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Monitoring der Hefepopulationsdynamik wahrend der
Spontanfermentation des Weines: Untersuchung der Sorten
"Gruner Veltliner", "Welschriesling”, "Sauvignon Blanc" und
"Zweigelt" aus verschiedenen 6sterreichischen Weinbaugebieten

Zusammenfassung

In dem vorliegenden Projekt wurde die Hefeflora wéhrend der spontan Fermentation des
Traubenmosts in vier 0&sterreichischen Weinbaugebieten studiert (Wien, Donauland,
Neusiedlersee-Hugelland, Sudsteiermark). Um einen besseren Einblick Gber die
Hefediversitat zu gewinnen, wurde die Hefepopulationsdynamik in WeiB- und Rotweinen, die
in sechs Standorten (Cobenzl, Stift Klosterneuburg, Agnes-Hof, Goétzhof, St. Georgen,
Silberberg) hergestellt wurden, untersucht. Die genomische Variabilitdt von nicht-
Saccharomyces und Saccharomyces Arten und Stdmmen wurden mittels der
Sequenzanalyse des 26S rRNA codierenden Gens (D1/D2 Domain) und DNA-
Fingerabdruckanalyse (PCR- und AFLP-fingerprinting) bewertet. Die Ergebnisse dieser
Studie weisen darauf hin, dass die in die Weinfermentation involvierten Hefearten und
Saccharomyces Stamme sehr heterogen sind. Innerhalb der identifizierten Arten waren S.
cerevisiae und Hanseniaspora uvarum am haufigsten vertreten, wahrend die Arten Candida
zemplinina, Issatchenkia occidentalis, Kregervanrija fluxuum, Lachancea thermotolerans,
Metschnikowia viticola, Pichia kluyveri, S. bayanus var. uvarum und Zygoascus hellenicus
nur sporadisch gefunden wurden. Die nicht-Saccharomyces Arten, die in den ersten
Fermentationsphasen dominierten, wurden bei hoéherer Ethanolkonzentration durch
Saccharomyces Arten ersetzt. Manche S. cerevisiae Stdmme wurden als ubiquitare Hefen
identifiziert, trotzdem konnten aber in verschiedenen Weinen und Standorten viele Stdmme
mit einzigartigen AFLP Mustern charakterisiert werden. Neben den S. cerevisiae Stdmmen
zeigten auch die S. bayanus var. uvarum Stamme eine beachtliche genomische Variabilitat.
Diese Biodiversitatsstudie, die zum ersten mal in &sterreichischen Weinbaugebieten
durchgefiihrt wurde, stellt einen signifikanten Beitrag zur Erforschung und Erhaltung der
genetischen Vielfalt der biotechnologisch relevanten Hefestdmme dar. Das énologische und
technologische Potential der untersuchten Hefen soll in weiteren Studien erforscht werden.
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Einleitung

Die Weinfermentation ist ein komplexer mikrobiologischer ProzeB, der die Transformation
von Most zum Wein mit Hilfe verschiedener auf Beeren und Kellerzubehér vorhandener
Hefespezies darstellt. Sensorische Qualitdt und technische Eigenschaften des Weines
variieren wesentlich mit der Qualitdt des Weinmosts und mit den Hefestdmmen, die einen
FermentationsprozeB durchfihren. Verschiedene Studien Uber die Hefebiodiversitat haben
gezeigt, dass eine groBe Vielfalt von Hefearten an den frihen Stadien der Garung
teilnehmen. Die wenig Ethanoltoleranten Hefearten, die laut Literaturdaten wahrend der
Weinfermentation oft vorkommen, sind Vertreter der Gattungen Candida, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Pichia, Torulaspora, Hansenula, Metschnikowia, Cryptococcus und
Rhodotorula (Fleet, 1993; Pretorius et al., 1999). In einer spateren Phase der Fermentation,
die durch einen erhdhten Alkoholgehalt charakterisiert ist, werden diese Arten durch die
alkoholtoleranten Hefen der Gattung Saccharomyces ersetzt. Es ist bekannt, dass
verschiedene Stdmme von S. cerevisiae und S. bayanus in der stirmischen
Fermentationsphase dominieren, obwohl neulich eine andere Art, S. paradoxus auch aus
dem Wein isoliert und charakterisiert wurde (z.B. Fleet and Heard, 1993, Querol et al., 1994;
Redzepovic et al., 2002).

Betrachtliche Fortschritte in der Entwicklung molekularbiologischer Methoden mit erhéhten
Auflésungsmaoglichkeiten haben zu einer zuverldssigen Hefecharakterisierung gefuhrt.
AuBerdem haben diese Techniken es ermdglicht, aufgrund neuer molekularen Merkmale
genomische Polymorphismen in S. cerevisiae zu entdecken. Techniken wie zum Beispiel
Karyotyping (Chromosomenverteilungsmuster), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), PCR Amplifizierung spezifischer Gene (z.B. rRNA codierende Gene), RAPD
Analyse (Randomly Amplified Polymorphic DNA) und AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphysm) werden haufig verwendet um die Hefen auf Art- oder Stammebene zu
differenzieren (z.B. Querol et al., 1992, 1996; Baleiras Couto et al., 1996; de Barros Lopes et
al.,, 1998; Guillamon et al.,, 1998; Montrochar et al., 1998, Kurtzman and Robnett, 1998;
Azumi & Goto-Yamamoto, 2001).

Mehrere Studien haben auf eine Heterogenitat von aus verschiedenen Weinbaugebieten
isolierten S. cerevisiae Stammen hingewiesen, so dass eine starke Korrelation zwischen
genomischen Eigenschaften und geographischer Herkunft festgestellt wurden (Versavaud et
al., 1995; Nadal et al., 1996). Verschiedene Hefestdmme beeinflussen die Weinqualitat
unterschiedlich, was andeutet, dass die Biodiversitatstudien von natlrlichen Hefeisolaten aus
diversen 6kologischen Nischen und geographischen Regionen von groBer Bedeutung flr
Grundlagen- und angewandte Forschung sind. Die autochthonen Hefen kdénnen neue
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molekulare und 6énologische Attribute enthalten, die den Weinen einen regionalspezifischen
Charakter geben. Aus diesen Grinden haben sich viele Studien mit der Charakterisierung
der Hefepopulationen und mit einem Monitoring des Wachstums wahrend der
Spontanfermentation der Weine in verschiedensten geographischen Regionen beschéftigt
(Esteve-Zarzoso et al., 2000; Pramateftaki et al., 2000; Rementeria et al., 2003; Martinez et
al., 2004; Combina et al., 2005; Raspor et al., 2006).

Ziele des Projektis

In dem vorliegenden Projekt wurde die Biodiversitat von in die Weinfermentation involvierten
Hefearten und -stdmmen studiert. Innerhalb von vier &sterreichischen Weinbaugebieten
(Wien, Donauland, Neusiedlersee-Higelland, Sldsteiermark) wurden sechs Standorte
(Cobenzl, Stift Klosterneuburg, Agnes-Hof, Gétzhof, St. Georgen, Silberberg) ausgewahlt um
die autochthonen Hefen zu isolieren und genotypisch zu charakterisieren. Auf Sequenz- und
Fingerabdruckanalysen basierende molekularbiologische Techniken wurden angewandt, um
ein Monitoring der Spontanfermentation an verschiedenen Standorten durchzuflihren. Auf
diese Weise wurde die Substitution der Hefearten wahrend der Alkoholgarung verfolgt und
die genomische Verwandtschaft zwischen den Stdammen verschiedener Herkunft studiert.
Diese Studie hat die Mdglichkeit erdffnet, autochthone Hefestimme zu selektieren, die als
Starterkulturen in der Weinproduktion verwendet werden kénnten.

Methoden

Sechs Standorte (Donauland/Agnes-Hof, Donauland/Gétzhof, Wien/Cobenzl, Wien/Stift
Klosterneuburg, Neusiedlersee-Hugelland/St. Georgen, Sudsteiermark/Silberberg) wurden
von der Héheren Bundeslehranstalt und dem Bundesamt fir Wein- und Obstbau (HBLABA)
Klosterneuburg und vom Bundesamt fir Weinbau Eisenstadt, ausgewahlt, um Hefestdmme
aus Spontanfermentation der regionalspezifischen Weine zu isolieren. Im Jahre 2004 wurden
284 Hefen aus Most bzw. Traubensaft der sechs Rebsorten "Griner Veltliner",
"Welschriesling", "Sauvignon blanc", "Zweigelt", "Blaufrankisch" und "Pinot Noir" isoliert. Die
Probenahme erfolgte zu drei verschiedenen Zeitpunkten: am Beginn, in der Mitte und am
Ende der Fermentation. Die Hefen wurden in mikrobiologischen Laboratorien der HBLABA
Klosterneuburg und des Bundesamtes fir Weinbau Eisenstadt isoliert und am Institut fur
Angewandte Mikrobiologie, Universitat fir Bodenkultur, Wien, genotypisch charakterisiert.
Die selektierten Hefen wurden auf Art- und Stammebene charakterisiert und identifiziert.
Identifizierung der Hefen auf Artebene wurde mittels Sequenzen der D1/D2 Doméne des
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26S rRNA codierenden Gens und PCR-Fingerprinting nach Lopandic at al. (2006)
durchgefuhrt. Die genomische Variabilitat von S. cerevisiae and S. bayanus Stdmmen wurde
mit Hilfe der AFLP Technik (amplified fragment length polymorphism) nach Lopandic et al.
(2005) untersucht.

Ergebnisse und Diskussion
Charakterisierung von Hefearten

Um die Hefepopulationsdynamik wéhrend der Spontanfermentation der WeiB3- und Rotweine
aus sechs Weinbaustandorte zu studieren, wurde eine polyphasische Methode angewandt,
die eine Sequenzanalyse der D1/D2 Region des 26S rRNA codierenden Gens und PCR-
fingerprinting beinhaltete. Den GroBteil (87%) der Hefen wurde auf Artebene charakterisiert
(Abbildung 1, Tabellen 1, 2). Innerhalb der identifizierten Arten wurden S. cerevisiae (181
Stdmme) und Hanseniaspora uvarum (44 Stamme) am haufigsten isoliert, wahrend die Arten
Candida zemplinina, Issatchenkia occidentalis, Kregervanrija fluxuum, Lachancea
thermotolerans, Metschnikowia viticola, Pichia kluyveri, S. bayanus var. uvarum und
Zygoascus hellenicus sporadisch in einzelnen Proben festgestellt wurden (Tabellen 1, 2).
Aufgrund der Sequenzanalysen der D1/D2 Region zeigten einige Hefeisolate eine nahe
Verwandtschaft mit den Arten Metschnikowia pulcherrima und Pichia membranifaciens, aber
die PCR-fingerprinting Analysen konnten die Konspezifitdat im Vergleich der resultierenden
Muster mit denen von entsprechenden Typstdmmen nicht bestatigen, die Ahnlichkeitswerte
der DNA-Fingerabdriicke waren <80% (Abbildung 1). Da die Sequenzen der D1/D2 Doméne
und DNA-Fragmentprofile sehr heterogen waren, handelt es sich bei diesen Hefen mit hoher
Wahrscheinlichkeit um neue Arten der Gattungen Metschnikowia und Pichia. Deren
vollstéandige Identifizierung bedarf der Verwendung zusatzlicher molekularer Merkmale. Die
nicht-Saccharomyces Arten wurden am Beginn und in der mittleren Garungsphase
identifiziert, wenn die Zucker- und Ethanolkonzentrationen noch niedrig waren (Tabelle 1, 2).
Die S. cerevisiae Stamme wurden in der Anfangsphase nur in den Mostproben von "Pinot
Noir" (Stift Klosterneuburg), "Zweigelt" (Agnes-Hof) und "Grliner Veltliner" (Cobenzl)
festgestellt. Interessanterweise wurden die S. bayanus Stdmme nur im Most und
Traubensaft von dem Standort St. Georgen nachgewiesen (Tabelle 2).
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Abbildung 1. Clusteranalyse auf Basis von PCR-fingerprinting der Hefeisolate aus
Traubenmost und Traubensaft
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Tabelle 1. Zusammenstellung der aus drei Phasen der Spontanfermentation verschiedener
Traubenmoste (BF=Beginn, MF=Mitte, EF=Ende) isolierten und charakterisierten Hefearten
von den Standorten Stift Klosterneuburg, Agnes-Hof and Gétzhof

No. of isolated colonies (Year 2004)
Wien, Stift Donauland, Agnes-Hof Donauland, Gotzhof
Yeast species Klosterneuburg
Pinot Noir Griiner Veltliner Zweigelt Griiner Veltliner Blaufrankisch
BF MF EF | BF MF EF BF MF EF BF MF EF [BF MF EF

C. zemplinina 2
H. uvarum 1 2 3 4
L. occidentalis 1
Metschnikowia sp. 2 7 1 2 2
M. viticola 1
P. kluyveri 1 2
Pichia sp. 1 1 2
S. cerevisiae 5 6 8 6 8 4 8 8 8 8 8 8
iSnLilTs?il;Zid yeasts 24 24 24 24 24

Tabelle 2. Zusammenstellung der aus drei Phasen der Spontanfermentation verschiedener
Traubenmoste (BF=Beginn, MF=Mitte, EF=Ende) isolierten und charakterisierten Hefearten
von den Standorten Cobenzl, St. Georgen and Silberberg

No. of isolated colonies (Year 2004)
‘Wien, Cobenzl Neusiedlersee-Hiigelland, St. Georgen Sudsteiermark, Silberberg
Yeast species
Griiner Veltliner Welschriesling Zweigelt Zweigelt Sauvignon blanc
BF MF EF | BF MF EF BF MF EF BF MF EF [BF MF EF
Candida sp. 2 1
H. uvarum 2 6 5 6 2 6 7
K. fluxuum 1
L. thermotolerans 2 1
Metschnikowia sp. 1 1 2 5 2
M. viticola 1
Pichia sp. 2 1
S. bayanus 2 4 4 1
S. cerevisiae 4 5 8 8§ 10 9 9 13 10 10 10
Z. hellenicus 1
isnuvr:s?ifgzﬂed yeasts 24 30 40 40 30




Landlicher Raum 7

Online-Fachzeitschrift des Bundesministeriums flir Land- und Forstwirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft
Jahrgang 2007

Charakterisierung von Saccharomyces Stammen

Aufgrund der Ergebnisse der PCR-fingerprinting Analyse wurden 181 Hefeisolate als S.
cerevisiae und 11 Hefen als S. bayanus identifiziert. Da PCR-fingerprinting die Hefen nur auf
Artebene unterscheidet, war die Differenzierung der S. cerevisiae und S. bayanus Stamme
nur mit Hilfe der AFLP Analyse mdglich (Abbildung 1, 2, 3). Die AFLP Methode ist dadurch
charakterisiert, eine héhere Anzahl an Loci als mit anderen PCR-basierenden Techniken
analysieren zu kdnnen. Einige Autoren (De Barros Lopes et al., 1999; Azumi & Goto-
Yamamoto, 2001) haben gezeigt, dass die AFLP-Analyse ein gutes Potential zur
genetischen Abgrenzung von kommerziellen Std&mmen besitzt. Um die Diversitat der
Osterreichischen S. cerevisiae Stamme aus spontangdrendem Traubenmost mit den
Hefestdmmen aus anderen geographischen Regionen zu vergleichen, wurden auch drei aus
Spanien (HA4), aus der Schweiz (HA284) und aus Westafrika (HA236) stammende S.
cerevisiae Stdmme, und zusatzlich einige direkt aus Trauben aus der Thermenregion
(Perchtolsdorf und Tattendorf) isolierte Stdmme analysiert (Abbildung 3). Die Ergebnisse
zeigten, dass die Osterreichischen S. cerevisiae Stdmme aus Spontanfermentation
verschiedener Traubenmoste eine homogene Population darstellen, welche signifikante
Unterschiede zu Weinhefen aus anderen Landern aufweist. Andererseits waren bei den aus
allen &sterreichischen Standorten isolierten S. cerevisiae Stammen sieben bis 11
verschiedene AFLP-Profile feststelloar, dies weist auf eine relativ hohe genomische
Heterogenitat hin. AuBerdem konnte man nachweisen, dass in Weinen aus verschiedenen
Standorten einerseits viele Hefen mit gleichen AFLP-Mustern vorhanden sind, aber auch
Stdmme mit einzigartigen AFLP Mustern vorkommen (Abbildung 3). Da eine beschrankte
Hefeanzahl analysiert wurde, ist es notwendig, die Standortspezifitat der Stdmme durch eine
mehrjéhrige Probenahme zu Gberprifen. Eine detaillierte Analyse der AFLP-Fragmentmuster
zeigte, dass sich die O&sterreichischen S. cerevisiae Stamme in 18 AFLP-Fragmenten
voneinander unterscheiden. Im Vergleich zu den Stammen aus anderen Landern konnte
man vier informative AFLP-Fragmente feststellen (133, 240, 247, 378 bp), was darauf
hinweist, dass diese DNA Segmente interessante genomische Eigenschaften enthalten
kénnten, welche die Stdmme anderer geographischer Regionen nicht besitzen.
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Abbildung 2. Genotypische Charakterisierung von Saccharomyces Arten und Stdmmen

mittels AFLP-Fingerabdruck Analyse
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Abbildung 3. Clusteranalyse auf Basis von AFLP-Fingerprints, die die genomische Diversitat
der aus spontanfermentierten Moste und Traubenséfte isolierten S. cerevisiae and S.
bayanus Stamme verschiedener dsterreichischen Weinbaugebieten zeigt. Die Standorte sind
mit GroBbuchstaben abgekirzt: AH-Agnes-Hof, GH-Goétzhof, CO-Cobenzl, SK-Stift
Klosterneuburg, SG-St. Georgen, SI-Silberberg. Weinsorten sind mit Kleinbuchstaben
abgekirzt: gv-Gruner Veltliner, zw-Zweigelt, bf-Blaufréankisch, pn-Pinot Noir, wr-
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Welschriesling, sb-Sauvignon blanc. Die drei Fermentationsphasen (Beginn, Mitte, Ende), in
denen die Probennahmen stattgefunden haben sind durch die Nummern 1, 2, 3,
gekennzeichnet.

Erhebliche Unterschiede zu allen untersuchten aus Spontanfermentationen isolierten Hefen
konnten bei einigen direkt aus Trauben von der Thermenregion isolierten Hefen festgestellt
werden (Abbildung 3). Die AFLP-Analyse hat darauf hingedeutet, dass diese Stamme
Hybride zwischen S. cerevisiae und S. kudriavzevii Arten sind. Von 34 insgesamt
amplifizierten AFLP-Fragmenten teilen sich die aus der Thermenregion isolierten Stdmme 11
Fragmente mit S. kudriavzevii. Eine detaillierte Studie hat gezeigt, dass diese Stamme zwei
verschiedene Sequenzen der D1/D2 und ITS1/ITS2 Regionen beinhalten, davon ist eine
Sequenz mit der von S. cerevisae, die zweite mit der von S. kudriavzevii homolog. Weitere
Versuche haben gezeigt, dass es sich um aneuploide Stdmme handelt, die keine
wachstumsfahige Sporen bilden kénnen, was eine typische Eigenschaft von Hybridstdmmen
ist. Erst in den letzten zwei Jahren wurden dank neuer hochsensitiver Methoden einige
Hybridstdmme innerhalo kommerziell angewandter Stdamme entdeckt, bei denen S.
kudriavzevii als ein Donor eines Teils des Genoms charakterisiert wurde (Naumova et al.,
2005; Liti et al., 2005; Bradbury et al., 2006; Gonzalez et al., 2006). Die Bedeutung dieser
Hybride fir die Qualitat der Weine wurde noch nicht genauer untersucht, aber es ist bekannt,
dass sich die genetischen Attribute solcher Hybridstdmme auf die phanotypischen
Eigenschaften auswirken (Masneuf et al., 1998). Erste Untersuchungen des Einflusses von
Hybridstdmmen auf die 6nologischen Eigenschaften des Weines haben gezeigt, dass die
Hybride aus der Thermenregion (Standort Perchtoldsdorf) eine héhere Konzentration von
Estern im Vergleich mit einigen S. cerevisiae Stammen produzieren. Alle diese Ergebnisse
zeigen deutlich, dass weitere Untersuchungen der Hybridstdmme fir eine Grundlagen- und
angewandte Forschung interessant sind und dass man die Erforschung der genomischen,
technologischen und &nologischen Eigenschaften dieser natirlichen Hefeisolate

intensivieren muss.

Die AFLP-Analyse von S. bayanus Stdammen aus spontan fermentiertem Most und
Traubensaft hat ergeben, dass alle Isolate der Art S. bayanus var. uvarum angehéren
(Abbildung 3). Elf untersuchte Stdmme haben acht verschiedene AFLP-Muster gezeigt, was
auf eine signifikante genomische Variabilitédt hindeutet. Im Vergleich mit dem S. bayanus
Typstamm HA266 und dem S. bayanus var. uvarum Stamm HA231 kdénnen die
Osterreichische Stamme aufgrund von neun Fragmenten (90, 138, 155, 219, 273, 284,
305,310, 339 bp) unterschieden werden. Die S. bayanus var. uvarum Stdmme wurden nur
vom Standort St. Georgen isoliert, dies kann man als eine Anpassung dieser Stamme an
umweltbedingte Gegebenheiten dieses Areals deuten. Genauere Informationen Uber die
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genomischen und phanotypischen Eigenschaften, wie auch Uber das dnologische Potential
dieser Stdmme kénnen durch Vergleichsuntersuchungen mit natirlichen, aus
Spontanfermentationen anderer geographischer Lokalitdten isolierten S. bayanus var.

uvarum Stammen erhalten werden.

Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie wurden aus verschiedenen regionalspezifischen Mosten und
Traubensaften isolierte Hefen auf Art und Stammebene genotypisch charakterisiert. Die
Ergebnisse zeigen eine groBe Heterogenitat von in den Fermentationsprozessen von WeiB-
und Rotweinen involvierten Hefearten und Stdmmen. Die Stdmme von S. cerevisiae und S.
bayanus var. uvarum haben signifikante genomische Unterschiede aufgewiesen, die aber im
Vergleich zu der limitierten Anzahl von Stdmmen aus anderen geographischen Gebieten und
6kologischen Nischen als eine homogene Population charakterisiert wurden. Diese Studie
hat auch ergeben, dass 6sterreichische Weinbaugebiete interessante Hefehybride enthalten,
die durch natirliche Hybridisierungsprozesse zwischen S. cerevisiae und S. kudriavzevii
entstanden sind. Da diese Stdmme eine erhdhte, fir die Weinqualitdt bedeutende
Esterkonzentration wahrend der Fermentation freisetzen kdnnen, muss man zusatzliche
Untersuchungen ihrer Verbreitung und ihrer technologischen wund &6nologischen
Eigenschaften durchflihren, um deren Potential als Starterkulturen evaluieren zu kdnnen.
Diese Hefebiodiversitatsstudie, die zum ersten mal in &sterreichischen Weinbaugebieten
durchgefihrt wurde, ist eine Basis fUr weitere mikrobiologisch und genetisch orientierte
Studien und stellt einen wichtigen Beitrag zur Erforschung und Erhaltung der genetischen
Vielfalt der biotechnologisch relevanten Hefestdmme dar.
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