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50 Jahre FDW
GrulRwort des 1. Vorsitzenden des Forschungsringes des Deutschen Weinbaus (FDW)

Seit nunmehr 50 Jahren pragt der Forschungsring des Deutschen Weinbaus (FDW) bei der Deutschen
Landwirtschaftsgesellschaft (DLG) die angewandte Forschung in der Weinwirtschaft. Herausragend ist
die landeriibergreifende Zusammenarbeit in der Forschungsfinanzierung der Bundeslander Bayern,
Baden-Wiurttemberg, Hessen und Rheinland-Pfalz. An den Vorgaben eines 1995 modifizierten
Forschungsprogramms, das Wettbewerbsféhigkeit, Nachhaltigkeit, Marktorientierung  und
Qualitatssicherung interdisziplindr bertcksichtigt, soll auch die kunftige Ausrichtung der
Weinbauforschung angelehnt sein.

Wie in kaum einem anderen Wirtschaftszweig konnten auf Basis wissenschaftlicher Erkenntnisse so
immense technologische Fortschritte realisiert werden wie im Weinbau. Erwahnenswert erscheinen mir
insbesondere  die Erfolge der Weinbaumechanisierung und in jingster Zeit die
Steillagenmechanisierung.

Wahrend den Anfang dieser fuinf Jahrzehnte grundlegende technische Fragen aber auch Aspekte der
Produktionssicherung prégen, kam es in den Folgejahren immer wieder zu Verschiebungen und zur
Diversifizierung der Forschungsinhalte. Als beispielhaft sind die Weiterentwicklungen im Bereich
Rebenzichtung, Pflanzenschutz und Pflanzenerndhrung zu nennen. Dieser vorwiegend von
Rationalisierung gepragten Phase folgte, auch aufgrund des steigenden Umweltbewusstseins der
Bevolkerung eine Periode, die sich der Nachhaltigkeit des Weinbaus in ihren unterschiedlichen Facetten
widmete. Mit fortschreitenden analytischen und sensorischen Méglichkeiten konnte — insbesondere in
den letzten beiden Jahrzehnten — ein Antwortenspektrum auf viele wirtschaftlich bedeutende
oenologische Fragen gefunden werden. Aus der jungsten Vergangenheit sind hier Beispiele wie
Gesundheit und Weinkonsum, Qualitatssicherung, Stressfaktoren und Weinqualitdt aber auch
Saureproblematik hervorzuheben. Im Mittelpunkt der 6konomischen Fragestellungen standen von jeher
die Verbesserung der Wirtschaftlichkeit sowie die Zukunftsfahigkeit der Weinbaubetriebe. Seit Mitte der
90er Jahre rickt zunehmend die Untersuchung von Verbraucherverhalten aber auch die
Nachfrageentwicklung mit dem Ziel der Existenzsicherung der deutschen Weinunternehmen in den
Fokus der Betrachtung.

Der Wandel von der landwirtschaftlichen Urproduktion zum modernen Dienstleister — als die sich viele
der kleinstrukturierten Unternehmen der deutschen Weinwirtschaft verstehen — ware ohne eine praxis-
relevante offentliche Forschungs- und Entwicklungstatigkeit in Deutschland nicht méglich gewesen. Hier
hat der Forschungsring in den unterschiedlichsten Facetten seiner Arbeit in der Vergangenheit
richtungsweisende Impulse gegeben, die eindrucksvoll in der Riickschau der Arbeitskreise dokumentiert
sind. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen ist es vor dem Hintergrund eines auch zukinftig wichtigen
und interessanten Wirtschaftsbereiches — dem Weinbau in Deutschland — erforderlich, in die Zukunft zu
blicken. Um auch weiterhin auf allen Ebenen der weinbaulichen Produktion und Vermarktung wettbe-
werbsfahig zu bleiben, mochte ich auf die Notwendigkeit der 6ffentlich finanzierten Weinbauforschung
durch den Forschungsring aufmerksam machen.

Durch gezielte Projektférderung in den einzelnen Arbeitskreisen erlaubt diese Form der
Forschungsorganisation den effizienten, flexiblen und zeitlich begrenzten Einsatz von
Forschungsgeldern. Neben den fir die Praxis wichtigen und schnell verwertbaren Erkenntnissen
kdonnen zudem wissenschaftliche Nachwuchskréafte herangebildet werden. Diese erweitern nicht selten
den Kreis der Wein- und Weinbauforscher und bleiben somit der Branche als Vordenker und
Lésungsanbieter erhalten.

Die interessierte Offentlichkeit steht stets im Mittelpunkt der Forschungsbemiihungen. Durch jahrliche
Tagungen an wechselnden Forschungsstandorten innerhalb Deutschlands informieren die FDW-
Arbeitskreise einen eher wissenschaftlichen Teilnehmerkreis. Durch Publikationen, Vortrdge und
Symposien wird die breitere Schicht der Praktiker erreicht. Dadurch gelingt der unmittelbare Transfer
der Forschungsergebnisse in die Weinwirtschaft.

Auch im neuen Jahrtausend stellt sich der Forschungsring des Deutschen Weinbaus diesen
Herausforderungen mit dem Ziel, die Wettbewerbsféhigkeit und somit die Existenz der Branche zu
sichern.

Mainz, 17. April 2002
Dr. Peter Fuchf3
(1.Vorsitzender)




Vorwort des 1. Jahresberichtes

Der Forschungsring des Deutschen Weinbaues bei der Deutschen Landwirtschafts-Gesellschaft wurde
am 15. Juni 1961 zu zeitlich nicht begrenzter Arbeit gegriindet, und zwar in der Erkenntnis, dai
Fortschritt und Rentabilitédt des Weinbaues von der wissenschaftlichen Forschung abhangig sind und
die klimatisch bedingte Benachteiligung der deutschen Weinerzeugung gegentiber der Weinproduktion
anderer Lander zu einer Vertiefung und Auswertung der wissenschaftlichen Weinbauforschung zwingt,
um die Ertragssicherung zu erhdhen, die Qualitat des Weines zu verbessern, die Erzeugungskosten zu
senken und das bestehende Preisgefélle abzubauen.

Im Forschungsring des Deutschen Weinbaues (FDW) haben sich Wissenschaftler mit Vertretern
staatlicher  Einrichtungen  innerhalb  der  Bundesrepublik  zur  gemeinsamen  Arbeit
zusammengeschlossen. Der FDW ist der Deutschen Landwirtschafts-Gesellschaft e.V. (DLG) als
Ubergebietlicher neutraler Institution angegliedert und organisatorisch verbunden.

Der FDW soll die weinbauliche Forschung auf dem Gesamtgebiet des Weinbaues und der
Kellerwirtschaft intensivieren, rationalisieren und koordinieren sowie eine von staatlicher Lenkung freie
wissenschaftliche Gemeinschaftsarbeit férdern, vordringliche Forschungsaufgaben finanzieren, deren
Ergebnisse der Offentlichkeit bekannt machen und fiir die Praxis auswerten, Fiihlung mit den
Forschungsgremien anderer verwandter Wissenschaften des In- und Auslandes aufnehmen und die
Zusammenarbeit mit auslandischen Forschungsgruppen im Hinblick auf die wirtschaftliche Vereinigung
Westeuropas vorbereiten und ermdglichen.

Der FDW besteht aus dem Forschungsausschuss und den Arbeitskreisen. Die Arbeitskreise werden
von Federfihrenden geleitet. Der Forschungsausschuss setzt sich aus den Federfihrenden, den
Weinbaureferenten des Bundes und der Lander und dem Vorsitzenden des Ausschusses fur Weinbau
der DLG zusammen. Diese wahlen den Vorsitzenden des Ausschusses. Die Geschéaftsfiihrung liegt bei
der Abteilung fur Pflanzenbau und Pflanzenziichtung der DLG. Die beim Ministerium fir Landwirtschaft,
Weinbau und Forsten von Rheinland-Pfalz bereits vor der Griindung bestehenden Arbeitskreise wurden
1962 Ubernommen und auf eine breitere Arbeitsgrundlage durch Aufnahme von Mitarbeitern aus
Instituten und Lehranstalten der Lander Baden-Wirttemberg, Bayern und Hessen gestellt. Die
laufenden Forschungsarbeiten wurden weiter finanziert und neue hinzugenommen. Seit der Griindung
wurden bis zum 31. Dezember aulRer kleineren Sitzungen folgende Arbeitstagungen durchgefuhrt:

am 30. August bis 01. September 1961 in Neustadt a.d.W.,

am 02. bis 04. Mai 1962 in Bad Kreuznach,

am 15. bis 17. Mai 1963 in Freiburg i.Br. und

am 04. Dezember 1962 eine 6ffentliche Vortragstagung in Mainz.

Auf den Arbeitstagungen wird jeweils Uber den Stand der Forschungsarbeiten und Uber wichtige
Probleme berichtet und diskutiert. In der alle zwei Jahre stattfindenden 6ffentlichen Vortragstagung wird
Uber einige abgeschlossene, die Allgemeinheit interessierende Forschungsthemen berichtet.

Im vorliegenden Heft werden die Zusammenfassungen der Jahresberichte mit Hinweisen Uber die
Veroffentlichung der finanzierten Forschungsarbeiten aus dem Jahre 1963 bekanntgegeben und damit
erstmals eine in Zukunft jahrliche Veroffentlichung aufgenommen, um einen gréBeren Kreis uber die
Tatigkeit des Forschungsringes in Kenntnis zu setzen.

Frankfurt a.M., im Dezember 1964

Der Vorsitzende des Forschungsringes
gez.Dr. F.Renz T
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Untersuchungen zur Emission von Lachgas und anderen klimarele-
vanten Gasen im Weinbau in Abhangigkeit von der mineralischen
Stickstoffdiingung und vom Bodenbewirtschaftungssystem

M. Sc. Yvonne Lehmann, Prof. Dr. O. Léhnertz

Hochschule Geisenheim University, Zentrum fir Angewandte Biologie, Institut fur
Bodenkunde und Pflanzenernahrung, Von-Lade-Strale 1, 65366 Geisenheim

1 Einleitung

Seit einigen Jahren befasst man sich bei der Produktion von Wein mit der Berechnung des

CO,-FuRabdrucks. Die Bedeutung der Lachgasverluste in CO2-Aquivalenten wird dabei
nicht berlcksichtigt. Die Untersuchungen der direkten CO»-Verluste und der N,O-Verluste
sollen daher dazu beitragen, die Berechnung des CO.-FuRabdruckes fur die Produktion
von Wein zu verbessern.

Umweltschonender Weinbau erfordert den gezielten Einsatz von Produktionsmitteln und

eine standige Verbesserung der Anbauverfahren. Dabei bleibt die Optimierung der Nahr -
stoffversorgung der Trauben, inshesondere die Stickstoffversorgung, ein Kernproblem

der Pflanzenerndhrung im Weinbau. In der Vergangenheit wurde mit weit Giberhdhten

Stickstoffgaben von 200 - 300 kg N/ha versucht die Aufnahme durch ein hohes Ange-

bot zu gewahrleisten. In den Folgejahren flihrten zunehmende Umweltprobleme - ins-

besondere ein erhdhter Nitrataustrag aus weinbaulich genutzten Flachen - und ein stei-

gendes Umweltbewusstsein zu einer dramatischen Reduzierung der Stickstoffaufwand-

mengen. Langjahrige Diingungsversuche im Weinbau weisen auf eine geringe Stickstoff-

ausnutzung durch die Rebe hin. Dies gilt sowohl fir die physiologische Effizienz (PE

= Traubenertrag/Aufnahme aus Diinger) als auch fir die Aufnahme Effizienz (RE = N-

Aufnahme/Dingermenge). Wéahrend die Verluste an Nitrat im Weinbau umfangreich un-

tersucht wurden, bestehen grof3e Unsicherheiten hinsichtlich des Umfangs an Verlusten
gasformiger N-Verbindungen im Weinberg. Dabei stehen die Verluste in Form von Lach-

gas (N20) im Vordergrund. Die weltweiten jahrlichen N>.O-N-Emissionen werden im IPCC-
Bericht von 2007 auf etwa 6.7 Mio. t geschatzt (IPCC, 2007).

Als eine der Hauptquellen von Lachgasemissionen wird die mikrobielle Umsetzung von

Stickstoffverbindungen in Béden und damit die Stickstoffdiingung angesehen. Der Um-

fang an Verlusten von N.O wurde in land- und forstwirtschaftlichen Systemen umfang-
reich untersucht. Im Weinbau ist die Erfassung von Lachgasverlusten in unterschiedlich

mit Stickstoff versorgten Anlagen, bzw. Weinbergen, ein wesentlicher Beitrag zur Verbes-
serung der Stickstoffeffizienz bzw. Verringerung der Umweltbelastung. Erste Ergebnisse

gibt es mit einem Versuch aus dem Traisental in Osterreich, in dem8 ein Anstieg der Ver-
luste durch die mineralische Stickstoffdiingung nachgewiesen wurde (Soja et al., 2010).
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2 Versuchsaufbau

Die Durchfihrung der geplanten Untersuchungen findet in einem etablierten Stickstoff-
Langzeitversuch bei Schloss Vollrads statt. In dem mit vier Feldwiederholungen rando-
misiert angelegten Dauerversuch wird seit 1984 sowohl die Hohe (Null bis 150 kg N/ha)
als auch der Zeitpunkt (Austriebsdiingung, Nachblitediingung) der mineralischen Stick-
stoffdiingung variiert (Abb. 1). Seit Anlage des Versuchs wird ein konstantes Bodenpfle-
gesystem realisiert: eine begrinte Reihe wechselt mit einer Reihe Dauerbegrinung ab
(Abb. 2). Dadurch kdénnen stark differenzierte Kohlen- und Stickstoffgehalte im Boden
festgestellt werden. Diese fuhren zu einem differenzierten Ertragsverhalten, Einlagerung

48 42 36 30 24 18 12 6
90/00 60/60 30/00 00/30 60/60 00/30 90/00 30/60
47 41 35 29 23 17 " 5
60/30 30/60 00/00 60/00 00/60 90/30 30/00
46 40 34 28 22 16 10 4
90/30 60/00 30/30 00/60 60/30 00/00 30/30
45 39 33 27 21 15 9 3
60/00 00/60 90/00 30/30 60/30 30/00 00/60
44 38 32 26 20 14 8 2
60/30 00/00 90/30 30/60 90/30 60/00 30/60 00/30
43 37 31 25 19 13 7 1
60/60 00/30 30/00 90/00 60/60 30/30 00/00

Abb. 1: Versuchsglieder und Randomisation des Langzeitstickstoffversuches; Lage:
Schloss Vollrads, Rheingau; Sorte: Riesling; Versuchsbeginn 1984, Legende:
0/0= ungeduingt; 90/60= 90 kg N/ha zum Austrieb/60 kg N/ha Nachblitediingung

an hefeverwertbarem Stickstoff, Befall mit Botrytis cinerea (Linsenmeier & Léhnertz, 2006;
Linsenmeier, 2007), aber auch zu einem deutlich unterschiedlichen Aufwuchs der einjah-
rigen Begriinungspflanzen.

In diesem Versuch kann damit der Einfluss der N-Diingung, des Bodenpflegesystems
und der jeweiligen Wechselwirkungen ermittelt werden. AuRerdem kann der Einfluss der
Mineraldlingung hinsichtlich der Verluste an klimarelevanten Gasen untersucht werden.
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3 Bisherige Arbeiten

3.1 Methodische Arbeiten

Fur die Erfassung klimarelevanter Gasverluste aus dem Boden wurde ein System erprobt
und im Freiland installiert. In den beschriebenen Versuchen wird der Verlust an klimare-
levanten Gasen erfasst. Hierzu wird mit Hilfe von gasdicht verschlossenen Versuchsge-
faRen, (in Abanderung von der Antragstellung wurden Kammern aus Edelstahl gebaut
und eingesetzt) mit einer Grundflache von 40 cm x 40 cm und unterschiedlicher Hohe, aus
dem Boden entweichendes Gas erfasst. Die Messung erfolgt direkt im Weinberg mit Hilfe
eines photoakustischen Messverfahrens, welches die Messungen im infraroten Bereich
durchfahrt (Fa. Innova AirTech instruments). Dieses System erlaubt eine kontinuierliche
Gasmessung, da keine Gasgewinnung notwendig ist und bis zu 12 Kammern angeschlos-
sen werden koénnen.

Es werden 9 Kammern gleichzeitig zur Gaserfassung eingesetzt.

Abb. 2: Aufwuchs an Phacelia sp. in den bearbeiteten Flachen in Abhangigkeit von der
langjahrigen N-Dulngung; Oktober 2010. Oben: Parzelle 38: ohne Stickstoff seit 1984;
Unten links: Ubergang Parzelle 38 zu Parzelle 39 (60 kg N/ha nach der Bliite); Unten
rechts: Parzelle 41 (60 kg N/ha nach dem Austrieb; 30 kg N/ha nach der Blite)(Fotos
Winfried Schénbach)

Dauer der Gaserfassung: In umfangreichen Messreihen wurde der zeitliche Verlauf der
Gaserfassung untersucht um neben den Konzentrationen auch Gasfliisse erarbeiten zu
konnen. Dabei hat sich eine Messung im 15-mindtigen Abstand als sinnvoll erwiesen. Es
wird in der Regel nach dem Wert der Umgebungsluft nach 15, 30, 45 und 60 Minuten (in
Ausnahmeféllen) gemessen.

Mitte des Jahres 2012 wurden 18 zusatzliche Rahmen auf der Flache eingebaut, sodass
eine bessere raumliche Auflosung der Gasemissionen erméglicht wird. Es sind somit je-

10
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weils drei Kammern pro Parzelle in einer unbegriinten Zeile eingebaut. Untersucht werden
innerhalb des Mineraldingeversuchs 9 Parzellen mit jeweils drei Parzellen je Dungestufe
(0 kg N/ha/Jahr, 60 kg N/ha/Jahr und 150 kg N/ha/Jahr).

Fur die Berechnung der Gasfliisse aus den gemessenen Konzentrationen wird die Stei-
gung der Regressionsgeraden ermittelt. Alle Kammermessungen ohne linearen Anstieg
tber die Zeit, oder einem Bestimmtheitsmal} (R?) unter 0.8 werden verworfen. Die For-
mel zur Berechnung der Gasfllisse ergibt sich aus der Steigung der Regressionsgeraden
(AC), dem Zeitintervall der Messung (At), sowie dem Volumen (V) und der Grundflache

(A) der Messkammer. Der Gasflul3 wird an die vorherrschenden Bodentemperaturen (T)
und den Luftdruck (p) angepasst (Gl. 1).

F = A_C*K*MG* 1OY*M
At A (R*T)

Das Molekulargewicht (MG) von Kohlenstoffdioxid bzw. Distickstoffmonoxid wird in mg
bzw. ug umgerechnet, um die jeweilige Einheit beim GasfluR zu erhalten.
Da es im Laufe der Messungen wiederholt zu erhdhten Konzentrationen bei den Anfangs-
werten gekommen ist, wurde eine Korrektur der Berechnung der linearen Regression
durchgefiihrt. Dabei wurde der erste Wert der Messung verworfen und durch den Mess-
wert nach einer Minute Akkumulationszeit ersetzt. Eine moégliche Problemquelle kann der
Anwender sein, da die Deckel der Kammer erst bei h6rbarem Einsaugen des Gases ge-
schlossen werden. Es kann auch sein, das durch die Bewegungen in unmittelbarer Um-
gebung der Kammer, mit der Luft Gas mit erhéhten Konzentrationen transportiert wird.
Diese Einflisse sind nicht immer vermeidbar.

(1)

3.2 Bodenpflegesystem

Die Adaption des Messverfahrens wurde in einem Systemvergleich der Forschungsan-
stalt Geisenheim durchgeflihrt. Dabei wurde insbesondere der Effekt der Bodenbearbei-
tung als EinflussgroRe beachtet.

3.3 Mineraldingeversuch

Die Dingung hat einen starken Effekt auf die Hohe der CO2-Emissionen. Es wurde beo-
bachtet, dass in gedingten Flachen besonders wahrend der Wachstumsphase (Juni-
September) erhéhte CO,-Verluste gegeniiber ungedingten Flachen auftraten (Ding et al.,
2007; Shahidi et al., 2014). Dies zeigte sich auch auf den untersuchten Flachen, dass die
Uber knapp 30 Jahre ungediingten Flachen eine sichtbar geringere Emission aufwiesen,
als die mit 150 kg/ha/Jahr gediingten Flachen.

Aufféallig bei den CO2-Emissionen im Untersuchungszeitraum war der ausgepragte Jah-
resgang. In den Sommermonaten wurde deutlich mehr CO, aus dem Boden abgege-
ben als in den Wintermonaten. Auch aulRerhalb der Vegetationsperiode wurde eine CO -
Emission beobachtet, was fur die Durchfiihrung von ganzjahrigen Messungen spricht
(Brooks et al., 2005; Fang & Moncrieff, 2001; Han et al., 2012).

In den durchgefiihrten Messungen im Langzeitdiingeversuch wurde ein erhéhter N,O-
Fluss mit zunehmender Diingermenge festgestellt, aber insgesamt gab es nur nach einer
Bodenbearbeitung und nach einem Niederschlagsereignis im Sommer 2013 eine deutli-
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che Erh6hung der Werte besonders in der hochgediingten Variante. Es konnte aber kein
klarer Zusammenhang mit der applizierten Dingermenge in den untersuchten Standorten
ermittelt werden. Velthof & Oenema (1995a,b) haben eine Erhéhung des N,O-Flusses
nach der Dungerapplikation fur ein bis zwei Wochen beobachten kdnnen. Dies wurde
auch im Jahr 2012 beobachtet. In diesem Jahr wurde eine erhdhte N.,O-Emission eine
Woche nach Bodenbearbeitung und Dingung ermittelt.

Zur Abschatzung der jahrlichen Gasverluste in Abhéngigkeit von der Dingermenge wurde flr
den Zeitraum zwischen zwei Messterminen die Emission nach Gleichung 2 interpoliert.

Y2o—V1
X2— X1

y=y1+ (2)

Durch diese Berechnung wurde fir jeden Tag der drei Messjahre ein Wert fir die Emis-
sion von CO2 und N2O ermittelt. Mit Hilfe dieser Werte lieRen sich jahrliche Summen fir

die Emission berechnen (Abb. 3). Im Jahr 2011 wurden deutlich geringere Summen ermittelt,
da in diesem Jahr mit der Messung auf der Versuchsflache begonnen und daher nur

Daten ab September gesammelt werden konnten. Insgesamt wurde wieder die bekannte
Abstufung zwischen den verschiedenen Dingestufen sichtbar. Bei der CO ;-Emission
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Abb. 3: Jahrliche Summen der CO>- und N>O-Emissionen in Abhangigkeit von der lang-
jahrigen Mineraldiingergabe fir die Untersuchungsjahre

wurde die héchste jahrliche Emission in der Variante mit 150 kg N/ha/Jahr im Jahr 2012
berechnet. Mit der zunehmenden Dingermenge wurde auch die N20O-Emission gestei-
gert. Allerdings wurde im Jahr 2014 die gré3te Jahressumme fur die mittlere Dlngestufe
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berechnet.

Mit diesen Ergebnissen wird deutlich, dass es durch die Zufuhr von stickstoffhaltigem
Dunger zu einem gesteigerten Ausstrom der klimarelevanten Spurengase CO2 und N.O
kommt. Es wurden signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Jahren gefunden
(p < 0.05), die verdeutlichen, dass die klimatischen Einflisse wahrend des Jahres eine
wichtige Rolle spielten.

Viele der durchgefihrten Messungen von klimarelevanten Spurengasen wurden bisher in
landwirtschaftlichen Systemen, Grinlandern, oder FACE-Anlagen durchgefihrt. Nur

wenige Studien sind bisher in weinbaulich genutzten Anlagen durchgefiihrt worden. Die
hier ermittelten Ergebnisse bestéatigen die hohe raumliche und zeitliche Variabilitat der
CO»- und besonders auch der N.O-Emissionen (Firestone & Davidson, 1989, zitiert in
Velthof & Oenema (1995a)). Die Hohe der Gasemissionen wird hauptséchlich durch die
Faktoren Dingermenge, Bodenbewirtschaftung und klimatische Verhaltnisse beeinflusst.
Dabei spielen auch die Art des Duingers (Clayton et al., 1997) und die Art der Applikation
(Garland et al., 2014) eine wichtige Rolle. Durch eine an die pflanzliche Aufnahme an-
gepasste bzw. tief platzierte Diingung kénnen zusatzliche Emissionen aus dem Boden
reduziert werden, da die Nutzungseffizienz des Dingers erhéht wird.
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Untersuchung der phanotypischen und genetischen Varianz inner-
halb der Art Vitis berlandieri Planchon

Sonja Grundler, Prof. Dr. Joachim Schmid

Institut fir Rebenziichtung, Zentrum fir Angewandte Biologie,
Hochschule Geisenheim

Hintergrund
Durch die Einfuhrung von Unterlagen aus amerikanischen Wildreben Ende des 19.

Jahrhunderts konnte man die Reblaus auf biologische Weise sehr gut bekéampfen. Die
amerikanischen Wildrebenarten gerieten nun durch ihre Rolle als Unterlagen verstarkt
in das Interesse der Forschung:

Langjahrige Untersuchungen zeigten, dass die meisten Wildarten zwar eine ausrei-
chend gute Reblaustoleranz zeigen, aber teilweise sehr unterschiedliche Charakteris-
tika aufweisen, die sich mehr oder weniger stark auf ihre Eignung als Unterlage aus-
wirken.

So zeichnet sich Vitis riparia durch eine gute Bewurzelungsfahigkeit, hohe Frostfestig-
keit und eine kurze Vegetationsperiode aus, hat jedoch den Nachteil, dass sie sehr
kalkempfindlich ist. Da die européaischen Boden einen teilweise sehr hohen Kalkgehalt
aufweisen (wie beispielsweise die traditionellen deutschen Kalkstandorte in der Pfalz,
in Rheinhessen und im Rheingau), flhrt dies zu Problemen mit Chlorose.

Als vielversprechender Kreuzungspartner diesbeziiglich hat sich die Wildart Vitis ber-
landieri erwiesen, da sie unter den amerikanischen Wildrebenarten die hochste Kalk-
vertraglichkeit aufweist. Nun hat auch diese Art zwei Schwéchen. Sie bendétigt fir die
Reife eine lange Vegetationsperiode und lasst sich nur sehr schlecht bewurzeln. Durch
Kreuzungen von V. berlandieri mit gut bewurzelbaren Arten, wie V. riparia oder V. ru-
pestris (Schmid et al., 2009b), entstanden Unterlagen-Sorten, wie beispielsweise
“Ruggeri 140“ oder “Kober 5BB*, die bei ausreichender Bewurzelung eine gute Kalkto-
leranz aufweisen.

Es ist zu vermuten, dass die fur die Zichtung verwendeten V. berlandieri aus einem
nur sehr geringen Genpool stammen. Damals wurden nur wenige V. berlandieri -Pflan-
zen Uberhaupt in der europaischen Unterlagenziichtung eingesetzt. So ist anzuneh-
men, dass die genetische Bandbreite und damit auch die phéanotypischen Auspragun-
gen der V. berlandieri —Art weit groRer bzw. vielfaltiger ist, als bisher aufgrund des
verwendeten engen Genpools bekannt ist.

Um die Mdglichkeit zu schaffen, diese genetische/phanotypische Vielfalt einmal n&her
eruieren zu kénnen, wurde 2005 V. berlandieri-Material in deren natirlichem Verbrei-
tungsgebiet in Zentraltexas gesammelt und hier in Geisenheim ausgepflanzt (Schmid
et al., 2009a).

Das gesammelte Material stammt aus unterschiedlichen geographischen Standorten
in Texas. Die Population in Geisenheim setzt sich somit aus mehreren Familien zu-
sammen, die jeweils die Nachkommenschaft einer Mutterrebe umfassen. Fir dieses
Projekt wurden 21 Familien ausgewahilt.
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Untersuchungen zur phanotypischen Variabilitat:

Zur Bestimmung der phanotypischen Variabilitdt wurden alle Mitglieder der ausge-
suchten 21 Familien anhand 16 ampelographischer Merkmale an Triebspitze und Blatt
im Feld bonitiert. Eine endgultige statistische Auswertung der erhobenen 34.000 Daten
wird bis Sommer 2015 erfolgen.

Da die Bewurzelungsfahigkeit eines der beiden Schwachpunkte der V. berlandieri aus
zlichterischer Sicht ist, wurde auch dieses physiologische Merkmal néher untersucht.
Nach den bereits 2011-2013 untersuchten 9 Familien wurden 2014 nochmals 3 weitere
Familien getestet. Hier konnten zwar ebenfalls Unterschiede beobachtet werden, je-
doch fallen diese hier eher gering aus (Abb.1). Der Anteil der gut bewurzelnden Steck-
linge (3=gruin) mit 21% bei PC, 24% bei SH und 27% bei MR liegt nicht weit auseinan-
der. Betrachtet man jedoch das Verhaltnis von Stecklingen mit guter Wurzelbildung
(3=gruin) und fehlender Wurzelbildung (0=rot), zeigt Familie MR gegeniber den beiden
anderen Familien SH und PC ein besseres Verhaltnis.

Eine endgultige Aussage uber die Unterschiede in der Bewurzelungsfahigkeit lasst
sich allerdings erst nach der statistischen Gesamtauswertung treffen.
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Abb. 1: Vergleich der Bewurzelungsfahigkeit zwischen 3 Vitis berlandieri -Familien
gezeigt ist der Anteil der Stecklinge (%) innerhalb der jeweiligen Familie (SH, PC und MR) mit guter
Wourzelbildung (griin) und schlechter Wurzelbildung (rot).
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Untersuchung der genetischen Variabilitat:

Aufgrund der grof3en Gesamtprobenzahl (ca. 2.120 Reben) und der stark unterschied-
lichen Individuenzahl der Familien (zwischen 26 und 211), wurden fir die genetischen
Untersuchungen aus jeder der 21 V. berlandieri —Familien 23 Stichproben ausgewabhlt.
Insgesamt 556 Rebsttcke (483 V. berlandieri und 73 diverse Wildreben) flie3en in die
durchgefuhrte Mikrosatellitenanalyse ein.

Das Institut fir Rebenziichtung Geilweilerhof des JKI in Siebeldingen verwendet be-
reits in der Routine fir seine SSR-Analysen verschiedene Multiplex-Sets (u.a. nach
Laucou et al., 2011). Aus diesem Panel wurden nun 6 Multiplex-Sets zu jeweils 4-5
Mikrosatellitenmarker ausgewahlt. Aufgrund unterschiedlicher technischer Gegeben-
heiten wurden jedoch einige Marker ausgetauscht (Liste der verwendeten Marker
siehe Tab.1) und die Protokolle geringfligig verandert.

Tab.l: Liste der verwendeten Mikrosatelliten-Marker:

Marker Repeat |Chromosom| Quelle

VMCI1B11|AAG 8 V.vinifera
VMC4f3.1 |CT 12 V.vinifera
VRZAG12 |GA ? V. riparia
VRZAG62 |GA 7 V. riparia
VRZAGE7 |TC 10 V. riparia
VRZAG79|GA 5 V. riparia
VVIB0O1 [(CT)(GA) 2 V.vinifera
VVIH54 |CT 13 V.vinifera
VVIN16 |CT 18 V.vinifera
VVIN73 [(CA)(GA) 17 V.vinifera
VVIP31l |GA 19 V.vinifera
VVIP60 |GA 1 V.vinifera
VVIQ52 |CT 9 V.vinifera
VVIV37 |GA 10 V.vinifera
VVIV67 |GA 15 V.vinifera
VVMDO5 |CT 16 V.vinifera
VVMDO7 |CT 7 V.vinifera
VVMD21 |TC 6 V.vinifera
VVMD24 |[(GA)(TG) 14 V.vinifera
VVMD25 |[(TA)(GT) 11 V.vinifera
VVMD27 |CT 5 V.vinifera
VVMD28 |TC 3 V.vinifera
VVMD32 |GA 4 V.vinifera
VVMD36 |CT 3 V.vinifera
VVS02 (TC)(TA) 11 V.vinifera
VVS05 TG 6 V.vinifera

Die nach Beendigung der Fragmentanalyse erhaltenen 14.500 Rohdaten befinden sich
aktuell in der Aufbereitung fur die statistische Analyse.

Aber auch hier sind bereits erste Unterschiede in den Markerprofilen zwischen den
Familien erkennbar.

Betrachtet man die beiden haufigsten FragmentgroRen im Marker VRZAG79 am Bei-
spiel von acht Familien (Abb.2), zeigt sich, dass die Verteilung sehr unterschiedlich ist.
So weisen die drei Familien OK, RC und DH identische Fragmentlangen (251/253) auf,
wohingegen die Familie TC zwei vollig andere Hauptfragmentlangen (247/257) besitzt
(Bsp.1, linke Seite Abb.2). Die vier Familien AH, CA, PCH und SG3 hingegen haben
nur das Fragment 251 gemeinsam, wahrend das zweite Hauptfragment jeweils unter-
schiedlich ist (Bsp.2, rechte Seite Abb.2).
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Die beiden haufigsten Fragmentléangen reprasentieren hier auch die beiden Mutteral-
lele der jeweiligen Familienmitglieder. Jedoch sind solche Beobachtungen uiber Ahn-
lichkeiten innerhalb eines einzelnen Markers nur als vorsichtige evtl. Hinweise zu be-
werten. Es miussen die gesamten genetischen Daten tber alle 26 Marker hinweg fur

eine fundierte Aussage Uber die verwandtschaftliche Beziehung der Familien zueinan-
der betrachtet werden.

Haufigste Fragmentlingen VRZAG79 Haufigste Fragmentldngen VRZAG79
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Abb.2: Haufigste Fragmentlangen VRZAG79

Auf der linken Seite (Bsp.1) zeigen die Familien OK (blau), RC (rot) und DH (gruin) identische Fragment-
langen bei 251 nt und 253 nt. Familie TC (lila) hingegen weist vollig unterschiedliche Fragmentlangen
bei 247 nt und 257 nt auf. Auf der rechten Seite (Bsp.2) sind vier weitere Familien (AH/orange,
CA/bordeaux, PCH/hellblau und SG3/gelb) zu sehen, die zwar alle die Fragmentgréf3e 251 nt gemein-
sam haben, das zweite Fragment jedoch jeweils unterschiedliche Gré3en aufweist.

Auch bezuglich der Anzahl der verschiedenen Fragmentgré3en, die bei den jeweiligen
Markern gefunden wurden, sind deutliche Unterschiede zwischen den Familien zu er-
kennen. Bei VVMD24, ein Mikrosatellitenmarker mit allgemein vergleichsweise eher
wenig Variabilitat, zeigt die Familie CA nur zwei verschiedene Fragmentlangen (Abb.3,
links). Im Gegensatz dazu ist bei Familie PC das 3-fache mit sechs verschiedenen
Fragmentlangen zu beobachten (Abb.3, rechts).

Die grol3ere Variabilitdét von Familie PC bzgl. der gefundenen FragmentgrofRen (die
den Eltern-Allelen entsprechen) zeigt, dass in dieser Familie eine grof3ere Anzahl un-
terschiedlicher Vaterreben beteiligt ist, als bei Familie CA.

FragmentgroBen VVMD24 FragmentgréoBen VVMD24
Familie CA Familie PC

W 204 nt
W 206 nt
m204nt w208 nt
B 208 nt M 210 nt
m212nt

m214nt

Abb.3: gefundene FragmentgroéfZen VVMD24 bei Familie CA und PC
Bei Familie CA (links) konnten nur zwei verschiedene Fragmentgrdf3en (204nt und 208nt) gefunden

werden. Bei Familie PC (rechts) zeigte sich mit sechs unterschiedlichen Fragmentgrof3en (204nt; 206nt;
208nt; 210nt; 212nt und 214nt) wesentlich mehr Variabilitat.
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Die insgesamt in diesem Projekt erhobenen rund 58.000 Daten sind noch statistisch
auszuwerten. Erst dann kann eine konkrete abschlieRende Aussage zur phénotypi-
schen und genetischen Variabilitat der untersuchten Geisenheimer V. berlandieri-Sub-
population gemacht werden. Das Ende des Projektes ist fur den Sommer 2015 ge-
plant.
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Nordamerikanische Wildreben, wie z.B. Vitis labrusca, sind wichtige Donoren fur Pa-
thogenresistenzen in der Rebenziichtung. Bei der Kreuzung mit der europaischen
Kulturart V. vinifera werden jedoch neben den Resistenzen oftmals Qualitatseigen-
schaften und bestimmte Aromastoffe vererbt, die im Wein nicht erwiinscht sind. Die
dadurch notwendigen Ruckkreuzungsschritte und die Zeitspanne bis zur jeweiligen
ersten Fruchtbildung (drei bis vier Jahre) verzégern die Entwicklung von Neuzlchtun-
gen erheblich. Um das Zuchtprogramm zu beschleunigen und zu optimieren, werden
zwischenzeitlich bereits moderne, molekulare Techniken wie die Marker-gestutzte
Selektion (MAS — ,Marker Assisted Selection®) genutzt. Bisher beschrankt sich der
routineméanige Einsatz genetischer Marker jedoch v.a. auf die Friihselektion von Re-
sistenzeigenschaften gegenuber den wichtigsten Pathogenen der Weinrebe. Im Rah-
men dieses Projektes sollen auch im Hinblick auf die Weinqualitét, speziell in Bezug
auf unerwiinschte Aromakomponenten, molekulare Marker zur Frihselektion entwi-
ckelt werden.

In V. labrusca wurden bereits sortenspezifische Aromastoffe beschrieben, die fiir den
charakteristischen sog. Hybrid- bzw. ,Foxton“ verantwortlich sein sollen. Dazu zahlt
Methylanthranilat als der Leitaromastoff des sog. ,Mottenkugel“-Tons (Power and
Chesnut 1921, Wang and Luca 2005). Seine Biosynthese in Pflanzen beginnt stets
ausgehend von Anthranilsaure - einem Zwischenprodukt des Shikimisdure-Synthese-
wegs, der auch u.a. fur die Synthese von aromatischen Aminosauren verantwortlich
ist (Kollner, Lenk et al. 2010). Weder Anthranilsdure noch Methylanthranilat kommen
in den zu der Art V. vinifera gehdrenden traditionellen, europaischen Rebsorten vor
(Wang and Luca 2005).

Fur die Untersuchungen wurde die Kreuzungspopulation aus "Lemberger” und der
Labrusca-Hybriden "Catawba” herangezogen. Die Analyse des Mostes in den Jahren
2011 bis 2013 zeigte eine Segregation des Methylanthranilats in der Kreuzungsnach-
kommenschatft. Die Analysedaten wurden mit der parallel erstellten SSR-Kopplungs-
karte fur eine QTL-Berechnung genutzt.

Aus den QTL-Berechnungen resultierte ein Haupt-QTL auf Chromosom 4 (Abb. 1). In
diesem Bereich befindet sich das Gen GSVIVT01018916001, das eine hohe Ahnlich-
keit zum Anthranilsaure-Methyltransferase-Gen aamtl aus Mais aufweist. In Mais
und anderen Pflanzen ist dieses Enzym fir die Methylanthranilat-Biosynthese verant-
wortlich. Dort ist die Methylanthranilat-Produktion eine Folge von Fraf3schaden und
wahrscheinlich an der Pflanzenabwehr zur Anlockung von nattrlichen Feinden der
Herbivoren beteiligt (Kéliner, Lenk et al. 2010).
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Fur die Sorte "Concord” wurde die Alkohol-Acyltransferase AMAT als Schlisselen-
zym im Syntheseweg beschrieben. In "Concord” nehmen der Gehalt an Anthranil-
saure und Methylanthranilat in den Beeren, sowie die AMAT-Enzymaktivitat mit zu-
nehmendem Reifegrad stetig zu (Wang and Luca 2005). Ein analytischer Vergleich
von "Catawba” und "Concord” zeigte, dass der Methylanthranilat-Gehalt in "Concord”
fast 100-mal hoher ist (Quantifizierung mittels GC-MS). Auch sensorisch ist der sog.
Mottenkugel-Ton bei der Sorte "Concord” deutlich starker wahrnehmbar. Die Sorte
"Concord ist ein Nachkomme von "Catawba” und einer V. labrusca-Akzession.
"Catawba” wiederum stammt von der Vinifera-Sorte "Sémillon” und ebenfalls einer
Labrusca-Akzession ab (Abb. 2). Aus den Untersuchungen kann man schlief3en,
dass der Einfluss des zweiten Labrusca-Elternteils in dieser Abstammungslinie fur
den hdheren Gehalt in "Concord” verantwortlich ist und es dort offensichtlich einen
anderen und/oder einen zusatzlichen Stoffwechselweg gibt, der zur (starkeren) Pro-
duktion von Methylanthranilat fuhrt.
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Chromosom 04

14

0,0 GF04-03 / *
10,6 GF04-05_M41
18,5 VMCNG2E1_M36
20,6 UDV-034
34,2 GF04-05_295_M41

36,8 ~_L- UDV-074_M35
38,5~] |~ VRZAG21_205_M35
39,1 ——— GF04-07_M34
39,9 -7 > VRZAG21_201_M35

46,5 VMC2E10_M33
-k
S E

64,4 GF04-23 M15

67,3 GF04-19

69,8 ——{— GF04-15_M33
70,6 — [~ GF04-16

77,6 GF04-12_M17
Abb. 1 Die QTL-Analyse der 'Lemberger” x "Catawba’-Population fur die Methylanth-
ranilat-Gehalte im Most resultierte in einen Haupt-QTL auf Chromosom 4. Die phano-
typischen Daten der Jahre 2011 bis 2013 wurden als Methylanthranilat vorhanden (=
1) oder nicht vorhanden (= 0) ab einer Konzentration von 0,5 pg/L kodiert. Zur besse-
ren Vergleichbarkeit der unterschiedlich verteilten Daten wurden die Messdaten stan-
dardisiert und die resultierenden Z-Werte in finf Klassen eingeteilt: Z<-0,33=1,Z <
-0,25=3,Z2<0=5,Z<2=7und Z>2=9. Der LOD-Wert betragt 22,8 und er er-
klart 59,9% der genetischen Varianz. IM = Interval Mapping, MQM = Multiple QTL
Mapping.
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"Concord’

~33% V. vinifera
Sawlereisl. (2012)

~50% V. vinifera

Sawlerefal. (2013)

Abb. 2 Die Abstammung von "Concord” konnte Uber SSR-Marker bestatigt werden.
Bei den Wildart-Eltern handelt es sich um zwei unterschiedliche Akzessionen der
nordamerikanischen Art Vitis labrusca. Die Labrusca-typische Aromakomponente
Methylanthranilat ist 100-mal starker in "Concord” zu finden, als in der Elternsorte
"Catawba’.
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Abb. 1: Triebhaltung der 13 untersuchten Rebensorten 7 Wochen nach
Stecken der Holzstecklinge in Jiffy 7 Quelltdpfe und Umsetzen in Erde
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Abb. 5: Long Range PCR mit der Sorte ‘Augster’ und der Primerkombination
Vitis_1for/Vitis_brev

Abb. 6: Vergleich der amplifizierten Genabschnitte des VVTAC1-Gens
(Vitis_1, Vitis_2, Vitis_3, Vitis_4, Vitis_5) der Sorte ‘Augster’ mit aufrechter
Triebhaltung mit der Referenz PN40024 (GSVIVG01027402001)
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Tab. 1: Wuchstypen der untersuchten Weinreben

1 Einleitung

Ziel des Projektes ist es, molekulare Marker fur die friihzeitige Erkennung der Trieb-
haltung bei der Weinrebe zu entwickeln. Hierzu sollen aus 13 verschiedenen Wein-
rebensorten, von denen die OIV 006 Bonitur bekannt ist, die beiden Gene VvVTAC1
und VVLAZY1 isoliert und auf Sequenzebene auf relevante Unterschiede untersucht
werden. Beim Pfirsich sind die beiden homologen Gene urséchlich an der Ausbildung
des Verzweigungswinkels der Aste beteiligt. Zusétzliche Expressionsanalysen sollen
die Rolle dieser Gene bei der Weinrebe verifizieren.
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2 Literaturibersicht

Amerikanische Zuchter konnten in Zusammenarbeit mit uns Gber einen Next Genera-
tion Sequencing Ansatz das Gen beim Pfirsich identifizieren, das fur den saulenférmi-
gen Wuchs verantwortlich ist (Dardick et al. 2013). Mutationen in dem Gen PpeTAC1
fuhren dazu, dass dieses Gen nicht mehr exprimiert wird und die Pfirsichbaume einen
saulenférmigen Wuchs aufweisen, da die Aste verstarkt vertikal wachsen. Gleichzeitig
konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem TAC1 Gen, ebenso wie bei seinem Ge-
genspieler LAZY1, dessen Mutation zu horizontalem Wuchs der Aste fiihrt, um Gene
handelt, die weit verbreitet im Pflanzenreich vorhanden sind und auch bei Vitis vinifera
(GSVIVG01027402001 und GSVIVG01010528001) vorkommen (Dardick et al. 2013).
Die beiden Gene TAC1 und LAZY1 spielen eine zentrale Rolle fur den Pflanzenwuchs.
Urspringlich waren diese Gene nur bei Reis (Li et al. 2007, Xu et al. 2007, Yoshihara
und Lino 2007) und Mais (Ku et al. 2011) beschrieben worden. Die Erfassung der ge-
netischen Diversitat dieser beiden Gene bei der Weinrebe kann weitreichenden Auf-
schluss Uber den Pflanzenwuchs in Vitis vinifera geben und einen entscheidenden Bei-
trag fur die Optimierung der Triebhaltung leisten. Bei Weinreben liegen bisher noch
keine Untersuchungen zu diesen beiden Genen vor. Erste Ergebnisse zu dem Projekt
konnten auf der GPZ-Tagung in Kiel mit einem Poster dargestellt werden (Kaiser et al.
2014).

3 Material und Methoden

3.1 Anzucht der Weinreben aus Holzstecklingen

Insgesamt 13 Rebensorten (Tabelle 1) wurden aus Holzstecklingen, die uns von Prof.
Dr. Reinhard Topfer dankbarerweise zur Verfligung gestellt wurden, entsprechend der
mitgelieferten Anleitung herangezogen. Versehentlich hatten wir ‘Petra’ und V. aesti-
valis GF22 statt ‘Regent’ und ‘Cabernet Sauvignon’ erhalten. Diese werden wir im
Frahjahr nachholen. Es wurden jeweils 10 Holzstecklinge in Torfballen eingesetzt, um
sicherzustellen, dass schlief3lich mindestens funf Pflanzen fir eine gesicherte statisti-
sche Auswertung vorhanden sind. Alle Reben wurden erfolgreich angezogen und
Blattproben fur die DNA Isolierung genommen und bei -20°C eingefroren.
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Tabelle 1: Wuchstypen der untersuchten Weinreben

Nr | Rebensorte Triebhaltung Nach OIV006 Zichter
1 | Augster gelb aufrecht 1-2 JKI Geilweilerhof
2 | Garnacha tinta aufrecht 1 JKI Geilweilerhof
3 | Monastrell aufrecht 1 JKI Geilweilerhof
4 | Muscat Ottonel halb aufrecht 3 JKI Geilweilerhof
5 | Sauvignon blanc halb aufrecht 3 JKI Geilweilerhof
6 | Barbera waagerecht 5 JKI Geilweilerhof
7 | Vermentino waagerecht 5 JKI Geilweilerhof
8 | Aramon halb hangend 7 JKI Geilweilerhof
9 | Dattier de Beyrouth halb hangend 7 JKI Geilweilerhof
10 | Couderc 3309 hangend 9 JKI Geilweilerhof
11 | Merzling hangend 7-9 JKI Geilweilerhof
12 | V. aestivalis GF 22 ? ? JKI Geilweilerhof
13 | Petra ? ? Petar Cindric; Kovac, V.

3.2 Isolierung der DNA aus den Reben

Genomische DNA wurde zunéchst mit der CTAB Methode nach Doyle & Doyle (1990)
isoliert. Bei einigen Sorten musste aber der DNA Isolierungskit von Epicentre einge-
setzt werden.

3.3 Ableitung der Primer fir VVTAC1 und VVLAZY1

Durch BLAST der Gensequenzen PpeTAC1 und PpeLAZY1 aus Pfirsich gegen die
Referenzgenomsequenz von Reben (PN40024), hinterlegt in Phytozome
(http://lwww.phytozome.org), konnten die beiden Gene GSVIVG01027402001
(VWWTAC1) und GSVIVG01010528001 (VVLAZY1) fur Vitis vinifera identifiziert werden.
Mit Hilfe von WebPrimer (http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer) wurden fur
VVTACL1 funf und fur VVLAZY1 sechs Uberlappende Primerkombinationen abgeleitet.
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4 Ergebnisse
4.1 Charakterisierung der Triebhaltung der Weinreben

Sieben Wochen nach Stecken der Stecklinge wurde die Triebhaltung der 13 Weins-
orten dokumentiert (Abb. 1) und die Winkel vermessen (nicht dargestellt). Dabei zeig-
ten sich bereits deutliche, fur die Sorten charakteristische Unterschiede in den Trieb-
haltungen.

o

Augster gelb Garnacha tinta Monastrell

R

Dattier de
Barbera Vermentino Beyrouth Couderc 3309

Merzling Aestivalis GF22|

Abb. 1: Triebhaltung der 13 untersuchten Rebensorten 7 Wochen nach Stecken der Holzstecklinge in
Jiffy 7 Quelltépfe und Umsetzen in Erde (Topfbreite 15 cm)

27



Arbeitskreis Rebenziichtung

4.2 Extraktion der DNA aus den Weinreben

Die Extraktion der DNA nach Doyle and Doyle (1990) funktionierte fiir neun der Rebensorten
sehr gut, allerdings flr die vier Sorten, die sich entweder durch einen hohen Gehalt an Phe-
nolen (‘Dattier’ und ‘Muscat’) oder aber durch eine starke Behaarung (V. aestivalis GF22 und
‘Vermentino’) auszeichneten, musste der DNA Isolierungskit von Epicentre eingesetzt werden.
So konnte aus allen Sorten erfolgreich DNA isoliert werden (Abb. 2).

23kb —>

uw-«-..,. -

| ‘

Abb. 2: Isolierte DNA aus den Rebensorten der Arten Vitis vinifera und V. aestivalis. 1: Aramon (Nr. 8),
2: Augster (Nr. 4), 3: Barbera (Nr. 10), 4: Couderc (Nr. 8), 5: Garnacha tinta (Nr. 2), 6: Merzling
(Nr. 2), 7: Monastrell (Nr. 6), 8: Petra (Nr. 4), 9: Sauvignon (Nr. 6), 10: V. aestivalis GF22 (Nr.
7), 11: Dattier (Nr. 4), 12: Muscat (Nr. 2), 13: Vermentino (Nr. 6), . M: A Hindlll Marker.
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4.3 PCR-Amplifizierung der Gene VVTAC1 und VWLAZY1

Durch BLAST der Gensequenzen PpeTAC1 und PpeLAZY1 aus Pfirsich gegen die Referenz-
genomsequenz von Reben (PN40024), hinterlegt in Phytozome, konnten die homologen Gene
GSVIVG01027402001 (VVTAC1) und GSVIVG01010528001 (VVLAZY1) fur Vitis vinifera iden-
tifiziert werden. VVTACL1 hat eine Grol3e von 3187 bp und kodiert fir ein Protein von 344 Ami-
nosauren.

VVLAZY1 umfasst auf genomischer Ebene eine Gesamtgrol3e von 4412 bp und kodiert
fur ein Protein von 381 Aminosauren. Die funf abgeleiteten Primer fir VVTAC1 wurden
erfolgreich fur die PCR Amplifizierung der Genfragmente aus allen 13 Rebensorten
eingesetzt. Alle Amplifikate hatten die gewinschte Grdl3e (um die 700 bp groR3), aller-
dings lieBen sich keine Langenpolymorphismen aufzeigen (Abb. 3).

M 1 2 3 456 78 9 10 111213 W M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 W

D
700bp —>

M 1234 5 6 78 9 10111213 W M1 2 3 45 6 7 8 910111213 W
E

700 bp

700bp — > 700 bp —>

M 12 3 456 78 9 10111213 W

700 bp —>

Abb. 3: PCR Produkte von TAC1 der Arten Vitis vinifera und V. aestivalis. A. Vitis_1for/rev (erwartet:
687 bp), B. Vitis_2for/rev (erwartet: 684 bp), C. Vitis_3for/rev (erwartet: 692), D. Vitis_4for/rev
(erwartet: 690 bp), E. Vitis_5for/rev (erwartet: 700 bp); 1: Aramon, 2: Augster, 3: Barbera, 4:
Couderc, 5: Garnacha tinta, 6: Merzling, 7: Monastrell, 8: Petra, 9: Sauvignon, 10: V. aestivalis
GF22, 11: Dattier, 12: Muscat, 13: Vermentino, W: Wasserprobe, M: 100 bp Marker
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Auch mit allen sechs Primerkombinationen von VVLAZY1 liel3en sich in allen Reben
die gewtinschten Amplifikate erhalten. Auch hier waren keine Langenpolymorphismen
erkennbar (Abb.4).

M 1 2 3 45 6 7 8 91011 1213 W M1 2 34 5 6 7 8 91011 1213 W

800 bp —> 800bp —

M 1 2 345 67 8 91011 1213 W M1 2 34 5 6 78 91011 1213 W

800 bp —> 800 bp —>

M1 23 4 5 6 7 8 91011 1213 W M1 2 34 5 6 7 8 91011 1213 W

800bp — 800 bp —>

Abb.4: PCR Produkte von LAZY1 der Arten Vitis vinifera und V. aestivalis. A. Vvlazy_1for/rev (erwartet:
790 bp), B. Vvlazy 2for/rev (erwartet: 777 bp), C. Vvlazy 3for/rev (erwartet:778 bp), D.
Vvlazy_4for/rev (erwartet: 781 bp), E. Vvlazy_Sfor/rev (erwartet: 769 bp), F. Vvlazy 6for/rev
(erwartet: 781 bp); M: 100 bp Marker, 1: Aramon, 2: Augster, 3: Barbera, 4: Couderc, 5: Gar-
nacha tinta, 6: Merzling, 7: Monastrell, 8: Petra, 9: Sauvignon, 10: V. aestivalis GF22, 11: Dat-
tier, 12: Muscat, 13: Vermentino, W: Wasserprobe

4.4 Beginn der Klonierung von VVTAC1 aus der Sorte ‘Augster’

Um Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) oder kleinere Insertionen/ Deletionen zu
identifizieren, wurde begonnen, die PCR Amplifikate zu klonieren und zu sequenzie-
ren. Gestartet wurde mit der Sorte ‘Augster’, die eine aufrechte Triebhaltung aufweist.
Es wurden die PCR-Amplifikate in den Vektor pPGEM-T kloniert und zum Sequenzieren
zu der Fa. GATC geschickt. Die Sequenzen wurden mit der in Phytozome hinterlegten
VVTAC1 Gensequenz (GSVIVG01027402001) fur den Rebengenotyp PN40024 ver-
glichen. PN40024, wurde ursprunglich von der Rebensorte ‘Pinot noir’ abgeleitet und
ist durch wiederholte Selbstungen nahezu homozygot. Die Sorte ‘Pinot noir’ selbst ist
durch eine waagerechte Triebhaltung gekennzeichnet. Die Sequenzen sind entspre-
chend der Amplifikate dargestellt (Abb. 6). Eine Long Range PCR, durchgefihrt unter
Verwendung der Phusion DNA Polymerase, bestétigte zum einen die SNPs und Inse-
rtionen/Deletionen und zum anderen konnten Mutationen den Allelen zugeordnet wer-
den (Abb. 5). Es zeigten sich insgesamt 4 SNPs und 3 Deletionen/Insertionen. Die
Sorte ‘Augster’ liegt heterozygot fur VvTacl vor. Ein Allel entspricht PN40024, also
einem Allel des ‘Pinot noir’, wahrend das andere die identifizierten Mutationen tragt.
Nur ein SNP an Position 168 (C->G) im PCR-Amplifikat Vitis_2 for/Vitis_2 rev liegt in
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einem Exonbereich. Alle anderen Mutationen liegen in nicht kodierenden Bereichen,
den Intronbereichen 3 und 4. Um festzustellen, welche Auswirkungen die Mutation (C-
>G) auf die Aminosauresequenz hat, wurde eine Analyse mit dem Programm Expasy
(www.expasy.org) durchgefuhrt. Das Vergleichsgen VWTAC1 der Sorte ‘Pinot noir’
(GSVIVG01027402001) kodiert fur ein Protein mit 344 Aminosauren. Die Mutation (C-
>G) fuhrt zu einem Aminoséureaustausch L156V in Exon 3. Es handelt sich um einen
konservativen Aminosaureaustausch, der wahrscheinlich keinen gravierenden Effekt
auf die Funktion des Proteins haben durfte. Die Mutationen in den Intronbereichen 3
und 4 konnten einen Einfluss auf das SpleiRen der mRNA haben. Transkriptanalysen
missen jetzt zeigen, ob beide Allele von VvTacl in ‘Augster’ transkribiert werden oder
nicht. Die Allele lassen sich durch die Punktmutation in Exon 3 voneinander differen-
zieren.

M 1 2 3

3kb -

Abb. 5: Long Range PCR mit der Sorte ‘Augster’ und der Primerkombination Vitis_1for/Vitis5rev. 1:
Augster, 2: Augster, 3: H20, M: 1 kb Marker
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Sorte ‘Augster’ (aufrecht)

Vitis_1 for
— ATG
E.l Exon 3 3‘
Vitis_1 rev
Vitis_2 for 186G >
5 Exon 3 '_ .
Vitis_2 rev
218 Deletion T (3 oder4) 580G -5 A
Vitis_3 for
5" 3’
VitislS rev

332A->T 548 Deletion A
Vitis_4 for ‘
5 3
l \'i:i',:_i rev
353T->G
165 Insertion TT
Vitis_5 for
SA l o 3:
Vitis 5 rev

= SNP A = Deletion ’ = Insertion

Abb. 6: Vergleich der amplifizierten Genabschnitte des VVTAC1-Gens (Vitis_1, Vitis_2, Vitis_3, Vitis_4,
Vitis_5) der Sorte ‘Augster’ mit aufrechter Triebhaltung mit der Referenz PN40024
(GSVIVG01027402001); Exons (graue Kasten); Introns (schwarze Striche)
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5 Diskussion

Es wurde erfolgreich ein Sequenzvergleich zwischen der Genomsequenz von
PN40024 und ‘Augster’ mit aufrechter Triebhaltung fur VvTacl durchgefuhrt. Die ers-
ten Ergebnisse fur die Sorte ‘Augster’ deuten darauf hin, dass diese Sorte heterozygot
fur VVTACL1 vorliegt, wobei ein mutiertes Allel und ein PN40024 entsprechendes Allel
identifiziert wurden. Ob die Mutationen in den Intronbereichen zu einem Verlust des
Transkriptes fuhren, muss noch geklart werden. Die jetzt zunachst an der Sorte ‘Aug-
ster’ durchgefuhrten Untersuchungen sollen im kommenden 2. Jahr auch an den an-
deren 12 Rebensorten durchgefihrt werden, um auch hier Sequenzveranderungen in
VVTAC1 zu erfassen und mit der Triebhaltung in Verbindung zu bringen. Parallel dazu
wird mit den Expressionsanalysen begonnen.

6 Zusammenfassung

Die 13 angezogenen Weinrebensorten, die sich aufgrund ihrer Bonitur nach der
OIV006 in ihrer Triebhaltung unterscheiden, zeigten deutlich Unterschiede in der Trieb-
haltung, die dokumentiert und vermessen wurden. Die DNA konnte erfolgreich aus
allen Weinsorten isoliert werden. Unter der Verwendung der fiinf bzw. sechs abgelei-
teten Primerkombinationen fir VVTAC1 bzw. VVLAZY1 wurden die entsprechenden
Genabschnitte erfolgreich aus allen 13 Sorten amplifiziert. Dabei zeigten sich keine
Langenpolymorphismen, so dass jetzt mit der Klonierung der Gene begonnen wurde.
Dies konnte, nachdem inzwischen auch erfolgreich die Long Range PCR durchgefiihrt
wurde, fUr die erste Sorte ‘Augster’ mit aufrechter Triebhaltung bereits abgeschlossen
werden. Die Sorte ‘Augster’ liegt heterozygot fur VvTacl vor. Ein Allel entspricht
PN40024, also einem Allel des ‘Pinot noir’, wahrend das andere Mutationen tragt. Es
konnten insgesamt 4 SNPs und 3 Deletionen/Insertionen identifiziert werden. Nur ein
SNP an Position 168 (C->G) liegt in einem Exonbereich und fuhrt zu einem konserva-
tiven Aminosaureaustausch L156V. Alle anderen Mutationen liegen in nicht kodieren-
den Bereichen, den Intronbereichen 3 und 4. Die Mutationen in den Intronbereichen
konnten einen Einfluss auf das SpleiRen der mRNA haben.
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Ziel dieses Forschungsprojektes ist es, die physiologischen und generativen Auswir-
kungen des Rebalters auf Beereninhaltsstoffe sowie Weininhaltsstoffe und Weinsen-
sorik zu untersuchen.

Hierzu steht eine homogene, ausreichend grof3e Versuchsflache der HSGM zur Ver-
fligung, die mit Reben gleichen Klons und gleicher Unterlage bestockt ist. Die Reben
haben ein unterschiedliches Rebalter zwischen derzeit 43 Jahren (Pflanzjahr 1971),
19 Jahren (Pflanzjahr 1995) und ein erstmals ab dem Jahr 2014 traubentragendes
Jungfeld (Pflanzjahr 2012). Gleichfalls ist es méglich, ausreichend Trauben zu produ-
zieren, um die gesamte Prozesskette flur die drei Versuchsvarianten, bis hin zum
Weinausbau, abzubilden und auch die Weine sensorisch weiterzuverfolgen zu kon-
nen.
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Fur das beantragte Forschungsvorhaben stellen sich folgende Versuchsfragen (Aus-
zug aus dem Projektantrag an den Forschungsring des Deutschen Weinbaus bei der

DLG):

Wie &ndert sich Uber die Zeit die Ertragsleistung und welche Auswirkung hat
dies auf die Traubenstruktur oder das Mikroklima?

Wie wirkt sich das Rebalter auf das Wachstum, den Wasserhaushalt und die
photosynthetische Aktivitat aus?

Wie unterscheidet sich in Abhangigkeit des Rebalters moglicherweise die Nahr-
stoffaufnahme und -einlagerung?

Wie wirkt sich das Rebalter auf die Most- und Weininhaltsstoffe aus und wie
aufRRert sich dies im Alterungspotential sowie der Weinsensorik?

Koénnen Kriterien oder Leitsubstanzen zur Charakterisierung spezifische Quali-
tatsparameter herangezogen werden?

Welche Bedeutung haben Anderungen im Gesundheitszustand der Stocke?
Wirkt sich das Alter der Rebstocke auf sensorisch feststellbare Attribute des
Weingeschmacks aus?

Zur Beurteilung des Stammvolumens wurden verschiedene Messtechniken ange-
wendet. Ergebnisse aus diesen Messungen ergaben bezulglich des Holzvolumens
signifikante Unterschiede zwischen allen drei Varianten.

Auch bei Beurteilung der Laubwandarchitektur zeigten sich zwischen den Reben aus
den verschiedenen Pflanzjahren Unterschiede: die Anzahl der innenliegenden Blatter
war bei den beiden alteren Varianten (43 bzw. 19 Jahre) fast doppelt so grol3 wie bei
den ,jungen Reben” (drittes Standjahr).
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I Young vines (pnting year 2012)
I Mature vines (pl@nting year 1995)

Old vines (planting@year 1971) (:OOS[C

BN

Abb. 3: Satellitenaufnahme der Rebflache mit Anordnung der Feldwiederholun-
gen aus den verschiedenen Pflanzjahren (Quelle: ©2014 Digitalglobe, Map data
©2014 Geobasis-DE/BKG (©2009), Google). (Quelle: Bou Nader 2015)

Beziiglich der Nahrstoffversorgung konnten mittels Messungen der
Chlorophylifluoreszenz Unterschiede in der Grinverfarbung der Blatter sowie des
Blattstickstoffgehaltes festgestellt werden. Hier war eine Unterscheideung der drei
Versuchsglieder, auch tber den Verlauf der Vegetationsperiode, feststellbar.
Hinsichtlich des Reifeverlaufs konnten keine Unterschiede bei den Parametern Most-
gewicht, Saure oder pH-Wert festgestellt werden. Jedoch unterschieden sich wéh-
rend der Vegetationsperiode 2014 die Einzelbeerengewichte. Hierbei hatten die ,jun-
gen Reben* signifikant kleiner Beeren. Dies kénnte moglicherweise auf Unterschiede
in der Wasseraufnahme wéahrend des sehr niederschlagsreichen Sommers dieses
Jahres zurtickzufuhren sein.

Beziglich der Weinsensorik dienten Versuchsweine ausgewéahlter Jahrgange (2002;
2005 und 2012) dazu Geschmacks- und Geruchsatribut zu sammeln und Erfahrun-
gen bzw. Vokabular fur zuklnftige Profilprifungen zu erarbeiten.
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1 Einleitung

Besonderes Augenmerk lag 2014 auf der raumlichen und zeitlichen Verbreitung der
2011 erstmals in Deutschland nachgewiesenen invasiven Art Drosophila suzukii
(MATSUMURA 1931), von der ein hohes Gefahrenpotential fur Beerenobst, inklusive
Weintrauben, ausgeht. Auf Grund der &uf3erst kritischen Situation im rheinland-pfalzi-
schen Weinbau wéahrend der Traubensaison 2014 hat sich der Fokus der Arbeit auf
diesen Schwerpunkt verschoben. Die Untersuchungen hinsichtlich der Faltenwespen
mussten daher aus zeitlichen Grunden eingestellt werden.

2 Material und Methoden

In den Vorjahren wurde im Rahmen des umfangreichen Monitorings das Vorkommen
der Kirschessigfliege uUber gesamt Rheinland-Pfalz nachgewiesen. Entsprechend
wurde die Flugiiberwachung und die Erfassung des Wirtsspektrums der Kirschessig-
fliege fortgesetzt, jedoch auf insgesamt 14 Dauerfallen im Raum Neustadt und Bad
Neuenahr-Ahrweiler an geografisch und faunistisch interessanten Standorten be-
schrankt (Waldgebiete, Vergleich Rebflache und angrenzende Saumstrukturen/Rand-
gebiete).
Im Freiland wurde der mdgliche Einfluss einer Freistellung der Traubenzone auf den
Befall mit D. suzukii getestet. Dazu wurden Anfang August in zwei Anlagen (Portugie-
ser und Spatburgunder) beidseitig entblatterte Parzellen angelegt. Neben der mecha-
nischen Populationskontrolle wurde in drei Rebanlagen mit Vorbefall (Dornfelder, Aco-
lon und Cabernet Dorsa) die Wirkung folgender Insektizide und Pflanzenstarkungsmit-
tel getestet:

- SpinTor (160 ml/ha; Wasseraufwand: 800I/ha; ganze Laubwand)

- Spintor + Combi-protec (5 ml SpinTor + 1000 ml Combi-protec/ha; Wasseraufwand: 201/ha)

- Kaliwasserglas (5kg/ha; Wasseraufwand: 800 I/ha)
Steward (187,5 ml/ha; Wasseraufwand: 800 I/ha)
Karate Zeon (75 mi/ha; Wasseraufwand: 800 I/ha)
Die Bonitur erfolgte in beiden Versuchen optisch auf Eiablage von D. suzukii (50 Bee-
ren aus 15 Teiltrauben).
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In ergédnzenden Laborversuchen wurde der Einfluss verschiedener Speisepilze (Bole-
tus edulis, Xerocomus chrysenteron, Suillus granulatus und Boletus luridus, vergleiche
BEsL et al. 1987, MIER et al. 1996) auf Larven der Arten D. melanogaster und D. suzukii
untersucht. Dazu wurde das gefriergetrocknete und pulverisierte Pilzmaterial mit Stan-
dard-Futtermedium vermengt.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Monitoring

Flug: 2014 wurden insgesamt 87.585 D. suzukii erfasst, wobei besonders der extreme
Anstieg der Flugzahlen tber die Wintermonate bei warmer Witterung in Waldgebieten
erwahnenswert ist. Dies lasst den Schluss zu, dass die Tiere dort nach geeigneten,
frostgeschiitzten Stellen zur Uberwinterung suchen.

Der Vergleich von Rebflachen und angrenzenden Saumgebieten erbrachte folgendes:
gelangen aulRerhalb der Traubenreife nur vereinzelt Kirschessigfliegen in die Reban-
lagen, so wird in Zeitrdumen mit hohem Befallsdruck innerhalb der umliegenden
Fruchtkulturen — wie dies im August 2014 der Fall war — ein abundantes Auftreten von
D. suzukii in den angrenzenden Rebflachen verzeichnet (Abbildung 1). Die Tiere flie-
gen dann auf der Suche nach neuen Reproduktionswirten in die Anlagen.

Populationsdynamik von D. suzukii in einer Brombeerhecke und
angrenzender Rebflache 2014
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1. Abbildung 1: Populationsdynamik von D. suzukii im Vergleich zwischen einer Brombeer-
hecke und der angrenzenden Rebflache, Neustadt-Haardt 2014.

Wirtsspektrum: 2014 kam es schon frih im Jahr zum Aufbau von grof3en Populationen,
begtinstigt durch den milden Winter 13/14 und einem warmen Frihjahr mit zeitig ein-
setzender Vegetationsperiode. Ab Mitte M&rz wurden die ersten Eier tragenden Weib-
chen in Koderfallen erfasst. Die erste Eiablage und somit die erste Generation des
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Jahres konnte 2014 erstmals in den Friichten von Gemeinem Efeu (Hedera helix)
nachgewiesen werden. Neben den Hauptwirten Brombeere und Schwarzer Holunder
nutzten die Tiere 2014 zudem Suf3- und Sauerkirschen, Felsenkirschen, Himbeeren,
Rote Holunderbeeren, Feigen, Maulbeeren, Erdbeeren, Rote Johannisbeeren, Josta-
beeren, Kirschlorbeer, Roter Hartriegel, Zwetschgen, Aprikosen sowie Tafel- und Kel-
tertrauben zur Reproduktion.

Befallsverlauf im Weinbau: 2014 konnten Anfang August die ersten Eiablagen von
D. suzukii in Traubenbeeren der Sorten Acolon, Cabernet Dorsa und Frihburgunder
festgestellt werden. Es folgten dokumentierte Falle in Dornfelder, Portugieser, Spat-
burgunder, Regent, St. Laurent, Cabernet Sauvignon, Cabernet Cubin, Siegerrebe,
Huxelrebe, Grauburgunder, Weil3burgunder, Chardonnay, Roter Muskateller, Silvaner,
Riesling und Ortega. Unter den WeilRweinsorten waren besonders rétlich farbende
Beeren betroffen. Zu starkem Befall kam es vor allem in Rebanlagen mit direktem Kon-
takt zu befallenen Obstkulturen (z. B. kommerzielle Obstplantagen oder wilde Brom-
beerhecken), sowie in Anlagen mit Minimalschnitt. Generell waren vor allem frihreife
Rotweinsorten betroffen. Bei den aufgefiihrten WeiRweinsorten war der Befall deutlich
geringer und vor allem bei bereits verletzten Beeren festzustellen. Haufig dominierte
hier massiv die einheimische Drosophila melanogaster. Auffallig war die zeitverzogerte
Entwicklung sowie die hohe Mortalitatsrate von Eiern und L1 Larven an Trauben im
Vergleich zu anderen Reproduktionswirten.

3.2 Populationskontrolle im Freiland

Freistellen der Traubenzone: In beiden Versuchsanlagen war ein zeitverzégerter An-
stieg der Eiablage um ein bis zwei Wochen in den entblatterten Bereichen gegeniber
den Kontrollparzellen zu erkennen. Bei der letzten Auswertung war die Befallshaufig-
keit in den freigestellten Bereichen im Portugieser um 44 % (Abbildung 2), im Spéatbur-
gunder um 86 % gegenuber den Kontrollparzellen reduziert.
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Abbildung 2: Befallsverlauf mit D. suzukii-Eiern in einer Portugieseranlage in entblatterten und
nicht-entblatterten Parzellen, Neustadt-Mu3bach 2014.

Dieser Effekt ist auf die Beluftung und Besonnung der Traubenzone zurtickzufihren.
Adulte Kirschessigfliegen bevorzugen moderate Tempere* =~~~ “.ombination mit ei-
ner hohen Luftfeuchte. Hitze und Trockenheit dagegen dlich fur die Tiere.
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Anlagen mit Minimalschnitt und hohem Unterwuchs bilden dagegen ein optimales
Mikroklima, in dem sich diese Fliegen gerne aufhalten.

Mitteltests: Die grofdte Wirkung gegentber der Befallsstarke von Traubenbeeren mit
D. suzukii-Eiern zeigte das Insektizid SpinTor mit einem Wirkungsgrad nach ABBOTT
(1925) von 75 % (aufgrund der hohen Streuung keine Signifikanz). Die Wirkung der
anderen getesteten Mittel war gering bis nicht nachweisbar.

3.3 Laborversuche

Insektizides Potential von Speisepilzen auf Drosophila-Maden: D. melanogaster-Lar-
ven, welche in Kontakt mit Xerocomus chrysenteron, Boletus edulis oder B. luridus
kamen, zeigten im L1-Stadium eine Mortalitatsrate von 100 % innerhalb der ersten 3
Tage nach Exposition. Das Gleiche galt fur D. suzukii-Larven, welche auf X. chrysente-
ron oder B. luridus gehalten wurden. B. edulis hingegen wirkte auf diese Art entwick-
lungsverzogernd. Bislang ist nicht geklart, welche Inhaltsstoffe der untersuchten Pilze
fur die Hemmwirkung in der Drosophila-Entwicklung verantwortlich sind.

4 Ausblick 2015

Im Jahre 2015 werden die begonnen Untersuchungen zur Uberwinterung der Kirsch-
essigfliegen, sowie das Dauermonitoring fortgefuhrt. Bis zum Abschluss des Projektes
Ende April stehen zudem die Determination weiterer, in 70%-igem ETOH gesammelter
Drosophiliden-Proben, sowie die Auswertung der in den letzten Jahren gewonnenen
Daten im Vordergrund.
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1 Einleitung

Die Esca-Krankheit ist ein durch mehrere holzbewohnende Pilze verursachter Krank-
heitskomplex der Weinrebe!. Hauptverursacher dieser Holzkrankheit sind in Europa
die Deuteromyceten Phaeomoniella chlamydospora (Pch) und Phaeoacremonium
aleophilum (Pal) sowie der Basidiomycet Fomitiporia mediterranea (Fmed)?. Die 6ko-
nomischen Schaden, die durch diese Krankheit verursacht werden, sind beachtlich
und schon seit Jahren in der Zunahme. Bereits Junganlagen und Pflanzgut kdnnen
von Erregern der Esca-Krankheit betroffen sein®. Direkte Bekampfungsmanahmen
stehen bis dato nicht zur Verfiigung, u.a. bedingt durch Mangel an Informationen in
Bezug auf Biologie, Vorkommen, Infektions- und Ausbreitungsverhalten der Erreger.
Daher sollen in diesem Projekt epidemiologische Faktoren fir Pch, den wohl wich-
tigsten Erreger fur eine mogliche Fruhinfektion wahrend der Pflanzguterzeugung er-
fasst werden®. Untersuchungen im Freiland und zu den innerbetrieblichen Ablaufen
stehen dabei im Vordergrund?®.

Um epidemiologische Aspekte von Pch besser verstehen zu kdnnen, sollen daher
alle essentiellen Bearbeitungsschritte des Pflanzmaterials, vom Zuschnitt und Tau-
chen des Veredlungsholzes lber die Standzeit der Reben im Freiland bis zum Aus-
schulen der fertigen Pfropfreben, wahrend des Pflanzguterzeugungsprozesses er-
fasst werden. Hierfur sollen an drei verschiedenen Rebschulstandorten Befallsbonitu-
ren an verschiedenen Edelreis- und Unterlagensorten vor dem Einschulen und nach
dem Ausschulen sowie wahrend der Standzeit der Pfropfreben im Freiland durchge-
fuhrt werden®. Dies geschieht tiberwiegend durch visuelle Bonituren der Holzsymp-

! Graniti et al. (2000). Esca of grapevine: a disease complex or a complex of diseases? Phytopathologia Mediter-
ranea 39: 16-20

2 Fischer, M. (2013a). Esca-Krankheit der Weinrebe, Informationsblatt des JKI

3 Fischer, M. (2013b). Antrag auf Férderung des Forschungsvorhabens: ,Pflanzmaterial als eine mégliche Infek-

tionsquelle der Esca-Krankheit der Weinrebe: Untersuchungen zum Vorkommen und zur Epidemiologie des Er-

regers Phaeomoniella chlamydospora im Bereich Rebschule”

4 Fischer, M. (2013b)

5 Fischer, M. (2013b)

6 Fischer, M. (2013b)
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tome und bei auffélligen Proben zusatzlich durch Kulturmafinahmen und/oder mole-
kularbiologische Nachweisverfahren’. Desweiteren sollen Vortriebsubstrate, Fliissig-
proben aus Tauchbadern wéahrend des Veredlungsprozesses sowie Bodenproben
und Sporenfallen aus dem Freiland hinsichtlich des Auftretens von Pch untersucht
werden?®. Hierfur gilt es zuverlassige und nach Mdglichkeit quantitative Nachweisver-
fahren zu erarbeiten und zu Uberprufen®.

2 Literaturibersicht

Seit Jahren sind zunehmend Absterbeerscheinungen, die mit der Esca-Krankheit in
Verbindung gebracht werden, auch in Junganlagen zu beobachten?1%.12, Beginnend
in auBer-europaischen Weinanbaugebieten314, konnten diese Beobachtungen in
Deutschland erstmals 2003 gemacht werden?®.

Womadglich sind die pilzlichen Erreger aus sudlichen Weinanbaugebieten Europas
eingewandert bzw. eingeschleppt worden?6,

Diese Absterbeerscheinungen in Junganlagen werden mittlerweile als eigenstandige
Krankheit, die sogenannte ,Petri disease” oder Petri-Krankheit, angesehen?’,

Fur Junganlagen und Pflanzgut wird grundsétzlich der Pilz Pch als einer der Haupt-
verursacher betrachtet!®1°, Dieser Erreger konnte bisher u.a. in Rebenholz, Wasser,
Luft und Erde?°2, aber auch in Tauchbader, Wassertanks, Vortriebsubstraten, Bear-
beitungswerkzeugen und Mutterrebstocken nachgewiesen werden?223.24.25.26

3 Material und Methoden

" Fischer, M. (2013b)

8 Fischer, M. (2013b)

° Fischer, M. (2013b)

10 Scheck et al. (1998). Three Phaeoacremonium spp. causing young Grapevine Decline in California. Plant Dis-
ease 82: 590

1 Edwards et al. (2001). Young esca in Australia. Phytopathologia Mediterranea 40: 303-310.

12 Fischer, M. (2013b)

13 Scheck et al. (1998)

14 Edwards et al. (2001)

15 Fischer, M. (2003). Esca jetzt auch in Junganlagen? Der Badische Winzer 11: 26-27

16 Fischer, M. (2009). Untersuchungen zu den Ubertragungswegen der Esca-Erkrankung im Weinbau und Erar-
beitung von Verfahren zur Erzeugung gesunden Rebenpflanzguts. Forschungsvorhaben BLE 06HS022

7 Surico G. (2001). Towards commonly agreed answers to some basic questions on esca. Phytopathologia Med-
iterranea 40: 487-490.

18 Fischer, M. (2013b)

% Fischer M. (2009)

20 Larignon P. & Dubos B. (2000). Preliminary studies on the biology of Phaeoacremonium. Phytopathologia
Mediterranea 39: 184-189.

21 Rooney et al. (2001). Recovery of Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium inflatipes from soil
and grapevine tissues. Phytopathologia Mediterranea 40: 351-356.

22 Retief et al. (2006). Potential inoculum sources of Phaeomoniella chlamydospora in South African grapevine
nurseries. European Journal of Plant Pathology 115: 331-339.

23 Fischer, M. (2009)

24 Aroca et al. (2010). Evaluation of the grapevine nursery propagation process as a source of Phaeoacremo-
nium spp. and Phaeomoniella chlamydospora and occurrence of trunk disease pathogens

25 Serra et al. (2011). Occurrence of Phaeomoniella chlamydospora on grapevine planting material in Sardinia
and its control with combined hot water and cyproconazole treatments. Phytopathologia

26 Agusti-Brisach et al. (2013). Detection of black-foot and Petri disease pathogens in soils

of grapevine nurseries and vineyards using bait plants. Plant Soil 364: 5-13
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3.1 Erarbeitung zuverlassiger Nachweismethoden fir Phaeomoniella chlamy-
dospora in verschiedenen Matrizes

Im Jahr 2013 und insbesondere 2014 galt es zuverlassige Verfahren fir den Nach-
weis von Pch in Holz, Vortriebsubstrat- und Flussigproben sowie Sporenfallen (fur
den Nachweis in der Luft) zu erarbeiten und v.a. hinsichtlich Funktionalitat der Ver-
fahren und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu tberprufen.

Fur den physischen Nachweis des Erregers in Rebenholz, Vortriebsubstrat (VTS)
und Flussigproben wurde ein Nachweisverfahren durch Isolation der Pilze aus den
jeweiligen Matrizes auf festes Kulturmedium (Potato Dextrose Agar (PDA) und z.T.
Malzextrakt- Agar mit Chloramphenicol (Antibiotikum)) Gberpruft. Dabei wurden fir
die Isolation aus Holz verschiedene Oberflachensterilisationsverfahren erprobt. Zum
einen geschah die Oberflachensterilisation mittels Calciumhypochlorit oder Natrium-
hypochlorit. Zum anderen wurden die Holzproben durch kurzes Abflammen (mit und
ohne vorheriges Eintauchen der Holzproben in 80% EtOH) des Holzes in der Bun-
senbrennerflamme oberflachensterilisiert und kleine ,Holzchips“ mit einem sterilen
Skalpell aus dem Holz geschnitten. Anschlie3end wurden die Holzstlicke in Kultur
genommen. Fur die Kultur der Pilze aus VTS wurde dieses in sterilem Leitungswas-
ser suspendiert, sedimentiert und anschliel3end auf Kulturmedium ausplattiert. Flus-
sigproben wurden direkt auf Kulturmedium ausplattiert. Die Kulturen wurden bei 25°C
und Dunkelheit inkubiert.

Fir den molekularbiologischen Nachweis von Pch in Holz, Flussigproben, VTS und
Sporenfallen (Objekttrager mit Vaseline bestrichen) wurden zum einen aus den un-
terschiedlichen Matrizes die darin vorhandene DNA extrahiert und diese in einer an-
schlielBenden geschachtelten (nested-PCR) eingesetzt und zum anderen wurden die
unterschiedlichen Proben z.T. fur einen direkten Einsatz in einer nested-PCR vorbe-
reitet.

Fir einen direkten Nachweis aus Holz wurden oberflachensterilisierte ,Holzchips® in
flussigem N&hrmedium mit Chloramphenicol inkubiert und das Nahrmedium als Mat-
rize in einer nested-PCR eingesetzt (Protokoll modifiziert nach Martin et al.??). VTS-
Proben wurden in sterilem Leitungswasser suspendiert, sedimentiert und eine nes-
ted-PCR mit dem Uberstand als Matrize durchgefiihrt. Flissigproben wurden direkt in
einer nested-PCR verwendet.

3.2 Probenahme und Erreger-Nachweis in unterschiedlichen Rebveredlungsbe-
trieben

Uber das Jahr 2014 wurden in drei verschiedenen Rebschulen in Rheinland-Pfalz
und Baden-Wirttemberg in den einzelnen Stadien des Rebveredlungsprozesses un-
terschiedliche Proben entnommen und hinsichtlich des Vorkommens von Pch unter-
sucht.

Zu Beginn des Jahres 2014 wurden zum Zeitpunkt der Anlieferung des Veredlungs-
holzes bereits Holzproben (verschiedene Edelreis- und Unterlagensorten), Flussig-
proben aus unterschiedlichen Tauchbadern und z.T. VTS-Proben enthommen. Zum
Zeitpunkt der Veredlung und des Vortreibens der veredelten Reben wurden unter-
schiedliche Pfropfreben und Vortriebsubstrat aus den jeweiligen Vortriebkéasten ent-
nommen. Wahrend der Standzeit der Reben im Freiland (Verwachsen der Vered-
lungsstellen) und kurz vor dem Ausschulen der fertigen Pfropfreben wurden ebenfalls

27 Martin et al. (2012). Real-Time PCR Detection of Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium ale-
ophilum. Applied and Environmental Microbiology 78: 3985-3991
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Holzproben untersucht. Daneben wurden teilweise Sporenfallen im Ein-Wochen-Tur-
nus im Freiland aufgestellt.

Die Holzproben wurden stets hinsichtlich Pch-charakteristischer Holzsymptome boni-
tiert und zu Beginn des Jahres und zum Veredlungsstadium durch Kulturmal3nhahmen
und direkt mittels nested-PCR (siehe 3.1) untersucht. Im weiteren Verlauf des Jahres
wurden diejenigen Pfropfreben, die die auffalligsten Symptome im Holz zeigten, se-
lektiert und durch Kulturmal3hahmen und nested-PCR mit extrahierter DNA naher be-
probt (siehe 3.1). Sporenfallen, VTS- und Flissigproben wurden, wie unter 3.1 be-
schrieben, auf das Vorhandensein des Esca-Erregers untersucht.

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Nachweismethoden flir Phaeomoniella chlamydospora in verschiedenen
Matrizes

Hinsichtlich des Nachweisverfahrens von Pch in Rebenholz hat sich bislang der
Nachweis durch nested-PCR mit extrahierter DNA als die Methode der Wahl heraus-
gestellt, da sie in Bezug auf Funktionalitat und Reproduzierbarkeit zuverlassig ist.
Der direkte Nachweis in inokuliertem Flissigmedium ist mdglich, jedoch ist hier das
Kriterium der Reproduzierbarkeit bislang nicht gegeben und bedarf weiterer Optimie-
rung. Den bisherigen Beobachtungen zufolge ist zu vermuten, dass der Nachweiser-
folg in Flussigmedium von der vorhandenen DNA-Menge und der Konzentration von
Inhibitoren abhangt und jede Probe somit individuell behandelt werden miisste. Der
Nachweis durch Kulturmafinahmen ist ebenfalls moglich, war jedoch nur in Einzelfal-
len erfolgreich.

Der Erreger konnte in kiunstlich inokulierten VTS-Proben und Sporenfallen mittels
nested-PCR mit extrahierter DNA zuverlassig und reproduzierbar nachgewiesen wer-
den. In VTS-Proben aus den Rebschulen konnte der Pilz mittels nested-PCR mit
extrahierter DNA und durch eine direkte nested-PCR jeweils in einer Probe (unter-
schiedliche Proben) nachgewiesen werden. Die geringe Nachweisrate konnte auf
eine zu geringe DNA-Menge bzw. eine zu hohe Konzentration an Inhibitoren in der
Reaktion zuriickzuftihren sein. FUr den Erreger-Nachweis in Flissigkeiten besteht
noch Optimierungsbedarf, da der Nachweis bisher nur in einer Wasserprobe durch
direkten Einsatz des Wassers in eine nested-PCR erfolgte. Fur die DNA-Extraktion
aus Wasser gilt es die angewandte Methode nach Retief et al. (2006)?8 weiter zu ver-
feinern und ggf. weitere Methoden zu erarbeiten und zu tberprifen. Eine Isolation
von Pch aus VTS und Flussigkeiten auf Nahrmedium war bis dato nicht erfolgreich,
was zum einen am sehr geringen Probenumfang liegen kénnte oder zum anderen,
dass der Erreger in zu geringen Mengen vorhanden bzw. bereits abgestorben war
und somit durch andere schneller wachsende Pilz iberwachsen wurde und nicht
mehr erfasst werden konnte.

4.2 Pch-Nachweis in unterschiedlichen Rebveredlungsbetrieben

Bereits zu Beginn des Pflanzguterzeugungsprozesses konnte Pch in Einzelfallen in
den Rebschulen nachgewiesen werden. So konnte beispielsweise in Rebschule A
der Erreger in zwei Unterlagenruten und einem Tauchbad und in Rebschule B und C
jeweils in einer Vortriebsubstratprobe festgestellt werden.

28 Retief et al. (2006)
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In Bezug auf das Unterlagenholz bereits veredelter Reben konnte im August, also
zum Zeitpunkt des Verwachsens der Veredlungsstelle im Freiland, eine deutlich h6-
here Nachweisrate durch nested-PCR mit extrahierter DNA beobachtet werden. Dies
kann zum einen teilweise durch einen gréReren Probenumfang und zum anderen
durch eine Ausbreitung des Pilzes im Holz Uber die Zeit oder eine Infektion im Frei-
land zu erklaren sein. So konnte in Rebschule A in 75% der auffalligsten und beprob-
ten Pfropfreben der Esca-Erreger festgestellt werden, gefolgt von Rebschule B mit
33,4% und Rebschule C mit 25%. Kurz vor dem Ausschulen der fertigen Pfropfreben
war Pch in Rebschule A und C in 33,4% und in Rebschule B in 16,7% der beprobten
Reben nachzuweisen. Somit war die Nachweisrate kurz vor dem Ausschulen der Re-
ben niedriger als noch im August, obwohl generell die Symptome im Holz deutlich
ausgepragter waren. Da grundsétzlich der Erreger-Nachweis nicht immer mit den
Holzsymptomen in Einklang gebracht werden konnte, lasst vermuten, dass
Holzsymptome und die Anwesenheit des Pilzes an einer bestimmten Stelle im Holz
nicht zwangslaufig korrelieren. Prinzipiell war in Bezug auf die Symptome im Holz
eine stetige Zunahme Uber das Jahr zu beobachten, sowohl in der Haufigkeit ihres
Auftretens als auch in ihrer Auspragung.

5 Fazit und Ausblick

Der Erreger-Nachweis in Holz durch nested-PCR mit extrahierter DNA ist im Hinblick
auf Funktionalitat und Reproduzierbarkeit zuverlassig und daher bislang die Methode
der Wahl. Der Nachweis in kinstlich inokulierten VTS-Proben und Sporenfallen ist
bereits zuverlassig und reproduzierbar erfolgt und muss fir Proben aus den Reb-
schulen weiter angepasst bzw. optimiert werden. Fur den Nachweis in Flissigproben
besteht noch Optimierungsbedarf; ggf. waren weitere Methoden zu erarbeiten. Das
Augenmerk wird in Zukunft auf Nachweismethoden durch nested-PCR mit extrahier-
ter DNA aus den verschiedenen Matrizes liegen. Nach Mdglichkeit soll ebenfalls die
Erprobung schneller und kostengtinstigerer Nachweisverfahren erfolgen. Diese sol-
len schliel3lich mit bereits etablierten Methoden verglichen werden. Dariber hinaus
ist die Etablierung eines quantitativen Nachweisverfahrens durch real-time PCR mit-
tels Tagman-Sonden angestrebt.

In den Rebschulen konnte der Erreger bereits zu Beginn des Pflanzguterzeugungs-
prozesses vereinzelt in diversen Matrizes nachgewiesen werden. Die Pch-charakte-
ristischen Holzsymptome nahmen im Lauf des Jahres stetig zu und der Erreger-
Nachweis war zur Mitte der Standzeit der Reben im Freiland am héchsten und gegen
Ende wider Erwarten etwas geringer.

Der Probenumfang soll im Jahr 2015 bereits zu Beginn erhdht und vereinheitlicht
werden. Zudem, sollen nach Mdéglichkeit in allen Betrieben Sporenfallen im Freiland
zum Einsatz kommen und beprobt werden.
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Analyse und Vergleich der Erfolgsfaktoren von biologisch und inte-
griert wirtschaftenden direkt vermarktenden Weingutern unter be-
sonderer Berticksichtigung des Zielsystems, der Lebenszufrieden-
heit und den Personlichkeitseigenschaften der Unternehmerfamilie

M. Sc. Maximilian Iselborn,

Hochschule Geisenheim University, Zentrum fur analytische Chemie und
Mikrobiologie, Institut fir Weinanalytik und Getrankeforschung, Von-Lade-Stral3e 1,
65366 Geisenheim

Im Jahr 2014 wurde weiterfihrende Literatur im Bereich der Erfolgsfaktorenforschung
studiert sowie eine erste Untersuchung der Datenbasis durchgefuhrt, welche zeigt,
dass 140 Betriebe im Zeitfenster von flnf Jahren einer naheren Betrachtung unterzo-
gen werden kdnnen. Die nachfolgenden Abschnitte schildern den Stand der Arbeit im
Abriss.

Wettbewerbstheoretisch lassen sich direktvermarktende Weinbaubetriebe wie folgt
einordnen. Wahrend sich der Trauben- und Fassweinmarkt naherungsweise einer ei-
ner polypolistischen Marktstruktur zuordnen lasst, welche sich durch homogene Guter
und eine Vielzahl von Anbietern und Nachfragern charakterisiert, zeigt der Flaschen-
weinmarkt, der von in- und auslandischen Genossenschaften, Kellereien und direkt-
vermarktenden Weinbaubetrieben beliefert wird, die Struktur einer monopolistischen
Konkurrenz. Die monopolistische Konkurrenz charakterisiert sich durch eine Markt-
struktur, in welcher viele Anbieter vorliegen, wobei Anbieter partielle Substitute (Fla-
schenwein) anbieten, die sich in Teilen von Konkurrenzprodukten differenzieren. Wei-
ter findet sich aus Sicht der Nachfrage und der starken Konzentration im LEH ein par-
tielles Nachfrageoligopol wieder. Wahrend Genossenschaften und Kellereien primar
GrolRenvorteile nutzen konnen, konnen kleinstrukturierte Direktvermarkter sowohl
Kosten- als auch Differenzierungspotentiale zum Aufbau strategischer Erfolgsfaktoren
nutzen.

Aufgrund der Kleinstunternehmensstruktur ist der Erfolg eines weinbautreibenden Un-
ternehmens eng mit der unternehmerischen Ausrichtung von Unternehmerfamilie so-
wie dem Betriebsleiter, welcher die Unternehmensleitung innehalt, abh&ngig. Dem
Betriebsleiter in Weinbauunternehmen kommen somit zwei zentrale Rollen zu, die zu
einer erfolgreichen Betriebsausrichtung fuhren kdnnen. Zum einen muss der Betriebs-
leiter, stellvertretend fur die Unternehmerfamilie, einen klaren strategischen Kurs ver-
folgen. Dieser strategische Leitfaden sollte dabei der Unternehmerfamilie als Orientie-
rung dienen sowie am Markt die Mdglichkeit der Positionierung schaffen. Zum zweiten
muss der Betriebsleiter fur die operative Umsetzung in Form von Handlung sorgen.
Dabei lasst sich die Annahme treffen, dass 6konomisch erfolgreiche Betriebe von Be-
triebsleitern gefuhrt werden, welche tberdurchschnittliche Betriebsleiterfahigkeiten
hinsichtlich der Kenntnis, dem Aufbau und Erhalt von Erfolgspotentialen besitzen so-
wie eine klare strategische Richtung verfolgen.
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Der aktuelle Stand der Forschung konnte die umfangreiche Literatur zum Stand der
Erfolgsfaktorenforschung auf die Betriebsspezifika dv. Weinbaubetriebe eingrenzen.
Ersichtlich wird die Bedeutung des Betriebsleiters als zentrale Stellschraube zum Auf-
bau und Erhalt von Erfolgspotentialen. Deshalb wird sich die Forschung weiterfihrend
auf die Einstellung des Betriebsleiters als zentrale Stellschraube zum Aufbau und Er-
halt von Erfolgspotentialen konzentrieren, da hierbei die Annahme zu treffen ist, dass
diese einen kritischen Erfolgsfaktor darstellt. Des Weiteren wird die Datenbasis um die
neue Erhebung aus dem Wj. 12/13 erweitert.

Aus dem bestehenden Aufbau der Arbeit werden Forschungsfragen zum Erfolg abge-
leitet, so dass es im Spétjahr 2015 zu einer Erhebung kommen kann, welche in Ver-
bindung mit den wirtschaftlichen Daten die bestehende Forschungsliicke schlief3t.
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Erstellung einer Wein-Warenstromanalyse flr Rheinland-Pfalz zur
Marktpotenzialabschéatzung heimischer Weine

M. Sc. Marianne E. Steinschulte

Zentrum fiir Okonomie/ Institut fiir Betriebswirtschaft und Marktforschung
Hochschule Geisenheim University, Von-Lade-Stral3e 1, 65366 Geisenheim

Der deutsche Weinmarkt ist weltweit einzigartig, da der vergleichsweise hohe Wein-
konsum (ca. 20,3 Mio. hl in 2013) einer nicht ausreichenden heimischen Produktion
(ca. 9,1 Mio. hl in 2013) gegenuber steht. Um die Nachfrage zu decken, ist die deut-
sche Weinwirtschaft auf Weinimporte angewiesen, was zusammen mit der freien
Marktstruktur fur ein sehr umfangreiches und vielfaltiges Angebot auf dem Weinmarkt
in Deutschland fuhrt. Gleichzeitig stehen dadurch die heimischen Erzeugnisse in ei-
nem intensiven Wettbewerb, insbesondere im Preiseinstiegssegment. Ein sehr wichti-
ger Absatzmarkt fur diese Weine ist der Handel. In unterschiedlichen Erhebungsme-
thoden stimmen die Studien der Hochschule Geisenheim mit den Zahlen des Deut-
schen Weininstituts bzw. GfK-Konsumerpanels darin tberein, dass die Vertriebska-
nale im Handel (Discounter und Lebensmittelhandel) zusammen mind. 60 % des
Hauskonsums von Wein abdecken. Das Deutschwein-Segment in diesem Bereich wird
hauptséachlich auf dem Fassweinmarkt gehandelt und tiber Weinkellereien vermarktet.
Fur den Erfolg der deutschen Weine und die heimische Weinwirtschaft nimmt der
Fassweinmarkt daher eine Schlisselrolle ein. Dies gilt insbesondere flr den Fasswein-
markt in Rheinland-Pfalz, der den Gberwiegenden Teil (knapp 70 %) der heimischen
Weinproduktion Uber diesen Vertriebsweg vermarktet.

Mit der vorliegenden Studie der Warenstrome auf dem Fassweinmarkt in Rheinland-
Pfalz soll das Beziehungsgeflecht auf diesem Teilmarkt erklart werden. Das Ziel der
Analyse ist es, Lenkungseffekte, Substitutionsbeziehungen und Reaktionen auf Markt-
schocks zu erlautern, um das Marktpotenzial der heimischen Weine besser abschét-
zen zu kénnen. Daflr wurde zunéchst eine deskriptive Analyse der Warenstrome des
rheinland-pféalzischen Weinmarktes anhand der Daten der amtlichen Begleitscheindo-
kumente sowie weiterer Daten der amtlichen Statistik in den Jahren 2000 bis 2012
erstellt. Es lasst sich in dem betrachteten Zeitraum v.a. ein sehr deutlicher Struktur-
wandel innerhalb der Branche erkennen, der in den verschiedenen Anbaugebieten
sehr unterschiedlich verlauft. Es handelt sich hierbei um eine langfristige Veranderung
des Marktes, als mutmalfiliche Reaktion auf die Anforderungen der Konsumenten und
des Handels. Die Veranderung in der Struktur der Weinbranche verlauft dabei in den
drei grofl3ten Anbaugebieten Rheinhessen, Pfalz und Mosel sehr unterschiedlich. Dar-
Uber hinaus zeigt sich eine starke Vernetzung der Unternehmen untereinander, die zu
der ausgepragten Komplexitat des deutschen Weinmarktes beitragen. Jahrgangsbe-
dingte Verfugbarkeitsschwankungen scheinen dartber hinaus auf die Entwicklung des
Marktes keinen langfristigen Einfluss zu haben.

Es handelt sich um einen sehr komplexen Markt, der intensiv vernetzt ist und dessen
Unternehmensstruktur einen starken Einfluss auf die Entwicklung hat. Entgegen den
Erwartungen konnten fiir den sehr kleinen Jahrgang 2010 keine signifikanten Reakii-
onen nachgewiesen werden. DarUber hinaus werfen die Ergebnisse der deskriptiven
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Analyse der Statistik weitere, neue Fragen auf, die anhand der bisher verfigbaren Da-
ten nicht ausreichend erklart werden kdnnen. Dies gilt insbesondere fur qualitative
Themen, die jedoch bei einem Genussmittel wie Wein eine besondere Bedeutung ha-
ben.

Zur weiteren Uberprifung der Beobachtungen aus der Datenanalyse wurden aus den
Ergebnissen Forschungshypothesen abgeleitet und weiterfihrende Fragen gesam-
melt. Die Ergebnisse wurden insgesamt in vier Themenkomplexe unterteilt: 1. Die Ge-
samtmarktentwicklung des Fassweinmarktes in Rheinland-Pfalz, 2. Der gebietsspezi-
fische Strukturwandel, 3. Die Rebsortenspezifische Entwicklung und 4. Der Importhan-
del mit Fasswein. Diesen vier Themengebiete sind sieben Arbeitshypothesen zuge-
ordnet, deren Uberpriifung Inhalt der derzeitigen Forschung ist.

Da fur die Verifizierung einiger Hypothesen und die Beantwortung einer neuer offener
Fragen, die verfligbaren Daten und Statistiken nicht ausreichend sind, wird die Studie
um eine weitere, qualitative Methodik erweitert. Die Hypothesen, Zwischenergebnisse
und Fragen werden in Einzelgesprachen mit Experten der Branche diskutiert. Die Vor-
gehensweise entspricht dabei einer Variante der Delphi-Methode, bei der validierbare
Ergebnisse ermittelt werden konnen. Die Befragung der Experten, die auch unterei-
nander anonym bleiben, erfolgt in Einzelgesprachen, die personlich gefuhrt werden. In
einer ersten Runde werden die Hypothesen und offenen Fragen mit den Experten in
einem offenen Gesprach erortert. Diese Gesprache werden ausgewertet und die Zwi-
schenergebnisse den Experten in einer zweiten Gesprachsrunde vorgestellt. Diese
Ruckkopplung erméglicht eine Konsensbildung innerhalb der Expertengruppe als ein-
deutiges Ergebnis der Befragung. Auf diese Weise sollen statistisch nicht erfasste Ent-
wicklungen in der Weinbranche, wie z.B. Veranderungen im Qualitdtsmanagement bei
der Weinbereitung, aufgezeigt werden. Die Erkenntnisse aus dieser Studie bieten zu-
sammen mit der Statistik ein umfassendes und detailliertes Bild des deutschen Fass-
weinmarktes.
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Erfolgsfaktoren fur den Online-Verkauf von Wein im Internet:
eine neuro6konomische und verhaltenspsychologische
Untersuchung

Prof. Dr. Edith Ruger-Muck, Prof. Dr. Gerhard Raab
Hochschule Ludwigshafen, Ernst-Bohe-Str. 4, 67059 Ludwigshafen am Rhein

Seit dem Start am 4.9.2014 des Forschungsvorhabens untersuchen Frau Prof. Rlger-
Muck, Herr Prof. Raab und Herr Merdian die Erfolgsfaktoren fur den Online-Verkauf
von Wein im Internet. Wie im Projektplan vorgesehen befindet sich das Projekt in der
zweiten von vier Phasen und weist demnach keine projektgeschuldeten Verschiebun-
gen auf.

In der ersten Phase des Projekts wurde die intensive Literaturrecherche in nationalen
und internationalen Artikeln fir das Projekt vertieft und tberarbeitet. Dartiber hinaus
stellte Frau Prof. Riger-Muck im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes das Projekt
am renommierten Ehrenberg-Bass-Institute for Marketing Science der University of
South Australia am 20. August 2014 vor, um weitere Anregungen von den dortigen
Forschern zu erhalten.

Dabei bestatigten sich die bisherigen Aussagen Uber die Forschungslicke des Projek-
tes zu den ,Erfolgsfaktoren flr Wein im Internet”, die im Antrag auf Forderung des
Forschungsvorhabens bereits genannt wurden. Des Weiteren wurde die Auswahl der
Zielgruppe fur den Pre- und Haupttest diskutiert. Die Analyse von Webseitenbesu-
chern anhand von expliziten und impliziten Messmethoden ist in dem Bereich ,,Online-
Weinhandel“ bisher einmalig und verspricht daher einen hohen Mehrwert fir die For-
schung. Anzumerken ist, dass das Reisebudget durch den Forschungsaufenthalt nicht
belastet wurde.

Der Pretest wird wie vorgesehen im ersten Quartal 2015 durchgefuhrt und leitet somit
die zweite von vier Phasen ein. Im Detail beginnen die Erhebungen am 19.02.2015 am
Weincampus Neustadt / DLR Rheinpfalz, um eine weinaffine Zielgruppe zu befragen.
Weitere Erhebungen werden im Laufe des Februars an der Bibliothek an der Hoch-
schule Ludwigshafen durchgefihrt.

Der Pretest soll sicherstellen, dass die im Vorfeld ausgewahlten Websitedesigns die
intendierten Emotionalitdtsschwerpunkte (Dominanz, Balance, Stimulanz sowie ,Neut-
ral“) eingangig widerspiegeln und von den Konsumenten entsprechend wahrgenom-
men bzw. zugeordnet werden. Hierzu sollen 60 Personen zu den einzelnen Entwurfen
befragt und gebeten werden, eine Einschatzung in Bezug auf die Art der Emotionalitat
abzugeben.

Nach Durchfiuihrung des Pretests wird im Laufe des Jahres dann die Auswertung der
Ergebnisse und eine Uberarbeitung bzw. Feinjustierung des Untersuchungsdesigns
stattfinden. Damit in der spateren Hauptuntersuchung ein reibungsloser Untersu-
chungsablauf mit maximalen Erfolgsaussichten sichergestellt wird, erfolgt im Rahmen
der zweiten Projektphase eine intensive Einarbeitung mit den anspruchsvollen Mess-
geraten.
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Es ist geplant, das Projekt auf der FDW-Fachtagung am 29. April am DLR Rheinhes-
sen-Nahe-Hunsriuck an der Dienststelle in Oppenheim vorzustellen. Eine weitere an-
visierte Tagung auf der geplant ist einen Artikel einzureichen ist die Tagung der Ge-
sellschaft fur angewandte Wirtschaftspsychologie GWPs (Anfang 2016).

Nach derzeitigem Stand werden wir wie geplant die dritte Projektphase inklusive der
Hauptuntersuchung im Herbst/Winter 2015 beginnen.
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Physikalische und Chemische Alternativen zur Fasskonservierung
mittels schwefeliger Saure

M. Sc. (Oeno.) Engela Kritzinger, Dr. Pascal Herr,
Prof. Dr. Ulrich Fischer

Kompetenzzentrum Weinforschung, Dienstleistungszentrum Landlicher Raum
Rheinpfalz, 67435 Neustadt an der Weinstral3e

1. Introduction

Oak barrels form an integral part of wine production, especially that of high quality
wines (Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta, 2006; Ortega-Heras et al., 2007) where
they are implemented as fermentation or ageing vessels. Their procurement is, how-
ever, expensive and their management challenging. Given high barrel prices, many
wineries will repeatedly use barrels for many years. Furthermore, the increasing inter-
national emphasis on the sustainability of natural resources for example oak trees,
serve as a driving force to maximise their functionality and improve their viability
(Theron, 2010; Porter et al., 2011). Wine barrels are particularly known as an ecolog-
ical niche for microbial proliferation. For this reason it is of utmost importance to sani-
tise barrels before further use to minimise the risk of in-barrel wine spoilage caused by
spoilage microorganisms such as Brettanomyces/Dekkera or acetic acid bacteria. In-
barrel wine spoilage as a result of incomplete or insufficient barrel sanitation is a major
problem faced by the industry. It results in great financial losses. Not only are financial
losses caused by a downgrade in quality or wine losses, further financial loss is due to
the fact that the wine has, at this specific point in time, already received 75% of its input
cost. Proper barrel cleaning and sanitation strategies ensure microbial soundness and
might even extend the effective lifetime of a barrel. Beyond any doubt, the most widely-
used sanitisation method for barrels is the use of sulphur dioxide. However, since a
moratorium on its use has been issued by die European Commission, its use as biocide
for barrel sanitation is threatened. Alternative sanitising treatments that are currently
being used by the industry include chemical agents (sodium percarbonate, ozone) or
physical methods (hot water, steam, UV radiation, ultrasound, microwave). The chem-
ical agents, having strong oxidising potential, work on the basis of oxidation, whereas
the physical treatments work on the basis of physical factors, such as temperature,
pressure and radiation to kill microorganisms. Literature regarding these treatments
are, however, scattered and to date, no comprehensive study has been undertaken to
compare the different treatments under controlled conditions in terms of their efficiency
to reduce spoilage microorganisms in oak wood. Therefore, the need arises for an
exploratory study to identify and evaluate sanitising treatments that would ultimately
reduce or eliminate spoilage organisms. In addition, these treatment should have no
detrimental impact on desirable oak derived compounds that are extracted into wine
during maturation and contribute to the quality of the wine. Such compounds include
lignins, tannins, gallic acid, ellagic acid and various volatile compounds. Among these
compounds, ellagitannins, which resort under hydrolysable tannins, can represent up
to 10% of the oak heartwood (Scalbert et al., 1988). The most abundant ellagitannins
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in oak wood are the isomers, vescalagin and castalagin (Nonier et al., 2005). Ellag-
itannins (which release ellagic acid after hydrolysis) are involved in many physiochem-
ical reactions in wine. They have antioxidant activities (Alafion et al., 2011) and are
involved in polymerization reactions between flavanols and between flavanols and an-
thocyanins (Timberlake and Bridle, 1976; Vivas and Glories, 1996) which, in turn, affect
wine astringency and colour, respectively. The main volatile compounds that migrate
from oak wood to wine are the cis and trans isomers of whisky lactones, furfural and
its derivates, phenolic aldehydes such as vanillin and syringaldehyde and volatile phe-
nols such as guaiacol, eugenol and syringol. It could be proposed that the chemical
and physical barrel sanitation treatments may not only kill the unwanted microorgan-
isms, but also bring about changes in the desirable compounds in wood. Literature
investigating this hypothesis is rather limited. Our aim is to undertake an exploratory
study to investigate, under controlled conditions, the effect of different physical and
chemical barrel sanitisation treatments on various spoilage microorganisms harboured
in oak wood. Furthermore, these treatments will be evaluated in terms of their effect
on oak ellagitannins and volatiles. To the best of our knowledge, such a study has not
been undertaken. This report focuses on the methods used to detect and enumerate
spoilage microorganisms as well as the LC-MS ad GC-MS methods that have been
developed for the identification of oak ellagitannins and volatile compounds.

2. Material and methods

2.1 Model system for microbial contamination of oak wood

New French oak blocks (fire toasted to a medium grade) provided by Stavin (Sausalito,
CA, U.S.A)) were inoculated with different microorganisms generally associated with
in-barrel wine spoilage. The microorganisms that were studied in preliminary tests, in-
clude the yeasts Saccharomyces cerevisiae and Brettanomyces bruxellensis, the lactic
acid bacteria, Oenococcus oeni and the acetic acid bacteria, Acetobacter aceti. S.
cerevisiae and O. oeni are considered as reference species because of their winemak-
ing relevance. Oak squares were suspended in synthetic wine medium (Ugliano et al.,
2003) where after adapted cells were inoculated in the medium at 10° cells/mL and
incubated for five days at 28°C. (This represents the higher end of the concentration
range in which spoilage organisms usually occur in wine.) The squares were then
removed and dried for one hour in a sterile environment. Two millimetre layers of the
wood surface were rasped off with a specific wooden rasp (Microplane, Russellville,
AR, U.S.A)). The shavings were weighed where after the microorganisms were ex-
tracted with 0.9% sodium chloride solution (AppliChem, Darmstadt, Germany) supple-
mented with 0,1 % Tween 80 (Merck, Darmstadt, Germany).
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2.2 Inoculation of oak stave blocks with microorganisms

New French oak blocks (2,4 x 1 x 0,8 cm, fire toasted to a medium grade, Figure 1)
provided by Stavin were soaked in Yeast Peptone Dextrose broth (Carl Roth, Karls-
ruhe, Germany). To prevent the blocks from floating on the surface which could result
in uneven inoculation, the blocks were submerged by using an autoclaved coffee
plunger (Figure 2, Bodum Inc.,Triengen, Switzerland). Brettanomyces bruxellensis
(AWRI 1499), Hanseniaspora uvarum (ATCC 64296) and Saccharomyces cerevisae
(DSM 70449) were inoculated into three respective media at 10° cells/ml and incubated
at 30°C for 1 day. The oak blocks were removed from the medium and directly sub-
jected to the different treatments.

Figure 1. French oak blocks used in the model system. Untoasted (left) and medium toasted
(right).

2.3 0Ozone treatment of inoculated oak blocks

Ozone gas was produced by a corona discharge generator (Univog 500, GeD mbH,
Usingen, Germany) and bubbled into a stainless steel tank of recirculating water. The
Univog 500 (Figure 3) equipped with a corona discharge was connected to a high
pressure water pump operated at 40 bar (Karcher K 2.14, Winnenden, Germany) fitted
with a misting nozzle. The blocks were treated with ozone mist inside a stainless steel
canister (volume 90 liter) for 15 and 30 minutes respectively. In a third treatment,
blocks were submerged in a beaker that was continuously filled with ozonated water
for a total of 5 minutes. The ozone concentration was indirectly measured over the
oxidation reduction potential (ORP) of the water by a portable redox meter (PCE 228,
PCE Instruments, Meschede, Germany). The ORP measured 900 mV which corre-
sponds to an ozone concentration of approximately 2 mg/L. Control samples were left
untreated and treatment times were based on those that are generally applied in the
wine industry. Directly after the treatments, excess moisture was discarded and the
blocks were transferred to sterile disposable 15 ml centrifuge tubes. Five millilitres of
a sterile 0.9% sodium chloride solution (AppliChem, Darmstadt, Germany) supple-
mented with 0,1 % Tween 80 (Merck, Darmstadt, Germany) were added to each tube
which was then subjected to orbital shaking for 24 hours (250 rpm, Edmund Buhler
SM25, Hechingen, Germany) to extract microorganisms from the wood.
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Figure 2. Autoclaved coffee plunger Figure 3. The Univog 500 ozone
used for the inoculation of oak wood generator.
with respective microorganisms.

2.4  Detection and enumeration of microorganisms

The extract was serially diluted and plated onto appropriate agar medium for enumer-
ation. Yeast strains were cultivated at 28°C on 50 g/L YPD Agar Medium (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany). Oenococcus oeni was cultivated on MRST agar containing MRS
and Bacteriological agar supplemented with 10% preservative free tomato juice with
the pH adjusted to 5.2 with 1M hydrochloric acid (HCI, Merck). Acetobacter aceti was
cultivated on Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate agar consisting of 50 g/L D(+)-
glucose (AppliChem, Darmstadt, Germany), 10 g/L yeast extract (AppliChem), 5g/L
CaCOs (Merck) and 20 g/L Bacteriological agar (Merck) with pH adjusted to 5.5 with
1M HCI.

An aliquot of the extract was also used for flow cytometric quantification of cells. “Live-
dead” staining was carried out in order to distinguish between damaged or dead cells
from viable, healthy cells. For this procedure, 1mL cell suspension was washed with
PBS buffer (4.3 mM Na2HPOa4, 1.4 mM KH2PO4, 137 mM NaCl and 2.0 mM KCI, pH
7.2). The suspension was centrifuged, the supernatant discarded and the pellet re-
suspended in 5 mL PBS buffer. Fluorescein diacetate (FDA) was added to obtain a
final concentration of 0.5 mg/mL. The suspension was incubated at room temperature
in the dark for 5 minutes and then propidium iodide (PI) in isotonic saline was added
to achieve a final concentration of 14 ug/mL. The suspension was vortexed and im-
mediately subjected to flow cytometric analysis at 488 nm (CyFlow® Cube 6 flow cy-
tometer, Partek, Minster, Germany).
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2.5  Extraction of oak wood for HPLC/MS and GC/MS analysis

The extraction method of Viriot et al. (1994) was used to extract soluble ellagitannins
as well as volatile compouds from oak wood samples. French oak wood (Q. petraea),
fire toasted to a medium intensity level, was rasped with a flat blade snap-in rasp (Mi-
croplane, Russellville, AR, U.S.A). 100 mg shavings of each sample were extracted
with 5 mL acetone:water (7:3, v/v) at room temperature on an orbital shaker (250 rpm,
Edmund Buhler SM25) for 180 min. Prior to extraction, internal standard for LC/MS
analysis (geraniin) was added at a concentration of 2 mg/mL. The respective wood
extracts (Figure 4) were microfiltered using a 0.45 ym PTFE filter (DIA Nielsen). The
extract as is, was directly used for GC/MS analysis whereas LC/MS analysis required
further concentration by concentrating a 4 mL aliquot under a nitrogen stream to re-
move the acetone. The resultant concentrate was made up to a final volume of 2 mL
with ultrapure deionised water (ELGA, Veolia Water, Marlow, UK) and submitted to
LC/MS analysis for the detection of ellagitannins.

Figure 4. Vials with oak wood extracts used for HPLC and GC analyses. Untoasted oak
(left) and medium toasted oak wood extracts (right).

2.6 HPLC- QToF/MS Analysis

HPLC- QToF-MS analyses were performed on a Agilent 1260 Infinity HPLC system
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) coupled to Agilent 1260 Infinity Binary
Pump and a 6530 Accurate-Mass QToF mass spectrometer (Agilent Technologies). A
Synergi™ 4 u Fusion-RP 80 A column (4 um, 150 mm x 3 mm, Phenomenex, Torrance,
CA) thermostated at 40°C was used for separation. Mobile phases consisted of 5%
(v/v) acetronitrile containing 0.2% (v/v) formic acid in water (phase A) and 5% (v/v)
water containing 0.2 % (v/v) formic acid in acetonitrile (phase B). The gradient program
is outlined in Table 1. Zero grade air served as nebulizer gas (35 psi). Both the sheath
gas and auxiliary gas were nitrogen. The sheath (drying) gas temperature was 400 °C
and the flow rate 12 L/min. The MS capillary voltage was set at 3.5 kV. Spectra were
recorded in the negative ion mode with a scan range of 100-1700 m/z at a fragmenta-
tion voltage of 170 V.
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Table 1. Solvent concentration in the eluting gradient.

Time (min) Eluent A (%) Eluent B (%)
0 100 0

2 100 0

12 70 30

12.5 0 100

16 0 100

17 100 0

Eluent A: water/ acetonitrile 5% (v/v) / formic acid 0.2 % (v/v)
Eluent B: water/ acetonitrile 94.8 % (v/v) / formic acid 0.2% (v/v)

2.7 GC/MS Analysis

GC analyses were performed on an Finnigan Trace GC Ultra (Thermo Fischer Sci-
entific, Dreieich, Germany) equipped with a programmed temperature vaporizing in-
jector (PTV) and coupled to an ion trap PolarisQ mass spectrometer (Thermo Fischer
Scientific). Compounds were separated on a Rxi-5 Sil MS capillary column (Restek,
Interscience, Belgium), 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm film thickness. Helium was used
as carrier gas at a constant flow rate of 1.2 mL/min. PTV was done in solvent split
mode. A glass liner (0.2 mm i.d.) packed with Tenax TA (80-100 Mesh, Restek) was
used. Splitless mode was set after 3 minutes. The PTV was maintained at 62 °C for 1
min at a flow rate of 50 ml/min. Thereafter the temperature was increased at 10 °C/sec
to 105 °C (1 min hold), 14.5 °C/sec to 250 °C (2 min hold) and finally at 14.5 °C/sec to
300 °C (10 minute hold). The oven temperature was held at 50°C for 5.5 min, ramped
at 5 °C/min to 200 °C, held for 0.5 min and finally ramped at 25 °C/min to 280 °C, held
for 5 min. Samples (5 pL) were injected in splitless mode. Xcalibur 1.2 was used for
data acquisition. Detection was carried out by positive electron impact mass (EI) in full
scan mode, using an ionisation energy of 70 eV.

3. Results and Discussion

3.1 Detection and enumeration of microorganisms

Enumeration of microorganisms is possible by using selective media and suitable con-
ditions for incubation. This technique, however, presents a major drawback in the
sense that colony growth is time-consuming, especially in the case of lactic acid bac-
teria or Brettanomyces strains. Furthermore, colony counts might be erroneous as to
not represent the true microbial population. This can either be due to the inability to
detect novel microorganisms that might not be cultivatable on known media (Comas-
Riu and Rius, 2009) or due to the phenomenon of a viable but non-culturable (VBNC)
state of microorganisms. VNBC phenotypes are characterised by the inability to be
cultured on microbiological media although the cells are alive and metabolically and
cellularly active. Transition into the VBNC state is augmented by stressors and negated
with the removal thereof (Oliver, 1993). The VBNC state of wine related microorgan-
isms was first proposed by Millet and Lonvaud- Funel (2000) and since then it has
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been demonstrated to exist in Oenococcus oeni (Millet and Lonvaud- Funel, 2000), A.
aceti and A. pasteurianus (Millet and Lonvaud- Funel, 2000; Du Toit et al., 2005), S.
cerevisiae, C. stellata and Z. bailii (Divol and Lonvaud- Funel, 2005) as well as in
Brettanomyces (Du Toit et al.,, 2005; Barata et al., 2008; Agnolucci et al., 2010;
Serpaggi et al., 2012). Chemical and physical factors that are reported to induce the
VBNC state in microorganisms include nutrient starvation, extreme temperatures, ox-
ygen concentration, preservatives, osmotic concentrations, heavy metals as well as
exposure to white light (Oliver, 2010). Nevertheless, the recognition of such a state
in microorganisms highlights the importance to use, in addition to culture-dependent
techniques, culture-independent techniques, particularly when stress related studies
on microorganisms are to be conducted. Nearly all the studies pertaining to barrel
cleaning efficacy used culture-dependent techniques to determine reductions in micro-
bial populations after treatment. It is worthy of note that the stress factors applied
(microwave, ultrasound, heat, ozone exposure) may have induced the VBNC state in
microorganisms, obscuring results to a large extent. For this reason, we have decided
to do both plate count method as well as flow cytometric quantification of cells. We
were able to successfully extract microorganisms from mono-culture contaminated oak
blocks and re-culture them on appropriate selective media (Figure 5). The shaving
method permitted the isolation of microorganisms harboured within the wood. Under
our experimental conditions, it has been established that the microorganisms can pen-
etrate the wood deeper than 4 mm, which corresponds to data from Malfeito-Ferreira
et al. (2004). Flow cytometric quantification in combination with “live-dead” staining
allowed us to distinguish and quantify live cells from dead cells. The “live-dead” stain-
ing is displayed in Figure 6. Pl can only penetrate cells with damaged cell membranes.
These cells emit red when excited with the 488 nm spectral line. Live cells, on the other
hand, have esterase activity which converts FDA to the fluorescent form to emit green
light under excitation at 488nm. In this way, dead cells can easily be distinguished and
enumerated from live cells.

Figure 5. B. bruxellensis colonies Figure 6. Viability staining examined
on YPD plated for enumeration pur- under fluorescence  microscope
noses. (S.Sommer).
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Figure 7 displays the evaluation of a microbial population (S.cerevisiae) subjected to
“‘live-dead” staining. The FSC/SSC plot (Figure 6, left) provides basic information on
the size and granularity of the cells in the population, whereas the FL1-/FL3 plot (Figure
3, right) provides information on the fluorescence spectra obtained. In this way, the live
population (green) can be enumerated separately from the dead (red) or injured cells
(emitting both green and red light). Enumeration of yeast strains were possible with a
minimum detection limit of 103 cells/mL. Optimisation of the method, however, is still
required for the quantification of bacterial cells which seems to be more problematic
owing to their small size. As expected, flow cytometric quantification values of yeast
strains often exceeded numbers obtained by the plate count method. This observation
has been made by other authors as well (Du Toit et al., 2005; Serpaggi et al., 2012)
and can be explained by the inability of certain cells to grow on selective media. Nev-
ertheless, this will be the first approach to compare these two enumeration methods in
a barrel sanitation study.
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Figure 7. Viability staining of microbial population by means of flow cytometric analysis.

3.2  Efficiency of ozone treatments to reduce microbial contamination in oak wood

Although the use of ozone in wineries is widely gaining popularity, published literature
on the use of ozone for winery sanitation, and more specifically barrel sanitation, is
scant. An experiment was undertaken to evaluate the efficiency of different ozone treat-
ments that are commonly applied for barrel sanitation purposes. French oak blocks
contaminated with three different yeasts, B. bruxellensis, H. uvarum and S. cerevisiae,
were subjected to different ozone treatments in order to evaluate the efficiency of the
different treatments in reducing microbial counts in oak wood. Results relative to the
reduction in yeast concentration as a result of the ozone treatments are shown in Fig-
ure 8. All three treatments (ozone mist 15 minutes, ozone mist 30 minutes and ozo-
nated water 5 minutes) were effective in lowering the yeast count in the oak wood for
all three yeasts tested. The reduction in cell count for the yeasts tested are compara-
ble for the different treatments, with the exception of S.cerevisiae which seems to have
been more sensitive to the ozonated water treatment. This treatment resulted ina 1.3
log reduction compared to the control treatment which corresponds to a more than

60




Arbeitskreis Kellerwirtschaft und Weinbehandlung

90% eradication of cells. For all the other treatments, the reduction observed corre-
sponded to approximately 0.35 log units which translates to 55% of the yeast popula-
tion being eliminated. This corroborates with data by Guzzon et al. (2011) who moni-
tored the reduction in yeast population inside empty, 3 year old oak barrels in a Tuscan
winery after the barrels had been subjected to different sanitation treatments. In their
experiment, gaseous ozone (40 mg/cm? for 30 min) as well as aqueous ozone (2 mg/L
for 30 min) were equally effective, resulting in a 70% decrease in total yeast counts.
Noteworthy is the observation that longer treatment times do not necessarily result in
greater microbial reductions since similar reduction are observed for the 15 and 30
minute ozone mist treatments. Similarly, the 5 minute ozonated water treatment re-
sulted in comparable reductions. The efficiency of the treatment seems to depend
mainly on the ozone concentration rather than on the duration of the treatment. Nev-
ertheless, these results show that ozone treatment has the ability to reduce yeast num-
bers in contaminated oak wood, which contradicts previous results by Cantacuzene et
al. (2003) who concluded that aqueous ozone (1, 3 and 5 mg/L for 3 minutes) had no
effect on a B. bruxellensis population in contaminated oak cubes. The overriding aim
of this experiment was to evaluate an ozone generator which is currently being used
in the wine industry for sanitation purposes in terms of its efficiency in reducing yeast
populations in oak wood.  Current studies are evaluating the efficiency of different
0zone concentrations in reducing yeast counts in contaminated oak blocks.
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Figure 8. Reduction in microbial contamination (log CFU/mI) for different ozone treatments
applied to oak wood blocks.
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3.3  Extraction of oak wood for HPLC/MS and GC/MS analysis

Generally, alcoholic solvents such as aqueous methanol and ethanol have been used
for the extraction of ellagitannins from wood. However, several authors have proven
that alcoholic solvents are detrimental to ellagitannins (Viriot et al., 1993; Puech, et al.,
1999). They are subject to hydrolysis to yield ellagic acid (Viriot et al., 1993), with
increasing ethanol concentrations causing increased hydrolysis (Puech et al. 1999).
Furthermore, ellagitannins can also undergo oxidation in aqueous ethanol solutions,
giving rise to ellagitannin derivatives. (Puech et al. 1999). Vivas et al. (1996) and Lei
(2002) have shown that agueous acetone was a better solvent than aqueous methanol
at extracting ellagitannins from wood samples. It provides higher yields of ellagitannins
and also shows better stability of the compounds (Lei 2002). For this reason, aqueous
acetone, was the extraction media of choice for the extraction of ellagitannins. The
high solvent power of aqueous acetone also facilitates the extraction of volatile com-
pounds from wood, allowing dual LC/MS and GC/MS analysis from the same wooden
extract. For LC/MS analysis, it was decided to concentrate the sample from 4 ml to 2
ml since double concentrated samples resulted in increased sensitivity and intensity.
All in all, the extraction is rapid and easy which allows the routine analysis of many
samples.

3.4  Selection of internal standard

The guantification from mass data necessitates the use of an internal standard to cor-
rect the variability in mass signals. Internal standards have to structurally resemble
the compounds that are to be quantified while, at the same time, they should not be
present in the sample as such. Despite its structural difference as well as a much
lower molecular mass, chlorogenic acid has been used in previous studies as internal
standard for quantitative analysis of oak ellagitannins (Lee et al., 2005; Saucier et al.,
2006). However, Garcia-Estévez et al. (2012) showed that castalagin concentrations
declined in the presence of chlorogenic acid compared to solutions lacking chlorogenic
acid. We have identified geraniin, an ellagitannin present in geraniums, as a good
candidate for internal standard. It closely resembles the molecular structure of the oak
ellagitannins as seen in Figure 9. Furthermore, its molecular mass of 952.64 g/mol is
also well comparable to the molecular mass of vescalagin/castalagin which is 934.63
g/mol.
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Figure 9. Molecular structures of castalagin (A), vescalagin (B) and geraniin (C).
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3.5 Identification of ellagitannins by HPLC/MS

Analytical standards of vescalagin, castalagin and ellagic acid were injected to obtain
appropriate mass spectra and retention times of the compounds under our experi-
mental conditions. The characterisation results are listed in Table 2. Oak extract was
then injected in order to identify ellagitannins and ellagitannin derivatives present in
the sample. The chromatographic separation of the oak extract, is shown in Figure
10 whereas the mass spectra of the three peaks are represented in Figure 11, 12, and
13. By comparing the mass spectra, it was shown that vescalagin (peak 1) elutes at
4.2 min, followed by castalagin (peak 2) at 6.5 min. Ellagic acid, the hydrolysis product
of castalagin and vescalagin, elutes at 11.5 min. Castalagin fragments differently than
its beta-33 isomer, vescalagin. Both ellagitannins show the peak with m/z value of
301. This is the diagnostic peak of ellagitannins derived from the loss of ellagic acid.
The chromatographic peaks are well separated and sharp with good intensity, indicat-
ing that our current extraction method yields sufficient concentrations of the respective
analytes. The application of the HPLC/MS method shows that it can unambiguously
identify the major monomeric oak ellagitaniins, namely vescalagin and castalagin as
well their degradation product, ellagic acid.

Table 2. Characteristic HPLC/ MS data of castalagin, vescalagin and ellagic acid.

Major lons (m/z)

Retention time

Compound MW (g.mol?) (M-H) (min) Base Peak Other

Ellagic acid 302 301 11.5 301 145, 283
Vescalagin 934 933 4.2 933 301, 425, 631
Castalagin 934 933 6.5 933 301, 467, 569
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Figure 10. Chromatographic separation and detection of ellagitannins and an ellagitannin
derivative in oak wood extract. Peaks 1: vescalagin, 2: castalagin, 3: ellagic acid.
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Figure 11. Mass spectra of vescalagin (Peak 1) in acetone/water extract of Q.petraea
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Figure 12. Mass spectra of castalagin in acetone/water extract of Q.petraea
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Figure 13. Mass spectra of ellagic acid in acetone/water extract of Q.petraea
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3.6

Identification of volatile compounds in oak extract

The GC/MS analysis of the oak extracts revealed the presence of the majority of the
compounds previously identified in French oak by other authors. Table 3 lists the 19
peaks characterised that are most relevant from a sensory standpoint along with their
retention times and identification methods. Chromatographic peaks were identified by
comparing retention times and mass spectra with those of standards or those reported
in literature. Finally, all the detected compounds were characterised by their mass
spectral fragmentation and by Kovat'’s retention indices determined on a ZB-5 chroma-
tographic capillary column. Figure 14 presents the chromatogram of volatile com-
pounds present in the oak extract, showing well separated peaks with good intensity.
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Figure 14. Chromatogram of volatile compounds in medium toasted French oak wood ex-
tracted in acetone:water (7:3, v/v)
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Table 3. Volatile Compounds detected in extracts of medium fire toasted French Oak by GC/MS.

IUPAC Name Common name RT (min) Identification

1 2-furancarboxaldehyde furfural 9.06 S,MS, RT
2 5-methyl-2-furancarboxaldehyde 5-methylfurfural 13.19 S,MS, RT
3 2-methoxyphenol guaiacol 17.47 S,MS, RT
4 4-methyl-2-methoxyphenol 4-methylguaiacol 20.54 S, MS, RT
5 5-hydroxymethyl-2-furancarboxaldehyde 5-hydroxymethylfurfural 21.38 S,MS, RT
6 4-ethyl-2-methoxyphenol 4-ethylguaiacol 22.97 S,MS, RT
7 trans-4-methyl-5-butyldihydro-2(3H)-furanone trans-B-methyl- Y-octolactone 23.32 S,MS, RT
8 cis-4-methyl-5-butyldihydro-2(3H)-furanone cis-B-methyl-Y-octolactone 24.22 S,MS, RT
9 4-vinyl-2-methoxyphenol 4-vinylguaiacol 23.98 S,MS, RT
10 2,6-dimethoxyphenol syringol 24.93 S,MS, RT
11 2-methoxy-4-(2-propenyl)phenol eugenol 25.12 S,MS, RT
12 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde vanillin 26.26 S,MS, RT
13  4-methyl-2,6-dimethoxyphenol 4-methylsyringol 27.41 S,MS, RT
14  2-methoxy-4-(1-propenyl)phenol isoeugenol 27.63 S,MS, RT
15 4-viny-2,6-dimethoxyphenol 4-vinylsyringol 30.35 MS, RT

16 4-allyl-2,6-dimethoxyphenol 4-allylsyringol 31.19 S,MS, RT
17  4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyde syringaldehyde 32.56 S,MS, RT
18 3-methoxy-4-hydroxycinamaldehyde coniferaldehyde 34.33 MS, RT

19 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinamaldehyde sinapaldehyde 38.81 MS, RT

S: identification by comparison with standard compounds
MS: tentatively identified by mass spectra
RT: tentatively identified by retention time

4.

Future Prospects

The validation of the LC/MS and GC/MS methods are currently being undertaken. Fur-
thermore, ongoing experiments where oak blocks are subjected to different chemical
and physical treatments as listed in Table 4 are being undertaken. The outlay pre-
sented in Figure 15 summarises the various aims of the study. Oak blocks are being
treated in ongoing experiments with different microorganisms which are then subjected
to different chemical and physical treatments as listed in Table 4. The efficiency of
each treatment is evaluated in terms of the reduction in cell count in the oak wood.
Two different methods are used to establish the population reduction, namely count
plating and flow cytometry to overcome biased results based on the VBNC state in
microorganisms. In a parallel experiment, treated oak blocks will be submerged in
Pinot noir wine for a specific time to mimic the refilling of treated barrels and to monitor
changes during barrel maturation. Samples will be taken periodically to monitor the
cell count during the maturation period. In conjunction, samples for GC/MS analysis
will also be taken to monitor the common spoilage taints (4-ethylguaiacol, 4-ethylphe-
nol, acetic acid, acetaldehyde and ethyl acetate) during maturation. Subsequently
wine will be subjected to sensory analysis to establish whether analytical differences
have an organoleptic impact on the wines.
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The physical and chemical treatments are also directly applied to uncontaminated oak
wood which are then extracted to establish whether, and to which extent, barrel sani-
tation treatments affect desirable oak derived compounds.

Treatwood with respective sanitation treatrments

I Treatwooden disks with respective MO's | as listed n Table 4.

Treatwood with respective sanitation treatments as listed l
inTable4.

Millwood sample

!

¥ v v
Analyse wooden diskin Disks submerged inwine Madel Systern: Barrel maturation (Disk in vialsfilled | Extract with 70% Acetone
depth for remaining MO subjectedtosensory with wine) \L
evaluation \l, \l,
‘ i l LcMSAnasis  GCMSAnalysi
% . ; = Guaiacal
ChInm 4 | Analyse wine periodically for microoganisrms | _Smal,a"'." '42:;13\/'1:;uaiacol
P = 4-methyiguaiacol
. ~ = 4inylguaiacol
= ; Flow = 4-methyisyringol
! / | © cytometery . imin yisytingol
& ! = 4-alidsyringol
" = / = Syringol
T = Eugenol
= lsoeugenol
P o it «Whiskylactone
_ Analyse wine periodically fortaints: e
© = f-methyifurfural
2 < 4EG = 5-hydrosymethytfurfural
E * 4.EP = Vanillin
S« Aceticacid *syingaldehyde
<+ Acelaldehyde et
« Ethyl acetate 4

Figure 15. Outlay of ongoing research work.
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Table 4. List of chemical and physical treatments with control treatments, conditions and treat-

ment time.
Treat-
Treatment ment Concentration or intensity | Control treatment Control
time
(min) (where applicable) time (min)
PHYSICAL
TREATMENTS
Hot water (60°C) Water at 20°C
Hot water (80°C) Water at 20°C
HPU, water at
60°C 5 17 W/L Water at 60°C 5
Steam 15 90-100°C Untreated sample
Microwave 3 3000 W Untreated sample
CHEMICAL
TREATMENTS
Water at 20°C for 3
Ozone (L) 3 2.5 mg/L minutes 3
Ozone (g) 30 20 ppm (40 mg/m?®) Untreated sample
1h 20 ppm (40 mg/m?)
Ethanol 24 h 70% Water at 20°C 24 h
Peroxy acetic acid 24 h 200 mg/L Water at 20°C 24 h
Water at 20°C + 5 g/L
SO2(L) 24h 200 mg/L + 5g/L citric acid citric acid 24h
3 g sulphur burnt in 225 L
S02(g) volume Untreated sample
Sodium percar-
bonate 24 h 1g/L Water at 20°C 24h
3g/L
DMDC 24 h 200 mg/L Water at 20°C 24 h
KMnO4 48h 50 g/L (0.5-1%) Water at 20°C 48 h

5. Conclusion

This report describes the microbial enumeration methods that will be employed to study
the efficiency of different chemical and physical barrel sanitation treatments in reducing
microbial counts in wood. In addition to the classical plate count method, flow cytom-
etry were used to enumerate microorganisms extracted from wood. Plate count often
resulted in lower cell count values as a result of the VBNC state of organisms. With
flow cytometric quantification, we were able to distinguish live cells from dead cells. In
addition, we demonstrated that ozone treatment of oak blocks contaminated with three
different yeasts, resulted in reduced yeast populations. The three different treatments
(ozone mist with an ozone concentration of 2 mg/l for 15 and 30 minutes and ozonated
water at 2 mg/l for 5 minutes) resulted in comparable reductions for the three yeasts.
Approximately 55% of B.bruxellensis, H.uvarum and S.cerevisiae populations was
killed by the respective treatments. Current studies are examining the efficiency of
different ozone concentrations in reducing yeast populations in oak wood. Further-
more, we developed a LC/MS and GC/MS method for the detection of ellagitannins
and volatile oak compounds, respectively. The current extraction protocol, has proven
to extract sufficient analytes which is reflected in the good intensity of the chromato-
graphic peaks. The same extract can be used for both the LC/MS and GC/MS analysis
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(with the exception of a further concentration step for LC/MS analysis) and both meth-
ods can ambiguously distinguish between the different analytes of interest, namely the
major ellagitannins as well as the key volatile compounds that are of sensory interest
in oak aged wines.
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Gasmanagement in Winzerbetrieben

Norbert Breier

DLR Rheinhessen-Nahe-Hunsriick, Oppenheim, Wormser Str. 111,
55276 Oppenheim

Gasmanagement in der Kellerwirtschaft, Sauerstoff und Kohlensaure, beschaftigt in
letzter Zeit immer mehr Betriebe, und ist somit zu einem Schwerpunktthema in den
letzten Jahren geworden. Wie kann man die Qualitat der erzeugten Produkte ab Ga-
rende bis zur Flaschenflllung erhalten? Ein schonender Ausbau und oder gerade die
Abfillung sind kleine Mosaiksteine im Qualitditsgedanken. Welchen Einfluss haben die
verschiedenen Gase im Weinausbau auf Qualitdt und Alterung? Hier sind vor allem
Stickstoff (N2), Kohlensaure (COz2) und Sauerstoff (O2) zu nennen.

Die Bedeutung der Gase, vor allem Kohlensaure und Sauerstoff wurde in den letzten
Jahren in verschiedenen Versuchsansatzen vor allem im Weil3wein untersucht:

- Abstich, Pumpen im Vergleich

- Filtration

- Abfillung
Untersucht wird auch der Einsatz von hydrophoben Membranen zur Steuerung des
CO2-Managements. Der Einsatz der technischen Gerate wird sowohl im Weil3wein, als
auch im Rotwein zum
Gasaustausch erprobt. Zum
|[Anlage [ Leistung() | Preisin€ | einen wird der Zusatz von
CO2 im Weil3wein zum an-

Hydrophobe Membran (Membrankontaktor)

Romfil deren bei Rotwein auch die
kleine Anlage (1/2 Modul) 3500 5500,00 .
groRe Anlage 6500 7200,00 Reduzierung der CO2 ge-
Halbautomat variabel 34900,00 pruft. NatUrlich werden die
Emrich Auswirkungen mit sensori-
kleine Anlage 3500 | 5000,00 | schen Verkostungen beglei-
Kunzmann und Hartmann 'l[\(;)lt.h Anbi hvd
Vino Mem 50 5000 [ 2200000 ] Mehrere Anbieter von hyd-
mit Steurerungsmdaglichkeiten und Vakuumpumpe rophoben Membranen
iosel (siehe Tabelle, Stand Mai
2000 7800,00 2014) haben sich in den
Frage der Steuerung 6300 15000,00 letzten Jahren eingehend
VENT: mit dieser Technik befasst,
Kleine 3000 5000,00 und Anlagen fur das Me-
groBe 6000 6800,00 dium Wein konzipiert. Steu-
prop. Durchflussmesser 0,2 sec. .
online in die Abfiillanlage eingebaut 3500,00 - 5800,00 | €rungen und_ Messtechni-
1 p Vorfilter I 400,00 ken haben sich verandert.
Technica Diese Entwicklungsschritte
Carbofresh 2000 [ 2267,00 | werden beleuchtet, auch im
noxpa Vergleich zu alteren Techni-
"WineBrane" Vollautomat 4000-20.000 | 7500000 ] ke;‘ (Bsp.: Carbofresh-Ge-
rat).

72



Ausschuss fir Technik im Weinbau

Im ersten Jahr wurden vor allem die Arbeit und die Handhabung der einzelnen Gerate
geprift. Die analytischen Untersuchungen wurden parallel durchgefuhrt und werden
sich bis zum Ende des Vorhabens in sensorischen Begleitungen wiederfinden. Weiter-
hin sollen Einwirkungen von Vergéarung, Temperatur, Pumpen, Filtration und Abflllung
gerade auch bei Weil3wein begleitet werden.
Im Frihjahr 2014 wurde bei der Rebsorte Spatburgunder mit verschiedenen Memb-
ransystemen (Her-
116 stellerfirmen) die
Kohlensauregehalte
eingestellt. Anschlie-
Rend wurden die Va-
rianten abgefullt und
sowohl  sensorisch
als auch analytisch
begleitet.  Nachfol-
gende Abbildung
zeigt die Gehalte der
CO2zim Vergleich zur

Kontrolle K & H Luft K & H N2 K&H Maurer Luft ~ Méaurer N2 Technica Luft Technica N2

Vakuum KOI’]tI’O”G. A"e Val'l-

anten konnten um
die 0,6 g/l COzeingestellt werden. Weiterhin wurde auch die Bedienungsweise der An-
lagen gepruft.

Nachfolgende Abblldung 3 zeigt die von den Herstellern fur die Versuche zur Verfu-
gung gestellten Geréte. Unterstiitzend zeigten sich die
Firmen: Technica (Carbofresh) Maurer, Kiesel und
Kunzmann & Hartmann. Die Einstellung und die Funkti-

@8 onswiese der einzelnen Gerate sind sehr unterschied-
HIgN lich.

“I8 Im Friihjahr 2015 wird mit einem Abfiillbetrieb (Baum,
Ingelheim) die Einstellung der Inoxpa-Membran und der
Vergleich zum Carbofresh im Grol3einsatz getestet wer-
den. Hier geht es vor allem um die Be- und Entgasung —
Bsp: Riesling - und natirlich die Moglichkeit des praktischen Einsatzes in den Abfull-
betrieben. Es ist festzustellen dass sich im Jahr 2014 sehr viele Abfiillbetriebe fur den
Einsatz von hydrophoben Membranen interessieren. Das Problem besteht im Moment
noch in der exakten Auswertung der Steuerungs- und Messtechnik im laufenden Ab-
fullbetrieb.
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Versuch Gasmanagement B Abflillbetrieb Baum

Rebsorte: Riesling WW 2000 Liter
CO2-Einstellung auf Maximum
Abfllltermin: 07.02.2015

INOXPA/
INWaG

Carbofresh

Var. B2 —

Membran +

Var. B1-
Kontrolle

ohne Entgasen

| Abfullung je 30 Fl. oder mehr

Var. B3 -
Membran +
Entgasen

Var. B4
1.Komplett Entgasen

In anderen Tank
Var. B5
Carbofresh

2. Begasen max.

- Phenol — und Saureanalysen
-FTIR

- S0O2

- Reduktone

- Farbe

-C0O2, 02
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Stammricknahme mit anschlieendem Stockneuaufbau (,,RESET-
Methode“): ein wirtschaftliches Instrument zur Verlangerung der Le-
bensdauer von Rebanlagen?

Arno Becker

DLR Rheinhessen-Nahe-Hunsriick, Standort Oppenheim

Esca ist zu einem der bedeutendsten Probleme des Weinbaus in der Welt geworden.
Trotz intensiver Bemuhungen jedoch konnte bisher keine direkte Bekdmpfung gegen
diese Stammkrankheit gefunden werden. Zumindest fir die Rettung eines Teils der
erkrankten Reben hat sich indes als indirekte Malinahme die ,Esca-Sanierung durch
Stammrucknahme bewahrt".

Esca-Sanierung durch Stammricknahme -

100% -

80% — — F———1

60% — =

40% ’—’

Erfolgsquote nach Stammriicknahme

Muska- Silvaner ]Kerner( ‘Riesling
teller
20% — = u
0% m 2
Portu- Scheu- Dorn- Gewiirz-
gieser rebe felder traminer

Abb. 1: Erfolg bei ,,Esca- Sanierung“: Erfolgsquote (%) nach Stammriicknahme bei
verschiedenen Rebsorten (n= 4.036 versuchte Riucknahmen, Bonitur im September
2009)

Eine vorliegende Auswertung bei finf Weingitern aus der Pfalz, die zwischen 2003
und 2007 entsprechende ,Amputationen“ vornahmen, bescheinigt der Methode in den
meisten Fallen gute Erfolge. Voraussetzung ist dabei das korrekte Vorgehen sowie
eine gute Pflege beim Neuaufbau der vormals erkrankten Stocke durch bodennahe
Triebe.

Wie in Becker und Oberhofer (2014) dargestellt, hangt die Rentabilitat dieses Verfah-
rens im Wesentlichen vom zu erwartenden Weinpreis und der Restnutzungsdauer der
Anlage ab. Demnach lohnt sich die Mal3nhahme bei einer Restnutzungsdauer der An-
lage von 10 Jahren und einem Weinpreis von 0,8 Euro pro Liter ab etwa 20 % Erfolgs-
guote (dauerhafter Wiederaustrieb nach Stammricknahme und kein Neubefall bis zur
Rodung). Bei 60 % Erfolgsquote kostet eine erfolgreiche Sanierung 3,00€.
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Beim Nachpflanzen hingegen kann man in der Tendenz sagen, dass eine Restnut-
zungsdauer der Anlage von mindestens 10 Jahren erforderlich ist, damit die Mal3-
nahme betriebswirtschaftlich sinnvoll ist (bei 0,80 €/| Weinpreis). Eine Rebe nachzu-
pflanzen kostet insgesamt rund 9,00 € (Entfernen des alten Stammes eingerechnet).
In einem Langzeitversuch der 2008 begann und von da an jahrlich ausgewertet wurde,
konnte der MalRnahme ein anhaltender Erfolg attestiert werden.

- bewahrt und mit anhaltendem Erfolg

95% ~
0,

90% ——l—— — o
o 85%
w | Auszdhlungen |

80%

‘/lZeitpunkt der Stammrt‘jcknahmel
75% T T T T T T T T T T T T T

D @ O O OO O N AN T AV DN
R XXX RN AR RPN R A A
@0 %QQ @0 %QQ é(" %QQ @(" QQQ é(" %QQ @4’ %Q.Q é& QQQ
Abb.2: Erfolg und Nachhaltigkeit bei ,Esca- Sanierung“: Erfolgsquote (%) nach

Stammricknahme im zeitlichen Ablauf von 2008 bis 2014 bei der Rebsorte Silvaner
(n=131)

AulRer bei an der Stammbasis schwach treibenden Sorten wie z.B. Portugieser ver-
spricht demnach die Sanierungs-Methode wirtschaftlichen und anhaltenden Erfolg.

Einerseits: Suche nach optimaler Ausfiihrung stellt vor neue Fragen

In diesem ATW-Vorhaben sollte nun zunachst die Frage geklart werden wann der
gunstigste Zeitpunkt und wie die beste Herangehensweise an diese Methode sei. Dazu
diente ein Versuch auf insgesamt etwa einem Hektar Flache, in dem die im Kasten
dargestellten Varianten in i.d.R. 3-facher Wiederholung Umsetzung fanden.
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[T 2 - Wundverschluss

Abb. 3: Wann ist der optimale Zeitpunkt und wie
die beste Vorgehensweise fir die Stammrick-
nahme zur Esca-Sanierung? Versuchsplan Silva-
ner, Pflanzjahr 1988, Gemarkung Uelversheim

[T 2 - hoher Stamm

[T 1 - Vorherbst

IT 2 - Winter tr./kalt

[ | |7 3-Friihjahr bluten Durchfiihrung mit folgenden Varianten:

[Kontrolle _ )

| Termin 1 (T 1): ,Vorherbst® (24.08.2013)
T 1 - Vorherbst

[T 2 - Winter tr /kalt Termin 2 (T 2): ,Trocken-Kalt“ (um den

Jahreswechsel) (17.01.2014)

IT 2 - Wundverschluss|

[T 2 - hoher Stamm Termin 3 (T 3): ,Frahjahr bluten“ (08.04.2014)

IT 3 - Frithjahr bluten

T 2 plus Wundverschluss

|T 3 - Friihjahr bluten

T 2 hoher Stamm  Absadgen der Stamme bis auf
30- 40cm oberhalb
der Veredlungsstelle

[Kontrolle

[T 1 - Vorherbst

[T 2 - Winter tr./kalt

|

|

|

|

| Kontrolle symptomtragende Stdcke blei-
- ben unverandert bestehen

|T 2 - hoher Stamm -

[ T I 3-Frihjahr bluten
[l

[T 2 - Wundverschluss

IT 3 - Fruhjahr bluten
Die gleiche Versuchsanordnung wurde in den Sorten Riesling, Gewirztraminer und
Miller-Thurgau praktiziert. Dabei kam es jeweils zu Stammricknahmen an ausschliel3-
lich symptomtragenden Stoécken, also zum Absagen jener Stamme bis auf 10-15cm
oberhalb der Veredlungsstelle. Ziel war der anschlieRende Neuaufbau mit bodenna-
hen Trieben.

Ergebnis: Der Versuch zeigte trotz der hohen Anzahl an Stammriucknahmen (743
Stiick), davon Chronisch (321), Akut (217), Sonstige [stark chlorotisch, Stammscha-
den, Schwarzholzkrankheit, Eutypa, ...] (205) einen Erfolg der mit jedweder Herange-
hensweise gegen Null tendierte. Daher wurden die erfolgreich sanierten Stdcke gar
nicht erst zahlenméanRig erfasst.

Andererseits: Gute Ergebnisse beim Neuaufbau ganzer Weinbergsanlagen

Eine weitere Beobachtung aus der Praxis stimmte wiederum zuversichtlich. So trat ein
Winzer mit folgender Aussage an uns heran: in zweien seiner Weinberge herrschen
zwar nahezu identische Ausgangsbedingungen. Offensichtlich aber grof3e Unter-
schiede bei den Stockausféllen, zugunsten eines nach Frostschaden komplett neu auf-
gebauten Weinbergs.
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Frostlage nach
Komplett-
Neuaufbau:

2

Niederkircn

e

Abb. 4: Vergleich zweier Riesling Anlagen in Deidesheim desselben Bewirtschafters
[Entfernung 2,6 km]. Jeweils: Pflanzjahr 1988, Klon Gm 239 auf 5C, 2,2m2 Standraum.
Reben vom selben Rebveredler, Edelreiser aus der gleichen Vermehrungsanlage. Bo-
nitur: 27.08.2013

Ergebnis: Die anschlieRende Auswertung zeigte dass wahrend der eine Teil des Ver-
gleichspaares von gut 18% Stockausfall heimgesucht war der gleiche Schaden in der
Frostlage bei lediglich knapp 4% rangierte. Erschwerend fur die ,Nicht-Frostanlage®
kommt hinzu, dass dort bereits weitere 15,4% neu aufgebaute Stécke enthalten waren.
Solche also, die nach Angaben des Winzers zuvor an Esca erkrankt waren und da-
raufhin bereits einer Stammricknahme unterzogen wurden.

Das wirde soviel bedeuten wie:

werden alle Reben durch Stammrtcknahme verjingt
(ungeachtet ob Esca- symptomtragend oder nicht) (,RESET")
kann dass die Lebensdauer der Anlage um viele Jahre erhdhen.

Vorteil dieser Methode ware, das etablierte Wurzelwerk der Stocke weiterhin zu nut-
zen, auch im Sinne einer positiven Weinqualitat. Die Lebensdauer des Weinbergs
konnte deutlich verlangert werden.

Mittlerweile schlie3lich geben Esca- aber auch weitere Stammerkrankungen oft den
Rodungstermin einer Rebanlage vor. Die vielfach stabil gestalteten Drahtrahmen lie-
Ren jedoch viele weitere Jahre Bewirtschaftung zu.

Dies testeten wir nun zunachst bei 356 Stiick 24 Jahre alten Silvaner Reben in einem
Weinberg des Staatsweinguts in Oppenheim. Ungeachtet dessen, ob Esca-Symprome
vorhanden waren oder nicht.
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Abb. 5: Tastversuch »RESET*: gmlshte Bilanz Abb. 6: ca. 4 Monate nach
beim Wiederaustrieb nach genereller Stammriick- Stammricknahme: Intakte,

nahme saftfihrende Leitbahnen,
Rebe jedoch ohne Wiederaus-
trieb

Diesmal war also kein Frost im Spiel, der den Wiederaufbau von der Stammbasis her
erforderlich machte. Die Stamme wurden daher im April 2014 kurz Uber der Vered-
lungsstelle eingekirzt.

Ergebnis: Daraufhin zeigten insgesamt 51% der Versuchsobjekte Misserfolg, wohin-
gegen 49% wieder austrieben. In den Stammen ohne Wiederergriinen fanden wir nach
anschlieBenden Untersuchungen intakte, saftfihrende Leitbahnen (Abb. 6). Aus uner-
klarlichen Grinden fand jedoch keine Triebentwicklung bzw. keine Aktivierung schla-
fender Knospen statt. Dass hier auch vermeintlich gesunde Reben ohne Austrieb blei-
ben, ruckt speziell eine Frage in den Vordergrund:

| Was hemmt bzw. férdert den Austrieb an der Stammbasis?

Versuche in Vorbereitung

Auf den bisherigen Erfahrungen basierend wird daher seit Beginn des Jahres 2014
eine umfangreiche Untersuchung vorbereitet, welche die optimale Herangehensweise
an das Thema ,Reset” klaren soll. Darin integriert ist zum Beispiel die Frage, ob ver-
schiedene biotische oder abiotische Faktoren die Triebentwicklung an der Stammbasis
hemmen. Hierzu z&hlen:

Vorauflaufherbizid

Mittel zum Entfernen der Stocktriebe A
Mittel zum Entfernen der Stocktriebe B
Nachauflaufherbizid

Alter der Rebanlage

0O O O O O
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Die aufgefihrten Wirkstoffe werden dazu zwei Jahre lang in mindestens 3-facher Wie-
derholung ausgebracht. Das geschieht in einer Silvaner-Anlage, Pflanzjahr 1993, Ge-
markung Nierstein (ca. 2.000m2) und in einer Riesling-Anlage, Pflanzjahr 1980, Ge-
markung Nackenheim (ca. 1.500m?2).

AulRerdem wird in diesen Test eine weitere Fragestellung integriert, und zwar, ob es
keine Mdglichkeiten gibt, die Triebfreudigkeit an der Stammbasis gezielt zu steigern?
Um Antworten hierauf zu finden wurde im zurlickliegenden Jahr ein Tastversuch mit
dem Wirkstoff Cyanamid (Handelsname ,Dormex“) in das Vorhaben eingebracht. Im
Weinbau der Tropen und Subtropen wird jener Wirkstoff zur Erhohung des Knospen-
austriebs bei Mangel an Winterkélte angewandt. Allerdings nicht am Rebstamm son-
dern im Bereich der Bogrebe bzw. des Kordonarms. Das Préaparat findet zudem bei-
spielsweise bei der Stockverjingung von bis zu 100 Jahre alten Teebiuschen Einsatz.
Folgende Varianten waren in der Erprobung enthalten:

Kontrolle

Dormex 4 % am 06.03.2014

Dormex 8 % + Netzmittel am 06.03.2014

Dormex 4 % + Netzmittel am 06.03.2014

Dormex 4 % + Netzmittel am 06.03.2014 Stamme kurz zuvor abgesagt

Dormex 4 % + Netzmittel am 06.03.2014 Stammfuld zuvor geschalt

Dormex 4 % + Netzmittel am 06.03.2014 zuvor Wasser auf Stammful3 appliziert
Dormex 4 % + Netzmittel  ,spat® am 20.03.2014

Abb. 7: Versuchsplan Tastversuch Silvaner, Pflanzjahr 1989, Gemarkung Oppenheim,
Lage Sacktrager

Ergebnisse sollen an dieser Stelle wegen des geringen Probenumfangs nicht verof-
fentlicht werden. Es scheint jedoch ein austriebsfordernder Effekt des Wirkstoffs vor-
handen zu sein und es gibt offenbar auch unterschiedliche Erfolge je nach Herange-
hensweise.

Alle Erkenntnisse und Vorarbeiten werden ab 2015 in dem oben beschriebenen Ver-
such zusammengefihrt.

Escaist zu einem der bedeutendsten Probleme des Weinbaus in der Welt gewor-
den. Zumindest fur die Rettung eines Teils der symptomtragenden Reben hat
sich die Esca-Sanierung durch Stammricknahme bewahrt. Dabei scheint die
Herangehensweise an diese Methode bedeutend fur den zu erwartenden Erfolg
zu sein.

Ein erweiterter Blick auf das Thema signalisiert aber noch mehr und zwar die
Chance zur generellen Wiederbelebung abgangiger Anlagen!

Die Ergrindung des zu erwartenden Erfolgs und die Suche nach dem optimalen
Vorgehen fiir diese ,RESET“-Methode sind Thema dieses ATW- Vorhabens.
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Nationale und internationale Weinlogistik — Rahmenbedingungen
und Einflussfaktoren auf die Weinqualitét

Prof. Dr. Rainer Jung, Christoph Schif3ler

Institut fir Oenologie, Hochschule Geisenheim University

Im Rahmen der im Institut fir Oenologie der Hochschule Geisenheim University durch-
gefuihrten Untersuchungen wurden Weil3-, Rosé und Rotweine unterschiedlicher Her-
kinfte Uber langere Strecken per Lkw bzw. Simulation eines Schiffstransports trans-
portiert.

Proben die innerhalb Europas per Lkw Uber Zeitrdume von 2-5 Tagen transportiert
worden waren, wurden sensorisch und analytisch gegentber solchen Proben unter-
sucht, die per Express innerhalb weniger Stunden den gleichen Transportweg absol-
vierten. Die Transporte per Lkw waren realistische, tatsachliche Lieferungen aus den
Landern Portugal, Frankreich und Italien nach Deutschland.

Schiffstransporte wurden anhand von Simulationen im Klimaschrank durchgefinhrt.
Hierbei wurden Zeit- und Temperaturprogramme zugrunde gelegt, die wahrend realer
Transporte von Weinen nach Japan per Datalogger vorab erfasst worden waren.
Weil3-, Rosé- und Rotweine, die tUber einen Zeitraum von rd. 6-8 Wochen diesen
Transportbedingungen unterlagen, wurden mit solchen analytisch und sensorisch ver-
glichen, die wahrend der Versuchsdauer konstant bei 15°C gelagert wurden.

Neben der Untersuchung des Einflusses der sich andernden Temperaturen wahrend
des Transports wurde auch der Einfluss der Bewegung bzw. Erschitterung des Wei-
nes wahrend des Transports bewertet.

Analytisch wurden die Weine mittels Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie
(FTIR) auf allgemeine analytische Parameter, Farbveranderungen (CIE L*a*b), sowie
die Gehalte an freier und gesamter schwefliger Saure mittels Flie3-Injektions-Analyse
(FIA) vergleichend untersucht. Nachfolgende sind einige Ergebnisse der Untersuchun-
gen variierender Transportbedingungen innerhalb Europas dargestellt.

Wellenldnge [nm]
380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760

0.70 N N T I T T T T O T T T T S T T T S S T S T Oy N T T T T O A |

Extinktion
o o
w B
o o

0.20 \
0.10 ~—_

0.00 -

====\/inho Rose Vinho Rose
(Truck Transport; (Control; Express Transport;
97:43h) 26:50h)

81



Ausschuss fir Technik im Weinbau

Abb. 1: Farbspektrum Roséwein 2012 nach Lkw-Transport bzw. Express-Transport
von Portugal nach Deutschland
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Abb.2: Freie und gesamte SO in 2012 Roséwein (P) und 2012 Frizzante Rosé (I) nach
Lkw-Transport bzw. Express-Transport von Portugal bzw. Italien nach Deutschland

Im Rahmen der sensorischen Prifungen wurden die unterschiedlich gelagerten bzw.
transportieren Proben Differenzierungstests in Form von Rangordnungsprtfungen und
Triangel-Tests unterzogen. Im Rahmen der Rangordnungsprifungen hatte das ge-
schulte Priferpanel die Aufgabe, die Weine hinsichtlich unterschiedlicher Indikatoren

fur ,Frische® zu ordnen.
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Abb. 3: Ergebnisse sensorischer Unterschiedsprifungen im Dreieckstest mit Weinen,
die per Lkw bzw. Express von Portugal und Italien nach Deutschland transportiert
wurden (n =22/ 23 Prufer)

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der Einfluss des Transports auf
die Veranderung bzw. die potentielle Alterung des Weines matrixabhangig bei einzel-
nen Weinen gegeben war. Insbesondere bei filigranen, jingeren, kohlensaurebetonten
Weinen konnten sensorische Veranderungen der Weine durch das Priferpanel fest-
gestellt werden. Teilweise unterschieden sich die Proben verschiedener Transportbe-
dingungen bereits farblich, aber auch in Frischeparametern wie ,Kohlensaure“ und
,Fruchtigkeit®. Bei bereits gereiften Weinen oder Rotweinen, die zum Teil auch eine
deutliche RestsiRe aufwiesen, waren diese Veranderungen analytisch und sensorisch
nicht zu konstatieren.

Die weiteren Untersuchungen werden sich mit langeren Transporten auf dem Seeweg
beschéaftigen. Ebenso sollen die exakten Temperaturverdnderungen ausgehend von
der Aul3entemperatur, Uber den Container, den Karton in die Flasche naher untersucht
werden. Hierbei sollen die Versuche auf ein grof3eres Spektrum unterschiedlich struk-
turierter Weine ausgeweitet werden.
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Behebung von Géarproblemen durch teilweise Alkoholreduzierung
von Wein

Matthias Schmitt

Hochschule Geisenheim University, Institut fir Oenologie

Studien aus verschiedenen Landern zeigen Uber die letzten Jahre steigende Alkohol-
gehalte beim Wein. Verschiedene Autoren berichten, dass die unterschiedlichen phy-
sikalischen Verfahren geeignet sind, den Alkoholgehalt beim Wein zu reduzieren.

So kann eine Alkoholreduzierung durch osmotische Destillation um 2% vol. nicht sig-
nifikant von der Kontrolle unterschieden werden. (Diban et al. 2007; Lisanti et al. 2010;
Schmitt et al. 2013)

Uberhohte Alkoholgehalte auRRern sich beim Wein aber nicht nur sensorisch. Der toxi-
sche Einfluss des Alkohols verursacht auch Probleme bei der Garung und beim biolo-
gischen Saureabbau.

Daher bietet die teilweise Alkoholreduzierung von Wein grol3es Potential Géarproble-
men zu beheben. Besonders beim Sekt sind Garstockungen durch tiberhéhte Alkohol-
gehalte ein gro3es Problem.

In ersten Versuchen zur Sekterzeugung wurde jeweils eine frilhe Lese mit einer spaten
Lese verglichen. Die spate Lese wurde durch osmotische Destillation auf den gleichen
Ausgangsalkoholgehalt gebracht, wie durch die frihe Lese. Dabei zeigte sich, dass
die Aromenverluste durch den technischen Eingriff weit geringer waren als durch die
frihe Lese. Abgeleitet hieraus ergibt sich einiges an Potential die Schaumweinqualitét
in Zukunft zu sichern bzw. zu verbessern.

In einem weiteren Versuch wurde ein Grundwein mit 13,3% vol. auf verschiedene Al-
koholgehalte eingestellt. (12,3.11,3 und 10,3%vol.). Die Flaschengarung wurde mit Al-
koholgehalten von 13,3% vol. bis 10,3% vol. begonnen. Wie zu erwarten zeigte sich
ein klarer Einfluss des Ausgangsalkoholgehaltes auf die Garung (Abb.1).

Nach Beendigung des neunmonatigen Hefelagers werden die Flaschen degorgiert und
weiter beprobt.

Druck (bar)

—e—k AR128%— AR? —@—AR3

Abb. 1 Druckanstieg der verschiedenen Alkoholgehalte
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Eine Alkoholreduzierung zur Behebung von Garstockungen beim Wein wurde bisher noch
nicht durchgefihrt. Sobald geeignetes Material vorliegt, wird eine Teilmenge entsprechend

dem Antrag behandelt werden.
Als Vergleich dazu werden andere Strategien mit einem neuen Hefeansatz verglichen.s
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