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IMPIEGO DI PROTIOCONAZOLO PER IL CONTROLLO DELLE MICOTOSSINE
NUOVE ED EMERGENTI SU FRUMENTO

M. BLANDINO!, V. SCARPINO.!, M. SULIOK?, A. MONTICELLI?, A. REYNERI'
'DISAFA - Universita degli Studi di Torino — Largo Braccini, 2, 10095 Grugliasco (TO)
2 Agrobiotechnology (IFA-Tulln), University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna
(BOKU), Konrad-Lorenz-Str. 20, Tulln 3430, Austria
SBayer CropScience S.r.l., Viale Certosa 130, 20156 Milano
massimo.blandino@unito.it

RIASSUNTO

Il protioconazolo ¢ tra le sostanze attive piu efficaci nel controllo della fusariosi della spiga e
della contaminazione in deossinivalenolo (DON). Quattro campi sperimentali sono stati
realizzati in Nord Italia per confrontare 1’effetto dell’applicazione di fungicidi contenenti
protioconazolo sulla contaminazione da micotossine nuove ed emergenti su frumento. I
campioni di granella sono stati analizzati con un metodo multitossina LC-MS/MS. I risultati
hanno evidenziato che il fungicida impiegato da solo o in miscela con tebuconazolo determina
una chiara e significativa riduzione della contaminazione da enniatine, aurofusarina,
moniliformina, tentossiina e equisetina in tutti gli esperimenti. Al contrario la riduzione di
DON, deossinivalenolo-3-glucoside e culmorina ¢ risultata significativa solo nelle campagne
agrarie con la piu alta pressione della malattia. Altre micotossine sono state trovate in tracce
nei diversi esperimenti ma solo nei campioni non trattati con fungicida. Questi risultati,
ottenuti in diverse condizioni ambientali e agronomiche, sottolineano come I’'impiego dei
fungicidi testati per controllare la fusariosi della spiga il contenuto in DON, riduce anche in
maniera consistente la presenza delle principali tossine nuove ed emergenti presenti in
frumento nelle aree temperate.

Parole chiave: protioconazolo, deossinivalenolo, enniatine, moniliformina, aurofusarina

SUMMARY
APPLICATION OF PROTHIOCONAZOLE TO CONTROL THE CONTAMINATION OF
NEW OR EMERGING MYCOTOXINS IN WHEAT

Prothioconazole has been reported as one of the most effective active substances in the control
of Fusarium Head Blight (FHB) and in the reduction of the main mycotoxins that occur in
cereal grain, such as deoxynivalenol (DON). Four field experiments were conducted in
Northern Italy, in order to evaluate the effect of prothioconazole applications on the
prevalence of emerging mycotoxins in common winter wheat under naturally-infected field
conditions. Grain samples were analyzed by means of a dilute-and-shoot multi-mycotoxin LC-
MS/MS method. On average, the results showed that the fungicide application significantly
reduced the enniatins, aurofusarin, moniliformin, tentoxin and equisetin contents in all the
experiments. However, DON, deoxynivalenol-3-glucoside and culmorin were significantly
reduced only in the growing season with the highest disease pressure. Other mycotoxins were
mainly found in traces in the untreated plots. These results, which were obtained in different
environmental and agronomic conditions, underlined that the fungicide usually applied to
control the FHB and DON content, also consistently reduces the main emerging mycotoxins
of winter wheat in temperate areas.

Keywords: prothioconazole, deoxynivalenol, enniatins, moniliformin, aurofusarin



INTRODUZIONE

La fusariosi della spiga (FHB), causata principalmente da Fusarium graminearum e F.
culmorum, ¢ una delle principali malattie che colpiscono il frumento causando la
contaminazione delle Fusarium-tossine, come il deossinivalenolo (DON).

Sebbene oggigiorno solo poche tossine, tra cui il DON, siano soggette a limiti legislativi e a
regolare monitoraggio nell’ambito delle filiere produttive, queste rappresentano solo una parte
delle circa 400 micotossine conosciute e identificate finora. Per questa ragione, le micotossine
che non hanno ancora ricevuto una dettagliata attenzione scientifica sono comunemente
indicate come "nuove” o “emergenti” (Streit et al., 2013).

Queste sono metaboliti secondari verso i quali € crescente 1’attenzione dell' Autorita europea
per la sicurezza alimentare (EFSA) in relazione al loro impatto sulla salute umana e animale. I
piu avanzati metodi di analisi multitossina oggi permettono la quantificazione di molti di
questi metaboliti con un'unica determinazione. Sono pero al momento limitate le informazioni
sulla presenza di questi contaminanti nelle materie prime e nei prodotti trasformati e
soprattutto manca una stima consolidata del rischio pericolosita per 1’'uomo e gli animali
allevati nell’ambito delle diverse filiere produttive. Inoltre ¢ molto importante verificare se le
strategie preventive e di controllo della contaminazione del DON consentono di controllare
anche le altre tossine emergenti.

L’applicazione di fungicidi azolici tra la spigatura e la fioritura del fumento ¢ tra le piu
frequenti strategie applicate per il controllo della fusariosi della spiga (Mesterhazy et al.,
2003). Tra le sostanze attive utilizzate il protioconazolo ¢ tra le molecole piu attive nel
minimizzare la contaminazione da DON nei cereali vernini (Paul et al., 2008).

L'obiettivo di questo studio ¢ quello di valutare I'effetto dell’applicazione di questo p.a.
fungicida alla spigatura per il controllo della FHB, sulla contaminazione da micotossine nuove
ed emergenti nel frumento.

MATERIALI E METODI

Quattro esperimenti sono stati effettuati realizzati in diverse localita del Piemonte: nella
campagna agraria 2010-11 a Cigliano — VC (esperimento A) e Poirino —TO (B), nel 2011-12 a
Carmagnola —TO (C), e Poirino-TO (D).

In tutti gli esperimenti, l'applicazione di un fungicida contente la sostanza attiva
protioconazolo ¢ stata confrontata con un testimone non trattato.

I fungicidi utilizzati sono stati Proline®, (Bayer, protioconazolo 250 g/L applicato a 0,250 kg
di s.a/ha) e Prosaro® (Bayer, miscela di protioconazolo + tebuconazolo 125 + 125 g/L
applicati ciascuno alla dose di 0,125 kg s.a./ha). Le prove sperimentali sono state condotte in
condizioni di infezione naturale. Il trattamento fungicida ¢ stato effettuato a fine spigatura —
inizio fioritura con una pompa a spalla dotata di una barra irroratrice su cui erano alloggiati 4
ugelli tipo Tee-jet 110/04, distanziati tra loro 50 cm. Si € operato con una pressione di
esercizio di 3,2 atm, distribuendo un volume di soluzione di 300 L/ha. Gli altri fattori
dell’agrotecnica (diserbo, concimazioni, precessione colturale) sono stati quelli
ordinariamente adottati nell’areale di coltivazione. Le parcelle elementari presentavano una
superficie di 12 m?, secondo uno schema a blocchi randomizzati con 3 ripetizioni. Dopo la
trebbiatura, eseguita con mietitrebbiatrice parcellare, i campioni di granella sono stati
interamente macinati e analizzati per il contenuto in micotossine. E stato utilizzato un metodo
multitossina mediante 1’impiego di un sistema LC-MS/MS ibrido Qtrap 5500 equipaggiato
con una sorgente di ionizzazione TurbolonSpray electrospray (ESI) e un Sistema UPLC, in
grado di quantificare simultaneamente 295 diversi metaboliti batterici e fungini, tra cui le
micotossine emergenti (Malachova ef al., 2014).
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RISULTATI E DISCUSSIONE

In seguito all’applicazione del metodo multi-micotossina sono state rilevate in tutte le
condizioni agronomiche a confronto le seguenti micotossine: enniatine (A, Al, B, B1, B2),
aurofusarina, moniliformina, tentossina, deossinivalenolo, deossinivalenolo-3-glucoside
(DON-3-G), culmorina (CULM), zearalenone e nivalenolo. Le tossine piu abbondanti sono
state il DON, DON-3-G ¢ CULM, con una concentrazione media nel testimone non trattato
rispettivamente di 1.360 pg/kg, 367 ng/kg e 875 pg/kg.

Il trattamento fungicida ha ridotto significativamente il contenuto di enniatine, aurofusarina
e moniliformina (prodotte prevalentemente da F. avenaceum), la tentossina (prodotta da specie
del genere Alternaria) e equisetina (prodotta da Fusarium equiseti) rispetto al non trattato
(tabella 1). Questa riduzione ¢ stata osservata in tutte le annate e localita ed ¢ risultata in
media pari al 64%, 66%, 50%, 51%, e 92%, rispettivamente per enniatine, aurofusarina,
moniliformina, tentossina e equisetina. Il contenuto in DON, DON-3-G e CULM, prodotti da
F. graminearum e culmorum ¢ stato invece ridotto significativamente solo nelle condizioni
agronomiche con un’elevata pressione della malattia (campagna agraria 2011-12, esperimento
C e D). Al contrario la riduzione di queste tossine negli esperimenti A e B, con bassa
pressione della malattia ¢ risultata non significativa, ma comunque sempre evidente (figura 1).

Altre micotossine quali fumonisine, zearalenone, butenolide, bicaverina, beauvaricina,
prodotte da specie del genere Fusarium, o alternariolo e alternariolo-metil-etere, prodotti da
specie del genere Alternaria sono state ritrovate solo in traccia, ma prevalentemente nelle
parcelle non trattate (Scarpino et al., 2015).

Tabella 1. Effetto dell’applicazione di fungicidi contenenti protioconazolo alla spigatura sulla
contaminazione da enniatine, aurofusarina, moniliformina, tentossina, equisetina in frumento
tenero. Esperimenti condotti in Nord Italia nelle campagne agrarie 2010-11 e 2011-12

Fattore Fqnte% di Enniatine | Aurofusarina | Moniliformina | Tentossina | Equisetina
variazione | (pg/kg) (ng/ke) (ng/ke) (ng/ke) (ng/ke)

Esperimento' A 51 66 4 1,6 0,58
B 73 7 17 2,7 0,04

C 69 22 25 2,5 0,40
D 144 69 49 8,1 0,42
Trattamento? Testimone 127 62 32 5,2 0,72
Fungicida 46 21 16 2.5 0,06

P (F)3 0,036 0,032 0,036 0,002 0,050

Tratt. X esper. P (F) 0,413 0,211 0,697 0,911 0,713

I dati riportati per ciascun esperimento si riferiscono alla media di 6 repliche (2 trattamenti X 3
ripetizioni); i valori del trattamento si riferiscono a 12 repliche (4 esperimenti X 3 ripetizioni).

I A Cigliano (VC) 2010-11, B Poirino (TO) 2010-11, C Carmagnola (TO) 2011-12, D Poirino (TO)
2011-12.

2 Applicazione fungicida alla spigatura: esperimenti A ¢ C = protioconazolo (0,250 kg s.a./ha);
esperimenti B e D = protioconazolo + tebuconazolo (0,125+0,125 kg s.a./ha).

3 P (F) = livello di significativita dell’ Anova
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Figura 1. Effetto dell’applicazione di fungicidi contenenti protioconazolo alla spigatura sulla
contaminazione da deossinivalenolo (DON), deossinivalenolo-3-glucoside (DON3G) e
culmorina (CULM) in frumento tenero. Esperimenti condotti in Nord Italia nelle campagne
agrarie 2010-11 (esperimenti A e B) e 2011-12 (esperimenti C e D)
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Esperimenti: A Cigliano (VC) 2010-11, B Poirino (TO) 2010-11, C Carmagnola (TO) 2011-12, D
Poirino (TO) 2011-12

In conclusione I’applicazione di fungicidi contenenti la s.a. protioconazolo (da solo o in
miscela con tebuconazolo) su frumento, permette di contenere molte delle piu frequenti
micotossine nuove o emergenti e rappresenta la miglior soluzione per la sicurezza sanitaria del
frumento non solo per ridurre la contaminazione delle principali micotossine normate.
Pertanto le buone pratiche per prevenire il DON (Blandino et al., 2012), che prevedono
strategie agronomiche integrate di mezzi preventivi e di controllo diretto, possono essere
estese anche ad altre micotossine nuove ed emergenti.
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