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RIASSUNTO

Fusarium graminearura un importante fungo fitopatogeno responsabile diesariosi
della spiga di numerosi cereali quali frumento, sraiorzo. Durante l'infezione, oltre a
sintetizzare un pool di enzimi detti cell wall dading enzymes importanti per la
colonizzazione dei tessuti dell'ospite, il fungamg@uce alcune tossine tra le quali la piu
importante e il tricotecene DON.

La quantificazione del DON, conosciuto anche earamitossina, € molto importante
per gli effetti che questa tossina ha sulla saduienale e su quella umana. Dalle analisi
effettuate durante questo lavoro € emerso comendizioni ambientali ed un corretto
trattamento delle colture con prodotti fitosanitdurante la fase di fioritura e spigatura
possano influenzare il quantitativo di DON presergle cariossidi.

Durante la fase di infezione, la produzion®@N viene modulata da numerosi fattori
presenti nell'ospite tra cui il pH e I'acido fercdi. Quest’ultimo e presente nella parete
della cellula vegetale. Dai risultati ottenuti atetpossibile constatare come in colture
vitro di F. graminearumil pH acido e I'acido ferulico svolgano un’azioogposta per
guanto riguarda la sintesi di DON, ossia un effettucente per il pH acido e repressivo
per I'acido ferulico.

Attraverso un saggio dell’attivita laccasicaegnerso, inoltre, come malgrado nel
genoma diF. graminearumnsiano riportati nove geni putativi di laccasi, ngss attivita
laccasica sia stata riscontarta vitro neppure in presenza dell'acido ferulico, fenolo
capace di indurre attivita laccasica in altri funghuttavia, € stato osservato che nei
mezzi contenenti acido ferulico e indotta la pradoe di altri metaboliti il cui ruolo deve

essere ulteriormente indagato.






ABSTRACT

Fusarium graminearunthe casual agent of thaisaiumHead Blight, is an important
fungal plant pathogen which infect many crops Ik&eat, maize and barley. During the
infection this fungus, for colonising host tissupgduces an enzymatic pool called cell
wall degrading enzymes and some toxins, among whielmost important is the DON.

The quantification of DON, also know as vomitoxis very important for the effect
that this mycotoxin have on animal and human hedhle analysis performed during this
work showed that the ambient conditions and theecbruse of pesticides during
flowering and earing of the crops can influence@M@N accumulation in the kernel.

The DON production is modulated by many hostdi@acamong which the pH of host
tissues and ferulic acid contained in the cell wallone experiment performed in liquid
culture it is shown that DON synthesis Bygraminearums induced at acidic pH while
is repressed by ferulic acid.

Analysis of laccase activity showed that, desghie genome of. graminearum
contains nine sequences putatively coding for ke&cao laccase activity was detedited
vitro even in presence of ferulic acid. Ferulic acid ghenol capable of inducing laccase
activity in other fungi. However, it was observdthtt in media containing ferulic acid

other metabolites accumulated in the culture whokeshould be further investigated.






1 INTRODUZIONE

Le micotossine sono molecole tossiche prodattealdune specie fungine, quali per
esempio Fusarium, Aspergillus, Penicillum Le colture maggiormente colpite
dall'attacco di questi funghi, e quindi piu ricclid queste sostanze, sono quelle
cerealicole (frumento, mais, orzo). Tali tossineag@no infatti sintetizzate durante la fase
di infezione da parte del fungo e questo procesgogyvenire in qualsiasi momento del
ciclo produttivo della pianta.

La rilevazione di queste tossine risulta essamto importante perché esse sono
dannose non solo per 'uomo ma anche per gli aminn&htti tali sostanze, in seguito ad
ingestione, possono provocare intossicazioni cheniz acute diverse a seconda del tipo

di tossina.

1.1 | Tricoteceni: Deossinivalenolo (DON).

| tricoteceni sono un’importante classe di missine. Essi sono metaboliti secondari
(sesquiterpeni) prodotti da diverse specie fungriade quali la pitu importante dal punto
di vista tossicologico € Fusarium(Grove, 1988). Sono state identificate piu di 180
gueste molecole e per molte di esse e stato $tabiie il sito di attacco sono i ribosomi
delle cellule eucariotiche. Tali metaboliti, infattegandosi alla peptidil transferasi
dell'unita ribosomiale delle cellule eucarioticl@piscono la sintesi proteica (Ueno Y.,
1977). Anche a basse concentrazioni (110° M) i tricoteceni sono potenti fitotossine in
grado di procurare nella pianta ospite sintomibiiscome clorosi e necrosi (Desjardins
et al., 1993).

Tutti questi metaboliti secondari presentano simattura centrale triciclica chiamata
tricotecene e un eposside in posizione Cl12 e CaBdamentale per la tossicita
(Desjardins et al., 1993) (Fig.1).
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Figura 1: Struttura di base dei tricoteceni con tabella rapgntante le diversita strutturali tra le varicatissine
(tratto da Trichothecenes in cereal grainsForoud et al., 2009).

Sulla base della loro struttura, questi metabstino stati suddivisi in diversi gruppi
indicati con le lettere A, B, C e D. Fin dalla lssooperta, gli studi su queste molecole si
sono concentrati soprattutto sulla ricerca dedétéfche la loro tossicita poteva causare
sia alla salute umana che a quella animale: I'édpas ai tricoteceni € infatti molto
elevata sia per I'uomo, in quanto tali sostanze® gwasenti in numerosi alimenti, sia per
gli animali in quanto i loro mangimi sono costityer la maggior parte da cereali.

All'interno del gruppo dei tricoteceni di tipo, Bina delle micotossine di maggior
rilevanza e il Deossinivalenolo (DON) prodotta dauae specie diFusarium e in
particolare da=usarium graminearunschwabe (Rotter et al., 1996). Questo metabolita
secondario é caratterizzato da un gruppo chetositacarbonio in posizione 8 della
struttura di base di epossitricotecene (Fig.1).

Lo studio e la quantificazione di questa micstas, conosciuta anche come
vomitossina, risulta essere molto importante n#bee zootecnico: infatti, se presente a
concentrazioni di 1000pb (parti per miliardo) di mangime pud provocare hagimali
rifiuto del cibo, ridotto aumento di peso e vomiémche a basse concentrazioni pero puo
causare danni al bestiame in quanto induce immuyaposssione e quindi una maggior
predisposizione degli animali all'insorgenza diralfpatologie. Tuttavia il problema
legato alla tossicita di questa molecola risultaees anche di interesse per la salute
umana: l'ingestione diretta di cereali contamir@indiretta tramite prodotti di animali
alimentati con mangimi contaminati dalla tossina) portare a rischi per la salute umana
causando gastroenteriti e, se la micotossina ensgumodo prolungato, insorgenza di
malattie croniche.

Per questi motivi in anni recenti la Comunitardfiea si € impegnata a fornire delle
linee guida attraverso le quali porre anche deitilimassimi di contaminazione da DON

sia negli alimenti, che nei mangimi. Per quantaaigla i cereali non trasformati ad uso



umano diversi dal grano duro, la legge sanciscdinuite di 1250 ppb di micotossina,
secondo il Regolamento CE 1881/2006; mentre ned dagranella per uso animale,
contenuta in mangimi complementari e completiniite € imposto a 8000ph, secondo
la raccomandazione 2006/576 del 17 agosto 200@cotat nella Gazzetta Ufficiale della

Comunita Europea del 23 agosto 2006.

1.2 La fusariosi della spiga del grano.

La fusariosi della spiga del grano (in ingldsesarium Head Blight, FHB) & una
malattia causata d&lusarium graminearunsSchwabe (telomorfoGiberella zeaeSchw.
(Petch)).

Il primo caso documentato di FHB e stato in ifiglra nel 1884, dove tale malattia
veniva chiamata “la scabbia del grano” (Stack gt26103). In seguito sono stati registrati
altri casi in varie parti del mondo: in Asia (Bdia., 2004), in Australia (Burgess et al.,
1987), in Europa (Parry et al., 1995; Xu et al.0&0 in America (Gilbert et al., 2000;
McMullen et al., 2003) e in Sud Africa (Kriel et ,a2008; Scott et al., 1988). E' proprio
in quest'ultima Nazione dove i problemi legatiFiB si manifestano maggiormente e
guesto a causa di un sistema binario di avvicendam@nais come coltura estiva e
frumento come coltura invernale) in cui i resti ldetolture permangono nel suolo
rappresentando la principale fonte di inoculo mé#zione (Kriel et al., 2008).

L’attacco da parte déi. graminearumavviene generalmente prima del raccolto, e in
particolar modo, se le condizioni ambientali rianth favorevoli per lo sviluppo del
fungo come per esempio climi piovosi ed umidi ead temperatura tra i 10° e 30° C°,
durante la fase di fioritura. Se I'andamento cliotae particolarmente umido, tra le
spighette si possono infatti osservare delle massecioni costituiti dagli sporodochi che
contengono i conidi, fondamentali per la propagazidel fungo (Blandino et al., 2010)

(Fig.2).



Figura 2: Immagine rappresentate evidenti sintomi
di disseccamento causati dalla fusariosi deligasplla
maturazione (1).

Disseccamento delpighette con elementi di
propagazione del fungo (2).

(L'Informatore Agrarig 2010)

L'infezione si manifesta in seguito all'attactal fungo, il quale puo penetrare in vari
modi e soprattutto attraverso I'ovario simulandizibne di un granulo pollinico. Una
volta giunta a livello dell’ovario la spora germiaala questo momento in poi il patogeno
e in grado di diffondere in modo sistemico nell@agWanyoike et al., 2002). Necessari
per la penetrazione e la colonizzazione dei tessstiltano essere un pool di enzimi detti
Cell Wall Degrading Enzymes (CWDE). Tra di essi sono Poligalatturonasi,
Pectinmetilesterasi e Xilanasi che permettono tdgemno di degradare e quindi superare
la parete cellulare che rappresenta il primo ostager iniziare l'infezione vera e propria.
E' per questo motivo che tale gruppo di enzimi @iermai considerato il fattore chiave
nella patogenesi dél. graminearum(Hammer et al., 1997).

Tale infezione e responsabile di ingenti darl@ eolture cerealicole situate in varie
parti del mondo. In particolar modo, in seguit@atbalattia si ha un notevole calo della
produttivita: l'infezione va infatti a colpire leagossidi di frumento portando ad un
progressivo disseccamento della spiga con danmjugatitativi, dovuti alla diminuzione
della produzione unitaria della coltura, sia qa#iM, causati dall'ottenimento di
cariossidi vuote e a ridotto contenuto proteicoi gldtine. Inoltre e stato riscontrato
come nelle piante colpite da fusariosi della spigasia un notevole accumulo di
micotossine ed in particola modo del tricotecened3mivalenolo (DON). Tali tossine
vengono sintetizzate d&. graminearumdurante la fase di infezione della pianta di

frumento: questi metaboliti secondari sono in gradatti di interferire con la sintesi
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proteica della pianta ospite impendole di sintetiez efficaci sistemi di difesa e
facilitando in questo modo l'infezione della pianta

La valutazione della gravita della fusariosil@aapiga viene generalmente quantificata
utilizzando la scala di Parry (Parry et al., 199%)n valori compresi tra 0 e 7, a cui
corrisponde un intervallo percentuale di superfidadla spiga che presenta sintomi
evidenti della malattia (Fig.3). Molto importanteagche il momento in cui effettuare la
rilevazione dei sintomi. Essi sono infatti maggiente visibili nella fase finale di
riempimento della cariosside, e cio risulta ancior gvidente se la coltura si presenta
ancora verde e manifestando spighette dissecchtanfario, invece, in seguito a climi
caldi e asciutti, l'identificazione dei sintomimiesenta molto piu difficile e soggetta ad
errori in quanto le spighette colpite dall'infeziopotrebbero essere confuse con altre
disseccate in seguito al progressivo processorgiseenza della pianta o a fenomeni di
stress (Blandino et al., 2010).
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Figura 3: Relazione tra la gravita dei sintomi della fusdraela spiga di frumento e il contenuto in Deogsifenolo

(DON) secondo la scala di Parry (tratta‘danformatore Agrario” del 2010)
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1.3 Interventi per limitare la fusariosi della spica.

Molte ricerche recentemente effettuate, hannonodirato come per gestire
correttamente la problematica della fusariosi defllga, sia necessario fare una corretta
analisi di tutti quei fattori che potrebbero incesmarne l'insorgenza. Il primo parametro
da tenere in considerazione risulta essere innatitutilizzo di una corretta tecnica
agronomica: da alcune ricerche effettuate in CelBtnmpa, € risultato infatti evidente il
ruolo ricoperto dall'avvicendamento. Da questi stu@merso che i principali rischi di
infezione si presentano nelle colture di frumerite succedono ad una coltura di mais da
granella (Reyneri et al., 2010). Questo € presumédite dovuto all'elevata infezione
delle paglie di queste colture da parte degli agigita FHB (Gourdain, 2008). | residui
colturali presenti sulla superficie del suolo raggantano la principale fonte di inculo in
guanto i funghi sopravvivono e svernano all'intednguesti residui colturali (Khonga e
Sutton, 1988). Inoltre, altri fattori che risultaressere importanti per una riduzione
dell'infezione sono: l'utilizzo di varieta poco segibili alla malattia ed un corretto
trattamento fitosanitario. Le sostanze attive maggente utilizzate in Italia perche piu
efficaci contro I'FHB sono: il tebuconazolo e ibploraz, entrambe applicate durante la
fase di spigatura della coltura (Pancaldi et a@04&e 2005). Per ottenere i migliori
risultati, € comunque necessario che il trattamemoga effettuato tempestivamente
all'inizio dell'emissione delle antere sulla spajee rappresenta il momento di maggior
suscettibilita al patogeno (Pascale et al., 20P@05). La tempestivita del trattamento pre
e post-infezione risulta essere fondamentale pemete un'effettiva efficacia contro
I'FHB: i prodotti fitosanitari devono infatti esgeutilizzati nei momento della crescita
della pianta in cui il rischio di infezione si pegga piu alto (piena spigatura e inizio della
fioritura della coltura) (Pascale et al., 2004 630

Oltre a cio bisogna tener conto da un lato anedutti questi fattori interagiscano tra
loro contribuendo ad aumentare notevolmente la tesajpa del sistema, e dall'altro
bisogna considerare come in aggiunta a tutti questnti della malattia vi sia anche il
clima il quale assume una valenza nettamente superispetto a quella del rischio

agronomico (Campagna et al., 2005).
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1.4 La regolazione della sintesi dei tricoteceni.

Durante la fase di infezione della pianta (ppatmente frumento, mais ed orz®),
graminearumattiva i geniTRI responsabili del pathway di produzione dei triceta
Non e ancora ben chiara la modalita di regolazdinguesti geni, ma si € a conoscenza
che essi fanno parte di un cluster che include erdire regolatori trascrizionali che
controllano I'espressione dei genRI (Merhej et al., 2011). In questi ultimi anni si
posta grande attenzione allo studio delle vie hiesiche dei tricoteceni, e ci0 ha
permesso di conoscere a fondo tutti i g@ml che costituiscono il cluster genico
conosciuto coméFg TRIS cluster” (Hohn et al., 1993; Brown et al., 2004). Esso e
composto da sette geni responsabili della sintedlDEON e dei suoi derivati, da due geni
coinvolti nella regolazione della trascrizionER]6 e TRI10Q e da un gene che codifica
per una proteina di trasporto (Desjardins et a@31XKimura et al. 2007; Proctor et al.
1995; Tag et al. 2001). Il gene di maggior integassulta perd essereTiRIS esso infatti
codifica per la tricotecene sintasi, enzima chiagla via biosintetica del DON. E stato
infatti dimostrato come in mutanti privati di quegiene, ci sia una drastica diminuzione
della loro virulenza su piante di frumento e l'ipaaita nel proseguire l'infezione (Hohn
et al.,1992; Maier et al. 2006; Proctor et al. )9%uttavia, € stato anche constatato
come i tricoteceni non siano fondamentali per agtdanfezione iniziale o quella della
spighetta, ma siano invece fondamentali per latpagziene del fungo nel rachide e per il
successivo manifestarsi della malattia (Janseh, &095).

Studi effettuati su colturi@ vitro di Fusarium graminearugrhanno dimostrato come la
presenza di fenoli, come I'acido ferulico (Figgiano in grado di modulare I'espressione
dei geniTRI e quindi la produzione di tricoteceni in coltuirguide (Merhej et al., 2009).
Dallo studio di queste colturen vitro, € stato dimostrato come l'acido ferulico,
naturalmente presente nelle pareti delle cellulgetadi delle piante cerealicole, sia un
importante inibitore della produzione delle micaios da parte di differenti specie di
Fusariumtra cui anche iF. graminearun{Boutigny et al., 2009).
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Figura 4: Struttura chimica dell'acido ferulico.

Inoltre, sempre da studi svolti su colture laguidi F. graminearum é stato possibile
constatare come il pH svolga un ruolo molto impaeanon solo per la crescita del fungo
ma anche per la produzione di tricoteceni. SpostahgH da neutro ad acido, si ha
infatti un'induzione dell'espressione dei gamkl e un conseguente accumulo della
tossina. Anche in questo caso, come per l'acidalifer e stato riscontrato come
cambiamenti di pH possano indurre o meno la prashezdi DON in tutte le specie di
Fusarium e questo perché tale meccanismo risulta esseneired a tutti i chemiotipi
(Merhej et al., 2009).

1.5 Alcune tecniche per l'analisi quantitativa dek micotossine.

Attualmente esistono numerosi metodi per la tjfieazione del DON. Tra i piu
importanti vi &€ per esempio la gas cromatografi€)CGEssa rappresenta una tecnica
molto adatta per la determinazione dei tricotecaatk € anche la metodologia
generalmente piu utilizzata per effettuare queigto di analisi. Ad essa viene di solito
affiancata la spettrometria di massa (MS) e qupstohé tale metodo prevede Il'utilizzo
di gruppi idrossilici attraverso i quali € moltonsgglice ottenere composti con una
struttura chimica simile a quella di partenza atrao gli agenti tri-metilsililimidazolo
(TMSI) (Bily et al., 2003). Altra tecnica molto litizata per la sua velocita e facilita
d'uso e I'High Performance Liquid Chromatographyl(B). Essa consiste infatti nel
determinare la presenza del DON con il detectoostgto tra 214-229 nano metri (Bauer

et al., 1987; Sano et al., 1987). La separazion&ideteceni avviene attraverso I'utilizzo
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di una colonna a fase inversa (C18) e spesso dgtiatts un successivo utilizzo della
spettrometria di massa attraverso la quale é plessibnvertire il DON in composti
chimici differenti ma con la medesima strutturanasic. Questo risulta molto utile in
guanto i tricoteceni assorbono poco nel range deyli normalmente utilizzato nel
metodo HPLC (Agg) a meno che, tali tossine non vengano derivagzzain il p-
nitrobenzolo, e quindi possano essere rilevatenadunghezza d'onda di 254 nano metri
(Bauer et al., 1987; Sano et al., 1987).

Sono inoltre state sviluppate delle tecnicheid#ntificazione della presenza di
tricoteceni basate sull'utilizzo di test sieroldgieer effettuarli & possibile sia I'utilizzo di
anticorpi monoclonali che policlonali ricavati dalngue di alcuni mammiferi, come topo
e coniglio. Il principio che sta alla base di qeesicniche e quello di utilizzare anticorpi
in grado di legare I'antigene e produrre reaziommiediate ed evidenti ad occhio nudo
come per esempio zone di discontinuitd opache.est tELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) rientra in questo tipo di rdigtoe e permette di identificare la
presenza di micotossine quali il DON (Casale et E88). Questa tecnica richiede
I'utilizzo di anticorpi specifici in grado di legsir all’antigene. Tali anticorpi vengono
immobilizzati su un supporto in plastica e, dopsees stati posti a contatto con il
campione da analizzare, sono in grado di legalfanéigene di interesse qualora esso sia
presente nel campione. Il riscontro visivo delitfivo legame tra anticorpo e antigene
avviene grazie all'inserimento dello stesso tipoadticorpo legato ad un enzima (per
esempio la fosfatasi alcalina) in grado di degradar particolare substrato emettendo
cosi una colorazione. Questo tipo di analisi vispesso utilizzata in quanto sensibile e
veloce (Chu et al., 1986) anche se molto costosanelunghi tempi di attesa per il
reperimento degli anticorpi specifici.

Attualmente sono presenti in commercio numelasigrazie ai quali € possibile
effettuare in modo pratico e veloce la rilevazideé DON. Tra questi vi € per esempio il
Rapid One Step Assay (R.O.S.EHARM quantitative tes{(FOSS A/S, Hillerod,
Danimarca): grazie ad esso e possibile effettuasequiantificazione rapida ed immediata
del DON mediante l'utilizzo di strip cromatografeck di un apposito lettore in grado di
convertire l'intensita della colorazione in quantdi micotossina inppb (parti per
miliardo). Il principio di funzionamento di quessdrip € basato sulla presenza, in
corrispondenza delle linee; B T, di anticorpi immobilizzati e coniugati con sostan
coloranti. Una volta caricato I'estratto sulla gfrile eventuali micotossine presenti

(analiti) legandosi agli anticorpi ne destabilizaahlegame con le sostanze coloranti. In
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guesto modo si ha la formazione di una banda inspamdenza del punto C che verra
convertita in quantita di micotossina presente @i I'utilizzo di un apposito lettore.
Purtroppo alla praticita di questa metodologiacsittappone una minor accuratezza nella
rilevazione del DON e quindi un maggior margineediore rispetto alle tecniche piu

convenzionali.

1.6 Modelli previsionali per stimare il quantitativo di Deossinivalenolo nel raccolto e
guadro generale dellandamento climatico nel Venetaegli anni 2009 - 2010.

Da qualche anno si sta cercando anche in Vafieattuare un modello di previsione
dell'incidenza sia della fusariosi della spiga ce contenuto di DON nelle colture di
frumento. Tale metodologia si basa su un modeltissico, gia utilizzato in altri Stati
guali Olanda, Canada, Stati Uniti (Prandini et 2008), in cui le variabili considerate
sono costituite da temperatura, umidita relativigvgsitd o durata di specifiche
condizioni meteorologiche che possano favorirecidenza della malattia (De Wolf et
al., 2002). Queste importanti variabili meteorottgi vengono monitorate per 7 giorni
prima dell'inizio dellantesi e 10 giorni dopo liwio della fioritura. Elaborando questi
dati per mezzo di un’analisi statistica basataas@fjressione lineare, si ottiene un quadro
accurato e sufficientemente affidabile per stabition quale grado di rischio la fusariosi
della spiga si possa presentare durante la femetelsi (De Wolf et al., 2002).

Questo metodo €& stato anche applicato in Olacmtae tecnica per limitare |l
guantitativo di DON nei cereali destinati sia dii@®entazione umana che a quella
animale. In questo caso le variabili prese in abgrsizione sono state: regione di
provenienza, livello di resistenza della coltuda &HB, trattamenti effettuati, periodo di
fioritura, durata del periodo intercorso tra larifiora e la raccolta e le diverse condizioni
climatiche che si sono presentate durante le fagiedi crescita della pianta (Van der
Fels-Klerx et al., 2010). Anche in questo casaaaérso I'utilizzo di un’analisi statistica
basata sulla regressione multipla, &€ stato dimosttame vi sia una correlazione tra le
variabili biologiche prese in analisi e il quantita di DON nelle colture: in particolar
modo € stato possibile constatare come una coapdtisi statistica delle condizioni che
potrebbero favorire lincidenza dellFHB, sia un lida strumento per prevenire
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'accumulo di DON nelle colture ed evitare cosirayg rischi per la salute umana ed
animale che tale micotossina puo provocare (Varrdes-Klerx et al., 2010).

Sulla base di queste metodologie, da qualche anohe in Veneto si sta cercando di
attuare un sistema di prevenzione basato sull'apdéonclimatico registrato durante le
fasi di crescita e sviluppo delle colture. Per qaarguarda I'annata 2008 - 2009, si sono
registrate abbondanti piogge da ottobre fino adeaf875 mm contro una media di 440
mm), risultate invece piu scarse nel mese di madga rilievi effettuati la fusariosi
della spiga, favorita da piogge durante la fioataiel frumento, non ha avuto in questa
annata significativa incidenza.

Per quanto riguarda i primi mesi dell'anno 20h0ece, nella Regione Veneto si sono
mantenute le condizioni di elevata piovosita gigistate durante il corso del periodo
invernale. In particolar modo, le abbondanti piqggedute soprattutto durante il mese di
aprile, hanno interessato le colture dallo staditevhta fino alla spigatura ed in alcuni
casi fino ad inizio fioritura, creando cosi condizifavorevoli per un’elevata produzione
di inoculo per la fusariosi della spiga. Gli abbant temporali, verificatesi soprattutto
nell'area pedemontana, hanno provocato inoltrelaeni alle spighe facilitando cosi una
eventuale infezione da parte del graminearum Inoltre, bisogna considerare come,
soprattutto in presenza di terreni molto pesartn sia sempre stato possibile procedere
tempestivamente alle procedure di utilizzo dei ptodfitosanitari durante la fase di
spigatura, rimandando questa pratica preventiva fake di fioritura ormai ultimata,
perdendo cosi tutti i benefici arrecati da queigpio di trattamento.

Tuttavia, la scarsa piovosita e le elevate teatpee che si sono registrate durante le
settimane successive alla fioritura, hanno portatoun calo drastico delle condizioni
ideali per lo sviluppo della malattia permettendte aariossidi di maturare molto

velocemente.l(informatore Agrario,2010).
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2 SCOPO DELLATESI

Lo scopo della mia tesi e stato da un lato, lgqu#lindagare la presenza di tricoteceni
(quali per esempio il DON) in granella di frumertenero proveniente dal territorio
vicentino e dall'altro, quello di verificare il rloodel pH e della presenza di fenoli
sulllaccumulo di micotossina vitro. La quantificazione di questa micotossina € stata
effettuata durante il Tirocinio pratico applicatigvolto presso I'lstituto di Genetica e
sperimentazione agraria “Nazareno Strampelli” dnigo (V1). Da qualche anno questo
ente provinciale, in collaborazione con la Fondazicstudi Universitari di Vicenza,
I'Universita degli Studi di Padova e Veneto Agritod, si sta impegnando a sviluppare il
progetto“Contaminanti chimici e biologici nelle derrate drigine animale: valutazione
del rischio e strategie di prevenzion€bn il quale intende elaborare protocolli che,
attraverso adatti percorsi agronomici, siano indgradi favorire I'ottenimento di
produzioni cerealicole identificate per qualitaamita, in particolar modo per le tossine
Aflatossine, Fumonisine e DON.

In seqguito e stata analizzata I' induziomeitro del DON. Sono state effettuate diverse
prove su colture liquide dt. graminearumntroducendo nel terreno di coltura sia fattori
inducenti la produzione della micotossina (qualipii acido), sia sostanze che ne
potrebbero limitare la sintesi (quale lI'acido féra). Parallelamente a questo tipo di
analisi, e stata svolta una ricerca per verificsgeil F. graminearumsia in grado di
produrre attivita laccasica con cui poter ossida@mnposti fenolici del terreno di coltura

per ridurne I'eventuale azione tossica.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 Frumento tenero: origine e campionamento.

| campioni di frumento tenerdticum aestivum L) sono stati raccolti presso varie
Aziende e Cooperative del vicentino (Agribagnolo Lainigo, Agriberica di Poiana
Magg., Coop. S. Giusta di Asigliano V. ed Essiciatdoop. di Barbarano V.), aderenti
al progetto “Contaminanti chimici e biologici nelle derrate dorigine animale:
valutazione del rischio e strategie di prevenziane”

In particolar modo il campionamento e statotaisgo al centro di stoccaggio secondo
un protocollo concordato e i campioni prelevati sostati identificati per area di
produzione e distinti in due gruppi (Buona Pratigricola e pratica corrente per il
frumento o stress per il mais), in base al rispd@bprotocolli di coltivazione elaborati
per le colture di mais e frumento al fine di ricurt rischio di contaminazione da
micotossine. Sono stati effettuati tre prelievipmnti diversi della partita per mezzo di
una sonda di profondita. Questo ha permesso diexttedei campioni opportunamente
rappresentativi del peso di circa 3kg ciascunoc8sgivamente, essi sono stati sottoposti
ad essicazione in stufa ad un'umidita inferior@5®bo e conservati ad una temperatura tra

0°- 4° C fino al momento dell'analisi.

3.2 Quantificazione della micotossina Deossinivalelo (DON).

Prima di procedere con la quantificazione, i pemi sono stati macinati per mezzo di
un molino elettrico Molino Golia 4V della Novitel srl.) dotato di un contenitore
antipolvere. Per evitare contaminazione tra un ¢ang appena macinato ed il
successivo, il molino e gli utensili utilizzati smetati accuratamente puliti. Le farine cosi
ottenute sono state conservate in sacchetti etathet suddivisi per Consorzio o
Cooperativa, e riposti in una cella ad una tempesatompresa tra 0°- 4°C e ad
un’umidita del 40%.
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Per la valutazione e la quantificazione delleatossine presenti nel frumento tenero é
stato utilizzato il kit commercialRapid One Step AsséRR.0.S.A. CHARM quantitative
test(FOSS A/S, Hillerod, Danimarca), ritenuto il pipprdo e affidabile per questo tipo di
analisi. Esso prevede due tipi di protocollo peguantificazione della micotossina DON
nella farina di frumento: un’analisi quantitativancestrazione 1:5 e scala da 0 a 1000
ppb (parti per miliardo), e un’analisi quantitativancestrazione 1:5 e scala da 0 a 6000
ppb. La modalita utilizzata e stata quella con scal® & 600(@pb (detta anchéow pph
ritenuta piu precisa in quanto il range di analisulta essere piu esteso. Per entrambi
guesti protocolli & previsto 'uso di uno specifimonpone DONQ diluition buffef e di
particolari strip in grado di determinare, tramitea variazione colorimetrica, la quantita
di micotossina presente. Queste particolari stiifgpmate ancheateral Flow Testsono
costituite da una membrana cromatografica insér&adue supporti in plastica, da un
pozzetto per il caricamento dell’estratto da amzaliz, da una finestra per la lettura del
risultato contrassegnata dalle letterg T, (Test), C (Control) e da una zona assorbente,
opposta al pozzetto di carico, che favorisce ppilleata il flusso del campione lungo la
membrana.

Ogni campione, prima di essere analizzato, té stattoposto ad agitazione per circa 30
secondi in modo da risultare il pit omogeneo e meggntativo possibile. In seguito, 20g
di farina di frumento sono stati posti in un coriti@re di plastica da 180ml e portati ad un
volume di 120ml attraverso l'aggiunta di 100ml digaa distillata (rapporto 1:5). |
contenitori sono stati sottoposti ad una prima thsegitazione di circa 1 minuto e ad una
successiva fase di decantazione sempre di circadton Per eliminare eventuali residui
di farina, 1ml di surnatante & stato posto in umavegita eppendorf da 1,5 ml e
centrifugato a 6200 giri per 1 minuto. Dai campioantrifugati sono stati estratti 3d0
aggiunti in una nuova eppendorf da 1,5 ml contendml diDONQ Buffer 10Qul di
campione diluito sono stati dispensati in una ségpena posizionata sull'incubatore
caldo e lasciata incubare per 10 minuti. Al termiled'incubazione e stata rimossa la
strip dall’incubatore e verificata la formazionelldebanda C di controllo che deve
apparire in modo chiaro e uniforme. Dopo 3minuti teéamine dell'incubazione, é stata
effettuata la lettura dei campioni attraverso lizio di un apposito lettoreR.0.S.A. — M
Reader) in grado di determinare I'intensita relativaldeiflettenza delle linee ] T, e C,

indicando cosi la concentrazione della micotossir@se alle curve di taratura presenti.
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3.3 Coltura del fungo.

Il ceppoWild Type Virdi Fusarium graminearung stato allevato in piastre Petri su
terreno contenente Potato Dextrose Agar (PDA, Difooratories). Il fungo é stato fatto
crescere per 3 giorni ad una temperatura di 25° C.

Le colture liquide sono state ottenute in duetd&la 250ml contenenti ciascuna 50ml
del mezzo Mycotoxin Synthetic medium (MS) (k#0, 0,5 g/l, KHPO, 0,6 g/l, MgSQ
0,017 g/l, (NH).SO, 1 g/l, glucosio 20 g/l, biotina 0,1 mg/l, MNS 0yil/l) tamponato e
non tamponato con acido citrico 40mM (0,42g9/50mNaHPQO, 20mM (0,177g/50ml)
(Merhej et al., 2009k poste in autoclave per 15 minuti a 121° C. L'adefulico 1ImM
(Boutigny et al., 2009) e stato aggiunto solo igwst all’autoclavatura per mezzo di una
siringa sterile da 1ml e filtro sterile (Syringdtfds PVDF 13mm 0,22m) per evitare
che le alte temperature e pressioni facesseroaugiter il fenolo con altre molecole
organiche quali il glucosio. Ne é stata quindi argpa una quantita madre 100mM
ponendo 19,4mg di acido ferulico in 40@li etanolo 100% e portando successivamente
a volume con 4Qd di acqua. Da essa sono stati prelevati i @28ml in modo da
ottenere la concentrazione 1mM.

L’acidificazione del pH e lI'aggiunta di acidorddéico sono state effettuate per attuare
un esperimento di tipo fattoriale, in cui ogni sosta puo essere presente o assente. E’
stata quindi preparata una piastra monouso da 2Zefio (Tissue Culture Plade di cui
12 contenenti un tondello di agar (4 5 mm) contémenicelio diF. graminearumin
attiva crescita e 2ml di ciascuna delle quattroregslicate tre volte.

Le varie tesi sono state allestite come segue:

Acido citrico Acido ferulico
Tesi (40mM) e NaHPO, (ImM)
(20mM)
1 - -
2 - +
3 + -
4 + +

La coltura liquida e stata fatta crescere al baiol® giorni a 25° C.
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3.4 Analisi della micotossina.

Dopo circa 10 giorni di incubazione al buio a° a5, é stata effettuata un’analisi
mediante l'utilizzo di un HPLC (High Performanceqluid Chromatography) per
monitorare la produziona vitro di Deossinivalenolo. | campioni sono stati prepara
come descritto da Bily et al. (2003) prelevando tdinterreno di coltura da ogni pozzetto
e ponendolo in una eppendorf da 2ml assieme a Letilégicetato. Dopo aver atteso la
separazione di fase, e stato prelevato 1ml di samt& e posto in una nuova eppenorf da
2ml. Il lavaggio con 1ml di etil-acetato e il suss&o prelievo di 1ml di surnatante e
stato ripetuto una seconda volta. Dal campione @dshuto sono stati prelevati 1,5ml in
seguito posti in un becker in modo da far evapolatéd-acetato. Una volta portati a
secco i campioni sono stati ridisciolti in g0@i metanolo 50% (10ml di metanolo 100%
e 10ml di acqua) e posti in una nuova eppendoff,8el. Prima di essere analizzati con
'HPLC, i campioni cosi ottenuti sono stati filtrger mezzo di una siringa sterile da 1ml
e filtro sterile (Syringe Filtres PVDF 13mm 0,2&h).

25ul di ogni campione cosi ottenuto sono stati caricatHigh Performance Liquid
Chromatography (HPLC Aktapurifer™, GE Healthcargjteld Kingdom) per mezzo di
una siringa sterile da 1ml. E’ stata utilizzata enbonna (Hp ODS Hypersil 4,6x100mm)
a fase inversa (fg) e un loop da 24. L'eluizione é stata ottenuta utilizzando unaceia
di tamponi: tampone A contenente TFA 0,1% (aciditutroacetico) e un tampone B
contenente acetonitrilez®d 95:5. Il flusso é stato impostato a 0,5ml/minetib tampone

B é stato mantenuto costante al 15%. L'eluito ® stenitorato a 280nm.

3.5 Saggio colorimetrico dell’attivita laccasica.

Per verificare se F. graminearunfosse in grado di produrre attivita laccasica con
poter ossidare i composti fenolici del terreno ditwa riducendone I'eventuale azione
tossica, € stato effettuato un saggio dell’attitdacasica. La determinazione e stata
realizzata mediante l'utilizzo di uno spettrofotdreecome descritto da Wolfenden e
Willson (1982) in un volume totale di 8@5contenenti 700l di tampone Na acetato
50mM a pH 4 (2,5ml di acido acetico 1M diluito i@,8ml di HO e portato a pH con
soda), 100l di substrato 2-2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazeli@-sulphonate) (ABTS)
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2mM e 249 di campione prelevato dalla coltura liquida comete le quattro tesi (vedi

paragrafo 3.3). Il saggio enzimatico e stato effdti a 30° C monitorando i campioni ad
intervalli di tempo di 10 minuti circa, ad un’assanza di lunghezza d’onda di 420nm
(As20).

Sono state inoltre preparate cinque beute damRSfbntenenti 50ml di terreno
Slomczynski (glucosio 20g, glicerolo 2,8ml, L-istid 0,25g, CuS©0,078g, NaN®@
0,99, NaCl 0,99, KCI 0,25g, CaH,O 0,25g, FeS® 0,029, KHPO, 0,5¢
MgSO:x7H,O 0,25g) e cinque beute da 250ml contenenti 50mtedieno Szécsi
(NH4H,PO, 0,459, (NH).HPO, 1g, MgSQx7H,O 0,05g, KCl 0,25g, pO 500ml,
pectina 1% = 5g/500ml) inducenti entrambi I'attivibccasica. Dopo aver sottoposto ad
autoclavatura le beute, esse sono state inocutate5ctondelli di agar (@ 5 mm)
contenenti micelio dF. graminearumn attiva crescita ed incubate al buio per 3 giarn
25° C in agitazione a 100rpm. Il saggio enzimafieo saggiare l'attivita laccasica e stato
effettuato incubando 2 di campione con 1Q0 di substrato ABTS in 7Q0 di Na
acetato 50mM a pH 4 a 30° C direttamente in cuvetd@®ouso. L’'assorbanza e stata

misurata a 420nm (A ad intervalli di tempo di circa 10 minuti.
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4 RISULTATI

4.1 Presenza di DON in frumento tenero negli anni@9 — 2010.

Il campionamento ha interessato tutta la piagietabasso vicentino con 122 campioni
di frumento provenienti da diverse localita (Agdbalo di Lonigo, Agriberica di Poiana
Maggiore, Asigliano Veneto e Barbarano Vicentindgmenti al progettéContaminanti
chimici e biologici nelle derrate di origine aningalvalutazione del rischio e strategie di
prevenzione” promosso dalla Fondazione Cariverona e svoltoldailito di Genetica e
sperimentazione agraria “N. Strampelli” in collabnione con la Fondazione Studi
Universitari di Vicenza, I'Universita degli Studi ¢?adova e Veneto Agricoltura. Le
analisi sono state effettuate con l'utilizzo delRiO.S.A. CHARM quantitative tesin il
guale e stato possibile rilevare e quantificatedbtecene Deossinivalenolo. | valori cosi
ottenuti sono stati in seguito elaborati e divulghtrante il ConvegnoiContaminanti
chimici e biologici nelle derrate di origine aningalvalutazione del rischio e strategie di
prevenzione in allevamento.”

Confrontando i dati ottenuti nell’anno 2009 eljuegistrati nel 2010, e stato possibile
constatare come nel 2010 si sia presentato un @ardehnumero di campioni contenenti
una quantita di micotossina compresa tra 250 e ppb@Tab.1). Si é registrato anche un
incremento considerevole per quanto riguarda i cannnclusi nella classe 1250 — 6000
ppb di DON: nel 2009, infatti, solo lo 0,94 % dei caop ha presentato una quantita di
DON corrispondente a questo intervallo, contro(l4® % dei campioni registrati nel
2010 (Fig.5).

Nelle prove sperimentali che prevedevano l'igpigi prodotti fitosanitari, & stato
rilevato come il loro utilizzo durante la fase giigatura e fioritura, abbia diminuito il
guantitativo di DON nelle cariossidi (Tab.2). Daitidraccolti € emerso che, pur essendo
presente in entrambe le tipologie di campioneul@ngjta di micotossina é risultata essere
piu elevata nei campioni non trattati rispetto eeltjusu cui era stato effettuato il
trattamento. Nonostante cio, nell'anno 2010 soat sbmunque registrati valori piu alti
di DON rispetto all’anno precedente (Fig.6 e Fig.7)

E’ stato inoltre possibile constatare come rengioni con maggiore contenuto di
DON nelle cariossidi, &€ stata osservata una richezidella qualita del prodotto come si
osserva dai valori percentuali di proteine e delopettolitrico (Tab.3). Entrambi questi
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indici sono rappresentativi del danno produttivéeito alla cariosside da parte della
malattia. Dalle analisi effettuate & stata regiatranfatti, una diminuzione rilevante sia

del contenuto di proteine che del peso ettolitdeocampioni analizzati. Anche in questo
caso si sono osservate differenze tra i campiomusera stato effettuato un trattamento
con sostanze ad azione fungicida al momento dei¢gmtura e quelli dove invece cio non
era stato fatto. Inoltre risulta essere molto alee la differenza tra i campioni analizzati
nell'anno 2009 e quelli effettuati nel’lanno 2010ab.1): le differenze tra i campioni

trattati e non trattati sono piu rilevanti nell'an010 con un maggior calo sia del peso

ettolitrico e del contenuto di proteine.

N° Campioni
Intervallo ppb (ng/kg) 2009 2010
<250 101 34
250 — 1250 4 63
1250 — 6000 1 25
> 6000 0 0

Tabella 1. Distribuzione del numero dei campioni di frumenemdro analizzati

durante gli anni 2009 e 2010a Distribuzione dei campioni nelle diverse cladisi
DON differisce significativamente in base al T€ki Quadro di Pearson.

Percentuali campioni suddivisi per classi

0o, 2528
< 80
T 60
g. 40- O 2009
S 20 B 2010
o

<250 Tra250e Tra 1250 e
1250 6000

Contenuto in DON (ppb)

Figura 5: Percentuale di campioni di frumento, raccolti n@02 e 2010, suddivisi in tre classi di
contenuto di Deossinivalenolo.
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N° Campioni dell’'anno N° Campioni dell’'anno
2009 2010
Intervallo ppb Trattato Non Trattato Non
(ng/kg) Trattato Trattato
< 250 64 37 15 19
250 — 1250 0 4 30 33
1250 — 6000 0 1 5 20

Tabella 2: Numero di campioni di frumento tenero trattati enri@attati analizzati negli anni 2009 e 2010.
Nel 2009 la distribuzione dei campioni nelle diwectassi di DON differisce significativamente insbaal
Test Chi Quadro di Pearson, mentre per i campiaii 2010 non & stata registrata una differenza

significativa.

Percentuali campioni suddivisi per classi
Anno 2009

100.00

88.10

O Trattato
B Non Trattato

Campioni (%)

<250 Tra250eTra1250e
1250 6000

Contenuto in DON (ppb)

Figura 6: Percentuale del contenuto di Deossinivalenolo reiho 2009 in campioni di frumento
trattati e non trattati con sostanze ad azioneibichay
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Percentuali campioni suddivisi per classi
Anno 2010

O Trattato
B Non Trattato

Campioni (%)

<250 Tra250eTral1250e

1250 6000

Contenuto in DON (ppb)

Figura 7: Percentuale del contenuto di Deossinivalenolo raiho 2010 in campioni di frumento
trattati e non trattati con sostanze ad azioneibichay

2009 2010
Tesi Peso % Peso %
ettolitrico Proteine ettolitrico Proteine
(kg/hl) (kg/hl)
Trattato 78,96 11,75 76,56 12,08
Non 78,59 11,25 74,35 11,07
Trattato

Tabella 3: Dati relativi al calo del peso ettolitrico e deintenuto percentuale di proteine nelle cariosdidi
campioni di frumento tenero trattati e non trattatn prodotti fitosanitari, rilevati negli anni 280 2010.
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4.2 Effetti del pH e della presenza di acido ferulicowla sintesi di tricoteceni in

colture liquide di Fusarium graminearum.

Fusarium graminearumé stato allevatoin vitro sul mezzo minerale Mycotoxin
Synthetic medium (MS), terreno di coltura appogier la produzione di tricoteceni di
tipo B (Boutigny et al., 2009), addizionato condaccitrico, NaHPO, e acido ferulico in
combinazione fattoriale tra loro. La sintesi dcttieceni € stata monitorata dopo 10 giorni
mediante HPLC come descritto da Bily et al. (2003)r verificare il picco di DON, e
stato utilizzato uno standard (standard n°4 RIDASEN® DON, R-Biopharm Group,
Darmstadt, Germany) contenente 3B di DON. In questo modo e stato possibile
ottenere un cromatogramma (Fig.8) che indica stanipo di ritenzione del DON sia
della sua forma acetilata 15-ADON.

Dalle corse dei campioni dell’'esperimento, € ada presenza di piu picchi da
attribuire sia alla presenza di DON e della suamtbacetilata, sia alla composizione del
terreno e ad eventuali metaboliti secondari prodiddat fungo durante la sua fase di
crescita. Nonostante questo tutti i campioni hgomesentato due picchi: il primo circa in
corrispondenza di 1,7 ml e il secondo circa inispandenza di 2 — 2,30 ml. L'altezza di
guesti picchi e risultata notevolmente elevata canpioni contenenti il terreno MS
(tamponato e non tamponato con acido citrico g¢HR&)y) addizionato con acido ferulico
(Fig.11 e Fig.12). Solo nei campioni ottenuti daltdture tamponate (pH acido) e non
tamponate (pH neutro) I'altezza dei picchi si é atnata concorde con i valori attesi: il
campione contenente il terreno MS acidificato a&drao I'aggiunta di acido citrico e
NaHPO, ha infatti presentato un primo picco nettamente gd@vato rispetto a quello
rilevato nel campione contenente il solo terreno (#g.10 e fig.9). Questo conferma
dunque l'ipotesi, gia dimostrata da Merhej et 2009), secondo cui il pH risulta essere
un importante induttore dell’espressione dei geRl e di conseguenza uno stimolatore
della produzione della micotossina.

Il campione contenente il terreno MS addizionada acido ferulico, ha presentato un
primo picco a 2,03 ml di notevole altezza (51,76 unAFig.11). Nel campione ottenuto
dalle colture MS acidificato e con acido ferulisono stati rilevati due picchi di notevole
altezza, di cui solo il primo é coincidente con ljuelello standard di acido ferulico
(Fig.12).

| campioni sono stati sottoposti anche ad urisinguantitativa per mezzo del kit
R.O0.S.A. CHARM quantitative tegjentiimente messo a disposizione dall’lstituto di
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Genetica e sperimentazione agraria “N. Strampedllil. metodologia seguita é stata la
medesima utilizzata per la quantificazione debtecene DON nei campioni di frumento
tenero precedentemente descritta nei materiali tednéoaragrafo 3.2). La lettura delle
strip e stata effettuata utilizzando la MATRIXOlecpresenta un range di rilevazione da
0 a 6000pph Da questa prima lettura é risultato che il cameicontenente il terreno
MS acidificato presentava un maggior quantitativoDEN sia rispetto al campione
contenente il solo terreno MS, sia rispetto ai @aenpioni (MS tamponato e non
tamponato con acido citrico e NP0, contenenti acido ferulico (Tab.4). Dalla
misurazione € inoltre emerso come, seppure mardeserad un livello basso, il
campione contenente il terreno MS acidificato eiaddato con acido ferulico, ha
presentato un quantitativo di micotossina supernimgetto al campione contenente solo
acido ferulico (Tab.4).

TESI MATRIXO1 (da 0 a 6000ppb)
Terreno MS 91,8*

Terreno MS acidificato 144~

Terreno MS + acido ferulico 21*

Terreno MS acidificato + acido ferulico 51,6*

Tabella 4: Quantitativo di Deossinivalenolo espressoppb presente nei vari campioni presi in analisi e
rilevato con matrice di lettura MATRIX01 (da 0 a0&Qpph) presente nel kit commerciaie O.S.A. CHARM
guantitative test

* = valori inferiori alLOD (Limited Of Detection) dell'apparecchiatura. |&dimite presenta come soglia
minima per la rilevazione 2ppb di micotossina. | valori al di sotto di tale s@gliengono comunque rilevati,
ma il valore potrebbe essere meno accurato e precis
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Figura 8: Profilo HPLC monitorato con UV a 280nm del campimtandard n°4 (RIDASCREEN
DON, R-Biopharm) contenente 3B del tricotecene Deossinivalenolo. E' stato utdlizz un
gradiente binario con isocratica al 15% della cobbB contenente TFA 0,1% in acetonitrilgdH95:5.

Un primo picco e stato rilevato a 1,7ml con unati® di 1,73mAU ed un secondo picco & stato
rilevato a 3,4ml con un’altezza di 1,49mAU.
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Figura 9: Profilo HPLC monitorato con UV a 280nm del campiamntenente solo terreno MS. E'
stato utilizzato un gradiente binario con isocatid 15% della colonna B contenente TFA 0,1% in
acetonitrile:HO 95:5. Il primo picco € stato rilevato a 1,68mincon’altezza di 2,42 mAU ed |l
secondo picco e stato rilevato a 2,32 ml con uevah di 1,39 mAU.
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Figura 10: Profilo HPLC monitorato con UV a 280nm del campiotentenente il terreno MS
acidificato con l'aggiunta di acido citrico e MPO,. E' stato utilizzato un gradiente binario con
isocratica al 15% della colonna B contenente TH&®in acetonitrile:HO 95:5. Il primo picco é stato
rilevato a 1,73ml con un’altezza di 5,86 mAU edsdélcondo picco € stato rilevato a 2,49 ml con
un’altezza di 0,54 mAU.
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Figura 11: Profilo HPLC monitorato con UV a 280nm del campiamntenente il terreno MS con
I'aggiunta di acido ferulico. E' stato utilizzata gradiente binario con isocratica al 15% dellaonoh
B contenente TFA 0,1% in acetonitrile® 95:5. Il primo picco €& stato rilevato a 2,03minco
un’altezza di 51,76mAU ed il secondo picco é stigwato a 3,52ml con un’altezza di 1,98mAU.

33



[ micotossinelZ8A0 U —— micotossine02e10 Cond — - micoto

ins028.10 Injscl — - micotessineD28:10 Loghook

ks

AD/—/\
4

25 zh 35 ab ak ml

Figura 12: Profilo HPLC monitorato con UV a 280nm del campiotentenente il terreno MS
acidificato con I'aggiunta di acido citrico e MO, e contenente acido ferulico. E' stato utilizzato un
gradiente binario con isocratica al 15% della cobbB contenente TFA 0,1% in acetonitrilgdH95:5.

Il primo picco é stato rilevato a 2,04ml con uréalta di 27,20mAU ed il secondo picco € stato
rilevato a 3,53ml con un’altezza di 72,25mAU.
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Figura 13: Profilo HPLC monitorato con UV a 280nm del campiamntenente il terreno MS con
acido ferulico non inoculato con micelio Hi graminearum E' stato utilizzato un gradiente binario
con isocratica al 15% della colonna B contenentd TA % in acetonitrile:BKO 95:5. E' stato rilevato

un unico picco a 1,75ml di altezza 9,99 mAU.
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4.3 Presenza di attivita laccasica in colture liquie di Fusarium graminearum.

E' stato effettuato un saggio colorimetrico 'ddilvita laccasica come descritto da
Wolfenden e Willson (1982). Il monitoraggio & staffettuato dopo 2, 5 e 8 giorni
dall'inoculo del micelio diF. graminearum Tuttavia dalle prove non € emerso alcun
segno della presenza di attivita laccasica da p#etefungo, nemmeno nei campioni
contenenti acido ferulico. Per ottenere un’ultexieaonferma di quest’ipotesi, il saggio
colorimetrico é stato effettuato anche su 10 beatetenenti ciascuna 50 ml di due
diversi tipi di terreno di coltura (Slomczynski eze8si) specifici per linduzione
dell'attivita laccasica, e preparati secondo quamezedentemente descritto in materiali e
metodi (vedi paragrafo 3.5). Le misurazione somtestffettuate dopo 3, 7 e 11 giorni e
anche in questo caso non sono stati registratrivalevanti che facessero ipotizzare la
presenza di un’attivita laccasica. In ogni casdledeorse dei campioni contenenti il
terreno di coltura MS tamponato e non tamponato &odo citrico e NgHPO, e
addizionato con acido ferulico, effettuate per noedel’HPLC, & emersa la presenza di
un numero maggiore di picchi non presenti nei campcontenenti il solo terreno MS

tamponato e non tamponato.
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5 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Fusarium graminearura un fungo fitopatogeno responsabile della fusadela spiga
(FHB), una delle principali malattie del frumentBlgndino et al., 2010). Durante
I'infezione, oltre a produrre enzimi degradativil@@arete cellulare dell'ospite (Hammer
et al., 1997), questo patogeno avvia anche lassidtdricoteceni di tipo B tra cui il piu
importante e il Deossinivalenolo (DON). Stabilidelivello di questa micotossina nei
prodotti vegetali € molto importante perche il D@Nalcuni suoi derivati sono dannosi
sia per la salute animale che per quella umana.

Nella prima parte di questo lavoro e stata effgd un’'indagine sui contenuti di DON
in campioni di frumento raccolti nel corso dellergagne 2009 e 2010. Dalle analisi
effettuate &€ emerso come le condizioni ambientdlu€nzino notevolmente I'accumulo
della tossina. Infatti i dati registrati nell'an®010, relativi al quantitativo di micotossina,
si sono dimostrati piu elevati rispetto all'ann@20Nel 2010 sono state registrate inoltre
abbondanti piogge che hanno interessato le caltalta fase di levata fino alla spigatura
e in alcuni casi fino ad inizio fioritura. Tali cdizioni climatiche hanno verosimilmente
favorito un'elevata produzione di inoculo per I'FH¢Ble conseguenze si sono potute
notare anche sul peggioramento di alcuni parametiitativi quali il peso ettolitrico e la
percentuale di proteine. L'aumento della presemZzzQN é stato inoltre rilevato anche
nelle colture su cui era stato effettuato un tra&ato con prodotti fitosanitari al
momento della spigatura. Nonostante l'incrementta geesenza della micotossina, |l
guantitativo di Deossinivalenolo presente nei campianalizzati si € mantenuto
comungue al di sotto dei limiti imposti dalla ContanEuropea. Infatti per i cereali non
trasformati ad uso umano diversi dal grano durdedge sancisce un limite di 12p@b
di micotossina, secondo il Regolamento CE 1881/2@t#ntre nel caso di granella per
uso animale, contenuta in mangimi complementadrepdeti, il limite & imposto a 8000
ppb secondo la raccomandazione 2006/576 del 17 agoé® contenuta nella Gazzetta
Ufficiale della Comunita Europea del 23 agosto 2006

Come descritto da Jansen et al. (2005), la miode di Deossinivalenolo € correlata
alla manifestazione dei sintomi di FHB. Infattidimtesi dei tricoteceni durante la fase di
infezione e fondamentale per la penetrazione dejdunel rachide e per il successivo
manifestarsi della malattia. Tuttavia, non sonooaacnoti tutti i fattori coinvolti
nell'attivazione del cluster genico responsabildadbiosintesi di questo metabolita.

Merhej et al. (2009) hanno pero dimostrato comeHI sia un importante induttore
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dell'espressione dei genRl e di conseguenza un fattore inducente della prodaziella
micotossina. In questo lavoro é stata quindi stadia capacita del pH di indurre la
produzione della micotossina in coltume vitro di Fusarium graminearuminoltre,
poiché nei tessuti del frumento c’e un elevato eouato di acido ferulico (Boutigny et al.,
2009), e stato verificato se questa sostanza fenela in grado di modulare la biosintesi
del DON. Durante la fase di infezione, infafi, graminearumdeve essere in grado di
oltrepassare le strutture difensive dell'ospite dhecono a svolgere la loro azione di
barriera contro I'attacco del patogeno in quanteheé di composti fenolici (Jetter et al.,
2006). E’ stato dimostrato che tale fenolo puo imeida sintesi di micotossine iR.
graminearume quindi potrebbe diminuire la virulenza del patog (Boutigny et al.,
2009).

Per verificare queste due diverse ipotesi, sstabe preparate colture liquide Hi
graminearumsecondo quanto descritto in materiali e metodi i(padagrafo 3.3). Dalle
terreno acidificato vi fosse la presenza di duelpicon altezze piu elevate rispetto a
quelli riscontrati nelle colture non acidificateu€¥ti picchi coincidono con quelli del
DON e del 15-ADON confermando lipotesi che il pHi® grado di stimolare la
produzione della tossina. Nelle colture con acilwllfco non e stato possibile stabilire il
contenuto di DON in quanto i picchi di acido feadli e di altri metaboliti si
sovrapponevano a quelli delle micotossine. Pertamt@ valutazione del contenuto di
DON e stata effettuata con il kit immunoenzimatR@®.S.A. CHARM quantitative test.
Quest’analisi, seppur eseguita su un numero limititcampioni, ha evidenziato che |l
pH acido e I'acido ferulico svolgono un’azione opf@oper quanto riguarda la sintesi di
DON, ossia un effetto inducente per quanto rigudrgél acido e repressivo per l'acido
ferulico. L’analisi mediante HPLC tuttavia ha evideato che in presenza di acido
ferulico il fungo e capace di produrre sostanzeuanatura non e stata indagata nella
presente tesi. E’ noto che molti funghi fitopatoigeono in grado di contrastare I'effetto
dei metaboliti secondari prodotti dall’ospite dueaf’infezione. Per esempiBotrytis
cinerea,fungo necrotrofo patogeno della vite, grazie alla attivita laccasica € in grado
di detossificare lo stilbene resveratrolo (Hoos laidh, 1990) presente nei tessuti
dell'ospite. Per questo motivo é stata effettuatéanalisi sulla presenza di attivita
laccasica irF. graminearumattraverso il saggio colorimetrico descritto dali#ioden e
Willson (1982). Dai risultati ottenuti € perd emmiomeF. graminearunnon possieda

attivita laccasica e quindi la sua capacita diftrasare l'acido ferulico presente nel
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terreno di coltura sia da associare ad altri masoamon ancora noti. Un’indagine in
silico effettuata sul database Hi graminearumha consentito di identificare nove
putativi geni di laccasi. Alla luce dei risultatitenuti € presumibile che queste laccasi
non siano espresse 0 non siano attive nelle camiligperimentali adottate in questa tesi.
Successivi studi potranno chiarire se questi gemd £spressn Vvitro.

In conclusione sembra che il tricotecene Deosdenolo, importante fattore di
virulenza per la fusariosi della spiga, si accunmlimodo rilevante nelle cariossidi di
frumento e cio e influenzato dalle condizioni amitédi e dall’'utilizzo di prodotti
fitosanitari al momento della fioritura e spigatuta presenza di metaboliti secondari
della pianta quali I'acido ferulico possono contaas I'accumulo della tossina. In futuro
sara interessante studiare le modalita di detoagifine utilizzate d&. graminearunper
contrastare questo fenolo. La conoscenza di qoestcanismi sara inoltre uno strumento
molto importante per ottenere, attraverso la mdagone genetica, piante piu resistenti
alla malattia.
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