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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue su-
ministrar nueva evidencia acerca del modelo
de permanencia de las levaduras en el ciclo
natural de la vid. Se efectud la observacion, la
medicién del nimero de levaduras y la des-
cripcion morfolégica de los diferentes 6rganos
aéreos de la vid. Se procedi6 a la recoleccién
aséptica de muestras a campo, en yema en
actividad, yema en reposo, hoja joven, hoja
adulta, ritidomis, zarcillo, capullo floral, flor y
fruto. Los resultados revelaron dos momentos
de maxima poblacién de levaduras: en yema
cerrada a fines de otofio y en yema terminal
abierta a mediados de verano. La evolucién
de las levaduras en funcién de la superficie
del fruto mostré poca relacién entre ambas
variables, por lo que el valor a considerar se-
ria la cantidad de levaduras por baya como
unidad. La ritidomis exhibié valores muy uni-
formes alo largo del ciclo vegetativo, asumien-
do desde esta perspectiva el papel de
reservorio de moderada importancia.
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to
provide new evidence about the model of
permanence of yeasts of the grapevine in the
natural cycle. It was carried out the obser-
vation, measurement of number and morpho-
logic description of different aerial organs from
the grapevine. It was come to the aseptic
harvesting from samples in field of bud in
activity, bud in rest, young leaf, adult leaf, bark,
tendril, flower bud, flower, fruit. The results
revealed two moments of maximum population
of yeasts: in closed bud by the end of autumn
and opened terminal bud in the middle of
summer. The evolution of yeasts in the fruit
referred to the surface of the berry showed
little relation between both variables, whereas
the value to consider would be the amount of
yeasts by berry as unit. Bark displayed very
uniform values throughout the vegetative
cycle, assuming from this perspective the role
of reserve of moderate importance.
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INTRODUCCION

La fermentacion alcohdlica de los mostos es efectuada por las levaduras pro-
venientes normalmente de las uvas. Diversos trabajos sobre ecologia de las leva-
duras confirman la presencia de especies del género Saccharomyces sp., por lo
que se han extendido los procesos de fermentacion realizados con cepa pura (1).

El mosto de uva es un medio de cultivo diferencial por tener una elevada con-
centracion de azlcares -distribuidos en cantidades semejantes entre glucosa y
fructosa, siendo ambos azucares fermentables por la levadura- y una fuerte acidez
(pH = 3,5), que dificulta el crecimiento de bacterias. La curva de crecimiento sigue
un patrén caracteristico con fases inicial, exponencial, estacionaria y de declinacién
o muerte. La fase de crecimiento no es exponencial real mas que durante un corto
intervalo, en el cual las levaduras s6lo se multiplican durante 6 6 7 generaciones. En
condiciones enologicas se observa sistematicamente un desacoplamiento entre la
fase de crecimiento y el consumo de azlcares, pues una considerable proporcion
de éstos es consumida durante la etapa estacionaria (12).

Se acepta que las levaduras viven en asociacion con la vid, hallandose usual-
mente sobre la corteza, las hojas, las flores y en la pruina de la baya (2, 11, 13). Su
crecimiento sobre la superficie de las bayas esta determinado por diversos factores
ambientales (temperatura, humedad), asi como por el grado de madurez y el estado
sanitario. Las paredes externas de las células epidérmicas estan revestidas por la
cuticula y las ceras epicuticulares, delgadas fibrillas que sirven de alojamiento a las
levaduras. Las ceras se inician como pequefias plaquetas verticales en el momento
de la floracion, para alcanzar 0,1 u de diametro en la madurez, con bordes lobulados,
desordenadamente superpuestas formando una capa hidrofébica de varios micrones
de espesor (6, 8). Se conforma asi una compleja red de canales capilares, cuya lon-
gitud es mucho mayor que el espesor de la capa de cera (3). Las levaduras quedarian
entrampadas en estos microcapilares (9). Las levaduras se reconocen facilmente y
no pueden ser confundidas con otros microorganismos debido a su tamano, la forma-
cién de pseudomicelio y, sobre todo, debido a su capacidad de gemacion (2).

La diversidad de métodos empleados para investigar la ecologia de las levadu-
ras de la vid impone considerar rigurosamente las frecuencias de las diferentes
especies (2, 7). Poco se ha investigado sobre la ecologia de las levaduras en las
vides argentinas. Su presencia en cada cepaje incide en las caracteristicas distinti-
vas de los vinos varietales y les otorgan sus rasgos particulares de calidad. La ob-
tencién de vinos de excelencia contempla el proceso de fermentacién natural lleva-
do a cabo por levaduras privativas de cada variedad (4).

Diversos trabajos ecoldgicos (7, 9) han adherido a la hipotesis, originalmente
propuesta por Pasteur y aceptada universalmente, segun la cual las levaduras del
vino se hallan omnipresentes en la naturaleza y tienen propensién a prosperar en
los suelos de los vifiedos. Desde esta perspectiva, el suelo asumiria el rol de refugio
de levaduras seleccionadas durante afos, con propiedades enolégicas favorables,
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para fermentar los mostos de la variedad cultivada en ese lugar. No obstante, los
resultados de los diversos estudios son contradictorios: no existen evidencias concre-
tas que avalen este modelo de circulacién, ya que aun actualmente se discute como
sobreviven las levaduras durante el invierno y cémo pasan a la superficie de las uvas
maduras, para reiniciar el ciclo en el momento en el que las mismas son cosechadas
y llevadas a la bodega.

Objetivos

* Realizar una investigacion que permita suministrar nueva evidencia acerca
de la interaccién entre la planta de vid y las levaduras, a lo largo del ciclo
vegetativo en sus diferentes etapas.

«  Exponer en forma precisa el modelo de circulacion y permanencia de las
levaduras en la parte aérea de la planta de vid.

«  Cuantificar la distribucion de las levaduras sobre la superficie de los diferen-
tes drganos, tanto del trofotagma (parte aérea vegetativa) como del antotagma
(parte reproductiva).

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé en plantas de la variedad Malbec, cultivadas en sistema de espaldero
alto, en la parcela experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNCuyo), ubica-
da a 960 msnm (33° 00' 38,23" S; 68° 52' 37,58" O) en Chacras de Coria, Lujan de
Cuyo, Mendoza, Argentina.

Se realiz6 un seguimiento fenoldgico a lo largo del ciclo vegetativo. Se llevo a
cabo un muestreo sistematico eligiendo los individuos de la muestra a intervalos igua-
les a partir de un caso elegido al azar. Se extrajeron muestras de los diversos 6rganos
de la parte aérea de la planta, recolectadas asépticamente, cada 15 dias y por un
lapso de 12 meses.

Cada muestra se recolect6 por separado, con 6 repeticiones, coordinadamente
extraidas para asegurar su comparacién, tomando al azar todos los érganos de cada
punto de muestreo segun su disponibilidad temporal: yema terminal, yema lateral,
hojita mas joven (junto al meristema apical), hoja adulta, inflorescencia con capullos y
con flores en antesis (sin caliptra), baya, zarcillo y ritidomis.

Se privilegio el mosto de uva por ser un medio de cultivo diferencial debido a su
bajo pH (3,5), que previene el desarrollo de bacterias, y a su elevado contenido de
azlcares fermentables por las especies de levaduras asociadas con la vinificacion.
Los tubos con las muestras en mosto diluido se sometieron a agitacién para provocar
el desalojo de las levaduras adheridas a la superficie y se colocaron en estufaa 25 °C.
Se procedi6 al conteo, observacion y descripcion de las levaduras por microscopia.
Los resultados se refirieron a 1 cm? de superficie para cada 6rgano considerado.
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RESULTADOS

La planta de vid presenta crecimiento acrépeto, es decir, entran en actividad pre-
ferentemente las yemas mas alejadas del origen del brote. Todas las yemas de la vid
son axilares, sus hojas portadoras pueden estar mas o menos desarrolladas. La yema
esta protegida por escamas externas de color pardo (pérulas). El cono primordial
termina en el meristema apical y esta envuelto por los primordios foliares, cada uno
con estipulas cubiertas de abundante lanosidad.

La evolucion de la presencia de levaduras en los 6rganos aéreos de la planta de
vid muestra que se dan dos momentos de maxima cantidad de levaduras a lo largo
del ciclo vegetativo: en yema cerrada a fines de otofio, con 38,75 x 108 lev/icm?y en
yema terminal abierta con 43,75 x 108 lev/cm?, asi como en yema axilar a la hoja
adulta con 38,25 x 108 lev/cm?, a mediados de verano. Préximo a iniciar el invierno, la
planta entra en receso vegetativo y disminuye la cantidad de levaduras. El minimo en
las yemas se da al inicio de la primavera, cuando ocurre la brotacién de las yemas
para producir pampanos, hojas y flores, con la consiguiente expansion vegetativa de
la planta. Solo durante el periodo primaveral, las yemas son superadas por la ritidomis
en cuanto a cantidad de levaduras/cm?. Estos datos evidencian la importancia de las
yemas como reservorios de levaduras a todo lo largo del ciclo vegetativo.

A medida que avanza la primavera, las yemas abiertas (en brotacién) que poseian
valores muy bajos, sufren un incremento uniforme y alcanzan su punto maximo a me-
diados de verano. Este momento concuerda con la estabilizacion de la expresion
vegetativa de la planta y el periodo de maduracion de los frutos, aumentando el nivel de
azUcares en las bayas. Se aprecia una linea de tendencia muy similar en los valores de
las yemas nuevas que surgen en las axilas de las hojas nuevas sobre los pampanos
(brotes verdes), con un valor maximo también a mediados de verano (figura 1, pag. 87).

Durante los meses invernales, las levaduras encuentran refugio en las yemas,
protegidas por la pubescencia y la camara de aire debajo de las pérulas. Si se ana-
liza la curva correspondiente a yema cerrada de invierno, se observa una continui-
dad con las yemas apicales (en brotacion) y las yemas axilares a las hojas que se
forman en los nuevos brotes (pampanos) en primavera, uniéndose ambas en una
linea de tendencia que sigue una curva polinomial de 2% grado, con un minimo en el
momento de la brotacién y un aumento de la masa vegetativa durante la primavera.
La hoja presenta una epidermis compleja, con cuticula y ceras epicuticulares, y
frecuente vellosidad localizada en las nervaduras mayores, constituida por pelos de
los siguientes tipos: 1. tricomas simples uniseriados; 2. simples unicelulares, a veces
muy largos produciendo una felpa similar a tela de arafa; 3. unicelulares, ramificados; 4.
glandulas perladas, estructuras esféricas con un corto pie, e interior con grandes células
poligonales, rodeadas por una epidermis con un estoma en el extremo opuesto al pie (10).

La hoja mas joven, que surge entre la pubescencia en el punto de crecimiento en la
yema junto al meristema apical, muestra incremento en la cantidad de levaduras en el
periodo primavera-verano, con una linea de tendencia de valor de R? = 0,54. La hoja
adulta, ya alejada del meristema apical y tomada de la parte media del pAmpano, muestra
un valor maximo a mediados del verano, con un valor bajo de R*= 0,37 (figura 2, pag. 87).
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Figura 1. Distribucion de las levaduras en las yemas de la vid.
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Figura 2. Distribucién de las levaduras en hoja, flor y fruto.

Las inflorescencias surgen a principios de la primavera, con las flores con sus
organos sexuales protegidos debajo de la caliptra de pétalos. Se aprecia un significa-
tivo aumento de levaduras en el capullo floral, de cero a 625.000, con una linea de
tendencia cuyo valor es de R?= 0,99 (figura 3, pag.88).

La caliptra de la vid esta constituida por los pétalos, libres al principio y que se unen
al finalizar su desarrollo, para formar una cofia que cubre las anteras y el gineceo. Los
pétalos poseen epidermis adaxial y abaxial monoestratificadas, con estomas y cuticula
listada. El gineceo forma un solo cuerpo con estigma, estilo y ovario. El estigma exhibe
una epidermis glandular papilada, con células que secretan una solucion azucarada con
compuestos lipidicos y fendlicos. La pared del ovario presenta epidermis externa
monoestratificada, con estomas en proporcion de 1-2 mm? (8).
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Figura 3. Distribucion de levaduras en capullo floral y flor en antesis.

En la flor en antesis (ya caida la caliptra) se duplica el nimero de levaduras (de
1,25 x 10%a 2 x 10°). Una vez producido el cuaje de la flor se inicia el crecimiento de la baya,
en el periodo comprendido entre fines de la primavera y principios del verano. El racimo de
vid puede dividirse en tres zonas: el escobajo, cuya epidermis posee estomas funcionales
y la cuticula se halla desprovista de ornamentaciones; el pedicelo, con una zona angosta
desprovista de estomas funcionales, y la zona del rodete, con cuticula lisa, ceras cuticulares
lamelares apiladas y yuxtaposicion de lenticelas con numerosas fracturas; la baya, con
estomas no funcionales que presentan una aureola de tejidos peristomaticos con células
muertas suberizadas.

La epidermis externa de la baya presenta ceras epicuticulares (pruina), formadas
por delgadas fibrillas que sirven de alojamiento a las levaduras, desordenadamente
superpuestas, y que constituyen una compleja red de canales capilares (6, 8).La evolu-
cién de la superficie de la baya en funcion del tiempo responde a una curva polinomial
de 2% orden, con un valor de R? = 0,97. A principios del verano, el fruto sufre un aumento
sustancial de su superficie, que coincide con una marcada disminucién de la cantidad
de levaduras/cm?. A partir de mediados de febrero cesa notoriamente el aumento de
superficie, a medida que se intensifica el grado de madurez de la baya. En este periodo
se aprecia un importante incremento del nimero de levaduras, hasta fines de marzo,
cuando comienza a decrecer, coincidiendo con el descenso de la temperatura en otofio.

La evolucioén de la cantidad de levaduras en el fruto en funcion de la superficie de la
baya proporciona un valor muy bajo de R? = 0,12, lo que indica poca o ninguna relacién
entre ambas variables. De esto se infiere que el valor a considerar es la cantidad de
levaduras por baya tomada como unidad, prescindiendo del valor de su superficie. Estos
datos coinciden con las investigaciones de Belin (2), segun las cuales las levaduras se
encuentran en cantidades muy diferentes de acuerdo con la parte de la baya de la vid que
se analice. En el escobajo existen muy pocas levaduras; en el rodete del pedicelo hay
abundancia de colonias; y en la baya, los estomas y las aureolas peristomaticas son una
zona privilegiada por la intensa multiplicacién de levaduras. Estas son mas abundantes en
las zonas de fractura de tejidos superficiales donde se producen secreciones azucaradas
que permiten una multiplicacién vegetativa intensa (figura 4, pag. 89).
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El zarcillo representa, segun la teoria simpodial, el tallo principal que se modifica
como érgano de sostén de la planta, detiene su crecimiento y es reemplazado por una
ramificacion que toma su lugar para proseguir el desarrollo del pampano. Se encuen-
tra ya alejado de la yema apical del tallo de reemplazo. Los valores observados en
primavera-verano (setiembre a enero) no superaron 2 x 106 lev/cm?. Sin embargo, en
el periodo siguiente, de mediados de verano a mediados de otofio (febrero a mayo) se
produjo un notable incremento, alcanzando valores promedio de alrededor de
18 x 10%lev/cm?, lo que significa un incremento de 20 veces los valores iniciales. Este
fendémeno coincide con el aumento de grosor de los zarcillos y la aparicion de peridermis,
con el subsiguiente cambio de color verde a castaro (figura 5).
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Figura 5. Distribucion de las levaduras en zarcillo y ritidonis.
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La ritidomis mostro valores muy uniformes a lo largo del ciclo vegetativo, con un
promedio de 6,6 x 108 lev/cm?, con un valor de R?=0,0779, lo que indica que existe poca
0 ninguna correlacién entre la cantidad de levaduras en la ritidomis y el transcurso del
tiempo. La ritidomis asume desde esta perspectiva el papel de reservorio de moderada
importancia para las levaduras a lo largo de todo el ciclo vegetativo de la vid.

CONCLUSIONES

% Lapresenciade levaduras en los 6rganos aéreos de la planta de vid, a lo largo del
ciclo vegetativo, muestra que se dan dos momentos de maxima cantidad de leva-
duras: en yema cerrada a fines de otofio y en yema terminal abierta asi como en
yema axilar a la hoja adulta, a mediados de verano. Estos datos evidencian la
importancia de las yemas como reservorios de levaduras, ya que durante los
meses invernales éstas encuentran refugio protegidas debajo de las pérulas que
cubren el meristema.

% La evolucién en el fruto en funcion de la superficie de la baya muestra poca o
ninguna relacion entre ambas variables. De esto se infiere que el valor a conside-
rar es la cantidad de levaduras por baya como unidad, prescindiendo de la rela-
cién numero de levaduras por unidad de superficie.

% En los zarcillos se produce un notable incremento a mediados del verano, en
coincidencia con el incremento del grosor, y en otofio, con la aparicion de la
peridermis (cambio de color verde a castafno).

« La ritidomis exhibe valores muy uniformes a lo largo del ciclo vegetativo, asu-
miendo desde esta perspectiva el papel de reservorio de moderada importancia.

« Enlasinflorescencias que surgen de las yemas a principios de primavera se aprecia
un significativo aumento de levaduras en las etapas de capullo floral y de antesis.
Las levaduras presentes en las bayas derivan de las yemas y en éstas perduran a
través del tiempo. Esto explica en parte la relacion de las levaduras con cada varie-
dad y la importancia de trabajar con levaduras nativas especificas.
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Profeser Adjunto de la Cétedra de Zoolegia Agricola
Facuitad de Ciencias Agrarias
(1997

Nacio en el Departamento de San Carlos, Mendoza, el 28 de julio de
1960. Hijo de Campio Saez y de Maria Valdés, era el mayor de cuatro
hermanos: César, Amalia, Adrian y Laura.

A Curso sus estudios primarios y secundarios en Mendoza, estos iltimos en
“sa'%'i'am;;;ﬁs“z el Liceo Agricola «Domingo Faustino Sarmienton de donde egresé con
1 - el Titulo de Bachiller Endlogo en 1979. Ingreso a la Facultad de Ciencias
Agrarias y obtuvo el titulo de Ingeniero Agronomo en agosto de 1988.
Cuando todavia era alumno inicié su actividad docente y de investigacion en la Catedra de
loologia Agricola: comenzo en mayo de 1985 como Auxiliar de Segunda y al obtener su titulo
universitario fue ascendido a Jefe de Trabajos Practicos con dedicacion exclusiva. En 1990 asu-
mié como Profesor Adjunto (dedicacion exclusival y en 1992 accedié a dicho cargo por concur-
so. Posteriormente se desempeiid como Profesor Asociado Interino.

Durante dos periodos integrdo el Consejo Directivo de esta unidad académica, en representacion
de los Profesores Adjuntos. Fue director de tesis y profesor en las carreras de postgrado. Fue autor
de numerosos trahajos de investigacion en su especialidad y hecario en diversos proyectos en
México, Brasil y Estados Unidos. Participé en varios cursos de capacitacion en el exterior: en Méxi-
co en 1991 y en Estados Unidos (Florida) en 1994; en este altimo se especializo en el empleo de
isotopos radioactivos en la lucha contra insectos.

Conjuntamente con su lahor universitaria, se desempeiié en la actividad privada, logrando impor-
tantes reconocimientos profesionales en el uso de feromonas en el manejo integrado de plagas.

Ademas de la entomologia, gustaba de dedicar su tiempo a Ia pesca con mosca, actividad en
la gque incursionaba frecuentemente.

En diciembre de 1994 contrajo matrimonio con Cristina Nidia Pérez y tuvo dos hijos: Victoria, en
1997, y Andrés, en 2001.

Dueiio -como lo expresan sus compaiieros de trabajo- de una extraordinaria calidez humana,
promotor del trabajo armonioso y trato cordial, fue un docente que se hizo guerer por los alum-
nos a guienes les inculcé el interés por la asignatura, lo que hizo que varios de ellos se convirtieran
en discipulos destacados y que actualmente se desempeiien en cargos de responsabilidad en
distintas empresas de Mendoza.

En 2005 se le detectd una grave enfermedad que sin embargo no diezmé su espiritu; se sometié
a un largo tratamiento pero lamentablemente fallecio el 7 de diciembre de 2006 a la temprana
edad de cuarenta y seis aiios.

En virtud de una presentacion llevada a cabo por los docentes de la Catedra de Zoologia Agri-
cola, el Consejo Directivo de Ia Facultad de Ciencias Agrarias, por Resolucion N° 39 del 16 de abril
de 2007, accediéo a designar el aula de dicha catedra con el nombre de Prof. Ing. Agr. César
Campio Saez en homenaje a quien fuera ejemplo de vida, tanto personal como profesional.

0. 0. ooooo

Fuentes:
Archivo de la Facultad de Ciencias Agrarias.
Manuscrito del Ing. Agr. José Guillermo Garcia Saez.



