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DISCRIMINAZIONE INTRASPECIFICA 
DI S. CEREVISIAE CON LA TECNICA 
PCR MULTIPLEX DI MICROSATELLITI 
In questo lavoro si propone un metodo rapido per l’identificazione di ceppi 
di S. cerevisiae, basato sulla PCR multiplex di tre loci microsatellitari, seguita 
dall’analisi dell’amplificato con elettroforesi su gel di agarosio. Sono stati 
discriminati trenta ceppi commerciali e si è studiata la dominanza in un 
coinoculo di due ceppi a diverse temperature. 

Introduzione 
L’uso dei lieviti seleziona

ti nella fermentazione alcoli
ca è ormai ampiamente dif
fuso. Di pari passo è divenu
ta sempre più chiara ed evi
dente l’influenza dei lieviti 
sulla qualità dei vini, spe
cialmente per quanto riguar
da il loro contributo olfatti
vo; il lievito produce o con
tribuisce a produrre un am
pio spettro di molecole con 
impatto sensoriale quali 
esteri, acidi grassi, aldeidi, 
composti solforati ed alcoli 

superiori, i quali interagisco
no fortemente con l’aroma 
del vino (Lambrechts e Pre
torius 2000; Swiegers et al. 
2005). 

Gli enologi moderni sono 
consapevoli che da fermen
tazioni con diversi ceppi di 
lievito si ottengono vini sen
sibilmente differenti e que
sto ha indotto le case pro
duttrici a selezionare un 
grande numero di lieviti con 
differenti caratteristiche e 
per diverse applicazioni. Og
gi sono presenti sul mercato 
centinaia di ceppi apparte

nenti per la maggior parte, 
alla specie Saccharomyces 
cerevisiae. 

Parallelamente, da parte di 
tecnici e ricercatori, è cre
sciuto l’interesse nello svi
luppo di metodologie rapide 
in grado di distinguere in 
modo inequivocabile i diver
si ceppi di lievito. Tali me
todi permetterebbero di veri
ficare la dominanza in fer
mentazione dei ceppi inocu
lati rispetto ai ceppi selvatici 
presenti nel mosto, di se
guirne la crescita durante la 
fermentazione e, dal punto 
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Fig. 1 - Profilo dei 30 ceppi selezionati di S.cere
visiae ottenuto con elettroforesi in 2.5% di aga
rosio (M: marcatore molecolare). 

polimorfismo degli elementi 
delta (Cameron et al. 1979, 
Ness et al. 1993), l’AFLP 
(amplified fragment length 

Il punto critico nella appli
cazione di routine di questa 
tecnica risiede nella analisi 
dei frammenti amplificati. 

polymorphism) (De Barros L’uso di gel di poliacrilami-
Lopes et al. 1999), la tecni
ca RAPD (random amplified 

de per sequenziamento o del 
sequenziatore per determina

polymorphic DNA) (Balei
ras Couto et al. 1996) ed al-

re la grandezza dell’amplifi
cato, richiede lunghi tempi di 

tre ancora. analisi ed elevati investimen
ti in strumentazione. Per su
perare questi limiti sono sta
te proposte semplici corse in 
agarosio ad alta concentra
zione (Routman and Cheve-

Questi metodi rappresen rud 1994; Ferraro et al. 
tano un importante migliora 1998). Recentemente, Ho-
mento rispetto ai tradiziona well et al. (2004) hanno sug
li metodi fisiologici in ter gerito la tipizzazione basata 
mini di risoluzione e di tem sull’amplificazione del locus 
po di analisi, ma alcuni mo
strano dei limiti in quanto 

microsatellitare SC8132X e 
la corsa successive in gel 

sono difficilmente applicabi pronto (precast) di poliacrila
li alla analisi di routine, op mide seguita da colorazione 
pure, quando facili da im con etidio bromuro. 
plementare, risultano non In questo lavoro, con lo 
sufficientemente discrimi scopo di fornire un metodo 

di vista delle industrie pro nanti a livello di ceppo. di routine applicabile anche 
duttrici di lieviti selezionati, Inoltre, in alcuni metodi, co in laboratori che non posso-
di controllare la purezza dei me l’analisi degli elementi no andare incontro ad alti 
ceppi prodotti e di verificare delta e nella RAPD, la ri investimenti economici e 
eventuali frodi. producibilità è fortemente che necessitano di un alta 

Gli studi ecologici sono dipendente dalla purezza e produttività, abbiamo messo 
un ideale campo di applica- dalla concentrazione del a punto una tecnica di di
zione di queste metodologie. DNA estratto (Fernandez– scriminazione intraspecifica 
Nella vinificazione il lievito Espinar et al. 2001, Beh et di S. cerevisiae basata sulla 
selezionato è inoculato in al. 2005). Questi inconve- PCR multiplex di tre loci 
mosto non sterile dove sono nienti implicano un passag microsatellitari, seguita dal-
presenti diversi ceppi di Sac gio di estrazione del DNA l’analisi dell’amplificato con 
charomyces e non Saccharo costoso in termini economi- corsa elettroforetica su gel di 
myces. Una metodologia di ci e di tempo. agarosio. 
discriminazione rapida offre L’analisi dei microsatelli- Nella prima parte del la-
la possibilità di osservare la ti, basata sul polimorfismo voro abbiamo verificato la 
dinamica di popolazione dei di lunghezza di loci (regioni capacità discriminatoria del 
lieviti e l’influenza dei fatto- di DNA) caratterizzati da metodo su di un panel di 
ri ambientali sulla loro cre semplici sequenze ripetute, trenta ceppi commerciali di 
scita. è stata usata con successo S. cerevisiae. L’applicabilità 

Negli ultimi anni, gli studi per discriminare ceppi di del metodo è stata successi-
di discriminazione si sono S.cerevisiae (Field and vamente verificata in prove 
focalizzati sulle metodologie Wills 1998; Gonzalez Te di fermentazione dove è sta-
molecolari basate sul DNA chera et al. 2001; Pérez et to osservato l’effetto della 
(descritte recentemente nella al. 2001; Hennequin et al. temperatura sulla cinetica di 
review di Beh et al. 2005) 2001; Malgoire et al. 2005) sviluppo e sulle capacità 
quali la cariotipizzazione e, recentemente, la tecnica competitive di due ceppi 
(Carle and Olson 1985; PCR multiplex di microsa coinoculati. Nella fermenta-
Blondin and Vezinhet 1988) telliti con alto grado di poli zione del mosto la tempera-
e l’analisi RFLP del DNA morfismo, ha permesso di tura è, infatti, uno dei fatto
mitocondriale (restriction discriminare un grande nu ri ambientali che maggior
fragment length polymor mero di ceppi commerciali mente influenzano la cresci
phism) (Querol et al. 1992) Schuller et al. 2004; Brad ta dei lieviti (Fleet and He
oltre a metodi basati sulla bury et al. 2005; Legras et ard 1993) ed alcuni studi 
amplificazione del DNA, la al. 2005). Il potere discrimi ecologici hanno mostrato 
PCR (polymerase chain re nante, unito alla robustezza differenti comportamenti da 
action) tra i quali ricordiamo ed applicabilità sul DNA parte di ceppi di S. cerevi
l’analisi delle sequenze ITS grezzo (Howell et al. 2004), siae come risposta a diverse 
(internal trascribed sequen ha reso la PCR dei loci mi- temperature (Epifanio et al. 
ce) dei geni ribosomali crosatellitari uno dei metodi 1999, Torija et al. 2003). 
(Montrocher et al. 1998), il più popolari ed usati. Dal punto di vista pratico, 
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Fig. 2 - Profilo ottenuto con elettroforesi in 
2.5% di agarosio dei ceppi 19 (a) e 30 (b). 
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Linea 1: singleplex locus SCPSY7; linea 2: singleplex locus 
SC8132X; linea 3: singleplex locus YOR267C; linea 4: multiplex 
dei tre loci (M: marcatore molecolare) 

una delle caratteristiche tec
nologiche più richieste dai 
vinificatori è la capacità di 
condurre buone fermenta
zioni a determinate tempera
ture. Spesso, in una tipica 
fermentazione in bianco, la 
temperature di fermentazio
ne è mantenuta al disotto di 
18°C, ma non è raro rag
giungere temperature di 12
15° allo scopo di aumentare 
la produzione di esteri pro
fumati e ridurre la formazio
ne di alcoli superiori. 

A queste temperature ral
lentamenti e blocchi di fer
mentazione sono frequenti 
e, conseguentemente, l’indi
viduazione di lieviti selezio
nati con metabolismo criofi
lo ed aventi la capacità di 
dominare la fermentazione a 
bassa temperatura può esse

re utile nella ottimizzazione 
del processo produttivo. 

Materiali 
e metodi 

Ceppi di S. cerevisiae. Sia 
nella verifica della capacità 
discriminatoria della tecnica 
che nelle successive prove di 
competizione, sono stati uti
lizzati ceppi selezionati di S. 
cerevisiae. Questi, numerati 
da 1 a 30, sono stati acquista
ti da fornitori di lieviti vinari 
ad eccezione del ceppo tipo 
(type strain) CBS 1171 (cep
po 30) proveniente dalla col
lezione conservata presso la 
sezione di microbiologia eno
logica del CRA-Centro di Ri
cerca per l’Enologia di Asti. 

I ceppi di lievito commer
ciali sono stati sottoposti a 
reidratazione in una soluzio
ne sterile al 5% di saccaro
sio per 30 min a 40°C. In 
seguito, i lieviti sono stati 
diluiti in soluzione fisiologi
ca, distribuiti in piastre con
tenenti il terreno YMA (ye
ast malt agar) ed incubati a 
24°C per 48 h. 

Metodi di estrazione del 
DNA. Nella prima parte del 
lavoro, riguardante l’applica
zione del metodo nella di
scriminazione dei ceppi 
commerciali, il DNA è stato 
estratto secondo il metodo 
descritto da Harju et al., 
(2004). Le singole colonie 
cresciute in YMA sono state 
prelevate con un’ansa steri
le, risospese in provette da 
1,5 mL contenenti 200 µL di 
tampone di estrazione (2% 
Triton X-100, 1% SDS, 100 
mmol l-1 NaCl, 10 mmol l-1 
Tris-HCl pH 8.0, 1 mmol l-1

EDTA pH 8.0) e poste in 
freezer a -80°C per 5 min fi
no al completo congelamen
to. In seguito, le provette so
no state poste in termomixer 
(termostato–agitatore) a 
95°C per 1 min. Questo pro
cedimento di congelamento 
e riscaldamento è stato ripe
tuto una seconda volta. Al 
termine del processo, le pro
vette sono state agitati con il 
vortex alla massima velocità 
per 30 s. 

In seguito le provette so
no state raffreddate e sono 
stati addizionati 200 µL di 
cloroformio. Successiva
mente sono state agitate alla 
massima velocità per 2 min 
e centrifugate a 20000g per 
5 min a 5°C. 

Terminata la centrifuga
zione, le fasi acquose sono 
state prelevate e trasferite in 
nuovi tubi da 1,5 mL a cui 
sono stati aggiunti 400 µL di 
etanolo assoluto conservato 
a -20°C. 

I campioni sono stati posti 
per 10 min a -20°C per fa
vorire la precipitazione del 
DNA e poi centrifugati a 
20000g per 10 min a 5°C. In 
seguito, il surnatante è stato 
eliminato, i pellet sono stati 
lavati e risospesi con 0,5 mL 
di etanolo al 70% freddo e 
centrifugati a 20000g per 10 
min a 5°C. 

Successivamente il surna
tante è stato eliminato ed i 
campioni sono stati messi in 
un evaporatore centrifugo a 
45°C, per eliminare l’etano
lo residuo. Al termine il 
DNA estratto è stato risospe
so in 15 µL di TE 

Durante la seconda parte 
del lavoro, nella applicazio
ne del metodo per distingue-

Tab. 1 - Primers utilizzati nell’amplificazione dei tre loci microsatellitari di
Saccharomyces cerevisiae 

Locus Cromosoma Primers Dimensioni in bp calcolate da 
BLAST(ceppo modello s288c) 

SC8132X XVI FW: CTGCTCAACTTGTGATGGGTTTTGG 174 
RV: CCTCGTTACTATCGTCTTCATCTTGC 

YOR267C XV FW: GGTGACTCTAACGGCAGAGTGG 411 
RV: GGATCTACTTGCAGTATACGGG 

SCPTSY7 XIII FW: AAAAGCGTAAGCAATGGTGTAGAT 295 
RV: AAATGATGCCAATATTGAAAAGGT 

3


IST.ENOLOGICO
Barra

IST.ENOLOGICO
Testo inserito
agitate



L’ENOLOGO ❏ SETTEMBRE 2008


Fig. 3 - Analisi dei cluster dei 30 ceppi esamina
ti con elettroforesi in agarosio a 2.5% 
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re i ceppi in prove di com
petizione, la PCR è stata 
eseguita direttamente su cel
lule prelevate da colonia me
diante il puntale di una mi
cropipetta e risospese nella 
mix per PCR, preventiva
mente distribuita in piastre 
da 96 pozzetti da 0,2 mL . 

Analisi PCR. I loci micro
satellitari utilizzati in questo 
studio, SC8132X, YOR267C 
e SCPTSY7, sono stati scel
ti per il loro alto grado di 
polimorfismo (Field e Wills, 
1998; Gonzalez Techera et 
al., 2001). L’amplificazione 
è stata eseguita utilizzando 
coppie di primer specifici le 
cui sequenze sono mostrate 

in Tab. 1. 
I primers per il locus 

SC8132X e il primer for
ward per YOR267C sono 
stati disegnati da Field e 
Wills (1998), il primer re-
verse per YOR267C è stato 
disegnato da Gonzalez Te
chera et al. (2001) mentre il 
primer forward del locus 
SCPTSY7 è stato disegnato 
da Pérez et al. (2001). Il pri
mer reverse del locus 
SCPTSY7 è stato disegnato 
da noi utilizzando il softwa
re Primer 3, in modo da ge
nerare dei prodotti di ampli
ficazione che non si sovrap
pongano con i prodotti degli 
altri primer. 

L’amplificazione estate 
eseguita in un termociclatore 
Biorad MyCycler in un vo
lume di 20 µl contenenti 
1µL of DNA estratto (20-40 
ng of DNA), 3,1 mmol L-1 

MgCl2, 0,200 mmol L-1 di 
ogni dNTP, 2 µL di 10X 
PCR buffer senza magnesio, 
2 unità di Taq DNA poly
merase (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, USA), 10 
pmoli of ogni primer per il 
locus SCYOR267C, 15 
pmoli di primers per il locus 
SC8132X and 40 pmoli di 
primers per il locus 
SCPTSY7 (MWG Biotech, 
Ebersberg, Germany). La 
concentrazione di ogni com
ponente è stata ottimizzata 
per ridurre al minimo le am-
plificazione non specifiche. 
Nelle prove di competizione 
la reazione di amplificazione 
è stata eseguita in un volu
me di 10 µL con le stesse 
concentrazioni dei reagenti, 
dimezzando quindi le quan
tità di Taq-DNA polimerasi 
e di altri reattivi costosi. 

Il protocollo di amplifica
zione ottimizzato per la PCR 
multiplex è stato il seguente: 
riscaldamento iniziale a 
94°C per 4 minuti, 28 cicli 
di 94°C per 30 s, 56°C per 
45 s, 72°C per 30 s e ciclo 
finale a 72°C per 10 min. 

Gli amplificati sono stati 
analizzati con elettroforesi in 
gel di agarosio MS-8 (Ep
pendorf AG, Hamburg, Ger
many) a 2.5% di dimensioni 
15 X 10 cm in buffer TBE 
(tris borato EDTA) applican
do un campo elettrico di 100 
V a voltaggio costante per 

80 min ed il gel è stato colo
rato con etidio bromuro. 

Quando impiegata, l’elet
troforesi con poliacrilamide 
è stata eseguita utilizzando 
un gel pronto all’uso (pre
cast) al 10% in TBE delle 
dimensioni di 8.6 X 6.8 cm 
applicando 100V a voltaggio 
costante per 60 min.; come 
marcatore molecolare è stato 
usato il set 100-20 bp (Sig
ma). 

I gel sono stati analizzati 
con il software di analisi dei 
cluster Bionumerics (Bionu
merics, Applied Maths, Kei
straat, Belgium) utilizzando 
l’indice di similarità Dice e 
il dendrogramma è stato co
struito con il metodo UPG
MA (Unweighted Pair 
Group Method with Ari
thmetic Mean). L’affidabilità 
dei cluster è stata verificata 
calcolando l’indice cofeneti
co come descritto da Rosset
ti e Giraffa (2005). 

Ripetibilità del metodo e 
stabilità dei marker micro
satellitari. La ripetibilità del 
metodo è stata controllata 
amplificando il DNA di 5 
colonie per ogni ceppo ed 
analizzando i prodotti in cin
que corse indipendenti. 

Per verificare la stabilità 
dei loci microsatellitari du
rante la fermentazione alco
lica sono state saggiati i cep
pi 2, 3 e 5. Dopo la reidrata
zione i ceppi sono stati ino
culati singolarmente in mo
sto sterile in beute da 500 
ml. La fermentazione è stata 
condotta a 16°C ed è stata 
completata in 20 giorni. 

L’analisi PCR è stata ese
guita su 10 colonie scelte 
casualmente derivanti da 
campionamenti fatti all’ini
zio e alla fine della fermen
tazione. 

Prove di 
fermentazione 

Fermentazioni. Per le 
prove di fermentazione a di
versa temperatura sono stati 
scelti i ceppi 3 e 5 in quanto 
possiedono caratteristiche ed 
applicazioni simili come in
dicato dai produttori nella 
scheda tecnica, quali l’utiliz
zo nella fermentazione in 
bianco, la tolleranza all’alco
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Fig. 4 - Profili elettroforetici delle coppie di cep
pi con similarità superiore all’80% ottenuti con 
agarosio al 2.5% (a) e poliacrilamide al 10% in 
TBE (b) (M: marcatore molecolare)
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Fig. 5 - Esempio di profilo elettroforetico ottenu
to co gel di agarosio a 2.5% mediante PCR effet
tuata direttamente su colonia. Profilo (a) ceppo 
3; profilo (b) ceppo 5 

a a b b a b b b a a a a a 

ol e il fenotipo killer.
È stato utilizzato mosto 

d’uva sterile addizionato di 
solfato e fosfato ammonico 
alla concentrazione di 150 
mg/L per ogni composto. 

Inoltre la concentrazione 
zuccherina è stata portata a 
200g/L con saccarosio. Le 
fermentazioni sono state ese
guite in beute da 2 L conte
nenti 1.6 L di mosto. 

I due ceppi sono stati di
stribuiti in agar e una colo
nia per ceppo è stata testata 
con la PCR per controllarne 
l’identità. In seguito la stes
sa colonia identificata è stata 
inoculata singolarmente in 
un mezzo di precoltura co
stituito da mosto d’uva steri
le addizionato con solfato 
d’ammonio e fosfato d’am
monio ma senza l’aggiunta 
di zucchero. 

Il co-inoculo delle fer
mentazioni è stato effettuato 
dopo 24 h di crescita aerobi
ca nel mezzo di precoltura a 
20°C con 100 oscillazioni 
per minuto ed è stato esegui
to in ragione di 0.5 X 106 

cellule/mL di ciascun ceppo. 
Le fermentazioni sono state 
condotte a 15°C e a 20°C e 
sono state eseguite in doppio 
per ogni temperatura. Paral
lelamente sono state allestite 
le prove in monocultura alle 
diverse temperatura, per ve
rificare la capacità dei due 
ceppi di completare singo
larmente la fermentazione. 

I campionamenti sono sta
ti eseguiti dopo 10 min dal
l’inoculo, al 66% di zucche
ri residui, al 33% di zucche
ri residui e alla fine della 
fermentazione (< 2g/L di 
zuccheri). La concentrazione 
zuccherina è stata determi
nata attraverso l’analisi 
HPLC utilizzando la colonna 
Polysphere OAKC Merck, 
Darmstadt, Germany) con 
detector rifrattometrico. 

I campioni sono stati di-
luiti distribuiti in piastre 
contenenti il terreno YMA. 
Dopo 48 h d’incubazione a 

25°C, le colonie sono state 
scelte in modo randomizzato 
per l’analisi PCR, campio
nandole da piastre contenen
ti da 150 a 300 colonie. Per 
ogni campionamento, sono 
state saggiate in PCR 48-60 
colonie verificando la quan
tità relativa dei due ceppi. In 
totale sono state analizzate 
circa 900 colonie. 

Risultati 
della ricerca 

Discriminazione dei cep
pi. I risultati ottenuti con 
l’elettroforesi su agarosio 
sono mostrati in Fig. 1. Per 
ogni ceppo oltre a bande in
tense sono visibili bande di 
debole intensità probabil
mente dovute ad amplifica
zioni non specifiche. Per 
due ceppi che esibiscono un 
grande numero di tali bande, 
il 19 e il 30 (Type Strain) è 
stata eseguita l’amplificazio
ne di un solo locus per vol
ta (singleplex) ed i risultati 
sono stati confrontati con 
l’amplificazione multiplex. 
Come mostrato in Fig. 2, le 
bande deboli sono presenti 
anche nelle amplificazioni 
singleplex e non sono dovu
te quindi ad interazioni tra i 
set di primers dei tre loci. 
Anche se riproducibili, que
ste bande non sono state 
considerate per l’analisi del 
polimorfismo tra i ceppi. 

Considerando solo le ban
de più intense sono state ri
scontrate differenze tra i 
ceppi sia in numero che in 
dimensione dei frammenti 
amplificati, i ceppi 1, 3, 4, 
6, 8, 10, 11, 15, 20, 24, e 25 
sono visibili solo 3 bande 
intense ma la maggioranza 
dei ceppi mostra un numero 
superiore di frammenti che 

Tab. 2 - Esempio di ripetibilità ottenuta con il metodo su cinque ceppi di
Saccharomyces cerevisiae commerciali 

Ceppo No. Media della dimensione della banda (n=5) ± deviazione standard 

3 392 ±3, 265 ±1, 217 ±1 

4 391 ±4., 250 ±2, 211 ±1 

9 393 ±2, 285 ±4, 266 ±2, 237 ±1, 220 ±1, 170 ±2 

11 392 ±3, 245 ±2, 201 ±3 

30 425 ±6, 245 ±3, 211 ±2, 146 ±1 
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Fig. 6 - Frequenze relative dei due ceppi durante 
le prove di fermentazione a 15°C e 20°C . 
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varia da quattro a nove. Il 
confronto computerizzato 
dei profili di banda, fatto 
con il software Bionumerics 
(Fig. 3), rivela tra i ceppi 
una similarità superiori 
all’80% nelle coppie 3-7, 
18-29, 8-20 e 14-16 con pic
cole ma apprezzabili diffe
renze nelle dimensioni delle 
bande, mentre le coppie 2-9 
e 4-11 hanno un indice di si
milarità del 100%. Tutti i 
cluster con similarità supe
riore al 80% risultano stati
sticamente attendibili con un 
indice cofenetico del 100%. 

Per verificare queste simi
litudini, i prodotti di amplifi
cazione sono stati ulterior
mente analizzati con il gel al 
10% di poliacrilamide ed i 
risultati sono stati confronta-
ti con il gel di agarosio (Fig. 
4). Il profilo elettroforetico 
in poliacrilamide (Fig. 4b) 
mostra che le coppie 3-7 e 
4-11 sono simili ma distin
guibili osservando i fram
menti di amplificazione rife
ribili al locus SCPTSY7 per 

quanto riguarda la coppia 3
7, mentre la coppia 4-11 è 
polimorfica per quanto ri
guarda gli amplificati 
dei locus SCPTSY7 e 
SC8132X. 

Infine, anche con il gel di 
poliacrilamide, la coppia 2-9 
mostra totale identità dei 
profili. 

Nelle prove di verifica 
della ripetibilità, tutte le ri
petizione per ceppo effettua
te presentano lo stesso profi
lo di amplificazione con i 
frammenti che mostrano una 
deviazione standard che non 
eccede l’1.5% della dimen
sione media (Tab. 2); i pro
fili, analizzati con il softwa
re Bionumerics, risultano 
avere una similarità del 
100%. 

Per quanto riguarda la sta
bilità dei locus microsatelli
tari, le amplificazioni ese
guite all’inizio ed alla fine 
delle fermentazioni dei tre 
ceppi esaminati non esibi
scono differenze nel profilo 
dimostrando così che i mar

ker microsatellitari rimango
no stabili durante la fermen
tazione (dati non mostrati). 

Fermentazioni a diverse 
temperature. In queste pro
ve l’amplificazione è stata 
eseguita direttamente su co
lonia evitando il passaggio 
di estrazione del DNA. 

I profili di amplificazione 
non mostrano differenze 
quando ottenuti direttamente 
da colonia rispetto a quelli 
ottenuti da DNA ottenuto 
con il metodo descritto. Le 
bande sono nette e le diffe
renze tra i due ceppi utiliz
zati sono evidenti (Fig. 5). 
Le proteine ed altri compo
nenti cellulari migrano mol
to rapidamente e sono pre
senti al fondo del gel di aga
rosio non interferendo con la 
migrazione del DNA ampli
ficato. 

Le frequenze relative dei 
due ceppi, coinoculati nelle 
prove di fermentazione, so
no mostrate in Fig. 6. Nella 
prova a 15°C, il ceppo 5 do
mina rapidamente la fermen
tazione; al 60% circa di zuc
cheri residui questo ceppo 
raggiunge il 70% della po
polazione totale e, alla fine 
della fermentazione il ceppo 
3 risulta completamente 
scomparso. 

Nella fermentazione a 
20°C il comportamento dei 
due ceppi è stato differente. 
Nella prima metà della pro
va i due ceppi co-dominano, 
mentre nella parte finale del
la fermentazione la popola
zione del ceppo 5 aumenta 
fino a rappresentare l’85
90% della popolazione tota
le. 

Discussione 
dei risultati 

Sebbene l’analisi con il 
sequenziatore, che permette 
l’accurata determinazione 
della dimensione dei fram
menti amplificati, rimanga 
lo standard di riferimento 
nella tipizzazione con i mi
crosatelliti, l’alto costo de
gli investimenti per la stru
mentazione ed il tempo ne
cessario per analisi rappre
sentano degli ostacoli al
l’applicazione di routine nel 
campo enologico. Il metodo 
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che abbiamo proposto, ba tra i ceppi commerciali eno nelle fasi finali della fer
sato sull’analisi del profilo logici (Bakalinsky and mentazione, cioè quando le 
elettroforetico generato dal- Snow 1990; Hennequin et condizioni ambientali di-
la PCR multiplex, può esse- al. 2001; Bradbury et al. ventano più difficili a causa 
re considerato un buon 2005). Quando il locus am dell’aumento della concen
compromesso tra la capacità plifica con una sola banda trazione di etanolo. 
discriminatoria, il tempo ed la ploidia non può essere Questo comportamento 
i costi di analisi. stimata in quanto potrebbe può essere spiegato con la 

Il metodo ha permesso di trattarsi sia di aploidia che diversa tolleranza all’alcool, 
ottenere 29 profili differenti di poliploidia con omozigo causa primaria di rallenta-
tra i 30 ceppi analizzati: i si. menti e arresti fermentativi 
ceppi che hanno mostrato (Casey and Ingledew 1985; 
un alta similarità con il gel D’Amore and Stewart 1987; 
di agarosio sono stati ulte- Carrasco et al. 2001). 
riormente analizzati e di- In conclusione, la buona 
stinti con il gel di poliacri capacità discriminatoria, 
lamide. Solo due, il ceppo 2 Dal punto di vista pratico, unita alla rapida estrazione 
ed il ceppo 9 appaiono indi- i risultati ottenuto applican del DNA da colonia senza 
stinguibile in ambedue le do la PCR direttamente su l’utilizzo di reagenti perico
elettroforesi. colonia, durante le fermen losi come il fenolo, l’ampli-

Recentemente una analisi tazioni a diverse temperatu ficazione senza l’uso di rea-
genetica di questi due cep re, hanno rivelato la robu genti costosi, come primer 
pi, basata su 17 marker po stezza e la semplicità del marcati con fluorescenti e 
limorfici (Bradbury et al., metodo. Inoltre la possibili- Taq polimerasi specifiche, 
2005) ha rivelato leggere tà di evitare la fase di estra oltre alla possibilità di im
differenze in quattro loci, zione del DNA consente di piegare l’agarosio per l’elet
incluso il locus SC8132X velocizzare l’analisi e la troforesi, rendono il metodo 
da noi analizzato. Questo possibilità di utilizzare utilizzabile nell’analisi di 
locus mostra, in questo stu l’agarosio rappresenta un routine in condizioni di si-
dio, un allele nel ceppo 2 e vantaggio economico oltre curezza, con alta produttivi-
due alleli nel ceppo 9, sepa che in termini di sicurezza tà e senza un investimento 
rati da 47 paia di basi. Que (la poliacrilamide è tossica). economico eccessivo. Una 
sta differenza sostanziale Negli studi di tipo ecologi- volta che le colonie sono 
dovrebbe essere chiaramen co, dove la possibilità di se- cresciute, sono necessarie 
te visibile attraverso l’anali guire la crescita di un sin- solamente 4 ore per ottenere 
si elettroforetica con agaro golo ceppo con un buon ap l’identificazione. Inoltre la 
sio o poliacrilamide ma i proccio statistico è fonda- PCR fatta direttamente su 
nostri saggi indicano una mentale, la capacità di ese colonia riduce il tempo di 
totale identità dei due ceppi guire l’analisi genetica in analisi a meno di 3 ore e 
con nessuna differenza nel- modo veloce, economico e permette di analizzare centi
l’amplificazione del locus affidabile su centinaia di naia di campioni al giorno 
SC8132X. campioni, rappresenta un utilizzando le piastre da 96 

Questa discordanza nel- vantaggio evidente. pozzetti. 
l’analisi potrebbe essere do- Come esempio di applica- Dal punto di vista applica
vuta a mutazioni occorse zione abbiamo osservato tivo, la possibilità di valuta-
durante la produzione di di- l’influenza della temperatu re la capacità la dominanza 
versi lotti di lievito; un’altra ra di fermentazione sulla o la proporzione di un ceppo 
ipotesi è che i produttori crescita di due ceppi coino selezionato inoculato, può 
vendano due diversi ceppi culati. Il differente compor essere di aiuto nella selezio
con lo stesso nome in mer tamento alle due temperatu ne di un ceppo ottimale per 
cati differenti e che quindi re conferma l’influenza di ogni tipo di fermentazione 
il nostro studio e quello di questo fattore sullo sviluppo oltre che nell’ottimizzazione 
Bradbury abbiano preso in e sulla interazione dei ceppi dell’inoculo e nella valuta-
esame ceppi diversi ma di S.cerevisiae (Fleet and zione dell’impatto sensoriale 
aventi la stessa designazio- Heard 1993, Torija et al. dei ceppi in fermentazione. 
ne commerciale. 2003). Il ceppo 5 ha dimo- Uno sviluppo futuro sarà 

Come dato interessante, strato di essere più criofilo l’applicazione della PCR 
abbiamo rilevato che nella rispetto al ceppo 3 domi multiplex dei microsatelliti 
maggior parte dei ceppi è nando completamente la in un approccio coltura indi-
presente un numero di ban fermentazione a 15°C e pendente, cioè direttamente 
de intense elevato. Quando quindi di essere maggior- sul mosto in fermentazione, 
per ogni locus si ottiene più mente adatto a fermentazio in modo da avere uno stru
di un frammento dopo am ni a bassa temperatura. Nel- mento rapido di controllo 
plificazione, questo è pro- la prova a 20°C, anche se dell’impianto del ceppo ino
babilmente dovuto all’etero nella prima parte della fer culato, permettendo quindi 
zigosi del locus in ceppi di mentazione i due ceppi so di intervenire rapidamente 
ploidi, polipoidi o aneuploi no equamente presenti, il durante la fermentazione. 
di, caratteristiche comuni ceppo 5 tende a dominare ■ 
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