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RESUMEN 

Se investigó durante el período 1989-90 en la 
región de Oltrepó Pavese (Italia), la micota de los mostos 
provenientes de uvas negras y blancas. De un total de 28 
zspecies levadurifonnes aisladas, incluidas en 10 géneros, 
Saccharo11lyces,[ué el género dominante con las especies 
S.italiclls y S.cere ... ·isiae. También se detectaron freCllen­
lemente levaduras anascosporógenas, tales como Can~ 
tiida valida, Torulopsis (C.)holmii y KIoeekera apiel/lata. 

Se efecruaron esrudios de sensibilidad in vi/ro 
_vente a compuestos de CuS04 y 2nS04, ya sea en cepas 
de S.cerevisiae aisladas de los mostos, como de Al1er­
IUlria, Botrylis, Cladosporium y Sporobolomyces, aisla­
das del jiloplano de la uva. Las concentraciones de 
CuS04 a 0,007M ya 0,062M, fueron fllngicidas para 
S.cel'evisiae y Sporobolomyces roseus respectivamente. 

INTRODUCCION 

El área de las colinas de la zona de Oltrepó Pavese, 
está ocupada por notorias extensiones de viñedos de 
!IVa negra y blanca. Los viñedos de mayor importancia 
son los que originan vinos rojos (Barbera y Bonarda) y 
los vinos blancos (Malvasia, Moscato, Pinot blanco y 
Riesling). 

Los datos microbiológicos relativos a la micota le­
' "3duriformesobre las uvas y maslOS de esta zona vitivi­
nícola, son escasos y limitados. Nuestra investigación 
" bareó muestras de mostos de uva blanca y negra elabora­
dos en bodegas de la zona, para determinar la composi­
ciQu cualitativa de levaduras autóctonas y su distribución. 
Al mismo tiempo, debido al tratamiento con pesticidas 
sistémicos en cuya formulación contienen sales de Zn y 
Cu, (Mangiarotti et al 1987), se evaluará la actividad in 
\ÍtTO de dichos metales frente a los hongos dominantes 

SUMMARY 
[Yeasl isolated from musts of grapes ill Oflrepó Pavese 

(ltaly) and their sellsibility in vilro lo Zinc and Copper 
compoUluls] 

Tile mycoflora ofmusts samples [rom white and 
black grapes has been invesdgated in Oltrepó Pavese 
(ltaly) in the years 1989-90. Among ¡he 28 yeast species 
isolated, inc/uded in 10 genera, Saccharomyces ita/icus 
and S.cerevisi.ae were dominant species. Anascosporo­
geno"s yeast sl/ch as Candida valida, Torulopsis (C.) 
holmii, and Kloeckera apiculala !Vere also [requem. 

Effects of CuS04 and 2nS04 on S.cerevisiae 
isolated from musts and on species of Aflernaria, BOlrylis, 
Cladosporium and Sporobolomyces, isolated fro", grape 
phyl!oplane were also smdied ill vitro. 

Concentradon of CuS04 al 0,007 M and at 
0,062 M, lVere ftmgicidal ro S.cerevisiae {llld Sporobolomy­
ces roseIlS respective/y. 

ya sea en los mostos como en el filoplano de los viñedos. 

MATERIALES Y METODO 

L-Los mostos. En el curso dela vendimia 1989-90 
se investigaron 36 muestras de mostos de uvas blacas 
tipo,Riesling, Moscato, Malvasia y Pinot gris y los de 
uva negra Bonarday Barbera, en 11 bodegas dela zona 
del Oltrepó Pavese. 

En el mapa del área vitivinicola examinada (Fig.l), 
se indican las localidades en las cuales se encuentran las 
bodegas examinadas y su altitud. 

Los aislamientos desde los diferentes mostos. se 
efectuaron en los mismos periodos de tiempo desde el 
inicio de la fermentación, en matraces estériles de 
300m!., desde la parte superior de las tinas. 

La micota levaduriforme del mosto, fué obtenida 
mediante la técnica de diluciones seriadas (l/lO, 1/100, 
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1/1(00); 1 mi de cada dilución fué sembrado en tripli­
cado en placas de Petri en los siguientes medios de 
cultivo: Agar Sabouraud, Agar Papa Dextrosa y el medio 
de Wickerham. Se incubaron a 25°C durante 4 días. 

La identificación genérica y especifica está basada 
en los perfiles morfológicos y bioquímicos propuestos 
por Kreger van Rij (1984). 

2.- Pruebas de sensibilidad in vitro. Se efectuaron 
solo con 3 cepas de Saccharomyces cem>isilre (Cepas 
¡MM,SlS, 523, 526) Y 4 de Sporobolomyces roseas, 
(Cepas IMM, 588, 529, 600, 606) aisladas de mostos; 
además de 2 Botrytis cinerea (Cepas !MM, 466, 467),2 
C/adosporium c/adosporioides (Cepas !MM, 472, 473) Y 
2A11emariLl alúnla/J (Cepas !MM, 410,411), del filoplano 
de los viñedos. 

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

En placas de Petri de 10 cm de diámetro con 20 mi 
del medio Yeast Nitrogen Base(Difco) + 12 gr de agar 
Oxoid en 1 litro. Se sembró 1 mIde una suspensión (106) 

de la levadura en agua estéril desde un cultivo fresco. Al 
centro de la placa, mediande una bomba de vacio, se 
practicó un orificio de 6 mm de diámetro en el que se 
depositó 20).11 de una suspensión de Cu o Zn filtrados 
y conceatrados desde :1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062, 0,031, 
0,01S,0,007M. 

La placas fueron incubadas a 25°C durante 4 días 
para las levaduras y7 días para los hongos filamentosos. 
La sensibilidad de los hongos a diferentes concentra­
ciones de cada metal, fué realizada en triplicado y eval­
uada midiendo en mm los halos de irJ1ibición del 
crecimiento fúngico . 

RESULTADOS 

l.-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, identificándose 28 especies que 
abarcan 10 géneros,representados en la Tabla 1 y 2. 

SaccluIromyces ,fué el género dominante en un 
70% en uvas blancas y negras,con 12 especies. De éstas 
S.ilalieas, fué aislado de 22 de 36 muestras de mostos; le 
siguen en órden decreciente de frecuencia S.cem>isiae 
(16), S.exiguas (11), S.lreúrogeniel/S (5). Otras especies 
ocasionales fueron S. microelipsoides, S.rouxii, S. atetii, 
S.bayO/lUS y Sfermm/ati ; solo una vez aislamos S.11UJ1lIItnuS, 
SJlorentinas y S.saitoanas. 

Metschnikowia pu!cherrima, fué aislada casi exclu­
sivamentede la localidad de Volpara y la única especie 
presente en los mostos Bonarda y Barbera, como así 
Hansenula anorrúIla, de mostos rojos tipo Bonarda. 

La presencia de Piehia vini y Deh,¡uyomyces lumsenii, 
fué ocasional. 
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Las levaduras anamorfas fueron escasas en gl 
ral y las 11 especies identificadas abarcan 4 géne 
Candida, Kkleckera, Brettanomyces ,Torulopsis y 1 
dotorula 

Torulopsis (Candlda) holmü, fué aislada de 
blanca y negra (asociada a KWeckera apiculata J 
javllllka ) y prevalentemente de mostos proveniente 
la misma localidad. C. valida, C. vini y C. intenne 
fueron aisladas frecuentemente de las uvas blan 
mientras B. intermedius, ocasionalmente en algt 
bodegas de mostos d~ uvas blancas y negras, asocia< 
otras levaduras. 

2.- Test de sensibilidad in vitro de las levadun 
hongos filamentosos versuS Zn y Cu. La sensibilida, 
las diferentes cepas versus soluciones de Zn y e 
diferentes concentraciones, está expresada en las tab 
y4. El sulfato de cobre, es particularmente activo COI 

S.cerevisiaey Sp.rosel/S (Fotografía 1 y 2), como tamt 
en los mohosA.altemata, B. cinerea. y G.c/adosporlo 
(Fotografía 3), a las concentraciones de 1M. A con( 
traciones decrecientes B.cinerea , no se inhibió (O.5M 
igual que A.altemala (O,l25M) y C. c/adosporio, 
(O,031M). A estas concentraciones, también algu 
cepas deSporobolomyces fueron sensibles. Sacc!taro, 
ces, fué la levaduras más sensible al CuS04 (Tabla 

Diferente es el comportamiento de las mis! 
cepas fúngicas frente al ZnS04, este compuesto 
inactivo frente a Cladosporium,Alternaria y Botrytis 1 
general frente a las levaduras blancas y rosadas. S.aiTeVÍ.! 
es ligeramente sensible a las concentraciones de esta 
a 1M y Sp. resellS a O,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. Más aún en los mostos analizados en bode. 
de pequefias haciendas vitivinícolas, la micota fúng 
es muy diversificada, como ocurre en la localidad 
Marrone. Al contrario en los mostos de las gran, 
cooperativas, donde se procesan uvas cultivadas 
diferentes localidades, la roicota fúngica es poco div, 
sificada, dominando en ella S. italiclIs y S.cerevisia 

(Bronl, S.Maria della Versa, Golferenzo),dos levadUl 
que son utilizadas en la fermentación dirigida. De . 
levaduras características de los mostos de cien as loca 
dad es, tal como S.bayanus y S.cerevisiae (Casano 
Staffora),T.(G.)/tof1i1ii y -S.ilalieus(Marrone), M. p, 
cherrima (en todos los mostos de Volpara), esta úl 
ma junto a K. I!pieulata, ha sido <'.escrita, en espec 
en los mostos de la zona sur de Alemania (Benda 119, 
en Checoslovaquia (Laho,1970), y en Francia en : 
regiones del Loira (Poulard, 1979; Poulud y Sim, 
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Meischnikowia pulcftertima 1 .- ,4 
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$. ittlJ1~ta""S '- 1 
$. I:,oli:(ii 1 1 1 , 
S. saftoanus 1 

Brdlano"!yces intermedi,!s 1 1 1 
Callilida Í!Jlermedia 1 1 
'C valida 2 
C. viiii 1 , 
Kloec.kera apiculatil " r 1 1 , 
KL jav.anica 2. 
Rhodototula glutinis • '1 
Torulopsis (Caildida) apícola 1 
T. (C) cliUicu/osa' 1 1 1 
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o Tabla 2 - Distribución de las levaduras en 105 36 mostos estudiados ¡ 
Riesling Moscato Malvasia Pinot Barbera Bonarda ª 1} 

Rivaruuzano (A) S. heterogenlcus S.mlcroellJpsoides G.candidum [ 
S. exiguos T.(C.) COWCul05A H.anomala ¡; 
S. ccrevisiae S. acetl 5.ulguus 
S. 1talkus ~ Retorbldo (8) S. enguus S.enguus S. erlguus S. itaUcw 1 S.ltalicus S. heterogenJcw 
S. rouDI B. lntenntdlus s. 

S.ltaUcus ¡¡. 

M. pulcherrlm8 ~ 
Casanova StafTora (C) S. bayanus S. bayanos S. certvlsJae 8 

s. cervislae S. cel'eVislH T. (C.)apkola 
s. tennentatt T.(C.) boImlI C.mlennedla 
H.anomaIa S.micrMltlpsoldes s.enguas 

S.ltaIkus 
Vanl(D) S. acetl S. ltallcus 

S. cuevlslae S. cerevlslae 
S. exlguus 

Murone(E) T. (c.) holmll T.(C.) holmll T.(C.) holmll s.ltaHcus 5.exlgnus s.1taIkus 
S. itallcus K. javlUl.ica S. microeWpsoldes S.cerevlsiae S. ttaUau H.anomala 
S. heterogeJÚcus K.. aplculata S.ltaUcus B. lntennedJos D._ 

CvaUda T .(C.) colllc:uIosa 
c. vollda 
K. Javanica 

Vol ...... (F) T.(e.) coUkulosa s.ltaIIcus M. pukherrlma M. pukherrlma M. pukherrlma 
K. apkuhrta c. vInI G.candidmn 
M. pulcherrima 

Rovescala(G) K. aplcu1atra T .(C.) holnill 
S. Rormtlnus s.1taIkus 
S. hetcrogenlcus S. «"""_ 
T.(C.) holnill P.vInI 

Bronl (H) S. c:eu",lslae S. c:erevblae S. cerevlslae 
S. erlguus S. itaIIcus s.1taIkus 

H.anomaIa H._mala 
S. fermentad 

s. Maria deOa Vena (1) S. rouxU 
S.ltalkus s.ltaIIcus S. cerevlst.e 
C. intermedia S. c:erevblae s.ltaIIcus 

GoIterenzo (L) s. eIlet~.os S. cerevislae S. rouDI S. «revlsiae 
S. montanus s.1taIIcus R.glatInIs s.1taIkus 
S. cercvlslae S. saftoanus 

B.1taIIcus 
S. heterogenkus 

Strad.U. (M) T. (e.) mUata 



1: Sapisetal. 1976);estasespeciesjuntoaS. elipsoideus, 
caan en el inicio de la fermentación espontánea de los 
lIII:SIlS en estas zonas, que presentan condiciones climáticas 

~ para el cultivo de la vid. 
Nuestros aislamientos de M. plllcherrima , en 

-=:eros de uva-blanca y negra, provenientes de los viñedos 
ole una sola zona de Oltrepó Pavese, nos hace pensaren 
"" origen autóctono de esta especie 

En 10 que respecta a los resultados in vitro de las 
JO:!' i dades de los compuestos de Cu y Zn, frente a las 
lna!uras de los mostos y los hongos filamentosos del 

.lano, los datos obtenidos evidencian una marcada 
~ncia de actividad sobre el crecimiento ñmgico. 

La incorporación de estos dos metales en formu­
>laQnes químicas para uso fitosanitario ha sido utilizada 
~ mucho tiempo debido a la toxicidad de estos iones 
C!da los hongos. La acción quelantedel ión metálico sobre 
.. :élula ñmgica involucra diferentes tipos de enzinias: el 
Cuinhibe las amino y sulfihidri10 dependientes, en cambio 
.. Zn sólo las amino dependientes. 

Estos 2 metales cuya toxicidad hacia el hombre 
¡,los animales no es problemática, revelan aspectos intere­
>mtes en nuestros test in vitro, debido a la diferente 

.awidad desarrollada por estos contra los hongos. El 
hiS04, es escasamente activo o inactivo ya sea contras las 
mrentes Cepas deS. cerevisiae aisladas de diversos mostos 
"" uva blanca y negra, como también en todos los 
:K!mentosos analizados del filoplano; por el contrario el 
(aS04, presenta una toxicidad marcada en concentra­
~s variables, en especial frente a S.cerevisise. Los 
la:ngos filamentosos del filoplano, muestran una menor 
IOOSibilidad, en especial B.cinerea. Entre los metales 
¡;oesados el Cu es el elemento más estudiado en su acción 
..:Ore la célula fúngica. Aureobasidium pul/ulans, S. 
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cerevisiae y Sp. rosellS, son las especies más estudiadas 
por los investigadores,para valorar la actividad tóxica de 
estos metales (Gadd & Griffith 1980a yb; Ross, 1973a, b, 
1974, 1975, 1980). Ross(l977), ha detectado en cepas de 
S. cerevisiae, resistentes al Cu a concentraciones de 75 a 
100rnMll, que esta resistencia no es estable debido quizás 
a su origen genético o adaptativo (Gadd, 1983). 

Los compuestos cupricos más que los de zinc, se 
emplean aún ampliamente en viticultura, para prevenir 
enfermedades fiingicas de la vid producidas por epifitos, 
saprófitos o patógenos,presentes en frecuencia variable 
sobre el filoplano o los racimos, en el curso del ciclo 
vegetativo de la vid. Bot¡yfl..s, AlJernaria, CÚldosporillm, 
Sporobolomyces y Saccharomyces, son los géneros que 
normalmente colonizan el filoplano de la vid. Algunos de 
éstos pueden causar enfermedades o daños notorios, como 
Botrytis, al comprometer los racimos; otros como 
Sacc/laromyces, son de utilidad por cuanto constituyen el 
inóculo de la levadura autóctona en el proceso fermenta­
tivo del mosto. Debido a este hecho, con la maduración 
inicial de la uva, cada tratamiento con compuestos a base 
de Cu, debería suspenderse con el fin de evitar su efecto 
tóxico sobre las levaduras y por ende una marcada 
reducción de la carga ñmgica útil en la fase fermentativa 
del mosto, en el curso de la cual S. cerevisiae, probable­
mente junto a otras levaduras desempeñan un función 
esencial. Sin embargo, esta situación no siempre se 
respeta, por el intento de prevenir la iIlsurgencia del moho 
gris (Bot¡ytis) . La diferente distribución y selección de la 
micota levaduriforme encontrada por nosotros en los 
viñedos de las localidades estudiadas, podria estar más 
correlacionada al tratamiento antifiingico practicado, que 
a las comunidades naturales de los viñedos . 

Tabla 3 
• ctividad inbibitoria in vit .. o del sulíato de cohre súbre el crecimiento fúngico(diámetro de inhibic en mm) - -

Molaridad 
I Cepas 1 0.5 0.25 0.125 0.062 0.031 0.015 0.007 

Alternarla alternata 410 40 30 20 O O O O O 
.fltemaria alJernata 411 30 20 10 O O O O O 
Bot¡ytis cinerea 466 40 O O O O O O O 
.B. cinerea 467 30 O O O O O O O 
ODdosporillm cladosporioides 472 60 35 30 25 20 15 O O 
C. CÚldosparioides 473 50 30 25 20 10 O O O 
S4ccharomyces cerevisiae 515 60 50 40 35 30 20 15 O 
S. cerevisiae 523 60 50 45 40 35 30 25 O 
S. cerevisiae 526 60 55 50 45 40 35 30 30 
Sporoholomyces roseus 592 60 50 45 40 35 25 10 O 
5. roseus 588 60 55 50 45 40 30 20 O 
s:. roseus 600 40 35 30 25 20 10 O O 
So. Toseus 606 45 40 30 25 20 O O O 
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Tabla 4 
Actividad inhibitoria in vitro del sulfato de zinc sobre el crecimiento fúngico (diámetro de inhibic. en 

Cepas 

Alternaria alternala 410/411 
Botrytis cinerea 466/467 
Cladosporium c1adosporioides 472/473 
Saccharomyces cerevisiae 515 
S. cerevisiae 523/5.26 
Sporobolomyces roseus 592 
S. roseus 588 
S. roseus 600 
S. roseus 606 

Fig.l 
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f ewgrafia 1. Actividad inhibitoria del sulfato de cobre frentea Saccharomycescerevisiae, 2. Actividad inhibitoria 
6:1 ",!fato de cobre frente a Sporobolomyces roseus, 3. actividad inhibiteria del sulfato de cobre frente a 
GlatUJsporium cladosporioides 
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