veniva confermata dall’analisi del gene TEF, condotta
sulla coltura di un isolato monoconidico.

Euphorbia mammillaris

Circa 50 piante di E. mammillaris var. variegata di
circa 18 mesi di eta, coltivate in vasi mantenuti in
serra, manifestavano vistosi avvizzimenti dei fusti
che, seguendo un andamento acropeto, assumevano
anomala colorazione marrone e collassavano. Esaminati
in sezione, i tessuti interni apparivano marcescenti.
Sporodochi di colore bianco-aranciato comparivano alla
base dei fusti colpiti e producevano micro e macroconidi.
Gli isolamenti consentivano di ottenere colonie fungine
che, coltivate su terreno CLA, producevano microconidi
simili a quelli osservati in vivo. Sullo stesso mezzo di
coltura, le colonie generavano macroconidi anch’essi
del tutto simili a quelli prodotti in vivo, e clamidospore
sia terminali che intercalari, con parete liscia, singole
o0 in coppia o in corte catene. Anche in questo caso, le
caratteristiche morfologiche identificavano [’agente
causale della malattia riscontrata su E. mammillaris var.
variegata, come F. oxysporum (Leslie e Summerell,
2006). L’analisi molecolare del gene TEF, condotta
sulla coltura di un isolato monoconidico, confermava
I’identificazione morfologica.
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Negli ultimi anni lo spinacio (Spinacia oleracea L.)
¢ risultata una coltura di crescente interesse in Italia
grazie allo sviluppo del mercato di prodotti freschi
della cosidetta IV gamma. Durante la primavera del
2015 sono stati riscontrati sintomi su piante di spinacio
coltivate in Lombardia successivamente attribuite a
Myrothecium verrucaria (Garibaldi et al., 2016). (Fig.1).
Questo patogeno ¢ in grado di produrre diversi metaboliti
secondari, tra cui numerosi tricoteceni macrociclici come
roridina E e H, tricoverrina A, verrucarina A ¢ J (Abbas
etal.,2001).

In questo lavoro si ¢ studiata la produzione di tre
tricoteceni (neosolaniolo, verrucarina A e roridina E) da
parte di un isolato di M. verrucaria inoculato su spinacio
cresciuto a diverse condizioni di temperatura e differenti
livelli di CO,,.

Sono state scelte sette divere temperatura di crescita,
da 5 a 35 °C con intervalli di 5 °C, e otto differenti
combinazioni di temperatura ¢ CO,: 1) 400-450 ppm
CO,, 14-18 °C; 2) 800-850 ppm CO,, 14-18 °C; 3) 400-
450 ppm CO,, 18-22 °C, 4) 800-850 ppm CO,, 18-22 °C,
5) 400-450 ppm CO,, 22-26 °C; 6) 800-850 ppm CO,,

Figura 1 - Sintomi causati da Myrothecium verrucaria inoculato su
spinacio.

Figure 1 - Symptoms caused by Myrothecium verrucaria inoculated
on spinach.
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22-26 °C, 7) 400-450 ppm CO,, 26-30 °C; 8) 800-850
ppm CO,, 26-30 °C.

In tutte le condizioni esaminate ¢ stato possibile notare
come il neosolaniolo non sia mai prodotto dall’ isolato
utilizzato. La verrucarina A e la roridina E, invece, sono
prodotte a tutte le temperature e a tutte le combinazioni
temperatura-CO, esaminate. Negli esperimenti che hanno
coinvolto il solo cambiamento della temperatura, ¢ stato
evidenziato come i due tricoteceni macrociclici siano
prodotti a concentrazioni simili pur subendo un aumento
con la crescita della temperatura, mentre il cambiamento
contemporaneo della temperatura e della concentrazione
di CO,, ha portato ad un aumento piu marcato della
produzione di roridina E rispetto alla verrucarina A.
In entrambi gli esperimenti effettuati, ¢ stato possibile
osservare come 1’aumento della produzione delle
micotossine segua un andamento lineare rispetto
all’incremento della temperatura.
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I tricoteceni sono un gruppo di micotossine tra le piti note
a causa della loro elevata tossicita. Queste micotossine,
inoltre, sono prodotte da diverse specie fungine, tra cui
Fusarium, Myrothecium, Trichothecium e Tricoderma,
che sono patogeni su diverse specie vegetali o saprofiti
molto comuni. I tricoteceni hanno una struttura sesqui-
terpenoide e si differenziano tra loro per la presenza di
alcuni sostituenti legati in posizioni differenti sulla strut-
tura di base (Rizwan et al., 2015).

Il genere Myrothecium (Fig.1) ¢ conosciuto per la sua
produzione di metaboliti tricotecenici, che hanno attivita
su un gran numero di organismi, causando effetti fitotos-
sici e citotossici. In particolare, questo patogeno ¢ in gra-
do di produrre molecole quali roridina E e H, tricoverrina
A, verrucarina A e J (Abbas et al., 2001).

Diversi Myrothecium, appartenenti alle specie M. roridum
e M. verrucaria, isolati da diverse piante orticole come
rucola, spinacio, valerianella e lattuga, sono stati presi
in esame per valutarne il profilo metabolico in vitro.
Dall’analisi HPLC-DAD, effettuata su campioni cresciuti
su substrato PSA (Potatoe Sucrose Agar) per 7 giorni,
¢ stato possibile osservare la produzione di differenti
metaboliti da parte dei diversi isolati. Dall’analisi
degli spettri UV raccolti, ¢ stato possibile identificare
alcune classi di composti prodotti e sono state, inoltre,
osservate differenze specie-specifiche nella produzione
di metaboliti secondari.

Il neosolaniolo (NEO), la verrucarina A (VERA) e

32

Figura 1 - Ceppi di Myrothecium verrucaria (A) e M. roridum (B)
coltivati su PSA.

Figurel - Myrothecium verrucaria (4) and M. roridum (B) grown on
PSA.
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