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Riassunto

La patulinaé una micotossingrodotta dalpatogenaofungino Penicillium
expansunresponsabile del marciume verdezurro delle mele durante la
conservazione postraccolta. La patu
organismi,uomo, animali, funghi e batteri. Gli agenti di lotta biologi

(BCA) rappresentana n 6 a | t @ r mtagbazioneai mezzichimici per

il controllo delle malattie. A talriguardo numerosericerche hanno

di mostr at oliewtihepifiti | rappresentaichio i nt estrategiss ant e
per il controllo delle malattid_e specie di lieviisonoun d enor me f on
biodiversita genetica e biotecnologica. In questo lavoro sono stati studiati i
lieviti rosa isolati dalla fillosfera e dalla carposfera di piante in sei
differenti zone del centreud Italia. Sono stati purificati, catalogati e
classifcati utilizzando il metodo di analidkestriction Fragment Length
Polymorphism(RFLP) delle sequenze di rDNA delle regioni IT®ternal
Transcribed Spacer) | risultati hanno mostrat
diversi profili RFLP(dieci diversiclustep tra gli isolati. Il confronto delle
sequenze nucleotidiche ottenute dal
guelle presenti nei database hanno portato ad una prima probabile
identificazione tassonomica dei lieviti rosa studiati in questo lavbro.

genei Rhodotorula Cryptococcus Sporobolomyces Rhodosporidium

spp, che in letteraturascientifica sono noti per le loro caratteristiche
funzionali all dattivit?@ antagoni st
risultano maggiormente rappresentedi di isolati della collezioneispetto

agli altri generi Erythrobasidium Sporidiobolug Aureobasidiumspp,
menorappresentatiGli isolati sono stati esaminati per la loro cresaita

vitro in presenza di patulina e per la loro capacita di ridee
concentrazione della micotossina nel mezzo coltunalecondizioni
aerobiche.Tra questi, quarantottsono sopravvissuti in presenza della
tossina. AnalisiThin-layer chromatography(TLC) hanno mostrato la
comparsa di due spot principali, cof d® 0.46 edi 0.25, cio suggerisce la
possibile metabolizzazione della micotossina. | risultati di questo studio
potranno essere utili per future ricerche nella prevenzione o nella
detossificazione della contaminazione da patulina nei prodotti derivati da
pomacee.



Abstract

The mycotoxin patulin is produced by the blue mould path&yamcillium
expansumn rotting apples during postharvest storage. Patulin is toxic to a
wide rangeof organisns, including humans, animals, fungi and bacteria.
Biocontrol agent§BCAs) are an alternative aa supplement to chemical
means of disease controlin this regard numerous studies have
demonstrated that the use of epiphytic yeasts ismtanesting strategy in
disease control. Yeast species represent an enormous source of genetic and
biotechnological biodiversity. Pink yeasts isolated from phyllosphere and
carposphere of plants in six different locations in souticentral Italy
were stidied in this work. They were purified, cataloged and classified
making use of theRestriction Fragment Length PolymorphisfRFLP)
method on the rDNA sequence of thmternal Transcribed SpacdiiTS)
regions.The resultshaveshown at least terdifferent RFLP profiles (ten
different clusters) among isolates. The comparison of the nucleotide
sequencesbtainedby amplifying thelTS regionswith those present ithe
databasghave ledto a firstprobabletaxonomic identification of the pink
yeasts studied ithis work. Rhodotorula Cryptococcus Sporobolomyces
Rhodosporidiunmspp, that in the scientific literature are known for their
functional characteristic antagonisticactivity and orin degradingtoxic
metaboliteswere the most representedgeneraamong isolatesof the
collection compared to the gener&rythrobasidium, Sporidioboluse
Aureobasidiumspp.which were lessepresentedisolates were examaa

for theirin vitro growth in the presence of patulin and for thegpacity to
reduce the conadration of the mycotoxinin the medium in aerobic
conditions Forty-eight of them survived inthe presence of the toximhin

layer chromatographyTLC) analysis showed the appearance of two major
spots, with Rof 0.46 and 0.25, suggestiagpossiblemetabolization othe
mycotoxin. The results ahis study maybe useful for future researdor

the prevention or the detoxification of patulin contamination in pome fruit
based products.



1. Introduzione

Lbagricoltura B c hi a nchiesea sempref r o n
maggiore di derrate alimentari per soddisfare le esigenze di una
popolazione in costante aumento. Stime delle Nazioni Unite prevedono
infatti che la popolazione mondiale raggiungera circa sette miliardi di
persone nel 2015 e si attesteraica nove miliardi nel 2050. Il ruolo
del |l dagricoltura non si l i mita sol o
(alimentari e non) ma riguarda anche aspetti sociali ed economici. La
maggior parte delle risorse alimentari sono utilizzate dalle papoiagei
Paesi sviluppati, numericamente inferiori a quelle dei restanti Paesi; per
guesti ultimi le ripercussioni sociali ed economiche, dipendenti dalle loro
produzi oni agricol e, possono essel
consi der azi onzemnersamgre @asatrae dei Gaadurmatori alla
gualita dei prodotti alimentari; si richiede una produzione che riesca a
fornire frutta e verdura con proprieta nutrizionali elevate, con buone
caratteristiche orgelettiche a costi accettabiftenza dubbio aumentare la
produzione € importante ma lo e altrettanmtdurre le perdite dei prodotti,
sia nella fas produttiva sian quellapostraccolta. In questo modo infatti si
riducono i costi energetici (concimi, fitofarmaci, combustibili, ecc.) e
| 61 ngui n ameaerconoessa alld progluziomMéegli ultimi decenni
| agricoltura ha dovuto adeguarsi é
commercializzazione prolungata e costante dei prodotti raccolti in grande
qguantita e in un breve intervallontporale richiede una conservazione di
settimane o mesi; in questa fase la possibilitastiverifichino alterazioni
dovute agli attacchi dinicrorganismi patogeni e alt&ligliorare le fasi di
conservazione edi stoccaggio, riducendo gli scarti, pud riaedi

economi cament e pi % conveniente ris
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prodotte. Questo € ancor piu importante nei Paesi tropicali dove solo in
minima parte i prodotti sono trasformati mentre in larga parte sono

esportati verso Paesi industrializzati.

In acuni casigli attacchi da parte dei microrganismi fitopatogeni
hanno assunto proporzioni estremamente importanti e provocato gravi
carestie; un esempio e quello della peronospora della patata nel 8430
in Irlanda, che ha distrutto il 100% del radoatu grandissime estensioni e
ha fatto registrare circa 250 mila persone morte di fame ed altrettante di
malattia ed un milione e seicentomila di emigrati in altri Paesi, con gravi
conseguenze economiche, sociali e politiche. La peronospora della patata
nel | 6i nv-29lhin Gelnriiatha provocato la perdita di 14 milioni
di tonnellate di patate e nello stesso anno in Francia ha ridotto il raccolto
del | A8aG%.0 esempi o | 6att acchehadi o i
provocato laiduzione della prduzione da 42 milioni di ettolitri nel 1850 a
poco piu di D milioni di ettolitri nel 1854 e ancorayel 1910 e 1915,
sempre in Francia, perdite del 40% e del 60% della produzdunaerosi
sono i casi eclatanti che si sono verificati nel corso dellaast@ti attacchi
diventano particolarmente violenti in determinate localita ed in determinati
periodi: le ruggini dei cereali in certe annate possono causare decurtazioni
di prodotto dal 3810% al 100%,; certe affezioni radicali in fase di primo
insediamentoanni ent ano | 6i nt e Bcerotiniamdudliur a
ortaggi, di Pythium nei semenzai, ecc.) e le infezioni crittogamiche in
particolari condizioni climatiche attaccano in modo quasi totalitario sia la
vegetazione che il prodotto (ticchiolatura delle pomacee, mal bianco del
grano, cercospora della barbabietola, ecc.). Gltteffielle malattie delle
piante non determinano sol o una 7ri dt

ma anche conseguenze in campo sociale, demografico, politico, finanziario
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ed industriale. Eventi di grandi proporzioni accadono sempre piu raramente

nei Pasi con agricoltura piu evoluta, mano a mano che aumentano le
conoscenze sulla natura e sulla prevemzidelle malattie. Al contrario,

negli ambienti nei quali il livello sociale ed organizzativo e le condizioni
climatiche e pedologiche favoriscono gravs#i manifestazioni degli effe

delle malattie delle piantesi puo arrivare addirittura a profonde
trasformazioni dell a flora e fauna |
di esportazione del caffe arabico, dal 1874 e per i dieci anni successivi la
produzione  stata annientata da at

orientata verso il the edghcao (Goidanich, 1975).

La malattia, in una definizione di ordine generale, puo considerarsi come

una deviazione, operata da fattori animati ed inatjnmello stato di

armonia nello svolgimento delle funzioni vitali (di ricambio e di sviluppo)

del | 6organi smo. Stato di armonia c¢hi
un potere di autoregolazione, cioé da una naturale capacita di mantenere in
equilibrio i meccanismi ed i processi che garantiscono la normalita delle

sue forme e delleug funzioni (Goidanich, 1975).e tre variabili che
determinano se una malattia infettiva si verifica 0 meno sono: la
costituzione geneti ca Iidaadélpabogenqeila e,
carica di inoculo, il complesso di fattori ambientali che influenzano Il

patogmoel 6 ospi t,2009.Sal er no

L 6 e s i djdisparrendi nuove strategie di lotta contro i patogeni di
origine fungina che colpiscono le piante di integeagrariaappresentan
argomento estremamente attuadkonost ant e | 6evoluzio
agricole e la disponibilita di innovative tecnologie di conservazione, le
perdite in termini di gantita e di qualita delle produzioni agrarse
rivelano, sia in campo che in postracco#tacora elevatéNegli USA nella
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fase postraccolta della frutta sono
seconda del prodotto(Janisiewicz e Korsten, 2002)Nel settore
postraccoltde moderne tecnologie d onser vazi one e | 0u
hanno prolungato lahelf life dei prodotti conservati, tuttavia risultano
ancora alte le perdite che in questa fase sono dovute alle alterazioni di
origine microrganica cheraggiungonccirca il 2025% della produzione
agricola mondiale (EGhaouthet al., 2004; Droby, 2006; Zhu, 2006; Singh

e Sharma, 20075ebbene i fungicidi sr tuttora un importante mezzo di

lotta contro gli agenti patogeni che provocano i marciumi in postraccolta
(Janisiewicz e Korsten, 2002, -Bhaouthet al, 2004; Korsten, 2006;

Singh e Sharma, 2007; Zhu, 2006; Shaahal., 2009) k considerazioni in
mei t o all 6i nsorgenza di fenomeni di
ripercussioni ambientali ed igienisanitarie, alla indisponibilita di nuove
sostanze attive per formulazioni alternative e la scarsita di prodotti
autorizzati soprattutto perattamenti in prossimita della raccolta o in
postraccolta e la preoccupazione da parte dei produttori e dei consumatori
per possibili residui chimici nei prodotti alimentari stanno orientando verso

| a ricerca di sol uzi onidei&hgicidieaneaat i v e
risultino efficaci, economicamentaccettabili e che garantiscano una
maggiore sicurezza per la salute dehsumatore (Gullino, 1994; Gullino e
Kuijpers, 1994; Mariet al, 2007). In tale contesto la lotta biologica puo
rappresentarena valida alternativa alla lotmhi mi ca medi ant e
di microrganismi isolati dauperfici vegetali (carposfera, fillosfera) o dal
suol o e capaci di contrastare | 6att
Wisniewski, 1989; Drobt al, 1992 Wisniewski e Wilson, 1992; Droby,

2006; Korsten, 2006; Castoma al, 2008; Sharmat al, 2009).



2. Agenti patogeni dinatura fungina

Tra gli agenti patogeni piu importanti in agricoltura, i funghi
rivestono un ruolo di primo piano. Si tratta di angani eucarioti, eterotrofi
e largamente diffusi negli ecosistemi terrestri ed in alcuni acquatici, con
attivita che vanno dalla produzione di antibiotici alla capacita di
decomporre materia organica, alla simbiosi con piante (micorrizazione).
Nel settoreagricolo le malattie di origine fungina determinano gravi danni
economici e possono manifestarsi sia durante la coltivazione in campo, sia
negli stadi successiviNella fase postraccolta le malattie di origine
microrganica causano un danno economico ndétegopossono essere di
origine batterica o fungina. Sono numerose le specie di funghi responsabili
delle infezioni dei frutti. Nella maggioranza dei casi i sintomi consistono
nella decolorazione e distruzione dei tessuti infetti, con formazione di
evidentilesioni, comunemente sotto forma di marciumi. Questi patogeni
possono colpire in ogni fase del processo produttivo, dal campo alla
raccolta, durante le operazioni di lavorazione, conservazione, trasporto e
commer ciali zzazi one. Il talattie postracootaa e
e determinata da diversi fattori: la suscettibilitd della specie/cultivar,
| 6abbondanza dell i nocul o e l a vir
coltivazione, lo stato di maturazione del prodotto, le condizioni artddie
alla racolta e quelle in faspostraccolta. Spesso le infezioni restano latenti
e si riattivano dopo un tempo variabile quando i patogeni riprendono la loro
attivita patogenetica provocando marciumi. patogeni fungini
principalmente responsabili di marciumi inogtraccolta appartengono
soprattutto ai phylum ascomiceti Mlonilinia spp., Sclerotinia spp.),
zigomiceti Rhizopusspp.,Mucor spp.) deuteromiceti o funghi imperfetti

(Monilia spp., Botrytis spp., Penicillium spp., Alternaria spp., Fusarium
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spp.) e cominore frequenza agli OomicetPythiumspp., Phytophthora
spp.), ai Basidiomiceti e ad alcune specie batteriche (Lima e De Cicco,
2009).

2.1 Micotossine

Le micotossine sono composti tossici prodotti dal metabolismo
secondario di alcune specie di fundgbsse rappresentano il punto finale di
una serie di reazioni, catalizzate da enzimi, a partire da composti del
metabolismo primario; il substrato di crescita e le condizioni ambientali
giocano un ruolo importante nella biosintesi delle micotossine,
caratteizzate da vari livili di tossicita (Bourgeoist al, 1990).Si tratta di
molecole a basso peso molecolare difficili da definire e classificare data la
loro diversa struttura chimica e origine biosintetica, gli innumerevoli effetti
biologici chedeterminano e la grande varieta di specie di funghi che le
producono (Bennett e Klich, 2003).

Nonostante esse siano tuttora oggetto di numerosi studi, non é stato
ancora del tutto chiarito il loro ruolo nel ciclo vitale fungino. Si ipotizza
che siano coimite nei meccanismi di competizione microbica, esercitando
la loro azione antibiotica verso i microrganismi competitori, oppure che
rivolgano la loro azione attaccando direttamente i tessuti vegetal
del | 6(Mdaneis,t1¥93; Mattat al., 1996, Castoaet al, 2008).

Le micotossine conosciute ammontano a piu di 300. Le aflatossine, i
tricoteceni, lo zearalenone, le fumonisine, le ocratossine e la patulina sono,
per la loro tossicita, tra quelle piu importanti. Le specie fungine piu
rilevanti per la loo diffusione e per la pericolosita delle micotossine

prodotte appartengono ai genefispergillus Penicillium, Fusarium
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Clavicepse Alternaria. Nel caso dei geneRusariume Alternarial 6 at t i vi t
micotossicologica pud riguardare soprattutto, ma non, stdo fase
preraccolta mentre per i geneAspergillus e Penicillium interessa
principalmente la fas@ostraccolta(Matta et al, 1996; Dragoniet al,

2000; Bottalico, 2002)Nel settore ortofrutticolo sono soprattutto le specie
appartenenti ai generAspergillus Penicillium e Alternaria quelle di
maggiore interesse, responsabili della produzione di aflatossine, ocratossina
A, patulina, acido tenuazonico, alternari@ltertossine Battilani et al,

2008) La produzione di micotossine € influenzata fdttori endogeni (il
diverso potenziale tossigeno dei funghi) e da fattori esogeni (temperatura,
umidita, acqua libera, pH eatura del substratdDragoniet al, 2000;
Naceur Haouet e Altissimi, 2003).e micotossine rappresentano un
pericob per la alute del consumatorm conseguenza della loro azione
lesiva sulle funzioni cellulari, infatti possono avere attivita cancerogena,
mutagena, nefrotossica, epatotossica, immunotosscateratogena
(Giuffrida, 2012).Unavolta avvenuta la contaminazionedli alimenti,le

stesse micotossine o i loro derivati possono persistere dopo la morte del
micete o0 essere presenti anche quando il prodotto stesso non appare
ammuffito. L'unico intervento efficace e larevenzione dello sviluppo
fungino nelle materie pme e nei prodotti finiti (Machado, 2008)a loro
possibile presenza in molti alimenti costituisce oggi un motivo di crescente
preoccupazione per la salute delluomo e degli animali. La loro
contaminazione e influenzata ampiamente dalle condizioni clineate
geografiche, dalle pratiche di coltivazione e di conservazione e dalitipo d
substrato interessain quanto alcuni prodotti sono piu suscettibili di altri
alla crescita dei funghi. Gli alimenti piu esposti alla contaminazione diretta
sono soprattuttgereali (mais, orzo, segale, riso, etc.), frutta secca, spezie,

cacao, caffe, legumi e semi oleaginosi (semi di girasole, arachidi, semi di
12



cotone). Le micotossine possono essere ritrovate come residui o metaboliti
tossici nei prodotti alimentari che demnho da animali alimentati con
mangimi contaminati costituendo un tipo di contaminazione indiretta per
l'uomo di importanza notevole a causa degli elevati livelli di micotossine
potenzialmente presenti nei cereali destinati alla produzione di mangimi
vegetli (Giuffrida, 2012).

In Europa e nel mondo numerosi comitati scientifici si occupano
del | argoment o. L a Co mmi s Sciemtifi Eur
Cooperation on Questions relating to FopdS COOP ) stima |60
di contaminanti daglia b i t a rubnidne Eumped; (Majerus eKapp,
2002). All 6interno della Commissi on:
sicurezza al i meuppeanrFeod Safet Auwhorifif&SAH a | | 6
(van Egmond e Jonkef008). | regolamentin materia di micotossine
scaturisono soprattutto dalla valutazione del rischio tossicologico e
del | 6esposi zi on eJoiat Expatl Gommgteeson &ood e .
Additives (JEFCA), organo scientifico di consulenza digbrld Health
Organization(WHO) e laFood and Agriculture Organizain (FAO) hanno
valutato il rischio connesso alle principali micotossine (aflatossine,
ocratossina A, patulina, fumonisine, zearalenone ed alcuni tricoteceni) in
diverse sessioni (WHO 1990, 1991, 1996, 1999, 2000,,20012. Negli
Stati uniti molte ricerbe sono finanziate per mettere a punto strategie
efficaci nel controllo delle contaminazioni da micotossine. Oltre alle
conseguenze di ordine sanitario, la presenza di tali metaboliti nei prodotti
alimentari e nei mangimi comporta danni economici rileivant
all éagricol tura di quel Paese | imit
nei mercati nazionali eéhin quelli esteriClevelande altri collaboratori
(2003)si sono soffermati sulle micotossine piu rilevanti dal punto di vista

economico per gli Stati Uit aflatossine prodotte daspergillus flavus
13



tricoteceni prodotti da varFusarium spp. e fumonisine prodotte da
verticillioides, concludendo cheepr ot t enere unobefficac
contaminazione in campo appare necessaria una combinazione di strategie,
associando | uso di agent.i di bi oco
undaumentata resistenza all gagifezio

effetti tossici dovuti alle micotossine o di interrompernbitssintesi.

2.1.1Micotossicosi

Come per tutte | e sostanze dotat «
mi cotossine pu, determinare unodéinto:
ingestioni ravvicinate nel tempo di una doselateramente elevata di
tossina)e una cronica ( che si manifesta dopo il consumo di piccole dosi,
ripetuto neltempo)(Bourgeoiset al., 1990).Da un punto di vista clinicte
micotossinesono distinte a seconda degli organi bersaglio che colpiscono
in epatotossine, neurotossine, neurotossine, immunotossine, e cosi via.
Sono invece classificate come teratogene, mutagene, carcinogeniche,
allergeniche dai biologi cellulari; i chimici organiei suddividono in base
alla loro struttura chimica (lattoni, cumarine, ecc.); i biochimici a seconda
della via biosintetica (polichetidi, amminoacmkrivati, ecc.); i medici
usano invece come parametro le patologie causate (fuoco di S. Antonio per
es.) e ancora i micologi le distinguono indicando i funghi produttori
(tossine daAspergillus ecc.) (Bennett e Klich, 2003). Tali sostanze
possono esprimere la loro tossicita agendo a livello di DNA, RNA,
proteine, cofattori enzimatici, costituenti di membrahavari organi e/o
sistemi bersaglio (Hussein e Brasel, 2001; Naceur Haouet e Altissimi,
2003). | controlli aiquali sono sottoposte le derrate alimentari per il
monitoraggio delle contaminazioni sono numerosi ma intossicazioni acute
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possono comunque vecarsi, sebbene quelle mortali siano rare
(International Agency for Research on CancdARC, 1993). La
pericolosita delle micotossine e, allo stato attuale, principalmente dovuta
allaloro assunzioneont i nuati va che portaaall 6.
conseguenti sintomatologie di tipo cronican{ith et al, 1994; Miraglia e

Brera, 2000; Bottalico, 2002)nfatti nonostante durante i processi di
trasformazione degli alimenti il gdo di contaminazione pud alcuni casi

ridursi per la decomposiziorkelle micotossinda stabilita di queste ultime

e molto variabile (Scott, 1984).

2.1.2Interventi contro le micotossine

Data I'ampia diffusione delle micotossine e le possibili implicazioni
di carattere economico e sanitario che la loro presenza nei prodotti
alimentari comporta, si comprende l'attenzione crescente della ricerca
scientifica nell'individuare opportuni sistemdi prevenzione e
decontaminazione delle derraikmentari Bataet al, 1999; Kabaket al.,
2006). Il danno economico deriva dalla mancata commercializzazione di
produzioni caratterizzate da livelli di contaminazione eccedenti i limiti di
| egge e dai c o & dii strategeer di drebemzopdoadic a z i o
decontaminazione; non vanno sottovalutati inolto®sti sanitari e sociali
dovuti al consumo di alimenti contaminati da parte delle popolazioni e la
riduzione della produttivita degli animali nutriti con alimentintenenti

micotossingFink-Gremmels, 1999

Per evitare che le derrate alimentari sianaotaminate da funghi
produttori di tossine, & fondamentale predispde condizioni che non

consentao lo sviluppo fungino e mettere in atto sinergiche strategie
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preventive medi ant e | appli Gawdi one
Agricultural Practie (GAP) e delGood ManufacturingPractice (GMP)

(Bottalico, 2002; Avantaggiatet al, 2 00 2 ) . Nel hazard nt e st
analysis critical control poinfHACCP), € importante monitorare tutti i

fattori che intervengono in pre e prmtcolta e nelle fasi sucggve di
stoccaggio, trasporto e trasformazione. Questo consente di stimare il livello

di rischio che la contaminazione da micotossine, in una data stagione

produttiva, possa eccedere i limiti di legé#agan 2006).

Nonostante | 6appl i evanive,o @& edifficild i mi
contrastare tutti i fattori coinvolti nella colonizzazione fungina, accade
quindi che ci sia comunque la necessita di operare la
decontaminazione/detossificazione delle derrate alimentari. Queste
operazioni consistono nell 6all ont a
(decontaminazi one) oppure imssgddellei nat't
tossine (detossificazione}Smith et al, 1994; Bottalico, 2000, 2002;
Avantaggiato et al, 2002 Jard et al, 201). Le operazioni di
decontaminazioneisultano molto efficaci per cereali, legumi, mandorle,
frutta, tuberi, ortaggi, mentre sono inapplicabili a sfarinati o prodotti con
particelle minute. Le tecniche adottate per la desmaimtazione fisica sono:
manuali (selezione manuale, ispezioni sanitarie ecc.), meccaniche (cernita,
molitura, ventilazione ecc.), elettroniche (irraggiamento e scarto
elettronico). La decontaminazione chimica invece si avvale di solventi
organici ma puo gmwrtaremodificazioni indesiderate a&llcaratteristiche del
prodotto con conseguendiubbi sulla sa salubrita (Dragoni e Cantoni
1987).

Léalternativa all odallontanamento del

(decontaminazione) consiste nella lorotiivazione, ovvero nel cosiddetto
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processo di detossificaziorgelle derrate. | sistemi applicabili possono
essere di tipo fisico, chimico, o biologico. | metodi fisici elencano tra gli

al tri | 6adsor bi ment o, | 61 natGtamter azi O
Philips, 1998; Scott 1998). Numerosi sonoi prodotti chimici che
potrebbero risultare efficaci nella detossificazione delle derrate alimentari,

ove consentito dalla legge. Tra gli altri, acidi, basi (ammoniaca, idrossido

di calcio e di sodio), agenti ossidanti (perossido di idrogeno, ozono), agenti
riducenti (bisdiito), agenti cloruranti (cloro), sali, formaldeide.
Léammoniaca i mpiegata a Ilivell o i
semi e dipanelli di arachide, cotone e mais (in autoclave3aa®m, per 15

30 min a 96120°C) (Dragonie Cantoni 1987; Bottalico, 2004; Scott

1998).

La detossificazione biologicka onsi st e nell 6al |l on:
micotossine dagli alimenti attraverso la loro degradazione o trasformazione
i n compost. meno tossici, medi ant e
piante o loro metboliti). L'individuazione dei meccanismi coinvolti nella
degradazione delle micotossine ad opera dei microrganismi (captazione
selettiva attraverso le membrane, decomposizione con enzimi specifici,
inattivazione mediante formazione di complessi, eccth@ortante ai fini
della loro selezione, come pure il controllo dei prodotti di degradazione, gli
effetti della detossificazione sulle proprieta nutrizionarganolettiche dei
prodotti alimentari noncheé la fattibilita economica del metdgiatg et al,

1999). Numerosi microrganismi sono risultati capaci di degradare le
micotossine prodotte da funghi patogé€Karlovsky, 1999; Vargeet al,
2005; Moakeet al, 2005).Diversi studi hanno individuato lieviti e batteri,
tra i quali anche agenti di lotta lagica, che presentano capacita di

detossificazione (Karlovsky, 1999; Castoea al, 2005; Ricelli et al,
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2007; De Felicest al,. 2008). Un esempio e la degradazione della patulina
da parte dei lieviti nelle fermentazioni dei processi produttivi dabwmo
e sidro (Bottalico, 2000; Moss e Long, 2002).

Tra | microrganismi studiati nel laboratorio di Patologia Vegetale
del |l 6Universit”™ degl:i Studi del Mo |
biologica (BCA) ¢ h e, ol tre a ¢ ondgenafsngid me | 0 ¢
campo e in postraccolta, degradameitro le micotossine da essi prodotte.
In particolare si citana BCA Rhodosporidiumkratochvilovae (ceppo
LS11), Cryptococcuslaurentii (ceppo LS28) eAureobasidiumpullulans
(ceppo LS30) attivi contraBotrytis cinerea e Penicillium expansum
importanti patogeni del postraccolthima et al, 1997a, 1997b, 1998,
2003; Castoriat al, 1997, 2001, 2003). Alcuni ceppi Ai pullulansoltre
a controllare losviluppo del fungoAspergillus carbonarius su uva,
degradano | 6ocratossina A ad ocrato.
(De Feliceet al., 2008).

3. Patulina

La patulina (didrosst4H-furo[3,2c]piran2(6H)}one) € un lattone
insaturo (tetrachetide), risultato dellaondensazione di due anelli
eterociclici; la formula empirica €-8¢0, ed il peso molecolare é di 154
dalton. La sua struttura chimica e stata descritta da Woodward e Singh
(1949) e confermata da Dauben e Weisenborn (1949). Il suo punto di
fusione édi 110-112°C (Singh, 1967; Scott, 1974; Wilsd®76).I primi
studi sulla sua attivitaantibioticarisalgono al 1943Birkinshaw et al,
1943).La patulina € solubile in etilacetato con formazione di una soluzione
limpida ed incolore. Sebbene risulti solubibeacqua, é piuttosto instabile

nei solventi polari come acqua enetanolo(Cole e Cox, 1981; Merck

18



Index,1996).La stabilita della micotossina € un aspetto importante ai fini
della eventuale tossicita dei prodotti contaminati. La patulina risulta
instabile in ambiente alcalino perdendo la sua attivita biologica nei
confronti di diverse specie batteriche (Chainal,1942; Hooperet al.,
1944; Karow e Foster, 1944; AtkinsenStanley 1943;Heatley e Philpot,
1947). Risulta invece generalmente stabile in soluzioni acide (pH2)
conservando le sue proprieta antibiotiche (Heatley e Philpot, 1947; €hain
al.,1942).Starsfeld e altri collaboratori1944)hanno riscontratche risulta
stabile per diversi mesi in un buffer a ptD. La scomparsa della tossina in
diversi prodotti alimentari & stata attribuita alla sua reattivita con i gruppi
sulfidrilici di amminoacidi e prteine (Ciegler et al, 1977). Quando
sottoposta a ripetute ricristallizzazioni pud convertirsi in un composto
amorfo insolubile (Katzmaet al, 1944); in altri casi tale problema nen

stato riscontrato (Scott974).

La patulina e prodotta da diverse specie di funghi appartenenti
principalmente ai generiPenicillium Aspergillus e Byssochlamys
Aspergillusclavatusé responsabile della produzione di patulina in prodotti
destinati al |l 6al i me n tPanziliumnexpangumi ma |
rappresenta la causa piu importante di contaminazione dei proestitiati
al |l 6al i mmamaMoakeed at,2005). La sua tossicita si manifesta
in diversi sistemi biologici tra i quali microrganismi, animali e piante, e, di
conseguenza, pu, i nteressare anche
frequentemente come contaminante dei prodotti derivati dalle enefajsa
dello sviluppo del fungd®. expansumresponsabile del marciume verde
azzurro, frequente in postraccolta (§lex et al, 1977;Pasteret al, 1999.

Nella filiera ortofrutticolaoltre a mele e pere, € stata rilevata anche in uva,

albicocche, pesehe diversi altri prodotti ed e considerata principalmente
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un problema della fase postraccolta (Battilai al, 2008). | fattori
determinanti per la produzione di tale micotossina da parte dei funghi su
terreno solido sono Il@&actoeusg.erlart utrer r
PDb (Potato Dextrose broth) H. expansunha raggiunto un peso secco
minimo di 3.7 mg/ml a tutte le temperature comprese tra 0°C e 30°C. |
peso secco massimo € stato ottenuto invece intrdusettimane a
temperature di inculzéone da 20°C a 30°C. La patulina &€ prodotta a tutte
le temperature che consentonoclascita del fungo ma avvicinandosi al
limite di 30°C la produzione € limitata (Sommet al, 1974). | valori
ottimali di acqua libera per la produzione della patulisaltano invece piu
elevati rispetto a quelli ottimali per la crescita del fungo e sono compresi
tra 0,90 e 0,99 (McKinley e Carlton, 1991hombrink-Kurtzman e
Blackburn (2005) hanno valutato la produzione di patulina da specie di
Penicillium in diversi mezzi colturaliconstatandovariazioni dovute al

mezzo colturale utilizzato e al tempo di incubazione

3.1 Tossicita della patulina

L6intossicazione acuta da patulin
agitazione, convulsioni, dispnea, cosfyeni polmonari, edema,
ulcerazioni, iperemia, emorragie intestinali, degenerazione delle cellule
epiteliali, i nf i ammazi oni vomi®,| |da@ninalesattd n o,
gastrointestinale e ai reni (McKinley e Carlton, 1991; Moekal, 2005;
Puelet al, 2010).L6i nt ossi cazione cronica det
immunotossici e immunosoppressivi, genotossici, embriotossici e
teratogeniciCiegleret al, 1976; Bourdiol e Escoula, 1990; Pfeiffet al.,
1998; Liuet al, 2003; Keblg et al, 2004; Moakeet al, 2005; Puekt al,

2010). A livello cellulare la patulina determina inibizione della sintesi
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protei ca, i nterruzione della trascr
della sintesi deDNA (Moake et al, 2005);1 6 af f i ni t ~ del | a
grup i sul fidrilici provoca | 6inibizi
| 6RNA pol i mer d-K8NA simtetdsiq Moakieenab, 2005; Puel

et al, 2010). La patulina inoltre altera la struttura e la funzionalita delle
proteine della membrana plasmati@dorvath et al, 2010) i cui lipidi
subiscono reazioni di perossidazione dovuti alla formazioRO$ (Ferrer

et al, 2009). La tossina forma un legame covalente con il glutatione (GSH),
importante antiossidante (Fliege Metzler, 2000), determinanddanni
ossidativi a carico del DNA, su cellule HEK{man embryonic kidngye

su cellule HepG2human hepatoma GZLiu et al, 2003; Zhouet al,

2009). La patulina determina effetti mutageni (Umeslaal, 1977;
Schumacheet al, 2005a, 2005b); novocacross linkssia di DNA che di
proteine alterandone la struttura e impedendone la correttzohatiza

(Fliege e Metzler, 2000; Schumahet al, 2006). Nei ratti in
accrescimento la somministrazione di patulina altera il normale
funzionamento della tirde e dei testicoli aumentando i livelli di
testosterone e di LH e procando edema fibrosi dei tessuti interstiziali e
disorganizzazione dei tubuli seminiferi (Selmanoglu e Kockaya, (2004)
inoltre influenza negativamente morfologia, motilita e numerolideg
spermatozoi (Selmanoglu, 2006).

Sull 6uomo i sintomi deri vanti da
nausea e disturbi gastrointestin@etina, 1984; McKinley e Carlton, 1991,
Bottalico, 2002; Logrieceet al, 2002); esposizioni prolungate portano a
md di testa, stanchezza e perdita dei sensi. Si possono verificare anche
eritemi ed edemi cutanei (Material Safety Data Sheet, 2004)ati
riguardanti le possibili proprietgancerogenalella patulina(Dickens e

Jones, 1961; Osswaldt al, 1978; Becciet al., 1981) non sono stati
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consi der at i Internationdl Agerey foriResdaech dnéCancer
(IARC, 1986) ed e stata quindi inserita nel gruppo 3 (IARC, 1993) tra le
sostanze non classificabi come c anc e (Casjoeayz2009p e r
Una considerazione particolare riguarda la possibile presenza della
micotossina nei prodotti e i succhi a base di mela, destinati soprattutto
all 6ali mentazione per | 6i nfanzi a.
particolarmente pericolosa per i bamlin quanto il rapportang tossina/kg
peso corporeaisulta loro sfavorevole, per la stessa quantita di tossina
ingerita, rispetto a quanto accade per un ad(Berettaet al, 2000).
Risulta quindi importante prevenire e ridurre la contaminazione déinzat

dei prodotti alimentari.

3.2 Limiti di tolleranza della patulina

La patulina e, nel settore ortofrutticolo, una delle micotossine
maggiormente regolamentate: approssimativamente 160 regolamenti in
circa 50 Paesi. I I i mi ti stabil it
solo prodotti a base di mele ma anche bevamdmédntate, sciroppi,
confettur e, al i ment. Cedex Abnsemeriusn i
Commission(che mira a favorire gli scambi commerciali internazionali
nella salvaguardia della salute dei consumatori stabilendo standard
internazionali per alimente mangimi) il Codex Committee on Food
Additives and ContaminatfCCFAC) ha stabilito uno standard per la
patulina nei succhi di mela nel 2003. Inoltre il CCFAC ha anche messo a
punto un codice per la prevenzione e la riduzione della patulina nei succhi
di mela e negli ingredienti a base di succhi di mela usati in altre bevande
(Codex Alimentarius, 2003;an Egmond e Jonker, 2008
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Il limite massimo ammissibile della patulina negli alimenti stabilito dalla
FAO (1997) — pari a 50 nazmpralKgygsono L 6 UE
adeguati emanando proprie direttive.Italia il Ministero della Salute ha
stabilito il livello massimo ammissibile di Patulina nei succhi di frutta a 50
ppb (Gazzetta Ufficiale Serie Generale n. 135, 11 giugno)1999E ha
stabilito noltre i livelli massimi( 1 0 ¢ gtdlldeadpili negli alimenti per
I'infanzia (Regolamento CE1425/2003 Regolamento 455/2004e
Regolamento CE 1881/2006

Il contenuto di patulina € stato monitorato nei vari stadi del processo
produttivo dei succhi di melpastorizzati e, sebbene le operazioni iniziali
quali il lavaggio e la selezione riducano notevolmente i tenori della
micotassina nei prodotti finali, sievidenzia come il cdrollo della
contaminazione debbfacalizzarsisempre sulla prevenzione nelle ifais
pre-raccolta, raccolta e pesiccolta; infatti la micotossina risulta molto
stabile in ambiente acido ed é preferibile controllare o ridurre la sua
produzione nei frutti anziché rimuoverla o inattivarla successivamente
durante i processi di lavoranie. Alcuni funghi termoresistenti possono
sopravvivere alla pastorizzazione trovandosi nelle condizioni favorevoli per
moltiplicarsi e produrre la micotossina durante la fase di conservazione del
prodotto, determinando livelli di patulina superiori a quetiassimi
consentit.i di 50 egl/ L. Una filtraz
eliminare le ascospore dei funghi termoresistenti rappresenta un punto
critico per | 6 ot t cualitativeeneriteoaccettabileude pr «
Souza S ali2008)iapatulina nei succhi di mela concentrati e
statavalutataancheda Welkee altri collaborator{2009) che hanno rilevato
i vel i compr esi tra 56 e 653 eg/
pastorizzazione, trattamenti enzimatici, microfiltrazione e processi

evaporazione, il contenuto di tossina e ridotto rispettivamente del 39.6,
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28.3, 20.1 e 28.4%. | succhi concentrati di mela, diluiti per la
commercializzazione, hanno presentato un livello di patulina compreso tra
15 e 46 ¢e€g/ L. Nohostaminé esi otiraati |
considerato accettabile dall€odex Alimentarius Commissiorse si
considera il limite massimo stabilito da The Commission of the European
Communities per i prodotti derivati da mela e destinati ai bambini, tutti i
campbd n i hanno superato | a concentrazi
et al, 2009).

3.3 Strategie per ridurre i livelli di contaminazione da patulina

Le strategie per contrastare le contaminazioni da patulina, come per
le altre micotossine, si basammincipalmente sulla prevenzione els

contenimento delle infezioni da funghi fitopatogeni.

Per la prevenzione delle infezioni dad expansumla FAO (2002) ha
raccomandato di seguire le regole della Corretta Pratica AgriGdad(
Agricultural Practice GAP) riguardanti la coltivazione, la raccolta, il
trasporto, la conservazione per il mercato dei frutti freschi e per i frutti
soggetti a trasformazione e le regole della corretta Pratica di
Trasformazione Good Manufacturing Practice GMP) riguardanti la
corretta gestione del trasporto, della selezione e della lavorazione della
frutta destinata alla produzioni di succhi, concentrati, puree o semilavorati.
Le misure adottaten postraccoltaper prevenire le infezioni dé&.
expansumed aumentare lahelf life dei prodotti, salvaguardando le loro
caratteristiche organolettiche, prevedono soprattutto la combinazione di:

bassa temperatura e/o atmosfera controllata, uso dei fungicidi ammessi in
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postraccolta, mantenimento delle condizioni igierseaitarie ottimalnei

locali di stoccaggio &asformazione (Moralest al,, 2010).

Un modo alternativo per ridurre il contenuto della micotossina nei
prodotti alimentari potrebbe essere quello di utilizzare microrganismi
capaci di degradarl&a patulina risulta degradatla lieviti Saccharomyces
spp. in processi fermentativi (Harwireg al, 1973). | metaboliti formati
dalla degradazione anaerobica della patulina dal lieS#oecharomyces
cerevisiaesono E-Ascladiolo, che e anche il precursore della biosintesi
della patlina (Moakeet al, 2005) e il suo isomerg-Ascladiolo (Moss e
Long, 2002). Il battericGluconobacter oxydandurantela degradazione
aerobica della patulina porta alla formazione degli stessi metaldsliti (
Ascladiolo eZ-Ascladiolo) (Ricelliet al., 2007. Diversi studi descrivono
degradazioni aerobiche della patulina da parte di lieviti e batteri agenti di
biocontrollo capaci di contrastare le infezioniRdiexpansune di ridurre i
livelli della micotossina interferendo con il metabolismo primario e/o
secondario del fungo; € il caso dichia ohmerj Candida sake Pantoea
agglomeransed alcuni ceppi batterici (Morales al, 2008, 2010; Coelho
et al, 2007; Florianwicz, 2001). Il BCAR. kratochvilovad.S11 agisce
efficacemente nella prevenziodei marciumi daP. expansummelle mele
conservate, cresce in presenza di patulina e riesce a degradarla in due
composti, di cui uno, piu stabile, &€ stato identificato conuédoa
desossipatulinico (DPA) che risulta meno tossico della patulina per diversi
microrganismi, nelle stesse condizioni di sag@@astoriaet al, 2005,
2011; Scottet al, 1972; Wrightet al, 2008).La capacita di crescere in
presenza di patulina e dedgradarlasembra essere unaratteristica diffusa
tra i lieviti rosa appartenenti ai gendghodosporidium Rhodotorulae

Sporobolomyces per tale motivo presso i laboratori di Patologia Vegetale
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del |l 6Uni versit™ deg]loqueSimiararganischieeli Mo |

meccanismalla base dei processi degradativi nei quali sono coinvolti.

4. L otta ai patogeni funginiin postraccolta

Le strategie di difesa postraccolta si basano principalmente

sull dintegrazione di mezzi fisici, L

4.1 Mezzi fisici

Se in campo prevale la difesa con mezzi chimici, in postraccolta
hanno un ruolo fondamentale i mezzi fis{temperatura, composizione
gassosa e umidita relativa). La temperatura e il fattore ambientale che
influenza maggiormente | O0attivit?’ r
ovvie conseguenze sulla maturazione e senescenza e quindi sulla durata
della vita posaccolta. Si applica la temperatura piu bassa possibile,
considerando i limiti termici della soglia di insorgenza di fisiopatie da
raffreddamento e del punto di congelamento dei tessuti vegetali. La
refrigerazione, rallentando la maturazione e la seneaceei prodotti
vegetali, ritarda o impedisce le infezioni e rallenta o blocca lo sviluppo di
marciumi. Tra i patogeni fungini postraccolta pochi sono mesofili (con
temperature ottimali di crescita 86-35°C) comead esempio le specie di
Aspergillus perle quali la bassa temperatura di conservazione determina
| 6arresto della <crescita. Tuttavi a
(crescono meglio a 180°C) come le specie dotrytis e di Penicillium,
pur non potendo bloccare le infezioni, con la bassgégatura € possibile
ridurne notevolmente lo sviluppo. Tra gli altri mezzi fisici piu importanti
utilizzati in postraccolta, oltre alla refrigerazione, rsi cor da | 0 us
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at mosfere controll ate (AC) o modi fi
relativa (UR). Le variazioni apportate alle concentrazioni di © CGQ

del |l 6at mosfera hanno | 6obiettivo so]
e le altre attivita metaboliche nei frutti e negli ortaggi dopo la raccolta. |
prodotti ortofrutticoli freschi harmun elevato contenuto di acqua e sono
conservati ad alti livelli di U.R. (>85%) per evitare il loro avvizzimento.
LOUR el evata favorisce |l a cicatrizz
patata e di frutti come gli agrumi, riducendo le perdite di acqua e

I mpedendo | 61 n gesporssabii di angrtiumiDiacgrera, t i
guando i prodott.i sono ma nnelle fenid, i ad
lenticelle e stomi agevola la germinazione delle spore, la crescita del
micelio e la moltiplicaione delle ckule batteriche Bertolini e Nigro,

2009).

4.2 Mezzi chimici

| mezzi chimici utilizzati per i trattamenti sui vegetali, sia in campo
che in postraccolta, sono denominati prodotti fitosanisamo composti da
tre elementi essenziali: la sostanza attiva, uno o piu coadiuvanti e i
coformulanti. La sostanza attiva e il componente efficace contro
| 6al terazione che si vuole controll e
della concentrazione presente nella formulazionegrawha la classe di
tossicit?’ del prodotto commerci al e,
massimo ammissibile nei prodotti vegetali trattati. | coadiuvanti aumentano
| 6efficacia della sostanza attiva (
cofornmulanti riducono la concentrazione della sostanza attiva (ad esempio
sostanze inerti). Lébagrofarmaco pu,
superficie del vegetale), sistemico (penetra nei tessuti e viene traslocato

anche in punti diversi da quelli dapplicazione), citotropico (non e
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traslocabile ma puo penetrare nei tessuti). Gli agrofarmaci utilizzati contro
le alterazioni postraccolta dei prodotti vegetali appartengono alle categorie
degli antiparassitari e dei fisiofarmaci. | primi sono prodotatader la
difesa della piante in campo e, se consentito, in postraccolta; includono i
fungicidi e i battericidi Bertolini e Nigro,2009. | composti ammessi per |
trattament.i i n agricoltura biologic
regolamento CEH. 2092/91, aggiornato dal Regolamento CEE 1488/97,
alcuni di questi nosono pero consentiti in Italia.

| trattamenti eseguiti in preraccolta influiscono in modo importante
sull 6efficacia della lotta i n postr;
e inkidenza di infezioni latenti. Nella scelta della strategia di difesa
chimica & necessario conoscere la modalita con cui il patogeno infetta
| 6ospit e, | 6epoca I n culi S i ver
contaminazione/infezione del prodotto vegetale e tofatambientali
predi sponent.i | 6i nsorgenza e | o SV
pianificazione dei trattamenti nelle fasi di pre e postraccolta dovrebbe
necessariamente considerare tutte le fasi di produzione e monitorare i
patogeni in ciascun ambientger ogni specie ortofrutticola, mettendo in
atto gl accorgiment i che possono
chimica. Ad esempio i trattamenti su fragole in fioritura riducono
| 6i nci denza del Bowytisispp.fderanie ta cansekiand. e n t |
| requisiti che dovrebbero aver i fungicidi utilizzabili in preraccolta per

prevenire i marciumi in postraccolta sono:

- breve intervallo di sicurezza(non superiore ai -10 giorn) per
permettere intervenin prossimita della raccolta
- un residuo bsso che dovrebbe decadere nel tempo e possibilmente

annullarsi;

28



- una tossicita limitata (trattandosi di intervenicini alla raccolta).
(Lima e De Cicco2009)

| fitofarmaci sono considerati presidi sanitari e quindi sottoposti ad
autorizzazione, controllo e registrazione da parte del Ministero della Sanita
e sono classificati in base allaro tossicita espressa come dmg di
principio attivo per kg di pesoiwo della cavia sufficienti a provocare la

morte del 50% delle cavie di laboratorio).

LOuso dei prodott.i fitosanitar.i I n
dalle leggi vigenti e il numero di sostanze attive autorizzate e limitato,
considerando la &iazione in preraccolta e la molteplicita e la diversita dei
microrganismi patogeni. Alcuni prodotti, come ad esempio il benomyl,
sono stati ritirati dal commerci o p
la perdita di efficacia dovuta a fenomeni @sistenza acquisita da parte dei
patogeni. Le sostanze attive utilizzabili in postraccolta sono riconducibili
ai gruppi chimici dei benzimidazoli (Tiabendazoldgi dicarbossimmidi
(Iprodione), degli imidazoli e dei derivati fenolici e, di piu recente
introduzione, degli anilidi (Boscalid) e idrossianilidi. La resistenza
acquisita ai fungicidi consiste nella riduzione di sensibilita, per
modificazioni stabili, ereditabili, verso una molecola chimica che in
precedenza risultava efficace contro lo stessogesmo. | mutanti resistenti
del patogeno tendono a scomparire naturalmente soprattutto quando non si
utilizza piu il fungicida verso il quale mostrano resistenza. Al contrario il
fungicida esercita una pressione selettiva nei confronti dei ceppi rasistent
In postraccolta la perdita di efficacia di alcune sostanze attive ha portato a
diventare limitanti per la conservazione di alcuni ortofrutticoli alcune
patologie considerate in precedenza secondarie. Il patogeno che acquisisce
una resistenza versona ceterminata sostanza attivdiventa resistente
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anche per le sostanze attive con struttura chimica o meccanismo di azione
simili (ceppi diB. cinerearesistenti a benomyl @rbendazim)Lima eDe

Cicco 2009) . La persistenza nell 6ambi €
selezione di popolazioni fungine resistenti (Avlldame et al, 2003.
Questo fenomeno ~ favorito dal | 6us
preraccolta e comporta una difficile gestiondal&itta in postraccolta che

spesso non puo far ricorso a principi attivi alternativi perché non
disponibili o non registrati. Per evitare che anche le sostanze atiroea

disponbili diventinoinefficaci, € opportuno:

T 1 61 mpi ego ¢ o mbine ditfungicidi con meccanistnc e s S |
ddoazione diversi;

1 uso preventivo delle sostanze attive a rischio, quando il livello di
contaminazione e/o infezione & ancora basso;

1 utilizzo in preraccolta di sostanze attive diverse da quelle che
saranno applicate in postradta;

91 adozione di tecniche di lotta integrata;
monitoraggio continuo, per ogni ambiente e per ogni specie
ortofrutticola, dei patogeni presenti e dei ceppi resistenti alle

sostanze attive cheiilizzeranno [Lima eDe Ciccq 2009).

Per il patogeno risulta piu facile sviluppare una resistenza verso
anticrittogamici sistemici, che agiscono in maniera selettiva verso un
determinato sito bersaglio, anziché verso anticrittogamici protettivi che
hanno undazi one Vv enmesanpipdelprind eassealg | |
resistenzadi Penicillium digitatumal tiabendazolpriscontratanel 90%

degli isolati da partite di agrumi israeliani nel porto di Rottefdam
(Lorenzini, 2001).
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Tra gli studi volti ad individuare fungicidi alternativi a quelli per i quali si
sono sviluppate le resistenze dei patogare] caso specifico della
resistenza acquisita d&. expansumnal tiabendazoloErrampalli e altri
collaboratori 2005 suggeriscona 06 u s dungitiéal fludioxonil nelle
strategie per la gestione del marciume veadeurro nelle mele conservate
per 105 giorni. Il fludioxonil alla concentrazione di 450 mg/l, ha portato ad
un controllo del 98 e del 92% della malattia rispettivamente in condizioni
di atmosferamodificata e nelle comuni condizioni di rcgervazione
mediante il freddoL 6 us o del | a indassocandné eomrmhi n a
fludioxonil non ha determinato differenze nei risultati (Errampeitlial,
20060). Il trattamento con fungicidi in ptsccolta comporta un
inquinamento ambientale ridotto rispetto a quello effettuato in campo,
richiedendo quantita inferiori di prcipio attivo, marimane il problema
igienico-sanitario dei residui chimici sui prodotti commercializzati e quello

dello smalimento dei reflui dei trattamenti fitosanitari.

4.3Mezzi biologici

Léalternativa bi ol ogica all duso
maggiore interessel 6 u s 0 di mi crorgani smi,
comporta la valutazione di diversi aspetti pratici, tra cui quelli legislativi
che prevedono la registrazione dei microrganismi stessi (come per |
prodotti fitosanitari) con iter lunghi spessocostosi e quelli relativi alla
biosicurezza (le spore di alei microrganismi antagonisti potrebbero
rivelarsi allergeni e fattori di rischio per soggesgnsibili) (Lorenzini,
2001). Prima di poter essere commercializzati gli agenti di biocontrollo
devono essere sottoposti ad una seriedfiche e soddisfareari requisiti
e a dispetto del gran numero di brevetti solo pochi di essi sono registrati per
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uso agricolo (Montesinos, 2003). Nel corso del tempo la ricerca e la
sperimentazione si sono orientate in modo sempre piu specifico verso la
conoscenza delle terazioni tra ospite e patogeno e tra agenti infettivi e
mezzi di difesa, al fine di comprendere come e perché un mezzo di difesa
risulta 0 meno efficace piuttosto che limitarsi al solo processo descrittivo

che rileva quali metodi funzionano e quali no rgmaeini, 2001).

Nell a |l otta biologica | éequilibrio
oOmodi ficat ob medi ant e | 6i mpi ego di
contrastare la capacita del patogeno di indurre la malattia. Vi sono
numerose definizioni di difeshi ol ogi c a. Nel |l 6accezi
termine | a | otta biologica si defini
o modificati (antagonisti), di geni o prodotti genici, atti a ridurre gli effetti
degli organismi indesiderati (patogeni) e a favorire qul i ut il al
alle coltivazioni, agl i ani mal i e 8
Nazionale della Scienza degli Stati UnitNAS, 1987). Gli antagonisti o
agenti di lotta biologica (BCA), secondo tale definizione, hanno la capacita
di interfetire con i processi vitali del patogeno; essi non devono essere
patogeni per la pianta e per i prodotti vegetali e non devono produrre
met abol it secondari t ossi ci per | 01
naturalmente presenti sulle superfici dei vafjedppure essere introdotti
artificialmente. Solitamente sono isolati dai prodotti vegetali prelevati in
campo o nei ludg di conservaziongNigro et al, 2009) Secondo Cook e
Baker (1983) ilcontrollo biologico € la riduzione del potenziale di inoculo
o di una malattapr odotta dall éattivit?’ di |
medi ant e | uso di uno 0 pi ¥ orgar

definizione prevede:
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1.1l 6applicazione di ceppi virul ent
patogene;

2.1 6uso di mntagonist, gani s mi

3. la manipolazione genetica della pianta ospite per indurne la

resistenza agli attacchi del patogeno.

In questo tipo di lotta sono esclusi i mezzi chimici (Regolamento CE
834/2007 del 28/06/2007che abroga il precedente Regolamento CEE
2092/91 e Regolamento di esecuzione WE354/2014 della Commissione,
dell' 8 aprile 2014 , che modifiarettifica il regolamento CE. 889/2008
recante modalita idapplicazione del regolamento Gk 834/2007 del

Consigliq relativo alla produzione biologita

Nella microflora epifitica del filloplano (fillosfera) e/o del
carpoplano (carposfera) sono stati spesso individuati agenti di lotta
biologica. Gli studi disponibili hanno riguardato soprattutto il filloplano. Si
stima che sulla superficie fogliare sia gwate una popolazione di
microrganismi, costituita da batteri, funghi e lieviti, pari &10 cellule
per centimetro quadrato e che meno del 5% di essi siano patogeni. Il
numero totale di microrganismi presenti sugli organi vegetali tende a
crescere finaal raggiungimento di un equilibrio dinamico influenzato da
diversi fattori (spazio, umidita, competizione, tecnica colturale, ecc.). La
presenza di batteri, funghi filamentosi e lieviti sulle foglie varia in funzione
della loro posizione sulla chioma, el stagione vegetativa ed e
significativamente influenzata dai trattamenti chimiSpecie difunghi
filamentosi appartenentiai generi Alternaria e Cladosporium i funghi
lievitiformi del generéureobasidiune i lieviti del generé&porobolomyces
sono in genere i microrganismi predominanti sulle superfici fogliari. Per
guanto riguarda la microflora della carposfera, gli studi disponibili sono
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pochi e prevedono | 6i sol amento di n
utilizzo contro i marciumi postraolta senza studi preliminari sulla
microflora della carposfera. La conoscenza dello stato microbico della
superficie dei frutti e la comprensione dei meccanismi che lo regolano sono
fondamentali per la gestione di tali comunita, in funzione di aumerdare |
protezione ottenibile mediante la lotta biologica. Questo appare ancora piu
evidente quando gli antagonisti sono somministrati in preraccolta. Per
rendere la lotta biologica efficace e applicabile su larga scala € necessario
studiare le interazioni esesiti tra ospite, antagonista introdotto
artificialmente, microrganismi indigeni non patogeni e patogeni e
| 6i nfl uenza <c¢che i fattor.i ambient al
capacita dei BCA di restare attivi negli ambienti in cui sono utilizzati, la
complessita delle interazioni con i microrganismi coinvolti e il possesso di
diversi meccanismi di antagonismo anche in uno stesso microrganismo
potrebbero portare la lotta biologica ad essere piu efficace e duratura di
quella chimica (spesso inefficaper i fenomeni diresistenza(Nigro et al,
2009 Lima et al., 2008).

Secondo Wilson e Wisniewski (1989) i requisiti di un antagonista adatto

alla registrazione e commercializzazione sono:

1 stabilita genetica

1 efficacia a base concentrazipni

1 modesteesigenze nutritive

1 capacita di sopravvivenza in condizioni ambientali avyerse

q tolleranza ai trattamenti chimici/fisici

T spettro ddazione ampio

1 esigenze colturali di laboratorio poco costose

T assenza di patogenic¢cit”™ nei confr
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1 resistenza aghgrdarmaci,
T assenza di prodotti secondar.i per
1 possibilita di essere preparato in forme facili da conservare e

distribuire.

I met odi bi ol ogi ci permettono di I nt
che nella profilagse nella terapia. Nonostante da soli non siano spesso

sufficienti, si rivelano molto utili in sinergia con gli altri mezzi di difesa,

per mettendo ad esempio | a riduzione
2001).
43.1Meccani s mi dbazistone degl i antagon

Le interazioni tra specie microbiche possono essere di vario tipo:
neutralismo (le attivita di una specie non sono influenzate dalla presenza di
undaltra), competizione (per i nut i
(Il 6associ azi oned eatrprpbe ret specieb ehae sarebberd a
comungue in grado di crescere autonomamente), mutualismo (la reciproca
interazione avvantaggia lo sviluppo delle specie coinvolte, difficile in sua
assenza), parassitismo (simbiosi antagonistica tra aggressore e yittima)
predazione (uso trofico diretto della vittima), commensalismo (solo una
del I e speci e trae vantaggi o dal | a
(Lorenzini, 2001).L a conoscenza dei meccani
antagonista € essenziale sia per mettere ineafioocedure piu adatte per la
sua applicazione, sia per avere un criterio valido per la selezione di
microrganismi efficaci. | meccanismi piu frequenti tra gli antagonisti sono:
la competizione per lo spazio e per i nutrienti, il parassitismo diretto o
indi retto, | Ottendauai velel @ospietse,s | ant
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Nella competizionep e r |l o spazio e/ o per [
sottrae elementi fondamentali presenti in quantita limitata e necessari al
patogeno per I Suo sVitdria fptrenti,e / o |<
ossigeno, spazio). Batteri e lieviti, inclusi i funghi lievitiformi, anche a
causa dell el evato rapporto sugperfi
trarre nutrienti da soluzioni diluite in modo piu veloce ed efficiente rispetto
ai funghi filamentosi patogeni. Alcuni batteri epifiti contrastahainerea
sottraendo amminoacidi dal mezzo di coltura piu velocemente del
patogeno. Un altro modo i n cui I
modi ficando ad esempi o il pH dell 6a
operadi Cladosporium herbarumontrola muffa grgia. La competizione
per | o spazi o assume particolare ri
BCA, in quanto numerose infezioni si originano proprio dalle ferite
provocate durantde fasi di raccolta, selezionesonfezionamento e
commercializzazione.laapacit ™ del |l 6antagoni st a
sfavorevoli di temperatura, umidita, pH, pressione osmotica, per poi
colonizzare velocemente i St doi n-
tornano favorevoli, gli consente di escludere il patogendianée
competizione per lo spazio e sottrazione di nutriem primi stadi
del |l 6infezione.

Il parassitismo ossia la parassitizzazione del patogeno da parte
del | agente di bi ocontroll o necessi
infettivo, che rappreseat | a fonte nutritiva per
guesto meccani smo dobazi onTichedemao cep
utilizzati nella lottabiologica contro patogeni fogliari e terricoli. Tra i
lieviti, Pichia giulliermondiie Rhodotorula glutinisi ancorano alle ife di
B. cinereao di P. expansundegradandone il micelio mediante enzimi

idrolitici. Un parassitismo indiretto mediante rilascio a distanza dei predetti
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enzimi e riscontrato in altri lieviti@. laurentii) e funghi lievitiformi A.
pullulang. | micoparassiti sono necrotrofi (distruttivi, causano la morte del
patogeno) e biotrofi (in equilibrio col patogeno, stabiliscono un contatto
persistente con leellula ospite che rimane viva).

N e bntibbosi si verifica la produzione di sostanzehimiche
(metaboliti tossici o0 sostanze antibiotiche) che inibiscono altri
microrganismi bloccandone lo sviluppo o uccidendone le cellule. Esempi di
guesto tipo dmeccanismo sondra i batteri,gli appartenenti ai generi
Bacillus ePseudomonas (B. sulidi B. pumilusP. cepacia eP. syringasg.

Per | 6i mpiego in postraccolta (cont
attual ment e | uni coP. $yangae dormulato art i | |
registrato negli USA (EcoScience Corp., USA) con il nome commerdiiale
BIOSAVE. In ogni caso si tende ad evitare la selezione di antagonisti
produttori di antibiotici, per impedire lo sviluppo di ceppi resistenti e
potenzial mente pericol osi per | 6uomc

L6i nduzi on e sidanifestagandotioesimetcacontatto tra
| 6antagonista e | 6ospite vegetale I
dei meccanismi di difesa, fisici o chimici, in tutta la pianta o in modo
localizzato in alcune parti di essa. Un esempio e il fungo lieviti folme
pullulansche induce resistenzae | | 0 o s pte groeluziome di eraimi
litici (Nigro et al., 2009).

4.3.2Principali antagonisti in postraccolta

Nella fasepostraccolta i microrganismi piu efficaci per contrastare i
marciumi sonoP. syringae ceppi ESE1I0 e ESE11 (componenti dei
prodotti commerciali di biocontrollo denominati B®ave 10 e Bigbave
11) e diverse specie batteriche del gerigaeillus B. subtilis (B246) in
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Africa di sponi bil e I n commer ci o per
avocado. | funghi appartenenti gkenereTrichodermarappresentano i
principali e piu efficaci agenti di lotta biologica. Alcuneesjg agiscono
mediante parassitismo diretto sui funghi fitopatogeni, altre producono
sostanze antibiotiche e/o enzimi litici (chitinasi e glucanasi) o possono
indurrer esi stenza nell ospite. Al tre s
sostanzaorganica agendo mednte competizione alimentare contro |
patogeni fungini i n f as envioamemtad f | t a
Protection Agency EPA), per la registrazione di fowulati per uso
biologico, ha stabilito che gli enzimi litici prodotti da alcuni ceppi di
Trichodermas p p . non sono dannosi nN® per
domestici. Tra le specig@i lieviti con spiccata attivita antagonisticantro

patogeni in postractta vi sono Pichia quilliermondij C. laurentii,
Cryptococcusalbidus Candidaoleophila Metschnikowia pulcherrimaR.

glutinis e Sporobolomyces roseu3ra i funghi lievitformi si segnalano
Cladosporium cladosporioides, soprattutto, A. pullulans Tra i lieviti,

diversi ceppi diM. pulcherrimasi sono rivelati efficaci contr®otrytis e
Penicilliumspp. su frutti di diverse cultivar di melo e conBocinereasu

uve da tavol a. La | oro efficacia
sostanze cadiuvanti (alcuni sali minerali quali CafCIKCI), sostanze
adesivanti (chitosano, alginato di Na) e zuccheri (cellobiosio, mannitolo,
gal attosi o, e cc . ) .M dulcherenasor@orsopiatiaito d 6 a :
di competizione per lo spazio e/o per i nenti, di interazione diretta e di
produzione di enzimi litici. Tra i funghi lievitiformiA. pullulans un
microrganismo ubiquitario, € tra i saprofiti piu diffissilla fillosfera e sulla
carpcsfera. | patogeni contro i quali risulta efficace sdBo cineea,
Alternaria solanj Monilinia laxa, Penicilliumspp., Rhizophus stolonifes

Aspergillus niger Gli isolati L47 e LS30 si sono dimostrati efficaci contro
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diversi funghiresponsabili di marciumi in postraccolta su diverse specie
frutticole (uva da tavia, actinidia, fragola, ciliegie e mele). | meccanismi
db6azi one c oi pompeliziome per onotwentisd Erodzione

di enzimi idroliticiche di nduzi one di resistenza r
| otta Dbiologica registrat:i per Il 60 m
nessuno di essi € disponibile in Europa. Tra i biofungicidi ammessi in

al cuni Paesi popéer akcocos o alqiaedBCAa mo | ¢
C.oleophilg I-1 8 2 ) e | 6 Avogr e eBasultilis 8246)qu al e
(Nigro et al, 2009. Calvo e altri collaboratori (2003) hanno testato

| 6abilit” che al cune combinazioni
fitopatogeni P. expansume B. cinereanelle mele Red Delicious. Le
valutazioni delle interazioni (di sinergia o di antagonismo) tra le diverse
combinazioni di due ceppi &Rhodotorula(R. glutinisSL 1 eR. glutinisSL

30) e due ceppi dCryptococcuqC. albidusSL 43 eC. laurenti SL 62)
hanno mostrato c¢ heR dlubnas3Li lidRngutincSLmb i n a
30 meno efficace rispetto all dazi
muffe. Altre combinazioni R. glutinisSL 1i C. albidusSL 43 eR. glutinis

SL 30°C. albidusSL 4 3) hanno mani festaR.o uno
expansunmma non contrdB. cinerea  Contr o qute efficace | t i m:

unicamentdd a b b i n R.nglitmis L. 11 C. laurentii SL 62. Nessuna

del l e combinazioni t e st arnelecontnodare ot t e |
entrambi i patogeni . L6bazione sine
antagoni sti consentirebbe di I ncr e

evitando di utilizzare grosse quantita di microrganismi.
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4.3.3Lotta biologica in preraccolta

Sebbene I n postraccolt a l util i z
determini risultati efficaci, favoriti dalle condizioni controllate di
temperatura e umidita, € auspicabile la loro applicazione gia in preraccolta
in quanto i BCA, colonizzando rapidamente @itaggi e i frutti, possono
ridurre le infezioni latenti che si instaurano in diversi stadi dello sviluppo.

Le applicazioni in preraccolta richiedono la conoscenza dei sistemi

colturali, del | 6epi demi ol ogi a del |l a
biol ogi a, ecol ogi a e di namica di p O
i nterazioni tra queste variabili. L

essere resistente agli stress ambientali e capace di aderire alle superfici dei
vegetali; per questo i funghi fil@entosi, i funghi lievitiformi e i lieviti si

rivelano i piu adatti come antagonisti in preraccolta, al contrario dei batteri.

Loefficacia degl:.i antagoni st pu, |
strategie Utilizzando BCA tra loro compatibili e con mexa i s mi dbéazi
compl ementar i, aumenta | 6efficaci a

patogeni (Nigreet al, 2009) Tra i lieviti saprofiti un isolato dR. glutinise

due diC. albidussi sono rivelati capaci di controllag& cinereain piante

di fagiolo e pomodoro. La loro abilita di ridurre la germinazione dei conidi
e la gravita dei sintomi del marciume sulle foglie distaccate e di controllare
la malattia su tutta la pianta é risultata in determinate condizioni essere
paragonabilea quella del noto agente di controllo biologi€Eochoderma
harzianumT39 (Eladet al, 1994). Trattamenti coA. pullulanssu fragole
ancora non mature, attaccate alla pianta, ritardano il marciume dovuto
al | 6 adt B. airei@aper molti giorni durate la conservazione, dopo la
raccolta dei frutti maturi e cio sembra dovuto ad un aumento dei livelli dei

composti correlati alla naturale resistenza alla malattia (Adikatal,
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2002). Essendo la fioritura il momento in cui si verificano le maggiori
infezioni (Powelson, 1960), intervenendo ad uno stadio intermedio prima
della completa maturazione, quando le fragole sono ancora verdi, si puo
esercitare un controllo sul patogeno quiescente (Adikartual., 2002).

Lima e altri collaborator(1997b) hannwerificato che un intervento coh

pullulansi n pi ena fioritura riduce | 06inc
un trattamentoeffettuato subito prima della raccolta € meno efficace.
Probabilmente cio e dovuto alle infezioni latentiBdicinereapresenti i

frutti (Lima et al, 1997b; Ippolito e Nigro, 2000).

4.3.4Utilizzazione dei microrganismi antagonisti

| microrganismi antagonisti possono essere utilizzati secondo due

strategie:
1 incremento dei microrganismi naturalmente presenti sul carpoplano;
9 introduzione artificiale di microrganismi, selezionati tra quelli
naturalmente presenti.
Spesso gli antagonisti artificialmente introdotti possono agire quali
integratori dei microrganismi antagonisti gia presenti nella comunita
microbica.

LO6i ncr e me mitrarganiging naturalmente presenti sul
carpopl ano pu, essere ottenut a me
agronomiche e colturali favorevoli o comunque non dannose per la
popol azione degli antagoni sti. L6in
antagonis in postraccolta haato risultati molto promettenti, maggiori di
quelli ottenuti in altre fasi di produzione; le condizioni che caratterizzano

questa fase sono infatti molto simili a quelle di laboratorio. CoRtro
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expansumB. cinerea Monilia spp e R. stolonifer su pesche, mele, pere,
albicocche, nettarine, ciliegie e susine sono risultati efficaci diversi batteri:
P. syringae B. subtilis Enterobacter cloacaeTra i lieviti e i funghi
lievitiformi piu efficaci nella lotta biologica contro patoggmbstraccolta
quali B. cinerea M. laxa, R. stolonifer Penicillium spp e A. niger su
fragole, mele, pere, uva da tavola, kiwi, ciliegie ed agrumi vi s@no
pullulans C. oleophila C. sakeP. guilliermondii R. glutinis Trichoderma
spp, M. pulcherrima (Nigro et al.,, 2009)

4.3.5.Miglioramentode | | 6 ef fi cacia degl i antago

Numerose sostanze consentono di migliorare la sopravvivenza e la
capacita dei BCA di colonizzare le superfici dei vegetali. Tra queste vi
sono additivi alimentarinutrienti, dtri coadiuvanti. La gomma xantano ha
migliorato la sopravvivenza in campo Ali pullulanse di M. pulcherrima
nonch® | a | orementa ditalcunii riutrientportadad ruc
aumento della popolazione di microrganismi antagonisti naturalmente
preseti sulla carposfera e/o artificialmente introdotti. Alcwali, come |l
cloruro di calcio, bicarbonato di sodio e pramato di calcio, hanno portato
a migliori risultati nel caso dA. pullulanse/o di altri lieviti antagonisti
contro marciumi postracdal di uva da tavola, ciliegie e mele (Nigrbal,

2009. La combina@nedi agenti di biocontrollo e dilcuni additivi (sali di

calcio organici e inorganici, gomme naturali e alcuni antiossidanti) ha
prodottouns i gni fi cati vo adm&bngantadgoaidtitad e f f
nel controllo delle infezioni dB. expansumelle mele conservatéifna et

al., 20085.
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Il prodotto biologico Aspire (a base di lievi®. oleophilaceppo 182) in
combinazione con il 2% di bicarbonato di sodio esibisce una nmaggio
abilita nel biocontrollo (con effetto sia curativo che preventivo) contro i
marciumi delle mele dovuti B. cinereae P. expansune contro i marciumi

delle pesche dovutilelonilinia spp.e R.stoloniferL 6 u s o  d i addi ti
il sodio bicarbonato, puo quindi costituire un metodo valido per
incrementaré 6 ef fi caci a dei i evi ti antago
in postraccolta (Drobet al 2003) . Al cuni studi F
sinergico di batteri e lieviti nel contrastare gli attacchi di patogeni in
postraccolta, considerando anche come alcune sostanze, quali alcuni
aminoacidi, possono incrementare etagfficacia. (Janisiewicz Bors

1995).

Le applicazioni di fungicidi possono signifidc i vament e modi f i
della popolazione di lieviti della fillosfera operando una forte pressione
selettiva per la resistenza ai fungicidi e questo puo costituire un fattore
importante nella ricerca di nuovi agedt lotta biologica (Buck e Burpee

2002). La popolazione epifitica di batteri, lieviti e funghi filamentesi
generalmente influenzata negativamente dalla lotta chimica. Tuttavia alcuni
agenti di lotta biologica si sono rivelati resistenti alla maggior parte dei
fungicidi utilizzati su ua da tavola e su mele; é possibile quindi attuare
programmi di lotta integrata con mezzi chimicibelogici applicabili

simultaneamente o in tempi diversi, in successione. (Nigab, 2009).

4 .3.6Biodiversita dei lieviti

I i evi ti rappresentano unodenor me

per la selezione di nuovi agenti di lotta biologica. Numerosi studi scientifici

43



confermano le potenzialita di tali microrganismi. Heritare le perdite
nella conservazione di prodotrtofrutticoli e cerealie risultato efficacel i
trattamento di superficie con lieviti antagonisti saprofiti: | patogeni non
risultano inibiti dagliestratti cellulari ma dalla presenza delle cellule di
lievito vitali che competono attivamente per i merti (Spadaro e Gullino,
2004). | ceppi di varie specie di lieviti, con@ oleophila C. laurentii,
Debaryomyces hansenij M. pulcherrimg Pichia anomala e P.
guilliermondii sono stati studiati quali agenti di biocontrollo per le
patologie fungine impostraccolta di frutta e cereali (Chalutz e Wilson 1990;
Bjornberg e Schnirer, 1993Filinow et al, 1996; Spadaro e Gullino,
2004)

Il concetto di biodiversita trovdiverse definizioni ed interpretazioni.
Oor'he convention of Biological Divers@yAnonymous, 1992), definisce la
diversita biologica come la variabilita tra gli organismi viventi provenienti
dagli ecosistemi esistenti ed i complessi ecologici di cui fanno parte; cio
include | a diversit”™ all 0i ecosisterm.o del
Léoattenzione per tale argomento <cre
che solo wuna piccola parte dell a &
conosciuta (Stork, 1999) mentre si
delle specie (Purvis eddtor, 2000; Lachance, 2006).

| lieviti sono microrganismi ubiquitari diffusi in una gran varieta di
ecosistemi naturali ed artificiali. Le possibili combinazioni di fattori biotici
ed abiotici presenti nei diversi habitat influenzano il metabolismo, lo
svluppo e la sopravvivenza dei lieviti che devono necessariamente
adattarsi alle diverse condizioni per evitare la morte. Tra le cellule dei

i evi ti Vi ~ undampia variabilit"® r
rivelano eterogenei nello spazio e tamo nel tempo determinando effetti
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diversi nei vari microambienti. Nonostante la complessita di tali
interazioni, solo parzialmente note, le conoscenze di base acquisite sono
I mportant.i nell a comprensione del | 0c¢€
nel controllo del loro sviluppo, per inibirlo o promuoverlo. Tra i fattori
ambientali si citano quelli fisici della temperatura, pressione, luce e
radiazione solare sottolineando che da un punto di vista piu ampio tutti i
fattori correlati alla localizzaziee geografica come il clima (quindi le
variazioni di temperatura), la vegetazione, gli insetti vettori, la
composi zione del suol o hanno un for
fattori chimici includono invece la disponibilita di nutrienti e di acqua,
| 6acediitl™ pH, d @glioeffedtii &y sastanze inibitorie ed
antimicrobiche. Le informazioni disponibili riguardano soprattutto
condizioni di laboratorio, data la complessita delle interazioni dei numerosi
fattor.i n e | dalé. aGhbeffeetntt ie Nualt lue cel | ul
simultanea di tali fattori , biotici ed abiotici, possono sommarsi 0 essere
sinergici . La variabilita genetica e largamente presente nelle popolazioni
microbiche e pemet t e | 6 evol uLeinoaves techiched | o0 gi
molecohri permetteranno di comprendere | meccanismi genetici e
| 61 n fdhaiidivesidattori ambientali hanno sui mutamenti genetici e
sull 6espressione genica (DeMValkra, 200E¢
2004).

Il numero delle specie di lieviti descritte adato incrementandosi
nel tempo (Lodder, 1970; Kurtzman e Fell, 19@8nhel 2016 potrebbe
attestarsi a circa mille specie. Questo puo essere spiegato considerando che
I primi studi si sono basati su pochi elementi caratterizzanti, quali la
morfologia e pob i t est di crescita. Ampl i a
nutrizionali valutate, il numero delle specie inizialmente individuato &

quasi raddoppiato ed é ulteriormente aumentato con i primi approcci
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mol ecol ar i per | 0i de nrecente sequerzianeente d e i

del DNA che hanno reso piu agevole lo studio della biodiversita (Lachance,

2006). | metodi attuali (sequenze di geni e altri criteri molecolari) rivelano

che i dati ottenuti dagli studi passati, basati sul fenotipo, sono molte volte

non corretti ed € necessario quindi riesaminare le conclusioni da essi

derivanti, effettuandadentificazioni piu accurate delle specie. Secondo gli

studi fenotipici molte delle specie hanno distribuzioni molto ampie nei

diversi ambienti (e il casdi C. albidus e R. glutinis) (Kurtzman e Fell,

2006). Taleconcetto e stato confutato da Fonsecaltri collaboratori

(2000) dimostrando ch€. albiduscomprende 12 specieda Sampaiae

altri collaboratori(2001)attraverso analisi dellepecie identificate e simili

fenotipicamente Rhodosporidium ed anche da Middelhover altri

collaboratori(2004)che hanno rilevatohe nuove specie descritte non sono

distinguibili fenotipicamentene dalle specie correlate né da quelle non

correlate. Aalizzare la complessita delle interazioni ambiente/popolazione

diventa molto difficile se non si conoscono le specie coinvolte. Si stima che

soltanto | 61% dell e specie di | i evi

A differenza dei primi studi diipo fenotipico, la disponibilita di vari

met odi mol ecol ar i consent e | a rap

identificazione dei lieviti e questoermette di acquisire un notevole grado

di chiarezza negli studi sul6)éoecol oc
Da tempo gli alimenti e le bevande fermentate (pane, vino, birra,

kefir) hanno rappresentato un esemp

biotecnologie. Nel corso degliltimi decenni i numerosi studi sulle

diversita metaboliche dei lieviti hannweilato le loro notevoli proprieta in

campo biotecnologico. Oltre agli appartenenti alla spBaierevisiae noti

per la produzione di bevande alcoliclesjste infatti nel mondo dei lieviti

una vasta biodiversita e un promettente potenziale biotecnol@giolf et
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al., 2003). Oltrealle numerose applicazioni in campo alimentare, chimico e
farmaceutico, i processi che utilizzano le attivita delle cellule e dei
metaboliti dei lieviti rivestono un ruolo importante anche nelle
bi otecnol ogi ee peear |l6G@agmbiceodtta.r a | p I
disponibili in commercio sono in gran humero ma altre tecnologie sono in
fase di preparazione nei laboratori. | lieviti possono essere utilizzati per
produrre cellule (quale fonte proteica), enzimi, lipidi,atanoidi, vitamine,
acidi organici, polisaccaridi extracelaul e numerose altre sostanaécuni

lieviti, al pari di batteri e lieviti flamentosi, sono capaci di degradare
composti di sintesi derivanti da attivilddustriali (Buzzini e Vaughan
Martini, 2006). Altri utilizzano come unica fonte di carbonio ed energia
derivati fenolici degradandoli completamente o in parte (Aleksetval.,
2002).

4.41ntegrazione deidiversi mezzi di lotta

Una coltura spesso @taccata da piu di un organismo nocivo per
ognuno dei quali possono essere necessari diversi mezzi di difesa.
Lointegrazione delle varie forme di
contenendo al mi ni mo | uso <(chultatof i t of
valido sia a livello economico che ambientale e sociale, viene definita
Oproduzione i ntegratao. Studi ando
riducono gli interventi con fitofarmaci praticandadiolo in seguito a
campionamenti e sopralluoghi che nielino la effettiva necessita
(Lorenzini, 2001). Nella lotta integrata, quindi, si sfrutta la combinazione
di due o pi % tipologie doéinterventi

(con fungicidi, sostanze antimicrobiche naturali e agenti di lottadpicd),
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o indirettamente (con intervent. s u
additivi o sinergici. (Limae De Cicco 2009)Sebbene i fungicidi sintetici

siano tuttora i prodotti principali utilizzati nella lotta alle patologie degli
ortofrutticoli in postraccolta, i notevoli risultati raggiunti negli ultimi
decenni nell 6i ndividuazione di nuov
predisporre strategie di | ot tadi i nt e
prodottichimici (Spadaro &ullino, 2004)

| metodi di difesa rientrano in tre categorie: induzione di resistenza
delle piante, profilassi (prevenzione della malattia), terapia (cura delle
i nfezioni I n atto) e sono messi I n
integrato di mezzi agronomictecniche colturali), genetici (selezione e
miglioramento genetico), chimici, fisici (uso di agenti fisici per risanare
piante o loro parti o ambienti), biologici (uso di organismi viventi con

azione antagonistica predatoria nei confronti dei patogeni o capaci di

i ndurre resi stenza nel |l 6ospite), I
| 6i ntroduzione di agent i infettiwvi |
di ottenere unobdazi one siamdeirrigutat @ ¢ on

riducendo i rischi connessi ai singoli mezzi di difesa (Lorenzini, 2001).

In postraccolta i mezzi fisici (basse temperature e atmosfera
controllata o modificafada soli non garantiscono un controllo efficace dei
patogeni postraccoltaoltre i pochi mezzi chimici autorizzati, se utilizzati
frequentemente, sono correlati a problemi relativi alla salubrita degli
alimenti e ai fenomeni di resistenza indotta nei patogeni. Le strategie
alternative (il ricorso ad agenti di lotta biologicaaesostanze naturali)
guando applicate da sole in condizioni commerciali non permettono di
avere un risultato ottimale. Strategie di lotta integrata piu facilmente
accettabili dagl i operator. postrac
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fungicidi di sintesi in combinazione o in alternanza con altri interventi che

non richiedono modifiche tecniche nella filiera produttiva. Un esempio e
rappresentato dall 6i mmersione dei f
bassa dose di fungi ci ddé BCAs engusulth a o
efficace cotro diversi patogeni postraccolta. Un altro esempio € quello che
prevede | 6uso di cere natural.i comim
nelle quali e stato incluso il fungicida oBICA. (Lima e De Ciccq 2009)

Errampalli e altri collaboratori (2006a) hanno sperimentatache otto
combinazi oni di due concenRgsyagae on i (
e di quattroconcentrazioni del fungicida cyprodinil sono risultate piu
efficaci del | 6 aPpgyringaecadeli solo gprodchienel s ol o
controllo in pogtaccolta del marciume vergezzurro delle mele d®&.
expansum oltre al controllo della malattia provocata da ceppi Rli
expansunresistenti al tiabendazolo, la lotta integrata permette di ridurre i
resdui di fungicida sui fruttiL 6 uso i ntegrato di me z z
biologici € stato descritto per diversi patogeRhizoctoniae Pythium
Verticillium dahliae (Cubeta eEchandj1991; Ordentlichet al, 1990) e

Nectria galligenae B. cinerea(Swinburne e Brownl1976; Elad &imand,

1991)e M. laxa (de Calet al, 1994).Una combinazione di dosi ridotte di
tiabendazolo eC. laurentii HRA5 o R. glutinis HRB6 ha prodotto un

controllo suP. expansunsu frutti di pera comparabile a quello ottenctm

le raccomandate alte dosi di fungicida (Ch&uwlal and Spotts 1996).
L6integrazione di R.akowantlavaeldil el€i ocon
laurentii LS28 con bassi dosaggi dei fungicidi boscalid e cyproding si
rivel@aauna strategia efficace e ®icura
expansumdelle mele, mantenendo bassi i residui dei fungicidi e la

contaminazione da patulina (Lineaal, 2011).
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5. Scopo dellaicerca

Nella fase postraccoltaprodotti ortofrutticoli ricchi di acqua e di
elementi nutritivi, rappresentano un substrato ideale per lo sviluppo di
microrganismi patogeni che determinano marciumi con conseguente non
commerciabilitd del prodotto. Le perdite stimate si aggirano da un minimo
del 1615% nei Paesa tecnologia avanzata ad oltre il 50% in quelli in via
di sviluppo (Coursey e Booth, 1972; Wilson e Wisniewski, 1989). In Italia
| e percentuali sono dell 6ordine del
e devato in quanto si verifica nelle ultime fadella filiera, quando il
prodotto ha acquisito un valore aggiunto determinaiocdsti connessi ali
precedenti stadi del processo produttivo.

Le infezioni fungine rappresentano la causa principale di tali perdite
(Sommeret al, 1992) e & contaminazionela micotossineprodotte dai
funghi fitopatogeni, pone un problema rilevante per la salute del
consumatorel fungicidi e le innovative tecnologie di conservazione (tra
Cui | 6at mosfera controllata/ modi fic
shelf life dei prodotti, riducendo le perdite. Tuttavia gli interventi con
agrofarmaci sono sottoposti alla rigida legislazione Comunitaria e

Nazionale degli Stati membri: i principi attivi ammessifase postraccolta

sono in numero limitato e per alcuni prodotbn =~ previ sto
nessuna sostanza disintésir a | e al ternative all 6u
sintesjl 6uso di mi c r o ridrattamestincon campdstadj o n i s

origine naturale,i trattamenti conadditivi alimentari dotati di attivita
antfungina el 6appl i cazi one hadno datoersdtati f i s
incoraggiant{Mari e Ippolito, 2009).

In particolare,e | | 6 ambi t o d eliliévi cobtituiscorm bi ol
una importante risorsa. Numerosi agenti di lotta biologica sono stati

selezionatdalla fillosfera e dalla carposfera di diverse specie vegetali. La
50



biodiversita che caratterizza tali ecosistemi e influenzata da numerosi
fattori. Nei | aborator. di Patol ogi
Molise da diversi anni la ricerca dedica alla selezione di agenti di lotta
biologica e allo studio dei meccanismi che si instaurano tra ospite,
patogeno e BCAOggetto di tali ricerche sono statii neea n i sazione d 0
di alcuni BCA, quali i lieviti basidiomicetr. kratochvilovaeceppo LS11 e

C. laurentii ceppo LS28 e il fungo lievitiformd. pullulans ceppo LS30,
nella difesa dai patogeni principali in postraccolta (Castetial, 1997,
2001, 2003; De Curtist al, 1996, 1998, 2004; Limet al, 1997a, 1997b,
1998, 2003, 2006)Per alcuni di questi BCA sono stati studiati gli effetti
da essi determinat. sulla produzi onc
(patulina, ocratossina A) nei frutti in campo ed in conservazione (Castoria
et al, 2005; De Felicet al., 2008).

I BCA R. kratochvilovaeLS11 (precedentemente classificato coRie
glutinis) si é rivelato capace di degradare la patulina in due diversi
composti (Castoriat al, 2005) uno dei quali piu stabile, identificato come
DPA ed uno meno stabile ancora in fase diais@nto e caratterizzazione
(Castoriaet al, 2011). La letteraturascientifica indica il DPA come
prodotto non tossico per vari microrganismi, traEscherichia colDH5a,

per i quali, nelle stesse condizioni di saggio, risulta invece tossica la
patulimm (Scottet al, 1972; Wrightet al, 2008, 2013). llpathway
degradativo ipotizzato peR. kratochvilovaeLS11 e stato confermato
grazie ad un progetto bilaterale del gruppo del Prof. Castoria gompipo

della prof. ssa Rosa Durdaton  d e | | @G Udicadiz(8pagna).t

Gli interessanti risultati ottenuti p&. kratochvilova¢.S11, isolato a
Larino (CB) da drupe di olive (De Curtis, 1998hanno portato a

focali zzare | 6attenzione sui l 1T evi ti
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le conoscenzsulla distribuzione delle specie anchel@&bne geografiche
limitrofe. In tale contesto sono stati isolati, in un lavoro precedente (De
Curtiset al,, 2009a, 2009b, 2010} 70 lieviti rosa diéa superficie di foglie

e frutti di 35 specie vegetali in sdiverse zonalel centresud Italia, nella
prospettiva di individuare tra essi nuovi potenzl{LA. A tal fine in
guesto lavoro di ricerca&ono stati purificati, catalogati utilizzando un

codice alfanumerico e crioconsati alla tenperatura di80°C.

Lo scopo principale di quest ricerca ha riguardato la
caratterizzazione molecolare dei lievitsae la selezionedi quelli con
u n 0 e |capacaa dagradativa della micotossina patulina.

Ai fini della caratterizzazione molecolares stata effettuata
| 6 aztomerdel DNA genomicdei lieviti rosa,che é stato utilizzato per
analisi RFLP Restriction Fragment Length Polymorphisatelle regioni
ITS (Internal Transcribed Spackr e per analisi delle sequenze
nucleotidiche allo scopdi ottenere una prima probébiidentificazione
tassonomi ca. Una prima <classificazi
restrizione delle regioni IT8a individuato tra lieviti rosa della collezione
almeno dieci gruppi RFLIhentre il confronto delle sequenze del DNA di
tali lieviti con quelle presentielle banche datia permesso una loro prima
probabile identifi@azione tassonomica. Da tale confronto &€ emersoi che
generi Rhodotorula Cryptococcus Sporobolomyces Rhodosporidium
spp, che in letteratura sono noti per le loro caratteristiche funzionali
all éattivit”™ ant dgetabolits tossiGirsultesebbere g r a d
maggiormente rappresentati rispetto agli altri gerterythrobasidium
Sporidiobolusg Aureobasidiunspp..

Allo scopodi individuare tra i lieviti rosa della collezione quelli capaci

di degradare la patulin& stato effettuatauno screeningdi crescita in
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substrato colturale liquido (LiBa) contenente la tossina. | ligigtiltati
appartenereai generi Rhodobrula, Rhodosporidium Cryptococcus
Aureobasidium Sporobolomycesd Erythrobasidiumspp.hanno tollerato

la presenza della micotossina degradandola con formaziomzPAi e
ascladioloPer chiarire alcuni aspettel processo degradativo della tossina

da parte del lievitoR. kratochvilovaeLS11, parte di questo lavoro di
ricerca  stat o delendétabolidatpio insabile 6he sio | a m
forma durantetale degradazione, probabilmente precursore del DPA

chenon risulta ancora identificato

6. Materiali e metodi

6.1 Microrganismi

1 Per la ricerca sono stati utilizzati lieviti isolati in un lavoro
precedente presso il | aboratorio
degli Studi del Molise;durante questo lavoro di ricerca €& stata
allestita una collezione di lieviti rosa purificando e catalogaridi
lieviti isolati da 35 specie vegetali in sei differenti zone climatiche
rappresentative del centsud lItalia Larino (CB), Isole Tremiti
(FG), Campomarino(CB), Petacciato(CB), Castel San Vincenzo
(IS) e Portocannon€CB) (De Curtiset al, 2009, 2009b, 2010 |
lieviti appartenenti a tale collezione sono stati crioconservati alla

temperatura di 80°C in terreno colturale YPDb al 40% di gliolo.

1 Rhodosporidiumkratochvilovaeisolato LS11, della collezione del
Dipartimento AAAdel | 6Uni versit™ | dcddapl i St

da drupe di olive (De Curtid998) agente di biocontrollo efficace
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contro i pit comuni patogeni fungini in pastccolta (Castoriat al,

1997, 2001, 2003; Limat al, 1998, 1999) e dotato di capacita
degradativain vitro nei confronti della micotossina patulina
(Castoriaet al , 2005) . St tadenotipsauel genétied e r

del lievito basidiomiceteR. kratochvilovae mediante tecniche

di ver se, ha portato ad wuna ricl

Rhodothorula glutinisa R. kratochvilovae (Barnett et al, 2000;
Sampaicet al, 2001).

1 Cryptococcus laurentii isolato LS28, della collezione del
Dipartimento AAAAdel | 6Uni versit”™ degl./
da mele cultivar Annurca (Limaet al, 1998),agente di biocontrollo
con efficace attivita antagonisticantroB. cinereae P. expansunsu
mele ferite conservatalle temperature di 3°C e 20°C (Line4 al,
1998,2003).

1 Penicillium expansum 7015 della collezione éroxigenic Fungi

09

-

C

St

Culture Collectio® del 61 st i tut o di Scienze

Alimentari (ISPA-CNR) di Bari.

6.2 Substraticolturali

| substrati colturali utilizzati sono stati i seguenti:

T YPD Agar( iYeast Extract Pept @hg Dex

glucosio, 20 g bacteriological peptone, 10 g yeast extract, 20 g agar,

un litro di acqua distillata;
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1 NYD Agar (NutrientYeastextract Dextrose Agar), contenente 10 g
di glucosio, 5 g di yeast extract, 8 g di nutrient broth, 15 g di agar, un

litro di acqua distillata;

per ognuno dei due terrenicomponenti sono stati disciolti in 900 ml di
acqua distillatautilizzando unagtatore magnetico successivamente la
soluzione € stata portata a volume egguadistillata ed e stata sterilizzata
in autoclave alla temperatura di 120°C per 20 minuti. Successivamente il
substrato e stato distribuito in piastre Petri, lasciate raféiredel conservate

a 4AC fino alloéutilizzo.

1 NYDb (Nutrient Yeastextract Dextrose broth), contenente 8 g di
nutrient broth, 5 g di yeast extract, 10 g di glucosio, un litro di acqua
distillata;le sostanze sono state disciolte in 900 ndatjuadistillata
utilizzando unagitatore magnetico; successivamente la soluzione e
stata portata a volume catquadistillata ed é stata sterilizzata in
autoclave a 120°C per 20 min.

1 Lilly Barnett (Lilly & Barnett, 1951), un substrato contenente le
minime quantita dei rdenti necessari alla crescita dei
microrganismi; le dosi per un litro di acqua sono state le seguenti:
10.0 g Dglucosio, 2.0 g tasparagina, 1.0 g KIRG,, 0.5 g MgSQx
7 H,O. Per la peparazione dellatock solutiorR00X (200 volte piu
concentrata)e dosi per 500 ml son®.001 gFeSQ x 7 H,0, 0.879g
ZnSQ, x 7 H,0, 0.3g MnSQ, x H,0, 0.01g biotina, 0.01g tiamina.

La preparazione del terreno ha osservato il seguente protocollo: il
glucosio, il KHPQO, e il MgSQ, x 7 H,O sono stati disciolti in 895

ml di acquadistillata; in seguito la soluzione & stata sterilizzata
autoclave a 120°C per 20 minut. nt ant o separata

asparagina e stata disciolta in 100 mbhdguadistillata utilizzando
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un agitatore magnetico mée a parte € stata preparatastack
solutiondegli altri costituenti (200 Xjiltrosterilizzandola con filtri
0.2 um in una bottiglia sterilénfine, quando la soluzione acquosa di
895 ml si e raffeddata a temperatura ambiemniesono stati ggiunti

i 100 ml della soluzione dasparaginaterilizzati mediante filtri 0.2
um e 5 ml distock solutiorR00 X sterile Il substratoLilly Barnett e

la stock solutiorsono conservati a 4°C in bottiglie scure.

1 PDAgar (Potato Dextrose Agar) modificato: le dosi per un litro di
substrato sono state 200 g di patate, 20 g-dgiudosio, 20 g di agar.
Le patate, sbucciate e tritate smtatefatte bollire per 1520 minuti
d a ébollizione in 1 litro di acqudistillata e filtrate. Al filtrato sono
stati aggiunti gli altricomponenti portand a volume e infine

sterilizzando in autoclave

6.3 Reagentichimici

1 Patulina: la patulina € commercializzata come polvere bianca
cristallina; € solubile in etilacetato con formazione di una soluzione
limpida edincolore. (Merck Index,1996)n questa sperimentazione
la patulina é stata prodotta Baexpansuni015 e purificatdlaniri et
al., 2013).1l fungo e statoinoculato nel substratpotato dextrose
broth (PDb) modificato diluito 1:10 con acquae incubato, in
agitazione a 150 rpm, a 24°C per circa 7 giorni. Il brodo colturale é
stato quindi sottoposto a filtrazione edrazione (ripetuta due volte)
con etil acetato. Loestratto
utilizzando NaSQ, anidro e portato a secco mediante evaporatore
rotantead una temperatura non superiore ai 4Q°&€purficazione e

stata effettuata mediant@omatografia swcolonnain gel di silice
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(Merck, Darmstadt, Germany) usando miscele di esano/etilacetato
come fase mobile. La patulina commerciale (A.G. Scientific, San
Diego, CA) é stata utilizzata come standard di riferimento. La
patulina purificata etata quantificata comparando, in cromatografia
liqudaad al t a pr e s areasottostamse il(piece lile@ato, I

con guella ottenuta da quantita note dello standard di riferimeato.

(@)}

patulina e conservata-a0°C, in polvere o disciolta in etilacdd.La

stock solutiondi patulina utilizzatain laboratorioe stata preparata
dissolvendo la micotossina in etilacetgter unaconcentrazione
finaled i 2000 eg/ ml ; aliqguote20Ca 1 m
Per gli esperimenti sono stati prelevatpportuni volumi della
soluzione concentrata, portando poi a secco mediante flusso di azoto
ed aggiungendo il volume di substrai®@a (Lilly e Barnett, 1951p

di acqua sterileacidificata a pH 4 con acido acetico glaciale,
necessario adttenere la concérazione finale volutalLo spettro di
risonanza magnetica nuclegd®MN), che ha confermato la struttura
della patulina,verifica la purezza delle preparazioni di patulina
cristallina (Woodvard e Singh, 1949; Scatt1974). La patulina
ottenuta secondo il procedimento sopra indidasgomostrao uno
spettro RMN paragonabile a quello del prodotto commerpiale.

DPA: il DPA, nonreperibile in commercio, e stato ottenuto mediante
estrazione con acetato di etilp@ificazione mediante cromatografia
sucolonnain gel disilice degli estratti colturali dR. kratochvilovae

LS11 incubato in presenza di patulina; successivamente e stato
disciolto in acetato di etilealla concentrazione d2 000 ¢ g/ ml
mediante opportundiluizioni sono stati ottenuti gli standard alle

concentrazioni desiderate
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1 EB (Extraction Buffer): le dosi sono riferite ad una steokution di
50 ml: Iml Triton XLOO 2%(v/v), 0.5 g.SDS 1%(p/v), 1 ml di una
soluzione 5 M NaC(100mM), 0.5 ml di una aluzione 1 M TrisCl
(10mM) pH 8, 0.1 ml di una soluzione di 0.5 M EDTAMM) pH §

1 TE (TrisEDTA): 10 mM TrisCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8;

1 TAE 20X (TrisAcetateEDTA) le dosi sono riferite adina stock
solution di un litro:96.8 g di Tris base, 22.84 ml acido acetico
glaciale 40ml EDTA 0.5M pH 8;

1 Gel di agarosio(0.8 %)0.8 g Agarosio, 100 ml TAE, 0.5 pg/ml

Bromuro di Etidio;

1 Gel di agarosio (1.5%): 1.5 g Agarosio, 100 ml TAE, 0.5 pg/ml

Bromuro di Etidio;

1 Gel di agarosio (&%%): 2.5 g Agarosio, 100 mlAE, 0.5 pg/ml
Bromuro di Etidio;

1 MBTH (3-methyi2-benzothiazolinone hydrazaneSigmaAldrich
Co., St. Louis, MO, USA) in soluzione acquosa 0.5%)(p

6.4 Estrazione del DNA ggnomicodei lieviti rosa

1 protocoll o wutilizzato p&ipb | 0e:

quello descrittala Hoffman e Winston (1987gggermentenodificato.

Le colture di lievito, ottenute inoculando 15 ml di terreno NYDDb in tubi
falcon da 50 ml, incubate su agitatore rodaat150 rpm a 23°C per una
notte, sono state centrifagg a 4000 rpm per 5 minuti @mperatura

ambiente 18°C) per eliminare il surnatante (terreno colturale) ed ottenere |l
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pellet cellulare. Il pellet ottenuto ftatodistribuito in tubi eppendorf da 2

ml utilizzando puntalida 1 mE & st at aacqugidrapuran (MQ)
sterile per allontanare dal pellet i residui del substrdte stata effettuata
una nuova centrifugazione 00 rpm per 5 minuti. Dopo i lavaggi, il
pellet estatorisospeso con aggitan di acqua ultrapura (MQ) e sterile (50
ul); é stato quindi sottoposto adjitazione con vortex per 4 minuspno

stati aggiunti200 pl di EB e poi 200 ul di Fenolo: Cloroformio: kool
Isoamilico (25:24:1)8 00 mg d i biglie di vetro
di diametro e di nuove stato sottoposto atjitazione con vortex per2

min. Le biglie di vetro utilizzate sono state prima sottoposte ad un lavaggio
con acido nitrico 6.5%, poste in agitazione pegn urotte, risciacquate

cinque volte con acqua distillata ed infine asciugate in stufa.

Successivamente le cellule sono state centrifygatd5 min a 14.000 rpm.

Quindi e stata prelevatka fase liquida sovrastante trasferendola in nuovi

tubi eppendorf d& ml ed ad@ionando in proporzione 1/10 wolume di

3M sodio acetato pH 5.2 e 2 volumi di isoproparn® ponendo a20°C per

10 minuti.In seguito e stata effettuata una centrifugazeid000 rpm per

5 minuti a 4°C e, dopo aver eliminato le fasi ldgiisovrastanti, i pellet
sono stati | avat. per due volte <co
asciugare per eliminare i residui di etanalgni pellet estatorisospeso in

50 ul di TE buffer (10 mM Tris-Cl, pH 7.4; 1 mM EDTA, pH 8.0), e

conservato a € ovemight In seguitoé statatrattaoc on | 6 enzi ma |
(1mg/ m) ponendo il campione (di Ci
at i vare | 6azione an2Cmatica) e conse
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6.4.1Quantificazione del DNA genomicodei lieviti rosa

I DNA genomico estratto e stato quantificato tramite gel
elettroforetico (0.8% di agarosio), usandopd @i MassRuler DNA Ladder

Mix ( Fermentas International, Milano) epydi ogni campione.

bp  ng/20p ngA5pl ng/10pl ng/Spl

L N 10000 20 150 100 50

=

—t— o000 10 7 5 25
S — R
= : 4
2 ) S0 6 B/ % 13
% Eommmd— 2000 40 30 20 10
3 83— 1500 32 24 16 8
= 1031 200 150 100 50
2 ~ 4900 180 135 90 45
SR O o4 §
& — 700 | 5 (1] 35
oY — 0 1 1LD 16 30
A5
S — 300 0 5 0 5
= — 200 40 30 2 10
B — 100 20 15 10 5
o 80 16 12 8 4

10pllane, &cm length e,
1X TAE, iem, 45min

Figura 1. MassRuler

6.4.2Amplificazione delle regionil TS (Internal Transcribed Spcer)

L'amplificazione della regione ITSA.8SITS2 e stata effettuata
utilizzando i primer universali ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC3))
e ITS5 (5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGS') (Whiteet al, 1990).Le
analisi PCR( Polymerase Chain Reactipsono state eseguite utiando
il kit commerciale ricombinante TaQNA polimerasi (Invitrogen, Milano,
Italia). La composizione digni miscela di reazione di 50 plstéata:100 ng
di DNA stampo, tampone di PCR 1X, 1,5 mM di Mg@.2 mM di dNTP

(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 mM di ciascun primer e 6 U di Taq
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DNA polimerasi (Invitrogen, Milano, Italia)L 6 amp |l i f i cazi one
effettuata in un termociclatore TECHNE termica (T2 Barlowad

Scientific Ltd StaffordshireRegno Unito); utilizzando una denaturazione

iniziale di 2 miruti a 94°C seguita da 40 ciali 15 sec a 94°C, 15 sec a

55°C e 1 min a 72°Ce la fase di estensionper 5 min a 72 ° C.
Venticinque microlitridei proabtti di amplificazione ottenutsono stati
succasivamente analizzati su gel elettroforetico (1,5% di agarosio); in
seguitoe stato estratto il DNAlal | e singol e bande cor
E x t r a(Clontedh ILaboratories, In¢.)l DNA estratto e stato destinato

all 6anal i si di sequenzi ament o. I roe

| 6anal i si RFLP, quindi per Hiafl. di gest

6.4.3Purificazione dei prodotti PCR

Per il sequenziamento del prodotto ottendta | | a P CR, dai
iniziali sono stati preleva2 5 ¢ | la seganazione mediangéettroforesi su
gel di agaosio. Le bande sono poi state rimosdal gel e purificate

seguendo il pr ot onc oHxltor adcetl Ikliét. O Nuc |

Al termine della corsa elegbforetica le bande di interesseli(dimensioni

di circa 600 bp) sono state tagliatel gel di agarosic on | 6ausil i o
bisturi, pesate e trasferite in tubi eppendorf aggiungendo per ogni 100 mg

di agarosiaod e | gel , 200 ¢l di Buf fera NT.
50°C in bagno termostatiqeer 10 min d agitati ad intervalli di 23 minuti

per favorire | o scioglimento dell 6a
negli appositi tubeppendorf del kit destrazione eentrifugati per 1 min a

11.000 rpmEliminato il surnatante, sono stati addizior&QD pl di Buffer
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NT3 ed é stataipetuta la centrifugazione per 1 min a 11.000 rpm.
Eliminato di nuovo il surnatant® stataripetutala centriigazione peg
min a 11.000 rpm per eliminare tutto il Buffer NTEiminato il surnatante,

e stato postdl tubo eppendorf del kit iina nuova eppendorf da 2 ml e
sono stati aggiun22 ul di Buffer NEincubando a temperatura ambiente

per un minutoinfine e stato aatrifugatoper 1 min a 11.000 rpm.

6.4.4 Digestione dei prodottiPCR con enzima di restrizioneHInf |
| prodotti PCR delle regioni ITS sono stati sottoposti a digestione
uti l i zzando | 0 Himfk(PromeegadMilano);dasseéquenza dio n e

cinque paia di basi riconosciuta da tale enzima € la seguente:

56 _ GAN T C _ _  _ 36
36 _ AGC T N 56
I | Buf fer associato all 6enzima ( NE E

50 mM NaCl; 10 mM TrisHCI; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT; pH 7.9 a
25°C.

La digestione e stata effettuata aggiungendo ai 25 pl di campione, 2.88 pl
di NE BUFFER 2 e 1 pl (10 U) dilinf I, i campioni cosi ottenuti sondesi
posti in bagno termostatice 37°C per 90 minQuindi é stata effettuata
| 6anal i si dell a digestione mediante
in TAE buffer contenente 0,5 pg/ml di etidio bromuro. In ogni gel
el ettroforetico  stato incluso il
(Fermentas Internati@hinc.).
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6.5 Saggidi degradazione della patulina

| lieviti rosa della collezione sono stati sottopcsdi unoscreening
allo scopo dindividuare quelliche, in presenza della micotossinascono

a crescere e a degradarla.

Dopo una prova preliminare (esperimergibota, dati non mostrati) lo
screeninge stato effettuatatilizzando piastre multiwell da 96 pozzetign

200 ¢l d LiBa per lognit ppzaettaba concentrazione iniziale di
patulina ~ stata di 100 eg/ ml; | a
rilevata dopo 1, 3, 6 giorni di incubazione, mediante analisi cromatografica,
Thin Layer ChromatographyTLC).

Ogni lievito e stato coltivato in piastra Petri su substrato YPD Agar a
23°Cx1 per 48/72 ore; successivamente un inoculo di tale coltura@ stat
trasferito in un tubo falcon da 50 ml contenente 10 ml del mezzo di coltura
(LiBa) posto in incubatore alla temperatura di 23°@gjitazionea 150 rpm

per due giorniAl terzo giorno sono stati aggiunti altri 10 ml di substrato
LiBa perindurre un restart della crescitall giorno successivo per ogni
lievito e stata effettuata la conta al microscopio mediante camera di Thoma
in modo da poter calcolare il volume di coltura da prelevare per avere le
cellule necessarie per una concentrazione cellfilzate di 1x16 CFU/mI

mediante la formulaCf x Vf = Ci x Vi

Dove Cf = concentrazione finaleCi = concentrazione inizialeVf =

volume finale Vi = volume iniziale

E statoquindi prelevatal volume di coltura necessaritrasferito in una
eppendorfe centrifugato per ottenere il pellet cellulare q u e s,ddpa | t i mq
avere eliminato il liquido colturale, éaso risospeso in un volume A3 ¢ |

di LiBa per ottenere una sospensione cellulare del lievito a concentrazione
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doppia rispetto a quella finaléJn volume opportunamente calcolato di

stock solutiordi patulina e stato portato a secco mediante flusso di azoto e
risospesan un volume diLiBa d i 3 PeBessario per otteneitedoppio

della concentrazione finaldi 1 0 @/ml della tossinala soluzone e stata
filtrosterilizzata utilizzando filtri da 022 € m.Infine la sospensione
cellulare e la soluzione di patulina sono state miscelate per ottenere il
vol ume finale di 600 ¢l alla conc

distribuire nei pozzetti

Per ogni lievito sono state predisposte tre repliche (tre pozezettignenti

ognuna2 0 0 ¢ | di L i BHEEC/mi) &l al ipeavtiutloi n(al x(1100
In ogni piasta multiwell sono stati testati sdieviti. Colture di R.
kratochvilovaelLS11 e diC. laurentii LS28, gia noti per la loro capacita di
degradare la micotossina, hanno rappresentato i controlli di riferimento. In

ogni piastra multiwell sono stati predisposti due controlli, uno negativo
costituito dal solo substrato di coltura (LiBa) e ymmsitivo costituito da

Li Ba con aggiunta di patulina (100
assemblate sono state incubate alla temperatura@i2B3in agitazione a

200 rpm.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10| 11| 12

A

B 1 1 1 2 2 2 C1
C C1
D 3 3 3 41 41| 4 C1
E

F 5 S 5 6 6 6 C2
G C2
H C2

Fig. 2. Schema della disposizione dei lieviti nella piastraltiwell

utilizzata nei saggili degradazione.
Dove:

B2,B3,B4 =lievitoa+LiBapat ulina 100 &g/ ml

B6, B7, B8 = |ievito b + LiBa +
b2, D3, D4 = Ilievito ¢ + LiBa +
D6, D7, D8 = |lievito d + LiBa +
F2, F3, F4 = |lievito e + LiBa +

F6, F7, F8 =lievitof+ LiBa+@t ul i na 100 ¢ g/ ml
B11, ci1, D11 = LiBa + patulina
F11, G11, H11 = LiBa (controllo negativo)
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La persistenza della patulina e la sua degradazione nel mezzo di
coltura e stata monitorata mediante analikiC degli estratti colttali
corrispondenti d, 3, 6 giorni di incubaziond.volumi prelevati,di3 0 ¢ |
per ogni pozzettosono statitrasfeiti in tubi eppendorfe sottopostiad
estrazionecon etilacetato (aggiungndo un pari volume di solvente e
ri petendo | 0 otp.eGli astrattiosone stati W@andi partéd
secco medinte flusso di azoto e risospesn 1 0 ¢ | dlicangibni | ac e
ottenui sono stati caricati su lastfE_C in gel di siliceda 0,25 mmcon
indicatore di fluorescenz@Merck Kiesegel 60 b4, Darmstadt, Germany
in precedenza attivata stufaa 120C p e r Le lasireélcCasono state
quindi poste in tank di vetro contenente la fase mobile T:E:F
(toluene:etilacetato:acido foroo) nel rapporto 5:4:1 (v/vlv), a temperatura
ambiente.A fine corsa ognilastra e stata asciugatan flusso di aria a
temperatura ambiente visualizzata alla luce UY & 254 nn) che ha
permessodi rilevare la presenza degli spot della patulina e/o di altri

metaboliti.

E6 stata ef f etdeliatioteRfcie & datida appartd trao n e
Rf = dr/dm

dove dr é la distanza percorsa dallo spot dalla linea di caricamento del
campione e dm la distanza compresa tra la linea di caricamento dei

campioni ed il fronte del flusso del solvente.
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6.6 Metabolita intermedio derivante dalla degradazione della patulina

da parte del lievitoR. kratochvilovad_S11

Léi ncubazione aerobica dell R patu
kratochvilovae(LS11) porta alla progressiva scomparsa dello spot relativo
alla patulina ed alla contemporanea comparsa di due nuovi spot, uno dei
guali scompare nel tempo. Dei due composti quello che risulta piu stabile &
stato purificato e caratterizzato, mediantemanza magnetica nucleare,
come acido desossipatulinico. LA6i nc
marcata con'*C ha permesso di verificare che il DPA deriva dalla
met abolizzazione del I a mi cot ossina
desossipatulinico riswdt essere molto meno tossico della patulina sui
|l i nfociti umani ; guesto potrebbe e
lattonico ed alla perdita del gruppo funzionale che reagisce c@pigru
tiolici (Castoriaet al, 2011).

Il metabolita piu instabile secondo metabolita (X2), derivante dalla
degradazione aerobica della patulina da parte del li&vikvatochvilovae
LS11, corrispondente ad uno dei due nuovi spot comparsi sulle lastre TLC,
non estato ancora identificato.

Allo scopo di studiare gli intenedi di reazione derivanti della
degradazione della patulina, presso i laboratori di Patologia Vegetale
del Il 6Universit”™ degl:. Studi del Mo |
numerosi esperimenti che hanno portato alla emesgunto di diversi
protocolli (Wright et al, 2008, 2013).In particolare un metodo,

d e n o milamge filter assa® n fade Idiasperimentaziorevvenuta in
parte anchedurante lo svolgimento di questo lavoro di ricereastato
utilizzato perestrarre e purificard isecondometabolita (X2) Seguendo

tale procedurasono stati quindi effettuati diversesperimenti di
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degradazione della micotossina patulina da parte del lieRto

kratochvilovae LS11 su terreno di coltura semisolido (LiBa) posto su

supporti di cellulosa (filt.

Di sequito le fasi dedarge filter assag :

T

preparare n. 4 dischi di carta da filtro di 4.8 cm di diametro e
sterilizzarli in autoclave;
disporre ogni disco di carta da filtro sterile in una piastra Petri del
diametro di 5 cm, sterile;
preparare la galina, dissolvendone 8.5 mg in 0.85 ml di acqua
acidificata a pH4 con acido acetico glaciale, in modo da avere,
considerando | e perdite dovut e
(contenenti 2 mg di tossina) da distribuire in modo omogeneo su
ogni filtro;
preparare il sofagar (0.875% di agar in soluzione acquosa) e
sterilizzarlo in autoclave nméenendolo in bagno termostati@
48°C;
preparare una stock solution 5X di Lilly Barnett (conservata a 4°C al
riparo dalla luce) miscelando, per 100 ml, i segueatcomponenti
a) 5 g Dglucose, 0.5 g KKPOy, 0.25 g MgSQ@x 7 H,O disciolti in
47.5 ml di acqua ed autoclavati
b) 1 g di asparagina digdto in 50 ml di acqua, filtrsterilizzato con
filtrjg 0.2 &em
c) 2.5 ml di unastock solution200 X sterile; 500 ml distock
solution contengono 0.001 g Fe$® 7 H,0O, 0.87 g ZnSQx 7
H,0, 0.3 g MnS@x H,0, 0.01 g biotina, 0.01 g tiamina e 500 ml

acquadistillata, la miscela é filtrsterilizzata.
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1 Quando la miscela di seftgar (0.875% agar) e alla temperatura di
48°C, adlizionare 1 parte dstock solutiorbX LiBa a 4parti di soft
agar in un tubodicon sterile, miscelare e mantenareun bagno
termostaticalla temperatura di 48°C. Per 4 filtri sono necessari 22.5
ml di tale miscela (18 ml di sefigar e 4.5 ml dstocksolutionLilly
Barnett 5X); distribuirne velocemente 5 ml su ogni filtro, attendere
gualche minuto per la solidificazione.

1 Preparare le cellule di lievitdR. Kratochvilovae ceppo LS11,
prelevando da una coltura di-28 ore di incubazione su YPDAgar
| G6dranrmassa cellulare e sospenderla in 3 ml di acqua sterile
ponendola in uno o piu tubi eppendorf sterili; centrifugare per
eliminare la fase liquida. Su ogni filtro trattato con la patulina e
ricopertoconil LiBas oft agar di stri ghunare 16
contenente approssimativamente 1.4 kcHllule di lievito.

1 Le piastre cosi ottenute devono essdrieisecon pellicola e messe
ad incubare per-3 giorni alla emperatura di 25°C ed elevat&kU
(posizionarle su uno strato di carta da filtro imbewlitacqua sterile
e chiuderle in saccheti plastica trasparente).

1 Al ter mine del |-Bfitmic wuna Bokigliaod wetrop or r e
da 100 ml, aggiungere circa 2 ml di acido acetico, chiudere la
bottiglia con il tappo a vite ed agitare energicataeper circa 30
secondi. Aggiungere 20 ml di etilacetato ed agitare nuovamente.

T Filtrare | destratto ottenuto attr
sodio solfato anidro, raccogliendo il filtrato in un matraccio;
aggiungere altri 20 ml di etilacetatoféiri contenuti nella bottiglia e
ripetere | 6estrazione e | a suc

| 6eti |l acetato per recuperare ogni
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M Portare a secco | 6estratto ottenu

(temperatura massima 40°C) e conservarloangelatore & 20°C

nel matraccio ben chiuso.

T Prelevare | 6estratto dal congel a

volume di etilacetato (1 ml). Trasferire una goccia5(1 €| )

del |l 6estratto sul |MerckKiesegel GDifs, un a

Darmstadt, ®rmany. Usare come fase mobile una miscela
toluene/etilacetato/acido formico (5:4:1) ed osservare alla lucesUV (
254 nm) la lastra TLC asciutta. Usare poi come rivelatore una
soluzione di MBTH (6% p/v in acqua distillat&orre la lastra TLC

in stufa al35°C per 30 minuti.

Nei | aborat or i del Di parti mento

Cadiz (Spagna)k stata seguita tale procedura con | 6obi et t |

una quantita dioX26 sufficiente per poterlo purificare e caratterizzare.
L énalisi mediante TLC degli estratti colturali ai diversi tempi di
incubazioneha fatto rilerare tre spot principali aveniispettivamente Rf =
0.56; 0.46; B8. Dalla letteratra scientifica tali spot corrispondono
rispettivamente alla patulina) DPA e al secaip metabolita (Castoriat
al., 2011).Durante le fasi di estrazione e di purificazione il prodé{doée
risultato fortemente instabile eé@ stato rilevato sempre in quantita
minoritaria rigpetto agli altri componentiTutti i campioniottenuti nelle
diverse fasi sperimentaiono stati portati a secco mediante evaporatore
rotante e conservati in congelatore alla temperaturdQdC in atmosfera
inerte (argon)Per leoperazionidi purificazione mediante cromatografia su
colonnain gel di silice sono state testate differenti miscedelventi,
esano:etilacetato doluene: etilacetato: acidoordmico (T:E:F) per

individuare la fase mobile piu efficace per separare i composti.
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La difficolta principale nel monitorare il procedere della purificazione e
stata quella di dover ricorrere al rivelatore MBTH che richiede tempi
operati vi l unghi i n r el &2dPermeestoa | | 0 i
motivo sono stati testati altri rivea t o r | qgual.i l a vani |l |
fosfomolibdico.Per laseparazione dei componenti degli estratti colturali
mediantepreparative thirlayer chromatography{PLC silica gel 60 fz,,

1mm, 20x20cm, Merckk stata utilizzatacome fase mobilda misela

T:E:F 5:4:1 il campione e stato disciolto nel minimo volume possibile di
etilacetato e caricato nella misura di 20 mg per ogni lastvao State
rilevate tre | ar ghe bande; lavsilisei bi | i
corrispondente alla zona sottostante la banda relativa al DPA e stata
sottoposta ad estrazior{@petuta tre volte)con etilacetatoLa TLC di

controllo ha evidenziato chaon e stato ottenutib metabolitadX26 puro,

essendo presente anche DHYer evitae la degradazione dehetabolita

OX20 durante le operazioni di estrazione e di purificazione sono state
effettuate reazioni di metilazione e di acetilazione per stabilizzarne la
molecola. Per la metilazione si e procedutosdbglierdo un estratto
colturde in una miscela di diclorometano/metanolo 1:4&.soluzone, in
atmosfera inerte, e stata posta su un agitatore magneddoe stato
aggiunto Dtrimetilsiliidiazometano mantenendé b gi t azi one per
ore. Il prodotto di reazione stato quindi portato a secco e disciolto in
etilacetatoPer la reazione di acetilazione é stata utilizzata anidride acetica

e piridina mantenendo in agitazione
mediante TLC Per le analisRMN (Agilent 400MR VnmrJ Version 3.2

Rev.A) dei prodotti ottenuti dalla purificazienmediantecromatografia su

colonna in gel di silice e PLCé stato utilizzato come solvente il

cloroformio deuterato.
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7. RISULTATI

La prima parte di questo lavorba riguardato lapurificazione,
catalogazione ermoconservazione allaemperatia di -80°C dei lieviti
isolati dalla fillosfera e carposfera di varie specie vegetali in sei diverse
localita del centresud Italiain un lavoro precedentéDe Curtiset al,
2009a, 2009b, 2030

7.1 Analisi RFLP

Per unoscreeningpreliminarea scopo tassonomico dei liewtistata
utilizzat a | 6anal i siAl REEPt rdeedilceener e
genomi co dei i evi ti rosa della col
regioni ITS mediante PCR. Il prodotto PCR & statindi utilizzato in
parte per | a digest i olnfecorimdvidubzipmen z i me
dei gruppi RFLR ed in parte per ottenerle sequenze genetiche per
| identificazione tassonomicdrai 170 lieviti della collezionesono stati
individuati almeno dieci diversi profili, corrispondenti ai gruppi RFLP
contrassegnati con lettere dalla A alla JD i seguito | 6el en

appartenenti ai diversi gruppi RFLP.

Gruppo A (L2, L3, L75, L89, L91, L129, L144, L147, L150, L158, L160,
L161, L162A,L162B, L163, L166, L167, L207, L231, L235 e L237) con
un profilo RFLP composto da tre bande (300 bp, 190 bp, 165Gp)ppo

B (L244, L377, L394, L405 e L413) con ymofilo RFLP composto da tre
bande {70 bp; 130 bp; 80 bp§ruppo C (L226, L239, L241, P42, L375,
L387, L422, L427, L384 e L448) con wnofilo RFLP composto dquattro
bande (280 bp, 140 bp, 95 bp, 8 Byuppo D (L3393, L382, L383, L389,
L395, L398, L399, L425, L431 e 437), con profilo RFLP composto da
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tre bande Z70 bp, 200 bp, 150 bp{ruppo E (L4, L94, L104, L105,
L106, L107, L109, L110, L111, L127, L139, L143, L145, L148, L151,
L154, L155, L156, L168, L172, L175, L178, L183, L201, L209, L210,
L215, L257, L268, L345, L350, L351, L353, L357, L359, L361, L362,
L363, L366, L370, L371BL.372 e L373) con umrofilo RFLP composto
da sei bande2@0 bp, 130 bp, 115 bp, 90 bp, 60 bp, 8 Epippo F
(L200 e i ceppi di riferimentaS11, PYCC 4818, SJ73, SJ76, SJ77, SJ94,
SJ176 e SJ178), con pnofilo RFLP composto da sei band82 bp, 130
bp, 117 bp, 90 bp, 60 bp, 8 bpgkruppo G (L206, L384B e L435¢ il
ceppo di riferimentoL-76-2) con unprofilo RFLP composto da cinque
bande 285 bp, 130 bp, 105 bA00 bp, 8 bp)Gruppo H (L249) con un
profilo RFLP composto dguattro bande (300 bp, 19(,b100 bp, 45 bp),
Gruppo | : (L420, L371A e L386A), con uprofilo RFLP composto da
due bande: 320 bp, 280 b@ruppo J : (L421), con unprofilo RFLP
composto daquattro bande: 310 bp, 280 bp, 140 bp, 55GRppo K :
(LS69), con urprofilo RFLP compostala quattro bande: 330 bp, 210 bp,
80 bp, 8 bp;Gruppo L : (LS70), con unprofilo RFLP composto daei
bande: 230 bp, 210 bp, 180 bp, 140 bp, 120 bp, 75 bp.

7.2l dentificazione tassonomica

Per quanto riguarda il sequenziamento del prodotto PCR invece, i
campioni sono stati inviati ad un laboratorio esterno e le sequenze ottenute
sono state utilizzate per un confronto conligupresenti nelle banche dati
giungendo ad una prin probabile individuazione dellespecie di

appartenenzalei lieviti rosa della déezione | siti utilizzati per questo
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SCopo sono stati i seguenti: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

Da tale cofronto e risultato che i generi piu rappresentati tra i lieviti della
collezione sarebbeyan ordine decrescenteRhodtorula e Cryptococcus
spp; Sporobolomyces Rhodosporidiunspp. ejnfine, Erythrobasidiume
Sporidiobolusspp. mentre appartenenti &direobasidiumspp. sarebbero

presentin numero minore

7.3 Saggidi degradazione della patulina

Una seconda parte della ricerca ha riguardato la degradazione della

patulina, metabolita secondario prodotto dal fungo patoffemxpansum
da parte dei lieviti rosa della collezione. Questo al fine di individonaowi

possibili BCA che, comdR. kratochuovae LS11, manifestino una forte
attitudine alla degradazione della micotossiha@. screening e stato
effettuato utilizzandiastre multiwell a 96 pozzetti elda permesso di

individuare48 lieviti capaci di crescere in presenza della micotossina (alla

concentrazione d. 00 € g/ ml ) ed i n Rigpdowdla di

Rhodosporidium Cryptococcusspp. € in misura minorédureobasidium

Sporobolomyce®dErythrobasidiunspp.).

L 6 a n adgh sstratti colturali mediantd LC ha permesso di
rilevare la formazione di prodotti di degradazione della patulina,
contemporaneamente alla scomparsa
Dalle lastre TLCe stato rilevato che Ispot relativo alla micotossina
andatoattenuandosi conteropaneamete alla comparsa diuovi spot; cio
non si € verificato nd controllo costituito dalsubstrato colturale con

patuling indicandoche la degradazion& avvenutaad opera dei lievitill
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prodotto principale della degradazioaeisultato aver&f=046 al in altre
sperimentazioni e stato identificato com®A (Castoriaet al, 201) ma
compare anche un altro spot, con Rf=025 che é stato associato
al |l 6ascl ad al,02018). If dlcam casi (isolati L200 e L13&)
velocita di degradazione della patulieatataalta e paragonabile a quella
del lievito usato come riferimentdR. kratochvilovad.S11) ma se nel caso

di L200 e stato rilevatesolo lo spot relativo al DPA, nel caso di L184
comparso oltre allo spot relativo al DPA anche quello relativo

al | 6 as Trh @gialiri ssdladi quelli piu veloci nei processi degradativi
sono risultati essere L104, L105, L106, L108, L109, L110, L111, L370 che
al terzo giorno di incubazionhanno fattorilevare la scomparsa della
patulina e la comparsa dei nuovi prodo#ti.sesto giorno di incubazione
con la micotossina i seguenti isolati hanno quasi concluso la sua
degradazione: L127, L129, L209, L268, L269, L214, L215, L350, L352,
L357, L358, L359, L36, L361, LPH3, L366, L3372, L373; mentre nel caso
dei lieviti L145, L146, L1510 spot della patulina € gia scomparaécuni
lieviti invece sono risultati pit lentie nel prelievo corrispondente al 6°
giorno di incubazione lo spot della micotossiasultato ancorapresente
sebbenabbia iniziatoad attenuarsi (L117, L138, L144, L147, L1053,
L201, L207, L211, L249, L250, L251, L252, L386, L378, L413, L420).

7.4 Metabolita intermedio derivante dalla degradazione della patulina

da parte del lievitoR. kratochvilovaeceppo LS11

Il secondo prodotto di degradazione della patulina da part. di
kratochvilovaeceppo LS11, il metabolité&2§ probabilmente un composto

intermedio del pathway degradativo, &€ stato oggetto di studio in parte di
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qguesto lavoro dtesi durante il periodo trascorso presso i laboratori del

Di parti mento di Chi mi cCadizGpagre)ni ca del

Tutti gli esperimenti effettuati, tesi ad intercettare il metabofX206
durante la degradazione della patulina da parte dekdjehanno fatto
rilevare, & diversi tempi di incubazione, una bassissima quantita del
metaboltaa seguito dell estraziodmperladai f
crescita colturale. Le tecniche cromatografiche utilizzate per le
purificazioni degli estratti colturali (purificazione mediam@matografia

su colonnain gel di silice ePLC) non hanno permesso di ottenere |l
composto puro e in quantita sufficiente per la ssatterizzaibne
chimica. Il metabolitadX2§ presentesempren quantita minoritaria rispetto

agl i al tri estatopcotarae) in isegudodellopedazionidi
estrazione e purificazione stato rilevato con sempre maggiore difficolta
Questo ha fatto igzzare che si tratti di un composto fortemente instabile e
che tenda a convertirsi rapidamente in DPA, infatti lo spettro RMN di una
frazione ottenuta dalla purificazione corolonna in gel di silice

del |l 6estratto <col tur al eoloBA. Alcani i f i c ¢
accorgiment.i c piarde guantita gligcidar acetieoed dl i
mantenimento dei campioni a temperature di refrigerazione durante la fase
estrattivahanno portato a spot piu evidenti su TLC e probabilmente ad un
ritardo nela degradazione del metaboli@2a Il rivelatore che e risultato

piu efficace per monitorare la presenza demposto incognito e stato

| MBTH che necessita di tempi operativi troppo lunghi in relazione
all 0i nst abi | 2§ purttbgpb nessentdeylbaliri rivelasori
testat.i ha permesso di ottenerae gl i
gl i al tri | 0 a seablzkre infaleunif casmatbiai pbriochésso ali

hY

rilevare il secondo metabolita, non & stato utile nel caso delle basse
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concentazioni eluitedurante la purificazione cotolonnain gel di silice.

La purificazionemediantepreparative thinrlayer chromatography(PLC)

ha permesso di ottenere una maggiore quantita di metabolita, tuttavia
ancora non puroLe fasi mobili ulizzate perla purificazione mediante
cromatografia swcolomain gel di silice che hannottenutoun migliore
risultaton el | a separazione dei csonmptaten e n't i
toluene:etilacetato:acidedmico (T:E:F) 8:1:1 e soprattuttol:E:F 7:2:1; la

patulina  stata eluita pReridumeii ma,
grado di instabilitaj | met abol i ta o6 X&dantereasdniat o
d mei | azi one e acetil azi,orseparandbe | | 0

successivamente le varie frazioneédiante purificazione con colonmmagel

di silice. Eventuali studi successivi potranno verificare se tali operazioni
possono risultaratili allo scopo.Le analisi di RMN delle frazioni ottenute

dalle purificazioni degli estratti colturahon hanno mosato, purtroppo,

una risposta chiara e risolutiva per risalire alla struttciiamica del
metabolita incognitoLa forten st abi | i t ° dimposyibilgadit 6 u |l t
monitorarne la presenza in tempi breon hanno permesso di ottenerne

una quantita sufficientepura per individuarne la struttura chimica.

8. Discussione

Il marciume verdeazzurro, causato da. expansum si sviluppa su
frutti di diverse specie (pesche, albicocche, uva, ciliegie, fragole, prugne)
ma assume una pamiare importanza per le pomacee in postraccdlita.
fungoP. expansund produttore dellanicotossingpatulinache si accumula
nei tessuti infetti e puo contaminare succhi e altri prodotti derivati non

fermentati. La patulina e stata inclushal | 61 nt er nati onal
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Research on CancdtARC, 1993 tra i composti non classificabili come
canceroguemipeperi nlsawfficienza di dat i
ha stabilito i limiti massimi dedl tossina ammissibili in alcumprodotti
alimertari (Regolamento CE 1881/200&ya cui i succhi di frutta
concentr at igl difbehte dedtikag pni lakanti e ai bambini

( 10 ¢ gal flng i tutelare la salute dei consumatori e soprattutto dei

bambinij piu vulnerabiliin caso diassunzione dellmicotossina.

Le strategie adottate per evitare o limitare le infezioni Rla
expansune le contaminazioni da patulina in fase postraccolta consistono
soprattutto nella prevenzionattuata con impiego di fungicidi, di basse
temperature e di atmoséecontrollate e/o modificate. frutti contaminatj
soprattutto quelli con infezioni latenpossono sfuggire alle procedure di
selezione e di decontaminazione ed essawwiati ai processi di
trasformazione indstriale A tale riguardo una possibile detdgszione
biologica dei prodotti alimentari contaminati dalla patulina puo
rappresentare una soluzione interessaN@merosi studi scientifici si
occupano delle peculiari caratteristiche che fanno di certi microrganismi
dei validi agenti di lotta biologa e/lo dei capacdegrad#ori di sostanze
tossiche prodotte da agenti fitopatogedoelho e altri collaboratori (2007,
2008) hanno verificato che. ohmeril58 € in grado di inibire la crescita di

P. expansune di degradare la patulina

Nelle zone a clima temperala fillosfera e la carposfera delle piante
ospitano una grande varieta di forme nodiche (lieviti, funghi
lievitiformi, batteri e funghi filamentosi). Le dinamiche esistenti in tali
ecosi st emi s o nteraziortra le condiziorti ambientaldies | | 0 i 1
caratteristiche dei microrganismi e delle specie vegetali che li ospitano. Le
specie microbiche che vengono isolate dalle superfici di diverse specie
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vegetali in un certo ecosistema sono il risultato di una selezionenata
nel tempo, che ha favorito kpecie che hanno sviluppato la capacita di

sopravvivere in quel determinato habitat @kman e Fokkema, 1982).

Nellaregione Molise la microflora epifitica € costituita soprattutto da lieviti
bianchi Cryptococcusspp., Metschnikowiaspp., S. cerevisiag ecc), da

lieviti rosa Rhodotorulaspp.,Rhodosporidiunspp.,Sporobolomycespp.,

ecc.), da funghi lievitiformi (rappresentati principalmenteéddpullulang e

da numerosi funghi filamentosi (Limat al, 2003). Nel laboratorio di

Pat ol ogia Vegetale del I 6Uni versit?@
risultati sono stati ottenuti nella selezione di alcuni BCA e nello studio dei
loromeccani s mi d 6 et alj 1897,e200(, QG03; De Curteh

al., 1996, 204; Limaet al, 19974, 1997b,2006);risultati che hanno anche
portato all ott eni meDetQurtisdtial, 2012) eBr ev e
alla richiesta di un brevetto internazionalee(Curtiset al, 2013. Fra i

BCA selezionati, inoltre, alcuni manifestano la capacita di degradare
importanti micotossine quali patulina e ocratossina A (Castb@d, 2005;

De Felice et al, 2008). In particolare, € emerso clie lievito R.
kratochvilovaeisolato LS11resste ad alte concentrazioni di patulindae
degradain vitro in due compostdi cui uno, il DPA, non risulta tossico
verso microrganismi cheono normalmente inibiti dalla patulina (Castoria

et al 2005;Wright et al., 2008.

In questolavoro di ricercaé stata allestita presso i laboratori di
Pat ol ogia Vegetale dell 6Uni verdsi t”~
lieviti rosa, utilizzando microrganismisolati in un precedente lavoro (De
Curtis et al, 2009a, 2009b, 20]@alla fillosfera e dalla carposfera di 35
specie vegetali in sei diverse zone petlmatiche del centrsud Italia.

Al | 61 s ol amemelklavoro precedente) la loeo ,caratterizzazione
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morfologica in base al colore delle colonie, alla morfologitulzee e ad
altre caratteristiche morfologiche delle colonie, secondo la letteratura in
materia di tassonomia dei lieviti (Kurtzmann e Fell, 1998; Bawrte#
1990) ottenendo sette morfwuppi i lieviti sono stati sottoposti anche a
test di tipo fsiologico (DeCurtiset al,, 2009a, 2009b, 20)0

L 6 o b i mrihcipalediaquesto lavoro di ricerca stato quello di ottenere

una loro prima probabile identificazione tassonomica e di individuace tra

essi quelli capaci di degradare la micotossina lipatulnfine una parte

del a ricerca  stata daeddntifcaaionadiand e s p
metabolita intermedio del processo degradativo della patulina ad opera del
lievito R. kratochvilovae.S11.

Perunoscreeningpreliminare a scoptassonomico dei lievite stah
utilizzata | 6anal i si RFLP dell e reg
almenodieci profili RFLP diversi (Fig. 3. In alcuni casi i risultati non
hanno permesso di escludere la presenza di ulteriori gruppi RFLP; per
guego si rimanda a future ricerchA.tal riguardo la maggiore biodiversita
e stata riscontrata tra gli isolati provenientiFleus caricacon il maggiore
numero di gruppi RFLRGrafico 1).Probabilmente la pianta di fico offre
un habitat particolarment@avorevole per i lieviti rosa delle varie specie;
questo potrebbessere spiegato sia per la tipolodiarescita della pianta,
che consentirebbe riparo ai microrganismi dalle radiazioni UV in periodi
particolarmente caldi, sia per fattori collegati argmetri fisici, chimici e
biochimici caratterizzanti le superfici fogliari déto (Andrews e Harris,
2000). | lieviti isolati dallo a | b i (Bronascaomeniacapppartengono a
cinque gruppi RFLP, quindi anche in questo caso pare che si tratti di una
specie vegetale con habitat favorevole alla sopravvivenza dei lieviti rosa.
Al contrario le piante spontanee tipiche della Macchia Mediterranea
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(Herbaceous plants, Rosmarinus officinalis, Asparagus acutifolia)
sembrerebbero favorire la sopravvivenza sblalcuni lieviti, appartenenti

a due gruppi RFLP, tre nel caso d&Hiparagus acutifoliaNei lieviti isolati

dalle specie vegetaliAcacia penninervio,Diospyros kaki, Euphorbia
paralias, Lobularia maritima, Salsola kali, Smilax aspera, Spartium junceu
e Punica granatunsi nota unaassissima biodiversita con un solo gripp
RFLP per ogni specie vegetale (Grafico Rgr quanto riguarda invece la
zona geografica origine degli isolamenti, il piu alto grado di biodiversita e
stato riscontrato nelle Isol&remiti (FG), con sei gruppi RFLP; nella
localita di Castel San VincenZtB), invece, si € osservato solo un gruppo
RFLP ma probabilmente cio e da ascrivere ad un minore numero di
isolamenti effettuati iNnquest d6ar ea (GUmGulctier 29
consideraione a proposito dei gruppi RFLP riguarda la maggior diffusione
del gruppo E nei diversi habitat sia spontanei che antropizzati, rispetto al
gruppo H.Probabilmente le specie appartenenti a questo gruppo hanno
sviluppato un alto grado di adatme n t o bieatécircostamte (Grafico,l

2).

Ulteriori informazioni sono state ottenute da una prima probabile
identificazione tassonomica dei lieviti rosa oggetto di questo lavoro di
ricerca.Lo screeninga scopo tassonomico effettuato rappresenta la tappa
preliminare per la successiva identificazione tassonomica certa dei lieviti.

Le sequenze del DNA dei lieviti rosa della collezione in argomento sono
state confrontate con quelle presenti nelle bancherdatdiali; questo ha

fatto rilevare la prevalenza di alcuni generi rispetto ad altri. In particolare i
generiRhodotorula CryptococcusSporobolomycesRhodosporidiunspp.

che in | etteratura sono not. i per | e

antagorstica e/o degradativadi metaboliti tossici, risulterebbero
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maggiormente rappresentati rispetto agli altri gertenythrobasidium,

Sporidiobolusge Aureobasidiunspp. (Graficad).

Nella prospettiva di una detossificazione biologica della patuéina
stato effettuato unacreeningper individuaretra i lieviti della collezione
quelli capaci di degradarldn letteratura sono riportatrari esempi di
degradazione microbica della patulina. In condizioni di anaerobiosi il
lievito S.cerevisiaela degrada formando i due metabadttascladiolo e il
suo isomeroZascl adi ol o ( Mo s E aseladidloo nsglta 2 0 0
anche essere il precursore della patulina nella sua biosintes?. da
expansum(Moake et al, 2005). In condizioni aerobich&. oxydans la
degrada in una miscela Hiascladiolo € ascladiolo in rapporto di 8:1;
inoltreconcentrazioni di 100eg/ ml Gdi p a
oxydansma non influiscono sulla sua capacita di trasformarla in ascladiolo
(Ricelli et al, 2007) L6agent e di RIkoatodhalovddiSHl ogi ¢
sopravvive in presenza di diverse concentrazioni di patulina (Castoria
al., 2005) riuscendo a degradarla, in aerobiosi, in due composti principali di
cui il piu stabile, i DPA, ha una tossicita inferiore a quella della
micotossina (Scott al, 1972; Wrightet al, 2008; Castoriat al, 2011)
Nel saggiodi degradazionéella patulinain aerobiosij lieviti che si sono
rivelati capaci disopravvivere tollerando la presenza della micotossina,
riuscendo contemporaneamente anchedegradarla, apparebbero
principalmente ageneriRhodotorula RhodosporidiumCryptococcusspp.
e in misura minore ai generAureobasidium Sporobolomyces ed
Erythrobasidiumspp.; n riferimentoai gruppi RFLP, la maggioranza di
loro appartiene al gruppo &rafici5,6,7). Dal | 6 anal ITILCi me d
degli estratti colturali sono statilevati alla luce UV ( &54 nn) diversi

spot;oltre a quello della patulinge non ancora completamente degradata)
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avente Rf= 056 sono comparsaltri due spot, di cui uno con Rf=0.46 ed
uno con Rf=@ 5 . L6i nt en s idaumentta comjasteaimente u | t |
alla diminuzione di quella dle spot relativo alla patulinatali spotnon

sono stati rilevatnel controllopositivo nel quale non sono stati inoculati
lieviti e per il qualee visibile solo lo spot della patulinad. principali
prodottidella degradazione della patulina da parte dei lieviti rosa sottoposti
allo screening hanno mostratoquindi i valori di Rf che in altre
sperimentazioni sono stati associaD@BA e ascladioldlaniri et al, 2013;
Ricellietal,2007)E® nt er essante notare che, t
e distinto per la velocita con la qualda iniziato e terminao la
degradazione della patulinegn la produzione finale di DP£&-ig. 4, 5, 6).
Isolato daFicus caricaa Larino (CB),e stato inserito negjruppo E (RFLP)

e dai dati ottenuti dal confronto delle sequenze apparterrebbe al genere
Rhodosporidiunspp. Anche L134, isolato d&icus carica a Larino (CB),

ha iniziato e concluso velocemerlte degradazione della micotossina;
prodotti finali su TLC hanno mostratalue spot con Rf=@6 e RE 025

(Fig. 7, 8).Tra gli altri isolati quelli piu veloci nei processi degradativi
sono risultati essere L104, L105, L106, L108, L109, L110, L111, L370 che
al terzo giorno di incubazionBanno fattorilevare la scomparsdella
patulina e la comparsa deuovi prodotti.Al sesto giorno di incubazione

con la micotossina i seguenti isolati hanno quasi concluso la sua
degradazione: L127, L129, L209, L268, L269, L214, L215, L350, L352,
L357, L358, L359, L36QL361, L363, L366, L372, L373; mentre nel caso
dei lieviti L145, L146, L151 lo spot della patulina & gia scompéFgy. 9).

Un gruppo di I sol ati ~ stato pi ¥ |
comprende i lieviti: L117, L138, L144, L141150, L153, L201, L207,
L211, L249, L250, L251, L252, L386, L378, L413, L4260 questi casi al
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sesto giorno di incubazionle spot ddla micotossina erisultato ancora
presente, nonostanta comparsa deprodotti di degradazione (Fig. 9)n
paticolare dei 48lieviti capacidi degradare la micotossina, 22ultano
provenire da isolamenti effettuati a Larino (CB) da due specie vegetali
(Ficus caricae Malus domestica Altri 20 derivano da isolamenti nelle
Isole Tremitj le specie vegetali di origingonostateCrithmummaritimum

Malus domestica Ficus caricg Prunus persica Spartium junceum
Asparagus acutifoligPunica granatumSmilax asperaDa queste due aree
geografiche proviene il maggior numeroishlati (Grafici3, 8§ 9, 10). In
entrambi i casi il gruppo RFLP prevalerg E.ll fatto che un gran numero

di lieviti risultati in grado di degradare la patulina siano statiaisala
specie vegetali coltivateF{cus carica e Malus domestica puo far
ipotizzare che questa loro caratteristica possa essere il risultato di una
pressione selettiva esercitata da funghi patogeneXpansuinpresenti nel
microhabitat condizioneche spinge a sviluppare meccanismi di resistenza
alla tossina.Infatti da isolamenti effettuati su marciumi di mele é stato
possibile ottenere solo batteisultati capaci di crescem di degradare la
patulinaal | a concentrazi on ete rkimartiint lg / ml ;
tossina agisce da fattore selettivei confronti dei microrganismi presenti
sulla superficie ddrutti (Ricelli et al,, 2007).

Per gquanto riguarda | 0iden2)fi caz
prodotto durante la degradazione aerobica della patulina da parte del lievito
R. kratochvilovae LS11, sono state effettuate numerose prove di
degradazioneper isolarlo e, nonostante dagli estratti colturali si
evidenziasséa presenza di tale prodotto,daa concentrazione (minoritaria
in rapporto a quelle degli altri componengi)la suaforte instabilita non

hanno permesso ditenerne una quantita sufficiente e puraghearirne la

84



struttura chimica. Si € constatato durante le prove di purificazibael
composto si trasformavelocementein DPA, di cui & probabilmente
precursore. Le prove effettuate possono fornire indicazioni per future

ricerche, necessarie pendividuarela struttura chimica di tale metabolita.

9. Conclusioni

Nel | 6ambiotta ad ebliload ogi ca unodéi mport :
per la selezione di nuovi antagonisti € rappresentata dalle popolazioni di
microrganismi naturalmente presenti sulle supenegetali di piante e
frutti. Sebbene i lieviti piu noti (com&. cerevisiag rivestano un ruolo
importante nelle diverse applicazioni scientifiche, commerciali, mediche,
i gnor ar e imgleaiaaltre specie di fevitdrischia di far perdere le
opportunita che una enorme fonte di biodiversita genetica e biotecnologica
offre. Mol t i gener.i dei cosiddett ol i
natural mente caratteristiche molto
acidi organici, ai composti aromatici e fenolici, la capacita di crescere in
presenza di metanolo o di resrgted una gran varieta di composti tossici.
La scoperta di tali peculiarita ha determinato un rinnovato interesse nello
studio della fisiologia, del met abo
convenzi parapeiméttereli fargvare a nuove utilapplicazioni
biotecnologiche ed industriali imn prossimo futurgBuzzini e Vaughari
Martini, 2006).

Questo lavoro di ricerca ha studiato i lieviti rosa collezionati presso il
| aboratorio di Pat ol ogia Vegetal e d:
isolati dalla fillosfera e dalla carposfera di diverse specie vegetali. Una loro
prima probabile identificazione tassonomitaevidenzi&o la prevalenza
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di appartenenti ai genefRhodotorula Cryptococcus Sporobolomyces
Rhodosporidiunspp. che in letteratura sono noti per possedere capacita
funzionali alla lotta biologicalnoltre quarantottasolati hanno tollerato la
presenza della patulina nel mezzo colturale degradandola in condizioni di
aerobiosi; questo li rende particolarmenit@eressanti per eventuali
applicazioni nel campoedlla detossificazione biologica della patuliha
maggior parte di essi apparterrebbe ai gendRhodotorula
RhodosporidiumCryptococcuspp.. Questo dato conferma la possibilita di
isolare dalle supexi vegetali lieviti che hanno sviluppata capacitadi
degradare micotossingrobabilmente per una pressione selettiva esercitata
nel microhabitat dal fungo fitopatogerca comprensione dei meccanismi

alla base della degradazione aerobica della patdinparte dei lieviti rosa
potrebbe permettere di sviluppare nuove strategie per prevenire la
contaminazione da tale micotossina o per detossificare i prodotti derivati da
frutti infetti. La possibilita di una degradazione aerobica eviterebbe inoltre
lecompl i cazi oni connesse ai costi del
per operare in anaerobiosin concl usi one, gl i studi
e sulla loro distribuzione negli ecosistemi, sulla loro biodiversita e sulla
complessita delle interazioesistenti tra i microrganismi e i diversi fattori
ambientali nonché quelli sui meccanismi alla base della loro capacita
degradativa nei confronti di metdliib tossici, rappresentano

u nnd@portante risorsa per acquisire nuove conoscenze utili ad aneels
future ri cerche nell 6ambi to del | a
informazioni potrebbe costituire la base per lo sviluppo di nuove tecnologie

innovative che, oltre a garantire una produzione migliore in termini di

quantita e di qualita, siano¥pi compat i bi | i con | 6es:s
nell 6ottica del | a salvaguardi a del
consumatore.
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10. Tabelle
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Tabella 1. Raggruppamentdli isolati di lieviti rosa in base ai profili RFLBpattern
ottenuti dalla digestione con enzima di restrizibtnaf | delle regioni ITS amplificate).

GRUPPI RFLP ISOLATI
L2, L3, L75, L89, L91, L129, L144, L147, L150, L158, L160, L1t
GRUPPO A
L162A, L162B, L163, L166, L167, L207, L231, L235 e L237;
GRUPPO B| L244, L377, L394, L405 e L413;
GRUPPO | L226, L239, L241, L242, L375, L387, L422, L427, L384 e L448
GRUPPO D| L393, L382, L383, L389, L395, L398, L399, L425, L431 e 437
L4, L94, L104, L105, L106, L107, L109, L110, L2111, L2127, L13¢
L143, L145,L148, L151, L154, L155, L156, L168, L172, L175,
GRUPPO E L178, L183, L201, L209, L210, L215, L257, L268, L345, L350,
L351, L353, L357, L359, L361, L362, L363, L366, L370, L371B,
L372 e L373
L200 e i ceppi di riferimentaS11,PYCC 4818, SJ73, SJ76, SJ71
GRUPPO F
SJ94, SJ176 e SA7
GRUPPO G L206, L384B e L435 il ceppo di riferimentd.-76-2
GRUPPO H| L249
GRUPPO I| L420, L371A e L386A
GRUPPO J L421
GRUPPO K| LS69
GRUPPO L| LS70

88



Tabella 2. Lieviti rosacon attivita degradativa verso piatulina, con indicazione della

specie vegetalelella zona geograficar i gi ne del | 6i sol ament o e
Isolato specie vegetale zona geografica RFLP
L104 Malus domestica Larino (CB) E
L105 Malus domestica Larino (CB) E
L106 Malus domestica Larino (CB) E
L108 Malus domestica Larino (CB) /
L109 Malus domestica Larino (CB) E
L110 Malus domestica Larino (CB) E
L111 Malus domestica Larino (CB) E
L117 Malus domestica Larino (CB) /
L127 Malus domestica Larino (CB) E
L129 Malus domestica Larino (CB) A
L134 Ficus carica Larino (CB) /
L138 Ficus carica Larino (CB) /
L144 Ficus carica Larino (CB) A
L145 Ficus carica Larino (CB) E
L146 Ficus carica Larino (CB) /
L147 Ficus carica Larino (CB) A
L150 Ficus carica Larino (CB) A
L151 Ficus carica Larino (CB) E
L153 Olea europea Larino (CB) /
L200 Ficus carica Larino (CB) F
L201 Ficus carica Larino (CB) E
L207 Ficus carica Larino (CB) A
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Tabella 2. Lieviti rosacon attivita degradativa verso piatulina, con indicazione della
amento

specie vegetalalella zona geografiear i gi ne del | 6i sol
Isolato specie vegetale zona geografica RFLP
L209 Prunus persica Isole Tremiti (FG) E
L211 Malus domestica Isole Tremiti (FG) /
L214 Ficus carica Isole Tremiti (FG) /
L215 Prunus persica Isole Tremiti (FG) E
L249 Prunus armeniaca Portocannone (CB) H
L250 Pistacia lentiscus Campomarino (CB) /
L251 Pistacia lentiscus Campomarino (CB) /
L252 Pistacia lentiscus Campomarino (CB) /
L268 Euphorbia paralias Campomarino (CB) E
L269 Euphorbia paralias Campomarino (CB) /
L350 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) E
L352 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) /
L357 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) E
L358 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) /
L359 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) E
L360 Spartium junceum Isole Tremiti (FG) /
L361 Spartium junceum Isole Tremiti (FG) E
L363 Malus domestica Isole Tremiti (FG) E
L366 Malus domestica Isole Tremiti (FG) E
L370 Crithmummaritimum Isole Tremiti (FG) E
L372 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) E
L373 Crithmum maritimum Isole Tremiti (FG) E
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Tabella 2. Lieviti rosacon attivita degradativa verso piatulina, con indicazione della

specie vegetalaella zona geografiear i gi ne del | 6i sol ament o e
Isolato specie vegetale zona geografica RFLP

L378 Asparagus acutifolia Isole Tremiti (FG) /

L386 Ficus carica Isole Tremiti (FG) I

L413 Punica granatum Isole Tremiti (FG) B

L420 Smilax aspera Isole Tremiti(FG) I
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11. Grafici
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Grafico 1. Distribuzionedeilieviti rosa in funzione della specie vegetdiecui sono
statiisolai e del gruppo RFLP di appartenenza
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Grafico 2. Distribuzione dei lieviti rosa in funzione della zona geograificee sono
stati isolatie del gruppo RFLP di appartenenza
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Grafico 3. Numero di isolati dei lieviti rosan funzione della specie vegetala cui
sono stati isolaté della zona geograficbove sono stati isolati
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Grafico 4. Distribuzionedelle specidli lieviti rosg ottenute dalla prima probabile
identificazione tassonomica.

94



45 -
40 -
35
30 -
25 +~

20 ~ E non degradazione

numero isolati

15 - B degradazione
10 -

A B C D E F G H 1
gruppi RFLP

Grafico 5. Distribuzione dei lieviti rosén funzione delladegradazione diel patulinae
delgruppo RFLP.
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Grafico 6. Distribuzione deilieviti rosa che degradano la patulina in funzione della
specie egetaleda cui sono statsolai e delgruppo RFLP
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Grafico 9. Distribuzione deilieviti rosache degradane chenon degradano la patulina,
in funzione della zona geografida cuisono statisoldi.

40
35 1
30
25 -
20 ~

® non degradazion

numero isolati
H
[6)]

S 1 ®m degradazione

\J
;\0 \\ﬂ\\ e A sste\%Of&g&“&\?@%@‘%‘:\s&gw
W f\x\\os& @((\ IR\ \N\'\\QJ‘\@@‘(‘\O\O\O&@W X

ORI AR AR ©
RS s%\ §\° ANORNIRNENARI R
R A N AR O R RS SN
M oV (o ! Qg{‘\ ®
?»%,s%* o

specie vegetale origine dell'isolamentc

Grafico 10. Distribuzione dei lieviti rosa che degradaeochenon degradano la
patulina, in funzione della specie vegetala cui sono stati isolati
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12. Figure
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Figura 3 Gel elettroforeticodelle regioni ITS di lievito rosamplificate
usando i primer ITS4 e ITS5 (Whae al, 1990) e successivamente
a2G6G21L2ad0S | RAISaGA2y S deinA f pgrdfill

individuano almeno 10 dersi gruppi RFLP. Il profilo corrisponder
| fisbla@ L453 & molto similelpdzSt €t A AYRAOIF GA O2y
ma contiere due bandedi circa 105 e 115 basinzichéunabanda di 110
come gli altri membri di questo gruppd.ceppi di riferimento sono:-£6-2,

Sporobolomycesspp; LS69Rhodotorula mucilaginosd.S70Rhodotorula
minutae 1AM 13.481Sporobolomycespp.
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Figura 4. TLC relativa agli estratti colturali del 1° giorno di incubazio
del saggio di degradazione della patulina degli isolati: 1. LS11, 2. LSz
L2060, 4 . L201, 5. L206, 6 . L20
controllo (7) e costituito dal substratoo | t ur al e Li Ba+
lo standard 1 é costituito da DPA, lo standard 2 da patulina.
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Figura 5. TLC relativa agli estratti colturatiel 3° giorno di incubazione
del saggio di degradazione della patulina degli isolati : 1. LS11, 2. L
3. L2000, 4. L201, 5. L206, 6.
controllo (7) € costituito dal substrato colturale LiBa+patulina :
€ g/ lmktagndard 1 é costituito da DPA, lo standard 2 da patulina.
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Figura 6. TLC relativa agli estratti colturali del 6° giorno di incubazio
del saggio di degradazione della patulina degli isolati : 1. LS11, 2. L.
3. L200, 4. L2011, 5. L206, 6.
controllo (7) — costituito dal
lo standard 1 é costituito da DPW& standard 2 da patulina.
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Figura 7. TLC relativa agli estratti colturali del 1° giorno di incubazio
del saggio di degradazione della patulina degli isolati: 1. LS11, 2. LSz
L117, 4 . L134 5. L138, 6 . L1
controllo (7) € costituito dal substoat c ol t ur al e Li Ba
lo standard 1 e costituito da DPA, lo standard 2 da patulina.
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Figura 8. TLC relativa agli estratti colturali del 3° giorno di incubazio
del saggio di degradazione della patulina degli isolati: 1. LS11, 2. L

3. L1127, 4. L134 , 5. L138, 6
controllo (7) e costituito dal substeatcolturale LiBa+patulina 10(
eg/ ml ; | o standard 1 =~ costitu
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Figura 9. TLC relativa agli estratti colturali del 6° giorno di incubazio
del saggio di degradazione della patulina degli isolati: 1. L145, 2. L
3. L147, 4 . L150, 5. L151,
controllo (6) & costituito dal substratoeolt al e Li Ba+pat
lo standard 1 & costituito da DPA, lo standard 2 da patulina.
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