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APPROCCIO BIOMOLECOLARE IN ENOLOGIA
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PIANO DI CAMPIONAMENTO

4 ARIA e MOSTO N
Valutazione
biodiversita microbiologica
\_ dell’areale AN

VINO
Isolamento di lieviti

~

durante la fermentazione alcolica

Campionamento dell’aria in vigneto

Periodo di invaiatura dell’uva

* Techica colturale:

1. YEPD modificato incubato in anaerobiosi:
2. pH 3.6;

3. aggiunta di 200 mg/L K,S,0¢;

4. aggiunta di 100 mg/L di cloramfenicolo
Vigneti campionati:

13 vigneti in Franciacorta

11 vigneti in Oltrepo Pavese
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PIANO DI CAMPIONAMENTO

Campionamento del mosto

Prelievo di 100 ml di campione (proveniente dai
vigneti nei quali e stato effettuato il campionamento
dell’aria) al momento dello sgrondo prima
dell’aggiunta di SO,
* (Cantine campionate:

8 cantine in Franciacorta

11 cantine in Oltrepo Pavese

Campionamento del vino

Prelievo di 100 ml di campione a fine fermentazione
(proveniente da vasche nelle quali ha fermentato il
corrispondente mosto campionato)
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ALLESTIMENTO DELLA COLLEZIONE DI LIEVITI

Tecnica colturale

Dietta T 1 mms——) |ncubazione

e conteggio

Emm—) Strisci consecutivi )  (Osservazione microscopica

mmmmm——) (Conservazione delle colture in glicerolo (20% v/v) a—80° C
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IDENTIFICAZIONE DELLA SPECIE

185
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D1/D2
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Enzimi di restrizione:
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IDENTIFICAZIONE DELLA SPECIE

Query 24 GECGEETEARGCGECARAGCTCARATTTCARATCTEETACCTTCGETGCCCGAGTTGTAR  £3

L TR e e e e e e e e e e rrnnnnn
Sbjct 24 GGCGAGTGAAGCGGCARAGCTCARATTTGARATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAA 83

Query 84 GGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTAT! GERACAGGAC 143
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 84 GEAGRGEECRARCTITIC GERRCAGGAC 143
Query 144 GAGG
T T 766 02 P tcrtd cr o Ao o i et 1ae G [ lgb|GU138458.1| Saccharomyces cerevisiae IMAU:Y1056 265 ribosomal ENA gene, partial

query 204 caeT] SEJQUENCE
seder 20a caer] Length=all
Query 264 CGRGH
Wil 8core = 1011 kits (1120), Expect = 0.0

ouesy 124 crea] LOEDtities = S62/563 (99%), Gaps = 0563 (0%)
Uil Strand=Plus/Plus

Sbjct 264

Sbjet 324
Query 384 GCTCCTTGIGGGT STCTCGCATITCACIGGECCAGCATCAGTTITGE 27
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 384 CTCCTTGTGGGT GCATTTCACTGI CATCAGTTTTGH 443
Query 444 GATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGIGGGAAT 503
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 444 AGCAATGTAGCTTCGCCTCGGTARGTATTATAGCCTEIGEEART 503
Query 504 ACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTRAAGTCRAAGGATGCTGGCATAATGGTTATI 563
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 504 ACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTAT! 563

Query 564 GCCECCCEICTTGARACACGGAC 586

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 564 GCCGCCCGTCTTGARRCACG 586

UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO

Interdepartmental Research Centre Riccagioia, 14 Gennaio 2014
for Innovation in Viticulture and Oenology




ASCRIZIONE ALLA SPECIE S. cerevisiae

*»* Target molecolare: gene HO (pe Melo pereira et al., 2010)

¢ Primers costruiti sul gene HO di S. cerevisiae/S. pastorianus:
ScHO-F: 5’-GTTAGATCCCAGGCGTAGAACAG-3’
ScHO-R: 5’-GCGAGTACTGGACCAAATCTTATG-3’

T 8 9 10 11 12 13 4 1B 16 17 18 M

300bp: S. pastorianus

M: marker; 1: S. cerevisiae 10C 18-2007; 2-18: isolati
potenzialmente identificati come S. cerevisiae dalla
tecnica ITS-RFLP




COLLEZIONE DI LIEVITI
TOTALE LIEVITI RACCOLTI: 493

Vendemmia e Numero di isolati Vendemmia e Origine Numero di isolati Vendemmia e Origine Numero di
Origine isolati
2009 178 2010 186 2011 129
Franciacorta 95 Franciacorta 112 Franciacorta 58
ARIA 8 - - - -
MOSTO 39 MOSTO 91 MOSTO 35
VINO BASE 48 VINO BASE 21 VINO BASE 23
Oltrepo Pavese 83 Oltrepo Pavese 74 Oltrepo Pavese 71
ARIA 9 ARIA 3 ARIA 6
MOSTO 22 MOSTO 56 MOSTO 42
VINO BASE 52 VINO BASE 15 VINO BASE 23
100 ~ Franciacorta 50 +
Oitrepo Pavese
2009-2010-2011 2009.2010.2011
80 ~ 40 -
= = 90
z 2
g 40 - g 20 -
z z
o l. 3
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: ARIA

e TOTALE LIEVITI DA ARIA:
26

» 7 differenti specie;

e 2009: Annata durante la
quale = stata
collezionata la piu alta

W Awr. pullulans
& Crypt. laurentii
W Issat. terricola

W Pic. fermentans

wSac. cerevisiae

percentuale di isolati u Rho. glutinis
con 5 specie U Rho. nothofagi
collezionate.

Biodiversita osservata nei campioni di aria in Franciacorta e Oltrepo Pavese, nel
corso di tre annate.
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: ARIA

$ 1

B & @2009
g 6 - @2010
o B 2011
B 491
E 3
B 2.

l -

0

Distribuzione di isolamento e permanenza delle diverse specie di lievito
isolate da aria in Franciacorta ed Oltrepo Pavese, nel corso di tre annate.
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: MOSTO

TOTALE LIEVITI DA
MOSTO: 285;

26 differenti specie;
2010: Annata durante la
quale e stata
collezionata la piu alta
percentuale di isolati
con 19 specie
collezionate;

Z. bailii e C. diversa solo
nel 2009;

K. thermotolerans, H.
vineae, C. oleophila, P.
fluxum solo nel 2010.

® Cand diversa

& Cand. oleophila

W Cand. parapsilosis
® Cand railenensis

o Cand. zemplinina
 Crypt. flavescens

® Hams. uvarum

® Hams. vinae

W Issat. occidentalis

M [ssat. terricola

M Kluy. thermotolerans
M Metsch. pulcherrima
W Metsch. fiucticola

H Pic. anomala

u Pic. fermentas

® Pic. guillermondii

M Pic. klwyveri

W Pic. membranifaciens
W Pic. kudriavzevii

W Rhodotorula

W Sac. cerevisiae

u Tor. delbrueckii

M Zygoascus

Biodiversita osservata nei campioni di mosto
in Franciacorta ed Oltrepo Pavese, nel corso uZyg. bailii

delle tre annate. i P. fluxum
u C. glabrata
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: MOSTO - FRANCIACORTA

Permanenza delle specie di lievito in campioni di mosto della Franciacorta o000
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: MOSTO — OLTREPO’ PAVESE

Permanenza delle specie di lievito in campioni di mosto dell'Oltrepo Pavese -0

w2010
®2011

o
82 o

Numero di isolati
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: VINO BASE

e TOTALE LIEVITI DA VINO
BASE: 182;

* 9 differenti specie;

e 2009: Annata durante la
guale B stata
collezionata la piu alta
percentuale di isolati

* 2010: maggiore
biodiversita con 8 specie
collezionate;

* H. uvarus, Pichia spp. e
Z. bailii

WSac. cerevisiae

W Card railenensis

M Hans uvarum

Wssat. occidentalis

W Pichia spp

M Pic. fermentans

M Pic. fluwxum

M Pic. membranifaciens
u Tor. delbrueckii
MZvg. bailii

Biodiversita interspecifica osservata nei
campioni di vino base in Franciacorta ed
Oltrepo Pavese nel corso delle tre annate.

UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO
Interdepartmental Research Centre Riccagioia, 14 Gennaio 2014 ’

for Innovation in Viticulture and Oenology



BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: VINO BASE - FRANCIACORTA

Permanenza delle specie di lievito in campioni di vino base
della Franciacorta

40
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BIODIVERSITA’ INTERSPECIFICA

Tipologia di campionamento: VINO BASE — OLTREPO’ PAVESE

Permanenza delle specie di lievito in campionidivino
base dell'Oltrepo Pavese
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CONCLUSIONI

29 SPECIE DI LIEVITO COLLEZIONATE/493 ISOLATI
>95% SPECIE SONO PRESENTI NEL MOSTO

140

120

. . o 100

* S. cerevisiae >55% 20
* H.uvarum 6% €0

* M. fructicola 5% 20

* P. membranifaciens, T.
delbrueckii, Z. bailii 4%

* [|. occidentalis, I. terricola, P.
fermentans, P. fluxum, P.
kluyveri 3%

* C.zemplinina, M.
pulcherrima, P. anomala 1%

SVILUPPO FUTURO: IMPIEGO DI LIEVITI NON-SACCHAROMYCE IN VINIFICAZIONI CONTROLLATE
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