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IDENTIFICAZIONE DI POTENZIALI
MARCATORI PROTEICI DI MUFFA
NOBILE NELLIUVA

INFETTATA IN APPASSIMENTO

La valutazione della presenza di Botrytis cinerea nella sua forma nobile nell'uva in appassimento é di grande
importanza nel processo di vinificazione dell/Amarone, poiché influisce sulle sue proprieta organolettiche/senso-
riali. Nel presente lavoro viene descritta un'analisi proteica di uva appassita infettata da muffa nobile allo scopo

diidentificare dei possibili marcatori che ne rilevino l'infezione durante il processo di appassimento.

M. Lorenzini

INTRODUZIONE

M ['appassimento dell'uva, un processo tec-
nologico utilizzato per a produzione di vini
passiti, determina una parziale disidratazio-
ne dell’acino con una conseguente perdita
di peso che puo raggiungere il 40%. Durante
questo processo, Botrytis cinerea puo colo-
nizzare gli acini e, in condizioni ambientali
favorevoli, puo svilupparsi in forma larvata
(muffa nobile) determinando modificazioni
chimiche ed enzimatiche che portano ad un

notevole cambiamento della composizione
dell’'uva (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

m La presenza di questo fungo influenza
positivamente l'aroma di alcuni vini come

il Tokaji Aszu, i Sauternes e il Trockenbeere-

nauslese, detti vini botritizzati poiché sono
intenzionalmente prodotti da uva infetta da
B. cinerea (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Di
contro pero, l'infezione da B. cinerea, puo
influenzare negativamente le proprieta or-
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ganolettiche di altri vini a causa dell'attivi-
ta ossidasica dovuta agli enzimi del fungo,
determinando una diminuzione del colore,
un'alterazione dei profumi e dell’aroma che
sono caratteristiche non apprezzate dai con-
sumatori (Li et al., 2008).
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Fig. 1 - Analisi 2-DE di uva sana (A) e uva infettata (B). | numeri si riferiscono agli spot analizzati tramite W '’Amarone & il vino rosso passito pit im-
MS. Gli spot numerati in bianco (3, 9, 10, 16 e 23) mostrano un fold-change di almeno 1.5 tra i gruppi e ortante prodotto orincipalmente con uva
raggiungono una significativita statistica (p>0.05). Gli spot numerati in nero (46, 47, 48, 49, 50 e 51) sono P P P P

stati individuati solo nel profilo proteico ottenuto da acini infettati con muffa nobile. Corvina appassita non botritizzata. La pre-

senza di muffa nobile perd non pud essere
esclusa perché B. cinerea puo svilupparsi in
determinate condizioni termo-igrometriche
che normalmente sono presenti durante il
processo di appassimento. Sebbene l'impat-
to della muffa nobile sull'aroma e la qualita
sensoriale dellAmarone siano gia state stu-
diate (Fedrizzi et al., 2011; Tosi et al., 2012),
sono stati condotti pochi studi sugli effetti
della infezione di Botrytis sul profilo proteico
dell'uva appassita (Vincenzi et al,, 2012).

| L'infezione da muffa nobile sulle uve a bac-
ca rossa non puo essere facilmente stimata.
La possibilita di individuare B. cinereasull' uva
¢ di grande importanza al fine di prevedere
le possibili modificazioni organolettiche/sen-
soriali nel vino e quindi gestire in modo op-
portuno la vinificazione.

B In questo studio, € stata effettuata una
analisi comparativa del proteoma dell'uva
sana vs uva infettata da muffa nobile utiliz-
zando l'elettroforesi bidimensionale (2-DE)
combinata con la spettrometria di massa
(MS). Lo scopo di questo studio e stato quel-
lo di investigare gli effetti dell'infezione no-
bile sul profilo proteico di Corvina appassita
e individuare quindi possibili marcatori di
infezione.

M Questi potrebbero essere utilizzati per sti-
mare, prima della vinificazione, la presenza
di muffa nobile rendendo tale informazione
molto preziosa per i produttori.

MATERIALI
E METODI

M Gli acini di uva (cvCorvina) sono stati raccol-
ti da vigne della Valpolicella (Italia) e infettati
utilizzando una sospensione di un ceppo di B.
cinerea (siglato B2) come descritto da Loren-
zini et al. (2013). Un totale di 100 acini infet-
tati e 100 acini sani sono stati messiin condi-
zioni di appassimento fino al raggiungimento
del 35% p/p di perdita di peso.
B ['uva sana congelata e infettata é stata
T polverizzata separatamente in mortaio in
29 -19 05 0.1 141 2.1 31 presenza di azoto liquido. L'estrazione delle
Componente 1 (33%) proteine, la relativa quantificazione, l'elettro-
foresi bidimensionale (2-DE) e l'identificazio-
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Componente 2 (22%)

?
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ne tramite LC-MS/MS degli spots é stata ef-
fettuata seguendo il protocollo descritto da
Lorenzini et al., 2015.

RISULTATI
DISCUSSIONE

Analisi dell'uva

£ stata valutata l'infezione su uva di B. cine-
reada un punto di vista chimico. | dati ottenu-
ti, (Tab. 1) mostrano un rapporto di glicerolo/
acido gluconico e un valore di attivita lacca-
sica che confermano la presenza di muffa
nobile nell'uva infettata (Ribéreau-Gayon et
al,, 2006). Quindi, il protocollo di infezione,
precedentemente descritto (Lorenzini et al,
2015), ha permesso di effettuare, in saggi di
piccola o larga scala, un'infezione di muffa
nobile su uva in condizioni di appassimento.

Analisi 2-D delle proteine

M 'estratto totale delle proteine di acini sani
e infettati  stato analizzato tramite 2-DE in
modo da valutare gli effetti dell'infezione di
muffa nobile sulle proteine dell'uva ed eviden-
ziare la presenza di proteine di B. cinerea neqli
acini infettati.

m I profilo delle proteine dei due campioni di
uva é risultato significativamente differente in
termini di numero di spot e concentrazione re-
lativa (Fig. 1A e B) e, sulla base dell'analisi sta-
tistica delle mappe 2-DE, sono statiidentificati
circa 50 spot da sottoporre alla comparazione
tra tuttii replicati dei gel. L'analisi delle com-
ponenti principali (PCA) ¢ stata effettuata per
valutare se i due gruppi (uva infettata e sana)
si possono discriminare basandosi sui dati del-
la 2-DE. Le prime due componenti principali
(PC1 e PC2) hanno descritto oltre il 50% della
varianza totale e, come si puo osservare in Fig.
2, la PC1 (33%) permette di discriminazione
nettamente le mappe degli acini sani (A-E) da
quelli infettati (F-L).

M E' interessante notare che anche nell'analisi
dei componenti principali (PC1) i 5 spot (3, 9,
10, 16, e 23), la cui differenza di intensita tra i
gruppi raggiunge una significativita statistica
(t-test, p<0.05) e almeno 1.5 di fold-change,
raggiungono le variabili di punteggio miglio-
ri. Inoltre, altri 6 spot (46, 47, 48, 49, 50 e 51)

DOCUMENTO TECNICO

Tab. 1 - Composizione di uva Corvina sana e infettata da muffa nobile. *Significativita statistica per p<0.05

Acido gluconico (g/L) 0.07£0.03 0.29£0.05*
Glicerolo (g/L) 0.03+0.01 4.32+0.22*
Glicerolo/acido gluconico 0.40.1 14.710.2*
Glucosio e fruttosio (g/L) 297.319.4 305.1£13.1
L-acido malico (g/L) 0.93+0.03 1.2110.04*
L-acido lattico (g/L) 0.04£0.02 0.05:0.01
Attivita laccasica (U/mL) 0.210.1 6.3£0.6*

sono stati individuati solo nel profilo proteico
di acini infettati da muffa nobile, indicando
che essi sono correlati molto probabilmen-
te alla presenza delle proteine di B. cinerea.

Identificazione degli spot
delle proteine

W Gli spot ottenuti dai gel 2-DE che mostrano
una significativa differenza sia tra i campioni
sani sia tra quelli infettati (p<0.05) e almeno
1.5 di fold-change sono stati analizzati con la
spettrometria di MS. | risultati sono riportati
in Tab. 2, in cui sono mostrate le proteine di
B. cinereaidentificate in uva infettata.

M || risultato pit importante di questo studio
@ stata l'identificazione, solo negli acini infet-
tati, di un certo numero di proteine di B. cine-
rea che potrebbero rappresentare potenziali
marcatori di infezione.

M La proteina di B. cinerea denominata Woro-
nin body major protein e stata identificata ne-
gli spot 46 e 47. Il Worionin body € un nucleo
denso del perossisoma che si puo ritrovare
in molti generi di ascomiceti filamentosi ed
& fondamentale per lo sviluppo e la funzio-
ne dell'appressorio durante la colonizzazione
della muffa. Nell'uva infettata é stata deter-
minata anche una ipotetica proteasi acida
di B. cinerea (spot 51). Recentemente, € sta-
to proposto l'utilizzo di una proteasi acida
aspartica della B. cinerea per la rimozione, in
vino bianco, della torbidita dovuta alla preci-
pitazione delle proteine, specialmente chiti-
nasi (Van Sluyter et al, 2013). Inoltre, studi
precedenti hanno dimostrato che le proteasi
di B. cinerea sono in grado di idrolizzare le
proteine del mosto e del vino coinvolte nella

formazione dischiuma nelvino spumante (Ci-
lindre et al,, 2008; Hong et al,, 2011).

M Tra le proteine di B. cinerea presenti negli
acini infettati e stata identificata anche la
peroxiredossina-5 (spot 47) che appartiene
alla categoria delle proteine di difesa con-
tro le specie reattive dell'ossigeno (ROS) ed
@ associata con la risposta di difesa durante
l'interazione pianta-fungo e la malato deidro-
genasi (spot 47), fattore di virulenza coinvol-
to nella interazione tessuto-ospite gia indivi-
duato in uva che mostrava la presenza di B.
cinerea (Vincenzi et al, 2012). Inoltre, sono
state identificate altre proteine di B. cinerea
come: la catena beta dell’ATP sintasi (spot 48
e 49) e la subunita alfa dell’ATP sintasi (spot
50), coinvolte nel metabolismo energetico
dei funghi; la 3-alfa (o 20-beta) idrossisteroi-
de deidrogenasi (spot 49), un enzima che ap-
partiene alla famiglia delle ossidoriduttasi; la
proteina vjbO (spot 50) con attivita di tiamina
fosfato sintasi e una proteina ipotetica simile
alla proteina ribosomiale (spot49). Negli acini
infettati sono state identificate anche alcune
proteine di B. cinerea con funzione sconosciu-
ta: una proteinaipotetica conservata (spot 47
e 48) e due proteine predette (spot 49).

m Linfezione di muffa nobile nell'uva appas-
sita non e semplice da individuare su base vi-
siva, specialmente in quella rossa. Le protei-
ne, descritte in precedenza, presenti solo in
uva infettata potrebbero rappresentare dei
potenziali marcatori specifici per l'infezione
di muffa nobile. Sarebbe quindi, molto im-
portante per i produttori disporre di specifi-
ci test per la loro rilevazione nei fruttai e per
quantificare il livello di infezione di questa
muffa. Alcuni gruppi di ricerca hanno gia svi-
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Tab. 2 - Proteine di B. cinerea in acini infetti identificate tramite MS. Vengono riporati i numeri degli

spot, codice di accesso della banca dati, descrizione della proteina, punteggio Mascot, numero di peptidi

identificati e copertura della sequenza.

Proteina del

m Codice UniProt | Descrizione della proteina identificata | Punteggio

46 BC1G_12729 Woronin body major 115.52 3 16.27
Peroxiredoxin-5, precursore
BC1T_05133 mitocondriale 83.54 2 17.31
Proteina del
BC1T_12729 Woronin body major v - 21.08
47
BC1T_07409 Malate dehydrogenase, 54.26 2 4.99
- precursore mitocondriale
BC1T_05503 Conserved hypothetical 41.10 2 8.80
protein (126 aa)
ATP synthase 8 chain,
114575 precursore mitocondriale 73.25 2 4.50
48
Conserved hypothetical
BC1T_05503 protein (126 aa) 46.02 2 29.60
BC1T 10819 Predicted protein 885.10 6 33.00
= 3-a-(or 20-8)-hydroxysteroid
BC1T_05004 dehydrogenase 100.04 3 7.00
Hypothetical protein similar
49 BC1T_13687 to ribosomal protein 93.43 3 6.91
114575 ATP synthase 8 chain, 86.79 2 4.89
precursore mitocondriale
BC1T_08322 Predicted protein 46.31 2 8.39
k0 BC1T_10900 2’9_ ?Dtel'n(g /J_’de - 89.37 2 13.19
synthase subunit a,
BC1T_07780 precursore mitocondriale A = 410
Hypothetical protein similar
51 BC1T_14153 to acid protease 321.73 2 7.78

luppato anticorpi policlonali contro antigeni
fungini, solubili in acqua, estratti dall'intero
micelio di B. cinerea (Ricker et al.,1991).

B Meyer e Dewey (2000) hanno messo a
punto anticorpi monoclonali che sono stati
utilizzati in plate-trapped antigen-enzyme-lin-
ked immunosorbent assays (PTA-ELISAS) o in
Tube immunoassays (Dewey e Meyer, 2004)
per rilevare l'infezione in mosto. Tuttavia,

['utilizzo di anticorpi e sempre associato a
rischi di reattivita crociata con proteine di
altri funghi come Aspergillus e Penicillium e
potrebbe quindi essere un metodo impre-
ciso per diagnosticare la presenza di una
specifica infezione di B. cinerea. Infatti, la
debole crescita del micelio di B. cinerea
all'interno dell’acino durante il processo di
disidratazione, cosi come la presenza di al-

tri patogeni fungini, potrebbe impedire un
rilevamento affidabile dell'infezione nobile.
Inoltre, se esequita su vino rosso o uva ros-
sa, ['analisi ELISA puo risultare meno sensi-
bile, oltre che per l'adsorbimento delle pro-
teine nella matrice solida, per l'interferenza
con composti che possono essere presenti
ad alte concentrazioni nella matrice (specie
polifenoli).

B Nel presente lavoro, sono state identifi-
cate alcune proteine della muffa nobile che
sono espresse ad alti livelli nell'uva infettata
e che quindi, potrebbero rappresentare dei
validi marcatori specifici per questo tipo di
infezione. La loro identificazione e quantifi-
cazione negli acini durante l'appassimento
potrebbe essere un buon strumento per
una corretta gestione del processo di vini-
ficazione. Pero, al fine di sfruttare appieno
le potenzialita di questo studio, sarebbe
molto vantaggiosa 'ottimizzazione del sag-
gio di quantificazione tramite spettrometria
di massa (MS/MS) basandosi sull'utilizzo
del metodo “Selected Reaction Monitoring”
(SRM). Lutilizzo della spettrometria di mas-
sa non soffre della limitazione imposta da
un approccio basato sugli anticorpi, ha mag-
giore sensibilita e specificita nell'individua-
zione e nella quantificazione delle proteine
bersaglio rispetto ad una quantificazione di
tipo immunologico (Tolin et al,, 2012).

B Come atteso, i dati del presente studio
mostrano anche che l'infezione di B. cinerea
induce alterazioni nel profilo proteico di V.
vinifera, specie per quanto riguarda protei-
ne coinvolte nei meccanismi di difesa della
pianta. In particolare, sono state individuate
in uva infetta tre isoforme di endochinasi di
classe IV e una 1,3-b-glucanasi. Inoltre, sono
state osservate triosiforfatoisomerasi, eno-
lasi, due differenti tipi di subunita alfa del
proteasoma, nucleoside difosfato chinasi,
fosfoglicerato chinasi e la putativa proteina
taumatin-like.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

m Nel presente lavoro é riportata la prima in-
dagine dell'espressione proteica di B. cinerea
in uve appassite infettate da muffa nobile. Il
risultato piu interessante di questo studio &

'
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rappresentato dall'individuazione e l'identificazione di alcune
proteine presenti solo in uva infettata, che potrebbero rap-
presentare dei potenziali marcatori della presenza di questo
fungo nell’'uva in appassimento.

m Poiché la muffa nobile influenza le caratteristiche fisico-
chimiche e la stabilita del vino, lo sviluppo di un test che per-
metta di determinare in fruttaio questi specifici marcatori di
infezione da muffa nobile potrebbe essere di interesse per i
produttori. [ ]
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