SPERIMENTAZIONE

IL METILJASMONATO

NELLA GESTIONE
DELL'APPASSIMENTO
DELLE UVE

Nell'ambito degli elicitori fisiologici, il metiljasmonato (MeJA] & un fitormone che negli ultimi anni ha riscosso un
notevole interesse per la sua attivazione del sistema antiossidante, l'aumento degli antociani e dei polifenoli nonche
dei carotenoidi e dell'acido ascorbico. In questo lavoro il metiljasmonato e stato provato come trattamento preappassi-
mento di uve bianche, Trebbiano. | risultati hanno mostrato che questo fitormone accelera la velocita di appassimento,
aumentando l'intensita respiratoria delle uve con conseguente attivazione del sistema antiossidante, aumento di po-
lifenoli e flavonoidi e diminuzione dell'attivita polifenolossidasica, con grande vantaggio per la qualita finale delle uve.
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INTRODUZIONE

o |Ltermine disidratazione indica il princi-
pio fisico attraverso il quale, in relazione
alle condizioni ambientali, si verifica una
progressiva evaporazione dell'acqua da-
gli acini, nei quali si manifestano processi
di senescenza. Nell'uso comune la disi-
dratazione viene anche conosciuta con il
termine appassimento anche se questo
termine si riferisce ad una disidratazione
in tempi lunghi in cui oltre ad uno stress
idrico interviene anche la senescenza
della bacca.

o Cio che bisogna sempre tener presente
e che gli acini continuano a vivere anche
dopo la raccolta, consumando ossigeno
e liberando anidride carbonica e calore.
Pertanto in un tessuto vegetale a tutti gli

N°6 - GIUGNO 2017

effetti ancora vivente, la perdita d'acqua
produce un forte stress idrico e conse-
guentemente cambiamenti notevoli nel
metabolismo cellulare (Mencarelli e To-
nutti 2013). Lappassimento delle uve, ef-
fettuato con differenti tecnologie, produce
effetti diversi e di conseguenza vini diffe-
renti (Di Lorenzo, 2007).

o Nelle uve sottoposte ad appassimento il
processo di disidratazione determina, per
prima cosa, modifiche sulle caratteristi-
che strutturali e sulla concentrazione dei
solidi solubili. Congiuntamente, possono
essere osservate variazioni del metaboli-
smo cellulare con conseguenti variazio-
ni nel rapporto glucosio/fruttosio, acido
malico/acido tartarico, zuccheri/acidi
e un aumento notevole nella sintesi di
polifenoli (Bellincontro et al., 2004). Re-
centemente al tal riguardo un bellissimo

lavoro molecolare e stato pubblicato da
Zenoni et al. (2016).

o Lutilizzo di tecnologie che prevedono il
controllo totale e continuo dei parametri
ambientali, da una parte permette di tene-
re sotto controllo il tasso di perdita d'ac-
qua e, conseguentemente, la formazione
di metaboliti utili per lo sviluppo degli aro-
mi nel vino (Chkaiban et al., 2007, Centioni
et al., 2014), dallaltra garantisce la pos-
sibilita di prevenire lo sviluppo di muffe e
marciumi grazie anche all'impiego dell'o-
zono (Botondi et al., 2015).

o Attualmente, le strategie di postraccolta
usate sulle uve sottoposte a disidratazione
controllata hanno lo scopo di mantenere in
modo ottimale le caratteristiche fisico chi-
miche delle bacche e di ridurre gli effetti
negativi dello stress idrico rallentando il
processo di perdita di acqua e "accompa-
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Fig. 1 - Concentrazione zuccherina espressa in indice rifrattometrico (°Brix) in uva Var. Romanesco durante
l'appassimento postraccolta e a seguito dei trattamenti con metil jasmonato a 10 e 100 uM e ozono. | dati sono la
media di 25 acini provenienti da grappoli differenti. MDS(5%) = 1
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gnando” la cellula nella senescenza e alla
morte cellulare (Ferrarini, 2014).

o Il metil jasmonato & un fitormone fa-
cente parte della famiglia dei jasmonati.
Il MeJA regola importanti aspetti nella
fisiologia delle piante (Chen et al., 2006)
come ad esempio una migliore attivazione
del sistema antiossidante, aumento degli
antociani (Ahuja et al, 2012), polifenoli
(Gonzalez-Aquilar et al., 2004), carotenoi-
di e acido ascorbico (Khan e Singh, 2007).
o E’ stato inoltre dimostrato che attiva una
resistenza contro i microrganismi patoge-
ni Blanch et al,, 2011) , anche se i mecca-
nismi coinvolti sono ancora in gran parte
sconosciuti. Lozono & noto essere un po-
tente agente ossidante, gia ampiamente
utilizzato per i trattamenti di postraccol-
ta di prodotti agroalimentari (Tzortzakis
e Chrysargyris, 2016). Molti studi han-
no dimostrato come lutilizzo dell'ozono
mantiene le caratteristiche qualitative dei
prodotti trattati e riduce lo sviluppo di fun-
ghi (Tzortzakis et al., 2007; Bialka et al.,
2007; Singh et al., 2002). Contrariamente
al MeJA lozono ¢ gia stato utilizzato per
trattamenti in postraccolta di uve desti-
nate alla vinificazione, e grazie a esso si
e riusciti a incrementare la produzione di
sostanze fenoliche su uva da vino (Carbo-
ne e Mencarelli, 2015) cambiando, di con-
seguenza, il profilo aromatico delle uve
favorendo la glicosilazione (De Sanctis et
al., 2015). Sulla base di queste evidenze
scientifiche lipotesi di partenza & stata
quella per cui un trattamento di preap-
passimento con metiljasmonato, potesse
ridurre la perdita di acqua e quindi rallen-
tare il processo di appassimento, sapen-
do che la lentezza della perdita d'acqua &
un fattore positivo per la qualita dell'uva
finale per il vino. Nello stesso tempo si
auspicava che il metil jasmonato potesse
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migliorare le caratteristiche qualitative
della bacca, fisiche (colore, consistenza)
ma anche chimiche (polifenoli).

MATERIALI E METODI

o | campioni di uva (Vitis vinifera L. var.
Romanesco) sono stati raccolti a maturita
tecnologica ovvero ad una concentrazione
zuccherina di 17° Brix, concentrazione di
solidi solubili molto bassa per delle uve a
maturita tecnologica ma caratteristica pe-
culiare della varieta.

e Le uve sono state raccolte presso il vi-
gneto sperimentale ARSIAL di Montefia-
scone localita La Commenda, in provincia
di Viterbo. Nell'area di riferimento la va-
rieta considerata & annoverabile allinter-
no delle varieta autoctone. | grappoli sono
stati raccolti manualmente e selezionati
per uniformita di pezzatura e assenza di
difetti e alterazioni. Complessivamente,
sono stati raccolti 300 Kg di uva e suddivi-
si in 4 lotti di 75 Kg ciascuno, su cui sono
stati esequiti i seguenti trattamenti po-
straccolta, predisidratazione: ozono, metil
jasmonato 10 uM, metil jasmonato 100

pM; una tesi non trattata ha rappresentato
il controllo o testimone sperimentale.

o | campioni di tutte le tesi, dopo i trat-
tamenti, sono stati posti in una cella fri-
gorifera adattata per la disidratazione, in
condizioni termoigrometricamente con-
trollate, e avviate al processo di appassi-
mento controllato, impiegando le seguenti
condizioni: temperatura di 10 °C, umidita
relativa del 70% ed ventilazione pari a 1
m/s.

o Per il trattamento con MeJA le uve sono
state poste in cellette a chiusura erme-
tica allinterno delle quali & stata posta
della carta filtrante imbevuta con MeJA
(Sigma-Aldrich. Milano, ltalia) in quantita
tale da raggiungere la concentrazione di
10 uM in una celletta e 100 uM nellaltra.
Il trattamento & avvenuto a temperatura
ambiente (20£2°C), in modo da permette-
re al composto di volatilizzare spontane-
amente, e ha avuto una durata di 12 ore.
L trattamento con ozono e stato effettuato
saturando il volume della cella frigorifera,
chiusa ermeticamente, allinterno della
quale sono state poste le uve del lotto Os,
con ozono in fase gassosa a 1 ppm a bassa
temperatura (4°C). Il trattamento ha avu-
to una durata di 12 ore. Per il trattamen-
to gassoso e stato utilizzato un ozonatore
dell'azienda PC Engineering (PC Eng Srl,
Uggiate Trevano, ltalia). Dopo i trattamenti
le uve sono state poste nelle condizioni di
appassimento sopra indicate. Il campione
di controllo non ha ricevuto alcun tratta-
mento. | campioni sono stati prelevati per
i campionamenti dopo 1, 2 e 3 giorni dal
trattamento e al raggiungimento dei livel-
li di 10, 20 e 30% del calo peso. Ad ogni
campionamento sono state effettuate
analisi del colore, analisi reologiche, ana-
lisi del metabolismo respiratorio e analisi
microbiologiche. Per ogni lotto sono stati

Fig. 2 - Polifenoli totali in uva Var. Romanesco durante 'appassimento postraccolta e a sequito dei trattamenti
con metil jasmonato (100 uM; 10 uMJ e ozono. MDS(5%) = 50
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contrassegnati 10 grappoli per effettuare
il monitoraggio del calo peso.

IL colore del frutto e stato determinato
mediante un colorimetro portatile Minol-
ta C2500 (Konica Minolta, Ramsey, NY)
utilizzando lo spazio di colore CIELAB. Ad
ogni campionamento sono state analizza-
te 50 bacche per lotto, preventivamente
numerate in modo da effettuare la lettura
colorimetrica sugli stessi acini per tutta
la durata della prova. | dati sono stati ri-
portati mediante i valori dell'angolo Hue.
Le analisi reologiche sono state effettua-
te mediante un test di rottura valutando
la resistenza della buccia con puntale di
2 mm di diametro. E" stata registrata la
forza, espressa in Newton (N), necessa-
ria per la rottura della buccia dell'acino.
Le suddette analisi sono state realizzate
su 25 acini per ogni tesi utilizzando un In-
stron Universal Testing Machine [model
3343; Instron Inc., Canton, MA).

La respirazione e stata misurata me-
diante l'analizzatore portatile di Gas O/
CO2 HELPY (Marvil engineering SRL, Ita-
lia) che permette di valutare la percen-
tuale di ossigeno e di anidride carbonica
prodotti. Per ogni misurazione sono stati
utilizzati circa 200 grammi di uva inse-
riti in tre barattoli di vetro da 500 ml per
ciascuna tesi, chiusi ermeticamente per
un’ora a temperatura ambiente.

Il contenuto di solidi solubili degli aci-
ni (25 per tesi ad ogni campionamento) &
stato determinato mediante tecnica di ri-
frattometria digitale (ATAGO, Palette PR-
32) ed espresso in gradi Brix.

L'analisi della polifenolossidasi (PPO)
e stata effettuata come precedentemen-
te descritto da Pasquariello et al. (2015)
mentre 'analisi dei flavonoidi come de-
scritto da Ghasemnezhad et al. (2011).

Per la significativita statistica dei dati &
stata condotta un ANOVA e per la differen-
za tra le medie e stata impiegata la MDS.

RISULTATI E
DISCUSSIONE

| risultati ottenuti mostrano che non ci
sono differenze nella concentrazione dei
solidi solubili tra i trattamenti predisidra-
tazione (Fig. 1). Al termine del processo
di appassimento tutti i lotti avevano una
concentrazione oscillante tra i 22 e 23°
Brix, piuttosto bassi per uva sottoposta
a disidratazione ma d‘altronde i livelli di
partenza erano altrettanto bassi. Non &
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Fig. 3 - Perdita di peso in uva Var. Romanesco durante l'appassimento postraccolta e a sequito dei trattamenti
con metil jasmonato (100 uM; 10 pM] e ozono. | dati sono la media del peso di 10 grappoli per ogni tesi.
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Fig. 4 - Produzione di CO; in uva Var. Romanesco durante l'appassimento postraccolta e a seguito dei trattamenti
con metil jasmonato (100 uM; 10 pM] e ozono. | dati sono la media dei valori di tre barattoli di vetro con dentro i

grappoli di uva.
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stata evidenziata alcuna differenza anche
nella resistenza della buccia alla rottura
(risultati non mostrati).

La concentrazione polifenolica non ha
evidenziato, diversamente da quanto atte-
so, particolari differenze nelle uve trattate
con metil jasmonato rispetto al control-
lo; mentre si & osservato un aumento nei
campioni trattati con ozono (Fig. 2).
Questo risultato € in accordo con quanto
riportato da Carbone e Mencarelli (2015).

| risultati piU interessanti hanno riguar-
dato il tasso di perdita d'acqua, la colo-
razione, la concentrazione di flavonoidi e
lattivita enzimatica Partendo quindi dal
tasso di disidratazione si & visto come i
lotti trattati con MeJA, diversamente da
quanto atteso, hanno mostrato una perdi-
ta d'acqua molto piu consistente rispetto
ai lotti ozono e controllo (Fig. 3).
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Essi hanno infatti impiegato circa la
meta del tempo a raggiungere il 30% del
calo peso. Ela prima volta che e stato
osservato un comportamento del genere
per cui non abbiamo trovato riferimenti
in letteratura. Data la grande differenza
mostrata dai diversi lotti nel tasso di per-
dita d'acqua € stata misurata lattivita re-
spiratoria ed & stato visto che, nonostante
landamento dei lotti fosse uguale, i lotti
trattati con MeJA avevano un tasso respi-
ratorio immediatamente piu alto (Fig. 4).

Questo poteva dunque spiegare lau-
mento di perdita d'acqua essendo, latti-
vita respiratoria, un'attivita che sprigiona
calore endogeno e di conseguenza ha
aumentato la differenza di temperatura
tra esterno e interno dell'acino, fattore
che promuove e facilita la disidratazio-
ne. Tutti i campioni mostravano un picco
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Fig.5 - Colore della buccia (Hue angle] in uva Var. Romanesco durante ['appassimento postraccolta e a seguito
dei trattamenti con metil jasmonato (100 uM; 10 uMJ e ozono. | dati sono la media di 50 acini provenienti da

grappoli differenti. MDS(5%] = 16
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di attivita respiratoria al 20% di calo peso
come gia osservato in altre sperimenta-
zioni di disidratazione (Costantini et al,
2006; Chkaiban et al., 2007). Anche le
analisi colorimetriche hanno mostrato
risultati interessanti. Infatti & stato visto
che le bacche dei lotti trattati con MeJA
mostravano una colorazione pil gialla
a partire dal terzo giorno del trattamen-
to fino al 10% del calo peso (Fig. 5, 6, 7).
@ Ozono e controllo mostravano invece un
andamento molto simile. Questo risul-
tato ha aperto la strada a due ipotesi. Da
una parte potrebbe essere riconducibile a
una maggior sintesi di composti coloranti
(flavonoli e carotenoidi) come ¢é stato gia
osservato (Lalel et al., 2003; Perez et al.,
1997), probabilmente dovuta a una mag-
gior produzione di etilene a seguito del
trattamento (Fan et al,, 1997). L'analisi dei
composti bioattivi ha mostrato infatti una

Fig.6 - Grappoli Var. Romanesco a inizio appassi-
mento.
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maggior concentrazione di flavonoidi sia
nei campioni trattati con metil jasmonato
sia in quelli trattati con ozono nei primi
giorni dal trattamento, tempo 3 (Fig. 8).
Questo ¢ in accordo con quanto riportato
da Flores e Ruiz del Castillo (2016) che
hanno evidenziato un aumento dei flavo-
noli a seguito del trattamento con metil
jasmonato sull'uva. E da evidenziare pero
che altermine della prova non vi erano dif-
ferenze significative tra i campioni, eccetto
per l'ozono che aveva una concentrazione
maggiore sia di polifenoli che di flavonoidi.
D'altra parte, piti verosimile, & l'ipotesi che
il miglior mantenimento del colore mo-
strato dai lotti trattati con MeJA, potrebbe
essere riconducibile ad una minor degra-
dazione ossidativa. A conferma di questo,
l'attivita della PPO, che pur ha mostrato un
incremento nel corso della disidratazione,
risultava maggiore nei frutti non trattati,

mentre quelli trattati avevano un'attivita
minore fino al 20% di calo peso. (Fig. 9).
o Per guanto concerne l'analisi microbio-
logica sia a livelo epifitico che endofitico
non si & notato nessun controllo da parte
del metiljasmonato e neppure dell'ozono. |
valori comunque erano bassi di partenza e
successivamente si € assistito ad un lieve
aumento. Ci si sarebbe aspettato un mag-
gior effetto sanitizzante dell'ozono che non
vi & stato, anzi i valori sono stati piu elevati
che negli altri campioni, forse a causa del
fatto che l'ozono agisce immeddiatamente
ma nel tempo non esercita alcun controllo.
Proprio il fatto di far una "pulizia” iniziale
puo favorire il successivo aumento di mi-
croorganismi che non trovano competitori.

CONCLUSIONI

e Concludendo ¢ stato visto che il metil
jasmonato, contrariamente a quanto ipo-
tizzato, ha accelerato la perdita di acqua
come conseguenza di una pill marcata at-
tivita respiratoria ma ha svolto un‘azione
protettiva nei confronti dello stress idrico
stesso. In particolare il miglior colore del-
le bacche a seguito del trattamento con
metiljasmonato potrebbe esser dovuto
alla sua inibizione sull'attivita della PPO e
quindi minor ossidabilita del tessuto. e
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Fig.8 - Flavonoidi totali in uva Var. Romanesco durante la appassimento postraccolta e a seguito dei trattamenti
con metil jasmonato (100 uM; 10 uM] e ozono. MDS(5%) = 90
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Fig.9 - Influenza dei trattamenti con metil jasmonato (100 uM; 10 uM] e ozono sull'attivita delle polifenolossidasi
(PPOJ su uva Var. Romanesco durante l'appassimento postraccolta.
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Tab. 1. Epifiti ed endofiti presenti in uva Var. Romanesco al termine dell'appassimento postraccolta e a seguito
dei trattamenti con metil jasmonato (100 uM; 10 pM) e ozono.

ANALITI EPIFITI ENDOFITI
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MeJA 10puM 3.3x10¢ 4.6x10
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