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Untersuchungen über die Verteilung der Hefen auf der Oberfläche der Weintraube 

Z u s a m  m e n f a s s u n g. - Im Rahmen einer ökologischen Bearbeitung der Hefen 

in Rebanlagen wurden mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskopes die verschiedenen Tei
le der Traube - Traubenachse mit Seitenästen, Beerenstiele und Beeren - sowie die 

Verteilung der Hefen auf deren Oberfläche untersucht. In Verbindung mit den Arbeiten 

anderer Autoren über die Beere vermitteln die morphologischen Untersuchungen im 

ultramikroskopischen Bereich eine bessere Kenntnis des Substrates, auf dem die Hefe

zellen vorkommen, sowie das Verständnis für die ökologischen Bedingungen, unter denen 
die Hefen auf der Weintraube leben und sich vermehren können. Die vorliegenden Be

obachtungen zeigen, daß sich die Hefen nicht gleichmäßig über die ganze Weintraube ver

teilen: Die Traubenachse mit ihren Verzweigungen scheint vollkommen frei von Hefen 

zu sein, während das Fruchtpolster der Beerenstiele dicht mit Hefen besiedelt ist. Auf den 

Beeren sind die Stomata und die peristomatischen Bezirke bevorzugte Zonen für die 
Vermehrung der Hefen. Auffällig viele Hefen lassen sich im Bereich von Oberflächen

rissen nachweisen, aus denen Zellsaft ausgetreten ist. Die hierin eingeschlossenen Hefen 

zeigen - im Gegensatz zu den Hefen, die von der Wachsschicht der Beerenschale isoliert 

wurden - eine besonders intensive vegetative Vermehrung. Die mitgeteilten Beobach

tungen erlauben es, die gegenwärtig angewandten Methoden zur Isolierung der Mikro
flora auf Weintrauben zu verfeinern. 

Introduction 

Toute etude ecologique gagne a etre affinee en utilisant les moyens d'investiga

tion les plus directs; jusqu'ici, !es methodes employees dans !es recherches sur l'eco

logie des microorganismes, et en particulier, des Levures, etaient basees sur des tech

niques indirectes: isolement et developpement de populations a partir de preleve

ments empiriques, notamment apres broyage ou simplement par immersion des or

ganes preleves dans des milieux de culture appropries. 

De telles methodes, indispensables pour identifier !es especes auxquelles on a 

affaire n'apportent cependant aucun renseignement, ni sur Ja localisation exacte 

des microorganismes, ni sur leur densite, ni sur l'ecologie de leur habitat. 

C'est ainsi qu'il etait communement admis jusqu'ici que les Levures vivant en 

association avec la Vigne se rencontrent notamment a Ja surface de la pruine des 

baies de raisin (vAN Zn et DU PLEss1s 1961, RrnEREAu-GAYON et PEYNAUD 1964). VAN Zn 

et Du PLEss1s (1961) ont pense que les Levures sont enrobees dans la couche cireuse 

recouvrant !es raisins. 

D'autre part, les travaux concernant l'ecologie des Levures de vin utilisaient les 

techniques suivantes: 

1) Lavage des grappes a l'eau distillee sterile (VERONA et ZARDETTO DE TOLEDO

1964, PARLE et DI MENNA 1966). 

2) Incubation du jus recueilli apres pressage sterile de la grappe (MRAK et

McCwNG 1940, DoMERCQ 1956, BENDA 1962, SvEJCAR 1968). 
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3) Immersion du raisin dans du jus de raisin sterile, puis incubation (vAN Zn

et DU PLESSJS 1961). 

La diversite des methodes employees devrait conduire a beaucoup de prudence 

dans l'estimation des frequences des especes. C'est une des conclusions de KuNKEE 

et AMERINE (1970) que nous faisons nötre. 

Les seuls travaux precis concernant la repartition des Levures sur les fruits ont 

ete effectues par BEECH et DAvENPORT (1970) sur la pomme. Ces auteurs ont aussi in

dique la possibilite d'utiliser la microscopie electronique a balayage dans de telles 

recherches, notamment lors de l'etude des Levures de la phyllosphere de Malus 

sylvestris et Vitis vinifera (BEECH et DAvENPORT 1971). 

Notre travail a pour but de determiner la repartition des Levures a la surface 

de la grappe de raisin (BELIN et HENRY 1972), dans le double but d'en mieux con

naitre les conditions de vie et de mettre au point une methode plus fine d'isolement 

de la microflore. 
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Les grappes de raisin ont ete prelevees a la fin de septembre 1971, au moment 

des vendanges, sur le cepage Pinot de Vitis vinifera L. Les grappes, sectionnees a

l'aide de eiseaux sterilises par flambage a l'alcool, ont ete placees dans des bocaux 

prealablement sterilises au four Pasteur a 180° C pendant une heure. 

Au laboratoire, elles ont ete immediatement preparees pour l'examen en mi
croscopie electronique a balayage. 

P r e p a r a t i o n  d e s  e c h a n t i l l o n s

Les fragments de grappe devant etre exammes furent congeles rapidement en 

les plongeant dans l'azote liquide, puis deshydrates par lyophilisation afin de garder 

au materiel son aspect habituel. Les echantillons furent ensuite colles sur une pla

tine porte-objet en aluminium et recouverts d'un mince film d'or (800 A) par eva

poration sous vide. Les objets ont ete alors examines au microscope electronique a

balayage «Stereoscan» (Cambridge) suivant les modalites decrites anterieurement 

(BELIN 1972). 

Resultats 

Avant d'aborder la repartition des Levures sur la grappe de raisin, nous exami

nerons la morphologie des diverses parties de cette grappe. En effet, la microscopie 

electronique a balayage donne des vues nouvelles de la cuticule des cellules epider

miques ainsi que des stomates et lenticelles se rencontrant sur les divers elements 

de la grappe. La morphologie de la pruine et des stomates de la baie de raisin com

mence d'ailleurs a etre mieux connue (BEss1s 1972 a et b). 

1. Morphologie inframicroscopique de la grappe de raisin

La microscopie electronique a balayage montre la morphologie de la surface 

cuticulaire ou de la eire superfieielle de la cuticule (HoLLOWAY 1971). 

La grappe de raisin se compose de trois parties que nous examinerons suc

cessivement: la rafle, les pedicelles et les baies (Schema 1). 

a. L a  r a f 1 e 

L'epiderme de la rafle possede des stomates fonctionnels (Fig. 1) dont les cel

lules sont recouvertes par une epaisse cuticule depourvue d'ornementations (THEI

LER 1970). Leur longueur est d'environ 40 µ; leur densite au millimetre carre varie de 

3 a 6. 

La cuticule recouvrant l'epiderme presente, en dehors des stomates, des depöts 

de cires constitues de granules de 1 a 1,5 µ de diametre (Fig. 2). 

b. Le p e d i c e 11 e

11 apparait compose de deux parties morphologiquement differentes: une partie 

cylindrique s'inserant sur la rafle et un bourrelet sur lequel vient s'attacher la baie. 

- Partie cylindrique: les stomates rencontres dans cette zone ne sont plus fonc

tionnels; ils sont generalement situes sur des dömes formes de tissus morts pre

sentant des cassures et correspondant a des lenticelles (Fig. 3). La cuticule des cel

lules epidermiques peut etre soit lisse, soit recouverte par de petits granules de eire

cuticulaire identiques a ceux observes sur la rafle (Fig. 4).
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- Bourrelet: il correspond a une zone elargie et tres deformee du pedicelle. Ex

terieurement, il est constitue par une juxtaposition de lenticelles presentant de

nombreuses cassures (Fig. 5). 11 semble que Ja plus grande partie des tissus super

fieiels de cette region soient morts. La cuticule des cellules epidermiques, generale

ment lisse, peut presenter de petits granules ou des amas plus ou moins lamellaires

de eire cuticulaire.

c. L a  b a i  e

Plusieurs faits sont a souligner:

Au cours de la maturation du fruit, il se produit peu a peu un decollement 

entre Ja baie et son pedicelle (Fig. 6). 
A maturite, Je fruit presente environ 25 a 40 stomates. Ceux-ei, non fonctionnels, 

ont une aureole de tissus peristomatiques constitues de cellules suberisees, mortes, 
a parois rigides. Cette aureole est limitee exterieurement par une cassure des tissus 

superficiels (BEss1s 1972 b) (Fig. 7). Le diametre d'un stomate et de son aureole est 

d'une centaine de microns. 

Les restes du stigmate de la fleur apparaissent comme une protuberance d'envi

ron 400 µ de diametre et de 100 a 200 µ de hauteur pourvue d'une depression en son 

centre (Fig. 8). Les papilles stigmatiques sont encore nettement visibles. 

La pruine qui recouvre taute la baie est formee par des depöts de eire a Ja sur

face de Ja cuticule. Sur le fruit mur, ces depöts ont Ja forme d'amas plus ou moins 

ramifies, a bordure dechiquetee, constitues de granules (CHAMBERs et Poss1NGHAM 1963, 

BEss1s 1972 a). Les elements de ces amas ont environ 1 a 3 µ de hauteur (Fig. 9). Cette 

pruine disparait brusquement au niveau de la cassure de l'aureole peristomatique 

(Fig. 10). 

2. Repartition des Levures sur !es diverses parties de Ja grappe

Les Levures, en microscopie electronique a balayage, se reconnaissent aisement

et ne peuvent etre confondues avec d'autres microorganismes en raison de leur 

taille, de l'absence d'ornementation de Ja paroi cellulaire (contrairement a la plupart 

des spores de moisissures), de Ja formation de pseudomyoelium et surtout de leur 

bourgeonnement et de Ja presence de eicatrices de bourgeonnement (Bn1N 1972). 

Les Levures se rencontrent en quantites tres variables suivant !es parties de Ja 

grappe. 

Planche I 

Fig. 1: Stomate de l'epiderme de la rafle d'une grappe de raisin. 
Fig. 2: Morphologie de la eire cuticulaire de la rafle. 

Fig. 3: Aspect morphologique d'une lenticelle a la surface de la partie cylindrique du 
pedicelle. Remarquer la presence de filaments myceliens de moisissures. 

Fig. 4: Morphologie de la eire cuticulaire du pedicelle. 
Fig. 5: Aspect morphologique du bourrelet du pedicelle. Noter l'abondance de lenticelles 

de grande taille, dont les tissus superficiels presentent de nombreuses dechirures. 
Fig. 6: Zone de separation entre le pedicelle et la baie de raisin montrant le decolle
ment de cette derniere. Nombreux filaments myceliens allant du pedicelle a la surface 

de la baie. 
Fig. 7: Stomate de l'epiderme de la baie de raisin. Remarquer l'ouverture rigide du 
stomate qui n'est plus fonctionnel et l'aureole de tissus peristomatiques bordee par des 

cassures superficielles. 
Fig. 8: Restes du stigmate. Les papilles stigmatiques sont encore visibles. Nombreux 

filaments myceliens de moisissures. 
Sauf indication contraire, le trait en bas, a droite, correspond a une longueur de 20 µ. 
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a. L a  r a  f 1 e

Nous n'avons observe que tres peu ou pas de Levures a la surface de la cuticule

des cellules de la rafle: une seule cellule avec un jeune bourgeon. Les stomates et 

leur voisinage apparaissent completement depourvus de Levures. 

b. L e p e d i c e 11 e

Les observations revelent la presence d'un grand nombre de Levures; la den

site des cellules est surtout tres importante au niveau du bourrelet. Nous distingue

rons a nouveau deux parties: la zone la plus etroite du pedicelle - ou partie cylin

drique - et la zone du bourrelet. 

- Partie cylindrique: les Levures se rencontrent le plus souvent en petits amas au

niveau des lenticelles (Fig. 11 et 12), et beaucoup plus rarement, en cellules isolees

a la surface de la cuticule de l'epiderme de ce pedicelle. Certaines portions des

amas semblent engluees dans un depöt d'origine inconnue. Les cellules trouvent

apparemment dans ces zones des nutriements en quantites suffisantes pour se mul

tiplier et former un pseudomycelium pouvant penetrer a l'interieur des d·echirures

de la lenticelle.

- Bourrelet: les Levures sont tres abondantes a son niveau. Les cellules isolees

sont frequentes et ne semblent se diviser que tres rarement (les cellules ne posse

dent qu'un ou deux bourgeons) (Fig. 13). Les amas cellulaires sont tres nombreux

et importants sur la cuticule des lenticelles (Fig. 14, 15 et 16). Tres souvent, les cel

lules penetrent dans les dechirures des lenticelles (Fig. 14, 15 et 18). Comme prece

demment, dans certaines zones, les cellules sont engluees dans un depöt d'origine in

connue (Fig. 17).

c. L a  b a i e

Nous n'avons observe que tres rarement des cellules isolees a la surface de Ja 

pruine des baies de raisin. Parfois, une blessure de l'epiderme du fruit peut entrai

ner la secretion de suc cellulaire de la pulpe. Cette secretion, masquant la pruine, 

offre alors un excellent substrat pour la proliferation des levures (Fig. 19). 

Dans la plupart des cas, il est possible de distinguer trois zones preferentielles 

de developpement des Levures a la surface de la baie de raisin: 

Planche II 

Fig. 9: Morphologie des amas de eire a Ja surface de l'epiderme de Ja baie de raisin. 
Fig. 10: Disparition de la pruine au niveau des cassures de l'aureole peristomatique. 

Fig. 11: Amas de cellules de Levures en bordure de la cassure d'une lenticelle situee sur 
Ja partie cylindrique du pedicelle. 

Fig. 12: Amas de cellules de Levures a Ja surface d'une lenticelle (partie cylindrique du 
pedicelle). Les cellules penetrent, sous forme de pseudomycelium, a l'interieur de la 

cassure. 
Fig. 13: Cellules de Levures isolees a la surface de la cuticule epidermique du pedicelle. 
Fig. 14: Amas de cellules a la surface d'une lenticelle du bourrelet pedicellaire. A droite, 
stomate non fonctionnel sur lequel s'est formee la lenticelle. Remarquer les cellules de 

Levures sous forme de pseudomycelium. 
Fig. 15: Cellules de Levures a Ja surface d'une lenticelle du bourrelet. 

Fig. 16: Amas de cellules a la surface d'une lenticelle du bourrelet. Remarquer Je grand 
nombre de cellules a l'interieur de Ja cassure. 

Fig. 17: Detail d'une portion du cliche precedent montrant !es Levures en surface et a
l'interieur de la cassure. Certaines cellules, en surface, semblent etre engluees dans une 

secretion. 
Sauf indication contraire, Je trait en bas, a droite, correspond a une longueur de 20 µ. 
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a) La zone de separation entre le pedicelle et la baie peut presenter des petits amas

de Levures se developpant sur des secretions (Fig. 20).

b) Au niveau des vieux stomates et de leur aureole peristomatique, les Levures se

localisent de preference au voisinage des cassures. Leur proliferation peut etre si

abondante qu'elles recouvrent entierement le stomate et son aureole (Fig. 21). La

multiplication vegetative des cellules s'arrete au contact de la pruine (Fig. 22) sauf

dans le cas Oll des secretions provenant des cassures peristomatiques recouvrent la 

pruine (Fig. 23 et 24).

c) Aux abords des restes du stigmate, des secretions peuvent etre rapidement colo

nisees par des Levures (Fig. 25).

Discussion 

Nos observations montrent que, sur la grappe de raisin, les cellules de Levures 

sont essentiellement localisees dans les zones oll peuvent se produire des secretions 

de suc cellulaire. Les amas les plus importants se rencontrent donc sur les lenticelles 

du pedicelle, sur les stomates et les aureoles peristomatiques de la baie de raisin et 

au niveau des restes du stigmate. Les Levures en contact avec des secretions se 

multiplient abondamment. Les cellules peuvent penetrer, sous la forme de pseudo

mycelium, a l'interieur des dechirures des lenticelles et des cassures peristomati

ques. 

Des cellules isolees, presentant parfois un ou deux bourgeons, sont rares a la 

surface des diverses parties de la grappe de raisin; leur proliferation est toujours 

limitee. 

Les observations en microscopie electronique a balayage s'opposent a l'hypothe

se de VAN Zn et Du PLEssis (1961), selon laquelle les cellules de Levures seraient 

enrobees dans la couche cireuse cuticulaire recouvrant l'epiderme des baies de raisin. 

Les cellules de Levures transportees par le vent ou par les insectes semblent se 

fixer de preference sur les secretions recouvrant la pruine et non sur la pruine elle

meme (RIBEREAU-GAYON et PEYNAUD 1964). 

Des travaux recents (RADLER 1965, 1968) montrent que la pruine recouvrant la 

cuticule de l'epiderme des baies de raisin se compose notamment de 78% d'acide 

oleanolique, 10,3% d'alcool, 4% d'esters, 2,7% d'acides gras, 2% d'aldehydes et 0,7% 

de paraffines. BRECHOT et al. (1971) ont montre que l'acide oleanolique est un facteur 

de croissance de S. cerevisiae cultivee en aerobiose et en anaerobiose. Cependant, 

nos observations semblent montrer que la multiplication vegetative des Levures est 

Planche III 

Fig. 18: Amas de cellules de Levures dans une zone abondamment dechiree, a la surface 
d'une lenticelle du bourreJet pedicellaire. 

Fig. 19: Developpement de Levures a la surface d'une secretion masquant la pruinc de 
la baie de raisin. 

Fig. 20: Multiplication vegetative de celluJes de Levures a la surface d'une secretion au 
voisinage de J'insertion de Ja baie sur le pedicelle. 

Fig. 21: Multiplication vegetative intense de cellules de Levures a la surface d'un stomate 
et de son aureoJe peristomatique. 

Fig. 22: La proliferation des Levures a Ja surface de J'aureole peristomatique s'arrete au 
contact de Ja pruine. 

Fig. 23: Developpement. de cellules de Levures a la surface de l'aureole peristomatique. 
A droite, cellules colonisant une secretion provenant de cassures peristomatiques. 

Fig. 24: Cellules engluees dans une secretion indeterminee. 
Fig. 25: A proximite des restes du stigmate (en bas, a gauche), secretions colonisees par 

des celluJes de Levures. 
Sauf indication contraire, le trait en bas, a droite, correspond a une longueur de 20 µ. 
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la plus intense quand les cellules sont en contact avec des secretions de suc cel

lulaire. 

Des procedes nouveaux permettant de «voir» des microorganismes a la sur

face d'un substrat donne, apportent des renseignements incomparablement plus 

precieux que les methodes utilisees jusqu'ici: la localisation peut etre etudiee dans 

ses moindres details, et la densite des cellules, en fonction du substrat, leur vitesse 

de proliferation suivant les saisons ou suivant les traitements que subissent les 

fruits sont des problemes qu'il est maintenant possible d'aborder avec toute la secu

rite desirable. 

Bien entendu, ces recherches devront toujours etre associees aux methodes 

habituelles d'identification et c'est de la combinaison de ces divers moyens d'investi

gation que decoulera le maximum d'information. 

Enfin, certaines methodes couramment utilisees pour isoler la microflore a la 

surface de la grappe de raisin ne peuvent donner qu'un resultat approximatif: le 

fait que nombre de cellules de Levures soient engluees dans des secretions assez 

consistantes laisse planer des doutes sur l'efficacite des prelevements par simples 

lavages avec agitation. En effet, une proportion notable de cellules peuvent echap

per a la mise en culture. 

La methode de prelevement par addition de jus de raisin (vAN Zn et ou PLEss15 

1961) peut donner des renseignements peut etre plus fiables, bien que ce soit une 

methode d'isolement par enrichissement. Afin d'eviter cet enrichissement, il semble 

qu'un lavage par ultra-sons dans l'eau distillee sterile peut apporter une solution 

a Ce probleme (AARONSON 1970). 

Resume 

Les recherches entreprises sur l'ecologie des Levures dans le vignoble ont con

duit a etudier au microscope electronique a balayage: (1) les divers elements de la 

grappe de raisin, rafle, pedicelle, baie; (2) la repartition des Levures a leur surface. 

L'etude de la morphologie inframicroscopique de la rafle et du pedicelle ainsi 

que les travaux d'autres auteurs sur la baie de raisin permettent: (1) de mieux con

naitre le substrat sur lequel sont deposees les cellules de Levures; (2) d'entreprendre 

l'etude des conditions ecologiques de survie et de proliferation des Levures a la 

surface de la grappe de raisin. 

Nos observations montrent que les Levures ne sont pas uniformement reparties 

sur toute la grappe: 

a) la rafle semble en etre totalement depourvue;

b) le bourrelet du pedicelle est abondamment colonise par les cellules de Le

vures;

c) sur la baie, le stomate et son aur,eole peristomatique sont une zone privilegiee

pour la multiplication des Levures.

Il apparait nettement que les Levures sont abondantes dans les regions presen

tant des cassures superficielles des tissus ou peuvent se produire des secretions. 

Contrairement aux Levures isolees a la surface de la eire cuticulaire de l'epiderme, 

les cellules engluees dans des secretions ont une multiplication vegetative intense. 

Ces observations permettent d'affiner les methodes actuellement utilisees pour 

l'isolement de la microflore liee aux grappes de raisin. 
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