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La biodiversita microbica

e Che cosa é?
« Come si genera?
« Come si valuta, misura?

e Come si puo sfruttare?
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Che cosa e?
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Come si genera?

e Mutazioni




Come si genera?

e Mutazioni

e« Scambio genico orizzontale
Trasformazione
Coniugazione
Trasduzione
Elementi mobili (trasposoni, virus-like)
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Come si genera?

e Mutazioni

« Scambio genico orizzontale

« Scambio genico verticale
Il ciclo sessuale

Meiosis

Poor
nutrients

Germination

i,.—ﬁr .ﬁ"

Mating

UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO
Interdepartmental Research Centre

for Innovation in Viticulture and Oenology



Come si valuta/misura?

La diversita all’interno di una comunita (alfa diversity) e
determinata dal numero delle specie (species richness) o
dall’abbondanza relative delle specie (species eveness).

La diversita tra le comunita o in un gradiente ambientale
(beta diversity) e caratterizzata dal numero delle specie

Categories of diversity measurements.

Measurement of diversity within a single community
(a diversity)

Measurement of diversity shared among
communities (p diversity)

Only presence/absence of
taxa considered

Qualitative a diversity (Richness)
Species-based:

Chao 1

ACE

Rarefaction
Divergence-based:

Phylogenetic Diversity (PD)

Qualitative p diversity
Species-based:
Sorensen index
Jacecard index
Divergence-based:
Unweighted UniFrac
Taxonomic Similarity (Ag)

Additionally accounts for
the number of times that
each taxon was observed

Quantitative o diversity (Richness and/or Evenness)
Species-based:

Shannon’s index

Simpson’s index
Divergence-based:

Theta

Quantitative p diversity
Species-based:

Sérensen quantitative index

Morisita-Horn measure
Divergence-based:

Weighted UniFrac

Fsr

DPCoA
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Come si puo sfruttare?




Il Progetto SVEVA

Selezione e Valorizzazione di Enococchi autoctoni per
la produzione di vino Rosso di VAltellina DOC e
Valtellina Superiore DOCG

Reglonel.ombardla
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Alto contenuto in acido malico presente in uve Nebbiolo
coltivate in zone fredde.

La trasformazione malolattica avviene tardivamente o
non avviene.

Esperienze negative con starter commerciali.
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Obiettivi del progetto

Isolamento, caratterizzazione e selezione di ceppi di
Oenococcus oeni da vino Rosso di Valtellina DOC e
Valtellina Superiore DOCG

Formulazione, produzione e sperimentazione di uno
starter costituito da ceppi autoctoni per la gestione
della “fermentazione” malolattica nei vini valtellinesi

Esplorazione e salvaguardia della
biodiversita microbica

Allestimento di una collezione
di ceppi autoctoni selezionati
per caratteri tecnologici e di
qualita




Piano sperimentale

« Campionamento in differenti zone per isolamento di
ceppi autoctoni, per tre vendemmie consecutive

« Identificazione e tipizzazione degli isolati attraverso
analisi del fenotipo e del genotipo

« Allestimento di una collezione di colture di batteri
autoctoni per la salvaguardia della biodiversita
microbica valtellinese

e« Selezione dei ceppi in base a espressione di caratteri
tecnologici, di qualita e di sicurezza

e Prove di sviluppo in microvinificazioni

£ SR 2 UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO
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Campionamento

< Rosso di Valtellina DOC e Valtellina Superiore DOCG
< 13 zonazioni

A — Casteq '.‘.z_l.' 11

i+ Pang=y
I S
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Identificazione degli isolati

e M 1 5 6 7 8 9 10
Analisi regione ITS
Y
- R @ 9
- 3
600 _ : :
500 w——
400 ,
300 o e
200 Oenococcus oeni
Sequenziamento 165 rDNA +|dentita bp,/bp O. oeni PSU-1: 98%

«ldentita bp,/bp L. sakei ITSLc: 98%
«ldentita bp,/bp L. lactis: 97%
«ldentita bp,/bp E. faecium SF: 97%
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Allestimento della collezione

Vendemmia Sigla isolato Vino di origine

2004 0S04, 25B04, 39204, 46AZ04,
51704, 54204 _ |
8205, 13205, 15205, 16Z05, Rosso di Valtellina

2005 17205, 18205, 30205, 33205, gl?iﬁo\gfg'gg
357205, 39205, 46205, 54205 uperiore DU
(“nuovi isolati”)
006 8206, 13206, 17206, 35206,
39206, 46206, 51206, 54206 ,/
SBL1

Oltrepo Pavese

SBL5 (“nuovi isolati”)

xgi Valpolicella

ISE 5015

ISE 5016 Nebbiolo
ISE 5081

DSM 202527

[E;I(\;/I fggz Ceppi di riferimento

LMG 11326
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Caratt. fenotipica: fermentazione degli zuccheri
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Caratt. fenotipica: alcol e SO, tolleranza

100 -~

80 A

60 -

% crescita

40 -

20

10 11 12
Gradazione alcolica (% v/v)

Crescita in vino a 49 mg/l di SO, totale
e 17 mg/l di SO, libera
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Caratt. fenotipica: psicrotrofia

Crescitaa 15° Ce 10° Cin 10-20 giorni

100 -
o 80 g
N
(1]
%’ 60 g 51
o
§ 40 g )
69% di
o L7 0 origine
valtellinese
A
0 T T T T
10 14 21 28 35

Tempo (giorni)
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Caratt. fenotipica: prod. ammine biogene

N° ceppi suddivisi per intervalli di quantita
di ammine biogene prodotte (mg/L)
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Tipizzazione genetica

Gel Elettroforesi in Campo
Pulsato (PFGE)

Indagine estesa su _ -
collezione microbica | === || = g
=28 =
= = =
= — -
— —_—
= -
2 g S| 3 i
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Tipizzazione genetica

Dico (Op 0 50%) (Tok O %0 T%) (>0 0% 50.0%) [0 0%-300 0%)
PFGE PFGE

T 16205

‘ VP1

46AZ04
51204
J [ LMG11324
| | wvc11326
17205
30205
33205
35205
39205
| | 3sz08
| | 30208
| 13206
17206
| 2sBz04r#1
39204
54204
05204
13205
VP4
8205
8206
| | osm2o02s27
51206
‘ SBLS
| | 6205
| 48208
B § 54208
| sBL1
| osmz0257
ISES081
| 1seso1s
54205

Potere discriminante
(similarita < 81%)

IR R Ty

Elaborazione profili di restrizione
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Tipizzazione genetica

24 genotipi potenzialmente rappresentanti singoli ceppi

Genotipi Sigla isolati Genotipi Sigla isolati
I 16205 XII1I 0Sz04
IT1 ISE5015
—> IV 15705, 18Z05 —> XVI 8205, 8206
—_ V 46AZ04, 51204 XVII DSM20252T
VI LMG11324, LMG11326
—> VIII 33205, 35205, 39205 XX 46206, 547206, SBL1
—> IX 352706, 39206 XXI DSM20257
—> X 13206, 17206 XXII ISE5081
X1 2SBZ04 XXIII ISE5016

XII 39204, 54204 XXIV 54705
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Tipizzazione genetica

Variabilita annuale

Genotipi Sigla isolati Genotipi Sigla isolati

—> I 16205 —> XIII 0Sz04

II VP1 —> XIV 13205

IT1 ISE5015 XV VP4
—> IV 15705, 18205 XVI 8205, 8206
—> V 46AZ04, 51204 XVII DSM20252T

VI LMG11324, LMG11326 =—> XVIII 51706, SBL5
—> VII 17205, 30Z05 —> XIX 46205
—> VIII 33Z05, 35205, 39205 —» XX 46206, 547206, SBL1
—2> IX 352706, 39206 XXI DSM20257
—> X 13206, 17206 XXII ISE5081

X1 2SBZ04 XXIII ISE5016
—> XII 39704, 54204 —> XXIV 54705
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Prove di microvinificazione

Selezione di isolati valtellinesi di O. oeni

Ceppo Annata Isolamento Provenienza

0S04 2004 Sondrio-Fondazione Fojanini
39204 2004 Valgella

54704 2004 Versante Orobico-zona DOC
13205 2005 Sondrio-Ca bianca

16Z05 2005 Sassella

/
0’0

Provenienza geografica

Anno di isolamento

Profilo fermentativo

Alcol tolleranza

Solfito resistenza

Psicrotrofia

Produzione di ammine biogene

/ / / / /
0’0 0’0 0’0 0’0 0’0

X/
0’0
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Piano Sperimentale

Inoculo:
+10° cell/ml in Sassella D.O.C.G.

Controlli:

% vino tal quale (NP),

** vino pastorizzato non inoculato (P),

** vino pastorizzato inoculato con type strain DSM202527

Monitoraggio:

*»Acidi L-malico, L-lattico e citrico

< pH, acidita totale e anidride solforosa

< Acidita volatile

“» Ammine biogene a fine fermentazione malolattica
% Conta batterica totale
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Prove di microvinificazione
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Prove di microvinificazione

«Temperatura della cantina: 15° C
«Sviluppo microbico: fino a 107 ufc/ml
<Durata FML: ~ 45 giorni

<Acido L-lattico: finoa 1,7 g/l
<+Consumo di acido citrico

«Riduzione dell’acidita totale: 2 g/I

<«Aumento del pH: fino a 0,4 unita
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