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ƕȭ(-31.#49(.-$ 
 

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

ÖɯÕÌÚÚÜÕÈɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÊÖÕÛÙÖɯÐɯ×ÙÐÕÊÐ×ÈÓÐɯ×ÈÛÖÎÌÕÐɯÝÌÛÛÖÙÐɯËÐɯÔÈÓÈÛÛÐÌɯÌɯÓɀÐÕËÜÚÛÙÐÈɯ

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 

ÕÜÖÝÌɯÝÈÙÐÌÛãɯÈÓÓɀÈÓÛÌááÈɯËÌÓÓÈɯØÜÈÓÐÛãɯËÌÓÓÌɯÜÝÌɯËÌÓɯÎÌÕÐÛÖÙÌɯȿÕÖÉÐÓÌɀ. Lo scopo 

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

in germoplasma di Vitis vinifera di or igine caucasica, per poter contribuire ad 

aumentare la resistenza contro questi patogeni nei vitigni coltivati , senza 

ÓɀÈÎÎÙÈÝÐÖɯËÐɯÊÈÙÈÛÛÌÙÐÚÛÐÊÏÌɯÐÕËÌÚÐËÌÙÈÛÌ. 

 

 

1.1 EVOLUZIONE DEL GENERE VITIS 

 

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

ÜÕÖɯÕÌÓÓɀ ÚÐÈɯÖÙÐÌÕÛÈÓÌɯÌɯÓɀÜÓÛÐÔÖȮɯÔÈɯÕÖÕɯÔÌÕÖɯÐÔ×ÖÙÛÈÕÛÌȮɯÐÕɯ$ÜÙÖ×ÈɯÊÏÌɯ

comprende appunto la vite europea V. vinifera. 

+ɀÖÙÐÎÐÕÌɯËÐɯV. vinifera non è ben definita anche se si pensa provenga dalla regione 

ÊÈÜÊÈÚÐÊÈɯËÌÓÓɀ$ÜÙÈÚÐÈɯȹ-ÌÎÙÖÜÓɯƕƝƚƔȺȭɯ+ÌɯÍÖÕÛÐɯÙÐÎÜÈÙËÖɯÓÈɯÚÜÈɯ×ÙÌÚÌÕáÈɯÙÐÚÈÓÎÖÕÖɯ

ÍÐÕɯËÈÓÓɀÈÕÛÐÊÏÐÛãȮɯ×ÙÌÊÐÚÈÔÌÕÛÌɯËÈÓɯ-ÌÖÓÐÛÐÊÖȭ 

"ÖÕɯÐÓɯ×ÈÚÚÈÙÌɯËÌÐɯÚÌÊÖÓÐɯÌɯËÌÓÓÈɯÚÛÖÙÐÈɯÓɀÜÖÔÖɯöɯÙÐÜÚÊÐÛÖɯÈËɯÜÛÐÓÐááÈÙÓÈɯ×ÌÙɯÓÈɯ

ÊÖÓÛÐÝÈáÐÖÕÌɯÌɯÓɀÈËËÖÔÌÚÛÐÊÈÔÌÕÛÖȮɯ×ÖÙÛÈÕËÖɯÈÓÓÈɯÕÈÚÊÐÛÈɯËÐɯÐÕÕÜÔÌÙÌÝÖÓÐɯÝÈÙÐÌÛãɯ

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 

ËɀÖÎÎÐɯÔÖÓÛÖɯÐÔ×ÖÙÛÈÕÛÐɯÐÕɯØÜÌÚÛÖɯÈÔÉÐÛÖɯÌɯÜÕɯÌÚÌÔ×ÐÖɯÚÖÕÖɯÐɯ5ÐÝÈÐɯ"ÖÖ×ÌÙÈÛÐÝÐɯ

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 offre ndo le soluzioni più idonee per ogni eco -sistema. 

+ɀÐÕÛÌÙÚÌáÐÖÕÌɯ ËÐɯ ÛÜÛÛÐɯ ØÜÌÚÛÐɯ ÌÓÌÔÌÕÛÐɯ Ìɯ ÓÈɯ ×ÙÖÍÌÚÚÐÖÕÈÓÐÛãɯ ËÌÎÓÐɯ Ö×ÌÙÈÛÖÙÐɯ

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

sanitario.  

 

 

1.2 NUMEROSIT À 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. 

+ɀÐËÌÕÛÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯ ËÌÓÓÌɯ ÝÈÙÐÌÛãɯ ËÐɯ ÜÝÈɯ ÚÐɯ öɯ ÉÈÚÈÛÈɯ ÛÙÈËÐáÐÖÕÈÓÔÌÕÛÌɯ

ÚÜÓÓɀÈÔ×ÌÓÖÎÙÈÍÐÈȯɯØÜÌÚÛÈɯËÐÚÊÐ×ÓÐÕÈɯÚÛÜËÐÈɯÌɯÊÓÈÚÚÐÍÐÊÈɯÓÌɯÝÈÙÐÌÛãɯËÌÐɯÝÐÛÐÎÕÐɯ

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.  

!ÐÚÖÎÕÈɯÈÎÎÐÜÕÎÌÙÌɯÊÏÌɯÓɀÌÚ×ÙÌÚÚÐÖÕÌɯËÌÐɯÊÈÙÈÛÛÌÙÐɯÔÖÙÍÖÓÖÎÐÊÐɯËÌÓÓÈɯ×ÐÈÕÛÈɯöɯ

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 ȮɯÎÙÈáÐÌɯÈÓÓɀÈÝÝÌÕÛÖɯËÌÐɯÔÈÙÊÈÛÖÙÐɯÔÖÓÌÊÖÓÈÙÐȮɯÐÕɯ×ÈÙÛÐÊÖÓÈÙÌɯ

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  ×ÙÌÚÚÖɯÓɀ(ÚÛÐÛÜÛÖɯ×ÌÙɯÓÈɯÚÌÓÌáÐÖÕÌɯËÌÓÓÈɯÝÐÛÌɯËÐɯ&ÌÐÓÞÌÐÓÌÙÏÖÍȭɯ+ɀÐËÌÈɯ

ËÐɯÜÕÈɯÉÈÕÊÈɯËÈÛÐɯÚÜÓÓÌɯÙÐÚÖÙÚÌɯÎÌÕÌÛÐÊÏÌɯËÌÓÓÈɯÝÐÛÌɯöɯÚÖÚÛÌÕÜÛÈɯËÈÓÓɀ(!/&1ɯÌɯ

ËÈÓÓɀ.ÙÎÈÕÐááÈáÐÖÕÌɯ(ÕÛÌÙÕÈáÐÖÕÈÓÌɯËÌÓÓÈɯ5ÐÛÌɯÌɯËÌÓɯ5ÐÕÖɯȹ.(5Ⱥȭ 

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.  

+ɀÜÛÐÓÐááÖɯ ËÐɯ ØÜÌÚÛÐɯ ÔÈÙÊÈÛÖÙÐɯ ÊÖÔÌɯ ÚÌÛɯ ÚÛÈÕËÈÙËɯ öɯ ÚÛÈÛÖɯ ×ÙÌÚÖɯ ËÈɯ ÍÖÕÛÐɯ

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

ËÈÓÓɀ(ÕÚÛÐÛÜÛÌɯÍÖÙɯ&ÙÈ×ÌÝÐÕÌɯ!ÙÌÌËÐÕÎɯËÐɯ&ÌÐÓÞÌÐÓÌÙÏÖÍɯÌɯÛÙÖÝÈÛÐɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯ

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 

lɀÐËÌÕÛÐÍÐÊÈáÐÖÕÌ ËÌÓÓÌɯ ÝÈÙÐÌÛãɯ ËÐɯ ÝÐÛÌȮɯ ÊÖÚÈɯ ÊÏÌɯ ÊÖÕɯ ÓɀÈÔ×ÌÓÖÎÙÈÍÐÈɯ ÕÖÕɯ ÌÙÈɯ

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 

ØÜÈÓÐÛãɯËÌÓɯ#- ɯÌÚÛÙÈÐÉÐÓÌɯÚÖÕÖɯÓÌɯÍÖÎÓÐÖÓÐÕÌɯËÌÓÓɀÈ×ÐÊÌɯËÌÓɯÎÌÙÔÖÎÓÐÖȭ Bisogna 

ÚÖÛÛÖÓÐÕÌÈÙÌɯÊÏÌɯÓÌɯÍÖÎÓÐÌɯÕÖÕɯÚÖÕÖɯÚÌÔ×ÙÌɯËÐÚ×ÖÕÐÉÐÓÐɯËÜÙÈÕÛÌɯÓɀÈÕÕÖȮɯ×ÌÙɯÊÜÐɯÈÓÛÙÌɯ

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

ÉÈÊÊÈȭɯ(ÕɯØÜÌÚÛÐɯÊÈÚÐɯÓɀestrazione 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 grezz o (Ibanez ed al. 2009). Inoltre, la preparazione di una 

ÔÜÓÛÐ×ÓÌßɯ/"1ɯÉÌÕɯÉÐÓÈÕÊÐÈÛÈɯÊÖÕÚÌÕÛÌɯÓɀÈÔ×ÓÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯÚÐÔÜÓÛÈÕÌÈɯËÐɯ×ÐķɯÓÖÊÐɯ

221ɯ×ÌÙɯÙÌÈáÐÖÕÌȰɯ×ÌÙɯØÜÌÚÛÖɯÔÖÛÐÝÖɯÓɀÖÛÛÐÔÐááÈáÐÖÕÌɯËÌÓɯÚÐÚÛÌÔÈɯÙÈ××ÙÌÚÌÕÛÈɯÜÕɯ

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 

ÌÚÌÎÜÐÙÌɯÓɀÐËÌÕÛÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯÝÈÙÐÌÛÈÓÌȭ Complessivamente, questo tipo di analisi del 

#- ȮɯÍÐÕÈÓÐááÈÛÈɯÈÓÓɀÐËÌÕÛÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯÝÈÙÐÌÛÈÓÌȮɯÚÐɯÙÌÈÓÐááÈɯÊÖÕɯØÜÈÓÊÏÌɯÖÙÈɯËÐɯ

lavoro in laboratorio.  

+Èɯ ÊÖÕÚÌÎÜÌÕáÈɯ öɯ ÊÏÌɯ Óɀanalisi molecolare offre un vantaggio significativo 

rispetto a costi, fatica e tempo ÙÐÚ×ÌÛÛÖɯ ÈÓÓɀidentificazione  basata su criteri 

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

veloce delle raccolte di germoplasma in qualsiasi stagione. 

+ɀinteresse per la corretta identificazione delle  varietà di vite  è condiviso da tutta 

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

ËÈÕÕÖɯ ÕÖÛÌÝÖÓÌɯ ×ÌÙɯ ÓɀÐÕËÜÚÛÙÐÈɯ Èɯ ÛÜÛÛÐɯ Ðɯ ÓÐÝÌÓÓÐɯ ËÈÓɯ ×ÙÖËÜÛÛÖÙÌɯ ÐÕÐáÐÈÓÌɯ ÈÓɯ

consumatore finale. 
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1.5 MALATTIE E PATOGENI  

 

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

ÓɀÐÕÛÙÖËÜáÐÖÕÌɯËÐɯ×ÈÙÈÚÚÐÛÐɯÌɯ×ÈÛÖÎÌÕÐɯËÈÓÓɀ ÔÌÙÐÊÈɯÈɯÔÌÛãɯËÌÓɯ7(7ɯÚÌÊÖÓÖȭɯ+ÌɯËÜÌɯ

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, 

sviluppa ndo questi meccanismi. 

+ɀ.ÐËÐÖɯöɯÜÕÈɯËÌÓÓÌɯ×ÙÐÕÊÐ×ÈÓÐɯÔÈÓÈÛÛÐÌɯËÌÓÓÈɯÝÐÛÌȮɯÊÈÜÚÈÛÖɯËÈÓÓɀɯÈÎÌÕÛÌɯÌáÐÖÓÖÎÐÊÖɯ

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 pi ù comune nei climi umidi.  

/ÜğɯÌÚÚÌÙÌɯÐËÌÕÛÐÍÐÊÈÛÈɯÚÜÓÓÈɯÍÖÎÓÐÈɯÚÖÛÛÖÍÖÙÔÈɯËÐɯɁÔÈÊÊÏÐÌɯÈɯÖÓÐÖɂɯÖ××ÜÙÌɯÛÙÈÔÐÛÌɯ

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 

ËÌÓÓɀÈÚÊÖÔÐÊÌÛÈɯErysiphe necatorȮɯ ÈÎÌÕÛÌɯ ÊÈÜÚÈÓÌɯ ËÌÓÓɀoÐËÐÖɯ Ìɯ ËÌÓÓɀÖÖÔÐÊÌÛe 

Plasmopara viticola, agente causale della peronospora.  

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

ÈÓÓɀagricoltura (http://dataservice.eea.europa.eu), e rappresenta un problema 

ÚÖÛÛÖɯËÐÝÌÙÚÐɯ×ÜÕÛÐɯËÐɯÝÐÚÛÈɯÊÖÔÌɯÓÈɯÚÖÚÛÌÕÐÉÐÓÐÛãɯÈÔÉÐÌÕÛÈÓÌȮɯÓÈɯÚÈÓÜÛÌɯËÌÓÓɀÜÖÔÖȮɯ

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

resistenti a questi prodotti.  

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


11 
 

/ÌÙɯØÜÌÚÛÖɯÔÖÛÐÝÖȮɯÕÌÓÓɀÜÓÛÐÔÖɯ×ÌÙÐÖËÖɯÚÐɯÚÛÈÕÕÖɯÙÐÊÌÙÊÈÕËÖɯËÌÓÓÌɯÚÖÓÜáÐÖÕÐɯ

alternative.  

+ɀÐÕËÈÎÐÕÌɯÚÜÐɯÝÐÛÐÎÕÐɯÈÜÛÖÊÛÖÕÐɯÈÔÌÙÐÊÈÕÐɯÌɯÈÚÐÈÛÐÊÐȮɯÐÕÐáÐÈÛÈɯËÖ×ÖɯÓÈɯËÐÍÍÜÚÐÖÕÌɯ

ËÐɯÛÈÓÐɯÔÈÓÈÛÛÐÌȮɯÏÈɯ×ÖÙÛÈÛÖɯÈÓÓɀÐËÌÕÛÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯËÐɯÕÜÔÌÙÖÚÌɯÍÖÕÛÐɯËÐɯpotenziale 

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 1 3 loci ËÐɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÈÓÓɀÖÐËÐÖɯÌɯƗ5 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. 

/ÌÙɯÓɀÖÐËÐÖɯÐɯ×ÙÐÕÊÐ×ÈÓÐɯloci 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 

ËÌÓÓɀ ÚÐÈɯÊÌÕÛÙÈÓÌȮɯØÜÌÚÛÖɯÎÙÈáÐÌɯÈÓÓɀÜÛÐÓÐááÖɯÓÐÔÐÛÈÛÖɯËÐɯ×ÙÖËÖÛÛÐɯÍÐÛÖÚÈÕÐÛÈÙÐɯÌɯÓÈɯ

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.  

(Óɯ×ÙÐÔÖɯÊÈÚÖɯÙÐÎÜÈÙËÈɯÜÕÈɯÝÈÙÐÌÛãɯËÌÕÖÔÐÕÈÛÈɯɁ*ÐÚÏÔÐÚÏɯÝÈÛÒÈÕÈɂȮɯÊÜÓÛÐÝÈÙɯËÐɯ

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

locus Ren1ȰɯÐÕÖÓÛÙÌȮɯÜÕɀÜÓÛÌÙÐÖÙÌɯÈÕÈÓÐÚÐɯËÌÓɯÎÌÙÔÖ×ÓÈÚÔÈɯËÌÓÓɀ ÚÐÈɯÊÌÕÛÙÈÓÌɯÏÈɯ

portato alla luce che altre varietà di viti  ×ÙÖÝÌÕÐÌÕÛÐɯËÈÓÓɀ4áÉÌÒÐÚÛÈÕɯÖɯ×ÈÌÚÐɯ

ÓÐÔÐÛÙÖÍÐɯÏÈÕÕÖɯ×ÈÙÌÕÛÌÓÈɯÊÖÕɯɁ*ÐÚÏÔÐÚÏɯÝÈÛÒÈÕÈɂɯÌɯ×ÖÙÛÈÕÖɯÓÖɯÚÛÌÚÚÖɯlocus di 

resistenza. 

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

resistenza a E. necator sempre al locus Ren1ȰɯÛÙÈɯØÜÌÚÛÌɯÛÙÖÝÐÈÔÖɯɁ2ÏÈÝÛÚÐÛÚÒÈɂɯ

http://www.vivc.de/


12 
 

una tra le più resistenti. Lo studio dei vitigni caucasici ha mostrato che questi 

mostrano un aplotipo differente da quell i ËÌÓÓɀ ÚÐÈɯÊÌÕÛÙÈÓÌȭ 

/ÖÐȮɯÓɀÌÚ×ÓÖÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓɯÎÌÙÔÖ×ÓÈÚÔÈɯÊÈÜÊÈÚÐÊÖɯÏÈɯ×ÖÙÛÈÛÖɯÈÓÓÈɯÓÜÊÌɯÜÓÛÌÙÐÖÙÐɯÍÖÕÛÐɯ

di resistenza alla peronospora ÊÖÔÌɯÓÈɯÝÈÙÐÌÛãɯɁ1ÌÎÌÕÛɂɯÊÏÌɯ×ÙÌÚÌÕÛÈɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯ

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 

ɁÊÜÓÛÐÝÈÙɯ ÌÓÐÛÌɂɯ ×ÖÙÛÈÕÛÐɯ ÎÌÕÐɯ ËÐɯ ÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯ ×ÌÙɯ ÙÌÕËÌÙÌɯ ÓÈɯ ÝÐÛÐÊÖÓÛÜÙÈɯ ×Ðķɯ

sostenibile. 
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Ɩȭɯ, 3$1( +(ɯ$ɯ,$3.#( 
 

 

2.1 RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI  

 

Nel presente lavoro sono state campionate 207 accessioni di  vit e, 

prevalentemente caucasiche, provenienti  ËÈÓÓÈɯÊÖÓÓÌáÐÖÕÌɯ×ÙÌÚÌÕÛÌɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÐɯ

Vivai Cooperativi Rauscedo (Rauscedo, PN).  

Per ciascuna accessione sono state campionate delle foglioline giovanissime.  

2ÜËËÐÝÐÚÌɯ×ÖÐɯÐÕɯÚÈÊÊÏÌÛÛÐɯËÐɯ×ÓÈÚÛÐÊÈȮɯÚÖÕÖɯÚÛÈÛÌɯÊÖÕÛÙÈÚÚÌÎÕÈÛÌɯËÈɯÜÕɀÌÛÐÊÏÌÛÛÈɯËÐɯ

identificazione.  

/ÙÐÔÈɯËÌÓÓɀÈÙÙÐÝÖɯÈÓɯ"1$ Ȯɯ"ÌÕÛÙÖɯËÐɯ1ÐÊÌÙÊÈɯ×ÌÙɯÓɀ$ÕÖÓÖÎÐÈɯÌɯÓÈɯ5ÐÛÐÊÖÓÛÜÙÈȮɯÚÖÕÖɯ

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

 ÓÓɀÈÙÙÐÝÖɯÐÕɯÚÌËÌɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯsono 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 ×ÌÙɯÓɀÈÕÈÓÐÚÐɯËÐɯÐÕÛÌÙÌÚÚÌɯÔÌÕÛÙÌɯÓÌɯÈÓÛÙÌɯËÜÌɯ

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 

ÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯÓÐÖÍÐÓÐááÈÛÖÙÌ (fig . 1). Tale macchinario liofilizza  i campioni, cioè, 

elimina  ÓɀÈÊØÜÈɯËÈÐɯÛÌÚÚÜÛÐɯ×ÌÙɯÚÜÉÓÐÔÈáÐÖÕÌȮɯÍÈÊÐÓÐÛÈÕËÖɯÓɀÌÚÛÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓɯ#- . 
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Dopo un paio di giorni i campioni sono pronti e Óɀanalisi può cominciare: in un 

×ÙÐÔÖɯÔÖÔÌÕÛÖɯÚÐɯÌÍÍÌÛÛÜÈɯÓɀÌÚÛÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓɯ#- , poi si esegue identificazione 

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

ÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÈÓÓɀ.ÐËÐÖɯÌɯÈÓÓÈɯ/ÌÙÖÕÖÚ×ÖÙÈȭ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

Óɀestrazione 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.  ÊÊÌÕËÌÙÌɯ ÐÓɯ ÉÈÎÕÌÛÛÖɯ ×ÙÌÝÌÕÛÐÝÈÔÌÕÛÌɯ ÐÕɯ ÔÖËÖɯ ËÈɯ ×ÖÙÛÈÙÓÖɯ ÈÓÓÈɯ

ÛÌÔ×ÌÙÈÛÜÙÈɯËÐɯƚƙȘ"ȭ 

2. (ÕɯÊÐÈÚÊÜÕÈɯ×ÙÖÝÌÛÛÈɯÔÌÛÛÌÙÌɯËÜÌɯÉÐÎÓÐÌɯËÐɯÛÜÕÎÚÛÌÕÖɯ ËÈɯƔȮƙɯÔÔɯËÐɯ

ËÐÈÔÌÛÙÖɯÊÏÌɯÚÌÙÝÐÙÈÕÕÖɯÈɯËÐÚÎÙÌÎÈÙÌɯÐɯÛÌÚÚÜÛÐɯÝÌÎÌÛÈÓÐɯËÌÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐȮɯ×ÌÙɯ

ÍÈÊÐÓÐÛÈÙÌɯÓɀÌÚÛÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓɯ#- ȭ 

Figura 2 "ÈÔ×ÐÖÕÐɯÓÐÖÍÐÓÐááÈÛÐɯÌɯ×ÙÖÕÛÐɯ×ÌÙɯÓɀÈÕÈÓÐÚÐɯËÌÓɯ#-  
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3. /ÖÚÐáÐÖÕÈÙÌɯ ÓÌɯ $××ÌÕËÖÙÍɯ ÐÕɯ ÔÈÕÐÌÙÈɯ ÉÐÓÈÕÊÐÈÛÈȮɯ ÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯ ËÌÐɯ ËÜÌɯ

ÊÖÕÛÌÕÐÛÖÙÐȭ 

4. (ÕÚÌÙÐÙÓÐɯÕÌÓɯ3ÐÚÚÜÌɯ+àÚÌÙȮɯÔÈÊÊÏÐÕÈÙÐÖɯÊÏÌɯ×ÌÙÔÌÛÛÌɯÓÈɯËÐÚÎÙÌÎÈáÐÖÕÌɯËÌÐɯ

ÊÈÔ×ÐÖÕÐɯȹÍÐÎȭɯƗɯÌɯƘȺȭ 

 

 

 

 

5. /ÙÌÕËÌÙÌɯÐÓɯÒÐÛɯ0ÐÈÎÌÕɯËÐɯÌÚÛÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓɯ#- ɯÜÛÐÓÐááÈÕËÖɯÓÌɯÈÓÐØÜÖÛÌɯ

ÐÕËÐÊÈÛÌȭ 

6. ,ÌÛÛÌÙÌɯÐÕɯÖÎÕÐɯ×ÙÖÝÌÛÛÈɯƘƔƔɯϟÓɯËÐɯÉÜÍÍÌÙɯËÐɯÓÐÚÐɯ /ƕɯ×Ðķɯ1ÕÈÚÐ ȭ 

7. (ÕÊÜÉÈÙÌɯ×ÌÙɯƙɯÔÐÕÜÛÐɯÕÌÓɯÉÈÎÕÌÛÛÖɯÈɯƚƙȘ"ɯÔÌÚÊÖÓÈÕËÖɯÖÎÕÐɯÛÈÕÛÖȭ 

8. 2×ÐÕÕÈÙÌȭ 

9.  ÎÎÐÜÕÎÌÙÌɯƕƗƔɯϟÓɯËÐɯÉÜÍÍÌÙɯ/ƗɯÔÌÚÊÖÓÈÕËÖɯÉÌÕÌȭ 

10. 2×ÐÕÕÈÙÌȭ 

11. (ÕÊÜÉÈÙÌɯ×ÌÙɯƕƔɯÔÐÕÜÛÐɯÈɯɪƖƔȘ"ȭ 

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. "ÌÕÛÙÐÍÜÎÈÙÌɯÐÓɯÓÐÚÈÛÖɯ×ÌÙɯƙɯÔÐÕÜÛÐɯÈɯƖƔƔƔƔɯßÎȭ 

13. 3ÙÈÚÍÌÙÐÙÌɯ ÐÓɯ ÚÜÙÕÈÛÈÕÛÌɯ ËÌÓɯ ÓÐÚÈÛÖɯ ÐÕɯ ÜÕÈɯ

ÊÖÓÖÕÕÐÕÈɯ0ÐÈÚÏÙÌËËÌÙȮɯËÐɯÊÖÓÖÙÌɯÝÐÖÓÈȮɯ×ÖÚÛÈɯ

ÚÜɯÜÕɯÛÜÉÐÕÖɯËÈɯƖɯÔÓɯȹÍÐÎȭɯƙȺȭ 

14. "ÌÕÛÙÐÍÜÎÈÙÌɯ×ÌÙɯƖɯÔÐÕÜÛÐɯÈɯƖƔƔƔƔɯßÎȭ 

15. 3ÙÈÚÍÌÙÐÙÌɯ ÐÓɯ ÍÐÓÛÙÈÛÖɯ ÐÕɯ ÜÕɯ ÛÜÉÐÕÖɯ ÕÜÖÝÖȮɯ

ÈÝÌÕËÖɯÊÜÙÈɯËÐɯÕÖÕɯÛÖÊÊÈÙÌɯÐÓɯ×ÌÓÓÌÛȭ 

16. !ÜÛÛÈÙÌɯÓÈɯÊÖÓÖÕÕÐÕÈȭШ 

17.  ÎÎÐÜÕÎÌÙÌɯ ƕȮƙɯ ÝÖÓɯ ËÐɯ  6ƕȮɯ ÜÕɯ ÉÜÍÍÌÙɯ ËÐɯ

×ÙÌÊÐ×ÐÛÈáÐÖÕÌȮɯÌɯÔÌÚÊÖÓÈÙÌɯÉÌÕÌȭ 

18. 3ÙÈÚÍÌÙÐÙÌɯƚƙƔɯϟÓɯÕÌÓÓÈɯ#-ÌÈÚàɯÚ×ÐÕɯÊÖÓÜÔÕȮɯËÐɯÊÖÓÖÙÌɯÉÐÈÕÊÖȮɯ×ÖÚÛÈɯÚÜɯÜÕɯ

ÛÜÉÐÕÖɯËÈɯƖɯÔÓȭ 

19. "ÌÕÛÙÐÍÜÎÈÙÌɯ×ÌÙɯƕɯÔÐÕÜÛÖɯÈɯƚƔƔƔɯßÎȭ 

20. 3ÙÈÚÍÌÙÐÙÌɯÐÓɯÙÌÚÛÈÕÛÌɯÝÖÓÜÔÌɯÕÌÓÓÈɯÚÛÌÚÚÈɯÊÖÓÖÕÕÐÕÈȭ 

21. "ÌÕÛÙÐÍÜÎÈÙÌɯ×ÌÙɯƕɯÔÐÕÜÛÖɯÈɯƚƔƔƔɯßÎȭ 

22. ,ÌÛÛÌÙÌɯÓÈɯÊÖÓÖÕÕÐÕÈɯÚÜɯÜÕɯÛÜÉÐÕÖɯÕÜÖÝÖɯËÈɯƖɯÔÓȭ 

23. +ÈÝÈÙÌɯÓÈɯÊÖÓÖÕÕÐÕÈɯÊÖÕɯƙƔƔɯϟÓɯËÐɯ 6Ɩȭ 

24. "ÌÕÛÙÐÍÜÎÈÙÌɯ×ÌÙɯƕɯÔÐÕÜÛÖɯÈɯƚƔƔƔɯßÎȭ 

25. &ÌÛÛÈÙÌɯÐÓɯÓÐØÜÐËÖȭ 

26. 1Ð×ÌÛÌÙÌɯÐÓɯÓÈÝÈÎÎÐÖɯÊÖÕɯ 6ƖɯÌɯÓÈɯÊÌÕÛÙÐÍÜÎÈɯÔÈɯØÜÌÚÛÈɯÝÖÓÛÈɯÐÔ×ÖÚÛÈÕËÖÓÈɯ

ÈɯƖƔƔƔƔɯßÎɯÐÕɯÔÖËÖɯËÈɯÈÓÓÖÕÛÈÕÈÙÌɯØÜÈÓÚÐÈÚÐɯÙÌÚÐËÜÖɯËÐɯÌÛÈÕÖÓÖȭ 

27. 3ÙÈÚÍÌÙÐÙÌɯÓÈɯÊÖÓÖÕÕÐÕÈɯÚÜɯÜÕÈɯ×ÙÖÝÌÛÛÈɯ$××ÌÕËÖÙÍɯËÈɯƕȮƙɯÔÓȭ 

28. $ÓÜÐÙÌɯÊÖÕɯÚÖÓÜáÐÖÕÌɯ $Ȯɯ×ÙÌÊÌËÌÕÛÌÔÌÕÛÌɯÚÊÈÓËÈÛÈȮɯÌɯÐÕÊÜÉÈÙÌɯ×ÌÙɯƙɯ

ÔÐÕÜÛÐȭ 

29. "ÌÕÛÙÐÍÜÎÈÙÌɯ×ÌÙɯƕɯÔÐÕÜÛÖɯÈɯƚƔƔƔɯßÎȭ 

30. 1Ð×ÌÛÌÙÌɯÓɀÌÜÓÐáÐÖÕÌɯÌɯÓÈɯÊÌÕÛÙÐÍÜÎÈȭ 

31. 1ÈÊÊÖÎÓÐÌÙÌɯƕƙƔɯϟÓɯËÐɯ#- ȭ 

Figura 5 Surnatante del lisato 
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32.  ÕÈÓÐááÈÙÌɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯËÐɯ#- ɯÈÓÓÖɯÚ×ÌÛÛÙÖÍÖÛÖÔÌÛÙÖȮɯ×ÌÙɯØÜÈÕÛÐÍÐÊÈÙÌɯÐÓɯ

#- ɯÌɯËÌÛÌÙÔÐÕÈÙÌɯÓÈɯ×ÜÙÌááÈɯËÌÓÓɀÌÚÛÙÈáÐÖÕÌɯȹÍÐÎȭɯƚȺȭ 

 

33. #ÐÓÜÐÙÌɯÐÓɯÊÈÔ×ÐÖÕÌɯÐÕɯÉÈÚÌɯÈÓÓÈɯÊÖÕÊÌÕÛÙÈáÐÖÕÌɯËÌÚÐËÌÙÈÛÈȭɯ 

(ÕɯØÜÌÚÛÖɯÊÈÚÖɯÓÈɯÊÖÕÊÌÕÛÙÈáÐÖÕÌɯËÐɯÐÕÛÌÙÌÚÚÌɯöɯËÐɯƕƔɯÕÎɤϟÓɯÐÕɯÜÕɯÝÖÓÜÔÌɯ

ÛÖÛÈÓÌɯËÐɯƗƔɯϟÓȭɯ 

34. /ÙÌ×ÈÙÈÙÌɯÌɯÕÜÔÌÙÈÙÌɯÓÌɯÚÛÙÐ×ɯËÐɯ$××ÌÕËÖÙÍɯËÈɯƔȮƖɯÔÓɯÌɯÐÕÚÌÙÐÙÌɯÐɯ#- ɯËÌÐɯ

ÊÈÔ×ÐÖÕÐȭ 

35. /ÖÙÛÈÙÌɯÈËɯÜÕɯÝÖÓÜÔÌɯÛÖÛÈÓÌɯËÐɯƗƔɯϟÓɯÈÎÎÐÜÕÎÌÕËÖɯÓÈɯÚÖÓÜáÐÖÕÌɯ $ȭ 

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 ÜÕɀÌÚÛÙÈáÐÖÕÌɯÚÐÈɯÌÍÍÐÊÐÌÕÛÌȮɯÚÖÕÖɯÈÛÛÌÚÐɯÝÈÓÖÙÐɯËÐɯÊÖÕÊÌÕÛÙÈáÐÖÕÌɯÌÓÌÝÈÛÐȮɯ

ÚÜÓÓɀÖÙËÐÕÌɯËÐɯƗƔƔ-400 ng/µL e valori per le due assorbanze tra 1.80-2.00 
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2.3 ANALISI DEL DNA   (ɯ%(-(ɯ#$++ɀ(#$-3(%(" 9(.-$ɯ

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 

ÔÐÚÊÌÓÈȮɯÍÈÊÌÕËÖɯÈÛÛÌÕáÐÖÕÌɯÈɯÕÖÕɯÐÕÝÌÙÛÐÙÌɯÓɀÖÙËÐÕÌɯ×ÙÖÎÙÌÚÚÐÝÖȭ 

4. Centrifugare . 

 

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

- 'Ɩ.ɯƗȮƜɯϟÓ 

- ,à3ÈØɯƙɯϟÓ 

- /ÙÐÔÌÙɯËÐɯ"ÖÊÒÛÈÐÓɯ2ÛÈÕËÈÙËɯƗȮƜɯϟÓ 

- #- ɯƔȮƙɯϟÓ 

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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(ÕÍÐÕÌȮɯÓɀÜÓÛÐÔÖɯÔÈÙÊÈÛÖÙÌɯ,#ƙɯöɯÚÛÈÛÖɯÈÔ×ÓÐÍÐÊÈÛÖɯËÈɯÚÖÓÖɯ×ÌÙÊÏõȮɯËÈɯÈÓÛÙÐɯÚÛÜËÐȮɯ

ÐÕÚÌÙÐÛÖɯÈÚÚÐÌÔÌɯÈËɯÈÓÛÙÐɯÔÈÙÊÈÛÖÙÐɯÏÈɯËÈÛÖɯ×ÙÖÉÓÌÔÐɯÕÌÓÓɀÈÔ×ÓÐÍÐÊÈáÐÖÕÌȭɯOɯÚÛÈÛÖɯ

individuato sempre un volume finale di 10 µl composto da:  

- 'Ɩ.ɯƘȮƘɯϟÓ 

- ,à3ÈØɯƙɯϟÓ 

- /ÙÐÔÌÙɯ,#ƙɯƔȮƕɯϟÓ 

- #- ɯƔȮƙɯϟÓ 

 

5. /ÖÚÐáÐÖÕÈÙÌɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯÛÌÙÔÖÊÐÊÓÈÛÖÙÌ (fig. 7) e impostare 

il programma desiderato; in questo caso: 

ƝƙȘ" ƝƘȘ" ƙƙȘ" ƛƖȘ" ƛƖȘ" ƕƔȘ" 

ƙɯÔÐÕÜÛÐ ƗƔɯ

ÚÌÊÖÕËÐ 

ƗƔɯ

ÚÌÊÖÕËÐ 

ƗƔɯ

ÚÌÊÖÕËÐ 

ƛɯ

ÔÐÕÜÛÐ 

 

3ÌÔ×ÌÙÈÛÜÙÈɯ

ÔÈÕÛÌÕÜÛÈɯ

ÊÖÚÛÈÕÛÌɯÕÌÓɯ

ÛÌÔ×ÖȮɯÚÌɯÚÐɯöɯ

ÐÔ×ÖÚÚÐÉÐÓÐÛÈÛÐɯ

ÈɯÊÖÕÛÐÕÜÈÙÌɯ

ÊÖÕɯÓɀÈÕÈÓÐÚÐ 

#ÌÕÈÛÜÙÈáÐÖÕÌɯ

ËÌÓÓÈɯËÖ××ÐÈɯ

ÌÓÐÊÈ 

 

"ÐÊÓÖɯÙÐ×ÌÛÜÛÖɯƗƙɯÝÖÓÛÌ 
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6. #Ö×ÖɯÊÏÌɯÐɯÍÙÈÔÔÌÕÛÐɯÚÖÕÖɯÚÛÈÛÐɯÈÔ×ÓÐÍÐÊÈÛÐȮɯ×ÙÖÊÌËÌÙÌɯÊÖÕɯÓɀÌÓÌÛÛÙÖÍÖÙÌÚÐɯ

ÈÓɯÚÌØÜÌÕáÐÈÛÖÙÌȭɯ2ÌɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯÕÖÕɯÝÌÕÎÖÕÖɯÊÈÙÐÊÈÛÐɯÐÔÔÌËÐÈÛÈÔÌÕÛÌȮɯ

ÝÌÕÎÖÕÖɯ×ÖÚÛÐɯÐÕɯÜÕɯÍÙÌÌáÌÙɯÈɯɪƖƔȘ"ɯ×ÌÙɯÊÖÕÚÌÙÝÈÙÓÐɯÈÓɯÔÌÎÓÐÖȭ 

7. /ÙÌÕËÌÙÌɯÜÕÈɯËÌÓÓÌɯ×ÐÈÚÛÙÌɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯÚÌØÜÌÕáÐÈÛÖÙÌɯÌɯÛÖÎÓÐÌÙÌɯÐÓɯ

ÛÈ××ÌÛÐÕÖɯÊÏÌɯÊÖ×ÙÌɯÓÈɯ×ÐÈÚÛÙÈȭ 

8.  ÓÐØÜÖÛÈÙÌɯÚÖÛÛÖɯÓÈɯÊÈ××ÈɯÈÚ×ÐÙÈÕÛÌɯȹÍÐÎȭƜȺȯ 

- ƝȮƙɯϟÓɯËÐɯÔÐÚÊÌÓÈɯÊÖÔ×ÖÚÛÈɯËÈɯ+ÐáƙƔƔɯȹÍÐÎȭɯƝȺȮɯÜÕÖɯÚÛÈÕËÈÙËɯËÐɯ×ÌÚÖɯ

ÔÖÓÌÊÖÓÈÙÌȮɯÌɯ%ÖÙÔÈÔÐËÌɯÊÏÌɯÚÌÙÝÌɯÈɯËÌÕÈÛÜÙÈÙÌɯÓÌɯËÖ××ÐÌɯÌÓÐÊÏÌɯËÌÐɯ

ÊÈÔ×ÐÖÕÐ 

- ƔȮƙɯϟÓɯËÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÌɯÚÖÛÛÖ×ÖÚÛÖɯ×ÙÌÊÌËÌÕÛÌÔÌÕÛÌɯÈɯ/"1 

Figura 7 (Óɯ×ÙÖÊÌÚÚÖɯËÐɯ/ÖÓàÔÌÙÈÚÌɯ"ÏÈÐÕɯ1ÌÈÊÛÐÖÕɯÊÖÕÚÌÕÛÌɯÓɀÈÔ×ÓÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯËÐɯÜÕÈɯÚ×ÌÊÐÍÐÊÈɯ

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

+ɀÈáÐÖÕÌɯÝÐÌÕÌɯÌÚÌÎÜÐÛÈɯÛÙÈÔÐÛÌɯÜÕɯÔÈÊÊÏÐÕÈÙÐÖɯÊÏÌɯ×ÙÌÕËÌɯÐÓɯÕÖÔÌɯËÐɯÛÌÙÔÖÊÐÊÓÈÛÖÙÌȮɯÐÕɯÊÜÐɯÐÓɯ

ɁÉÓÖÊÊÖɂɯÝÐÌÕÌɯÙÐÚÊÈÓËÈÛÖɯÌɯÙÈÍÍÙÌËËÈÛÖɯ×ÌÙɯÌÚÌÎÜÐÙÌɯÓÌɯËÐÝÌÙÚÌɯÍÈÚÐɯËÌÓÓɀÈÔ×ÓÐÍÐÊÈáÐÖÕÌ. 
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9. (ÕÚÌÙÐÙÌɯÐÓɯÙÈÊÒɯÕÌÓɯÛÌÙÔÖÊÐÊÓÈÛÖÙÌɯ×ÌÙɯÌÍÍÌÛÛÜÈÙÌɯÓÈɯËÌÕÈÛÜÙÈáÐÖÕÌ 

95°C ƘȘ" 

ƙɯÔÐÕÜÛÐ ƙɯÔÐÕÜÛÐ 

#ÌÕÈÛÜÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓÓÈɯËÖ××ÐÈɯÌÓÐÊÈ ,ÈÕÛÌÕÌÙÌɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯËÌÕÈÛÜÙÈÛÐ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Aliquota della piastra sottocappa  

Figura 8 Liz500 standard di peso 

molecolare 

Figura 10 Termociclatore in denaturazione  
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10. ,ÖÕÛÈÙÌɯÌɯÈÕÈÓÐááÈÙÌɯÓÈɯ×ÐÈÚÛÙÈɯÈÓɯÚÌØÜÌÕáÐÈÛÖÙÌȭɯ 

11. (Ô×ÖÚÛÈÙÌɯ ÐÓɯ ×ÙÖÎÙÈÔÔÈɯ ËÐɯ ÚÌØÜÌÕáÐÈÔÌÕÛÖɯÈÛÛÐÝÈÕËÖɯ ÐÓɯ ×ÖááÌÛÛÖɯ

ËÌÚÐËÌÙÈÛÖɯÌɯÊÖÔ×ÐÓÈÕËÖɯÓÌɯÊÖÓÖÕÕÌȯ 

- 2ÈÔ×ÓÌɯÛà×ÌɯȹÛÐ×ÖɯËÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- "ÖÔÔÌÕÛɯȹÕÖÔÌɯËÌÓɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- /ÙÐÖÙÐÛàɯȹƕƔƔȺ 

-  ÕÈÓàÚÐÚɯÔÌàÏÖËɯȹËÌÍÈÜÓÛȺ 

- 1ÌÚÜÓÛÚɯÎÙÖÜ×ɯȹËÖÝÌɯÊÖÕÚÌÙÝÈÙÌɯÐɯËÈÛÐɯÙÈÊÊÖÓÛÐȺ 

- (ÕÚÛÙÜÔÌÕÛɯ×ÙÖÛÖÊÖÓɯȹ×ÙÖÛÖÊÖÓÓÖɯËÐɯÈÕÈÓÐÚÐɯÐÕɯÉÈÚÌɯÈÓÓÈɯÛÐ×ÖÓÖÎÐÈɯÊÏÌɯÚÐɯ

ÝÜÖÓÌɯÚÌÎÜÐÙÌȺ 

- 2ÐáÌɯÚÛÈÕËÈÙËɯȹÕÖÕÌȺ 

- /ÈÕÌÓɯȹÕÖÕÌȺ 

12. /ÙÌÔÌÙÌɯ.*ɯÌɯÚÌɯÛÜÛÛÖɯöɯÚÛÈÛÖɯÊÖÔ×ÐÓÈÛÖɯ×ÌÙÍÌÛÛÈÔÌÕÛÌȮɯÐÓɯ×ÙÖÎÙÈÔÔÈɯ

ÝÐÌÕÌɯÈÊÊÌÛÛÈÛÖɯÐÕɯÔÈÕÐÌÙÈɯÈÜÛÖÔÈÛÐÊÈȭ 

13. 2ÌÓÌáÐÖÕÈÙÌɯɁÙÜÕɯÚÊÏÌËÜÓÌËɂɯŸɯɁÍÐÕËɯÈÓÓɂɯÌɯÊÈÙÊÈÙÌɯÓÈɯ×ÐÈÚÛÙÈɯÊÖÕɯÐɯ

ÊÈÔ×ÐÖÕÐɯËÈɯÈÕÈÓÐááÈÙÌȭ 

14. 2ÌÓÌáÐÖÕÈÙÌɯÐÓɯÉÓÖÊÊÖɯËÐɯÈ××ÈÙÛÌÕÌÕáÈɯÌɯËÈÙÌɯÊÖÕÍÌÙÔÈɯÛÙÈÔÐÛÌɯÓÈɯÍÙÌÊÊÐÈɯ

ÝÌÙËÌȭɯ(ÓɯÚÌØÜÌÕáÐÈÛÖÙÌɯÐÕÐáÐÈɯÈɯÓÈÝÖÙÈÙÌɯȹÍÐÎȭɯƕƕɯÈȮɯÉȮɯÊȺȭ 
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15. 3ÌÙÔÐÕÈÛÈɯ ÓɀÈÕÈÓÐÚÐɯ ÚÐɯ ÊÈÙÐÊÈÕÖɯ Ðɯ ÙÐÚÜÓÛÈÛÐɯ ËÌÓÓÌɯ ÊÖÙÚÌɯ ÚÜÓɯ ÚÖÍÛÞÈÙÌɯ

&ÌÕÌ,È××ÌÙȭ 

16. #Ö×ÖɯÈÝÌÙɯÊÈÙÐÊÈÛÖɯÓÌɯÊÖÙÚÌɯÚÜÓɯ×ÙÖÎÙÈÔÔÈɯÉÐÚÖÎÕÈɯÐÔ×ÖÚÛÈÙÌȯɯÔÌÛÖËÖɯ

ËɀÈÕÈÓÐÚÐȮɯ ×ÈÕÕÌÓÓÖɯËÐɯ ÙÐÍÌÙÐÔÌÕÛÖɯ ȹÉÐÕɪÚÌÛɯ ÏÖÔÌɪÔÈËÌɯ ÊÖÕɯ ÝÈÙÐÌÛãɯ ËÐɯ

ÙÐÍÌÙÐÔÌÕÛÖȺɯÌɯÚÛÈÕËÈÙËɯËÐɯ×ÌÚÖɯÔÖÓÌÊÖÓÈÙÌɯËÌÓɯ+ÐáƙƔƔȭɯ2Ðɯ×ÈÙÛÌɯÊÖÕɯÐÓɯ

×ÙÖÊÌÚÚÈÔÌÕÛÖɯËÌÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐȭ 

17. "ÖÕÛÙÖÓÓÈÙÌɯÊÏÌɯÐÓɯ+ÐáƙƔƔɯÈÉÉÐÈɯÐɯ×ÐÊÊÏÐɯËÌÓɯÎÙÈÍÐÊÖɯÈÚÚÌÎÕÈÛÐɯÊÖÙÙÌÛÛÈÔÌÕÛÌȭɯ

2×ÌÚÚÖɯÈÊÊÈËÌɯÊÏÌɯÐɯÝÈÓÖÙÐɯÕÖÕɯÝÌÕÎÈÕÖɯÈÚÚÌÎÕÈÛÐɯÐÕɯÔÖËÖɯÌÚÈÛÛÖȮɯ×ÌÙɯ

ØÜÌÚÛÖɯËÌÝÖÕÖɯÌÚÚÌÙÌɯÔÖËÐÍÐÊÈÛÐɯ×ÙÌÕËÌÕËÖɯÊÖÔÌɯÙÐÍÌÙÐÔÌÕÛÖɯÐÓɯÛÌÙáÌÛÛÖɯËÐɯ

×ÐÊÊÏÐɯÈɯƕƗƝȮɯƕƙƔȮɯƕƚƔɯÊÏÌɯÚÐɯÙÐÊÖÕÖÚÊÖÕÖɯÍÈÊÐÓÔÌÕÛÌɯ×ÌÙÊÏõɯÚÖÕÖɯÔÖÓÛÖɯ

ÝÐÊÐÕÐɯÛÙÈɯËÐɯÓÖÙÖȭ 

18. /ÙÖÊÌËÌÙÌɯÊÖÕɯÓÈɯÓÌÛÛÜÙÈɯËÌÓɯ×ÙÖÍÐÓÖɯÎÌÕÌÛÐÊÖɯËÌÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯÈÕÈÓÐááÈÛÐɯȹÍÐÎȭɯ

ƕƖȺȭ 

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 utilizza ndo il  

software Cervus (disponibile gratuitamente online, 

http://www.fieldgenetics.com ). 

 

Sono state prese in esame due analisi consequenziali: 

1. ÈÕÈÓÐÚÐɯËÌÓÓÌɯÍÙÌØÜÌÕáÌɯÈÓÓÌÓÐÊÏÌ 

2. ÐÕËÐÝÐËÜÈáÐÖÕÌɯËÌÐɯ×ÙÖÍÐÓÐɯÐËÌÕÛÐÊÐɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯËÈÛÈÚÌÛ 

 

Analisi dell e frequenze alleliche 

+ÖɯÚÊÖ×Öɯ×ÙÐÕÊÐ×ÈÓÌɯËÌÓÓɀÈÕÈÓÐÚÐɯËÌÓÓe 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; compren de inoltre test 

×ÌÙɯÓɀÌØÜÐÓÐÉÙÐÖɯËÐɯ'ÈÙËà-Weinberg e la presenza di alleli nulli.  

Queste statistiche aiutano a determinare il polimorfismo, cioè il potere 

informativo dei loci utilizzati nella genotipizzazione.  

 

 ÕÈÓÐÚÐɯËÌÓÓɀÐËÌÕÛÐÛã 

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  ÙÌÎÐÚÛÙÈɯÓÌɯÐËÌÕÛÐÛãɯÊÏÌɯÊÖÔ×ÈÐÖÕÖɯ×ÐķɯËÐɯÜÕÈɯÝÖÓÛÈɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯ

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 evidenziat i 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 individu i 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  

 

+ɀÐËÌÕÛÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯÝÈÙÐÌÛÈÓÌɯÙÈ××ÙÌÚÌÕÛÈɯÜÕɯ×ÈÚÚÈÎÎÐÖɯÍÖÕËÈÔÌÕÛÈÓÌȮɯ×ÖÐÊÏõɯsi 

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 ÌɯÛÙÈÔÐÛÌɯÜÕÈɯÚÌÔ×ÓÐÊÌɯÖ×ÌÙÈáÐÖÕÌɯɁÍÐÓÛÙÖɂɯè 

stao effettuato ÐÓɯÊÖÕÍÙÖÕÛÖɯËÌÓÓɀÌÝÌÕÛÜÈÓÌɯ×ÙÌÚÌÕáÈɯÖɯÈÚÚÌÕáÈȭɯ2ÌɯÐÓɯÊÈÔ×ÐÖÕÌɯè 

risulta to 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 

×ÌÙɯÊÖÕÍÌÙÔÈÙÕÌɯÓɀÐËÌÕÛÐÛãȭ 

/ÌÙɯÌÍÍÌÛÛÜÈÙÌɯÓÈɯÙÐÊÌÙÊÈɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯËÈÛÈÉÈÚÌɯ5(5"ɯÉÐÚÖÎÕÈɯÈÕËÈÙÌɯÈÓÓÈɯÚÌáÐÖÕÌɯ

ȿdatabase searchɀ, successivamente individuare ȿadvanced searchɀ e infine 

selezionare ȿmicrosatellites by profileɀ. 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). 

 

 

 



30 
 

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 

1$2(23$-9 ɯ ++ɀ.(#(. 

 

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

ÎÌÕÐɯËÐɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÈÓÓɀ.ÐËÐÖɯÎÙÈáÐÌɯÈɯopportuni marcatori molecolari microsatelliti 

SSR associati ai loci  Ren1, Ren 3 e Ren9. 

I due marcatori associati al gene Ren1 sono: 

- 2"ƜɪƔƔƛƕɪƔƕƘ 

- 2ÊƘƛɍƖƔ 

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: 

- 'Ɩ.ɯƘȮƖƕɯϟÓɯȹ×ÌÙɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- ,à3ÈØɯƙɯϟÓɯȹ×ÌÙɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- /ÙÐÔÌÙɯ2"Ɯȯɯ%ÖÙÞÈÙËɯȹ%ȺɯƔȮƔƛƙɯϟÓɯÌɯ1ÌÝÌÙÚÌɯȹ1ȺɯƔȮƔƛƙɯϟÓɯȹ×ÌÙɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- /ÙÐÔÌÙɯ2ÊƘƛȯɯ%ÖÙÞÈÙËɯȹ%ȺɯƔȮƔƛɯϟÓɯÌɯ1ÌÝÌÙÚÌɯȹ1ȺɯƔȮƔƛɯϟÓɯȹ×ÌÙɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

 

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: 

- 'Ɩ.ɯƗȮƛɯϟÓ 

- ,à3ÈØɯƙɯϟÓ 

- /ÙÐÔÌÙɯ&%ɯƕƙɪƖƜȯɯ%ÖÙÞÈÙËɯȹ%ȺɯƔȮƕɯϟÓɯÌɯ1ÌÝÌÙÚÌɯȹ1ȺɯƔȮƕɯϟÓɯȹ×ÌÙɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- /ÙÐÔÌÙɯ&%ɯƕƙɪƗƔȯɯ%ÖÙÞÈÙËɯȹ%ȺɯƔȮƕƘɯϟÓɯÌɯ1ÌÝÌÙÚÌɯȹ1ȺɯƔȮƕƘɯϟÓɯȹ×ÌÙɯ

ÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

 

Il passaggio seguente è la preparazione delle strip Eppendorf dove verranno 

ÐÕÚÌÙÐÛÐɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯÊÖÕɯÐÓɯÔÐßɯÌɯÐÕÍÐÕÌɯÊÈÙÐÊÈÛÐɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯÛÌÙÔÖÊÐÊÓÈÛÖÙÌɯ×ÌÙɯ

effettuare la PCR. 

 

Si assistono alle condizioni utilizzate nelle precedenti analisi  

ƝƙȘ" ƝƘȘ" ƙƙȘ" ƛƖȘ" ƛƖȘ" ƕƔȘ" 

ƙɯÔÐÕÜÛÐ ƗƔɯ

ÚÌÊÖÕËÐ 

ƗƔɯ

ÚÌÊÖÕËÐ 

ƗƔɯ

ÚÌÊÖÕËÐ 

ƛɯ

ÔÐÕÜÛÐ 

 

3ÌÔ×ÌÙÈÛÜÙÈɯ

ÔÈÕÛÌÕÜÛÈɯ

ÊÖÚÛÈÕÛÌɯÕÌÓɯ

ÛÌÔ×ÖȮɯÚÌɯÚÐɯöɯ

ÐÔ×ÖÚÚÐÉÐÓÐÛÈÛÐɯ

ÈɯÊÖÕÛÐÕÜÈÙÌɯ

ÊÖÕɯÓɀÈÕÈÓÐÚÐ 

#ÌÕÈÛÜÙÈáÐÖÕÌɯ

ËÌÓÓÈɯËÖ××ÐÈɯ

ÌÓÐÊÈ 

 

"ÐÊÓÖɯÙÐ×ÌÛÜÛÖɯƗƙɯÝÖÓÛÌ 

 

 

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

×ÙÌËÐÚ×ÖÚÛÐɯ×ÌÙɯÓɀÈÕÈÓÐÚÐɯÈÓɯÚÌØÜÌÕáÐÈÛÖÙÌȭ 
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Utilizzando una nuova piastra, sotto cappa aspirante, si aliquota una miscela di 

9,5 µl composta da: 

- +ÐáƙƔƔ 

- %ÖÙÔÈÔÐËÌ 

- ƔȮƙɯϟÓɯËÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÌɯÈ××ÌÕÈɯÈÔ×ÓÐÍÐÊÈÛÖ 

(ÓɯÙÈÊÒɯÝÐÌÕÌɯÐÕÚÌÙÐÛÖɯÚÜÊÊÌÚÚÐÝÈÔÌÕÛÌɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯÛÌÙÔÖÊÐÊÓÈÛÖÙÌɯ×ÌÙɯÌÍÍÌÛÛÜÈÙÌɯ

la denaturazione, utilizzando le condizioni precedenti:  

ƝƙȘ" ƘȘ" 

ƙɯÔÐÕÜÛÐ ƙɯÔÐÕÜÛÐ 

#ÌÕÈÛÜÙÈáÐÖÕÌɯËÌÓÓÈɯËÖ××ÐÈɯÌÓÐÊÈ ,ÈÕÛÌÕÌÙÌɯÐɯÊÈÔ×ÐÖÕÐɯËÌÕÈÛÜÙÈÛÐ 

 

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  

 

4ÕɀÜÓÛÌÙÐÖÙÌɯÈÕÈÓÐÚÐȮɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÐɯØÜÌÚÛÖɯÓÈÝÖÙÖȮɯöɯÚÛÈÛÈɯÓÈɯ×ÙÌÚÌÕáÈɯËÐɯÎÌÕÐɯËÐɯ

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: 

- 'Ɩ.ɯƘȮƕɯϟÓ 

- ,à3ÈØɯƙɯϟÓ 

- /ÙÐÔÌÙɯ5,"ɯƘ%Ɨȭƕȯɯ%ÖÙÞÈÙËɯȹ%ȺɯƔȮƕɯϟÓɯÌɯ1ÌÝÌÙÚÌɯȹ1ȺɯƔȮƕɯϟÓɯȹ×ÌÙɯ

ÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

- /ÙÐÔÌÙɯ5,"ɯƜÎƝȯɯ%ÖÙÞÈÙËɯȹ%ȺɯƔȮƕɯϟÓɯÌɯ1ÌÝÌÙÚÌɯȹ1ȺɯƔȮƕɯϟÓɯȹ×ÌÙɯÊÈÔ×ÐÖÕÌȺ 

Successivamente, il procedimento è uguale al precedente con la preparazione 

delle strip Eppendorf e la conseguente amplificazione. 

 ÓɯÛÌÙÔÐÕÌɯËÌÓÓɀÈÔ×ÓÐÍÐÊÈáÐÖÕÌɯ ÚÐɯ×ÙÌ×ÈÙÈɯÐÓɯÙÈÊÒɯ×ÌÙɯÓÈɯËÌÕÈÛÜÙÈáÐÖÕÌɯ ÌɯÐÓɯ

sequenziamento dei campioni. 

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

ÓɀÈÚÚÌÎÕÈáÐÖÕÌɯ ËÌÐɯ ÝÈÓÖÙÐɯdelle lunghezze alleliche leggendo i picchi che 

ÊÖÔ×ÈÐÖÕÖɯÈÓÓɀÐÕÛÌÙÕÖɯËÌÓɯÎÙÈÍÐÊÖ e a seconda del marcatore molecolare, verrà 

assegnato un valore (Tabella 15). 
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Ɨȭɯ1(24+3 3( 
 

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. 

2ÌÉÉÌÕÌɯÚÐÈɯÚÛÈÛÖɯÚÌÎÜÐÛÖɯÜÕɯ×ÙÖÛÖÊÖÓÓÖɯÉÌÕɯ×ÙÌÊÐÚÖȮɯÝÌÕÐÝÈɯÙÐÊÏÐÌÚÛÈɯÜÕɀÌÓÌÝÈÛÈɯ

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 öɯÚÛÈÛÈɯÓɀÈÕÈÓÐÚÐɯËÌÓÓÌɯÐËÌÕÛÐÛãɯÎÙÈáÐÌɯÈÓÓɀÈÐÜÛÖɯËÌÓɯÚÖÍÛÞÈÙÌɯ

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

ÝÈÙÐÌÎÈÛÌȭɯ0ÜÌÓÓÌɯÊÖÕɯ×ÙÖÍÐÓÖɯÔÖÓÌÊÖÓÈÙÌɯɁÜÕÐÊÖɂȮɯÊÏÌɯÕÖÕɯ×ÙÌÚÌÕÛÈÕÖɯÈÓÊÜÕɯÛÐ×Öɯ

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

del CREA, ben visibile dalla Tabella 13. 

Si può quindi affermare che la maggior parte di quest i risultano registrat i, 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.  

+ɀÈÕÈÓÐÚÐɯËÌÓÓÈɯ×ÙÌÚÌÕáÈɯËÐɯÈ×ÓÖÛÐ×ÐɯÌɯÈÓÓÌÓÐɯËÐɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÏÈɯÛÌÕÜÛÖɯÊÖÕÛÖɯËÌÓÓÈɯ

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

ÎÌÕÌÛÐÊÖɯÌɯÕÌÓɯÕÖÔÌɯÙÈ××ÙÌÚÌÕÛÈÕÖɯÜÕɀÜÕÐÊÈɯÝÈÙÐÌÛãȭ 

3ÙÈɯÓÌɯÈÊÊÌÚÚÐÖÕÐɯÈÕÈÓÐááÈÛÌȮɯÓÈɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÈÓÓɀoidio la si può ritrovare nel campione 

numero 81 e 175 corrispondente a Kishmish vatkana; ØÜÌÚÛÈɯÊÜÓÛÐÝÈÙɯËÌÓÓɀ ÚÐÈɯ

ÊÌÕÛÙÈÓÌɯÙÐ×ÖÙÛÈɯÐÓɯÎÌÕÌɯËÐɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯ1ÌÕƕɯÈÓÓɀÈ×ÓÖÛÐ×ÖɯƕƘƛ-206. Dai dati in 

ÓÌÛÛÌÙÈÛÜÙÈȮɯÜÕɀÜÓÛÌÙÐÖÙÌɯÝÈÙÐÌÛãɯÙÐ×ÖÙÛÈɯÓÈɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÈÓÓɀ.ÐËÐÖɯÌËɯöɯ2ÏÈÝÛÚÐÛÚÒÈɯÊÏÌɯ

presenza come coppia allelica 149-208. 

+ɀÈ×ÓÖÛÐ×ÖɯƕƘƛ-206 è presente in 3 accessioni (tra cui Kishmish vatkana), 2 

×ÙÌÚÌÕÛÈÕÖɯÚÖÓÖɯÓɀÈÓÓÌÓÌɯƕƘƛɯÔÌÕÛÙÌɯÉÌÕɯ16 ×ÙÌÚÌÕÛÈÕÖɯÚÖÓÖɯÓɀÈÓÓÌÓÌɯƖƔƚȭ 

+ɀÈ×ÓÖÛÐ×ÖɯƕƘƝ-208 si trova in 14 accessioni; 5 ×ÙÌÚÌÕÛÈÕÖɯÚÖÓÖɯÓɀÈÓÓÌÓÌɯƕƘƝɯÌɯƖɯ

×ÙÌÚÌÕÛÈÕÖɯÚÖÓÖɯÓɀÈÓÓÌÓÌɯƖƔƜ. 

LɀÈ×ÓÖÛÐ×ÖɯƗƘƖ-ƘƘƙɯÕÖÕɯöɯ×ÙÌÚÌÕÛÌȮɯÔÈɯƖɯÈÊÊÌÚÚÐÖÕÐɯ×ÖÚÚÐÌËÖÕÖɯÓɀÈÓÓÌÓÌɯƘƘƙȭ 

(ÕÝÌÊÌɯ×ÌÙɯÓÈɯ×ÌÙÖÕÖÚ×ÖÙÈɯÓɀÈ×ÓÖÛÐ×Öɯ×ÙÌÚÖɯËÐɯÙÐÍÌÙÐÔÌÕÛÖɯÙÐÚÜÓÛÈɯÌÚÚÌÙÌɯƕƙƚɯȹƜÎƝȺɯ

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

ÊÈÔ×ÐÖÕÐɯ×ÖÙÛÈÕÖɯÓɀÈÓÓÌÓÌɯƕƝƖɯÊÖÔÌɯÙÐ×ÖÙÛÈɯÓÈɯ3ÈÉÌÓÓÈɯƕƙȭ 
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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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Tabella 13: identificazione varietale con i 9 SSR condivisi a livello internazionale  
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Tabella 14: ÔÈÙÊÈÛÖÙÐɯÔÐÊÙÖÚÈÛÌÓÓÐÛÐɯ221ɯÈÚÚÖÊÐÈÛÐɯÈÐɯÎÌÕÐɯËÐɯÙÌÚÐÚÛÌÕáÈɯÈÓÓɀÖÐËÐÖɯ

Ren1, Ren3 e Ren9 

 

 

 


















