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RIASSUNTO

La produzione di Prosecco nelle zone della provincia di Treviso, e non solo, & entrata nella sfera culturale
della societa e della popolazione veneta. Negli ultimi anni si & cercato di unirla ad un’idea di viticoltura
sostenibile per ’'ambiente e I’ecosistema. Creando nuovi incroci di Glera tonda con varieta resistenti &
stato sviluppato un piano di ricerca per la produzione di varieta di Glera resistenti alle principali malattie
fungine della vite - peronospora e oidio - contro le quali vengono attuati il maggior numero dei
trattamenti ai vigneti. Per essere idonea alla produzione dei vini Prosecco, la progenie deve acquisire i
geni di resistenza alle malattie mantenendo le caratteristiche organolettiche della Glera. | vitigni
resistenti utilizzati per i nuovi incroci provengono da precedenti incroci di varieta Vitis vinifera con ibridi
interspecifici e varieta non vinifera (es. V. labrusca, V. berlandieri, ecc.). In questo lavoro di tesi sono state
indagate le uve prodotte daincroci di Glera tonda con le varieta resistenti a bacca bianca Bronner, Solaris
e Kunleany - tre varieta con buona attitudine enologica e particolari doti di resistenza verso oidio e
peronospora — che erano state precedentemente selezionate in quanto hanno acquisito 2-3 loci di
resistenza a ciascuna delle due malattie. Lo studio & stato focalizzato sui precursori aromatici glicosilati
delle bucce in quanto rappresentano i composti che determinano il carattere olfattivo varietale dei vini
Prosecco. Il profilo dei precursori aromatici glicosilati degli estratti & stato caratterizzato mediante
spettrometria di massa ad alta risoluzione UHPLC/QTOF.

Nei genotipi studiati sono stati identificati i segnali di 90 precursori aromatici glicosilati ed alcuni
marcatori chimici specifici degli ibridi resistenti. L’obiettivo principale della ricerca era di selezionare gli
incroci che hanno acquisito sia il carattere di resistenza dal parentale ibrido che il profilo aromatico del
Glera e che siano pertanto idonei a produrre dei vini di Prosecco “resistente” il pil vicino possibile
all'originale. Pertanto, I'assenza di metaboliti chimici che sono marcatori specifici del parentale ibrido &
un carattere desiderato. | risultati di questo studio preliminare che & stato condotto sulle prime uve
prodotte dagli incroci hanno mostrato che quelli con il Solaris hanno un profilo terpenico pit simile al
Glera rispetto agli altri incroci.

D'altra parte, la presenza di qualche “marcatore dell’ibrido” potrebbe essere utile nei controlli dei vini al
fine di identificare 'utilizzo di un incrocio. L’uva del genotipo 7-2-6 presenta il segnale di un esoso diidro-

monoterpentetraolo caratteristico del Solaris che pud essere adatto a questo scopo. Nei prossimi studi

dovra essere verificato se il segnale di questo metabolita viene riscontrato anche nei vini.



ABSTRACT

The production of Prosecco is nowadays part of the Venetian culture and in the recent years projects for
developing a viticulture sustainable for the environment and ecosystem, are performed. By creating new
Glera tonda hybrids by crossing with resistant varieties, a research plan was started to produce new
Glera varieties which are resistant to the main fungal vine diseases, i.e., downy mildew and powdery
mildew, against which many treatments to the vineyards are performed every year using chemicals. To
be suitable for Prosecco wines production, the new crossings have to acquire the genes of resistance
and keep unchanged the sensorial characteristics of Glera. The resistant hybrids used were previously
produced by crossing V. vinifera and non-vinifera varieties (e.g., V. labrusca, V berlandieri, etc.). In this
work, the grapes produced by crossing of Glera tonda with the resistant white grape varieties Bronner,
Solaris, and Kunleany were studied. These three hybrids are characterized by high enological aptitude
and resistance to powdery mildew and downy mildew, and the crossing studied were selected in that
acquired 2-3 loci of resistance to each disease. The study was focused on the berry skin glycosidic aroma
precursors which are the compounds that determine the varietal aroma characteristic of Prosecco
wines. The profiles of skin extracts were characterized by UHPLC/QTOF high resolution mass

spectrometry.

In the genotypes studied the signals of 9o glycosylated aroma precursors, were identified, some of them
resulted specific markers of the resistant hybrids. The main objective of the research was to select the
crossings that acquired both the resistance character from the hybrid parent and the aroma profile of
Glera and therefore are suitable to produce "resistant" Prosecco wines as close as possible to the
original. Consequently, the absence of chemical metabolites which are specific markers of the hybrid
parent should be a desired character. This preliminary study showed that the grapes of Solaris crossings

have a terpene profile more similar to Glera than the other crossings.

On the other hand, the presence of a "hybrid marker" could be useful for control aims of wines to identify
the use of a crossing. Grapes of the genotype 7-2-6 show the signal of hexose-dihydro-
monoterpenetetraol characteristic of Solaris which can be useful for this purpose. In next studies it will

have to be verified whether this metabolite is also present in wines.



SCOPO DELLA TESI

In questo lavoro & stata condotta una prima indagine sulle uve prodotte dai primi incroci Glera
tondaxBronner, Glera tondaxSolaris e Glera tondaxKunleany che sono stati selezionati in quanto hanno
acquisito almeno 2 loci di resistenza alla peronospora e 2 all’oidio.

La Glera € una varieta semi-aromatica ed i precursori aromatici glicosilati contenuti nelle bucce hanno un
ruolo di primaria importanza nel determinare le caratteristiche organolettiche dei vini. Al fine di
selezionare gliincroci che hanno acquisito i profili di questi metaboliti secondari quanto piu simili al Glera,
e sono pertanto piu idonei a produrre vini che mantengono le caratteristiche organolettiche del
Prosecco, ¢ stato eseguito lo studio del profilo dei precursori aromatici glicosilati delle uve mediante
analisi di spettrometria di massa ad alta risoluzione UHPLC/QTOF.

Lo studio e stato condotto presso il Laboratorio di Chimica e Metabolomica del CREA-Centro Ricerca

Viticoltura ed Enologia di Conegliano nell’ambito del progetto denominato GLERES.
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CAPITOLO 1-INTRODUZIONE

1.1 GENEALOGIA DELLA VITE

La vite appartiene all’ordine delle Rhamnales, famiglia delle Vitacee o Ampelidaceae. E poi suddivisa in
due sottofamiglie, ovvero: Ampelideae e Lecoideae. La prima & costituita da cinque generi Ampeloésis,
Cissus, Parthenocissus, Ampelocissus e Vitis. Mentre i primi quattro non sono portatori di caratteri
enologici, I'ultimo, il genere Vitis, & quello che comprende le varieta di interesse viticolo ed enologico.
Questo genere € suddiviso in altri due sottogeneri: Euvitis e Muscadinia. Il primo racchiude in sé la specie
Vitis vinifera (ovvero la vite europea), coltivata sin dai tempi antichi, la quale puo ulteriormente essere
divisa in Vitis vinifera sativa (vite addomesticata) e Vitis vinifera silvestris (selvatica); oltre che altre di
origine americana come la Vitis labrusca (la vite americana dal carattere Foxy poco apprezzato dai
consumatori europei), la Vitis rupestris, la Vitis riparia e la Vitis berlandieri. 1l sottogenere Muscadinia &
invece caratterizzato da vinaccioli quasi tondeggianti e dall’assenza di retidoma. Comprende tre specie:

Vitis rotundifolia, Vitis popenoei e Muscadiniatis munsoniana (Fregoni, 2013).

1.2 IL CONCETTO DI IBRIDO

Gliibridi sono individui risultato dell’incrocio di due genotipi, questo porta alla formazione di varieta che
presentano caratteristiche uniche e particolari, ed & quello che sta alla base del miglioramento genetico
e dell’evoluzione. Gli ibridi possono classificarsi in due modi: intraspecifici, quando gli individui parentali
fanno parte della stessa specie; oppure interspecifici, quando i due parentali fanno parte di specie
differenti. Gli obiettivi che si possono realizzare con I'incrocio sono diversi e possono variare dal
miglioramento produttivo, all’acquisizione di resistenze, all’adattabilita ai climi fino all’laumento
qualitativo enologico del prodotto.

La metodologia per l'incrocio consiste nello scegliere due varieta: una come “maschio” da cui si
prelevera il polline; e una come “femmina” che in prefioritura verra insacchettata e sottoposta a
demasculazione (castrazione). Compiuto questo passo, alla comparsa del liquido stigmatico, si procede
alla fecondazione della varieta madre con il polline della varieta padre. Si otterranno alla fine dei
semenzali che dovranno essere posti in vivaio e poi in campo dove si dovra attendere 3-4 anni per poter
ottenere la prima produzione e quindi cominciare la selezione. | tipi di incrocio possono essere:
autofecondazione, combinazione semplice, per ricombinazione e per convergenza.

Nel caso dell’autofecondazione, I'ibrido & ottenuto tramite incrocio della stessa varieta. Nella
combinazione semplice I'incrocio viene attuato utilizzando due varieta differenti. Mentre, nei casi pit

complicati di incrocio per ricombinazione e per convergenza, si utilizza nel primo un ibrido ottenuto da
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due varieta differenti e lo si incrocia con una terza; nel secondo due ibridi ciascuno dei quali ottenuto da
due varieta differenti ’'una dall’altra.
Il fatto, comunque, di dover attendere anni prima dell’inizio della selezione richiede un gran impegno

materiale e umano (Fregoni, 2013)

1.2.1 LA STORIA DELL’IBRIDAZIONE

Il miglioramento genetico & da sempre fattore fondamentale di tutti gli esseri viventi, compresiivegetali.
E percid un fenomeno naturale che permette il proseguirsi dell’evoluzione e I'adattamento a fattori
abiotici e biotici del’ambiente. La vite ancor allo stato selvatico ha intrapreso questo percorso di
miglioramento incrociandosi con altri genotipi attraverso la riproduzione gamica, e in seguito, con lo
sviluppo della sua coltivazione, anche 'uomo ha contribuito inconsciamente alla selezione delle viti,
scegliendo quelle che dimostravano maggiore produttivita (quindi prevalsero le ermafrodite sulle
dioiche), maggiori caratteristiche qualitative delle uve (dolcezza, colore, aromi) e migliori qualita
organolettiche che si rispecchiavano nel prodotto vino, promuovendo cosi la loro moltiplicazione a
scapito di altre (Stefanini, 2020).

Quest’attivita di selezione, legata a quella naturale, ha permesso la distinzione di differenti varieta,
mutate soprattutto nell’aspetto fenotipico e nell’adattamento al’ambiente. In questo modo si creo la
suddivisione della Vitis vinifera tra due sottospecie: V. silvestris, rustica, dioica e non particolarmente
propensa all’enologia (vite selvatica); e V. sativa piu sensibile alle malattie, ermafrodita, ma con qualita
tecnologiche molto apprezzate (vite addomesticata) (Fregoni, 2013).

Queste si diffusero in tutta Europa e in Asia, soprattutto nel bacino del mediterraneo, e hanno
caratterizzato la viticoltura fino all’avvento della Fillossera.

Nel XIX secolo, I'intensificarsi degli import-export con il nuovo continente, compreso il commercio di
materiale viticolo, ha portato a due risultati indesiderati: le V. vinifera trasportate in America morivano
rapidamente; in Europa invece si soffri I'introduzione di gravi malattie per le quali i vitigni non
possedevano resistenze specifiche. La prima ad essere introdotta fu I'oidio (Erysiphe necator, Oidium
tuckeri nella forma anamorfa) nel 1845, successivamente la fillossera (Daktolosphaira vitifolia) 1868 e la
Peronospora (Plasmopara viticola) nel 1878 (Sabbatini et al, 2013).

Queste ampelopatie sconvolsero la cultura viticola del vecchio continente, portandola quasi
all’estinzione e cambiandola permanentemente. Ne consegui un forte impegno nella ricerca viticola e
nello studio delle malattie in senso olistico, coinvolgendo professionalita e conoscenze di diversi settori:
dalla chimica all’ampelografia, dalla patologia alla biologia fino all’entomologia per la necessita di
rispondere ad una crisi viticola che imponeva di trovare rimedio a molte pericolose problematiche in

pochi anni (Palliotti et al., 2018).
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Proprio in questi anni nacquero grandi centri di ricerca viticola rinomati a livello mondiale come quelli di
Bordeaux, Montpellier, San Michele al’Adige (al tempo in territorio austriaco) e Conegliano. In tale
periodo I'interesse del mondo vitivinicolo verso il miglioramento genetico e la costituzione di nuovi ibridi
atto a generare viti che fossero resistenti alle nuove malattie fungine e al nuovo afide crebbe moltissimo
(Stefanini, 2022).

Inoltre, per far fronte alle crittogame, cioé le malattie fungine oidio e peronospora, si ricorse alla lotta
fitosanitaria che si basava sull’utilizzo del rame (poltiglia bordolese inizialmente e poi altri prodotti) per
la peronospora, e sullo zolfo per I'oidio. Tuttavia, mentre in Italia lo zolfo era facilmente reperibile, e anzi
ne eravamo esportatori, il rame era piu costoso e difficile da recuperare. Per di piu, con I’avvento delle
due guerre mondiali che distrussero I’economia europea e I'utilizzo del rame per scopi militari, il costo
del metallo aumentd parallelamente al forte stato di poverta in cui si trovava gran parte della
popolazione. Cio obbligo alla ricerca di altre soluzioni (Manaresi, 1943).

Riguardo alla Fillossera, Leo Laliman osservo che i ceppi di Vitis aestivalis Michaux non erano stati distrutti
dalla fillossera e questo lo fece ipotizzare che la vite e I'insetto coesistessero nel loro ambiente. Difatti,
la vite americana, essendosi co-evoluta con I'insetto, aveva sviluppato caratteri di resistenza ad esso cosi
come si scopri per la peronospora e I’oidio. Si pensd quindi diinnestare marze di V. vinifera con ’apparato
ipogeo di viti native americane: principalmente V. riparia (riparia Gloire), V. rupestris (Rupestris du Lot)
(Sabbatini et al, 2013).

Si utilizzd anche un'altra specie americana: la V. berlandieri, ma questa sebbene si dimostrasse ben
resistente al calcare (fattore ottimale per la viticoltura europea) e alla siccita, nonché alla fillossera, non
radicava bene per talea. Per questo si utilizzd solamente in combinazione con altre varieta, tra le qualila
V. vinifera, nella creazione di portinnesti per fornire i caratteri di pregio prima elencati e sormontare il
problema della radicazione anche se in questo modo la resistenza alla fillossera diminuiva. La pratica
dell’innesto di Vitis di origine americana, utilizzandole solo come portinnesto e quindi creando dei bionti,
si presto al garantire la resistenza alla fillossera. Con I’avanzare di tecnologie sempre pit innovative per
I’ibridazione, si andarono a creare portinnesti contenenti genotipi di pit specie. Un esempio ¢ I'utilizzo
di V. sonosis resistente alla salsedine e ai nematodi, oppure la V. amurensis resistente al freddo alla siccita
e al calcare ma non alle crittogame e alla fillossera. In questo periodo ebbero inizio i primi tentativi di
ibridazione interspecifica, con I’obiettivo di trasferire alla vite europea, qualitativamente di gran pregio,
caratteri di resistenza provenienti dalla vite americana. Nacquero cosi gli ibridi produttori diretti (IPD),
cioé individui che avevano lo scopo di garantire la resistenza alla fillossera (senza quindi la necessita di
innesto), la resistenza alle crittogame Oidio e Peronospora, oltre che buoni livelli di produzione e di

qualita degni della vite europea (Fregoni, 2013).

13



1.2.2 LA NASCITA DEGLI IPD E GLI IBRIDI MODERNI
| primi IPD vennero importati dal’America come risposta alla peronospora. Lj, infatti, erano stati per la
prima volta costituiti principalmente tramite incroci V. labrusca x V. vinifera, oppure V. labrusca x V.
vinifera x V. riparia, o V. labrusca x V. riparia ed erano ben accetti al consumatore americano che ne
apprezzava I"aroma e le qualita strutturali. Alcuni esempi di questi ibridi sono: il Clinton (V. labrusca x V.
riparia), Isabella (V. labrusca x V. vinifera) diffusa ampiamente gia nel 1816 in Nord America e si suppone
sia stata questa il vettore dell’oidio in Europa, I’Othello (V. labrusca x V. riparia x V. vinifera). | risultati
ottenuti attraverso le ibridazioni interspecifiche, tuttavia, non furono incoraggianti e non diedero la
risposta desiderata. Le resistenze, infatti, non erano mai totali e questo obbligava comunque i
trattamenti con fitosanitari (anche se in quantita minore) e I'innesto. Inoltre, erano piante molto
vigorose e produttive, ma con caratteristiche organolettiche scadenti (aroma foxy) e ricche di malvidolo
(antociano diglucoside). Per di pit, il vino che siandava ad ottenere aveva una percentuale alcolica molto
bassa ed era ricco di alcol metilico, originato dalle pectine che nell’uva di vite americana si trovano in
concentrazione maggiore (Fregoni, 2013).
La coltivazione di questi ibridi, ritenuti carenti dal punto di vista qualitativo, fu vietata in Italia nel 1931
con I'intento di non causare un decadimento qualitativo dei nostri vini (Palliotti et al, 2018).
Con lo svilupparsi delle tecnologie gli ibridi sono molto migliorati, soprattutto in Germania dove,
reibridando i vecchi ibridi con V. vinifera si sono ottenuti soggetti resistenti con delle qualita enologiche
molto migliori. Sempre in Europa sono stati ottenuti altri ibridi come lo stesso Kunleany, varieta
parentale utilizzata in questo studio. Anche in Italia si sono avuti eccellenti risultati riguardo
I’ottenimento di nuovi ibridi resistenti. | ricercatori della fondazione Edmund Mach, ad esempio, nel 2020
hanno iscritto al registro nazionale delle varieta di vite quattro nuove cultivar resistenti a peronospora e
oidio: Charvir (Merzling x FR 946-60) adatto come base spumante mantenendo elevato il tenore acidico
e bassi livelli di pH; Valnosia (Nosiola x Bianca) varieta a bacca bianca con aromi che richiamano note
tioliche e di nocciola. A bacca nera sono stati iscritti Termantis e Nermantis entrambi ottenuti
dall’incrocio (Teroldego x Merzling) con caratteristiche di fruttato e floreale simili al Teroldego e livelli di
diglucosidi abbondantemente al disotto degli attuali limiti previsti dalla legislazione vitivinicola
(Stefanini, 2020).
Ancor prima, nel 2014, sempre la stessa fondazione di San Michele all’Adige, ha inserito al registro altre
4 varieta ibride risultato di uno studio per aumentare anche la resistenza alla botrite. Le prime, lasma
Eco 3 e lasma Eco 4, a bacca bianca, sono state ottenute tramite incrocio di Moscato Ottonel x Malvasia
di Candia e si sono caratterizzate per un profilo aromatico piuttosto complesso; le seconde, a bacca nera,

lasma Eco 2 e lasma Eco 1 attraverso Teroldego x Legrein (Dorigatti et al, 2019).
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Sempre in Italia, grazie alla collaborazione tra i vivai cooperativi Rauscedo e I'Universita di Udine, sono
stati ottenuti altri ibridi come la Julius, il Soreli e il Fleurtai. Un altro fattore molto importante da
considerare, che ha contribuito all’avere risposte migliori in termini qualitativi e di resistenza nei nuovi
ibridi rispetto agli IPD, & che questi ibridi non derivano direttamente dall’incrocio di specie pure di Vitis
americane o asiatiche ma da loro ulteriori ibridi ottenuti anche con Vitis europea, e quindi possiedono
pedigree complessi: esempio il Bronner (iscritto al registro delle varieta di vite nel 2009) e il Solaris
(Palliotti et al, 2018).

Relativamente alla resistenza alle crittogame, in particolare all’oidio, si stanno studiano alcune varieta
facenti parte della sottospecie V. vinifera silvestris, ovvero la vite europea selvatica. Nello specifico, sono
stati individuati dei loci nel genoma di alcune silvestris che sono portatori di tale resistenza, ma gli studi

sono ancora in atto (Luksic et al, 2022).
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1.3 GLIIBRIDI PARENTALI

In questo studio di tesi sono state prese in esame quattro varieta parentali da utilizzare per I’ottenimento
dei nuovi incroci, tre delle quali sono ibridi interspecifici (Solaris; Bronner; Kunleany). Queste hanno
dimostrato notevoli attitudini enologiche oltre che forti resistenze a Oidio e Peronospora (Stefanini et
al, 2017). La quarta varieta ¢ rappresentata dalla Glera. Gli ibridi ottenuti incrociando queste varieta
parentali sono quindi ibridi interspecifici. Questo tipo di ibridi & stato fortemente ostacolato dalla
normativa sia europea che italiana soprattutto per il loro utilizzo nella denominazione di origine. Ad
esempio, la CE 1234/2007 prevedeva che i vini a denominazione venissero prodotti solamente con uve di
V. vinifera cosi come I’OCM unica UE 1308/2013. Mentre, |a legge 238/2016 (testo unico del vino) garantiva
I’utilizzo di tutte le varieta di presenti nel registro nazionale, includendo percio anche gli ibridi, per vini
da tavola e IGT, escludendo sempre le DO.

Ad oggi, il Regolamento UE 2021/2117, apre all’utilizzo di varieta anche non V. vinifera per le produzioni a
denominazione, anche se per il Prosecco questo non & ancora concesso da disciplinare

(www.politicheagricole.it, 2022).

1.3.1  ILBRONNER

Figura 1.1 grappolo di Bronner a maturita raggiunta (JKi istitut, 2022)

I Bronner € una varieta costituita tramite ibridazione nel 1975, originario della Germania. Il suo ibridatore
& Norbert Becker dell’istituto di ricerca di Friburgo. Come tutti gli ibridi moderni ha un pedigree molto
articolato, i suoi parentali sono Merzling e Geisenheim 6494. E una varieta a bacca bianca, ermafrodita, di
profilo aromatico non troppo complesso. Ha dimostrato buonissime resistenze ad Oidio e Peronospora,

i loci di resistenza identificati sono: Ren 3 —Ren 9 — Rpv 3.3 — Rpv 10 (JKi istitut, 2022).
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BRONNER

MERZLING GEISENHEIM 6494
I I

1
SEYVAL FREIBURG 379 - 52 SAINT
SEIBEL 5656 RAYON D'OR RIESLING PINOT GRIGIO VITIS AMURENSIS
SEYANETS RUPRECHT

Figura 1.2 la genealogia del Bronner.

L’istituto di San Michele all’Adige ha proposto il suo inserimento al registro nazionale delle varieta di vite,
in cui & ufficialmente entrato il 27/03/2009. Il Bronner € al momento sotto osservazione in tutta la regione
Lombardia, e nelle provincie di Bolzano/Bozen, Trento, Belluno, Padova, Rovigo, Treviso, Venezia,
Verona, Vicenza (www.catalogoviti.politicheagricole.it, 2022).

Riguardo alle sue caratteristiche organolettiche, studi attuati in trentino hanno riportato alcuni dati
interessanti. Nello specifico, il Bronner presenta un grado Brix° di 20 e quindi un contenuto in zuccheri
buono, un’acidita titolabile intorno a 7 g/L, cosi come la concentrazione di acido tartarico, unpH di3,2 e
una concentrazione di malico che si attesta intorno a 2,8 g/L (Gelmetti et al, 2019).

Inoltre, & una varieta che presenta una buona quantita di terpeni diolici, cio la predispone alla produzione

di vini freschi e fruttati (De Marchi et al, 2021).
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1.3.2  ILSOLARIS

Figura 1.3 grappolo di varieta Solaris (JKi istitut, 2022)

Il Solaris & un vitigno ibrido creato nel 1975 in Germania, precisamente da Norbert Becker dell’istituto di
ricerca di Friburgo. | suoi parentali sono Merzling e Geisenheim 6493. E una varieta a bacca bianca ed
ermafrodita. Anche questa ha dimostrato elevate resistenze alle crittogame di origine americana e, come

il Bronner, i loci di resistenza sono: Ren 3 - Ren 9 - Rpv 3.3 — Rpv 10 (JKi istitut, 2022).

SOLARIS

MERZLING l GEISENHEIM 6493 |
1
I I 1

VITIS CHASSELAS INGRAMS
SEIBEL 5656 RAYON D'OR RIESLING PINOT GRIGIO SEYANETS AMURENSIS BLANC MUSCAT
RUPRECHT

Figura 1.4 la genealogia dell’ibrido Solaris (www.vinievitiresistenti.it, 2022)

La varieta & stata inserita nel registro nazionale delle varieta di vite il 10/07/2013, e al momento la sua
coltivazione & in osservazione in tutta la regione Lombardia e nelle provincie di Trento, Belluno, Padova,

Rovigo, Treviso, Venezia, Verona, Vicenza (www.catalogoviti.politicheagricole.it, 2022).

Le uve di Solaris presentano di norma un elevato grado zuccherino (24° Brix in trentino; Galmetti et al,
2019) e donano un vino fruttano, alcolico e con una buona struttura.
Altre qualita tecnologiche sono un’acidita titolabile intorno a 7 g/L, concentrazione di acido tartarico di

8,5 g/L e un pH di 3,2 (Gelmetti et al, 2019).
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1.3.3  ILKUNLEANY

Figura 1.5 grappolo di Kunleany (JKi istitute, 2022)

I vitigno Kunleany & un ibrido interspecifico ungherese, costituito nel 1960, resistente a peronospora e
oidio che ha come parentali Koleda 28/19 e Afus Ali (possiede parte di genotipo di V. amurensis da parte

del primo). E un vitigno a bacca bianca, ermafrodita.

KUNLEANY

KOLEDA 28/19 AFUS ALI

VITIS VINIFERA
SUBS. VINIFERA
LINNE

VITIS AMURENSIS
RUPRECHT

figura 1.6 La genealogia del Kunleany.

1.4 LA GLERA TONDA IN BREVE

La Glera (ol Glera se ci siriferisce al vitigno) & una delle varieta pit famose in Italia e nel mondo in quanto
principe della produzione di Prosecco. Nei territori veneti, in particolare nei colli di Conegliano -
Valdobbiadene e Asolo trova le caratteristiche ambientali e pedoclimatiche ottimali per svilupparsi,

donando alle uve qualita particolari che hanno reso celebre il prodotto. Le prime documentazioni su
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questa varieta la indicano come originaria del territorio triestino (il vino prende il nome dal paese di

Prosecco), ma si segnala la presenza in veneto gia nel ‘700 (Tomasi et al, 2013).

Figura 1.7 grappolo di Glera (JKi istitute, 2022)

E una vite ermafrodita, che non presenta resistenze alle crittogame americane in quanto V. vinifera. E
considerata una varieta aromatica, utilizzata per produzione di spumanti soprattutto, ma anche vini
frizzanti e fermi. Detiene la denominazione DOCG Asolo — Prosecco, Colli di Conegliano, Conegliano
Valdobbiadene - Prosecco. Ma lo si trova anche DOC in tutta la provincia di Trevino; Venezia; Carso;
Montello — Colli Asolani. Ha notevole vigoria (che potrebbe influenzare negativamente sul possibile
attacco di malattie fungine). E iscritta al registro nazionale delle varieta di vite dal 25/05/1970 (registro

nazionale delle varieta di vite, 2022).
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1.5 LA COMPONENTE AROMATICA

1.5.1  PREMESSA

L’aroma dei vini & costituito da centinaia di molecole che variano da una concentrazione di qualche mg/L
fino a frazioni di pg/L. Queste possono influenzare notevolmente le caratteristiche enologiche e la
qualita del prodotto, dimostrandosi un fattore determinate per la sua tipicita. Inoltre, alcune componenti
della frazione aromatica, essendo metaboliti secondari, possono essere importanti marker genetici e
tecnologici da utilizzare in chemiotassonomia (Palliotti et al, 2018).

I meccanismi di evoluzione e genesi delle molecole aromatiche sono molto complesse e percio difficili
da studiare. Sono infatti influenzati dal terroir, dai fenomeni biochimici pre-fermentativi come
I’ossidazione e I’idrolisi, da fattori metabolici ed enzimatici a carico dei lieviti e dei batteri durante il
processo di fermentazione, o da reazioni post-fermentative. Tuttavia, possiamo raggruppare questi
composti in tre classi: gli aromi primari o varietali, cioe che si trovano gia nelle uve; gli aromi secondari o
fermentativi, che si vanno a creare durante il processo di vinificazione; gli aromi terziari o di
invecchiamento che si formano negli anni (ad esempio durante il contatto vino-legno) (Ribéreau-Gayon
etal, 2018).

In questo elaborato di tesi ci si &€ concentrati sui primi, cioé su quelle molecole gia presenti in vigna e che

possono concorrere a definire le caratteristiche di un vitigno.

1.5.2 L’AROMA VARIETALE

Gli aromi varietali sono fortemente influenzati dal terroir e cio significa che sono fondamentali per
I’originalita di un vino. Per questo motivo sono tra i composti che maggiormente ne determinano le
caratteristiche qualitative e da cui ne dipende il potenziale tecnologico.

Le classi principali delle molecole che compongono "aroma varietale sono i terpeni, norisoprenoidi,
metossipirazine, benzenoidi, composti solforati. In alcune varieta definite aromatiche, la concentrazione
di questi composti, soprattutto terpeni, € molto elevata. Cid porta a percepire gia nell’uva I’aroma tipico
che poissiritrovera nel vino. Altre varieta, che sono la maggior parte in campo enologico, vengono dette
semplici 0 neutre in quanto non possiedono una concentrazione tanto elevata di questi aromi, ma
comunque dopo la fermentazione sviluppano delle caratteristiche varietali. A questo sono legati i
precursori aromatici, cioe quelle molecole che a differenza di altre si trovano in forma glicosilata ed
inodore e percid non sono volatili e percepibili, e vengono liberate per idrolisi durante la fermentazione

(Ribéreau-Gayon et al, 2018).
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Per tali motivi, & estremamente rilevante conoscere il profilo dei precursori aromatici, in modo da

adattare le tecniche enologiche per favorirne la liberazione (Flamini et al, 2014).

ter peni

benzenoidi norisoprenoidi
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Figura 1.8 Le categorie di aromi varietali

1.5.3 TERPENI

| composti odorosi della classe chimica dei terpeni sono stati studiati molto a partire dagli anni ’70, sono
componenti fondamentali delle uve moscate (dove superano di molto la soglia di percezione) di cui
rappresentano anche il 90% dell’intero aroma varietale. In natura costituiscono una famiglia di circa 4000
comporsti. | piti suscettibili ad essere odorosi sono i monoterpeni (10 atomi di carbonio) e i sesquiterpeni
(15 atomi di carbonio), formati rispettivamente partendo da due o tre unita isopreniche.

I monoterpenivanno ad accumularsi nell’acino soprattutto dopo I'invaiatura fino al raggiungimento della
maturazione e possono essere idrocarburi semplici (es. mircene e limonene), aldeidi (nerale, geraniale),
alcoli (linalolo, geraniolo, citronellolo) acidi (acido geranico) ed esteri (acetato di geranile) (Ribéreau-
Gayon et al, 2018).

Tra questi gli alcoli monoterpenici come il nerolo, citronellolo, geraniolo e a-terpineolo sono i piu
frequenti e conferiscono aromi floreali di rosa, coriandolo e geranio (Flamini et al, 2014).

| terpeni nell’uva si trovano per la maggior parte in forma di precursori glicosilati legati ad uno zucchero
come il glucosio, il ramnosio, I'apiosio e I’arabinosio formando monosaccaridi B-D-glucopiranosidi, o
disaccaridi 6-O-a-L-ramnofuranosil-3-D-glucopiranosidi, 6-O-B-L-apiofuranosil-B-D-glucopiranosidi e 6 O-
a-L-arabinofuranosil-B-glucopiranosidi.

Poi, nel corso della fermentazione subiscono profondi cambiamenti venendo metabolizzati o convertiti
in altri monoterpeni (come geraniolo e nerolo che riarrangiandosi possono formare linalolo e a-
terpineolo) o altri composti volatili. I polioli poco odorosi, ad esempio, possono dare monoterpeni

odorosi (Ribereau-Gayon et al, 2018).
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Figura 1.9 Principali alcoli terpenici dell’uva: 1. linalolo; 2. furan linalolo ossido (cis e trans); 3. a-terpineolo; 4. trans-
ocimenolo; 5. idrossi-citronellolo; 6. endiolo; 7. geraniolo; 8. 7- idrossi-nerolo; 9. piran linalolo ossido (cis e trans); 10. 8-

idrossi-linalolo; 11. acido geranico; 12. 2-eso- idrossi-1,8-cineolo

1.5.4 NORISOPRENOIDI
I norisoprenoidi sono molecole a 13 atomi di carbonio derivanti dalla degradazione dei carotenoidi (40
atomi di carbonio). Conferiscono note aromatiche floreali e fruttate. Dal punto di vista chimico si
dividono in tre gruppi: i megastigmani ossigenati, che possono essere trovati nel succo d’uva e nel vino
giovane, i megastigmani non ossigenati e i non megastigmani.
| pitt noti sono il B-damascenone (frutti esotici, miele, fiori) che possiede una soglia di percezione
relativamente bassa e il B-ionone (violetta). Questi si possono trovare in tutti i vini, anche se I"apporto
del secondo nei vini bianchi e trascurabile (Ribéreau-Gayon et al, 2018).
I non megastigmani comprendono alcuni composti molto odorosi, ad esempio I’1,1,6-trimetil-1,2-
diidronaftalene (TDN) dalla caratteristica nota di cherosene tipica del Riesling (Winterhalter et al, 1990;
Strauss et al, 1987).
Come i terpeni, alcuni norisoprenoidi si trovano in forma glicosilata nelle uve, e in ambiente acido

possono andare incontro a reazioni che danno vita a molecole molto piti odorose.
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Figura 1.10 Principali composti norisoprenoidi presenti nell’uva e nel vino: 1. TDN; 2. 8-damascone; 3. 6-damascenone;
4. vomifoliolo; 5. diidrovomifoliolo; 6. 3- idrossi-8-damascone; 7. 3-oxo-a-ionolo; 8. 3- idrossi-7,8-diidro-8-ionolo; 9. o-

ionolo; 10. B-ionolo; 11. a-ionone; 12. B-ionone; 13. actinidoli; 14. vitispirani; 15. riesling acetale.

1.5.5 COMPOSTI BENZENOIDI

Questi composti derivano dalla via biosintetica dello shikimato e sono caratterizzati da un anello
benzenico con uno o piu sostituentsi; laloro presenza & legata alle lignine e alla varieta. Molti conferiscono
aromi floreali e fruttati, mentre altri se presentiin elevata quantita donano sentori farmaceutici negativi.
Sono presenti anche questi sia in forma libera che in forma glicosilata; alcuni dei piti importanti sono
I’alcol benzilico, il metil-vanillato e la vanillina (derivante spesso dalle barrique) (Di Stefano, 1996).
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Figura 1.1 principali composti benzenoidi dell’uva: 1. alcol benzilico; 2. B-feniletanolo; 3. 4-idrossibenzaldeide; 4.

vanilling; 5. salicilato di metile; 6. aldeide siringica.
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1.5.6 COMPOSTI SOLFORATI
I composti solforati di tipo tiolico (mercaptani) sono spesso associati a odori sgradevoli, ma possono
essere caratterizzanti di alcuni vitigni: come il Sauvignon. Nelle uve sono presenti solamente come
precursori inodori S-coniugati alla cisteina o al glutatione (Palliotti et al, 2018).
I principali sono il 4MMP (4-mercapto-4-metilpentan-2-one) che ha una soglia di percezione di 0,8 ng/l e
conferisce aromi di bosso, ginestra, ribes nero; il 3MH (3-mercaptoesan-1-olo) con una soglia di 60 ng/l e
aroma di frutto della passione e pompelmo; e il 3MHA (3 mercaptoesan-1-olo acetato), soglia di 4 ng/l e

aromi di bosso e pompelmo (Ribéreau-Gayon et al, 2018).
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Figura 1.12 Principali composti solforati presenti nelle uve e nei vini. 1. 4-mercapto-4-metilpentan-2-one (4MMP); 2. 4-
mercapto-4-metilpentan-2-olo (4MMOH); 3. 3-mercapto-3-metilbutan-1-olo (3MMB); 4. 3-mercaptoesan-1-olo (3MH); 5.

3-mercaptoesan-1-olo acetato (3MHA).

1.5.7  METOSSIPIRAZINE
Le metossipirazine sono composti eterociclici azotati formati dal metabolismo degli amminoacidi. Sono
tipici composti di alcune varieta come il cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc. Portano sentori
erbacei e vegetali (peperone, pisello, asparago). Si trovano soprattutto nella buccia, si metabolizzano
nella fase erbacea dell’acido per poi diminuire dopo I'invaiatura. La loro concentrazione dipende molto
dalla varieta (Palliotti et al, 2018).
Le principali metossipirazine sono 2-metossi-3-alchilpirazine, quali: la 2-metossi-3-isopropilpirazina, 2-

metossi-3-secbutilpirazina e 2-metossi-3-isobutilpirazina (Ribéreau-Gayon et al, 2018).
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Figura 1.13 Le principali metossipirazine dell’uva

1.5.8 ALCANOLI
Gli alcanoli sono composti alifatici dell’uva, principalmente aldeidi e alcoli, a sei atomi di carbonio (C6)
derivanti da processi metabolici legati alla varieta o dalla lisi delle membrane cellulari, tuttavia, sono
anche influenzati dalle pratiche enologiche di lavorazione.
Alcuni (esanolo, trans-3-esenolo e cis-3-esenolo e trans-2-esenolo) provengono dall’idrolisi enzimatica
della frazione glicosidica dell’uva (Di Stefano, 1996).
Altri, come le aldeidi (esanale; 2-esanale; 3-esanale) derivano da un’ossidazione enzimatica a cura delle
lipossigenasi dell’uva durante la pressatura, le quali attaccano I'acido linoleico e I'acido linolenico
presenti nelle membrane cellulari del frutto (Etiévant, 1991).

Questi composti donano al vino e alle uve sentori erbacei e vegetali (Ribéreau-Gayon et al, 2018).
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Figura 1.14 Alcuni alcanoli presenti nelle uve
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1.6 TECNICHE ANALITICHE DI ANALISI

1.6.1 PREMESSA

L’analisi sensoriale delle uve utilizzando tecniche gustative e soggettive per la valutazione della maturita
& ristretta solamente alle varieta aromatiche, cioé che possiedono una concentrazione di composti
aromatici, odorosi e liberi ben sopra la soglia di percezione. Per le altre varieta, che sono la gran parte di
quelle da vino, questo non & possibile. Percid per ottenere informazioni sulla loro situazione aromatica
e sulle loro qualita si devono utilizzare specifiche pratiche analitiche. Queste si basano sull’estrazione dei
composti (SPE-SPME), sulla loro separazione (HPLC) e sulla loro identificazione e quantificazione

(MS/QTOF) (Palliotti et al, 2018).

1.6.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA HPLC

La cromatografia liquida & una pratica analitica che sfrutta le diverse affinita dei componenti verso una
fase mobile e una fase stazionaria per separarli e identificarli o quantificarli, e utilizzata per la misurazione
di composti non volatili. La fase mobile € un liquido che scorre su una fase solida che puo essere un solido
o un liquido. | principi di separazione dei componenti sono adsorbimento, partizione, esclusione, affinita
e scambio ionico. La prima tecnica di cromatografia liquida e stata la TLC (thin layer chromatography),
tuttavia negli anni si sono evolute altre tecniche che prevedevano l'influenza di una pressione:
gravitazionale nel caso della cromatografia a bassa pressione (utilizzata ora come SPE), oppure una
pressione indotta nelle tecniche di HPLC (Flamini e Traldi, 2010).

L’analisi HPLC puo avvenire in fase normale o inversa. La piu utilizzata, ed € quella sfruttata per questo
lavoro sperimentale, € la seconda. Nella fase inversa la fase stazionaria € meno polare della fase mobile.

Il sistema cromatografico HPLC & formato da:

Un sistema di iniezione: rappresentato da una valvola che inietta la quantita adeguata di analita

Una pompa: che garantisce il flusso all’interno della colonna attraverso I’applicazione di una
pressione (il sistema ha pressioni elevate di 200-300 atm, fino anche a 400 atm).

Pre-colonna: che permette la filtrazione dell’analita per evitare che la colonna si contamini con
impurita.

Colonna: la componente in cui avviene la separazione e dove & presente la fase stazionaria, che
nel caso della HPLC e formata da microparticelle porose.

Rilevatore: cioé lo strumento che raccoglie i dati dell’analisi.

Elaboratore: lo strumento (computer) che traduce i segnali elettrici del rilevatore.
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| rilevatori abbinati alla HPLC possono essere spettrofotometri UV|Vis, spettrofotometri IR, DAD,
fluorimetri, in questo elaborato di tesi un sistema Ultra-HPLC (UHPLC) & stato accoppiato ad uno
spettrometro di massa QTOF.

Questa tecnica pud essere usata per analisi qualitative e analisi quantitative attraverso la costruzione

delle curve di calibrazione.

1.6.3 SPETTROMETRIA DI MASSA

La spettrometria di massa & una tecnica analitica usata per 'identificazione di prodotti incogniti, per
analisi quantitative o per chiarire le proprieta strutturali e chimiche di una molecola. Questa tecnologia
€ nata intorno agli anni "20 negli Stati Uniti e inizialmente era usata da personale altamente specializzato
in campo fisico. Poi il suo utilizzo si &€ espanso nei settori della chimica, della biologia sino ad arrivare a
quello enologico (Turco, 2022).

In enologia si utilizzano campioni con matrici complesse e per questo sono stati necessari diversi studi
per scegliere da una parte i giusti sistemi di introduzione del campione e dall’altra il corretto analizzatore
(Palliotti et al, 2018).

Ad oggi tale tecnologia risulta estremamente utile per la supervisione dei parametri legati al
miglioramento del prodotto finale, per la selezione di cloni migliori e per la ricerca di caratteristiche

tipiche nei vitigni; senza dimenticare il suo contributo nella sorveglianza alle frodi (Flamini e Traldi, 2010).

1.6.4 LO SPETTROMETRO DI MASSA

Lo spettrometro di massa & uno strumento che permette di separare gli ioni prodotti dagli analiti in base
al loro rapporto massa / carica (m/z).

La molecola di analita viene ionizzata e quindi caricata elettricamente. Esistono diversi metodi di
ionizzazione: bombardamento elettronico (El), ionizzazione chimica (Cl), ionizzazione elettrospray (ESI).
Alcuni sono detti metodi hard, cioé non inducono solamente ad una ionizzazione ma anche ad una
frammentazione delle molecole. Vanno quindi a formarsi ioni molecolari o radicali a seguito di un
bombardamento di elettroni a 70 eV. Questo & il caso della El, infatti, 70 eV rappresentano un’energia
molto maggiore a quella necessaria per la ionizzazione di una molecola (13-14 eV), e vanno a formarsi
quindi profili di frammentazione che sono caratteristici per ogni molecola.

Altri metodi, invece, sono detti soft, come nel caso della ESI utilizzata nelle tecniche HPLC/MS.

Dopo la ionizzazione, gli ioni vengono accelerati e condotti verso I'analizzatore. In breve, questi
strumenti hanno la funzione di discriminare gli ioni molecolari e i frammenti in base alle loro
caratteristiche. Una volta separati arriveranno al rivelatore (fotomoltiplicatore), il quale misurera e

tradurra la corrente elettrica formata dagli ioni in uno spettro di massa (www.uniroma2.it).
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Tutte queste componenti si trovano in una camera ad alto vuoto, il che & fondamentale per garantire
che la ionizzazione avvenga a carico delle molecole della soluzione di interesse e non delle molecole dei

gas atmosferici.

Alto vuoto ;
SORGENTE - | ANALIZZATORE _ RIVELATORE |
i \ 1
: (lonizzazione) :Iv {(Separazione ioni) :; (Rivelazione di ioni) |;
e LW L
L L
SISTEMA DI INIEZIONE SISTEMA DI
(Introduzione del campione) ELABORAZIONE DATI

i
i

SPETTRO DI MASSA

Figura 1.15 Schema a blocchi di uno spettrometro.
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1.6.5 IONIZZAZIONE ESI

La ionizzazione elettrospray & una ionizzazione morbida che, come in precedenza detto, non porta alla
frantumazione delle molecole del campione. Questo indica che i picchi che si troveranno nello spettro di
massa, che si andra ad ottenere una volta terminata I’analisi, sono dati prevalentemente da ioni
molecolari. Il che rende la quantificazione di maggiore sensibilita. 1l funzionamento dell’ESI &
caratterizzato dalla nebulizzazione a pressione atmosferica dell’eluito che fuoriesce dalla colonna
cromatografica. La nebulizzazione avviene per mezzo di un ago ad alto potenziale elettrico. In questo
modo si formeranno delle goccioline caricate dalla tensione dell’ago, le quali diventeranno sempre piu
piccole a causa dell’evaporazione del solvente. Si arrivera ad un punto nel quale la tensione superficiale
verra superata dalla repulsione elettrica delle goccioline per merito degli analiti carichi. Percio la
gocciolina si frantumera generando una corrente ionica che, accelerata da un capillare in tensione, verra

diretta all’analizzatore (Flamini e Traldi, 2010).
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Figura 1.16 ESI, la nebulizzazione del campione

(Tratto da; Mass Spectrometry in Grape & Wine Chemistry, R. Flamini, P. Traldi, John Wiley & Sons INC., Publication

— Wiley Series on Mass Spectrometry, D.M. Desiderio and N.M. Nibbering, Series Editors, 2010).

1.6.6 ANALIZZATORE QUADRUPOLO
In spettrometria sono disponibili vari tipi di analizzatore: magnetico, a doppia focalizzazione, a trappola
ionica e a quadrupolo. In questo elaborato di tesi ci concentreremo sull’ultimo. Il quadrupolo € un
analizzatore che permette di distinguere diversi ioni in base al loro rapporto massa carica. E composto
da quattro barre cilindriche disposte a coppie intraposte a cui vengono applicati dei potenziali di corrente
continua e radiofrequenze variabili nel tempo. Nel canale che si forma tra le barre vengono fatti passare
gli ioni che provengono dalla sorgente ionica. Il loro percorso € influenzato da vari fattori come la loro

massa (m), la loro carica (z), i potenziali (U) e (V), la frequenza (®) e la distanza tra le barre (r). Per tali
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motivi, gli ioni mostreranno un andamento oscillante e non regolare. Tuttavia, alcuni ioni, a quelle
specifiche condizioni date, considerato il loro rapporto massa carica, avranno andamento stabile e
riusciranno a percorrere tutto il “cammino” del quadrupolo giungendo al rivelatore, tutti gli altri invece
si scontreranno con le barre e verranno trattenuti. Percio il quadrupolo funge da filtro di ioni (Flamini e

Traldi, 2010).

Wonresenant

N

D and
F vidlapes

Figura 1.17 Andlizzatore a quadrupolo.

Cambiando le condizioni date di frequenza e potenziale, si potranno discriminare ione con rapporti m/z

crescenti (www.uniromaz.it).

1.6.7 QTOF - Time of Flight
Il Q-TOF & un sistema d’analisi composto da un analizzatore a quadrupolo e un analizzatore a tempo di
volo (TOF-Time Of Fly). Quest’ultimo & composto da un tubo verticale sottovuoto, un acceleratore diioni
(IP), unriflettore elettrostatico diioni (reflectron) e unrivelatore. Gliioni che provengono dalla sorgente
ionica, attraverso il quadrupolo, giungono all’IP che i accelera nel sistema. La determinazione delle
masse esatte richiede un’alta risoluzione, che in questo caso € garantita dalla presenza del reflectron. Il
riflettore elettrostatico di ioni, oltre ad aumentare lo spazio di volo, permette la ricompattazione sul

rivelatore delle particelle con stesso rapporto m/z accelerate a velocita diverse dall’IP.
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Reflectron

Detector

——— ———

Figura 1.18 schema strutturale di un Q-TOF.

(Tratto da: Spectrometry in Grape & Wine Chemistry, R. Flamini, P. Traldi, John Wiley & Sons INC., Publication —

Wiley Series on Mass Spectrometry, D.M. Desiderio and N.M. Nibbering, Series Editors, 2010).

Il Q-TOF & uno strumento che ha preso piede in diversi campi per I’elevata capacita identificativa delle
molecole data dall’elevata accuratezza di massa misurata e la possibilita di eseguire esperimenti di

MS/MS (Flamini e Traldi, 2010).
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CAPITOLO 2 - MATERIALI E METODI

2.1 GLI INCROCI OGGETTO DELLO STUDIO

In questo lavoro di tesi, facente parte del progetto GLERES condotto presso il CREA-VE di Conegliano,

sono stati studiati 5 ibridi prodotti dagli incroci Glera tonda x parentali resistenti:

6-5-1 = Glera x Bronner
7-2-6 = Glera x Solaris
7-3-8 = Glera x Solaris
7-7-8 = Glera x Kunleany

7-8-8 = Glera x Kunleany

2.2 IL CAMPIONAMENTO DELLE UVE

Le uve prodotte dai parentali e dagli incroci sono state raccolte alla maturita tecnologica

(raggiungimento del massimo tenore di zucchero misurato con rifrattometro) da piante diverse nelle

due annate 2020 e 2021. Dopo la raccolta sono state subito congelate a -20 °C. Nelle tabelle 2.1 e 2.2

vengono riportati i pesi di 25 acini. Nel caso dell’incrocio 7-2-6 era disponibile solo il campione 2020.

2020 2021
BRONNER 42.98¢ 32.90 ¢
SOLARIS 37.01¢ 29.06 g
KUNLEANY 56.07 & 55.03 &
GLERA 46.87 ¢ 45.21¢

Tabella 2.1 Peso di 25 acini delle varieta parentali raccolte nelle annate 2020 e 2021.

2020 2021
6-5-1 40.24 g 42.84¢
726 54.92 /

7-3-8 43.45 ¢ 3527 8
7-7-8 50.19 g 49.05¢
7-8-8 49.30 g 48.60¢

Tabella 2.2 Peso di 25 acini prodotti dagli ibridi studiati che sono stati raccolti nelle annate 2020 e 2021.
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2.3 MATERIALI

D N N N N NN
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v

2.3.1 COMPOSTI - REAGENTI - STANDARD
Metanolo HPLC grade (Romil, Cambridge, GB)
Standard interno 3,7-diidrossi flavone (Sigma-Aldrich, Milano, Italia)
Standard interno 1-eptil glucoside (Sigma-Aldrich, Milano, Italia)
Acetonitrile (C;H3N) HPLC grade, Romil-SpS ™ (Romil, Cambridge, GB)
Acido formico HCOOH (Romil SpR™, Cambridge, GB)

Polyclar AT (Serva, Germania)

2.3.2 STRUMENTZONE DI LABORATORIO
Filtri per siringa CLARIFY-PTFE (politetrafluoroetilene) 0.22 pm, @ 25 mm (Agela Technologies, Cina)
Colonne C18 Sep-Pak® Cartridges 1 g (Waters corporations, Milford, USA)
Omogeneizzatore ULTRA TURRAX®- |ka® T18 basic (Ika® Works, INC., Wilmington, NC, USA)
Bilancia tecnica METTLER PM4800 DeltaRange® (Mettler-Toledo Spa, Novarate Milanese)
Centrifuga refrigerata SL 16R Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Evaporatore rotante Laborota 4000 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Kelheim, Germania)
Sistema di cromatografia liquida ad alte prestazioni ultraelevate (UHPLC) Agilent 1290 Infinity
munito di:
o Autocampione Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, California)
o Colonna cromatografica C18 a fase inversa Zorbax RRHD SB-C18 3x150 mm, 1.8 pm (Agilent
Technologies, Santa Clara, California)
o Spettrometro di massa a doppio analizzatore quadrupolo-tempo di volo Agilent 6540 UHD
Accurate-Mass Q-TOF con sorgente di ionizzazione Jet Stream (Agilent Technologies, Santa
Clara, California)
o software “Agilent MassHunter Qualitative Analysis” versione B.05.00

Sistema di purificazione dell’acqua Arium® Mini (Sartorius Lab Instruments, Goettingen, Germany)
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2.4 METODI

2.4.1 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
Per prima cosa si sono recuperati gli acini delle uve congelati dopo la raccolta. Si € passati a separare le
bucce dalla polpa e dai vinaccioli. Successivamente le bucce sono state estratte mediante 20 mL di
metanolo per quattro ore al buio, poi la soluzione & stata omogenizzata mediante ultraturrax e
centrifugata a 4100 rpm/min per 15 minuti.
Si e traferito il surnatante risultante dalla centrifugazione in un pallone e, per rimuovere il metanolo, la
soluzione e stata concentrata a 5 mL tramite I’utilizzo di un evaporatore rotante in bagnomaria a 40 °C.
Dopodiché, si sono traferiti i 5 mL in un matraccio da 50 ml con I'utilizzo di una pipetta Pasteur e si &€ poi
portato a volume con acqua distillata.
La soluzione é stata poi trattata con 0.5 g di Polyclar AT sotto agitazione per 20 min in modo da rimuovere
tannini e polifenoli e, successivamente, & stata filtrata mediante filtro di carta. 10 mL di tale soluzione,
dopo P'aggiunta degli standard interni 1-eptil glicoside (250 pl, 20.33 mg/L in metanolo) e 3,7-diidrossi
flavone (250 pL, 530 mg/L in metanolo), sono stati sottoposti ad estrazione SPE (solid-phase extraction)
con cartuccia Sep-Pak C18 da 1 g (Waters), precedentemente attivata con il passaggio di 5 ml di metanolo
e 5 mL di acqua distillata. In questo modo nella cartuccia si sono ritenuti tutti i composti di nostro
interesse (precursori aromatici) eliminando le componenti inorganiche ed organiche pit polari (es. sali,
zuccheri ed acidi organici). | metaboliti d’interesse sono stati quindi raccolti eluendoli con 5 mL di
metanolo.
La soluzione & stata filtrata su filtro CLARIFY-PTFE (politetrafluoroetilene) da 0.22 pym (Agela
Technologies, Cina) ed & stata raccolta in una vial per I’analisi in LC/MS.
Per ciascuna varieta sono stati raccolti e analizzati due campioni, uno relativo all’annata 2020 ed uno

all’annata 2021, per I'ibrido 7-2-6 era disponibile ed & stato studiato solo il campione 2020.
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2.4.2 CONDIZIONI ANALITICHE DEL SISTEMA UHPLC/QTOF-MS

Le analisi dei precursori aromatici, in quanto non volatili, sono state condotte utilizzando la tecnica
cromatografica ad alte prestazioni ultra- high Performance Liquid Chromatography (UHPLC), coniugata
al Q-TOF. Per ciascun campione, sono state eseguite due analisi.

La colonna cromatografica utilizzata & stata una Zorbax RRHD SB-C18 (1.8 um; 3x150 mm), a fase inversa
e mantenuta ad una temperatura di 35 °C.

La separazione cromatografica € stata eseguita ad un flusso di fase mobile 0,4 mL/min tramite un
programma a gradiente a due fasi: AH20 0,1% HCOOH (v/v), e B CH3CN 0.1% HCOOH (v/v). Nello specifico,
da 0 a 8 minutiisocratica 95% A; da 8 a 18 minuti DA 95% a 55% di A; da 18 a 23 minuti da 55% a 35% di A; da
23 a 27 minuti da 35% a 10% di A; da 27 a 37 minuti isocratica al 10 % di A; da 37 a 40 minuti da 10% a 95% di
A e 5 minuti isocratica al 95% di A.

L’analisi & stata compiuta iniettando 10 pL di campione. I risultati sono stati espressi in ug/Kg di 1-eptil
glucoside.

Ci si e serviti della modalita “FULL SCAN” nell’intervallo m/z 100-1700 per 'ottenimento dei dati.
L’identificazione targeted dei metaboliti & stata eseguita tramite I'algoritmo “Find by Molecular
Formula” e anche il database GrapeAroma costituito presso il laboratorio CREA-VE (Consiglio per la
ricerca in agricoltura- Viticoltura ed Enologia) contenente 103 precursori aromatici glicosilati putativi
dell’uva.

Per quanto riguarda il QTOF, le condizioni utilizzate comprendevano: flusso di gas azoto per
I’evaporazione del solvente 9 L/min; potenziale del capillare o kV in modalita di ionizzazione negativa;
flusso di azoto della sorgente di ionizzazione 10 L/min.

Per la calibrazione strumentale in modalita di ionizzazione negativa sono stati utilizzati i segnali m/z

112.9856 (anione trifluoroacetico) e m/z 966.0007 (HP-0921 +formiato).

2.4.3 METODI DI ANALISI STATISTICA UTILIZZATI
L’analisi statistica dei segnali normalizzati ottenuti mediante analisi UHPLC/QTOF & stata eseguita
tramite una PCA (Principal Component Analysis) usufruendosi del programma “Past 3”, Paleontological
Statistics Software Package For Education And Data Analysis (Hammer, @yvind, David AT Harper, and
Paul D. Ryan).
Per massimizzare la confrontabilita tra le variabili € stata eseguita la preliminare autoscalatura dei dati,

ovvero una centratura, seguita da una normalizzazione dell’intensita dei segnali.
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3- RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1 STUDIO DEI PROFILI DEI PRECURSORI AROMATICI GLICOSILATI DEI PARENTALI

PN

L'identificazione dei metaboliti & stata eseguita ricercandone i segnali nel database GrapeAroma, che &
stato costruito presso il laboratorio di Metabolomica CREA-VE utilizzando le informazioni riportate in

letteratura e contiene oltre 100 precursori aromatici glicosilati che sono stati precedentemente

identificati nell'uva e nei vini (Tabella 3.1).

Compound Formula Theoretical mass MTheoretical Mass [M-H]- Class Glycosilation Ref.

p-menthenediol | pentosyl hexoside C21H36011 464.2258 463.2185 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside C21H36011 464.2258 463.2185 Monoterpenediol pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
7-hydroxygeraniol/7-hydroxynerol pentosyl hexoside C21H38011 465.2341 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Diendiol | pentosyl hexoside C21H36011 464.2258 463.2185 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
cis/trans 8-hydroxylinalool pentosyl hexoside C21H36011 464.2258 463.2185 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
alpha-terpineol pentosyl hexoside C21H36010 447.2236 Monoterpenol pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Linalool pentosyl hexoside C21H36010 447.2236 Monoterpenol pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Nerol pentosyl hexoside C21H36010 447.2236 Monoterpenol pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Geraniol pentosyl hexoside C21H36010 447.2236 Monoterpenol pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Citronellol pentosyl hexoside C21H38010 449.2392 Monoterpenol pentosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Linalool rhamnosyl hexoside C22H38010 461.2392 Monoterpenol rhamnosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Nerol rhamnosyl hexoside C22H38010 461.2392 Monoterpenol rhamnosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Geraniol rhamnosyl hexoside C22H38010 461.2392 Monoterpenol rhamnosyl hexoside Flamini, JMS, 2014
Monoterpendiol hexose pentose C21H36011 464.2258 463.2185 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Food Chem., 2019
Dihydromonoterpendiol hexose pentose C21H38011 466.2414 465.2341 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Food Chem., 2019
Monoterpenol dipentose hexose C26H44014 580.2731 579.2658 Monoterpenol dipentose hexose Food Chem., 2019
Monoterpenol dihexose pentose C27H46015 610.2837 609.2764 Monoterpenol dihexose pentose Food Chem., 2019
Monoterpenol hexose pentose C21H36010 448.2309 447.2236 Monoterpenol hexose pentose Food Chem., 2019
Monoterpenol glucoside C16H2806 316.1886 315.1813 Monoterpenol glucoside Food Chem., 2019
Monoterpenol hexose deoxyhexose C22H38010 462.2465 461.2392 Monoterpenol hexose deoxyhexose Food Chem., 2019
Malonylated monoterpenol glucoside C21H34011 462.2101 461.2028 Monoterpenol glucoside Food Chem., 2019
Decyl-\beta-D-glucopyranoside C16H32011 320.2199 319.2126 Others glucoside Food Chem., 2019
Monoterpene-diol pentosyl-hexoside C21H36011 464.2258 463.2185 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Monoterpene-diol hexosyl-pentosyl-hexoside C27H46016 626.2786 625.2713 Monoterpenediol  hexosyl-pentosyl-hexosid¢Front. Plant Sci., 2021
Dihydro-monoterpene-diol pentosyl-hexoside C21H38011 466.2414 465.2341 Monoterpenediol  pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Monoterpenol pentosyl-hexoside C21H36010 448.2308 447.2235 Monoterpenol pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Monoterpenol hexosyl-pentosyl-hexoside C27H46015 610.2837 609.2764 Monoterpenol hexosyl-pentosyl-hexosidt Front. Plant Sci., 2021
Monoterpenol rhamnosyl-hexoside C22H38010 462.2465 461.2392 Monoterpenol rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Geranicacid hexosyl-hexoside C22H36012 492.2207 491.2134 hexosyl-hexoside Front. Plant Sci., 2021
Geranic acid rhamnosyl-hexoside C22H36011 476.2258 475.2185 rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Geranic acid pentosyl-hexoside C21H34011 462.2101 461.2028 pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Citronellol pentosyl-hexoside C21H38010 450.2465 449.2392 Monoterpenol pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Vomifoliol hexoside C19H3008 386.1941 385.1868 Norisoprenoid hexoside Front. Plant Sci., 2021
Vomifoliol pentosyl-hexoside C24H38012 518.2363 517.2290 Norisoprenoid pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside C25H40012 532.252 531.2447 Norisoprenoid rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
3-Oxo- alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone pentosyl-F  C24H38011 502.2414 501.2341 Norisoprenoid pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
3-Oxo- alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone rhamnosyl  C25H40011 516.2571 515.2498 Norisoprenoid rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside-1 C18H26010 402.1526 401.1453 Benzenoid pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Benzyl alcohol hexoside C13H1806 270.1103 269.1030 Benzenoid hexoside Front. Plant Sci., 2021
beta-Phenylethanol pentosyl-hexoside C19H28010 416.1682 415.1609 Benzenoid pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
beta-Phenylethanol rhamnosyl-hexoside C20H30010 430.1839 429.1766 Benzenoid rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Methyl-salicylate rhamnosyl-hexoside C20H28012 460.1581 459.1508 Benzenoid rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
3-Hexen-1-ol hexosyl-hexoside C18H32011 424.1945 423.1872 C6-C9 compounds  hexosyl-hexoside Front. Plant Sci., 2021
1-Nonanol pentosyl-hexoside C20H38010 438.2465 437.2392 C6-C9 compounds  pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
1-Hexanol pentosyl-hexoside C17H32010 396.1995 395.1922 C6-C9 compounds  pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
1-Hexanol rhamnosyl-hexoside C18H34010 410.2152 409.2079 C6-C9 compounds  rhamnosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
3-Hexen-1-ol hexosyl-pentosyl-hexoside C23H40015 556.2367 555.2294 C6-C9compounds  hexosyl-pentosyl-hexosideFront. Plant Sci., 2021
Isopropyl-alcohol pentosyl-hexoside C14H26010 354.1526 353.1453 Others pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
Furaneol pentosyl-hexoside C17H26012 422.1424 421.1351 Others pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
2-Butanol pentosyl-hexoside C15H28010 368.1682 367.1609 Others pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside C16H30010 382.1839 381.1766 Others pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
3-Methyl-2-buten-1-ol pentosyl-hexoside C16H28010 380.1682 379.1609 Others pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021
1,10-decanediol pentosyl-hexoside C21H40011 468.2571 467.2498 Others pentosyl hexoside Front. Plant Sci., 2021

Tabella 3.1 Precursori aromatici glicosidici riportati nel database GrapeAroma che sono stati identificati nelle uve e

nei vini in studi precedenti (Flamini et al, 2014; 2018; Hjelmeland et al, 2015; Caffrey et al, 2020; Godshaw et al, 2019;

Wei et al, 2021).
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Nei profili dei parentali sono stati identificati complessivamente i segnali di 90 composti glicosilati che

sono riportati in Tabella 3.2.

metabolites identified

Benzyl alcohol hexoside 1

C4-hydroxy pentosyl-hexoside

Isopropyl alcohol pentosyl-hexoside 1

Furaneol pentosyl-hexoside 1

Benzyl alcohol hexoside 2

Furaneol pentosyl-hexoside 2

Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2)
hexose-dihydro-monoterpenetetraol
pentose-hexose-dehydro-hydroxy-C6
2-Butanol pentosyl-hexoside 1

2-Butanol pentosyl-hexoside 2

noTis id hexose-hexose (Tricalysi
2-Butanol pentosyl-hexoside 3
3-Oxo0-at-ionol/3-hydroxy- 3 1t
2-Butanol pentosyl-hexoside 3
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 1
norisoprenoid hexose-hexose (Tricalysionoside A) 2
hexose-hydroxy-norisoprenoid isomer
pentose-hexose-dehydro-hydroxy-C6

3-Methyl- 1-butanol pentosyl-hexoside
hexose-dihydro-monoterpene-triol 1

norisoprenoid hexose-hexose (Tricalysionoside A) 3
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-triol 1
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 2
3-Methyl-2-buten- 1-ol pentosyl-hexoside
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-tetraol
3-Methyl- 1-butanol pentosyl-hexoside 1
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 3

Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 1
hexose-hexose-norisoprenoid- 1

Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 2
3-Hexen- 1-ol hexosyl-hexoside

Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 3
Vomifoliol pentosyk-hexoside 1
3-Methyl- 1-butanol pentosyl-hexoside 2
h isof id (Dihyd de/Icariside B8) 1
hexose-norisoprenoid-isomer 1
3-0: 0V/3-hydroxy-f
Vomifoliol pentosyl-hexoside 2
B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 1
p-menthenediol I pentosyl-hexoside
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 1
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 1
pentose-hexose-monoterpene-triol 1
3-Methyl- 1-butanol pentosyl-hexoside 3

Al

hexoside 1

rhamnosyl-hexoside 2

Rt
(min)

1.92

3.99

5.92

7.23

8.04

8.73
11.23
11.82
11.82
11.99
12.10
12.11
12.46
1243
12.54
12.51
12.58
12.69
12.72
12.73
12.81
12.80
12.90
12.92
13.00
13.04
13.04
13.16
13.14
13.35
13.33
13.40
13.47
13.58
13.60
13.63
13.66
13.72
13.73
13.76
13.85
13.85
13.87
13.88
13.93

Score
%

99.4
99.3
98.8
82.0
99.8

76.8
93.1
78.2
99.3
99.3
92.6
99.4
98.5
99.8

79.2
99.1
97.8
85.3
99.4
91.7
96.4
78.3
95.7

96.1
78.3
99.0
87.5
97.2
64.7
98.5
76.8
85.5
82.6
81.5
71.6
93.7
83.9
96.5
96.3
78.9

85.6

ppm Mass (Tgt)

-1.3
-0.7
-0.8
-0.5
-0.7

270.1103
384.1632
354.1526
422.1424
270.1103
422.1424
402.1526
366.1890
412.1945
368.1682
368.1682
550.2625
368.1682
516.2571
368.1682
366.1890
550.2625
406.2203
412.1945
382.1839
350.1941
550.2625
482.2363
366.1890
380.1682
498.2312
382.1839
366.1890
402.1526
5522782
402.1526
424.1945
402.1526
518.2363
382.1839
388.2097
390.2254
516.2571
518.2363
416.1682
464.2258
386.1941
532.2520
480.2207
382.1839

Formula

C13 HI8 06
CI5H28 O11
C14H26 010
C17H26 012
CI3 HI8 06
C17H26 O12
CI8H26 O10
C16 H30 09
C17H32011
C15H28 O10
C15H28 O10
C25H42013
C15H28 O10
C25H40 011
C15H28 O10
C16 H30 09
C25H42013
C19 H34 09
C17H32 011
C16 H30 010
C16 H30 08
C25H42013
C21 H38 012
C16 H30 09
Cl6 H28 O10
C21 H38 013
Cl6 H30 010
C16 H30 09
CI8 H26 010
C25H44 013
CI18 H26 O10
C18H32 011
CI18 H26 010
C24 H38 012
C16 H30 010
C19 H32 08
C19 H34 08
C25H40 O11
C24 H38 012
C19H28 O10
C21 H36 O11
C19 H30 08
C25H40 012
C21 H36 012
Cl6 H30010

metabolites identified

Monoterpenol dipentose hexose

Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 1
3-Methyl 1-butanol pentosyl-hexoside 4
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 2
hexose-dihydro-monoterpene-triol 2

1-Hexanol pentosyl-hexoside 1

B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 2

Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 3
Vomifoliol pentosyl-hexoside 3
hexose-norisoprenoid-isomer 2

monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer
hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 2
pentose-hexose-monoterpene-triol 2

‘Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 2

Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 4
B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 3

Monoterpenol dipentose hexose

‘Vomifoliol hexoside (Roseoside) 2
pentose-hexose-monoterpene-triol 3
B-Phenylethanol rhamnosyl-hexoside 1

Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 5
7-hydroxygeraniol/7-hydroxynerol pentosyl hexoside
Diendiol I pentosyl hexoside

monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 2
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 3
Monoterpene-diol hexosyl-pentosyl-hexoside
3-Oxo-0at-ionol/3-hydroxy- 3 -damascenone pentosyl-hexoside 1
phenylethanol pentose-pentose-hexose 1
norisoprenoid hexose isomer 3

1-Hexanol pentosyl-hexoside 2

cis/trans 8-hydroxylinalool pentosylhexoside
3-Oxo-a-ionol/3-hydroxy- B -damascenone rhamnosyl-hexoside 3
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 4
hexose-dihydro-monoterpene-triol 3

1-Hexanol pentosyl-hexoside 3

monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 5
1-Hexanol rhamnosyl-hexoside

norisoprenoid hexose-hexose (Tricalysionoside A) 4
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 1
a-terpineol pentosyl-hexoside

monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 2
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 3

Linalool pentosykhexoside

Nerol pentosyl-hexoside

Geraniol pentosyl-hexoside

Rt
(min)

13.95
14.07
14.14
14.14
14.20
14.19
14.20
14.23
14.26
14.28
14.34
14.39
14.42
14.33
14.44
14.47
14.49
14.55
14.61
14.64
14.70
14.72
14.80
14.98
15.04
15.11
15.15
15.15
15.17
15.26
15.39
15.40
15.46
15.52
15.52
15.53
15.62
15.64
16.70
16.93
17.16
17.26
17.45
17.64
17.83

Score

%  ppm Mass (Tgt)

75.7
724
96.1
81.1

-1.6
2.5
-1.1
-2.0

79.6
95.6
97.3
75.0
94.6
96.0
71.0
95.1

-1.4
-1.3
-0.9
-2.5
-0.8
-1.0
-2.6
-1.2

96.2
99.1
91.0
71.3
87.3
79.3
81.6
96.8
82.8
70.8
70.8

1.2

-1.4
-39
-2.2

0.0
-1.2
-0.6
-0.9
-0.9

99.3
98.9
959
75.0
73.3
94.0
80.7
979
97.9
82.1
934
97.6
729
99.2
96.3
98.7
81.7 1.3
99.6 0.0
979 02

-0.7

580.2731
464.2258
382.1839
464.2258
350.1941
396.1995
416.1682
464.2258
518.2363
390.2254
464.2258
388.2097
480.2207
532.2520
464.2258
416.1682
580.2731
386.1941
480.2207
430.1839
464.2258
466.2414
464.2258
464.2258
464.2258
626.2786
502.2414
548.2469
390.2254
396.1995
464.2258
516.2571
464.2258
350.1941
396.1995
464.2258
410.2152
550.2625
448.2308
448.2308
448.2308
448.2308
448.2308
448.2308
448.2308

Formula

C26 H44 014
C21 H36 O11
C16 H30 010
C21 H36 O11
C16 H30 08
C17H32010
C19H28 O10
C21 H36 O11
C24 H38 012
C19 H34 08
C21 H36 O11
C19H32 08
C21 H36 012
C25H40 012
C21 H36 O11
C19H28 O10
C26 H44 014
C19 H30 08
C21 H36 012
C20H30 010
C21 H36 O11
C21 H38 O11
C21 H36 O11
C21 H36 O11
C21 H36 O11
C27 H46 O16
C24 H38 O11
C25H40 013
C19 H34 08
C17H32010
C21 H36 O11
C25H40 O11
C21 H36 O11
C16 H30 08
C17H32010
C21 H36 O11
CI8 H34 010
C25H42013
C21 H36 010
C21 H36 010
C21 H36 O10
C21 H36 010
C21 H36 O10
C21 H36 010
C21 H36 010

Tabella 3.2 Precursori di aromi glicosilati identificati nei profili dei parentali Glera tonda, Solaris,

Bronner e Kunleany.

Per studiare la distribuzione dei campioni dei parentali in relazione ai precursori di aromi glicosilati & stata

eseguita I"analisi statistica multivariata delle componenti principali (PCA) utilizzando come variabili le

intensita dei segnali dei metaboliti identificati ed il risultato € riportato in Figura 3.1, i factor loadings delle

prime due componenti principali sono riportatiin Tabella 3.3. In Figura 3.2 sono riportati i livelli medi dei

composti che hanno evidenziato le principali differenze tra le varieta parentali nell’annata 2020.
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Figura 3.1 Andlisi delle Componenti Principali (PCA) eseguita utilizzando come variabili le intensita dei segnali ai

precursori di aromi glicosilati identificati nei campioni dei parentali raccolti nelle due annate.

Le prime due componenti principali riportate in figura spiegano complessivamente il 79.2% della
variabilita totale. Si evidenzia come in entrambe le annate le quattro varieta si mostrino ben separate tra
loro con profili marcatamente diversi. Si osserva in particolare che la Glera tonda risulta essere
caratterizzata da una presenza pil rilevante di derivati del vomifoliolo e dell’alcol benzilico che
giustificano maggiormente la seconda componente principale (PC2), ed in generale si osservano segnali
piu elevati dei terpenoli glicosilati quali i derivati pentosil-esosidi di linalolo, geraniolo e nerolo, 7-
idrossigeraniolo pentosil-esoside, furan/piran linalolo ossidi pentosil-esosidi.

Il profilo del Bronner presenta le maggiori differenze rispetto al Glera; infatti, i segnali di molti metaboliti
sono risultati 3-6 volte maggiori, in particolare quelli di due isomeri norisoprenoidi esoso-esoso, un diidro-
monoterpene-tetraolo pentoso-esoso, il 3-esen-1-olo esosil-esoside, il vomifoliolo ramnosil-esoside e due
isomeri monoterpendioli pentosil-esosidi. In generale il Solaris ha manifestato livelli di terpenoli
intermedi tra Glera e gli altri genotipi ibridi mentre il Kunleany si evidenzia per i pit bassi segnali di

terpenoli.
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Factor loadings PCA parentali PC1 PC2

Benzyl alcohol hexoside 1 0.10216  0.13973
C4-pentose-hexose-hydroxy 0.074872 0.001681
Isopropyl-alcohol pentosyl-hexoside 1 0.021772 -0.08316
Furaneol pentosyl-hexoside 1 0.12943  0.088498
Benzyl alcohol hexoside 2 0.08524  0.15829
Furaneol pentosyl-hexoside 2 -0.03478 -0.14165
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (lcariside F2) 0.004081 0.19149
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 0.14156 0.062345
C6-pentose-hexose-dehydro-hydroxy 0.11058  0.1283

2-Butanol pentosyl-hexoside 1 0.1493 0.018114
2-Butanol pentosyl-hexoside 2 0.14953 0.015645
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 1 0.11688 -0.05181
2-Butanol pentosyl-hexoside 3 0.011213 0.17094
3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone rhamnosyl-hexoside 1 -0.094 0.1493

2-Butanol pentosyl-hexoside 4 0.10442  0.1197

hexose-dihydro-monoterpenetetraol 1 0.14861 0.007003
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 2 0.11705 -0.06102
hexose-hydroxy-norisoprenoid isomers -0.11288 0.12495
pentose-hexose-dehydro-hydroxy-Cé 0.12735 0.088194
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 0.14764 0.002156
hexose-dihydro-monoterpene-triol 1 0.09616  0.14649
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 3 0.12555 0.087403
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-triol 1 -0.09152 0.15178
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 2 0.14009 0.037525
3-Methyl-2-buten-1-ol pentosyl-hexoside -0.06749 0.17086
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-tetraol 0.14424 0.034495
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 1 0.12593  0.10449
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 3 0.00544 -0.05602
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (lcariside F2) 1 -0.10816 0.13169
hexose-hexose-norisoprenoid-1 0.14435 -0.02342
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (lcariside F2) 2 -0.01899 0.18939
3-Hexen-1-ol hexosyl-hexoside 0.14843  0.012665
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (lcariside F2) 3 0.009343 0.18997
Vomifoliol pentosyl-hexoside 1 -0.08211 0.12867
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 2 0.087046 0.1387

hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 1 -0.07639  0.1653

hexose-norisoprenoid-isomer 1 -0.05737 -0.1337
3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy-beta-damascenone rhamnosyl-hexoside 2 -0.13837 0.023326
Vomifoliol pentosyl-hexoside 2 -0.0731  0.16637
R-Phenylethanol pentosyl-hexoside 0.13406 0.083582
p-menthenediol | pentosyl hexoside -0.06727 -0.05581
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 1 -0.08356 0.15986
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 1 0.011183 0.19113
pentose-hexose-monoterpene-triol 1 0.1484  0.027262
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 3 0.1434  0.055347
Monoterpenol dipentose hexose 0.050986 0.05045
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 1 -0.10743 -0.00837
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 4 0.0689  0.13858
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 2 -0.0971 0.037075
hexose-dihydro-monoterpene-triol 2 0.14507 0.042423
1-Hexanol pentosyl-hexoside 1 0.14562 0.042325
R-Phenylethanol pentosyl-hexoside -0.12443 -0.10465
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 3 -0.11049 0.10234
Vomifoliol pentosyl-hexoside 3 -0.11633 0.11948
hexose-norisoprenoid-isomer 2 -0.08608 0.041342
hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 2 -0.07666 -0.0528
pentose-hexose-monoterpene-triol 2 -0.07223 0.11374
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 2 0.14302 0.052751
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 4 -0.10445 0.13664
R-Phenylethanol pentosyl-hexoside 3 -0.14967 0.016637
Monoterpenol dipentose hexose 0.13291 0.016772
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 2 -0.04238 -0.06453
pentose-hexose-monoterpene-triol 3 -0.02314  0.1897

R-Phenylethanol rhamnosyl-hexoside 1 0.1438  0.05255
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 5 -0.09257 0.10926
7-hydroxygeraniol/7-hydroxynerol pentosyl hexoside -0.11807 0.11531
Diendiol | pentosyl hexoside 0.14357 0.009454
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer2 0.1459  0.034557
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer3 0.14209 -0.06044
Monoterpene-diol hexosyl-pentosyl-hexoside 0.13896 0.010851
3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone pentosyl-hexoside -0.08863 0.087653
pentose-pentose-hexose-phenylethanol -0.08855 0.081914
hexose-norisoprenoid-isomers 0.07653  0.15722
1-Hexanol pentosyl-hexoside 2 -0.1277 -0.04149
cis/trans 8-hydroxylinalool pentosyl hexoside 0.14506 -0.04241
3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone rhamnosyl-hexoside 0.046092 -0.02651
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer4 0.14348 -0.04372
hexose-dihydro-monoterpene-triol 3 0.059779 0.12827
1-Hexanol pentosyl-hexoside 3 0.027569 0.062297
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 5 0.14669  0.02175
1-Hexanol rhamnosyl-hexoside 0.14998 0.010055
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 4 -0.02171 0.16903
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 1 -0.12603 0.012264
a-terpineol pentosyl hexoside -0.02447 -0.09588
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 2 -0.04199 0.11176
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 3 -0.08118 0.15835
Linalool pentosyl hexoside -0.01915 -0.07482
Nerol pentosyl hexoside -0.05922 0.17504
Geraniol pentosyl hexoside -0.06136 0.17253
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer -0.01738 -0.10658

Tabella 3.3 Factor loadings delle prime due componenti principali della PCA dei parentali riportata in Figura 3.1.
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Figura 3.2 Contenuti dei precursori aromatici glicosilati dell’'uva che hanno evidenziato le maggiori differenze tra le
quattro varieta parentali raccolte nell’annata 2020. | dati sono stati calcolati in ug/kg uva di standard interno 1-eptil-

glucoside, le barre riportano le semidispersioni su due campioni.

Lo studio e stato successivamente focalizzato sull’identificazione dei possibili marcatori caratteristici di
ciascun parentale in quanto non presenti nelle altre varieta. In Tabella 3.4 sono riportatii 7 composti che

sono risultati potenziali marcatori varietali delle 4 vitigni.

pg/Kg grape
variety markers Glera Bronner Solaris Kunleany
mean mean + mean mean %
furaneol pentosyl-hexoside 2 n.f nf 430 11 123 7
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 1 n.f 380 6 58 3 54 4
pentose-hexose-monoterpene-triol 1 n.f 743 0 67 6 n.f
monoterpenol dipentose hexose 80 1 130 3 n.f 0 125 5
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer n.f n.f 291 1 n.f
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 1 51 0 n.f 15 1 64 1
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 3 235 3 n.f 23 1 8 1

Tabella 3.4 Precursori aromatici glicosilati che sono risultati essere potenziali marcatori varietali dei quattro parentali
studiati nel 2020 e nel 2021. Le concentrazioni sono calcolate come ug/kg uva di standard interno 1-eptil-glucoside, sono

riportati i contenuti medi e le semidispersioni nelle due annate.
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In giallo sono evidenziati i composti che sono risultati marcatori varietali di ciascun parentale ibrido
rispetta al Glera. In particolare, & stato riscontrato che:

-il furaneolo pentosil-esoside & stato riscontrato in Solaris e Kunleany ma non nella Glera. Il furaneolo &

potenzialmente correlato al carattere di fragola che & caratteristico di alcuni vini ibridi come il fragolino
-il diildro-monoterpenetetraolo esoso & presente in tutti genotipi ibridi ma non nella Glera

-l monoterpenetriolo pentoso-esoso & presente nel Solaris e Bronner ma non in Glera e Kunleany

-il monoterpenolo dipentoso-esoso € assente nel Solaris ma € presente in tutte le altre varieta

-il monoterpendiolo pentosil-esoside & presente solo nel Solaris

-i segnali dei due isomeri monoterpenoli pentosil-esosidi sono presenti in tutte le varieta ma essenti nel

Bronner.

Nello studio successivo si & andati a ricercare la presenza o meno di questi marcatori negli incroci.
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3.2 STUDIO DEI PROFILI DEI PRECURSORI AROMATICI GLICOSILATI DEGLI INCROCI
In Tabella 3.5 sono riportati i composti identificati nelle uve di 4 incroci che sono stati selezionati in
quanto avevano acquisito i geni di resistenza a peronospora ed all’oidio. Nella tabella sono riportate e le

percentuali delle intensita dei segnali negli incrocirispetto agli stessi metaboliti determinati nei campioni

di Glera 2020.
% intensita del segnale rispetto al Glera
incrocio 7-7-8 incrocio 7-3-8 incrocio 6-5-1 incrocio 7-2-6
segnale del precursore aromatico glicosilato (x Kunleany) (x Solaris) (x Bronner) (x Solaris)

1-Hexanol pentosyl-hexoside isomer 1 65 55 256 34
1-Hexanol pentosyl-hexoside isomer 2 49 48 66 101
1-Hexanol pentosyl-hexoside isomer 3 71 78 83 96
1-Hexanol rhamnosyl-hexoside 145 129 265 163
2-Butanol pentosyl-hexoside isomer 1 70 41 166 a4
2-Butanol pentosyl-hexoside isomer 2 62 38 323 59
2-Butanol pentosyl-hexoside isomer 3 13 20 10 4
2-Butanol pentosyl-hexoside isomer 4 6 15 173 86
3-Hexen-1-ol hexosyl-hexoside 206 29 360 55
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside isomer 1 70 37 123 29
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside isomer 2 39 36 257 51
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside isomer 3 10 40 111 28
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside isomer 4 34 44 84 26
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexosideisomer 5 24 31 87 40
3-Methyl-2-buten-1-ol pentosyl-hexoside 19 45 76 0
3-0xo-a-ionol/3-hydroxy-p-damascenone rhamnosyl-hexoside 1 9 14 17 7
3-0xo-a-ionol/3-hydroxy-p-damascenone rhamnosyl-hexoside 2 39 31 56 57
3-0xo0-a.-ionol/3-hydroxy-p-damascenone rhamnosyl-hexoside 3 26 81 53 34
3-0xo-a.-ionol/3-hydroxy-p-damascenone rhamnosyl-hexoside 4 25 205 361 96
7-hydroxygeraniol/7-hydroxynerol pentosyl hexoside 44 28 73 19
a-terpineol pentosyl hexoside 40 322 63 1038
Benzyl alcohol hexoside isomer 1 114 55 25 26
Benzyl alcohol hexoside isomer 2 109 170 158 101
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 1 0 82 88 68
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 2 37 14 67 11
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 3 15 42 83 32
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 4 23 24 68 11
B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 1 44 39 78 34
B-Phenylethanol rhamnosyl-hexoside 106 66 194 75
B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 2 31 20 82 22
B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 3 50 41 175 65
cis/trans 8-hydroxylinalool pentosyl hexoside 90 140 260 92
Diendiol | pentosyl hexoside 209 73 223 61
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 1 55 69 16 98
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 2 21 56 15 107
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 3 38 101 157 24
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 4 30 63 93 13
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 5 29 46 77 27
Furaneol pentosyl-hexoside isomer 1 9 160 204 204
Furaneol pentosyl-hexoside isomer 2 165 nd 32 n.d
Geraniol pentosyl hexoside 19 49 68 49
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% intensita del segnale rispetto al Glera

incrocio 7-7-8 incrocio 7-3-8 incrocio 6-5-1 incrocio 7-2-6
segnale del precursore aromatico glicosilato (x Kunleany) (x Solaris) (x Bronner) (x Solaris)
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 1 60 45 122 64
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 2 34 nd 92 10
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 3 167 0 129 0
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 4 62 0 54 42
hexose-dihydro-monoterpene-triol 1 37 0 104 8
hexose-dihydro-monoterpene-triol 2 67 53 176 28
hexose-dihydro-monoterpene-triol 3 61 77 79 95
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 1 35 135 158 63
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 2 146 72 98 47
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 4 20 73 100 67
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 2 14 55 479 15
hexose-hexose-norisoprenoid 1 301 28 586 296
hexose-hydroxy-norisoprenoid isomer 33 33 47 8
hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 1 34 21 63 6
hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 2 150 29 139 27
hexose-norisoprenoid isomer 3 394 140 403 70
hexose-norisoprenoid-isomer 4 349 18 52 18
hexose-norisoprenoid-isomer 5 14 49 125 51
Isopropyl-alcohol pentosyl-hexoside 36 92 208 98
Linalool pentosyl hexoside 47 258 197 67
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 1 94 59 476 0
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 2 145 400 265 195
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 3 581 164 724 207
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 4 53 309 555 0
Monoterpene-diol hexosyl-pentosyl-hexoside n.d n.d 12 n.d
Monoterpenol dipentose hexose 1 96 90 393 0
Monoterpenol dipentose hexose 2 221 66 510 111
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 1 240 1067 45 2113
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 2 37 94 73 122
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 3 8 498 110 38
Nerol pentosyl-hexoside 13 50 86 66
pentose-hexose-dehydro-hydroxy-C6 1 37 37 93 59
pentose-hexose-dehydro-hydroxy-C6 2 13 44 233 13
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-tetraol 108 0 459 0
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-triol 8 14 31 7
pentose-hexose-hydroxy-C4 42 83 134 268
pentose-hexose-monoterpene-triol 1 n.d nd 54 n.d
pentose-hexose-monoterpene-triol 2 30 0 88 13
pentose-hexose-monoterpene-triol 3 40 0 84 0
pentose-pentose-hexose-phenylethanol 28 73 62 32
p-menthenediol | pentosyl hexoside 39 128 50 138
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 1 21 11 24 5
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 2 90 79 181 79
Vomifoliol pentosyl-hexoside 1 27 41 91 2
Vomifoliol pentosyl-hexoside 2 6 8 29 5
Vomifoliol pentosyl-hexoside 3 25 32 109 0
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 1 0 0 61 15
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 2 0 231 424 78

Tabella 3.5 Precursori aromatici glicosilati identificati nelle uve degli incroci selezionati e percentuali delle intensita

dei segnali negli incroci rispetto agli stessi nella Glera. | dati si riferiscono ai campioni 2020.

La distribuzione degli incroci rispetto al Glera & stata studiata mediante PCA effettuata utilizzando come
variabilile intensita dei segnali dei precursori di aromi glicosilati (Figura 3.3). | factor loadings delle prime

due componenti principali sono riportati in Tabella 3.6.
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Figura 3.3 Distribuzione degli incroci mediante Analisi delle Componenti Principali (PCA) effettuata utilizzando come

variabili le intensita dei segnali ai precursori di aromi glicosilati (PC1 48.7%, PC2 16.2%).

In questo caso le prime due componenti principali spiegano complessivamente il 64.9% della variabilita
totale. Si evidenzia che gli incroci di Bronner si differenziano dagli altri incroci in relazione alle variabili
maggiormente descritte dalla prima componente principale PC1 (in particolare i segnali di due isomeri
del vomifoliolo pentosil-esoside, due isomeri del benzil alcol pentosil-esoside, un isomero
norisoprenoide-esoso, un monoterpene-triolo pentoso-esoso isomero ed un B-feniletanolo pentosil-
esoside isomero).

Gli incroci del Solaris risultano piu vicini al Glera per le variabili maggiormente spiegate dalla PC2, in
particolare i segnali di un isomero del 3-oxo-a-ionolo/3-idrossi-B-damascenone pentosil-esoside, un
monoterpenolo pentosil-esoside isomero, due isomeri del furan/piran linalolo ossido pentosil-esoside,
del p-mentenediol-1-pentosil-esoside e dell’a-terpineolo pentosil-esoside.

Infine, gli incroci del Kunleany sono quelli che maggiormente si allontanano dal Glera in relazione alle

prime due componenti principali.

In generale negli incroci & stato osservato che:

-il profilo dell’incrocio GleraxBronner 6-5-1 & il pit dissimile da quello del Glera e presenta intensita dei

segnali molto piu elevate per numerosi composti.
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-nell’incrocio GleraxKunleany 7-7-8 sono presenti i segnali del furaneolo pentosil-esoside e del hexose-
diidro-monoterpenetetraolo riscontrati nel parentale ibrido ma non nel Glera, e si riscontra il livello pit
basso di terpenoli tra gli incroci studiati (in particolare i derivati di linalolo, geraniolo e nerolo).

-i due incroci GleraxSolaris 7-3-8 e 7-2-6 non presentano i segnali dei marcatori caratteristici identificati
nel Solaris, la ricchezza del profilo monoterpenico & poco inferiore a Glera ma superiore agli altri due

incroci.
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Factor loadings PCA incroci PC1 PC2

Benzyl alcohol hexoside 1 -0.01077 -0.02783
C4-pentose-hexose-hydroxy 0.00947 0.13578
Isopropyl-alcohol pentosyl-hexoside 1 0.078452 -0.06606
Furaneol pentosyl-hexoside 1 0.08226 0.12872
Benzyl alcohol hexoside 2 -0.03983 -0.06134
Furaneol pentosyl-hexoside 2 -0.07341 -0.12135
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 0.024094 0.051346
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 0.063335 -0.03231
Cé-pentose-hexose-dehydro-hydroxy 0.11511 0.031299
2-Butanol pentosyl-hexoside 1 0.034543 -0.04042
2-Butanol pentosyl-hexoside 2 0.082549 -0.09414
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 1 0.12117 -0.03709
2-Butanol pentosyl-hexoside 3 0.089137 0.1311

3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone rhamnosyl-hexoside 1 0.11773  0.1555

2-Butanol pentosyl-hexoside 4 0.12003 -0.00686
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 1 -0.00482 -0.10493
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 2 0.041357 0.062131
hexose-hydroxy-norisoprenoid isomers 0.13195 0.072588
pentose-hexose-dehydro-hydroxy-C6 0.14473 -0.12341
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 0.084904 -0.07739
hexose-dihydro-monoterpene-triol 1 0.15517 -0.08969
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 3 0.1519 -0.12698
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-triol 1 0.13908 0.088399
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 2 0.021234 -0.09973
3-Methyl-2-buten-1-ol pentosyl-hexoside 0.16931 0.024659
pentose-hexose-dihydro-monoterpene-tetraol 0.014458 -0.03953
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 1 0.1414 -0.10527
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 3 -0.02245 -0.06923
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 1 0.17401 -0.02413
hexose-hexose-norisoprenoid-1 0.053383 -0.12831
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 2 0.15615  0.09847
3-Hexen-1-ol hexosyl-hexoside 0.089279 -0.20603
Benzyl alcohol pentosyl-hexoside (Icariside F2) 3 0.17948 0.007375
Vomifoliol pentosyl-hexoside 1 0.18259 0.028682
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 2 0.15748 -0.02359
hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 1 0.17474 -0.01969
hexose-norisoprenoid-isomer 1 0.089444 -0.20983
3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone rhamnosyl-hexoside 2 0.11798 0.11754
Vomifoliol pentosyl-hexoside 2 0.14583  0.10798
R-Phenylethanol pentosyl-hexoside 0.065528 -0.01583
p-menthenediol | pentosyl hexoside -0.003  0.24344
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 1 0.13251 0.10498
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 1 0.15588 0.024459
pentose-hexose-monoterpene-triol 1 0.016374 -0.02047
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 3 0.060634 -0.00871
Monoterpenol dipentose hexose 0.14816 -0.15036
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 1 0.001342 0.23834
3-Methyl-1-butanol pentosyl-hexoside 4 0.15217 -0.01141
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 2 0.019889 0.26594
hexose-dihydro-monoterpene-triol 2 0.035314 -0.01406
1-Hexanol pentosyl-hexoside 1 0.034204 -0.02946
B-Phenylethanol pentosyl-hexoside 0.12577 -0.06112
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 3 0.11158 -0.0122
Vomifoliol pentosyl-hexoside 3 0.17964 -0.02353
hexose-norisoprenoid-isomer 2 -0.02188 -0.13522
hexose-norisoprenoid (Dihydroroseoside/Icariside B8) 2 0.0869 -0.11008
pentose-hexose-monoterpene-triol 2 0.15184 -0.11831
Vomifoliol rhamnosyl-hexoside 2 0.060467 -0.02776
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 4 0.15781  -0.018

R-Phenylethanol pentosyl-hexoside 3 0.16734 0.018438
Monoterpenol dipentose hexose 0.038242 -0.12825
Vomifoliol hexoside (Roseoside) 2 0.099408 -0.01353
pentose-hexose-monoterpene-triol 3 0.17001 -0.09839
R-Phenylethanol rhamnosyl-hexoside 1 0.15338 -0.10789
Furan/pyran linalool oxide pentosyl hexoside 5 0.15914  0.035081
7-hydroxygeraniol/7-hydroxynerol pentosyl hexoside 0.15156  -0.08542
Diendiol | pentosyl hexoside 0.005071 -0.06096
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer2 0.023844 -0.02599
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer3 0.002276 0.009504
Monoterpene-diol hexosyl-pentosyl-hexoside 0.011227 -0.01389
3-Oxo-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone pentosyl-hexoside 0.112  0.20715
pentose-pentose-hexose-phenylethanol 0.12441 0.18913
hexose-norisoprenoid-isomers 0.12183 0.038699
1-Hexanol pentosyl-hexoside 2 0.049211 0.029218
cis/trans 8-hydroxylinalool pentosyl hexoside 0.016788 -0.01121
3-Oxo0-alpha-ionol/3-hydroxy- beta-damascenone rhamnosyl-hexoside 0.12359 0.023043
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer4 0.01976  -0.0854
hexose-dihydro-monoterpene-triol 3 0.12685 0.16607
1-Hexanol pentosyl-hexoside 3 0.12961 0.13207
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 5 0.028996 -0.01442
1-Hexanol rhamnosyl-hexoside 0.058118 -0.05297
hexose-hexose-norisoprenoid (Tricalysionoside A) 4 0.075238 -0.00503
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 1 -0.0555  0.2376

a-terpineol pentosyl hexoside -0.03691 0.19466
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 2 0.069537 0.17707
monoterpenol pentosyl-hexoside isomer 3 0.008865 0.18558
Linalool pentosyl hexoside 0.042598 0.09578
Nerol pentosyl hexoside 0.12301 0.09413
Geraniol pentosyl hexoside 0.14044 0.043917
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 0.030758 0.005769

Tabella 3.6 Factor loadings delle prime due componenti principali della PCA degli incroci in Figura 3.3.
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| possibili marcatori varietali riconducibili ai parentali sono stati ricercati tra i metaboliti identificati nei
campioni e sono riportati nella Tabella 3.7. Nel caso dei 5 composti selezionati sono state riscontrate le
seguenti particolarita:

-il furaneolo pentosil-esoside & presente nel Solaris e negliincroci del Glera con Kunleany e con il Bronner,
mentre & assente negli incroci con il Solaris

-il segnale diidro-monoterpenetetraolo esoso presente nel Solaris & assente nell’incrocio 7-3-8 mentre
viene trasmesso nel 7-2-6

-il segnale del monoterpenetriolo pentoso-esoso che & presente Solaris & assente in entrambi i suoi
incroci cosi come in quelli del Kunleany

-il segnale del monoterpenediolo esosil-pentosil-esoside presente nel Bronner e nel Kunleany ¢ assente
nei due incroci del Kunleany

-il segnale del monoterpendiolo pentosil-esoside & presente in Solaris e Kunleany ma non neiloro incroci.

Rt Glera 7-7-8 (x Kunleany) 7-3-8 (x Solaris) 6-5-1 (x Bronner) 7-8-8 (x Kunleany) 7-2-6 (x Solaris)
variety markers (min) 2020 2021 2020 2021 2020 2021 2020 2021 2020

mean * mean % mean * mean % mean * mean % mean * mean % mean t
furaneol pentosyl-hexoside isomer 8.73 n.f 165 12 nf n.f n.f 32 1 nf 181 10 276 10 n.f
hexose-dihydro-monoterpenetetraol 12.51 nf 33 4 30 1 nf nf 92 6 68 1 101 3 8 3 10 1
pentose-hexose-monoterpene-triol 13.88 nf nf nf n.f nf 55 4 76 16 nf n.f nf
monoterpene-diol hexosyl-pentosyl-hexoside  14.34 nf n.f nf n.f 110 1 12 1 112 6 nf n.f n.f
monoterpendiol pentosyl-hexoside isomer 15.11 n.f n.f n.f n.f nf tr 9 2 n.f n.f nf

Tabella 3.7 Marcatori varietali identificati negli incroci riconducibili ai parentali ibridi. Le concentrazioni nelle annate

2020 e 2021 sono calcolate come ug/kg uva di standard interno 1-eptil-glucoside con le relative semidispersioni per due

ripetizioni analitiche.
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4. CONCLUSIONI

Nei genotipi studiati sono stati identificati i segnali di 90 precursori aromatici glicosilati ed alcuni
marcatori chimici specifici degli ibridi resistenti. L’obiettivo principale della ricerca era di selezionare gli
incroci che hanno acquisito sia il carattere di resistenza dal parentale ibrido che il profilo aromatico del
Glera e che siano pertanto idonei a produrre dei vini di Prosecco “resistente” il piu vicino possibile
all'originale. Pertanto, I'assenza di metaboliti chimici che sono marcatori specifici del parentale ibrido &
un carattere desiderato.

| risultati di questo studio preliminare che & stato condotto sulle prime uve prodotte dagli incroci hanno
mostrato che quelli con il Solaris hanno un profilo terpenico pilu simile al Glera rispetto agli altri incroci,
ed i segnali del furanolo pentosil-esoside, monoterpenetriolo pentoso-esoso e del monoterpendiolo
pentosil-esoside che sono tre composti caratteristici del parentale sono assenti negli incroci.

D'altra parte, la presenza di qualche composto che possa essere un “marcatore dell’ibrido” potrebbe
essere utile nei controlli fatti nei vini futuri al fine di poter identificare 'utilizzo di un incrocio. L’uva del
genotipo 7-2-6 presenta il segnale di un esoso diidro-monoterpentetraolo che & caratteristico del Solaris
e pud essere pertanto adatto a questo scopo. Nei prossimi studi dovra essere verificato se questo
metabolita & presente anche nei vini.

Nuovi incroci Glera resistenti sono gia stati prodotti utilizzando altri ibridi resistenti (ad esempio
Johanniter e Souvignier gris) ed & attualmente allo studio la metabolomica dei genotipi prodotti.

Il prossimo passo della ricerca sara la vinificazione degli incroci che saranno selezionati ed effettuare la
valutazione chimica ed organolettica dei vini al fine di registrare i nuovi genotipi nel Registro Nazionale

delle varieta.
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