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ABSTRACT (italiano)

TITOLO DEL PROGETTO: Ripristino della biodiversita delle popolazioni di lieviti
autoctoni in vigneto nel Conegliano Valdobbiadene per una enologia ecosostenibile che riduca
["uso di solfiti e di lieviti selezionati non autoctoni (BIODILIEVITI)

Nell’ambito dello sviluppo sostenibile c’¢ un forte interesse ad introdurre tecniche di
biocontrollo in agricoltura. Infatti ¢ chiaro ormai che 1’utilizzo massiccio di prodotti chimici abbia
una forte influenza sul microbiota ambientale. In questo contesto si inserisce 1’obiettivo del progetto
BIODILIEVITI, ovvero il ripopolamento del vigneto con ceppi di lievito autoctoni appartenenti alla
specie enologica Saccharomyces cerevisiae e lo studio del loro impatto sulla biodiversita microbica
e sulla qualita dei vini prodotti.

Un ripopolamento con ceppi autoctoni, scelti in base alle caratteristiche tecnologiche, non
solo pud contribuire al mantenimento della biodiversita ambientale, ma permette produzioni
enologiche a partire da vinificazioni spontanee ¢ alla riduzione o eliminazione dell’uso dei solfiti in
cantina. Il progetto prevede I’impiego di lieviti (selezionati in precedenti studi) isolati nella
medesima area vitivinicola in cui si trovano i vigneti utilizzati per il ripopolamento.

L’attivita sperimentale si e svolta nel corso di due annate agrarie, in cui nella primavera, in
corrispondenza del germogliamento delle viti, si & spruzzata sui tralci, mediante atomizzatore
manuale, una miscela di cinque lieviti Saccharomyces cerevisiae, prelevati da una ampia collezione
di ceppi con buone proprieta enologiche isolati durante precedenti sudi nel territorio della DOC.
Durante la stagione sono stati fatti vari prelievi dalle viti per monitorare 1’evoluzione dei lieviti
inseriti rispetto alla popolazione naturalmente presente. Alla vendemmia sono state condotte delle
microvinificazioni spontanee per verificare 1’effettiva presenza in vinificazione dei ceppi introdotti
e la loro capacita di colonizzare il mosto in fermentazione. I risultati ottenuti dimostrano che non é
facile per i lieviti introdotti colonizzare 1’ambiente, nonostante nel secondo anno, visto i dati del
primo inoculo, la quantita di lieviti introdotta sia stata incrementata di 100 volte.

Dalle attivita condotte nell’ambito del progetto BIODILIEVITI € dai risultati ottenuti e possibile trarre
alcuni importanti conclusioni che aprono uno scenario ricco di informazioni e suggerimenti in vista
di interessanti prospettive applicative. In particolare:



v | vigneti della DOCG Prosecco di Conegliano—Valdobbiadene sono generalmente poveri di
lieviti autoctoni naturali. Questo fatto ¢ confermato all’interno del progetto dalla quasi
assenza di lieviti nel vigneto biologico, che aveva solo tre anni di “vita” e che non era stato
praticamente ancora colonizzato dai lieviti “ambientali”.

v E’ presente un forte inquinamento di lieviti commerciali, legato al loro ampio utilizzo nelle
cantine della zona.

v" Non ¢ facile riuscire ad insediare un numero importante (tecnologicamente efficace) di
lieviti sulle viti in campo.

v' L’andamento climatico delle due stagioni utilizzate per la sperimentazione, che & stato
anomalo, per motivi diversi, per entrambe le annate, puo avere influito negativamente sulla
capacita di colonizzazione e persistenza dei lieviti.

v Le prove di inoculo hanno probabilmente bisogno di essere valutate ulteriormente per
quanto riguarda le modalita e le tempistiche.

v" Vale la pena comunqgue di sottolineare che, tenuto conto di quanto esposto sopra (scarsa
presenza di lieviti autoctoni e inquinamento da lieviti commerciali), un intervento di
disseminazione (o “ripopolamento”) di lieviti buoni fermentatori, provenienti dai vigneti
della DOCG, non pud che avere un effetto positivo sul ristabilimento di una situazione
microbiologica piu vicina a quella che era presente negli stessi vigneti in tempi passati.

v'In prospettiva, questo tipo di approccio potra essere testato anche per immettere in vigneto,
insieme ai lieviti, anche dei microrganismi efficaci per il biocontrollo dei parassiti e
patogeni delle viti.

v Da una indagine condotta nel presente progetto, il consumatore medio di Prosecco € molto
attento agli aspetti che legano il vino al territorio in cui viene prodotto, avvalorando percio
il significato del presente studio

ABSTRACT (English)

PROJECT TITLE: Restoring biodiversity of populations of native yeasts in the vineyard in the
Conegliano Valdobbiadene area for a sustainable wine production that reduces the use of sulfites
and non-indigenous yeasts (BIODILIEVITI)

In the context of sustainable development, there is a strong interest to introduce biocontrol
techniques in agriculture. Indeed, it is now clear that the massive use of chemicals has a strong
impact on the environmental microbiota. In this context the aim of the project BIODILIEVITI deals
with restocking of the vineyard with indigenous yeast strains belonging to the species
Saccharomyeces cerevisiae and with the study of their impact on microbial biodiversity and on the
quality of the wines produced.



Repopulation with indigenous strains, selected according to their technological characteristics, not
only can help to maintain environmental biodiversity, but also allows wine production by
spontaneous fermentations and reduces or eliminates the use of sulphites in wine cellar. The project
involves the use of yeasts (selected during previous studies) isolated in the same wine region in
which the vineyards for restocking are located.

The experiments took place during two agricultural years. In the spring, at the budding stage of the
vines, a mixture of five yeast Saccharomyces cerevisiae, taken from a large collection of enological
strains isolated during previous works in the territory of the DOC region, was sprayed on the vines,
through a manual atomizer. During the season several samplings were done from the vines to
monitor the evolution of the introduced yeasts with respect to those of the natural microbiota. At
harvest, spontaneous microvinifications were carried out to verify the actual presence of the strains
introduced and their ability to colonize the must during fermentation. The results obtained
demonstrate that it is not easy for introduced yeast to colonize the environment, even though in the
second year, having considered the data of the first inoculation, the amount of yeast to be
introduced was increased by 100 times.

The activities conducted under the project BIODILIEVITI and the results obtained can allow to
draw some important conclusions that open up a scenario full of information and suggestions for
interesting application perspectives. In particular:

v’ The vineyards in the Prosecco di Conegliano-Valdobbiadene DOCG area are generally poor
in natural indigenous yeasts. This fact is confirmed by the near absence of yeasts in organic
vineyard, which was only three years old and that was not colonized by "environmental
yeasts.

v A strong pollution of commercial yeasts is present, linked to their wide use in local wineries.

v It is not easy to establish a large number of yeasts (technologically effective) on the vines in
the vineyards.

v The weather during the two seasons used for experimentation was particularly anomalous
hence, it could have had a negative impact on the ability of colonization and persistence of
the introduced yeasts.

v The inoculation experiments probably need to be further evaluated with regard to methods
and timing of application

v It is worth to point out however that in view of the above consideration (under-
representation of indigenous yeasts and pollution from commercial yeast), an intervention of
dissemination (or "re-stocking™) of good enological yeasts, isolated from the vineyards of
the DOCG, can have a positive effect on the re-establishment of a microbiological situation
closer to that which was present in the same vineyards in the past.

v' As a perspective, this type of approach can also be tested to introduce in the vineyard,
together with the yeasts, other microorganisms useful for the biocontrol of pests and
pathogens of the vines

v From a survey conducted in this project, the average consumer of Prosecco is very interested
to the aspects that link the wine to the territory in which it is produced, thus corroborating
the significance of this study.



RELAZIONE TECNICO-SCIENTIFICA FINALE (sintetica)

Nell’ambito dello sviluppo sostenibile ¢’¢ un forte interesse ad introdurre tecniche di biocontrollo in
agricoltura. Infatti € chiaro ormai che I’utilizzo massiccio di prodotti chimici abbia una forte
influenza sul microbiota ambientale. In questo contesto si inserisce 1’obiettivo del progetto
BIODILIEVITI, ovvero il ripopolamento del vigneto con ceppi di lievito autoctoni appartenenti alla
specie enologica Saccharomyces cerevisiae e lo studio del loro impatto sulla biodiversita microbica

e sulla qualita dei vini prodotti.

Un ripopolamento con ceppi autoctoni, scelti in base alle caratteristiche tecnologiche, non
solo pud contribuire al mantenimento della biodiversita ambientale, ma permette produzioni
enologiche a partire da vinificazioni spontanee e alla riduzione o eliminazione dell’uso dei solfiti in
cantina. Il progetto prevede I’impiego di lieviti (selezionati in precedenti programmi di ricerca)

isolati nella medesima area vitivinicola in cui si trovano i vigneti utilizzati per il ripopolamento.
Di concerto con il Consorzio di Tutela la prima fase dei lavori ha riguardato:

- coordinamento del gruppo di ricerca in funzione delle necessita scientifiche e della tipologia
di corpi aziendali presso i quali effettuare le indagini e la raccolta del materiale biologico idoneo

alla ricerca;

- supporto in fase di sopralluogo attraverso un’opera di sensibilizzazione aziendale al fine di

segnalare il metodo di lavoro adottato dal pool di ricerca

- effettuazione dei primi comunicati stampa sull’argomento ed interazione con il territorio al

fine di dare un sounding nell’area collinare sulle potenzialita e gli obiettivi che la ricerca si propone.

La scelta dei siti per lo studio € quindi caduta su due vigneti nell’area di produzione del
Prosecco di Conegliano—Valdobbiadene DOCG, uno gestito con tecniche agronomiche
convenzionali e uno con tecniche biologiche. Per ciascuno dei due siti é stato individuato un filare

(30 piante) da trattare coi lieviti ed uno da usare come controllo non trattato.



Si é proceduto quindi alla valutazione della biodiversita autoctona dei ceppi di
Saccharomyces cerevisiae presenti nei due vigneti mediante campionamento di grappoli e tralci

sui filari individuati (FIGURA 1).

Figura 1. Campionamento di lieviti in vigneto da tralcio (sopra) e da grappolo (sotto)

I grappoli raccolti in vigneto sono stati trasferiti in laboratorio dove sono stati schiacciati
manualmente ed aggiunto ad ogni campione glucosio/fruttosio e anidride solforosa per favorire lo
sviluppo di lieviti appartenenti al genere Saccharomyces, i quali sono piu resistenti alla SO, rispetto
agli altri lieviti (apiculati) che, molto piu presenti in vigneto, generalmente dominano la prima fase
delle fermentazioni spontanee. | frammenti di corteccia asportati dai tralci sono stati invece immersi



in mosto sintetico addizionato con anidride solforosa. | campioni cosi allestiti sono stati lasciati
fermentare spontaneamente (FIGURA 2). Sulla base del calo in peso € stato determinato il grado

alcolico e sono stati poi raccolti e caratterizzati 10 lieviti per ogni campione tra quelli

fenotipicamente riferibili al genere Saccharomyces.

Figura 2. Fermentazioni in laboratorio di singoli grappoli (sinistra) e di frammenti di tralci (destra)

L’identificazione tra gli isolati raccolti dei lieviti appartenenti al genere Saccharomyces &
stata effettuata mediante analisi genetica (multiplex PCR). Il metodo prevede la possibilita di
discriminare rapidamente questo gruppo di lieviti rispetto agli altri presenti in ambiente enologico

in un unico passaggio.

Dall’analisi genetica 89 isolati sono risultati appartenenti al genere Saccharomyces, tutti
provenienti dal vigneto convenzionale (37 dai grappoli e 52 dai tralci). L’analisi del DNA
mitocondriale ha indicato la presenza di 9 diversi profili genetici, corrispondenti a 9 ceppi

(=individui) diversi.

Prima di procedere con I’introduzione dei lieviti autoctoni € stata fatta una quantificazione di
lieviti e batteri totali su alcuni campioni di tralcio provenienti dai due vigneti, che ha dato i risultati
riportati in FIGURA 3.



Vigneto Campione Lieviti Batteri

(cell'g) (cellg)
Biologico 11LB 6.8x10° 5,7x108
31LB 9,2x106 5,0x108
20NB 1,2x107 4,4x108
Convenzionale 10LC 1,4x103 1.8x107
30LC 9,1x103 2,3x107
2INC 5.4%107 1,2x107

Figura 3. Tabella che riporta i valori di lieviti e batteri presenti sui tralci nei vigneti prima dell’intervento di inoculo

(cellule/g tralcio, peso secco)

Si e quindi proceduto alla scelta dei ceppi di lievito da introdurre in vigneto, scegliendoli
all’interno della vasta collezione di ceppi autoctoni provenienti dalla zona della DOCG in possesso
del gruppo di ricerca. Si e deciso di utilizzare un pool di 5 ceppi, tra quelli dotati di migliori

caratteristiche enologiche, i cui tratti salienti sono riportati in FIGURA 4.

Vigore Durata Potere

Resistenzaa Resistenzaa Resistenzaa z P 2 Produzione di Carattere
CEPPO SO (me/1 CuSO0s (UM etanolo (%vol fermentativo fermentazione schiumogeno HaS Killer
2 (mg/1) s (M) (%ovol) | (5/100mi) (giorni) (mm) 2
P 2834 100 200 13 14 15 10 medio-bassa K
P234.15 <50 400 14 14 16 >18 bassa R
P301.4 50 400 15 1,6 15 14 medio-bassa S
P138.4 100 400 15 L7 15 7 medio-bassa R
B173.4 100 200 14 14 16 7 medio-bassa K

Figura 4. Tabella delle caratteristiche dei 5 ceppi di S. cerevisiae introdotti in vigneto. Resistenza SO,: sviluppo in
mosto sintetico con 0, 50, 100, 200 mg/l SO,. Resistenza CuSQOy,: sviluppo in YNB con 0, 50, 100, 200, 400, 800 uM
CuSO4. Resistenza all’etanolo: crescita in piaste di YPD con 13, 14, 15, 16 e 17% di etanolo. Potere schiumogeno:
altezza della schiuma nelle beute di fermentazione. Carattere Killer: K, ceppi produttori di tossina killer; S, ceppi
sensibili alla tossina; R, ceppi resistenti alla tossina Killer.

In primavera e stato eseguito I’inoculo in vigneto, mediante Spuzzo con atomizzatore

manuale, irrorando i tralci ad una distanza di 20-30 cm (FIGURA 5).



Figura 5. Distribuzione dei lieviti in vigneto mediante atomizzatore manuale

La sospensione cellulare contenente i 5 ceppi di Saccharomyces cerevisiae autoctoni € stata dosata
in modo da distribuire circa due milioni (2x10° cellule di lievito per metro lineare di filare,
omogeneamente distribuite su entrambi i lati delle piante. Nei filari di controllo e stata distribuita la

stessa quantita di miscela, priva pero dei lieviti. La distribuzione € avvenuta nel mese di marzo,

prima del germogliamento delle viti.

La presenza dei ceppi introdotti € stata monitorata 10 giorni dopo lo spruzzo, mediante conta

in piastra e analisi molecolare. La FIGURA 6 riporta i dati della popolazione di lieviti presente in

campioni di tralcio.

Vigneto Campione Lieviti (cell/g)

Biologico LB11 3,84x108
LB21 1,82x108
LB31 8.88x108

Convenzionale LC10 2.19x10¢
LC20 4.40x10°
LC30 5,24x10°

Figura 6. Tabella che riporta il numero di lieviti e batteri presenti sui tralci nei vigneti (cellule/g tralcio, peso secco)



Va precisato che nei giorni successivi I’inoculo si ¢ verificato un brusco abbassamento delle
temperature (si € avuta anche una nevicata) oltre a iniziare proprio in quei giorni un periodo piovoso
anomalo che si e protratto molto a lungo. Questo ha indubbiamente influito in modo negativo

sull’insediamento dei lieviti sulle piante.

Due mesi dopo la distribuzione dei lieviti sono stati raccolti 10 campioni di tralcio dal filare
trattato e da quello di controllo e sono stati posti a fermentare in mosto sintetico (FIGURA 7). Per
quanto riguarda il vigneto convenzionale le cinetiche di fermentazione di 7 campioni provenienti
dal filare trattato e di 7 campioni raccolti in quello di riferimento mostravano una produzione di

etanolo superiore a 10° evidenziando quindi la presenza di ceppi di S. cerevisiae.
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Figura 7. Andamento delle fermentazioni dei ceppi prelevati dai tralci nei vigneti convenzionale trattato (in alto a
sinistra), convenzionale non trattato (in alto a destra), biologico trattato (in basso a sinistra) e biologico non trattato (in
basso a destra). Ogni curva rappresenta 1’andamento della fermentazione di un singolo ceppo di lievito. Le migliori
cinetiche sono quelle descritte dalle curve piu ripide, ad indicare un rapida evoluzione di CO,, corrispondente ad una
rapida fermentazione alcolica degli zuccheri.



Un solo campione proveniente dal filare trattato del vigneto biologico mostrava attivita
fermentativa mentre nessun campione raccolto dal filare di controllo e stato in grado di fermentare
il mosto. Va precisato che il vigneto biologico era molto giovane e appena entrato in produzione; la
popolazione naturale di lieviti non aveva ragionevolmente ancora avuto tempo sufficiente per

insediarsi stabilmente.

A settembre, prima della vendemmia, € stato eseguito un ulteriore campionamento di tralci e
sono stati posti a fermentare in mosto sintetico (un substrato liquido la cui composizione ricalca
quella del mosto d’uva). Per quanto riguarda il vigneto convenzionale le cinetiche di fermentazione
di 8 campioni provenienti dal filare inoculato con i lieviti e di 8 campioni raccolti in quello di
riferimento non trattato hanno raggiunto una produzione di etanolo superiore al 10°, indicando la

presenza di ceppi di S. cerevisiae.

Parallelamente, invece, un solo campione del vigneto biologico, proveniente dal filare

trattato, ha mostrato una performance fermentativa attribuibile a S. cerevisiae.

In vendemmia ¢ poi stata eseguita la raccolta dell’uva manualmente e sono state eseguite
due microvinificazioni da 50 litri ciascuna per ognuno dei filari considerati nella sperimentazione,
per un totale di 8. In tutte le prove sono stati sviluppati dai 9 ai 9,3 gradi alcolici, ma i due vini
prodotti con le uve del filare non trattato del vigneto convenzionale hanno lasciato un residuo

zuccherino di 26 e 32 g/l.

Dai mosti in fermentazione sono stati isolati i lieviti al fine di permettere, mediante analisi
genetica, di rilevare la presenza dei ceppi inoculati e la numerosita e biodiversita dei ceppi
naturalmente presenti in vigneto che abbiano preso parte alla fermentazione delle
microvinificazioni. il profilo genetico di ciascun lievito isolato € stato confrontato anche con un
archivio dei genomi dei lieviti commerciali usati nella zona oggetto della sperimentazione, per

individuare la presenza di tali ceppi in vinificazione.
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Figura 8. Ceppi isolati dalla vinificazione delle uve in microvinificazioni. A: Vigneto biologico inoculato; B: vigneto

biologico non trattato; C: vigneto convenzionale trattato; D: vigneto tradizionale non trattato (controllo)

La FIGURA 8 riporta la frequenza con cui i diversi ceppi sono stati recuperati dall’analisi
degli isolati. Nel vigneto biologico inoculato (A) a fine fermentazione sono stati isolati quattro
ceppi commerciali (indicati con colori nella sfumatura del rosso). Questi ceppi commerciali erano
stati utilizzati come starter per le fermentazioni dalla cantina sperimentale nella quale sono state
condotte le vinificazioni e per tanto si tratta di una contaminazione. A fine fermentazione ¢ stato

isolato uno dei cinque ceppi introdotti, il P234.15.

Nella vinificazione di controllo (B) la variabilita genetica risulta piu ridotta. | ceppi

commerciali rappresentano il 73% a della popolazione di lievito del mosto.

L’analisi genetica degli isolati provenienti dalla vinificazione delle uve raccolte dal filare
trattato del vigneto convenzionale (C) ha rivelato la presenza di otto ceppi diversi. Pur avendo

cercato di mantenere condizioni di pulizia adeguate non é stato possibile evitare la contaminazione
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di cantina, che corrisponde a una percentuale di circa il 70%. Nel campionamento ¢ stato isolato il
ceppo inoculato B173.4, ritrovato anche in vigneto durante i campionamenti effettuati a due e sei

mesi dopo il trattamento.

Nella vinificazione delle uve raccolte dal filare di controllo la variabilita genetica é piu alta.
Accanto ai ceppi commerciali, presenti rispettivamente nelle percentuali del 43% e 39%, sono stati

isolati 9 e 7 ceppi autoctoni per ciascun punto di campionamento.

Durante la stagione vegetativa si € andati comungue a monitorare la presenza dei ceppi

inoculati sulle superfici delle piante.

L’analisi genetica dei lieviti raccolti due mesi dopo lo spruzzo ha permesso di rilevare la
presenza di due ceppi inoculati: P173.4 nel filare trattato del vigneto convenzionale e P301.4 in
quello del vigneto biologico. Nel vigneto convenzionale sono stati isolati altri 5 ceppi nel filare
trattato e 4 nel filare di controllo. | ceppi DV10 e Intec — Aromatick sono ceppi commerciali usati
negli anni passati dalle cantine dell’areale, i ceppi Y1.1 e Y3.1 erano gia stati individuati nel
campionamento eseguito prima dello spruzzo mentre si sono riscontrati 4 nuovi profili genetici (T1,
T2, T3e T10).

Dopo sei mesi dallo spruzzo si e rilevata la presenza del ceppo inoculato P173.4 in due
campioni di tralcio raccolti dal filare trattato del vigneto convenzionale. Dallo stesso filare sono
stati isolati nuovamente il ceppo commerciale DV10 e i ceppi C6.1 e Y3.1 i cui profili genetici
erano gia stati visti tra gli isolati dal vigneto prima del trattamento. Sono stati inoltre identificati 5
nuovi ceppi. Per quanto riguarda il filare di controllo D’analisi degli isolati ha portato
all’identificazione del ceppo Y3.1 in 4 campioni, mentre nei rimanenti la fermentazione era stata
condotta da quattro ceppi non isolati in precedenza. Nell’unico campione di tralcio fermentante

proveniente dal vigneto biologico e stato isolato uno dei 5 ceppi inoculati, il P301.4.

Un anno dopo lo spruzzo non sono stati ritrovati nei filari trattati i ceppi inoculati. Nei
campioni di tralcio raccolti dai filari del vigneto biologico si ¢ rilevata 1’assenza di lieviti in grado
di fermentare il mosto. Nei filari del vigneto convenzionale si & notata la presenza di ceppi gia
isolati dai precedenti campionamenti e che quindi possono essere considerati ceppi residenti

stabilmente in quell’ambiente.

Vista la bassa percentuale con cui sono stati ritrovati i ceppi inoculati in vigneto e la loro
breve persistenza, si ¢ deciso di ripetere 1’inoculo nella primavera 2014 su nuovi filari degli stessi

vigneti, usando questa volta una concentrazione di lieviti per metro lineare di vigneto 100 volte
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superiore a quella dell’anno precedente. Va detto subito che questo incremento di lieviti utilizzati
comporta un incremento di costo molto modesto e quindi economicamente assolutamente

sostenibile.

Per valutare la biodiversita presente prima dell’inoculo nei filari scelti per il secondo
trattamento sono stati raccolti 10 campioni di tralcio e sono stati posti a fermentare in mosto
sintetico. Nei campioni di tralcio raccolti dai filari del vigneto biologico si € rilevata assenza di
lieviti in grado di fermentare il mosto. Nel vigneto convenzionale, dai quattro campioni di tralcio
che mostravano una dinamica fermentativa riconducibile a ceppi di S. cerevisiae sono stati isolati

due nuovi ceppi autoctoni ed il ceppo Y3.1, gia ritrovato nel vigneto I’anno precedente.

In primavera ¢ stato eseguito l’inoculo, mediante spuzzo con atomizzatore manuale,
irrorando i tralci in corrispondenza della fase fenologica del germogliamento il 17 di aprile. La
sospensione cellulare contenente i 5 ceppi di Saccharomyces cerevisiae autoctoni (gli stessi
dell’anno precedente) & stata dosata in modo da distribuire circa 200 milioni (2 x 10°) di cellule per
metro lineare di filare, omogeneamente suddiviso su entrambi i lati. Nei filari di controllo € stata

distribuita la stessa miscela, priva pero dei lieviti.

Due e quattro mesi dopo la distribuzione dei lieviti sono stati raccolti 10 campioni di tralcio
dal filare trattato, 10 da quello di controllo e 10 dal filare trattato I’anno precedente. | campioni
sono stati posti a fermentare in mosto sintetico. Dai campioni aventi cinetiche di fermentazione che
mostravano una produzione di etanolo superiore a 10°, evidenziando quindi la presenza di ceppi di

S. cerevisiag, sono state isolate 10 colonie e sottoposte a caratterizzazione molecolare.

Nessun campione raccolto dal vigneto biologico e stato in grado di fermentare il mosto.

Per quanto riguarda invece il vigneto convenzionale, dopo 2 mesi per il filare di controllo
non inoculato ha fermentato 1 campione su 10 da cui si e isolato un ceppo di lievito autoctono; nel
filare trattato 4 su 10 hanno fermentato rilevando tutti la presenza di uno stesso ceppo autoctono;
nel filare inoculato 1’anno precedente 5 campioni hanno fermentato rilevando un ceppo autoctono e

un ceppo commerciale negli altri 4.

Lo stesso campionamento ripetuto a 4 mesi dall’inoculo ha dato 1 seguenti risultati: filare
non trattato: 3 campioni fermentati su 10 (due con un ceppo commerciale € uno con un ceppo
autoctono gia rilevato); filare trattato: 1 campione fermentato su 10 (da un lievito commerciale);

filare trattato I’anno precedente: 1 campione fermentato su 10 (da un lievito commerciale).
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Nonostante la maggior concentrazione dell’inoculo spruzzato, nessun ceppo introdotto ¢
stato isolato dai campioni di tralcio fermentanti. Dopo due mesi dallo spruzzo, nel filare scelto per il
secondo trattamento € stato isolato lo stesso ceppo autoctono T18 in tutti e quattro i campioni
fermentanti. Nel filare di controllo é stato isolato un ceppo non trovato in precedenza, mentre nel
filare trattato 1’anno prima ¢ stato isolato un nuovo ceppo ed in quattro campioni ¢ stato ritrovato il

ceppo Y3.1, frequentemente isolato in questo vigneto nei precedenti campionamenti.

Nel campionamento eseguito dopo quattro mesi dal secondo inoculo é stata registrata una
bassa presenza di campioni fermentanti in tutti e tre i filari. L’analisi dei profili genetici dei ceppi

isolati ha portato a riconoscere tre ceppi gia isolati nei precedenti campionamenti.

A settembre 2014 ¢ stata fatta la raccolta manuale dell’uva e sono state allestite otto

microvinificazioni, due per ognuno dei filari allo studio.

Allo scopo di limitare il piu possibile la contaminazione ambientale a livello di cantina, le
microvinificazioni sono state allestite presso la sede del Consorzio del Prosecco di Conegliano—
Valdobbiadene DOCG e le operazioni di pigiatura e travaso sono state condotte manualmente,

senza 1’ausilio di strumentazione proveniente da cantina.

Va evidenziato che I’annata 2014 si e caratterizzata per I’abbondante piovosita, scarsa
insolazione e temperature medie inferiori alla norma, che hanno fortemente ostacolato 1’ottimale
maturazione delle uve. | vini prodotti con le uve del vigneto convenzionale hanno raggiunto i 9
gradi alcolici mentre nei vini prodotti con le uve provenienti dal vigneto biologico sono stati
sviluppati solo 8 gradi alcolici a causa del minor contenuto di zuccheri del mosto di partenza. In

tutte le prove il residuo zuccherino e stato inferiore ai 5 g/l.

Sono stati eseguiti degli isolamenti dai campioni dei mosti in fermentazione che sono stati

sottoposti ad analisi genomica per rilevare la presenza dei ceppi inoculati.

La FIGURA 9 riporta la frequenza con cui i diversi ceppi sono stati recuperati dall’analisi
degli isolati. Nel vigneto biologico inoculato (A) a fine fermentazione sono stati isolati tre ceppi

commerciali (indicati con colori nella sfumatura del rosso).

In relazione al vigneto convenzionale (C), nel vino ottenuto con 1’uva proveniente dal filare
trattato I’analisi genetica ha evidenziato la presenza di otto ceppi totali. Nel mosto in fermentazione
sono stati isolati cinque lieviti commerciali (indicati con colori nella sfumatura del rosso) che

costituiscono il 77% degli isolati analizzati. Essi sono ES181, VL1, Fruity Flavour e Cru 211, il

14



ceppo maggiormente presente che da solo costituisce il 40% degli isolati. Sono stati isolati inoltre
tre ceppi autoctoni (23% del totale) tra i quali il ceppo P14.

| ceppi autoctoni isolati, il cui numero & decisamente scarso, hon sono mai stati ritrovati in
precedenza sui tralci delle piante. La provenienza dei ceppi commerciali isolati nei vini &
sicuramente da attribuirsi all’ambiente vigneto in quanto le vinificazioni sono state eseguite in un

ambiente in cui non erano mai state condotte vinificazioni in precedenza.

Nella vinificazione di controllo la variabilita genetica é risultata estremamente ridotta. Come
mostrato dalla Figura 9D, sono stati isolati quattro ceppi diversi. L’87% degli isolati presentava un
profilo identico a quello dei ceppi commerciali ES181, DV10 e Cru 211. Come nel vino ottenuto
dal filare trattato quest’ultimo ceppo ¢ quello maggiormente presente (47%). L’unico ceppo

autoctono ritrovato, P11 (13%), é stato isolato anche nella vinificazione ottenuta con uva trattata.

Abbastanza sorprendentemente, nel vigneto biologico inoculato (Figura 9A), il livello di
variabilita genetica &€ molto simile al corrispondente convenzionale. E’ stata identificata la presenza
di 7 ceppi. Si osserva di nuovo la marcata presenza di ceppi commerciali tutti gia isolati nel vigneto
convenzionale ceppi, che costituisco il 57% del totale dei lieviti raccolti dai campioni. In questo
caso il ceppo VL1 e risultato il piu presente. Sono stati identificati inoltre quattro ceppi autoctoni.
Uno di questi appartiene al gruppo dei cinque ceppi introdotti in vigneto: € B173.4 e costituisce il
3% del totale dei lieviti analizzati. Questo ceppo non € mai stato isolato dai campioni di tralcio
provenienti dal vigneto. In particolare il ceppo P14 ha mostrato buone capacita di colonizzazione.

Nella vinificazione di controllo sono stati isolati 7 ceppi diversi. Come mostrato in Figura
9B, sei ceppi su sette sono lieviti commerciali e rappresentano il 93% del totale degli isolati: sono
ES181, VL1, Fruity Flavour, DV10, Wam e Cru 211. Il ceppo maggiormente presente ¢ VL1
affiancato da Cru 211. | ceppi autoctoni costituiscono solo il 7% del totale, con profilo riconducibile

a un solo ceppo.

Aspetti economici

Esiste un crescente interesse da parte del consumatore verso le produzioni enologiche con un
profilo sensoriale, legato alle caratteristiche di tipicita. Tra queste, la piacevolezza delle proprieta
sensoriali della varieta (visive, gusto — olfattiva e retro — olfattive) legate al territorio di origine

giocano un ruolo rilavante nella valorizzazione presso il consumatore.
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Figura 9. Ceppi isolati dalla vinificazione delle uve in microvinificazioni del secondo anno. A: Vigneto biologico
inoculato; B: vigneto biologico non trattato; C: vigneto convenzionale trattato; D: vigneto tradizionale non trattato

(controllo)

Al fine di verificare tale assunto e stata proposta una indagine con 1’obbiettivo di valutare il grado
di conoscenza del mercato del Prosecco Colfondo dal lato della domanda per mettere in luce le
potenzialita di valorizzazione di un prodotto dotato di spiccati elementi di tradizionalita nell’ambito

del portafoglio merceologico delle tipologie Conegliano Valdobbiadene Docg.

I risultati di una rilevazione diretta su un campione di 476 consumatori mette in luce che come il
consumatore individui come elementi prioritari di scelta la piacevolezza e la tipicita del prodotto.
Sulla base di questi aspetti il prodotto oggetto di indagine risulta essere preferito rispetto alle altre
tipologie di Prosecco in termini di piacevolezza, di genuinita e naturalezza che di originalita del

prodotto in ragione del suo forte legame con il territorio.
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In conclusione, dalle attivita condotte nell’ambito del progetto BIODILIEVITI € dai risultati
ottenuti e possibile trarre alcuni importanti conclusioni che aprono uno scenario ricco di
informazioni e suggerimenti in vista di interessanti prospettive applicative. In particolare:

v

Il consumatore medio di Prosecco & molto attento agli aspetti che legano il vino al territorio
in cui viene prodotto, avvalorando percio il significato del presente studio

I vigneti della DOCG Prosecco di Conegliano—Valdobbiadene sono generalmente poveri di
lieviti autoctoni naturali. Questo fatto ¢ confermato all’interno del progetto dalla quasi
assenza di lieviti nel vigneto biologico, che aveva solo tre anni di “vita” e che non era stato
praticamente ancora colonizzato dai lieviti “ambientali”.

E’ presente un forte inquinamento di lieviti commerciali, legato al loro ampio utilizzo nelle
cantine della zona.

Non ¢ facile riuscire ad insediare un numero importante (tecnologicamente efficace) di
lieviti sulle viti in campo.

L’andamento climatico delle due stagioni utilizzate per la sperimentazione, che ¢ stato
anomalo, per motivi diversi, per entrambe le annate, puo avere influito negativamente sulla
capacita di colonizzazione e persistenza dei lieviti.

Le prove di inoculo hanno probabilmente bisogno di essere valutate ulteriormente per
quanto riguarda le modalita e le tempistiche.

Vale la pena comunque di sottolineare che, tenuto conto di quanto esposto sopra (scarsa
presenza di lieviti autoctoni e inquinamento da lieviti commerciali), un intervento di
disseminazione (o “ripopolamento”) di lieviti buoni fermentatori, provenienti dai vigneti
della DOCG, non puo che avere un effetto positivo sul ristabilimento di una situazione
microbiologica piu vicina a quella che era presente negli stessi vigneti in tempi passati.

In prospettiva, questo tipo di approccio potra essere testato anche per immettere in vigneto,
insieme ai lieviti, anche dei microrganismi efficaci per il biocontrollo dei parassiti e
patogeni delle viti.
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