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A contribution to the ecology of fission yeasts on grapes

Summary. — The results of a preliminary investigation on the distribution of
fission yeasts on grapes in western Sigily, carried out with a new selective enrichment
method for Schizosaccharomyces pombe, are reported.

Fission yeasts have been found on 26 out of the 68 samples examined, belonging
chiefly to the Zibibbo, Catarratto, InZolia, Grillo and Grecanico cultivars. It has been
shown that on Zibibbo grapes these yeasts are the main group among the epiphytic
blastoflora.

Most of the 42 strains isolated from Sicilian grapes have been classified as Schizo-
saccharomyces pombe. Some of them show remarkable physiological and biochemical
properties from the oenological point of view.

The results reported here show that, in the region considered in this work, fission
yeasts must be included among the normal components of the microflora of grapes. On
the other hand, it is reasonable to assume that the failure in the detection of Schizo-
saccharomyces on grapes by previous investigators should be ascribed to an inadequate
experimental procedure.

Introduzione

La maggior parte delle ricerche sulla zimologia delle uve e dei mosti ¢ stata
informatia alla esigenza di acquisire le conoscenze di base sulla natura dei princi-
pali agenti responsabili della fermentazione vinaria nelle diverse zone enografiche
italiane e straniere (CasteLL1 1948, FLorenzaNo 1949, VEronA 1951, PEyNAUD e DOMERCQ
1953, CasteLu e Ifiico Lear 1958, MiniArik 1965, etc.). Cio ha richiesto ’applicazione
nell’isolamento del criterio della dominanza e frequenza delle specie capaci di
crescita rapida sugli ordinari} '}\’nezzi di coltura dei lieviti.

Le tecniche d’indagine ifnpiegate sono risultate conseguentemente inadeguate a
fornire un quadro esauriente della complessa ecologia dei lieviti sulle uve e nell’am-
biente del vigneto, come quello delineato negli studi dettagliati di Davenrort (1969,
1972, 1974) e nelle ricerche di Beuin (1972). Quest’ultimo ha individuato, mediante
microscopia elettronica a scansione, nelle lenticelle, peduncoli, stomi, etc., altret-
tante nicchie di insediamento elettivo di determinate forme blastomicetiche, in cor-
rispondenza di particolari essudati. I’A. ha formulato una critica dei tradizionali
metodi di studio zimologico, in quanto incapaci di evidenziare la presenza di molte
specie, le quali, anche se secondarie, possono costituire tuttavia una porzione signifi-
cativa dell’intera popolazione blastomicetica delle uve.

Fra le specie blastomicetiche sfuggite alla ricerca zimologica convenzionale,
degne di nota sono quelle dei generi Brettanomyces e Schizosaccharomyces. I lieviti
Brettanomyces, segnalati sulle uve da VErona e FLORENZANO (1947) e Frorenzano (1951,
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1952), furono, negli anni successivi, riscontrati nei mosti e nei vini da altri AA.
(ScHANDERL € Draczynski 1952, PEYNAUD e DomeRrcQ 1956, vAN DER WALT € vAN KERKEN
1958 etc.). Ma solo con la messa a punto di un mezzo selettivo ad opera di vaN DEr
WaLr et al. (vedi Puarr et al. 1966, p. 104—105) divenne possibile valutare la reale
diffusione di tali lieviti nei mosti e nei vini.

Un caso analogo si & verificato per i lieviti del genere Schizosaccharomyces, che
hanno suscitato 'interesse enologico per la capacitd di fermentare l’acido malico
(PEYNAUD e SuprauD 1964, CasteLLr e Hasnepart 1968, 1971, Bavroni et al. 1970, FLOREN-
zANO 1972, Benpa 1974, Bipan et al. 1974, Hasneparr 1976). Tali lieviti non risultavano
fra i componenti normali della microflora blastomicetica delle uve e dei mosti, poiché
la loro distribuzione sembrava limitata a substrati molto zuccherini e ad habitat
tropicali, fino a che non fu segnalata la predominanza di Schizosaccharomyces pombe
su uve venezuelane (BarLont et al. 1966). Successivamente schizolieviti furono isolati
da mosti d’uva dei Castelli Romani (BaLLoni et al. 1970), da sedimenti di vini toscani
della zona di Certaldo-S.Gimignano (FrLorenzano 1972) e, piul recentemente, da
campioni di vino provenienti dal modenese (1975, reperti non pubblicati).

Altre segnalazioni sono state fatte da Brucirarp (vedi Bipan et al. 1974, p. 684)
su mosti d’uva francesi della zona dei Pirenei orientali, da ReLan e Vyas (1971) su
uve della regione indiana di Haryan e da Davenreort (1974) nel citato studio ecologico
su un vigneto di Long Ashton in Inghilterra.

I ripetuti ritrovamenti di schizolieviti sulle uve e nei vini in regioni temperate
postulano una radicale revisione dei concetti sulla ecologia dei lieviti Schizo-
saccharomyces e pongono il problema della individuazione delle cause che hanno
fatto passare cosi a lungo inosservato questo gruppo blastomicetico nelle ricerche
zimologiche. A tale riguardo e importante rilevare che gli schizolieviti hanno un
tasso di crescita decisamente inferiore a quello dei comuni lieviti vinari e che le
esperienze di colture miste hanno dimostrato come essi risentano in modo particolare
gli effetti sfavorevoli della competizione con altre specie blastomicetiche (FLoren-
zano 1972). Ne consegue che la messa in evidenza degli schizolieviti richiede 1’ado-
zione di mezzi di coltura e condizioni di incubazione nettamente selettivi che pon-
gano tali lieviti in netto vantaggio rispetto alla microflora blastomicetica associata.

Nella presente nota vengono esposti i risultati di una indagine sulla distribuzione
dei lieviti Schizosaccharomyces sulle uve della Sicilia occidentale, che dimostrano
come la messa in evidenza di tale gruppo blastomicetico ¢ legata in larga misura
all’impiego di una appropriata tecnica di ricerca zimologica.

Materiali e metodi

L’indagine & stata conodotta negli anni 1974 e 1975 ed ha interessato comples-
sivamente 68 campioni (66 di uve e 2 di mosti concentrati) prelevati presso aziende
vitivinicole delle province di Palermo, Trapani e Agrigento.

I campioni, una volta giunti in laboratorio, sono stati ammostati negli stessi
contenitori, travasando il mosto ottenuto, previa separazione dei raspi, in matracci
sterili.

La ricerca degli schizolieviti & stata condotta, oltre che con la tecnica usuale
basata sulla semina di appropriate diluizioni seriali del campione da esaminare su
agar malto in scatole Petri, con un metodo selettivo per Schizosaccharomyces pombe
recentemente messo a punto da Barioni e Perost (1977). La selettivita & stata ot-
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Tabella 1
Caratteristiche dei campioni esaminati e distribuzione degli schizolieviti sulle uve della
Sicilia occidentale

Characteristics of the samples examined and distribution of fission yeasts on grapes of
western Sicily

Composizione chimica

Schizolieviti presenti

- NO cam- (media)
Ll Sulivar pioni zuccheri acid. tot. S:q:ﬁf:r Ssl;l::fi?:
% gl
Valledolmo Inzolia 2 21,5 5,00 — 1
(Palermo) Primitivo di Gioia 1 18,4 5,10 — —
Trebbiano 2 19,0 6,30 — —
Catarratto lucido 3 18,5 7,90 — —
Zibibbo 1 24,0 6,40 — —
Partinico Catarratto comune 3 21,5 6,30 — 1
(Palermo) Inzolia 2 22,5 5,10 — 1
Castelvetrano Catarratto comune 2 21,3 6,10 — 1
(Trapani) Trebbiano 3 19,1 7,30 —_ -—_
Grecanico 3 20,3 6,70 —
Grillo 3 22,8 6,70 —
Pantelleria Zibibbo 5 24,2 5,75 2 5
(Trapani) Zibibbo (mosto conc.) 2 66,0 8,40 1 2
Marsala — Pignatello 2 19,2 6,20 — —
Ponte Damaschino 2 21,0 5,70 —_ —
(Trapani) Trebbiano 4 18,2 7,10 — —_
Catarratto comune 2 20,0 5,70 — 1
Grillo 3 23,7 5,20 — 2
Alcamo — Valdi- Catarratto comune 3 19,2 7,20 — —
bella (Trapani) Inzolia 2 21,0 5,30 — 1
Marsala — Tor- Catanese nera 2 21,5 6,30 —_ —
retta (Trapani) Inzolia 2 22,0 5,70 — 1
Catarratto comune 3 20,8 5,30 — 2
Grecanico 4 19,7 6,10 — 2
Sambuca Inzolia 2 22,3 4,25 — 1
(Agrigento) Trebbiano 2 18,2 7,13 — —_
Catarratto comune 3 214 5,80 — 3

tenuta tenendo conto di alcune proprieta fisiologiche e biochimiche distintive degli
schizolieviti, quali:
a) capacita di utilizzare acido malico in anaerobiosi
b) prototrofia per steroli in anaerobiosi
¢) relativa resistenza all’azione combinata dell’SO, e dell’actidione.
Conseguentemente il mezzo di coltura ha la seguente composizione: Bacto vita-
min-free yeast base (Difco) 16,7 g; glucosio 90 g; acido L-malico 10 g; actidione 10
ppm; K,S,0, 50 ppm; tiamina cloridrato 1 ppm; nicotinamide 0,5 ppm; Ca-panto-
tenato 0,5 ppm; acido p-aminobenzoico 0,5 ppm; biotina 0,05 ppm; inositolo 7 ppm;
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agar 20 g; acqua distillata 1.000 ml; pH 4. Le scatole Petri, dopo la semina, vengono
incubate in anaerobiosi, realizzata nel modo descritto da Kocu (vedi MosseL et al.
1962).

La presenza di schizolieviti & stata determinata mediante esame microscopico
delle colonie sviluppate sulle piastre dopo incubazione a 25 °C per 3—5 giorni (agar
malto) e 8—12 giorni per il mezzo selettivo. La particolare morfologia dei lieviti del
genere Schizosaccharomyces consente, come & noto, la loro discriminazione dalle
altre forme blastomicetiche. E’ da rilevare che sul mezzo selettivo per schizolieviti
le colonie di questi risultano, dopo 10 giorni, piu grandi di quelle degli altri lieviti e
presentano un’area centrale di colore bruno-rossiccio. Tutto cid rende piu agevole
la loro individuazione. Per l'identificazione dei ceppi di Schizosaccharomyces isolati
dai vari campioni di uve sono state seguite le metodiche proposte da Lopper (1970).

Risultati

Nella Tabella 1 sono esposti i risultati dell’indagine zimologica sulla distribu-
zione dei lieviti Schizosaccharomyces sulle uve della Sicilia occidentale.,

Impiegando il metodo selettivo, gli schizolieviti sono risultati presenti in 26 dei
68 campioni esaminati, 66 dei quali costituiti da uve e i rimanenti 2 da mosti con-
centrati di uve Zibibbo. Tale reperto & degno di nota, se si considera che su agar
malto si ¢ avuta in generale una risposta negativa. Infatti con tale substrato gli
schizolieviti sono stati reperiti solo in due campioni di uve Zibibbo ed in uno di
mosto concentrato delle stesse uve. Va rilevato che nei tre campioni risultati posi-
tivi su agar malto, I’esame microscopico aveva gia evidenziato la prevalenza degli
schizolieviti sugli altri componenti della microflora blastomicetica naturale.

Al contrario ’esame microscopico degli altri campioni non aveva permesso di
rilevare la presenza di schizolieviti, il che indica che la selettivita del metodo di

Tabella 2
Prospetto riassuntivo della distribuzione degli schizolieviti nelle diverse cultivar di uve
siciliane
Summary of the data on the distribution of fission yeasts on the Sicilian grape cultivars

Campioni nei quali

Totale sono presenti schi- )
Vitigni campioni zolieviti 1“1';;?3’1
esaminati su agar su mezzo
malto selettivo
Grecanico 7 — 3 5
Inzolia 10 — 5 8
Catarratto comune 16 — 8 23
Catarratto lucido 3 — —_ =
Grillo 6 _— 3 5
Trebbiano 11 —_— = —
Catanese nera 2 — - —
Zibibbo 8 3 i 21
Damaschino 2 — i -
Primitivo di Gioia 1 — — —
Pignatello 2 — - _—
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ricerca di tali organismi & sufficiente a consentirne il ritrovamento, anche quando
essi costituiscano una componente secondaria della microflora blastomicetica.

Per quanto concerne la distribuzione di Schizosaccharomyces sulle uve, si notano
talune differenze evidenti fra le diverse varieta esaminate (Tabella 2). In generale le
classiche varieta siciliane Catarratto, Inzolia, Grillo, Grecanico, Zibibbo annoverano
gli schizolieviti fra i componenti normali della microflora epifitica. Cido & vero in
particolar modo per le uve a piu elevato contenuto zuccherino quali Zibibbo e Grillo.

L’assenza di schizolieviti sugli 11 campioni di Trebbiano toscano, deve essere
sottolineata, dato che questo vitigno e di recente introduzione nella viticoltura si-
ciliana.

,
T

%Z’

% %)

Schizosaccharomyces pombe ceppo 4Z; a sinistra, cellule vegetative in divisione; a destra,
tipici aschi tetrasporei (X750).

Photomicrography of _chizosaccharomyces pombe, strain 4Z; left, dividing vegetative
cells; right, typical asci with four ascospores (X750).

Nel corso dell’indagine ecologica si € proceduto all’isolamento di 62 ceppi di
schizolieviti scelti in modo da costituire un campione rappresentativo delle diverse
»scultivar“ e zone di provenienza dei campioni esaminati.

Dal punto di vista tassonomico, tutti i ceppi sono da riferire alla specie Schizo-
saccharomyces pombe (Figura), tuttavia sono state riscontrate differenze nella ca-
pacita ad assimilare alcuni composti del carbonio in diversi ceppi isolati e cio ri-
chiede una piu attenta valutazione della loro posizione sistematica.

La definizione delle principali proprieta fisiologiche e biochimiche in funzione
enologica dei ceppi isolati dalle uve siciliane é tuttora in corso. Tuttavia si puo fi-
nora affermare che tali organismi presentano un insieme di proprieta nettamente
differenti da quelle che la letteratura riporta come caratteristiche della specie
Schizosaccharomyces pombe (PeyNaup e Supraup 1964, Castert e HasNeparr 1968,
FrLorenzano 1972). A titolo di esempio si riportano le principali proprieta riscontrate
nel ceppo 4Z di Schizosaccharomyces pombe isolato da uve Zibibbo: alcool 17,2%;
glicerina 5,5 g/1; 2,3-butilen glicol 0,75 g/1; acido succinico 1,6 g/1; acidi volatili 0,4 g/1.
Inoltre tale ceppo presenta l’insolita proprieta di fermentare piu attivamente ad una
temperatura di 18 °C anziché di 24 °C o 30 °C come accade per gli altri stipiti della
stessa specie.
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Conclusioni

I dati brevemente esposti, pur essendo il risultato di una prima sommaria ri-
cognizione zimologica, oltre a costituire la prima segnalazione della presenza di lie-
viti del genere Schizosaccharomyces sulle uve siciliane, mostrano che gli schizolieviti
rappresentano una delle componenti normali della microflora blastomicetica delle
uve della Sicilia occidentale, che in taluni vitigni (uve Zibibbo di Pantelleria) ac-
quista carattere di predominanza.

A parte il caso citato, gli schizolieviti sono da annoverare fra i componenti
secondari della microflora blastomicetica delle uve. Ci0 spiega il mancato ritro-
vamento di detti lieviti in precedenti indagini (CasteLLt e DeL Giupice 1953) e con-
ferma la validita del metodo selettivo proposto per la ricerca di Schizosaccharomyces.

Il fatto che tali lieviti pur essendo diffusi sulle uve non siano predominanti nel-
la fermentazione naturale dei mosti, dipende dalla loro incapacitad a competere con
i saccaromiceti (Bujak e Dasxowskl, vedi Rose and Harrison 1970, p. 45; FLORENZANO
1972).

La presenza, fra i ceppi isolati, di stipiti biochimicamente interessanti ai fini
enologici (elevato potere fermentativo con 6ltre il 17% di alcool, bassa produzione di
acidi volatili, temperatura ottima di fermentazione compresa fra 18 e 20 °C), indica
la grande variabilita di comportamento biochimico degli schizolieviti e dimostra che
una ricerca ecologica condotta a fondo presenta un interesse non solo teorico, ma
anche applicato.

Riassunto

Vengono riferiti i risultati di una indagine preliminare sulla distribuzione dei
lieviti del genere Schizosaccharomyces sulle uve della Sicilia occidentale, condotta
con un nuovo metodo di arricchimento selettivo per Schizosaccharomyces pombe.

Gli schizolieviti sono stati riscontrati presenti in 26 dei 68 campioni di uve
esaminate, appartenenti principalmente alle cultivar Zibibbo, Catarratto, Inzolia,
Grillo e Grecanico. Sulle uve Zibibbo di Pantelleria tali lieviti costituiscono il grup-
po dominante nell’ambito della microflora blastomicetica.

Fra i 62 ceppi di schizolieviti isolati, in massima parte riferibili a Schizosac-
charomyces pombe, alcuni presentano interessanti proprieta fisiologiche e biochimi-
che ai fini enologici.

I risultati ottenuti indicano che, nella zona presa in considerazione, gli schizo-
lieviti rappresentano una componente normale della microflora epifitica delle uve e
fanno ritenere che la sporadica segnalazione di tale gruppo blastomicetico nelle
ricerche di zimologia delle uve sia da attribuire ai metodi di indagine inadeguati.
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