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RESUMEN

Se investigd durante el perfodo 1989-90 en la
region de Oltrepd Pavese (Italia), la micota de los mostos
orovenientes de uvas negrasy blancas. De un rotal de 28
especies levaduriformes aisladas, incluidas en 10géneros,
Saccharomyces, fué el género dominante con las especies
S.talicus y S.cerevisiae. También se detectaron frecuen-
teniente levaduras anascospordgenas, tales como Can-
dida valida, Torulopsis (C.)kolmii y Kloeckera apiculata.

Se efectuaron estudios de sensibilidad in vitro
Jrente a compuesios de CuSO4y ZnSO4, ya sea en cepas
de S.cerevisiae aisladas de los mostos, como de Alter-
maria, Boirytis, Cladosporium y Sporobolomyces , aisla-
das del filoplano de la uva. Las concentraciones de
CuSO4 a 0,007M y a 0,062M, fueron fungicidas para
S.cerevisiae y Sporobolomyces roseus respectivamente.

INTRODUCTCION

Eldreade [ascolinas delazona de Oltrep6 Pavese,
esid ocupada por notorias extensiones de vifiedos de
zva negra y blanca. Los vifiedos de mayor importancia
son los que originan vinos rojos (Barbera y Bonarda) y
tos vinos blancos (Malvasia, Moscato, Pinot blanco y
Riesling).

Los datos microbiolégicos relativosa la micota le-
vaduriforme sobre las uvas y mostos de esta zona vitivi-
gzicoly, son escasos y limitados. Nuestra investigacién
abared muestras de mostos de uva blanca y negra elabora-
dos en bodegas de la zona, para determinar la composi-
gion cualitativa de levaduras autdctonas y su distribucién.
Almismo tiempo, debido al tratamiento con pesticidas
sistémicos en cuya formulacién contienensales de Zny
Cu, (Mangiarotti et al 1987), sc evaluar4 la actividad in
vitro de dichos metales frente a los hongos dominantes

SUMMARY
[Yeast isolated from musts of grapes in Oltrepo Pavese
(Italy) and their sensibility in vitro to Zinc and Copper
compoundsj

Themycoflora of muisis samples from whire and
black grapes has been investigated in Oltrepd Pavese
(Italy) in the years 1989-90. Among the 28 yeast species
isolated, inchided in 10 genera, Succharomyces italicus
and S.cerevisiae were dominant species. Anascosporo-
genous yeast such as Candida valida, Torulopsis (C.)
holmii, and Kloeckera apiculata were also frequent.

Effects of CuSO4 and ZnSO4 on S.cerevisiae
isolated from musis and on species of Alternaria, Botrytis,
Cladosporium and Sporoholomyces, isolated from grape
piylloplane were also studied in vitro .

Concentration of CuSO4 ar 0,007 M and at
0,062 M, were fungicidal to S.cerevisiae and Sporobolomy-
ces roseus respectively.

yasea enlos mostos como en el filoplano de los vifiedos.
MATERIALES ¥ METCDO

i.-Los mostos, En el curso de la vendimia 1989-90
se investigaron 36 muesiras de mostos de uvas blacas
tipo,Riesling, Moscato, Malvasia y Pinot gris y los de
uva negra Bonarda y Barbera, en 11 bodegas de la zona
del Oltrepd Pavese.

En el mapa del drea vitivinicola examinada (Fig.1),
seindicanlaslocalidadesen lascuales seencuentran las
bodegas examinadas y su altitud.

Los aistamientos desde los diferentes mostos,se
efectuaron en los mismos periodos de tiempo desde ¢l
inicio de la fermentacidn, en matraces estériles de
300ml., desde la parte superior de las tinas.

La micota levaduriforme del mosto, fué obtenida
mediante la técnica de diluciones seriadas (1/10, 1/100,
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1/1000); 1 ml de cada dilucién fué sembrado en tripli-
cado en placas de Petri en los siguientes medios de
cultivo: Agar Sabouraud, Agar Papa Dexirosa y el medio
de Wickerham. Se incubaron a 25°C durante 4 dias.

La identificacién genérica y especifica estd basada
en los perfiles morfoldgicos y bioquimicos propuestos
por Kreger van Rij (1984).

2.- Pruebas de sensibilidad in vitro. Se efectuaron
solo con 3 cepas de Saccharomyces cerevisiae (Cepas
IMM,515, 523, 526) y 4 de Sporobolomyces roseus,
(Cepas IMM, 588, 529, 600, 606) aisladas de mostos;
ademds de 2 Botrytis cinerea (Cepas IMM, 466, 467), 2
Cladosporium cladosporioides (Cepas IMM, 472, 473) y
2 Alternaria alternata (Cepas IMM, 410,411), del filoplano
de los vifiedos.

El test de sensibilidad in vitro fué realizado segin
la técnica propuesta por Gadd (1983).

En placas de Petri de 10 cm de didmetro con 20 ml
del medio Yeast Nitrogen Base(Difco)+- 12 gr de agar
Oxoid en 1litro. Sesembr6 1 mlde unasuspensién (10°)
delalevadura en agua estéril desde un cultivo fresco. Al
centro de la placa , mediande una bomba de vacio, se
practic6 un orificio de 6 mm de didmetro en el que se
deposité 20 ul de una suspension de Cu o Zn filtrados
y concentrados desde :1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062, 0,031,
0,015, 0,007M.

La placas fueron incubadas a 25°C durante 4 dias
paralaslevaduras y 7 dias para los hongos filamentosos.
La sensibilidad de los hongos a diferentes concentra-
ciones de cada metal, fué realizada en triplicadoy eval-
uada midiendo en mm los halos de inhibicién del
crecimiento fiingico.

RESULTADOS

1.-Hongos aislados de los mostos, En las 36 muestras se

aislaron exclusivamente levaduras ya sea en su fase
anamorfica o teleomorfica,solas o asociadas entre ellas
en un mismo mosto, identificAndose 28 especies que
abarcan 10 géneros,representados en la Tabla 1y 2.

Saccharomyces , fué el género dominante en un
70% en uvas blancas y negras,con 12 especies. De éstas
S.italicus, fuéaislado de 22 de 36 muestras de mostos; le
siguen en 6rden decreciente de frecuencia S.cerevisiae
(16), S.exiguus (11), S.heterogenicus (5). Otras especies
ocasionales fueron S. micreelipsoides, S.rouxii, S. acetii,
S.bayanus y 8.fermentati ; solo una vez aislamos S.montanis,
S.florentinus y S.saitoanus.

Meischnikowia puicherrima, fué aislada casi exclu-
sivamente de la localidad de Volparay la inica especie
presente en los mostos Bonarda y Barbera, como asi
Hansenula anomala,de mostos rojos tipo Bonarda.

La presencia de Pichia vini y Debaryomyces hansenii,
fué ocasional.
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Las levaduras anamorfas fueron escasas en g
ral y las 11 especies identificadas abarcan 4 géne
Candida, Kloeckera, Brettanomyces ,Torulopsis y 1
dotorula

Torulopsis (Candida) holmii, fué aislada de
blanca y negra (asociada a Kloeckera apiculata )
Javanica )y prevalentemente de mostos proveniente
la misma localidad. C. valida, C. vini y C. interme
fueron aisladas frecuentemente de las uvas blan
mientras B. intermedius, ocasionalmente en algt
bodegas de mostos de uvas blancas y negras, asocia(
otras levaduras.

2.- Test de sensibilidad in vitro de las levadure
hongos filamentosos versus Zn y Cu. La sensibilida
las diferentes cepas versus soluciones de Zny C
diferentes concentraciones, esté expresada en las tab
y4. Elsulfatodecobre, es particularmente activo col
S.cerevisiaey Sp.roseus (Fotograffa 1y 2), como tamt
en los monos A.alternata, B. cinerea. y C.cladosporio
(Fotografia 3), a las concentraciones de 1M. A conc
traciones decrecientss B.cinerea , no se inhibi6 (0.5M
igual que A.alternata (0,125M) y C. cladosporio.
(0,031M). A estas concentraciones, también algu
cepas de Sporobolomyces fueron sensibles. Saccharo.
ces, fué la levaduras més sensible al CuSC4 (Tabla

Diferente es el comportamiento de las misi
cepas flingicas frente al ZnSO4, este compuesto
inactivo frente a Cladosporium,Alternaric y Botrytis y
general frente a las levaduras blancas y rosadas. S.cerevis
esligeramentesensible alas concentraciones de esta
a 1My Sp. reseus a 0,5M.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En general no se ha establecido una diferencia cu
tativa de la micota presente en los mostos de uva ne,
y blanca. M4s atin en los mostos analizados en bode,
de pequefias haciendas vitivinicolas, la micota fling
es muy diversificada, como ocurre en la localidad
Marrone. Al contrario en Ios mostos de las gran
cooperativas, donde se procesan uvas cultivadas
diferentes localidades, la micota fiingica es poco div
sificada, dominando en ella §. italicus y S.ceievisia

(Broni, S.Maria della Versa, Golferenzo),dos levadu
que son utilizadas en la fermentacién dirigida. De
levaduras caracteristicas de los mostos de ciertaslocs
dades, tal como S.bayanus y S.cerevisize (Casanc
Staffora),T.(C.) holmii y S.italicus(Marrone), M. pi
cherrima (en todos los mostos de Volpara), esta il
majunto a X, epiculate, ha sido descrita, en espec
en los mostosde lazona surde Alemania (Benda 119
en Checoslovaquia (Laho,1970), y en Francia en |
regiones del Loira (Poulard, 1979; Poulard y Sim
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labla |\

Frecuencin de levadurns on las localldadey analizaday

A*

Localidad
B (o D E F.

Total

Debaryomyces hansenii
Hansenula anomala
Metschunikowia pulcherrima
Pichia vini
Sacchavomyces aceti
- 8. bayanus
§- cerevisiae
S.exiguus
8. fermentati
8. florentinus
8. heteregenicus
S. italicus
S. microellipsoides
S. montanus
S. rowxii
S. saiteanus

Bretianomyces intermedius

Candida intermedia

C. valida

C. vini

Kloeckera apiculata

KL javanica

Rhodotorula glutinis

Tarulapsrs (Candida) apwolu
T. (C.) colliculosa

T. (C.) holmii

T.(C.) stellata

Total genéros. 10
Total especies 28
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A*, Rivanazzano, B. Retorbide, C. Casanova Staﬂora, D.Varzi, E. Marrone; F. Volpara, G. Rovescala, H. Broni, I, S.Maria della Versa,

L. Golferenzo, M. Stradella.

03214 % BIOWIBUY] SOISOR 3P SOINPDAIT



0s

Tabla 2 - Distribucion de las levaduras en los 36 mostos estudiados

Riesling Moscato Malvasia Pinot Barbera Bonarda
Rivanazzano (A) S. heterogenicus S.microellipsoides G. candidum
S. exiguus T.(C.) colliculosa H. anomala
8. cerevisiae S. aceti S. exiguus
S. italicus
Retorbido (B) S. exiguus S. exiguus S. exiguus S. italicus
S. italicus S. heterogenicus
S. rouxii B. intermedius
S. italicus
M. pulcherrima
Casanova Staffora (C) S. bayanus S. bayanus S. cerevisiae
S. cervisiae S. cerevisiae T. (C.)apicola
S. fermentati T.(C.) holmii C. intermedia
H. anomala S.microellipsoides S. exiguus
S. italicus
Varzi (D) S. aceti S. italicus
S. cerevisiae S. cerevisiae
S. exiguus
Marrone (E) T. (C.) holmii T.(C.) holmii T.(C.) holmii S. italicus S. exiguus 8. italicus
S. italicus K. javanica S. microellipsoides S. cerevisiae S. italicus H. anomala
S. heterogenicus K. apiculata S. italicus B. intermedius D. hansenii
C. valida T.(C.) colliculosa
C. valida
K. javanica
Volpara (F) T.(C.) colliculosa S. italicus M. pulcherrima M. puicherrima M. pulcherrima
K. apiculata C. vini G. candidum
) M. pulcherrima
Rovescala (G) K. apiculatra T.«(C.) holmit
S. florentinus S. italicus
S. heterogenicus S. cerevisiae
T.(C.) holmli P. vini
Broni (H) S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
S. exiguus S. italicus S. italicus
H. anomala H. anomala
S. fermentati
S. Maria della Versa (I) S. rouxii
S. italicus S. italicus S. cerevisiae
C. Intermedia S. cerevisiae S. italicus
Golferenzo (L) §. exigrus S. cerevisiae 8. rouxii S, cerevisiae
S. montanus S. italicus R. glutinis S. italicus
S. cerevisiae S. saitoanus
S. italicus
S. heterogenicus
Stradella (M) T. (C.) stellata
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#21: Sapisetal. 1976); estas especiesjuntoas. elipsoideus,

acezzn en el inicio de 1a fermentacidn espontanea de los
mens enestas zonas, que presentan condiciones climaticas
fmszz para ¢l cultivo de la vid.

Nuestros aislamientos de M. pulcherrima , en
mesos de uvablanca y negra, provenienies de los vifiedos
@ unasolazona de Oltrepd Pavese, nos hace pensar en
= origen autéctono de esta especie

En lo que respecta a los resultados in vitro de las
z=omidades de los compuestos de Cu y Zn, frente a las
emaduras de los mostos y los hongos filamentosos del
Sioolano, los datos obtenidos evidencian una marcada
aferencia de actividad sobre el crecimiento fingico.

La incorporacion de estos dos metales en formu-
=czones quimicas para uso fitosanitario ha sido utilizada
e=sce mucho tiempo debido a la toxicidad de estos iones
wxcialoshongos. Laaccion quelantedel i6n metdlico sobre
= -#lula fingica involucra diferentes tipos de enzimas: el
Cuinhibe lasaminey sulfihidrilo dependientes, en cambio
= Zn solo las amino dependientes.

Estos 2 metales cuya toxicidad hacia el hombre
ylos animales no es problematica, revelan aspectos intere-

szmtes ¢n nuestros test in vitro, debido a la diferente
=mvidad desarrollada por estos contra los hongos. El
Za804, esescasamente activo o inactivo ya sea coniras las
aszrentes Cepas de S, cerevisige aisladas de diversos mostos
e uva blanca y negra, como también en todos los
s=mentosos analizados del filoplano; por el contrario el
1_2304, presenta una toxicidad marcada en concentra-
auones variables , en especial frente a S.cerevisise. Los
moagos filamentosos del filoplano, muesiran una menor
sasibilidad, en especial B.cinerea. Entre los metales
z=sados el Cu es el elemento més estudiado en su accién
sore la célula fingica. Aureobasidium pullulans, S.

cerevisiae'y Sp. roseus, son las especies mas estudiadas
por los investigadores,para valorar la actividad téxica de
estos metales (Gadd & Griffith 1980ay b; Ross, 1973a, b,
1974, 1975, 1980). Ross(1977), ha deiectado en cepas de
8. cerevisiae, resistentes al Cu a concentraciones de 75 a
100mM/1, que esta resistencia no es estable debido quizds
a su origen genético o adaptativo (Gadd, 1983).

Los compuestos cupricos mas que los de zinc, se
emplean ain ampliamente en viticultura, para prevenir
enfermedades fiingicas de la vid producidas por epifitos,
sapréfitos o patdgenos,presentes en frecuencia variable
sobre el filoplano o los racimos, en el curso del ciclo
vegetativo de 1a vid. Botrytis, Alternaria, Cladosporium,
Sporebolomyces y Saccharomyces, son los géneros que
normalmente colonizan el filoplano de 1a vid. Algunos de
éstos pueden causar enfermedades o dafios notorios, como
Botrytis, al comprometer los racimos, ofros como
Saccharomyces, son de utilidad por cuanto constituyen ¢l
indeulo de la levadura autoctona en el proceso fermenta-
tivo del mosto. Debido a este hecho, con la maduracion
inicial de la uva, cada tratamiento con compuestos a base
de Cu, deberia suspenderse con el fin de evitar su efecto
toxico sobre las levaduras y por ende una marcada
reduccion de la carga fingica it en la fase fermentativa
del mosto, en el curso de la cual §. cerevisiae, probable-
mente junto a otras levaduras desempefian un funcién
esencial. Sin embargo, esta situacidbn no siempre se
respeta, por el intento de prevenir la insurgencia del moho
gris (Botrytis) . La diferente distribucion y seleccion de la
micota levaduriforme encontrada por nosotros en los
viiiedos de las localidades estudiadas, podria estar mas
correlacionadaal tratamiento antifiingico practicado, que
a las comunidades naturales de los vifiedos.

Tabia 3
1 ctividad inhibiteria in vitro del sulfato de cobre sobre el crecimiento fingico(didmetro de inhibic. en mm)
Molaridad

Cepas 1 0.5 ¢25 0125 0062 0.031 0.015 0.007
Alfernaria alternaia 410 40 30 20 0 0 0 0 0
ilternaria alternata 411 30 20 10 0 0 0 0 0
Botrytis cinerea 466 40 0 0 0 0 0 0 0
| E. cinerea 467 30 0 0 0 0 0 0 0
Cladosporium cladosporioides 472 60 35 30 25 20 15 0 0
. cladosporioides 473 50 30 25 20 10 0 0 0
Ssccharomyces cerevisiae 515 60 50 40 35 30 20 15 0
5. cerevisiae 523 60 50 45 40 35 30 25 0
£ cerevisiae 526 60 55 50 45 40 35 30 30
Sporobolomyces roseus 592 60 50 45 40 35 25 10 0
S roseus 583 60 55 50 45 40 30 20 0
| & roseus 600 40 35 30 25 20 10 0 0
5 roseus 606 45 40 30 25 20 0 0 0
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Tabla 4

Actividad inhibitoria in vitro del sulfato de zinc sobre el crecimiento fiingico (di4metro de inhibic. en

Molaridad

Fig. 1
Mapa del drea vitivinicola examinada

Cepas 1 0.5 0.25 0.125 0.062 0.031 0.015 0.0
Alternaria alternata 410/411 0 0 0 0 0 0 0
Botrytis cinerea 466/467 0 0 0 0 0 0 0
Cladosporium cladosporioides 472/473 0 0 0 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae 515 15 0 0 0 0 0 0
8. cerevisiae 523/526 10 5 0 0 0 0 0
Sporobolomyces roseus 592 0 0 0 0 0 0 0
8. roseus 588 30 20 0 0 0 0 0
8. roseus 600 20 15 0 0 0 0 0
8. roseus 606 30 20 0 0 0 0 0
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Fetografia L. Actividad inhibitoria del sulfato decobre frenteaSaccharomyces cerevisiae, 2. Actividad inhibitoria
el sulfato de cobre frente a Sporcholomyces reseus, 3. actividad inhibitoria del sulfato de cobre frente a
Chedosporium clodosporivides
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