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I prodotti ortofrutticoli sono soggetti ad alterazioni, principalmente causate da attacchi di patogeni, in particolar modo nell’intervallo di tempo tra la raccolta e la successiva commercializzazione. Durante questo periodo, inoltre gli ortofrutticoli possono essere contaminati da micotossine, prodotte direttamente dai funghi patogeni o indirettamente per contaminazione crociata dovuta ad un’errata igiene dei contenitori o dei luoghi di conservazione. Una delle principali micotossine che si rivela nei prodotti frutticoli e in particolar modo nelle mele è la patulina, prodotta in questo frutto principalmente da Penicillium expansum. Questo fungo è il principale patogeno responsabile del decadimento di mele e pere in post-raccolta in tutti gli stati e viene anche denominato “muffa verde-azzurra”. 

I succhi di mela limpidi o concentrati sono i maggiori prodotti industriali in cui possiamo ritrovare la micotossina. Numerosi studi hanno dimostrato che il consumo di patulina può provocare effetti tossici sulla salute umana, cronici, acuti e a livello cellulare. A tal proposito è stato fissato un limite massimo in 50µgl-1 di patulina presente negli alimenti (Regolamento 466/2001/CE).

Essendo P. expansum un fungo di post-raccolta, produce patulina nelle fasi di conservazione: sulla frutta, si manifesta con piccole aree molli ed acquose, di forma rotondeggiante e di colore marrone, dovute al disfacimento dei tessuti del mesocarpo. In questo periodo può essere prodotta la micotossina, anche se la presenza del fungo non sempre garantisce presenza della micotossina.
La prevenzione dello sviluppo di malattie in post-raccolta si avvale di numerose tecniche, ma negli ultimi vent’anni diversi fattori hanno contribuito ad aumentare l’interesse per la ricerca di metodi di lotta alternativi, o complementari, a quelli chimici. La lotta biologica, mediante l’impiego di microrganismi antagonisti appare sempre più come una valida integrazione o alternativa all’uso di fungicidi di sintesi nella lotta contro le malattie fungine dei prodotti ortofrutticoli in post-raccolta.

Il primo obiettivo del presente lavoro ha previsto la valutazione dell’efficacia di alcuni antagonisti nel contenimento di P. expansum su mele Golden Delicious, in modo da selezionare quelli con maggiore efficacia antagonistica. Il secondo obbiettivo è stata la valutazione dell’efficacia di cinque lieviti antagonisti (Metschnikowia pulcherrima isolati BIO126, MACH1, GS9, Hanseniaspora uvarum isolato SAL3 e Rhodotorula mucillaginosa isolato PW34), nel contenimento del patogeno, attraverso prove di efficacia effettuate a temperatura ambiente, refrigerata e dopo shelf-life di sette giorni, su mele Golden delicious, Royal gala, Stark deliciuos e Granny smith. Uno dei cinque lieviti antagonisti è stato selezionato durante prove preliminari, mentre gli altri quattro sono stati scelti precedentemente al lavoro di tirocinio. Il terzo obiettivo ha previsto la determinazione della capacità degli antagonisti di contenere la produzione di patulina o ridurne la concentrazione prodotta.

Per tutte le prove sono stati utilizzati come testimoni chimici il tiabendazolo e l’imazalil, entrambi registrati per impiego in post-raccolta in Italia. I ceppi microbici da utilizzare come antagonisti sono stati inoculati in beute contenenti YEMS [estratto di lievito 30 g/l, sorbosio 5 g/l e mannitolo 5 g/l] e mantenute in agitazione a 120 giri al minuto a temperatura ambiente per 48 ore. A fine crescita, la concentrazione della sospensione microbica è stata determinata mediante conta delle cellule in camera Bürker, in modo da ottenere una concentrazione di 108  cellule ml-1. La sospensione conidica del patogeno P. expansum è stata ottenuta dal micelio fungino cresciuto in capsule Petri contenenti PDA (Potato Dextrose Agar, streptomicina) a temperatura ambiente per una settimana. La concentrazione finale della sospensione è stata determinata con la camera Bürker (105 conidi ml-1). Sui frutti sono state realizzate tre ferite artificiali, equidistanti, disposte lungo il piano equatoriale ed in ciascuna ferita sono stati inoculati 10 µl della sospensione di antagonista e almeno tre ore dopo 10 µl del patogeno. Successivamente le mele sono state riposte in cassette e conservate, o a temperatura ambiente per 7 giorni, o a temperatura refrigerata (2°C) per 28 giorni, dopo i quali la conservazione è continuata per altri 7 giorni a temperatura ambiente (shelf-life).

Al termine del periodo di conservazione è stato effettuato il rilievo del diametro del marciume e del peso della parte colpita e successivamente l’estrazione della patulina, secondo il metodo AOAC Official method 2000.02. (Patulin in Clear and Cloudy Apple Juices and Apple Puree. Liquid Chromatographic Method First Action 2000).  .

Dalle prove svolte è emerso che i ceppi MACH1, BIO126 e GS9 di M. pulcherrima forniscono i risultati migliori nel contenimento del patogeno. Numerosi isolati della specie hanno mostrato negli ultimi anni si una significativa efficacia nel contenimento dei marciumi post-raccolta di mele, uva da tavola, pomodori e pompelmo. Il ceppo GS9 ha fornito il contenimento più elevato nelle prove condotte a temperatura ambiente, mentre MACH1 e BIO126 hanno dimostrato maggior efficacia nel contenimento di P. expansum nelle mele conservate a 2°C. Per quel che riguarda il contenimento della contaminazione da patulina, nelle prove condotte a temperatura ambiente tutti gli antagonisti hanno mostrato un’efficacia simile a quella ottenuta dal testimone chimico ad esclusione del PW34 che ha dato valori statisticamente differenti. Dalle prove condotte a temperatura refrigerata e dopo 7 giorni di shelf-life, invece, non è stata osservata alcuna differenza a livello statistico, nemmeno da parte del testimone chimico. 

A differenza di ciò che si ritrova in letteratura, è stato possibile affermare che la cultivar di mela maggiormente suscettibile agli attacchi del patogeno a temperatura ambiente, risulta essere la Granny smith, seguita dalla Stark delicious, mentre a temperatura refrigerata e dopo i 7 giorni di shelf-life risulta essere la Royal gala, anche se presenta una cuticola molto spessa, resistente alle rotture, e una minore quantità di lenticelle, che la rende meno suscettibile all’attacco di P. expansum. Il risultato ottenuto potrebbe essere imputato allo stadio di maturazione delle mele utilizzate. Il lavoro è stato svolto a fine primavera e per tutta l’estate: periodo in cui solitamente i frutti risultano essere maggiormente suscettibili agli attacchi di P. expansum e le prove di lotta biologica meno efficaci.

Le analisi descritte nel presente lavoro dimostrano l’efficacia dell’impiego di metodi di difesa in post-raccolta alternativi alla lotta chimica. Nonostante i ceppi microbici saggiati non abbiano avuto una completa efficacia nel contenimento del patogeno, sarebbe utile ricercare, sviluppare e potenziare isolati in grado di ridurre efficacemente l’attacco di P. expansum e volti alla riduzione della produzione dela patulina.
