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INTRODUZIONE E SCOPO DEL LAVORO

La valutazione e la selezione di nuovi ceppi di Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e di Streptococcus thermophilus sono fasi preliminari alla messa a punto di uno
yogurt unico da un punto di vista organolettico-nutrizionale e che sia strettamente legato ad un particolare territorio.

Le tecniche molecolari basate sull’analisi del DNA rappresentano un valido ed accurato strumento identificativo a supporto di questo tipo di indagini. L'analisi della sequenza
di una porzione della regione 16S codificante per 'RNA ribosomiale e, ad oggi, uno dei metodi piu impiegati per l'identificazione specifica di isolati batterici; parimenti,
I"analisi Multi Locus Sequence Tagging (MLST), basata sul sequenziamento di porzioni di DNA da differenti geni costitutivi (housekeeping genes), si € dimostrata molto utile
nel differenziare, anche a livello intraspecifico, batteri lattici isolati da svariate matrici.

Il presente lavoro, che si inserisce in un piu ampio progetto denominato Dairy Product and By-Product, € dunque finalizzato a identificare e caratterizzare geneticamente i
batteri lattici isolati da latte proveniente da bovine di razza valdostana e che saranno poi selezionati, sulla base di prove tecnologiche e sensoriali, per la produzione di uno
yogurt, o latte fermentato, interamente valdostano.

MATERIALI E METODI

Un totale di 49 batteri lattici sono stati isolati su terreni di coltura M17 e MRS partendo
da latte d’alpeggio di bovine di razza valdostana in lavorazione per la produzione di
Fontina DOP. Come confronto, sono inoltre stati inclusi nello studio 3 ceppi di
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e 3 ceppi di Streptococcus thermophilus
derivanti da miscele commerciali comunemente impiegate per la produzione di yogurt.
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Amplificazione delle
porzioni di DNA target
tramite PCR

Visualizzazione del prodotto
PCR tramite elettroforesi su
gel di agarosio

Isolamento batteri ed

Tutti gli isolati ottenuti sono stati sottoposti alle seguenti analisi:
estrazione del DNA

( Estrazione del DNA con kit MicroLYSIS®-Plus (Microzone)

d Identificazione specifica tramite sequenziamento di una porzione del 16S rDNA
(Shehata et al. 2016)

| batteri lattici identificati come L. delbrueckii e come S. thermophilus sono quindi stati

Cycle séguencing
3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template

CTGAT ) (primer)

L[] L] L[] L[] L[] L[] L[] L] L[] ] " T""’\TC /

indagati a livello intraspecifico rispettivamente tramite: CTGATCT g
.. : : C . : . ‘ > . CTGATCTAT #

d Analisi MLST basata sul sequenziamento di porzioni dei loci genici clpX, dnaA, ottt ool . B cTaATCTATG 2

CTGATCTATGC 7 =
CTGATCTATGCT 7

CTGATCTATGCTC -
CTGATCTATGCTCG /@

Polymerase
dNTPs
| abeled ddNTPs

groEL, murE, pheS, pyrG, recA e rpoB (Song et al. 2016)

T

d Analisi MLST basata sul sequenziamento di porzioni dei loci genici dnaE, glcK, thrsS,
clpX e murk (Bensalah et al. 2011; Yu et al. 2015)

Nella figura a lato sono schematicamente raffigurate le fasi analitiche per |l
sequenziamento delle porzioni di DNA analizzate in questo studio.

Purificazione del prodotto
PCR e reazione di Cycle-
sequencing (CS)

Analisi dell’elettroferogramma
e lettura della sequenza
corrispondente

prodotto di CS ed
elettroforesi a capillari

RISULTATI

d Dall’analisi della porzione 16S rDNA sono stati identificati 16 isolati di Lactobacillus delbrueckii e 31 isolati di Streptococcus thermophilus.

d Lanalisi MLST dei 16 isolati di L. delbrueckii ha permesso di differenziare 3 aplotipi:

. : . . : d Lanalisi MLST dei 31 isolati di S.
I'aplotipo LdA, comprendente la maggior parte degli isolati; |'aplotipo LdB, CPO0D024.1 St CNRZ10B5 FR-yogur : . :
: . : : : . .. | CPO25400.1 St EPS CHiN-milk thermophilus ha evidenziato la presenza
comprendente due isolati; I'aplotipo LdC comprendente solo i ceppi commerciali. Da % [Erm , . , ,
; . : . . — . : . PR 1 51 058 CHIml di 13 aplotipi autoctoni che si
evidenziare che 5 degli 8 loci analizzati permettono di distinguere gli isolati autoctoni - | Al : : ] .. ..
: . 1. CPO13939.1 St S9 CHN-dairy differenziano dai 2 aplotipi commerciali.
da C]UEHI commerciali. CPO02340.1 St NDO3 CHN-dairy
g6 — CP000156.1 Ld ssp. bulgancus 2038 D d b ; 23| 34 CPO19935.1 St APC15T IRL-ish
| L—LT899687 1Ld ssp. bulgaricus ACA-DC 87 enarogramma asato W St 131AR ’ st
o CR954253 1 Ld ssp. bulgaricus ATCC 11842 su matrice di distanza 6 CPODD419.1 St LMD-9 USA-milk J Dall’analisi de.”e sgquenz.e concatenatg
" ES[-Ldo commercial ottenuta da nove loci L CPD17064.1 St ST3 KOR-commercial dietary supplements con que”e d| altn Cepp| appa rtenenti
- CP000412.1 Ld ssp. bulgaricus ATCC BAA-365 . g | CPO03489.1 St MN-ZLW-002 CHN-yogurt . . .
ol || et s concatenati (per un 7 | cPoti217.1 st swaant cavdaiy alla stessa specie presenti in GenBank
67 b CP019120.1 Ld ssp. bulgancus DSM 20080 totale di 5362 baS|) ed CP012588.1 St MN-BM-AD1 CHN-dairy (Vedi figura a |ato) é da rimarcare Che:
L CP016393.1 Ld ssp. bulgaricus NDO4 usando il metodo CPOOD023.1 St LMG 18311 UK-yogurt . : - _
CP018614.1 Ld ssp. indicus JCM 15610 Neighbor-Joining. 1 FRE75178.1 St JIM 8232 FR-milk tutt g|l aplotlpl autoctoni hanno un
100 fas] LIl CPODBB19.1 St ASCC 1275 AU-dairy : P : :
CPO18217.1Ld ssp. sunkii JCM 17838 Boo?strqp . .test 2B a1 [[CPO10999.1 St MN-BM-AD2 CHN-dairy prOfII.O . l.Jm(.:O.’ 13 .m.agglor. parte degl!
i CP018216.1 Ld ssp. delbrueckii KCTC 13731 ;?phcat') e dr.lportato a_ | CPO16394.1 5t NDO7 CHN-yak milk aplot|p| individuati ricade in due gruppl
a 53 CP018218.1 Ld ssp. jakobsenii ZN7a-9 DSM 26046 1anco | ognli CP016026.1 St KLDS SM CHN-yogurt « g o . . .
CP021136.1 Ld ssp. delbrueckii TUA4408L ramificazione. Le CP025216.1 St DGCC 7710 USA-dairy culture (CerChIatI In rOSSO) Che S| dlfferenZIano
] [P T g distanze evolutive sono 44| St 10IAR riSpEttO agll altri Ceppi e d que|||
CP013150.1 Ld ssp. lactis KCTC 3035 : —— CP025399.1 St GABA CHN-milk T . . . .
50| CPO18615.1 Ld ssp. delbrueckii DSM 20074 JCM 1012 calcolate tramite L ( SR J commerciali; i restanti due aplotipi, i.e.
P018215 ssp. lactis v 34717 t Ki 2- . e .
L= i metodo  Kimura B St 12A% St10 e 13 IAR, si differenziano bene da
- parameter LTB04076.1 St ACA-DC2 GR-yogurt

0.0010

J Dall’allineamento delle sequenze concatenate dei diversi aplotipi con quelle di altri
ceppi di L. delbrueckii presenti in GenBank (vedi figura sopra) si evidenzia che
entrambi gli aplotipi autoctoni hanno un profilo unico. Da rimarcare che LdA e vicino
a ceppi appartenenti alla sottospecie lactis e delbrueckii mentre LdB e vicino ad un
ceppo appartenente alla sottospecie indicus. Gli aplotipi commerciali rientrano
all'interno del gruppo che contiene tutti i ceppi appartenenti alla sottospecie
bulgaricus. Dopo applicazione del protocollo analitico molecolare ISS (Aureli et al.
2018), tutti gli isolati sono tuttavia risultati affini a L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

CONCLUSIONI

Il presente lavoro ha permesso non solo di confermare 'unicita, da un punto di vista genetico, degli
aplotipi autoctoni di L. delbrueckii e di S. thermophilus isolati in questo studio, ma anche di valutarne
le distanze evolutive rispetto ad altri ceppi commerciali e/o gia analizzati in precedenti studi.

| dati ottenuti saranno utili alla messa a punto del protocollo di certificazione/tracciabilita genetica,
basato sull’analisi di Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), per garantire l'autenticita delle
formulazioni di fermenti autoctoni selezionati per la produzione di uno yogurt, o latte fermentato,
interamente valdostano.

tutti gli altri isolati analizzati, ma
risultano simili a numerosi altri ceppi

84 CP022547 .1 St B59671 USA-raw milk
CP016877.1 St KLDS 3.1003 CHN-yogurt

sSt1C

/ St1IAR \ presenti in GenBank.
40 g2 | St 5IAR
P9 St BIAR
o e Dendrogramma basato su matrice di distanza da sei
— s2 — St 3IAR loci concatenati (per un totale di 2576 basi) ed
— St4IAR usando il metodo Neighbor-Joining. || Bootstrap

75 || St 21AR test (500 replicati) e riportato a fianco di ogni
—— St 9IAR

B i ramificazione. Le distanze evolutive sono calcolate
tramite metodo Kimura 2-parameter

N

0.00050
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