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Resumen

La vid es susceptible al desarrollo de enfermedades y en particular aquellas que afectan su
fruto resultan las mas destructivas en términos de calidad y composicion del vino. Se plante6
como objetivo del presente trabajo detectar, diferenciar y enumerar los microorganismos
presentes (hongos filamentosos, levaduras, bacterias acéticas y lacticas) en uvas para
vinificar con sintomas de podredumbre de la region vitivinicola DOC San Rafael. Para ello se
recolectaron 17 muestras pertenecientes a distintas variedades de uva para vinificar (Bonarda,
Malbec, Cabernet, Cereza, Syrah, Criollay Torrontés) de la regién vitivinicola DOC San Rafael
(La Llave, Cafiada Seca, Rama Caida y Cuadro Nacional) que presentaron sintomas de
podredumbre a tiempo de cosecha durante el afio 2017. Las muestras fueron analizadas
microbiol6gicamente mediante la metodologia de diluciones seriadas y recuento en placa en
medios diferenciales (GYC: recuento de levadura de glucosa-agar; DRBC: Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol-agar; MRS: Man, Rogosa y Sharpe -20% zumo de uva-agar) para cada
grupo microbiano. Como resultado, los distintos microorganismos evaluados fueron
detectados en las muestras analizadas y el agrupamiento de las muestras segun la carga
microbiana de los mismos sugeriria distintos tipos de podredumbres presentes en la region
vitivinicola DOC San Rafael. Preliminarmente, estos agrupamientos no se correlacionarian
con las zonas ni con las variedades de uva para vinificar analizadas. La continuacion de este
estudio permitira definir los principales agentes etiolégicos de las podredumbres presentes en
uvas para vinificar de la region vitivinicola DOC San Rafael asi como el desarrollo de una

estrategia mas precisa a la hora de prevenirlos.
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Introduccién
La provincia de Mendoza es la principal
productora de vinos en Argentina y en
particular la region vitivinicola DOC
(Denominacion de Origen Controlada)
“San Rafael”, ubicada al sur de la provincia,
es responsable del 5% de la produccion
nacional de uvas para Vvinificar,
transformando a la actividad vitivinicola en
una de las principales de la region (INV,
2017). No obstante, la vid es susceptible al
desarrollo de enfermedades y en particular
aquellas que afectan su fruto resultan las
mas destructivas en términos de calidad y
composicion del vino (Steel y col., 2013).

En Argentina, bajo el nombre de
podredumbres, se indica principalmente un
tipo de sintomatologia que involucra a
cuatro enfermedades, cuya afeccion esta
centrada en el racimo y que influyen en la
calidad de mostos y vinos (Cuchiy Becerra,
2009). Ellas son: podredumbre gris y
podredumbre noble (que tienen como
agente patdgeno a Botrytis cinerea),
podredumbre de los racimos (causada por
un complejo etiolégico donde intervienen
principalmente hongos como B. cinerea,
Aspergillus  niger,  Penicillium  spp.,
Rhizopus negricans, Alternaria spp.,
Cladosporium herbarum asi como algunas
levaduras y bacterias) y por ultimo la
podredumbre acida (producida por
levaduras y bacterias, fundamentalmente
acéticas). Si bien algunas de estas
podredumbres

comparten agentes

causales alrededor del mundo (Ej.: B.
cinerea), las cepas patégenas suelen ser
especificas de cada region vitivinicola e
inclusive se han reportado otros tipos de
podredumbres con agentes etioldgicos
distintos (Bricefio y col., 2009; Kakalikova y
col., 2009; Navarrete y col., 2009). En la
literatura cientifica, son escasos los
reportes acerca de los microorganismos
que ocasionan podredumbre en las
diferentes regiones vitivinicolas argentinas
(Nally y col., 2012; 2013; Orilani y col.,
2009) y en particular ninguno comprende a
la regién vitivinicola DOC San Rafael.

Por todo lo expuesto, resulta importante el
estudio de los microorganismos (hongos
filamentosos, levaduras y bacterias) que
ocasionan podredumbre en uva para
vinificar de la DOC San Rafael tanto para
definir los principales agentes etiolégicos
de la zona como para el desarrollo de una
estrategia mas precisa a la hora de

prevenirlos.

Objetivo

Detectar, diferenciar y enumerar los
microorganismos  presentes  (hongos
filamentosos, levaduras y bacterias) en
uvas para vinificar con sintomas de
podredumbre de la regién vitivinicola DOC

San Rafael.

Materiales y Métodos
Se tomaron 17 muestras de uva para
distintas

vinificar  pertenecientes a



variedades (Bonarda, Malbec, Cabernet,
Cereza, Syrah, Criolla y Torrontés) de
distintas zonas (La Llave, Cafiada seca,
Cuadro Nacional, Rama Caida) de la
region vitivinicola DOC San Rafael (Fig. 1)
gue presentaron sintomas de podredumbre
a tiempo de cosecha afio 2017.

Se procedié de acuerdo a metodologia
previamente descripta para la deteccion,
diferenciacion y  enumeracion  de
microorganismos (recuento en placa)
(Castellucci, 2010).

Brevemente, se procesaron 100 g de
muestra con 900 mL de agua peptona
(0.1%) en licuadora y se procedio a realizar
diluciones seriadas por duplicado (107%,
102, 102 y 10%). Se realizé la siembra de
100 ul de las mismas en placas de Petri con
medios diferenciales para aislar hongos y
levaduras (DRBC- Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol- agar), bacterias
acéticas (GYC- recuento de levadura de
glucosa- agar) y bacterias lacticas (MRS,
Man, Rogosa y Sharpe -20% zumo de uva-
agar). Se incubaron a 25°C durante 4 dias
(GYC) y 5-7 dias (DRBC) en aerobiosis y
11 dias en microaerofilia (MRS -20% zumo
de wuva). Al finalizar el periodo de
incubacién, se determind la carga
microbiana de hongos filamentosos,
levaduras y bacterias sembradas en los
distintos medios por muestra (mediante el
recuento de las unidades formadoras de
colonia -UFC).

Figura 1: Localizacion espacial de las

muestras de uvas de distintas variedades
con sintomas de podredumbre
recolectadas en la region vitivinicola DOC
San Rafael, vendimia 2017. La Llave: M1,
M4, M8, M11, M10, M15, M17; Cafada
Seca: M3, M6, M7, M9, M13, M16; Cuadro
Nacional: M12 y M14; Rama caida: M2 y
M5. Bonarda; Malbec; Syrah;

Cereza; Cabernet Sauvignon;

Para agrupar y simplificar los resultados
obtenidos para las diferentes muestras, se
aplic6 el andlisis de componentes
principales (CPA), representado en un
gréafico de tipo biplot.

Para el andlisis por zonas (La llave,
Cafada Seca, Cuadro Nacional, Rama
caida) de las muestras Bonarda con
podredumbre se aplicé el analisis
multivariado de varianza (MANAVA),
seguido por el test de Hotelling-Bonferroni
para determinar diferencias significativas

(p<0.05) entre ellas.



Resultados y Discusion

Los distintos microorganismos presentes
(hongos filamentosos, levaduras vy
bacterias) pudieron ser detectados vy
diferenciados en los distintos medios
empleados como se observa en la figura 2.
Asi mismo, la tabla 1 muestra los
resultados obtenidos a partir del recuento
en placa de los distintos microorganismos
crecidos en los diferentes medios para
cada muestra con podredumbre.

El analisis de los componentes principales
(Fig. 3, Grafico Biplot) permitio representar
de manera simplificada la agrupaciéon de
las muestras con podredumbre segun la
carga microbiana de los diferentes
microorganismos evaluados. Los dos
primeros componentes principales fueron
capaces de explicar el 77.7% de la
variacion total (CP1: 57.5% y CP2: 20.2%).
La variable dependiente hongos se
relaciond exclusiva y positivamente con el
componente CP1, mientras gque las otras 2
variables si bien se relacionan mayormente
de manera positiva con este componente,
también se relacionan con el componente
CP2 positiva (bacterias en MRS) vy
negativamente (levadura, bacterias en
GYC).

-l

Figura 2: Distintos grupos microbianos
(bacterias, levaduras y hongos
filamentosos) presentes en los medios
diferenciales a partir de la siembra de 100
UL de diluciones de las muestras. Muestra
2 dilucién 10 en medio GYC: a) anverso,
b) reverso. Muestra 13 diluciéon 10! en
medio MRS: b) anverso, c) reverso.
Muestra 2 dilucién 102 en medio DRBC: d)

anverso, e) reverso

Tabla 1: Poblacion de  hongos
filamentosos, levaduras Yy bacterias
(UFC/mL) en muestras de uva para vinificar
con sintomas de podredumbre de
diferentes zonas de la DOC San Rafael

vendimia 2017.



Poblacion®

Muestra

Variedad

Hongos filamentosos”

Levaduras®

Bacterias®

Bacterias®

ML

Bonarda

200000

200000

300000-3000000

8000

M2

Bonarda

550

18000

935000

59000

M3

Malbec

1250000

295000

300000-3.000000

54000

M4

Bonarda

ND

ND

211000

380000

M5

Bonarda

155000

175000

220000

73100

M6

Syrah

545000

310000

300000-3000000

1675000

M7

Cereza

100

175500

300000-3000000

17200

M8

Criolla

750

16400

420000

990000

M9

Cabernet

340000

300000-3000000

70500

M10

Bonarda

18000

15500

24650

M11

Cereza

15000

300000-3000000

500

M12

Bonarda

38000

65000

4050

M13

Criollas

225000

18000

22900

M14

Bonarda

85000

72000

58000

M15

Torrontes

150000

200000

167500

M16

Bonarda

16800

300000-3000000

13000

M17

Bonarda

555000

300000-3000000

635000

a) Promedio correspondiente a las

del duplicado de dilucién de muestra empleada.
b) Incubacién a 25 °C 5 dias en DRBC (Dicloran rosa
de bengala agar).
¢) Incubacion 4 dias a 25 °C en GYC (recuento de
levadura de glucosa agar)
d) Incubacién 11 dias a 25 °C en MRS agar,
condiciones de microaerofilia.

UFC obtenidas

» 2 m 0
P 1ETE

Figura 3: Grafico Biplot de los 2 primeros
componentes principales de las UFC de
hongos, levaduras, bacterias en GYC y

bacterias en MRS.

Tanto la muestra M4 (Bonarda, La Llave)
como la M8 (Criolla, La Llave) presentaron
una alta poblacion de bacterias en MRS
(lacticas) y una baja poblacién en hongos,
levaduras y bacterias en GYC (acéticas).
Mientras que la muestra M6 (Syrah,
Cafada Seca), con la mayor poblacién de
bacterias en MRS (lacticas), presento

también una alta poblacion de las demas

variables. Por otro lado, la muestra M3
(Malbec, Cafiada Seca), que presentd la
mayor poblacion de hongos filamentosos,
presenté también una gran poblacién de
GYC
(acéticas). Tanto la muestra M9 (Cabernet,

levaduras y de bacterias en

Cafnada Seca) como la M17 (Bonarda, La
Llave) presentaron una gran poblacion de
bacterias en GYC (acéticas) acompafiadas
por una gran poblacién de levaduras (la
mayor en M17). El resto de las muestras,
fueron agrupadas similarmente por
presentar poblaciones bajas de todos los
grupos microbianos analizados, sugiriendo
un bajo nivel de podredumbre en las
mismas.

Estos distintos agrupamientos de muestras
podrian corresponderse con diferentes
tipos de podredumbres con agentes
etiolégicos caracteristicos, pero sera
necesario continuar con la identificacion
para confirmar esta posibilidad. Asimismo
la cantidad de agrupamientos sugiere
variabilidad en los tipos de podredumbre
presentes en la region vitivinicola DOC San
Rafael. En principio, si bien seria necesario
un mayor numero de muestras, los
agrupamientos no se corresponderian con
las variedades de uva para vinificar ni con
las zonas muestreadas.

Por otro no encontraron

lado, se

diferencias  significativas entre las

de
bacterias en MRS (lacticas) y bacterias en
GYC (MANAVA,

poblaciones hongos, levaduras,

(acéticas) Hotelling



Bonferroni, p> 0.05) obtenidas a partir de
muestras con podredumbre de la variedad
Bonarda pertenecientes a las diferentes
zonas de la DOC San Rafael muestreadas
(La llave; Cafada Seca; Cuadro Nacional;
Rama Caida) (Fig. 1). Esto podria sugerir
que la localizacién de las podredumbres en
las diferentes zonas muestreadas no seria

un factor de variabilidad.

Conclusiones
e Se detecto la presencia de distintos
microorganismos (hongos
filamentosos, levaduras y
bacterias) en muestras de uva para
vinificar con sintomas de
podredumbre recolectadas en la
region vitivinicola DOC San Rafael
mediante la metodologia empleada.
e El agrupamiento de las muestras
con podredumbre segln la carga
microbiana de los microorganismos
evaluados, obtenido por el analisis
de los componentes principales
(ACP), permitid inferir distintos tipos
de podredumbres presentes en la
region vitivinicola DOC San Rafael.
e La recoleccion de muestras con
sintomas de podredumbre de la
variedad Bonarda de diferentes
zonas de la DOC San Rafael no
generd diferencias en la carga
microbiana de los organismos

evaluados.
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