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AUTOLISI DI LIEVITO IN RIFERMENTATIONE

Distruzione della cellula attraverso | suoi stessi enzimi

Processo innescato dai lisosomi cellulari che rilasciano enzimi digestivi nel citoplasma

STEPS PRINCIPALI:
1. Proteolisi
2. Degradazione della parete cellulare

3. Rilascio di composti a basso peso molecolare

: §

1. Carboidrati (glucani, oligosaccaridi)

2. Composti dell’azoto (proteine, peptidi e aminoacidi)
3. Lipidi (fosfatidi)

4. Acidi Nucleici
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SCOPO DEL PROGETTO

Impiego del DNA rilasciato in seguito ad autolisi nella fase di rifermentazione come
“Elemento Tracciante”
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Punti chiave della ricerca:

1. Messa a punto di un protocollo per l'estrazione di DNA da vino spumante;

2. Disegno di sonde molecolari per amplificare il DNA di lievito a livello di genere/specie;
3. Individuazione del ceppo di lievito inoculato in riferementazione.




ESTRAZIONE DEL DNA DAL VINO SPUMANTE:
PROTOCOLLO

o o [ J L] “ ”
Commercial kit Na-acetate Filtration Dynabeads
e Ethanol treatment *Na-acetate and ethanol e Cell wall breaking with
*DNA linkage to silica matrix; treatments; zymolyase;
¢ Washing step; * DNA precipitation at -20 ° C *Protein precipitation by SDS
e Elution. for two weeks; and potassium acetate;
*DNA purification by CTAB and ¢ DNA precipitation by 2-
Jara et a/, 2008 organic solvents propanol;
e DNA washing step with
Savazzini et al. 2006 ethanol.
| Querol et al. 1992 | This study

Not replicable assays

Running Test

1. Wine samples were added with a known amount of yeast DNA (1-2 pg/uL);
2. DNA extraction protocols were carried out in three replicates;

3. DNA visualization on agarose gel;

4. PCR Amplification of target sequences.




ESTRAZIONE DEL DNA ED AMPLIFICAZIONE (PCR)

1. Precipitatione del DNA con alcol;
2. purification del DNA (15t step) attraverso solventi organici;
3. purification del DNA (2" step) con dynabeads;

4. DNA non sempre era visibile su gel di agarosio

5. Amplificatione per PCR di sequenze targets.

6. Disegno di Primers e Amplificatione delle Internal Transcribed Spacers
(ITS1-5.8S rDNA-ITS2) di Saccharomyces genus (questo studio).

M= Marker 1Kb; ND = DNA non diluito

5. Valutazione della sensibilita:
Dilutioni del DNA fino a 1010

107, 102, 1073, dilutioni del DNA aggiunte ai campioni di vino;
Positivo, dal DNA S. cerevisiae
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AMPLIFICAZIONE DEL DNA IN REAL-TIME PCR

Delta Bn vs Cycle
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VALIDAZIONE DEL PROTOCOLLO DI REAL-TIME PCR
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MONITORAGGIO DEL DNA DURANTE L'INVECCHIAMENTO:
PIANO SPERIMENTALE

1. due cantine

2. Pied de cuve: Ceppo Starter Commerciale

3. Campionamento a 4 (autolisi di lievito), 6, 8, 10, 12, 14, 16, 24 mesi dal tiraggio

4. separazione delle cellule per centrifugazione e conmservazione dei surnatanti a -20° C
5. campionamento delle corrispondenti bottiglie commerciali
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MONITORAGGIO DEL DNA DURANTE L'INVECCHIAMENTO:
RISULTATI (1)

Tempo (mesi) C1 C2
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MONITORAGGIO DEL DNA DURANTE L'INVECCHIAMENTO:
RISULTATI (2)

Protocollo per l'ottimizzazione dell’'amplificazione in Real-Time PCR

1. Pre-amplificatione in Real-Time PCR (conditioni e Primers)
2. Prodotti di pre-amplificazione usati come stampo per una successiva

amplificazione in Real-Time PCR

Delta Bnvs Cycle
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TRACCIABILITA’ DEL DNA:
INDIVIDUAZIONE DEL CEPPO DI LIEVITO

Tipizzazione del ceppo starter commerciale:
1. Amplificatione delle sequenze inter-0 (Legras and Karst, 2003)
2. Separazione dei frammenti in Elettroforesi Capillare
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=180 nt: degradazione del DNA
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CONCLUSIONI E SVILUPPI FUTURI

{Messa a punto di un protocollo per |'estrazione di DNA da vino

{pumante
Disegno di sonde molecolari per amplificare il DNA di lievito a livello
di genere/specie

1. “Uso dei Dynabeads”: metodo rapido e affidabile per
recuperare DNA amplificabile dal vino spumante;
* Calcolo della resa
* Analisi dello stato di degradazione

2. Approccio in Real-Time PCR: permette di individuare e
monitorare il lievito durante lI'invecchiamento.
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CONCLUSIONI E SVILUPPI FUTURI

<Bﬂlndividuare il ceppo di lievito che viene inoculato in

rifermentazione

1. Degradazione del DNA: individuata attraverso l'analisi dei profili delle
sequenze inter6 che mostrano un pool di frammenti della lunghezza
compresa tra 50 e1200 nucleotidi;

2. Nessuna corrispondenza tra il profilo genetico del ceppo starter commerciale

e quello del DNA estratto dalle bottiglie commerciali.
* Possibile contaminazione del ceppo strater con altri ceppi durante il “tirage”?
* Prodotti aspecifici di amplificazione?

Uso di un approccio polifasico per tracciare il ceppo di lievito
(Microsatelliti, MLST, etc.)




