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DNA-DNA Homology Studies 
on the Genus Pediococcus 

Abstract. 17 strains of Pediococcus, including new 
isolates and strains from various collections, were 
investigated by nucleic acid hybridisation. Most of the 
newly isolated strains, selected from about 500 strains 
according to physiological and biochemical characters, 
could be attributed to known species. The reassociation 
data demonstrate the separate status of P. pentosaceus, 
P. acidilactici, P. damnosus, P. parvulus and P. hal- 
ophilus. The proposed neotype strain of P. acidilactici 
NCDO 1859, however, has been found to be in reality a 
genuine P. pentosaceus. P. dextrinicus, formerly de- 
scribed as P. cerevisiae var. dextrinicus showed a 
remarkable lack of relationship to any of the strains 
tested. Two isolates exhibiting a high phenotypic 
similarity to P. parvulus show little genetic relationship 
to this and especially to all other species. 

Key words: Pediococcus - Taxonomy - Genetic re- 
lationship - DNA-DNA homology. 

Zusammenfassung. An 17 Stfimmen der Gattung Pedio- 
coccus, die auf Grund charakteristischer physiologisch- 
biochemischer Merkmale aus einer Anzahl von etwa 
500 Kulturen unterschiedlicher Herkunft ausgew/ihlt 
wurden, werden mit Hilfe der DNS/DNS- 
Hybridisierung die verwandtschaftlichen Beziehungen 
untersucht. Dabei wird die Eigenstfindigkeit der Arten 
P. pentosaceus, P. acidilactici, P. parvulus, P. damnosus 
und P. halophilus best~itigt. Der ffir P. acidilactici 
vorgeschlagene Neotyp-Stamm NCDO 1859 ist jedoch 
nach den vorliegenden Ergebnissen ein echter P. pento- 
saceus. Ein Stature yon P. dextrinicus, der frfiher bereits 
als P. cerevisiae var. clextrinicus beschrieben wurde, 

Abkiirzungen. CTAB = N-cetyl-N,N,N-trimethylam- 
moniumbromid; EDTA = A-thylendiamintetraessigs/iure; PPO 
= 2,5-Diphenyloxazol; POPOP = 1,4-Bis-(5-phenyl-2-oxazolyl)- 
benzol; SSC = Saline-Trinatriumcitrat (0,15M NaC1, 0,015M 
Trinatriumcitrat, pH 7,0); Tris = Tris(hydroxymethyl)-amino- 
methan; T,, = mittlere Schmelzternperatur der DNS 

* Adresse fiir Sonderdruck-Anforderungen 

zeigt zu keiner untersuchten Art eine genetische Ver- 
wandtschaft auf der Basis der DNS/DNS-Homologie. 
Zwei aus Bier und Bierhefe isolierte St/imme, die 
hinsichtlich des Ph/inotyps P. parvulus nahestehen, 
zeigen weder zu dieser Art noch zu allen anderen bisher 
beschriebenen Arten hinsichtlich des Genotyps einen 
hohen Verwandtschaftsgrad. 

Seit der Erstbeschreibung von Pediococcus cerevisiae 
durch Balcke (1884) bestanden hinsichtlich der Pedio- 
kokken-Systematik teilweise stark divergierende Vor- 
stellungen, die sich auch noch in neuerer Zeit in den 
einzelnen Bestimmungsb/ichern niederschlagen. So 
wird die Gattung Pediococcus in Bergey's Manual von 
Kitahara (1974) in die 5 Arten Pediococcus cerevisiae, 
P. acidilactici, P. pentosaceus, P. halophilus und P. 
urinae-equi eingeteilt, w/ihrend Sharpe et al. (1966) die 
von Coster u. White (1964) vorgeschlagene Systematik 
weitgehend befolgen und insgesamt 6 Arten unterschei- 
den, nfimlich P. cerevisiae, P. parvuIus, P. damnosus, P. 
halophilus und P. homari (oder Aerococcus viridans) 
sowie die unbenannte Gruppe III yon Gtinther u. 
White (1961). 

Diese stark voneinander abweichenden Auffassun- 
gen sind insbesondere aufdie unterschiedliche Wertung 
physiologisch-biochemischer Merkmale zurfickzuftih- 
ren. Hinzu kommen noch die unterschiedlichen Vor- 
stellungen, die sich mit dem Namen ,cerevisiae' verbin- 
den, weshalb sich auch die Schiedskommission des 
Internationalen Komitees fiir Systematische Bakterio- 
logic (1976) entsprechend der Argumentation von 
Garvie veranlaBt sah, Pediococcus damnosus Claussen 
als Typenart zu erhalten und andrerseits den Namen P. 
cerevisiae Balcke als ,,nicht giiltig ver6ffentlicht" anzu- 
sehen. 

Bei vorausgegangenen Untersuchungen an zahlrei- 
chen Eigenisolaten und Sammlungsst/immen zeigte 
sich, dab eine zufriedenstellende Klassifizierung aller 
St/imme mit Hilfe der bisher tiblichen Bestimmungs- 
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TabeUe 1. Ubersicht fiber die untersuchten Stfimme 

Arch. Microbiol., VoL 118 (1978) 

Bezeichnung DSM Nr. Weitere Sammlungsnnmmern Herkunft 

Pediococeus pentosaceus 20281 B 260 a Gerste 
P. pentosaeeus 20282 B 201 a Gerste 
P. pentosaeeus 20336 NCDO 990~Giinther~Teehn. getrocknete Bierhefe 

Hoogeschool Delfts-van Niel 
P. pentosaceus ssp. intermedius 20280 B 243 d Bierhefe 
P. pentosaceus ssp. intermedius 20283 B 247c Gerste 

P. aeiditactici 20284 B 213 c Gerste 
P. acidilactici - B Salld Jugoslawische Salami 
P. acidi-lactici 20333 NCDO 1859, IFO 3884 Sake-Maische 

~Kitahara P.lin. 

P. parvulus 20332 ATCC 19371, NCDO 1634 Silage 
NCIB 9447~White S182 

P. species (Gr. IVa) 20285 B 236b Bierhefe 
P. species (Gr. IVa) 20287 B206c Bier 

P. damnosus (P. cerevisiae) 20289 B 144a persisches Bier 
P. damnosus (P. cerevisiae) 20291 B 38b Bier 
P. damnosus (P. cerevisiae) 20292 B 51a Bier 
P. damnosus (P. cerevisiae) 20331 NCDO 1832~Coster Bel Bierhefe 

Williamson 

P. dextrinieus 20335 NCDO 1561~Coster Silage 
~Gfinther L95 
Gfinther u. White, Gr. III 

P. halophilus 20339 NCDO 1635, TcI Mees P6kel-Anschovis 

NCDO 
NCIB 
ATCC 
IFO 
B 

= National Collection of Dairy Organisms, Reading England 
= National Collection of Industrial Bacteria, Aberdeen, Scotland 
= American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, U.S.A. 
= Institute for Fermentation, Osaka, Japan 
= Institut fiir Brauereitechnologie und Mikrobiologie der Technischen Universit~it Mfinchen, D-8050 Freising-Weihenstephan 

(isoliert yon Back, Dissertation, 1974) 

schliissel n i ch t  m 6 g l i c h  war .  U n t e r  Ber t i cks i ch t igung  

zusf i tz l icher  Kr i t e r i en ,  i n s b e s o n d e r e  der  Z u s a m m e n s e t -  

zung  des  P e p t i d o g l y c a n s  de r  Z e l l w a n d  u n d  der  e l ek t ro -  

p h o r e t i s c h e n  Beweg l i chke i t  de r  L a c t a t - D e h y d r o g e n a -  

sen, w i rd  v o n  B a c k  u. Well3 ( M a n u s k r i p t  in V o r b e r e i -  

tung)  die E in t e i l ung  der  G a t t u n g  Pedioeoecus in fo lgen-  

de 6 A r t e n  v o r g e s c h l a g e n :  P. pentosaceus, P. aeidilacti- 
ci, P. parvulus, P. damnosus, P. dextrinicus u n d  P.  
halophiIus. P. urinae-equi bzw.  P. homari w u r d e n  dabe i  

a u f  G r u n d  der  f eh lenden  A s p a r a g i n s / i u r e  im P e p t i d o -  

g lycan  ( L - L y s - d i r e k t - T y p )  v o n  den  i ib r igen  P e d i o k o k -  

ken  ( L - L y s - D - A s p - T y p )  abge t r enn t .  

In  de r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  w i rd  die  R i c h t i g k e i t  der  

b i sher  n u r  a u f  de r  Basis  p h / i n o t y p i s c h e r  M e r k m a l e  

g e t r o f f e n e n  D i f f e r e n z i e r u n g  m i t  Hi l fe  v o n  D N S / D N S -  

H o m o l o g i e - U n t e r s u c h u n g e n  t iberpr t i f t  u n d  zu r  Ped io -  

k o k k e n - S y s t e m a t i k  S te l lung  g e n o m m e n .  

Material  und Methode 

1. Organismen 

Mit einer Ausnahme wurden St~imme der Deutschen Sammlung yon 
Mikroorganismen (DSM), Teilsammlung Mtinchen, verwendet. Die 

Nomenklatur basiert auf den Ergebnissen yon Back u. Weil3 (Manu- 
skript in Vorbereitung). Weitere Einzelheiten gehen aus Tabelle 1 
hervor. Bei der Auswahl der St~imme wurden m6glichst stark 
voneinander abweichende Merkmalskombinationen berticksichtigt. 
Vor den Homologie-Untersuchungen wurden die charakteristischen 
physiologisch-biochemischen Eigenschaften iiberprfift. 

2. Medium und Kulturbedingungen 

Alle St~imme wurden in MRS-Medium (de Man et al., i960) 
kultiviert. Die Anzucht yon P. halophilus erfolgte in Gegenwart yon 
4 ~ NaC1. AuBer P. damnosus, der bei 22 ~ C ein optimales Wachstum 
zeigte, wurden alle Arten bei 30 ~ C bebrfitet. 

3. Enzyme  und Radioisotope 

Proteinase K wurde von Merck (Darmstadt), Lysozym und 
Ribonuclease A wurden von Serva (Heidelberg) bezogen. 3H-Thymi- 
din (10,5 Ci/mMol; 43 mCi/mg) wurde von New England Nuclear 
bezogen. 

4. Isotierung der D N S  

Ffir die Isolierung unmarkierter DNS wurden die Organismen aus 
15-201 Medium nach Erreichen der mittleren logarithmischen 
Phase (Es7 8 = 0 ,8- -1 ,0)  geerntet. Die Zellen wurden zweimal in 
Saline/EDTA-Puffer (0,15M NaC1, 0.1 M EDTA, pH8,0) gewa- 
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schen. Zur Lyse wurden 15 g Frischzellen in 150 ml desselben Puffers 
in Gegenwart von 15 mg Lysozym 30 min lang bei 37~ inkubiert. 
Totale Lyse konnte durch die Zugabe von 2 ~ (w/v) Natriumlauryl- 
sulfat bewirkt werden. Die weiteren Schritte der Extraktion und 
Reinigung der DNS wurden nach der Beschreibung von Marmur 
(1961) durchgeffihrt. Kleine Modifikationen hinsichtlich der Reini- 
gung bestanden lediglich in der Einffihrung eines selektiven F~illungs- 
schrittes der DNS mit HiVe von CTAB nach Darby et al. (1970). Der 
Rohextrakt wurde auf 1 M NaC1 gebracht und mit 1 Volumen 
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1 v/v) 20 min lang krfiftig gesch~it- 
telt. Nach Zentrifugation (20 min bei 12 000 g) wurde die klare obere 
DNS-haltige Phase auf 1 ~ CTAB gebracht. Nach Erniedrigung der 
NaCl-Konzentration auf 0,6 M fielen die CTAB-Salze der DNS aus 
und konnten dutch Zentrifugieren gesammelt werden. Der Rfick- 
stand wurde in I M NaCI gel6st nnd das CTAB durch Ausschfitteln 
mit Chloroform entfernt. 

RNS wurde nach Zugabe von 50 gg RNase/ml (12 h bei 37 ~ C) 
beseitigt. Protein, das den Chloroform-Ausschfittelungen und dem 
CTAB-Schritt widerstanden hatte, wurde mit ProteinaseK 
(50 gg/ml) bei 37 ~ C 12 h lang verdaut. Nach der letzten Isopropanol- 
F/iilung wurde die gel6ste DNS gegen SSC/EDTA-Puffer (0,15M 
NaCI, 0,015M Tri-natriumcitrat, 0,2M EDTA, pH 8,0) 48h lang 
dialysiert. 

3H-markierte DNS wurde aus Zellen isoliert, die zuvor in MRS- 
Medium mit 1 mCi 3H-Thymidin/300ml kultiviert worden waren. 
Die Zellen wurden bei Erreichen der spfitlogarithmischen Phase 
geerntet. Nach Zerschlagen der Zellen mit Glasperlen in einem 
Zellhomogenisator (Bfihler) wurde die Reinigung, wie oben beschrie- 
ben, durchgef~hrt. Die spezifischen Aktivitfiten der 3H-markierten 
DNS bewegten sich zwischen 2 x i04 und 2 x 105 Cpm/tag DNS. 

Die Mengenbestimmung der DNS wurde nach der Methode yon 
Burton (1968) mit K~ilberthymus-DNS als Standard durchgeffihrt. 
Die gereinigte DNS wurde in Gegenwart einiger Tropfen Chloroform 
bei 4~ aufbewahrt. 

5. Beladen der Nitrocellulosefilter 

Die Denaturierung der unmarkierten DNS erfolgte nach der Metho- 
de yon Birnstiel et al. (1972). 1 ml der DNS-L6sung, die 150gg DNS 
enthielt, wurde mit 1 ml einer 1 N NaOH-L6sung 20 min lang bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurde der Ansatz durch 
Zugabe von 8 ml einer kalten Pufferl6sung (2 Teile 1 N NaCI; 1 TeiI 
1 N HCl; 1Teil 1 M Tris) neutralisiert und verdiinnt. Diese DNS- 
L6sung wurde bei m~Biger Geschwindigkeit (1 ml/3 rain) und niedri- 
get Temperatur durch einen Nitrocellulosefilter (Schleicher & Schfill, 
Porengr613e 0,2 g, Durchmesser 25 mm) filtriert. Der Filter wurde 
zuvor 30rain lang in 3 • SSC vorinkubiert. Nach dem Filtrieren 
wurden die Filter dreimal mit kalter 3 • SSC-L6sung gewaschen. 

Die Bindungseffizienz der DNS am Filter betrug 88 - 95 ~. Mehr 
als 80 ~o der DNS blieb w~ihrend der Inkubation unter Hybridisie- 
rungsbedingungen am Filter gebunden. Die Bindungseffizienz wurde 
durch den Vergleich der Absorption der DNS-L6sung bei 260 nm vor 
und nach der Filtration der L6sung bestimmt. 

Nach dem Beladen wnrden die Filter tiber Nacht luftgetrocknet 
und anschlieBend im Vakuumschrank bei 80~ (250Torr) ffir 4h 
nachbehandelt. Die Aufbewahrung der Filter erfolgte in Exsikka~ 
toren mit Phosphorpentoxid als Trocknungsmittel bei 4~ Vor 
Versuchsbeginn wurden aus den Filtern mit Hilfe einer Lochzange 8 
kleine Teilfilter ( ~  5,5 mm) herausgestanzt. Jeder kleine Filter ent- 
hielt etwa 15rag DNS. 

6. DNS/DNS-Hybridisierung 

Die Filter mit der gebundenen DNS wurden in kleinen Plastikgeffil3en 
(Eppendorf, Volumen 1,5 ml) in Gegenwart yon 0,5 ml Prfiinkuba- 
tionsl6sung nach Denhardt (1966) bei Hybridisierungstemperatur 

inkubiert. Der Hybridisierungsversuch wurde wie bei Conaughy et al. 
(1969) beschrieben durchgeffihrt. Nach 4h wurde das Priiinkuba- 
tionsgemisch durch 0,2 ml Reaktionsgemisch, das 0,1 ~tg denaturierte 
markierte DNS in 3 • SSC Formamid (10 %) enthielt, ersetzt. Die 
markierte DNS wurde vorher mit Hilfe einer Frenchpress (Aminco) 
bei 20 000 psi fragmentiert. Die Denaturierung der markierten DNS 
wurde in geschlossenen Pyrexgl~ischen durchgeffihrt und wurde 
durch dreimaliges Aufkochen der DNS-L6sung (10pg/ml in 0,1 
x SSC) ffir je 10min mit zwischenzeitlicher Abkfihlung auf 0~ 
bewirkt. 

Bei der Ermittlung der Inkubationstemperatur wurde ein G + C- 
Verh/iltnis von 39 ~ zugrunde gelegt, obgleich die als P. acidilactici 
bezeichneten St/imme, mit Ausnahlne von Stamm DSM 20333, einen 
um durchschnittlich 4 ~ h6heren G + C-Anteil aufweisen. Die In- 
kubation wurde daher, falls nicht anders angegeben, bei 61~ (25 ~ 
unter Tin) 36 h lang durchgeffihrt. Nach Versuchsende wurden die 
Filter dreimal mit kalter 3xSSC-L6sung gewaschen und im 
Vakuumofen bei 70~ getrocknet. 

Die Messung der Radioaktivitfit erfolgte in Gegenwart von 4 ml 
ScintilIationsftfissigkeit (3 g PPO, 250 mg POPOP auf I I Toluol) mit 
Hilfe eines Flfissigkeits-Scintillationsz/ihlers (Packard Tricarb 4388). 
Die Homologiewerte wurden in Prozent ausgedrfickt und nach 
folgender Formel ermittelt: 

Prozent gebundene 3H-DNS 

Homologiewert = imheterologenSystem x 100. 
Prozent gebundene 3H-DNS 

imhomologen System 

Ergebnisse und Diskussion 

1. Ermittlung der Hybridisierungsbedingungen 

Z u r  E r m i t t l u n g  der  o p t i m a l e n  B e d i n g u n g e n  ffir die 

H y b r i d i s i e r u n g  w u r d e n  an  f i l t e r g e b u n d e n e r  D N S  

(15 ~tg) des S t a m m e s  Pediococcuspentosaceus ssp. inter- 
medius ( D S M  20280) mi t  3 H - T r i t i u m - m a r k i e r t e r  D N S  

(0,1 ~tg) desse lben  S t a m m e s  bei ve r s ch i edenen  Salz-  u n d  

F o r m a m i d - K o n z e n t r a t i o n e n  R e a s s o z i a t i o n s v e r s u c h e  
durchgef i ih r t .  

Wie  aus A b b i l d u n g  1 h e r v o r g e h t ,  ist  bei d e n  Versu-  

chen  o h n e  F o r m a m i d z u s a t z  die B i n d u n g  in h o h e m  

Ausmal3  v o m  Sa lzgeha l t  des I n k u b a t i o n s g e m i s c h e s  

abh/ ingig .  W / i h r e n d  in 1 • S S C  die R e a s s o z i a t i o n  w/ih- 

r end  de r  g e s a m t e n  V e r s u c h s d a u e r  l a n g s a m  ans te ig t  u n d  

n a c h  46 h m i t  28 % n u t  eine ger inge  B i n d u n g  er re icht ,  

l iegen die in 3 • u n d  6 • S S C  ausge f / ih r t en  Ve r suche  

schon  n a c h  6,5 h deu t l i ch  h 6 h e r  u n d  e r r e i chen  n a c h  22 h 

ihr  M a x i m u m .  Lf ingere  H y b r i d i s i e r u n g s z e i t e n  bewi r -  

ken  j e d o c h  ein A b l 6 s e n  der  Dup l i ce s  v o m  Fi l te r ,  wie die 

B e s t i m m u n g  de r  f i l t e r g e b u n d e n e n  D N S  n a c h  Versuchs -  

ende  zeigte.  D e r  Z u s a t z  yon  F o r m a m i d ,  das  d u r c h  die 
R e d u z i e r u n g  der  t h e r m i s c h e n  Stabi l i t / i t  ( C o n a u g h y  et 

al., 1969) eine H y b r i d i s i e r u n g  bei t i e fe ren  T e m p e r a t u -  

ren  e rm6gl i ch t ,  weis t  gegenf iber  den  V e r s u c h e n  o h n e  

F o r m a m i d  deu t l i che  Vor te i l e  auf.  Z w a r  l iegt  die Bin-  

d u n g  a m  A n f a n g  des Ver suches  u n t e r  der jen igen ,  die in 

6 • S S C  er re ich t  wurde ,  j e d o c h  ist die B i n d u n g  der  

Dup l i ces  a m  F i l t e r  a u c h  n a c h  4 6 h  n o c h  stabil .  D a  

s te igende  M e n g e n  F o r m a m i d  eine Vi scos i t f i t s e rh6hung  
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Abb. 1. Einflul3 der Salz- u n d  Formamidkonzentration auf die 
Bindung bei verschiedenen Temperaturen. Die Versuche wurden mit 
15 gg filtergebundener DNS und 0,1 gg 3H-DNS von P e d i o c o c c u s  
p e n t o s a c e u s  ssp. i n t e r m e d i u s  DSM 20280 in einem Reaktionsvolumen 
yon 0.2mi ausgeftihrt. (B) 1 x SSC (60 ~ C); (A) 3 x SSC (70 ~ C) ; (~) 6 
x SSC (75 ~ C); (A) 3 x SSC-Formamid/10 ~o (61~ ((3) 6 x SSC- 
Formamid/20 ~ (61 ~ C) 

der Reaktionsl6sung und damit eine Verminderung der 
Diffusionsgeschwindigkeit der markierten DNS bewir- 
ken (Flavell et al., 1974), liegt die Hybridisierungsrate 
in 3xSSC-Formamid (10%) fiber der in 6• 
Formamid (20 ~).  

AufGrund dieser Ergebnisse wurden die Reassozia- 
tionsversuche mit 15~tg filtergebundener DNS und 
0,1 lag markierter DNS in 0,2ml 3 x SSC-Formamid 
(10 %) fiir 36 h bei 61~ durchgeftihrt. Der Bindungs- 
grad bewegte sich unter diesen Bedingungen zwischen 
45 und 51% ( ~  48 ~ )  im homologen System. Fiir die 
Untersuchung mit den St~immen DSM 20287, 
DSM 20292, DSM 20331, DSM 20333 und 
DSM20336, yon denen nur die 3H-DNS und nicht 
auch die filtergebundene, homologe DNS eingesetzt 
wurde, wurde als Bezugsgr613e ffir die Homologie ein 
absoluter Bindungsgrad von 48 % (=  100 % Homolo- 
gie) vorausgesetzt. 

2. Hybridisierungs-Ergebnisse 

Die Ergebnisse der DNS/DNS-Homologiestudien sind 
in Tabelle2 zusammengefal3t. Zus/itzlich wurde ein 
Stature jeder Pediococeus-Art mit Lactobacillus curva- 
tus (DSM 20010) und Lactobacillus casei (DSM 20011, 
ATCC393, NCDO 161) hybridisiert. Die Homologie- 
werte liegen dabei durchweg bei nur 2 ~.  Damit kennte 
eine klare Abgrenzung zu den hinsichtlich ihrer physio- 
logisch-biochemischen Merkmale nahestehenden Lac- 
tobacillus-Arten bekr~iftigt werden. 

2.1. Pediococcus pentosaceus (Mees, 1934) 

Bei der Auswahl der StO_mme aus insgesamt 34 Kultu- 
ren, die zum gr66ten Teil aus pflanzlichem Material, 
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aber auch aus Bierhefe und gfirendem Gemfise isoliert 
worden waren, wurden diejenigen mit extrem vonein- 
ander abweichenden Merkrnalskombinationen sowie 
der yon Garvie (1974) ffir P. pentosaceus vorgeschlage- 
ne Neotyp-Stamm NCDO 990 (= DSM 20336) berfick- 
sichtigt. 

Die ftinf untersuchten St/imme von P. pentosaceus 
(DSM 20280, DSM 20281, DSM 20282, DSM 20283 
und DSM 20336) zeigen untereinander so hohe Homo- 
logie-Werte (86 - 100 ~), dab sie als genetisch identisch 
angesprochen werden k6nnen. Gegenfiber allen ande- 
ren Pediococcus-Stfimmen wurden Homologiewerte 
unter 25 ~ gefunden," was fiir eine deutliche Abgren- 
zung der Art P. pentosaceus gegent~ber den anderen 
Arten der Gattung spricht. 

Nach der bisher fiblichen Interpretation der 
DNS/DNS-Hybridisierungsergebnisse sprechen Ho- 
mologiewerte von fiber 65~ ffir einen hohen Ver- 
wandtschaftsgrad (Stfimme einer Art), wobei die Ab- 
trennung yon Unterarten insbesondere im Bereich um 
70 ~ diskutiert werden kann. Dagegen weisen Homolo- 
giewerte zwischen 25 und 65 ~ auf eine m/il3ige Ver- 
wandtschaft hin (Stfimme verschiedener Arten) und bei 
Homologiewerten unter 25 ~ liegen nur entfernt ver- 
wandtschaftliche Beziehungen vor (Steigerwalt et al., 
1976). 

Besonders bemerkungswert ist die Tatsache, dab die 
yon Back u. Weil3 (Manuskript in Vorbereitung) wegen 
der mit Ausnahme der Ribose fehlenden Pentosen- 
Verg/irung als P. pentosaceus ssp. intermedius beschrie- 
benen St/imme DSM 20280 und DSM 20283 eine hohe 
Homologie (87-98 ~) mit den typischen Vertretern 
der Art P. pentosaceus aufweisen. Wenn auch die 
Hybridisierungsergebnisse gegen eine Unterart ,,inter- 
medius" sprechen, so ist auf Grund der deutlichen 
Unterschiede im Phfinotyp eine Abtrennung dieser 
St/imme als Unterart durchaus sinnvoll, zumal auch 
Stfimme mit vergleichbaren Merkmalskombinationen 
in der Literatur bisher meist nicht als P. pentosaceus 
identifiziert wurden, sondern den hinsichtlich ihres 
Zuckerspektrums nahestehenden Arten P. damnosus 
oder P. parvulus zugeordnet wurden. 

Insgesamt zeigten sich bei den ftinf untersuchten 
St/immen Unterschiede in der Verg/irung von Arabino- 
se, Xylose, Rhamnose, Trehalose, Lactose, Saccharose, 
Melibiose, Raffinose, Salicin und Amygdalin. Derarti- 
ge Diskrepanzen zwischen der Homologie im Genotyp 
einerseits und Unterschieden im Phfinotyp, speziell im 
Spektrum verg/irbarer Kohlenhydrate andererseits 
wurden auch bei DNS/DNS-Homologie-Untersuchun- 
gen im entfernteren Verwandtschaftskreis der Pedio- 
kokken gefunden (B~'dobacterium globosum-Gruppe, 
Crociani et al., 1970; Lactobacillus sake, Lauer, 
pers. Mitteilung; Bifidobacterium lactentis-Gruppe, 
Lauer u. Kandler, Manuskript in Vorbereitung). 

2.2. Pediococcus acidilactici (Lindner, 1887) 

Von insgesamt 15 St/immen, die alle die fiir P. acidilac- 
tici characteristischen Merkmale aufweisen (Wachs- 
turn bei 50~ sowie fiberdurchschnittlich hohes 
G + C-Verh/iltnis von 42-43 ~o) und untereinander 
Unterschiede in der Verwertung von Xylose, Rhamnose, 
Trehalose, Lactose und Mannit zeigen, wurden die 
Kulturen DSM20284 und B Salld ffir die Homolo- 
gieuntersuchungen herangezogen. Als Sammlungs- 
stature wurde der von Garvie (1974) ftir P. acidilactici 
vorgeschlagene Neotyp-Stamm NCDO ~ 859 (= DSM 
20333) berticksichtigt. 

Die beiden St/imme DSM 20284 und B Salld, von 
denen letzterer dutch eine schwache Arabinose-Verg/i- 
rung sowie fehlende Xylose- und Rhamnose-Verg/irung 
besonders auffiel, weisen mit 83 bzw. 88 ~o Homologie 
in ihrer DNS eine hohe genetische Verwandtschaft auf. 

Z u  allen anderen Pediococcus-Stfimmen besteht dage- 
gen mit maximal 23 ~ Homologie nur eine geringe 
Verwandtschaft. 

Bemerkenswerterweise zeigt der ffir P. acidilactici 
vorgeschlagene Neotyp-Stamm DSM20333 mit Ho- 
mologiewerten unter 20 ~o nur geringe verwandtschaft- 
liche Beziehungen zu den beiden anderen Stfimmen yon 
P. acidilactici, w~hrend mit den Stiimmen yon P. 
pentosaceus mit 93 bzw. 100 ~ Homologie eine hohe 
Verwandtschaft im Genotyp besteht. Auch bei den 
vorausgegangenen physiologisch-biochemischen Un- 
tersuchungen verhielten sich dieser Stature ebenso 
wie der von Kitahara als P. acidilactici erhaltene 
Stature P.lin (die beiden St~mme sind vermutlich 
identisch) wie typische Vertreter der Art P. pentosaceus. 

Wenn auch die beiden St~imme DSM 20284 und B 
Salld mit denen von P. pentosaceus mit ca. 20~ 
gegentiber allen iibrigen Testst~immen mit weniger als 
10 ~ Homologie eine gewisse Verwandtschaft erkennen 
lassen, so k6nnen wir uns dennoch nicht der Meinung 
von Coster u. White (1964) anschliegen, die die Berech- 
tigung einer eigenen Art P. acidilactici ablehnen und 
diese St~imme der Art P. cerevisiae (ira Sinne dieser 
Autoren) zuordnen. Homologiewerte von nur 20~ 
sprechen auf jeden Fall ffir deutlich differenzierte 
Arten. 

2.3. Pediococcus parvulus (Gfinther u. White, 196~) 

Der Typstamm der Art P. parvulus (NCDO 1634 = 
DSM20332) zeigte bei unseren Untersuchungen zu 
keiner anderen Art eine hohe genetische Verwandt- 
schaft. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zur 
Auffassung von Kitahara (1974), wonach es sich bei P. 
parvulus um ein Synonym yon P. pentosaceus handelt. 
So wurden zwischen diesen beiden Arten Homologie- 
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werte yon nur 6 - 7  ~ gefunden. Eine mfigige Ver- 
wandtschaft besteht dagegen zu der biersch~idlichen 
Art P. damnosus (30-36 ~o) sowie zu zwei ebenfalls 
biersch~idlichen und als Pediococcus species 
(Gruppe IV a) bezeichneten St~immen (30-40~o). 

2.4. Pediococcus Species (Gruppe IVa) 

Zwei St/imme (DSM 20285 und DSM 20287), die aus 
einer Gesamtzahl von 12 aus Wein, Bier, Bierhefe und 
Sauerkraut isolierten Kulturen ausgew~ihlt wurden, 
zeigen untereinander mit 90 ~ eine so hohe Homologie, 
dab sie als genetisch identisch angesprochen werden 
mtissen. Diese beiden Stfimme unterscheiden sich in der 
Verwertung von Dextrin und c~-Methylglucosid, im 
Wachstum bei 37 ~ C sowie in Gegenwart von 6 ~o NaC1 
und in der Acetoinbildung. Phfinotypisch stehen sie P. 
parvulus nahe. Unterschiede zu dieser Art beziiglich 
klassischer Merkmale bestehen in der Verg/irung von 
Galaktose und Lactose, aul3erdem in der unterschiedli- 
chen Mobilit/it der Lactat-Dehydrogenasen, weshalb 
diese Stfimme bei vorausgegangenen Untersuchungen 
(Back u. Weig, Manuskript in Vorbereitung) in der 
physiologischen Gruppe IV a zusammengefal3t wurden. 

)~hnlich wie P. parvulus zeigen auch diese bislang 
nicht beschriebenen St/imme eine gewisse Verwandt- 
schaft zu den St/immen yon P. damnosus (38-54~) .  
Zu allen tibrigen Testst/immen besteht dagegen mit 
Homologiewerten unter 10 ~ nur eine geringe Oberein- 
stimmung hinsichtlich des Genotyps. 

Wie bereits erwfihnt, weisen Homologiewerte zwi- 
schen 25 und 65 ~ lediglich auf eine m/il3ige Verwandt- 
schaft hin. Legt man also diese Richtwerte bei der 
Beurteilung zugrunde, so erscheint eine Abtrennung 
der vorliegenden Stfimme als eigene Art sinnvoll. Da 
uns abet bisher nur insgesamt 12 Isolate zur Verf~gung 
stehen, soll die taxonomische Stellung dieser Gruppe 
vorerst noch often gelassen werden. 

2.5. Pediococcus damnosus (Claussen, 1903) 

Aus einer Gesamtzahl yon fiber 400 aus Bier und 
Bierhefe isolierten und als P. damnosus bestimmten 
St/immen, die sich insbesondere in der Verg/irung 
einiger Kohlenhydrate, wie Galaktose, Maltose, Treha- 
lose, Saccharose, Melecitose, Maltotriose, a-Methyl- 
glucosid, Salicin und Amygdalin unterscheiden, wur- 
den ffir diese Untersuchung drei St~imme mit stark 
voneinander abweichenden Merkmalskombinationen 
sowie der von Garvie (1974) vorgeschlagene Neotyp- 
Stamm NCDO 1832 (= DSM 20331) ausgew/ihlt. 

Die Hybridisierungsergebnisse zeigen, dab/ihnlich 
wie bei P. pentosaceus die Unterschiede in physiologi- 
schen Leistungen bei den Reassoziationsversuchen 
nicht zum Ausdruck kommen. Alle vier St/imme weisen 

untereinander Homologiewerte von fiber 80 ~o auf, so 
dab sic als genetisch hoch verwandte St/imme angese- 
hen werden mfissen. 

Wie bereits oben erwhhnt, bestehen gewisse ver- 
wandtschaftliche Beziehungen zu P. parvulus und zu 
den beiden Stfimmen der Gruppe IVa, wfihrend gegen- 
fiber allen anderen Pediococcus-Stfimmen keine n/ihere 
Verwandtschaft festgestellt werden konnte (Homolo- 
giewerte unter 10 ~). 

2.6. Pediococcus dextrinicus 1 

Von insgesamt 6 Kulturen, die aus Silagen und Bier iso- 
liert worden waren und Unterschiede in der Verg/irung 
yon Trehalose, Lactose, Inulin und e-Methylglucosid 
aufweisen, wurde der Stature DSM 20335 ffir die Ho- 
mologiestudien ausgew~ihlt. Dieser Stamm, den Grin- 
ther u. White (1961) der von ihnen aufgestellten 
Gruppe III zuordneten und der sphter yon Coster u. 
White (1964) als ,,Variation" von P. cerecisiae beschrie- 
ben wurde, zeigte aber sowohl zu P. cerevisiae (im Sinne 
der genannten Autoren) als auch zu den anderen Arten 
mit 4 - 8  ~o Homologie eine nut weir entfernte Ver- 
wandtschaft. 

Eine besondere taxonomische Stellung des Stare- 
rues DSM 20335 wird auch dadurch unterstrichen, dab 
bei der Verwertung von Kohlenhydraten reines L- 
Lactat gebildet wird, w/ihrend die anderen Pediokok- 
ken, mit Ausnahme yon P. halophilus, DL-Lactat bilden. 
Darfiber hinaus ist im Gegensatz zu allen anderen 
Pediococcus-Arten die L-Lactat-Dehydrogenase mit 
Fructose-l,6-di-Phosphat aktivierbar (Back u. Weig, in 
Vorbereitung). Auffallend ist aul3erdem die schnelle 
und krfiftige Dextrin- und Stfirke-Vergfirung. Im 
Gegensatz dazu wird von Kitahara (1974) bei der 
Gattungsbeschreibung ausdr~cklich darauf hingewie- 
sen, dab Stgrke yon keiner Pediococcus-Art vergoren 
wird. 

Diese auf Grund ph/inotypischer Merkmale zum 
Ausdruck kommende Eigenst/indigkeit, die gleicher- 
maBen auch fiir die aus Bier isolierten Stfimme gilt, 
veranlaBte Back (1974), eine neue Art, nfimlich Pedio- 
coccus dextrinicus, aufzustellen. Diese Auffassung 
konnte nunmehr dutch die DNS/DNS- 
Homologieuntersuchungen eindeutig bestS.tigt werden. 

2.7. Pediococcus halophilus (Mees, 1934) 

Von drei als P. halophilus bezeichneten Sammlungs- 
stfimmen wurde der Stature DSM20339, der laut 
NCDO-Katalog mit dem Originalstamm Tc. 1 (Tetra- 
coccus No. I Orla Jensen) von Mees (1934) identisch ist, 

1 Die Beschreibung und Benennung des Typ-Stammes yon Pedio- 

coccus dextrinicus ist in Vorbereitung 
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in die Untersuchungen einbezogen. Diese Stfimme, 
unter denen sich auch zwei friiher als P. soyae (Sakagu- 
chi, 1958) beschriebene Kulturen befanden, unterschei- 
den sich in der Verwertung von Lactose, Melibiose, 
Raffinose, Mannit und Sorbit. Gemeinsam ist allen 
St/immen die F/ihigkeit, bis 20 % NaC1 im Medium zu 
tolerieren. Wie P. pentosaceus vergfiren alle drei St/im- 
me Arabinose und Ribose. Andrerseits besteht in der 
Verwertung von Melecitose eine 15bereinstimmung mit 
fast allen Stfimmen von P. damnosus. 

Die Homologiedaten zeigen jedoch deutlich, dab 
weder mit diesen Arten noch mit irgendeiner anderen 
untersuchten Art eine Verwandtschaft besteht (Homo- 
logiewerte zwischen 2 und 6 %). 
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