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I fungicidi di sintesi risultano essere il trattamento primario di lotta contro le malattie in post-raccolta sui frutti. La lotta biologica è una delle più promettenti alternative all’impiego di prodotti chimici; negli ultimi decenni, infatti, molti studi sono stati rivolti a ricercare e sviluppare diversi agenti biologici al fine di poterli utilizzare con successo contro diversi patogeni vegetali. 

Con lo scopo di estendere l’uso dei biofungicidi, sono state effettuate numerosissime ricerche sull’impiego di varie combinazioni di agenti di lotta e sull’applicazione integrata di agenti biologici affiancati a trattamenti chimici e fisici.

Sono così stati valutati i meccanismi d’azione di alcuni microrganismi potenzialmente applicabili in lotta biologica e, tra quelli che sembrano possedere caratteristiche più appropriate, ci sono i lieviti. Per questo l’attenzione della ricerca negli ultimi anni è stata focalizzata sulla selezione e sullo studio di questi antagonisti.

Da un punto di vista commerciale, la formulazione e i metodi di applicazione di un biofitofarmaco sono i punti chiave per garantirne l’efficacia.

Nonostante i fungicidi biologici non siano efficaci quanto quelli di sintesi, restano oggetto di continui studi, con l’obiettivo di eliminare in maniera permanente l’utilizzo dei prodotti chimici.  

L’obiettivo di questo progetto di tesi è stato lo studio della formulazione di un ceppo di lievito appartenente alla specie Metschnikowia pulcherrima, impiegato come antagonista in  lotta biologica contro i patogeni della frutta, in particolare Penicillium expansum, Alternata alternata e Botrytis cinerea, in post-raccolta.

Il lievito utilizzato in questa ricerca è stato un ceppo denominato BIO126, appartenente alla specie Metschnikowia pulcherrima, inizialmente isolato dalla carposfera di mele cv. Golden delicious. Il microrganismo è stato fatto crescere in agitazione in substrati artificiali liquidi, tra cui YEMS, a 30 + 1°C, su agitatori per 36 o 48 ore. Successivamente il brodo colturale è stato concentrato tramite centrifugazione, in modo da ottenere le cellule di lievito, la cui concentrazione è stata determinata. La sospensione cellulare è stata poi diluita fino ad ottenere i valori desiderati.

Sono state utilizzate tre diverse concentrazioni di lievito e per ogni concentrazione la sospensione è stata aliquotata in flaconi da 15 ml e addizionata con soluzioni di agenti protettivi.

Gli agenti protettivi utilizzati sono stati monosaccaridi (glucosio e fruttosio), disaccaridi (maltosio, saccarosio, trealosio e lattosio), zuccheri alcolici (sorbitolo), e una matrice complessa (estratto di lievito). Le soluzioni sono state autoclavate e addizionate alla sospensione di lievito per ottenere soluzioni con concentrazioni finali pari al 5%, 10%, 20%, 25% (p/v).

L’antagonista è stato preparato in una formulazione liofilizzata. I flaconi con la sospensione cellulare del lievito sono stati precedentemente mantenuti in congelatore a –20°C per 24h e successivamente a –80°C per 3 h e infine liofilizzati.

Per valutare il livello di sopravvivenza delle cellule di lievito, in seguito a congelamento e liofilizzazione sono state effettuate prove di piastratura su substrato agarizzato, in seguito a diluizioni seriali. Le piastre inoculate, sono state incubate a una temperatura ambiente per tre giorni.

Nel corso della prima prova, è stata valutata la vitalità delle cellule di M. pulcherrima dopo 36 ore di crescita e trattamento di liofilizzazione, usando diverse soluzioni di zuccheri come protettivi e una soluzione di Ringer come reidratante. La più alta percentuale di vitalità è stata ottenuta dopo 36 ore di crescita del microrganismo nel terreno di coltura scelto (YEMS), utilizzando come agenti protettivi il maltosio e il fruttosio.

Dopo aver selezionato gli agenti protettivi più efficaci (che potessero garantire una buona vitalità del microrganismo) e un adeguato tempo di coltura, è stata allestita la successiva prova, in cui è stata valutata la vitalità delle cellule di M. pulcherrima, dopo trattamento di liofilizzazione, usando diverse soluzioni zuccherine come protettivi, una soluzione di Ringer come reidratante e diverse concentrazioni iniziali dell’antagonista.

 Dai risultati ottenuti, si è osservato che la concentrazione di lievito più opportuna da utilizzare risultava essere la minore tra le tre saggiate, 7,5*10 8 cfu/ml, che permetteva un’adeguata protezione da parte del formulante e la più alta vitalità del lievito dopo i trattamenti di congelamento, liofilizzazione e reidratazione. A questa concentrazione gli agenti protettivi migliori sono stati il fruttosio e il sorbitolo.

Nella  prova successiva sono state messe a confronto quattro differenti soluzioni di protettivi scelti in base ai dati precedentemente ottenuti impiegati a quattro diverse concentrazioni (5%, 10%, 15%,20% p/v) e le soluzioni più efficaci sono risultate quelle di fruttosio e maltosio.

A conferma dei risultati ottenuti, è stata allestita un’ultima prova in cui sono stati impiegati due differenti protettivi (fruttosio e maltosio) a due differenti concentrazioni (20% e 25% p/v) su tre differenti concentrazioni iniziali di BIO126 (109 cfu/ml, 108 cfu/ml, 107 cfu/ml). La soluzione di maltosio al 25% ha permesso di ottenere la più alta percentuale di sopravvivenza del microrganismo (64,0%) e tra le concentrazioni iniziali, la più adatta è risultata essere 108 cfu/ml. I risultati ottenuti hanno indicato che il maltosio e il fruttosio a concentrazioni elevate risultano capaci di migliorare la sopravvivenza delle cellule del fungo.

Gli studi relativi alla formulazione sono fondamentali al fine di presentare sul commercio un prodotto in una forma facilmente utilizzabile, che migliori l’efficienza, la sicurezza e la stabilità del prodotto; attraverso questo tipo di tecnica abbiamo lavorato per mantenere la vitalità durante l’applicazione e favorire la sopravvivenza dell’agente biologico nell’ambiente.
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