65

Peculiarita dei lieviti flor
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Il comportamento sociale di Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ¢ il lievito pilti importante per I'industria alimentare, definito GRAS
dalla Food and Drug Administration, ampiamente utilizzato nell’ottenimento di prodotti di
importanza fondamentale nell’alimentazione umana, come il pane, o che hanno contribuito
e contribuiscono ad arricchire la dieta anche di gusto e piacere, come la birra, il vino e al-
tre bevande fermentate, ovunque nel mondo. E gia questo potrebbe giustificare il titolo di
questo paragrafo, tuttavia ¢ possibile allargare questo concetto anche ad un punto di vista
insolito e non strettamente antropocentrico, possiamo cio¢ spiegarlo anche dalla parte del
lievito. Infatti, in particolari condizioni ambientali, quali la carenza di nutrienti come fon-
ti azotate e zuccheri, le singole cellule formano aggregati, piti 0 meno stabili nel tempo con
un solo scopo: consentire alla popolazione cellulare di superare lo stato di stress. In questo
lavoro vedremo che i due punti di vista, antropocentrico e “lievitocentrico”, coincidono nel
corso della florizzazione e cio¢ durante la formazione dei biofilm (flor) su vino. Infatti, que-
sto tipo di aggregazione cellulare da un lato produce vini rinomati in tutto il mondo, come
lo Sherry spagnolo, la Vernaccia e la Malvasia della Sardegna, dall’altro permette al lievito
di tollerare condizioni colturali fortemente selettive quali quelle che si hanno in vino al ter-
mine della fermentazione.

Figura 1. A. Visione del biofilm dall'alto. B. Biofilm su Vernaccia, con evidente deposito cellulare sul fondo del contenitore.
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Peculiarita dei lieviti flor

I lieviti flor sono ceppi vinari di S. cerevisiae in grado sia di svolgere la fermentazione
alcolica, sia di risalire in superficie per formare il biofilm e condurre 'affinamento dei vini
sotto flor, in presenza di ossigeno. Per assolvere a queste due importanti funzioni i lieviti flor
devono essere in grado di adattarsi ai numerosi fattori di stress cui sono sottoposti sia in fer-
mentazione che in fase di affinamento (Esteve Zarzoso et al., 2001; Aranda ezt al., 2002).
Durante la formazione del biofilm I'alcool etilico, principale fonte carboniosa, viene da pri-
ma ossidato ad acetaldeide e successivamente ad acido acetico (Aranda e del Olmo, 2003).
Diversi autori indicano gli elevati livelli di etanolo e di acetaldeide come agenti mutageni
ed inibitori di varie attivitd metaboliche (Ristow ez al., 1995; Castrejon et al., 2002; Aran-
da ez al., 2002). Di conseguenza i ceppi flor mostrano caratteristiche peculiari di tipo me-
tabolico e genetico dovute anche alle particolari condizioni ambientali e alle tecnologie di
produzione dei vini florizzati, in cui sono stati selezionati e utilizzati.

Peculiarita metaboliche

Nel corso della fermentazione e del successivo affinamento i lieviti flor passano da un
mezzo colturale ricco di fonti carboniose fermentescibili, come il mosto, a un mezzo carente
o privo di zuccheri ma ricco di etanolo, come il vino. Ladattamento a condizioni nutrizio-
nali e ambientali cosi differenti ¢ associato allo shiff diauxico, ovvero al passaggio da un me-
tabolismo di tipo anaerobio-fermentativo ad uno di tipo acrobio/ossidativo. Per il lievito que-
sto significa una rimodulazione dell’espressione genica che gli consente di utilizzare fonti
di carbonio non fermentescibili (etanolo, acidi organici, etc.) e di continuare a produrre bio-
massa sottoforma di biofilm.

Nel corso dell’affinamento i lieviti flor producono importanti quantita di acetaldeide in
seguito all’ossidazione dell’etanolo via alcol deidrogenasi (Adh3) (Gargia Maiquez, 1995).
Normalmente un elevato contenuto di acetaldeide ¢ considerato negativo nei vini bianchi
da consumarsi giovani, nei quali ¢ particolarmente ricercata la freschezza, la fragranza e la
sapidita; é apprezzato invece in quelli affinati biologicamente, dove ¢ un importante pre-
cursore di aromi. La produzione di acetaldeide ¢ inversamente correlata alla temperatura di
affinamento. In particolare Farris et al., hanno osservato che mentre vini affinati a tempe-
rature comprese tra i 20 e i 25°C presentavano concentrazioni elevate di acetaldeide (320-
360 mg/l), vini affinati a temperature superiori mostravano una drastica riduzione della con-
centrazione di questo metabolita. La produzione di acetaldeide ¢ inoltre influenzata dalla
presenza di ossigeno, dalla composizione del mezzo di coltura, dal tipo di chiarificante uti-
lizzato, dalla concentrazione di anidride solforosa (Romano et al., 1994; Berlanga ez al., 2001).

La maggior parte dei ceppi vinari non-flor di S. cerevisiae ¢ in grado di utilizzare galat-
tosio e maltosio, mentre la maggior parte dei ceppi flor non ¢ in grado di fermentare e as-
similare questi zuccheri (Budroni ez /., 2005). Lincapacita di utilizzare galattosio (GAL,)
¢ dovuta a mutazioni nei geni GAL7 e GALI0 che sono localizzati nel cromosoma II. Que-
sti geni sono vicini ad almeno cinque ORF particolarmente soggette a rotture del doppio
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filamento indotte da meiosi (DSB) come dimostrato nei ceppi flor spagnoli (Johnston et
al., 2000; Infante ez a/., 2003). Naumov ez al. (1994) hanno dimostrato per i ceppi vinari
I'esistenza di due soli loci MAL (MALI e MAL3), localizzati sul cromosoma VII e 1II ri-
spettivamente. La perdita della capacita di utilizzare il maltosio (MAL,) ¢ stata osservata nel
9% dei ceppi non flor e nel 73% dei ceppi flor (Budroni ez al., 2005). Considerando che i
lieviti flor, durante la produzione del biofilm, producono elevate concentrazioni di acetal-
deide e che questo composto ¢ la principale causa del DSB e di altre modificazioni cromo-
somiche (Ristow ez al., 1995) ¢ stato ipotizzato che i fenotipi GAL, e MAL, siano correla-
ti a danni nel DNA provocati dalle elevate concentrazioni di acetaldeide (Budroni et al., 2005).

Peculiarita’ genetiche

La maggior parte dei ceppi vinari ¢ caratterizzata da un elevato livello di polimorfismo
cromosomico (Codon et al., 1998) e la loro architettura genetica ¢ fortemente influenzata,
oltreche da aneuploidie e poliploidie, anche da amplificazioni e delezioni di regioni cromosomali
o di singoli geni, e dalla presenza di cromosomi ibridi (Adams ez a/., 1992; Bidenne ez al.;1992;
Rachidi ez al., 1999). I riarrangiamenti cromosomali dovuti a traslocazioni mediate da Ty
(Longo, 1993; Rachidi ez al, 1999), crossingover mitotici (Aguilera ez a/., 2000), conver-
sioni geniche (Puig, 2000), sono indice della grande propensione all’instabilita genetica dei
lieviti vinari (Pretorius, 2000), ma anche un potente strumento per I'adattamento alle va-
riazioni ambientali.

[ lieviti vinari in generale, e quelli flor in particolare, sono soggetti a una forte pressio-
ne di selezione, dovuta soprattutto alle elevate concentrazioni di etanolo (O’Neill and Kauf-
man, 1987; Delneri ez al., 2003). Inoltre, i ceppi flor isolati in Spagna sono caratterizzati
dauna delezione di 24 bp nella regione ITS1, sul cromosoma XII, che li identifica rispet-
to ad altri S. cerevisiae (Fernandez-Espinar ez al., 2000; Esteve-Zarzoso et al., 2004).

Budroni ez al. (1996) hanno riscontrato un diffuso polimorfismo cromosomale nei cep-
pi flor isolati da Vernaccia. In particolare questi autori hanno individuato 8 cariotipi su 60
isolati provenienti da 16 cantine e osservato un marcato polimorfismo cromosomale. Tale
polimorfismo probabilmente dovuto a riarrangiamenti inter ed intracromosomali rende im-
possibile identificare un cariotipo standard per i ceppi flor ma, come proposto per altri lie-
viti vinari, sia selvatici che industriali, puo fornire ai ceppi flor la possibilita di adattarsi ra-
pidamente ai cambiamenti ambientali (Budroni ez 4/., 1996).

Budroni et al. (1996) hanno inoltre rilevato la presenza di un cariotipo pit frequente ri-
spetto ad altri meno diffusi e rappresentati nella zona di Oristano. Questo risultato confermato
da Pinna et al., (2000) suggerisce che tra i produttori di Vernaccia della zona ¢ ampiamen-
te diffuso e utilizzato un solo ceppo flor, probabilmente in conseguenza della pressione di
selezione esercitata dall’intervento antropico nel corso del tempo e dallo scambio di mate-
riale enologico tra le diverse cantine.

Infante ez al., (2003) hanno proposto i ceppi flor come modello per lo studio dei feno-
meni di speciazione in S. cerevisiae, individuando nei riarrangiamenti cromosomali un im-
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portante fattore per I'evoluzione adattativa dei ceppi naturali. Infatti i riarrangiamenti cro-
mosomali condizionano anche le modalita di regolazione di alcuni geni importanti per la
produzione del biofilm (Barrales et al., 2008). Alcuni autori (Johnston ez 4/. ,2000; Mor-
timer, 2000, Fernandez-Espinar, 2001) hanno analizzato la stabilita genetica di diversi ca-
ratteri enologici, mettendo in evidenza sia la possibilitd di migliorare geneticamente alcu-
ni ceppi gia in commercio, sia la presenza, sul mercato, di ceppi identici ma commercializzati
con nomi diversi. La stabilita genetica ¢ anche influenzata dal ciclo vitale (Budroni ez 2/, 2000).
Il ciclo vitale dei ceppi flor presenta un ampia gamma di possibilita che va dai classici cicli
eterotallico e omotallico descritti in letteratura per S. cerevisiae, alla bisessualita cio¢ la ca-
pacita di coniugare con entrambi i segni sessuali (a e ). Tuttavia Budroni et al. (2005) han-
no evidenziato che il semi-omotallismo ¢ il ciclo vitale piu frequente nei ceppi flor sardi.
Tale ciclo si presta anche all'incrocio e alla manipolazione genetica dei ceppi come riporta-
to da Zara et al., (2008).

Lieviti flor in fermentazione

Secondo le tecnologie tradizionali i tempi richiesti per lo sviluppo di un biofilm esteso
e completo sono piuttosto lunghi e sono necessari da 2 a 3 anni perché il vino assuma le
caratteristiche sensoriali richieste. Possibili soluzioni per ridurre i tempi di affinamento del
vino sono utilizzare i lieviti flor direttamente in fermentazione (Zara et al., 2008) o coi-
noculare i lieviti flor con lieviti starter canonici (Farris, comunicazione personale).

Un altro problema che si puo riscontrare nella fermentazione di mosti carenti in com-
posti lipidici ¢ la scarsa vitalita ed attivita fermentativa dei lieviti flor (Zara et al., 2009). Que-
sto problema ¢ evidente soprattutto nella produzione di vini bianchi in quanto le tecno-
logie di vinificazione adottate (tempi di macerazione ridottissimi e chiarifiche eccessive) com-
portano una riduzione nel mosto dei lipidi insaturi provenienti dalle uve. Questa classe di
molecole gioca un ruolo fondamentale nel mantenimento della integrita e funzionalita del-
la membrana plasmatica ed ¢ essenziale per la corretta attivita fermentativa delle cellule (Bis-
son, 1999). Zara et al (2009) mostrano come durante la fermentazione in mosto carente di
composti lipidici si verifichi, nei lieviti flor, un notevole decremento della vitalita cellula-
re come conseguenza di una scarsa produzione di acidi grassi insaturi e di ergosterolo. Que-
sto fenomeno non sembra essere legato a difetti nella funzionalita della biosintesi lipidica,
dato che la saturazione del mezzo di coltura con ossigeno ripristina una corretta composi-
zione lipidica cellulare. Gli autori suggeriscono che i ceppi flor richiedano una elevata quan-
tita di ossigeno durante le prime fasi della fermentazione in modo da poter completare con
successo i primi passaggi ossigeno dipendenti nella biosintesi di lipidi. Secondo questa teo-
ria, quindi, una corretta gestione della ossigenazione nelle prime fasi fermentative potreb-
be consentire un pit rapido completamento della fermentazione alcolica. Tuttavia per con-
fermare questa ipotesi sono necessari studi ulteriori sull'influenza della micro-ossigenazio-
ne sull’attivita fermentativa dei lieviti flor.
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Perché i lieviti flor risalgono in superficie?

Diversi meccanismi sono stati descritti e ipotizzati per spiegare la formazione di biofilm
su superfici liquide. Secondo Cantarelli e Martini (1969), il maggiore contenuto di lipidi
totali in cellule in fase esponenziale di crescita ne determinerebbe la risalita in seguito ad una
diminuzione del loro peso specifico. limura ez al. (1980b) ipotizzano che la risalita delle cel-
lule sia dovuta all'aumento dell'idrofobicita di superficie causata da un incremento nel con-
tenuto di acidi grassi insaturi sulla superficie cellulare. A supporto di questa ipotesi Farris
et al. (1993) hanno rilevato un incremento del livello d’insaturazione degli acidi grassi to-
tali nel passaggio dalla fase sommersa delle cellule (planctonica) alla fase di biofilm. Mar-
tinez ez al. (1997) hanno preso in considerazione il ruolo aggregante e di trasporto della CO,
che, intrappolata dagli aggregati cellulari, determinerebbe una minore densita delle cellule
e consentirebbe il trasferimento delle stesse dalla fase planctonica a quella superficiale. Zara
et al. (2005) hanno dimostrato che la glicoproteina di parete Flo11p svolge un ruolo im-
portante nell’interfaccia aria-liquido, tra biofilm e superficie del liquido, in quanto le cel-
lule del biofilm hanno una maggiore densita di galleggiamento rispetto al terreno di sospensione.

E

Figura 2. Modello di formazione di biofilm. (A) Le cellule di lievito fermentano gli zuccheri del mosto, non si ha
Jformazione di biofilm. (B) Durante lo shift diauxico, quando la quantiti di zuccheri raggiunge valori intorno al 0,2%,
le cellule iniziano ad aggregarsi in flocculi multicellulari a causa dell’ aumento dell’idrofobicita della superficie cel-
lulare. I flocculi intrappolano CO2, continuano ad evolversi utilizzando gli zuccheri residui e sono trasportati sulla
superficie cellulare. (C) Sulla superficie del liquido si forma un biofilm. Le cellule dello strato piss superficiale del bio-
film sono in contatto diretto con l'aria che permette la crescita quando gli zuccheri sono completamente consumati.
(D) 1l biofilm si rompe e i frammenti precipitano sul fondo del vessel a causa della carenza di nutrienti quali azoro,
vitamine. Le cellule vengono uccise dall'esposizione prolungata ad alte concentrazioni di etanolo e acetaldeide (Zara
et al., 2005). (E) Biofilm formato da un ceppo flor di Saccharomyces cerevisiae su terreno sintetico.



70 BUDRONI M., ZARA G., ZARA S., MANNAZZU 1., FARRIS G. A.

Il modello proposto da Zara ez al. (2005) riprende in parte 'ipotesi formulata da Martinez
et al. (1997); infatti, 'aumento di espressione di FLO11 durante lo shift diauxico porta ad
un incremento dell’idrofobicita della superficie cellulare, che favorisce la formazione di ag-
gregati multicellulari. Gli aggregati idrofobici intrappolano il diossido di carbonio prodot-
to dalla fermentazione dello zucchero residuo (<0.2%), e le bolle che si formano si porta-
no sulla superficie del liquido per formare un biofilm (Fig. 2).

Altri autori studiando la ripartizione di ceppi wild—type FLO11 e di ceppi mutanti Dflo11
in fase acquosa ed in ottano, avevano gia dimostrato che Flo11p ¢ molto idrofobica (Rey-
nolds e Fink, 2001). Il prodotto genico del gene FLOI1 ¢ una idrolasi, appartenente alla
classe delle proteine di lievito ancorate alla parete cellulare tramite il gruppo glicosil- fosfa-
tidil-inositolo (GPI) e ricche in serina e treonina.

Nel genoma di Saccharomyces cerevisiae sono presenti altri cinque geni FLO (FLO1, FLO5,
FLOY, FLO10 e FLO11). FLO10 e FLO11 promuovono I'adesione all’agar e alla plastica e
lo sviluppo pseudoifale (fig 11) . FLOI e, in misura inferiore, FLO5, FLO9 e FLO10, in-
ducono I'adesione cellula—cellula (flocculazione) (Guo ez al., 2000). Pertanto, 'espressione
di ognuna delle proteine Flo ¢ in grado di determinare differenti caratteristiche adesive del-

la cellula (Fig. 3).

Figura 3. Biofilo di lievito flor

al microscopio elettronico a scansione.

Struttura delle adesine

Ladesione fungina ¢ mediata da proteine della parete cellulare altamente specializzate,
chiamate adesine e flocculine codificate da geni della famiglia FLO che riconoscono specifici
aminoacidi o residui zuccherini sulla superficie di altre cellule o promuovono il legame con
superfici di varia natura. Tutte le adesine possiedono una struttura comune costituita da tre
domini: un dominio aminoterminale contenente una sequenza segnale idrofobica un do-
minio carbossiterminale che presenta zone omologhe alle proteine ancora GPI separata da
un dominio centrale contenente sequenze altamente ripetute, ricche in serina e treonina nel-
la porzione N-terminale (A) che protrude dalla superficie della cellula, sono presenti domini
di legame per carboidrati o peptidi (Kobayashi ez al., 1998; Groes et al., 2002; Rigden ez
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al., 2004). La porzione C-terminale (C) contiene la sequenza consenso per il gruppo gli-
cosil-fosfatidilinositolo (GPI-ancora), il quale ¢ coinvolto nell’ancoraggio della proteina alla
parete cellulare (Bony ez al., 1997; Kapteyn ez al., 1999). Il dominio centrale dell’adesina,
la cui lunghezza ¢ estremamente variabile, ¢ caratterizzato dalla presenza di zone ripetute ric-
che di serina e treonina (nel gene FLO11 il 60% del dominio ¢ costituito da residui di se-
rina e treonina). Questa regione ¢ codificata da sequenze di DNA altamente conservate che
rappresentano una fonte di variabilitd genetica dovuta alla elevata frequenza di ricombina-
zioni che si verificano in tali siti.

Il controllo genetico dell’adesione cellulare

I geni che codificano per le adesine non sono costitutivamente espressi; la loro attiva-
zione avviene in risposta a una serie di fattori ambientali quali, ad esempio, la carenza di
sostanze azotate e di carboidrati, variazioni di pH o dei livelli di etanolo (Verstrepen ez 4.,
2003; Sampermans ez al., 2005; Barrales, 2008). Il passaggio dal fenotipo non-adesivo a quel-
lo adesivo, probabilmente rappresenta un sistema di adattamento alle situazioni di stress (Ver-
strepen and Klis, 20006). Lattivazione di FLO!1 in condizioni di carenza di azoto, per esem-
pio, induce I'adesione del lievito e I'invasione del substrato alla ricerca di elementi nutriti-
vi (Kron, 1997; Gagiano et al., 2002).

I geni che codificano per le adesine, oltre ai vari segnali a cascata che ne regolano I'espres-
sione, sono soggetti a un controllo epigenetico (Frieman and Cormack, 2004; Halme ez 4/.,
2004). In una popolazione di Saccharomyces cerevisiae coesistono sia cellule nelle quali FLO11
¢ trascritto sia cellule nelle quali il gene ¢ silente. Lo stato di espressione di FLO11 ¢ meta-
stabile e viene normalmente ereditato per diverse generazioni; ¢ inoltre reversibile e le cel-
lule possono “accendere” o “spegnere” il gene. Il silenziamento ¢ sia promotore specifico che
posizione genomico-dipendente; infatti, la sostituzione del promotore di FLO1! con un al-
tro promotore o la ricollocazione del gene su un altro cromosoma, elimina la regolazione
epigenetica.

Il cambiamento acceso/spento ¢ sotto la regolazione delle proteine Hdal (deacetilasi isto-
nica) e Sfl1 (repressore della trascrizione). In S. cerevisiae il controllo epigenetico ¢ stato os-
servato anche per il gene FLO10 (Halme ez al., 2004). A differenza di FLO11, pero, il si-
lenziamento di FLOI0 non dipende da Hdal ma dalle deacetilasi istoniche Hstl e Hst2 e
dal regolatore del silenziamento telomerico Sir3.

Il silenziamento epigenetico delle adesine puo avere multipli scopi. In una popolazione
microbica, il silenziamento genico mantiene I'equilibrio tra cellule che aderiscono al sub-
strato colonizzandolo, e cellule non adese che possono raggiungere nuovi siti da coloniz-
zare. Il sistema di “switching” rappresenta un meccanismo con il quale le cellule anticipa-
no le mutevoli condizioni ambientali (Kussell and Leibler, 2005).

Gli eventi di ricombinazione originano nuove adesine
Sebbene i lieviti posseggano un numero limitato di geni che codificano per le adesine,
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la variabilita delle adesine isolate da ceppi strettamente correlati € spesso molto ampia. Que-
sta variabilita genetica ha come conseguenza una marcata differenziazione dei fenotipi ade-
sivi tra i diversi ceppi e specie (Verstrepen ez al., 2003). Recenti ricerche hanno dimostra-
to che le sequenze di DNA altamente ripetute presenti nella porzione centrale dei geni che
codificano per le adesine, costituiscono la base per la formazione di nuove adesine (Verstrepen
et al., 2004a; 2005).

A causa della natura ripetuta e della loro elevata similarita di sequenza, le unita ripetu-
te inducono frequenti eventi di ricombinazione durante la replicazione del DNA (fig. 4).
La rimozione o I'aggiunta di unita ripetute comporta, rispettivamente, una contrazione o
una espansione del gene. Lunghe adesine, generalmente conferiscono grande aderenza, men-
tre adesine di piccola taglia comportano una diminuzione dell’adesione, probabilmente per-
che il dominio N-terminale rimane incluso nella parete cellulare (Frieman ez /., 2002; Ver-
strepen et al., 2005). In maniera non dissimile dalla regolazione epigenetica, questo mec-
canismo permette ai lieviti di generare variabilita all'interno della popolazione e di regola-
re il proprio comportamento adesivo in funzione dell'ambiente circostante. Inoltre, gli even-
ti di ricombinazione tra le sequenze ripetute di geni diversi possono generare forme chimeriche
del gene, con proprieta adesive differenti (Verstrepen ez a/., 2005). Per i funghi patogeni come
C. albicans e C. glabrata, le frequenti ricombinazioni a carico dei geni che codificano per le
proteine di parete, rappresentano un ulteriore sistema che permette di creare una variabili-
ta della superficie cellulare (Verstrepen ez al., 2004a; 2005).

Il quorum sensing

Nel biofilm le cellule che si trovano a stretto contatto conducono uno stile di vita in-
terdipendente. Infatti agiscono come parte integrante di una comunita microbica e adot-
tano strategie comportamentali collettive vivendo come organismi interattivi (Nadell ez a/.,
2008). La formazione di tutti i biofilm ¢ mediata da meccanismi di guorum sensing, dipendenti
dalla densita cellulare che regola I'espressione di geni specifici (Kruppa, 2009). Lattivazio-
ne del quorum sensing avviene attraverso la produzione di piccole molecole, definite au-
toinduttori, responsabili della comunicazione cellula-cellula. Queste molecole attivano I'espres-
sione dei geni ad esse correlati solo quando raggiungono una determinata concentrazione
all'interno della cellula. La formazione di biofilm monospecie ad architettura definita ¢ un
fenomeno multifattoriale dinamico e complesso che coinvolge variabili genetiche, fisiolo-
giche, ecologiche, nonché idrodinamiche e di chimica di superficie (Di Mattia, 2008; Na-
dell ez al., 2008). Per Saccharomyces cerevisiae sono stati indicati come autoinduttori alcuni
alcoli superiori (triptofolo, feniletanolo) almeno per quanto riguarda altri tipi di aggrega-
zione cellulare (crescita filamentosa) (Fink, 2006), ma niente é noto per la formazione del
biofilm su vino.

La matrice extracellulare
Linizio della formazione del biofilm ¢ caratterizzato dall’interazione della cellula con la



PECULIARITA DEI LIEVITI FLOR 73

superficie. Una volta che la cellula ha aderito alla superficie, il biofilm comincia a matura-
re con la produzione di una matrice extracellulare che generalmente contribuisce all’archi-
tettura della comunita. Malgrado la presenza della matrice extracellulare sia universale, essa
¢ molto varia sia nella composizione sia nei tempi di sintesi (Davey and O’Toole, 2000).

Le caratteristiche pitt importanti della matrice sono correlate alla composizione e alla strut-
tura del polisaccaride che determinano la conformazione primaria del biofilm. Infatti, la quan-
titd di EPS (extracellular polymeric substances) varia a seconda dell’organismo e aumenta
allaumentare dell’eta del biofilm (Davey and O Toole, 2000; Varon and Choder, 2000; Bran-
da et al., 2005).

La matrice ¢ un ambiente dinamico dove possono accumularsi nutrienti e dove le cel-
lule microbiche mantengono il giusto grado di omeostasi. Essa mostra un alto grado di ete-
rogeneita, infatti al suo interno possono coesistere diversi microambienti. La natura della
matrice polimerica, oltre ad essere correlata alle strutture esopolisaccaridiche, dipende an-
che da diversi fattori estrinseci, come le proprieta chimico-fisiche dell’ambiente dove il bio-
film ¢ localizzato, e da fattori intrinseci, come il genotipo delle cellule che lo compongono
(Davey and O’Toole, 2000). Ne consegue che la struttura della matrice del biofilm puo va-
riare a seconda dello stato fisiologico delle cellule, della disponibilita di nutrienti, dell’am-
biente in cui si forma, e delle specie microbiche che lo compongono (Sutherland, 2001).

Le proprieta di superficie delle cellule di lievito sono fondamentali nella formazione del-
le comunita multicellulari e nella loro interazione con 'ambiente. Il lievito patogeno op-
portunistico Candida albicans, il maggior agente eziologico di infezioni micotiche nocoso-
miali gravi in soggetti immunosoppressi (Wenzel and Pfaller, 1991; Li and Palecek, 2003),
rappresenta un ottimo modello per lo studio del biofilm di lievito. Il biofilm formato da
Candida albicans ¢ composto da cellule lievitiformi, ife e pseudoife e materiale extracellu-
lare (Nobile and Mitchell, 2006). La sintesi della matrice che avviene durante la formazio-
ne del biofilm di C. albicans, & in funzione delle condizioni di incubazione: in condizioni
statiche la produzione di EPS ¢ minima, mentre aumenta considerevolmente quando il bio-
film si sviluppa in un terreno liquido in agitazione (Baillie and Douglas, 2000).

In un recente lavoro, Kuthan et /., (2003), osservando I'ultrastruttura delle colonie di
alcuni ceppi di Saccharomyces cerevisiae, hanno scoperto la presenza di materiale extracellu-
lare (fig ). La presenza di filamenti intercellulari nelle colonie giovani indica che la produ-
zione di ECM che riveste e connette le cellule non ¢ una conseguenza dell’invecchiamen-
to della colonia come invece & stato osservato da Varon and Choder (2000). Tale struttura
osservata nelle colonie fluffy (vaporose) sembra essere importante per distanziare le cellule
e proteggere 'intera colonia contro le avversita dell’'ambiente. Questo fenomeno ¢ stato os-
servato in vari ceppi di S. cerevisiae indipendentemente dall’'ambiente di isolamento. Kuthan
et al., (2003), dopo aver osservato la sovraespressione del gene FLO11 nelle cellule delle co-
lonie flufty, hanno ipotizzato il coinvolgimento di Flo11p nel legame tra le cellule e mate-
riale extracellulare e un suo ruolo attivo nel determinare la struttura della colonia. Le in-
formazioni circa la composizione chimica della matrice di S. cerevisiae sono invece scarse:
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la sua resistenza alle endoglicosidasi rende I'analisi di spettrometria di massa difficoltosa (Ku-
than ez al., 2003). Come per le glicoproteine di superficie dei batteri la resistenza della ma-
trice alle endoglicosidasi indica esistenza di catene di carboidrati che formano la compo-
nente extracellulare nelle colonie fufjy di lievito.

Beauvais et al. (2009) hanno descritto la presenza di una matrice esocellulare prodotta
da ceppi flocculenti di S. cerevisiae. Le cellule flocculenti secernono polisaccaridi di gluco-
sio e mannosio. Questa matrice sembra non abbia nessun ruolo protettivo nei confronti del-
Ietanolo. Tuttavia resta ancora da analizzare il ruolo che la matrice svolge in fase di biofilm
nel vino, dove le cellule sono soggette sia allo stress da etanolo sia allo stress ossidativo e da
essicamento, sopratutto nella nella zona superiore del biofilm.

CONCLUSIONI

I lieviti flor sono tra i pitt studiati al mondo. Infatti lo studio del comportamento sociale
di . cerevisiae rappresenta un importante modello biologico per lo studio e la comprensione
dei fenomeni di aggregazione cellulare, importanti non solo da un punto di vista enologi-
co ma biologico in senso lato.

Le conoscenze attuali sui lieviti flor sono ampie e approfondite, anche se restano anco-
ra da spiegare diversi aspetti riguardanti la risalita delle cellule in superficie e i fattori che la
determinano tra cui la regolazione dei geni implicati, I'eventuale presenza e composizione
della matrice esocellulare e il suo ruolo nel biofilm.

Sono attualmente a disposizione dei produttori della Vernaccia di Oristano sia una col-
lezioni di ceppi autoctoni flor caratterizzati tecnologicamente e molecolarmente, sia protocolli
per il controllo microbiologico dell’intero processo di trasformazione dalla fermentazione
alla fase di affinamento in botte. Tuttavia siamo di fronte a un paradosso: la Vernaccia di
Oristano, vino unico nel panorama italiano, sta scomparendo, le quantita prodotte sono al
minimo storico. Inoltre la fase di florizzazione ¢ diventata per i produttori una costosa im-
mobilizzazione di capitale e per questo si preferisce destinare buona parte delle uve alla pro-
duzione di Vernaccia del Tirso, un vino bianco da tavola. Manca infatti un progetto di ri-
collocazione su un mercato complesso e articolato come quello attuale, che sfrutti tutte le
opportunita offerte dai prodotti di nicchia. Questo progetto deve coinvolgere i produtto-
ri in primis, ma anche 'Universita e le istituzioni regionali. I produttori, in particolare, de-
vono trovare un accordo per la messa a punto di un protocollo per 'ottenimento di un pro-
dotto di qualita e per la sua commercializzazione. E’ inoltre necessario modificare il disci-
plinare di produzione e imporre I'utilizzo di lieviti starter selezionati per la fase di affina-
mento.
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