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Resumen

El fitopatbgeno Botrytis cinerea es el hongo filamentoso, causante de la
enfermedad podredumbre gris o Botrytis. Esta enfermedad ocasiona grandes
pérdidas en la cantidad y calidad de la uva y puede afectar todos los érganos de la
vid.

Para evitar las distintas enfermedades que generan diversos hongos, se ha
recurrido a préacticas culturales en el campo y a cuidadosas practicas de manejo de
los frutos en la cosecha. Sin embargo, estas medidas no han sido suficientes para
combatir enfermedades debido al modo de dispersion que presentan las esporas
de los fitopatdgenos. Debido a esto, se ha recurrido al uso de fungicidas sintéticos
(benzimidazoles y dicarboximidas), que ciertamente han disminuido la incidencia de
las enfermedades, pero a su vez, como consecuencia de su uso se han
seleccionado cepas de patdgenos resistentes a fungicidas.

El uso de estos fungicidas también es cuestionable por razones toxicolégicas ya
gue la mayoria de los compuestos son oncogénicos. También, estos fungicidas
pueden interferir en la calidad del vino si no se controla su aplicacion.

Por todo esto, surge el control biolégico como alternativa al manejo de las

enfermedades.

Este trabajo de pasantia consisti6 en el aislamiento de levaduras de uvas de
distintas variedades de Vitis viniferas, en la vendimia 2009; y el estudio in vitro de la
capacidad antagoénica de esas levaduras, junto con otras pertenecientes a la

coleccion de la Seccion Enologia, frente al hongo patégeno Botrytis cinerea.



Introduccién

Situacion vitivinicola nacional

En lo que refiere especificamente a la produccién vitivinicola nacional, nos
encontramos con una superficie actual de 8001 hectareas de vifiedos las cuales
representan aproximadamente el 48% de la produccion fruticola nacional
comprendida por un estimado de 16800 hectéreas. La produccién anual ronda los
100.000 toneladas de uvas; provenientes de unos 2000 productores en su mayoria
medianos y pequefios (INAVI, comunicacion personal 2010). El sector fruticola
nuclea aproximadamente un 78% de productores familiares de pequefia a mediana
escala, predominando los predios menores a 5 hectareas (Censo Fruticola —
MGAP, 2005).

La cadena vitivinicola ha tenido un notable desarrollo en los ultimos afios y es
altamente demandante de tecnologia fundamentalmente por quienes se dedican a
la produccion de vinos finos.

Tanto en Uruguay como en el resto del mundo, las enfermedades ocasionadas por
hongos fitopatégenos son causantes de las mayores pérdidas de frutas tanto en el
campo como en la poscosecha.

La produccion viticola uruguaya en particular, se ve muy afectada por el moho gris,
ocasionado por Botrytis cinerea, que constituye una de las enfermedades fangicas
mas importantes de la vid junto con Mildeu o Peronospora, causada por el hongo
Plasmopara viticola enfermedad capaz de atacar todos los 6rganos verdes de la
vid.

Botrytis cinerea causa pérdidas tanto en la cantidad como en la calidad de la uva.

El desarrollo de la misma se ve favorecido en nuestro territorio debido a las
condiciones de humedad y temperatura, sobre todo en época de vendimia donde
las mismas alcanzan niveles 6ptimos para el crecimiento del fitopatégeno de la vid
asi como de otros cultivos. En efecto, en Uruguay afio tras afio se observa en
menor o mayor medida la incidencia de la enfermedad podredumbre gris, llegando
en afios lluviosos a afectar hasta al 50% de la produccion de un vifiedo (Coniberti et
al., 2009).



Para el control de las enfermedades se realizan précticas culturales en el campo,
cuando el fruto todavia esta en la planta se le quita el exceso de hojas a la misma
para que los racimos queden aireados y expuestos al sol y de esa manera no se
condense humedad. Los racimos se manejan con cuidado para prevenir la
aparicion de heridas, debido a que éstas son la principal via de entrada para los
patdgenos. De todas maneras soélo con estas medidas no se logra un control
efectivo de las enfermedades por lo que se recurre al uso de fungicidas. Es
fundamentalmente, debido al modo de reproduccion que poseen los hongos, que el
control de estos fitopatbgenos se vuelve muy complicado, ya que la gran mayoria
utiliza mecanismos de produccién de esporas resistentes, que al ser transportadas
por aves, insectos o el viento, infectan cultivos vecinos con gran efectividad. Las
esporas de estos hongos pueden permanecer en el medio por mucho tiempo,
esperando las condiciones nutricionales, de humedad y temperatura adecuadas
para germinar y dar inicio a un nuevo ciclo de infeccién. Solo con las practicas
habituales de manejo agronémico, no se logra reducir los niveles de la enfermedad.
Primeramente se recurrid al uso de fungicidas sintéticos. Hay varias familias de
guimicos sintéticos para el control de B. cinerea, entre ellos hay botryticidas
especificos como las dicarboximidas. Por mas de 25 afios, los mas utilizados en las
principales regiones viticolas fueron dicarboximidas, iprodiona, procymidona,
clozolinato y vinclozolin, este dltimo dej6 de utilizarse por razones toxicolégicas
(Gabriolotto, 2009). El uso repetido de esta clase de fungicidas seleccion6 el
desarrollo de cepas de B. cinerea resistentes a dicarboximidas (Gabriolotto, 2009).
Un mecanismo utilizado para prevenir el desarrollo de resistencia por parte del
fitopatdbgeno, es realizar tratamientos combinando fungicidas con distintos
mecanismos de accion. Asi, cada vez que se hace una aplicacion, antes de la
cosecha, se utiliza un fungicida distinto. De esta manera se trata de minimizar la
aparicion de resistencia a los tratamientos por parte de B. cinerea. Wilson and
Wisiniewski en1989 reportaban que en un estudio realizado en 1987 por la National
Academy of Science se encontro que 9 compuestos oncogénicos abarcaban el 90
% de todas las ventas de fungicidas. Al mismo tiempo fue reportado en ese mismo
informe que los fungicidas abarcan el 60 % del riesgo de contraer cancer de todos
los pesticidas usados en los alimentos (Wilson & Wisiniewski, 1992). (Vero &
Mondino, 1999)



También se ha demostrado mediante un estudio realizado por la Escuela de
Burdeos, que los residuos de pesticidas, ejercen efecto durante el transcurso de la
fermentacion malolactica, pudiendo inhibir la accion de las bacterias responsables
de la misma ya sea de manera bacteriostética (inhibiendo el crecimiento de las
bacterias) como también bactericida (matando la poblacion bacteriana presente,

segun las dosis de pesticidas presentes (Suarez & Ifiigo, 1990a).

Estos inconvenientes, llevan a la busqueda de soluciones para el manejo de éstas

situaciones, donde el control bioldgico surge como alternativa.

Enfermedades de la vid

Son varias las enfermedades ocasionadas por hongos fitopatdgenos que afectan
las vides a nivel global. No todas se desarrollan en las mismas regiones
geograficas, ya que las condiciones ambientales influyen mucho sobre su
desarrollo.

En el caso de Uruguay la enfermedad que genera mayores, pérdidas es la

ocasionada por el fitopatégeno Botrytis cinerea.

Podredumbre gris

El fitopatbgeno responsable es el hongo Botrytis cinerea. Los granos son los
6rganos mas sensibles a ser atacados, pero todos los érganos de la vid (tallos,
hojas, racimos y granos) son susceptibles a la enfermedad

La contaminacion puede producirse directamente por penetracién de los filamentos
germinativos procedentes de conidios o de micelios. También puede darse por
heridas producidas por gusanos en el racimo, el granizo o cualquier causa que
altere la piel.

La presencia de esta enfermedad en la vid se puede detectar por la aparicion de
moho gris en la superficie de racimos y granos con piel resbaladiza. Bajo
condiciones humedas, es capaz de crecer en hojas jovenes y producir un area
morena en forma de V, donde el tejido se encuentra necrosado pudiendo el ataque

traducirse en una necrosis total de la lamina foliar, y luego del peciolo, provocando



la caida prematura del follaje. Por lo general, pasa el invierno en uvas momificadas,
tejidos muertos de uva u otros desechos organicos dentro o alrededor de los
cultivos. También puede permanecer como esclerotos o esclerocios (estructura de
resistencia consistente en masas de hifas compactadas). En primavera el hongo
germina de los esclerotos, produciendo conidias que dispersan la enfermedad, ya
sea mediante el viento, agua o por medios mecanicos. La podredumbre se
manifiesta a mediados de la estacion calida como pequefias manchas circulares en
la superficie del fruto. La piel donde se encuentran las manchas se rompe dejando
expuesta la pulpa en el caso de las uvas.

Luego las bayas se ablandan y se tornan marrones. Luego de la lluvia se generan
masas de esporas de color gris, sobre las lesiones del fruto esparciéndose después
a toda la superficie del mismo. En racimos muy agregados la podredumbre se

expande muy rapidamente de fruto a fruto, pudriendo racimos enteros.

Las variedades de uva mas vulnerables son las de grano de piel fina, cuya
sensibilidad aumenta con la humedad, facilitando la penetracion de sus filamentos

en el grano de uva provocando su podredumbre. (Agrios, 2005)

Es importante destacar que la calidad del vino elaborado con uvas afectadas por la
podredumbre gris, se ve muy disminuida. Esto es debido a que secreta enzimas
(pectinmetil esterasas, poligalacturonasas y lacasas) que facilitan la degradacion
del tejido de los granos, afectando los nutrientes y consecuentemente los
compuestos aromaticos producidos por las levaduras durante la fermentacién
(Donéche, B.J., 1993). Los principales efectos sobre la industria vitivinicola serian:
pérdidas en produccion, pérdidas en volumen de mosto, dafios en el aroma y color
propio de la variedad, contenidos de mosto, infecciones secundarias, problemas de
fermentacion, problemas con la filtracion y clarificacion y defectos en las

propiedades sensoriales.

Mecanismos utilizados actualmente para el control de
enfermedades

Los mecanismos mas comunmente utilizados hasta ahora para el control de
enfermedades en los vifiedos es una combinacién entre practicas culturales de

manejo de las cosechas en el campo y la aplicacion de fungicidas.



Las practicas culturales de manejo de las cosechas implican desde la eleccién de
las variedades de uvas a plantar, asi como también el portainjerto a utilizar, otros
factores a tener en cuenta es la distancia entre las plantas, el tipo de conduccién, la
orientacion de las filas, la fertilizacion. También se intenta minimizar la generacion
de heridas en las uvas, ya sea durante la manipulacién de los racimos o las que se
producen a consecuencia de condiciones climaticas desfavorables (por ej. granizo)
o0 debido a la presencia de insectos ya que las heridas son la principal via de
entrada de gran parte de los patdgenos. Con la finalidad de impedir que se generen
las condiciones propicias para el desarrollo de podredumbres se reduce el vigor y
compacidad de la canopia, se busca la obtencion de racimos pequefios, bien
distribuidos y poco compactos, lo que tendra como consecuencia una mayor
penetracion de la luz y ventilacion, lo que facilita un mejor manejo de la humedad
en la superficie de la planta ayudando a que la misma se mantenga seca,
impidiendo de esta manera, el desarrollo de esporas. Estas practicas son
importantes ya que las condiciones climaticas de Uruguay son ideales para el
desarrollo de podredumbres dadas sus caracteristicas de temperatura y humedad,
a su vez la zona con mayor concentracion de vifiledos en nuestro territorio se
caracteriza por tener suelos fértiles y de escaso drenaje interno, lo cual posibilita el
alto vigor y desarrollo de las vides en detrimento de la obtencion de plantas
equilibradas y de canopias abiertas.

A su vez, algunas de estas medidas no son aplicables a todos los vifiedos o al
menos no en la misma medida, ya que en las variedades blancas, las cuales son
mas sensibles al ataque de Botrytis cinerea, el deshojado no es recomendado ya
que la sobreexposicion al sol de estos racimos puede tener como consecuencia la
oxidaciéon de las uvas y por consiguiente la de su composicion aromatica (Carrau
Magarifios, 2005; Lee and Jaworsky, 1988; Coniberti et al., 2009).

En la mayoria de los casos no basta sélo con estas medidas para prevenir un
ataque de podredumbre en los vifiedos, por lo cual se recurre también al uso de

fungicidas quimicos.
Control de Botrytis cinerea

Para el control de Botrytis cinerea se deben elegir variedades cuya compacidad de

racimos sea débil. Se debe evitar una vegetacion demasiado densa para que no se



pueda generar un microclima alrededor de los racimos con alta humedad, esto se
obtiene mediante el abonado equilibrado y poda que permita la aireacion de los
racimos. Es conveniente realizar tratamientos preventivos contra los gusanos del
racimo, responsables de las heridas en las bayas.

Para el control quimico de la podredumbre del racimo se recomienda durante la
floraciéon usar fungicidas con principios activos como Benomilo, Carbendazima o
Metil-tiofanato y para su control durante el envero, se sugieren productos de
contacto, como Diclofuanida, Folpet, Iprodiona, siempre respetando los plazos de

seguridad y los limites maximos de residuos (LMR)

Funguicidas mas utilizados y momentos de aplicacién

Los fungicidas son sustancias téxicas que se emplean para impedir el crecimiento o
para matar los hongos perjudiciales para las plantas, los animales o el hombre.

Los fungicidas ademas pueden prevenir la germinacion de esporas, pueden reducir
la expansién micelial o reducir la produccion de esporas. Por lo cual también son
fungistaticos, es decir capaces de detener el desarrollo fangico.

Hay varios grupos de fungicidas utilizados a la hora de minimizar los problemas
ocasionados por las podredumbres en los vifiedos. Estos se clasifican segun su
clase o modo de accion.

La mayor parte de los fungicidas se encuentra dentro de los conocidos como
protectores. Estos son aplicados en las plantas antes del advenimiento de una
infeccion, esto permitira que se genere una barrera entre la planta y el agente
infeccioso. Otro grupo de fungicidas son los curativos, estos actian de forma tal
gue interrumpen una infecciébn que ya comenzé pero que todavia no desarrolla
sintomas visibles en la planta. También estan los llamados erradicantes los cuales
irrumpen el desarrollo posterior de una infeccibn ya establecida que presenta

sintomas visibles en la planta hospedera. Los anti-esporulantes pueden prevenir o

disminuir la produccion de esporas, sin interferir con el crecimiento vegetativo del
hongo (Figura 1). También se pueden clasificar teniendo en cuenta el sitio
especifico donde acttan. Estan por un lado los de contacto, que actdan en la
superficie donde se los aplica y los sistémicos que penetran en la en los tejidos de

la planta y se diseminan a través de ella. Pueden actuar de manera local
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(moviéndose de célula a célula) o pueden moverse a través de la planta mediante
su sistema vascular (xilema y floema) (McGrath, 2004).
A partir de esta clasificacion se infiere que va a depender de la etapa de desarrollo

en que se encuentre una infeccion el determinar que fungicida se va a utilizar.

Infeccion Sintomas visibles Esporulacion

Protectores

Curativos Erradicantes Anti-esporulantes

Figura 1. Grafico donde se ve que tipo de fungicida debe utilizarse
dependiendo de la etapa de desarrollo en que se encuentra una infeccion.

Como se mencioné anteriormente, es debido fundamentalmente al modo de
dispersion que presentan las esporas, que el control de este fitopatbgeno se vuelve
muy complicado. Solo con las practicas habituales de manejo agronémico, no se
logra reducir los niveles de la enfermedad. Primeramente se recurrid al uso de
fungicidas sintéticos (benzimidazoles, dicarboximidas, captan). Tradicionalmente
estas aplicaciones se realizan en los periodos de floracion, cierre del racimo,
envero y precosecha. En poscosecha, para uvas de consumo fresco (no para
vinificacidn), se recurre ademas al uso de generadores de azufre, bisulfito y/o nieve
carbdnica

En la actualidad, es muy reducido el niamero de principios activos efectivos
autorizados para su uso, debido principalmente a consideraciones toxicolégicas.
Esto ha generado dificultades a la hora de instrumentar estrategias de manejo anti-
resistencia, las que se basan en la alternancia o rotacién de principios activos de
diferente modo de accién. Como consecuencia, en la practica se ha confirmado la
presencia de poblaciones de patdgenos resistentes a los fungicidas mas
comunmente utilizados como lo son los benzimidazoles y dicarboximidas
(Beresford, 1994; Vero et al., 1998; Leroux, 2007)
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Control bioldgico

En la bibliografia hay varias definiciones de control biolégico:

- Control biolégico se refiere al uso de organismos naturales, organismos
genéticamente modificados o productos génicos, para eliminar los efectos de
organismos indeseables en favor de organismos que son beneficiosos para los
seres humanos, incluidos los -cultivos, arboles, animales y microorganismos
benéficos (Yang et al., 2009; Viterbo et al., 2002).

- Control biol6gico es el uso de agentes vivos para el control de pestes o patégenos
de plantas (Bleve. et al., 2006).

- Control bioldgico es la reduccién de la densidad del in6culo o de las actividades
de un patégeno que produce una enfermedad, por uno 0 mas organismos, en forma
natural o a través de la manipulacion del medio ambiente, hospedero o antagonista,
o por la introduccién de una poblaciéon de uno o mas antagonistas (Baker & Cook,
1974).

Pero en general cuando se habla de control biol6gico se hace referencia a la
utilizacion de microorganismos beneficiosos con el fin de reducir los efectos

indeseables de los patdgenos de plantas (Vero & Mondino, 2006).

El control biol6gico describe el estado normal de relaciones en un ecosistema
natural no perturbado, donde poblaciones de organismos existen en un equilibrio
dinAmico y especies o individuos incapaces de competir o de hallar un nicho
ecoldgico son reemplazados por aquéllos que se adaptan mejor. Con suficiente
conocimiento es posible manipular este equilibrio para favorecer ciertos organismos
sobre otros. Es asi como comenzé la agricultura, silvicultura, jardineria y otras
actividades similares que favorecen unas pocas especies de plantas o animales, o
subconjunto de especies (cultivares, variedades, cepas), que de otra manera no

podrian haber tenido éxito y hasta podrian haberse extinguido (Cook, 2004).

El llevar a cabo un exitoso control biolégico sobre una infeccion dada va a
depender del conocimiento previo que se tenga de las interacciones biologicas en
el ecosistema y entre los organismos, tanto a nivel celular como molecular. A

menudo es mas complicado de manejar en comparacion con los métodos fisicos
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(dentro de estos estén las practicas culturales de manejo de cosechas) y quimicos,
ya que, al usar como controlador un organismo viviente se agregan otras variables
a la ecuacion, que no es tan sencilla de controlar como seria la aplicacion de un
producto quimico.

Es probable que el control bioldgico sea menos espectacular que la mayoria de los
controles fisicos o quimicos, pero suele ser también mas estable y de mayor
duracién (Baker and Cook, 1974).

La utilizacion de antagonistas va desde compuestos derivados de plantas y
animales hasta microorganismos antagénicos. Bacterias, levaduras y hongos
filamentosos han sido ampliamente reconocidos como buenos agentes de
biocontrol (Baker & Cook, 1974; Flores et al., 1997; Piano et al., 1997; Droby et al.,
1998; Barka et al., 2002; Cook, 2002; Santos & Marquina, 2004; Carrau Magarifios,
2005; Long et al., 2005; Bleve et al., 2006; Rabosto et al., 2006; Vero & Mondino,
2006; Batta, 2007; Chanchaichaovivat et al., 2007; Elad & Stewart, 2007; Magnin-
Robert et al., 2007; Stotz et al., 2007; Zhang et al., 2007; Sharma et al., 2009; Ge et
al., 2010).

El control bioldgico se puede dar de manera natural o puede estar mediado por la
accion del hombre. En los casos que se da naturalmente es porque el ecosistema
ya posee los microorganismos necesarios para controlar una determinada infecciéon
0 se realizan practicas culturales para cambiar el ecosistema promoviendo asi el
desarrollo de los biocontroladores naturales. En la naturaleza existe una interaccion
continua entre los potenciales patdgenos y sus antagonistas de forma tal que estos
ultimos contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoria de los casos (Cook &
Baker, 1983). Cuando hay intervencién del hombre, este debe realizar grandes
aplicaciones del microorganismo que se va a utilizar como agente de control,
modificando de esta manera la comunidad de microorganismos presentes,

buscando impedir o minimizar el desarrollo de un agente patégeno dado.

Agentes antagonistas

Como se nombré anteriormente los antagonistas mas utilizados son:

13



1. Bacterias, utilizadas en enfermedades fungicas y bacterianas, tanto en partes
aéreas como en la raiz de la planta hospedadora. También son utilizadas para el
control de enfermedades poscosecha.

Para que un antagonista sea considerado como tal, debe ser capaz de impedir que
un patégeno pueda colonizar un determinado ambiente, impidiendo asi también, el
inicio de la infeccién. En su defecto este deberia poder destruir al patdbgeno ya
instalado impidiendo que se desarrolle la infeccion.

Las bacterias han sido reportadas como agentes de control bioldgico tanto para
hongos como para otras bacterias. Estas, poseen la habilidad de producir
antibioticos, sideréforos, amoniaco, cianuro y enzimas hidroliticas.

Las bacterias también pueden proveer proteccion a la planta a través de la
induccién de mecanismos de defensa o competencia por nutrientes. Muchos
microorganismos que se encuentran naturalmente en la superficie de las hojas de
las plantas han sido reportados como productores de metabolitos o antibiéticos
téxicos hacia otros microorganismos. Dentro de este grupo de bacterias las que se
encuentran mas comunmente son las pertenecientes a los géneros de
Pseudomonas o Bacillus. A su vez, estas bacterias estdn dentro de las mas
estudiadas como bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB). Las PGPB
tiene la cualidad de que al asociarse con plantas pueden promover el crecimiento
de las mismas. El promover el crecimiento de una planta puede ser debido a que
pueden actuar como biofertilizantes, favoreciendo asi la absorcién de nutrientes por
parte la planta (ej. bacterias fijadoras de nitr6geno, bacterias solubilizadoras de
fosfato), como fitoestimuladores, produciendo hormonas vegetales o como
controladores bioldgicos impidiendo el desarrollo de enfermedades causadas por
fitopatdgenos, favoreciendo asi el 6ptimo crecimiento de la planta (Vero & Mondino,
2006). Un ejemplo es el del trabajo de Barka et al., 2002, donde se observé que
una cepa de Pseudomonas sp. PaJN, promovia el crecimiento de plantines de vid
inhibiendo a su vez el crecimiento de Botrytis cinerea tanto en estudios in vitro en

cultivo dual como en ensayos a nivel de campo sobre la planta.

2. La utilizacion de levaduras como biocontroladores podria ser mas aceptada entre
los consumidores por el hecho de que éstas ya estan intimamente relacionadas con
varios alimentos y bebidas ampliamente consumidos. Ademas, la actividad de las

levaduras como biocontroladores esta asociada a mecanismos de accion mas que
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nada competitivos, ya sea por espacio 0 por nutrientes, produccion de hidrolasas
extracelulares, habilidad de mantener metabolismo normal a altos potenciales
osmoticos y la introduccion de respuestas de resistencia en el tejido del hospedero.
Ninguno de estos mecanismos implica la produccion o liberacion de ningan
antibiético o metabolito potencialmente toxico para los consumidores (Piano et al.,
1997).

La gran frecuencia de levaduras entre los agentes de antagonismo reportados para
patdgenos poscosecha puede estar relacionada al hecho de que las algunas
levaduras son tolerantes a extremas condiciones de almacenamiento (temperaturas
alrededor de los 0°C, alta humedad relativa, etc.), ademas de que estan adaptadas
a elevadas concentraciones de azlcar, alta presibn osmotica y también son
tolerantes a bajos pH. Sumado a lo anterior, las levaduras, pueden colonizar
rapidamente y sobrevivir en la superficie de frutas por largos periodos bajo
diferentes condiciones (Droby et al., 1999).

Hay muchas levaduras reportadas como agentes de biocontrol contra patégenos,
sobre todo contra enfermedades que se desarrollan durante el almacenamiento
poscosecha tanto de frutas como de hortalizas, como la levadura Candida oleophila
[-182 la cual es el ingrediente activo del producto comercial Aspire registrado por
Ecogen Inc (USA) en 1995. Este producto es utilizado para el control biologico de
enfermedades poscosecha de manzana y citrus (Vero & Mondino, 2006). También
Cryptococcus albidus fue descrita como capaz de controlar el desarrollo de Botrytis
cinerea y Penicillum expansum en heridas de manzana (Fan & Tian 2001).
También hay registro de la accion de la levadura Candida sake como agente
controlador de patégeno poscosecha en heridas de manzana Golden Delicious. La
actividad de esta levadura se mantenia a los 20°C asi como también a 1°C llegando
a tener valores de eficiencia de hasta un 100% (Teixido et al., 1999).

En Uruguay dos cepas de levadura identificadas como Cryptococcus laurentii y
Candida ciferrii son reportadas como controladoras biol6gicas de Penicillium
expansum en manzanas. Se demostro que estas cepas no producen antibiéticos y
que compiten por los nutrientes en las heridas de los frutos impidiendo la
colonizacion de las mismas por parte del patdgeno. En ensayos posteriores se
logré determinar que el principal mecanismo de accion involucraba la competencia
por la fuente de nitrégeno presente en las heridas. Cepas de Cryptococcus laurentii

ya han sido descritas como agentes de biocontrol en postcosecha. Esta cepa en
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particular es incapaz de crecer a 37°C lo cual aumenta su potencial bioseguridad
como agente de biocontrol (Vero & Mondino, 1999; Vero et al., 2002).

3. Dentro del grupo de los hongos filamentosos actuando como biocontroladores,
los més estudiados son Trichoderma, Gliocadium y Ampelomyces quiscualis.
Ampelomyces quisqualis es un micoparasito de ocurrencia natural, capaz de
parasitar oidios de varios cultivos, entre ellos la vid. Es uno de los pocos agentes
microbianos de control biol6gico, de accidén curativa. Crece sobre el fitopatégeno y
cura de esa manera la infeccion. Este hongo es la base de un producto comercial,
AQ10, indicado para varios cultivos.

El hongo méas estudiado como agente de biocontrol es Trichoderma, el cual
también es citado como promotor del crecimiento vegetal. La cepa Trichoderma
harzianum T22 ha sido descrita como promotora de crecimiento vegetal en raices
de maiz y pepino y como se menciond anteriormente para las bacterias, asi como
estos microorganismos promueven el crecimiento vegetal, también actian como
agentes de control biol6gico contra las enfermedades de la planta con la cual estan
en simbiosis (Vero & Mondino, 2006)

Esto podria explicarse mediante la teoria de la trofobiosis, donde siempre que una
planta se encuentre en equilibrio nutricional, donde no enfrente ni exceso ni defecto
de nutrientes, la misma estara en buenas condiciones para defenderse de ataques

de plagas y enfermedades (Vero & Mondino, 2006).

Para poder utilizar microorganismos como agentes biocontroladores, éstos deben
reunir las siguientes caracteristicas:

- Genéticamente estables.

- Efectivos a bajas concentraciones.

- Faciles de cultivar en medios sencillos y econémicos.

- Efectivos frente a un amplio rango de patégenos, pero sin provocar efectos

adversos en la flora benéfica.

- Compatibles con otros métodos de control.

- No deben ser tdxicos para humanos ni animales.

- No deben producir metabolitos toxicos en el sitio de accion.

- No deben ser fitotoxicos.
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Mecanismos de accidn de los antagonistas

Los antagonistas pueden actuar mediante varios mecanismos de accién (Vero &
Mondino, 2006):

1- Competencia con el patdégeno, por nutrientes o espacio en el sitio de la
infeccion.

2- Produccién de sustancias toxicas en el sitio de accién, provocando
inhibicion o destruccion del patégeno.

3- Induccion de respuestas de resistencia en la planta.

Competencia: Es el uso diferencial de recursos por parte de dos 0 mas organismos.

Cuando estos organismos comparten un requerimiento y uno de ellos lo utiliza de

forma tal que reduce la disponibilidad a los demas, es cuando se evidencia la

competencia. Por lo que pasa a haber escasez del recuso. Los hongos Botrytis

cinerea y Penicillium expansum son un buen ejemplo de microorganismos

dependientes de nutrientes (Carrau Magarifios, 2005).

Este es un mecanismo de accion indirecto, donde no hay una accion directa sobre

el patégeno.

Produccién de sustancias toxicas:

Antibiéticos: algunos microorganismos producen y liberan sustancias toxicas
para la supervivencia de otros, inhibiendo su desarrollo o provocando las
muerte del microorganismo patdégeno. Estos pueden actuar en bajas
concentraciones. Son productos del metabolismo secundario.

Toxinas Killer: son sustancias de naturaleza proteica secretadas por algunas
levaduras, estas toxinas tienen el potencial de afectar otras levaduras que sean
sensibles. Estas pueden pertenecer 0 no a la misma especie de la levadura
productora. Sin embargo la levadura productora es inmune a su propia toxina.
Esta propiedad es utilizada en la industria de las bebidas fermentadas para
evitar que ocurran fermentaciones no deseadas. La especie Saccharomyces
cerevisiae posee esta propiedad. Al mismo tiempo se ha descubierto la
existencia de levaduras productoras de toxinas killer capaces de atacar hongos
fitopatdgenos como Botrytis cinerea, Rhizoctonia solanii, Fusarium equiseti y
Phytophtora infestans (Vero & Mondino 2006).

Enzimas capaces de degradar paredes de hongos patdgenos: La pared de los

hongos, compuesta por quitina, glucanos y proteinas es fundamental para la
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supervivencia de los hongos. Por este motivo el que haya microorganismos
capaces de degradar dicha pared, hidrolizando los compuestos que la forman,
convierte esta propiedad en un mecanismo viable para el control biologico de
éstos patdgenos de plantas. Un ejemplo fue encontrado para el hongo Botrytis
cinerea, donde un preparado de células de la levadura Pichia anomala en
suspension aumentaban la produccion de 1-3 glucanasa frente al agregado al
medio de paredes celulares del patdgeno y aumentaba la proteccién contra
Botrytis en heridas de manzana (Vero & Mondino, 2006).

Induccion de respuestas de resistencia en la planta;

La resistencia es la capacidad de un organismo de sobreponerse total o
parcialmente a la accién de un determinado patégeno. Esta puede ser constitutiva
(propia del organismo y se expresa en todo momento) o inducida (se expresa bajo
determinados estimulos). La resistencia inducida va a ser la que participe en el
control biolégico de un patégeno, en donde un microorganismo antagonista sera el
responsable de la induccion de la misma. Se ha demostrado que levaduras
utilizadas en el control de patégenos en la poscosecha ademas de competir por
espacio y nutrientes, son capaces de inducir resistencia en la planta. Como se ha
descrito para Pichia guillermondii (US-7) capaz de generar la produccion de
fitoalexinas en frutos citricos (Vero y Mondino, 1999).

El control biolégico de patégenos, ya sea que ocurra por uno u otro de los
mecanismos descritos, tiene la ventaja frente al control quimico de no dejar
residuos toxicos en las cosechas, potencialmente nocivos para el consumidor asi
como también de proteger el medio ambiente de productos quimicos

probablemente contaminantes.

Comercializacion de productos biocontroladores

La implementacion y comercializacion de un producto en base a un organismo
antagonista, implica un estudio exhaustivo del agente de biocontrol. En general se
realizan los siguientes estudios:

- Estudio del patosistema.

- Aislamiento y seleccion de cepas locales del patdégeno.

- Aislamiento de posibles agentes de biocontrol.
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- Seleccion de los agentes de biocontrol.

- ldentificacion de los agentes de biocontrol seleccionados.
- Caracterizacion de la cepa seleccionada.

- Determinacion de los mecanismos de accion.

- Optimizacion de las condiciones de produccion.

- Desarrollo de una formulacion.

- Registro de la formulacion.

Actualmente se encuentran disponibles para su comercializacién, varios productos
basados en microorganismos antagénicos diferentes segun el patégeno.

Algunos ejemplos son:

Yeld plus (anchor Yeast, Sud Africa), este producto tiene como principio activo a la
levaduras Cryptococcus albidus. Este producto ha sido desarrollado para el control
de enfermedades poscosecha (Vero & Mondino 2006).

Mediante el uso de la bacteria Bacillus subtilis como agente controlador, se
comercializa el producto, Serenade® (Agro Quest Inc, USA) el cual es un
biofungicida preventivo de amplio espectro para el control de Botrytis, Oidio y
Pudricion Acida en Vides y en Manzano (Sharma et al., 2009).

También hay productos que utilizan hongos filamentosos como agente de
biocontrol, tal es el caso de AQ-10 biofungicida®™ El hongo filamentoso utilizado es
Ampelomyces quisqualis y es uno de los pocos biocontroladores con accién
curativa. Es utilizado para tratar la enfermedad oidio en varios cultivos incluyendo la
vid (Sharma et al., 2009; Vero & Mondino, 2006).

Origen de las levaduras de la uva

En el ecosistema de los vifiedos se encuentra una gran biodiversidad de levaduras
y bacterias que conviven desde la floracion en los frutos y al mismo tiempo también
se encuentran en el suelo. En momentos previos a la cosecha la poblacion
aproximada de levaduras en las bayas es de entre 10° y 10° (Ribereau — Gayon et
al., 1998).

En invierno se encuentran en la capa superficial de la tierra. En verano mediante

insectos y el polvo que se levanta, son transportados a la uva.
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Por lo general en todos los vifiedos, de cualquier parte del mundo se pueden
encontrar las mismas especies de levaduras. Pueden presentarse diferencias a
causa de las caracteristicas climaticas de cada region.

En el ecosistema del vifiedo predominan las levaduras no pertenecientes al género
Saccharomyces (condiciones aerobias) (Figura 2). Estas también pueden estar
presentes en la fermentacion pero por poco tiempo, dado que las condiciones que
se generan no les son favorables (falta de aire, aumento del volumen de alcohol o
de gas carbdnico, bajo pH). En regiones de vides antiguas (como sucede en
Francia) se pueden encontrar mas levaduras representantes del genero
Saccharomyces que en vifiedos nuevos, pero nunca van a exceder el 1% del total
de levaduras presentes. Dentro de las levaduras que no pertenecen al género
Saccharomyces las mas abundantes son Hanseniaspora uvarum y Kloeckera
apiculata, las cuales representan el 50% del total. (Peynaud, 1996) Sin embargo,
no se obtendran en todas las vendimias las mismas levaduras ni en las mismas
proporciones, ya que ésto también va a depender de varios factores como lluvias,
temperatura, el grado de madurez de la uva al momento de cosecharse, el uso de
fungicidas, la ocurrencia de ataque por hongos y la variedad de la uva.

En cambio, en el ecosistema de la bodega pasan a predominar las levaduras del
género Saccharomyces, y son las que terminan dominando en las fermentaciones
por estar mejor adaptadas a sobrevivir en las condiciones caracteristicas de un

mosto en fermentacion.

Levaduras apiculadas

. ¥ (No Saccharomyces)

) 90%

- Otras especies de
levadura: Hansenula,

" Candida, Pichia, etc. 9%

HACES
CENTRALES

PULPA

= Saccharomyces: menos
del 1%

Figura 2. Representacion del corte de un
grano de uva, donde se describen las distintas
partes que lo constituyen. Descripcion de la
flora nativa de levaduras presentes en el
mismo. Imagen tomada de Carrau Magarifios,
2005.
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En Uruguay, en un estudio con el objetivo de conocer las caracteristicas de esta
flora nativa de las uvas y su posible aplicacién en la vinificacion, se comprobé que
varias de estas levaduras que no pertenecian al género Saccharomyces y algunas
bacterias del suelo presentaban caracteristicas antifingicas contra diversos hongos
(Rabosto et al., 2006). Estos resultados, y la meta de aplicar técnicas de minima
intervencion a lo largo del proceso desde el vifiedo hasta la copa, basados en el
mejor manejo de la microbiologia en el proceso de vinificacion (Carrau Magarifios,
2005) (Medina et al., 2007), llevaron a incluir la tematica de control biol6gico como
un factor a tener en cuenta en el estudio del manejo de B. cinerea por parte de la
Seccién Enologia de Facultad de Quimica.

Las levaduras nativas de la uva presentan la ventaja de lograr una rapida
adaptacion al lugar donde se espera que ocurra el biocontrol al momento de su
aplicacion. Si se aplican levaduras foraneas, se corre el riesgo de que no logren
adaptarse y de que impacten negativamente en la biodiversidad del lugar.

Ademas, si se utilizara algun producto desarrollado en base a estas levaduras,
podria tener mas aceptacion por parte de los consumidores ya que el tratamiento
de vides con levaduras nativas, implicaria que no se tuviese que afiadir ningun
componente ajeno a las propias vides, sino que es un microorganismo que

naturalmente se encontraria presente.

Compatibilidad de levaduras antagonistas en el
proceso de vinificacion

El objetivo final a largo plazo de este trabajo es el de obtener levaduras con
capacidad antagoénica suficiente contra el patégeno B. cinerea para en un futuro,
poder desarrollar un producto biocontrolador para aplicar en la vifia. Estas uvas
tratadas serian luego utilizadas para vinificar, y es de esperar que cuando las uvas
sean cosechadas y lleguen a las instalaciones de bodega para el proceso de
vinificacién ain mantengan la levadura con la que fueron tratadas. Por este motivo
resulta fundamental conocer previamente el bioimpacto de las mismas sobre la
fermentacion alcohdlica y sobre los aromas del vino terminado. Una vez estudiado

estos efectos se podra discutir su utilizacién como biocontrolador en el vifiedo.
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La actividad de la enzima B- glucosidasa es importante en la industria viticola. La
misma puede influir en el color y composicion aromética de los vinos. El aroma del
vino es el resultado de la interaccion de componentes propios de la uva y de
aquellos que se producen durante el transcurso de la fermentacion. Por esto es que
los aromas de un vino pueden clasificarse en cuatro grupos dependiendo del origen
del que provengan. Dentro de ellos estan los aromas varietales, provenientes de la
uva y que en su mayor parte se encuentran en forma de precursores. Los aromas

prefermentativos, que se forman en la etapa que va desde la cosecha hasta el

inicio de la fermentacion. También hay aromas que se generan durante el proceso
de fermentacién gracias a la accion de las levaduras actuantes, a éstos se los

conoce como aromas fermentativos. Y por Ultimo estdn los aromas

posfermentativos, que se forman durante la conservacién del vino.

Los aromas varietales, propios de la uva se pueden encontrar bajo dos formas,
libres o volatiles, los cuales son parte constituyente del aroma del vino y
conjugados a azucares (glicésidos), los cuales al no ser volatiles ni estar libres no
pueden ser parte constituyente del aroma del vino en forma directa (Pérez, 2008).
Una levadura que posea actividad B-glucosidasa, tiene la facultad de intervenir en
la liberaciébn de la molécula aromatica (aglicona) que esté unida al azlcar,
formando el glicosido. Rompiendo el enlace mediante el cual la aglicona se
mantiene unida al azucar (Pérez, 2008). En el caso del color el efecto de la
actividad B-glucosidasa seria desfavorable, ya que los compuestos responsables
del color (antocianos) se encuentran de manera mas estable en el vino cuando
estan unidos a otras moléculas entre ellas azicares, mediante el enlace B-
glucosidico el cual es el blanco donde actua la enzima B-glucosidasa, haciendo
inestable el antociano y provocando pérdida de color en el vino. Por lo que la
accion de la enzima en este caso es desfavorable. Por lo tanto es un factor
importante a tener en cuenta a la hora de utilizaciéon de levaduras que puedan

intervenir en la vinificacion.
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Objetivos

Objetivo general
e Seleccion de levaduras de distintas variedades de uva con capacidad

antagonica frente a B. cinerea.

Objetivos especificos
¢ Aislamiento y caracterizacion de levaduras nativas de la piel de las bayas de

diferentes variedades de uvas, provenientes de la regién de Canelones.

e Caracterizar los aislamientos obtenidos en cuanto: capacidad fermentativa,
capacidad aromatica y actividad p-glucosidasa.

e Determinacion de la capacidad antagénica de los microorganismos aislados
y de los pertenecientes a la coleccion de la Seccion Enologia, frente a B.
cinerea, in vitro expresada como indice de efectividad (IE).

Materiales y Métodos

El hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea, utilizado para los ensayos de antagonismo
fue suministrado por la catedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica, y se
repicé en placas de Petri con medio PDA (extracto de papa, 4g/L; glucosa, 20 g/L;
agar, 15g/L). Las placas se incubaron a 20 °C durante 7 dias (Samson et al., 1995)

y posteriormente se conservaron en heladera a 4° C hasta el momento de su uso.

Aislamiento de levaduras nativas

Los aislamientos se realizaron a partir de molienda manual de bayas. Para esto se
colocaron los granos de uva en un mortero estéril, donde se machacaron hasta
obtener el jugo. El mosto asi obtenido quedo en contacto con las pieles de las
bayas por un tiempo de 5 minutos.

Con la mezcla obtenida se realizaron las diluciones seriadas correspondientes para

obtener un numero de colonias entre 30 y 100 por placa. EI medio de cultivo
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utiizado fue el medio diferencial WLN, (Wallerstein Laboratory Nutrient Agar),
(Pallmann et al., 2001; Cavazza et al.,, 1992), y el tipo de siembra realizada fue

siembra en superficie. Las placas se cultivaron a 25 °C durante 48 horas.

Diferenciacién de los microorganismos

El medio WLN, ha sido desarrollado como diferencial para la industria, ya que
permite encontrar rapidamente diferencias entre especies por la morfologia de las
colonias de acuerdo a color, forma, tamafo, textura, brillo y consistencia. El
principio diferencial de este medio de cultivo, se basa en el reactivo verde de
bromocresol, que actia como colorante diferencial.

En funcién de esto, se seleccionaron colonias aisladas de acuerdo a los criterios

morfolégicos antes mencionados (Figuras 3y 4).

La clasificacion de las levaduras como pertenecientes o no al género
Saccharomyces se determind finalmente mediante el sembrado en medio Agar
Lisina (Oxoid). Este medio de cultivo es selectivo para levaduras no pertenecientes
al género Saccharomyces, ya que el medio posee como Unica fuente de nitrégeno
a la lisina y las levaduras del genero Saccharomyces no pueden crecer teniendo a
la lisina como Unico aporte de nitrégeno.

Las levaduras se incubaron en medio Agar Lisina a 25 °C durante 4 dias. Para
mayor seguridad el procedimiento se realiz6 dos veces consecutivas ya que las
Saccharomyces en algunos casos pueden crecer en el primer repique dado que
podrian tener reservas de aminodcidos. Se consideran no Saccharomyces a
aguellas cepas que crecen en este medio luego de dos repiques consecutivos
(figura 5) (Carrau Magarifios, 2005).

También se realizaron observaciones al microscopio, donde fue posible diferenciar
a las cepas del género Saccharomyces de las cepas apiculadas no Saccharomyces
(Pallman et al., 2001).

Las levaduras Saccharomyces aisladas fueron conservadas en medio YEPD
(extracto de levadura, 10g/L; peptonas, 10g/L; dextrosa, 20g/L; agar, 20g/L; buffer
pH4,5: 9mL Na2HPO4 (0,2 M), 11mL Acido citrico (0,1 M); y las levaduras no
Saccharomyces en medio Agar Lisina. En ambos casos se guardan en heladera a 5

°C hasta el momento de su uso.
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Preparacién de levaduras para el test de antagonismo in
vitro

Para el ensayo de antagonismo se parti6 de un inoculo inicial de levaduras de
1x10° cel /mL. Para esto se realizd un pre inoculo en Erlenmeyer de 100 mL
conteniendo 20 mL de YEPD liquido, con agitacién en shaker a 100 RPM a 25 °C
durante 24 horas.

Luego de la incubacion, las células se separan del medio por centrifugacion a 4009
durante 15 minutos.

El pellet resultante de las levaduras se resuspendid en suero fisiolégico y se volvié
a centrifugar en las mismas condiciones, de manera de asegurar que no quedaran
restos de medio YEPD. Si esto pasara, estas levaduras estarian en condiciones
nutricionales diferentes que el hongo B. cinerea.

El segundo pellet obtenido se resuspendi6é por segunda vez en suero fisiolégico y
se hicieron recuentos en camara de Neubauer. En funcién del recuento
microbiolodgico obtenido, se realizaron las diluciones necesarias para obtener un

indculo de 1 X 10® cél/mL para la realizacién del ensayo (Carrau Magarifios, 2005).

Preparacion del indculo de esporas de Botrytis cinerea.

Se partié de cultivos puros de B. cinerea de 7 dias en medio PDA. Se separaron
las esporas de B. cinerea y se usaron en el ensayo de antagonismo. Para
desagregar las esporas del micelio del hongo se trat6 el cultivo de B. cinerea con
agua destilada estéril con el agregado de 0,1% de Tween, y se rasp6 suavemente
el cultivo con un anza estéril.

Luego se filtr6 la suspensién de conidios a través de 2 capas de gasa estéril.

Lo obtenido del filtrado se centrifugd en suero fisiolégico estéril a 400g, durante 15
minutos para eliminar restos del medio donde estaba.

Finalmente se resuspendi6é en agua destilada estéril y se ajustd a la concentracion

deseada de 1x10° conidias/mL mediante diluciones (Carrau Magarifios, 2005).

Determinacion de capacidad antagonicain vitro
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Se analizaron un total de 30 cepas de levaduras (11 correspondientes a la vendimia
2009 y 19 pertenecientes a la coleccion de la Seccion Enologia).
Para la realizaciébn de esta determinacion se prepararon las suspensiones de
esporas y levaduras de acuerdo a lo descrito anteriormente. Se realizaron hoyos de
7mm de didmetro por 5 mm de profundidad en el centro de las placas con medio
simil jugo de uva con agregado de agar. (Glucosa 50 g/L; Fructosa 60g/L ; tartrato
acido de potasio 2,5 g/L; acido L- Malico 3 g/L; acido citrico 0,2 g/L; fosfato de
amonio 0,5 g/L; ergosterol 10 mg/L) (Carrau, 2003).
El fondo del hoyo se sellé con agar agua, de manera de asegurar que los inéculos
no se fueran hacia la parte de abajo del medio y crecieran hacia fuera del hoyo.
Luego se inocularon dentro del hoyo, 50 uL de suspensiéon de levaduras a partir de
una poblacién de 1 x108 CFU /mL del microorganismo a testear potencialmente
antagonico. Luego de transcurridos 30 minutos, se inocularon 50 pL de suspension
de esporas del hongo B. cinerea partiendo de una poblacion de 1 x 10°
conidias/mL.
Se incluyeron 3 controles: a) placa sembradas con la levadura a testear (control de
crecimiento de la levadura), b) placa sembrada con las esporas del patégeno
(control de crecimiento del patégeno), y c) placa con la levadura M26
(Metschinokowia pulcherrima) perteneciente a la coleccion de la seccion Enologia,
de la cual ya se conoce su capacidad 100% antagonista frente al fitopatégeno B.
cinerea por ensayos previos realizados en el laboratorio de la seccion Enologia.
Cada ensayo, incluidos los controles fueron realizados por duplicado.
Las placas con los in6culos se incubaron durante 7 dias a una temperatura de entre
20-24°C. Los resultados del antagonismo de las levaduras frente al hongo se
expresaran como Indice de efectividad (IE) del crecimiento del hongo. Dicho indice
se calcula de la siguiente manera:

% | = DCF - DCE x 100

DCF

DCF: Diametro de crecimiento del hongo fitopatégeno en placa control.

DCE: Didmetro de crecimiento del hongo fitopatégeno en placa del ensayo.

Compatibilidad de las cepas antagonicas seleccionadas con
el proceso de vinificacion de uvas
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Para el estudio del impacto fermentativo y aromatico de las levaduras sobre los
vinos, se realizaron microfermentaciones a escala de laboratorio.

Para esto se utilizé jugo de uva estéril mediante filtracion, de la variedad Trebbiano.
Se realizd un pre inoculo con 10 mL de jugo de uva, con agitacion a 100 RPM,
durante 24 horas a 25°C.

Se contaron las levaduras en camara de Neubauer. Con la concentracion de
levaduras obtenidas se realiz6 el célculo (Ci *Vi = Cf *Vf) para definir el volumen
inicial (Vi) que se debia inocular de cada levadura para obtener una concentracion
final (Cf) de 1 x 10° cel/mL en 35 mL de volumen fina (Vf) del mismo jugo de uva.
Este ensayo se realizé en Erlenmeyer de 125 mL de capacidad, por duplicado. Los
cultivos se mantuvieron en estufa a 20 °C.

A las 24 horas de iniciado el ensayo se sustituyo el tapdén de algodén de los
Erlenmeyer por valvulas de Muller (conteniendo acido sulfurico, el cual capta el
vapor de agua liberado durante la fermentacion), las cuales permitieron realizar el
seguimiento de la fermentacion por controles diarios de pérdida de peso (debida al
desprendimiento de CO, como producto de la fermentacién). La fermentacion se
considero finalizada cuando ceso la pérdida de peso (Suarez & Ifigo, 1990b).

Una vez concluida la fermentacion se hicieron controles de pureza de las levaduras
ensayadas, en placas en WLN. Mediante la siembra en superficie de 1 mL de cada
microfermentacion.

Finalmente, se realiz6 un andlisis sensorial descriptivo de los vinos obtenidos. Para
esto se realizaron degustaciones con el panel interno entrenado de la Seccion
Enologia (Medina, 2006), con el fin de describir los aromas propios de la

fermentaciéon de cada levadura.

Actividad B-glucosidasa

Se midié la actividad de la enzima de forma semicuantitativa en el medio Agar
Esculina con glicerol segun (Eberhart et al., 1964; Pérez, 2008). El medio se realizé
a dos pH distintos, pH 6 y pH 4, ya que la actividad de la enzima es 6ptima a pH 6,
disminuye a pH menores a éste y pH 4 es similar al del mosto de uva.

Se sembraron las levaduras mediante estrias de 1cm de largo aproximadamente,

dispuestas de forma radial y con un total de 8 levaduras por placa (Figura 9). Las
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placas fueron incubadas durante 6 dias a 25°C. En este medio las levaduras
productoras de enzima B-glucosidasa hidrolizan la esculina transformandola en
glucosa y esculetina, esta Ultima reacciona con la sal férrica que contiene el medio
y se produce un precipitado marréon alrededor de la levadura. La intensidad y
diametro de los halos de precipitado que se formaron en torno a las levaduras
sembradas, permitieron discriminar entre tres grupos diferentes de produccion

enziméatica: alto, medio y bajo (Pérez, 2008).

Resultados

Aislamiento y diferenciacion de los microorganismos

Se lograron aislar un total de 12 cepas de levadura.

Las mismas se aislaron a partir de las siguientes variedades de uvas provenientes
del departamento de Canelones: Merlot, Cabernet Sauvignon, Petit Manseng,
Chavefiasco, Petit Verdot y Arinarnoa (Tabla 1, Figura 3). Las variedades Merlot y
Cabernet Sauvignon fueron las que dieron las mayores diversidades de levaduras,

y en ambos casos se obtuvieron 4 cepas de levaduras para cada variedad.

Luego del analisis microscépico y de los dos crecimientos sucesivos en el medio
Agar Lisina (Tabla 2), se confirmé que las 12 cepas resultaron no pertenecer al
género Saccharomyces (Figura 5). Como se observa en la Tabla 2, 7 levaduras son

de forma redondeada ovalada y las otras 5 de forma apiculadas.
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Tablal. Aislamientos de vendimia 2009

Fechade cosecha | Regi6n Vifiedo [ Codificacion de lacepa
19/02/2009 Canelones Vilasar AR09/07G
11/02/2009 Canelones Vilasar CS09/08G
19/02/2009 Canelones Vilasar CHV09/12G
11/02/2009 Canelones Vilasar CS09/11G
11/02/2009 Canelones Vilasar CS09/18G
19/02/2009 Canelones Vilasar AR09/10G
10/02/2009 Canelones Vilasar MEQ09/15G
10/02/2009 Canelones Vilasar ME09/17G
10/02/2009 Canelones Vilasar ME09/13G
10/02/2009 Canelones Vilasar MEQ09/14G
19/02/2009 Canelones Vilasar CHV09/09G
11/02/2009 Canelones Vilasar CS09/16G
11/02/2009 Canelones Vilasar CS09/18G

Tabla2. Levaduras obtenidas de los aislamientos. Caracteristicas microscépicas y clasificacion segin

género
Crecimiento Crecimiento
Caédigo Observaciones microscoépicas en 1° repique | en 2°repique Genero

no

AR09/07G Apiculadas, Si Si Saccharomyces
no

CS09/08G Apiculadas Si Si Saccharomyces
no

CHV09/12G Redondeadas Si Si Saccharomyces
no

CS09/11G Redondeadas Si Si Saccharomyces
no

CS09/18G Ovaladas Si Si Saccharomyces
no

AR09/10G Apiculadas chicas Si Si Saccharomyces
Mayoria redondeadas otras con forma no

MEQ9/15G | apiculadas y otras con forma de baston Si Si Saccharomyces
no

MEQ09/17G hay apiculadas y redondeadas Si Si Saccharomyces
no

MEQ9/13G Redondeadas chicas Si Si Saccharomyces
no

ME09/14G Redondeadas Si Si Saccharomyces
no

CHV09/09G chicas, la mayoria redondeadas Si Si Saccharomyces
chicas la mayoria redondeadas, algunas no

CS09/16G con forma de espinas Si Si Saccharomyces
no

CS09/18G Redondeadas Si Si Saccharomyces

29




Figura 3. Microorganismos aislados en placas con medio
WLN. Se observan colonias con diferencias morfolégicas y
cambios en el color del medio provocado por los diferentes
aislamientos

Sarcharomvee

no

Figura 5. Placas con medio Agar Lisina, donde es
posible observar la ausencia de crecimiento de las
cepas Saccharomyces.

Figura 4. Placas de referencia donde se ven
las diferencias morfolégicas de colonias de
distintas levaduras en medio WLN. a-
Hanseniaspora vineae. b- Mestchnikowia
pulcherrima. c. d- Saccharomvces cerevisiae

Compatibilidad de las cepas antagonicas seleccionadas para
el proceso de vinificacion de uvas

En esta tesis se realizo el estudio de la capacidad fermentativa, analisis sensorial y
actividad B-glucosidasa, de las levaduras aisladas en la vendimia 2009. El resto de
las levaduras mencionadas en este trabajo de tesis fueron estudiadas
anteriormente por la Seccién Enologia (Medina, 2006; Pérez, 2008).

Sin embargo, el ensayo de capacidad antagénica de las levaduras si fue realizado
en este trabajo para el total de las cepas (levaduras aisladas en la vendimia 2009 y
levaduras de la coleccion de la Seccion Enologia).

Capacidad Fermentativa
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Luego del seguimiento de la fermentacion se graficaron los datos de la misma,
haciendo las diferencias diarias de pérdida de peso con respecto al dia cero de
fermentacion para cada levadura. La pérdida de peso se debe a la liberacion de
CO, como producto de la fermentacion. Debido a ésto, se considera que cuanto
mayor sea la pérdida de peso que sufra una fermentacién mayor sera la capacidad
fermentativa de una levadura (Suarez e Ifiigo, 1990b) (Figura 6). En la gréfica de la
Figura 6, se puede ver la evolucion del proceso de fermentacion que siguié cada
levadura, donde, como era de esperarse, al tratarse de levaduras no pertenecientes
al género Saccharomyces la mayoria no se destaca por un gran rendimiento en su
fermentacion. Se pudo diferenciar a las levaduras segun 3 niveles de capacidad de
fermentacion:

- grupo a: muy buenas fermentadoras

- grupo b: buenas fermentadoras

- grupo ¢ malas fermentadoras

Se obtuvo una levadura no perteneciente al género Saccharomyces, con una gran
capacidad de fermentacion (perteneciente al grupo a). La misma ha sido codificada
como ARQ09/07G. También se encontré un grupo de levaduras con capacidad
media de fermentacion (pertenecientes al grupo b). En este grupo a su vez se
observan 3 levaduras que se aproximan bastante al rango de la levadura
AR09/07G, (muy buena fermentadora) y una cuarta préxima al grupo de las malas
fermentadoras (CHV09/12G) En el grupo ¢ (malas fermentadoras), encontramos
mas de la mitad de las levaduras (Tabla 4).

Analisis Sensorial

Luego de finalizada la fermentacion alcohdlica, el panel entrenado de la Seccion
Enologia, evalué los aromas liberados por cada levadura. De un total de 12
levaduras iniciales con las que se trabajo, finalmente fueron evaluadas 11, dado
que la levadura ME09/13G no se pudo mantener. De las 11 levaduras evaluadas, 7
dieron aromas buenos o aceptables. En la Tabla 3 se pueden ver algunos de los
descriptores aromaticos que se pudieron obtener de las levaduras, entre los que se

encuentran aromas frutales, citricos, florales y microbiol6gicos.
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No se pudo realizar una correlacion en cuanto a capacidad fermentativa y
aromatica, ya que las malas fermentadoras dieron aromas aceptables mientras

gue las buenas fermentadoras dieron aromas no aceptables (Tabla 4).

Curvas de fermentacion

——CS09/16G
—MEQ9/17G
CHV09/12G
CHV09/09G
b AR09/07G
C809/08G
—ME09/14G
——AR09/10G

g Co,/ 100mL
()
i | S———-

te g ME09/15G
[ CS08/18G
2 _— — 1 % —csouc
—
!
\ 1
-
0 _— =
1 2 3 4 5 6

Dias

Figura 6. Curvas de fermentacién. Se pueden distinguir tres grupos distintos segun la capacidad de
fermentar de cada microorganismo: a- muy buena fermentadora b- buenas fermentadoras c- malas
fermentadoras

Actividad B-glucosidasa

A los aislamientos obtenidos en la vendimia 2009 se les realiz6 el ensayo de
actividad B-glucosidasa (Figura 8), tal como se describi6 en Materiales y Métodos.
El resto de las levaduras pertenecientes a la coleccion de la Seccién fueron
previamente estudiadas con este fin (Pérez, 2008). Ademas del analisis cualitativo
de capacidad B- glucosidasa, también se cuantific6 esa capacidad, ya que
dependiendo del diametro y de la intensidad del halo generado por la levadura en
el medio, se pudieron definir 3 niveles de actividad: alto, con un didmetro
correspondiente entre 23 y 27 mm (+++), medio con un diametro entre 18 y 24 mm
(++) y bajo cuyo diametro oscilaba entre 14 y 17mm (+) (Tabla 3, Figura 7) (Pérez
2008).
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Figura 7. Determinacion de actividad B-glucosidasa.

Placa con agar esculina donde se aprecian diferentes halos de actividad B-glucosidasa.
Cuanto mayor sea el diametro del halo, mayor sera la actividad $-glucosidasa que tiene
ese microorganismo. En este caso de dividié en 3 categorias: alta, entre 23y 27 mm
+++(a), media, entre 18 y 22 mm ++ (b) y baja, entre 14 y 17 mm + (c)

Determinacion de capacidad antagonicain vitro

De acuerdo a los resultados obtenidos fue posible clasificar a las levaduras en tres
grupos, segun el porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento del patégeno,
expresado como indice de Efectividad (IE):

a) El primer grupo tiene un rango de IE entre 0 - 10 % y comprende a las levaduras
con accion nula o casi nula frente el patdgeno. En este grupo se encuentran las
levaduras: CHV09/09G, AR09/10G, CS09/11G, CS09/18G, AR09/07G, 00/05 vy
MEOQ9/14G; y representan al 23% del total de levaduras.

b) Un segundo grupo que comprende a las levaduras cuyo IE se encuentra en un
rango entre 11 - 50 %. Estas levaduras tienen una accion frente al patégeno que va
de baja a moderada.

En este grupo se encuentran las levaduras CS09/08G y ME09/15G y representan
el 7% de las levaduras totales.

c¢) Por ultimo queda el grupo de levaduras comprendidas en los valores de |IE de
entre 51 y 100 %, por lo que su actividad frente al patdégeno es altamente
considerable. Aqui se encuentran las levaduras 02/19A, 02/25A, 02/5A, 00/09,
00/19, 00/23, 00-3, 00/8, 00-21, 00-25, 00/22, 00/07, 00/17, 00/13, 00/30, 00/35,
00/15, 00/12, CHV09/12G, CS09/16G Y MEO09/17G. Este es el grupo mas
numeroso de levaduras y representa el 70% del total de levaduras analizadas. En
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este grupo solo se encuentran 3 cepas aisladas en la vendimia 2009 (Figuras 8 y

9).

Tabla 3. Resultados de los andlisis de actividad B-glucosidasa a pH4 y pH6. Cada nivel de
actividad se distingue segun el nimero de cruces asignado: 3 cruces nivel alto, 2 cruces

nivel medio y 1 cruz nivel bajo.

Cadigo Especie-Género Actividad B-glucosidasa
pH4 pH6
02/19A Hanseniaspora vineae (-) (+++)
02/25A Hanseniaspora vineae () (++4)
02/5A Hanseniaspora vineae () (++4)
00/09 Metschnikowia pulcherrima () (+)
00/19 Metschnikowia pulcherrima (-) (++)
00/23 Metschnikowia pulcherrima (-) (+++)
00-3 Metschnikowia pulcherrima () (++)
00/8 Metschnikowia pulcherrima () (+)
00-21 Metschnikowia pulcherrima () (++4)
00-25 Metschnikowia aff. fruticola () (++4)
00/22 Candida railenensis (-) (+)
00/07 Cryptococcus flavescens () (+)
00/05 Rhodotorula graminis () (+)
00/17 Saccharomyces spp. () (+)
00/13 Saccharomyces spp. (-) (+)
00/30 Saccharomyces cerevisiae (-) (++)
00/35 Saccharomyces cerevisiae () (++4)
00/15 Saccharomyces spp. () (+4)
00/12 Saccharomyces spp. () (+)
AR09/07G No Saccharomyces () (++) 24hs
CS09/08G No Saccharomyces No determinada
CHV09/09G No Saccharomyces () (++) 24hs
AR09/10G No Saccharomyces () (++) 24hs
CS09/11G No Saccharomyces (++) 5dias (++) 48hs
CHV09/12G No Saccharomyces () (++) 24hs
ME09/14G No Saccharomyces () (++) 24hs
MEQ9/15G No Saccharomyces No determinada
CS09/16G No Saccharomyces () ()
MEQ09/17G No Saccharomyces (-) (+) 48hs
CS09/18G No Saccharomyces (++) 5dias (++) 24hs
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Figura 8. Ensayos de inhibicion. Fotos tomadas luego de 7 dias de
incubacion a 25°C: a) se ve el crecimiento del patégeno junto con una
levadura con un IE = 40% b) No se aprecia el crecimiento del patégeno ya
que se incubo con una levadura con un IE = 100%

Seleccién de levaduras

Finalmente, en base a los resultados obtenidos en los ensayos realizados a las
levaduras (Tabla 7) y realizando un analisis sobre qué caracteristicas son mas
interesantes en el proceso de vinificacion (actividad antagobnica, capacidad
fermentativa, aromatica y actividad B-glucosidasa), fueron seleccionadas 2
levaduras de las aisladas en la vendimia 2009 para una posterior identificacion
molecular (esta actividad no estuvo contemplada en el marco del trabajo de esta
tesis) e incorporacion al cepario de la Seccién Enologia. Esta seleccion se realizd
segun determinadas caracteristicas presentadas por los diferentes
microorganismos, consideras de interés (Tabla 5).

Siguiendo los criterios ya explicado en la Introduccion sobre la compatibilidad
deseada con el proceso de vinificacion que deben tener estas levaduras para su
posterior utilizacion.

En relaciéon a las levaduras que ya pertenecian a la Seccién Enologia fueron
seleccionadas 14 de las 19 analizadas por pertenecer al grupo con IE comprendido
entre el rango de 51 a 100% (Tabla 6), ademas de ser generadoras de buenos
aromas luego de la fermentacion. Sin embargo no todas tienen buena capacidad
fermentativa, pero fueron seleccionadas de todas maneras debido a que si no son

buenas fermentadoras tampoco van a tener efecto negativo en una vinificacion
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dado que las fermentaciones siempre se terminan mediante la accion de levaduras

Saccharomyces.

indices de Efectiviad
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Figura 9. indices de efectividad de las distintas levaduras. a) levaduras con rango de IE entre 0y 10

% b) levaduras con IE entre 11 y 50 % c) levaduras con IE entre 51 y 100%.

Tabla 5. Cepas de la vendimia 2009 con las caracteristicas por las cuales fueron

seleccionadas.

Cepa

Caracteristicas Enoldgicas

CS09/16G

Mala fermentadora

Aromas aceptables (frutales)
IE=95%

Actividad B-glucosidasa: nula

ME09/17G

Buena fermentadora

Aromas aceptables (verde, herbaceo, algo acético)
IE = 100%

ActividadB-glucosidasa: baja a pH 6
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Tabla 4. Capacidad fermentativa y aroméatica de cada levadura, tanto de las levaduras pertenecientes a la
coleccion de la seccion Enologia (a) como de las aisladas en la vendimia 2009 (b). Algunas de las levaduras
pertenecientes a la coleccion de la Seccién Enologia tiene los descriptores aromaticos sin determinar (Nd).

Cédigo Especie-Género Capaudgd AnaI|S|_s Descriptores Aromaticos
fermentativa Sensorial
02/19A Hanseniaspora vineae Muy buena Aceptable Almendra, frutal, compota
fermentadora
02/25A Hanseniaspora vineae Muy buena Aceptable Frambuesa, frutilla
fermentadora
02/5A Hanseniaspora vineae Muy buena Aceptable Anana en aimibar, frutila,
fermentadora frambuesa
00/09 Metschnlk_owm Mala fermentadora Aceptable Nd
pulcherrima
00/19 MEtSChmk.OW'a Mala fermentadora No aceptable Nd
pulcherrima
00/23 Metschnlk_OWla Mala fermentadora Aceptable Frutos ve_rdes, levadura,
pulcherrima licoroso
Metschnikowia
00-3 pulcherrima Mala fermentadora No aceptable Nd
00/8 Metschnlk_owm Mala fermentadora No aceptable Nd
pulcherrima
00-21 Metschnlk_0W|a Mala fermentadora No aceptable Nd
pulcherrima
00-25 Metschn!kovwa aff. Mala fermentadora Bueno Miel
fruticola
00/22 Candida railenensis Mala fermentadora Bueno Verde, citrico, manzana
Cryptococcus
00/07 flavescens Mala fermentadora Bueno Fruta seca
00/05 Rhodotorula graminis Mala fermentadora No Nd
determinado
00/17 Saccharomyces spp. Buena fermentadora Aceptable Nd
00/13 Saccharomyces spp. Buena fermentadora Aceptable Nd
00/30 Saccharqr_nyces Buena fermentadora Bueno Miel, floral
cerevisiae
00/35 Saccharqmyces Buena fermentadora Bueno Poco floral, frutal, manzana
cerevisiae y banana
00/15 Saccharomyces spp. Buena fermentadora Bueno Nd
00/12 Saccharomyces spp. Buena fermentadora Aceptable Nd
AR09/07G no Saccharomyces Muy buena No aceptable Acético
fermentadora
CS09/08G no Saccharomyces Mala fermentadora Aceptable Frutado, citrico
CHVgQ/OQ no Saccharomyces Buena fermentadora | No aceptable Acético
AR09/10G no Saccharomyces Buena fermentadora | No aceptable Acetato de etilo
CS09/11G no Saccharomyces Mala fermentadora Aceptables Humedad
CHV§9/12 no Saccharomyces Buena fermentadora | No aceptable Acetona
ME%Q/M no Saccharomyces Mala fermentadora Bueno Miel, almibar
ME%Q/lS no Saccharomyces Mala fermentadora Bueno Frutos secos
CS09/16G no Saccharomyces Mala fermentadora Aceptable Frutal
ME%Q/U no Saccharomyces Buena fermentadora Aceptable Verde, herp_aceo, algo
acético
ME(239/18 no Saccharomyces Mala fermentadora Aceptables Humedad
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Discusion

El objetivo de este trabajo fue la blisqueda de levaduras, con actividad antagénica
contra el fitopatdgeno de la vid, B. cinerea, a su vez se buscé que éstas levaduras
cumplieran con determinadas caracteristicas que las hicieran compatibles con el
proceso de vinificacion, que no aporten caracteristicas negativas la producto final.
De las 30 levaduras analizadas, todas procedentes de uvas de distintas vendimias,
el 70% posee actividad antagoénica con IE entre 51 y 100%. A partir de éstos
resultados se puede inferir, como en los trabajos de Carrau Magarifios, 2005 y
Rabosto et al., 2006, que los racimos de uvas constituyen un nicho muy interesante
para el aislamiento de microorganismos con actividad biocontroladora frente al
fitopatdgeno B cinerea. Estos resultados también coinciden con lo expuesto por
Chalutz & Wilson, 1990 los cuales encontraron que al sembrar en placas un
concentrado del lavado de la superficie de frutas citricas, solo crecian levaduras y
bacterias. Sin embargo al diluir el concentrado y sembrandolo en placas se puede
apreciar la aparicion de crecimiento fingico. Esto sugiere que las bacterias y
levaduras que se encontraban en la fruta podrian suprimir o impedir el crecimiento
del fitopatdgeno que estaba presente y solo pudo crecer cuando baja la carga de
bacterias y levaduras nativas de la fruta mediante la dilucion del agua de lavado.
Este resultado estaria indicando que cuando frutas y vegetales son lavados previo
a su almacenamiento son mas susceptibles a desarrollar enfermedades. Debido a
que se eliminan los antagonistas frente a patégenos que naturalmente se

encuentran en frutas y vegetales.
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Tabla 6. Cepas pertenecientes a la coleccion de la Seccién Enologia con las
caracteristicas por las cuales fueron seleccionadas.

Cepa

Caracteristicas Enolégicas

02/19A

Muy buena fermentadora

Aromas aceptables (almendra, frutal, compota)
IE=85%

Actividad B-glucosidasa: alta a pH 6

02/25A

Muy buena fermentadora

Aromas aceptables (frambuesa, frutilla)
IE=72%

Actividad B-glucosidasa: a pH 6

02/5A

Muy buena fermentadora

Aromas aceptables (anané en almibar, frutilla, frambuesa)
IE = 90%

Actividad B-glucosidasa: alta a pH 6

00/09

Mala fermentadora

Aromas aceptables

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: baja a pH 6

00/23

Mala fermentadora
Aromas aceptables
Actividad B-glucosidasa: alta a pH 6

00/25

Muy buena fermentadora

Aromas aceptables (anané en almibar, frutilla, frambuesa)
IE = 90%

Actividad B-glucosidasa: alta a pH 6

00/22

Mala fermentadora

Aromas buenos

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: baja a pH 6

00/07

Mala fermentadora

Aromas buenos

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: baja a pH 6

00/17

Buena fermentadora

Aromas aceptables

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: baja a pH 6

00/13

Buena fermentadora

Aromas aceptables

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: baja a pH 6

00/30

Buena fermentadora

Aromas buenos

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: media a pH 6

00/35

Buena fermentadora

Aromas buenos

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: alta a pH 6

00/15

Buena fermentadora

Aromas buenos

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: media a pH 6

00/12

Buena fermentadora

Aromas aceptables

IE = 100%

Actividad B-glucosidasa: baja a pH 6
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Para futuros ensayos a nivel de campo con levaduras estudiadas en este trabajo,
hay que tener en cuenta que los resultado obtenidos en el laboratorio no tienen que
ser los mismos que se obtendran después en las condiciones de un vifiedo, dado
gue son muchas las variables que pueden influir en la actuacion de la levadura
sobre la vid (factores climéticos y nutricionales) (Teixido et.al., 1999). También hay
que tener en cuenta que cuando se inocula un microorganismo en un ambiente
nuevo este debe pasar por una etapa de adaptacion. Lo que se busca al aislar
microorganismos nativos del lugar donde se los va a inocular después, es disminuir
al minimo ese periodo de adaptacion (Vero & Mondino, 2006), dado que ya
reconoce las condiciones en las cuales se tiene que reproducir. De aqui se
desprende que la viabilidad y por lo tanto la efectividad del agente de biocontrol a
nivel de campo estd sujeta factores climaticos, como por ejemplo la humedad, y la
temperatura y a los nutrientes disponibles. (Guetsky et.al., 2001). Sin embargo,
como se comentd anteriormente, los microorganismos utilizados en este trabajo al
ser aislados de la superficie de la uva ya estarian adaptados a las condiciones
nutricionales y climaticas del vifiedo, por lo tanto tendrian grandes probabilidades
de sobrevivir en el campo, asi como tampoco deberian de presentarse mayores

problemas de adaptacion al vifiedo.

En cuanto a la seleccion de levaduras analizadas, solo 10 levaduras de las 21 con
buena capacidad antagénica, dieron buenos resultados para capacidad
fermentativa, produccién de buenos aromas y actividad B-glucosidasa (Tabla 7).
Para las 11 levaduras restantes se hizo una evaluacion sobre cual atributo
(capacidad fermentativa o produccion de aromas) tiene mayor impacto en un futuro
proceso de vinificacion.

Si se compara entre la capacidad fermentativa y aromatica en una vinificacion,
podria ser mas relevante la capacidad aromatica ya que si una levadura no es
buena fermentadora, se puede hacer una fermentaciébn mixta junto a una
Saccharomyces cerevisiae pudiendo de todas formas aportar los buenos aromas
gue genera. En cambio si es muy buena fermentadora pero sus aromas no son
aceptables, podra ser capaz de lograr una buena fermentacion en detrimento del
producto final en cuanto a su calidad aromética. Por lo que la capacidad aromética
seria la caracteristica mas importante a tener en cuenta y mas adn cuando se trata

de cepas no Saccharomyces que en general no son buenas fermentadoras.
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En los resultados obtenidos se puede observar que la mayoria de las levaduras con
actividad antagénica poseen actividad B-glucosidasa. No es posible realizar alguna
correlacion partiendo de estos resultados, debido al bajo niamero de levaduras
analizadas. Pero si deja abierta una interrogante para un posible estudio mas

exhaustivo al respecto, con mayor numero de levaduras para asi obtener resultados

estadisticamente representativos.

Tabla 7. Resultados de los ensayos de identificacién genética, IE, Capacidad fermentativa, Evaluacién

sensorial y actividad 3 glucosidasa de todas las levaduras analizadas.

Cadigo Género-especie IE(%) | Capacidad fermentativa | Evaluacion Sensorial | Actividad B glucosidasa
pH4 pH6
02/19A Hanseniaspora vineae 85 | Muy buenas fermentadoras Aceptables () (++4)
02/25A Hanseniaspora vineae 72 | Muy buenas fermentadoras Aceptables () (+++)
02/5A Hanseniaspora vineae 90 | Muy buenas fermentadoras Aceptables () (+++)
00/09 Metschnikowia pulcherrima | 100 Mala fermentadora Aceptables pero... | (-) (+)
00/19 Metschnikowia pulcherrima | 100 Mala fermentadora No aceptables () (++)
00/23 Metschnikowia pulcherrima | 100 Mala fermentadora Aceptables () (+++)
00-3 Metschnikowia pulcherrima | 100 Mala fermentadora No aceptables () (++)
00/8 Metschnikowia pulcherrima | 100 Mala fermentadora No aceptables () (+)
00-21 Metschnikowia pulcherrima | 100 Mala fermentadora No aceptables () (+++)
00-25 Metschnikowia aff. fruticola | 100 Mala fermentadora Buenos () (+++)
00/22 Candida railenensis 100 Mala fermentadora Buenos () (+)
00/07 Cryptococcus flavescens 100 Mala fermentadora Buenos ) (+)
00/05 Rhodotorula graminis 0 Mala fermentadora | ---memmeemeeee ) (+)
00/17 Saccharomyces spp. 100 Buena fermentadora Aceptables () (+)
00/13 Saccharomyces spp. 100 Buena fermentadora Aceptables () (+)
00/30 Saccharomyces cerevisiae | 100 Buena fermentadora Buenos ) (++)
00/35 Saccharomyces cerevisiae | 100 Buena fermentadora Buenos ) (++4)
00/15 Saccharomyces spp. 100 Buena fermentadora Buenos ) (++)
00/12 Saccharomyces spp. 100 Buena fermentadora Aceptables () (+)
AR09/07G No Saccharomyces 0 Muy buena fermentadora No aceptables () (++) 24hs
CS09/08G No Saccharomyces 29 Mala fermentadora Aceptables | -mm-mmmommmemmem oo
CHV09/09G No Saccharomyces 0 Buena fermentadora No aceptables ) (++) 24hs
AR09/10G No Saccharomyces 0 Buena fermentadora No aceptables () (++) 24hs
CS09/11G No Saccharomyces 0 Mala fermentadora | -------mmeoooooe- (++) 5dias _ (++) 48hs
CHV09/12G No Saccharomyces 100 Buena fermentadora No aceptables () (++) 24hs
MEO09/14G No Saccharomyces 6 Mala fermentadora Buenos ) (++) 24hs
MEO09/15G No Saccharomyces 41 mala fermentadora Buenos = | emeemeemeecmcemecmecmecceneee-
CS09/16G No Saccharomyces 95 Mala fermentadora Aceptables () ()
MEQ09/17G No Saccharomyces 100 Buena fermentadora Aceptables () (+) 48hs
CS09/18G No Saccharomyces 0 Mala fermentadora | --m-mmmemmeeeees (++) 5dias (++)24hs
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Conclusion

Las conclusiones de este trabajo de tesis se pueden resumir de la siguiente

manera:

1- El vifedo presenta un buen ecosistema para el aislamiento de posibles
microorganismos antagonicos frente al principal fitopatdégeno de la vid,
Botrytis cinerea.

2- Se pudieron obtener levaduras con excelente capacidad antagonica, buenas
fermentadoras y con caracteristicas aromaticas deseables.

3- Los puntos anteriormente mencionados posibilitan aplicaciones futuras

exitosas a hivel de campo.

4- Se pudo observar que de la mayoria de las levaduras que tiene buena
capacidad antagénica frente a B. cinerea, poseen también actividad -

glucosidasa.
Estas conclusiones plantean la necesidad de seguir avanzando con la investigacion

a fin de poder inferir el o los mecanismos de accion utilizados por las levaduras

como microorganismos antagénicos de B. cinerea.
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