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Il Congresso ¢ giunto alla sua quinta edizione e cio € stato possibile grazie al forte interesse mostrato dai
partecipanti nelle precedenti edizioni. In questa edizione sono stati toccati argomenti per i quali necessita ancora un
forte intervento in quanto rappresentano un reale rischio per la salute pubblica ed animale. Ad esempio, il primo di
questi argomenti risiede nella reale impossibilita di correlare in modo univoco, specie nei Paesi industrializzati, il
ruolo eziologico delle micotossine con alcune patologie ricorrenti nell’'uvomo e negli animali. Inoltre, data la forte
associazione tra micotossine e condizioni climatiche ¢ stato dato ampio spazio alla presentazione delle piu
promettenti e moderne soluzioni legate alle attivita preventive e di controllo che sono state nel tempo acquisite e poi
affinate dai vari comparti agro-alimentari per minimizzare il fenomeno. Infine, come tradizione, 1’ultima giornata ¢
stata dedicata alla diagnostica a cui, in ultima analisi, sono demandate le verifiche dell’efficacia delle azioni di
autocontrollo e controllo ufficiale. Il Congresso, la cui prima edizione risale al 2004, ¢ stato sempre organizzato
presso I’Istituto Superiore di Sanita con frequenza media biennale. Tale evento scientifico costituisce un momento di
incontro sia dei principali gruppi di ricerca che operano in ambito nazionale sia de, infine, della piu qualificata
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MICOTOSSINE NUOVE ED EMERGENTI NEL MAIS:
DIFFUSIONE E INFLUENZA DELL’AGROTECNICA

Valentina Scarpino (a), Massimo Blandino (a), Amedeo Reyneri (a), Giulio Testa (a), Michael Sulyok (b)

(a) Dipartimento di Scienze Agrarie, Forestali e Alimentari, Universita degli Studi di Torino, Grugliasco,
Italia

(b) Center for Analytical Chemistry, Department for Agrobiotechnology (IFA-Tulln), Tulln, Austria

Introduzione

Recentemente ¢ stata rivolta una crescente attenzione alle micotossine cosiddette nuove ed
emergenti; queste sono metaboliti secondari, non ancora normati a livello internazionale, ma su
cui € in corso un intenso esame per valutarne la diffusione e le implicazioni sanitarie.

Oggigiorno, non sono ancore note informazioni circa il ruolo dell’ambiente e delle pratiche
colturali sul tali micotossine.

La piralide del mais (Ostrinia nubilalis), svolge un ruolo molto importante nel promuovere
le infezioni da Fusarium verticillioides e F. proliferatum (1). Tra le pratiche colturali
comunemente adottate per ridurre la contaminazione dalle principali micotossine su mais, il
controllo della piralide ¢ una delle piu importanti nel contenere le infezioni da Fusarium
verticillioides e F. proliferatum (sezione Liseola), e la conseguente contaminazione da
fumonisine (FUM) della granella di mais.

L’obiettivo di questo studio & stato quello di fornire nuove informazioni in grado di
migliorare la conoscenza di tali micotossine valutandone la diffusione ed esaminando il ruolo
dell’ambiente e dell’agrotecnica sulla loro contaminazione negli areali maidicoli del Nord-Italia.

Materiali e metodi

A tale scopo sono state condotte due sperimentazioni nel corso del quinquennio 2008-2012
in cui sono state confrontate I’infestazione naturale della piralide rispetto alla protezione
dall’infestazione, ottenuta rispettivamente con una rete entomologica o con I’applicazione di un
insetticida piretroide sulle micotossine emergenti. Inoltre, nel corso del triennio 2011-2013 ¢
stato valutato D’effetto della densita colturale su tali micotossine ponendo a confronto 2
investimenti. Infine, nel biennio 2012-2013 ¢ stato esaminato I’effetto della concimazione
azotata confrontando livelli di azoto crescenti: 0, 100, 200, 300 ¢ 400 kg di azoto/ha.

Estrazione e clean-up

Durante la fase estrattiva 5 g di sfarinato di mais sono stati estratti con 20 mL di
CH;CN/H,O/CH;COOH 79:20:1 (v/v/v) e posti in agitazione in un agitatore orbitale per
90 min. Il surnatante ¢ stato successivamente diluito 1:1 con una soluzione di
CH;CN/H,O/CH;COOH 20:79:1 (v/v/v) e sottoposto ad analisi UPLC-MS/MS (Ultra
Performance Liquid Chromatography - tandem Mass Spectrometer) multi-micotossina.
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Analisi UPLC-MS/MS Multi-micotossina

I campioni estratti sono stati analizzati con un metodo multitossina mediante 1I’impiego di un
sistema LC-MS/MS (Liquid Chromatography — tandem Mass Spectrography) ibrido Qtrap 5500
equipaggiato con una sorgente di ionizzazione Electrospray ionization (ESI) e un sistema
UPLC, in grado di quantificare simultaneamente 295 diversi metaboliti batterici e fungini, tra
cui le micotossine emergenti (2).

Risultati e discussione

Il controllo dell’infestazione da piralide condotto nella prima sperimentazione nel corso del
triennio 2008-2010 ha ridotto significativamente gli attacchi di piralide nonché la conseguente
presenza di ammuffimenti sulle spighe, sia come numero di spighe colpite sia come estensione.

In seguito all’analisi con il metodo UPLC-MS/MS multi-micotossina, 13 delle micotossine
pit abbondanti sono state rilevate, tra cui: fumonisine (FUMs), moniliformina (MON),
fusaproliferina (FUS), bikaverina (BIK), acido fusarico (FA), beauvericina (BEA), equisetina
(EQU), aurofusarina (AUR), deossinivalenolo (DON), deossinivalenolo-3-glucoside (DON-3-
G), zearalenone (ZEA), culmorina (CULM) e butenolide (BUT). I risultati ottenuti dalla prima
sperimentazione hanno mostrato che in tutti gli anni presi in considerazione, I’attivita trofica
della piralide ha favorito significativamente la contaminazione da micotossine prodotte da
Fusarium spp. della sezione Liseola ma non da quelle prodotte da Fusarium spp. della sezione
Discolor e Roseum (Figura 1) (3).
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FUMs = Fumonisine; MON = Moniliformina; FUS = Fusaproliferina; BIK = Bikaverina; FA = Acido Fusarico; BEA =
Beauvericina; EQU = Equisetina; AUR = Aurofusarina; DON = Deossinivalenolo; DON-3-G = Deossinivalenolo-3-
Glucoside; ZEA = Zearalenone; CULM = Culmorina; BUT = Butenolide

Figura 1. Effetto del controllo dell’infestazione da piralide sulla contaminazione da micotossine
emergenti nel triennio 2008-2010
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A conferma di tali risultati la seconda sperimentazione, condotta nel quadriennio 2009-2012,
ha dimostrato [I’efficacia dell’applicazione insetticida nel ridurre significativamente Ia
contaminazione da micotossine prodotte da Fusarium spp. della sezione Liseola (Tabella 1). Al
contrario I’infezione da specie Fusarium della sezione Discolor, ha registrato un aumento in
seguito all’applicazione insetticida (Tabella 1) in particolar modo nelle campagne agrarie che
predispongono ad una maggiore infezione di queste specie fungine, a causa della “flora
inversion” (4) dovuta alle alterate condizioni di crescita.

Tabella 1. Effetto dei trattamenti di difesa contro la piralide sulla contaminazione da micotossine
emergenti su mais nel periodo 2009-2012 (ug kg™)

Sezione Micotossina Controllo non trattato  Applicazione insetticida

Fumonisine (FUMs) 6054 742
© Moniliformina (MON) 297 160
§ § Bikaverina (BIK) 721 161
S §  Beauvericina (BEA) 142 33
% 8 Acido Fusarico (FA) 722 212
N o Fusaproliferina (FUS) 578 300
@ Fusarina C 295 38

Equisetina (EQU) 20 14

Aurofusarina (AUR) 679 1800
N Deossinivalenolo (DON) 863 1544
g Deossinivalenolo-3-glucoside (DON-3-G) 440 536
5 § 3-Acetil-Deossinivalenolo (3-ADON) 28 51
?, % 15-Acetil-Deossinivalenolo (15-ADON) 91 162
s % Butenolide (BUT) 139 203
3 Culmorina (CULM) 835 1014

Zearalenone (ZEA) 65 214

Zearalenone-4-solfato (ZEA-4-S) 11 50

Densita di semina elevate, sempre piu frequentemente adottate nei sistemi colturali, non
hanno presentato per nessuna delle micotossine rilevate un significativo aumento delle
concentrazioni sebbene il processo ultimo di maturazione sia stato rallentato.

Per quanto riguarda invece I’ultima sperimentazione condotta nel biennio 2012-2013 per
valutare I’effetto della concimazione azotata sulla contaminazione da micotossine emergenti, un
apporto di azoto di 200 kg/ha ¢ risultato essere la miglior soluzione per la sicurezza sanitaria
delle produzioni. Mediamente, nelle annate con condizioni meteorologiche predisponenti alla
contaminazione da micotossine prodotte da Fusarium spp. della sezione Liseola le
concentrazioni piu elevate si sono evidenziate con carenze nutrizionali; invece, per quelle
prodotte da Fusarium spp. delle sezioni Discolor e Roseum si € verificato un aumento ad elevati
apporti di azoto (Figura 2).
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Micotossine prodotte
da specie Fusarium

«

icotossine prodotD 30000 -

da spedie Fusarium a a 8000 Sezione Discolor e
R :
Sezione Liseola:  ~| 25000 { oseam
e -
X L : AURO
BIK 2| 20000 oo % BUT
FA - b Z DON-3-G
FUS = | 100 | w | fem Z 0 ZEA
\ y b d _A = ZEA-4-S
10000 1 \‘/“
b b b/ - 2000
5000
0 T T T T 0

0 100 200 300 400
N fertilization (kg N ha%)

Figura 2. Effetto della concimazione azotata sulla contaminazione da micotossine
emergenti su mais nel biennio 2012-2013

Conclusioni

I risultati hanno mostrato che le comuni pratiche colturali adottate nelle zone temperate per
controllare e ridurre il contenuto di FUMs sono risultate essere anche le piu efficaci per il
contenimento delle principali micotossine emergenti prodotte da Fusarium spp. della Sezione
Liseola. Le condizioni metereologiche, purtroppo, data la complessita della popolazione fungina
giocano un ruolo importante nel favorire specie fungine differenti a seconda dell’adattamento
ecologiche delle diverse sezioni di appartenenza. Infatti, ad esempio, negli areali freschi e
pedemontani ¢ necessario prestare attenzione al rischio di accumulo del DON e di altre tossine
prodotte da Fusarium della sezione Discolor ¢ Roseum, che si & dimostrato essere ancora piu
favorito in seguito all’applicazione insetticida. In queste condizioni risulta pertanto importante
prevedere altri interventi agronomici in grado di minimizzare la presenza di queste tossine quali
I’'impiego di semine tempestive, ibridi a ciclo medio-precoce ed evitare eccessivi apporti azotati
con le concimazioni.
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