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Studio di nuovi sistemi di
allevamento meccanizzabili.

Miglioramento genetico
tradizionale e selezione clonale.

Identificazione varietale attraverso tecniche
ampelografiche e di biologia molecolare per
il recupero del germoplasma viticolo e la
conservazione della biodiversita.

Effetti del cambiamento climatico sulla

maturazione e composizione delle uve.

Tecniche di gestione della chioma per
migliorare la composizione delle uve.
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Composizione della bacca rossa




Per comprendere gli effetti sulla maturazione e composizione dell’uva
del CAMBIAMENTO CLIMATICO e di TECNICHE

AGRONOMICHE utilizziamo un approccio integrato agronomico,
biochimico e molecolare.
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Approccio MULTIDISCIPLINARE
utilizzato nelle nostre ricerche

AGRONOMICO

BIOCHIMICO

MOLECOLARE

Analisi dati vegeto-produttivi durante Ila
maturazione e alla vendemmia, misura
dell’area fogliare e della fotosintesi...

Monitoraggio della maturazione della bacca,
accumulo di solidi solubili, analisi del pH e
acidita titolabile.

Analisi quanti- e qualitativa di antociani e
flavonoli via HPLC.

Attivita di enzimi coinvolti nella sintesi e/o
degradazione degli antociani.

Analisi di espressione genica su larga scala o di
geni specifici
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APPROCCIO MOLECOLARE

Sequenziamento del genoma di vite

Table 1| Global statistics on the genome of Vitis vinifera

(a) Assembly

Status Number N, (kb) Longest (kb) Size (Mb) Percentage of the
assembly
Contigs All 19,577 659 557 467.5 =
Supercontigs All 3,514 2,065 12,675 487.1 100
Anchored on chromosomes 191 3,189 12,675 335.6 68.9
Anchored on chromosomes 143 3,827 12,675 296.9 60.9
and oriented
(b) Annotation
Number Median size (bp) Total length (Mb) Percentage of the genome %GC
Gene 30,434 3399 2256 463 36.2
Exons CDS 149,351 130 33.6 6.9 445
Introns CDS 118,917 213 178.6 36.7 34.7
Intergenic 30,453 3,544 261.5 347 330
tRNA*® 600 73 0.04 NS 430
miRNAt 164 103.5 0.002 NS 359
(c) Orthology
Number of orthologous proteins ~ Mean identity (%)
P. trichocarpa 12,996 127
A. thaliana 11,404 65.5
0. sativa 9,731 59.8
Common to eudicotyledons} 10,547

Common to Magnoliophyta$ 8,121

Il genoma di Pinot Nero comprende circa 30000 geni.

Jaillon et al., 2007

* Transfer RNA (tRNA) values were computed on exons.

+Micro RNAs (miRNAs) are members of known conserved miRNA families.

} Eudicotyledons are represented by P. trichocarpa and A. thaliona

§ Magnoliophyta (most flowering plants) are represented by P. trichocarpa, A. thaliana and O. sativa

La conoscenza della sequenza nucleotidica di un gene di nostro interesse permette di s
estrarre 'RNA e o) verificare il suo grado di espressione in un determinato organo o
tessuto, in una specifica fase di maturazione.

DNA > RNA - espressione del gene
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Studi di espressione
genica su larga scala
(*“Whole genome”™
approach)

=) Microarray Analyses
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N
permettono di analizzare 1’espressione v(%
dell’intero trascrittoma di un tessuto o e
organo in una specifica condizione RNA S
: e
sperimentale q

Studi di espressione
di geni specifici
(“One-gene
approach’™)

permettono di analizzare 1’espressione di
geni candidati specifici in un tessuto o
organo in una specifica condizione




- ZAntociani

Biosintesi dei flavonoidi

Flavonoli

Gli antociani sono i pigmenti presenti nella buccia
delle varieta a bacca rossa, responsabili del colore

del vino.

"1

Anthocyanidin-3-

Sebbene incolori, i flavonoli contribuiscono alla
stabilita del vino fungendo da copigmenti per gli
antociani.

o JOH Glucosides R1 R2 K1
e | Cyanidin OH H | Flavonols R1 R2 R3
Oy 7 Rz Delphinidin oH  OH g o ” farol a H H
g B Peonidin OCH, H . J J asmplarn
|"- JGlrone-RY F"E!I.IJI_'IiI.’_iiI'I OCH, ©OH l-"-:l-"\‘.'_'-:r..\-'\_" I o hFL'._:' Ciuarcetin OH H H
OH Malvidin OCH, ©OCH, T Myricatin oH aH H
4 A i T 1T “m lsorhamnetin = OCH, H H
{-il B = ) A =, . a
"".A.'I:III 4 _:1 _.?' oH ¢ e ; ..:::I OH
= s "I flavonoli si trovano nella vite in forma di
A3 -Aoatyl G oumaneg -Laracy ]

; glucosidi, galattosidi e glucoronidi a seconda che
in posizione R3 si trovino gluocosio, galattosio o
acido glucuronico, rispettivamente.

Gli antociani derivano dalle antocianidine in
seguito alla condensazione di uno o piu gruppi
glicosidici e alla esterificazione con acidi (acetico
0 cumarico). In posizione R1 e/o R2 dell’anello
benzoico possono essere presenti gruppi
ossidrilici o metilici.

| flavonoidi sono metaboliti secondari che intervengono nella risposta
della pianta a stress di tipo biotico e abiotico. Sono sintetizzati nella via
di sintesi dei fenilpropanoidi da un precursore comune: la fenilalanjna.
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Biosintesi dei flavonoidi

Fenilalanina

VPAL —> StSyS
C4H, 4CL
Flavonoli CHS
Naringenin calcone iriceti
Quercetina g Miricetina
CHI
F3’H v F3’5’H
FLS Eriodictiolo <«— Naringenin flavanone —> Pentaidrossiflavanone
F3H | s YPBH ey J3H | FS
Diidroquercetina <&— Diidrokamferolo —> Diidromiricetina
DFR $| FLs J, DFR
Leucocianidina Leucodelfinidina
LDOX campferolo LDOX
. V.. \ 4
_ Cianidina Delfinidina
Antociani W UFGT -— MyB Al —_ UEGT

G O By o

l,onvuT OMTl' MalvidinateYGIc

Peonidina-0-Glc \ Petunidinaz;®:Glc
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Influenze del clima

« Temperature dell’aria

« Siress idrico

 Utilizzo di elicitori
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Effetti dell’innalzamento termico diurno
dall’invaiatura alla vendemmia sulla
Mmaturazione e il colore delle uve in Sangiovese

10 piante adulte in vaso uniformate per 2 trattamenti:
il numero di germogli e dei grappoli AT (alta temperatura, 6 piante)

BT (bassa temperatura, 6 piante)

T media T max T min aria
aria (°C) aria (°C) (°C)
AT
5010 222 36,0 8,2
BT 20,3 291 7.3
2012 AT 26,4 41,7 11,8
BT 213 35,0 10,1

ALMA MATER STUDIORUM ~ UNIVERSITA DI BOLOGNA
NON PUO ESSERE UTILIZZATO Al TERMINI DI LEGGE DA ALTRE PERSONE O PER FINI NON ISTITUZIONALI




ANALISI BIOCHIMICHE
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ANALIS| BIOCHIMICHE

N - e :
¢ Accumulo e composizione antocianica via HPLC
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Biosintesi dei flavonoidi

Fenilalanina

VPAL —> StSyS
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CHS
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Espressione nella buccia di VVMYBA, UFGT

e VvPrx31 ( perossidasi)

(Mean Normalized Expression, rispetto al gene costitutivo actina)
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A\ ATTIVITA" ENZIMATICA

Attivita enzimatica di UFGT (substrato: delfinidina) e
delle perossidasi nella buccia
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1o, Effetti di stress idrico in fase di invaiatura_sulla
- maturazione e il colore delle uve in Sangiovese

C (CoNtrollo)  ee—————— WS(stress idrico)

Stress idrico all’invaiatura
riduzione del 50% dell’apporto idrico
(2L/g vs 4L/g) e successivo re-watering

Evoluzione della traspirazione
< Water stresg

2

Litri al giorno
fud La i
2 B B

2

(=
=

Potenziale idrico del fusto C -0,7 Mpa WS -1,6 Mpa
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. Effetti di stress idrico in fase di invaiatura sulla

Risultati pre|iminari 2018 Espressione dei principali geni
coinvolti nella sintesi

_ LDOX
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Influenze delle techiche agronomiche

Effetti della defogliazione basale del germoglio
applicata in due fasi diverse sulla maturazione nella
cv. Sangiovese

Controllo (C) Defogliazione

Defogliazione pre-fioritura all’invaiatura (DI) —
(DPF) -> rimozione delle ¢ rimozione delle s foglie
foglie basali di ogni germoglio  basali di ogni germoglio

_ in pre-fioritura all’invaiatura I



Effetti della defogliazione in pre-fioritura (DPF) o
all’invaiatura (DI) sui componenti della produzione

Numero di grappoli/pianta

Produzione/pianta (kg) 6,3 a 44 b 5,5a

Peso del grappolo (g) 394 a 280 b 343 a
Peso dell’acino (g) 2,37 2,26 2,33
Numero di acini/grappolo 166 a 124 b 147 a
Danni da scottature 0.36 b 124 b 6.45 a
(% grappoli colpiti/pianta) ’ ’ ’

Sup fogliare/prod (m2 kg-) 06b 0,8 a 05b

Spessore della buccia (um) 232,3b 255,6a 223,8b
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Effetti della defogliazione pre-fioritura (DPF) o
% all’invaiatura (DI) su maturita tecnologica e
.-/ concentrazione di antociani e flavonoli alla vendemmia

°Brix 20,8 b 22,2 a 20,7 b

Acidita titolabile (g L) 7,6 a 6,8 b 6,7 b

pH 3,38 b 3,45 a 3,45 a

Flavonoli totali (mg g! buccia) 0,32b 0,71 a 0,67 a

Antociani totali (mg g-1 buccia) 4,87 ab 5,35a 4,33 b
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s7otudi di espressione genica su larga scala ("Whole genome approach”™)
AN Analisi del trascrittoma nelle bucce delle bacche di in C, DPF e DI in tre
stadi di maturazione.
Analisi delle componenti principali su tutto il trascrittoma.

® Fine invaiatura

o OC
/\ DPF
e DI
A

- | é Vendemmia
Pre-invaiatura S, |

ELINRT] = RARMSL] BN = B.EMFL} | ligma ey |

Lo stadio di fine invaiatura é risultato quello in cui vi & stato un maggiore
riarrangiamento del trascrittoma in seguito ad entrambi i trattamenti di
defogliazione, che hanno provocato un iniziale ritardo di maturazione.




; . Geni differenzialmente espressi in DPF e DI rispetto a
C nello stadio di fine invaiatura .

DPF DI
428 632 70
241 | 121 25
Geni differenzialmente / \ Geni differenzialmente
espressi in DPF rispetto a | espressi in Dl rispettoa C
C

Geni comuni a DPF e
DI e differenzialmente
espressi rispettoa C

| geni
. g . B carahydrate metabolic process B response 1o stress
differenzialmente = : .
. B callular aming acid and derivative metabolic process B cpcondary metabolic process
espreSSI sono cellular process signal transduction
Statl SUddIVISI In lipid metabolic process B transcriphion
CategOI‘le B metabolc process translation
fu nZionaIi_ B nucl spbase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process B transport
B photosynthesis biological process

B protein metabolic process regroduction

response to endogenous stimulus



Studi di espressione di geni specifici
“One-gene approach”) -> Real Time PCR

Le analisi Real Time hanno
mostrato che iIn entrambi |
trattamenti di defogliazione
I’espressione del principale gene
che presiede alla sintesi dei
flavonoli (FLS) e stimolata> gene
marker della defogliazione

FLS ™

(VIT_1850001g03470)

mg g buccia

182 211 219 227 250 266 0

Inizio invaiatura Fine invaiatura Vendemmia

Giorno giuliano

UDIORUM




~ Effetto dell’applicazione di elicitori sulla maturazione e
! i1z| sullaccumulo di antociani e flavonoli in uve di Sangiovese

LalVigne ™mature -

estratto 100% di lievito inattivato
(Saccharomyces cerevisiae)

v
contiene diversi composti che possono fungere da’

5

h

ELICITORI

composti della parete cellulare del lievito
(mannoproteine, $-1,3- e B-1,6-glucani e chitina);
composti della membrana plasmatica del lievito
(lipidi, steroli e proteine)

molecole in grado di stimolare
meccanismi di difesa della pianta attivando anche
la biosintesi di metaboliti secondari, come i
flavonoidi




Effetto dell’applicazione di LalVigne™ Mature

MATERIALE E METODI

La prova e stata condotta nel 2016 su piante di 7 anni appartenenti alla cv.
Sangiovese (clone 12T innestato su SO4) uniformate per numero di germogli
e di grappoli.

Le 2 tesi a confronto sono state:

- C: controllo, non trattato

- LVM: doppio trattamento con
LalVigne™ Mature a livello
della chioma e dei grappoli ad
inizio invaiatura e quando
I'invaiatura aveva raggiunto
circa il 70%

ALMA MATER STUDIOR



Effetto dell’applicazione di LalVigne™ Mature

CAMPIONAMENTO DEGLI ACINI

Le bacche sono state campionate dall’inizio dell’ invaiatura alla
vendemmia

-TO, subito prima del primo trattamento (A1) bacche verdi

Concentrazione - 1kg/ha
-T1, +48 ore dopo il primo trattamento bacchm v = \ l
Uy

ﬁ‘.' . Ll
7 A
e

b
= =
o

-T2, +48 ore dopo il secondo trattamento (A2)
-T3, + 7 giorni dal secondo trattamento

-T4, + 14 giorni dal secondo trattamento

-T5, vendemmia (solo per analisi biochimiche) = “‘

q.
|
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Effetto dell’applicazione di LalVigne™ Mature

ANALISI EFFETTUATE

v" Monitoraggio della maturita tecnologica (°Brix, pH, acidita)

ﬂ

- - - - 'l‘\ T

v’ Estrazione ed analisi quanti- =
qualitativa degli antociani via s
HPLC |

v Estrazione di RNA dalla buccia

|||||||||||||||

v' Analisi via Real Time PCR dei principali

geni coinvolti nella biosintesi degli
antociani
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Andamento solidi solubili (°Brix)

26 2016

—
24 4 —8—LVM

22

A2

=X

T T T L L T L T
1417 217 28/7 4/8 11/8 18/8 25/8 1/9 8/9

Andamento acidita titolabile

36 A1

8 il C
8 J—s— LVM

T L T T T T L T
14/7 2117 2817 4/8 11/8 18/8 25/8 1/9 8/9
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Effetto di LalVigne™ Mature

Accumulo di antociani durante la maturazione

e 2016

09 —e—LVM a

Antociani totali (mg g buccia)

¥ ]
147 211 287 4/8 11/8 18/8  25/8 119 8/9
data
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Effetto di LalVigne™ Mature

Espressmne dei principali geni coinvolti nella biosintesi
deqli antociani

18
] I o PAL1 2016
16 ] B c Phenylalanine
14 I Lvm l PAL
© 12_. Malonyl-Co-A_ Coumaroyl-Co-A
B CHS
N 10 -
. | Chalcones ]
£ 9
£ | cHi
= 'B ::
g “1 I Flavanones l
S | F3H
E | Dihydroflavonols |
Q d
5 | DFR
»
w | Leucoanthocyanidins |
| Lobox
) I Anthocyanidins I
14/7 217 28/7 4/8 11/8 18/8 2518 MYBA1-—-- > l UFGT

data | Anthocyanins I




Effetto dell’applicazione di LalVigne™ Mature

Espressmne dei principali geni coinvolti nella biosintesi
degli antociani

201 o DFR 2016

Phenylalanine
PAL

Malonyl-Co-A Coumaroyl-Co-A
CHS

I Chalcones ]
l CHI

I Flavanones l
1 F3H

| Dihydroflavonols |
| DFR
| Leucoanthocyanidins |

| Lobox
I Anthocyanidins I

MYBA1-——-> | UFGT
Anthocyanins I

Espressione normalizzata

I T
14/7 2107 287 4/8 11/8 18/8 25/8
data I




Effetto dell’applicazione di LalVigne™ Mature

Espressmne dei principali geni coinvolti nella biosintesi
degli antociani
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Effetto dell’applicazione di LalVigne™ Mature

Espressmne dei principali geni coinvolti nella biosintesi
degli antociani

34 - TO UFGT 2016 Phenylalanine
32 ] - c a PAL
301 LV™M
2.8 o Malonyl-Co-A Coumaroyl-Co-A
g 26 ——{cHs
N 2.4 -
L I Chalcones ]
w <]
£ 20 l CHI
[ 4
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@ 1.6 7 lF:sH
o 144 A2 b
Tmn 1.2 - L | Dihydroflavonols |
4 [1] EB} . . | DFR
W 06 A1 b a | Leucoanthocyanidins |
0.4 l b | Lpox
0.2 1 I Anthocyanidins I
D.D -1 T | T
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Conclusioni

La prova ha mostrato che I'applicazione di LalVigne™ Mature
e in grado di incrementare la sintesi degli antociani in

Sangiovese

in correlazione con una maggiore espressione dei geni che

intervengono nella loro biosintesi,

senza influenzare la maturita tecnologica.
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