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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τα τελευταία χρόνια υποστηρίζεται έντονα η θετική συνεισφορά των μη-

Saccharomyces ζυμών στην ποιότητα του οίνου. Ένα τέτοιο είδος είναι το Torulaspora 

delbrueckii. Επομένως, η βιογεωγραφική ανάλυση των μικροοργανισμών που 

συναντώνται στην πορεία της ζύμωσης του γλεύκους σταφυλιών συνεισφέρει 

σημαντικά στην ¨ενίσχυση¨ της έννοιας του μικροβιακού ¨terroir¨.  

Πραγματοποιήθηκαν αυθόρμητες ζυμώσεις από δείγματα σταφυλιών  του έτους 2018 

δύο περιοχών και τεσσάρων διαφορετικών αμπελώνων (τρεις Σαντορίνη,  ένας Αττική), 

κατά την διάρκεια των οποίων απομονώθηκαν  ζύμες. Έγινε ταυτοποίηση σε επίπεδο 

είδους, ζυμών απομονωμένων από την αρχή της ζύμωσης μέσω PCR-RFLP της περιοχής 

5.8S ITS του rDNA, ενώ για για την ταυτοποίηση του Saccharomyces cerevisiae σε 

επίπεδο στελέχους  έγινε ενίσχυση των interdelta περιοχών. Για την αντίστοιχη 

ταυτοποίηση του T. delbruecki ενισχύθηκαν 7 διαφορετικές περιοχές του γενωμικού 

DNA με μικροδορυφορικές αλληλουχιές.  Από την αρχή της ζύμωσης ταυτοποιήθηκαν 6 

διαφορετικά είδη, με τα πιο επικρατή να ανήκουν στο γένος Hanseniaspora. Η ανάλυση 

των πληθυσμών του S. cerevisiae αποκάλυψε 12 διαφορετικά γονοτυπικά προφίλ και η 

βιοποικιλότητα ήταν της τάξης 14,29%. Στην συγκεκριμένη ανάλυση δεν προέκυψε 

κάποιο επικρατές στέλεχος.  Η ανάλυση των αλληλουχιών των μικροσυστοιχιών ήταν 

επιτυχής και  αποτέλεσε το πρώτο βήμα για την ανάλυση της γενετικής δομής γηγενών 

πληθυσμών του T. delbrueckii. Οι μη-Saccharomyces ζύμες που απομονώθηκαν στο 

τελικό στάδιο της ζύμωσης μπορούν να αξιολογηθούν για τις τεχνολογικές τους 

ιδιότητες στην οινοπαραγωγική διαδικασία, ενώ η βιογεωγραφική ανάλυση δεν 

αποκάλυψε κάποια σημαντική διαφορά στην σύσταση του μικροβιώματος των δύο 

περιοχών αλλά και των αμπελώνων. 

Λέξεις κλεδιά: ζύμωση οίνου, βιοποικιλότητα, ζύμες, “terroir” 
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Yeast biodiversity in vineyards of Attica and Santorini and 

population genetics of indigenous Torulaspora delbrueckii 

Abstract 

In the recent years it is being supported the positive contribution of non-Saccharomyces 

yeasts on the wine quality. One of such species is Torulapsora delbrueckii. So the 

biogeographical analysis of the microorganisms found throughout the wine grapes 

fermentation contributes significantly to microbial ¨terroir¨ concept. Yeasts were 

isolated from the spontaneous fermentations from grape cultivar 2018 of two different 

regions and four vineyards (three Santorini, one Attica).PCR-RFLP of the 5.8S ITS region 

of rDNA was performed for the identification on a species level of the isolated yeasts 

from the beginning of fermentation, while for the typing of Saccharomyces cerevisiae 

the interdelta regions were amplified. For the typing of T. delbrueckii, 7 different 

genome loci containing microsatellites were amplified. 6 different species were 

identified from the beginning of fermentation, with the most dominant belonging to 

genus Hanseniaspora. The analysis of S. cerevisae populations revealed 12 different 

genotypes and the biodiversity was 14,29%. No dominant strain was found with this 

method. Microsatellites analysis was successful and was the first step for the genetic 

structure of T. delbrueckii populations. Non-Saccharomyces yeasts isolated from the end 

of fermentation can be tested for their technological applications in winemaking, 

whereas the biogeographical analysis didn’t reveal a significant difference in the 

microbiome of the two regions but also of the vineyards. 

Key words: wine fermentation, biodiversity, yeasts, “ terroir”  
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1.1 Η ζύμωση του μούστου 

Τα κύρια στάδια της διαδικασίας οινοποίησης είναι τα εξής: 1) σπάσιμο των σταφυλιών 

και παραλαβή του μούστου, 2) ζύμωση του μούστου από ζύμες (αλκοολική) ή και 

βακτήρια (μηλογαλακτική), 3) ωρίμαση του κρασιού σε βαρέλια και 4) συσκευασία σε 

φιάλες και αποθήκευση. Οι μικροοργανισμοί που συναντώνται καθόλη την πορεία 

παραγωγής οίνου, από τις ράγες των σταφυλιών μέχρι και την αποθήκευση, τυγχάνουν 

ευρείας μελέτης και ενδιαφέροντος από την επιστημονική κοινότητα (Fleet 2008, 

Pretorius and Hoj 2005), καθώς αποτελούν μια από τις βασικές μεταβλητές που 

διαμορφώνουν το τελικό προϊόν. Επομένως, η ¨αποκρυπτογράφηση¨ του ρόλου τους 

στο δυναμικό σύστημα της ζύμωσης, αλλά και της καθαυτής τους παρουσίας στην 

αμπελουργική/οινοποιητική πορεία, είναι μείζονος σημασίας.  

1.1.1 Η διαδικασία της ζύμωσης 

Εξελικτικά η αναερόβια διαδικασία της ζύμωσης των μικροοργανισμών εικάζεται πως 

προέκυψε 145 με 65 εκατομμύρια χρόνια πριν, στην Κρητιδική περίοδο, όταν και 

υπήρξε μια διαθέσιμη αφθονία υποστρωμάτων σε μικροβιακές κοινωνίες (Mora et al. 

2013). Ιστορικά αυτή η ¨ιδιότητα¨ των μικροοργανισμών θεωρείται πως έγινε 

ανθρώπινα αξιοποιήσιμη κατά την Νεολιθική περίοδο (Papadimitriou et al. 2015). 

Αλκοολούχα ποτά θεωρείται πως παράγoνταν στην Αρχαία Κίνα από το 7000 Π.Χ. από 

μίγμα ρυζιού, μελιού και γηγενών φρούτων (McGovern et al. 2004). O Louis Pasteur στο 

βιβλίο του «Studies on fermentation»  χαρακτηρίζει την ζύμωση ως μια διαδικασία 

ζωτικής σημασίας για τους μικροοργανισμούς και την ορίζει ως ¨αναπνοή χωρίς αέρα¨ 

(Pasteur 1876). Ζύμωση είναι η μεταβολική διαδικασία των μικροοργανισμών κατά την 

οποία γίνεται διάσπαση οργανικών ενώσεων, χωρίς την χρήση οξυγόνου ως δέκτη 

ηλεκτρονίων, σε απλούστερες ενώσεις με ταυτόχρονη παραγωγή ενέργειας (ΑΤΡ).  Η 

ζύμωση στα τρόφιμα (άρα και στο κρασί) είναι μια τεχνολογία αξιοποίησης και 

τελειοποίησης της ανάπτυξης και της μεταβολικής δραστηριότητας των 

μικροοργανισμών για την συντήρηση και μεταποίηση τους (Terefe 2016). Στο βιοχημικό 

μονοπάτι της αλκοολικής ζύμωσης τα τελικά προϊόντα είναι η αιθανόλη και το διοξείδιο 

του άνθρακα. Εκτός από αυτούς τους μεταβολίτες παράγονται και άλλα παραπροϊόντα 

με βασικότερο την γλυκερόλη, καθώς και άλλα οργανικά οξέα και αλκόολες (Bai et al. 

2008). 
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Εικόνα 1.1. Βασικό μεταβολικό μονοπάτι κατά την αλκοολική ζύμωση του 

Saccharomyces cerevisiae (Oliveira et al. 2013). 

1.1.2 Η πορεία ζύμωσης του κρασιού 

Τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των αλκοολούχων ποτών εξαρτώνται από 

παραμέτρους όπως οι πρώτες ύλες, οι εκάστωτε πρακτικές που ακολουθούνται στην 

γραμμή παραγωγής, αλλά και από την ωρίμανση και την αποθήκευση των τελικών 

προϊόντων (Cole and Noble 1997). Στο κρασί κατά αντιστοιχία, οι παράμετροι αυτές 

είναι οι γεωγραφικές και κλιματικές συνθήκες των αμπελουργικών ζωνών, η ποικιλία 

του σταφυλιού, η μικροχλωρίδα στις ράγες των σταφυλιών, και φυσικά η ζύμωση του 

γλεύκους και οι οινοποιητικές πρακτικές (Fleet 2003). Οι μικροοργανισμοί 

διαμορφώνουν σε μεγάλο βαθμό (θετικά και αρνητικά) την ποιότητα των σταφυλιών 

(Freire et al. 2017, Rousseaux et al. 2014,Villa and Longo 1996) , αλλά και μέσω της 

πολύπλοκης διαδικασίας (βιοχημικά και πληθυσμιακά) της ζύμωσης παράγουν 

πρωτογενείς (αιθανόλη, διοξείδιο του άνθρακα) και εκατοντάδες δευτερογενείς 

μεταβολίτες, με αποτέλεσμα την μοναδικότητα των διαφόρων κρασιών (Fleet 2003, 

Lambrechts and Pretorius 2000, Nisiotou et al. 2018). 
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1.2 Η μικροχλωρίδα των ώριμων σταφυλιών 

Οι ράγες των άγουρων σταφυλιών έχουν χαμηλούς πληθυσμούς ζυμών, συνηθως 10-

103 CFU/g, (Fleet 2003), και αποικίζονται επίσης από βακτήρια του οξικού και 

οξυγαλακτικά (Kantor et al. 2015, Maulani et al. 2012). Στα ώριμα σταφύλια οι 

πληθυσμοί αυτοί, διαφοροποιούνται και αυξάνονται (104-106 CFU/g), και φαίνεται να 

παίζουν κρίσιμο ρόλο  στην πορεία της ζύμωσης αλλά και στην τελική γεύση και άρωμα 

του οίνου (Bokulich et al. 2016). Τα συνηθέστερα είδη που συναντώνται στην 

επιφάνεια των ώριμων σταφυλιών  ανήκουν στα γένη Hanseniaspora, Metschnikowia 

και σε μικρότερα ποσοστά Candida και Pichia (Fleet 2003, Kantor et al. 2017, Nisiotou 

and Nychas 2007). Το πολυπληθέστερο είδος (50-70%) σε ώριμα σταφύλια αλλά και 

κατά την αρχή της ζύμωσης είναι το Hanseniaspora uvarum όπως θα φανεί παρακάτω. 

Εκτός από τις ζύμες, ενδιαίτημα για πληθώρα βακτηρίων και μυκήτων αποτελούν οι 

διάφοροι φυτικοί ιστοί του Vitis vinifera, τα οποία φαίνεται να έχουν αντίκτυπο στον 

οίνο (Bokulich et al. 2016, Gilbert et al. 2014). 

 

Εικόνα 1.2. Βακτήρια και μύκητες που επηρεάζουν τους ιστούς του Vitis vinifera και 

πιθανώς συσχετίζονται με τον οίνο (Gilbert et al. 2014). 

Το κυρίαρχο είδος της ζύμωσης του γλεύκους, Saccharomyces cerevisiae (wine yeast) 

στην περίπτωση της οινοποίησης, σπανίως απομονώνεται από σταφύλια και στις 

περιπτώσεις που αυτό συμβαίνει, καταμετρώνται πληθυσμοί της τάξης 10-100 CFU/g 

(Fleet 2003). 
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1.3 Οι ζύμες στα στάδια της αυθόρμητης ζύμωσης  

Οι χαρακτηριζόμενες ως ¨άγριες ζύμες¨ είναι αυτές που εκκινούν την αυθόρμητη 

αλκοολική ζύμωση, φτάνοντας κατά τις πρώτες μέρες τα 107 CFU/ml (Fleet and Heard 

1993, Fleet et al. 1984). Τέτοια είδη ανήκουν στα γένη Hanseniaspora, Pichia, Candida 

και Metschnikowia, καθώς άλλα είδη που μπορεί να αποικίζουν την επιφάνεια των 

σταφυλιών και με το σπάσιμο μεταφέρονται στον μούστο, ώντας αερόβια, δεν 

μπορούν να επιβιώσουν (Fleet 2008). Με την πάροδο των ημερών, και στα μέσα και 

τελικά στάδια, επικρατούν είδη του γένους Saccharomyces.Το κυρίαρχο είδος 

Saccharomyces cerevisiae,όπως αναφέρθηκε παραπάνω, φτάνει πληθυσμούς της τάξης 

108 CFU/ml και είναι αυτό που αποζυμώνει στην πλειοψηφία των περιπτώσεων (Fleet 

2003). 

1.4 Το δυναμικό σύστημα της ζύμωσης του γλεύκους 

Όπως φάνηκε στην παραπάνω παράγραφο η ζύμωση του γλεύκους από 

μικροβιολογικής σκοπιάς είναι ένα σύνθετο φαινόμενο, και οι παράγοντες που 

διαμορφώνουν την δυναμικότητα αυτού του συστήματος θα αναλυθούν ευθύς 

αμέσως. Στην αρχή της ζύμωσης οι ¨άγριες ζύμες¨ είναι αυτές που μεταβολίζουν τα 

σάκχαρα προς παραγωγή αιθανόλης και διοξειδίου του άνθρακα και στην συνέχεια 

πεθαίνουν, καθώς δεν αντέχουν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις αιθανόλης που 

παράγονται με την πάροδο των ημέρων (Fleet 2003). Συγκεκριμένα η ανοχή στην 

αιθανόλη έχει δειχθεί πως εξαρτάται από την συγκέντρωση μονοακόρεστων λιπαρών 

οξέων, στερολών, καθώς και την ενεργότητα της Η+ ΑΤΡάσης της πλασματικής 

μεμβράνης των ζυμών (Castillo Agudo 1992,Thomas and Rose 1979), χαμηλά επίπεδα 

των οποίων, στις ¨άγριες ζύμες¨, δεν ευνοούν την ανθεκτικότητα στην αιθανόλη 

(Aguirela et al. 2006). Με την αυτόλυση των κυττάρων, οι ¨άγριες ζύμες¨ ουσιαστικά 

¨δίνουν πάτημα¨ σε ανθεκτικότερα στελέχη ζυμών, που συνεχίζουν την παραγωγή 

αιθανόλης (Fleet 2003), όμως η κυριότερη συνεισφορά των ¨άγριων ζυμών¨ κατά την 

αλκοολική ζύμωση είναι τα προϊόντα του δευτερογενούς τους μεταβολισμού (Romano 

et al. 1997). Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν είδη του γένους Hanseniaspora, 

τα οποία με τους διάφορους εστέρες, ανώτερες αλκοόλες και άλλες πτητικές ενώσεις, 

που προκύπτουν μετά από ζύμωση γλευκών, συνεισφέρουν θετικά στα ¨αρωματικό 

προφίλ¨ του οίνου (Medina et al. 2013, Moreira et al. 2011). Βάσει αυτής της πιθανής 

συμβολής και συσχέτισης των ¨άγριων ζύμων¨ στον ¨χαρακτήρα¨ του οίνου, η 

ερευνητική δραστηριότητα πάνω στον διαδοχικό εμβολιασμό γλευκών με ¨άγριες 

ζύμες¨ και Saccharomyces cerevisiae, αλλά και μεμονωμένα, γίνεται ολοένα και πιο 

εκτενής τα τελευταία χρόνια (Comitini et al. 2011,Sadoudi et al. 2012, Varela et al. 2016, 

Sgouros et al. 2018, Nisiotou et al. 2018). Πάνω σε αυτήν την ιδέα έχουν ¨πατήσει¨ 
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πολλοί ερευνητές, και συγκεκριμένα οι Andorra et al. (2012), απέδειξαν όντως πως 

μετά από ζύμωση με στέλεχος του είδους Candida zemplinina, σε συνθετικό μούστο, 

υπήρχε παραγωγή ανώτερων αλκοολών, μικρότερη όμως σε σχέση με την αντίστοιχη 

ζύμωση σε πραγματικό μούστο. Ενώ, τέλος και σε μία αντίστοιχη έρευνα στην Ελλάδα 

με γηγενή στελέχη του παραπάνω είδους φάνηκε να υπάρχει αξιοσημείωτη 

διαφορόποιηση στην παραγωγή οργανικών οξέων, τα οποία και διαμορφώνουν ένα 

πολύπλοκο προφίλ στον οίνο (Nisiotou et al. 2018).  

1.5 Η ζύμη Saccharomyces cerevisiae 

Ο ζυμομήκυτας του κρασιού δεν είναι αερομεταφερόμενος, επομένως η μεταφορά του 

εικάζεται πως γίνεται μέσω εντόμων εντός των αμπελώνων, αλλά επίσης ο μούστος 

¨εμπλουτίζεται¨ με τέτοια στελέχη από τον εξοπλισμό του κάθε οινοποιείου. Όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω, μετά τις πρώτες ημέρες της ζύμωσης αρχίζουν να επικρατούν 

στην μικροχλωρίδα του ζυμούμενου γλεύκους, κυρίως, στελέχη του Saccharomyces 

cerevisiae. Ο βασικός περιοριστικός παράγοντας αυτής της εναλλαγής είναι η 

ανθεκτικότητα των μικροοργανισμών στην αιθανόλη (Fleet 2003). Το Saccharomyces 

cerevisiae αντέχει με διαφορά σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης, σε σχέση με τις 

¨άγριες ζύμες¨ που μπορούν να επιβιώσουν μέχρι ένα ποσοστό της τάξης 5-7% κατά 

κανόνα (Fleet 2003). Αυτή είναι μία από τις βασικές παραμέτρους που καθιστούν το 

συγκεκριμένο είδος, οργανισμό μοντέλο, χωρίς ακόμα να έχουν αποκρυπτογραφηθεί 

πλήρως οι μηχανισμοί ανθεκτικότητας και ο ¨γονιδιακός καμβάς¨ που τους 

¨πυροδοτεί¨ (Chambers and Pretorius 2010, Ma and Liu 2010). Όπως αναφέρθηκε και 

παραπάνω, η σύσταση των μονοακόρεστων λιπαρών οξέων της κυτταρικής μεμβράνης 

παίζει βασικό ρόλο στην απόκριση ενάντια της καταπόνησης της αιθανόλης (You et al. 

2002). Τα γονίδια που υπερεκφράζονται κατά την έκθεση του ζυμομύκητα στην 

αιθανόλη, κωδικοποιούν για διάφορες πρωτεϊνες των οργανιδίων του κυττάρου, αλλά 

και ένζυμα που συμμετέχουν στις μεταβολικές διεργασίες, όπως είναι οι πρωτεΐνες 

θερμικού σοκ (HSP), πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος, και ένζυμα που 

συμμετέχουν στην γλυκόλυση και τον κύκλο του Krebs (Stanley et al. 2009).Αυτοί οι 

μηχανισμοί απόκρισης είναι γενικοί και συναντώνται και σε άλλους μικροοργανισμούς, 

όμως η έκφραση και εντοπισμός στον πυρήνα των πρωτεϊνών Rat8 και Asr1, φαίνεται 

να είναι εξειδικευμένη για την απόκριση στο σοκ της αιθανόλης (Betz et al. 2004, 

Takemura et al. 2004), και χρειάζεται περαιτέρω έρευνα πάνω σε αυτά τα φαινόμενα. 

Ένας άλλος περιοριστικός παράγοντας, που μπορεί να προκαλέσει προβλήματα κατά 

την αλκοολική ζύμωση, είναι τα μικρού μήκους λιπαρά οξέα (Bisson 1990). Ενώ μεγάλο 

ενδιαφέρον αποτελούν τα επονομαζόμενα ¨killer¨ στελέχη, τα οποία φαίνεται να 

υπερισχύουν έναντι άλλων στελεχών, λόγω των εκκρινόμενων τοξινών τους (El-Banna 

et al. 2011). Όλοι αυτοί οι παράγοντες που αναφέρθηκαν, μαζί και με άλλες 
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παραμέτρους, είναι υπεύθυνοι για την διαδοχική επικράτηση ειδών, από την αρχή 

μέχρι το τέλος της ζύμωσης, αλλά ακόμα πιο βασικά, για την διαφοροποίηση και 

υπερίσχυση στελεχών στο είδος Saccharomyces cerevisiae. Η έρευνα, επομένως, πάνω 

στην εξάπλωση και βιοποικιλότητα του ζαχαρομύκητα είναι πολύ σημαντική. Σε γενικές 

γραμμές τα στελέχη που έχουν απομονωθεί από τους αμπελώνες παρουσιάζουν 

μεγάλη ετερογένεια σε σχέση με τα εργαστηριακά και τα στελέχη των οινοποιείων 

(Tofalo et al. 2013). Σημαντικό ρόλο σε αυτές τις γενετικές διαφοροποιήσεις φαίνεται 

να παίζουν οι σφήκες που πραγματοποιούν την διακίνηση των στελεχών (Stefanini et 

al. 2012).  

1.6 Το ¨terroir¨ και οι βασικοί παράγοντες που επηρεάζουν την σύσταση του οίνου  

Οι μικροοργανισμοί που συναντώνται στα σταφύλια είναι άρρηκτα συνδεδεμένοι με 

όλη την διαδικασία της ζύμωσης και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του οίνου. Ο 

όρος terroir έχει περιγραφεί αρχικά εμπειρικά από Γάλλους οινολόγους, με σκοπό να 

προσδώσουν στα προϊόντα τους προστιθέμενη αξία καθώς και να τα διαχωρίσουν από 

κρασιά διαφορετικών περιοχών. Τα τελευταία χρόνια υποστηρίζεται στην επιστημονική 

κοινότητα η έννοια του ¨μικροβιακού terroir¨, σύμφωνα με την οποία, η διαφορετική 

βιοποικιλότητα των μικροοργανισμών ανά περιοχή, φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο 

στην διαμόρφωση του εκάστωτε οίνου (Bokulich et al. 2013, Bokulich et al. 2016, 

Banilas et al. 2016, Nisiotou et al. 2018).Η διαμόρφωση αυτής της συνθήκης είναι ένα 

πολυπαραγοντικό φαινόμενο και εξαρτάται από παράγοντες οι οποίοι αντίστοιχα 

αλληλεπιδρούν (Belda et al. 2017). Οι πληθυσμοί των μικροοργανισμών του εδάφους 

της αμπέλου φαίνεται να διαφοροποιούνται συστηματικά και μη τυχαία ανάλογα με 

την γεωγραφική περιοχή (Burns et al. 2015), και αυτή η διαφοροποίηση επιδρά 

επόμενα στην ¨σύσταση¨ του μικροβιώματος του αμπέλου (Zarraonaindia et al. 2015).Η 

βιοποικιλότητα της αμπέλου είναι ιδιαίτερα μεγάλη όσον αφορά τους 

προκαρυτωτικούς οργανισμούς, καθώς διαφορετικά είδη επικρατούν στα φύλλα  του 

φυτού και άλλα στα σταφύλια (Leveau and Tech 2010).Αντίστοιχα και η βιοποικιλότητα 

των ζυμών που υπάρχουν στα σταφύλια και στον μούστο έχει μελετηθεί διεξοδικά, 

είναι ιδιαίτερα μεγάλη (Pinto et al. 2015), επηρεάζεται από την γεωγραφική περιοχή 

(terroir) (Banilas et al. 2016), την ποικιλία των σταφυλιών και τις κλιματικές συνθήκες 

(Bokulich et al. 2014),ενώ διαφοροποιείται αισθητά ανάλογα με την υγιεινή κατάσταση 

του σταφυλιού (Nisiotou and Nychas 2007).Επακόλουθα η μικροβιακή ποικιλότητα 

κατά την διάρκεια της ζύμωσης του μούστου εξάρταται από αυτή των σταφυλιών, σε 

ένα σύνθετο και δυναμικό φαινόμενο (ζύμωση μούστου) από μικροβιακής, βιοχημικής 

και χημικής σκοπιάς (Portillo and Mas 2016, Bokulich et al. 2012, Nisiotou et al. 2007). 

Περισσότερα για αυτό το κομμάτι θα αναφερθούν σε επόμενο κεφάλαιο.  
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Ένας άλλος παράγοντας που συμβάλει στην μεταβλητότητα του μικροβιώματος τόσο 

των σταφυλιών, αλλά και του οίνου, είναι η ανθρώπινη παρέμβαση και δράση στις 

αμπελουργικές ζώνες αλλά και στις πρακτικές οινοποίησης (Grangeteau et al. 2016). 

Ιδιαιτέρως, λόγω της ¨άνθισης¨ και συστηματοποίησης των βιολογικών καλλιεργειών, 

οι ανθρώπινες δραστηριότητες αποκτούν μεγαλύτερη βαρύτητα στην διαμόρφωση του 

¨terroir¨ και του οίνου (Belda et al. 2013).Η ύπαρξη μικροβιακού ¨terroir¨, όπως φάνηκε 

είναι μια μεταβλητή που σε συνδυασμό με άλλους παράγοντες καθορίζουν την  πορεία 

ζύμωσης και την σύσταση του κρασιού από μικροβιολογικής αλλά και οργανοληπτικής 

άποψης. Συγκεκριμένα, είναι γνωστό πως συμβιωτικά ριζοβακτήρια επηρεάζουν την 

ανάπτυξη και την φυσιολογία των ριζιδίων των φυτών και κατ΄επέκταση ολόκληρων 

των φυτών (Compant et al. 2010). Αυτό το φαινόμενο συναντάται και στο είδος Vitis 

vinifera  όπου βακτήρια που ενισχύουν την ανάπτυξη του φυτού (PGPB), φαίνεται να 

ενισχύουν την άμυνα του φυτού έναντι παθογόνων (Compant et al. 2010). Εκτός από 

την ποικιλία του σταφυλιού, η συγκέντρωση σακχάρων και η υδατοπεριεκτικότητα 

συμβάλουν στην έννοια του ¨terroir¨, εξαρτώμενα και από τις κλιματολογικές συνθήκες 

(Zsofi et al. 2010).Οι μικροοργανισμοί που επιτελούν συντελούν στην δημιουργία 

τελικών πτητικών μεταβολιτών του κρασιού (Verginer et al. 2010). Επιπλέον, πολύ 

πρόσφατα έχει βρεθεί ύπαρξη συσχέτισης του μικροβιακού  ¨terroir¨ με τους 

μεταβολίτες του οίνου από τους Bokulich et al. 2016 και Banilas et al. 2016, οι οποίοι 

εισίγαγαν μια νέα παράμετρο στον σχηματισμό των τελικών οργανοληπτικών 

χαρακτηριστικών του οίνου πέραν από την κλασική σχέση ποικιλίας σταφυλιού-

ζυμωτικοί μικροοργανισμοί-μεταβολίτες . Όπως φαίνεται η έννοια του ¨μικροβιακού 

terroir¨ είναι πλέον ευρέως αποδεκτή και παίζει κρίσιμο ρόλο στην παραγωγή του 

κρασιού. Έπομένως η βιογεωγραφία των μικροοργανισμών που συναντώνται στους 

αμπελουργικές ζώνες και στους αμπελώνες πρέπει να μελετάται διεξοδικά. 

1.7 Βιογεωγραφία μικροοργανισμών της αμπέλου 

Όπως αναλύθηκε διεξοδικώς παραπάνω, τα είδη των μικροοργανισμών που 

συναντώνται στα ώριμα σταφύλια και στον μούστο συνθέτουν ένα ¨μικροβιακό 

terroir¨, η σύσταση τους όμως διαφέρει σημαντικά ανά περιοχές του πλανήτη, χωρίς να 

έχει βρεθεί ακόμα μια προφανής εξήγηση για τον λόγο που επικρατεί αυτή η συνθήκη 

(Barata et al.2011). Συγκεκριμένα, σε σταφύλια καλλιεργιμένα στην Αργεντινή έχουν 

βρεθεί είδη όπως Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima, Candida stellata, 

Pichia membranifaciens κ.α (Combina et al. 2005), τα ποσοστά των οποίων άλλαζουν 

και άναλογα με την χρονιά συγκομιδής (vintage).Σε μια πιο πρόσφατη έρευνα στην 

χώρα της Αργεντινής (Eder et al. 2017) ταυτοποιήθηκαν είδη κατά την διάρκεια 

αυθόρμητης ζύμωσης μούστου και συγκεκριμένα στην αρχή της ζύμωσης, από το φυτό 

Vitis labrusca L., με επικρατέστερα το Candida sp., Hanseniaspora uvarum αλλά και το 
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Torulaspora delbruecki. Στην κοντινή χώρα της Βραζιλίας υπεριχύει το Hanseniaspora 

uvarum και είδη του γένους Issatchenkia (Baffi et al. 2011).Σε αμπελώνες από την χώρα 

της Χιλής, επιπλέον, έχει επισημανθεί το ¨αποτύπωμα¨ που αφήνουν οι άγριες ζύμες 

του αμπέλου (Hanseniaspora spp., Metschnikowia spp., και άλλες σε μικρότερα 

ποσοστά), με βάση την ταυτότητα τους, το ποσοστό εμφάνισης τους, αλλά και τα 

κλιματικά χαρακτηριστικά (Jara et al. 2016). Στο κρύο κλίμα του Καναδά, σε άλλη 

έρευνα, έχει δειχθεί πως επικρατούν βασιοδιομύκητες του γενους Cryptococcus και σε 

μικρότερο ποσοστό το Hanseniaspora uvarum (Subden et al. 2003). Προχωρόντας στην 

περιοχή της Ασίας, και συγκεκριμένα στην Ινδία, έχουν ταυτοποιηθεί έιδη όπως το 

Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora uvarum, Candida spp., αλλά και 

Saccharomyces cerevisiae (Chavan et al. 2009). Στην Ιαπωνία έχουν απομονωθεί 

στελέχη του είδους Hanseniaspora uvarum και Candida spp. (Yanagida et al. 1992), ενώ 

στην γειτονική Κίνα παρομοίως επικρατεί το Hanseniaspora uvarum, και σε μικρότερα 

ποσοστά, βασιδιομύκητες και είδη των γενών Candida και Pichia (Li et al. 2010). Στην 

Αυστραλία κυρίαρχο είδος ευρισκόμενο σε διάφορες ποικιλίες σταφυλιών είναι το 

Aureobasidium pullulans και σε μικρότερους πληθυσμούς συναντώνται τα 

παραδοσιακά είδη Hanseniaspora uvarum, Candida spp., Metschnikowia pulcherrima 

(Prakitchaiwattana et al. 2004). Στην ευρωπαϊκή ήπειρο και κυρίως στις μεσογειακές 

χώρες έχουν γίνει πολύ περισσότερες μελέτες. Ξεκινώντας από την χώρα της Γαλλίας, 

και την ευρύτερη περιοχή του Μπορντό, σε ώριμα σταφύλια, ταυτοποιήμενα στελέχη 

του γένους Cryptococcus και Candida βρίσκονται σε υψηλότερο ποσοστό (περίπου 30%) 

και σε μικρότερα ποσοστά ευρίσκονται τα Pichia spp., Rhodotorula spp., Hanseniaspora 

spp. κ.α. (Renouf et al. 2005). Στην Ιταλία, σε διάφορες ποικιλίες σταφυλιών, τα είδη 

που έχουν ταυτοποιηθεί δεν παρουσιάζουν κάποια ιδιαίτερη διαφορά σε σχέση με 

αυτά που έχουν αναφερθεί (Guerzoni and Marchetti 1987). Σε σλοβενικές ποικιλίες τα 

τρία κυρίαρχα είδη είναι το Rhodotorula  glutinis, Aureobasidium pullulans και 

Hanseniaspora uvarum (Raspor et al. 2006). Στην περιοχή της Ταραγόνα στην Ισπανία, 

σε μούστο σταφυλιών, επικρατεί το Hanseniaspora uvarum, σε ποσοστό 60%, έπονται 

είδη όπως Aureobasidium pullulans,Pichia kluyveri, Candida sstellata, Metschnikowia 

pulcherrima και Rhodotorula mucilaginosa ( Sabate et al. 2002). Νοτιότερα στην Ιβηρική 

χερσόνησο (Μάλαγα), σε μία πιο πρόσφατη εργασία των Clavijo et al. 2010, έπειτα από 

αυθόρμητες ζυμώσεις μούστων, έχουν βρεθεί  άγριες ζύμες όπως  Hanseniaspra 

uvarum, Hanseniaspora guilliermondii αλλά και Lachancea thermotolerans.  

Στον ελλαδικό χώρο η καταγραφή και αποτύπωση γηγενών ζυμών, σε ώριμα σταφύλια 

και μούστο κατά την αρχή της ζύμωσης έχει γίνει σε πολύ λιγες έρευνες. Συγκεκριμένα, 

σε μία έρευνα  στην περιοχή της Αττικής (Nisiotou and Nychas 2007) και της Μαντινείας 

(Nisiotou et al. 2007) έχουν καταγραφεί είδη του γένους Hanseniaspora, με το πιο 

ενδιαφέρον να είναι το Hanseniaspora opuntiae. Σε ντόπια ποικιλία από αμπελώνες της 
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Κεφαλλονιάς έχουν ταυτοποιηθεί, φαινοτυπικά, είδη που ανηκούν στο γένος Candida 

και Cryptococcus (Koulougliotis and Eriotou 2016). Με μοριακές τεχνικές, σε μια 

παλαιότερη έρευνα επί ελληνικού εδάφους (Αμύνταιο και Σαντορίνη), έχουν 

ταυτοποιηθεί επίσης και τα είδη Torulaspora delbruecki, Candida stellata, 

Metschnikowia pulcherrima (Pramateftaki et al. 2000). Επομένως η κατανοήση της 

βιογεωγραφίας αμπέλων του ελλαδικού χώρου, μπορεί να βοηθήσει στην διαλογή 

γηγενών, μη συμβατικών ειδών, έχοντας ως απότοκο την παραγωγή  εναλλακτικών 

οίνων ντόπιου χαρακτήρα. 

1.8 Μέθοδοι ταυτοποίησης ζυμών σε επίπεδο είδους  

Η ταυτοποίηση των ζυμών σε επίπεδο είδους, τα παλαίοτερα χρόνια 

πραγματοποιούνταν με την παρατήρηση διαφόρων φαινοτυπικών χαρακτηριστικών, 

όπως η ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά καθώς και διάφορα  βιοχημικά test (Pincus et al. 

2007). Αυτές οι μέθοδοι, όμως, είναι πολύ χρονοβόρες και πλέον ξεπερασμένες. 

Σχετικά πιο γρήγορες και διαχειρίσιμες στον όγκο δουλειάς είναι οι μέθοδοι 

ταυτοποίησης μοριακής Βιολογίας. Η ευρέως διαδεδομένη τεχνική είναι η PCR-RFLP, 

και μελέτες όπως των Esteve-Zarzoso et al. 1999 αλλά και Nisiotou and Nychas 2007, 

αποτελούν θεμέλια για την μοριακή ταυτοποίηση ζυμών απομονωμένων από 

σταφύλια, μούστο και κρασί. Επιπλέον, και η μέθοδος της PCR-DGGE έχει δώσει 

ικανοποιητικά αποτελέσματα σε αυτό το κομμάτι (Renouf et al. 2005, Nisiotou et al. 

2007). Η ακριβής περιοχή του γονιδιώματος βάσει της οποίας γίνεται ενίσχυση 

συγκεκριμένης αλληλουχίας, θα αναλυθεί παρακάτω. Πέραν από αύτες τις μεθόδους, 

τα τελευταία χρόνια, με την πρόοδο και εξέλιξη της Βιοπληροφορικής, έχει καταστεί 

δυνατό να εντοπισθούν είδη μυκήτων και βακτηρίων στο κρασί (Bokulich et al. 2016), 

τα οποία δεν έχουν την ικανότητα να σχηματίσουν μικροβιακίες αποικίες στο τρυβλίο 

αλλά μπορεί να συμμετέχουν στην τελική σύσταση του ποτού. 

1.8.1 Μέθοδος ταυτοποίησης μέσω των ITS αλληλουχιών 

Για την ταυτοποίηση των μυκήτων σε επίπεδο είδους έχουν προταθεί πολλοί markers, 

με μεγαλύτερη αποδοχή και εφαρμογή από την επιστημονική κοινότητα, της περιοχής 

18S-5.8S-28S του ριβοσωμικού DNA (Schoch et al. 2012). Παρόλο που υπάρχουν 

κάποιες αμφιβολίες και ενδοιασμοί για την παγκοσμιοποίηση μεθόδων ταυτοποίησης 

βασισμένων σε αύτην την αλληλουχία (Kiss 2012), η επεξεργασία τους δίνει αξιόπιστα 

αποτελέσματα, με λίγες περιπτώσεις αποτυχίας (Begerow et al. 2010). Πιο αναλυτικά, η 

αλληλουχία του ριβοσωμικού DNA, εντός του πυρήνα, στους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς, αποτελείται από εκατοντάδες επαναλήψεις, της μη μεταγραφώμενης 

περιοχής και της μεταγραφώμενης περιοχής, παραταγμένες η μία πίσω από την άλλη 

(Hillis and Dixon 1990). 
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Εντός της αλληλουχίας που κωδικοποιεί για τo τμήμα της μικρής (18S) και της μεγάλη 

(28S) υπομονάδας, παρεμβάλεται το γονίδιο 5.8S έχοντας αριστερά και δεξία του τις 

αλληλουχίες ITS1 και ITS2 αντίστοιχα, οι οποίες παρουσιάζουν πολυμορφισμό 

(Rampersad 2014) και για αυτόν ακριβώς τον λόγο μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 

βάση για φυλογενετικές αναλύσεις και κατανόηση της εξελικτικής πίεσης. Για να 

μελετήθει η παραπάνω διαδεική διαφορά έχουν σχεδιαστεί πολλοί εκκινητές, 

βασισμένοι στις αλληλουχίες των συντηρημένων γονιδίων της μικρής και μεγάλης 

υπομονάδας των ριβοσωμάτων (White et al. 1990). 

 

Εικόνα 1.3. Κατά σειρά οι περιοχές του ριβοσωμικού DNA στον πυρήνα των μυκήτων, 

και περιοχές βασισμένες για την σχεδίαση εκκινητών  (Lee Taylor et al. 2016). 

1.9 Ταυτοποίηση Saccharomyces cerevisiae σε επίπεδο στελέχους 

Όπως περιγράφηκε παραπάνω το είδος S. cerevisiae αποτελεί το κρισιμότερο είδος για 

την ολοκλήρωση της ζύμωσης του οίνου, και επομένως η ταυτοποίηση των στελεχών 

συμβάλλει στην κατανόηση της βιογεωγραφίας του είδους αλλά και στην 

βελτιστοποίηση και αριστοποίηση των ζυμώσεων  κατά τις διεργασίες παραγωγής 

οίνου. Έχουν προταθεί αρκετές μοριακές μέθοδοι για την ταυτοποίηση του είδους σε 

επίπεδο στελέχους (aCGH, αλληλούχιση γονιδιώματος, RAPD-PCR, ανάλυση 

μικροσυστοιχιών, MLST) (Tofalo et al. 2013). Μια ευρέως διαδεδομένη είναι η 

ταυτοποίηση που βασίζεται στις δέλτα (δ) αλληλουχίες του γενωμικού DNA του 

ζυμομύκητα, οι οποίες ανακαλύφθηκαν για πρώτη φορά από τους Cameron et al. 1979 

και συναντώνται στην αρχή και στο τέλος του μεταθετού στοιχείου Τy1, χωρίς αυτό να 

αποτελεί νόρμα (Cameron et al. 1979). Οι Eigel και Feldmann το 1982 απέδειξαν πως 

αυτές οι αλληλουχίες (μαζί με τα μεταθετά στοιχεία) γειτνιάζουν γονιδία tRNA του S. 

cerevisiae. Εμβαθύνοντας, στο γονιδίωμα του ζυμομύκητα υπάρχουν περίπου 35 κόπιες 

του μεταθετού στοιχείου και τουλάχιστον 100 επαναλήψεις δ αλληλουχιών, μήκους 

περίπου 250 βάσεων (Cameron et al. 1979). Βάσει αυτού και με το δεδομένο πως στο 

γονίδιο SUP4 οι δ αλληλουχίες διαφέρουν σε αριθμό και θέση, από στέλεχος σε 
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στέλεχος (Cameron et al. 1979), σχεδίαστηκαν οι εκκινητές δ1 και δ2 και με την μέθοδο 

της PCR αναδείχθηκε ο πολυμορφισμός των μοτίβων που προέκυψαν σε διαφορετικά 

στελέχη, καθιστώντας ικανή την ταχεία και οικονομική ταυτοποίηση του S. cerevisiae σε 

επίπεδο στελέχους (Ness et al. 1993).Οι Legras and Karst σε δημοσίευση τους το 2003, 

αριστοποίησαν την παραπάνω μέθοδο. Σχεδιάζοντας τους εκκινητές δ.1.2 και δ.2.1, 

συνέκριναν την διακριτική ικανότητα της μεθόδου εφαρμόζοντας PCR με τρία ζευγάρια 

εκκινητών (δ1-δ2,δ.1.2-δ2,δ1.2-δ.2.1), και ουσιαστικά ο εκκινητής δ.1.2 ήταν αυτός που 

προσέδωσε την μεγιστοποίηση στην ευαισθησία της μεθόδου. 

 

Εικόνα 1.4. Τα γκρι ορθογώνια αναπαριστούν τις δ αλληλουχίες σε μια περιοχή και η 

γραμμή με τα βέλη τις interdelta περιοχές. Ανάλογα με την θέση και τον αριθμό των δ 

αλληλουχιών ενισχύονται μέσω PCR, διαφορετικού μεγέθους και αριθμού περιοχές, ο 

συνδυασμός των οποίων αποτελεί το ¨γονιδιακό αποτύμωμα¨ κάθε στελέχους, το 

οποίο απεικονίζεται σε πήκτωμα αγαρόζης μέσω ηλεκτροφόρησης (Ness et al. 1993). 
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1.10 Το γένος Torulaspora 

1.10.1 Χαρακτηριστικά αντιπροσώπων του γένους 

Σύμφωνα με τους Kurtzman et al. 2011 έχουν περιγραφεί τα είδη T. delbrueckii, T. 

francisce, T. globosa, T. maleeae, T. microellipsoides και το T. pretoriensis. Σε αυτά τα 

είδη ήρθαν να προστεθούν τα είδη T. querccum (Wang et al. 2009) και Τ. indica (Saluja 

et al. 2012), κάνοντας τα αποδεκτά είδη του γένους 8 στο σύνολο. Τα είδη του 

συγκεκριμένου γένους, έχουν δυνατότητα εγγενούς(ασκοσπόρια) και  αγενούς 

(εκβλαστήματα) αναπαραγωγής. Τα κύτταρα τους έχουν σφαιρική προς ελλειψοειδή 

μορφή, έχουν ικανότητα ζύμωσης και κάποια από τα είδη του γένους παρουσιάζουν 

ανθεκτικότητα σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης συγκριτικά με άλλα (Kurtzman 

1998). Το περιοχόμενο του ζεύγους GC εκφράζεται σε ποσοστό που κυμαίνεται 

ανάμεσα στα είδη μεταξύ περίπου 42-47% (Kurtzman et al. 2011).  

Πίνακας 1.1. Συστηματική κατάταξη του γένους Torulaspora 

ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΑ Eukarya 

ΒΑΣΙΛΕΙΟ Fungi 

ΦΥΛΟ Ascomycota 

ΟΜΟΤΑΞΙΑ Saccharomycetes 

ΤΑΞΗ Saccharomycetales 

ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ Saccharomycetaceae 

ΓΕΝΟΣ Torulaspora 

 

Φαινοτυπικά, τα είδη του γένους παρουσιάζουν αρκετές ομοιότητες με ανάλογα των 

γενών Saccharomyces, Zygosaccharomyces και Debaryomyces, όμως αποτελούν μια 

μονοφυλετική ομάδα, που ξεχωρίζει από τις υπόλοιπες ¨αμφιβόλου διαφοροποίησης¨ 

ομάδες ειδών των προαναφερθέντων γενών (Kurtzman and Robnett 2003, Kurtzman et 

al. 2011). Επομένως, γονοτυπικά, ο διαχωρισμός του γένους από άλλα συγγενικά είναι 

ξεκάθαρος, και δεν φαίνεται να προκαλεί την αμφιθυμία που προκύπτει από την 

διαφοροποίηση και κατάταξη των άλλων γενών, προερχόμενη από διαφορετικές 

μελέτες ¨μοριακής βάσης¨ για τον ίδιο σκοπό (Kurtzman and Robnett 2003, Kurtzman 

and Suzuki 2011).  
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Εικόνα 1.5. Δενδρόγραμμα που απείκονιζει την φυλογενετική σχέση 41 ειδών της τάξης 

Saccharomycetales, με βάση την ανάλυση της αλληλουχίας 18S του ριβοσωμικού DNA. 

Σύμφωνα με αυτή την μέθοδο τα γένη Saccharomyces και Torulaspora έχουν μικρή 

γενετική απόσταση μεταξύ τους (Masneuf-Pomarede et al. 2016). 
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1.11 Το είδος Torulaspora delbrueckii 

1.11.1 Ενδιαιτήματα του είδους Torulaspora delbrueckii 

1.11.1.1 Βιοδιεργασίες 

Το είδος T. delbrueckii είναι μάλλον κοσμοπολίτικο (στελέχη του έχουν απομονωθεί 

από όλες τις ηπείρους), συναντάται και σε  βιοδιεργασίες αλλά και στο φυσικό 

περιβάλλον (Albertin et al. 2014). Πιο συγκεκριμένα, το είδος έχει απομονωθεί κατά το 

αρχικό στάδιο αυθόρμητης ζύμωσης γηγενούς εκουαδοριανής ποικιλίας κόκων καφέ 

(Papalexandratou et al. 2011), αλλά και από μαύρες ελιές ελληνικού τύπου (Kotzekidou 

1997). Επιπλέον, ταυτοποιήσεις έχουν γίνει και από τις παραδοσιακά μεξικάνικα 

αλκοολούχα ποτά που έχουν ως βάση το φυτό Αγαυγή (Lachance 1995, Valdez et al. 

2011). Ενώ, το είδος έχει συσχετιστεί με τουρσιά αγγουριών (Etchells and Bell 1950). 

Ενδιαφέρον αποτελεί η απομόνωση στελεχών, από φρούτα  και χυμούς φρούτων με 

υψηλές συγκεντρώσεις σακχάρων (Kurtzman 1998),με κάποια παραδείγματα να είναι 

μηλίτες γαλλικής προέλευσης (Coton et al. 2006), φραουλιές (Santo et al. 2012), αλλά 

και ζαχαροκάλαμα (Stringini et al. 2008). Ιδιαίτερη κατηγορία που έχουν 

πραγματοποιηθεί απομονώσεις, αποτελούν τα γαλακτοκομικά προϊόντα όπως το κεφίρ 

(Loretan et al. 2003), παραδοσιακό αφρικάνικο ζυμούμενο προϊόν με βάση το γάλα 

(Gadaga et al. 2000), αλλά και κατά την διάρκεια ωρίμανσης τυριών τύπου γκούντα 

(Welthagen and Vijoen 1998).  

1.11.1.2 Φυσικό περιβάλλον 

Το είδος μπορεί να έχει ενδιαιτήματα τα οποία έχουν πολύ χαμηλό ποσοστό 

ανθρώπινης παρέμβασης. Πιο αναλυτικά, το είδος έχει ταυτοποιηθεί σε απομονώσεις 

από την επιφάνεια φύλλων διαφορών φυτών της Ταϋλάνδης (Limtong and 

Koowadjanakul 2012), καθώς και σε έντομα (Nguyen et al. 2006). Τέλος, το είδος έχει 

βρεθεί και σε εδαφολογικές απομονώσεις στην Σουηδία (Capriotti 1957). 

1.12 Η διττή ανάγνωση της συμβολής του Τorulaspora delbrueckii στα ζυμούμενα 

προϊόντα 

Όπως φάνηκε παραπάνω το είδος, συμμετέχει σε βιοδιεργασίες, απαντώμενο μέσα 

στην φυσική μικροχλωρίδα των προϊόντων κατά την πορεία της ζύμωσης. Αυτό, 

ανάλογα με την διεργασία μπορεί να έχει θετικά ή αρνητικά αποτελέσματα. Το είδος 

έχει ταυτοποιηθεί σε μαλακά τυριά τα οποία έχουν υποστεί οπτική αλλοίωση (Westfall 

and Filtenborg 1998), καθώς και επίσης μπορεί να ¨προσβάλλει¨ και να υποβαθμίσει 
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ποιοτικά παστεριωμένους χυμούς πορτοκαλιού (Arias et al. 2002, Ros-Chumillas et al. 

2007). Από την άλλη πλευρά, τα τελευταία χρόνια φαίνεται να αποκαλύπτεται η θετική 

συμβολή του στην παραγωγή ψωμιού, καθώς κάποια στελέχη του παρουασιάζουν 

ανθεκτικότητα στο οσμωτικό stress, ικανότητα ¨φουσκώματος¨ του προζύμι (Hernadez-

Lopez et al. 2003), αλλά και αντοχή σε θερμοκρασίες ψύξης (Almeida and Pais 1996, 

Alves-Araujo et al. 2004), καθιστώντας τα υποψηφία ως εναλλακτικούς διεξαγωγείς ή 

συνδιεξαγωγείς της ζύμωσης του ψωμιού (Pacheco et al. 2012), σε σχέση ή μαζί με το S. 

cerevisiae αντίστοιχα. 

1.13 Η περίπτωση του κρασιού 

Τα τελευταία χρόνια οι ¨άγριες¨ ζύμες χρησιμοποιούνται όλο και πιο συστηματικά στην 

έρευνα πάνω στις μικροβιολογία του οίνου. Σε πολλές μελέτες έχει δειχθεί πως τέτοιες 

ζύμες, παίζουν σημαντικό ρόλο στην διαμόρφωση των οργανοληπτικών 

χαρακτηριστικών του οίνου (Escribano-Viana et al. 2018, Chen et al. 2018,Velazquez et 

al. 2019, Sgouros et al. 2018, Nisiotou et al. 2018).  Το είδος T. delbrueckii ανήκει σε 

αυτές τις ζύμες και μάλιστα φαίνεται να έχει κάποια από τα πιο ενδιαφέροντα 

χαρακτηριστικά. Η παραγωγή αιθανόλης είναι μικρότερη σε σχέση με αυτή από το S. 

cerevisiae, όμως μεγαλύτερη σε σχέση με άλλες άγριες ζύμες (Ciani and Maccarelli 

1998, Sgouros et al. 2018). Επιπλέον το είδος χαρακτηρίζεται από την ικανότητα του να 

παράγει χαμηλές συγκεντρώσεις οξικού οξέος, ακεταλδεϋδης, ακετοϊνης και αιθυλικού 

οξέος, ιδιότητα επιθυμιτή για την οινοποίηση (Ciani and Picciotti 1995, Sgouros et al. 

2018). Η χαμηλή παραγωγή οξικού οξέος ¨οδηγεί¨ και στην χαμηλή πτητική οξύτητα 

(Martinez et al. 1990), και για αυτόν ακριβώς τον λόγο έχει ελεγχθεί η ικανότητα του να 

μειώνει να πτητική οξύτητα οίνων σε μεικτή καλλιέργεια με  S. cerevisiae, με άκρως 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα (Bely et al. 2008). Ενώ αυτό έχει φανεί να ισχύει και στην 

περίπτωση που γίνονται διαδοχικές καλλιέργειες, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες 

(Ciani et al. 2005). Εκτός από αυτήν την ιδιότητα, το συγκεκριμένο είδος έχει προταθεί 

και για την παραγωγή αφρώδων οινών, μέσω της δευτερογενούς ζύμωσης (Canonico et 

al. 2018). Τέλος, συγκεκριμένα στελέχη του είδους με killer ιδιότητες, φαίνεται να 

μπορούν να εξαφανίσουν ή να μειώσουν στο ελάχιστο τους πληθύσμους άλλων 

¨άγριων ζυμών¨ (Velazquez et al. 2019). Επομένως το Τ. delbrueckii φαίνεται να 

διαθέτει ιδιότητες που κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες μπορούν να αξιοποιηθούν 

κατά την οινοποιητική διαδικασία για να βελτιώσουν τα ποιοτικά χαρακτηριστικά του 

οίνου, αλλά και ως ¨προστατευτικές¨ καλλιέργειες. 
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1.14 Οι μικροσυστοιχίες DNA ως μέσο εκτίμησης της γενετικής ποικιλομορφίας 

Οι μικροσυστοιχίες ή μικροδορυφορικές αλληλουχίες είναι επαναλήψεις βάσεων με 

μικρό μήκος, συγκεκριμένου μοτίβου, εξαπλωμένες στο DNA των οργανισμών (Litt and 

Luty 1989,Han et al. 2015, Saeed et al. 2016). Ο όρος μικροδορυφορικές αλληλουχίες 

(microsatellites) εισήχθηκε για πρώτη φορά το 1989 από τους Litt and Luty, οι οποίοι 

προσδιορίσαν τον πολυμορφισμό της συστηματικής επανάληψης ενός δινουκλεοτιδίου 

(TG) στο γονίδιο που κωδικοποιεί για την ακτίνη του καρδιακού μυός. Πιο αναλυτικά, 

αυτές οι συστοιχίες (σε επανάληψη η μία πίσω από την άλλη) αντιστοιχούν σε μοτίβα 1 

εώς 10 ζευγών βάσεων (Tautz 1993, Saeed et al. 2016) τα οποία ποικίλουν σε αριθμό 

ανάλογα τον γεντικό τόπο (locus) στον οποίο βρίσκονται, τόσο σε φυτικούς (Varshney 

et al. 2005, Zulini et al. 2005), σε ζωικούς οργανισμούς (Litt and Luty 1989) και φυσικά 

σε μικροοργανισμούς (Albertin et al. 2014, Banilas et al. 2016). Η ιδιότητα τους, να 

διαφοροποιείται ο αριθμός των επανάληψεων τους από οργανισμό σε οργανισμό, 

αλλά και το ότι έχουν πολύ υψηλή συχνότητα σημειακών μεταλλαγών, τα καθιστά ως 

μοριακούς δείκτες, που βοηθάνε σε ζητήματα μοριακής βιολογίας, βιοτεχνολογίας, 

οικολογίας και πάνω απόλα εξέλιξης (Saeed et al. 2016). Η ανάλυση της 

διαφοροποίησης του μήκους τους, μπορεί να γίνει μέσω αλληλούχισης ολόκληρου του 

γονιδιώματος (WGS) (Abdelkrim et al. 2009) ή με την ενίσχυση αλληλουχίων (PCR) που 

περιέχουν τις μικροσυστοιχίες  σε συνδυασμό με τον ακριβή υπολογισμό του μήκους 

της ενισχυμένης αλληλουχίας (Albertin et al. 2014, Banilas et al. 2016).  

Οι μηχανισμοί μέσω των οποίων γίνονται προσθήκες ή ελλείψεις των 

μικροδορυφορικών αλληλουχίων, περιλαμβάνουν το ¨γλίστρημα¨ του μοτίβου πάνω 

στην μητρική αλυσίδα, την δημιουργία λούπας και μέσω της ολοκλήρωσης της 

αντιγραφής θα προψύψει η έλλειψη ή η προσθήκη, όπως φαίνεται και στις εικόνες 1.6 

και 1.7. 
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Εικόνα 1.6. Μηχανισμός με τον όποιο μπορεί να προκύψει έλλειψη αλληλουχίας που 

αποτέλει μέρος μια μικροσυστοιχίας (Saeed et al. 2016) 
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Εικόνα 1.7. Μηχανισμός με τον όποιο μπορεί να προκύψει προσθήκη αλληλουχίας που 

αποτέλει μέρος μια μικροσυστοιχίας (Saeed et al. 2016) 

 

Τέλος, πρέπει να τονιστεί πως οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες έχουν την δυνατότητα 

μεταφοράς σε γονιδιώματα εντός συντηρημένων περιοχών, διαειδικά και ενδοειδικά, 

πράγμα που μπορεί να αποκαλύψει εξελικτικές σχέσεις συγκεκριμένων ομάδων (Saeed 

et al. 2016) 
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1.15 Η γενετική πληθυσμών του Torulaspora delbrueckii 

Το πυρηνικό DNA του Τ. delbrueckii, προσφάτως αλληλουχημένο, μήκους 9-11 Μb είναι 

κατανεμημένο σε 8 χρωμοσώματα (Gordon et al. 2011, Gomez-Angulo et al. 2015),  ενώ 

το μιτοχονδριακό DNA έχει μήκος 28-45 Κb (Wu et al. 2015). Αυτές οι πληροφορίες 

αποτελούν το θεμέλιο για την αποκρυπτογράφηση και την σχέση των γονιδίων που 

προσδίδουν σε στελέχη του είδους ¨οινοποιητικές ικανότητες¨ και μπορούν να 

αξιοποιηθούν και  βιοτεχνολογικά (Gomez-Angulo et al. 2015), αλλά και για την 

κατανόηση της διαμόρφωσης του ¨γενετικού καμβά¨ των πληθυσμών του είδους σε 

σχέση με τις εξελικτικές και οικολογικές πιέσεις που δέχεται (Albertin et al. 2014). 

Μέχρι στιγμής μόνο μια έρευνα έχει αποκαλύψει τις εξελικτικές σχέσεις στελεχών του 

είδους, απομονωμένα από ποικίλα περιβάλλοντα. Συγκεκριμένα οι Albertin et al. το 

2014 υποστήριξαν πως η ανθρώπινη δραστηριότητα επηρεάζει την γενετική δομή των 

πληθυσμών του είδους, και τους διαφοροποιεί σε σχέση με στελέχη απομονωμένα από 

¨παρθένα¨ περιβάλλοντα. Αυτή η πληροφορία είναι πολύ σημαντική, καθώς όπως έχει 

αναφερθεί το είδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην οινοποιητική διαδικασία, και 

επομένως εκτενέστερες μελέτες για την κατανόηση της πληθυσμιακής γενετικής, 

ανάμεσα σε στελέχη που έχουν απομονωθεί από αμπελουργικές και οινοποιητικές 

περιοχές, μπορούν να βοηθήσουν στην παραγωγή ποιοτικότερων οίνων. 

1.16 Σκοπός της Εργασίας 

Η παρούσα εργασία χωρίζεται σε δυο ενότητες. Σκοπός της πρώτης ενότητας είναι η 

απομόνωση και η ταυτοποίηση για πρώτη φορά της γηγενούς μικροχλωρίδας των 

αμπελώνων του ΓΠΑ στα Μεσόγεια Αττικής και του Συνεταιρισμού Σαντορίνης, για το 

έτος 2018. Η συγκεκριμένη δράση αποτελεί το πρώτο βήμα στα πλαίσια της 

αξιοποίησης της γηγενούς μικροχλωρίδας των συγκεκριμένων αμπελώνων για την 

παραγωγή εναρκτήριων καλλιεργειών οινοποίησης.  

Στη δεύτερη ενότητα θα γίνει το πρώτο βήμα για την μετέπειτα μελέτη της 

βιογεωγραφίας της ζύμης Torulaspora delbrueckii, η οποία εξετάζεται τα τελευταία 

χρόνια ως μια σημαντική εναλλακτική εναρκτήρια καλλιέργεια για την παραγωγή οίνων 

ποιότητας.  Μέσω της εκτίμησης των γενετικών αποστάσεων των πληθυσμών T. 

delbrueckii, με βάση την ανάλυση μικροδορυφορικών αλληλουχίων του γονιδιώματος 

θα καταστεί δυνατό να εξετασθεί η γενετική δομή πληθυσμών T. delbrueckii που έχουν 

απομονωθεί από διαφορετικούς αμπελώνες ανά την Ελλάδα. 
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2.ΥΛΙΚΑ-ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1 Δείγματα σταφυλιών και αυθόρμητες ζυμώσεις 

Τα σταφύλια προέρχονταν από τους αμπελώνες των περιοχών Θηρασία (δείγματα 

OST1,OST2), Βουρβούλος (δείγματα OSV1,OSV2) και Πύργος (OPS1, OSP2), του νησιού 

της Σαντορίνης, για το έτος 2018. Επίσης, σταφύλια των ποικιλιών Ασύρτικο(δείγματα 

ΟΑΚ1,ΟΑΚ2 και OAK) και Σαββατιανό προέρχονταν (δείγματα ΟΑΜ1 και ΟΑΜ2) από 

τον αμπελώνα του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών, στα Σπάτα Αττικής, από το ίδιο 

έτος. 

 

Εικόνα 2.1. Τα σημεία δειγματοληψίας φαίνονται στους χάρτες όπως περιγράφηκαν 

παραπάνω.Αριστερά, ποικιλία Ασύρτικο, Θηρασία (πράσινη κουκίδα), Βουρβούλος 

(κόκκινη κουκίδα), Πύργος (μπλε κουκίδα). Δεξία, ποικιλία Ασύρτικο (πράσινη κουκίδα), 

ποικιλία Σαββατιανό (μπλε κουκίδα). 

Πραγματοποιήθηκε  ασηπτική έκθλιψη των σταφυλιών προς δημιουργία μούστου 

μέσω του μηχανήματος Stomacher και ο μούστος που συλλέχθηκε, μεταφέρθηκε ανά 

δείγμα, σε ογκομετρικές φιάλες των 500 ml, και κάτω από αναερόβιες συνθήκες 

πραγματοποιήθηκαν αυθόρμητες ζυμώσεις. Η πορεία των ζυμώσεων 

παρακολουθήθηκε μέσω της  καταμέτρησης του παραγόμενου CO2, έπειτα από 

καθημερινή ζύγιση των φιαλών. Βάσει των παραπάνω δημιουργήθηκαν καμπύλες 

κινητικής των ζυμώσεων. 

2.2 Απαρίθμηση μικροοργανισμών  

Πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία σε τρία διαφορετικά στάδια των ζυμώσεων και 

επώαση έπειτα από διαδοχικές αραιώσεις, στα θρεπτικά υποστρώματα WL, LA, ESA και 

MRS  στους 28oC και YPD στους 37oC αντίστοιχα. Τα στάδια που έγιναν οι 

δειγματοληψίες  ήταν: α)αμέσως μετά την έκθλιψη των σταφυλιών (G),β) κατά την 

αρχή της ζύμωσης (BF) και γ)κατά το τέλος της ζύμωσης (EF).Τα τρυβλία επωάστηκαν 
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για 2-5 μέρες και στην συνέχεια έγινε καταμέτρηση των CFU’s. Πραγματοποιήθηκε 

δειγματοληπτική μικροσκοπική παρατήρηση κάποιων αντιπροσωπευτικών αποικιών, 

και έπειτα έγινε αποθήκευση των απομονώσεων στην τράπεζα μικροοργανισμών του 

εργαστηριού του Ινστιτούτου Οίνου, του ΕΛΓΟ ΔΗΜΗΤΡΑ.  

2.3 Βασικές οινολογικές αναλύσεις 

Πραγματοποιήθηκε μέτρηση του pH, υπολογισμός ολικών σακχάρων και μέτρηση 

ολικής οξύτητας στο στάδιο G. Στο στάδιο EF μετρήθηκε το pH, η ολική και πτητική 

οξύτητα. Όλες οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με τις μεθόδους που ορίζει 

η νομοθεσία (ΓΧΚ,Μέθοδοι ανάλυσης οίνων και γλευκών Τόμος 1, έκδοση 2013). 

2.4 Μοριακή ταυτοποίηση των απομονωμένων ζυμών 

 

2.4.1 Ενίσχυση της 5.8S ITS rDNA περιοχής με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

 

Σε μικροσωληνάρια PCR 0,2ml προστέθηκαν 3μl καυστικού νατρίου (NaOH) 0,02N και 

διαλύθηκε μικρή ποσότητα βιομάζας. Ακολούθησε βρασμός στους 99οC για 10 λέπτα. 

 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 50μl το οποίο περιλάμβανε 10ng 

μητρικού DNA, 1X Buffer Kapa A, 20 pmol από κάθε εκκινητή, 100μM από κάθε dNTP 

και 1 U από την DNA πολυμεράση (KAPA Taq DNA Polymerase, KAPABiosystems).  

 

Οι αλληλουχίες των μορίων εκκινητών είναι: 

ITS1: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’ 

ITS4: 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 

(White et al. 1990) 
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Η ενίσχυση έλαβε χώρα σε θερμοκυκλοποιητή (Biorad T100TM Thermal Cycler) 

σύμφωνα με το ακόλουθο πρόγραμμα: 

Στάδιο της PCR Θερμοκρασία (οC) Χρόνος 

1.Αρχική Αποδιάταξη 94ο C 3min 

2.Αποδιάταξη 94ο C 30sec 

3.Υβριδισμός εκκινητών 52ο C 30sec 

4.Επιμήκυνση  74ο C 1min 

Επανάληψη σταδίων 2-4 για 35 φορές 

5.Τελική επιμήκυνση 74ο C 10min 

Διατήρηση στους 10ο C 

 

 

2.4.2 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

 

Τα προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% 

w/v (AppliChem) , ανιχνεύτηκαν έπειτα από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο (AppliChem) 

5μl/100ml και φωτογραφήθηκαν κάτω από φως UV ακτινοβολίας με φωτογραφική 

μηχανή (Biorad, GelDoc XR+). 

Τα μοριακά μεγέθη προσδιορίστηκαν  με την βοήθεια δείκτη μοριακών βαρών (100bp 

DNA Ladder, New England Biolabs) 

 

Εικόνα 2.2. Δείκτης μοριακών βαρών 100bp DNA Ladder, New England Biolabs 
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2.4.3 Ανάλυση μήκους θραυσμάτων περιορισμού της 5.8S ITS περιοχής 

Για τις αντιδράσεις  περιορισμού της 5.8S ITS περιοχής, τα προιόντα PCR επωάστηκαν 

με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες HinfI, HaeIII ή HhaI (Takara, Japan). Σε ορισμένες 

περιπτώσεις τα προιόντα PCR χρειάστηκε να επωαστούν και με τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες DdeI (New England Biolabs) και DraI (Takara, Japan). Περίπου 400 ng 

προιόντος PCR επωάστηκαν με 1 U ενζύμου σε τελικό όγκο 15μl με ρυθμιστικό διάλυμα 

που παρείχε ο προμηθευτής του ενζύμου για 16-18h σε θερμοκρασία 37 οC. 

Τα  θραύσματα περιορισμού διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτης αγαρόζης 

2.5% w/v (AppliChem), ανιχνεύτηκαν έπειτα από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο 

(AppliChem) 5μl/100ml και φωτογραφήθηκαν κάτω από φως UV ακτινοβολίας με 

φωτογραφική μηχανή (Biorad, GelDoc XR+). Τα μοριακά μεγέθη προσδιορίστηκαν  με 

την βοήθεια δείκτη μοριακών βαρών (100bp DNA Ladder, New England, Biolabs).  

 

2.5 Ενίσχυση των interdelta αλληλουχιών του Saccharomyces cerevisiae 

Σε μικροσωληνάρια PCR 0,2ml προστέθηκαν 3μl καυστικού νατρίου (NaOH) 0,02N και 

διαλύθηκε μικρή ποσότητα βιομάζας. Ακολούθησε βρασμός στους 99οC για 10 λέπτα.  

 Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 25μl το οποίο περιλάμβανε 1X Buffer 

Kapa A, 2,5mM MgCl2, 2x BSA, 25pmol από κάθε εκκινητή, 200mM από κάθε dNTP και 1 

U από την DNA πολυμεράση (KAPA Taq DNA Polymerase, KAPA Biosystems). 

Τα μόρια εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν είναι : 

δ.1.2 : 5’-TCAACAATGGAATCCCAAC-3’ 

δ.2.1 : 5’-CATCTTAACACCGTATATGA-3’ 

(Legras et al. 2003). 
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Η ενίσχυση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή (Biorad T100TM Thermal Cycler) 

σύμφωνα με το ακόλουθο πρόγραμμα:  

Στάδιο της PCR Θερμοκρασία (οC) Χρόνος 

1.Αρχική Αποδιάταξη 94ο C 3min 

2.Αποδιάταξη 94ο C 30sec 

3.Υβριδισμός εκκινητών 46ο C 30sec 

4.Επιμήκυνση  72ο C 90min 

Επανάληψη σταδίων 2-4 για 35 φορές 

5.Τελική επιμήκυνση 72ο C 10min 

Διατήρηση στους 10ο C 

 

Τα προιόντα της αντίδρασης διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% 

w/v (AppliChem), ανιχνεύτηκαν έπειτα από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο (AppliChem), 

5μl/100ml και φωτογραφήθηκαν κάτω από φως UV ακτινοβολίας με φωτογραφική 

μηχανή (Biorad, GelDoc XR+). Τα μοριακά μεγέθη προσδιορίστηκαν  με την βοήθεια 

δείκτη μοριακών βαρών (100bp DNA Ladder, New England, Biolabs). 

 
2.6 Ενίσχυση μικροδορυφορικών αλληλουχιών του γενωμικού DNA του είδους 

Torulaspora delbrueckii 

Χρησιμοποιήθηκε το γενωμικό DNA από ένα αντιπροσωπευτικό στέλεχος (E11SL8) που 

ανήκει στο είδος Τ. delbrueckii. 

Πραγματοποιηθηκέ ενίσχυση 7 διαφορετικών περιοχών του γενωμικού DNA, με βάση 

τους σχεδιασμένους εκκινητές από τους Albertin et al. 2014. Οι forward εκκινητές είχαν 

στην αρχή της αλληλουχίας τους, την αλληλουχία του παγκόσμιου εκκινητητή Μ13, που 

σε συνδυασμό με τους σημασμένους εκκινητές M13 με FAM και ΗΕΧ, επέτρεψαν την 

μειομένου κόστους ανάλυση του μήκους των ενισχυμένων περιοχών, όπως έχει 

προταθεί από τον Schuelke το 2000. Λόγω του διαφορετικού μήκους των 7 προϊόντων, 

και των δύο διαφορετικών φθορίζοντων ενώσεων, επιτράπηκε η μίξη μέχρι και 

τεσσάρων προϊόντων ταυτόχρονα (multiplex). Τα προϊόντα των PCR ¨περάστηκαν¨ από 

αναλυτή DNA ABI3730xl (Macrogen Inc. Seoul, South Korea) με την χρήση του 600LIZ ως 

πρότυπο μεγέθους (Applied Biosystems). H οπτικοποίηση και ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε μέσω του λογισμικού Peak ScannerTMver. 1.0 

(Applied Biosystems). 
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 Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 30μl το οποίο περιλάμβανε 5ng 

μητρικού DNA, 1X Buffer Kapa A, 0,16μΜ από τους reverse και Μ13 εκκινητές, και 

0,04μΜ από τον forward εκκινητή, 100μM από κάθε dNTP και 1 U από την DNA 

πολυμεράση (KAPA Taq DNA Polymerase, KAPABiosystems).  

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

FAMM13: 5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’ 

HEXM13: 5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’ 

TD1AF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACAGATGCAACCACAATGGCAA-3’ 

TD1AR: 5’-TGCGATTGAAACTGTTGATTG-3’ 

 

TD1BF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACTTCACAACTAGATGCCGATGT-3’ 

TD1BR: 5’-TCCCGTCCTTCAAGTTAAACA-3’ 

 

TD1CF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACGTAAACATGTTTCGTAACGGG-3’ 

TD1CR: 5’-CCTGGGATTCCATCCCAAT-3’ 

 

TD2AF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACGATGATGATGGTGATGCGAA-3’ 

TD2AR: 5’-TCTTACAGAACTTTTCCCCGA-3’ 

 

TD5AF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACAGGGACCCCCACCTAAATTAA-3’ 

TD5AR: 5’-CGAAAAAGTGAAACTACCTCGT-3’ 

 

TD6AF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACAACAAGGGCTTATCATCCATT-3’ 

TD6AR: 5’-ACCCCGCTTCTTTCTTCTTT-3’ 
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TD7AF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACGAGGGAGTGGTACTATGGTGG-3’ 

TD7AR: 5’-ACGCAGTGGTGTTCTTGAAT-3’ 

 

TD8AF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACAAATCAGTCGAGTAGGTTGCG-3’ 

TD8AR: 5’-TCCACCGGGAATGTTCACT-3’ 

Η ενίσχυση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή (Biorad T100TM Thermal Cycler) 

σύμφωνα με το ακόλουθο πρόγραμμα: 

Στάδιο της PCR Θερμοκρασία (οC) Χρόνος 

1.Αρχική Αποδιάταξη 95ο C 5min 

2.Αποδιάταξη 95ο C 35sec 

3.Υβριδισμός εκκινητών Πίνακας 2 50sec 

4.Επιμήκυνση  72ο C 40sec 

Επανάληψη σταδίων 2-4 για 35 φορές 

5.Τελική επιμήκυνση 72ο C 7min 

Διατήρηση στους 10ο C 

 

Οι θερμοκρασίες πρόσδεσης των εκκινητών στα προγράμματα ενίσχυσης και το μοτίβο 

της κάθε μικροδορυφικής περιοχής φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 2.1. Θερμοκρασίες πρόσδεσης των διαφορετικών εκκινητών που 

χρησιμοποιήθηκαν  και μοτίβο επαναλαμβανώμενων αλληλουχιών που 

περιλαμβάνονται στο ενισχυμένο προϊόν. 

Εκκινητές Μοτίβο Θερμοκρασία πρόσδεσης 

TD1A CAA 50 
TD1B GT 51 
TD1C TTA - 
TD2A GTT 51 
TD5A GT 51 
TD6A CAA/CAG 55 
TD7A TTAA 48 
TD8A TTG/CTG 53 
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Τα προιόντα της αντίδρασης διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

2,5% w/v (AppliChem), ανιχνεύτηκαν έπειτα από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο 

(AppliChem), 5μl/100ml και φωτογραφήθηκαν κάτω από φως UV ακτινοβολίας με 

φωτογραφική μηχανή (Biorad, GelDoc XR+). Τα μοριακά μεγέθη προσδιορίστηκαν  με 

την βοήθεια δείκτη μοριακών βαρών (100bp DNA Ladder, New England, Biolabs). 

Η ενίσχυση του πρϊόντος με τους εκκινητές 1C δεν επιτεύχθηκε. 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1 Κινητική αυθόρμητων ζυμώσεων και απαρίθμηση μικροοργανισμών 

Η πορεία των αυθόρμητων ζυμώσεων καθώς και οι πληθυσμοί των ζυμών σε δύο 

στάδια της ζύμωσης (αρχικό και τελικό) φαίνεται στα παρακάτω διαγράμματα. 

Σαντορίνη 

α. Θηρασία 
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Διαγράμματα 3.1 και 3.2. Η πορεία ζύμωσης φαίνεται μεσω της μπλε γραμμής, ενώ οι 

πληθυσμοί (logcfu/ml) των ολικών  ζυμών (non-Saccharomyces) στο αρχικό, και το 

τελικό στάδιο (S. cerevisiae) απεικονίζονται με τις κόκκινες και πράσινες ευθείες 

αντίστοιχα. 

 

Διάγραμμα 3.3. Καμπύλη ζύμωσης της μέσης τιμής των δύο δειγμάτων (OST1 και 

OST2). Οι κεραίες παριστάνουν την τυπική απόκλιση. 
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β.Βουρβούλος 

 

 

Διαγράμματα 3.4 και 3.5. Η πορεία ζύμωσης φαίνεται μεσω της μπλε γραμμής, ενώ οι 

πληθυσμοί (logcfu/ml) των ολικών ζυμών (non-Saccharomyces) στο αρχικό, και το 

τελικό στάδιο (S. cerevisiae) απεικονίζονται με τις κόκκινες και πράσινες ευθείες 

αντίστοιχα. Η μωβ ευθεία παριστάνει των πληθυσμό των non-Saccharomyces ζυμών 

στο τελικό στάδιο της ζύμωσης. 
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Διάγραμμα 3.6. Καμπύλη ζύμωσης της μέσης τιμής των δύο δειγμάτων (OST1 και 

OST2). Οι κεραίες παριστάνουν την τυπική απόκλιση. 
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Διαγράμματα 3.7 και 3.8. Η πορεία ζύμωσης φαίνεται μεσω της μπλε γραμμής, ενώ οι 

πληθυσμοί (logcfu/ml) των ολικών ζυμών (non-Saccharomyces) στο αρχικό και το τελικό 

στάδιο (S. cerevisiae) απεικονίζονται με τις κόκκινες και πράσινες ευθείες αντίστοιχα. Η 

μωβ ευθεία παριστάνει των πληθυσμό των non-Saccharomyces ζυμών στο τελικό 

στάδιο της ζύμωσης. 

Αττική 

α.Ασύρτικο 

Στα δείγματα ΟΑΚ1 και ΟΑΚ2 δεν κατάφερε να πραγματοποιηθεί ζύμωση. Στο δείγμα 

ΟΑΚ η ζύμωση ολοκληρώθηκε και η πορεία της φαίνεται παρακάτω.  
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Διάγραμμα 3.9. Η πορεία ζύμωσης φαίνεται μεσω της μπλε γραμμής, ενώ ο πληθυσμος 

(λογαριθμική κλίμακα) των ζυμών στο τελικό στάδιο (S. cerevisiae) απεικονίζεται με την 

πράσινη ευθεία.  

β.Σαββατιανό 

 

 

Διαγράμματα 3.10 και 3.11. Η πορεία ζύμωσης φαίνεται μεσω της μπλε γραμμής, ενώ 

οι πληθυσμοί (logcfu/ml) των ολικών ζυμών (non-Saccharomyces) στο αρχικό στάδιο 
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Διάγραμμα 3.12. Καμπύλη ζύμωσης της μέσης τιμής των δύο δειγμάτων (OΑΜ1 και 

OΑΜ2). Οι κεραίες παριστάνουν την τυπική απόκλιση. 

Όλα τα δείγματα από την περιοχή της Σαντορίνης αποζύμωσαν, ενώ από την περιοχή 

της Αττικής, 2 δείγματα δεν ξεκίνησαν καθόλου την ζύμωση, 2 δεν αποζύμωσαν και 

μόνο ένα ολοκλήρωσε την ζύμωση.  

Πίνακας 3.1. Αριθμός αυθόρμητων ζυμώσεων και ποσστά επιτυχίας συνολικά και ανά 

περιοχή  

Τοποθεσία Αριθμός 
δειγμάτων 

Ζυμωμένα 
γλεύκη 

Αζύμωτα 
γλεύκη 

Ποσοστό 
αποζύμωσης 

Σαντορίνη 6 6 0 100% 
Αττική 5 1 4 20% 
Σύνολο 11 7 4 63,6% 
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3.2 Βασικές οινολογικές αναλύσεις 

Πίνακας 3.2. Φαίνονται τα αποτελέσματα των αναλύσεων του pH, των ολικών 

σακχάρων και της ολικής οξύτητας από το στάδιο G (μούστος), πριν την έναρξη των 

αυθόρμητων ζυμώσεων δειγμάτων της Σαντορίνης. Αναγράφονται οι μέσοι όροι και 

τυπικές αποκλίσεις ανά ζεύγος. 

  

G OSV OST OSP 

pH  3.015±0.04 3.095±0.08 3.05±0.11 

Sugars 
(g/L)  

229.35±2.47 216.7±22.06 213.05±0.78 

Total 
Acidity 
(g/L)   

4.8±0.28 4.45±0.35 5.15±1.06 

 

Πίνακας 3.3. Φαίνονται τα αποτελέσματα των αναλύσεων του pH, της ολικής  και της 

πτητικής οξύτητας από τα στάδιο ΕF των αυθόρμητων ζυμώσεων δειγμάτων της 

Σαντορίνης. Αναγράφονται οι μέσοι όροι και τυπικές αποκλίσεις ανά ζεύγος. 

EF OSV1 OSV2 OST1 OST2 OSP1 OSP2 

pH 3.01 2.99 3.05 2.98 3.02 2.93 

pH 
AVERAGE 

3±0.01 3.02±0.05 2.98±0.06 

Total 
Acidity 
(g/L) 

8.14 6.9 6.6 7.2 6.11 8.4 

Total 
Acidity 
(g/L) 

AVERAGE  

7.52±0.88 6.9±0.42 7.26±1.62 

Volatile 
Acidity 
(g/L) 

0.22 0.72 0.80 0.71 0.41 0.66 

Volatile 
Acidity 
(g/L) 

AVERAGE  

0.47±0.36 0.75±0.67 0.53±0.18 
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Πίνακας 3.4. Φαίνονται τα αποτελέσματα των αναλύσεων του pH, των ολικών 

σακχάρων και της ολικής οξύτητας από τα στάδιο BF των αυθόρμητων ζυμώσεων 

δειγμάτων της Αττικής. Αναγράφονται οι μέσοι όροι και τυπικές αποκλίσεις ανά ζεύγος. 

G OAK1 OAK2 OAK  OAM1 OAM2 

pH 3.17 3.25 2.95 3.58 3.63 

pH 
AVERAGE 

3.21±0.06   3.61±0.03 

Sugars 
(g/L) 

198.8 210.3 201.1 177.2 191.9 

Sugars 
(g/L) 

AVERAGE 

204.55±8.13   184.55±7.35 

Total 
Acidity 
(g/L) 

5.4 4.7 5.9 3.7 3.6 

Total 
Acidity 
(g/L) 

AVERAGE  

5.05±0.49   3.65±0.05 

 

Το δείγμα ΟΑΚ στο τέλος της ζύμωσης (EF) είχε pH 2.95, ολική οξύτητα 9.75 g/L και 

πτητική οξύτητα 0.21 g/L 
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Ανάλυση γλευκών και οίνων μέσω υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης 

Πίνακας 3.5. Συγκεντρώσεις (g/L) των χημικών ενώσεων (πρώτη στήλη), για κάθε 

διαφορετικό δείγμα μούστου (G), με βάση την μέθοδο HPLC. 

G OSP1G OSP2G OST1G OST2G OSV1G OSV2G OAKG OAM1G OAM2G 

Citric 
(g/L) 

0.07 0 0.08 0.10 0 0.16 0 0.11 0.09 

Tartaric 
(g/L) 

5.20 6.28 4.70 5.19 5.70 5.38 6.63 3.76 3.59 

Glucose 
(g/L) 

111.07 113.13 121.03 104.96 120.00 121.63 107.04 90.48 97.07 

Malic 
(g/L) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Fructose 
(g/L) 

100.96 102.32 110.04 96.02 108.95 110.04 98.69 88.58 94.57 

Succinic 
(g/L) 

0 0.50 0 0 0 0 0 0 0 

Lactic 
(g/L) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Glycerol 
(g/L) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Acetic 
(g/L) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Ethanol 
(g/L) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Πίνακας 3.6. Συγκεντρώσεις (g/L) των χημικών ενώσεων (πρώτη στήλη), για κάθε 

διαφορετικό δείγμα στο τέλος της ζύμωσης (EF), με βάση την μέθοδο HPLC. Οι 

ζυμώσεις ΟAM1 και ΟΑΜ2 δεν ολοκληρώθηκαν (MF). 

EF OSP1EF OSP2EF OST1EF OST2EF OSV1EF OSV2EF OAKEF OAM1MF OAM2MF 

Citric (g/L) 0.28 0.30 0.51 0.50 0.60 0.42 0.61 0.24 0.47 
Tartaric 

(g/L) 
3.25 4.09 2.61 3.06 4.19 3.11 5.24 1.57 1.74 

Glucose 
(g/L) 

0.47 0.74 0.44 0.36 0.73 0.61 0.97 32.66 45.60 

Malic (g/L) 1.16 1.27 1.38 1.31 1.93 1.20 2.19 0.05 0.05 
Fructose 

(g/L) 
1.00 2.82 1.99 1.57 6.84 1.79 1.02 33.84 28.74 

Succinic 
(g/L) 

0.71 1.34 1.23 1.38 1.49 1.08 1.34 0.43 0.80 

Lactic (g/L) 0.15 0.18 0.27 0.27 0.34 0.23 0.43 0.00 0.00 
Glycerol 

(g/L) 
7.95 9.34 9.56 8.61 7.04 9.52 6.73 5.69 6.31 

Acetic 
(g/L) 

0.54 0.76 0.99 0.88 0.33 0.91 0.37 0.46 0.55 

Ethanol 
(g/L) 

107.71 107.08 116.15 101.07 112.28 116.84 102.49 56.90 58.75 
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3.3 Μοριακή ταυτοποίηση των απομονωμένων ζυμών 

Συνολικά έγιναν 463 απομονώσεις στελεχών ζυμών, από τις περιοχές της Σαντορίνης 

και της Αττικής όπως περιγράφηκς παραπάνω. Οι απομονώσεις έγιναν κατά τα στάδια 

G, BF, και EF. Από τις προαναφερθήσες απομονώσεις, τα στελέχη προερχόμενα από το 

στάδιο G και BF ταυτοποιήθηκαν με την μέθοδο πολυμορφισμού μήκους θραυσμάτων 

(RFLP). Στην παρούσα εργασία  τα μεγέθη των προϊόντων PCR ομαδοποιήθηκαν σε 8 

ομάδες με μήκη 340, 390, 500, 600, 620, 750, 800, 820  και 850 bp. Με την χρήση των 

περιοριστικών ενδονουκλεασών HinfI, HaeIII, HhaI και DdeI ή DraI προέκυψαν 6 

διαφορετικά πρότυπα περιορισμού τα οποία αντιστοιχούν στα είδη Candida gabralta, 

Hanseniaspora guilliermondii , H. opuntiae ,H. uvarum,  Saccharomyces cerevisiae, και 

Torulaspora delbrueckii (Esteve-Zarzoso et al. 1999, Nisiotou and Nychas 2007). 

Πίνακας 3.7. Μεγέθη της 5,8S ITS περιοχής και των θραυσμάτων περιορισμού των  

απομονωμένων ζυμών. 

Είδος Προ
ϊόν 
PCR 
(bp) 

Θραύσματα περιορισμού μετά την δράση των ενζύμων (bp) 

HhaI HaeIII HinfI DdeI DraI 

H. 
uvarum 

750 320+310+1
15 

750 340+190+
170+60 

290+180+90+8
5+75+50 

  

H.guillier
mondii 

750 320+310+1
15 

750 340+190+
170+60 

360+180+85+7
0+50 

420+150+
130+30 

H. 
opuntiae 

750 320+310+1
15 

750 340+190+
170+60 

360+180+85+7
0+50 

420+280 

S. 
cerevisiae 

820 360+340+1
30 

320+210+1
80+130 

360+120     

C. 
gabralta 

850 400+180+1
60 

670+230 360+270     

T. 
delbrueck
ii 

800 320+210+1
40+100 

800 410+380     
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3.4 Ανάλυση της ζυμοχλωρίδας  

Και στις δύο γεωγραφικές περιοχές (Σαντορίνη και Αττική) όπως φαίνεται στον πίνακα 

2 τα κυρίαρχα είδη που απομονώθηκαν από τα στάδιο BF ανήκουν στο γένος 

Hanseniaspora, το πιο συνηθισμένο γένος που επικρατεί κατά την αρχή της ζύμωσης. 

Πίνακας 3.8. Αριθμός και ποσοστό των απομονωμένων στελεχών από το στάδιο BF των 

αυθόρμητων ζυμώσεων, των τεσσάρων διαφορετικών περιοχών. 

Είδος 
Σαντορίνη (Ασύρτικο)  

Αττική 
(Σαββατιανό)  

Θηρασία Βουρβούλος Πλατιά   
C. gabralta 24.20% - - - 

H.guilliermondii - 25.00% 49.00% 3.30% 
H. opuntiae - - - 50% 
H. uvarum 75.80% 8.30% 36.70% 46.70% 

S. cerevisiae - 65% 14.30% - 
T. delbrueckii - 1.70% - - 

Αριθμός ειδών 2 4 3 3 

 

Όπως φαίνεται στον παραπάνω πίνακα,στην περιοχή της Αττικής επικρατέστερο είδος 

είναι το Hanseniaspora opuntiae,ενώ στην περιοχή της Σαντορίνης το είδος που 

συναντήθηκε και στις 3 διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές είναι το Hanseniaspora 

uvarum. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός πως στην περιοχή του Βουρβούλου 

επικρατέστερο είδος με ποσοστό της τάξης του 65% ήταν το Saccharomyces cerevisiae. 

3.5 Ενίσχυση των interdelta αλληλουχίων του Saccharomyces cerevisiae 

Συνολικά ενισχύθηκαν interdelta αλληλουχίες 84 στελεχών εκ των οποίων τα 8 

προέρχονται από την Αττική και τα υπόλοιπα από τους αμπελώνες της Σαντορίνης όπως 

έχει περιγραφεί παραπάνω. Όλα τα στελέχη προέκυψαν από τις αυθόρμητες ζυμώσεις 

γλεύκους της ποικιλίας Ασύρτικο, καθώς η ζύμωση από μούστο σταφυλιών ποικιλίας 

Σαββατιανό δεν ολοκληρώθηκε, φτάνοντας μέχρι την μέση της ζύμωσης, όπως φάνηκε 

και στα διαγράμματα 13 και 14. Μέσω της ανάλυσης των ενισχυμένων αλληλουχίων 

αποκαλύφθηκαν 12 διαφορετικά προφίλ (γονότυποι). Από αυτούς τους γονότυπους  οι 

8 ήταν μοναδικοί και ειδικότερα 2 από αυτούς συνταντήθηκαν σε μονάχα σε 2 

απομονωμένα στελέχη αντίστοιχα (OST2EFW8 και OSV1EFW16). 

 



51 
 

 

Εικόνα 3.1. Απεικόνιση των διαφορετικών γονοτύπων που προέκυψαν με βάση τις 

διαφορετικού αριθμού και μοριακού βάρους μπάντες. Δεξία παρατηρούνται τα δύο 

ίδια γοντυπικά προφίλ στελεχών της Αττικής. Τα υπολοίπα προφίλ προέρχονται από 

στελέχη των τρίων περιοχών της Σαντορίνης. 

3.6 Ανάλυση των πληθυσμών Saccharomyces cerevisiae 

Το ποσόστο βιοποικιλότητας του Saccharomyces cerevisiae που προέκυψε από τις 

δειγματοληψίες που έχουν περιγραφεί, σύμφωνα με την σχέση του συνολικού αριθμού 

διαφορετικών προφίλ προς τα ολικά στελεχή, ήταν της τάξης του 14,29%. Ο αριθμός 

των διαφορετικών στελεχών και η συχνότητα εμφάνισης τους φαίνεται στον πίνακα 3. 
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Πίνακας 3.9. Προφίλ του S. cerevisiae βάσει της ενίσχυσης interdelta αλληλουχιών και 

ποσοστό (%) εμφάνισης τους. 

Προφίλ % 

I 14.29 
II 7.14 
III 25.00 
IV 3.57 
V 2.38 
VI 3.57 
VII 9.52 
VIII 1.19 
 IX 4.76 
X 19.05 
XI 1.19 
XII 9.52 

 

Τα 4 προφίλ που εντοπίσθηκαν σε παραπάνω του ενός δείγματος είναι τα ΙΙ,ΙΙΙ,ΙV και V. 

Υψηλότερο ποσοστό εμφάνισης παρουσίασε το προφίλ ΙΙΙ (25%) και αμέσως μετά το 

προφίλ Χ (19.05%). Τα προφίλ VIII και ΧΙ με το χαμηλότερο ποσόστο, 1.19% έκαστως, 

αντιστοιχούν στα στελέχη OST2EFW8 και OSV1EFW16, που αναφέρθηκαν παραπάνω. 

Το προφίλ ΧΙΙ αντιστοιχεί σε στελέχη που απομονώθηκαν από την περιοχή της Αττικής 

και είναι το μοναδικό που συναντήθηκε από αυτήν την περιοχή. 

Στα δύο παρακάτω διαγράμματα παρουσιάζεται η κατανομή της βιοποικιλότητας του S. 

cerevisiae ανά δείγμα (διάγραμμα 3.17) και άνα περιοχή (διάγραμμα 3.18). Τα πρότυπα 

που απαντώνται μόνο σε ένα δείγμα αναπαριστώνται με λευκό χρώμα, ένω τα τέσσερα 

διαφορετικά χρώματα που φαίνονται στα διαγράμματα υποδηλώνουν το ποσοστό 

εμφάνισης των ίδιων γονοτύπων που απαντώνται σε δύο διαφορετικά δείγματα. 

Παρατηρώντας τα ραβδογράμματα διαπιστώνεται πως ένας ίδιος γονότυπος βρέθηκε 

σε δύο διαφορετικά δείγματα, αλλά στον ίδιο αμπελώνα (μωβ χρώμα). Τα υπόλοιπα 

τρία κοινά προφίλ που εντοπίσθηκαν σε διαφορετικά δείγματα, προέρχονται 

αντίστοιχα και από διαφορετικούς αμπελώνες. Επιπλέον τα τρία προφίλ του αμπελώνα 

της περιοχής Βουρβούλος είναι μοναδικά και δεν εντοπίσθηκαν στις άλλες περιοχές. Το 

ίδιο ισχύει και για το μοναδικό προφίλ που εντοπίσθηκε στον αμπελώνα από την 

περιοχή των Σπάτων Αττικής. 
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Διάγραμμα 3.12.  Κατανομή των γονοτυπικών προφίλ του S. cerevisiae ανά δείγμα. 

 

 

Διάγραμμα 3.13. Κατανομή των γονοτυπικών προφίλ του S. cerevisiae ανά τους τρεις 

αμπελώνες της περιοχής της Σαντορίνης. 
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Όπως φαίνεται στο διάγραμμα 3.17 το κοινό προφίλ με το πράσινο χρώμα συναντάται 

στα δείγματα OST1 και OSP1 και είναι αυτό που έχει το μεγαλύτερο ποσοστό 

εμφάνισης στα δύο δείγματα. Στα ίδια δείγματα συναντώνται, σε μικρότερα ποσοστά, 

και οι δύο άλλοι κοινοί γονότυποι (γαλάζιο και πορτοκαλί χρώμα). 

 

Για κάθε διαφορετικό γονότυπο δημιουργήθηκε ένας πίνακας με τιμές 0 και 1 

δηλώνοντας έτσι την απουσία ή την παρουσία κάθε πολυμορφικής μπάντας ξεχωριστά. 

Στην συνέχεια χρησιμοποιήθηκε το λειτουργικό PAST για να βρεθεί η γενετική 

απόσταση των προτύπων με την δημιουργία δενδρογράμματος (εικόνα 1).Τα 

δενδρογράμματα κατασκευάστηκαν με την ιεραρχική μέθοδο ομαδοποίησης UPGMA, 

με βάση τον συντελεστή Dice. 

 

Εικόνα 3.2. Δενδρόγραμμα με βάση την μέθοδο UPGMA και τον συντελεστή Dice για τα 

12 διαφορετικά προφίλ. Ο οριζόντιος άξονας παριστάνει το ποσοστό ομοιότητας (Dice) 

βάσει των υπολογιζόμενων γενετικών αποστάσεων. 
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3.7 Ενίσχυση μικροδορυφορικών αλληλουχιών του γενωμικού DNA του είδους 

Torulaspora delbrueckii 

Παρακάτω απεικονίζεται το προϊόν ενίσχυσης διαφόρων στελεχών (δεν αναφέρεται 

ποια στελέχη) καθώς και το ακριβές μήκος του ενισχυμένου προϊόντος του στελέχους 

Ε11SL8 . 

 

Εικόνα 3.3. Απεικονίζεται το προϊόν ενίσχυσης για τα 7 ζεύγη εκκινητών. Από αριστερά 

προς δεξιά ανά δύο ίδια στελέχη για κάθε ζεύγος. Τα 5 τελευταία αποτελούν προϊόντα 

διαφορετικών στελεχών ενίσχυσης. 

Πίνακας 3.10.  Ακριβές μήκος (bp) των προϊόντων ενίσχυσης του στελέχους Ε11SL8 που 

περιγράφηκαν παραπάνω. 

Εκκινητές Μήκος (bp) Φθορίζουσα Multiplex 

1Α 185 HEX M1 
1Β 139 HEX M2 
2A 261 FAM M1 
5A 131 FAM M1 
6A 278 FAM M2 
7A 252 HEX M2 
8A 211 FAM M2 
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4.1 Σύσταση ζυμοχλωρίδας των μη-Saccharomyces ζυμών στο αρχικό στάδιο της 

ζύμωσης από αμπελώνες της Σαντορίνης και της Αττικής 

Στο συγκεκριμένο κομμάτι της εργασίας απομονώθηκαν στελέχη ζυμών από τέσσερις 

διαφορετκούς αμπελώνες, των περιοχών της Σαντορίνης και της Αττικής, όπως έχουν 

περιγραφεί. Οι ποικιλίες που εξετάστηκαν ήταν το Ασύρτικο για την Σαντορίνη, ενώ για 

την Αττική πέραν από το Ασύρτικο εξετάσθηκε και η ποικιλία Σαββατιανό. 

Συνολικά, ταυτοποιήθηκαν 5 διαφορετικά είδη μη-Saccharomyces, αριθμός όχι 

ιδιαίτερα μεγαλός. Τα είδη και οι πληθυσμοί που απομονώθηκαν και ταυτοποιήθηκαν, 

κατά τις πρώτες μέρες της αυθόρμητης ζύμωσης, επιβεβαιώνουν παλαιότερες έρευνες. 

(Nisiotou and Nychas 2007).  

Στην Σαντορίνη επικρατέστερο είδος ήταν το H. uvarum. Αυτά τα αποτελέσματα 

έρχονται να επιβεβαιώσουν την ¨ παγκόσμια κυριαρχία¨ του είδους σε ώριμα σταφύλια 

και στα αρχικά στάδια της ζύμωσης (Sabate et al. 2012, Clavijo et al. 2010, Chavan et al. 

2009, Drumonde-Neves 2017, Nisiotou and Nychas 2007), ιδίως σε περιοχές με θερμά 

κλίματα. Στην Αττική το H. opuntiae βρέθηκε σε ποσοστό 50%, ενώ ενδιαφέρον 

αποτελεί το γεγονός πως στην Σαντορίνη δεν συναντήθηκε καθόλου το συγκεκριμένο 

είδος για την συγκεκριμένη χρονιά. Το H. opuntiae βρέθηκε σε ποσοστό 93,75% στο 

δείγμα ΟΑΜ1, ενώ στο δείγμα ΟΑΜ2 (ίδιος αμπελώνας Αττικής) το H. uvarum ήταν σε 

ποσοστό 100%. Αυτά τα δεδομένα έρχονται να ενισχύσουν τις υποθέσεις περί 

ανταγωνισμού των δύο ειδών (Drumonde-Neves et al. 2017, Settanini et al. 2012) 

(ζυμώσεις από σταφυλιά ποικιλίας Σαββατιανό του ίδιου αμπελώνα), καθώς φάνηκε η 

επικράτηση του ενός από τα δύο είδη σε κάθε περίπτωση, χωρίς να βρεθεί το άλλο 

εντός τους ίδιου δείγματος. Αυτές οι ενδείξεις, επομένως, μπορούν να αποτελέσουν το 

έναυσμα για μελλοντικές έρευνες πάνω στην αλληλεπίδραση των δύο είδων τόσο 

φαινοτυπικά, αλλά και σε μοριακό επίπεδο (μεταγραφωμική και πρωτεομική 

ανάλυση). 

4.2 Σύνδεση μεταξύ της πορείας αυθόρμητων ζυμώσεων και της μικροχλωρίδας 

Παρατηρώντας τις κινητικές των έξι ζυμώσεων, από τους τρεις διαφορετικούς 

αμπελώνες της Σαντορίνης, βλέπουμε πως δεν υπάρχει κάποιο σταθερό μοτιβό που να 

επικρατεί σε παραπάνω των δύο ζυμώσεων. Ταυτοχρόνως, οι πληθυσμοί των ζυμών 

στην αρχή (περίπου 107) και στο τέλος  (107-108 για S. cerevisiae και 102-103 για μη-

Saccharomyces) της ζύμωσης ακολουθούν τα δεδομένα που υπάρχουν στην 

βιβλιογραφία (Fleet 2003, Nisiotou et al. 2007).  

Από την περιοχή της Θηρασίας η ζύμωση του δείγματος OST1 διήρκησε 30 μέρες , ενώ 

η ζύμωση του OST2 διήρκησε 35 μέρες. Και στα δύο δείγματα ο ρυθμός ζύμωσης είναι 
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σχετικά υψηλός μέχρι τις πρώτες 5 μέρες περίπου, λόγω της αρχικής κατανάλωσης 

σακχάρων από τις άγριες ζύμες (Fleet 2003), ενώ στην συνέχεια ο ρυθμός αυτός πέφτει 

ελάχιστα και σταθεροποιείται, λόγω της επικράτησης του S. cerevisiae. Οι ζυμώσεις των 

δειγμάτων από την περιοχή του Βουρβούλου ολοκληρώθηκαν σε 29 (OSV1) και 25 

(OSV2) . Ο ρυθμός  των ζυμώσεων ήταν μεγαλύτερος σε σχέση με αυτόν από τα 

δείγματα της Θηρασίας. Τέλος τα δείγματα από την περιοχή της Πλατιάς παρουσίασαν 

¨ιδιαίτερα¨ αποτελέσματα, καθώς ώντας, τα σταφύλια, από τον ίδιο αμπελώνα, η 

ζύμωση του OSP1 ήταν η πιο γρήγορη (23 μέρες), ενώ η ζύμωση του OSP2 

ολοκληρώθηκε μετά από 50 μέρες.  

Συγκρίνωντας τις δύο ζυμώσεις που πραγμτατοποιήθηκαν από τον ίδιο αμπελώνα, και 

συνυπολογίζοντας και τους ταυτοποιημένους μικροοργανισμούς κάθε δέιγματος, 

μπορούμε να συμπεράνουμε πως τα δείγματα OST1 και OST2 έχουν παρόμοια πορεία, 

με τον S. cerevisiae να επικρατρεί στο τέλος (EF), ενώ στο αρχικό στάδιο (BF) 

επικρατέστερο είδος ήταν το H. uvarum. Πρέπει να σημειωθεί πως αυτά τα δύο 

δείγματα ήταν τα μοναδικά, ολόκληρης της  παρούσας εργασίας, από τα οποία 

καταφέραν να ανιχνευθούν και να ταυτοποιηθούν μικρροργανισμοί (H. opuntiae, 

Candida gabralta) στο στάδιο των ώριμων συνθλιμμένων σταφυλιών (G). Όσον αφορά 

τα δείγματα από τους αμπελώνες της περιοχής του Βουρβούλου (OSV1 και OSV2), 

παρατηρούμε πως και αυτά έχουν παρόμοια και ταχεία πορεία ζύμωσης. Αξιοσημείωτο 

είναι το γεγονός πως στο στάδιο BF του OSV1 τα επικρατούντα στελέχη άνηκαν στο 

είδος S. cerevisiae, κάτι το οποίο μπορεί να εξηγεί την απόλυτα ομαλή (συγκριτικά με 

τις υπόλοιπες) πορεία ζύμωσης. Αντίστοιχα, επικρατές είδος του δέιγματος OSV2 (BF) 

ήταν το H. guilliermondii. Και στα δύο δείγματα, στο τελικό στάδιο (EF), πέραν του S. 

cerevisiae απομονώθηκαν και είδη μη-Saccharomyces, τα T. delbruecki και 

Η.guilliermondii (OSV1 και OSV2 αντίστοιχα). Τέλος στα δείγματα OSP1 και OSP2, 

επικρατέστερα είδη του σταδίου BF ήταν τα H. guilliermondii και H. uvarum αντίστοιχα. 

Ενώ το H. guilliermondii ταυτοποιήθηκε και στο τελικό σταδίο της ζύμωσης του 

δείγματος OSP1. Αντίθετα στο στάδιο EF του δείγματος OSP2, δεν απομονώθηκε 

κάποια άγρια ζύμη, και ο πολύ μικρός ρυθμός ζύμωσης πιθανώς οφείλεται στο 

μοναδικού γονοτυπικού προφίλ, απομονωμένο στέλεχος  S. cerevisiae. 

Τα αποτελέσματα από την ανάλυση με HPLC επικυρώνουν τα αποτελέσματα των 

μετρήσεων της πτητικής οξύτητας (οφείλεται κυρίως στο οξικό). Επομένως οι 

διαφορετικές τιμές (0,72 και 0,41) των δειγμάτων OSV2 και OSP1 αντίστοιχα πιθανώς 

να συσχετίζονται με τα στελέχη H. guilliermondii που απομονώθηκαν στο τέλος της 

ζύμωσης (Sgouros et al. 2018). Αυτή η εικασία αφήνει περιθώρια για περαιτέρω μελέτη 

πάνω στα βιοδυναμικά χαρακτηριστικά των διαφορετικών στελεχών. 
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4.3 Βιοποικιλότητα των στελεχών Saccharomyces cerevisiae 

Με βάση την ανάλυση των interedelta αλληλουχιών προέκυψαν 12 διαφορετικά 

μοριακά πρότυπα, τα οποία συνδυασμένα με το ποσοστό εμφάνισης τους στις 

συνολικές απομονώσεις έδωσαν ένα ευρύ φάσμα βιοποικιλότητας. Συγκεκριμένα το 

ποσοστό βιοποικιλότητας για τις δύο περιοχές (Σαντορίνη και Αττική) ήταν 14,29%. 

Κοντινό ποσοστό με αυτό έχει αναφερθεί σε αμπελώνες της περιοχής Vinhos verdes της 

Πορτογαλίας (18%), όμως με μοριακή μέθοδο ανάλυσης την mt-DNA RFLP (Schuller et 

al. 2005).  Τέτοιες έρευνες έχουν πραγματοποιηθεί  σε πολλές  περιοχές με παράδοση 

στην αμπελουργία (Μπορντό, Καμπανία, Ταρραγόνα, Τοσκάνη, Σικελία, Παταγονία). 

Επομένως δεν είναι δυνατόν να γίνει σύγκριση ερευνών βιοποικιλότητας του είδους, 

που έχουν βασιστεί σε διαφορετικές μοριακές τεχνικές ταυτοποίησης. Επίσης ο τρόπος 

και η πορεία  διαδικασίας των αυθόρμητων ζυμώσεων πρέπει να είναι ομόλογος από 

μελέτη σε μελέτη για να μπορέσει να πραγματοποιηθεί σύγκριση. (Sabate et al., 1998; 

Torija et al., 2001; Csoma et al., 2010). 

Στην παρούσα ανάλυση δεν βρέθηκε κάποιο πρότυπο που να επικρατεί αισθητά σε 

σχέση με τα υπόλοιπα, καθώς το υψηλότερο ποσοστό (25%) άνηκε στο προφίλ ΙΙΙ, ενώ 

τα προφίλ Χ και Ι ευρέθησαν σε ποσοστά 19,05% και 14,29% αντίστοιχα. Αξιοσημέιωτο 

είναι το γεγονός πως τα υπόλοιπα προφίλ ήταν σε ποσοστά μικρότερα του 10%. 

Αναλύοντας ξεχωριστά τους αμπελώνες, παρατηρήθηκε πως στην περιοχή της 

Θηρασίας πρόεκυψαν 7 διαφορετικά προφίλ, ενώ το δείγμα OST1 ήταν αυτό με την 

μεγαλύτερη βιοποικιλότητα, καθώς  ταυτοποιήθηκαν 5 διαφορετικά στελέχη S. 

cerevisiae που ολοκλήρωσαν την ζύμωση. Στα υπόλοιπα δείγματα συναντήθηκαν από 

ένα εώς τρία διαφορετικά στελέχη. 

4.4 Ανάλυση των αποτελεσμάτων της ενίσχυσης των μικροδορυφορικών 

αλληλουχιών του Torulaspora delbrueckii 

Στο δεύτερο κομμάτι της εργασίας έγινε ανάδειξη και αριστοποίηση της μεθόδου PCR 

και ανάλυσης του μήκους των ενισχυμένων προϊόντων  με βάση την μέθοδο που 

περιγράφηκε στην ενότητα υλικά-μέθοδοι. Αυτή η μέθοδος, επομένως, αποτελεί το 

θεμέλιο για την μετέπειτα πλυθησμιακή γενετική ανάλυση των απομένων στελεχών 

του είδους Torulaspora delbrueckii από διαφορετικούς αμπελώνες και χρονολογίες, με 

σκοπό την αποκρυπτογράφιση των ενδοειδικών εξελικτικών και φυλογενετικών τους 

σχέσεων. 
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