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1.INTRODUZIONE 
 

La Vitis vinifera è la specie più coltivata al mondo del genere Vitis; possiede poca 

o nessuna resistenza contro i principali patogeni vettori di malattie e l’industria 

della vite è fortemente dipendente dai prodotti fitosanitari. 

Alcune specie del genere Vitis portano geni di resistenza a Erysiphe necator e 

Plasmopara Viticola e sono state usate per il miglioramento genetico della V. 

vinifera, introgredendo con il breeding classico i caratteri di resistenza. Tuttavia, 

il retaggio di caratteristiche sgradite ha reso complicato ottenere rapidamente 

nuove varietà all’altezza della qualità delle uve del genitore ‘nobile’. Lo scopo 

principale di questo lavoro è individuare fonti di resistenza a oidio e peronospora 

in germoplasma di Vitis vinifera di origine caucasica, per poter contribuire ad 

aumentare la resistenza contro questi patogeni nei vitigni coltivati, senza 

l’aggravio di caratteristiche indesiderate. 

 

 

1.1 EVOLUZIONE DEL GENERE VITIS 

 

Il genere Vitis comprende tre grandi siti di origine: uno in America settentrionale, 

uno nell’Asia orientale e l’ultimo, ma non meno importante, in Europa che 

comprende appunto la vite europea V. vinifera. 

L’origine di V. vinifera non è ben definita anche se si pensa provenga dalla regione 

caucasica dell’Eurasia (Negroul 1960). Le fonti riguardo la sua presenza risalgono 

fin dall’antichità, precisamente dal Neolitico. 

Con il passare dei secoli e della storia l’uomo è riuscito ad utilizzarla per la 

coltivazione e l’addomesticamento, portando alla nascita di innumerevoli varietà 

di uve, ognuna adattata al proprio ambiente. 
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Oltre alla nascita di nuove varietà, gli scambi di materiali hanno condotto anche 

alla diffusione di nuove malattie rischiose per la vita della pianta. 

Per avere un maggiore controllo sulla filiera, sono nate delle realtà al giorno 

d’oggi molto importanti in questo ambito e un esempio sono i Vivai Cooperativi 

Rauscedo. 

Questa azienda, con sede a Rauscedo in provincia di Udine, è molto importante 

nel panorama nazionale italiano, europeo e internazionale in quanto rappresenta 

sinonimo di qualità, sicurezza, ricerca e innovazione.  

La sua importanza si manifesta con una produzione annuale di barbatelle 

innestate pari a oltre 80 milioni di unità. Composta da 210 soci, conta 3000 ettari 

coltivati di cui 1200 a vivaio; questa base garantisce così circa 4000 combinazioni 

di innesto offrendo le soluzioni più idonee per ogni eco-sistema. 

L’intersezione di tutti questi elementi e la professionalità degli operatori 

permettono un prodotto sicuro dal punto di vista morfologico, genetico e 

sanitario.  

 

 

1.2 NUMEROSITÀ E PRESENZA DI SINONIMIE 

 

V. vinifera conta più di 6000 cultivar (Alleweldt e Dettweiler 1994), di cui meno di 

400 di importanza commerciale (Galet 2000), quindi la maggior parte delle risorse 

genetiche sono contenute nelle collezioni di germoplasma. 

Si può intuire come la facilità di propagazione vegetativa abbia portato alla 

diffusione di molte cultivar in diverse regioni del mondo. 

Ad oggi alcune cultivar possiedono fino a 100 sinonimi ed esistono anche 

numerosi omonimi. 
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1.3 IDENTIFICAZIONE VARIETALE 

 

Risulta chiaro che il chiarimento di omonimie e sinonimie rappresenta un 

problema cruciale per la gestione del germoplasma e per la classificazione delle 

diverse varietà. 

L’identificazione delle varietà di uva si è basata tradizionalmente 

sull’ampelografia: questa disciplina studia e classifica le varietà dei vitigni 

tramite schede che descrivono principalmente le caratteristiche morfologiche e 

fenologiche della pianta. 

La competenza ampelografica, negli ultimi anni, risulta essere drasticamente in 

calo e ridotta a un numero limitato di specialisti. 

Bisogna aggiungere che l’espressione dei caratteri morfologici della pianta è 

influenzata da fattori ambientali, dalla biologia e dalla storia; inoltre, le piante 

giovani sono quasi impossibili da identificare perché entro 4 o 5 anni non 

presentano tratti morfologici tipici delle piante adulte. 

Negli ultimi decenni, grazie all’avvento dei marcatori molecolari, in particolare 

dei marcatori microsatellite o SSR (Simple Sequence Repeats), è stato possibile 

superare queste difficoltà. 

Assieme ai marcatori molecolari, nel 1984 è nato il Catalogo Internazionale della 

Varietà di Vite presso l’Istituto per la selezione della vite di Geilweilerhof. L’idea 

di una banca dati sulle risorse genetiche della vite è sostenuta dall’IBPGR e 

dall’Organizzazione Internazionale della Vite e del Vino (OIV). 

Oggi il VIVC rappresenta uno dei più importanti database enciclopedici con circa 

23.000 cultivar, linee di riproduzione e specie di Vitis, esistenti nei depositi o 

descritti in bibliografia. 

È una fonte di informazioni per allevatori, ricercatori, curatori di depositi di 

germoplasma e appassionati di vino. Oltre ai dati del passaporto specifico delle 
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cultivar, sono disponibili dati sui marcatori SSR, una bibliografia completa e 

fotografie. 

Sono disponibili i profili genetici di oltre 6351 cultivar, che mostrano le 

dimensioni alleliche basate sui nove loci SSR: VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25, 

VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62, VrZAG79.  

L’utilizzo di questi marcatori come set standard è stato preso da fonti 

bibliografiche, database di marcatori SSR disponibili nel web e dati generati 

dall’Institute for Grapevine Breeding di Geilweilerhof e trovati all’interno del 

progetto Boln.  

 

 

1.4 MARCATORI MOLECOLARI 

 

Nel corso degli anni si è cominciato ad utilizzare metodi di identificazione 

varietale basati su marcatori del DNA, come RAPD, RFLP, AFLP e marcatori 

microsatellite. Questi ultimi si sono rivelati più utili degli altri e sono i preferiti 

grazie alla loro combinazione di polimorfismo, riproducibilità e natura 

codominante. 

Si può quindi affermare che tali marcatori hanno permesso di velocizzare 

l’identificazione delle varietà di vite, cosa che con l’ampelografia non era 

materialmente possibile. 

 Il DNA può essere estratto da qualunque organo della pianta (foglia, legno, 

radice, raspo, bacca), ma il materiale di partenza più vantaggioso per quantità e 

qualità del DNA estraibile sono le foglioline dell’apice del germoglio. Bisogna 

sottolineare che le foglie non sono sempre disponibili durante l’anno, per cui altre 

parti di pianta possono essere utilizzate per analizzare il DNA, come il legno o la 

bacca. In questi casi l’estrazione del DNA sarà più complessa in quanto, ad 
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esempio, nella bacca è molto più difficile ottenere DNA sufficientemente puro, 

per la maggiore concentrazione di polifenoli e polisaccaridi, che sono inibitori 

della reazione di amplificazione del DNA. 

Per questo sono state sviluppate nuove DNA polimerasi che aumentano la 

tolleranza agli inibitori di PCR della pianta e permettono di amplificare 

direttamente il DNA grezzo (Ibanez ed al. 2009). Inoltre, la preparazione di una 

multiplex PCR ben bilanciata consente l’amplificazione simultanea di più loci 

SSR per reazione; per questo motivo l’ottimizzazione del sistema rappresenta un 

requisito fondamentale. 

I primer diretti sono stati etichettati con coloranti fluorescenti 6-FAM, VIC, NED 

e PET. 

I profili SSR dei campioni incogniti, o dei quali si vuole verificare la corretta 

identità, vengono confrontati con i database molecolari di riferimento per poter 

eseguire l’identificazione varietale. Complessivamente, questo tipo di analisi del 

DNA, finalizzata all’identificazione varietale, si realizza con qualche ora di 

lavoro in laboratorio. 

La conseguenza è che l’analisi molecolare offre un vantaggio significativo 

rispetto a costi, fatica e tempo rispetto all’identificazione basata su criteri 

squisitamente ampelografici. Inoltre, può essere molto utile per lo screening 

veloce delle raccolte di germoplasma in qualsiasi stagione. 

L’interesse per la corretta identificazione delle varietà di vite è condiviso da tutta 

la filiera produttiva, difatti le cultivar dal nome errato potrebbero comportare un 

danno notevole per l’industria a tutti i livelli dal produttore iniziale al 

consumatore finale. 
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1.5 MALATTIE E PATOGENI 

 

Nel corso dei secoli la vite ha dovuto affrontare molte difficoltà, tra cui 

l’introduzione di parassiti e patogeni dall’America a metà del XIX secolo. Le due 

principali malattie Peronospora e Oidio, provocarono moltissima devastazione, 

perché la vite europea, V. vinifera, non possedeva alcun tipo di meccanismo di 

difesa per contrastare questi patogeni; le viti americane, invece, essendo 

coesistenti, hanno avuto il tempo di co-evolvere con questi patogeni, 

sviluppando questi meccanismi. 

L’Oidio è una delle principali malattie della vite, causato dall’ agente eziologico 

E. necator. Colpisce tutti gli organi verdi della pianta, in particolar modo foglie e 

grappoli. Si manifesta attraverso la comparsa di macchie grigie o bianche che 

possono poi sviluppare una muffa marroncina. 

La Peronospora è una delle malattie più diffuse e pericolose. Permane nel terreno 

sotto forma di spore e il suo sviluppo è legato alle condizioni meteorologiche, 

difatti è più comune nei climi umidi. 

Può essere identificata sulla foglia sottoforma di “macchie a olio” oppure tramite 

muffa bianca; infine, sul grappolo provocando arricciamento e avvizzimento 

dello stesso. 

Ad oggi, in viticoltura, i metodi di difesa più utilizzati si basano su trattamenti 

chimici anticrittogamici che servono a controllare e contrastare la diffusione 

dell’ascomiceta Erysiphe necator, agente causale dell’oidio e dell’oomicete 

Plasmopara viticola, agente causale della peronospora.  

Si conta che circa il 46% di questi trattamenti fitosanitari venga destinato 

all’agricoltura (http://dataservice.eea.europa.eu), e rappresenta un problema 

sotto diversi punti di vista come la sostenibilità ambientale, la salute dell’uomo, 

il costo dei trattamenti stessi e la possibile comparsa di nuovi ceppi fungini 

resistenti a questi prodotti. 

http://dataservice.eea.europa.eu/


11 
 

Per questo motivo, nell’ultimo periodo si stanno ricercando delle soluzioni 

alternative.  

L’indagine sui vitigni autoctoni americani e asiatici, iniziata dopo la diffusione 

di tali malattie, ha portato all’identificazione di numerose fonti di potenziale 

resistenza. Inoltre, lo sviluppo e il miglioramento delle analisi genetiche e 

molecolari ha permesso un notevole passo avanti nella ricerca di nuove forme di 

resistenza. 

In poco tempo sono stati identificati 13 loci di resistenza all’oidio e 35 di 

resistenza alla peronospora (www.vivc.de). Il numero di geni principali 

disponibili è sufficiente per la combinazione e per i programmi di incrocio di 

queste varietà con V. vinifera, in modo da poter ampliare il parco genetico dei loci 

di resistenza. 

Per l’oidio i principali loci utilizzati sono Run1, Ren1, Ren3, Ren4 e Ren9; per la 

peronospora invece sono Rpv1, Rpv3, Rpv10 e Rpv12. Quasi tutti questi loci sono 

originati da specie selvatiche americane e asiatiche, ma vi sono alcune eccezioni. 

In alcuni casi, sono stati trovati geni di resistenza in accessioni di V. vinifera 

dell’Asia centrale, questo grazie all’utilizzo limitato di prodotti fitosanitari e la 

presenza e il mantenimento di piantine selvatiche di V. vinifera subsp. sylvestris 

che hanno permesso alla vite europea di sviluppare fonti di resistenza limitate 

ma interessanti.  

Il primo caso riguarda una varietà denominata “Kishmish vatkana”, cultivar di 

uva da tavola coltivata in Uzbekistan, che riporta resistenza a E. necator con il 

locus Ren1; inoltre, un’ulteriore analisi del germoplasma dell’Asia centrale ha 

portato alla luce che altre varietà di viti provenienti dall’Uzbekistan o paesi 

limitrofi hanno parentela con “Kishmish vatkana” e portano lo stesso locus di 

resistenza. 

Un altro caso riguarda varietà caucasiche di V. vinifera che hanno riportato 

resistenza a E. necator sempre al locus Ren1; tra queste troviamo “Shavtsitska” 

http://www.vivc.de/
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una tra le più resistenti. Lo studio dei vitigni caucasici ha mostrato che questi 

mostrano un aplotipo differente da quelli dell’Asia centrale. 

Poi, l’esplorazione del germoplasma caucasico ha portato alla luce ulteriori fonti 

di resistenza alla peronospora come la varietà “Regent” che presenta resistenza 

a P. viticola al locus RPV1. 

La resistenza di queste cultivar potrebbe essere così introdotta nelle linee di 

riproduzione o in limitati incroci generazionali, in modo tale da produrre nuove 

“cultivar elite” portanti geni di resistenza per rendere la viticoltura più 

sostenibile. 
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2. MATERIALI E METODI 
 

 

2.1 RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 

 

Nel presente lavoro sono state campionate 207 accessioni di vite, 

prevalentemente caucasiche, provenienti dalla collezione presente all’interno dei 

Vivai Cooperativi Rauscedo (Rauscedo, PN).  

Per ciascuna accessione sono state campionate delle foglioline giovanissime.  

Suddivise poi in sacchetti di plastica, sono state contrassegnate da un’etichetta di 

identificazione. 

Prima dell’arrivo al CREA, Centro di Ricerca per l’Enologia e la Viticoltura, sono 

state poste in un ambiente rinfrescato per permetterne il mantenimento ottimale.  

All’arrivo in sede i campioni sono stati preparati per le successive analisi. 

Per ciascuna accessione sono state prelevate tre foglioline della dimensione di 

una moneta da un euro: una è servita per l’analisi di interesse mentre le altre due 

sono state conservate come riserva in caso di problemi nelle procedure di 

laboratorio.  

Le foglioline sono state arrotolate e inserite con il picciolo verso il basso in una 

provetta Eppendorf; tali provette sono state precedentemente numerate in 

maniera progressiva per il riconoscimento di ciascun campione. 

Le provette sono state disposte, con il tappo aperto, in un rack inserito poi 

all’interno del liofilizzatore (fig. 1). Tale macchinario liofilizza i campioni, cioè, 

elimina l’acqua dai tessuti per sublimazione, facilitando l’estrazione del DNA. 
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Dopo un paio di giorni i campioni sono pronti e l’analisi può cominciare: in un 

primo momento si effettua l’estrazione del DNA, poi si esegue identificazione 

varietale e infine si determina la presenza di aplotipi associati a loci noti di 

resistenza all’Oidio e alla Peronospora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Liofilizzatore acceso e in azione, 

permette di essiccare i prodotti acquosi 

portandoli ad una temperatura di -55°C 
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2.2 ESTRAZIONE DEL DNA 

 

Una volta completato il ciclo di liofilizzazione i campioni sono pronti per 

l’estrazione del DNA (fig. 2). Questo processo avviene tramite un protocollo 

standardizzato Qiagen che richiede la massima attenzione e soprattutto 

precisione.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Sono stati effettuati i seguenti passaggi: 

1. Accendere il bagnetto preventivamente in modo da portarlo alla 

temperatura di 65°C. 

2. In ciascuna provetta mettere due biglie di tungsteno da 0,5 mm di 

diametro che serviranno a disgregare i tessuti vegetali dei campioni, per 

facilitare l’estrazione del DNA. 

Figura 2 Campioni liofilizzati e pronti per l’analisi del DNA 
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3. Posizionare le Eppendorf in maniera bilanciata, all’interno dei due 

contenitori. 

4. Inserirli nel Tissue Lyser, macchinario che permette la disgregazione dei 

campioni (fig. 3 e 4). 

 

 

 

 

5. Prendere il kit Qiagen di estrazione del DNA utilizzando le aliquote 

indicate. 

6. Mettere in ogni provetta 400 µl di buffer di lisi AP1 più RnasiA. 

7. Incubare per 5 minuti nel bagnetto a 65°C mescolando ogni tanto. 

8. Spinnare. 

9. Aggiungere 130 µl di buffer P3 mescolando bene. 

10. Spinnare. 

11. Incubare per 10 minuti a -20°C. 

Figura 3 TissueLyser in azione, consente di 

disgregare i tessuti dei campioni 

Figura 4 Campioni dopo la disgregazione 

del TissueLyser 
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12. Centrifugare il lisato per 5 minuti a 20000 xg. 

13. Trasferire il surnatante del lisato in una 

colonnina Qiashredder, di colore viola, posta 

su un tubino da 2 ml (fig. 5). 

14. Centrifugare per 2 minuti a 20000 xg. 

15. Trasferire il filtrato in un tubino nuovo, 

avendo cura di non toccare il pellet. 

16. Buttare la colonnina.  

17. Aggiungere 1,5 vol di AW1, un buffer di 

precipitazione, e mescolare bene. 

18. Trasferire 650 µl nella DNeasy spin column, di colore bianco, posta su un 

tubino da 2 ml. 

19. Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg. 

20. Trasferire il restante volume nella stessa colonnina. 

21. Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg. 

22. Mettere la colonnina su un tubino nuovo da 2 ml. 

23. Lavare la colonnina con 500 µl di AW2. 

24. Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg. 

25. Gettare il liquido. 

26. Ripetere il lavaggio con AW2 e la centrifuga ma questa volta impostandola 

a 20000 xg in modo da allontanare qualsiasi residuo di etanolo. 

27. Trasferire la colonnina su una provetta Eppendorf da 1,5 ml. 

28. Eluire con soluzione AE, precedentemente scaldata, e incubare per 5 

minuti. 

29. Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg. 

30. Ripetere l’eulizione e la centrifuga. 

31. Raccogliere 150 µl di DNA. 

Figura 5 Surnatante del lisato 
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32. Analizzare i campioni di DNA allo spettrofotometro, per quantificare il 

DNA e determinare la purezza dell’estrazione (fig. 6). 

 

33. Diluire il campione in base alla concentrazione desiderata.  

In questo caso la concentrazione di interesse è di 10 ng/µl in un volume 

totale di 30 µl.  

34. Preparare e numerare le strip di Eppendorf da 0,2 ml e inserire i DNA dei 

campioni. 

35. Portare ad un volume totale di 30 µl aggiungendo la soluzione AE. 

Figura 6 Spettrofotometro: consente di calcolare la concentrazione di DNA in ng/µL e 

le rispettive assorbanze A260/280 (DNA/polifenoli) e A260/230 (DNA/polisaccaridi); 

affinché un’estrazione sia efficiente, sono attesi valori di concentrazione elevati, 

sull’ordine di 300-400 ng/µL e valori per le due assorbanze tra 1.80-2.00 
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2.3 ANALISI DEL DNA AI FINI DELL’IDENTIFICAZIONE 

VARIETALE  

 

Al fine di identificare le accessioni sono stati utilizzati 13 marcatori totali. 

Tra questi troviamo i 9 marcatori SSR condivisi a livello internazionale, ovvero: 

VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62, 

VrZAG79; in aggiunta gli ultimi 4 ossia EVA2 (VMCN64B9), ISV2 (VMC6E1), 

ISV3 (VMC6F1) e ISV4 (VMC6G1), tre dei quali usati nel sito on-line del Registro 

Nazionale delle varietà di vite (http://catalogoviti.politicheagricole.it ). 

Sono stati effettuati i seguenti passaggi: 

 

1. Preparare una miscela composta da H2O, MyTaq DNA polimerasi e 

primer da utilizzare per la PCR. 

2. Prelevare 9,5 µl di miscela per ogni campione, facendo attenzione ad 

aliquotare la stessa quantità per ogni provetta 

3. Prendere la pipetta multicanale impostandola a 0,5 µl per prelevare i 

campioni; aggiungere questi ultimi nelle Eppendorf che contengono la 

miscela, facendo attenzione a non invertire l’ordine progressivo. 

4. Centrifugare. 

 

Il volume finale della miscela per la PCR di 10 µl è suddiviso in: 

- H2O 3,8 µl 

- MyTaq 5 µl 

- Primer di Cocktail Standard 3,8 µl 

- DNA 0,5 µl 

Queste condizioni sono state utilizzate anche per il successivo set di marcatori 

denominato cocktail MD 25-32. Anche in questo la mix ha dato risultati affidabili 

e molto convincenti, per cui abbiamo proseguito con gli stessi volumi. 

http://catalogoviti.politicheagricole.it/
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Infine, l’ultimo marcatore MD5 è stato amplificato da solo perché, da altri studi, 

inserito assieme ad altri marcatori ha dato problemi nell’amplificazione. È stato 

individuato sempre un volume finale di 10 µl composto da: 

- H2O 4,4 µl 

- MyTaq 5 µl 

- Primer MD5 0,1 µl 

- DNA 0,5 µl 

 

5. Posizionare i campioni all’interno del termociclatore (fig. 7) e impostare 

il programma desiderato; in questo caso: 

95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 10°C 

5 minuti 30 

secondi 

30 

secondi 

30 

secondi 

7 

minuti 

 

Temperatura 

mantenuta 

costante nel 

tempo, se si è 

impossibilitati 

a continuare 

con l’analisi 

Denaturazione 

della doppia 

elica 

 

Ciclo ripetuto 35 volte 
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6. Dopo che i frammenti sono stati amplificati, procedere con l’elettroforesi 

al sequenziatore. Se i campioni non vengono caricati immediatamente, 

vengono posti in un freezer a -20°C per conservarli al meglio. 

7. Prendere una delle piastre all’interno del sequenziatore e togliere il 

tappetino che copre la piastra. 

8. Aliquotare sotto la cappa aspirante (fig.8): 

- 9,5 µl di miscela composta da Liz500 (fig. 9), uno standard di peso 

molecolare, e Formamide che serve a denaturare le doppie eliche dei 

campioni 

- 0,5 µl di campione sottoposto precedentemente a PCR 

Figura 7 Il processo di Polymerase Chain Reaction consente l’amplificazione di una specifica 

catena di DNA, milioni di volte, secondo parametri definiti di tempo e di temperatura. 

L’azione viene eseguita tramite un macchinario che prende il nome di termociclatore, in cui il 

“blocco” viene riscaldato e raffreddato per eseguire le diverse fasi dell’amplificazione. 
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9. Inserire il rack nel termociclatore per effettuare la denaturazione 

95°C 4°C 

5 minuti 5 minuti 

Denaturazione della doppia elica Mantenere i campioni denaturati 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Aliquota della piastra sottocappa 

Figura 8 Liz500 standard di peso 

molecolare 

Figura 10 Termociclatore in denaturazione 
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10. Montare e analizzare la piastra al sequenziatore.  

11. Impostare il programma di sequenziamento attivando il pozzetto 

desiderato e compilando le colonne: 

- Sample type (tipo di campione) 

- Comment (nome del campione) 

- Priority (100) 

- Analysis meyhod (default) 

- Results group (dove conservare i dati raccolti) 

- Instrument protocol (protocollo di analisi in base alla tipologia che si 

vuole seguire) 

- Size standard (none) 

- Panel (none) 

12. Premere OK e se tutto è stato compilato perfettamente, il programma 

viene accettato in maniera automatica. 

13. Selezionare “run scheduled” → “find all” e carcare la piastra con i 

campioni da analizzare. 

14. Selezionare il blocco di appartenenza e dare conferma tramite la freccia 

verde. Il sequenziatore inizia a lavorare (fig. 11 a, b, c). 
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15. Terminata l’analisi si caricano i risultati delle corse sul software 

GeneMapper. 

16. Dopo aver caricato le corse sul programma bisogna impostare: metodo 

d’analisi, pannello di riferimento (bin-set home-made con varietà di 

riferimento) e standard di peso molecolare del Liz500. Si parte con il 

processamento dei campioni. 

17. Controllare che il Liz500 abbia i picchi del grafico assegnati correttamente. 

Spesso accade che i valori non vengano assegnati in modo esatto, per 

questo devono essere modificati prendendo come riferimento il terzetto di 

picchi a 139, 150, 160 che si riconoscono facilmente perché sono molto 

vicini tra di loro. 

18. Procedere con la lettura del profilo genetico dei campioni analizzati (fig. 

12). 

Figura 11 a, b, c Sequenziatore in azione  
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In questo modo si è potuto scrivere il profilo genetico per avere così tutti i dati di 

ciascun campione, come ben illustra la Tabella 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 Picchi presenti al momento della lettura sul software GeneMapper 
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2.4 PRESENZA DI SINONIMIE 

 

Dopo aver completato la tabella excel con tutti i dati raccolti (Tabella 12), è stata 

valutata la presenza di campioni con profili molecolari identici utilizzando il 

software Cervus (disponibile gratuitamente online, 

http://www.fieldgenetics.com). 

 

Sono state prese in esame due analisi consequenziali: 

1. analisi delle frequenze alleliche 

2. individuazione dei profili identici all’interno del dataset 

 

Analisi delle frequenze alleliche 

Lo scopo principale dell’analisi delle frequenze alleliche è contare gli alleli di 

ciascun locus in un file di genotipi per stimare la frequenza nella popolazione. 

Cervus calcola diverse statistiche che includono il numero di individui tipizzati, 

il numero di eterozigoti ed omozigoti, il numero di alleli; comprende inoltre test 

per l’equilibrio di Hardy-Weinberg e la presenza di alleli nulli. 

Queste statistiche aiutano a determinare il polimorfismo, cioè il potere 

informativo dei loci utilizzati nella genotipizzazione. 

 

Analisi dell’identità 

Viene utilizzata per trovare genotipi corrispondenti in un file di genotipi. Questa 

analisi legge un file di testo di genotipi e confronta ogni riga di dati del genotipo 

con ogni altra riga del file.  

Dapprima, Cervus registra le identità che compaiono più di una volta all’interno 

del file; in un secondo momento segna separatamente i genotipi che ricorrono 

più di una singola volta. 

http://www.fieldgenetics.com/
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Una volta concluso questo processo le accessioni che condividevano lo stesso 

profilo molecolare sono state evidenziati con opportuni colori. 

Le statistiche sui 13 SSR analizzati sono riportate alla Tabella A e alla Tabella B.  

Nella Tabella A si è fatto il calcolo sui 207 genotipi totali: sono stati individuati 

154 alleli, con una media di 11.8 alleli per locus. I valori medi di eterozigosi 

osservata (Eoss) e attesa (Eatt) sono stati rispettivamente 0.833 e 0.835. 

Nella Tabella B è stato fatto il calcolo sui 26 genotipi unici: sono stati individuati 

118 alleli con una media di 9.08 alleli per locus. I valori medi di eterozigosi 

osservata (Eoss) e attesa (Eatt) sono stati rispettivamente 0.786 e 0.8445. 

 

Tabella A 
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Tabella B 

 

k = numero di alleli; N = numero di genotipi analizzati per calcolare le statistiche; Eoss = 

eterozigosi osservata; Eatt = eterozigosi attesa; PIC = contenuto informativo poliformico; NE-I e 

NE-SIB = probabilità combinata di non esclusione tra due individui non imparentati e tra due 

ipotetici fratelli pieni; HW = equilibrio di Hardy-Weinberg, ND = non fatto; F (null) = probabilità 

di alleli nulli 
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2.5 IDENTIFICAZIONE VARIETALE 

 

L’identificazione varietale rappresenta un passaggio fondamentale, poiché si 

stimano quante varietà analizzate sono già presenti nei database di riferimento e 

quante rappresentano delle novità. 

Una volta esaminati tutti i dati che riguardano la presenza di varietà con profilo 

unico e la presenza di sinonimie e omonimie, si è proceduto con il confronto dei 

profili SSR ottenuti con i database presenti in circolazione. I due a cui si fa 

riferimento in questo lavoro sono quello del CREA-VE e quello del VIVC. 

Il primo confronto, quindi, è stato realizzato con questo database: sono stati 

caricati i dati di ogni genotipo unico e tramite una semplice operazione “filtro” è 

stao effettuato il confronto dell’eventuale presenza o assenza. Se il campione è 

risultato già presente, si è proceduto a segnare il nome definitivo della varietà, 

ma se non si è ottenuto alcun risultato si è passati ad ulteriori database presenti 

in internet. 

Uno di questi è quello del VIVC.  

I dati microsatellite provenienti dal database European Vitis sono stati consultati 

per confermarne l’identità. 

Per effettuare la ricerca all’interno del database VIVC bisogna andare alla sezione 

‘database search’, successivamente individuare ‘advanced search’ e infine 

selezionare ‘microsatellites by profile’. Per trovare i profili corrispondenti 

bisogna adattare le misure degli alleli trovati alle 4 varietà di riferimento che 

sono: Cabernet sauvignon, Chardonnay blanc, Muscat a petits grains blancs e 

Pinot noir (fig. 13). 
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Anche in questo caso, se emergono dei profili già esistenti si può affiancare al 

profilo il nome della varietà; in caso contrario si procede con ulteriori ricerche in 

altri database o dopo opportune analisi si procederà a registrare le nuove varietà 

con nome nuovo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 Database di ricerca del VIVC 
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2.6 GENOTYPING CON MARCATORI ASSOCIATI A LOCI DI 

RESISTENZA ALL’OIDIO 

 

La fase finale di questo lavoro è la ricerca di aplotipi associati alla presenza di 

geni di resistenza all’Oidio grazie a opportuni marcatori molecolari microsatelliti 

SSR associati ai loci Ren1, Ren 3 e Ren9. 

I due marcatori associati al gene Ren1 sono: 

- SC8-0071-014 

- Sc47_20 

Tali marcatori vengono preparati per le PCR corrispondenti, avendo cura di 

tenere delle condizioni di amplificazione ottimali per arrivare a dei risultati il più 

possibile precisi e attendibili. 

Le condizioni di analisi sono state determinate tramite studi precedenti che 

hanno permesso di individuare un volume finale di 10 µl composto da 9,5 µl di 

mix per la PCR e 0,5 µl di DNA diluiti (preso dai campioni di interesse). 

La mix è quindi composta da: 

- H2O 4,21 µl (per campione) 

- MyTaq 5 µl (per campione) 

- Primer SC8: Forward (F) 0,075 µl e Reverse (R) 0,075 µl (per campione) 

- Primer Sc47: Forward (F) 0,07 µl e Reverse (R) 0,07 µl (per campione) 

 

I marcatori associati ai geni Ren3-Ren9 sono: 

- GF15-28 

- GF15-30 
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Per i geni Ren3 e Ren9 è stata utilizzata una mix denominata MIXB, contenente: 

- H2O 3,7 µl 

- MyTaq 5 µl 

- Primer GF 15-28: Forward (F) 0,1 µl e Reverse (R) 0,1 µl (per campione) 

- Primer GF 15-30: Forward (F) 0,14 µl e Reverse (R) 0,14 µl (per 

campione) 

 

Il passaggio seguente è la preparazione delle strip Eppendorf dove verranno 

inseriti i campioni con il mix e infine caricati all’interno del termociclatore per 

effettuare la PCR. 

 

Si assistono alle condizioni utilizzate nelle precedenti analisi 

95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 10°C 

5 minuti 30 

secondi 

30 

secondi 

30 

secondi 

7 

minuti 

 

Temperatura 

mantenuta 

costante nel 

tempo, se si è 

impossibilitati 

a continuare 

con l’analisi 

Denaturazione 

della doppia 

elica 

 

Ciclo ripetuto 35 volte 

 

 

Al termine del processo di amplificazione i campioni sono pronti per essere 

predisposti per l’analisi al sequenziatore. 
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Utilizzando una nuova piastra, sotto cappa aspirante, si aliquota una miscela di 

9,5 µl composta da: 

- Liz500 

- Formamide 

- 0,5 µl di campione appena amplificato 

Il rack viene inserito successivamente all’interno del termociclatore per effettuare 

la denaturazione, utilizzando le condizioni precedenti: 

95°C 4°C 

5 minuti 5 minuti 

Denaturazione della doppia elica Mantenere i campioni denaturati 

 

Quando la denaturazione viene completata si può procedere al successivo 

sequenziamento. Viene impostato il programma e si carica la piastra, contenente 

i campioni di interesse, al sequenziatore. 

Fase finale, ma non meno importante, è la lettura dei risultati grazie al software 

GeneMapper; in base al picco presente sul grafico, ad ogni campione e a seconda 

del marcatore molecolare, verrà assegnato un valore (Tabella 14).  
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2.7 GENOTYPING CON MARCATORI ASSOCIATI A LOCI DI 

RESISTENZA ALLA PERONOSPORA 

 

Un’ulteriore analisi, all’interno di questo lavoro, è stata la presenza di geni di 

resistenza alla Peronospora. In questo caso i marcatori molecolari microsatelliti 

SSR sono associati al locus di resistenza RPV1. 

Anche in questo caso il volume finale è di 10 µl di cui 9,5 di mix per la PCR e 9,5 

di DNA del campione. 

Per i geni RPV1 e Run1 è stata utilizzata una mix denominata MIX A, contenente: 

- H2O 4,1 µl 

- MyTaq 5 µl 

- Primer VMC 4F3.1: Forward (F) 0,1 µl e Reverse (R) 0,1 µl (per 

campione) 

- Primer VMC 8g9: Forward (F) 0,1 µl e Reverse (R) 0,1 µl (per campione) 

Successivamente, il procedimento è uguale al precedente con la preparazione 

delle strip Eppendorf e la conseguente amplificazione. 

Al termine dell’amplificazione si prepara il rack per la denaturazione e il 

sequenziamento dei campioni. 

Una volta sequenziati, i campioni vengono letti con il software GeneMapper con 

l’assegnazione dei valori delle lunghezze alleliche leggendo i picchi che 

compaiono all’interno del grafico e a seconda del marcatore molecolare, verrà 

assegnato un valore (Tabella 15). 
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3. RISULTATI 
 

I campioni analizzati, come si può vedere, sono molto numerosi per cui per 

agevolare le operazioni di laboratorio sono stati divisi in più tranche. 

La prima fase del nostro lavoro, come spiegato in precedenza, è la fase di 

estrazione del DNA. Questo processo è stato fondamentale per poter poi 

identificare le diverse accessioni. 

Sebbene sia stato seguito un protocollo ben preciso, veniva richiesta un’elevata 

attenzione e precisione; inizialmente questo ha causato qualche intoppo dovuto 

alla poca esperienza, infatti si può notare che i primi campioni non presentano 

elevate concentrazioni di DNA (Tabella 1). 

Con il passare del tempo e acquisendo manualità nel lavoro, le estrazioni sono 

diventate di gran lunga migliori sebbene vi sia ancora qualche eccezione (Tabella 

4, Tabella 5). 

Possiamo comunque dire che per le analisi di nostro interesse il DNA estratto è 

più che sufficiente. 

 

Successivamente vi è stata l’analisi delle identità grazie all’aiuto del software 

Cervus. Dalla Tabella 12 si evince chiaramente con le accessioni siano ben 

variegate. Quelle con profilo molecolare “unico”, che non presentano alcun tipo 

di sinonimi, non sono state evidenziate con alcun colore esempio accessione 1, 

35, 38, 41 etc. 

Altre accessioni invece presentano lo stesso profilo, infatti sono state evidenziate 

con colori differenti; sempre nella Tabella 12 si può vedere come accessioni 13, 

39, 92, 188 e 202 presentano lo stesso profilo e sono state evidenziate in giallo, poi 

le accessioni 15, 82, 159 e 200 sono anche queste identiche e sono state evidenziate 

in azzurro; e si è proseguito allo stesso modo per tutte le altre. 
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Poi, dal confronto con i database del CREA e del VIVC è emerso che dalle 207 

accessioni totali sono stati ottenuti 26 profili genetici unici (Tabella 13), 56 non 

sono stati identificati, 85 sono stati identificati sul portale del VIVC e 66 su quello 

del CREA, ben visibile dalla Tabella 13. 

Si può quindi affermare che la maggior parte di questi risultano registrati, con lo 

stesso nome o con nomi simili; bisogna considerare che una parte di accessioni 

non vi è stata trovata traccia in altri database, motivo per cui rappresentano delle 

cultivar nuove che arricchiscono questo lavoro e le collezioni internazionali. 

L’analisi della presenza di aplotipi e alleli di resistenza ha tenuto conto della 

sinonimia e del profilo genetico identico, difatti i genotipi uguali nel profilo 

genetico e nel nome rappresentano un’unica varietà. 

Tra le accessioni analizzate, la resistenza all’oidio la si può ritrovare nel campione 

numero 81 e 175 corrispondente a Kishmish vatkana; questa cultivar dell’Asia 

centrale riporta il gene di resistenza Ren1 all’aplotipo 147-206. Dai dati in 

letteratura, un’ulteriore varietà riporta la resistenza all’Oidio ed è Shavtsitska che 

presenza come coppia allelica 149-208. 

L’aplotipo 147-206 è presente in 3 accessioni (tra cui Kishmish vatkana), 2 

presentano solo l’allele 147 mentre ben 16 presentano solo l’allele 206. 

L’aplotipo 149-208 si trova in 14 accessioni; 5 presentano solo l’allele 149 e 2 

presentano solo l’allele 208. 

L’aplotipo 342-445 non è presente, ma 2 accessioni possiedono l’allele 445. 

Invece per la peronospora l’aplotipo preso di riferimento risulta essere 156 (8g9) 

– 192 (4f3.1). In questo caso nessuna accessione presenta questo aplotipo, ma 9 

campioni portano l’allele 192 come riporta la Tabella 15. 
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Tabella 1 Estrazione campioni 1-20 

 

 

Tabella 2: estrazione campioni 21-40 
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Tabella 3: estrazione campioni 41-60 

 

 

Tabella 4: estrazione campioni 61-81 
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Tabella 5: estrazione campioni 82-97 

 

 

Tabella 6: estrazione campioni 98-113 
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Tabella 7: estrazione campioni 114-128 

 

Tabella 8: estrazione campioni 129-144 
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Tabella 9: estrazione campioni 145-168 

 

 

 

 

 

 

Tabella 10: estrazione campioni 169-184 
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Tabella 11: estrazione campioni 185-207 

 

 

 

 

Tabella 12: 13 marcatori SSR microsatellite 
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44 
 

 

 

 

Tabella 13: identificazione varietale con i 9 SSR condivisi a livello internazionale 

 



45 
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Tabella 14: marcatori microsatelliti SSR associati ai geni di resistenza all’oidio 

Ren1, Ren3 e Ren9 

 

 

 



48 
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Tabella 15: marcatori microsatellite SSR associati ai geni di resistenza alla 

peronospora Rpv1 
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4. DISCUSSIONE 
 

Il nostro studio è stato intenso e tortuoso ma i risultati hanno ripagato il lavoro e 

prodotto i risultati attesi. 

In primis la caratterizzazione delle varietà di vite Caucasiche dell’Asia centrale 

ha fatto emergere moltissimi profili genetici identici, a discapito di quelli unici 

che risultano minimi; difatti delle 207 accessioni totali circa 87% sono identici tra 

loro a gruppetti e solo 13% sono unici.   

Come detto, dal confronto con i database si ritrova un 41% di varietà già presenti 

sul VIVC, un 32% sul CREA e un restante 27% di varietà non identificate in alcun 

modo.  

Questi risultati devono farci riflettere che, sebbene molte delle cultivar siano già 

iscritte a registro e identificate, vi è una parte importante che ancora non presenta 

un nome. Per tale motivo questi studi non terminano con il nostro lavoro ma 

proseguiranno in altre sedi in modo da poter risalire e individuare le varietà di 

appartenenza. 

Successivamente si è passati all’identificazione dei geni associati alla resistenza 

prima a oidio e poi alla peronospora. Questo è stato possibile grazie all’aiuto di 

marcatori molecolari microsatelliti SSR (SC8 e SC47, GF15-28 e GF15-30) associati 

al gene di resistenza dell’oidio e marcatori (8g9 e 4F3.1) associati al gene di 

resistenza della peronospora. 

Questo perché negli ultimi anni altri studi e lavori stanno affermando che cultivar 

caucasiche di V. vinifera sono resistenti a E. necator e P. viticola agenti eziologici 

di queste due malattie. 

Si può quindi affermare, dai dati raccolti, che gran parte delle accessioni di questo 

lavoro hanno un profilo simile alla varietà Shavtsitska mentre meno lo hanno 

simile a Kishmish vatkana (Tabella 14). 
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Nel secondo caso possiamo dire che le cultivar analizzate presentano molti più 

alleli per i primi due marcatori (8g9 e 4F3.1) rispetto agli alleli del gene di 

resistenza presente in Regent, varietà resistente alla Peronospora (Tabella 15). 

Negli ultimi anni il tema della sostenibilità è diventato di fondamentale 

importanza; difatti la viticoltura rappresenta il settore agricolo dove si fa più uso 

di prodotti fitosanitari nocivi per l’ambiente e per l’uomo. 

Per tale motivo, negli ultimi decenni sono stati avviati dei programmi di incrocio 

e ibridazione nei principali centri di ricerca italiani ed europei. L’obiettivo di 

questi studi è quello di creare nuove cultivar resistenti grazie all’incrocio tra le 

varietà caucasiche e quelle che non posseggono alcun tipo di resistenza. 

Nuove attività pianificate per proseguire lo studio: verificare attraverso 

fenotipizzazione, la presenza di resistenza/tolleranza a oidio e peronospora; 

analizzare, per esempio con migliaia di marcatori SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism), i genotipi unici e cercare nuovi loci di resistenza a oidio e 

peronospora attraverso studi di associazione fenotipo/genotipo (GWAS, Genome 

Wide Association Study). 
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5. CONCLUSIONI 
 

L’obiettivo primario del nostro studio è stata la caratterizzazione di varietà di viti 

caucasiche appartenenti a V. vinifera tramite l’utilizzo dei 13 marcatori 

microsatelliti SSR. 

Questo ha dimostrato che, sebbene le accessioni analizzate siano state davvero 

tante e sia presente un elevato tasso di polimorfismo, i genotipi unici sono un 

numero considerevole. 

Dal confronto con i principali database, CREA e VIVC, sono state individuate 

numerose varietà, ma ce ne sono molte altre che non sono ancora iscritte a 

registro e che rappresentano una nuova scoperta di questo lavoro. 

Il secondo obiettivo è stato lo studio della presenza di loci di resistenza tramite 

utilizzo di marcatori SSR associati al gene di resistenza di oidio e peronospora. 

Al locus Ren1 (oidio) si è visto che pochi genotipi presentano l’aplotipo 147-206 

(coppia allelica di resistenza su Kishmish vatkana) ma diversi genotipi 

presentano solo l’allele 206; invece, è ben presente l’aplotipo 149-206 (coppia 

allelica di resistenza su Shavtsitska). 

Al locus Ren3, Ren9 (oidio) non si è riscontrato quasi nulla. 

Infine, al locus RPV1 (peronospora) diversi genotipi riportano solo un allele. 

Sicuramente questo lavoro ha permesso di individuare ulteriore biodiversità 

all’interno delle specie caucasiche di V. vinifera e l’individuazione di loci di 

resistenza a oidio e peronospora in questi genotipi dovrà subire un riscontro 

fenotipico. 

In conclusione, possiamo quindi dire che le cultivar caucasiche rappresentano 

una valida e alternativa risorsa per rendere la viticoltura più sostenibile nel 

tempo senza dover ricorrere necessariamente all’utilizzo di prodotti fitosanitari. 
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