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Research on the etiology of a new disease of grapes: sour rot 

· S um m a r y. - The species of the yeasts associated with sour rot and the frequency of their 
isolation were determined. The most frequent genera were Candida, Pichia and Hanseniaspol'a. 
Species belonging .to these genera were able to induce the symptoms of the disease in vivo when 
inoculated into table grapes. However, other species less frequent have also been found able to 
induce the rot in vitm and to reproduce GLC profiles of volatile compounds of head space very simi
lar to those of naturally infected grapes. The extracellular lytic enzyme activity of isolated strains 
and their frequency in the population of infected grapes were studied. 

Introduction 

La manifestation des diverses infections phytopathogenes est sujette a des proces 
evolutifs qui dependent de nombreux facteurs tels que le choix des pratiques culturel
les et des traitements chimiques, specialement antiparasitaires. Ces interventions peu
vent alterer l'equilibre numerique des populations microbiennes et, par consequent, en 
modifier dans le temps les complexes relations interactives directes et indirectes. Un 
phenomene qui pourrait etre interprete selon cette optique est l'apparition ou la mise 
en evidence d'une «nouvelle» maladie de la vigne appelee «pourriture acide», non fortui
tement associee a l'amelioration du contröle chimique de l'incidence des attaques de 
Botrytis cinerea. Cette maladie, signalee en Italie par BISIACH et al. (1981, 1982), GUER
ZONI et MARCHETII (1982}, GUERZONI et al. (1982), est de plus en plus frequente aussi bien 
en zönes meridionales qu'en zönes septentrionales. Elle est reconnaissable par une 
forte oxidation des grains; ceux-ci presentent une pellicule de plus en plus fragile et 
perdent leur jus; cette maladie est signalee par une forte odeur d'acide acetique et par 
une presence constante d'individus de Drosophila spp. Les autres modifications chimi
ques concernent la presence d'acide galacturonique (GuERZONI et MARCHETII 1982} et 
une reduction de l'acidite fixe. L'acide gluconique et ses cetoacides sont generalement 
absents. 

Le caractere explosif par lequel la maladie se manifeste, presque exclusivement en 
phase de maturation avancee, rend difficile l'evaluation de la dynamique du proces et 
du röle joue par les diverses especes microbiennes, presque exclusivement levures, iso
lees dans et sur les fruits infectes (BISIACH et al. 1981, 1982, GUERZONI et MARcHETII 
1982, GUERZONI et al. 1982). 

Souvent la maladie est incorrectement confondue avec une attaque de B. cinerea; 
en effet souvent des traces de B. cinerea recule sont presentes dans les raisins atta
ques; elles pourraient indiquer un röle des micro-blessures provoquees par le champi
gnon en facilitant la penetration des agents de la pourriture acide. Des programmes 

1) Etude subventionnee par Je Centro Ricerche Viticole ed Enologiche (C.R.V.E.), Universitä di 
Bologna. 

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by JKI Open Journal Systems (Julius Kühn-Institut)

https://core.ac.uk/display/235693072?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


56 RosA MARCHETI'I, M. ELISABEITA GUERZONI et M. GENTILE 

differencies de defense contre le B. cinerea ont mis en evidence des correlations positi
ves entre l'apparition des deux infections (BISIACH et al. 1981, MORANDO et al. 1983). 

Dans ce travail nous presentons !es resultats de 2 annees d'experiences, conduites 
selon deux lignes: 1 - identification des agents etiologiques de la maladie et 2 -
recherche des mecanismes biochimiques favorisant le proces de penetration dans !es 
tissus de l'höte. 

Materie( et methodes 

Isolements et comptages de la population microbienne 

Les isolements ont ete effectues dans des localites et sur des cepages divers de rai
sins de table et de cuve. Les grains preleves un par un, aseptiquement, ont ete suspen
dus en quantite connue de solution physiologique et traites a ultra-sons selon MARTINI 
et al. (1980). 

Milieu d'isolement: Sabouraud Difco. 
Pour l'identification des levures nous avons employe la methode de BARNEIT et al. 

(1979) ou elles ont ete identifiees par Ja C.B.S. 
Inoculations artificielles: Les inoculations sur !es cepages de table Thompson 

Seedless, Sultanina Muscato, Sultanina Nera, Fiesta, Delight, Apirene Bruna, Palieri 
ont ete effectuees a Ja floraison par pulverisation de Suspensions de levures en Solution 
physiologique (104 cellules/ml) sur toute Ja surface de chaque plante. 

Les inoculations en laboratoire ont ete effectuees separement sur des grains deta
ches, sterilises avec hypochlorite, sans ou avec micro-blessures. Nous avons employe 
4 echantillons de raisins de ·table de l'Afrique du Sud. Pendant l'incubation nous avons 
contröle la temperature et l'humidite relative. 

Analyse GLC de l'espace de tete: Pour les milieux liquides 5 ml de culture ont ete 
additionnes de 5 g de Na2S04 anhydre et conditionnes a 60 °C pendant 10 min. Nous 
avons injecte 500 µ! de Ja vapeur de l'espace de tete. Conditions analytiques: Modele 
C. Erba 4160 HRGC, colonne capillaire en verre (40 m x 0,3 mm) recouverte sur la sur
face interieure d'un film (0,1-0,15 µm) de la phase stationnaire FFAP; temperature de 
la chambre 35 ° C. 

Pour les echantillons de raisin on a injecte directement 500 µ! de vapeur en equi
libr e apres 6 h en sachets cachetes. 

Activite lytique: L'activite proteolytique a ete determinee sur caseine selon AHE
HARN et al. (1968). L'activite lipolytique a ete determinee sur milieu synthetique solide 
additionne de Bacto-lipase reagent (Difco). 

L'acide acetique a ete determine enzymatiquement selon HOLZ et BERGMEYER 
(1974). 

Resultats et discussion 

Caracterisation des especes des levures isolees de rai
sins infectes 

Les isolements conduits pendant 2 ans (1981, 1982) et en·localites diverses ont mis 
en evidence une remarquable heterogeneite temporelle et micro-geographique des 
especes de levures isolees. 

Dans le Tableau 1 nous reportons la designation taxonomique des especes ainsi 
que Ja frequence d'isolement pendant !es 2 annees dans !es milieux divers sur 291 isole-
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Tableau 1 

Designation taxonomique et nombre des souches isolees sur des raisins pourris de localites diverses 

Taxonomie designation and number of yeasts isolated on rotten grapes from different localities 

Armee 1981 Annee 1982 

Total Total 
Tebano Argelato Tebanol) des Argelato Forli des 

isoles isoles 

Echantillons pourris 62 20 17 28 11 
examines 

Echantillons sans 0 0 0 0 0 
levures 

Echantillons avec 10 0 1 18 7 
bacteries 

Designation taxonomique: 

Candida steatolytica 21 0 6 27 3 0 3 

Metschnikowia pulcher- 5 0 7 12 3 2 5 
rima 

Candida sorbosa 5 10 0 15 6 5 11 

Candida ssp. 15 20 5 40 1 0 1 

Pichia membranaefa- 12 2 3 17 8 2 10 
ciens 

Pichiaspp. 18 12 7 37 10 1 11 

Hanseniaspora spp. 8 1 10 19 15 2 17 

Issatchenkia sp. 4 0 0 4 6 2 8 

Endomycopsella cratae- 6 0 1 7 3 0 3 
gensis 

Endomycopsella vini 2 0 0 2 5 0 5 

Zygosaccharomyces 0 0 0 0 0 3 3 
spp. 

Saccharomyces spp. 1 10 4 15 0 0 0 

Saccharomyces Judwigii 0 0 0 0 5 0 5 

Brettanomyces spp. 2 0 1 3 1 0 1 

Especes non identifiees 2 1 2 5 2 3 5 

1) Raisins surmüris. 

ments. Nous reportons aussi la frequence d'isolement des bacteries sans en preciser 
l'espece. 

II faut signaler que le nombre de cellules de levure/ml de jus dans les raisins pour-
ris est en moyenne de (1-5) · 106/ml. 

Les especes les plus frequentes etaient en 1981 Candida steatolytica, Candida spp., 
Hanseniaspora spp., Pichia spp. et en 1982 Hanseniaspora spp., Pichia spp., C. sorbosa. 

Celles-ci ne correspondent pas aux levures plus frequentes dans les raisins sains 
de la meme localite et dans les vignobles en general (DAVENPORT 1976). Les questions 
qui se degagent de ces resultats peuvent etre formules de la fa~on suivante: 
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Tableau 2 

Influence de l'inoculation a la floraison sur l'apparition de l'infection a la vendange 

Influence of inoculation at flowering on the appearance of infection at harvest 

Souche inoculee 
% de plantes pourries % de grappes infectees sur celles inoculees 

MAl (Pichia membranaefaciens) 43 37 

B37 (Candida krusei) 27 20 

lOH (Candida steatolytica) 60 49 

Endomycopsella vini 80 62 
+Candida steatolytica (57D + lOH} 

Plantes inoculees pourries totales 57 42 

Plantes non inoculees pourries totales 28 21 

1 - Existe-t-il dans la maladie une specificite de röle, ou l'espece est-elle sans 
influence? 
2 - Les levures que nous trouvons au moment de l'isolement sont-elles directement 
liees au proces infectif, ou encore se multiplient-elles a la suite des modifications 
determinees par d'autres organismes? 

Pour repondre a ces deux questions nous avons suivi deux directions: les inocula
tions artificielles en champ et en laboratoire et la comparaison des produits volatils du 
metabolisme in vitro et in vivo des souches isolees. 

Inoculations experimentales en champ 

Pour une demonstration directe du röle joue par les levures comme agents primai
res et secondaires de la pourriture acide nous avons inocule artificiellement 96 plantes 
de raisins de table a la floraison. Les Souches ont ete choisies parmi celles qui ont ete 
isolees en 1981 des raisins infectes. Les resultats des Observations effectuees a la 
recolte figurent dans le Tableau 2. 

L'inoculation avec les diverses souches a comporte, exception faite de C. krusei, 
une augmentation de l'incidence de la maladie particulierement evidente dans la com
binaison Endomycopsella vini plus C. steatolytica. 

Les isolements effectues sur des echantillons pourris de plantes inoculees ont per
mis d'isoler de nouveau des individus appartenant aux especes inoculees a la floraison 
et des individus de C. sorbosa, Metschnikowia pulcherrima, E. crataegensis et Hanse
niaspora spp. presents en proportions diverses. Les divers cepages ont demontre une 
sensibilite differente envers l'infection; les cepages Delight et Perlette ont ete attaques 
le plus frequemment; 8 sur 10 plantes le cepage Delight et 9 sur 10 plantes le cepage 
Perlette. Nous avons oberve la meme incidence d'infection sur les plantes de contröle 
non inoculees. Par contre, Thompson Seedless et Sultanina Muscat se sont reveles etre 
les plus sains. 

Inoculations artificielles sur des grains detaches et 
sterilises 

Nous avons considere quelques variables, telles que temperature (21 et 28 ° C), 
humidite relative, presence d'activateurs de croissance et de micro-blessures sur la sur
face du grain. 
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Nous avons inocule toutes !es souches indiquees dans Je Tableau 1, separement ou 
en combinaison (deux a deux), sur 4 echantillons de raisin de table provenant de l'Afri
que du Sud. II n'est pas facile d'en interpreter !es resultats, etant donne que dans quel
ques combinaisons !es symptömes de la maladie se sont manifestes sur !es baies d'un 
echantillon et non sur !es autres. Les combinaisons les plus efficaces ont ete M pul
cherrima plus E. crataegensis, suivies par M pulcherrima plus H. uvarum, qui ont 
donne des resultats positifs sur tous !es echantillons a 28 °C et a une humidite relative 
de 95 % meme, bien que dans une plus faible proportion, sur des grains non leses arti
ficiellement. 

Comparaison des metabölites volatiles 

Au cours de Ja mise au point d'une methode rapide et reproduisible de classüica
tion des levures nous avons observe que !es profils GLC des composants volatils de 
l'espace de tete, en equilibre avec le milieu de culture, peuvent constituer une csigna
ture» de l'espece examinee. La reproduisibilite de cette methode, qui ne selectionne 
qu'un nombre limite des composants !es plus importants, est tres elevee si eile est 
effectuee dans des conditions de culture «Standard» (travail en cours d'elaboration). 

Nous avons applique cette methode dans l'identification de levures responsables 
ou de toute facon associees a la pourriture acide. Nous avons mis en rapport les profils 
GLC de l'espace de tete des echantillons de grappes avec pourriture naturelle et des 
echantillons des grains artificiellement inocules avec les profils de cultures sur mout de 
toutes les souches appartenant aux especes indiquees dans le Tableau 1. Dans la figure 
nous montrons les modeles des profils des grappes saines et de celles qui sont atteintes 
du B. cinerea et de la pourriture acide. A l'aide de cette methode nous avons examine 
30 echantillons de raisins malades des cepages Merlot, Sangiovese, Trebbiano prove
nant de localites diverses; nous avons toujours obtenu le meme modele GLC, bien dif
ferent de celui des grappes atteintes par B. cinerea. Du point de vue quantitatif nous 
avons observe dans tous les 30 echantillons des rapports constants dans les aires de 
divers pics. Particulierement le rappoi:t entre acetate d'ethyle et l'ethanol est en 
moyenne de 0,16 avec un cr/x du 10,2 %. L'aire totale du profil est par contre directe
ment proportionnelle au pourcentage de la surface infectee. 

Parmi toutes les especes que nous avons examinees deux seulement ont donne des 
profils GLC presque identiques a ceux des grappes atteintes par la pourriture acide 

Tableau 3 

Distribution d'activites lytiques extracellulaires dans !es souches isolees sur des raisins pourris et 
sains 

Distribution of extracellular lytic activities in the yeasts isolated on healthy and rotten grapes 

Nombre O/o d'activite O/o d'activite O/o d'activite 
d'isoles pectolytiquel) proteolytiquel) lypolytiquel) 

Raisins pourris 

Annee 1981 195 5 21 49 

Annee 1982 88 8 12 40 

Raisins sains 

Annee 1981 30 0 30 50 

1) Pourcentage de souches dotees d'activite. 
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naturelle: M pulcherrima et H. uvarum, cultivees sur mout ou inoculees separement et 
en combinaison sur des grains sterilises. 

Les resultats peuvent suggerer que ces deux especes jouent une röle comme agents 
primaires ou secondaires de la pourriture. Cela peut sembler en contradiction avec les 
resultats des isolements qui n'indiquaient pas toujours ces especes comme etant les 
plus frequentes. D'autre part il faut considerer que dans les milieux «Standard> des exi
gences specifiques peuvent alterer l'evaluation des rapports quantitatifs. 

Modeles de profils GLC des composants 
volatils de l'espace de tete. - a, b, c: 
Espace de tete des grappes avec infec-
tion naturelle et des grappes saines; d, e: 
espace de tete des cultures des souches 
de Metschnikowia pulcherrima et Han-
seniaspora uvarum dans Je moUt; f: 
espace de tete des grains infectes artifi-
ciellement avec M. pulcherrima + 
H. uvarum. - Pies: 1: Acetaldehyde; 2: 
aldehyde formique; 3: acetate d'ethyle; 4: 
non identifie; 5: ethanol; 6: n-propanol; 
7: isobutanol; 8 et 9: alcools amyliques. 

GLC profile patterns of headspace vola-
tile compounds. - a, b, c: Head space 
volatile compounds of naturally infected 
and healthy grapes; d, e : of Metschniko-
wia pulcherrima and Hanseniaspora 
uvarum in must; f: of berries artificially 
inoculated with M. pulcherrima + 
H. uvarum. - Peaks: 1: Acetaldehyde; 2: 
formic aldehyde; 3: ethyl acetate; 4; not 
identified; 5:· ethanol; 6: n-propanol; 7: 
isobutanol; 8 and 9: amylic alcohols. 
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Caracterisation physiologique des souches 

L'identification de quelques especes de levures comme etant probablement respon
sables des manifestations chimiques de la maladie ne nous permet pas d'en compren
dre la dynamique, soit en ce qui concerne les mecanismes de penetration dans les 
tissus, ou bien de la production importante d'acide acetique par les levures. En ce qui 
concerne le premier point, meme en tenant compte du röle probable des lesions de 
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nature diverse qui favorisent la penetration des levures dans le grain, nous avons cher
che a identifier si les souches plus frequemment isolees dans les raisins infectes sont 
dotees d'un equipement enzymatique capable d'en favoriser la penetration et le deve
loppement. Nous avons determine les activites proteolytiques, pectolytiques et lypolyti
ques extracellulaires, souvent associees a la virulence des agents phytopathogenes, soit 
dans les souches isolees des raisins pourris soit dans celles provenant de raisins sains 
du meme micro-milieu. 

Les elements fournis par ces resultats, figurant dans le Tableau 3, peuvent etre 
resumes comme suit: 
1 - L'activite pectolytique extracellulaire est presente surtout dans une espece, E. vini, 
souvent isolee dans des raisins atteints de pourriture acide et absente sur les raisins 
sains. L'activite depolymerisante de ces enzymes, meme en presentant des differences 
entre les souches, est du meme niveau que celle des souches de Saccharomyces fragilis, 
notamment la levure ayant la plus grande activite. Selon la methode employee, toutes 
les souches ont presente une depolymerisation moyenne de 60 %, exprimee en baisse 
de viscosite. 
2 - L'activite proteolytique est presente en pourcentage plus eleve dans les souches 
isolees dans les raisins sains. 
3 - L'activite lipolytique est indifferemment representee dans les deux groupes d'iso
lees. 

Production d'acide acetique 

L'indicateur chimique de la pourriture est l'acide acetique, toujours accompagne 
d'acetate d'ethyle. Dans les levures cette production en quantite de 1 g/l est rare, meme 
si elle a ete plusieurs fois observee, pendant la vinification, a la suite de la presence 
d'especes du genre Hanseniaspora et de son anamorphe Kloeckera. 

Egalement S. cerevisiae dans des mouts tres sucres, ou par l'effet des modifications 
nutritives apportees aux mouts par le B. cinerea, peut en produire des quantites consi
derables (RIBEREAU-GAYON 1982). Les levures du genre Brettanomyces sont caracteri
sees par une forte inhibition de la fermentation en conditions anaerobiques (effet Cus
ters) avec une formation consequente d'acide acetique de l'acetaldehyde (ScHEFFERS et 
MISSET 1974, CARRASCOSA et al. 1981). Une autre condition a meme d'induire dans les 
levures la production de cet acide est le pH pres de la neutralite. Cette voie, appelee 
troisieme voie de la fermentation, a ete recemment consideree par YoNG et al. (1980) a 
propos de S. rouxii dans la production de sauce du soja. La capacite de former esters et 
en particulier acetate d'ethyle a ete signalee par YONG et al. (1981), toujours en S. rouxii 
a pH neutre et en Hansenula anomala en aerobiose et en semianaerobiose (DAVIES, 
FALKINER, WILKINSON et PEEL 1951, PEEL 1951, LAUREMA et ERKAMA 1968; cit. par YONG et. 
al. 1981). . 

Dans le cas de la pourriture acide la quantite d'acide acetique present dans les 
baies pourries varie de 0,3 a 12,4 g/l de jus {GUERWNI e MARCHE'ITI 1982). Toutes les Sou
ches appartenant a des especes differentes isolees de raisins pourris et cultivees en 
conditions standard et sur mouts en produisent des quantites tres semblables de 0,5 g/l. 
Seules les souches appartenant aux genres Candida et Dekkera peuvent en produire 
des quantites de 1 g/l. 

Dans l'hypothese que la production d'acide acetique peut etre la consequence d'une 
alteration metabolique des levures, derivant des conditions physiologiques particulie
res du fruit, nous avons cherche a evaluer l'influence de certains facteurs nutritifs ou 
meme inhibiteurS" sur le metabolisme des levures. 
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Tableau 4 

Influence sur la production d'acide acetique des modifications apportees au moilt par 5 especes de 
levures isolees frequemment sur les raisins infectes 

Influence of must modifications on the acetic acid production by 5 yeast species more frequently 
isolated on rotten grapes 

Production d'acide acetique (g/1) 
Conditions 

Moyenne Minimum Maximum 

Mout temoinl) 0,34 0,06 1,13 

MoutapH62) 1,74 0,84 3,60 

MoUt + 50 ppm de vinchlozol!ne 0,30 0,17 . 0,53 

Mout botrytisea) 0,69 0,15 3,00 

Mout additionne de: 

Glucose 10 % 0,37 0,17 0,64 

Glucose20 % 0,39 0,13 0,87 

Fructose 10 % 0,51 0,26 1,00 

Fructose 20 % 0,37 0,21 0,67 

K+ 0,25% 0,31 0,12 0,48 
K+ 0,5 % 0,33 0,18 0,57 
K+ 0,75% 0,28 0,18 0,54 

K+ 1,5 % 0,53 0,24 0,75 
K+ 2,5 % 0,56 0,13 0,99 
K+ 5 % 0,57 0,30 0,84 

K+ 10 % 0,51 0,22 0,93 

1) Moilt Trebbiano avec 15 % en sucres, pH 3,3. 
2) pH modifie avec NaOH. 
3) Moilt inocule a"'.!!C Botrytis cinerea, filtre sterilement apres 15 d et inocule de nouveau avec les 

5 souches. 

Dans le Tableau 4 nous reportons les valeurs moyennes obtenues sur 5 souches 
appartenant aux especes choisies parmi les plus frequentes. 

La condition qui, dans toutes !es souches, augmente davantage la production est le 
pH neutre. Un developpement precedent dans le meme mout de B. cinerea et une con
centration elevee de sucre peuvent aussi augmenter l'acide acetique. Meme si le pH du 
mout est d'environ 3-3,3 nous ne pouvons pas exclure que des conditions physiologi
ques particulieres puissent alterer le pH de quelques micro-milieux du grain. 

Conclusions 

La pourriture acide est une manifestation atypique, par rapport aux autres affec
tions de la vigne et, plus en general, des fruits. On peut y associer, en effet, des levures, 
organismes rarement consideres des agents phytopathogenes primaires; la «signature» 
de la maladie est specifiquement chimique: presence d'acide acetique et d'acetate 
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d'ethyle, enfin la cinetique de la manifestation est explosive et peu dependante des 
conditions climatiques, meme si des lesions dues a des influences meteorologiques 
peuverit la favoriser. 

L'element le plus important de cette atypicite est le manque d'une stricte specifi
cite de l'agent etiologique. Nous avons essaye d'affronter ce probleme, eminemment 
phytopathologique, outre par les techniques les plus usuelles d'isolement et d'identifi
cation, par l'application de l'analyse GLC de l'espace de tete des composants volatils. 
Cette approche, en conformite avec les resultats obtenus par analyses traditionnelles 
(GUERWNI et MARCHETrl 1982), nous a amene a etablir que le modele chimique de la 
maladie est constant et reproduisible in vitro de la part de quelques especes telles que 
M. pulcherrima et H uvarum, seules ou en association. 

Un autre element d'interet est la frequence elevee d'activites pectolytiques extra
cellulaires dans les souches isolees de raisins pourris et appartenant aux especes E. 
crataegensis et E. vini. Ces especes, incapables de produire les metabolites volatils 
caracterisant la maladie, pourraient toutefois favoriser la penetration dans les tissus 
d'autres especes. 

Le probleme le plus grave derivant de l'infection est la presence d'acide acetique 
qu'on ne peut plus eliminer en cave. Nous ne sommes pas encore en mesure de donner 
une explication d'une production si elevee par les levures. 

Du reste la connaissance incomplete des evenements qui se succedent au cours de 
la maladie rend difficile, meme in vitro, de simuler des conditions chimico-physiques et 
nutritionnelles capables d'induire dans les levures ce qui probablement doit etre consi
dere comme un dismetabolisme. 

Resume 

Les especes et la frequence d'isolement des levures associees a la pourriture acide 
ont ete determinees. 

Les genres les plus frequemment isoles ont ete Candida, Pichia et Hanseniaspora, 
qui sont a meme de reproduire in vivo les symptömes de la maladie. Neanmoins 
d'autres especes, bien que moins frequentes, se sont revelees etre capables de provo
quer la pourriture acide in vitro et de reproduire des profils GLC des composants vola
tils de l'espace de tete tres semblables a ceux des grappes infectees naturellement. 

Les activites enzymatiques extracellulaires lytiques et leur frequence dans la 
population des levures isolees sur les raisins pourris ont ete etudiees. 
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