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Introduzione

La vite € una pianta di notevole interesse commerciale. Il processo di maturazione dell’'uva e la produzione di
metaboliti secondari & di fondamentale importanza per la qualita del vino che viene prodotto. Sebbene fino ad
alcuni anni fa si riteneva che per ottenere un buon vino si dovesse curare principalmente il lavoro in cantina,
recentemente la qualita della materia prima ha acquisito sempre maggiore importanza. Infatti da pochi anni a
guesta parte si € constatato che per ottenere un prodotto qualitativamente elevato occorre dedicarsi con
attenzione anche alle attivita in vigna. In questo senso, la sanita delle uve, la giusta maturazione e gli
equilibrati contenuti dei composti chimici all'interno dell’acino, rappresentano le premesse per ottenere un
vino eccellente. | fattori che influenzano la coltivazione di un vigneto sono certamente legati al territorio, al
suo clima e alle pratiche attuate dall’'uomo. Di primaria importanza per ottenere vino di elevata qualita ¢ il
vitigno; € infatti il genotipo dello stesso che si deve integrare perfettamente nell’'ambiente per poter esprimere
al meglio tutte le sue peculiarita e per poter dare, alla fine, un ottimo prodotto. Un fattore che permette di
ottenere ottime uve, e quindi vini di buona qualita, € il tipo di territorio in cui si fa crescere la vite. Ad esempio,
e possibile ottenere uve di qualita migliore in collina piuttosto che in pianura. La modalita di giacitura in
collina, infatti, assicura un miglior drenaggio, un maggior impatto dei raggi solari e di conseguenza una miglior
maturazione dei frutti rispetto a quanto non avvenga in pianura. Anche il suolo riveste un’importanza notevole
nell’influenzare il carattere di un vino. Un terreno ciottoloso assicura il drenaggio dell’acqua e quindi una
buona maturazione delle uve. Il vino che risultera sara ricco in sali minerali, in colore e avra alta gradazione. |
terreni sabbiosi permettono la produzione, invece, di vini scarichi di colore e di estratto. Non meno importante
e anche la composizione del terreno. L'azoto influisce sull'ottenimento di uve di buona qualita, dato che, solo
in carenza di questo elemento si ottengono ottimi vini. In Veneto esistono due principali tipi di allevamento. La
pergola € caratterizzata da un carico maggiore di produzione ma ha il difetto che il grappolo rimane
prevalentemente in ombra. Questa tecnica colturale si & diffusa in Veneto tra gli anni ‘50 e i primi anni '90;
tuttavia oggi, che le esigenze sono cambiate, I'allevamento della pergola € sempre piu limitato ed & stato
sostituito dalla spalliera. Questa & caratterizzata da un numero maggiore di piante per ettaro, da una maggior
superficie fogliare e da una migliore esposizione solare che determinano una migliore qualita delle uve.

La maturazione della bacca si divide in tre fasi: la prima - dall'allegagione alla pre-invaiatura — €
caratterizzata da un flusso di metaboliti di tipo xilematico e da un accumulo nella buccia di acidi organici.
L'invaiatura € caratterizzata dal cambiamento di colore della buccia e dal’lammorbidimento della polpa. Nel
terzo stadio di maturazione — dall'invaiatura alla raccolta - si ha un flusso di tipo floematico e un accumulo di
zuccheri, sostanze volatili e altri metaboliti secondari che determinano I'aroma del vino. Queste sostanze
odorose che vengono accumulate possono essere classificate in aromi primari, secondari e terziari. Gli aromi
primari dell’'uva sono contenuti nella buccia e nella polpa dell’acino. Responsabili di questi odori sono dei
composti chimici, detti oli essenziali, di natura complessa appartenenti alla categoria dei terpeni. Si tratta di
sostanze poco solubili in acqua, ma la loro solubilita e favorita della presenza degli zuccheri. Per tale ragione
le uve aromatiche sono solitamente quelle piu zuccherine. Gli aromi secondari, invece, si originano durante
la fermentazione e derivano da sostanze proteiche presenti nell'uva che si scindono in aminoacidi e
successivamente in ammoniaca e alcoli. Gli aromi terziari, infine, si formano durante I'invecchiamento del
vino e sono dovuti a reazione di ossidazione, acetalizzazione ed esterificazione. Queste reazioni apportano
odori intensi e gradevoli. Durante la maturazione oltre a composti determinanti 'aroma e il colore della bacca

vengono prodotte anche sostanze molto importanti per la difesa del frutto tra cui una delle piu note é il



resveratrolo (trans-3,4,5 triidrossistilbene). Alcuni vini, come '’Amarone e il Recioto, richiedono un processo
successivo alla maturazione dell’'uva chiamato appassimento: dopo la raccolta, che solitamente avviene tra
settembre ed ottobre, i grappoli vengono lasciati appassire fino a gennaio su graticci di canne di bambu
(aréle, in dialetto veronese) o in cassette di plastica che consentono una piu agevole pulizia e sterilizzazione.
Durante questo periodo l'uva € soggetta a trasformazioni di natura fisica, chimica, biochimica e biologica che
modificano profondamente la sua composizione, influenzando in maniera decisiva le caratteristiche dei vini
che ne derivano. La disidratazione fa diminuire fortemente le rese in mosto (aumentando quindi i costi) ma
favorisce la struttura del prodotto e la sua gradazione alcolica (che deve essere di almeno 14 gradi),
arricchendolo di sensazioni particolari al naso ed al palato.

Il vitigno Corvina Veronese, descritto nella zona sin dai primi anni dell’800, si caratterizza per una buona
vigoria, con una produzione media e non sempre costante. E’ caratterizzato da scarsa fertilita delle gemme
basali, grappolo medio, piramidale, alato e compatto. E’ un vitigno mediamente rustico, adatto ai terreni piu
leggeri e a quelli meglio esposti. Consente di ottenere vini di colore rosso rubino pill 0 meno intenso, con
sapore acidulo, un po’ tannico, mediamente corposo e abbastanza duraturo. E' adatto anche
all’'appassimento, in particolare il biotipo “gentile”, cioé la Corvina con acino mediamente piu piccolo del

normale.

Obiettivi del progetto di ricerca

Lo studio della variazione del trascrittoma durante un processo fisiologico & di fondamentale importanza per
identificare quali geni vengono differenzialmente espressi e per approfondire I'analisi delle vie di induzione e
di trasduzione del segnale che regolano il processo in esame. Le principali tecniche di indagine del profilo di
espressione su larga scala sono I'analisi AFLP-TP e I'analisi microarray. L’applicazione della tecnica AFLP-
TP per identificare geni non ancora noti che sono coinvolti nel processo in esame & particolarmente utile per
lo studio di piante quali la vite, il cui genoma non €& ancora sequenziato. L'analisi microarray permette di
analizzare I'espressione genica molto piu rapidamente, di conseguenza verra utilizzata per lo studio dei geni
differenzialmente espressi durante la maturazione e l'appassimento della bacca di vite nei campioni
provenienti da venti differenti vigneti. Questi ultimi sono stati scelti nel’lambito delle aziende viticole di
proprieta delle case vinicole aderenti all’Orvit, oppure in quelle convenzionate, appartenenti a due zone
diverse, I'area DOC Valpolicella (“classica” e “allargata”) e I'area del Soave (classica e area di Colognola).
Inoltre sono stati selezionati alcuni vigneti che fanno parte del progetto di zonazione del Bardolino. L'analisi
dei geni differenzialmente espressi durante la maturazione e I'appassimento di uve provenienti da diversi
vigneti, mediante AFLP-TP e microarray, fornira degli strumenti molecolari per monitorare i processi in
esame e permettera di identificare vigneti potenzialmente in grado di produrre uve di elevato valore

gualitativo.



Risultati

Durante i primi sei mesi di attivita sono stati preparati i campioni per le analisi microarray e sono state
analizzate le variazioni trascrizionali durante la maturazione e I'appassimento della bacca, utilizzando come
iniziale approccio d'indagine la metodica AFLP-TP.

Sono state campionate le uve provenienti da venti vigneti situati in tre diverse zone della provincia veronese. |
vigneti col vitigno Corvina veronese, possibilmente clone ISV CV 48, sono stati scelti nellambito delle
aziende viticole di proprieta delle case vinicole aderenti all’Orvit, oppure in quelle convenzionate o che fanno
parte del progetto di zonazione del Bardolino. | campioni raccolti differiscono tra loro per la zona di
provenienza, che puo variare tra I'area DOC Valpolicella (“classica” e “allargata”), I'area del Soave (classica e
area di Colognola) e quella del Bardolino (figura 1).
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Il Dott. Corazzina ha organizzato i campionamenti selezionando le aziende da coinvolgere nel progetto,
mantenendo i contatti con gli enologi e coordinando i vari tecnici viticoli. | vigneti scelti sono omogenei e di
almeno 6-7 anni di vita. All'interno del vigneto si & mirato agli obiettivi produttivi DOC, senza I'eccedenza del
20% e sono stati svolti controlli prevendemmiali capillari e, se possibile, la vinificazione.



Il Dott. Corazzina ha condotto personalmente i campionamenti raccogliendo circa 400-450 bacche intatte, che
sono state consegnate ai laboratori di Biotecnologie Genetiche e Genetica Agraria dell’'Universita di Verona
per le relative analisi. Da ogni vigneto sono stati raccolti tre campioni durante la maturazione dell’'uva, da
agosto a settembre. Le uve provenienti da otto dei suddetti vigneti sono state campionate anche durante la
surmaturazione, da ottobre a dicembre. Tutti questi campioni sono stati quindi processati in funzione delle
analisi microarray e metabolomiche. Inoltre per le uve provenienti da dodici dei suddetti vigneti & stato
possibile condurre anche esperimenti di microvinificazione.

In particolare, a partire dal 2 agosto (fase di inizio dell'invaiatura) e con scadenza di circa 20-30 giorni, € stato
effettuato il prelievo di bacche intatte raccolte nei diversi vigneti per un totale di 6 campionamenti (figura 2). |
campioni sono stati preparati eliminando i vinaccioli, separando polpa e buccia e congelando
immediatamente in azoto liquido. | campioni vengono conservati a —80°C.

Inoltre per tutti i campioni sono state condotte delle analisi sui metaboliti in collaborazione con I'Unione

Italiana Vini.
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Oltre al luogo di provenienza, i diversi campioni possono differire per tipo di allevamento, terreno e altitudine
(tabella 1).

| metodi di allevamento piu comunemente usati sono la spalliera e la pergola. Inoltre il diverso tipo di terreno
e la differente altitudine delle zone dalle quali provengono i campioni possono influenzare la qualita dell’'uva
prodotta. Le analisi metabolomiche e di trascrittomica consentiranno di correlare le differenze nella qualita
dell'uva con la produzione di metaboliti peculiari.



azienda localita altezza terreno allevamento
Area Soave
Caloini Colognola 120 ml s.m terreno argilloso, mediamente calcareo, spalliera, Guyot
Rama lllasi 170 ml s.m. terreno argilloso, calcareo spalliera, Guyot
Anselmi lllasi 230 ml s.m. terreno argilloso, molto calcareo, pergola VR doppia
Solfa Mezzane 80 ml s.m terreno argilloso, mediamente calcareo pergola VR doppia
Danzi Mezzane 250 ml s.m. terreno argilloso, molto calcareo, pergola VR doppia
pergola TN
Aldegheri Marcellise 250 ml s.m. terreno argilloso, molto calcareo, semplice
Pasqua Montorio 130 ml s.m terreno mediamente argilloso, calcareo spalliera, Guyot
Area Valpolicella
130 ml
Faettini Arbizzano  s.m., terreno argilloso, mediamente calcareo pergola TN doppia
Logica Negrar 150 ml s.m. terreno argilloso, mediamente calcareo pergola TN doppia
Masi Negrar 250 ml s.m. terreno argilloso, mediamente calcareo spalliera,Guyot
Villa Spinosa Negrar 170 ml s.m. terreno mediamente argilloso, calcareo spalliera, Guyot
200 ml
Avv. Clementi Valgatara s.m., terreno argilloso, mediamente calcareo pergola TN doppia
Borghetti Marano 450 ml s.m terreno mediamente argilloso, calcareo spalliera, capovolto
S. Pietro
Az. Pule Inc. 100 ml s.m terreno mediamente argilloso, poco calcareo spalliera, Guyot
Area Bardolino
terreno leggermente argilloso, mediamente
Boni Affi 120 ml s.m. calcareo pergola TN doppia
terreno leggero, ricco di scheletro, mediamente
Az. GIV Cavaion 120 ml s.m. calcareo pergoletta doppia
Zeni Bardolino 100 ml s.m. terreno di medio impasto, leggero, poco calcareo  spalliera,Guyot
terreno leggero, ricco di scheletro, mediamente
Raval Bardolino 90 ml s.m. calcareo pergoletta doppia
terreno leggero, ricco di scheletro, mediamente
Cinquetti Sona 100 ml s.m. calcareo pergoletta doppia
Sommacam
Villa Medici  p. 100 ml s.m. terreno sabbioso, ricco di scheletro, poco calcareo spalliera,Guyot

Tabella 1.
Elenco dei campioni d’uva raccolti durante il 2005

Dai campioni suddetti, separati in buccia e polpa e conservati a -80°C, & stato estratto I'RNA totale.

Dato il tipo di materiale, particolarmente ricco in polifenoli e polisaccaridi, non € stato possibile estrarre 'RNA
con i metodi classici e pertanto & stato necessario utilizzare il metodo del sodio perclorato. L'RNA & stato
precipitato differenzialmente in cloruro di litio e ne é stata controllata la qualita su gel di agarosio. Inoltre
I'RNA estratto € stato quantificato spettrofotometricamente, misurandone anche il rapporto tra le relative
assorbanze a 260 ed a 280 nm al fine di stimarne il grado di purezza. Le polpe e le bucce sono state trattate
separatamente per unire in seguito quantita uguali di RNA. L’'RNA ottenuto verra utilizzato per le successive
analisi microarray che permetteranno di analizzare, in modo relativamente veloce, i campioni provenienti da

aziende diverse allo scopo di individuare i geni regolati durante la maturazione della bacca




indipendentemente dal fattore ambientale e, correlando i risultati di espressione con i dati metabolici, di
identificare i geni chiave responsabili di particolari caratteristiche qualitative del vino.

Parte dei campioni infatti € stata consegnata all’'Unione Italiana Vini per le analisi metabolomiche, descritte in
tabella 2.

PARAMETRI CARATTERISTICI DEGLI ASPETTI QUALITATIVI/SENSORIALI (ODORE, COLORE, SAPORE)

Titolo alcolometrico volumico

Zuccheri riduttori

Estratto

Ceneri

Alcalinita delle ceneri

Acidita totale

Acidita volatile

Acidi organici: acido citrico, tartarico, lattico, malico, succinico, piruvico

Glicerina

Anioni: cloruri, nitrati, fosfati, solfati

Metalli alcalini e alcalino-terrosi: potassio, sodio, magnesio, calcio

Componenti volatili: alcoli superiori, aldeidi, esteri, composti terpenici

Composti fenolici: polifenoli totali, antociani, catechine, proantocianidine, acidi
idrossicinnammici e fenolici, lattoni, trans e cis-resveratrolo

PARAMETRI CARATTERISTICI DELLA ORIGINE/GENUINITA

Analisi isotopiche: RMN, Delta-13-carbonio, Delta-18-Ossigeno

Metalli: alluminio

PARAMETRI CARATTERISTICI DEGLI ASPETTI IGIENICO/SANITARI

Anidride solforosa libera e totale

metanolo

Inquinanti inorganici: derivati cianici, metalli alcalini e pesanti

Inquinanti organici: ocratossina A, pesticidi

Tabella 2. Elenco dei parametri metabolici in esame

L'analisi AFLP-TP (Amplified Fragment Length Polymorfism-Transcript Profiling) € una tecnica molto potente
che permette di effettuare I'analisi dell'intero trascrittoma di organismi il cui genoma non € stato ancora
sequenziato. E’ una tecnica sensibile e riproducibile che, rispetto ad altri metodi per I'analisi dell'espressione
genica, possiede il vantaggio di non richiedere informazioni di sequenze precedenti, permette di identificare
nuovi geni e di fornire una quantitativa espressione di profili. In questo progetto €& stata utilizzata I'analisi
AFLP-TP con lo scopo di identificare un set di geni la cui espressione viene specificamente modulata nel
corso della maturazione degli acini d’'uva. La tecnica AFLP-TP permette di generare, da frammenti di RNA,
frammenti di cDNA marcati che vengono poi analizzati, separandoli su gel di poliacrilammide (Figura 3).

La preparazione dei campioni che devono essere analizzati con la tecnica dellAFLP-TP prevede: la sintesi e
purificazione di cDNA doppio filamento; due tagli enzimatici eseguiti utilizzando gli enzimi di restrizione BstYI
e Msel, separati da un passaggio per separare i frammenti di cDNA biotinilati all@stremita 3@da quelli non
biotinilati impiegando delle "Dynabeads" che si aggiungono al cDNA; la ligazione di adattori la cui funzione e
guella di fungere da siti di appaiamento per i " primer"; I'amplificazione selettiva dei cDNA mediante PCR. |

frammenti di cDNA amplificati vengono separati su un gel di poliacrilammide al 6%, che viene essiccato su un



foglio di carta Whatman 3MM. Per rilevare i profili di espressione si impressiona una lastra fotografica,

dopodiche si tagliano dal gel i frammmenti d'interesse e si eluiscono in 100m di H,O.
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Parallelamente al progetto ORVIT presso i laboratori di Biotechologie Genetiche e Genetica Agraria sono in
corso alcuni esperimenti preparatori alla comprensione dei processi di maturazione e surmaturazione della
bacca. Di seguito vengono riproposti i risultati che si integrano perfettamente e omogeneamente nel progetto
Orvit.

Per l'analisi delle variazioni trascrizionali durante la maturazione e l'appassimento della bacca di uva
utilizzando la metodica AFLP-TP, sono stati utilizzati undici campioni raccolti da giugno a dicembre 2003
(figura 4). | primi quattro campioni riguardano la fase di maturazione, piu precisamente dalla post-allegagione
alla raccolta. | rimanenti sette si suddividono tra appassimento sulle “arele”, campionati da ottobre a dicembre
e appassimento in pianta, terminato a novembre per I'impossibilita di estrarre 'RNA dai campioni successivi,

eccessivamente danneggiati.
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Per ogni campione sono stati eliminati i vinaccioli e sono state congelate separatamente polpa e buccia. E’
stato estratto 'RNA mediante il metodo del sodio perclorato. Le polpe e le bucce sono state trattate
separatamente per unire in seguito quantita uguali di RNA. | campioni relativi all'appassimento sono stati
analizzati anche mantenendo separate le polpe dalle bucce. | campioni sono stati processati per la
produzione di cDNA e digeriti con gli enzimi di restrizione BstYl e Msel. In seguito sono stati ligati gli
adattatori su cui sono stati disegnati i primer per le due reazioni di amplificazione di PCR successive. La
seconda reazione di PCR ¢ stata eseguita utilizzando primer con tre basi selettive, per un totale di 128
combinazioni di primer. | prodotti di PCR sono stati infine

separati  su gel di poliacrilammide al 6% e \visualizzati su lastra  fotografica.
La tecnica é stata validata ripetendo la preparazione del cDNA, la reazione di pre-amplificazione e verificando

che i profili di espressione sono riproducibili (figura 5).
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L'analisi AFLP-TP ¢ stata svolta per 50 delle 128 delle combinazioni di primer totali. | profili delle bande
corrispondenti a trascritti differenzialmente espressi sono stati annotati tramite ispezione visuale ed i
frammenti interessanti sono stati isolati dal gel. Sono stati scelti i geni che risultavano modulati in almeno due

stadi di maturazione per evitare di selezionare bande poco significative.

Sebbene I'analisi AFLP-TP sia una tecnica particolarmente laboriosa e abbia richiesto molto tempo, € stata
necessaria per poter identificare geni ignoti putativamente coinvolti nei processi di maturazione e
appassimento e per fornire, quindi, nuovi strumenti molecolari per lo studio di questi processi. Infatti
l'isolamento dei frammenti ritenuti interessanti, il loro sequenziamento e la ricerca per omologia di sequenza
in banca dati costituiscono il punto di partenza per una analisi piu approfondita delle complesse interazioni
molecolari e biochimiche che prendono parte al processo di maturazione e surmaturazione dell'uva. | geni
verranno utilizzati per produrre un vetrino microarray che servira per validare i dati AFLP-TP.



