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STUDY OF GRAPE MICROORGANISMS IN MOLDOVAN VINEYARDS: INFLUENCE OF HUMAN AND NATURAL

FACTORS

Summary. The objective of this study was to investigate the microbial diversity on the grape berries under different
climate conditions. Sixteen samples from ten vineyards were taken from three PGl regions in Republic of Moldova Mol-
dova during years 2018-2020. The year of harvest had a significant effect on the amount of yeasts, but the geographical
location did not significantly influence this criterion. As natural factors, the influence of temperature and precipitation
during both the growing season and the month of grape harvest was studied. The selected methods for vineyard plant
protection were as follows: fungicides to control powdery mildew, fungicides to control mange and insecticides. The
total yeast population per grape ranged from 3.8E+04 to 2.3E+07 CFU/berry and the culturable yeast population ranged
from 1.7E+03 to 8.0E+06. The harvest month temperature affects the yeast population the most, fungicide use in mealy-
bug control reduces the culturable yeast population but increases the total yeast population; insecticide treatment only
increases the total yeast population but has no impact on culturable yeasts.In addition, six species yeast have been
identified: A.pullulans, M.pulcherrima, H. uvarum, R. Glutinmis, R. graminis and S.cerevisiae. The Saccharomyces cerevisiae
strain isolated from the 2020 crop is totally different from the 2018 and 2019 crops. The bacteria population is at a low
level, except for a few samples, P. damnosus, L. brevis, L.fermentum, G. oxydans were isolated.

Keywords: grape microorganisms, climate condition, phytosanitary products, PGl regions, Republic Moldova.

Rezumat. Obiectivul acestui studiu a fost sd investigheze diversitatea microbiana de pe boabele de strugure in dife-
rite conditii climatice si de gestionare a vitei-de-vie. 16 esantioane din zece podgorii au fost prelevate din trei regiuni cu
indicatie geografica protejatd ale Republicii Moldova, in perioada 2018-2020. Anul recoltei a avut un efect important asu-
pra cantitatii de drojdii, dar amplasarea geografica nu a influentat semnificativ asupra acestui criteriu. In calitate de factori
naturali a fost studiata influenta temperaturii si precipitatiilor atat in perioada vegetativa, cat si in luna de recoltare a
strugurilor. Drept metode au fost selectate metodele de protectie fitosanitara a vitei-de-vie: fungicide pentru combaterea
fainarii, fungicide pentru combaterea manei si insecticidele. Populatia totala de drojdii pe strugure variaza de la 3.8e+04
pana la 2.3E+07 UFC/boabd, iar populatia de drojdii cultivabile variaza de la 1.7E+03 pana la 8.0E+06. Temperatura lunii
de recoltare afecteaza cel mai mult populatia de drojdii, utilizarea fungicidului la combaterea faindrii reduce populatia de
drojdii cultivabile, dar creste populatia totala de drojdii; tratamentul cu insecticide creste doar populatia totala de drojdii,
dar nu are un impact asupra drojdiilor cultivabile. In plus, au fost identificate sase specii de drojdii: A. pullulans, M. pul-
cherrima, H. uvarum, R. glutinmis, R. graminis si S. cerevisiae. Tulpina de Saccharomyces cerevisiae izolata din recolta anului
2020 este complet diferitd fata de recoltele din 2018 si 2019. Cu exceptia catorva esantioane, populatia de bacterii este
la un nivel scdzut. In cadrul studiului au fost izolate tulpinile de bacterii P.damnosus, L. brevis, L. fermentum si G. oxydans.

Cuvinte-cheie: microorganismele strugurilor, conditiile climatice, produse fitosanitare, regiuni cu indicatie geog-
rafica protejata (IGP), Republica Moldova.
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INTRODUCERE

Conceptul de terroir, in oenologie, se referd la o
zona geograficd caracterizata in principal prin facto-
rii sdi naturali si umani care contribuie la producerea
vinurilor tipice podgoriei [1]. Termenul ,terroir mi-
crobian” a céstigat recent interesul in studiile viticole
pentru a indica importanta compozitiei microbiomu-
lui podgoriei asupra tipicitdtii vinului regional [2].
In procesul de vinificatie, drojdiile S. cerevisiae sunt
cele mai importante, asigurand transformarea zaharu-
lui in alcool etilic. Drojdiile non-saccharomyces contri-
buie semnificativ la formarea calititilor organoleptice
ale produselor vitivinicole, in special la complexitatea
aromei si a gustului. Mentionam ca multe dintre cer-
cetarile anterioare s-au axat asupra studiului bacterii-
lor de interes oenologic, in special al bacteriilor aceti-
ce si bacteriilor lactice prezente in microbiota boabei
[3; 4].

Suprafata strugurilor este un habitat instabil care
se modificd odata cu conditiile climatice si este in de-
pendenta de mai multi factori naturali: temperatura,
umiditate, radiatii UV [5]. Printre factorii umani,
deseori sunt luati in considerare tehnicile agronomice
si de protectie fitosanitara, in particular lucrarea so-
lului, folosirea ingrasamintelor, combaterea ierburilor,
bolilor si daundtorilor. Acesti factori au influenta sem-
nificativd asupra drojdiilor la nivel cantitativ si calita-
tiv [6].

Pentru a explica influenta climei, in studiul de
fatd au fost selectate trei podgorii din diferite regi-
uni cu indicatie geograficd protejata. Cercetarile au
fost realizate pe parcursul a trei recolte consecuti-
ve: 2018, 2019 si 2020. Printre factorii climatici au
fost studiate suma de temperaturi active in perioada
de vegetatie, temperatura medie a lunii de recoltare

(septembrie), precipitatiile in perioada de vegetatie,
precum si precipitatiile lunii septembrie. Impactul
factorului uman a fost evaluat prin intermediul indi-
celui de frecventd a tratamentelor fitosanitare (IFT).
Indicele respectiv a fost deja utilizat pentru studiul
podgoriilor [7], considerdndu-se cd este un instru-
ment util pentru cuantificarea utilizarii produselor
fitosanitare in protejarea viei-de-vie. In prezentul
studiu au fost calculate IFT din podgoriile situate
in trei indicatii geografice ale Republicii Moldova,
inclusiv doud podgorii cultivate in viticultura eco-
logica.

Analiza cantitativa a populatiei de microorganis-
me a fost realizatd prin numararea directd pe mediu
selectiv, dar pentru cuantificarea microorganismelor
viabile §i non-cultivabile s-a utilizat microscopia cu
epifluorescentd. De asemenea, in cadrul studiului a
fost realizatd cercetarea morfologica a microorganis-
melor prin microscopie, urmata de secventierea unor
tulpini izolate de drojdii relevante pentru regiunile ge-
ografice din Republica Moldova.

MATERIALE SI METODE

Obiectul studiului si esantionarea. Probele de
struguri pentru studiu au fost obtinute din zece po-
dgorii amplasate in trei indicatii geografice protejate:
IGP Codru (C), IGP Valul lui Traian (VLT) si IGP
Stefan Voda (SV). Detaliile colectérii mostrelor pen-
tru analizd sunt prezentate in tabelul 1. Prelevarea a
avut loc in perioada cand strugurii au atins maturi-
tatea tehnologicd. Procesul de colectare a probelor a
fost efectuat in conditii sterile, acestea fiind transpor-
tate in laboratorul de analiza la temperatura de -20 °C.
Fiecare proba a fost colectatd in cantitate de 1 kg de
struguri.

Tabelul I
Caracteristica esantionului de struguri
Codul Soiul Anul Indicatia Coordonatele
probelor recoltei geografica de prelevare a probei
FEN_C Feteasca Neagrd 2018, 2019, 2020 (E47.31,N27.98)
FA_C Feteasca Alba 2020 IGP Codru (E47.06,N28.51)
SA_C Sauvignon 2020 © (E47.22,N28.52)
FN_VLT Feteasca Neagra 2018, 2019, 2020 (E46.39,N28.73)
FA_VLT Feteasca Albi 2020 IGP Valul lui Traian | (E46.19,N28.47)
ME_VLT Merlot 2020 (VLT) (E45.65,N128.47)
FN_SV Feteasca Neagra 2018, 2019, 2020 (E46.53,N29.87)
PN_SV Pinot Noir 2020 IGP Stefan Voda (E46.48,N29.94)
VI_SV Viorica 2020 V) (E46.53,N29.87)
HY SV Hybrid 2020 -
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Pentru studiul factorilor climatici s-a folosit soiul
Feteasca Neagra (cod FN_C, FN_VLT, FN_SV) cultivat
in trei regiuni geografice in cadrul a trei recolte con-
secutive. Influenta tratamentelor fitosanitare (factorul
uman) a fost cercetata pe baza strugurilor care provin
din zece podgorii ale celor trei regiuni geografice.

Metodele de izolare si de cuantificare a micro-
organismelor. Strugurii au fost colectati aleatoriu din
parcelele experimentale si transportati imediat (timp
de 4 ore in medie) spre analizd microbiologica. Pentru
aceasta, suprafata a 300 g boabe de struguri au fost spa-
late folosind 500 ml solutie care contine 10 g/L Bacto
Soytone, 2 ml/L Tween 80. Procesul de spélare a boabe-
lor s-a realizat la temperatura de +30 °C cu agitare timp
de 3 ore conform metodei descrise in [8].

Metoda 1: Analiza cantitativi prin microscopia
cu epifluorescentd.

Microorganismele viabile sunt cuantificate con-
form protocolului si materialelor dezvoltate de Che-
munex. Probele de diluare sunt filtrate printr-o mem-
brana de tip Chemfilter CB04, care este apoi incubata
timp de 30 de minute la intuneric si la temperatura
de +30 °C. Substratul initial nefluorescent este scindat
de un sistem enzimatic celular care permite eliberarea
fluorocromului. Acesta din urma, excitat de radiatia
luminoasé de lungime de unda ultraviolete la 480 nm,
emite o fluorescentd de culoare verde. In continuare,
membrana este studiatd cu ajutorul unui microscop cu
epifluorescenta (Olympus BX51), folosind o marire de
x1000 si un filtru de tip Olympus 467803 [9].

Metoda 2: Analiza cantitativd pe medii de cultu-
rd specifice.

Pentru cuantificarea drojdiei, dilutia corespunza-
toare de microorganisme a fost plasata pe placi care
contineau extract de drojdie 10 g/L, bacteripton 10 g/L,
glucoza 20 g/L, agar 25 g/L si bifenil 0,015 %. Pentru
cuantificarea bacteriilor malolactice, mediul de cultu-
rd contine 500 ml/L suc de struguri, 5 g/L extract de
drojdie, 2 ml/L Tween 80 si 20 g/L agar. La cultivarea
bacteriilor acetice s-a folosit un mediu de cultura si-
milar, doar suplimentat cu 30 mg/L penicilina.

Pentru metoda de enumerare directd, solutia dilu-
ata de microorganisme este filtrata si transferata intr-o
eprubeta. Populatia de drojdie a fost calculata folosind
criteriul CFU - unitati formatoare de colonii, calculat
prin urmétoarea formuld [8]:

CFU/bob = XV Xm

unde,

C - numarul de colonii pe ml,

V - volumul solutiei diluate (ml),

m - greutatea medie a unei boabe (g),
M - greutatea totald a boabelor (g).

Identificarea microorganismelor. Pentru identi-
ficarea drojdiilor si bacteriilor a fost analizata in pre-
alabil morfologia lor. Patru tulpini de drojdie prezinta
rezultate originale si interesante si au fost in continu-
are supuse secventierii. Tulpinile de bacterii, pe baza
morfologiei lor, apartin evident bacteriilor acetice si
bacteriilor malolactice.

Purificarea tulpinilor microbiotilor a fost re-
alizatd in trei etape. ADN-ul a fost extras folo-
sind kit-ul Qiaquik (Qiagen) si conform proto-
colului de secventiere descris de citre Millegen
(Franta).

Calcularea indicelui de frecventa a tratamen-
telor fitosanitare. Indicele de frecventa a tratamen-
telor fitosanitare (TFI) este de obicei folosit pentru a
masura utilizarea produselor fitosanitare in protectia
culturilor agricole. Acest indice include frecventa de
aplicare a produselor fitosanitare pe hectar [7], ludnd
in considerare doza aplicata si doza de referinta a pro-
duselor comerciale si recomandate de cétre produca-
tor, precum si suprafata tratata din suprafata totald a
parcelei.

doza aplicata suprafata tratata

TFI =

*
doza de referinta suprafata totala

In acest studiu, produsele fitosanitare au fost im-
partite in trei clase: produse pentru combaterea fa-
inarii (TFI_F), produse pentru combaterea manei
(TFI_M) si produse pentru combaterea insectelor/
daunitorilor (TFI_I).

Informatiile privind doza aplicata, suprafata trata-
ta si suprafata totala au fost colectate din registrele de
prelucrare a podgoriilor din cadrul retelei parcelelor
experimentale. Informatiile privind doza de referinta
a produselor fitosanitare au fost obtinute de pe site-ul
www.pesticide.md.

Datele climatice. Achizitia datelor climatice s-a
realizat folosind reteaua de statiuni meteo (i-meteos)
instalate pe parcelele experimentale cu suportul Ofi-
ciului National al Viei si Vinului in cadrul proiectului
»Struguri de calitate” (ng.fieldclimate.com).

In baza datelor primare au fost calculati urmatorii
indici: suma de temperaturi active in perioada de ve-
getatie (XT_veg, °C), cantitatea de precipitatii in peri-
oada de vegetatie (YR_veg, mm), temperatura medie a
lunii de recoltare (XT_har, °C ), cantitatea de precipi-
tatii din luna de recoltare (XR_har, mm).

Analize statistice. Evaluarea datelor experimen-
tale a fost efectuatd conform testelor ANOVA, ana-
liza de corelatie Pearson, in ambele cazuri cind P <
0,05 rezultatele sunt considerate semnificative. Toate
analizele de date au fost realizate folosind programul
R4.0.4.
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REZULTATE $I DISCUTII

Din figura 1 deducem ca diferenta populatiei de
drojdie in anii de recolta 2018, 2019, 2020 (P_Meto-
da 1 = 0,00321, P_Metoda 2 = 0,0342) este evidenta,
in timp ce diferenta populatiei de drojdie in functie
de indicatiile geografice studiate nu poate fi observata.

Datele experimentale (tabelul 2) atesta ca anul
recoltei are un impact semnificativ asupra populatiei
si structurii microbiene, in special asupra drojdiilor,
si confirma rezultatele obtinute de alti cercetdtori in
acest domeniu. Regiunea de cultivare a vitei-de-vie
este, de asemenea, un factor de impact important [10],
desi in prezentul studiu pentru indicatiile geografice
din Republica Moldova nu a fost posibild confirmarea
existentei unei astfel de dependente. Acest lucru se ex-
plica probabil prin faptul ca distanta dintre podgoriile
indicatiilor geografice studiate nu sunt atat de impor-
tante in Republica Moldova.

I. Chalvantzi et al. [11] au utilizat o abordare de
model liniar bazat pe distantd pentru a evalua core-
latiile dintre ansamblurile de drojdii si variabilele de
mediu individuale. Studiul lor a relevat ca dintre dife-
riti factori, temperatura, precipitatiile si altitudinea au
prezentat cele mai semnificative influente.

In prezentul studiu s-a constatat lipsa influentei
semnificative a precipitatiilor asupra cantitatii popu-
latiei de drojdii (totale si cultivabile). In schimb, s-a
stabilit o influenta semnificativd a temperaturii medii
a lunii de recoltare a strugurilor asupra populatiilor
de drojdii determinate prin ambele metode de analiza.
Cu alte cuvinte, in luna de recoltare cu cele mai inalte
temperaturi, atat populatia totald de drojdii, cat si po-
pulatia de drojdii cultivabile sunt mai importante din
punct de vedere cantitativ si calitativ (figura 2).

Method 1
Method 2

20000000 = .

15000000

10000000 H

5000000

Yeast population (CFU/berry)

||

T
2018 2019 2020
Stefan Voda

T T T T
2018 2019 2020 2018 2019 2020

Codru Valul lui Traian

Figura 1. Populatia de drojdie (CFU/boaba)
in trei indicatii geografice si trei ani de recolta.
Metoda 1: microscopia cu epifluorescentd;
Metoda 2: medii de culturd specifice.

Rezultatele obtinute arata un nivel scdzut al po-
pulatiei bacteriene, fapt ce creeaza dificultati in sta-
bilirea relatiilor asociate cu factorii de impact (uman
si climatici). Trebuie mentionat ci in pofida acestui
fenomen, doua mostre analizate, una din soiul Fe-
teasca Neagra produs in IGP Codru si cealalta Fe-
teasca Neagra din IGP Stefan Voda, recolta 2019,
poseda o cantitate mai mare de bacterii (totale si vi-
abile) in comparatie cu alte soiuri, regiuni geografice
si ani de recolta.

Diversitatea microbiand reflecta metodele agro-
tehnice si de management ale podgoriilor [12], iar
utilizarea produselor fitosanitare provoaca cresterea
populatiei de drojdii pe boabele de struguri. Un re-
zultat total diferit a fost obtinut de A. Viviani-Nauer
[13], autorul stabilind ca utilizarea pesticidelor redu-

Tabelul 2

Influenta factorilor climatici asupra populatiei de drojdii si bacterii (CFU/boaba),

metodele aplicate

Anul Z z Z Z Populatia | Populatia | Populatia | Populatia
Codul | recol- T_veg, R_veg, T_har, R_har, | dedrojdie | de drojdie | de bacterii | de bacterii
tei °C mm °C mm (metoda 1) | (metoda 2) | (metoda 1) | (metoda 2)
FN_ | 2018 1669 310,2 16,61 34,4 3.80E+04 | 6.00E+04 | <8.9E+02 <10
C 2019 1529 378,2 17,28 24 7.50E+06 | 3.30E+05 | 4.8E+05 <10
2020 1427 230,6 20,29 10,2 2.00E+07 | 1.00E+06 | <8.9E+02 <10
FN_ | 2018 1849 257,8 17,66 41,8 7.80E+04 | 1.00E+05 | <8.9E+02 <10
VLT | 2019 | 1725 245,6 18,25 27,2 | 1.I0E+05 | 1.70E+03 | <8.9E+02 | <10
2020 1760 283,6 20,63 87,2 2.00E+07 | 1.00E+06 | <8.9E+02 <10
FN_ | 2018 1951 155,6 18,03 4,57 2.10E+05 | 2.00E+05 | <8.9E+02 <10
SV 2019 1844 2454 18,81 59 3.20E+04 | 1.90E+03 3.5E+03 <10
2020 1798 201,2 20,56 8,8 5.10E+06 | 6.00E+05 | <8.9E+02 1E+1
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Figura 2. Coeficientii de corelatie Pearson intre factorii
climatici si populatia de drojdii
(YP_MLI - populatia de drojdii determinata prin
metoda 1; YP_M2 - populatia de drojdii determinata
prin metoda 2; in cazul p < 0,05, cercul albastru indica
o corelatie pozitiva, cercul rosu indicé o corelatie negativa;
cand p > 0,05, cercul lipseste).

ce populatia de drojdii. Trecerea de la starea viabild si
cultivatd la starea VNBC (Viabil, dar Nu Cultivabil)
rezulta in principal dintr-o reactie de aparare a celu-
lelor impotriva stresului mediului [14]. S-a constatat
céd produsele fitosanitare utilizate in combaterea fai-
nérii reduc semnificativ populatia cultivabila de droj-
dii, dar sporesc populatia totald de drojdii (tabelul 3).
Un studiu recent [15] a sugerat ca utilizarea fungi-
cidelor poate afecta anumite drojdii specifice, cum
ar fi cantitatea de drojdie de fermentatie H. uvarum,

care a fost corelata invers cu utilizarea fungicidelor.
In acest studiu, tratamentele organice au afectat di-
rect Issachenkia terricola la strugurii Montepulciano si
Debaryomyces hansenii si Pichia hansenii la strugurii
Vidicchio. In contrast, tratamentele organice au avut
efecte negative asupra Metschnikowia pulcherrima si
Starmerella bacillaris.

In general, produsele fitosanitare pe baza de sulf
sunt destul de eficiente pentru a proteja strugurii de
fiinare. In recolta 2020, produsele cele mai des folosite
pentru combaterea fainarii au fost Cosavet si Kumu-
lus (principiu activ (S) - 80 % g/g). S-a demonstrat ca
sulful poate avea un efect antimicrobian asupra droj-
diei inoculate, probabil cé acest fungicid provoacd o
situatie cand drojdiile sunt viabile dar necultivabile
(VBNC).

Influenta produselor fitosanitare anti-mana
(TFI_M) asupra populatiei de drojdie (totale si cul-
tivabile) nu a fost stabilitd in cadrul acestui studiu.
Impactul tratamentelor anti-insecte (TFI_I) duce la
cresterea populatiei totale de drojdie, dar nu influen-
teaza cantitatea de drojdie cultivabila. Presupunem
cd acest fenomen se datoreazd produselor insectici-
de folosite in reteaua de parcele experimentale. De
exemplu, insecticidul Pyrus, folosit in FN_SV, care
este cunoscut si ca fungicid pentru Botrytis cinerea,
poate actiona asupra unor specii de drojdii, condu-
cand in acest fel la populatii mai mici de drojdie cul-
tivabila.

In figura 3 sunt reprezentati coeficientii de core-
latie ai produselor fitosanitare anti-fainare (TFI_F).
Datele confirma o corelatie negativa semnificativa in-
tre produsele anti-fainare si populatia de drojdie culti-
vabila.

Tabelul 3

Influenta Indicelui de Frecventa a Tratamentelor (TFI) asupra populatiei de drojdii si bacterii

(CFU/boabé), metodele aplicate

Populatia | Populatia | Populatia | Populatia
Codul a:tI:rIr;:;Ila an;l;i':;i_rll;re 1ns1;1c:t11_cll de Total TFI | de flrojt’lie de groj(’lie de lI))acte:rii de lI)’actérii
(metoda 1) | (metoda 2) | (metoda 1) | (metoda 2)
FN_C 5,23 11,12 2,72 19,07 2.00E+07 1E+06 <8.9E+02 <10
FA_C 5,60 6,86 0,00 12,46 1.00E+06 5E+06 <8.9E+02 1E+01
SA_C 2,00 4,00 0,00 6,00 4.70E+06 1E+06 <8.9E+02 <10
FN_VLT 5,23 11,12 2,72 19,07 2.00E+07 8E+05 <8.9E+02 <10
FA_VLT 2,07 8,33 1,11 11,51 1.40E+07 1E+06 <8.9E+02 <10
ME_VLT 4,58 5,33 1,00 10,91 8.20E+06 4E+06 <8.9E+02 <10
FN_SV 4,71 7,08 2,08 13,87 5.10E+06 6E+05 <8.9E+02 1E+01
PN_SV 0,80 5,00 0,00 5,80 9.30E+05 2E+05 <8.9E+02 1E+03
VI_SV 6,00 8,13 1,00 15,13 2.30E+07 2E+06 <8.9E+02 <10
HY_SV 0,00 0,00 0,00 0,00 9.10E+05 8E+06 <8.9E+02 <10
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Figura 3. Coeficientii de corelatie Pearson intre indicele
de frecventa a tratamentelor fitosanitare (TFI) si popula-
tia de drojdie (YP_MI - populatia de drojdie determinatd
prin metoda 1, YP_M?2 - populatia de drojdie determina-
td prin metoda 2, in cazul p<0,05 cercul albastru indicd o
corelatie pozitivd, cercul rosu indicéd o corelatie negativa,
cand p>0,05, cercul lipseste).

Dupa cum aratd analiza comparativé a influentei
tratamentelor fitosanitare folosite in podgoriile de vie
gestionate in mod conventional (folosirea fungicide-
lor de sintezd, penetrante) si ale vitei-de-vie condu-
se in mod organic (folosirea exclusivéd a fungicidelor
de contact pe baza de cupru), cuprul poate crea stres
pentru diferite specii de microorganisme [16]. Acest
fapt poate explica fenomenul paradoxal de ce podgo-
ria condusa organic poseda o populatie mai mica de
drojdie cultivabild. Mentionam ca structura calitativa
si cantitativd a microorganismelor la cele doua metode
de conducere a vitei-de-vie (organicd si conventiona-
1d) nu este clard si necesitd efectuarea unor cercetari
mai profunde.

Spre deosebire de studiul influentei factorilor cli-
matici, in studiul influentei produselor fitosanitare
asupra populatiei de microorganisme, in probele de
struguri Feteasca Alba cultivate in IGP Codru, Fe-
teasca Neagra si Viorica cultivate in IGP Stefan-Voda
a fost confirmati existenta bacteriilor cultivabile. Insi
din cauza numarului de probe limitat nu a fost posibild
stabilirea corelatiei dintre criteriul folosirii produselor
fitosanitare si populatia de microorganisme (totala +
cultivabild).

Rezultatele de izolare si de identificare a micro-
organismelor.

In trei recolte au fost izolate 6 specii de drojdie: in
recolta 2018 A. pullulans, M. pulcherrima, H. uarum
si R. glutinmis; in recolta 2019 A. pullulans, R. glutin-
mis, R. graminis; spectrul drojdiilor din recolta 2020
este similar cu cel din recolta 2018 - A. pullulans, M.
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pulcherrima si R. glutinmis. Mentiondm cd in cadrul
tuturor recoltelor analizate (2018-2020), a fost izolata
S. cerevisiae, a cérei rezultate de identificare sunt pre-
zentate in figura 4.

Dupa cum se observa din electroforegramele obti-
nute, tulpina S. cerevisiae izolata din recolta 2020 este
total diferita de tulpina S. cerevisiae izolatd din recolte-
le 2018 si 2019. Acest fapt justifica studierea diferitelor
tulpini S. cerevisiae autohtone care reflecta biodiversi-
tatea unei anumite regiuni viticole [17] si care sustin
ideea cd anumite tulpini de drojdie native pot fi asoci-
ate cu un ferroir i cu specificitatea vinurilor obtinute.

In general, specia A. pullulans este considerati
una dintre cele mai abundente specii de pe suprafa-
ta boabelor strugurilor [18]. In calitatea sa de drojdie
oligotroficd, aceasta preferd mediul sarac in nutrienti.
Compusii organici volatili (COV) produsi de A. pullu-
lans au fost investigati pentru actiuni antagoniste im-
potriva Alternaria alternata si Botrytis cinerea [19].
Specia Rhodotorula este cunoscuta dupa potentialul
sdu de a produce exo-polizaharide, care la randul lor
pot proteja celulele impotriva stresului mediului, in
special in situatia in care se folosesc produse fitosani-
tare pe bazé de sulf [20]. Desi este o modalitate puter-
nica de control impotriva B. cinerea, utilizarea acestui
fungicid afecteaza compozitia microbiotei benefice,
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Figura 4. Rezultatul identificérii speciei de drojdie
S. cerevisiae, recoltele din anii 2018-2020.
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Figura 5. Morfologia bacteriilor izolate si identificate:
a) FN_VLT, recolta din 2018; b), ¢), d) - PN_SV, ME_VLT si EN_SV, recolta din 2020.

cum ar fi ciupercile cu proprietati micorizale. Agentii
de control biologic (BCA) sunt o alternativa eficientd
la fungicide, cunoasterea diversitatii microbiene loca-
le a strugurilor este foarte importantd pentru dezvol-
tarea strategiei de folosire a antagonistilor nativi.

Prezenta si cresterea speciilor M. pulcherrima si
H. uvarum se poate explica prin faptul eliberarii
mustului din boabe si se caracterizeaza printr-o po-
pulatie importanta pe suprafata strugurilor atacati
de mucegai. M. pulcherrima este o drojdie non-Sac-
charomyces, care incepe procesul de fermentare ina-
inte ca populatiile de drojdie Saccharomyces sd atin-
ga o densitate celulara suficienta pentru a defavoriza
activitatea drojdiilor non-Saccharomyces. In prezent,
drojdiile non-Saccharomyces tind sé fie privite ca fi-
ind favorabile fermentatiilor si contribuie la forma-
rea complexitétii aromei si gustului vinului. Drojdiile
non-Saccharomyces incep fermentatiile mai rapid si
contribuie la prevenirea stabilirii altor microorganis-
me nefavorabile in etapele initiale ale fermentatiei al-
coolice. Structura diversitatii microbiene a struguri-
lor meritd sa fie investigatd mai profund in Republica
Moldova, pentru a dezvalui mai precis specificitatea
micro terroir-ului local si a oferi sugestii pentru noi
strategii de vinificatie non-interventioniste in indus-
tria vinicold locala.

Populatia de bacterii in majoritatea probelor este
la un nivel foarte scazut, comparativ cu populatia de
drojdii. In acelasi timp, doud probe de Feteasca Nea-
grd (IGP Codru) si Feteasca Neagra (IGP Stefan-Vo-
dé) recolta 2019, precum si trei probe — Feteasca Alba
(IGP Codru), Feteasca Neagra (IGP Stefan Voda) si
Viorica (IGP Stefan Voda), recolta 2020 aratda o po-
pulatie totala de bacterii cultivabile mai mare. Trebuie
mentionat de asemenea ca probele din recolta 2020
poseda o morfologie specificd, posibil apartindnd spe-
ciilor bacteriilor lactice (LAB) sau bacteriilor acetice
(AAB) (figura 5). In cadrul acestui studiu nu a fost po-
sibild identificarea bacteriilor O. oeni, care sunt aso-
ciate mai frecvent cu fermentarea malolactica (MLF)
in vin.

Dupa cum se poate observa din figura 5a, au fost
identificate trei bacterii in strugurii recoltei 2018 —
Pediococcus damnosus (gri), care este o specie LAB in
forma de cocci sferici cu proprietéti nemobile, nefor-
matoare de spori si homofermentative. O alta specie
LAB identificata - Lactobacillus brevis (gri) — este o
specie in forma de bastonase (tijd). A treia specie
identificatd este Lactobacillus fermentum (roz), nu-
mita astfel pentru ca provoaca fermentatia, este o
specie obligatoriu heterofermentativa si are formd de
bastonase (tija). Colonii de bacterii din strugurii re-
coltei 2019 prezintd o morfologie foarte omogena (nu
se observa in imagini). Din strugurii recoltei 2020, a
fost izolata Gluconobacter oxydans (figura 5b). G. oxy-
dans, cunoscut anterior sub denumirea de Acetobacter
suboxydans, este o bacterie in formd de bastonase sau
ovale. Speciile din Figira 5c si 5d au fost identifica-
te ca Lactobacillus brevis si Lactobacillus fermentum.
Trebuie mentionat ca speciile bacteriene Lactobaci-
llus, Pediococcus si Leuconostoc sunt responsabile pen-
tru producerea acidului acetic, principalul acid volatil
din vin, si in concentratii sporite poate cauza apari-
tia defectelor (izurilor) organoleptice in produsele
vitivinicole.

CONCLUZII

Populatia totald de drojdii pe strugure variazd de
la 3.8E+04 pand la 2.3E+07 UFC/boaba, iar popula-
tia de drojdii cultivabile variaza de la 1.7E+03 pana
la 8.0E+06. Anul recoltei a avut un efect considerabil
asupra cantitatii de drojdii, dar PGI nu a avut un efect
semnificativ. Au fost identificate sase specii de drojdie:
A. pullulans, M. pulcherrima, H. uvarum, R. glutinmis,
R. graminis si S. cerevisiae. Tulpina de S. cerevisiae izo-
latd din recolta anului 2020 este total diferitd fatd de
recoltele anilor 2018 si 2019. S-a constatat ca tempera-
tura medie in luna recoltarii strugurilor influenteaza
in mod semnificativ cresterea atat a populatiei totale,
cat si a populatiei cultivabile de drojdie. Produsele fi-
tosanitare utilizate in combaterea faindrii reduc popu-
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latia cultivabild de drojdie, dar contribuie la cresterea
populatiei totale de drojdie. Utilizarea insecticidelor
contribuie la cresterea populatiei totale de drojdie,
dar nu are un impact asupra drojdiilor cultivabile.
Populatia de bacterii se caracterizeaza printr-un nivel
mai scazut in comparatie cu populatia de drojdie, cu
exceptia probelor de Feteasca Neagra (IGP Codru) si
Feteasca Neagrd (IGP Stefan Voda) din recolta 2019,
care prezintd o populatie de bacterii cultivabile cores-
punzitoare de 4,8E+05 si 3,5E+03 UFC/boaba. Din
strugurii recoltei 2019 nu a fost posibild izolarea bac-
teriilor lactice si bacteriilor acetice.

In cadrul studiului strugurilor recoltei 2020, din
soiul Feteasca Albd (IGP Codru) si soiurile Feteas-
ca Neagra (IGP Stefan Voda) si Viorica (IGP Stefan
Vodi) au fost izolate urmitoarele specii de bacterii:
G. oxydans, L. brevis, L. fermentum, iar din strugu-
rii recoltei 2018 au fost izolate speciile P damnosus,
L. brevis si L. fermentum.

Pentru a obtine o intelegere mai clara a terroir-
ului microbian al strugurilor din Republica Moldova,
in viitoarele cercetdri trebuie identificata structura co-
munitatii microbiene.
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