissionsverteilung von 10.000 Partikeln als Einzelparame-
terhistogramm im FL1-Detektor
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Abbildung 1.9.: Gating einer Hefepopulation im FSC/SSC-Plot und Darstellung des Gates
im FL1-Histogramm: Die Population der Hefezellen ist im FSC/SSC-Plot deut-
lich zu erkennen. Mit der Umrahmung durch ein Gate kann diese Population
getrennt von Zelltrimmern und anderen Partikeln auf ihre Fluoreszenz hin im
Histogrammplot untersucht werden. Im FL1-Plot sind im oberen Bereich die Er-
eignisse der nonEuk-Kontrolle als Negativkontrolle angezeigt im unteren Bereich
die gegateten Zellen der analysierten Probe, in diesem Fall Hefezellen mit ge-
bundener Euk-Sonde.
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eine Untersuchung von komplexem Probenmaterial, zum Beispiel Blut mit seinen
unterschiedlichen Zelltypen, mdglich. In dieser Arbeit wird Gating genutzt, um die
Hefepopulation von Zelltrimmern und Trubpartikeln abzutrennen und somit nur
die Fluoreszenz der Hefezellen zu betrachten.

1.5.2. Fluorochrome und Fluoreszenzmessung

Man kann Partikel beziehungsweise Zellen allein an Hand ihrer relativen Gré3e
(FSC) und ihrer relativen Granularitat und internen Komplexitéat (SSC) differen-
zieren. Um in Gr6Be und Komplexitat ahnliche Zellen zu unterscheiden, benétigt
man jedoch zusatzlich die Hilfe von Fluorochromen. Diese werden mittels diverser
Techniken an die zu untersuchenden Zellen gekoppelt. Die Kopplung der Fluoro-
chrome kann indirekt Gber zum Beispiel mit Fluorochromen gekoppelte Antikbrper
oder RNA-Sonden erfolgen. Zellen kénnen aber auch direkt mit Fluorochromen
markiert werden. Dann erfolgt die Bindung zum Beispiel durch Interkalation mit
der DNA oder Bindung an Strukturen der Zellwand.

Die Fluorochrome werden mittels des Laserlichtes im Flusszytometer angeregt
(Exzitation) und dadurch auf ein héheres Energieniveau angehoben. Beim Zu-
rickfallen in ein niedrigeres Energieniveau wird Energie in Form von Wéarme,
Lichtemission und Schwingungen frei. Durch die verlorene Energie in Form von
Schwingungen und Wérme hat das emittierte Photon eine gréBere Wellenlan-
ge. Die Energiedifferenz zwischen absorbiertem und emittiertem Licht bezeich-
net man als Stokes Shift (Shapiro, 2003). Die Anzahl der gebundenen Fluoro-
chrommolekule pro Zelle sind dabei proportional zum emittierten Fluoreszenzlicht
(siehe Abb. 1.10). Die relative Fluoreszenzintensitat lasst sich hierbei nur gering-
fligig durch die Gerateeinstellungen beeinflussen.

Bei der Auswahl der verwendeten Fluorochrome spielt die Wellenlange des mono-
chromatischen Anregungslichtes des Lasers eine gro3e Rolle. Das ausgewahlte
Fluorochrom sollte mit dem vorhandenen Laserlicht ausreichend angeregt werden
kénnen, um eine ausreichend hohe Fluoreszenzausbeute zu liefern. Auch die
Emissionsbandbreite des Fluorochroms verdient Beachtung. Diese sollte inner-
halb der Durchlassigkeit der vorhandenen Filter (siehe Tab. 1.1) liegen. Bei gleich-
zeitiger Farbung mit mehreren Fluorochromen muss sichergestellt sein, dass die
Uberstrahlungen in Nachbarkanale gering ausfallen. Des Weiteren ist es notwen-
dig, eine Kompensation durchzufiihren (siehe Kapitel 1.5.2.2).
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Abbildung 1.10.: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitit von der Zahl der gebundenen
Fluorochrommolekiile:
Je mehr mit Fluorochromen markierte S-rRNA-Sonden an Ribosomen in der
Hefezelle gebunden haben, desto héher ist die Fluoreszenzintensitat. Die re-
lative Fluoreszenzintensitat 1asst sich nur geringfigig mittels Geréateeinstellun-
gen beeinflussen. (Graphik angelehnt an BDBIOSCIENCES Schulungsunterla-
gen zur Flusszytometrie)

Nicht immer ist die positive Population gut abtrennbar. Zeigt die negative Popu-
lation eine geringe Fluoreszenzintensitat, kann die positive Population gut abge-
grenzt werden. Hat die negative Population jedoch eine hohe Fluoreszenzinten-
sitat, ist die Trennung von der positiven Population schwer. Hat die negative Po-
pulation auch noch einen groBen Variationskoeffizienten, ist eine Abgrenzung zur
positiven Population allein durch Gating nicht méglich. Bei der negativen Populati-
on handelt es sich nicht nur um komplett unmarkierte und somit negative Partikel.
Auch Zellen, die in einem anderen Fluoreszenzkanal positiv sind, kbnnen im be-
trachteten Kanal als negativ erscheinen. Bei Verwendung einer Negativkontrolle,
also eine in der Versuchsreihe mitgefiihrte unmarkierte beziehungsweise nega-
tiv markierte Probe, kénnen mittels der Technik der Overton-Substraktion (siehe
Kapitel 1.5.3) nur die rechnerisch positiv markierten Zellen betrachtet werden.
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1.5.2.1. Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

Fluoresceinisothiocyanat ist ein Derivat des Fluoresceins, an das eine reaktive
Isothiocyanat-Gruppe konjugiert wurde (Abb. 1.11). Durch diese Gruppe kann
FITC an Amine und Sulfhydrylgruppen von Proteinen binden. FITC ist somit gut
flr die Konjugation mit Antikérpern oder Nukleinsauren geeignet und wird vielfal-

tig flr verschiedene Fluoreszenzmarkierungen verwendet (siehe unter anderem
(Crissman u. Steinkamp, 1973, 1982; Coons u. Kaplan, 1950; Riggs et al., 1958;
Ziomek, 1982).

Abbildung 1.11.: Struktur von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

Das Excitationsmaximum von FITC liegt bei 495 nm, was eine Anregung mit dem
488 nm-Laser des Flusszytometers ermdglicht. Das Emissionsmaximum liegt bei
519 nm und somit im griinen Wellenlangenbereich des sichtbaren Lichts. FITC
wird im FL1-Detektor des Flusszytometers detektiert. Durch die Breite seines
Emissionsspektrums kommt es zusatzlich zu Uberstrahlungen in die anderen
Detektoren und damit zu dort féalschlicherweise positiven Signalen (siehe auch
Abb. 1.12). Dies lasst sich rechnerisch durch die sogenannte Kompensation (siehe
Kapitel 1.5.2.2) I6sen, ist aber nur bei Verwendung mehrerer Farbstoffe gleichzei-
tig in einer Messung von Bedeutung.

FITC ist ein relativ kostenglnstiger Farbstoff. Er neigt jedoch dazu, unter UV-
Lichteinfluss recht schnell auszubleichen (Photobleaching). Es ist aus diesem
Grund darauf zu achten, dass mit FITC gefarbte Proben méglichst wenig Tages-
licht ausgesetzt werden und, dass die Analyse zlgig erfolgt.
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1.5.2.2. Kompensation

Auf Grund unterschiedlich breiter Emissionsspektren von Fluorochromen kann
es zu Uberlappungen der Spektren kommen (siehe Abb. 1.12). So wird zum Bei-
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Abbildung 1.12.: Emissionsspektren drei haufig verwendeter Fluorochrome: Nach Anre-
gung der Flurochrome mit Licht von 488 nm Wellenlange werden Photonen
mit einem breiten Wellenlangenbereich emittiert. Die so emittierten Photonen
werden von mehreren Fluoreszenzdetektoren des Flusszytometers detektiert.
Solche falschlicherweise in mehreren Detektoren detektierten Signale sollen
mittels den Kompensationeinstellungen vermindert werden.

(gestrichelte Linien: Absorptionssprektiren; farbige Flachen: Emissionsspektren

bei Anregung mit 488 nm; FITC: Fluoresceinisothiocyanat; PE: Phycoerythrin;
PI: Propidiumiodid
(Grafik erstellt mit BD Fluoreszenz Spectrum Viewer; BDBIOSCIENCES)

spiel das von FITC emittierte Lichtsignal, welches lediglich im FL1-Detektor de-
tektiert werden sollte, auch vom FL2-Detektor detektiert. Dies flhrt zu positiven
FL2-Signalen, auch wenn kein in FL2 zu detektierendes Fluorochrom verwendet
wurde. Wird zusatzlich ein in FL2 zu detektierendes Fluorochrom verwendet, wird
dessen Signal falschlicherweise erhdht. Mittels der Analysesoftware des Flusszy-
tometers ist es maglich, die durch Uberlappung der diversen Emissionsspektren
entstehenden Signale von der tatsédchlichen Emission des in diesem Kanal de-
tektierten Fluorochromes zu substrahieren. Diesen Vorgang bezeichnet man als
Kompensation. Manche Gerate, zum Beispiel das CUBE 6, ermitteln die Kompen-
sation automatisch rechnerisch aus einer mehrfach gefarbten Probe. In dieser Ar-
beit wurde nur mit Einfachmarkierungen gearbeitet, so dass keine Kompensation
notwendig war. Fir die Mdglichkeit der Nutzung von mehreren Sonden in einer
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Probe hatte diese Thematik eine starkere Relevanz.

1.5.3. Auswertung der Daten

Um mehrere Histogrammdaten zu vergleichen und die gewonnenen Daten aus-
zuwerten, ist es notwendig, jedes einzelne Histogramm auf die Anzahl der fluo-
reszierenden Zellen oder die mittlere Fluoreszenzintensitat der Zellen zu redu-
zieren. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen war es notwendig, den
Fluoreszenzunterschied zur Negativkontrolle festzustellen.

Zur Bestimmung der positiven Zellen kann subjektiv ein Fluoreszenzlevel festge-
legt werden, welches die nicht-fluoreszierenden von den fluoreszierenden Zel-
len trennt. Hierflr kann beispielsweise ein Marker an der Trenngrenze zwischen
Negativkontrollpeak und Probenpeak gesetzt werden (siehe Abb. 1.13). Der Pro-
zentsatz an positiven Zellen entspricht dann dem Anteil der Zellen, welche min-
destens an diesem Niveau liegen. Dabei wird allerdings ein Teil der unspezifi-
schen Bindungen der Negativkontrolle den als positiv gewerteten Zellen hinzuge-
rechnet. Deutlich wird die Subjektivitat der Markertrennung, wenn normierte und
unnormierte Ereignisanzahlen betrachtet werden. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Histogramme werden die Graphen in dieser Arbeit auf eine Partikelanzahl von
10.000 normiert. Das Setzen eines Markers flhrt so im Beispiel zu einer positi-
ven Population von 93,5 % der gesamten Zellen (siehe Abb. 1.13 links). Wird auf
das Normieren verzichtet und der Marker an derselben Trennlinie zwischen Ne-
gativkontrolle und Probenhistogramm gesetzt, werden nur noch 90,6 % der Zellen
als positiv bewertet (siehe Abb. 1.13 rechts). Diese Unterschiede sind darauf zu-
rickzufihren, dass die Beurteilung der Markerlage rein optisch in den Histogram-
men erfolgt. Diese Methodik entspricht in etwa dem Beobachten und Einteilen
fluoreszierender Zellen durch ein Fluoreszenzmikroskop. Sie ist ahnlich subjek-
tiv und vom Kbénnen des Beobachters abhangig und somit auch ungenau. Diese
Methode ist in der Analyse flusszytometrischer Daten tblich und wird auch in der
Literatur zu Flow-FISH verwendet (Serpaggi et al., 2010). Weitere Moglichkei-
ten zur Auswertung einer Flow-FISH zusatzlich zur Overton-Substraktion sind in
Kapitel 1.5.4 erlautert.

FUr eine objektive Beurteilung der Fluoreszenzhistogramme gibt es verschiedene
Moglichkeiten. Eine Moglichkeit ist, ab beispielsweise der intensitatsstarksten 2 %
der Kontrollzellen einen Marker zu setzen und alle Testzellen, die rechts dieses
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Abbildung 1.13.: Setzen eines Markers zur Auswertung flusszytometrischer Daten am Bei-
spiel einer Flow-FISH-Analyse: Setzen eines Markers an der Trennlinie bei-
der Populationen. Links mit Normierung der Populationen auf 10.000 Partikel;
Rechts ohne Normierung der Populationen. Es ist deutlich zu erkennen, dass
unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden. Das Ergebnis ist subjektiv, je nach-
dem wo der Marker gesetzt wird, &ndert sich die Anzahl positiver Zellen.

Markers liegen, als positiv zu betrachten (Loar et al., 1986; Strong et al., 1982).
Hier werden mit der Beispieldatei aus Abb. 1.13 70,7 % der Zellen als positiv
gewertet (siehe Abb. 1.14). Ein Problem dieser Methode ist, dass sie bei Proben-
histogrammen, welche das Kontrollhistogramm Uberlappen, den Anteil positiver
Zellen unterschétzt (Overton, 1988).

Eine genauere Methode zur objektiven Beurteilung der Zellpopulation bietet die
maximale positive Differenz. Hier wird jeweils das Kontrollhistogramm und das
Testhistogramm vom zweiten bis zum letzten Kanal integriert. Der so ermittelte
Prozentanteil an der Gesamtanzahl der analysierten Zellen des Histogramms der
Negativkontrolle wird von dem Prozentanteil des Histogramms der Probe subtra-
hiert. Dieses Prozedere wird auch flr die integrierten Histogramme vom dritten
bis zum letzten Kanal und zwischen jedem weiteren Kanal und dem letzten Kanal
durchgefthrt. Wurde dies flr alle Kanale durchgefihrt, wird die maximale positi-
ve Differenz ermittelt. Dieser Prozentsatz ist der Anteil der positiven Zellen an der
Grundgesamtheit. (Overton, 1988)

Eine weitere Mdglichkeit der objektiven Probenbeurteilung ist, das Kontrollhisto-
gramm vom Testhistogramm Kanal fir Kanal zu subtrahieren (Scher et al., 1980;
Schipper et al., 1980). Bei der Kanal-von-Kanal-Subtraktion werden negative Dif-
ferenzen als Wert Null gesetzt. Der Prozentanteil der positiven Zellen errechnet
sich aus der Summe der Unterschiede aller Kanale bezogen auf die Gesamtzell-
zahl der Probe (Overton, 1988).
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Abbildung 1.14.: Auswertung einer Flow-FISH-Analyse nach Markierung der hellsten 2%
der Negativkontrolle

Overton (1988) entwickelte eine modifizierte Histogrammsubstraktionsmethode,
die kumulative Substraktion, nach welcher auch in dieser Arbeit ausgewertet wur-
de. Die eingesetzte Auswertesoftware FCSExpress 4 (DENOVO SOFTWARE) flihrt
diese Art der Substraktion standardmassig und automatisch aus. Im Unterschied
zu der einfachen Histogrammsubstraktionsmethode (Scher et al., 1980; Schipper
et al., 1980) wird fliir negative Unterschiede nicht generell der Wert Null ange-
nommen. Stattdessen wird eine negative Differenz zu einer positiven Differenz im
niedrigeren Kanal hinzugerechnet. Dies fuhrt zu einer gegenseitigen Aufhebung
von negativen Differenzen bei h6heren Fluoreszenzintensitdten und von positi-
ven Differenzen bei niedrigen Fluoreszenzintensitaten. Nach kumulativer Sub-
traktion aller Kanale wird ein Histogramm erstellt, welches die positiven Diffe-
renzen zeigt, indem fur jeden Kanal mit einer nach wie vor vorhandenen negati-
ven Differenz der Wert Null gesetzt wird (siehe Abb. 1.15). Der Prozentanteil der
positiven Zellen wird aus der Summe aller positiven Differenzen dividiert durch
die Grundgesamtheit der Probe errechnet. (Overton, 1988) Bei einer Overton-
Substraktion macht eine Normierung der dargestellten Partikelanzahl keinen Un-
terschied, da sie rechnerisch ermittelt wird. Mit der Beispielanalyse aus Abb. 1.13
und Abb. 1.14 werden mit Overton-Substraktion 81,85 % der Zellen als positiv
gewertet (siehe Abb. 1.15). Bei dieser Form der Auswertung kann ein versehent-
liches Mitbewerten von unspezifischen Bindungen, beispielsweise beim Setzen
von Markern, auf Grund der Methodik ausgeschlossen werden.
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Abbildung 1.15.: Auswertung einer Flow-FISH-Analyse mittels Overton-Substraktion links:
normierte dargestellte Partikelanzahl; rechts: unnormierte Partikelanzahl

1.5.4. Auswertung einer Flow-FISH in der Literatur

In der Literatur finden sich diverse Varianten eine flusszytometrisch durchgefthr-
te FISH-Analyse auszuwerten. Die in dieser Arbeit verwendete Methode mittels
Overton-Substraktion wird in Kapitel 1.5.3 vorgestellt.

Die einfachste Methode negativ von positiv hybridisierten Zellen zu trennen, be-
steht, wie schon in Kapitel 1.5.3 dargestellt, in dem Setzen eines Markers im
Fluoreszenzhistogramm der analysierten Proben (Serpaggi et al., 2010). Diese
Methode ist eher subjektiv und somit ungenau, da der Grenzwert willktrlich be-
stimmt wird, selbst wenn eine Negativkontrolle hinzugezogen wird. Haufig besteht
die Negativkontrolle lediglich aus unmarkierten Zellen (Andorra et al., 2011; Ser-
paggi et al., 2010; Wang et al., 2014). Damit bleiben unspezifische Bindungen
des Farbstoffes und etwaige unspezifische Reaktionen der Sonde unbertiicksich-
tigt.

Amann et al. (1990a) werten ihre Flusszytometriedaten Uber den Mode-Wert aus.
Der Mode-Wert beschreibt den Wert, der das Maximum eines Histogramms an-
zeigt, das heil3t an dem am meisten Messpunkte mit derselben Fluoreszenzin-
tensitat vorliegen. Eine quantitative Auswertung ist so schwer moglich. Inacio
et al. (2003) analysieren 10.000 Zellen und ermitteln die Fluoreszenzintensi-
tat Uber den Mittelwert in einem Gate eines FSC-/FL1-Dotplots. Branco et al.
(2019) legen auch ein Gate in einem FSC-/FL1-Dotplot, analysieren aber le-
diglich 1000 beziehungsweise 5000 Zellen je Probe. Als Negativkontrolle nutzen

42



1.6 Zielsetzung Einleitung

Branco et al. EUB338, eine an theoretisch alle Bakterien bindende universelle
Sonde, wie auch Wallner et al. (1993) sie nutzen. Allerdings weisen Branco et al.
(2019) in ihren Versuchen im Gegensatz zu Wallner et al. (1993) keine Bakteri-
en sondern Hefen nach. Den Prozentanteil an fluoreszierenden Zellen errechnen
Branco et al. (2019), indem sie die Summe der fluoreszierenden Zellen in der Ne-
gativkontrolle von denen der Probe subtrahieren und durch die Anzahl der analy-
sierten Zellen dividieren. Auch Yilmaz u. Noguera (2004) analysieren 10.000 Zel-
len aber im FCS/SSC-Plot. Das Gate im Fluoreszenzhistogramm legen Yilmaz u.
Noguera (2004) an Hand ihrer Negativkontrolle nonEUB (komplementér zu einer
an nahezu alle Bakterien bindenden Sonde EUB338, Wallner et al., 1993). Die
nonEUB-Sonde dient hierbei als Kontrolle, um unspezifische Bindungen auszu-
schlieen (Yilmaz et al., 2006). Dies entspricht, bis auf die Auswertung durch das
Gate an Stelle der Overton-Subtraktion, der in dieser Arbeit verwendeten Auswer-
tung mit nonEuk-Negativkontrolle (siehe Kapitel 3.1.1 und Kosse et al., 1997).

1.6. Zielsetzung

Wilde Hefen, wie zum Beispiel H. uvarum, D. bruxellensis und P anomala, tragen
zur Entwicklung von Fehlténen und Fermentationschwierigkeiten bei der Wein-
herstellung bei. Sensorisch und optisch lasst sich eine Kontamination oft erst in
spaten Fermentationsphasen erkennen, wenn eine Schadigung des Endproduk-
tes nicht mehr verhindert werden kann. Durch eine frihzeitige Detektion von uner-
winschten Mikroorganismen kann eine Schadigung des Weines und ein daraus
resultierender wirtschaftlicher Schaden fir den Winzer mdglicherweise verhindert
werden.

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, auf Basis vorheriger Studien, eine effiziente fluss-
zytometrische FISH-Analyse mittels rRNA-Sonden verschiedener haufig vorkom-
mender Schadhefen zu entwickeln, zu validieren und fiir den Praxisgebrauch zu
etablieren. Der Fokus liegt hierbei auf einer praxistauglichen Methodik far den
Alltagsgebrauch im Weinlabor.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate

2.1.1. Flusszytometer

Die flusszytometrische Auswertung erfolgte an einem CUBE 6 Flusszytometer
(SYSMEX PARTEC GMBH, Minster), welches mit zwei Lasern mit 488 nm be-
ziehungsweise 638 nm Anregungswellenlange ausgestattet ist. Zur Detektion der
Fluoreszenzemissionen werden Bandpassfilter mit einer Durchléssigkeit bei 536 /
40nm (FL1), 590/50 nm (FL2) und 675/20 nm (FL3) Wellenlange verwendet.
Die Grundlagen zur Technik der Flusszytometrie sind der Einleitung zu entneh-
men (siehe Kapitel 1.5). Die hier durchgefihrten Analysen wurden, nach FITC-
Markierung der Hybridisierungssonden, mit dem 488 nm Laser mit Auswertung
im 536/40nm (FL1) Filter durchgefiihrt. Die Flussrate wahrend der Messungen
betrug 1 pl/s bei einem Messvolumen von 50 pl.

2.1.1.1. Zellzahlung mittels Flusszytometrie

Dank der festen Flussrate von 1 pul/s bei einem Messvolumen von 50 pl wurde
wahrend der Flow-FISH-Analysen (siehe Kapitel 2.4.4.5) parallel eine Zellzéhlung
durchgefihrt. Die Zellzahl wird als Zellen/ml angegeben.

2.1.2. Spektralphotometer

Die optische Dichte der Zellkulturen wurde mit dem Spektralphotometer Cary
100UV-Vis (AGILENT TECHNOLOGIES, Waldbronn) bestimmt. Fir die Messungen
wurden BRAND Mikrokivetten mit 8,5 mm Zentrumshohe verwendet. Das Analy-
sevolumen betrug 1 ml FlUssigkultur. Die Analyse erfolgte mit Licht von 600 nm
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Wellenlange bei einer Spektralbandbreite von 1,5 nm. Vor jeder Messung wurde
eine Nullkalibration gegen den Diluenten, in dieser Arbeit Most beziehungswei-
se YPD-Medium, durchgeftihrt. Die Auswertung erfolgte mit der Software VARIAN
CARY WINUV ADVANCED READS APPLICATION.

2.1.3. Weitere Gerate und Materialien

In dieser Arbeit wurden des Weiteren die in Tab. 2.1 und Tab. 2.3 aufgeflihrten
Gerate und Materialien verwendet.

Tabelle 2.1.: Weitere verwendete Gerate

Gerat Hersteller

Autoklav VE-95 SysTEC GMBH, Wettenberg

Fluoreszenzmikroskop KEYENCE DEUTSCHLAND GMBH,

BZ-8000 Bi0zZERO Neu-lsenburg

FTIR-Spektrometer Foss GmMBH, Hamburg

Foss WINESCAN FT120

Inkubationshaube TH15 EDMUND BUHLER GMBH, Hechingen

Magnetriihrer D6010 NEOLAB MIGGE LABORBEDARFS-VERTRIEBS
GmMBH, Heidelberg

Mikroskop AXIO LAB A1 CARL ZEISs MICROSCOPY GMBH, Jena

Neubauer Zahlkammer KARL HECHT GLASWAREN GMBH,

ASSISTENT Sondheim

pH-Meter FiveEasy FE20 METTLER-TOLEDO GMBH, Giel3en

Prasizionswaage M-PACT SARTORIUS AG, Géttingen

AX623

Rotator-Mixer ELmi SIA,, Riga, Lettland

ELMI INTELLI-MIXER RM-2

Schittler KS15 EDMUND BUHLER GMBH, Hechingen

Sicherheitswerkbank ASTEC MICROFLOW, Hampshire,

Grof3britannien

Ultraschallbad SONOREX BANDELIN ELECTRONIC GMBH & Co KG,

SUPER Berlin
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Gerat Hersteller

Vortexer D6012 NEOLAB MIGGE LABORBEDARFS-VERTRIEBS
GMmBH, Heidelberg

Wasseraufbereitungsanlage ELGA LABWATER, VWS DEUTSCHLAND

PURELAB FLEX GMBH, Celle

Wasserbad WNE7-45 MEMMERT GMBH & Co KG, Schwabach

Zentrifuge HERAEUS PICO 17 THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., Waltham,
USA

Zentrifuge ROTINE 420 R ANDREAS HETTICH GMBH & Co KG,
Tuttlingen

Tabelle 2.3.: Verwendete Materialien

Material Hersteller

Deckglaser GERHARD MENZEL GMBH, Braunschweig

EppendorfgefaBe 1,5 ml und NEOLAB MIGGE LABORBEDARFS-VERTRIEBS

2ml GMBH, Heidelberg

Flusszytometerklvetten BRAND GMBH & Co KG, Wertheim

MikrokUvetten, BRAND GMBH & Co KG, Wertheim

8,5 mm Zentrumshéhe

Objektrager GERHARD MENZzEL GMBH, Braunschweig

Roéhrchen 10 ml und 15 ml NEOLAB MIGGE LABORBEDARFS-VERTRIEBS
GMmBH, Heidelberg

2.2. Chemikalien

Far die Versuche dieser Arbeit wurden die in Tab. 2.4 aufgeflihrten Chemikalien
verwendet.
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Tabelle 2.4.: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Dekontaminationslésung

Flusszytometer (lila)

SYSMEX PARTEC GMBH, Miinster

Dextrose

VWR INTERNATIONAL GMBH, Darmstadt

Ethanol (EtOH), vergéllt, 70 %

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Ethanol (EtOH), 99,5 %

MERCK KGAA, Darmstadt

Glycerin APPLICHEM GMBH, Darmstadt
Chlorwasserstoff (HCI) APPLICHEM GMBH, Darmstadt
Hefeextrakt APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCI/)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Dikaliumhydrogenphosphat
(K2HPOq)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POy)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Kalibrationslésung pH-Meter
pH 4,0

NEOLAB MIGGE LABORBEDARFS-VERTRIEBS
GMBH, Heidelberg

Kalibrationslésung pH-Meter
pH 7,0

NEOLAB MIGGE LABORBEDARFS-VERTRIEBS
GwmBH, Heidelberg

Natriumchlorid (NaCl)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat
(NaxHPOy)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Natriumazid (NaN)

MERCK KGAA, Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Paraformaldehyd

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Pepton

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Reinigungslésung

Flusszytometer (griin)

SYysMEX PARTEC GMBH, Miinster

Saponin

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Natriumlaurylsulat (SDS)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Tris-HCI

APPLICHEM GMBH, Darmstadt

Triton X-100

APPLICHEM GMBH, Darmstadt
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2.3. Puffer und Losungen

2.3.1. PBS-Puffer

PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline) ist ein Standardpuffer in der Mikrobiolo-
gie. In dieser Arbeit wird er fir diverse Wasch- und Verdinnungschritte und zum
Ansetzen von Puffern verwendet. Die Zusammensetzung fir einen Liter 1x PBS-
Puffer ist wie folgt: 8 g NaCl (137 mM), 0,29 KCI (2,7 mM), 1,44 g NaoHPO,4 (20 mM)
und 0,24 g KHoPO4 (1,8 mM) in 800 ml Ho Opjgest 10sen, pH auf 7,2 einstellen und
auf 11 mit Ho Opjgest auffillen.

2.3.2. YPD-Flussigmedium

YPD-Flussigmedium ist ein Standardmedium zur Kultivierung verschiedener He-
fespezies in Supension. In dieser Arbeit wird es zur Anzucht der Hefevorkulturen
verwendet. Die Zusammensetzung fir einen Liter Medium ist wie folgt: 10 g Hefe-
extrakt (1 %), 20 g Pepton (2 %) und 20 g Dextrose (2 %), 1| Ho Opjqest hinzufligen.

2.3.3. 20 % Formaldehydlésung

Zur Fixierung der Zellen wird eine 20%-ige Formaldehydstocklésung bendtigt.
Diese Ldsung sollte méglichst frisch angesetzt werden und zum Zeitpunkt der
Fixierung nicht alter als eine Woche sein. Es werden am Vortag der Fixierung
20 g Paraformaldehyd in 90 ml PBS-Puffer (siehe Kapitel 2.3.1) unter Rihren fur
16 h bei 70 °C geldst. Zur vollstandigen Lésung bis zum Aufklaren werden da-
nach einige Tropfen (4-5) 1M NaOH zugegeben. Danach wird der pH auf 7,2
eingestellt und mit PBS-Puffer auf 100 ml aufgefillt. Zur Lagerung verbleibt die
Lésung lichtgeschitzt bei Raumtemperatur.

2.3.4. Hybridisierungspuffer

Der Mastermix des Hybrisierungspuffers zur Flow-FISH setzt sich aus 0,9 M NaCl,
20 mM Tris-HCl und 0,01 % (w/v) SDS zusammen. Zur Hybridisierung muss noch
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mit Fluoreszenzfarbstoff markierte Oligonukleotidsonde in gewiinschter Konzen-
tration (Standard: 3 pmol/pl) dazugegeben werden (siehe Kapitel 2.4.4.4).

2.3.5. Waschpuffer

Der Waschpuffer flir den Waschschritt nach der Hybridisierung der Flow-FISH
besteht aus 25 mM Tris-HCI und 0,5 M NaCl.

2.4. Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die in dieser Arbeit verwendete Fluoreszenz in situ Hybridisierung findet in der

diagnostischen, 6kologischen und technologischen Mikrobiologie ihre Anwendung.
Auf die Hintergriinde und Entwicklung dieser effizienten Methode vor allem in Be-

zug auf die Detektion von Mikrobiomen in verschiedenen Systemen wird in Kapi-

tel 1.4 néher eingegangen.

2.4.1. Verwendete Hefestamme

FlOr die Experimente zur Etablierung der Flow-FISH wurden Reinkulturen des
DSMZ (LEIBNIZ-INSTITUT DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND
ZELLKULTUREN GMBH, Braunschweig) verwendet. Der verwendete Hansenias-
pora uvarum Stamm (DSM26650) hat seinen Ursprung in Chardonnay-Most.
Auch der verwendete Saccharomyces cerevisiae Stamm (DSM 70416) wurde ur-
springlich aus Traubenmost isoliert. Durch Nutzung von Stammsammlungsstam-
men kann sichergestellt werden, dass die Versuche mit einer Reinkultur von
Hanseniaspora uvarum durchgefiihrt werden und keine anderen Organismen die
Hybridisierungseffizienz beeinflussen. Da die Stdmme urspriinglich aus Wein be-
ziehungsweise Most isoliert wurden, ist eine Vergleichbarkeit mit der Praxis ge-
geben. Fir die Validierung der Flow-FISH-Methode (siehe Kapitel 3.7) wurden
Wildisolate aus der Stammsammlung des DLR Rheinpfalz beziehungsweise kom-
merziell erhaltliche Hefestdmme verwendet.

Weitere Validierungsversuche wurden mit anderen Hefearten und den jeweili-
gen FISH-Sonden (Roeder et al., 2007; Xufre et al., 2006) durchgefihrt (siehe

50



2.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung Material und Methoden

Tab. 2.6). Die H. uvarum-Stamme H32-35 wurden von Christian von Wallbrunn
zur Verfligung gestellt. Es wurde darauf geachtet, dass die Hefen, wenn mdglich,
ursprunglich aus Trauben oder Traubenmost isoliert wurden, um eine Vergleich-
barkeit mit in Weinfermentationen nativ vorkommenden Hefen zu gewahrleisten.
Die Etablierungs- und Validierungsversuche wurden vorrangig mit Stimmen aus
kommerziellen Stammsammlungen durchgefihrt.

Tabelle 2.6.: Verwendete Hefestamme

Hefestamm ‘ interne Bez. ‘ Stammsammlungsnr. isoliert aus
Hanseniaspora uvarum H30 DSM 26650 Traubenmost

H32 12-SB-MG-G2-Spe-1

H33 12-SB-MG-G2-Spe-5

H34 12-SB-MG-G2-Spe-62

H35 12-SB-MG-G2-Spe-67
Saccharomyces cerevisiae | H38 DSM 70416 Traubenmost

H5 Schwarzenbach 1895-A | Wein (1895 Jahrgang)

Reinzuchthefe | Lalvin CY3079
Reinzuchthefe | Fermicru VB1
Reinzuchthefe | Uvaferm 228
Reinzuchthefe | Lalvin EC1118

Pichia anomala H54 DSM 70130 Brauerei
Dekkera bruxellensis H36 DSM 70001 Lambic Bier
H43 AWRI 1499 Wein

Aus den gefriergetrockneten Stammkulturen wurden Glycerinkulturen fiir die hausin-
terne Stammsammlung angelegt. Die Kulturen werden bei -80 °C gelagert und in
regelméaBiigen Abstanden durch Rekultivierung erneuert.

2.4.2. Probenvorbereitung/Zellkulturen

Die ersten Validierungen wurden aus Hefezellkulturen in YPD-Medium (siehe Ka-
pitel 2.3.2) durchgefiihrt. Als Most fir die Hefezellkulturen im Laufe der weite-
ren Validierung wurde Most der Rebsorte Chardonnay, Jahrgang 2013 verwen-
det. Kurz nach Keltern und Schénen wurde dieser Most fir zwei Minuten bei
76 °C pasteurisiert und in 5 Liter-Gebinden steril abgefiillt und bis zur Verwen-
dung kuhl und im Dunkeln gelagert. Vor der Verwendung wird der Most steril
filtriert (0,22 um), um so mdgliche Kontaminationen ausschlieBen zu kénnen.
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Als Vorkultur werden 50 ml YPD-Medium oder pasteurisierter Most mit 50 pl einer
Glycerinreinkultur versetzt und Uber Nacht inkubiert (150 rpm, 30 °C). Die Haupt-
kultur aus 100 ml sterilem Medium beziehungsweise Most wird mit 400 pl der Vor-
kultur angeimpft und unter kontinuierlichem Schitteln (150 rpm) bei 30 °C bis
zum Erreichen der gewiinschten Wachstumsphase inkubiert. Fir die Validierun-
gen wurden, sofern nicht anders erwéhnt, Proben wahrend der mittleren logarith-
mischen Wachstumsphase der Zellkultur entnommen (ODgg 1,0) und fixiert. Bei
H. uvarum ist diese Phase des Kulturwachstums unter den gegebenen Bedingun-
gen in etwa nach 5,5 h erreicht.

2.4.2.1. Erstellung von Wachstumskurven

Als erster Schritt zur Etablierung wurde eine Wachstumskurve der verschiedenen
Hefearten mit Kultivierung bei 30 °C in Reinkultur in YPD-Flissigmedium erstellt.
Hierfir wurde die ODgog zu mehreren Zeitpunkten photometrisch bestimmt (siehe
Kapitel 2.1.2) und die Zellzahl der Flussigkultur flusszytometrisch ermittelt bis
eine stationare Wachstumsphase erreicht war. Nach Erstellung der Wachstums-
kurven konnten die Zeitpunkte bestimmt werden, wann die Kulturen ungefahr
ihre lag-, log- oder stationare Phase erreicht haben sollten (siehe Kapitel 3.3).
So konnte die gewlinschte Wachstumsphase genau abgepasst werden und die
Hybridisierungen immer in der gleichen Wachstumsphase der Kultur ausgefthrt
werden. Ein Einfluss der Wachstumsphase der Zellen auf die Hybridisierungsef-
fizienz kann so ausgeschlossen werden. Vor Entnahme der Zellen zur Fixierung
wird die ODgqq der Kultur bestimmt.

2.4.3. Zellfixierung

Die in YPD-Flussigmedium angezogenen Zellen, werden, nachdem die ODggg
der Kultur spektralphotometrisch bestimmt wurde, enthommen und auf verschie-
dene Art und Weise fixiert.

2.4.3.1. Fixierung mit Formaldehyd

Die Fixierung der Hefezellen erfolgt mittels Paraformaldehyd, wie von Andorra
et al. (2011) beschrieben, mit einer 4%-igen FormaldehydlGsung nach einem in
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Anlehnung an Andorra et al. (2011) modifiziertem Protokoll. Wenn nicht anders
erwahnt, wurden die Zellen fur die in dieser Arbeit vorgestellten Analysen wie
folgt fixiert:

Far die Fixierung mit Formaldehyd werden 32 ml Probe mit 8 ml 20%-iger (w/v)
Formaldehydldsung versetzt (Endkonzentration 4 % Formaldehyd) und 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt beziehungsweise auf dem Rotator Intelli-Mixer mit
20 rpm Uber Kopf gedreht. Als Formaldehydlésung wird eine maximal eine Woche
alte, aus Paraformaldehyd und PBS angesetzte Stocklésung verwendet (siehe
Kapitel 2.3.3). Nach Abzentrifugieren des Uberstandes (4500 rpm, 5 min) werden
die Zellen zweimal mit 10 ml PBS (pH 7,2) gewaschen (4500 rpm, 5min). Nach
Resuspendieren in 10 ml PBS kénnen die fixierten Hefezellen bis zu drei Wochen
bei 4 -8 °C gelagert werden. Auch eine Lagerung Uber einen langeren Zeitraum
ist, in 6 % (w/v) Saccharose in PBS zur Stabilisierung, bei -20 °C mdglich, wie in
Vorversuchen bestatigt wurde.

2.4.3.2. Fixierung in Ethanol

FUr eine einfache Ethanolfixierung wurde mit in 70%-igem Ethanol fixierten Zellen
gearbeitet. Hierfir werden 32 ml Probe abzentrifugiert (5 min, 4500 rpom) und der
Uberstand verworfen. Danach wird einmal in 10 ml PBS gewaschen (4500 rpm,
5min) und das Pellet in 10 ml 70%-igem Ethanol resuspendiert. Die Lagerung
erfolgt bei 4-8 °C. Nach 24 h ist die Fixierung abgeschlossen und das Ethanol
kann ausgewaschen werden. Eine weitere Lagerung bis zur Hybridisierung erfolgt
in PBS bei 4-8 °C.

2.4.3.3. Fixierung mit aufsteigender Ethanolreihe

FUr die Fixierung tber eine mehrschrittige Alkoholreihe werden 32 ml Probe pelle-
tiert (5min, 4500 rpm). Das Zellpellet wird in 10 ml 50%-igem Ethanol resuspen-
diert und bei 4 - 8 °C fir 60 min inkubiert. AnschlieBend wird die Probe abzentrifu-
giert (5min, 4500 rpm) und in 10 ml 60%-igem Ethanol resuspendiert und erneut
60 min bei 4 -8 °C inkubiert. Nach erneutem Abzentrifugieren (5min, 4500 rpm)
wird das Pellet in 10 ml 70%-igem Ethanol aufgenommen, resuspendiert und bei
4-8 °C 24 h inkubiert. Danach wird die Fixierung pelletiert und in 10 ml PBS re-
suspendiert, um die Zellen zu rehydrieren. Die VerkUrzung der jeweiligen Inkuba-
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tionszeiten von 60 min auf 30 min ist mdglich und wurde durch Versuche im Laufe
dieser Arbeit bestatigt (siehe Kapitel 3.1.4). Die weitere Lagerung der Zellen bis
zur Hybridisierung erfolgt bei 4 -8 °C.

2.4.4. Detektion von Schadhefen mittels
flusszytometerbasierter Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (Flow-FISH)

Aus Vorarbeiten und der Literatur stehen verschiedene Herangehensweisen zur
Etablierung einer flusszytometrisch basierten Fluoreszenz in situ Hybridisierung
zur Verfuigung (Andorra et al., 2011; Amann et al., 1990a; Branco et al., 2019;
Serpaggi et al., 2010; Wallner et al., 1993; Wang et al., 2014) (siehe auch Kapi-
tel 1.4.6).
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Abbildung 2.1.: Schematischer Arbeitsablauf zur Durchfiihrung eines FISH-Assays
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2.4.4.1. Ablauf eines FISH-Assays

Zur Erstellung von Hefekulturen fur die Etablierungsversuche werden Hefezellen
aus Glycerinkulturen in Nahrmedium beziehungsweise in Most kultiviert und mit-
tels Formaldehyd oder Ethanol fixiert. Wenn nicht anders erwahnt, werden Zellen
in der exponentiellen Wachstumsphase verwendet (ODggo = 0,9 — 1,1). Die fi-
xierten Zellen (siehe Kapitel 2.4.3) werden mit der jeweiligen spezifischen Sonde
hybridisiert und nach einem darauf folgenden Waschschritt (siehe Kapitel 2.4.4.4)
am Flusszytometer analysiert (siehe Kapitel 2.4.4.5). Der schematische Ablauf
eines Flow-FISH-Assays ist in Abb. 2.1 dargestellt.

2.4.4.2. FISH-Sonden

Die Sequenz und Herkunft aller Sonden ist Tabelle 2.7 zu entnehmen. Die Vor-
gange zur Entwicklung der spezifischen Sonden und weitere Informationen sind
in Kapitel 1.4.3 naher erlautert. Die verwendeten Sonden wurden von BIOMERS
GMBH, Ulm synthetisiert und am 5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar-
kiert. Zur Validierung des Testsystems erfolgte die Markierung aller Sonden mit
dem gleichen Farbstoff. Hierflr wurde Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gewahit.
Es ist mit dem verwendeten Laser (A = 488 nm) des Flusszytometers und mittels
Fluoreszenzmikroskop gut anregbar und die Konjugate sind preiswert in der Her-
stellung.

Tabelle 2.7.: Verwendete hefespezische DNA-Sonden

‘ Spezies Sondenbez. | Sequenz (5-3’) Quelle ‘
Eukaryonten Euk516 ACCAGACTTGCCCTCC Amann et al. (1990a)
(Permeabilisierungs-
kontrolle)
unspezifisch Non-Euk516 | GGAGGGCAAGTCTGGT Kosse et al. (1997)
(Negativkontrolle)

Hanseniaspora Huv TCAATCCCGGCTAACAGTA | Xufre et al. (2006)

uvarum

Saccharomyces Sce TGACTTACGTCGCAGTCC Xufre et al. (2006)

cerevisiae

Pichia anomala Pan GACAGGCAATATCAGCAGA | Xufre et al. (2006)

Dekkera bruxellensis Dbrux1.1 CGTCTAGGCTCGCCGT Roeder et al. (2007)
Dbrux1.2 CAAGACCCTTCTCCCAACA | Roeder et al. (2007)
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Als Positivkontrolle fur die Hybridisierbarkeit und erfolgreiche Permeabilisierung
der Zellen wird eine an alle eukaryontischen Zellen bindende 18S-rRNA-Sonde
verwendet (Amann et al., 1990a), welche auch mit FITC markiert ist (Euk516). Als
Negativkontrolle dient eine nicht an Hefezellen bindende FITC-markierte Sonde,
wie Kosse et al. (1997) vorschlagen. Hierbei handelt es sich um eine Oligonu-
kleotidsonde aus der komplementaren Sequenz zu Euk516, nonEuk. Bis auf die
Euk516-Sonde, die an die 18S-rRNA bindet, binden alle anderen Sonden an die
26S-rRNA.

2.4.4.3. Hilfssonden

Zur Erhdéhung der Fluoreszenzintensitat wurden im Laufe dieser Arbeit unmar-
kierte Hilfssonden entwickelt. Das Prinzip der Hilfssonden ist in Kapitel 1.4.5 er-
lautert. In Kapitel 3.2.1 finden sich die Grundlagen zur Erstellung und Auswabhl
der passenden Hilfssonden. In Tab. 2.8 sind die verschiedenen Hilfssondense-
quenzen fur H. uvarum aufgefthrt. Die entprechenden Hilfsondensequenzen fir

Tabelle 2.8.: Basensequenzen der Hilfssonden fiir die Flow-FISH-Detektion von H. uvarum:
Ublicherweise sind die Hilfssonden 18 bp lang. Bei der langen (L) Version der Hilfs-
sonden ist die Schmelztemperatur der Hilfssonde hdher als bei der spezifischen
Sonde.

Sondenbezeichnung | Sequenz (5'-3))

Huv TCAATCCCGGCTAACAGTA

HuvH1 CTTGCCGAAGCGCAGTCC

HuvH2 TTCCAAAAAGCTATAACA

HuvH2L TTCCAAAAAGCTATAACACTACCG
HuvH3 AACCATTATGCCAACATC

HuvH3L GCATTTAACCATTATGCCAACATC
HuvH4 CTACCGAAGTAGCTACAT

HuvH4L CTACCGAAGTAGCTACATTCTTAATG
HuvH5 ACATCCTTGCCGAAGCGC

HuvH6 AAAAGCTATAACACTACC

HuvH6L AAAAGCTATAACACTACCGAAGTAG
HuvH7 TCCTGCTGCCAGAATTGA

S. cerevisiae sind in Tab. 2.9 zu finden. Tab. 2.10 zeigt die Sequenzen der Hilfs-
sonden flr D. bruxellensis und Tab. 2.11 die Hilfssondensequenzen fir P anoma-
la.
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Tabelle 2.9.: Basensequenzen der Hilfssonden fiir die Flow-FISH-Detektion von S. cerevi-
siae: Ublicherweise sind die Hilfssonden 18 bp lang.

Sondenbezeichnung

Sequenz (5'-3)

Sce TGACTTACGTCGCAGTCC
SceH1 CCATTATGCCAGCATCCT
SceH2 TCAGTCCCAGCTGGCAGT

Tabelle 2.10.: Basensequenzen der Hilfssonden fiir die Flow-FISH-Detektion von D. bru-
xellensis: Ublicherweise sind die Hilfssonden 17 bp (Dbrux1.1) beziehungsweise
19 bp (Dbrux1.2) lang. Bei der langen (L) Version der Hilfssonden ist die Schmelz-
temperatur der Hilfssonde héher als bei der spezifischen Sonde.

Sondenbezeichnung ‘

Sequenz (5'-3)

Dbrux1.1 CGTCTAGGCTCGCCGT
Dbrux1.2 CAAGACCCTTCTCCCAACA
Dbrux1.1H1 GGTGGAAACCACCGCAC
Dbrux1.1H1L GGTGGAAACCACCGCACACA
Dbrux1.1H2 CTGGTGCCTGTTATCGG
Dbrux1.1H2L AGGCTGGTGCCTGTTATCGG
Dbrux1.2H1 ACCCACTCTGCCCGACCCT
Dbrux1.2H2 ACAGCTATCTCCTCCTCCG
Dbrux1.2H2L TGCACAGCTATCTCCTCCTCCG

Tabelle 2.11.: Basensequenzen der Hilfssonden fir die Flow-FISH-Detektion von P. anoma-
Ia: Ublicherweise sind die Hilfssonden 19 bp lang. Bei der langen (L) Version der
Hilfssonden ist die Schmelztemperatur der Hilfssonde hdher als bei der spezifi-
schen Sonde.

Sondenbezeichnung

Sequenz (5'-3)

Pan GACAGGCAATATCAGCAGA
PanH1L AGCTATAACACTCCACCGAAGT
PanH2 AGACGCAGCCCTCGATCCA
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2.4.4.4. In situ Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgt gréBtenteils nach der von Andorra et al. (2011) be-
schriebenen Vorgehensweise. Aus Griinden der einfacheren Pipettierbarkeit wird
mit 2+10° Zellen je Ansatz gearbeitet. Im Laufe der Etablierung wurden einige klei-
ne Veranderungen an der Methodik vorgenommen. Wenn nicht anders erwahnt,
wurde nach der hier beschriebenen Methode gearbeitet.

Fur die Hybridisierung werden der Fixierung je Ansatz 2«108 Zellen entnommen
und abzentrifugiert (9000 rpm, 2 min). Die Versuche werden jeweils als Triplikate
ausgefahrt. Der Zelltiter wird hierflr vorher aus der Zellfixierung flusszytometrisch
bestimmt (siehe Kapitel 2.1.1.1). Der Hybridisierungspuffer wird vorgewarmt. Aus
dem Puffer und der jeweils gewtinschten Sonde wird ein Mastermix in ausreichen-
der Menge angesetzt. Die Sondenkonzentration wurde im Laufe der Versuche
mehrmals verandert. Als ideal hat sich eine Sondenkonzentration von 3 pmol/pl
erwiesen. Das Pellet wird in 100 pl Mastermix resuspendiert und bei 41 °C und
350 rpm inkubiert. Auch die Inkubationsdauer wurde im Laufe der Versuche zur
Optimierung des Verfahrens variiert. Wenn nicht anderes vermerkt ist, wurde 18 h
uber Nacht inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubation werden die Zellen abzen-
trifugiert (9000 rpm, 2 min) und in doppeltem Volumen (200 ul) Waschpuffer gewa-
schen (30 min, 41 °C, 350 rpm). Nach Abzentrifugieren (9000 rpm, 2 min) werden
die Zellen in 1600 ul PBS resuspendiert und flusszytometrisch vermessen.

2.4.4.5. Flusszytometrische Analyse

Jeder Hybridisierungsansatz wird mittels der Cy Flow Software (SYSMEX PAR-
TEC GMBH) analysiert. Die Analyse erfolgt mit einem Messprogramm, welches
genau 50 pl mit einer Geschwindigkeit von 1 pl/s je Probe misst und somit auch
zu quantitativen Aussagen verwendet werden kann.

2.4.4.6. Auswertung

Die Auswertung erfolgt mit FCSExpress 4 (DE NOVO SOFTWARE, Los Angeles,
USA). Die Berechnungen erfolgten jeweils Uber die Gesamtzahl der in 50 ul ge-
messenen Zellen, die Gesamtzahl der in Histogrammen dargestellten Zellen wur-
de auf eine Anzahl von 10.000 Zellen begrenzt.

58



2.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung Material und Methoden

Der Anteil positiver Zellen wurde mittels Overton-Subtraktion ermittelt. Die Grund-
lagen zur Technik der Overton-Subtraktion sind in der Einleitung zu finden (siehe
Kapitel 1.5.3). Weitere in der Literatur verwendete Auswertearten sind in Kapi-
tel 1.5.4 dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierung der Hybridisierungsbedingungen

Grundlage zur Entwicklung eines Flow-FISH Assays ist hauptsachlich die Ar-
beit von Andorra et al. (2011). Fir einen mdglichst effektiven Flow-FISH Assay
werden die Hybridisierungsbedingungen auf Basis der von Andorra et al. (2011)
durchgeflihrten Arbeiten und Vorversuchen zu dieser Arbeit, im Rahmen der von
mir betreuten Masterthesis von Christian Vogelei (Vogelei, 2014), zu einem fluo-
reszenzmikroskopischen FISH-Nachweis von Weinhefen am Beispiel von H. uva-
rum, optimiert. Ein direkter Nachbau des Protokolls von Andorra et al. (2011)
brachte nicht die gewlinschten Ergebnisse (Vogelei, 2014).

3.1.1. Negativkontrolle

Um ein effektives Testsystem zu entwickeln, bendtigt man eine zuverlassige Ne-
gativkontrolle, die dazu dient, unspezifische Bindungen und anderweitige Reak-
tionen der spezifischen Sonden herauszurechnen. In dieser Arbeit wird zu diesem
Zweck eine zu der Eukaryonten (Euk516)-Sonde komplementare FITC-markierte
Sonde (nonEuk) nach der Idee von Kosse et al. (1997) und Wallner et al. (1993)
verwendet.

In Abb. 3.1 ist zu sehen, dass die Existenz von Eukaryonten in der Probe,
hier H. uvarum in Reinkultur, mit Hilfe der Eukaryontensonde (Euk), welche al-
le eukaryontischen Zellen markiert, mit einer Effektivitat von 83,6 % nachgewie-
sen werden kann. Im weiteren Verlauf kann durch Methodenoptimierungen eine
Nachweiseffektivitat der Euk-Sonde von 91,5 % bei H. uvarum erreicht werden.
Ein spezifischer Nachweis von Hanseniaspora uvarum ist mit Hilfe der Huv-Sonde
mit einer Effektivitat von 79,8 % mdglich. Im weiteren Verlauf der Etablierung kén-
nen hier Nachweisraten von bis zu 94,7 % unter Verwendung von Hilfssonden
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Abbildung 3.1.: Prozentuale Anteile der hybridisierten Zellen von H. uvarum nach Beriick-
sichtigung des FITC-induzierten Hintergrundrauschens: Die H. uvarum-
Zellen werden mit den spezifischen Sonden Euk und Huv, der Negativkontrolle
(nonEuk) und der Sce-Sonde hybridisiert dargestellt; n=3 - Daten aus Master-
thesis Christian Vogelei

(siehe Kapitel 3.2.1) erreicht werden. Die S. cerevisiae-Sonde (Sce) zeigt in einer
H. uvarum-Reinkultur, wie erwartet, kein Signal (siehe Abb. 3.1). Die Ergebnisse
sind mit den Kreuzreaktivitdten der spezifischen Sonden mit den in dieser Arbeit
entwickelten Hilfssonden (siehe Kapitel 3.2) vergleichbar (siehe Abb. 3.27).

3.1.2. Optimierung von Temperatur, Sondenkonzentration und
Inkubationsdauer der Hybridisierung

Nach Einfuhrung der Negativkontrollsonde (siehe Kapitel 3.1.1) werden die Test-
parameter Hybridisierungstemperatur, Sondenkonzentration und Inkubationsdau-
er der Hybridisierung optimiert. Dies dient dazu, ein optimales Signal-Rausch-
Verhaltnis zu erreichen und die optimalen Hybridisierungsbedingungen zu ermit-
teln. Nach Wallner et al. (1993) sind diese drei Faktoren relevant fir eine er-
folgreiche Hybridisierung. Es werden aufsteigende Sondenkonzentrationen von
1,5pmol/ul, 3,0pmol/ul und 6,0 pmol/ul bei drei unterschiedlichen Hybridisie-
rungstemperaturen (41 °C, 46 °C und 51 °C) untersucht. Des Weiteren wird die
Hybridisierungszeit zwischen 60 min, 180 min und 960 min variiert. Weitere unter-
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suchte Hybridisierungszeiten sind 3h, 4h und 5h und 16h, 18 h, 20h und 22 h
(siehe 3.3). Eine Sondenkonzentration von 1,5 pmol/pl bei einer Hybridisierung-
stemperatur von 46 °C entspricht dabei in etwa der in der Arbeit von Andorra
et al. (2011) verwendeten Konzentration von 10 ng/ pl.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.2 dargestellt. Es zeigt sich, dass mit einer Hybri-
disierungstemperatur von 41 °C bei allen verwendeten Sondenkonzentrationen
bei der langsten Hybridisierungszeit von 960 min und bei einer Sondenkonzen-
tration von 3 pmol/pul beziehungsweise 6 pmol/pl eine Hybridisierungseffizienz
von 89,7 % beziehungsweise 88,2 % erreicht wird. Bei einer Sondenkonzentrati-
on von 1,5 pmol/pl werden hier nur 77,9 % Hybridisierungseffizienz erreicht. Bei
einer Hybridisierungsdauer von 180 min kann eine maximale Hybridisierungsef-
fizienz von 24,8 % bei der héchsten Sondenkonzentration erreicht werden. Bei
einer Hybridisierungszeit von 60 min bewegt sich die Effizienz in einem Bereich
von 1,4%-3,7 %.

Bei einer Hybridisierungstemperatur von 46 °C wird, bei einer Hybridisierungs-
dauer von 960 min, bei allen drei Sondenkonzentrationen eine Hybridisierungs-
effizienz von Uber 82 % (85,7 %; 84,3% und 82,3 %) erreicht. Auch bei einer
Hybridisierungszeit von 180 min steigen die Effizienzen auf einen Bereich von
30,3%-58,9 % an. Mit der klrzesten Hybridisierungsdauer von 60 min kénnen
nur mit der héchsten Sondenkonzentration Werte von 39,3 % Hybridisierungsef-
fizienz erreicht werden, bei den beiden niedrigeren Konzentrationen liegen die
Effizienzen nach wie vor in einem Bereich von 1,5%-5,2 %.

Bei einer Hybridisierungstemperatur von 51 °C werden, bei einer Hybridisierungs-
dauer von 180 und 960 min, Effizienzen von 52,3 % beziehungsweise 76,9 % er-
reicht. Bei der kirzesten Hybridisierungsdauer von 60 min steigt die Hybridisie-
rungseffizienz auf Werte von 12,4 % - 33,7 % mit steigender Sondenkonzentration
an. Es kommt zu einer Verstarkung unspezifischer Bindungen, was sich in einer
gesteigerten Fluoreszenzintensitat der Negativkontrolle erkennen lasst (Ergebnis
nicht graphisch dargestellt).

An Hand dieser Versuchsergebnisse werden die Standardhybridisierungsbedin-
gungen far die weiteren Etablierungsversuche auf eine Dauer von 16 h (960 min)
bei 41 °C mit einer Sondenkonzentration von 3 pmol/ pl festgesetzt.

Zur Zeitdauer der Hybridisierung wurden weitere Versuche durchgeflhrt (siehe
Abb. 3.3), da auch diese zur Effektivitat des Assays beitragt. Senkt man die Hy-
bridisierungsdauer auf 5h, 4 h beziehungsweise 3h kann mit der spezifischen
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Abbildung 3.2.: Auswirkung der Hybridisierungstemperatur, Sondenkonzentration und Hy-
bridisierungsdauer auf den Anteil mit Huv-Sonde hybridisierter Zellen von
H. uvarum: Hybridisierung bei A 41 °C, B 46 °C, C 51 °C. Hybridisierungszeit:
rot: 60 min; gelb: 180 min; orange: 960 min; n=3 - Daten aus Masterthesis
Christian Vogelei
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Abbildung 3.3.: Abhéngigkeit von der Hybridisierungsdauer bei der Hybridisierung von
H. uvarum: n=3
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Huv-Sonde nur noch eine Hybridisierungseffizienz von maximal 36 % erreicht
werden. Im Vergleich zu drei Stunden Inkubation fiihrt eine Verlangerung der In-
kubationszeit auf vier beziehungsweise finf Stunden lediglich zu einer geringen
Erhéhung der Hybridisierungseffienz der spezifischen H. uvarum-Sonde (siehe
Abb. 3.3 oben). Mit der Euk-Sonde werden &hnliche Hybridisierungseffizienzen
wie bei langerer Hybridisierungsdauer von tber 16 h erreicht (siehe Abb. 3.2 und
Abb. 3.3).

Verlangert man die Inkubationszeit auf 18 h, 20 h beziehungsweise 22 h zeigt
sich, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Hy-
bridisierungszeiten und einer Inkubationszeit von 16 h (960 min) existieren (siehe
Abb. 3.3 unten). Eine Verlangerung der Hybridisierungsdauer auf bis zu 22 h ist
also ohne EinbuBBen bezlglich der Hybridisierungseffizienz unbedenklich mdg-
lich. Eine Senkung der Hybridisierungsdauer unter 16 h (960 min) erweist sich
nicht als ausreichend. Nur eine Hybridisierung Gber Nacht kann die gewlnschte
Effizienz liefern.

3.1.3. Optimierung der SDS-Konzentration des
Hybridisierungspuffers

Zur weiteren Optimierung des Testprotokolls wird die SDS-Konzentration des
Hybridisierungspuffers untersucht. Hiermit sollen unspezifische Bindungen wei-
ter gesenkt werden, um ein ideales Signal-Rausch-Verhéltnis zu erreichen. Es
werden Konzentrationen von 0%, 0,001 % und 0,01 % SDS [w/V] getestet. Die
Ergebnisse zeigen eine deutliche Zunahme der hybridisierten Zellen mit zuneh-
mender SDS-Konzentration auf eine Hybridisierungseffizienz von 83,6 % (Euk-
Sonde) beziehungsweise 79,8 % (Huv-Sonde) (siehe Abb. 3.4). Auch der Anteil
unspezifisch gebundener Zellen nimmt mit steigender SDS-Konzentration deut-
lich ab, was an einer sinkenden Fluoreszenzintensitat der nonEuk-Kontrolle zu
erkennen ist. Es ist davon auszugehen, dass SDS deutlich zur Verringerung un-
spezifischer Bindungen der Fluoreszenzsonden beitrdgt und somit die spezifi-
sche Fluoreszenz erhdht. Auf Grund der Ergebnisse wird die SDS-Konzentration
von 0,01 % [w/v] im Hybridisierungspuffer, wie sie auch Andorra et al. (2011) ver-
wenden, beibehalten. Dieser Versuch beweist die Wichtigkeit von SDS, um eine
ausreichende Hybridisierung bewerkstelligen zu kdnnen.
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Abbildung 3.4.: Abhéngigkeit von der SDS-Konzentration bei der Hybridisierung von
H. uvarum: n =2 - Daten aus Masterthesis Christian Vogelei

3.1.4. Optimierung der Fixierungsmethode

Nach Entwicklung der Negativkontrollsonde (siehe Kapitel 3.1.1) und Optimie-
rung der Hybridisierungsbedingungen (siehe Kapitel 3.1.2 und Kapitel 3.1.3) wer-
den auch die Fixiermethoden neu bewertet. Ziel ist es, die Fixierung der Hefezel-
len schneller und einfacher in der laborpraktischen Durchfihrung zu machen und
eine moglichst rauscharme Fixierung zu erreichen. Rauscharm bedeutet, dass
wenig Rauschen bei der flusszytometrischen Messung auftritt, beziehungsweise
wenig Zelltrdmmer und verklebte Zellen die Messung beeinflussen.

Hierflr wird zun&chst die Hybridisierbarkeit von H. uvarum auf eine Korrelation
mit der Fixierdauer in Formaldehyd untersucht. Die Zellen werden in einer 4%-
igen Formaldehydlésung Uber verschiedene Zeitrdume (30 min, 180 min und 1080
min) fixiert (siehe Kapitel 2.4.3.1). Die Hybridisierung erfolgt Gber 18 h. Die FISH-
Ansatze zeigen bei der Formaldehydfixierung mit allen Fixierungszeiten vergleich-
bare Anteile hybridisierter Zellen Uber 91,8 % (Euk-Sonde) beziehungsweise 79 %
(Huv-Sonde) Hybridisierungseffizienz (Abb. 3.5), so dass eine Formaldehydfixie-
rung Uber 30 min als ausreichend betrachtet werden kann.

Alternativ zur Formaldehydfixierung Uber 30 min werden die Zellen mittels einer
mehrschrittigen aufsteigenden Ethanolreihe (Gomez u. Forsburg, 2004) (siehe
Kapitel 2.4.3.3) oder mittels direkter Zugabe von 70%-igem Ethanol (siehe Ka-
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Abbildung 3.5.: Auswirkung von Anderungen der Fixierzeit auf die Hybridisierung von
H. uvarum in 4 % Formaldehyd fixiert: n =3 - Daten aus Masterthesis Christian
Vogelei

pitel 2.4.3.2) fixiert. Die Hybridisierung erfolgt auch hier Gber 18 h. Zur besse-
ren Vergleichbarkeit der beiden Ethanolfixierungsvarianten wird in den Versuchen
(Abb. 3.6 und Abb. 3.7) eine dreiBigminutige Formaldehydfixierung mitanalysiert.
Die Hybridisierung erfolgt unter Nutzung der jeweils sondenspezifischen Hilfs-
sonden (siehe Kapitel 3.2). Ein vergleichbarer Versuch ohne die Nutzung von
Hilfssonden wurde im Rahmen der von mir betreuten Masterthesis von Christian
Vogelei durchgefihrt und lieferte ahnliche Ergebnisse (Ergebnisse nicht aufge-
fuhrt). Die Fixierzeit wahrend der aufsteigenden Ethanolreihe wird von 60 min auf
30 min gesenkt, da hier nicht weiter erlauterte Versuche aus der Masterthesis
von Christian Vogelei zeigen, dass dies ohne Verluste bei der Hybridisierungs-
effizienz moglich ist. Eine Gegeniberstellung der Fixiermethoden mit H. uva-
rum und ein Vergleich mit S. cerevisiae sind in Abb. 3.6 und 3.7 dargestellt. In
Abb. 3.6 erkennt man, dass sich die Hybridisierungseffizienzen bei den genann-
ten drei Fixiermethoden kaum unterscheiden. Es werden deutlich Uber 80 % der
eingesetzten Zellen nachgewiesen (siehe Abb. 3.6). Bei der Formaldehydfixie-
rung kénnen 89,2 % der Zellen mit der Euk-Sonde und 84,5 % der Zellen mit der
HuvH12L-Sondenkombination als hybridisiert nachgewiesen werden. Mit der Fi-
xierung in 70 % Formaldehyd liegt der Anteil bei 86,8 % (Euk-Sonde) und 83,6 %
(HuvH12L-Sondenkombination). Lediglich die Fixierung mittels EtOH-Reihe lie-
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Abbildung 3.6.: Auswirkung der Fixiermethode auf die Hybridisierung von H. uvarum: Ver-
gleich der Fixierungsmethoden in einer Reinkultur von H. uvarum bei Einsatz
von Huv- und Sce-spezifischer Sondenkombination; n=3
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Abbildung 3.7.: Auswirkung der Fixiermethode auf die Hybridisierung von S. cerevisiae:
Vergleich der Fixierungsmethoden in einer Reinkultur von S. cerevisiae bei Ein-
satz von Huv- und Sce-spezifischer Sondenkombination; n=3
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fert geringfligig niedrigere Ergebnisse (80,7 % mit Euk-Sonde und 76,9 % mit
HuvH12L-Sondenkombination). Durch unspezifische Wechselwirkungen und dar-
aus folgend die Nachteile der Auswertung mittels Overton-Substraktion (siehe
auch Kapitel 1.5.3 und Kapitel 4.4), kommt es zu einem geringen Anteil von
falsch-positiven S cerevisiae-Zellen. Auf die Problematik dieser Kreuzreaktionen
wird in Kapitel 3.4 und Kapitel 4.4 naher eingegangen. Auch bei S. cerevisiae
werden mit allen drei genannten Fixiermethoden Hybridisierungseffizienzen von
tber 90 % erreicht (siehe Abb. 3.7). Auch hier zeigen sich die besten Effizienzen
bei einer Fixierung mit Formaldehyd. Es kommt zu einem geringen Nachweis von,
in der Reinkultur nicht vorhandenen, H. uvarum. In den dazugehérigen Fluores-

G t w o : I w w 3 B W

Abbildung 3.8.: Auswirkung der Fixiermethode auf die Hybridisierung von S. cerevisiae -
Histogramme der FITC-Fluoreszenz:
A =S. cerevisiae fixiert mit 30 min FA-Fixierung, hybridisiert mit Euk;
B =S. cerevisiae fixiert mit 30 min FA-Fixierung, hybridisiert mit HuvH12L;
C = S. cerevisiae fixiert mit 30 min FA-Fixierung, hybridisiert mit SceH12;
D = S. cerevisiae fixiert mit 70 %EtOH-Fixierung, hybridisiert mit Euk;
E = S. cerevisiae fixiert mit 70 %EtOH-Fixierung, hybridisiert mit HuvH12L;
F = S. cerevisiae fixiert mit 70 %EtOH-Fixierung, hybridisiert mit SceH12;
G =S. cerevisiae fixiert mit EtOH-Reihen-Fixierung, hybridisiert mit Euk;
H=S. cerevisiae fixiert mit EtOH-Reihen-Fixierung, hybridisiert mit HuvH12L;
| = S. cerevisiae fixiert mit EtOH-Reihen-Fixierung, hybridisiert mit SceH12;
rot = nonEuk-Kontrolle, schwarz = Probe mit spezifischer Sondenkombination

zenzhistogrammen, erkennt man, dass im Fall dieser Kreuzreaktionen kein deut-
lich fluoreszenzintensiverer Peak als der der nonEuk-Kontrolle dargestellt wird
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(siehe Abb. 3.8). Es ist ledglich eine leichte Schulterbildung bei den mit HuvH12L
hybridisierten Proben zu erkennen (siehe Abb.3.8 B, E und H). Des Weiteren ist
den Floureszenzhistogrammen in Abb. 3.8 zu entnehmen, dass der Median der
Fluoreszenzpeaks der spezifisch gebundenen Sonden Euk und SceH12 bei den
beiden Fixierungsvarianten mit Ethanol etwas niedriger liegt als bei der Formalde-
hydfixierung. Zur weiteren Differenzierung der Fixiervarianten sind in Abb. 3.9 die
dazugehdrigen SSC-FSC-Plots dargestellt. Bei den Ethanolfixierungen ist eine

o 10t 10 10° 10' 10° o 10t 10t 10 10* 10° 0
A Fsc B Fsc c

Abbildung 3.9.: Auswirkung der Fixiermethode auf die Hybridisierung von S. cerevisiae -
SSC-FSC-Plots:
A =S. cerevisiae fixiert mit 30 min FA-Fixierung, hybridisiert mit SceH12;
B = S. cerevisiae fixiert mit 70 %EtOH-Fixierung, hybridisiert mit SceH12;
C=S. cerevisiae fixiert mit EtOH-Reihen-Fixierung, hybridisiert mit SceH12;

Zunahme an Zelltrammern zu erkennen. Dies zeigt sich durch ein Verwassern
der Zellpopulation in Bereiche niedrigerer Signalintensitat. Durch eine Vergrée-
rung der Zellpopulation in Bereiche hdherer Signalintensitat zeigt sich das ver-
mehrte Auftreten von Zellclustern bei den Ethanolfixierungen. Dies wurde durch
weitere Versuche auch in der Praxis bestétigt. Stellenweise kommt es sogar zu
mit bloBem Auge sichtbaren Zellklumpen. Dies erschwert eine quantitative Aus-
wertung der Proben, da das Flusszytometer verstopfen kann. Die vorliegenden
Histogramme von S. cerevisiae sind mit denen der H. uvarum-Fixiervergleiche
vergleichbar, weswegen auf eine gesonderte Darstellung derselben verzichtet
wurde. Im Hinblick auf eine quantitativ méglichst genaue Auswertung wird flr
weitere Etablierungsversuche eine dreiBigminitige Formaldehydfixierung durch-
geflhrt.
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3.2. Erhohung der Fluoreszenzintensitat durch
Hilfssonden

Zeigt eine ordnungsgemass designte Sonde kein ausreichendes Fluoreszenzsi-
gnal bei einer FISH, liegen die Griinde meist in unzureichender Zellpermeabilisie-
rung, zu geringem Ribosomengehalt oder daran, dass die Binderegion auf Grund
einer héhergradigen rRNA-Struktur nicht erreichbar ist (Amann et al., 1995; Amann
u. Fuchs, 2008). Zur Erhéhung der Fluoreszenzintensitat bieten sich verschiede-
ne Ansatze, beispielsweise Hilfssonden an (siehe Kapitel 1.4.5). Dadurch kénnen
Effekte der Wachstumsphasen abgemildert werden (siehe Kapitel 3.3). Mit einer
erhdhten Fluoreszenzintensitat spezifisch gefarbter Zellen fallt die Abgrenzung
dieser von unspezifisch gefarbten Zellen beziehungsweise Partikeln leichter. So
kbnnen die Anteile an den rechnerisch ermittelten hybridisierten Zellen erhdht
werden. Damit ist auch eine genauere Ermittlung der Anteile spezifischer Hefe-
zellen an der Kultur auBerhalb des mittleren exponentiellen Wachstumbereiches
maoglich. Dies ist vor allem flr die Beurteilung nativer Proben ein wichtiger Faktor.

3.2.1. Erstellung der Hilfssonden

Zur Erhéhung der Fluoreszenzintensitat werden in dieser Arbeit sogenannte Hilfs-
sonden verwendet. Die jeweiligen Sequenzen sind in Kapitel 2.4.4.3 zu finden.
Diese unmarkierten Hilfssonden binden in direkter Nachbarschaft der spezifi-
schen Hefesonden an die 26S-rRNA. Mdglicherweise kénnen sie aber auch un-
spezifische Bindungen eingehen. Sie haben den Vorteil, dass sie direkt in der Re-
gion, in der auch die spezifische Sonde bindet, die 26S-rRNA 6ffnen. So kénnen
sie eine Bindung der spezifischen Sonde erleichtern. Beispielhaft ist in Abb. 3.10
die Binderegion der spezifisch bindenden Huv-Sonde und der Hilfssonden 1 und
2 bei H. uvarum dargestellt. Fir H. uvarum werden verschiedene Hilfssonden-
Kombinationen getestet (siehe Tab. 2.8 auf Seite 56). Neben den direkt an die
spezifische Sonde angrenzenden Hilfssonden 1 und 2 werden zusatzlich Hilfs-
sonden getestet, die an die Hilfssonden 1 und 2 angrenzen (H3 und H4) und die
der Binderegion der spezifischen Sonde, laut mittels RNAfold (http://rna.tbi.univie.
ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) ermittelten sekundaren rRNA-Struktur, direkt gegen-
tber liegen (H7). Die Hilfssonden 5 und 6 grenzen jeweils direkt an die Hilfs-
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Abbildung 3.10.: Lage der Binderegionen der Sonden auf der 26SrRNA von H. uvarum:
Dargestellt ist ein Ausschnitt der sekundaren 26SrRNA-Struktur (ermittelt mit-
tels RNAfold) von H. uvarum. Rot bezeichnet die Bindestelle fir die spezifische
Huv-Sonde. Griin und Blau ausgeflllte Kreise stellen die Binderegionen fir die
Hilfssonden 1 und 2 dar; die blauen Kreise zeigen zusammen mit den ausge-
fullten blauen Kreisen die Lage der Helfersonde H2L
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sonden 3 beziehungsweise 4 an. Es werden jeweils Sonden getestet, die in ihrer
Basenlange der Lange der spezifischen Sonde entsprechen. Ist die Schmelztem-
peratur der Hilfssonde geringer, als die der spezifischen Sonde, wird die Basen-
abfolge der Hilfssonde in Dreierschritten verlangert, solange bis die Schmelztem-
peratur der Hilfssonde héher ist, als die der spezifischen Sonde (L). Die Vorge-
hensweise, dass die Schmelztemperatur der Hilfssonden héher auszufallen hat,
als die Schmelztemperatur der spezifisch bindenden Sonden, findet sich auch in
der Literatur bei Roeder et al. (2007).

Far S. cerevisiae, D. bruxellensis und P.anomala werden nur die jeweils an

Abbildung 3.11.: Lage der Binderegionen der Sonden auf der 26SrRNA von S. cerevisiae:
Dargestellt ist ein Ausschnitt der sekundaren 26SrRNA-Struktur (ermittelt mit-
tels RNAfold) von S. cerevisiae. Rot bezeichnet die Bindestelle flr die spezifi-
sche Sce-Sonde. Griin und Blau ausgefillte Kreise stellen die Binderegionen
fir die Hilfssonden 1 und 2 dar.

die spezifische fluoreszenzmarkierte Sonde angrenzenden Hilfssonden getestet
(siehe Tab. 2.9 auf Seite 57, Tab. 2.10 auf Seite 57 und Tab. 2.11 auf Seite 57).
In Abb. 3.11 sind beispielhaft die Binderegionen der spezifisch bindenden Sce-
Sonde und der dazu spezifischen Hilfssonden H1 und H2 dargestellt.
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3.2.2. Hilfssondeneinsatz bei H. uvarum

Die Effekte der verschiedenen Hilfssonden und Hilfssondenkombinationen bei
einer H. uvarum-Reinkultur auf die Starke des Fluoreszenzsignals sind in Abb.
3.12 und Abb. 3.14 dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Fluoreszenzin-
tensitat bei den verschiedenen Hilfssondenkombinationen ist der Median der FITC-
Fluoreszenz normalisiert dargestellt (siehe Abb. 3.12 und Abb. 3.13). Der Median
der FITC-Fluoreszenz einer allein mit der Huv-Sonde hybridisierten Probe ent-
spricht hierbei einem Wert von 100. Ein Medianwert von 200 bedeutet also eine
Verdopplung des Fluoreszenzsignals. Der Fluoreszenzmedian der Euk-Sonde
wird auch an diese Normalisierung angepasst. Er dient als positive Versuchs-
durchfiihrungskontrolle. Es ist erkennbar, dass das Euk-Sonden-Signal stets bis
zu anderthalbfach starker ist als das Signal der spezifischen Huv-Sonde ohne
Hilfssonden. Die Kombination aus der spezifischen Huv-Sonde und den Hilfs-
sonden H1 und H2L zeigt die héchste Steigerung des Fluoreszenzsignals. Sie
ist um mehr als das Doppelte gegenlber der spezifischen Sonde alleine er-
hoéht. Weitere Versuche werden mit dieser Kombination aus spezifischer Huv-
Sonde und Hilfssonden ausgefiihrt. Andere Sonden-Hilfssondenkombinationen
verandern die Fluoreszenzintensitat nicht oder verschlechtern sie sogar. Ver-
gleicht man die Anteile hybridisierter Zellen (siehe Abb. 3.14 und Abb. 3.15), ist
der Effekt der Fluoreszenzsteigerung durch die Hilfssondenkombinationen nicht
ganz so deutlich zu erkennen, wie bei Betrachtung der normalisierten Mediane
in Abb. 3.12 und Abb. 3.13. Auch hier zeigt die Hilfssondenkombination aus Huv-
Sonde und H1 und H2L die starkste Erhéhung des Anteils hybridisierter Zellen
auf 90,8 %

3.2.3. Hilfssondeneinsatz bei S. cerevisiae

Bei S. cerevisiae wird der Effekt der Hilfssonden bei unterschiedlichen Formalde-
hydfixierungszeiten betrachtet (siehe Abb. 3.16), da im Rahmen der Versuche
auffiel, dass eine Fixierzeit von 30 min in Formaldehyd fir S. cerevisiae stellen-
weise nicht auszureichen scheint. Wie in Abb. 3.16 zu erkennen ist, kann die
Fluoreszenzintensitat mit der Hilfssondenkombination auf das 1,5- bis 4-fache
erhéht werden. Eine Fixierung tber 20 beziehungsweise 24 Stunden erméglicht
mit Euk-Sonde, Sce-Sonde und Sce-Hilfssonden-Kombination eine ausreichen-
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Abbildung 3.12.: Normalisierter Median der FITC-Fluoreszenz bei Verwendung der ver-
schiedenen Hilfssonden bei H. uvarum (Teil 1): n=3
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Abbildung 3.13.: Normalisierter Median der FITC-Fluoreszenz bei Verwendung der ver-
schiedenen Hilfssonden bei H. uvarum (Teil 2): n=3
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Abbildung 3.14.: Anzahl hybridisierter Zellen [%] bei Verwendung der verschiedenen Hilfs-
sonden bei H. uvarum (Teil 1): n=3
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Abbildung 3.15.: Anzahl hybridisierter Zellen [%] bei Verwendung der verschiedenen Hilfs-

sonden bei H. uvarum (Teil 2): n=3
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Abbildung 3.16.: Effekt der Hilfssonden bei S. cerevisiae: oben: Anzahl hybridisierter Zellen
[%]; unten: normalisierter Median der FITC-Fluoreszenz
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de, effektive Hybridisierung der Zellen mit einem Anteil von circa 90 % hybridisier-
ten Zellen bei allen Varianten (siehe Abb. 3.16 oben). Bei niedrigeren Fixierzei-
ten ist eine deutliche Steigerung des Anteils an hybridisierten Zellen durch den
Einsatz der spezifischen Hilfssonden zu erkennen. Diese Steigerung der Fluo-
reszenzintensitat nach Hilfssondeneinsatz ist auch in einer Erhéhung des nor-
malisierten Medians bei allen Fixierzeitvarianten zu beobachten (siehe Abb. 3.16
unten). In spateren Versuchen konnen auch bei 30 min Fixierdauer in Formalde-
hyd vergleichbare Werte zu den hier bei 20 und 24 h erzielten Werten erreicht
werden (siehe beispielsweise Abb. 3.28, Abb. 3.40 und Kapitel 3.8).

3.2.4. Hilfssondeneinsatz bei P. anomala und D. bruxellensis

Pichia anomala und D. bruxellensis kdnnen mit allein der jeweils spezifischen
Sonde wegen zu niedriger Fluoreszenzintensitat nicht nachgewiesen werden.
Fir einen erfolgreichen FISH-Assay ist in diesem Fall die Erhéhung der Fluo-
reszenzintensitat dringend erforderlich. Es werden, auf Grund der Ergebnisse
der Hilfssondenversuche bei H. uvarum, jeweils nur die direkt an die spezifische
Sondenbindungsregion angrenzend bindenden Hilfssonden 1 und 2 ausgetestet.
Bei P. anomala wird unter Berlicksichtigung der Schmelztemperatur der Sonden
gleich die verlangerte Hilfssonde H1L ausgetestet, da bei dieser die Schmelztem-
peratur héher liegt als bei der spezifischen Sonde (siehe auch Kapitel 3.2.1). Bei
beiden Hefespezies kann eine deutliche Erhéhung des Fluoreszenzsignals fest-
gestellt werden (siehe Abb. 3.17 und 3.18), welches einen Nachweis von P. an-
omala und D. bruxellensis mittels Flow-FISH ermdglicht. Allerdings muss die Fi-
xierdauer in Formaldehyd fir diese Versuche auf 24 h erhéht werden. In weiteren
Versuchen konnten mit Einsatz der Hilfssonden auch nach 30 min Fixierzeit in
Formaldehyd ausreichende Hybridisierungseffizienzen erzielt werden (Versuche
nicht dargestellt).

Bei P anomala gelingt durch Verwendung der zusatzlichen Hilfssonden 1L und 2
eine deutliche Erhéhung der Fluoreszenzintensitat, welche eine Auswertung des
Fluoreszenzsignals erst ermdglicht (siehe Abb. 3.17). So kann eine Hybridisie-
rungseffizienz von 93,1 % erreicht werden. Auch die Euk-Sonde bindet bei P, an-
omala sehr effektiv und erreicht eine Hybridisierungseffizienz von 97,3 % der ein-
gesetzten Hefezellen. An Hand des normalisierten Medians ist zu erkennen, dass
der Einsatz der Hilfssondenkombination H1L und H2 zu einer 4,6-fachen Steige-

81



Ergebnisse

100

90

80

70

60

50

40

30

hybridisierte Zellen [%o]

20

10

Euk
600,00
500,00
400,00
300,00
Euk

Pan H1L2

Pan Pan_H1L2

200,00

100,00

normalisierter Median der FITC-Fluoreszenz

0,00

Abbildung 3.17.: Effekt der Hilfssonden bei Pichia anomala: oben: Anzahl hybridisierte Zellen
[%]; unten: normalisierter Median der FITC-Fluoreszenz; n=3
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rung der Fluoreszenzintensitat fihrt (siehe Abb. 3.17 unten). Bei D. bruxellensis
(AWRI1499) werden mehrere Kombinationen an Sonden und jeweiligen Hilfs-
sonden getestet (siehe Abb. 3.18). Die spezifischen Sonden wurden von Roeder
et al. (2007) entwickelt. Die Hilfssonden wurden entsprechend der bei H. uva-
rum beschriebenen Vorgehensweise designt (siehe Kapitel 3.2.1). In Abb. 3.18 ist
zu erkennen, dass die spezifische Sonde D. brux 1.1 alleine nur einen geringen
Anteil an D. bruxellensis-Zellen nachweisen kann (22,6 %). Auch die D. brux 1.2-
Sonde alleine zeigt einen Anteil von 62,2 % hyridisierten Zellen. Eine Kombination
aus diesen beiden spezifischen Sonden D. brux 1.1 und D. brux 1.2 zeigt 78,4 %
der D. bruxellensis-Zellen als hybridisiert an. Durch Verwendung der passenden
Hilfssonden D. brux 1.1 H1LH2L und D. brux 1.2 H1H2L kann der Anteil von als
hybridisiert nachgewiesenen D. bruxellensis-Zellen auf 84,8 % erhéht werden.

3.3. Einfluss der Wachstumsphase auf die
Hybridisierungseffizienz

Bei Begutachtung der Literatur zur Thematik FISH zum Nachweis von Hefen fallt
auf, dass meist Hefen in der exponentiellen Wachstumsphase verwendet werden
(siehe zum Beispiel Wallner et al. (1993, 1995); Xufre et al. (2006)). In der ex-
ponentiellen Wachstumsphase zeigen Zellen ihre groBte Vitalitat und ihr starks-
tes Teilungsvermodgen. Auch ist der Ribosomengehalt in dieser Phase besonders
hoch, was zu einer erhdhten Anzahl an Bindungsméglichkeiten fur die rRNA-
Sonden flihrt. Eine Korrelation zwischen Ribosomengehalt und Zellvitalitat be-
ziehungsweise Wachstumsphase ist bekannt (DelLong et al., 1989; Kemp et al.,
1993; Ruimy et al., 1994; Schaechter et al., 1958; van der Vliet et al., 1994) und
fOhrt auch zu Unterschieden in der Intensitat der Hybridisierungssignale (DelLong
et al., 1989; Poulsen et al., 1993; Wallner et al., 1993, 1995) (siehe auch Kapi-
tel 1.4.4). In anderen Phasen des Zellwachtums ist die Zellvitalitdt und somit auch
der Ribosomengehalt geringer.

Unter Berlcksichtigung der Effekte des unterschiedlichen Ribosomengehaltes
und im Hinblick auf folgende Versuche mit nativen Proben wird die Hybridisier-
barkeit von H. uvarumund S. cerevisiae in den verschiedenen Wachstumsphasen
zuerst ohne den Einsatz von Hilfssonden bewertet. Weitere Versuche gehen auf
die durch Hilfssonden mdgliche Fluoreszenzsteigerung ein (siehe Kapitel 3.3.3).
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Abbildung 3.18.: Effekt der Hilfssonden bei Dekkera bruxellensis (AWRI 1499): oben: Anzahl
hybridisierter Zellen [%]; unten: normalisierter Median der FITC-Fluoreszenz;

n=3
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3.3.1. Einfluss der Wachstumsphase auf die
Hybridisierungseffizienz von H. uvarum

Zur Erstellung der Wachstumskurven werden Kulturen von H. uvarum in YPD-
Medium und in pasteurisiertem sterilfiltriertem Chardonnaymost angelegt (siehe
Abb. 3.19). Diese werden in den verschiedenen Wachstumsphasen (verzdgerte
(lag) (30, 60 und 120 min), exponentielle (log) (210, 330 und 450 min) und statio-
nare Wachstumsphase (1380, 1710 und 2880 min)) mittels Formaldehyd fixiert.
Die Wachstumsphasen werden an Hand von graphischer Auftragung nach Zell-
z&hlung mittels Flusszytometer ermittelt. Der Kurvenfit erfolgt sowohl in Abb. 3.19
als auch in Abb. 3.21 mit der exponentiellen sigmoiden und logistischen Funktion
y = ax(1+bxexp(cxx))~ " angelehnt an das Wachstumsmodell von Verhulst
(1838).

Die Zellen werden mit der flr H. uvarum spezifischen Sonde (Huv) beziehungs-
weise der Eukaryontenspezifischen Sonde (Euk) hybridisiert und anschlieBend
analysiert (siehe Abb. 3.20). Es zeigt sich, dass die Hybridisierungseffizienz, ge-
messen am prozentualen Anteil hybridisierter Zellen, sowohl in YPD-Medium als
auch in Most, in der exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase, 330 min) am
héchsten ist (siehe Abb. 3.20). Die Euk-Sonde erreicht hier einen Anteil hybridi-
sierter Zellen von 93,6 % in YPD beziehungsweise von 95,2 % in Most. Mit der
far H. uvarum spezifischen Sonde (Huv) wird ein Anteil hybridisierter Zellen von
91 % in YPD-Medium beziehungsweise von 89,4 % in Most erreicht. Sowohl in
der lag- (830 min) als auch in der stationdaren Phase (1080 min) werden gerin-
gere Anteile hybridisierter Zellen detektiert. In Chardonnaymost werden in der
lag-Phase Nachweiseffizienzen von 49 % (Euk-Sonde) beziehungsweise 43,2 %
(Huv-Sonde) erzielt, in YPD-Medium werden hier Effizienzen von 7,4 % (Euk-
Sonde) beziehungsweise 10,4 % (Huv-Sonde) erreicht. In der stationdren Pha-
se werden in YPD-Medium Hybridisierungseffizienzen von 1,8 % (Euk-Sonde)
beziehungsweise 37,3 % (Huv-Sonde) erzielt. In Most liegen in der stationaren
Phase die Hybridisierungseffizienzen leicht héher, bei 27,3 % (Euk-Sonde) bezie-
hungsweise 36,9 % (Huv-Sonde). Hinsichtlich der Anzucht in YPD-Medium und
Traubenmost zeigen sich in der lag- und der stationaren Phase signifikante Unter-
schiede, die sich mdglicherweise auch auf ein unterschiedliches Wachstumsver-
halten in den zwei Medien zuriickfihren lassen kénnen. In Traubenmost sind die
Anteile hybridisierter Zellen sowohl in der lag-Phase als auch in der stationaren
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Abbildung 3.19.: Wachstumskurve von H. uvarum (DSM 26650) in Chardonnaymost (oben)
und YPD-Medium (unten): n=3; ermittelt an Hand von Zellzahlung mit dem
Flusszytometer [Zellen/ml] - Daten aus Masterthesis Christian Vogelei
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Abbildung 3.20.: Einfluss der Wachstumsphase von H. uvarum (DSM 26650) zum Zeitpunkt
der Fixierung auf die Hybridisierungseffizienz: A in YPD-Medium; B in
Chardonnaymost; lag =30 min, log =330 min, stationadr=1080 min; n=3 - Da-
ten aus Masterthesis Christian Vogelei
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Phase deutlich héher als bei Wachstum in YPD-Medium.

Um das Kulturwachstum verschiedener H. uvarum-Stdmme zu vergleichen, wer-
den Wachstumskurven des H. uvarum DSM-Stammes und weiterer H. uvarum-
Stamme (Ursprungsbezeichnungen siehe Tabelle 2.6) erstellt (siehe Abb. 3.21).
Es ist zu erkennen, dass die Wachstumsverlaufe bei allen untersuchten Stam-
men einen ahnlichen Verlauf zeigen. Die exponentielle Wachstumsphase zeigt
kaum Unterschiede zwischen den verschiedenen Stammen, wie an den loga-
rithmischen Regressionsgraden (siehe Abb. 3.21 unten) zu sehen ist. Es kann
also, auch bei anderen H. uvarum-Stammen als dem in dieser Arbeit hauptséach-
lich verwendeten DSM-Stamm, von einem ahnlichen Wachstumsverlauf ausge-
gangen werden. Laut den vorliegenden Ergebnissen (siehe Abb. 3.21) befindet
sich die Kultur nach einer Wachstumszeit von 30 min bei einer ODgpg von circa
0,07-0,08 in der lag-Phase. Nach circa 120 min endet die lag-Phase bei einer
ODgp von circa 0,12. Danach folgt die exponentielle Wachstumsphase der Kul-
tur. Nach 330 min ist die mittlere exponentielle Wachstumsphase bei einer ODggg
von 0,9-1,1 erreicht. Das exponentielle Wachstum dauert in etwa bis zu einer
ODgp von 8 an und geht dann in die stationare Wachstumsphase tber. Da beim
Vergleich der Wachstumskurven unterschiedlicher H. uvarum-Stdmme der Fokus
auf der Vergleichbarkeit des Wachstums in der mittleren exponentiellen Wachs-
tumsphase lag, sind keine Messwerte vom Ubergang der exponentiellen zur sta-
tiondaren Wachstumsphase vorhanden. Bei ODggg 9-10 nach 1440 min ist die
Kultur in der spaten stationaren Wachstumsphase angekommen.

Um die Hybridisierungseffizienzen im Verlauf der exponentiellen Wachstumspha-
se genauer zu bestimmen, werden in YPD-Medium kultivierte H. uvarum-Zellen
(DSM) nach 30 min (lag-Phase), 180 min (frihe log-Phase), 330 min (mittlere log-
Phase), 420 min (spate log-Phase) und 1440 min (stationare Phase) mittels Form-
aldehyd fixiert, anschlieBend mit Euk-Sonde beziehungsweise Huv-Sonde hybri-
disiert und flusszytometrisch analysiert (siehe Abb 3.22). Die Wachstumsphasen
werden an Hand der vorher ermittelten Wachstumskurven abgeschatzt (siehe
Abb. 3.21) und durch ODgyp-Messungen der Kultur vor der jeweiligen Fixierung
bestatigt (siehe Kapitel 2.4.2.1). Die flusszytometrische Zellzédhlung der Fixierun-
gen bestatigt die Messpunkte der Wachstumsphasen zusatzlich. Im exponenti-
ellen Wachstumsbereich der H. uvarum-Kultur (180 min, 330 min und 420 min)
werden die hdchsten Hybridisierungseffizienzen erreicht (siehe Abb. 3.22). In der
friihen logarithmischen Wachstumsphase nach 180 min Kulturwachstum zeigen
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Abbildung 3.21.: Wachstumskurven verschiedener H. wuvarum-Stamme in YPD-
Flissigkultur: ermittelt mittels ODggg-Messungen; Bezeichnungen siehe
Tabelle 2.6; Die Kurve ,FA-Fix nach Zeiten® zeigt die Zeitpunkte, an denen
Formaldehydfixierungen durchgefiihrt wurden (siehe Abb. 3.22). Die untere
Graphik zeigt die logarithmische Darstellung der Wachstumskurven zur
besseren Sichtbarkeit der exponentiellen Wachstumsphasen. Fiir Zellen in der
mittleren logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen nach 330 min
Wachstumszeit (entspricht etwa ODggg = 1) fixiert. Ist nichts anderes erwéahnt,
wurden die Versuche mit Zellen dieser Wachstumsphase durchgeflhrt.
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Abbildung 3.22.: Einfluss der Wachstumsphase von H. uvarum (DSM26650) zum Zeitpunkt
der Fixierung auf die Hybridisierungseffizienz in YPD-Medium: n=3

sich 77,3 % (Euk-Sonde) beziehungsweise 45 % (Huv-Sonde) hybridisierte Zel-
len. In der mittleren exponentiellen Wachstumsphase bei 330 min Wachstums-
zeit werden 83,3 % hybridisierte Zellen mit der Euk-Sonde gemessen und 63,2 %
hybridisierte Zellen mit der Huv-Sonde. Nach 420 Minuten Kulturwachstum und
somit der spaten exponentiellen Wachstumsphase der Zellen erreicht der Anteil
hybridisierter Zellen 86,2 % mit der Euk-Sonde und 68,5 % mit der Huv-Sonde.
Im Bereich des noch verzdgerten Kulturwachstums (lag-Phase) werden 35,5 %
(Euk-Sonde) beziehungsweise 36,7 % (Huv-Sonde) hybridisierte Zellen gemes-
sen. Nach 1440 min und somit nach Erreichen der stationdren Phase der Kultur
werden 15,4 % (Euk-Sonde) beziehungsweise 39,2 % (Huv-Sonde) hybridisierte
Zellen gemessen.

Wenn nicht anders erwahnt, erfolgen die Versuche dieser Arbeit mit Zellen der
mittleren exponentiellen Wachstumsphase. Bei H. uvarum entspricht dies einer
Wachstumszeit in Kultur von ca. 330 min beziehungsweise einer optischen Dich-
te (ODGQQ) von 0,9-1,1.
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3.3.2. Wachstumsverhalten von S. cerevisiae

Auf Grundlage der mit H uvarum-Kulturen gewonnenen Erkenntnisse wird auch
eine Wachstumskurve von S. cerevisiae (DSM) erstellt (siehe Abb. 3.23). Auch
hier befindet sich die mittlere exponentielle Wachstumsphase bei einer optischen
Dichte (ODgqg) von ungefahr 1. Eine S. cerevisiae-Kultur bendtigt allerdings lan-
ger als H. uvarum, um diese Wachstumsphase zu erreichen, erfahrungsgemass
1300 min. Zur Zellfixierung werden Ubernachtkulturen mit Fixierung nach ODggo-
Messung am nachsten Morgen angelegt. Es zeigt sich in Folgeversuchen, dass
auch S. cerevisiae sich am besten bei einer ODgyg von 0,9-1,1 hybridisieren
lasst. Auch P anomala und D. bruxellensis zeigen ein vergleichbares Wachstums-
verhalten in Bezug auf die optische Dichte. Gezielte Versuche zur Hybridisier-
barkeit dieser Hefespezies zu unterschiedlichen Wachstumszeitpunkten wurden
auf Grund der gegebenen Ubertragbarkeit zu den Versuchen mit H. uvarum nicht
durchgefihrt. Auf Grund dieser Beobachtungen werden die in dieser Arbeit durch-
geflhrten Etablierungen auch bei den anderen untersuchten Hefespezies in der
mittleren logarithmischen Wachstumsphase bei einer ODggg von 0,9 - 1,1 durch-
gefihrt.

3.3.3. Effekt der Hilfssonden auf den Nachweis der Hefen in
verschiedenen Wachstumsphasen

In den folgenden Versuchen zu Abbildungen 3.24, 3.25 und 3.26 wird die Hybri-
disierungseffizienz von H. uvarum, P. anomala und D. bruxellensis im Verlauf des
Kulturwachstums unter Verwendung der Hilfssonden (siehe Kapitel 3.2) in YPD-
Medium untersucht.

In Abb. 3.24 ist der Effekt der Hilfssonden im Verlauf der verschiedenen Wachs-
tumsphasen einer H. uvarum-Kultur dargestellt. Weitere Informationen zu dem
Wachstumsverlauf von H. uvarum-Kulturen finden sich in Kapitel 3.3.1. Die héchs-
te Fluoreszenzintensitat und somit der hdchste Anteil an hybridisierten Zellen ist
mit und ohne Hilfssondeneinsatz in der mid-log-Phase (330 min, 0,9 -1,1) der Kul-
tur zu erkennen. Hier kdnnen ohne den Einsatz von Hilfssonden 81,3 % der Huv-
Zellen als hybridisiert dargestellt werden. Mit Hilfssonden kann dieser Wert auf
90 % gesteigert werden. In der friihen (180 min) und spéaten (420 min) log-Phase
werden durch den Einsatz der Hilfssonden 18,5% (180 min) beziehungsweise
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Abbildung 3.23.: Wachstumskurven von S. cerevisiae (DSM70416) in YPD-Flissigkultur:
ermittelt mittels ODggp-Messungen. Die untere Graphik zeigt die logarithmische
Darstellung der Wachstumskurve zur besseren Sichtbarkeit der exponentiellen
Wachstumsphase.
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23 % (420 min) mehr Zellen als hybridisiert dargestellt, als nur mit der spezifi-
schen Sonde alleine. Auch in der stationdren Wachstumsphase der Kultur nach
24 h Wachstumszeit ist ein Effekt der Hilfssonden gegenlber der spezifischen
Sonde alleine zu erkennen. Hier wird ebenfalls der Anteil der als hybridisiert er-
kannten Zellen um 24,7 % erhdht. Nach sieben Tagen des Kulturwachstums ist
diese Steigerung nicht ganz so deutlich, aber noch sichtbar. Eine Auswertung von
Mischungen von Hefespezies beziehungsweise von nativen Proben sollte durch
die Nutzung von Hilfssonden auch in stationdren Wachstumsphasen der Hefezel-
len mdglich sein. Wahrend der lag-Phase der Kultur (30 min) ist eine Steigerung
des Anteils als hybridisiert sichtbarer Zellen durch die Hilfssonden um 28,7 %
mdglich. Hier lasst sich erst durch die Hilfssonden eine geringfligige Hybridisie-
rung erkennen was einen Nachweis von H. uvarum-Zellen in der lag-Phase in
einer Reinkultur moglich macht. An Hand der normalisierten Medianwerte ist er-
sichtlich, dass die Fluoreszenzintensitat mit Einsatz der Hilfssondenkombination
um das 1,5- bis 2,5-fache gesteigert werden kann (siehe Abb. 3.24 unten). Der
Vergleich von S. cerevisiae mit Hilfssonden wahrend dem Wachstumsverlauf der
Kultur ist aus Zeitgriinden nicht erfolgt.

In Abb. 3.25 ist zu erkennen, dass bei P anomala Uber die komplette exponentiel-
le Wachstumsphase der Kultur hinweg ein Nachweis der Hefen durch den Einsatz
der Hilfssonden mdglich ist. Die Fixierdauer in Formaldehyd betragt auch in die-
sem Versuch 24 h. Hier kdnnen Uber 87,5 % der gesamten Zellen als hybridisiert
dargestellt werden. In der lag-Phase und der stationaren Phase kénnen noch
uber 76,5 % der Zellen als hybridisierbar nachgewiesen werden.

In Abb. 3.26 ist der Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kulturwachstums bei
D. bruxellensis dargestellt. Auch hier ist der Prozentsatz der als hybridisiert dar-
stellbaren Zellen nach Verwendung der Hilfssonden im Vergleich zu der Euk-
Sonde aufgezeigt. Als Sonden-Hilfssondenkombination werden hier gleichzeitig
die beiden Dbrux-Sonden 1.1 und 1.2 mit ihren jeweiligen Hilfssonden H1LH2L
beziehungsweise H1H2L eingesetzt. Dank dieser Sondenkombination ist wah-
rend des kompletten Wachstumsverlaufs der D. bruxellensis-Kultur ein Nachweis
von Uber 85,2 %, bis zu 94,9 % der Zellen mdglich. Die Fixierdauer in diesem
Versuch betragt 24 h. Ohne die Nutzung der Hilfssonden ist bei P anomala und
D. bruxellensis kein Nachweis hybridisierter Zellen moglich. Auch bei einer ver-
langerten Formaldehyd-Fixierzeit von 24 h kann ohne Hilfssonden kein Nachweis
dieser Spezies erbracht werden. Aus diesem Grund wird auf eine Gegenliberstel-
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Abbildung 3.24.: Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kulturwachstums in YPD-Medium
bei H. uvarum: oben: Anzahl hybridisierter Zellen [%]; unten: normalisierter
Median; n=3
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Abbildung 3.25.: Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kulturwachstums bei P. anomala:
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Abbildung 3.26.: Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kulturwachstums bei D. bruxellen-
sis: n=3
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lung von mit und ohne Hilfssonden im Wachstumsverlauf dieser beiden Spezies
verzichtet.

3.4. Fremdsonden / Kreuzreaktivitat

Um die Spezifitdt der Sonden zu belegen, werden Versuche mit H. uvarum und
S. cerevisiae und samtlichen untersuchten hefespezifischen Sonden durchge-
fuhrt. Hierbei wird eine Reinkultur der Hefespezies, au3er mit der jeweiligen spe-
zifischen Sondenkombination, auch mit sdmtlichen anderen vorhandenen unspe-
zifischen Sondenkombinationen hybridisiert (Abb. 3.27 und Abb. 3.28).
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Euk HuvH12L SceH12 Dbrux1llundi12+H PanH1L2

0
Abbildung 3.27.: H. uvarum hybridisiert mit spezifischen und unspezifischen Sonden: n=3

Eine Reinkultur von H. uvarum zeigt hierbei kein Signal an hybridisierten Zel-
len mit der P anomala-Sondenkombination PanH1L2 und einen geringen Anteil
an hybridisierten Zellen von 0,7 % mit der flr S. cerevisiae spezifischen Sonden-
kombination SceH12. Mit der spezifischen Sondenkombination fir D. bruxellensis
D. brux 1.1 H1LH2L mit D. brux 1.2 H1H2L zeigt H. uvarum eine Kreuzreaktion
von 41,1 % hybridisierten Zellen (siehe Abb. 3.27). Die Ergebnisse dieses Versu-
ches sind mit denen ohne Einsatz von Hilfssonden vergleichbar (siehe Abb. 3.1).
Betrachtet man das FL1-Fluoreszenzhistogramm der Negativkontrolle, erkennt
man einen klar definierten Peak (siehe Abb. 3.29 jeweils die roten Kurven). Die
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Abbildung 3.28.: S. cerevisiae hybridisiert mit spezifischen und unspezifischen Sonden:
n=3;

fir H. uvarum unspezifische S. cerevisiae-Sonde und P anomala-Sonde zeigt
ein identisches Fluoreszenzhistogramm (siehe Abb. 3.29 C und E), wohingegen
das Fluoreszenzhistogramm der spezifischen H. uvarum-Sonde und der Eukary-
ontensonde Euk einen deutlich von der Negativkontrolle abgesetzten Peak mit
héherer Fluoreszenzintensitat anzeigt (siehe Abb. 3.29 A und B). Das Fluores-
zenzhistogramm der D. bruxellensis-Sondenkombination zeigt eine Schulter mit
leicht héherer Fluoreszenz als die nonEuk-Kontrolle (siehe Abb. 3.29 D)., was
sich auch in der errechneten Kreuzreaktion der Sondenkombination widerspie-
gelt (siehe Abb. 3.27).

S. cerevisiae in Reinkultur zeigt ein minimales Signal an hybridisierten Zellen von
0,7 % mit der fir P anomala spezifischen Sondenkombination PanH1L2 (siehe
Abb. 3.28). Mit der Sondenkombination D. brux 1.1 H1LH2L mit D. brux 1.2 H1H2L,
welche spezifisch fir D. bruxellensis ist, zeigt S. cerevisiae eine Kreuzreaktion mit
einem Anteil von 67,9 % hybridisierten Zellen. Mit der spezifischen Sondenkom-
bination flr H. uvarum zeigen die S. cerevisiae-Zellen einen Anteil hybridisierter
Zellen von 45,3 % (siehe Abb. 3.28). Auch bei S. cerevisiae zeigt die non-Euk-
Kontrolle einen klar definierten Peak in allen Proben (siehe Abb. 3.30 jeweils
die roten Kurven). Das Fluoreszenzhistogramm der spezifischen Sonde SceH12
und der Eukaryontensonde Euk zeigt einen deutlich zur Negativkontrolle abge-
setzten Peak mit héherer Fluoreszenzintensitat (siehe Abb. 3.30 A und C). Die

97



Ergebnisse

7500
2500
. b,
10 107
10"
ooooo
7500
3 5000
8
2500
o T
10"

10° 10°
E FLL

oooooo

Abbildung 3.29.: H. uvarum hybridisiert mit spezifischen und unspezifischen Sonden: Hi-
stogramme der FL1-Fluoreszenz;
A = H. uvarum hybridisiert mit Euk;
B = H. uvarum hybridisiert mit HuvH12L;
C = H. uvarum hybridisiert mit SceH12;
D = H. uvarum hybridisiert mit Dbrux1.1 und Dbrux1.2 jeweils mit Hilfssonden;
E = H. uvarum hybridisiert mit PanH1L2;
rot = non-Euk-Kontrolle; schwarz = artspezifische Sondenkombination; n=3

P.anomala-Sonde weist ein zur nonEuk-Kontrolle nahezu identisches Fluores-
zenzhistogramm auf (siehe Abb. 3.30 E). Bei der H. uvarum-Sondenkombination
zeigt sich eine Schulter mit hdherer Fluoreszenz als die nonEuk-Kontrolle (siehe
Abb. 3.30 B), bei der D. bruxellensis-Sondenkombination ist dies ein deutlicher
Peak (siehe Abb. 3.30 D). Diese Beobachtungen spiegeln sich auch in den er-
rechneten Kreuzreaktionen wider (sieche Abb. 3.28). Auf die Widersprichlichkei-
ten zu anderen Versuchen, bei denen diese Kreuzreaktivitaten nicht auffallen, wie
in den Mischungsversuchen (siehe Kapitel 3.6) und in den Praxisproben (siehe
Kapitel 3.8) wird in der Diskussion (siehe Kapitel 4.4) eingegangen.
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Abbildung 3.30.: S. cerevisiae hybridisiert mit spezifischen und unspezifischen Sonden:

Histogramme der FL1-Fluoreszenz;

A =S. cerevisiae hybridisiert mit Euk;

B = S. cerevisiae hybridisiert mit HuvH12L;

C =S. cerevisiae hybridisiert mit SceH12;

D= S. cerevisiae hybridisiert mit Dbrux1.1 und Dbrux1.2 jeweils mit Hilfsson-
den;

E =S. cerevisiae hybridisiert mit PanH1L2;

rot = non-Euk-Kontrolle; schwarz = artspezifische Sondenkombination; n=3

99



Ergebnisse

3.5. Mindestzellzahl fur einen erfolgreichen
FISH-Assay

Vor allem in friihen, noch ruhenden Wachstumsphasen der Kultur (lag-Phase)
beziehungsweise, wenn in einer Realprobe die Fermentation noch nicht gestartet
ist, kdnnen in der Fixierung fir den Flow-FISH Assay nicht genug Zellen vorhan-
den sein, um die standardmassig verwendete Zellzahl von 2+10° Zellen je An-
satzgefass zu erreichen. Eine Lésungsmaéglichkeit ist die Verwendung von mehr
Probenmaterial fir die Fixierung, méglicherweise auch durch Aufkonzentrierung
der Probe. Durch den Einsatz von mehr Probenmaterial erh6ht man jedoch auch
die Anzahl an Fremdpartikeln, beispielsweise Trub, welche eine flusszytometri-
sche Beurteilung der geringen Hefepopulation erschweren.

Standardmaéssig wird mit 2+108 Zellen je Ansatzgefass gearbeitet. Je FISH-Assay
werden so bei einer Dreifachbestimmung je spezifische Sonde 6+108 Zellen be-
noétigt. Zusatzlich bendtigt man fir die Hintergrund- beziehungsweise Negativkon-
trolle im Doppelansatz 4+10° Zellen insgesamt. Nicht immer kann die fiir die Fixie-
rung verwendete Hefekultur beziehungsweise Fermentationsprobe diese Anzahl
an Zellen liefern. Aus diesen Grinden ist es notwendig, vor dem Einsatz des
Assays in Mischungen oder gar in Praxisproben die fur eine erfolgreiche Hybridi-
sierung notwendige Mindestzellzahl zu ermitteln.

3.5.1. Mindestzellzahl H. uvarum

HierfUr werden aus einer Formaldehydfixierung einer H. uvarum-Reinkultur in der
mittleren exponentiellen Wachstumsphase (ODggg = 1) serielle Verdiinnungen
hergestellt. Die untersuchten Verdiinnungsschritte betragen 100 % (2+108 Zel-
len), 10% (2+10%), 5% (10%), 2,5% (5«10%), 1% (2+10%) und 0,1 % (2+108) der
normalerweise je Ansatz verwendeten Zellzahl von 2+10° Zellen je Ansatzgefass
(Abb. 3.31). Die Zellen werden mit der fiir 2108 Zellen Ublichen Menge an Son-
den hybridisiert. Bis zu einer Zellanzahl von 2,5 % der Ublich eingesetzten Zellen
(5+10%) kdnnen keine deutlichen Unterschiede zu dem vollsténdigen Zellansatz
festgestellt werden (siehe Abb. 3.31). Bei 1 % der Zellen sinkt die Hybridisierungs-
rate auf 70,2 %. Bei 2000 Zellen liegt der Anteil bei 22 % hybridisierten Zellen.
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Abbildung 3.31.: Hybridisierte H. uvarum-Zellen in verschiedenen Verdiinnungen ausge-
hend von der iiblicherweise verwendeten Zellzahl von 2+10¢ Zellen pro
Ansatzgefass: n=3

3.5.2. Mindestzellzahl S. cerevisiae

Zur Ermittlung einer Mindestzellzahl fiir eine erfolgreiche Hybridisierung bei S. ce-
revisiae werden von einer Reinkultur in YPD-Medium in der mittleren exponenti-
ellen Wachstumsphase (ODgoo = 1) serielle Verdinnungen hergestellt und in
Formaldehyd fur 20 h fixiert. Die untersuchten Verdinnungsschritte betragen 100 %
(2108 Zellen), 10 % (2+10°), 2,5% (5+10%) und 1 % (2+10%) der normalerweise je
Ansatz verwendeten Zellzahl von 2+10° Zellen je Ansatzgeféss (Abb. 3.32). Wah-
rend bei 100 % der S. cerevisiae-Zellen ein Anteil von 94,6 % an hybridisierten
Zellen erreicht wird, werden bei niedrigeren Zellzahlen nur 65,6 % (10 % (2+10°))
beziehungsweise 61,8 % (2,5 % (5+10%)) hybridisierte Zellen nachgewiesen. Bei
1 % beziehungsweise 20.000 Zellen in der Fixierung kénnen 45,4 % als hybridi-
siert nachgewiesen werden.

3.6. FISH in Mischungen / Wiederfindung

Da in nativen Proben neben S. cerevisiae auch andere Hefespezies vorliegen,
wird die Wiederfindung von H. uvarum und S. cerevisiae in definierten Mischun-
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Abbildung 3.32.: Hybridisierte S. cerevisiae-Zellen in verschiedenen Verdiinnungen aus-
gehend von der iiblicherweise verwendeten Zellzahl von 2+10° Zellen pro
Ansatzgefass: n=3

gen beurteilt. Ausgehend von einer Gesamtzellzahl je Ansatzgefass von 2+108 Zel-
len werden Mischungen aus S. cerevisiae und H. uvarum aus Reinkulturfixierun-
gen aus der mittleren exponentiellen Wachstumsphase (ODgyg = 1) der Kul-
turen in bestimmten Prozentverhaltnissen hergestellt. AnschlieBend erfolgt eine
Hybridisierung nach dem etabliertem Protokoll (siehe Kapitel 2.4.4.4) mit der spe-
zifischen Sonde fir H. uvarum inklusive Hilfssonden und der Eukaryontenson-
de (siehe Abb. 3.33). Bei einer reinen H. uvarum-Kultur kénnen hier 79,2 % der
H. uvarum-Zellen nachgewiesen werden. Sind in der Kultur 75 % H. uvarum vor-
handen, liegt die Nachweisbarkeit bei 63,1 %. Bei einem H. uvarum-Anteil von
50 % an der Hefekultur werden 60,6 % H. uvarum-Zellen in den gesamten Zel-
len nachgewiesen. Liegen in der Mischung 25 % H. uvarum vor, werden auch
23,7 % H. uvarum-Zellen als hybridisiert nachgewiesen. Sind in der Mischung
10 % H. uvarum-Zellen vorhanden, betragt der Anteil als hybridisiert nachgewie-
sener Zellen 25,7 %. In einer reinen S. cerevisiae-Kultur liegt der nachgewiesene
H. uvarum-Anteil bei 0,4 % (siehe Abb. 3.33). Es zeigt sich ein linearer Verlauf
zwischen dem Anteil gemessener und vorhandener H. uvarum-Zellen, welcher
mit abnehmender Konzentration an H. uvarum stets etwas mehr Zellen anzeigt,
als vorhanden sind (siehe Abb. 3.34). In der Probe, welche nur S. cerevisiae
enthalt, kann keine Kreuzreaktivitat mit der H. uvarum-Sondenkombination de-
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tektiert werden, was allerdings auch auf die untbliche starke Fluoreszenz der
nonEuk-Kontrolle in diesem Probendurchlauf zuriickzufihren sein kénnte (siehe
Abb. 3.35 F). In den dazu gehdérigen Histogrammen der FITC-Fluoreszenz zeigt
sich mit abnehmender H. uvarum-Konzentration auch eine abnehmende Fluores-
zenzintensitat korrelierend mit der Abnahme an mit der Huv-Hilfssonden-Kombi-
nation hybridisierter Zellen (siehe Abb. 3.35). Generell zeigt die nonEuk-Kontrolle
bei dieser Versuchsreihe ein starker als tblich fluoreszierendes Signal, was haupt-
sachlich bei der Probenvariante mit 0% H. uvarum und 100 % S. cerevisiae die
Anzahl hybridisierter Zellen beeinflusst haben kénnte (siehe Abb. 3.35 F). Die
in Abb. 3.35 F erkennbare Schulter im Probenhistogramm spricht flr &hnliche
Kreuzreaktionen, wie sie auch in Versuch 3.28 auftreten. Es ist erkennbar, dass
eine reelle Bindung der Huv-Hilfssonden-Kombination ein Signal mit héherer Fluo-
reszenzintensitat erzeugt (siehe Abb. 3.35 A-E). Mit abnehmender H. uvarum-
Konzentration bildet sich diese stérende Schulter niedriger Fluoreszenz immer
starker aus. Auch bei 10 % und 25 % H. uvarum-Konzentration lasst sie sich be-
reits deutlich erkennen (siehe Abb. 3.35 D und E).

Zur Verifizierung der oben beschriebenen Ergebnisse wird ein weiterer FISH-
Assay mit nur 20.000 Zellen pro Ansatzgefass durchgefiihrt (siehe Abb. 3.36).
Es handelt sich um Mischungen aus H. uvarum und S. cerevisiae, die mit Huv-
Sonde inklusive Hilfsonden hybridisiert werden. In einer reinen H. uvarum-Kultur
werden 68 % der H. uvarum-Zellen nachgewiesen. Bei einem H. uvarum-Anteil
von 75 % betragt der nachgewiesene Anteil an H. uvarum-Zellen an den gesam-
ten Zellen 50 %. In einer Kultur, in der zur Halfte H. uvarum vorliegt, werden 42 %
H. uvarum-Zellen ingesamt nachgewiesen. Bei einem H. uvarum-Anteil von 25 %
in der Hefekultur werden 27,2 % H. uvarum von der Gesamtzellzahl nachgewie-
sen, bei 10% H. uvarum-Anteil in der Hefekultur werden 13,5 % nachgewiesen
(siehe Abb. 3.36). Es zeigt sich ein linearer Verlauf bei Auftragung von gemesse-
nen gegen vorhandene H. uvarum-Zellen (siehe Abb. 3.37). Es ist ein Nachweis
von 10% H. uvarum-Zellen im Ansatz mdglich. Dies entspricht 2.000 Zellen je
Ansatz.

Weitere Versuche enthalten, zusatzlich zu H. uvarumund S. cerevisiae, P anoma-
la (siehe Abb. 3.38). Die Zellen stammen aus Reinkulturen in YPD-Medium und
werden jeweils fir 30 min in Formaldehyd fixiert. Das Mischungsverhaltnis der
fixierten Zellen betragt 50 % H. uvarum und 50 % P anomala beziehungsweise
33% H. uvarum, 33% S. cerevisiae und 33 % P anomala bei einer Gesamtzell-
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Abbildung 3.33.: Hybridisierte Zellen in verschiedenen Mischungen aus H. uvarum und
S. cerevisiae bei Verwendung von 2:10° Zellen je Ansatzgefiss und der
Sondenkombination HuvH1H2L: n=3
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Abbildung 3.34.: Lineare Auftragung gemessener zum Anteil vorhandener Huv-Zellen in
Mischungen aus H. uvarum und S. cerevisiae bei Verwendung von
2108 Zellen je Ansatzgefiss und der Sondenkombination HuvH1H2L:
n=3
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Abbildung 3.35.: Histogramme der FITC-Fuoreszenz mit Overton-Substraktion in verschie-

denen Mischungen aus H. uvarum und S. cerevisiae bei Verwendung von

2+10° Zellen je Ansatzgefiss u

nd der Sondenkombination HuvH1H2L:

A=100 % H. uvarum, 0 % S. cerevisiae;
B=75 % H. uvarum, 25 % S. cerevisiae;
C =50 % H. uvarum, 50 % S. cerevisiae;
D =25 % H. uvarum, 75 % S. cerevisiae;
E=10 % H. uvarum, 90 % S. cerevisiae;
F=0 % H. uvarum, 100 % S. cerevisiae;

rot = nonEuk-Kontrolle;
Substraktion
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Abbildung 3.36.: Hybridisierte Zellen in verschiedenen Mischungen aus H. uvarum und
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S. cerevisiae bei Verwendung von 2+10* Zellen je Ansatzgefiss und der
Sondenkombination HuvH1H2L: n=3
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Abbildung 3.37.: Lineare Auftragung gemessener zum Anteil vorhandener Huv-Zellen in

verschiedenen Mischungen aus H. uvarum und S. cerevisiae bei Ver-
wendung von 2:10* Zellen je Ansatzgefiass und der Sondenkombination
HuvH1H2L: n=3
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Abbildung 3.38.: Hybridisierte Zellen in verschiedenen Mischungen aus H. uvarum, S. ce-
revisiae und P. anomala: oben: hybridisierte Zellen [%], unten: Median der
FITC-Fluoreszenz;n =3

107



Ergebnisse

zahl von 2+108 Zellen je Ansatzgefaf.

Bei einem Anteil von 50 % H. uvarum werden 70,4 % hybridisierte Zellen in den
gesamten Zellen des Ansatzes mit der Huv-Hilfssonden-Kombination nachgewie-
sen. Mit der P anomala-Sonde betragt der Anteil nachgewiesener hybridisier-
ter Zellen im Ansatz 38 % bei 50% P. anomala-Zellen in der Mischung (siehe
Abb. 3.38). Die jeweiligen Mediane der FITC-Fluoreszenz dieses Versuches lie-
gen bei 24 fur HuvH12L und 9,7 bei PanH1L2. Bei der SceH12-Sondenkombination
wird ein Median der FITC-Fluoreszenz von 8 erreicht. Erfahrungsgeman ent-
spricht ein Medianwert von 8 einem Nullwert ohne Zellen, was sich auch in der
hier gemessenen Anzahl hybridisierter Zellen mit der SceH12-Sondenkombination
widerspiegelt, da hiervon bei diesem Versuchsaufbau keine vorhanden waren.
Im weiteren Versuch werden jeweils 33 % H. uvarum, S. cerevisiae und P. anoma-
la gemischt und mit den entsprechenden spezifischen Sonden analysiert. Mit der
H. uvarum-Sondenkombination werden so 64 % hybridisierte Zellen im gesam-
ten Ansatz bei 33 % enthaltenen Zellen (siehe Abb. 3.38 oben) mit einem FITC-
Fluoreszenzmedian von 23 nachgewiesen (siehe Abb. 3.38 unten). Von den 33 %
enthaltenen P anomala-Zellen konnen 27,5 % als hybridisierte Zellen in dem ge-
samten Ansatz erfasst werden. Der Median der FITC-Fluoreszenz betragt mit der
PanH1L2-Sondenkombination 9,3. Mit der SceH12-Sondenkombination werden
30,8 % der gesamten Zellen als hybridisiert erfasst, wenn in dem Ansatz 33 %
S. cerevisiae enthalten sind. Der Median der FITC-Fluoreszenz liegt hier bei 8,7.
Die in diesem Versuch gemessenen Werte an hybridisierten Zellen entsprechen
in etwa der Anzahl der vorhandenen Zellen jeder Spezies. Bei H. uvarum werden
etwa doppelt soviele Zellen nachgewiesen, wie tatsachlich vorhanden sind. Trotz
der niedrigen Medianwerte bei P anomala und S. cerevisiae stimmt auch hier der
Anteil an hybridisierten Zellen mit dem Anteil der tatsachlich vorhandenen Zellen
in etwa Uberein.

3.7. FISH mit verschiedenen Hefestammen

Da der FISH-Assay bis zu diesem Zeitpunkt nur mit Stdmmen aus einer etablier-
ten Stammsammlung (DSMZ beziehungsweise AWRI) etabliert wurde, werden
im weiteren Projektverlauf auch die jeweiligen Sondenkombinationen mit kom-
merziellen Stdmmen und Isolaten aus der Stammsammlung des DLR Rheinpfalz
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getestet (Abb. 3.39 und Abb. 3.40).
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Abbildung 3.39.: Verschiedene Stamme von H. uvarum und ihre Hybridisierbarkeit mittels
FISH: n=3

Die Hybridisierbarkeit von H. uvarum-Stammen wird mit verschiedenen vorlie-
genden H. uvarum-Stammen aus der internen Stammsammlung getestet und mit
der Hybridisierbarkeit des DSM-Stammes (DSM 26650), welcher fir die hier vor-
liegenden Versuche als Standardstamm von H. uvarum genutzt wird, verglichen
(siehe Abb. 3.39). Die Hybridisierung erfolgt bei der Huv-Sonde mit der Hilfsson-
denkombination H1 und H2L. DSM 26650 zeigt hierbei bis zu 94,7 % hybridisierte
Zellen mit Huv-Sonde inklusive der Hilfssonden H1 und H2L beziehungsweise bis
zu 91,5 % mit Euk-Sonde. Die beiden H. uvarum-Stamme H34 und H35 erreichen
ahnlich hohe Anzahlen an hybridisierten Zellen. Hingegen zeigen sowohl Stamm
H32 als auch Stamm H33 eine deutlich schlechtere Hybridisierbarkeit. Bei H32
kénnen nur 25,6 % der Zellen mit der Euk-Sonde hybridisiert werden und lediglich
62 % der Zellen mit HuvH12L. H. uvarum-Stamm H33 zeigt leicht bessere Wer-
te von 35% mit der Euk-Sonde und 78,1 % mit der Huv-Sonde und den beiden
Hilfssonden H1 und H2L. Auch bei Versuchswiederholung konnten keine héhe-
ren Hybridisierungseffizienzen bei diesen beiden Stdmmen erreicht werden. H34
zeigt 77,2 % (Euk-Sonde) beziehungsweise 90,5 % (Huv-Sonde) als hybridisierte
Zellen im Versuch. Bei H35 werden Werte von 67,4 % (Euk-Sonde) beziehungs-
weise 89,9 % (Huv-Sonde) erreicht.

Im weiteren Verlauf wurde die Hybridisierbarkeit verschiedener S. cerevisiae-
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Abbildung 3.40.: Verschiedene Stamme von S. cerevisiae und ihre Hybridisierbarkeit mit-
tels FISH: n=3

Stamme getestet. Die Fixierdauer in Formaldehyd betragt hier, wie auch bei H. uva-
rum, 30 Minuten. Verwendet werden hierfir, neben dem fir die hier vorliegenden
Versuche verwendeten Standardstamm der DSM (DSM 70416), diverse Stamme
aus gefriergetrockneten Starterkulturen (Lalvin CY3079™, Fermicru® VB1, Uva-
ferm 228 und Lalvin EC1118) und ein Stamm aus der Stammsammlung des DLR
Rheinpfalz (Schwarzenbach 1895-A) (siehe Abb. 3.40). Die Hybridisierung erfolgt
bei der Sce-Sonde inklusive der spezifischen Hilfssondenkombination H1 und H2.
VB1 zeigt einen Anteil an hybridysierten Zellen von 80,7 %. Die weiteren Stam-
me, inklusive des DSM-Stammes, lassen sich bis zu einem Anteil von 91,8 bis
94,6 % hybridisieren.

3.8. Praxisproben

Wahrend des Herbstes des letzten Projektversuchsjahres 2015 konnten Proben
aus Spontanfermentationen aus 20 Liter-Gebinden gewonnen werden. Es han-
delt sich hierbei um Riesling unterschiedlicher Pfalzer Weinguter (siehe Abb. 3.41
bis 3.45), die im Rahmen der Dissertation von Kimmo Sirén fermentiert wurden.
Des Weiteren wurden Proben aus mit kommerziellen Hefen gestarteten Fermen-
tationen des Staatsweingutes Rheinland-Pfalz gesammelt (siehe Abb. 3.47 und
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Abb. 3.48). Zusétzlich wurden fir diese Arbeit Proben aus Spontanfermentatio-
nen von der Hochschule Geisenheim von Roxana Tudorie zur Verfligung gestellt
(siehe Abb. 3.49 und Abb. 3.50). Die Geisenheimer Proben wurden, im Gegen-
satz zu den anderen Proben, welche wie dblich fur 30 min mit Formaldehyd fixiert
wurden, durch Zugabe von 70%-igem Ethanol fixiert.

In den Graphiken der verfolgten Spontanfermentationen ist jeweils, zuséatzlich
zu dem Anteil der hybridisierten Zellen mit der Euk-, HuvH12L-, SceH12- und
PanH12-Sonde beziehungsweise Sondenkombination, der Alkoholgehalt (Alko-
hol [g/1]) dargestellt, um den Verlauf der Fermentation nachvollziehen zu kdén-
nen. Die Proben von der Hochschule Geisenheim wurden zusétzlich auch mit
der Sondenkombination Dbrux11H1L2L und Dbrux12H12L hybridisiert.

In der ersten Variante der Riesling-Spontanfermentationen ist die Hauptphase der
Fermentation nach etwa acht Tagen erreicht, wie sich aus dem Anstieg des Alko-
holgehaltes erkennen lasst (siehe Abb. 3.41). Zu Beginn der Fermentation nimmt
der Anteil an hybridisierten S. cerevisiae-Zellen stetig zu, um dann nach Ende der
Hauptfermentationsphase wieder abzufallen. Der Anteil an hybridisierten H. uva-
rum-Zellen nimmt mit Beginn der Fermentation stetig ab und verbleibt auf einem
Niveau unterhalb der Nachweisgrenze. Der Anteil an mit der Euk-Sonde hybridi-
sierten Zellen verlauft auf einem Niveau um 60 % und fallt gegen Ende der Haupt-
fermentationsphase ab. Die zweite Variante der Riesling-Spontanfermentationen
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Abbildung 3.41.: Proben aus Spontangarungen 1. Variante: n=3
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Abbildung 3.42.: Proben aus Spontangarungen 2. Variante: n=3
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Abbildung 3.43.: Proben aus Spontangéarungen 3 Variante: n=3
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zeigt einen Anstieg des Alkoholgehaltes und somit den Beginn der Hauptfermen-
tationsphase zwischen Tag 6 und Tag 8 (sieche Abb. 3.42). Der Gehalt an hybri-
disierten S. cerevisiae-Zellen nimmt zwischen dem flinften und achten Fermen-
tationstag zu und danach wieder ab, um gegen Ende nochmal leicht anzustei-
gen. H. uvarum hat das gemessene Maximum an hybridisierten Zellen an Tag 5
erreicht. Der Anteil an H. uvarum nimmt danach im Lauf der weiteren Fermen-
tation kontinuierlich ab. Die mit der Euk-Sonde hybridisierten Zellanteile folgen
dem Verlauf der hybridisierten S. cerevisiae und H. uvarum-Zellen, in dem sie
ahnliche Anteile hybridisierter Zellen anzeigen. Die dritte Variante der Riesling-
Spontanfermentationen zeigt einen Beginn der Hauptfermentationsphase zwi-
schen Tag 2 und Tag 14 (siehe Abb. 3.43). Ab Tag 7 steigt der Anteil hybridisierter
S. cerevisiae-Zellen stark an, verbleibt ab Tag 12 auf einem Niveau um 60 %, um
gegen Fermentationsende um Tag 19 herum, wieder abzufallen. Mit Anstieg der
S. cerevisiae-Zellen nimmt der Anteil hybridisierter H. uvarum-Zellen stetig ab.
Zum Start der Messungen liegen an Tag 4 Uber 70 % an H. uvarum in der Probe
vor. Auch in dieser Variante folgt der Anteil der mit der Euk-Sonde hybridisierten
Zellen dem Verlauf der Anteile von H. uvarum und S. cerevisiae. In der vierten

100 14,00
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

12,00
10,00
8,00

6,00

Alkohol [g/1]

4,00

hybridisierte Zellen [%]

2,00

I = P y = 0,00

1 3 6 10 13 14 17 19 20 24 26 27 31 34 38 41 45 48

Fermentationstag
=— Euk HuvH12L == SceH12 = Alkohol

Abbildung 3.44.: Proben aus Spontangarungen 4. Variante: n=3

Variante der Riesling-Spontanfermentationen liegt die Hauptphase der Fermen-
tation und somit der steilste Anstieg des Alkoholgehaltes zwischen dem sechsten
und 14. Fermentationstag (siehe Abb. 3.44). Auch hier steigt, wie bei den ande-
ren Varianten auch, der Gehalt an S. cerevisiae-Zellen ab Tag 6 und damit dem
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3.8 Praxisproben Ergebnisse

Beginn der Hauptfermentationsphase stark an, um dann ab Tag 14 auf einem na-
hezu gleich verlaufenden Niveau von ca. 60 % hybridisierten Zellen zu verbleiben.
Der anfénglich hohe Gehalt von 54,6 % an hybridisierten H. uvarum-Zellen nimmt
vor Beginn der Hauptfermentationsphase ab. Der Gehalt an mit der Euk-Sonde
hybridisierten Zellen folgt in etwa dem Gehalt von H. uvarum und S. cerevisiae
in der Probe. Die finfte Variante der Riesling-Spontanfermentationen zeigt ab
Tag 15 einen deutlichen Antieg des Alkoholgehaltes (siehe Abb. 3.45). Der Ge-
halt an hybridisierten Eukaryonten- und S. cerevisiae-Zellen nimmt ab Tag 25 zu.
H. uvarum zeigt lediglich an Tag 25 einen leichten Anstieg im Anteil hybridisierter
Zellen.

Von den oben vorgestellten finf Varianten der Riesling-Spontanfermentationen
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten flusszytometrisch der Anteil der Zellen pro
ml in der Fermentation ermittelt (siehe Abb. 3.46). Es ist zu erkennen, dass der
Anstieg der Zellzahl bei allen Varianten ahnlich verlauft. Nach einem Start mit
etwa 2«10° Zellen/ml steigen die Zellzahlen mit Fermentationsbeginn kontinu-
ierlich auf circa 108 Zellen/ml an. Das Maximum der Zellzunahme ist in etwa
an Tag 9 erreicht. Bei Variante 5 wurde, auf Grund des stockenden Fermentati-
onsstartes, erst mit Zunahme des Alkoholgehaltes an Tag 18 mit der Zellz&hlung
begonnen. Nach dem Maximum der Zellzunahme, die in etwa mit dem jeweili-
gen Beginn des Anstiegs des Alkoholgehaltes korreliert, verbleibt der Zellgehalt
auf einem ahnlichen Niveau und nimmt erst gegen Ende der Fermentation wie-
der leicht ab. Die beiden untersuchten Fermentationen aus dem Staatsweingut
mit Johannitergut Neustadt a. d. Weinstra3e wurden mit einer kommerziellen
Trockenreinzuchthefe (S. cerevisiae) beimpft und Gber eine Woche beobachtet
(siehe Abb. 3.47 und Abb. 3.48).

Bei dem untersuchten Riesling aus dem Staatsweingut, werden im Most nur
geringflgig hybridisierte Eukaryontenzellen nachgewiesen (10,4 %) (siehe Abb.
3.47). Die anderen verwendeten Sonden (HuvH12L, SceH12 und PanH1L2) zei-
gen in Most Signale nahe Null. Dies spricht fir das Vorhandensein anderer He-
fespezies, flr welche keine Sonde eingesetzt wurde. An Tag 4 sind deutlich mit
der Euk-Sonde hybridisierte Zellen nachweisbar (75,3 %). Der Anteil hybridisier-
ter H. uvarum-Zellen liegt bei 25,8 %. Mit der Sce-Sondenkombinationen hybridi-
sierte Zellen kénnen 83,6 % nachgewiesen werden. Mit der P anomala-Sonden-
kombination hybridisierte Zellen zeigen an Tag 4 und Tag 6 kein Signal. An Tag 7
hat der Anteil an H. uvarum-Zellen auf 1,8 % abgenommen. Mit der Euk- be-
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Abbildung 3.47.: Proben aus mit S. cerevisiae angeimpften Fermentationen aus dem
Staatsweingut mit Johannitergut Neustadt a. d. WeinstraBe; Tank 16 Ries-
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Staatsweingut mit Johannitergut Neustadt a. d. WeinstraBe; Tank 71 Sil-
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ziehungsweise mit der Sce-Sondenkombination werden an Tag 7 46,6 % bezie-
hungsweise 76,6 % hybridisierte Zellen nachgewiesen. Die Fermentation des Sil-
vanermostes aus dem Staatsweingut zeigt am vierten Fermentationstag nach In-
okulation 61 % hybridisierte Zellen mit der Euk-Sonde und 87,3 % hybridisierte
Zellen mit der fiir S. cerevisiae spezifischen Sondenkombination (siehe Abb. 3.48).
Mit der H. uvarum spezifischen Sondenkombination zeigen sich 3,4 % hybridisier-
te Zellen an Tag 4 und 0,6 % hybridisierte Zellen an Tag 7. Mit der P anomala-
Sondenkombination hybridisierte Zellen zeigen an Tag 4 (0,4 %) und Tag 7 (2,4 %)
ein &hnlich geringes Signal. An Tag 7 liegt der Anteil an mit der Euk-Sonde hy-
bridisierten Zellen bei 41,4 % und der Anteil an mit der S. cerevisiae spezifischen
Sondenkombination hybridisierten Zellen bei 51,3 %.

Die beiden Fermentationen aus Geisenheim wurden in 70%-igem Ethanol fixiert
und nach der Ublichen Vorgehensweise mit den vorhandenen Sondenkombina-
tionen hybridisiert. Die erste Fermentation (siehe Abb. 3.49) zeigt lediglich an
Tag 8 einen Anteil hybridisierter Zellen mit der Euk-Sonde (55,4 %) und der Sce-
Sondenkombination (61,1 %). Die zweite Fermentation aus Geisenheim (siehe
Abb. 3.50) zeigt in Most und am sechsten Fermentationstag mit allen Sonden
einen geringen Anteil hybridisierter Zellen. An Tag 8 steigt der Anteil hybridisier-
ter Zellen mit der Euk-Sonde auf 42,9 % und mit der Sce-Sondenkombination
auf 56,9 % an. An Tag 15 ist der Anteil hybridisierter Zellen mit der Sce-Sonden-
kombination auf 36,3 % gesunken und mit der Euk-Sonde auf 93,9 % gestiegen.
Der Anteil hybridisierter Zellen mit der Dbrux-Sondenkombination zeigt an Tag 15
ebenfalls ein angestiegenes Signal auf 65,8 %.
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Abbildung 3.49.: Proben aus 1. Spontanfermentation aus Geisenheim nach Fixierung in
70%-igem Ethanol: n=3
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Abbildung 3.50.: Proben aus 2. Spontanfermentation aus Geisenheim nach Fixierung in
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4. Diskussion

4.1. Optimierung der Hybridisierungsbedingungen

Die Bedingungen zur Durchflihrung eines Flow-FISH Assays wurden erfolgreich
optimiert. Die hier vorgestellten Methodenoptimierungen fihren zu ausreichen-
den Hybridisierungseffizienzen in der logarithmischen Wachstumsphase der Hefe
zellen.

4.1.1. Negativkontrolle

Mit der in Kapitel 3.1.1 vorgestellten Methode, die nonEuk-Sonde als Negativ-
kontrolle zu nutzen, kdnnen unspezifische Bindungen reduziert beziehungswei-
se ausgeschlossen werden. Nutzt man stattdessen als Negativkontrolle unge-
farbte Hefezellen, kommt es zur Bildung scheinbarer Kreuzreaktionen mit fir die
analysierte Hefe unspezifischen Sonden. Dies konnte durch Vorversuche belegt
werden (Vogelei, 2014). Auch in der Literatur wird diese Methode im Rahmen ei-
nes flusszytometrischen Nachweises von Schadhefen mittels FISH angewendet
(Andorra et al., 2011; Serpaggi et al., 2010; Wang et al., 2014). Diese Vorgehens-
weise ist kritisch zu betrachten: Mit einer Negativkontrolle dieser Art bleiben un-
spezische Bindungen des Farbstoffes an der Zellwand der Hefen, unspezifische
Reaktionen der Sonden und ahnliche Nebenreaktionen unberticksichtigt. Im Lau-
fe der im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Etablierungsversuche zeigt sich,
dass eine Negativkontrolle in Form ungefarbter Zellen nicht zur Berechnung der
Hybridisierungseffizienz herangezogen werden kann. Andere Varianten einer Ne-
gativkontrolle aus der Literatur sind in Kapitel 1.5.4 erlautert. Beim Nachweis von
Bakterien mittels FISH gehért der Einsatz einer nicht-komplementaren Sonde zur
gangigen Praxis, um unspezifische Probenbindungen und Autofluoreszenz aus-
zuschlieBen (Hugenholiz et al., 2002; Wallner et al., 1993). Um unspezifische Bin-
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dungen aus der Auswertung hinsichtlich der Hybridisierungseffizienz auszuneh-
men, wird die Idee von Kosse et al. (1997) aufgegriffen. In dieser Arbeit wird eine
zu der Eukaryonten (Euk516)-Sonde komplementare FITC-markierte Sonde ver-
wendet (nonEuk). Die Grundidee dieser Form von Negativkontrolle stammt von
Wallner et al. (1993). Diese verwenden die Komplementarsequenz zu Eub338
(universell bindende S-rRNA Sonde bei Bakterien) nonEub als Negativkontrol-
le beim Nachweis aquatischer Bakterien. Durch eine Negativkontrolle, wie sie
Kosse et al. (1997) vorschlagen, kdnnen scheinbare Kreuzreaktionen mit unspe-
zifischen Sonden, wie sie bei Nutzung von ungefarbten Zellen der untersuchten
Hefespezies auftreten, deutlich reduziert werden. Auch unspezifische Reaktionen
mit der Zellwand, Wechselwirkungen des Fluoreszenzfarbstoffes mit den Hefezel-
len und andere unspezifische Reaktionen der Sonde mit der Testsuspension, be-
ziehungsweise darin enthaltenen Fremdorganismen oder anderen in der Probe
vorliegenden Partikeln, kénnen so ausgeschlossen werden. Die nonEuk-Sonde
sollte keine spezifischen Bindungen mit den zu bestimmenden Hefearten einge-
hen kénnen. So kann bei spezifisch markierten Proben das durch unspezifische
Bindungen enstehende Hintergrundrauschen herausgerechnet werden und so
die Hybridisierungseffizienz deutlich erhéht werden. Entsprechende Datenbank-
abgleiche und manuelle Aligments bestétigen die Unspezifitat der nonEuk-Sonde
gegentber den untersuchten Hefespezies.

4.1.2. Optimierung von Temperatur, Sondenkonzentration,
Inkubationsdauer der Hybridisierung und der
SDS-Konzentration des Hybridisierungspuffers

Die Untersuchung der unterschiedlich langen Hybridisierungszeiten zeigt deut-
lich, dass eine Dauer von 60 min beziehungsweise 180 min nicht gentgt, um
ausreichende Hybridisierungseffizienzen zu erzielen, unabhangig von der Vari-
ierung der Temperatur- oder Sondenkonzentrationsparameter. Dennoch erkennt
man bei 60 und 180 min Hybridisierungszeit mit zunehmender Sondenkonzen-
tration auch eine Zunahme der Hybridisierungseffizienz (siehe Abb. 3.2). Dies
ist auf ein verstarktes Rauschsignal durch unspezifische Bindungen und eine
leichte Erhéhung der spezifischen Bindungen, welche auf Grund der vermehrt
vorliegenden Sonden mdglich sind, zurick zu fihren. Eine ausreichende Hybri-
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disierungseffizienz wird erst bei einer Hybridisierungsdauer von 960 min erzielt.
Somit ist fir eine erfolgreiche Hybridisierung eine Inkubationszeit von mindestens
960 min anzusetzen. Hier zeigen sich die hdchsten Hybridisierungseffizienzen bei
einer Sondenkonzentration von 3 pmol/pl (siehe Abb. 3.2). Eine Sondenkonzen-
tration von 1,5 pmol/pl scheint fir eine vollstandige Hybridisierung aller Sonden-
bindungsstellen aller Hefezellen nicht auszureichen. Hier werden bei 41 °C und
langster getesteter Hybridisierungszeit geringere Hybridisierungseffizienzen als
mit den anderen beiden héheren Sondenkonzentrationen erreicht. Héhere Hy-
bridisierungstemperaturen flihren zu einer besseren Hybridisierung mit niedri-
ger Sondenkonzentration. Allerdings kommt es durch Erhéhung der Hybridisie-
rungstemperatur auch vermehrt zu unspezifischen Bindungen der Sonden, was
auch, wie an den Fluoreszenzhistogrammen (nicht dargestellt) erkennbar, das
Signal-Rausch-Verhaltnis verschlechtert (siehe auch Vogelei, 2014). Eine Son-
denkonzentration von 6 pmol/pul zeigt durchweg ein schlechtes Signal-Rausch-
Verhaltnis. Dies spricht flr eine Erhéhung unspezifischer Bindungen und eine
etwas niedrigere Hybridisierungseffizienz, als sie mit einer Sondenkonzentration
von 1,5 pmol/ pl erreicht wird (siehe Abb. 3.2). Schon Wallner et al. (1993) zeigen,
dass eine zu hohe Sondenkonzentration den Anteil unspezischer Farbungen er-
héht.

In den Ergebnissen ist zu erkennen, dass eine héhere Sondenkonzentration und
erhdhte Hybridisierungstemperatur die Reaktion des Assays anfénglich beschleu-
nigt. Mit steigender Hybridisierungstemperatur nimmt der Anteil spezifisch hybri-
disierter Zellen jedoch ab, was mit der erschwerten spezifischen Bindung der
Sonden bei hdheren Hybridisierungstemperaturen erklart werden kann. Die Hy-
bridisierungstemperatur und Sondenkonzentration beeinflussen somit die Effekti-
vitat des Flow-FISH-Assays mafgeblich.

Die idealen Hybridisierungsbedingungen fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche konnten erfolgreich ermittelt werden (siehe Kapitel 3.1.2). Die Stan-
dardhybridisierungsbedingungen fir die weiteren Etablierungsversuche wurden
auf eine Dauer von 16 h (960 min) bei 41 °C mit einer Sondenkonzentration von
3pmol/ul festgesetzt. Bei dieser Temperatur und dieser Sondenkonzentration
kann die hdchste Hybridisierungseffizienz erreicht werden, ohne dass das Signal-
Rausch-Verhaltnis zu schlecht wird.

Der in dieser Arbeit optimierte Flow-FISH Assay kann in minimal 20 h inklusive
Probenentnahme Ergebnisse liefern. Realistisch bendtigt der Laborablauf circa
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22 h ab Probenentnahme, bei Analyse mehrerer Proben zur vollen Ausnutzung
der Laborgeratekapazitat. Am meisten Zeit nimmt die Hybridisierung in Anspruch.
Versuche die Hybridisierungszeit zu verkirzen zeigen, dass dies zu einer deut-
lichen Verschlechterung der Hybridisierungseffizienz fahrt (siehe Kapitel 3.1.2).
Mit der Methode strikt nach dem Protokoll von Andorra et al. (2011), mit drei
Stunden Hybridisierungszeit, kann fir eine quantitative Auswertung keine aus-
reichende Hybridisierungseffizienz erreicht werden. Eine, wie auch von Andorra
et al. dargestellte, rein qualitative Auswertung ist jedoch mdglich. Eine Verlange-
rung der Hybridisierungsdauer von drei auf mindestens sechzehn Stunden fihrt
zu einer Verbesserung der Effizienz und erméglicht eine erfolgreiche Durchfih-
rung des Flow-FISH-Assays (siehe Kapitel 3.1.2). Fir eine zeiteffizientere Nut-
zung des Flow-FISH- Assays ist zu untersuchen, ob Hilfssondenkombinationen
auch ausreichende Werte mit einer kurzen Hybridisierungsdauer von 3-5h lie-
fern. Die hier vorliegenden Versuche wurden noch ohne den Einsatz von Hilfs-
sonden durchgeflihrt. Auch Yilmaz et al. (2006) zeigen, dass die Probenhellig-
keit deutlich zunimmt, wenn man die Hybridisierungsdauer von 3 Stunden auf
96 Stunden erhdht. Diese Fluoreszenzzunahme ist méglicherweise auf die dena-
turierende Wirkung des SDS im Hybridisierungspuffer zurtickzufiihren (Behrens
et al., 2003a; Yilmaz et al., 2006). Eine héhere Probenfluoreszenz kann even-
tuell auch durch eine Erh6hung der SDS-Konzentration im Hybridisierungspuffer
erreicht werden (Branco et al., 2019), was eine niedrigere Hybridisierungszeit
moglich machen wirde. Da in dieser Arbeit mit der von Andorra et al. (2011)
verwendeten SDS-Konzentration ausreichende Ergebnisse erzielt wurden, wurde
diese Konzentration beibehalten (siehe Kapitel 3.1.3). Eine Erhéhung der Hybri-
disierungsdauer, beziehungsweise andere Protokolloptimierungen, sind nur so-
lange notwendig, bis ein zufriedenstellendes Fluoreszenzsignal erreicht wird (Yil-
maz et al., 2006). Eventuell kann die Hybridisierungsdauer auf unter 16 h gekurzt
werden. Es ware mdglich, dass eine Sattigung der Bindestellen schon friiher als
in sechzehn Stunden erreicht werden kann. Da bei dem etablierten Testsystem
eine Integration in den Laboralltag gewinscht ist, erschien eine Testung von Hy-
bridisierungszeiten zwischen finf und 16 h nicht praktikabel. Es wére sinnvoll,
diese Zeitspanne in Folgeversuchen zu untersuchen. Wallner et al. (1993) gelang
es bereits nach flinf Stunden Hybridisierungszeit beim Nachweis von Escherichia
coli mittels Flow-FISH Héchstwerte zu erreichen. Die in dieser Arbeit untersuch-
ten 1h, 3h, 4h und 5h reichen mit dem vorliegenden Versuchsaufbau nicht fir
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eine ausreichende Hybridisierung aus. Mit Probenanlieferung sehr frih am Mor-
gen, besteht eventuell die Mdglichkeit, die Hybridisierungsdauer so zu verklrzen,
dass ein Ergebnis der Analyse am selben Arbeitstag vorliegen kann. Hierfir mis-
sen allerdings vorher weitere Versuche zur Verkirzung der Hybridisierungsdauer
auf Gber 5 h -8 h durchgefihrt werden (siehe dazu auch Kapitel 3.2).

4.1.3. Optimierung der Fixiermethode

An Hand der erzielten Hybridisierungseffizienzen bei den verschiedenen Fixier-
methoden (siehe Kapitel 3.1.4) unterscheiden sich die untersuchten Fixiermetho-
den nur unwesentlich (siehe Abb. 3.6 und Abb. 3.7). Allerdings zeigen die Proben
in den Auswerteplots Unterschiede, die durchaus relevant fir die Genauigkeit der
Analyse sind.

4.1.3.1. Formaldehydfixierung

Die Fixierung mit Formaldehyd (siehe Kapitel 2.4.3.1) stellt sich im Laufe der Eta-
blierung als die zuverlassigste Methode zur Zellfixierung dar, so dass diese fur
alle weiteren Etablierungsversuche Verwendung findet. Die Problematik der not-
wendigen Laborausstattung zur adaquaten Handhabung von Formaldehyd und
dessen Entsorgungsproblematik werden zu Gunsten der besten Zellfixierungs-
ergebnisse in Kauf genommen. Eine langere Formaldehydfixierdauer korreliert
mit dem verstarkten Vorhandensein von Zelltrimmern. Dies geht mit der Elimi-
nation von Zellen einher, was eine quantitative Analyse der Probe negativ beein-
flusst. Eine Fixierdauer von 30 min hat sich als ausreichend zur Fixierung fir die
meisten Hefestdmme erwiesen. Die Problematik verstarkter Zelltrimmer ist bei
dieser Fixierungsdauer zu vernachlassigen, da ihre Anzahl immer noch deutlich
geringer ist, als mittels auf Ethanol basierenden Fixierungen (siehe Abb. 3.9).
Teilweise reicht eine dreiBigmindtige Fixierung nicht aus. Hier wird, nach Tes-
tung weiterer Fixierungszeiten, eine Fixierzeit von 24 h gewéhlt. Serpaggi et al.
(2010) fixieren grundsétzlich fir 24 h in 4%-iger Formaldehydldsung. Diese lan-
ge Fixierzeit scheint stellenweise flir Stdamme von S. cerevisiae, D. bruxellensis
und P anomala notwendig zu sein. Unter welchen Bedingungen eine verlanger-
te Fixierdauer flr S. cerevisiae, D. bruxellensis und P anomala notwendig ist,

123



Diskussion

sollte in weiteren Versuchen eruiert werden. In dieser Arbeit konnten sowohl drei-
Bigminltige als auch 24 h Formaldehydfixierungen dieser Hefearten erfolgreich
hybridisiert werden. Es ist kein Muster erkennbar, was eine Erklarung flir das
Phanomen, dass manchmal eine dreiBigmindtige Formaldehydfixierdauer nicht
ausreicht, liefern kénnte. Ein Grund fir die unterschiedlich notwendigen Fixier-
zeiten kdnnte in speziesspezifischen Unterschieden der Zellwanddicke liegen. Zu
beachten ist auch, dass eine verlangerte Formaldehydfixierdauer zu einer ver-
starkten Quervernetzung der Zellstrukturen fihrt. Es kann somit zu sterischen
Hinderungen der Sondenbindung kommen (Moeller et al., 1977). Eine mdglichst
kurze Fixierdauer in Formaldehyd sollte einer langeren somit stets vorgezogen
werden.

4.1.3.2. Ethanolfixierungen

Die Fixierung mit Formaldehyd hat den Nachteil, dass die Handhabung und Ent-
sorgung von diesem problematisch sein kann. Aus diesem Grund sollten andere
praxisndhere Fixiermoglichkeiten etabliert werden. Auch in der Literatur findet
eine alleinige Fixierung mit Ethanol Anwendung (Amann et al., 1990a; Branco
et al., 2019). In unserer Arbeitsgruppe wurden Erfahrungen mit Ethanolfixierun-
gen fur Reservestofffaroungen gesammelt (Sommer, 2020, eigene Versuche).
Bei Reservestofffarbungen wird die Zellwandmembran beispielsweise durch eine
Fixierung mit 70%-igem Ethanol ausreichend permeabilisiert, um ein Eindringen
der Farbstoffe zu ermdglichen. Die geringe Lange der verwendeten FISH-Sonden
l&sst den Schluss zu, dass auch hier eine zur Diffusion der Sonden ins Zellinnere
ausreichende Permeabilisierung der Zellwande gewahrleistet sein konnte.

Die Fixierung der Hefezellen mit 70%-igem Ethanol (siehe Kapitel 2.4.3.2) und
die weiter entwickelte Fixierungsmethode Uber eine aufsteigende Ethanolreihe
(Gomez u. Forsburg, 2004) (siehe Kapitel 2.4.3.3) zeigen eine hohe Hybridisie-
rungseffizienz. Die Fixierung Uber eine aufsteigende Ethanolreihe ist deutlich zeit-
aufwendiger als eine Formaldehydfixierung. Da Ethanol intrazellulare Strukturen
nicht quervernetzt, sondern zu Dehydration und Prazipitation von Nukleinsauren
und Proteinen fuhrt, wird die Gefahr der Ausbildung von Protein-RNA-Komplexen
reduziert. Ein vermehrtes Auftreten solcher Komplexe senkt die Zuganglichkeit
der ribosomalen Zielsequenzen fur die FISH-Sonde und somit auch die Test-
effektivitat (Gomez u. Forsburg, 2004). Allerdings fuhrt die Fixierung mit Ethanol
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zu einer verstarkten Clusterbildung der Hefezellen. Dies fiuhrt dazu, dass die Zu-
sammensetzung der Hefepopulation méglicherweise nicht zuverlassig detektiert
werden kann, da Zellklumpen die flusszytometrische Analyse negativ beeinflus-
sen. Fur eine schnelle Zellfixierung in der Praxis ist fir eine Ethanolfixierung le-
diglich eine Zentrifuge notwendig. Das macht diese Fixiermethode fir einen pro-
duktiven Einsatz des Flow-FISH-Assays attraktiv. Unter Berlcksichtigung, dass
die Ergebnisse mdglicherweise von einer Zellverklumpung beeinflusst werden,
kann diese Fixiermethode verwendet werden. Besser wére es jedoch, Fermenta-
tionsproben so schnell wie moglich nach der Probennahme in ein Analyselabor
zur Formaldehydfixierung zu liefern.

4.2. Erhohung der Fluoreszenzintensitat durch
Hilfssonden

Hilfssonden erweisen sich als nitzliches und notwendiges Hilfsmittel, um die
Fluoreszenzintensitat der hybridisierten Hefezellen zu steigern (siehe Kapitel 3.2).
Die direkt an die spezifische Sonde angrenzenden Hilfssonden 1 und 2 erweisen
sich in allen untersuchten Spezies (H. uvarum , S. cerevisiae, P anomala und
D. bruxellensis) als am effektivsten in der Steigerung der Fluoreszenz. Das Fluo-
reszenzsignal konnte verdoppelt (3.2.2 und 3.2.3) bis nahezu verflinffacht werden
(3.2.4), was sich an der Steigerung des Medians der FITC-Fluoreszenz erken-
nen lasst. So stabilisiert sich auch die Hybridisierungseffizienz Uber ein breite-
res Wachstumsspektrum. Erst mit Verwendung der Hilfssonden ist es moglich,
das Fluoreszenzsignal der spezifischen Hefesonden soweit zu erhdhen, dass
ein Nachweis Uber die komplette exponentielle Wachstumsphase durchfihrbar
ist (siehe Kapitel 3.3.3). Stellenweise ist noch ein zuverlassiger Nachweis statio-
narer Zellen realisierbar. Hilfssonden erméglichen somit, den Flow-FISH Assay in
praxisbezogenen Fermentationen zu nutzen, um Schadhefen nachzuweisen. Bei
einem frihzeitigen Nachweis, vor Beginn einer Fermentationsstérung oder des
Auftretens von Fehlténen, befinden sich haufig nur wenige Zellen der Schadhefe-
spezies in der Fermentation. Diese befinden sich nicht zwingend in der exponen-
tiellen Wachstumsphase und kénnen mittels Hilfssonden nachgewiesen werden.

Der Nachweis von Hanseniaspora uvarum mittels Flow-FISH ist mit denen in
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dieser Arbeit dargestellten Optimierungen als effektiv und zuverlassig zu betrach-
ten. Die vorgestellte Hilfssondenkombination ermdglicht einen Nachweis tber na-
hezu den kompletten Wachstumsverlauf der Kultur und ist in kiinstlichem YPD-
Medium und unter nativen Fermentationsbedingungen in Traubenmost mdglich
(siehe Kapitel 3.3 und Abb. 3.24). Stammabhangigkeiten kénnen vorkommen,
scheinen aber fir die Nachweiseffizienz keine relevante Rolle zu spielen (siehe
Abb. 3.39).

Auch der Nachweis von Sacharomyces cerevisiae ist mit der optimierten Metho-
dik des Flow-FISH-Assays und der Hilfssondenkombination zuverlassig in kiinst-
lichem YPD-Medium und im nativen Fermentationsumfeld méglich. Stellenweise
gibt es Probleme mit der Fixierbarkeit der Proben in Formaldehyd, zu deren L&-
sung die Fixierdauer verlangert werden muss. Stammabhangigkeiten scheinen
auch bei S. cerevisiae vernachlassigbar zu sein (siehe Abb. 3.40).

Der Nachweis von Dekkera bruxellensis wird erst durch die in dieser Arbeit vorge-
stellte Hilfssondenkombination mit flusszytometrischem Nachweis méglich (siehe
Kapitel 3.2.4) und kann Uber den gesamten Verlauf des Kulturwachstums erfolgen
(siehe Abb. 3.26). Je nach dem vorherrschenden phanotypischen Erscheinungs-
bild der Hefezellen kann es sein, dass der Stamm nicht mit der hier vorgestell-
ten flusszytometrischen Methode analysiert werden kann. Mikroskopisch stellen
Pseudohyphen keinen Hinderungsgrund fir eine Auswertung da, erschweren al-
lerdings die Beurteilung der tatsachlichen Zellanzahl. Liegen die Zellen eines
Stammes mehrheitlich als Pseudomycel vor, ist eine flusszytometrische Auswer-
tung nicht moéglich (siehe auch Kapitel 4.7). Dies konnte die Beurteilung unbe-
kannter Proben stark erschweren. Im nativem Umfeld einer Weinfermentation
sollte D. bruxellensis allerdings zu einem grof3en Teil als Einzelzellen vorliegen.
Auch Pichia anomala kann mit der hier vorgestellten Methode mittels Hilfssonden
effektiv in nahezu allen Kulturwachstumsphasen nachgewiesen werden (siehe
Kapitel 3.2.4 und Abb. 3.25). Ohne Hilfssondeneinsatz gelang kein Nachweis
dieser Spezies. Obwohl Pichia anomala tblicherweise in Most vorkommt (Xufre
et al., 2006), gelang kein Nachweis dieser Hefespezies in den untersuchten Fer-
mentationsproben aus der Praxis beziehungsweise ein potentieller Nachweis be-
wegt sich in einem sehr niedrigem Rahmen, so dass dieser nicht klar positiv aus-
fallt (siehe Abb. 3.47, Abb. 3.48, Abb. 3.49 und Abb. 3.50). Xufre et al. berichten
ebenfalls von diesem Phanomen. Allerdings verwenden Xufre et al. keine zusatz-
lichen Hilfssonden, wie in der hier vorliegenden Arbeit (siehe Kapitel 3.2.4). Da
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Xufre et al. lediglich mikroskopisch auswerten, kdnnen diese zwar eine sichtbare
Fluoreszenz bei der von ihnen entwickelten Sonde nachweisen, die Hefespezies
quantitativ im Fermentationsverlauf allerdings nicht. In dieser Arbeit gelang mit-
tels Hilfssonden der Nachweis von P. anomala in allen relevanten Wachstumsbe-
reichen in Laborfermentationen mit Reinkulturen (siehe Abb. 3.25). Ein Nachweis
sollte somit auch in nativen Fermentationsproben madglich sein.

4.3. Einfluss der Wachstumsphase auf die
Hybridisierungseffizienz

Die durchgeflihrten Versuche (siehe Kapitel 3.3) bestatigen genau wie die Li-
teratur (Amann et al., 1990a; Andorra et al., 2011; van der Vliet et al., 1994),
dass die Hybridisierbarkeit der Hefezellen in den unterschiedlichen Wachstums-
phasen variabel ist (siehe 3.3). Die héchsten Hybridisierungseffizienzen werden
im exponentiellen Wachstumsbereich der Zellkultur erreicht (siehe Abb. 3.22).
Dies bestatigt die Annahme, dass Hefezellen DNA bevorzugt in der anfanglichen
bis mittleren logarithmischen Wachstumsphase aufnehmen (Hayama et al., 2002;
Kawai et al., 2010).

In der lag-Phase und im stationaren Wachstumsbereich der Kultur liegen nur
wenige Ribosomen vor (Amann et al., 1995), was sich in der niedrigen Hybri-
disierungseffizienz widerspiegelt. Vor allem gegen Ende der stationdren Phase
kann es auf Grund der geringen Ribosomenanzahl zu einem schwachen Fluores-
zenzsignal kommen, welches als unspezifische Bindung fehlinterpretiert werden
kdénnte (Wallner et al., 1993). Zusétzlich werden éltere ausgereifte Ribosomen bei
Nahrstoffverknappung von S. cerevisiae durch selektive Autophagie (von Kraft
et al. (2008) auch Ribophagie genannt) abgebaut (Kraft et al., 2008). Nahrstoff-
verknappung ist auch in normal verlaufenden Fermentationen gegen Fermenta-
tionsende Ublich. Auch verhindert gerade zu Beginn der stationaren Phase die
Zellwand der Hefen eine Zelllyse (Martinez et al., 2004), so dass auch metabo-
lisch inaktive und nicht mehr lebensféhige Zellen bei der Anzahl der hybridisier-
ten Zellen mitgefihrt werden. Der Effekt mangelnder Ribosomenanzahl 1&sst sich
durch die Verwendung von Hilfssonden verringern. Die Verwendung von Hilfsson-
den fahrt zu einer deutlichen Steigerung der Fluoreszenzintesitat und somit auch
zu einer besseren Auswertbarkeit in einem breiteren Wachstumsbereich (siehe
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auch Kapitel 4.2).

Mittels der stets als Permeabilitats- und Positivkontrolle mitgefihrten Euk-Sonden-
Probe kénnen Rlckschlisse auf den mit der Wachstumsphase korrelierten Ribo-
somengehalt und die physiologische Aktivitat der jeweiligen Zellen gezogen wer-
den (DelLong et al., 1989; Wallner et al., 1993, 1995). Die Euk-Sonde sollte stets
alle Hefezellen in der Probe markieren kénnen. In einer Reinkultur, aber auch
in einer reinen Hefezellmischung, liegt der Anteil der mit der Euk-Sonde hybridi-
sierten Zellen im |dealfall nahe des Maximums der markierbaren Zellen. Da die
Euk-Sonde an die 18S-rRNA bindet, die spezifischen Sonden aber an die 26S-
rRNA, kann es zu Unterschieden in der Hybridisierungseffizienz der unspezifi-
schen Euk-Sonde und der spezifischen Sonden kommen. Dies ist beispielswei-
se in YPD-Medium in der stationdren Wachstumsphase der Hefekultur der Fall
(siehe Kapitel 3.3). Ein Faktor kdnnte hier die unterschiedliche Zuganglichkeit
der Bindungsregion an der jeweiligen ribosomalen Unterheit sein. Die Bindungs-
region der H. uvarum-Sonde liegt in einer Stammregion der 26S-rRNA (siehe
Abb. 3.10). Laut des Strukturmodells der 18S-rRNA von S. cerevisiae nach Gutell
(1993) bindet die Euk-Sonde entlang einer Haarnadelschleife, was die Hybridisie-
rung erschweren kann. Allerdings bindet auch die Sce-Sonde in einer Haarnadel-
schleife (siehe Abb. 3.11) und erzielt gute Hybridisierungseffizienzen. Méglicher-
weise ist die Lage der Sce-Sonde aber eine Erklarung fir die stellenweise nétigen
hohen Fixierzeiten, welche allerdings nicht konstant auftreten und somit auch auf
eine andere Ursache zurlickzufiihren sein kénnten. Die mit der Euk-Sonde er-
zielten Anteile hybridisierter Zellen sind stets mit Vorsicht zu betrachten, da sie
durch die genannten Effekte verringert sein kdnnten. Zu einer effektiven Nutzung
im Praxisbetrieb ist es eventuell sinnvoll, andere, an alle Eukaryonten bindende,
Sondensequenzen zu evaluieren, die eine konstantere Hybridisierungseffizienz
zeigen. FUr die hier vorliegende Arbeit war die vorhandene Euk-Sonde Euk516
(Amann et al., 1990a) ausreichend. Um Effekte durch verringerte Ribosomen-
anzahl auszuschlieBen, werden fir die Etablierungsversuche nur Zellen in der
exponentiellen Wachstumsphase verwendet, sofern nichts anderes erwahnt ist
(siehe auch Kapitel 1.4.4 und 2.4.2.1). Effekte deutlich besser hybridisierter Zel-
len in Traubenmost im Gegensatz zu YPD-Medium (siehe Abb. 3.20) lassen auf
einen Effekt der Zusammensetzung des Mostes auf eine bessere metabolische
Aktivitat der Hefen und somit eine héhere Hybridisierungseffektivitat gerade in
frihen und spaten Wachstumsphasen der Zellen schlie3en. Dies wirde einen
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Nachweis von Fermentationsproben aus der Praxis wesentlich erleichtern.

4.4. Fremdsonden / Kreuzreaktivitat

In den Versuchen zur Kreuzreaktivitat (siehe Kapitel 3.4) der spezifischen Sonden
zeigen die Sce- und Pan-Hilfssonden-Kombinationen recht spezifische Ergeb-
nisse ohne auffallige Kreuzreaktionen gegeniber H. uvarum und S. cerevisiae.
Mit der Huv-Hilfssonden-Kombination und der Dbrux-Hilfssonden-Kombination
kommt es teilweise zu mehr oder weniger ausgepragten Kreuzreaktionen gegen-
Uber S. cerevisiae und H. uvarum. In den Praxisproben zeigen beide Sonden-
kombinationen keine erkennbaren Kreuzreaktionen.

Die Auswertung der Messergebnisse der Flow-FISH-Analysen erfolgt mittels Over-
ton-Subtraktion (Overton, 1988) (siehe Kapitel 1.5.3). Overton-Substraktion er-
moglicht die Berlcksichtigung auch gering hybridisierter Zellen, die bei einer Aus-
wertung mittels Setzen eines Markers als Grenzwert als nicht hybridisiert zahlen
wirden. Ein Nachteil der Overton-Substraktion ist, dass es zu scheinbaren Kreuz-
reaktionen mit spezifischen Sonden anderer Hefearten kommt, wenn man nur die
Prozentanzahl hybridisierter Zellen betrachtet. Dies sieht man zum Beispiel bei
den Versuchen zur Optimierung der Fixiermethode (Abb. 3.6, Abb. 3.7 in Kapi-
tel 3.1.4) und bei den Versuchen zur Kreuzreaktivitat (Kapitel 3.4) bei Einsatz der
Huv- beziehungsweise Dbrux-Hilfssonden-Kombination.

Setzt man auf die Auswertung mittels Marker, nimmt man ungenauere Ergebnisse
in Kauf, sobald sich die Hefezellen au3erhalb der mittleren exponentiellen Wachs-
tumsphase befinden und somit die Fluoreszenzintensitat und damit auch der Me-
dian sinkt. In diesen Wachstumsbereichen ist keine scharfe Trennung zwischen
dem nonEuk-Kontroll-Histogramm und dem der spezifischen Sonde vorhanden.
Auch bei unspezifischer Sondenbindung tritt diese Problematik zu Tage. Ein Mar-
ker sollte stets in den Grenzbereich zwischen non-Euk-Kontroll-Histogramm und
Sonden-Histogramm gesetzt werden. Ist keine scharfe Trennung beider Histo-
gramme vorhanden, spart die Methode des Markersetzens durch die senkrechte
Form des Markers einen Teil der auch als geférbt und somit als hybridisiert anzu-
sehenden Zellen aus, da nicht die komplette Uberlappung der beiden Histogram-
me berucksichtigt werden kann (siehe auch Kapitel 1.5.3). Des Weiteren wird
hier das Ergebnis um einiges starker vom Ribosomengehalt der Probe beein-
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flusst, was sich auf den Median der Fluoreszenzintensitat auswirkt (siehe auch
Kapitel 1.4.4). AuBBerhalb der exponentiellen Wachstumsphase fiihrt eine Aus-
wertung Uber Markersetzen somit zu einer Unterschatzung oder Uberschatzung
der Anzahl der tatsachlich hybridisierten Zellen, je nachdem wo der Marker ge-
setzt wurde. Durch die dadurch gegebene Subjektivitat und Willkirlichkeit dieser
Auswertemethode wird diese als ungeeignet fir eine Flow-FISH-Analyse bewer-
tet. Eine Auswertung durch Setzen eines Markers ist beispielsweise bei Serpaggi
et al. (2010) beschrieben.

Bei Proben in der exponentiellen Wachstumsphase der Hefezellen mit spezifi-
scher Sondenbindung erscheint der Anteil an hybridisierten Zellen mittels Overton-
Substraktion niedriger als durch das reine Setzen eines Markers. Dies ist auf
etwaige geringe Uberschneidungen des nonEuk-Kontroll-Histogramms mit dem
der spezifischen Sonde zurlckzufiihren. Mittels Markersetzen wirden diese in
der Uberschneidung detektierten Zellen den hybridisierten Zellen hinzugerech-
net. Mit Hilfe der Overton-Substraktion werden somit deutlich mehr unspezifische
Bindungen aus dem Anteil als hybridisiert detektierter Zellen ausgeschlossen.
Mittels der Overton-Substraktion kann der komplette Bereich des exponentiellen
Wachstums der Hefezellen abgedeckt und objektiv ausgewertet werden. Im Ge-
gensatz zur Auswertung durch Setzen eines Markers ist auch eine Auswertung
in stationaren Wachstumsphasen maoglich. Fir praxisnahe Fermentationen stellt
eine Mdglichkeit der Analyse von Hefezellen in der stationaren Wachstumspha-
se eine zwingende Notwendigkeit dar. Daher wird die Problematik der scheinba-
ren Kreuzreaktionen (siehe Kapitel 3.4) in Kauf genommen und mittels Overton-
Substraktion ausgewertet. Sollten Unklarheiten auftreten, liefert eine Betrachtung
des Fluoreszenzmedians der dazugehdérigen Fluoreszenzhistogramme zuséatzlich
Erkenntnisse bezuglich der tatsachlichen Hybridisierung der Zellen.

Bei den Versuchen zur Kreuzreaktivitat der Sonden (siehe Kapitel 3.4) sieht man,
dass mit deutlichen Kreuzreaktionen der Sondenkombination fir D. bruxellensis
mit anderen Hefen zu rechnen ist (siehe Abb. 3.27 und Abb. 3.28). In dem Fall der
fir D. bruxellensis spezifischen Sondenkombination liegen doppelt soviele fluo-
reszierende Sonden vor, wie bei den anderen spezifischen Sondenkombinatio-
nen. Dies erhéht auch die Méglichkeit des Auftretens von unspezifischen Bindun-
gen um das Doppelte. In den dazugehdrigen Fluoreszenzhistogrammen ist ein
deutlich niedrigerer Medianwert als bei spezifisch bindenden Sonden zu erken-
nen (siehe Abb. 3.29 D und Abb. 3.30 D). In den Praxisproben (siehe Abb. 3.49
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und Abb. 3.50) sind keine Kreuzreaktionen zu erkennen. Diese sollten, wiirde
die Therorie der doppelten Sondenintensitat zutreffen, an Tag 8 der beiden Fer-
mentationen bei Nachweis von S. cerevisiae sichtbar sein. Ein Grund flr das
Ausbleiben von Kreuzreaktionen kénnte hier ein Binden der Sonden an Proben-
bestandteile, beispielsweise an Zellaggregate oder an die Mediummatrix, sein,
sofern keine Hefen vorliegen, an welche die Dbrux-Sonde spezifisch binden kann.
Zu beachten ist hier auch die Art der Fixierung, welche bei den Praxisproben aus
Abb. 3.49 und Abb. 3.50 in 70%-igem Ethanol durchgefiihrt wurde, im Gegensatz
zu der sonst Ublichen 30-minttigen Formaldehyd-Fixierung. Diese unklaren Be-
funde bezlglich Kreuzreaktionen der Dbrux-Hilfssonden-Kombination sollten in
weiteren Versuchen unter definierten Bedingungen untersucht werden.

Auch die Huv-Hilfssonden-Kombination zeigt teilweise unspezifische Bindungen
an S. cerevisiae (siehe Versuche zur Kreuzreaktivitdt Abb. 3.28 und Versuche
zur Optimierung der Fixiermethode Abb. 3.7 und Abb. 3.8). Es kdnnen teilwei-
se sehr hohe Prozentwerte an Hybridisierungseffizienz mit der Huv-Hilfssonden-
Kombination detektiert werden, obwohl keine Detektion stattfinden sollte, da die
spezifisch bindende Hefeart H. uvarum in der Probe nicht vorliegt (siehe Abb. 3.28).
Dass es sich nicht um eine spezifische Bindung handelt, ist an Hand der Me-
dianwerte der Fluoreszenz erkennbar (siehe Abb. 3.30). Im Falle dieser schein-
baren Kreuzreaktion liegt der Median der Messwerte nur unwesentlich héher
als bei der Negativkontrolle (siehe Abb. 3.30 B). Eine spezifische Bindung an
die Hefezellen ist bei Zellen in der mittleren logarithmischen Wachstumsphase
auch an einem deutlich erhdhten Medianwert zu erkennen (siehe beispielsweise
Abb. 3.30 A oder C). In anderen metabolisch nicht stark aktiven Wachstums-
phasen kann durch den dort verringerten Anteil an ribosomaler RNA und somit
Mangel an Bindungsmdglichkeiten fur die Sonden auch der Fluoreszenzmedian
niedriger liegen. Dies gestaltet eine Beurteilung der Spezifitdt der Sondenbindung
etwas schwieriger und kénnte zu Problemen bei der Beurteilung von Praxispro-
ben flhren.

Betrachtet man alle Versuche, bei denen scheinbare Kreuzreaktionen von S. ce-
revisiae mit der Huv-Hilfssonden-Kombination in der Darstellung hybridisierter
Zellen im Diagramm auffallen (siehe Versuche zur Optimierung der Fixiermetho-
de in Abb. 3.7 und Versuche zur Kreuzreaktivitat in Abb. 3.28) und vergleicht
diese mit Versuchen, bei denen keine Kreuzreaktionen zu erkennen sind (siehe
Mischungsversuche in Abb. 3.33 und den Praxisproben aus Kapitel 3.8), kommen
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verschiedene Erklarungen fir das Auftreten von scheinbaren Kreuzreaktionen in
Frage.

Zur Beurteilung der Kreuzreaktionen sollte zuerst eine Bewertung der jeweiligen
Fluoreszenzhistogramme erfolgen. Bei den Versuchen zur Optimierung der Fi-
xiermethode mit S. cerevisiae (siehe Abb. 3.7) zeigt sich lediglich eine gerin-
ge Kreuzreaktion von S. cerevisiae mit der Huv-Hilfssonden-Kombination. Dies
spiegelt sich auch in den dazugehoérigen Fluoreszenzhistogrammen wider (siehe
Abb. 3.8 B, E und H). Die Histogramme der mit der flr S. cerevisiae unspezi-
fischen Huv-Hilfssonden-Kombination hybridisierten S. cerevisiae-Zellen zeigen
jeweils nur einen geringen Unterschied zu den Histogrammen der dazugehorigen
nonEuk-Kontrolle (Abb. 3.8 B, E und H). Hierbei handelt es sich um einen Fall,
in dem mit einer Markerauswertung bessere Ergebnisse erzielt werden wirden,
da diese Zellen mit ahnlichen Fluoreszenzintensitdten wie die der Negativkon-
trolle ausschlieB3t (siehe auch Kapitel 1.5.3). Dabei wirde es allerdings zu einer
Unterschatzung des Anteils der tatsachlich hybridisierten Zellen kommen, wie
weiter oben in diesem Abschnitt beschrieben wird. Die zu den in Abb. 3.7 geho-
renden dargestellten Histogramme sind mit denen der Praxisproben vergleichbar.
In den Praxisproben (siehe Kapitel 3.8) treten jedoch keine erkennbaren Kreuz-
reaktionen auf. Dies erkennt man deutlich an den Tagen, an denen S. cerevi-
siae-Zellen detektiert wurden und der Anteil an detektierten H. uvarum-Zellen
nahe Null lag. Wirde S. cerevisiae von der Huv-Hilfssonden-Kombination gebun-
den werden, wirde der Anteil an scheinbar detektierten H. uvarum-Zellen hier
deutlich héher ausfallen. Auch bei den Praxisproben unterscheiden sich die Fluo-
reszenzhistogramme der Huv-Hilfssonden-Kombination an den Tagen, an denen
kaum beziehungsweise kein H. uvarum-Anteil detektiert wurde, kaum von den
Fluoreszenzhistogrammen der nonEuk-Kontrolle. Es ist davon auszugehen, dass
es sich bei den in Abb. 3.7 zu erkennenden scheinbaren Kreuzreaktionen der
Huv-Hilfssonden-Kombination mit S. cerevisiae um ein Artefakt aus Kombinati-
on der Overton-Auswertung und eventuellen Fehlern in der Versuchsdurchfih-
rung, die zu einer etwas geringeren nonEuk-Kontrollen-Fluoreszenz beziehungs-
weise einer etwas starkeren Huv-Hilfssonden-Kombinations-Fluoreszenz fihrten,
handelt. Auf die Mdglichkeit einer verunreinigten beziehungsweise geschadig-
ten Huv-Sonde wird im Folgenden noch genauer eingegangen. Ein geringflgig
erhbhtes Signal, wie es bei den Versuchen mit sehr geringen Kreuzreaktionen
festgestellt wurde (siehe beispielsweise Abb. 3.7 und Kapitel 3.8), und damit
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ein geringflgig erhdhter Medianwert, kommt méglicherweise auch durch die Un-
terschiede in der Basenstruktur der nonEuk-Sonde und der jeweiligen spezifi-
schen Sonde zu Stande. Diese flhren zu einer anderen unspezifischen Anbin-
dung an die Zellstruktur, so dass es sich eigentlich um ein Negativsignal handelt.
Dieser Wert sollte sich allerdings im unteren einstelligen Prozentbereich bewe-
gen. Gut ist dies beispielsweise an der Bindung von H. uvarum-Zellen an der
Pan-Hilfssonden-Kombination und an der Sce-Hilfssonden-Kombination zu er-
kennen (siehe Abb. 3.27 und Abb. 3.29). Dieser Effekt ist so gering, dass er aul3er
Acht gelassen werden kann. Auch bei der Huv-Hilfssonden-Kombination kénnte
es zu Wechselwirkungen mit der Mostmatrix kommen. Wirde diese alle Son-
den abfangen, fir die keine spezifischen Bindungspartner vorliegen, wtrde dies
das Nichtvorhandensein der Kreuzreaktionen bei den Praxisproben erklaren. Zur
Verifizierung sollten auch hier weitere Versuche unter definierten Bedingungen
durchgefiihrt werden.

Bei den Versuchen zur Kreuzreaktivitat aus Abb. 3.28 ist, im Gegensatz zu den
beiden eben beschriebenen Fallen (Abb. 3.7 und Kapitel 3.8), eine leichte Schul-
ter bei der Huv-Hilfssondenkombinations-Fluoreszenz mit S. cerevisiae-Zellen im
Fluoreszenzhistogramm erkennbar (siehe Abb. 3.30 B). Mittels Overton-Substrak-
tion werden hier sehr hohe Anteile an hybridisierten Zellen errechnet. Mittels Mar-
kerauswertung stellt sich die Situation etwas unsicherer dar. Es ist sowohl még-
lich, wahrend der Auswertung des Versuches einen Marker in die Liicke zwischen
spezifisch hybridisierter Probe und Negativkontrolle zu setzen als auch den Mar-
ker direkt an das Ende des nonEuk-Fluoreszenzhistogrammpeaks zu platzieren.
Im erstem Fall wirde der Anteil an hybridisierten Zellen, welche als Kreuzre-
aktion bewertet werden wirden, im Vergleich zur Auswertung mittels Overton-
Substraktion sogar zunehmen. Im zweiten Fall nahme der Anteil mutmasslicher
Kreuzreaktionen ab. Allerdings wirden so auch die Anteile spezifisch hybridi-
sierter Zellen abnehmen und diese dann deutlich niedriger als mittels Overton-
Substraktion liegen. Auf die ausfuhrliche Problematik der Auswertung mittels Mar-
ker setzen wurde bereits weiter oben eingegangen. Vermutlich kbnnen die in dem
Versuch zur Kreuzreaktivitat (Kapitel 3.4) auftretenden leichten Fluoreszenzinten-
sitatserhdhungen auf Probleme bei der Versuchsdurchflihrung, zum Beispiel eine
verunreinigte oder zu alte Huv-Sondencharge zurtickgefuhrt werden. Fir diesen
Versuch wurde nachgewiesenermassen eine andere Huv-Sondencharge als fir
die Praxisproben (Kapitel 3.8) verwendet. Diese wirde das Fehlen von Kreuzre-
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aktionen bei den Praxisproben erklaren. Ob auch fir die Versuche zur Optimie-
rung der Fixiermethoden zu Abb. 3.7 schon die neue Huv-Sondencharge verwen-
det wurde, Iasst sich nicht mehr nachvollziehen, die Moglichkeit ist aber gegeben.
Dies wirde ein Auftreten der Kreuzreaktionen der Huv-Hilfssonden-Kombination
mit S. cerevisiae in Abb. 3.28 erklaren. Zur Verifizierung der Problematik soll-
ten die Versuche zur Kreuzreaktivitdt mit neu angebrochenen Sonden wiederholt
werden.

Eventuell kann man die beschriebene Problematik durch jeweils an die spezifi-
sche Sonde angepasste Negativsonden umgehen, wie Manz et al. (1992) vor-
schlagen. Ebenso kénnten geringe Mismatches der Sonden, welche zu falsch-
positiven Bindungen flhren kénnten, durch in silico Sondendesign ausgeschlos-
sen werden (Yilmaz et al., 2011). Unterscheiden sich die Sonden in nur wenigen
Basenpaaren, da die Zielregion stark konserviert und somit nahezu identisch ist,
besteht auch die Mdéglichkeit, konkurrierende Sonden einzusetzen (Wallner et al.,
1995). Hierbei wird die dhnliche unmarkierte Sonde gemeinsam mit der markier-
ten Zielsonde hybridisiert. Wallner et al. (1995) gelang es so, unspezifische Si-
gnale deutlich zu verringern. Gleichzeitig hatten Wallner et al. ohne den Einsatz
der Konkurrenzsonden auch ein Problem mit falsch-positiven Werten. Laut Hu-
genholtz et al. (2002) kann es in einigen Arten von Habitatproben zu signifikan-
ten Problemen mit unspezifischer Probenbindung kommen. Auch Branco et al.
(2019) berichten von Kreuzreaktionen der von ihnen verwendeten D.brux.5.1-
Sonde (Roeder et al., 2007) mit Nichtzielzellen. Sie umgehen dieses Problem
durch Zugabe von 25 % Formamid im Hybridisierungspuffer (siehe auch Kapi-
tel 4.5). AuBerdem ist bei dieser Formamidkonzentration die NaCl-Konzentration
im Waschpuffer verringert und zusatzlich 5mM EDTA enthalten. Beides kdnn-
te zusétzlich zu Formamid einen Effekt auf das Auftreten von Kreuzreaktionen
haben. Allerdings sinkt durch Formamidzugabe auch die Hybridisierungseffizi-
enz vor allem bei D. bruxellensis mit der Euk-Sonde deutlich (Branco et al.,
2019). Formamid wird Ublicherweise bei DNA-FISH-Analysen verwendet, da es
die Schmelztemperatur der DNA senkt und somit eine Trennung der Doppelstran-
ge erleichtert. Bei RNA-FISH-Analysen ist es méglich, dass Formamid hilft, die
Sekundarstruktur der rRNA zu trennen und somit genau wie die in dieser Arbeit
entwickelten Hilfssonden, die Bindungsfahigkeit der spezifischen Sonden erhdht
(Pernthaler et al., 2001). Eine Vergleichbarkeit der hier vorgestellten Versuche
und der Versuche von Branco et al. (2019) ist nur begrenzt moglich, da auch eini-
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ge andere Versuchsparameter deutlich anders sind. Beispielsweise ist die SDS-
Konzentration im Hybridisierungspuffer um ein Zehnfaches héher, die Sonden-
konzentration ist deutlich niedriger, bei ihren Versuchen ohne Formamidzugabe
verwenden Branco et al. den Hybridisierungspuffer mit SDS als Waschpuffer, die
Zellfixierung erfolgt in reinem Ethanol und die Sonden sind mit einem Fluores-
zenzfarbstoff im roten Spektrumsbereich markiert. Des Weiteren scheinen die
Fluoreszenzmedianwerte von Branco et al. (2019) bei positiven Proben eher ge-
ring zu sein, was auch an der geringen Anzahl der fluoreszenten Zellen auffallt,
so dass sie mit Overton-Substraktion als nicht bindend gewertet werden kénnten.
In weiterer vorliegender Literatur zum Nachweis von Hefespezies mittels Flow-
FISH wird die Problematik von unspezifischen Reaktionen oder Reaktionen mit
Fremdsonden umgangen beziehungsweise nicht erwahnt.

4.5. Mindestzellzahl fir einen erfolgreichen
FISH-Assay

Wie die in Kapitel 3.5.1 dargestellten Ergebnisse zeigen, funktioniert der FISH-
Assay auch dann, wenn die fixierte Probe nicht genug Hefezellen liefern kann.
Schon bei einer Mindestzellzahl von circa 20.000 H. uvarum-Zellen in der Mess-
probe funktioniert er zuverlassig. S. cerevisiae kann bis zu einer Zellzahl von
50.000 Zellen in der Probe verlasslich nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.5.2).
Mit abnehmender Zellanzahl ist auch eine abnehmende Tendenz der Hybridisie-
rungseffizienz zu erkennen.

Fir die Ursprungsfermentation bedeuten diese Ergebnisse, dass eine geringe
Zellanzahl keinen Hinderungsgrund fir eine erfolgreiche Hybridisierung darstellt
(siehe Kapitel 3.6, Abb. 3.36). Mit der hier entwickelten Methode kann man bis zu
103 Zellen/ml in der Ursprungsfermentation nachweisen, wenn man die im Me-
thodenteil vorgeschlagenen 32 ml Probe entnimmt. Konzentriert man die Probe
auf, ist auch der Nachweis von weniger Zellen/ml in der Ursprungsfermentati-
on mdglich, solange der Trub nicht anféangt, die flusszytometrische Analyse zu
stéren. Mit dem Nachweis von 102 Zellen/ml in der Ursprungsfermentation be-
wegt sich die hier entwickelte Methode in einem Bereich, den auch andere Flow-
FISH-Methoden in der Literatur erzielen (Branco et al., 2019; Serpaggi et al.,
2010). Des Weiteren handelt es sich hierbei um den Nachweisbereich, den auch
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eine PCR-DGGE erreichen kann (siehe 1.3.3.1). Mittels gPCR kdnnen Werte
von 100 koloniebildenden Einheiten/ml erzielt werden (siehe 1.3.3.2 und OIV,
2011). Laut Blaettel (2012) kommt man mit gPCR bei Werten von 108 Zellen/ml
an das untere Detektionslimit. Auch wenn die Literaturangaben zur Sensivitat
der gPCR sich somit widersprtchlich darstellen, bewegen sie sich in einer ahn-
lichen GréBenordnung wie die in dieser Arbeit fir Flow-FISH ermittelte Sensiti-
vitat. Durch Aufkonzentrieren von Proben mit wenig Trub kénnte auch die hier
entwickelte Flow-FISH-Methode eventuell eine Sensitivitatssteigerung erfahren.
Branco et al. (2020) vermelden, eine neue DNA-FISH-Sonde entwickelt zu ha-
ben, welche auch bei niedrigen Zellkonzentrationen eine Detektion von D. bru-
xellensis erm@glicht. Allerdings verwenden Branco et al. Formamid im Hybridisie-
rungspuffer mit einer Konzentration von mindestens 5% und eine héhere SDS-
Konzentration als in dieser Arbeit von 0,1 % SDS [v/v] (Branco et al., 2019). Mit
der in dieser Arbeit vorgestellten Methode ist es mdglich, nur geringfiigig héhe-
re Zellzahlen als Branco et al. (2020) postulieren, nachzuweisen. Eventuell ist
auch bei der hier entwickelten Versuchskonstellation eine Erhéhung der SDS-
Konzentration im Hybridisierungspuffer méglich (siehe Kapitel 3.1.3). Es gilt zu
beachten, dass 103 Zellen/ml auch fir Most eine geringe Zellzahl ist. In der Lite-
ratur werden Gesamtkeimzahlen auf Trauben von 102 bis 108 KBE / g beschrieben
(Prakitchaiwattana et al., 2004). Diese durften durch Vermehrung zigig ein de-
tektierbares Konzentrationsniveau erreichen. Brettanomyces fuhrt ab einer Zell-
zahl von 103 Zellen/ml in Wein zu sensorischen Auffélligkeiten (Chatonnet et al.,
1995) (siehe Kapitel 1.2.3.2). Auch hier sollte die in dieser Arbeit weiter entwi-
ckelte Flow-FISH-Methode Hilfestellung bieten kénnen, um eine Schadigung des
Weines zu vermeiden.

4.6. FISH in Mischungen / Wiederfindung

In Mischungen aus S. cerevisiae und H. uvarum zeigt sich bei Assay-ublicher
und auch bei verringerter Zellzahl ein linearer Verlauf zwischen dem Anteil ge-
messener und vorhandener H. uvarum-Zellen (siehe Kapitel 3.6). Mit abnehmen-
der Konzentration von H. uvarum werden stets etwas mehr Zellen als hybridisiert
angezeigt als tatsachlich vorhanden sind (siehe Abb. 3.33 und Abb. 3.34). Auch
wenn nur 20.000 Zellen insgesamt je analysierter Probe vorhanden sind, ist ein
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linearer Nachweis von H. uvarum bis zu 10 % H. uvarum-Zellen im Ansatz mdg-
lich (siehe Abb. 3.36 und Abb. 3.37). Dies entspricht 2.000 Zellen je analysierter
Probe. Damit nahert man sich einem Bereich, der auch in praxisbezogenen in-
okulierten Fermentationen und auch in Spontanfermentationen vorkommen kann.
Eine Ubertragbarkeit auf praxisbezogene Proben ist somit gegeben. Auch wenn
weitere Hefespezies, beispielsweise P anomala, in der Probe vorhanden sind,
kénnen die enthaltenen Anteile an Hefen durch den flusszytometrischen Nach-
weis bestéatigt werden.

Bei den Versuchen zu Abb. 3.35 erkennt man die Wichtigkeit einer zuverlassi-
gen Negativkontrolle. Scheinbar treten bei diesem Versuch keine Kreuzreaktio-
nen von S. cerevisiae mit der Huv-Hilfssonden-Kombination auf (siehe Abb. 3.33).
Betrachtet man die dazugehérigen Fluoreszenzhistogramme, stellt sich die Si-
tuation etwas komplexer dar (siehe Abb. 3.35). Man erkennt deutlich den mit ab-
nehmender H. uvarum-Konzentration abnehmenden Peak an hybridisierten Zel-
len im héheren Fluoreszenzintensitatsbereich. Die non-Euk-Kontrolle weist in al-
len Mischungsverhaltnissen eine deutliche Schulter auf, welche im Vergleich zu
anderen Versuchen (siehe zum Beispiel Abb. 3.29 und Abb. 3.30) stark ausge-
pragt ist. Auch diese nimmt mit zunehmendem Anteil an S. cerevisiae in der
Probe zu. Mdglicherweise handelt es sich hierbei um ein Artefakt aus einem
Fehler in der Versuchsdurchfihrung. In weiteren Versuchen mit geringerer Zell-
zahl (siehe Kapitel 3.36) konnte ein solches Phanomen nicht beobachtet werden.
Dort war die non-Euk-Kontrollen-Fluoreszenz durchweg unauffallig und entsprach
dem schmalen Peak in anderen Versuchen (Fluoreszenzhistogramme nicht dar-
gestellt). Solange ein Peak der Fluoreszenzintensitat im héheren Medianbereich
erkennbar ist, sollte das Aussehen der non-Euk-Kontrolle fir die Auswertung we-
nig relevant sein. Auch sieht der Peak der Negativkontrolle dem der Probe im
niedrigeren Fluoreszenzbereich sehr dhnlich. Es Iasst sich nicht sicher ausschlie-
Ben, dass die S. cerevisiae-Kultur mit einer anderen Spezies verunreinigt war,
die eine Reaktion mit der non-Euk-Sonde und der Huv-Hilfssonden-Kombination
zeigt. Im Verlauf dieser Arbeit konnte auch festgestellt werden, dass schlechte
non-Euk-Kontroll-Fluoreszenzhistogramme mit der Charge der verwendeten non-
Euk-Sonde zusammenhangen kdénnten. Auch eine Versuchswiederholung brach-
te ahnliche Ergebnisse. Im Zusammenhang mit dem Mischungsversuch mit einer
Zellzahl von 20.000 Zellen pro Ansatzgefass, trat dieses Phanomen nicht auf.
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4.7. FISH mit verschiedenen Hefestammen

Wie die Versuche in Kapitel 3.7 zeigen, kénnen auch andere H. uvarum-Stamme
als der zur Etablierung verwendete DSM-Stamm 26650 mittels Flow-FISH und
der spezifischen Huv-Sondenkombination nachgewiesen werden (Abb. 3.39). Auch
bei S. cerevisiae ist mit der verwendeten spezifischen Sce-Sondenkombination
ein Nachweis diverser Stamme mdglich (Abb. 3.40). Bei manchen Stammen schei-
nen die spezifischen Sonden nicht ganz so gut zu binden, wie bei anderen. Ge-
rade bei H. uvarum ist dies auffallig (siehe Abb. 3.39). Mdbglicherweise ist dies
darauf zurlck zu flhren, dass die spezifischen Sonden auf die Sequenz von
Stammsammlungsstammen designt wurden. Im Fall H. uvarum bei Xufre et al.
(2006) handelte es sich um einen Stammsammlungsstamm (PYCC 4193) und di-
verse Wildisolate. Die in dieser Arbeit entwickelten Hilfsonden sind an den H. uva-
rum-DSM-Stamm (DSM 26650) angepasst. Eventuell liegen gerade in den Son-
denbindungsregionen der Hefestdmme stammspezifische Unterschiede vor, die
die Bindungseffektivitat der Sonden beeinflussen. Da es sich bei der Sondenbin-
dungsregion um einen konservierten Bereich der RNA handelt, ist dies jedoch
nicht sehr wahrscheinlich. Eine gro3ere Rolle spielt vermutlich die Aktualitat und
Genauigkeit der Datenbank, auf welcher das Design der Sondensequenzen ba-
siert. Auch laut Amann et al. (2001) tragt diese maf3geblich zur Effektivitat der
Sondenbindung bei. Des Weiteren gibt es zwischen verschiedenen Hefestdmmen
derselben Spezies Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung, zum Bei-
spiel beim Anteil an rRNA und DNA, was zu unterschiedlichen Hybridisierungsef-
fizienzen fuhren kann (Mikkola u. Kurland, 1992; Wallner et al., 1995).

Wo man bei S. cerevisiae-Stammen keine signifikante und bei den verschie-
denen Stdmmen von H. uvarum eine geringe Stammabhangigkeit der Hybridi-
sierungseffektivitat sieht, scheint diese bei D. bruxellensis dominanter zu sein.
Die Nachweisbarkeit von D. bruxellensis ist stamm- und zellformabhéangig (siehe
auch Kapitel 1.2.3.2). Beispielsweise liegen die Zellen des D. bruxellensis-Stamm
DSM 70001 vorrangig als Pseudomycelium vor und sind somit flusszytometrisch
nicht auszuwerten. Ein weiterer D. bruxellensis-Stamm AWRI 1499, welcher haupt-
sachlich Einzelzellen in Kultur zeigt, eignet sich hingegen sehr gut zum flusszyto-
metrischen Nachweis und dient in dieser Arbeit als Etablierungsstamm (siehe
3.2.4). Auch Branco et al. (2019) zeigen eine um mehr als die Hélfte verringerte
Hybridisierbarkeit zwischen zwei D. bruxellensis-Stammen aus Stammsammlun-
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gen, deren Hintergrinde unbekannt sind. Eine Bedingung flr eine einwandfreie
flusszytometrische Nachweisbarkeit ist stets das Vorliegen der Probe in Einzel-
zellen. Es wird als notwendig erachtet zur weiteren Evaluierung der hier vorge-
stellten Sonden-Hilfssondenkombination noch weitere, auch wild vorkommende,
D. bruxellensis-Stamme zu untersuchen.

Es ist dringend zu empfehlen bei unbekannten Mischungen vor der Durchfih-
rung einer FISH, die Autofluoreszenz der zu analysierenden Probe zu untersu-
chen (Moter u. Goebel, 2000). Je nach enthaltener Hefe- beziehungsweise Bak-
terienarten kdnnen diese eine stérende Autofluoreszenz aufweisen (Moter u. Go-
ebel, 2000). Branco et al. (2019) untersuchten zwdlf in Weinfermentationen haufig
vorkommende Hefespezies auf Autofluoreszenz und konnten diese lediglich far
Z. bailii mit Cy3- und FITC-Filtern belegen. Des Weiteren ist eine Autofluoreszenz
im griinen Wellenlangenbereich durch das Medium belegt (Branco et al., 2019).
Vor allem roter Wein beziehungsweise Most aus roten Trauben zeigt deutliche
Autofluoreszenz (Branco et al., 2019). Auch im Bezug auf eventuelle Autofluores-
zenz der Proben zeigt sich so die Erfordernis einer standig mit zu untersuchenden
Negativkontrolle, mit der diese Effekte eliminiert werden kénnen.

4.8. Praxisproben

Wie die Praxisversuche in Kapitel 3.8 zeigen, ist generell ein Nachweis der unter-
suchten Hefespezies auch wahrend einer Fermentation méglich. Die Ergebnisse
entsprechen dem aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstand wie die Hefevertei-
lung wahrend einer Fermentation verlauft (Fleet et al., 1984; Ganga u. Martinez,
2004; Schuetz u. Gafner, 1993a). Das heif3t, mit dem Anstieg des Alkoholgehaltes
und somit dem Beginn der Fermentation, steigt auch der Anteil an S. cerevisiae-
Zellen. H. uvarum kommt in Most und zu Fermentationsstart in grof3en Anteilen
vor. Mit weiterer Zunahme an S. cerevisiae-Zellen und steigender Alkoholkonzen-
tration stellt H. uvarum seine Fermentationstatigkeit ein und vermehrt sich nicht
mehr so stark (siehe Kapitel 1.1.1.1 und 1.2.3.1). Dieser Effekt konnte sowohl
bei Spontanfermentationen (Abb. 3.41, 3.42, 3.43, 3.44 und 3.45) als auch bei
Inokulierungen mit Reinzuchthefen (Abb. 3.47 und 3.48) beobachtet werden. Es
kann nach wie vor nicht ausgeschlossen werden, dass trotz niedriger Anteile an
hybridisierten H. uvarum-Zellen, diese nach wie vor in geringen Anteilen in der
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Fermentation vorhanden sind und es bei Unterschwefelung des Weines in der
Flasche zu erneuter Vermehrung kommen kann (Dittrich u. Grossmann, 2010).
Die Fixierungen mit Formaldehyd (Abb. 3.41, 3.42, 3.43, 3.44 , 3.45, 3.47 und
3.48) liefern deutlich bessere Ergebnisse als die Fixierungen mit 70%-igem Etha-
nol (Abb. 3.49 und 3.50). Man erkennt deutlich, dass die schnellere und einfache-
re Ethanolfixierung zu Lasten der Zellanzahl und Probenqualitat geht. Etwaige
Verklumpungen erschweren das Auswerten und das Erzielen eines reelen Er-
gebnisses (siehe auch Kapitel 4.1.3). Eine Formaldehydfixierung ist darum auch
bei nativen Fermentationen der Ethanolfixierung vorzuziehen.

Im Fall von Abb. 3.45 und Abb. 3.50 handelt es sich um verzigerte Fermentatio-
nen. Grlinde hierflr sind spekulativ. Abb. 3.45 zeigt einen Alkoholanstieg, bevor
ein Anstieg der S. cerevisiae-Zellen erkennbar ist. Auch die Euk-Sonde verzeich-
net zu diesem Zeitpunkt noch keinen Anstieg, was eine andere, nicht durch die
hier genutzten Sonden detektierte, Hefespezies nahezu ausschlie3t. Auf Grund
der geringen Zellzahl zu diesem Zeitpunkt kdnnen hier aber auch Messfehler
nicht ausgeschlossen werden. Die Fermentation in Abb. 3.50 zeigt gegen Ende
der Probennahme einen deutlichen Anstieg der D. bruxellensis-Zellen und der
Euk-Sonde. Eine Kontamination mit D. bruxellensis ist hier wahrscheinlich. Die
Fermentationen aus Geisenheim konnten lediglich circa 14 Tage verfolgt werden,
so dass dieser Wert nicht verifiziert werden kann. Generell ist die Bindungsef-
fektivitat der D. bruxellensis-Sonden-Hilfssondenkombination und der P anoma-
la-Hilfssondenkombination bei den hier untersuchten nativen Proben mit Vorsicht
zu betrachten, da nur eine Fixierung tber 30 min mit Formaldehyd beziehungs-
weise eine Ethanolfixierung stattfand. Die aus dieser Arbeit vorliegenden Etablie-
rungsversuche beschreiben den Nachweis von D. bruxellensis oder P anomala
nach einer 24 h Formaldehydfixierung (siehe Kapitel 3.2.4). Bei 30 min dauernder
Formaldehydfixierung konnte anfangs auch mit Hilfssonden keine ausreichen-
den Hybridisierungseffizienzen erzielt werden. In weiteren, in dieser Arbeit nicht
dargestellten, Versuchen konnten mit den Hilfssonden auch nach 30 min Fixie-
rungzeit in Formaldehyd zufriedenstellende Hybridisierungseffizienzen erreicht
werden. Mit Ethanolfixierung und den Hefen D. bruxellensis und P anomala wur-
de keine vorhergehende Etablierung durchgefihrt.

Die Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mittels Flusszytometrie ist,
wie an Hand der Praxisproben gezeigt werden konnte, auch in der Praxis an-
wendbar (siehe Kapitel 3.8). Ein Nachweis der garenden Hefepopulation ist so-
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wohl in spontanen, sowie in mit kommerziellen Hefestarterkulturen inokulierten
Fermentationen mdglich.

Die Fixierung mittels Formaldehyd wird auch fur Praxisproben als die effektivere
Fixierungsmethode betrachtet (siehe Kapitel 3.1.4 und 3.8). Ist ein Probentrans-
port Uber einen langeren Zeitraum notwendig, bietet es sich dennoch an, eine
Ethanolfixierung am Ort der Probenentnahme durchzuflihren.
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5. Schlussbetrachtung und
Ausblick

Mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode ist es mdglich, drei Schadhefen
(Hanseniaspora uvarum, Dekkera bruxellensis, Pichia anomala) und die Haupt-
garhefe Saccharomyces cerevisiae zum Zeitpunkt ihrer fermentativen Aktivitat,
und somit bei Beteiligung an der Fermentation, nachzuweisen. Auch ein Nach-
weis geringer Zellzahlen bis in einen Bereich von 108 Zellen/ml ist méglich, so
dass auch beginnende Kontaminationen mit Schadhefen nachgewiesen werden
kénnen. So kann ein Eingriff in den Fermentationsprozess rechtzeitig vor einer
Schadigung des Endproduktes erfolgen. Unter Berlicksichtigung der Tatsache,
dass die Methode nach wie vor abhangig von der Wachstumsphase der Hefezel-
len ist, kann der flusszytometrische FISH-Assay als etabliert betrachtet werden.
Mit der vorgestellten angepassten Methode unter Verwendung der Hilfssonden
(siehe Kapitel 3.2) und der zur Auswertung verwendeten Overton-Substraktion
(Overton, 1988) (siehe Kapitel 1.5.3) ist es méglich, eine gute quantitative und
qualitative Auswertung bis in die stationare Wachstumsphase hinein zu liefern.
Die hier untersuchten rRNA-Sonden (Roeder et al., 2007; Xufre et al., 2006)
zeigen eine hohe Spezifitdt, um die entsprechenden Hefespezies nachzuwei-
sen. Gleichzeitig konnten aber auch die Grenzen der universellen Euk516-Sonde
(Amann et al., 1990a) aufgezeigt werden (siehe Kapitel 4.3). Im Laufe dieser Ar-
beit konnte die Zeitdauer der Formaldehydfixierung deutlich gesenkt werden und
eine gesundheitlich unbedenklichere und ohne gro3es Laborequipment durchzu-
fihrende Fixiermethode mit Ethanol etabliert werden. Auch die Ubertragbarkeit
des Flow-FISH-Assays aus Laborkultivierungsbedingungen auf reale Praxisfer-
mentationen konnte erzielt werden. Eine Nutzung des Flow-FISH-Assays zum
Nachweis von verschiedenen Hefespezies auch in nativen Fermentationen ist
wahrend nahezu der kompletten Fermentationsphase von Most zum Endprodukt
Wein maoglich.
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Da in dieser Arbeit nur die Nachweisbarkeit von Hefen mittels Flow-FISH in weiBem
Traubenmost und WeiBweinfermentationen untersucht wurde, ware es interessant,
auch die Nachweisbarkeit in rotem Traubenmost beziehungsweise in Rotwein-
fermentationen zu untersuchen. Rotwein weist eine starke Autofluoreszenz auf
(Branco et al., 2019). Méglicherweise waren fiir eine erfolgreiche Ubertragung
andere Fluoreszenzfarbstoffe notwendig. Roeder et al. (2007) und Roeder (2007)
weisen Dekkera-Spezies in Rotwein nach, allerdings nur subjektiv mittels Fluo-
reszenzmikroskopie. Branco et al. (2019) weisen auch D. bruxellensis mittels
Flusszytometrie in Rotwein nach. Sie verwenden einen anderen rot-emittierenden
Fluoreszenzfarbstoff.

Zur Optimierung der Methode sollte die Ursache firr die Notwendigkeit einer Ver-
langerung der Formaldehydfixierzeiten bei einigen Spezies evaluiert werden. Es
ist nicht auszuschlie3en, dass hier Fehler in der Versuchdurchfihrung oder Ver-
unreinigungen der Hefekulturen vorlagen. Auch zur Ursache der potentiellen Kreuz-
reaktionen sollten weitere Versuche zur Haltbarkeit der spezifischen Sonden durch-
gefihrt werden.

Es existieren verschiedene Ansatze in der Literatur, die Methode des flusszyto-
metrischen Nachweises von Hefespezies in Wein weiter zu optimieren.

Fuchs et al. (2000b) kombinieren die flusszytometrische Analyse der Hefespezi-
es mit anschlieBendem Zellen sortieren mittels FACS. Mit einer darauffolgenden
weiteren FISH der sortierten Zellen und einer DGGE (siehe Kapitel 1.3.3.1) kann
rasch die taxonomische Zusammensetzung von in diesem Fall marinem Phyto-
plankton ermittelt werden. Mit diesem Ansatz kénnte beispielsweise die Entwick-
lung der Zusammensetzung der Hefespezies wahrend der Fermentation genaus-
tens analysiert werden. Auch kdnnte man so mdgliche weitere Kandidaten fur
weitere noch zu entwickelnde spezifische Sonden finden. Daflir wére allerdings
ein Flusszytometer mit Sortiereinheit (FACS) notwendig.

Blasco et al. (2003) und Pfannebecker (2008) haben passende 16S-rRNA-Sonden
fur verschiedene in Wein vorkommende Bakterienspezies entwickelt und mittels
FISH fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Eine Ubertragbarkeit auf fluss-
zytometrische Detektion von Bakterien er6ffnet weitere Mdglichkeiten zur Nut-
zung dieser Methodik. Kénnte man Milchsaurebakterien wie beispielsweise Oe-
nococcus oeni nachweisen, liee sich unbeabsichtigter Biologischer Sadureabbau
(BSA) wahrend der Fermentation verhindern beziehungsweise erwiinschter BSA
besser kontrollieren.
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Schlussbetrachtung und Ausblick

Um die Effizienz der Flow-FISH-Methode zu erhéhen, kdnnte man beispielswei-
se unterschiedlich markierte Sonden parallel in einer Analyseprobe verwenden.
So kénnten mehrere Spezies in einer Probe gleichzeitig nachgewiesen werden,
was die Analysedauer deutlich senken wiirde. Es gibt unter anderem Studien da-
zu, die mehrere Bakterienspezies gleichzeitig in einer marinen Schlammprobe
nachweisen (Amann, 1995; Amann et al., 1995, 1996; Wagner et al., 1993). Hier-
fr sind allerdings unterschiedliche Fluoreszenzmarkierungen fir die flusszyto-
metrische Detektion notwendig. Daflir missen vorhergehende Untersuchungen
zur Effektivitat der Sonden mit unterschiedlichen Fluorophoren und eventuellen
Wechelwirkungen derselben durchgefliihrt werden. Aus der Literatur liegen FISH-
Studien mit Einfachverwendung von unterschiedlichen Fluorochromen vor (siehe
Kapitel 1.4.3).

Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Kombination von Lebend-Tot-Farbung
mit Flow-FISH, wie sie Branco et al. (2012) beim Nachweis von S. cerevisiae und
Hanseniaspora guilliermondii vorstellen. Diese Kombination bietet die Maglich-
keit, die Lebensfahigkeit der untersuchten Hefespezies zu beurteilen. So kann
die Geféahrlichkeit einer Kontamination und die Notwendigkeit eines Eingriffes in
die Fermentation beurteilt werden. Die alleinige Durchfiihrung einer flusszytome-
trischen Lebendtotfarbung aus unfixiertem Probenmaterial ist etabliert (Hutter,
1992; Sommer, 2020; eigene Versuche).

Der in dieser Arbeit weiter optimierte Flow-FISH-Assay bietet eine vielverspre-
chende Md&glichkeit, schnell und effizient verschiedene Hefespezies auch wéh-
rend der Fermentation quantitativ und qualitativ nachzuweisen.
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A. Anhang

A.1. Versuchsdaten

A.1.1. Negativkontrolle

Daten zu Abb. 3.1: Prozentuale Anteile der hybridisierten Zellen von H. uva-
rum nach Berucksichtigung des FITC-induzierten Hintergrundrauschens -
Daten aus Masterthesis Christian Vogelei

Sonde hybridisierte Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
Euk 83,6 1,65 1,97
non-Euk 0,003 0,005 141,42
Huv 79,84 1,33 1,67
Sce 0 0 0
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Anhang

A.1.2. Optimierung der Hybridisierungsbedingungen

A.1.2.1. Optimierung von Temperatur, Sondenkonzentration und
Inkubationsdauer der Hybridisierung

Daten zu Abb. 3.2: Auswirkung der Hybridisierungstemperatur, Sonden-
konzentration und Hybridisierungsdauer auf den Anteil mit Huv-Sonde hy-
bridisierter Zellen von H. uvarum - Daten aus Masterthesis Christian Vogelei
*extreme AusreiBBer entfernt (Stdabw. = Standardabweichung)

41°C
Hyb.dauer [min] | Sondenkonz. [pmol/ul] | hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
1,5 1,83 0,03 1,37
60 3 2,58 0,20 7,57
6 2,51 0,59 23,51
1,5 12,81 0,85 6,61
180 3 10,72 1,15 10,71
6 24,75 3,78 15,28
1,5 77,85 0,54 0,69
960 3 89,74 1,68 1,87
6 88,17 1,24 1,41
46°C
Hyb.dauer [min] | Sondenkonz. [pmol/ul] | hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
1,5 1,48 0,49 33,29
60 3 3,66 * *
6 39,34 2,09 5,30
1,5 30,34 1,44 4,75
180 3 46,05 2,56 5,57
6 58,92 5,16 8,76
1,5 85,69 1,12 1,30
960 3 84,30 2,22 2,63
6 82,30 2,00 2,44
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A.1 Versuchsdaten

51°C

Hyb.dauer [min] | Sondenkonz. [pmol/ul] | hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
1,5 12,40 1,70 13,73

60 3 18,10 2,31 12,75
6 33,70 2,73 8,10
1,5 52,31 7,94 15,18

180 3 66,74 4,52 6,77
6 76,86 1,49 1,94
1,5 73,52 3,11 4,22

960 3 69,39 1,43 2,06
6 66,25 0,71 1,07

Daten zu Abb. 3.3: Abhéangigkeit von der Hybridisierungsdauer bei der Hy-
bridisierung von H. uvarum

Hyb. [h] | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
3 Euk 77,94 2,32 2,97
Huv 24,63 0,27 41,59
4 Euk 93,34 1,02 1,52
Huv 33,99 8,51 25,05
5 Euk 92,55 1,40 1,52
Huv 36,06 4,53 12,56
18 Euk 81,95 7,53 9,19
Huv 63,55 4,18 6,59
20 Euk 85,02 0,35 0,41
Huv 61,67 3,86 6,27
50 Euk 85,84 1,04 1,21
Huv 65,90 4,22 6,41
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A.1.2.2. Optimierung der SDS-Konzentration des Hybridisierungspuffers

Daten zu Abb. 3.4: Abhéangigkeit von der SDS-Konzentration bei der Hy-
bridisierung von H. uvarum - Daten aus Masterthesis Christian Vogelei

SDS [%] | Sonde | hyb. Zellen[%] | Standardabweichung | CV [%)]
0.000 Euk 45,74 0,90 1,96
’ Huv 32,12 0,39 1,20
Euk 49,15 0,22 0,46
0,001
Huv 47 .47 0,86 1,80
Euk 83,59 1,65 1,97
0,010
Huv 79,84 1,33 1,67

A.1.3. Optimierung der Fixierungsmethode

Daten zu Abb. 3.5:  Auswirkung von Anderungen der Fixierzeit auf die Hy-
bridisierung von H. uvarum - Daten aus Masterthesis Christian Vogelei

Fixierdauer [min] | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
30 Euk 91,79 0,83 0,90
Huv 79,03 0,84 1,07
180 Euk 94,60 0,69 0,73
Huv 83,43 0,67 0,80
Euk 93,72 1,97 2,10
1080 Huv 84,30 1,91 2,27
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A.1 Versuchsdaten

Daten zu Abb. 3.6: Auswirkung der Fixiermethode auf die Hybridisierung
von H. uvarum (Stdabw. = Standardabweichung)

Fixiermethode Sonde hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
Euk 89,17 0,64 0,72
30min Formaldehyd HuvH12L 84,51 0,54 0,64
SceH12 3,09 1,99 64,46
Euk 86,80 1,08 1,24
70% Ethanol HuvH12L 83,55 1,02 1,22
SceH12 7,39 2,20 29,71
Euk 80,66 1,39 1,72
aufsteigende Ethanolreihe | HuvH12L 76,90 1,14 1,49
SceH12 2,73 0,83 30,27

Daten zu Abb. 3.7: Auswirkung der Fixiermethode auf die Hybridisierung
von S. cerevisiae (Stdabw. = Standardabweichung)

Fixiermethode Sonde hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
Euk 95,83 0,51 0,53
30min Formaldehyd HuvH12L 15,01 3,64 24,24
SceH12 96,48 0,46 0,48
Euk 93,84 0,15 0,15
70% Ethanol HuvH12L 19,01 4,54 23,89
SceH12 93,88 1,02 1,08
Euk 93,25 0,72 0,77
aufsteigende Ethanolreihe | HuvH12L 16,13 2,06 12,78
SceH12 89,54 2,51 2,81
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A.1.4. Einsatz von Hilfssonden
A.1.4.1. Erstellung der Hilfssonden
A.1.4.2. Hilfssondeneinsatz bei H. uvarum

Daten zu Abb. 3.12, 3.13, 3.14 und Abb. 3.15: Normalisierter Median der
FITC-Fluoreszenz und Anzahl hybridisierter Zellen [%] bei Verwendung der
verschiedenen Hilfssonden bei H. uvarum (Stdabw.=Standardabweichung; hyb.
Z. = hybridisierte Zellen; norm. Median = normierter Median)

Sonde hyb. Z. [%] | St.abw. | CV [%] | norm. Median | Stdabw.
Euk 87,90 0,19 0,22 163,09 2,65
Huv 73,03 7,73 10,59 100,00 4,25
Huv + H1 77,01 5,01 6,50 148,50 24,55
Huv + H1 + H2n 90,01 0,68 0,76 213,30 8,82
Huv + H2L 88,84 0,13 0,14 151,93 2,10
Huv + H2n 83,30 0,99 1,19 120,17 1,61
Huv + H7 82,03 1,72 2,10 112,45 6,76
Euk 82,40 0,50 0,60 137,27 2,39
Huv 81,03 0,36 0,44 100,00 1,04
Huv + H1 + H2L 90,83 1,62 1,79 223,62 0,90
Huv + H1 + H3n 82,79 1,25 1,51 117,71 5,14
Huv + H3n 73,90 1,55 2,10 74,91 2,76
Huv + H4L 79,79 1,00 1,25 112,18 2,76
Huv + H4n 75,85 3,73 4,92 87,45 13,31
Euk 73,26 0,94 1,28 119,33 9,51
Huv 71,44 0,67 0,94 100,00 3,82
Huv + H3L 67,08 1,67 2,49 87,96 0,79
Huv + H5 67,38 1,70 2,52 84,31 2,21
Huv + H6én 76,39 1,74 2,28 116,81 5,18
Euk 85,40 1,46 1,71 135,66 10,46
Huv 78,13 4,18 5,35 100,00 5,70
Huv +H1 + H2L + H7 88,87 0,55 0,62 179,84 1,10
Huv + H2 +H4L 82,12 0,36 0,44 105,43 1,10
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Sonde hyb. Z. [%] | St.abw. | CV [%] | norm. Median | Stdabw.
Huv + H5 + H6L 72,01 7,48 10,38 98,45 6,67
Huv + H5 + H6n 80,07 0,55 0,68 96,12 1,10
Huv + H6L 80,72 0,76 0,94 109,30 3,80

A.1.4.3. Hilfssondeneinsatz bei S. cerevisiae

Daten zu Abb. 3.16: Effekt der Hilfssonden bei S. cerevisiae (hyb. Z. = hy-
bridisierte Zellen; Stdabw. = Standardabweichung; norm. Median = normierter

Median)

FA- Sonde | hyb. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] norm. Stdabw.

Fixierungs- Median

dauer

_ Euk 4,89 1,87 38,29 96,53 9,37

30 min

(Standard) Sce 9,24 0,33 3,56 100,00 1,70
SceH12 35,62 1,34 3,77 169,44 5,47
Euk 41,55 2,16 5,21 195,83 9,00

2h Sce 48,16 2,19 4,55 100,00 16,75
SceH12 75,73 1,43 1,89 169,44 17,76
Euk 11,02 1,81 16,42 105,19 5,51

3h Sce 11,67 0,67 5,73 100,00 6,62
SceH12 41,52 3,82 9,20 297,40 45,92
Euk 15,42 0,48 3,09 108,33 6,42

5h Sce 18,62 0,85 4,58 100,00 2,55
SceH12 51,15 1,17 2,30 396,88 15,31
Euk 90,68 0,41 0,46 115,10 0,94

20h Sce 88,44 0,49 0,55 100,00 1,01
SceH12 92,92 0,54 0,59 143,04 2,39
Euk 92,17 0,70 0,75 117,60 4,46

24h Sce 91,40 0,35 0,39 100,00 0,68
SceH12 94,46 1,25 1,33 150,13 9,24
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A.1.4.4. Hilfssondeneinsatz bei P. anomala und D. bruxellensis

Daten zu Abb. 3.17: Effekt der Hilfssonden bei Pichia anomala (Stdabw. =
Standardabweichung; norm. Median = normierter Median)

Sonde hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%] | norm. Median [%] | Stdabw.
HuvH12L 89,11 3,68 4,13 365,91 17,68
Euk 97,31 0,55 0,57 593,18 29,33
Pan 23,07 2,57 11,12 100,00 3,21
PanH12 93,09 1,59 1,71 455,68 9,78

Daten zu Abb. 3.18: Effekt der Hilfssonden bei Dekkera bruxellensis (AWRI1499)
(Stdabw.=Standardabweichung; hyb. Z. = hybridisierte Zellen; norm. M. = nor-
mierter Median)

Sonde hyb. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | norm. M. [%] | Stdabw.
Euk 71,43 0,45 0,63 222,92 1,47
D.brux 1.1 22,63 3,41 15,05 100,00 5,10
D.brux 1.2 62,17 1,10 1,76 182,29 1,47
D.brux 1.1 + D.brux 78,39 1,21 1,55 297,92 3,90
1.2

D.brux 1.1 H1LH2L 69,56 0,23 0,33 220,83 1,47
D.brux 1.2 H1H2L 74,78 0,79 1,05 253,13 2,55
D.brux1.1 H1LH2L + 84,71 0,56 0,66 492,71 1,47
D.brux1.2 H1H2L

A.1.5. Einfluss der Wachstumsphase auf die
Hybridisierungseffizienz

A.1.5.1. Wachstumsverlauf und Hybridisierungseffizienz im
Wachstumsverlauf von H. uvarum
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Daten zu Abb. 3.19: Wachstumskurve von H. uvarum (DSM) in Chardon-
naymost: exponentielle sigmoide und logistische Funktion y = a* (1 + b exp(c
x))~! - Daten aus Masterthesis Christian Vogelei

Most
Zeit [min] Messwerte Schéatzwerte | Chi-Quadrate Summe
[Zellzahl] Chi-Quadrate
30 408680 1,88%10° | 4,85x10'0 8,30 x 1015
60 506575 2,63x10° | 5,92 10'0
120 548975 5,14 % 10° 1,24 % 10°
150 7,17 x10°
180 1,00 % 108
210 2395020 1,39%10% | 1,00%10'?
285 3,17 x 108
330 6003600 515%10% | 7,29 %10
410 1,18 %107
450 10195975 1,75%107 | 5,31%10'3
470 2,11 %107
500 2,75 %107
530 3,51 %107
560 4,37 x 107
590 5,32 %107
620 6,28 % 107
660 7,52 %107
700 8,60 % 107
1380 60857250 1,16%108 | 2,99 10"
1710 61469450 1,16%108 | 29310
2880 67333120 1,16%108 | 2,33%10"°
a 1,16 %108
8,56 * 102
—1,12%1072
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Daten zu Abb. 3.19: Wachstumskurve von H. uvarum (DSM) in YPD-Medium:
exponentielle sigmoide und logistische Funktion y = ax (1 + bx* exp(c* x))~" -
Daten aus Masterthesis Christian Vogelei

YPD
Zeit [min] Messwerte Schatzwerte | Chi-Quadrate Summe
[Zellzahl] Chi-Quadrate
0 2027635 6,09%10° | 2,01%10'2 2,86 % 1014
30 2052860 8,82x10° | 1,37x10'2
45 1950053 1,06 %108 | 7,90 10"
120 2,67 108
180 5,51 % 108
210 7,88 % 10°
270 8804170 1,57%107 | 6,20%10"3
330 20758613 2,99%107 | 8,29%10'3
410 6,11 %107
450 8,06 x 107
470 9,04 x 107
500 1,04 % 108
530 1,17 % 108
560 1,27 % 108
590 1,36 % 108
620 1,42 % 108
660 1,48 % 108
700 1,52 %108
1500 168054533 1,59%108 | 7,98%10'3
2800 1,59 % 108
4320 151280750 1,59%108 | 6,15%10"3
a 1,59 % 108
b 2,60 % 102
—1,24 %1072
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Daten zu Abb. 3.20: Einfluss der Wachstumsphase von H. uvarum (DSM)
zum Zeitpunkt der Fixierung auf die Hybridisierungseffizienz - Daten aus
Masterthesis Christian Vogelei

YPD
Wachstumsphase | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
lag Euk 7,41 1,64 22,13
Huv 10,42 3,31 31,77
10g Euk 93,59 2,37 2,53
Huv 90,98 0,34 0,37
. Euk 2,5 0,5 20,00
stationar HOv 37.3 1,31 351
Most
Wachstumsphase | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
ag Euk 49,04 1,51 3,08
Huv 43,24 4,9 11,33
10g Euk 95,18 0,17 0,18
Huv 89,36 0,96 1,07
I Euk 27,34 5,87 21,47
stationar Huv 36,93 3,5 9,48

Daten zu Abb. 3.21:

Wachstumskurven verschiedener H. uvarum Stamme

in YPD-Flussigkultur: exponentielle sigmoide und logistische Funktion y = ax
(1+ bxexp(c*x))~!

H30

Zeit [min] | Messwerte | Schatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODg00] Quadrate

30 0,081 0,046 0,001 0,854

90 0,128 0,093 0,001

120 0,128 0,132 0,001

150 0,161 0,187 0

180 0,202 0,265 0,001

240 0,446 0,524 0,004

285 0,630 0,861 0,006
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H30
Zeit [min] | Messwerte | Schatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODeoo] Quadrate
340 1,507 1,534 0,053
410 3,132 2,958 0,001
440 4,175 3,771 0,030
470 4,260 4,673 0,163
500 5,617 0,171
530 6,544
560 7,403
590 8,154
620 8,779
660 9,419
700 9,868
1475 11,222 10,716 0,256
1530 10,313 10,716 0,162
1620 10,630 10,716 0,007
a 10,716
b 329,659
-0,012
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H32
Zeit [min] | Messwerte | Schéatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODg00] Quadrate
30 0,074 0,017 0,003 0,140
90 0,098 0,038 0,004
120 0,120 0,058 0,004
150 0,135 0,088 0,002
180 0,175 0,132 0,002
240 0,333 0,298 0,001
285 0,521 0,542 0,000
340 1,029 1,096 0,004
410 2,507 2,463 0,002
440 3,294 3,325 0,001
470 4,339 4,324 0,000
500 5,394
530 6,447
560 7,400
590 8,201
620 8,832
660 9,432
700 9,815
1475 10,155 10,384 0,053
1530 10,635 10,384 0,063
1620 10,362 10,384 0,000
a 10,384
b 938,352
-0,01
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H33

Zeit [min] | Messwerte | Schéatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODg00] Quadrate

30 0,073 0,007 0,004 1,587

90 0,100 0,017 0,007

120 0,112 0,027 0,007

150 0,137 0,044 0,009

180 0,176 0,070 0,011

240 0,335 0,175 0,025

285 0,519 0,348 0,029

340 0,900 0,786 0,013

410 2,549 2,045 0,254

440 2,006 2,931 0,856

470 4,423 4,024 0,159

500 5,251

530 6,490

560 7,616

590 8,545

620 9,252

660 9,888

700 10,266

1475 10,939 10,741 0,039

1530 10,912 10,741 0,029

1620 10,362 10,741 0,144

a 10,741

b 2539,521
-0,016
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H34

Zeit [min] | Messwerte | Schéatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODg00] Quadrate

30 0,081 0,027 0,003 0,094

90 0,108 0,059 0,002

120 0,128 0,086 0,002

150 0,151 0,127 0,001

180 0,193 0,186 0,000

240 0,380 0,397 0,000

285 0,591 0,691 0,010

340 1,403 1,321 0,007

410 2,841 2,767 0,005

440 3,491 3,633 0,020

470 4,671 4,611 0,004

500 5,639

530 6,642

560 7,553

590 8,326

620 8,947

660 9,553

700 9,954

1475 10,685 10,608 0,006

1530 10,695 10,608 0,008

1620 10,444 10,608 0,027

a 10,608

b 579,627
-0,013
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H35

Zeit [min] | Messwerte | Schéatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODg00] Quadrate

30 0,070 0,020 0,003 0,972

90 0,093 0,045 0,002

120 0,114 0,068 0,002

150 0,135 0,101 0,001

180 0,167 0,150 0,000

240 0,323 0,329 0,000

285 0,499 0,586 0,007

340 1,217 1,149 0,005

410 2,439 2,477 0,001

440 3,278 3,286 0,000

470 4,226 4,203 0,001

500 5,169

530 6,106

560 6,950

590 7,657

620 8,215

660 8,751

700 9,098

1475 8,840 9,635 0,633

1530 10,056 9,635 0,177

1620 10,009 9,635 0,140

a 9,635

b 706,324
-0,013
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Daten zu Abb. 3.22:

Einfluss der Wachstumsphase von H. uvarum zum
Zeitpunkt der Fixierung auf die Hybridisierungseffizienz in YPD-Medium

Wachstumszeit [min] | Zellen/ml in Fixierung | Standardabweichung | CV [%]
30 3,24 % 10° 1,43 %« 10* 0,44
180 1,32 %107 2,47 x10° 1,87
330 5,42 % 107 1,49 % 10° 0,27
420 4,27 %108 2,00« 108 0,47
1440 8,92 %108 9,48 % 10° 0,11
Wachstumszeit [min] | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
30 Euk 35,49 6,57 18,52

Huv 36,69 5,89 16,07
180 Euk 77,31 2,74 3,54

Huv 44,99 2,29 5,09

Euk 83,25 1,41 1,69
330

Huv 63,19 11,79 18,66

Euk 86,19 1,29 1,50
420

Huv 68,54 4,43 6,47

Euk 15,42 2.44 15,82
1440

Huv 39,16 2,82 7,19
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A.1.5.2. Wachstumsverlauf von S. cerevisiae

Daten zu Abb. 3.23: Wachstumskurven von S. cerevisiae (DSM) in YPD-
Flissigkultur: exponentielle sigmoide und logistische Funktion y = ax (1 + bx

exp(c* x))™!
Sce DSM
Zeit[min] | Messwerte | Schatzwerte | Chi-Quadrate | Summe Chi-
[ODg00] Quadrate
1080 0,24 0,07 0,03 2,05
1135 0,38 0,15 0,05
1175 0,46 0,24 0,05
1245 0,87 0,56 0,10
1300 1,38 1,06 0,10
1360 2,27 2,03 0,06
1410 2,98 3,25 0,07
1465 4,64 4,94 0,09
1520 6,27 6,67 0,16
1600 9,50 8,57 0,87
1750 10,00 9,95 0,00
1900 10,00 10,20 0,04
2050 10,00 10,23 0,05
2200 10,00 10,24 0,06
2350 10,00 10,24 0,06
2400 10,00 10,24 0,06
2500 10,00 10,24 0,06
2570 10,31 10,24 0,01
2665 10,66 10,24 0,18
2750 10,69 10,24 0,20
a 10,241
1,18 %108
-0,013
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A.1.5.3. Effekt der Hilfssonden auf den Nachweis der Hefen in
verschiedenen Wachstumsphasen

Daten zu Abb. 3.24: Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kulturwachs-
tums in YPD bei H. uvarum (Stdabw. = Standardabweichung; hyb. Z. = hybridi-
sierte Zellen; norm. M. = normierter Median)

Wachstums-| Sonde hyb. Z. | Stdabw.| CV [%] | norm. | Stdabw.
phase [%] M. [%]
Euk 3,40 2,38 70,07 | 93,33 5,44
30min (lag) | Huv 3,72 410 | 110,35 | 100,00 | 9,43
Huv + H1 +H2L | 31,45 1,47 4,68 | 153,33 | 5,44
_ Euk 67,65 2,75 4,07 | 146,69 | 11,29
180min
) Huv 60,34 0,64 1,06 | 100,00 | 2,40
(frhe log)
Huv + H1 +H2L | 78,88 0,27 0,34 | 243,58 | 2,40
330min Euk 86,23 1,14 1,33 | 135,91 3,32
, Huv 81,28 1,14 1,40 | 100,00 | 2,38
(mid-log)
Huv + H1 +H2L | 89,95 1,65 1,84 | 205,41 5,54
) Euk 71,14 0,82 1,15 146,86 2,14
420min
(spite log) Huv 63,08 0,83 1,31 100,00 | 2,14
PACI0Y) v+ HT +H2L | 8506 | 141 | 1,65 | 24057 | 352
oah Euk 49,76 5,80 11,65 | 100,00 | 16,58
(stationar) Huv 55,02 9,29 16,89 | 100,00 | 16,58
Huv + H1 +H2L | 79,73 0,48 0,60 | 23526 | 1,58
-d Euk 72,74 8,02 11,02 | 144,09 | 45,34
o Huv 62,46 | 15,67 | 25,09 | 100,00 | 39,33
(stationar)
Huv + H1 +H2L | 76,53 1,83 2,39 | 166,67 | 4,02
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Daten zu Abb.3.25: Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kulturwachs-

tums bei P. anomala

Wachstumsphase | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
Euk 86.13 0.86 1,00
D01 (
OD 0,1 (lag) PanH12 76.52 0.33 0.43
Euk 88.89 2.09 235
D 0.4 (friihe |
OD 0.4 (frthe log) -5 o5 85.77 2.09 243
Euk 90,70 0.16 0.18
D 1.0 (mid-|
OD 1,0 (mid-log) 5 " Hs 87.46 0.10 0.11
0D 4.0 (spite log) | =% 87.92 0.61 0.69
0 (SPAI09) M T2 81.26 3.00 3.69
0010 stationar L EUK 71.87 272 3.79
|
(stationar)  =5- Hip 71.30 239 3.35

Daten zu Daten zu Abb. 3.26:

turwachstums bei D. bruxellensis (Stdabw. = Standardabweichung)

Effekt der Hilfssonden im Verlauf des Kul-

Wachstumphase | Sonde hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
Euk 73,74 0,82 1,11
©D 0.1 {lag) Dbrux + Hilfssonden 89,45 290 | 324
Euk 57,24 0,49 0,86
OD 0.4 (frthe log) Iy Hilfssonden 85,15 131 | 154
OD 1.0 (mid-log) Euk | 82,70 1,09 1,32
Dbrux + Hilfssonden 93,87 0,30 0,32
OD 4,0 (spéte log) Euk | 86,71 3,96 4,57
Dbrux + Hilfssonden 94,30 1,64 1,74
OD 10 (stationar) Euk , 81,16 2,56 3,15
Dbrux + Hilfssonden 94,86 0,42 0,44
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A.1.6. Fremdsonden / Kreuzreaktivitat

Daten zu Abb. 3.27: H. uvarum hybridisiert mit spezifischen und unspezi-

fischen Sonden:

Sonde hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
Euk 83,04 0,82 0,98

HuvH12L 88,39 0,47 0,53

SceH12 0,72 0,00 0,00

Dbrux 1.1 und Dbrux 1.2 + H 41,07 4,24 10,33
PanH12 0,00 0,47 -

Daten zu Abb. 3.28: S. cerevisiae hybridisiert mit spezifischen und unspe-

zifischen Sonden

Sonde hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
Euk 94,19 0,55 0,58
HuvH12L 45,42 1,90 4,18
SceH12 85,05 2,28 2,67
Dbrux 1.1 und Dbrux 1.2 + H 67,95 1,41 2,08
PanH12 0,71 1,00 141,42
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A.1.7. Mindestzellzahl fiir einen erfolgreichen FISH-Assay
A.1.7.1. Mindestzellzahl H. uvarum

Daten zu Abb. 3.31: Hybridisierte H. uvarum-Zellen in verschiedenen Ver-
diinnungen ausgehend von der lblicherweise verwendeten Zellzahl von
2 x 108 Zellen pro Ansatzgefiss

Zellzahl im Ansatz | Sonde hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
2+ 108(100%) Euk 72,20 0,84 1,16
HuvH12L 83,56 0,42 0,51
2 4 105(10%) Euk 62,80 8,49 13,53
HuvH12L 78,95 0,29 0,37
1 105(5%) Euk 87,63 1,70 1,94
HuvH12L 91,44 0,34 0,37
5+ 104(2,5%) Euk 79,63 0,18 0,23
HuvH12L 80,53 3,23 4,01
2 4 104(19%) Euk 68,05 1,99 2,93
HuvH12L 70,22 4,99 7,11
Euk 20,80 6,90 33,11
2% 10%(0,1%)
HuvH12L 22,03 2,48 11,23

A.1.7.2. Mindestzellzahl S. cerevisiae

Daten zu Abb. 3.32: Hybridisierte S. cerevisiae-Zellen in verschiedenen
Verdiinnungen ausgehend von der liblicherweise verwendeten Zellzahl von
2 x 108 Zellen pro Ansatzgefiss

Zellzahl im Ansatz | Sonde | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
2+ 10%(100%) Euk 90,38 0,15 0,16
2+ 10%(100%) SceH12 94,60 0,24 0,26
2% 10°(10%) SceH12 65,34 6,15 9,41
5% 10%(2,5%) SceH12 61,84 2,02 3,27
2% 10%(1%) SceH12 45,36 2,61 5,75
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A.1.8. FISH in Mischungen

Daten zu Abb. 3.33 und Abb. 3.34: Hybridisierte Zellen in verschiedenen
Mischungen aus H. uvarum und S. cerevisiae bei Verwendung von 2 x 10°
Zellen je Ansatzgefass und der Sondenkombination HuvH1H2L

Mischungsverhaltnis | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%)]
100% Huyv, 0% Sce 79,19 0,73 0,93
75% Huv, 25% Sce 63,11 1,56 2,47
50% Huyv, 50% Sce 60,60 2,04 3,36
25% Huv, 75% Sce 23,68 1,94 8,18
10% Huv, 90% Sce 25,66 1,82 7,10
0% Huv, 100% Sce 0,38 0,08 21,16

Daten zu Abb. 3.36 und Abb. 3.37: Hybridisierte Zellen in verschiedenen
Mischungen aus H. uvarum und S. cerevisiae bei Verwendung von 2 x 10*
Zellen je Ansatzgefass und der Sondenkombination HuvH1H2L

Mischungsverhaltnis | hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%)]
100% Huyv, 0% Sce 67,99 2,38 3,50
75% Huv, 25% Sce 50,02 4,36 8,71
50% Huyv, 50% Sce 41,95 1,20 2,85
25% Huyv, 75% Sce 27,18 2,00 7,37
10% Huyv, 90% Sce 13,49 1,50 11,10

Daten zu Abb. 3.38: Hybridisierte Zellen in verschiedenen Mischungen aus
H. uvarum, S. cerevisiae und P. anomala (hyb. Z. = hybridisierte Zellen; Stdabw.
= Standardabweichung)

Mischung Sonde | hyb. Z.[%] | Stdabw. | CV [%] | Median | Stdabw.
33% Huv; | HuvH12L 64,01 1,20 1,88 23,00 0,82
33% Sce; PanH12 27,47 5,49 19,98 9,33 0,94
33% Pan SceH12 30,80 0,67 2,18 8,67 0,47
50% Huv; | HuvH12L 70,40 3,62 5,14 24,00 2,45
0% Sce; PanH12 37,95 3,78 9,95 9,67 0,47
50% Pan SceH12 3,56 2,17 60,87 8,00 0
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A.1.9. FISH mit verschiedenen Hefestammen

Daten zu Abb. 3.39: Verschiedene Stamme von H. uvarum und ihre Hybri-
disierbarkeit mittels FISH

Hefestamm | Sonde hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
H30 (DSM) Euk 78,02 2,56 3,28
HuvH12L 89,21 0,29 0,32
H32 Euk 25,60 2,66 10,38
HuvH12L 62,01 2,76 4,46
H33 Euk 35,02 2,77 7,92
HuvH12L 78,10 2,02 2,59
Euk 91,52 0,41 0,45
H30 (DSM)
HuvH12L 94,74 0,42 0,44
H34 Euk 77,19 3,90 5,05
HuvH12L 90,54 0,72 0,80
H35 Euk 67,35 9,01 13,39
HuvH12L 89,91 2,34 2,60

Daten zu Abb. 3.40: Verschiedene Stamme von S. cerevisiae und ihre Hy-
bridisierbarkeit mittels FISH (Stdabw. = Standardabweichung)

Hefestamm Sonde | hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%)]
DSM 70416 SceH12 93,11 0,68 0,73
CY3079 SceH12 93,64 1,11 1,18
VB1 SceH12 80,70 4,23 5,25
DSM 70416 SceH12 88,69 5,27 5,94
Schwarzenbach 1895-A | SceH12 94,60 1,49 1,58
Uvaferm 228 SceH12 92,90 2,41 2,59
EC1118 SceH12 91,79 3,37 3,67
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A.1.10. Praxisproben

Daten zu Abb. 3.41 und Abb. 3.46: Proben aus Spontangéirungen 1. Vari-
ante; h.Z. = hybridisierte Zellen, Stdabw. = Standardabweichung

Euk HuvH12L
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%]
2
4
6 58,86 1,74 2,96 65,11 1,17 1,79
7
8
9 49,02 6,88 14,03 | 19,59 2,38 12,15
13 66,20 17,45 | 26,36 0,08 0,09 | 122,98
16 33,96 0,44 1,28 1,79 0,55 | 30,59
17
20 23,70 0,54 2,28 0,01 0,00 0,00

SceH12
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | [Zellen/ml] | Alkohol [g/]]
2 0,06
4 0,56
6 2,51 2,58 | 102,93 | 1,00 10’
7 0,52
8 1,29
9 70,71 1,85 2,62 |2,57%108
13 17,68 2,99 16,90 | 1,51 %108
16 41,38 1,70 411 [ 1,29 108 11,14
17 11,16
20 34,34 8,53 24,84 | 5,29 %10’ 11,86
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Daten zu Abb. 3.42 und Abb. 3.46: Proben aus Spontangarungen 2. Vari-
ante; h.Z. = hybridisierte Zellen, Stdabw. = Standardabweichung

Euk HuvH12L
Gartag | h. Z.[%] | Stdabw. | CV [%] | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%]
1 20,87 6,61 31,67 6,24 0,56 8,97
3
5 53,84 2,68 4,97 60,33 0,66 1,10
6
8 66,63 0,73 1,10 21,43 6,23 | 29,06
12 30,91 0,01 0,03 0,02 0,00 | 28,28
15 25,71 0,06 0,23 1,77 0,80 | 4529
16
19 45,58 1,20 2,63 0,11 0,06 | 55,96
22 23,72 2,97 12,52 2,34 2,88 | 123,05
34

SceH12
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | [Zellen/ml] | Alkohol [g/I]
1 0,70 0,64 91,43 | 3,11%10° 0,01
3 0,09
5 1,24 1,18 95,14 | 2,25%10° 0,06
6 0,00
8 66,44 0,44 0,66 |7,87x108
12 46,19 2,51 543 |1,22x108
15 30,58 1,49 488 |1,03x108 11,23
16 11,66
19 39,72 4,97 12,52 | 4,20 %107
22 51,02 2,40 471 | 5,81 %107
34 12,35
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Daten zu Abb. 3.43 und Abb. 3.46: Proben aus Spontangéirungen 3. Vari-
ante; h.Z. = hybridisierte Zellen, Stdabw. = Standardabweichung

Euk HuvH12L
Gartag | h. Z. [%)] | Stdabw. | CV [%] | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%]
0
2
4 64,83 4,54 7,00 71,60 0,23 0,32
7 27,98 1,86 6,65 28,36 0,43 1,53
12 49,14 4,72 9,61 0,00 0,00
14
15 34,72 7,32 | 21,08 1,07 0,72 | 67,10
19 62,86 0,18 0,29 13,42 1,32 9,80
22 27,75 5,50 19,81 0,11 0,10 | 87,51
25
26

SceH12
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | [Zellen/mI] | Alkohol [g/I]
0 0,42
2 0,45
4 5,66 0,81 14,24 | 1,99 %105
7 9,45 0,63 6,70 | 1,57 %10’
12 59,12 1,31 2,21 [9,75%107
14 9,71
15 50,04 0,33 0,66 | 7,07%107 9,32
19 56,62 0,82 1,45 | 7,37 %107
22 28,51 6,48 | 22,73 | 6,16 107
25 11,30
26 11,45
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Daten zu Abb. 3.44 und Abb. 3.46:
ante; h.Z. = hybridisierte Zellen, Stdabw. = Standardabweichung

Proben aus Spontangéarungen 4. Vari-

Euk HuvH12L
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%)]
]
3 46,41 1,69 3,65 54,59 4,42 8,10
6 17,36 2,70 15,55 | 27,14 1,20 4,43
10 20,90 0,50 2,42 15,17 10,28 | 67,73
13 24,22 13,31 | 54,95 5,95 4,09 68,75
14
17 58,33 0,36 0,63 4,03 1,02 | 25,37
19
20 34,19 4,91 14,36 3,03 3,52 | 116,17
24 24,00 2,03 8,44 0,31 0,06 17,74
26
27 11,13 0,04 0,36 0,11 0,10 | 89,70
31 48,09 1,91 3,96 8,80 2,97 | 33,70
34 49,34 0,81 1,64 0,27 0,01 3,02
38 65,11 3,49 5,36 0,27 0,10 | 36,66
41 50,75 1,59 3,12 0,16 0,21 | 136,93
45 33,23 0,76 2,29 0,00 0,00
48
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | [Zellen/mI] | Alkohol [g/I]
SceH12

1 0,44

3 4,99 0,99 19,84 | 5,88 % 10°

6 7,44 2,61 35,06 | 6,19%10° 0,39

10 46,32 0,54 1,16 | 9,55 107

13 72,07 4,49 6,22 |7,74%107 5,26

14 7,84

17 44,02 1,22 2,78 | 5,94 %10’

19 9,05

20 68,88 3,63 527 | 5,95%10’
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Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | [Zellen/ml] | Alkohol [g/I]
24 68,91 1,66 2,41 | 7,94%107 9,32
26 9,42
27 49,56 12,48 | 25,18 | 5,35% 10’
31 68,13 12,50 | 18,35 | 6,76 10’ 9,68
34 71,12 5,75 8,09 | 3,54x107
38 79,23 2,31 2,92 |3,68x107
41 59,68 8,62 14,44 | 1,22 %108 10,34
45 56,29 8,29 14,72 | 4,95% 107 11,07
48 11,52

Daten zu Abb. 3.45 und Abb. 3.46: Proben aus Spontangarungen 5. Vari-
ante; h.Z. = hybridisierte Zellen, Stdabw. = Standardabweichung

Euk HuvH12L

Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%]
8 0,17 0,04 23,53 0,01 0,00 35,36
12

13

14

15

18 7,65 2,78 36,30 0,01 0,00 70,71

20

21 3,95 1,61 40,68 0,66 0,53 79,94
25 34,51 1,07 3,09 14,95 3,12 20,85
28 30,53 7,37 24,14 0,08 0,01 16,27
32 19,58 1,67 8,53 0,61 0,72 118,61
35 26,87 1,15 4,26 0,31 0,22 71,31

39 23,74 0,55 2,32 4,10 3,96 96,44

41

42
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SceH12
Gartag | h. Z. [%] | Stdabw. | CV [%] | [Zellen/mI] | Alkohol [g/]]
8 0,42 0,24 | 56,44 0,18
12 0,58
13 1,48
14 0,35
15 1,02
18 5,96 0,81 13,65 | 8,52 %107
20 5,73
21 9,55 0,67 6,97 | 5,50%107
25 39,06 785 | 20,11 | 4,11 %107 7,71
28 48,37 4,22 8,72 |1,82%107
32 41,30 2,14 517 | 1,75%107
35 53,60 4,65 8,68 | 3,64 %10’ 9,28
39 4413 2,57 582 |1,26x107 9,86
41 9,60
42 10,17

Daten zu Abb. 3.47: Proben aus mit S. cerevisiae angeimpften Fermenta-
tionen aus dem Staatsweingut; Tank 16 Riesling

Gartag Sonde hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
Euk 10,42 5,34 51,22
0 (Most)
SceH12 0,37 0,10 26,03
Euk 75,25 7,60 10,09
SceH12 83,62 0,67 0,80
4 (~60°0e)
HuvH12L 25,83 3,68 14,24
PanH12 0,00 0,00
Euk 46,64 0,81 1,74
SceH12 72,28 0,82 1,14
7 (38°0e)
HuvH12L 1,82 0,37 20,22
PanH12 0,00 0,00
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Daten zu Abb. 3.48: Proben aus mit S. cerevisiae angeimpften Fermenta-
tionen aus dem Staatsweingut; Tank 71 Silvaner

Gartag Sonde hyb. Zellen [%] | Standardabweichung | CV [%]
Euk 60,96 3,25 5,33

4 SceH12 87,32 2,15 2,46
HuvH12L 3,43 1,37 39,81
PanH12 0,39 0,55 141,42
Euk 41,40 0,08 0,21

7 (28°Oe) SceH12 51,28 0,33 0,64
HuvH12L 0,58 0,44 75,51
PanH12 2,41 2,27 94,38
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Daten zu Abb. 3.49:

Proben aus 1. Spontanfermentation aus Geisenheim

nach Fixierung in 70 %igem Ethanol (Stdabw. = Standardabweichung)

Gartag | Sonde hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
Euk 0,07 0,04 53,85
HuvH12L 3,59 1,83 51,06

0 SceH12 7,09 0,60 8,46
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 2,36 3,00 127,29
PanH12 5,71 2,88 50,49
Euk 7,09 0,56 7,83
HuvH12L 6,73 2,25 33,43

6 SceH12 10,38 0,99 9,56
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 7,64 1,49 19,50
PanH12 8,61 2,02 23,51
Euk 55,37 0,70 1,26
HuvH12L 7,46 7,59 101,77

8 SceH12 61,09 1,28 2,09
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 1,06 0,81 76,18
PanH12 1,82 2,54 139,10
Euk 11,58 1,01 8,72
HuvH12L 7,04 2,62 37,25

15 SceH12 4,08 2,56 62,76
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 15,61 1,85 11,85
PanH12 9,24 1,69 18,29
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Daten zu Abb. 3.50: Proben aus 2. Spontanfermentation aus Geisenheim
nach Fixierung in 70 %igem Ethanol (Stdabw. = Standardabweichung)

Gartag | Sonde hyb. Zellen [%] | Stdabw. | CV [%]
Euk 1,64 1,18 71,95
HuvH12L 0,09 0,03 32,71

0 SceH12 5,81 1,22 21,07
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 11,04 12,41 | 112,43
PanH12 2,64 1,99 75,25
Euk 4,19 1,94 46,24
HuvH12L 4,40 1,28 29,03

6 SceH12 0,55 0,57 104,17
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 0,04 0,01 34,02
PanH12 10,90 3,21 29,41
Euk 42,90 5,50 12,81
HuvH12L 6,23 3,47 55,62

8 SceH12 56,89 1,34 2,35
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 3,21 2,79 86,78
PanH12 2,54 1,95 76,82
Euk 93,89 5,59 5,95
HuvH12L 26,42 3,05 11,54

15 SceH12 36,26 6,69 18,44
Dbrux 1.1 + Dbrux 1.2 +H 65,79 8,09 12,30
PanH12 9,28 1,99 21,49
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