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1. Introduzione

L e paste acide sono impasti fermentati grazie alla presenza di unariccaflora
microbica costituita da batteri lattici e lieviti. Questi ultimi rivestono un ruolo
molto importante, in quanto i prodotti primari del loro metabolismo energetico,
anidride carbonica ed etanolo, determinano |’ aumento di volume dell’impasto e
la formazione della struttura porosa e alveolata della pasta, mentre alcuni
prodotti secondari contribuiscono a determinare I’aromatipico del pane. Le
paste acide sono costituite da farina, acqua e “lievito naturale”. Quest’ ultimo é
I’'impasto della lavorazione precedente opportunamente rinnovato da impiegare
come coltura starter. Originariamente il lievito naturale era ottenuto
dall’ acidificazione spontanea dell’impasto, dovuta alla contaminazione delle
materie prime e dagli attrezzi utilizzati. 11 tempo necessario alla maturazione
degli impasti varia da qualche ora a tutta la notte precedente la lavorazione
vera e propria. Invece con il termine “lievito madre” s intende la frazione di
impasto conservata in forma disidratata 0 congelata da impiegare come inoculo
per laproduzione di lievito naturale.

In questo lavoro sono stati identificati, impiegando tecniche molecolari, i
lieviti che caratterizzano gli impasti acidi siciliani. L’ elettroforesi in campo
pulsato (PFGE), |la PCR/RFLP delle regioni NTS2 (Non-Transcribed spacer2) e
ITS (Internal Transcribed Spacer) contenute nel DNA ribosomale (rDNA) ed
ancorail parziale sequenziamento della subunita 26S del rDNA sono stati
impiegati per |’ identificazione dei ceppi in esame. | risultati, di seguito esposti,
mostrano la presenza di ceppi di lievito appartenenti alle specie Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces anamensis, Issatchenkia orientalis Candida milleri.

2. ldentificazione dei ceppi alivello di specie

Alcune regioni del DNA possono essere utilizzate per I’identificazione a
livello di specie. Tali regioni devono soddisfare le seguenti caratteristiche
specifiche: presentare quindi un ato polimorfismo interspecifico ed un basso o
nullo polimorfismo intraspecifico (contenere siti caratteristici per le diverse
specie e presentare un elevato grado di stabilita al’interno della stessa specie).



Letecniche danoi discusse sono riportate nello schema che segue.

IDENTIFICAZIONE DEI
LIEVITI

TECNICHE MOLECOLARI
Identificazione a livello di specie

- Sequenziamento del Dominio D1/D2

TECNICHE - PCR/RFLP delle regioni ITS
CONVENZIONALI

- Analisi del FENOTIPO

- PCR/RFLP della regione NTS2

- Elettroforesi in campo pulsato

l

Identificazione a livello di ceppo
- Analisi delle regioni Inter-&

Sono stati isolati 48 ceppi da 13 campioni di pasta acida prelevati da divers
panifici artigianali ed identificati fenotipicamente con le chiavi di Barnett.
Alcuni ceppi sono stati facilmente attribuiti alle specie di appartenenza, ma per
altri questa procedura di identificazione non e stata sufficiente. Tutti i ceppi
sono stati quindi sottoposti ad elettroforesi in campo pulsato per I’andis del
cromosomi interi. Trentatre dei 48 ceppi isolati hanno mostrato cariotipo
caratteristico della specie Saccharomyces cerevisiae, presentando da 14 a 16
bande comprese fra 2200 Kb e 225 Kb (figura 1). Le condizioni elettrofo-
retiche applicate non hanno permesso una buona separazione dei ceppi non
appartenenti al genere Saccharomyces, caratterizzati dalla presenza di
cromosomi ad alto peso molecolare (esempi sono riportati nellafigura 1).
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Fig. 1 - Cariotipo elettroforetico di un campione rappresentativo dei ceppi testati.

Un campione rappresentativo di questi € stato sottoposto a prove PFGE con
programmi specifici (figura 2) e comparato con ceppi standard.
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Fig. 2 - Cariotipo elettroforetico dei ceppi non appartenenti al genere Saccharomyces.

Sono state prese in esame alcune regioni presenti nei domini del DNA
ribosomale, sotto descritti.
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PCR/RFLP dellaregione ITS (analisi dei frammenti di restrizione del prodotto PCR
delle regioni ITS, spaziatrici nell’rDNA, impiegate per I’identificazione a livello di specie.
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Sequenziamento della
regione D1/D2

PCR/RFLP dellaregione NTS 2 (analisi dei frammenti
di restrizione del prodotto PCR della regione NTS 2,
dell’rDNA per I’identificazione a livello di specie e
discriminante all’interno del genere Saccharomyces.

Tutti i 48 ceppi sono stati sottoposti all’ amplificazione della regione NTS2
(di non trascrizione) del rDNA. Solo i 33 ceppi sicuramente appartenenti al
genere Saccharomyces hanno dato prodotto di amplificazione. L’ amplificato &
stato tagliato con gli enzimi di restrizione Alu | e Ban | ed i frammenti sono
stati confrontati con i ceppi tipo di Saccharomyces cerevisiae CBS 1171 e
Saccharomyces anamensis CBS 1200 (figure 3, 4, € 5). L'RFLP (analisi dei
frammenti di restrizione) con Alu | non é statain grado di discriminare tra
Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces anamensis. Con il primo enzima,
Alu 1, tutti i ceppi hanno mostrato medesimo profilo, evidenziato in figura 3,

Fig. 3- Restrizionecon|’enzimaAlu | Fig. 4 - Restrizione con I’enzimaBan |
S cerevisiae = 1122 +175 pb S cerevisiae = 668 + 404 + 225 pb
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mentre gli stessi, tagliati con I’enzima Ban |, hanno mostrato un polimorfismo.
Venti ceppi presentavano tre bande (due siti di taglio), cosi come il ceppo tipo
di Saccharomyces cerevisiae (figura 4), mentre gli altri 13 solo due bande (un
sito di taglio), comeil ceppo tipo di Saccharomyces anamensis (figura 5).

Fig. 5 - Restrizione con I'enzima Ban |
S cerevisiae = 668 + 404 + 225 pb
S cerevisiaeold type anamensis = 1080 + 225 pb

Per verificareil livello di polimorfismo dei 33 ceppi appartenenti ale specie
S cerevisiae e S anamensis, abbiamo analizzato il prodotto di amplificazione
delle regioni inter-d. Lo studio di tali regioni €in grado di discriminare gli
isolati alivello di ceppo. Il polimorfismo mostrato € stato alto, presentando 11
profili differenti, come mostrato in figura 6. Profili differenti identificano
sicuramente ceppi diversi, main contrasto con quanto riportato in letteratura, la
presenza di un profilo identico non dimostra con certezza la presenza dello
stesso ceppo. Infatti il ceppo Y PL, identificato come S. anamensis mediante
I"RFLP della regione NTS2, mostra un identico profilo inter-d con altri ceppi
dellaspecie S cerevisiae
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Fig. 6- Analisi delleregioni inter -d
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L’identificazione dei 15 ceppi non appartenenti a genere Saccharomyces e
proseguita con il sequenziamento della regione D1/D2 contenuta nel gene 26S
dell’rDNA e costituita da 600 pb. L’ analisi di questa regione, cosi come
proposto nel 1998 da Kurtzman e Robnett, € un metodo utile per identificare i
lieviti erisolvere le relazioni filogenetiche fra gli stessi. L’ analisi della
divergenza della sequenza nucleotidica di questa regione é sufficiente per la
risoluzione di circa 500 specie di lieviti ascomiceti. Applicando questa tecnica
ai nostri isolati, i 33 ceppi gia identificati come S cerevisiae e S anamensis
hanno mostrato il 100% di similarita con le sequenze presenti in GeneBank di
S. cerevisiae ceppo tipo, altri 8 ceppi hanno presentato il 100% di similarita
con la sequenza del ceppo tipo di Issatchenkia orientalis e gli ultimi 7 con la
sequenza di Candida milleri.

Per confermare i dati ottenuti con la comparazione della sequenza D1/D2
abbiamo effettuato la PCR/RFLP sulle sequenze spaziatrici interne (ITS)
dell’rDNA, con quattro enzimi di restrizione, eseguendole parallelamente sui
ceppi tipo di Issatchenkia orientalis e Candida milleri. | risultati hanno
confermato la presenza nei nostri isolati di 8 ceppi appartenenti alla specie I.
orientalis (figure 7 A) e 7 aC. milleri (figure 7 B).

Hae III Hinf I

Nde II Rsa I

Fig. 7 - Restrizioni delleregioni ITS
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Strategia di identificazione

L’ identificazione di un ceppo ignoto puo essere fatta seguendo due vie, una
riservata a quel ceppi di cui non si conosce nullatranne il luogo e la matrice di
isolamento; la seconda viene riservata a quelli di cui si dispongono gia altre
informazioni che consentono di ipotizzare |’ appartenenza ad un genere quali:
modalita di riproduzione sessuale, morfologia cellulare ed altro. Nel primo
caso € vantaggioso applicare lo studio delle sequenze del dominio D1/D2 da
comparare con i database proposti in letteratura. Queste consentono di
attribuire i ceppi in esame alla specie di appartenenza o, in rarissimi casi, di
restringerne il campo di ricerca a pochissime specie filogeneticamente molto
vicine.

| risultati possono essere confermati con la PCR/RFLP delle regioni NTS2
e/o ITS e la comparazione dei frammenti riscontrati e risolutiva per
I’identificazione certadel ceppi in esame.

Per stabilire se piu ceppi isolati appartenenti tutti alla stessa specie siano in
realta piu di uno o semplicemente lo stesso isolato piu volte, € necessario
operare applicando I’analisi delle regioni inter-d, che solo in rarissime
eccezioni danno profili identici per ceppi diversi. Normalmente ogni ceppo ha
un proprio fingerprinting relativamente ai frammenti delle regioni inter-d. |
pochi casi controversi possono essere risolti mediante |’ applicazione
dell’RFLP del DNA mitocondriale, metodo sicuro per la discriminazione dei
ceppi, ma che risulta sicuramente piu complesso rispetto all’analisi delle
regioni inter-d.

Nel caso invece si abbiano gia delle indicazioni sul genere di appartenenza
le strategie da impiegare sono diverse in funzione del genere stesso. Ad
esempio se si presume |’ appartenenza al gruppo S. sensu stricto la sola
PCR/RFLP dellaregione NTS2 é sufficiente per una corretta attribuzione a
livello di specie. Per altri generi lo studio della dimensione dell’ amplificato
delle regioni ITS puo essere sufficiente per una prima attribuzione del genere
di appartenenza. Le successive restrizioni e le comparazione degli RFLP
consente nella maggior parte dei casi |’ attribuzione degli isolati alla specie di
appartenenza. Unarapidadistinzione trale specie S. cerevisiae e S. uvarum puo
essere ottenuta con |’ analisi del cariotipo mediante elettroforesi in campo
pulsato.
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Strategia di
Identificazione

O\

Ceppo di cui non
si conosce nulla

Ceppo di cui si hanno

informazioni utili per

I'identificazione

Sequenziamento del
Dominio D1/D2

- PCR/RFLP di regioni specifiche
) - Analisi del cariotipo

N

Identificazione a livello di CEPPO
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