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Bactrocera oleae e batteri associati: prospettive per nuove strategie di

controllo integrato del Tefritide
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Bactrocera oleae and associated
bacteria: perspectives for new inte-
grated control strategies

Abstract. Studies carried out in the years 2007-
2010 within the project “SIDIO” confirmed and high-
lighted that the olive fly Bactrocera oleae has two dis-
tinct types of relationship with bacteria: a close sym-
biosis with Candidatus Erwinia dacicola, and a tempo-
rary and occasional association with Enterobacteri-
aceae and Pseudomonadaceae present on the olive
phylloplane. Concerning Ca. Erwinia dacicola, some
semi-field trials allowed to verify how different prod-
ucts with bactericidal action, in particular copper sul-
phate and copper oxychloride, are able to cause until
to 50% of mortality in eggs and larvae. Besides, these
products showed a marked deterrent activity towards
ovipositing females, evaluated, in terms of uninfested
olives. The antibacterial activity of copper has been
confirmed in laboratory bioassays using bacterial
DNA extraction and amplification from the esophageal
bulb of flies watered with a mixtures based on copper
oxychloride. Concerning the temporary associations
which the olive fly has with bacterial epiphytic popula-
tions, a series of field trials revealed that a bacterial
filtrate from cultures of Pseudomonas putida has a
considerable attractiveness towards adults, especially
against females. Again, the results show a significant
practical importance for the development, after identi-
fication of active volatiles, of a new and more effective
systems of monitoring and control of the pest.

Key words: Olive fruit fly, bactericides, attractans,
organic oliviculture, Tuscany.

Introduzione

E ben noto come i microrganismi e in particolare i
batteri rivestano per i ditteri tefritidi un ruolo di fon-
damentale importanza sia come fonte proteica di
nutrimento sia per i rapporti simbiotici che instaurano

* antonio.belcari@unifi.it

a livello di strutture specializzate del canale alimenta-
re (Girolami, 1973; Drew e Lloyd, 1989; Belcari et
al., 2003; Lauzon, 2003; Capuzzo et al., 2005). In
Bactrocera oleae, recenti ricerche hanno messo in
evidenza una stretta associazione fra il dittero e i
microrganismi presenti sul filloplano dell’olivo o sta-
bilmente residenti nell’intestino (Sacchetti et al.,
2008). In effetti la mosca presenta due distinti tipi di
rapporto con i batteri: una simbiosi stretta, dovuta alla
presenza di Candidatus Erwinia dacicola in adulti sel-
vaggi, e un’associazione temporanea e occasionale
con batteri epifiti (batteri residenti soprattutto sulla
superficie di foglie, drupe e rami), di cui il tefritide si
nutre ¢ che trasporta a sua volta sulle piante dell’a-
groecosistema. Ca. Erwinia dacicola ¢ stato rinvenuto
nel bulbo esofageo (estroflessione anteriore del tubo
digerente) di maschi e femmine della mosca mediante
tecniche molecolari. Non coltivabile sui normali sub-
strati di crescita, questo batterio risulta essere di fon-
damentale importanza per lo sviluppo delle giovani
larve che, soprattutto nelle drupe verdi, necessitano di
enzimi proteolitici. E stato infatti dimostrato in prove
di laboratorio e di campo come 1’assenza del batterio
nell’intestino delle larve neonate, a seguito di sommi-
nistrazione di antibiotici, produca alta mortalita nella
popolazione (Fytizas e Tzanakakis, 1966; Tzanakakis,
1985). Riguardo a questo aspetto, le ricerche condotte
nell’ambito del progetto “SIDIO” (Strategie
Innovative per la Difesa Integrata in Olivicoltura,
anni 2007-2010) hanno valutato la possibilita di mani-
polare la simbiosi batterica come un nuovo sistema di
lotta indiretto altamente selettivo ed ecocompatibile
(Bagnoli, 2011). A tale scopo, diverse indagini di
laboratorio e di campo (negli oliveti dell’Azienda
Villa Montepaldi, San Casciano - FI) hanno avuto
come obiettivo finale quello di valutare ’attivita di
prodotti ad azione antibatterica (rame e propoli). Per
quanto riguarda i rapporti che la mosca contrae con i
batteri epifiti, la ricerca si ¢ indirizzata alla messa a
punto di nuovi sistemi di attrazione basati sugli odori
emessi da detti batteri, rinvenuti sia nel bulbo esofa-
geo delle mosche che sul filloplano. Tra i vari micror-
ganismi con cui la mosca contrae temporanee associa-
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zioni, Pseudomonas putida ¢ stata scelta come specie
modello di studio in quanto rinvenuta molte volte
durante precedenti ricerche (Belcari et al., 2003).
Filtrati batterici di P. putida sono stati quindi compa-
rati con attrattivi commerciali di piu largo impiego
per i ditteri tefritidi.

Materiali e metodi

Interruzione della simbiosi batterica

Le prove sono state condotte nel 2009 in condizio-
ni di semicampo utilizzando adulti ottenuti da drupe
infestate, pertanto caratterizzati da una medesima eta
ed elevati livelli di batteriosimbiosi, che sono stati
introdotti in speciali manicotti appositamente applicati
alle branche delle piante. Sono stati presi in esame tre
differenti formulati commerciali: Pasta Caffaro Blu
(allo 0,35%) (25% di rame metallo da ossicloruro in
sospensione concentrata), Poltiglia Caffaro 20 DF
New (allo 0,75%) (20% di rame metallo da solfato
neutralizzato con calce spenta, in granuli idrodispersi-
bili), Propoli® Serbios (allo 0,17%) (estratto flavonoi-
dico-resinoso di propoli in glicole). Con tali prodotti,
nel periodo autunnale, sono state allestite due prove, A
e B, allo scopo di valutare gli effetti dei trattamenti in
termini di deterrenza, azione ovicida e azione larvici-
da. In ciascuna prova sono state considerate 5 piante
di una medesima area dell’oliveto sulle quali sono
state individuate 4 branche destinate a 4 differenti trat-
tamenti (3 antibatterici + 1 controllo con acqua deio-
nizzata). Una volta rimosse le drupe infestate, si ¢
provveduto a effettuare i trattamenti previsti e a isola-
re ciascuna branca con appositi manicotti di tulle bian-
co. All’interno di questi, sono stati quindi immessi
adulti di B. oleae (sex ratio 1:1) e rimossi a distanza di
una settimana. Nella prova A si sono utilizzati 20
adulti e circa 100 drupe per branca, con asportazione
ed esame delle drupe dopo 7 giorni dai trattamenti (per
la valutazione dell’effetto deterrente e ovicida). Nella
prova B si sono utilizzati 10 adulti e circa 50 drupe per
branca, con rimozione ed esame delle drupe dopo 20
giorni dai trattamenti (per la valutazione dell’effetto
deterrente e larvicida). A integrazione delle preceden-
ti, una terza prova ¢ stata condotta in laboratorio, sem-
pre su individui selvaggi, abbeverati con acqua e Pasta
Caffaro, o acqua e Propoli o solo acqua (controllo). In
questo caso si ¢ inteso valutare 1’eventuale azione bat-
tericida dei due prodotti mediante esami molecolari ad
hoc sul contenuto batterico del bulbo esofageo.

Potere attrattivo di filtrati batterici
A partire da un ceppo di P. putida isolato dal
bulbo esofageo di individui selvaggi di B. oleae, lo
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studio si ¢ sviluppato attraverso la preparazione di fil-
trati batterici (Sacchetti ef al., 2007) e la loro succes-
siva utilizzazione in prove sperimentali di campo. In
questo ambito, detti filtrati sono stati posti a confronto
con esche proteiche di largo impiego nella lotta contro
le mosche della frutta (Nubait), utilizzando come
comune dispositivo di cattura bottiglie-trappola
(Elkophon, Phytophyl, Grecia). Piu specificatamente,
dopo alcuni saggi preliminari di campo effettuati nel
2007, nel biennio successivo sono state condotte
prove per confrontare il potere attrattivo del filtrato
batterico con quello del Nubait e del controllo, rappre-
sentato dal mezzo di coltura del batterio, il TSB
(Tryptone Soya Broth). Il modello sperimentale utiliz-
zato nel 2008 ¢ quello del quadrato latino con tre tesi
e tre ripetizioni, replicato quattro volte nello spazio e
tre volte nel tempo, per un totale di 36 trappole (12
per tipo di attrattivo) testate 9 volte nel periodo set-
tembre-ottobre. In considerazione che il filtrato batte-
rico va facilmente incontro a processi fermentativi in
grado di modificarne sostanzialmente la composizione
chimica, I’esame delle catture ottenute con 1 tre diffe-
renti tipi di trappola ¢ stato effettuato, per ciascuna
delle nove prove, a distanza di 24 ore dal posiziona-
mento delle trappole. Per quanto riguarda 1’effetto
della concentrazione, ricerche specifiche sono state
condotte nel 2008 e nel 2009 nel medesimo oliveto di
Villa Montepaldi, per confrontare il potere attrattivo
del filtrato batterico al 10%, 20% e 40%. Nel biennio,
secondo uno schema sperimentale a quadrato latino,
con 3 tesi e 3 ripetizioni, replicato 4 volte nello spazio
(per un totale di 12 trappole per dosaggio), sono state
effettuate 3 prove nel periodo ottobre-novembre, con
rilevamento delle catture 24-30 ore dopo 1’allestimen-
to delle trappole.

Risultati e discussione

Interruzione della simbiosi batterica

I risultati del primo esperimento hanno evidenziato
un buon effetto deterrente (inibizione dell’ovideposi-
zione) soprattutto da parte della Pasta Caffaro che ha
limitato la percentuale di olive con punture al 16%
(contro il 20% della Propoli, il 36% della Poltiglia e il
41% del testimone). Per quanto riguarda ’azione ovi-
cida, ¢ risultata invece la Poltiglia il formulato piu
efficace con una mortalita delle uova di oltre il 59%
(rispetto al 45% della Propoli, al 41% della Pasta e al
21% del testimone) (fig. 1). I risultati del secondo
esperimento hanno evidenziato la maggiore attivita di
deterrenza da parte della Poltiglia che ha contenuto la
percentuale di olive con punture a poco piu del 6%.
Le altre due tesi si sono attestate su valori di poco
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Fig. 1 - Azienda Villa Montepaldi (FI), 2009. Effetto dei trattamenti sull’infestazione e la mortalita delle uova nella prova A (sopra) e sul-
I’infestazione e la mortalita delle larve nella prova B (sotto).
Fig. 1 - Villa Montepaldi farm (FI), 2009. Treatment effects on the olive infestation and egg mortality in the A trial (above) and on the
olive infestation and larval mortality in the B trial (below).

superiori al 30%, mentre nel testimone 1’infestazione
ha raggiunto il 63%. Per quanto concerne 1’azione lar-
vicida, gli effetti medi piu marcati si sono avuti da
parte della Pasta con ben il 71% di mortalita (contro il
43% del testimone) (fig. 1).

Per quanto concerne le prove di laboratorio riguar-
danti I’influenza del rame sullo sviluppo di Ca.
Erwinia dacicola, dai risultati ¢ emerso che per la tesi
relativa alla Pasta Caffaro si sono ottenuti amplificati
di DNA batterico solo dal 29% dei bulbi (contro il
59% della tesi Propoli e 64% del testimone). Cio
dimostra che i prodotti rameici, assunti per ingestione
dalla mosca, producono a livello di bulbo esofageo un
considerevole effetto battericida limitando cosi, in
misura piu 0 meno marcata, la trasmissione verticale
del batterio dalla madre alla prole.

Potere attrattivo di filtrati batterici

I risultati hanno evidenziato che detti filtrati batte-
rici, nelle prime 24 ore di esposizione, esercitano nei
confronti degli adulti, ed in particolare delle femmine,
un’elevata capacita attrattiva, significativamente supe-
riore a quella degli attrattivi di confronto (fig. 2A). Le
catture mostrano (pur in assenza di differenze statisti-

camente significative) che la soluzione al 40% ¢ stata
la piu attrattiva nella prima e nella terza prova, mentre
quella al 20% ¢ apparsa di gran lunga la piu efficace al
rilievo del 15 ottobre (fig. 2B). I dati di sintesi riporta-
ti nelle figure 2C e 2D confermano, per tutte le con-
centrazioni saggiate, la maggiore attrattivita dell’esca
nei confronti delle femmine, evidenziandone le poten-
zialita come mezzo di monitoraggio e controllo della
popolazione dacica. Le prove condotte nel 2009,
hanno consentito inoltre di evidenziare piu chiaramen-
te la maggiore attrattivita del filtrato batterico al 40%
(fig. 2D).

Conclusioni

I risultati delle prove di laboratorio e di campo
aventi come oggetto le complesse relazioni intercor-
renti fra B. oleae e batteri, permettono di confermare
come la mosca presenti due principali tipi di associa-
zioni batteriche, una con Ca. Erwinia dacicola e ’altra
con specie di enterobatteriacee e pseudomonadacee
pressoché ubiquitarie e ordinariamente presenti anche
sul filloplano dell’olivo, di cui la mosca si nutre. Ca.
Erwinia dacicola riveste un’importanza fondamentale

187



Belcari et al.

A (2008)
90
80
. 10
B
g 60
5
é 50
"E 40
3 30
-4
E 20
F4
10
u wrEEEr —
maschi femmine 1cmmme maschi femmine
Filtrato batterico huhall Tryptone soya broth
C (2008)
20
B
=2
g 15
"
é 10
2
4
maschi I'mmmn: maschi femmine mauhn In'nrmm
20%

B (2008)

j[l_l

14 ont 15 ott 3 nov

Numero totale di adulti catturati

.1

(=]

C110% W20% @40%
D (2009)
6,00

5,00

4,00

3,00

el

I‘ I I
0,00 .

maschi femmine femmine femmine
10% ‘[J'u -m"a

z

z

Numero medio di adulti per trappola

Fig. 2 - Azienda Villa Montepaldi (FI), 2008 e 2009. Adulti catturati con trappole Elkofon innescate con tre diversi tipi di attrattivo (A) o
con filtrato batterico al 10%, 20% e 40% (B, C e D).

Fig. 2 - Villa Montepaldi farm (FI), 2008 and 2009. Adult captures by Elkofon traps baited with different kind of attractants (A) or with
bacterial filtrate at 10%, 20% and 40% (B, C and D).

in quanto, attraverso un passaggio verticale da femmi-
na a larva, permette a questa 1’utilizzazione delle fonti
proteiche presenti nel mesocarpo dell’oliva, soprattut-
to quando le olive sono nelle prime fasi di maturazio-
ne. La verifica che prodotti ad azione battericida,
come alcuni formulati a base di rame o di propoli,
siano in grado di interrompere la batteriosimbiosi,
apre nuove e interessanti prospettive di controllo eco-
compatibile del tefritide.

Per quanto riguarda le popolazioni batteriche epifi-
te che la mosca ricerca attivamente come sorgente di
cibo, una serie di indagini di campo ha permesso di
rilevare il considerevole potere attrattivo esercitato
nei confronti degli adulti di B. oleae da parte di un fil-
trato batterico ottenuto da colture di P. putida. Anche
in questo caso i risultati presentano notevoli prospetti-
ve per lo sviluppo, previa individuazione delle sostan-
ze volatili attive, di nuovi e piu efficaci sistemi di
monitoraggio.

Riassunto

I batteri rivestono, per le mosche della frutta, un
ruolo di fondamentale importanza sia come fonte di
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nutrimento sia per i rapporti simbiotici che instaurano
con ’ospite a livello di strutture specializzate del
canale alimentare.

Gli studi condotti nell’ambito del progetto
“Strategie Innovative per la Difesa Integrata in
Olivicoltura - SIDIO”, cofinanziato da ARSIA
Regione Toscana per il triennio 2007-2010, hanno
permesso di confermare ed evidenziare come
Bactrocera oleae abbia due distinti tipi di rapporto
con i batteri: una simbiosi stretta con Candidatus
Erwinia dacicola, e un’associazione temporanea e
occasionale con enterobatteriacee e pseudomonadacee
presenti sul filloplano, di cui gli adulti del dittero si
nutrono e che trasportano a loro volta sulle piante di
olivo.

Riguardo a Ca. Erwinia dacicola, diverse indagini
di semicampo hanno permesso di verificare come
alcuni prodotti ad azione battericida, e in particolare il
solfato e I’ossicloruro di rame, siano in grado di cau-
sare una mortalita embrionale e larvale dell’ordine del
50%, mostrando altresi un marcato effetto deterrente
sull’ovideposizione, quantificato, in termini di olive
non attaccate, fino a valori di circa il 90% di efficacia,
rispetto al testimone non trattato. L’attivita antibatteri-



ca del rame ¢ stata confermata in biosaggi di laborato-
rio mediante estrazione e amplificazione di DNA bat-
terico prelevato dal bulbo esofageo di mosche abbe-
verate con miscele a base di ossicloruro di rame.

Relativamente alle associazioni che la mosca con-
trae con le popolazioni batteriche epifite, una serie di
prove di campo ha permesso di rilevare che un filtrato
batterico ottenuto da colture di Pseudomonas putida
esercita un considerevole potere attrattivo nei con-
fronti degli adulti e in particolare delle femmine del
tefritide. Anche in questo caso, i risultati presentano
una notevole importanza applicativa per lo sviluppo,
previa individuazione delle sostanze volatili attive, di
nuovi e piu efficaci sistemi di monitoraggio e di con-
trollo del fitofago.

Parole chiave: mosca delle olive, sostanze antibatte-
riche, attrattivi, olivicoltura biologica.

Ricerca svolta nell’ambito del progetto “Strategie Innovative per
la Difesa Integrata in Olivicoltura - SIDIO”, cofinanziato da
ARSIA Regione Toscana per gli anni 2007-2010.
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Effetti sull’artropodocenosi di trattamenti con Imidacloprid impiegato

contro Bactrocera oleae

Iannotta N.", Belfiore T., Noce M.E., Scalercio S., Vizzarri V. e Zaffina F.
CRA-OLI Centro di Ricerca per I’Olivicoltura e I’Industria Olearia, Rende (CS)

Effects on non-target arthropods of
an Imidacloprid-based insecticide
used against Bactrocera oleae

Abstract. The efficacy of imidacloprid for
Bactrocera oleae (Rossi,1790) control has been
assed but there is a lack of knowledge about its
impact on non target fauna, mainly represented by
arthropods, of olive ecosystem. Therefore, the aim of
this study was to assess the impact of imidacloprid
(commercial formulation Confidor® O-TEQ) in two dif-
ferent chemical concentration (50 and 62.5% g/hl) on
this biotic component. Trials were performed in 2009
and 2010 years in the area of Mirto-Crosia, located on
Cosenza lonian coast and characterized by high lev-
els of infestation. Results showed a significant impact
of imidacloprid on non target arthropods, even if the
effects on arthropod fauna are not homogeneous in
both study years emphasizing in 2010 a significant
difference only between the control thesis and the
Confidor 62.5% g/hl thesis. Some groups showed
more sensitivity, as Homoptera Cicadellidae that dis-
played a significant decrease of their populations.
Data of strong impact were not detected for beneficial
arthropod as parasitoids and predator.

Key words: imidacloprid, olive tree, Bactrocera
oleae, infestation, Calabria

Introduzione

La revisione degli agrofarmaci impiegabili in agri-
coltura, recentemente attuata dalla UE, ha cancellato
prodotti largamente usati in olivicoltura con efficacia
di azione sui fitofagi dannosi come la ‘mosca delle
olive’. Recenti sperimentazioni in olivicoltura con-
venzionale ed integrata hanno saggiato nuove sostan-
ze attive con risultati paragonabili a quelli del dime-
toato per combattere Bactrocera oleae (Rossi, 1790).

* nino.iannotta@entecra.it
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Tra questi ¢ apparso abbastanza efficace 1’imidaclo-
prid, un principio attivo sistemico appartenente alla
classe dei neonicotinoidi cloronicotinici. Tuttavia
poco si conosce sull’impatto che questo presidio fito-
sanitario provoca sugli artropodi non-target ed in par-
ticolare sui rapporti tra i vari gruppi tassonomici e/o0
funzionali. La modalita del meccanismo di azione dei
nicotinici sembra selettiva in quanto i principi attivi
colpiscono 1 recettori nicotinici dell’acetilcolina degli
insetti, e forse ¢ il motivo per cui negli ultimi dieci
anni si € avuto un incremento notevole di tali sostanze
in sostituzione dei carbammati ¢ dei fosforganici. Lo
scopo di questa ricerca ¢ stato quello di valutare 1’im-
patto di tale sostanza attiva, nel formulato commercia-
le Confidor® O-TEQ, recentemente registrato su olivo
per il controllo della mosca delle olive, sulle dinami-
che a breve e medio termine dell’artopodofauna del-
’oliveto.

Materiali e metodi

Le prove sono state condotte negli anni 2009 e
2010 nell’areale di Mirto-Crosia (CS), situato sul lito-
rale ionico cosentino e caratterizzato da elevati livelli
di infestazione. Sono state utilizzate 3 parcelle di circa
Ha 0,5: una prima trattata con 50g/hl di formulato,
una seconda trattata con 62,5g/hl di formulato (dosi
minima e massima consigliata in etichetta), una terza
¢ stata utilizzata come controllo non trattato. I tratta-
menti sono stati effettuati intorno alla meta di settem-
bre in entrambi gli anni di studio. Le due parcelle trat-
tate sono state ruotate da un anno al successivo. In
ognuna di esse sono state collocate 5 coppie di trappo-
le collose bianche all’interno della chioma di 5 olivi,
posti nel centro delle parcelle e distanziati 16 metri. I
taxa indagati sono stati scelti fra quelli noti in biblio-
grafia per essere dei buoni bioindicatori: Araneae,
Opiliones, Insecta (Hymenoptera Icneumonoidea,
Hymenoptera Formicidae, Altri Hymenoptera,
Coleoptera Coccinellidae, Macrolepidoptera,
Neuroptera, Mecoptera, Diptera Syrphidae,
Homoptera Cicadellidae, Altri Homoptera,



Heteroptera). 1 rilievi sono stati effettuati ogni dieci
giorni. Le trappole, una volta raccolte sono state tra-
sportate in laboratorio, dove ¢ stata eseguita, con 1’au-
silio dello stereomicroscopio, la separazione e il con-
teggio visivo dei taxa prescelti per ottenere un dato
quantitativo. I dati raccolti sono stati sottoposti a
diverse analisi statistiche in modo da cogliere le diffe-
renze fra le strutture di comunita, le risposte dei taxa
campionati ai vari trattamenti e gli effetti dei compo-
sti testati sull’efficienza dei livelli trofici. I dati di
abbondanza (numero di individui) sono stati sottopo-
sti all’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal test
post-hoc LSD per separare le medie utilizzando STA-
TISTICA 5.5. Le risposte ai trattamenti dei singoli
taxa sono state valutate attraverso 1’utilizzo di un indi-
ce di dinamica fenologica che si traduce nel rapporto
pre-trattamento/post-trattamento dell’abbondanza dei
taxa campionati (A/B_ ;) (Iannotta et al., 2006):
A/B_,;, = n° individui post-trattamento / n° individui
pre-trattamento

Risultati e discussione

Nel 2009 e 2010 sono stati rispettivamente raccolti
29.080 e 19.938 individui, di questi sono stati conteg-
giati e classificati 3.763 e 2.584 rispettivamente (tab.
1). Nel complesso il maggior numero di individui
determinato ¢ stato registrato nelle tesi controllo (tesi
B) mentre in minor numero ¢ stato riscontrato nelle
parcelle dove ¢ stato effettuato il trattamento con 1’i-
midacloprid alle concentrazioni piu elevate (Confidor
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62,5% ). Il gruppo piu abbondante ¢ stato quello degli
Homoptera Cicadellidae sia nel primo anno di speri-
mentazione (n = 993; 26,39%) che nel secondo (n =
743; 28,75%). 1l numero degli individui puo non esse-
re indicativo, in quanto € noto che diversi gruppi pos-
sono essere influenzati piu che dalla gestione fitosani-
taria, dalla diversificazione vegetazionale come ad
esempio i Macrolepidoptera (Weibull, 2003), mentre
altri, come i Neurotteri, oltre ad avere una grande abi-
lita di dispersione attraverso il volo, hanno sviluppato
una resistenza ai pesticidi permettendo loro di soprav-
vivere negli habitat sfavorevoli come gli agroecosiste-
mi sottoposti ad input chimici (Ruano et al., 2001).

L’effetto del trattamento valutato mediante 1’indice
di dinamica fenologica ha mostrato per i due anni
consecutivi di sperimentazione un impatto dell’imida-
cloprid sulle comunita di artropodi campionate nel
suo complesso, in particolare un effetto negativo si ¢
avuto per gli Icneumonoidea, 1 Syrphidae ¢
Cicadellidae (tab. 2).

Nei due anni di sperimentazione, osservando 1’an-
damento fenologico sia della cenosi totale che di quel-
la determinata, si evidenzia una diminuzione del
numero di individui proprio nelle tesi trattate in segui-
to al trattamento stesso, mentre le parcelle controllo
nello stesso periodo registrano un aumento delle loro
popolazioni (fig. 1). In particolare il taxon maggior-
mente sensibile si ¢ dimostrato quello dei
Cicadellidae (Fz’90 =14,683; p < 0.0001), pur eviden-
ziando quasi tutti i taxa dei decrementi sensibili nel
periodo successivo al trattamento.

Tab. 1 - Abbondanza dei taxa campionati nelle tesi sperimentali durante il 2009 calcolata come numero di individui.
Tab 1 - Abundance of taxa sampled into experimental theses during 2009 computed as number of individuals.

Taxa Confidor 62,5% Confidor 50% Controllo
2009 2010 2009 2010 2009 2010
Araneae 123 74 135 74 110 48
Opiliones 3 15 1 24 6
altri Hymenoptera 106 99 169 92 74 139
Ichneumonoidea 127 40 53 112 70 72
Formicidae 144 57 133 46 210 61
Coccinellidae 8 4 12 4 16 7
Macrolepidoptera 83 44 56 28 47 37
Neuroptera 14 38 44 27 18 33
Mecoptera 44 1 22 9 181 11
Syrphidae 56 83 152 57 42 118
Cicadellidae 205 199 171 291 617 253
Heteroptera 50 18 45 37 74 46
Homoptera 109 90 83 105 118 123
Totale Catturati 7.763 6.277 11.700 5.398 9.617 8.263
Totale Determinati 1.072 747 1.090 883 1.601 954
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Tab. 2 - Rapporti dopo/prima trattamenti della cenosi campionata. Per Opiliones e Mecoptera non ¢ disponibile alcun valore per I’assenza
degli individui prima dei trattamenti.
Tab. 2 - After/before treatment ratios of coenosis sampled. No value is available for Opiliones and Mecoptera due to tha lack of individu-
als before treatments.

Taxa 2009 2010
Confidor 62,5% Confidor 50% Controllo Confidor 50% Confidor 62,5% Controllo
Araneae 1,71 1,48 1,03 0,48 0,75 0,88
Altri Hymenoptera 0,88 1,12 1,0 0,28 0,18 0,75
Hymenoptera Ichneumonoidea 0,38 0,5 1,47 0,18 0,35 1,94
Hymenoptera Formicidae 1,68 2,61 1,72 1,4 0,17 2,14
Coleoptera Coccinellidae 0 5 1 0 0 1
Lepidoptera 3,63 8,25 2,2 0,64 2,27 1,78
Neuroptera 1,5 0,45 1,0 0,44 0,43 0,13
Diptera Syrphidae 6,67 9,67 21 0,84 0,86 1,38
Hemiptera Cicadellidae 0,04 0,13 1,59 0,48 0,38 3,1
Hemiptera Heteroptera 0,36 1 0,9 0,21 0,29 0,76
Hemiptera Homoptera 0,4 0,77 0,78 1,1 1,35 0,24
Totale 0,63 0,95 1,57 0,49 0,52 1,13
|
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Fig. 1 - Fenogramma complessivo nelle tre stazioni campionate.
Fig. 1 - Total phenogram in the three stations sampled.
Conclusioni

I risultati ottenuti in questa ricerca mostrano nel
complesso un impatto significativo dell’imidacloprid
sugli artropodi non target. Tuttavia si nota che le con-
seguenze sull’artropodofauna non sono omogenee nei
due anni di osservazione: nella seconda annualita si
evidenzia una differenza statisticamente significativa
solo tra la parcella trattata con Confidor O-TEQ alla
massima concentrazione (62,5% g/hl) ed il controllo.
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Alcuni gruppi si sono mostrati piu sensibili di altri ed
in particolare gli Homoptera Cicadellidae hanno evi-
denziato un decremento significativo della loro popo-
lazione. Quale considerazione generale si puo eviden-
ziare che gli insetticidi sistemici disturbano di meno
I’entomofauna utile, parassitoidi e predatori, in quan-
to quest’ultimi si nutrono di prede e solo di rado,
come nel caso di alcuni imenotteri parassitoidi
(Krischik et al., 2007), di tessuti vegetali, evitando il
contatto con I’insetticida.




Riassunto

L’imidacloprid si ¢ dimostrato efficace per la dife-
sa contro il principale parassita dell’olivo, Bactrocera
oleae (Rossi,1790), ma insufficienti sono le conoscen-
ze sul suo impatto sulla fauna non target presente nel-
I’ecosistema oliveto, che ¢ composta in massima parte
da artropodi. Pertanto, 1’obiettivo di questa ricerca ¢
stato quello di valutare I’impatto dell’imidacloprid su
questa componente biotica utilizzando il formulato
commerciale Confidor® O-TEQ con due differenti
concentrazioni (50 e 62.5% g/hl). Le prove sono state
condotte negli anni 2009 e 2010 nell’areale di Mirto-
Crosia, situato sul litorale ionico cosentino e caratte-
rizzato da elevati livelli di infestazione. I risultati otte-
nuti mostrano nel complesso un impatto significativo
dell’imidacloprid sugli artropodi non target. Tuttavia
le conseguenze sulla artropodofauna non sono omoge-
nee nei due anni di campionamento, mostrando nella
seconda annualita una differenza statisticamente
significativa solo fra il campo trattato con il principio
attivo alla massima concentrazione e il controllo.
Alcuni gruppi si sono mostrati piu sensibili di altri e
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in particolare gli Homoptera Cicadellidae hanno
mostrato un calo significativo delle loro popolazioni.
Per gli artropodi considerati utili (parassitoidi e preda-
tori), non sembrano emergere dati di un forte impatto.

Parole chiave: imidacloprid, olivo, Bactrocera oleae,
infestazione, Calabria

Ricerca effettuata nell’ambito del progetto RIOM- Risorse
aggiuntive.
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Metodo LC/DAD/ESI/MS per la determinazione di Imidacloprid,
Thiacloprid e Spinosad su olive e nell’olio di oliva dopo trattamenti in campo
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LC/DAD/ESI/MS method for the
determination of Imidacloprid,
Thiacloprid and Spinosad residues
in olives and olive oil after field
treatments

Abstract. The present study allowed investigating
the behaviour of the residues of three insecticides,
imidacloprid, thiacloprid and spinosad after treatment
in field, and during the technological process of trans-
formation in olive oil. Pesticide residues immediately
after treatment were clearly under the maximum
residue level (MRL) set for these insecticides on
olives by the European Community, with average val-
ues of 0.14, 0.04 and 0.30 mg/kg for imidacloprid, thi-
acloprid and spinosad, respectively. At the pre-har-
vest interval (PHI) no residues were detected for the
samples treated with imidacloprid and thiacloprid,
while the samples treated with spinosad showed a
residue of 0.04 mg/kg. The study of the effect of the
technological process on pesticide transfer in olive oil
showed that these insecticides tend to remain in the
olive cake. The LC/DAD/ESI/MS method showed
good recoveries ranging from 80 to 119%, and good
instrument limits of quantitation (LOQs) and of deter-
mination (LODs). No matrix effect was detected.

Key words: LC/DAD/ESI/MS, olives, olive oil, pesti-
cide residues, decline curve.

Introduzione

Le olive sono soggette a numerose patologie in
campo, causate da insetti, funghi e malerbe, che pos-
sono portare anche alla perdita di prodotto per il 30%
(Weems ¢ Nation, 2009). Il parassita che maggior-
mente affligge la pianta d’olivo nel bacino del
Mediterraneo ¢ rappresentato dalla mosca dell’olivo

* angioni@yahoo.com
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(Bactrocera oleae (Gmelin), 1788, in passato Dacus
oleae). Questo parassita causa un decadimento sia
qualitativo che quantitativo dell’olio d’oliva
(Koprinjak et al., 2010). La difesa dell’olivo viene
effettuata utilizzando molto antiparassitari di sintesi
di diverse famiglie chimiche (Cabras et al., 1993,
1997; Ferrer et al., 2005; Amvrazi e Albanis 2007;
Garcia et al., 2007; Fuentesa et al., 2010; Gilbert et
al., 2010). La maggiore coscienza del consumatore
sulla salute umana e sull’ambiente hanno portato
negli ultimi anni a ricercare composti di sintesi e
naturali a bassissima tossicita da utilizzare in sistemi
di lotta integrata per proteggere 1’olivo dall’attacco
della mosca (Cabras et al., 2002; Caboni et al., 2002;
Alexandrakis et al., 2005; Montiel Bueno e Jones,
2002). Imidacloprid, thiacloprid e spinosad sono
pesticidi di nuova generazione con buone caratteristi-
che tossicologiche e di utilizzo in campo. Nonostante
queste buone caratteristiche non sono presenti in let-
teratura lavori sulle olive e sull’olio che valutino il
comportamento in campo e del processo tecnologico
nei confronti di questi insetticidi. Gilbert et al. (2010)
hanno riportato un metodo multiresiduo per la deter-
minazione dei residui di imidacloprid e thiachloprid
nelle olive, mentre Benincasa et al. (2011) hanno
riportato la determinazione dello spinosad e dei suoi
metaboliti nell’olio d’oliva. In questo lavoro ¢ stato
messo a punto un metodo veloce e facile da utilizzare
per ’estrazione e la determinazione dei residui su
olive e su olio, dopo trattamento in campo, di tre
insetticidi largamente utilizzati contro la mosca del-
I’olivo, imidacloprid, thiacloprid e spinosad. Il meto-
do HPLC-DAD-ESI-MS utilizzato ¢ stato validato
secondo le norme EC SANCO/10684/2009 (Cunha et
al., 2007).

Materiali e metodi
Le prove di campo sono state effettuate in un oli-

veto della cv Semidana impiantato nel 1994, con un
sesto d’impianto 5 x 4 m. E’ stato utilizzato un siste-



ma a blocchi randomizzati con quattro replicazioni,
ogni blocco era costituito da trenta piante. I formulati
commerciali sono stati utilizzati alle concentrazioni
consigliate dal produttore (Warrant SL - imidacloprid
17.1%, Cheminova, Roma; 200 g/l di acqua e 1.000
1/ha; Calypso SC - thiacloprid 48%, Bayer, Milano;
96 g/ha; Success 120 SC - spinosad 120 g/l; 12 ml/10
1 di acqua e 1,8 I/ha). I campionamenti sono stati
effettuati dopo 0, 3, 7 e 14 giorni dall’ultimo tratta-
mento per I’imidacloprid e il thiacloprid e 0, 2, 4, 7 ¢
10 giorni per lo spinosad.

Per I’analisi strumentale ¢ stato utilizzato un siste-
ma HPLC Shimadzu (Milano) on line con un rivelato-
re di Massa MS2010. E’ stata utilizzata un’eluizione
isocratica: (A) 99,9% acqua-0,1% acido trifluoroace-
tico (TFA), e (B) acetonitrile-acqua (50:50, v/v) per
15 min. La colonna utilizzata era una Waters
Symmetry, 3,5 um, 2,1 x 150 mm [.D. (Milford, MA),
il volume di iniezione era di 20 pl, e il flusso era di
0,4 ml/min. le analisi quantitative sono state effettuate
in modalita SIM utilizzando 1 valori di m/z 256, 253,
732, e 746 per imidacloprid, thiacloprid e spinosyn A,
e D, rispettivamente (fig. 1).

L’estrazione delle olive e dell’olio ¢ stata effettua-
ta utilizzando un sistema QuEChERS modificato per
le matrici grasse (Cunha et al., 2007; Gilbert et al.,
2010). 25 g di olive macinate e omogeneizzate o 2 g
di olio erano pesati in una beuta da 250 ml estratti con
25 ml di acetonitrile, 5g di MgSO, e 3 g di NaCl, la
beuta veniva agitata per 1 min in vortex e quindi per
10 min agitatore rotante. Dopo centrifugazione a
3.500 RPM un ml del surnatante veniva evaporato e
ripreso con 1 ml di acqua per HPLC e iniettato nel
sistema HPLC-DAD-ESI-MS per I’analisi. Il metodo
¢ stato validato determinando la deviazione standard
relativa (RSD) della ripetibilita intra day, la precisio-
ne intermedia interday, i recuperi a quattro livelli di
concentrazione e la linearita espressa come R2.

. "
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Fig. 1 - LC/ESI/MS SIM: spynosin A (1), spynosin D (2), imida-
cloprid (3) and thiacloprid (4).

Fig. 1 - LC/ESI/MS SIM: spynosin A (1), spynosin D (2), imida-
cloprid (3) and thiacloprid (4).
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Risultati e discussione

Il metodo analitico ha permesso una buona sepa-
razione cromatografica dei composti analizzati (fig.
2). Il limite di quantificazione e di determinazione
sono stati calcolati come 10 e 3 volte il valore del rap-
porto segnale/rumore. Per ogni insetticida sono state
preparate curve di calibrazione a cinque punti, i coef-
ficienti di correlazione (R?) ottenuti variavano da
0,9989 (spinosyn D in matrice di olive) a 0,9998
(spynosyn A in matrice di olio d’oliva) e il CV% max
era del 16% (tab. 1). Buoni recuperi sono stati ottenuti
per tutti i pesticidi analizzati mostrando una buona
accuratezza del metodo (tab. 2). La ripetibilita intra-
day ¢ stata valutata per n=6, mentre la precisione
intermedia per n=36 sia per le olive che per 1’olio.
Sono stati ottenuti buoni risultati per entrambi gli
esperimenti con CV% <20) in accordo con EC
SANCO/10684/2009 (Sanco, 2009). I residui di inset-
ticidi dopo il trattamento erano molto bassi e al di
sotto del MRL fissato in EU (tab. 3). I residui di imi-
dacloprid diminuivano con un t%2 di 10 giorni, passan-
do da 0,14 mg/kg subito dopo il trattamento a 0,051
mg/kg dopo due settimane. Alla raccolta i residui di
imidacloprid erano al di sotto del LOD ottenuto in
questo studio. Il thiacloprid mostrava residui ben al di
sotto del MRL e vicino al LOQ gia dopo il trattamen-
to. L’intervallo di sicurezza di questo insetticida ¢ di
14 giorni, ma gia dopo una settimana dall’esperimen-
to i residui erano 0,01 mg/kg e successivamente non
erano piu determinabili. | trattamenti con spinosad
considerano la somministrazione di dosi estremamen-
te basse di pincipio attivo in campo, portando a livelli
residuali notevolmente al di sotto del MRL o comun-
que prossimi al LOD analitico. Per poter valutare la
curva di degradazione ¢ stato necessario in questo
caso utilizzare dosi di trattamento dieci volte maggio-

Fig. 2 - Cromatogramma LC/ESI/MS SIM a 0,1 mg/kg in matrici
di olivo estratte da: spynosin A (1), spynosin D (2), imidacloprid
(3), e thiacloprid (4).

Fig. 2 - LC/ESI/MS SIM chromatogram at 0.1 mg/kg in olive
matrix extract of spynosin A (1), spynosin D (2), imidacloprid (3),
and thiacloprid (4).
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Tab. 1 - Limite del metodo analitico di quantificazione (LOQ) e determinazione (LOD) dei pesticidi nelle olive (mg/kg) e nell’oilo (mg/1).
Coefficiente di correlazione e CV%.
Tab. 1 - Analytical method limits of quantification (LOQ) and determination (LOD) of the studied pesticides in olives (mg/kg), and olive
oil (mg/l). Correlation coefficient and CV%.

Parametri Imidacloprid Thiacloprid Spinosyn A Spinosyn D
MRL olive (mg/kg) 1 4 1,00 (sum of)
olio (mg/1) - - 0,01 (sum of)
PHI (giorni) olive (giorni) 28 14 7
LOD olive (mg/kg) 0,005 0,005 0,001 0,004
olio (mg/1) 0,005 0,008 0,001 0,004
LOQ olive (mg/kg) 0,01 0,01 0,01 0,01
olio (mg/1) 0,01 0,01 0,01 0,01
Coeff. linearita (mg/kg) 0,01 —3.36 0,01 —4,04 0,01-3,01 0,01 — 0,53
R2+CV% olive 0,9993 + 12 0,9992 + 4 0,9991 £ 15 0,9994 + 16
olio 0,9997 + 8 0,9996 + 6 0,9998 + 7 0,9989 + 8
Produzione olio (%) 15+3 16+ 1 16+2
Tab. 2 - Recuperi (% + CV%) su olive (mg/kg) e olio (mg/l) a quattro livelli di fortificazione.
Tab. 2 - Recoveries in olives (mg/kg), and olive oil (mg/l) at four different levels of fortification.
Parametri recoveries% (n=4) + CV%
imidacloprid thiacloprid Spynosin A Spynosin D
Olive 0,04 105+ 13 97+9 0,04 112+5 0,01 93+2
Olio 110+ 1 87+19 80+ 3 92+8
Olive 0.20 115+4 99 +2 0.10 92+4 0,02 102+5
Olio 109+ 5 106 £ 1 96 +4 100+3
Olive 0,40 119+£4 101£3 0,50 105+7 0,09 100£6
Olio 110+5 85+3 114+3 112£10
Olive 1,01 107 +3 96 + 8 1,00 115£5 0,18 101+3
Olio 110+3 86 +2 90+3 103£5

Tab. 3 - Residui (mg/kg) di imidacloprid, thiacloprid e spinosad in
olive dopo il trattamento (n = 4).
Tab. 3 -. Residues (mg/kg) of imidacloprid, thiacloprid, and spin-
osad in olives after field treatment (n = 4).

S;Z;nr;le) r?ts(: Imidacloprid | Thiacloprid SFXT]S)ad
-0 n.d. n.d. n.d.
0 0,140+0,03 | 0,04+0,01 0,30 + 0,02

0,096+ 0,02 | 0,02+0,00 0,15+0,01

7 0,083+0,01 | 0,01+0,00 | 0,04+0,01
10 n.d.
14 0,051 +0,01 n.d.
28 n.d.

ri di quelle consigliate dal produttore. In queste condi-
zioni operative lo spinosad ha mostrato dopo il tratta-
mento un residuo di 0,30 mg/kg che scendeva a 0,04
mg/kg dopo sette giorni con un tempo di dimezza-
mento (t'2) di un giorno. Siccome tutti i pesticidi pre-
sentavano al PHI un residuo notevolmente basso la
valutazione dell’influenza del processo tecnologico
sul trasferimento di residui dalle olive all’olio, ¢ stata
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effettuata utilizzando olive raccolte subito dopo il trat-
tamento in campo. I campioni di olive utilizzate
hanno mostrato una resa in olio di 15 - 16% (tab. 1). I
dati ottenuti hanno permesso di affermare che gli
insetticidi utilizzati in questo esperimento non sono
trasferiti nell’olio se non a livelli molto bassi.

Riassunto

Lo studio ha permesso di valutare il comportamen-
to in campo e durante il processo di trasformazione
delle olive in olio di tre insetticidi imidacloprid, thia-
cloprid e spinosad. I residui riscontrati nelle olive
subito dopo il trattamento erano nettamente al di sotto
del massimo residuo ammissibile (MRL) stabilito
nella comunita europea sulle olive, attestandosi in
media a 0,14, 0,04 e 0,30 mg/kg per imidacloprid,
thiacloprid e spinosad, rispettivamente. Alla raccolta
dopo I’intervallo di sicurezza (PHI) i campioni trattati
con imidacloprid e thiacloprid non hanno mostrato
residui, mentre i campioni trattati con spinosad pre-
sentavano un residuo di 0,04 mg/kg. Il processo di tra-




sformazione delle olive in olio permetteva di attestare
che il residuo era trattenuto dalla sansa e non veniva
trasferito all’olio. Il metodo analitico
LC/DAD/ESI/MS si ¢ dimostrato efficace e sensibile,
con buoni recuperi fra 80 ¢ 119% e buoni limiti di
determinazione (LODs) e quantificazione (LOQs).
Non € stato osservato nessun effetto matrice durante
la determinazione analitica dei residui.

Parole chiave: LC/DAD/ESI/MS, olive, olio d’oliva,
residui di pesticidi, curve di degradazione.
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Field and laboratory observations
on Psyttalia concolor in relation to
Bactrocera oleae

Abstract. Within the project “SIDIO” the parasitiza-
tion of the endophagous solitary parasitoid Psyttalia
concolor (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae)
against Bactrocera oleae (Rossi) under semi-field and
laboratory conditions and the presence of the para-
sitoid in Tuscan olive-growing areas, were investigat-
ed. In semi-field conditions, the parasitized larval
stages of B. oleae ranged from 14% (2009) to 44%
(2008). Laboratory tests have confirmed that all the
larval instars of B. oleae can be successfully para-
sitized by P. concolor. The parasitoid has been found
in 2007 and 2009 only in coastal olive groves. The
failure to find P. concolor in inland olive-growing areas
could be due to the lower consistency of the olive fruit
fly population that usually characterizes these areas.

Key words: olive fruit fly, parasitic wasps,
Braconidae, Tuscany.

Introduzione

In ordine al controllo biologico della mosca delle
olive, Bactrocera oleae (Rossi) (Diptera Tephritidae),
¢ noto che nel bacino del Mediterraneo il dittero non
abbia parassitoidi specifici (Silvestri, 1914). In questa
area geografica, sono rinvenibili nel periodo estivo
solo quattro imenotteri calcidoidei idiobionti ectofagi
e polifagi, non strettamente infeudati a tale fitofago ¢
la cui incidenza sulle sue popolazioni risulta limitata.
In molte aree olivicole mediterranee, comprese alcune
della Toscana, ¢ anche nota la spontanea presenza di
Psyttalia concolor (Szépligeti) (Raspi et al., 1996;
2007), un imenottero braconide endofago coinobionte
rinvenibile nel tardo autunno, la cui azione di conteni-

* araspi@agr.unipi.it

198

mento non garantisce, al pari di quella dei calcidoidet,
significative riduzioni dell’infestazione. Questo paras-
sitoide, allevabile in laboratorio su Ceratitis capitata
(Wiedemann), ¢ stato ed ¢ tuttora oggetto di grande
interesse, nonostante gli insuccessi dei tentativi di
introduzione ripetutamente effettuati nel secolo scor-
so. In condizioni di laboratorio, vari aspetti della bio-
etologia del braconide sono stati indagati, rimangono
tuttavia da colmare molte carenze conoscitive su suoi
aspetti comportamentali in condizioni naturali.
Nell’ambito del progetto “SIDIO” (anni 2007-2010)
(Bagnoli, 2011), tale tematica ¢ stata affrontata valu-
tando D’attivita di parassitizzazione di P. concolor a
carico di B. oleae in campo ed in laboratorio, per veri-
ficarne la capacita di attaccare stadi larvali differenti,
e conducendo indagini sulla sua diffusione in aree oli-
vicole toscane.

Materiali e metodi

Nel corso del triennio 2007-2009, sono state effet-
tuate prove di semi-campo per valutare la capacita di
esemplari di laboratorio di P. concolor di parassitizza-
re con successo larve di B. oleae. In un oliveto della
fascia costiera toscana (Venturina, LI), sono state
prese in considerazione due differenti densita del
parassitoide (10 e 20 femmine) e ciascuna tesi ¢ stata
replicata cinque volte. Dopo aver isolato con manicot-
ti di rete branche di olivo contenenti almeno 100 frut-
ti, esemplari del parassitoide sono stati immessi e
lasciati all’interno di tali manicotti per un periodo di
24 ore, trascorso il quale le olive di ogni branca sono
state prelevate e collocate in contenitori in attesa dello
sfarfallamento del parassitoide. Circa 2.000 olive
sono state contestualmente prelevate dalle medesime
piante, portate in laboratorio e utilizzate sia per verifi-
care I’eventuale spontanea presenza di P. concolor,
sia per caratterizzare I’infestazione di B. oleae presen-
te al momento del rilascio.

Nei saggi di laboratorio sulla attivita di parassitiz-
zazione di P. concolor, ¢ stata valutata la risposta di



femmine del parassitoide a stimoli provenienti da
olive sane, infestate o da falsi frutti (una biglia di
vetro del diametro di circa 1,5 cm di colore verde o
frutti di Prunus sp., delle dimensioni di 1 cm circa e di
colore verde acerbo). Abbiamo operato in condizioni
di two-choice, utilizzando una still-air arena (contem-
poranea presenza di stimolo visivo e olfattivo), ricava-
ta da una lastra di plexiglas (15%15 cm, 1 cm di altez-
za) costituita da una camera centrale circolare (4 cm di
diametro), e da quattro camere delle stesse dimensio-
ni, disposte a croce e collegate con la centrale da un
corridoio lungo circa 1 cm (per operare in condizioni
di two-choice, due camere erano ostruite). Le femmi-
ne venivano rilasciate singolarmente nella camera
centrale e si annotava la scelta, intesa come la capacita
di dirigersi con esattezza in direzione di uno degli sti-
moli messi a confronto e di iniziare la sequenza di
host-searching. Per ogni tesi ¢ stato osservato il com-
portamento di 50 femmine e ciascuna prova durava 3
minuti. Sono state utilizzate femmine di P. concolor
naive (senza esperienza nella parassitizzazione) ed
experienced (con esperienza nella parassitizzazione di
C. capitata), oltre che olive sane e/o infestate da larve
di B. oleae. Le olive appartenevano alle cvs Ascolana
e Leccino; per ottenere olive infestate, queste sono
state poste nelle gabbie di B. oleae per 48 ore e utiliz-
zate dagli 8 ai 12 giorni successivi. I dati comporta-
mentali relativi alla scelta sono stati analizzati statisti-
camente mediante il test del ¥, apportando la corre-
zione di Yates prevista per piccoli campioni (n<100).
Per le prove di parassitizzazione dell’ospite B.

oleae, sono state utilizzate femmine experienced di P.
concolor e olive della cv Ascolana, tenute per 24 ore
in gabbie contenenti 100-150 individui di B. oleae.
Per ottenere lotti di olive omogeneamente infestate da
larve di differenti eta, abbiamo operato tenendo conto
dei tassi di crescita della mosca rilevati da Gambineri
(2006) per una temperatura di laboratorio di 20+2 °C.
Sono state messe a confronto le seguenti tesi, replica-
te due volte:

* L1 (larve di I eta, 5 giorni dopo I’infestazione);

* L2 (larve di II eta, 9 giorni dopo I’infestazione);

* L3 (larve di Il eta, 12 giorni dopo I’infestazione).

Per confermare la presenza dell’eta larvale deside-

rata all’interno dell’oliva, un campione di queste ¢
stato dissezionato ed analizzato allo stereomicrosco-
pio. Per ogni tesi sono state analizzate 60 olive (cia-
scuna oliva costituiva una replica). Le olive sono state
poste, in gruppi di 10, in una gabbia di plexiglas con-
tenente circa 100-150 individui di P. concolor. Ogni
oliva ¢ stata fatta parassitizzare, facendovi deporre un
solo uovo; successivamente 1’oliva € stata tolta dalla
gabbia e messa in un bicchierino in plastica da 200 ml
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coperto con rete a maglia fine. E stato quindi rilevato
il numero di pupe e di adulti di B. oleae e il numero di
adulti di P. concolor emersi per ogni replica.

Risultati e discussione

La figura 1 riporta i risultati delle prove di semi-
campo per valutare la capacita di P. concolor di
parassitizzare con successo larve di B. oleae. E risul-
tato evidente come il parassitoide possieda una buona
capacita di adattamento alle condizioni di semi-
campo. La parassitizzazione degli stadi larvali dispo-
nibili ¢ oscillata da un minimo di circa il 10% (anno
2009, tesi con 20 esemplari per branca insacchettata)
a un massimo del 44% (anno 2008, tesi con 20 esem-
plari per branca insacchettata).

Dall’analisi complessiva dei risultati possiamo
dedurre che anche in annate di bassa infestazione
dacica (2008), P. concolor sia in grado di adattarsi
alle condizioni sperimentali descritte e di parassitizza-
re con successo larve di mosca di prima e seconda eta,
nonostante la specie sia allevata in laboratorio ininter-
rottamente dal 1990 su C. capitata.

Nei biosaggi in still-air arena abbiamo riscontrato
una sostanziale quota di femmine che non hanno ope-
rato alcuna scelta (37£3 % e 36+7 %, per le femmine
naive ed experienced, rispettivamente). Le femmine
naive sono attratte significativamente da un’oliva
sana rispetto al controllo (assenza di stimolo) (23 vs
7, rispettivamente, ¥>=8,57; g.d.1.=1; P<0,01). L’oliva
sana pero non ¢ uno stimolo sufficiente nella scelta
quando le stesse femmine sono messe di fronte ad un

parassilizzazione (%)

2008

010 fiigabbia = 20 fiipabbia

Fig. 1 - Venturina (LI). Tassi medi di parassitizzazione di larve di
B. oleae da parte di P. concolor, rilevati in condizioni di semi-
campo per due differenti densita del parassitoide (10 e 20 femmi-
ne/gabbia).

Fig. 1 - Venturina (LI). Mean rates of P. concolor parasitization
on B. oleae larvae, obtained in semi-field conditions for two diffe-
rent densities of the parasitoid (10 and 20 females/cage).
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falso frutto (biglia). Stimolo significativo risulta esse-
re I’oliva infestata nei confronti di un falso frutto
(biglia) (21 vs 10, rispettivamente, ¥*>=3,93; g.d.l.=1;
P<0,05). L’oliva infestata non ha dato risultati signifi-
cativi quando messa a confronto con un’oliva sana.
Utilizzando femmine experienced, 1’oliva sana non ha
dato risultati significativi rispetto ai frutti di Prunus
sp. Risposte significative si sono avute quando I’oliva
infestata ¢ stata messa a confronto con la biglia (28 vs
7, rispettivamente, ¥>=12,61; g.d.1.=1; P<0,01) o con
I’oliva sana (20 vs 9, rispettivamente, x>=4,30;
g.d.1.=1; P<0,05).

In figura 2 sono evidenziati i risultati delle prove
di parassitizzazione di differenti stadi larvali di B.
oleae. Lo sfarfallamento di P. concolor da larve di 11
e III eta ¢ risultato pressoché identico (27,6% e
27,8%, rispettivamente). I risultati ottenuti nelle prove
con larve di II eta sono in accordo con quelli di
Gambineri (2006) e di Canale (1999, 2001, 2002).

Infine, le indagini volte alla verifica della presenza
di P. concolor in differenti comprensori olivicoli
toscani, effettuate a partire dal primo anno di indagine
con periodiche raccolte di pupari di B. oleae, hanno
evidenziato la presenza del parassitoide solo nel 2007
e nel 2009, in oliveti costieri della provincia di
Livorno e di Grosseto. Nel 2008, anno di bassa infe-
stazione dacica, non ¢ stato possibile rilevare la pre-
senza del braconide in alcuna delle aree toscane inda-
gate. Ricerche precedenti (Raspi et. al. 1996; Raspi et.
al. 2007) avevano messo in evidenza come il parassi-
toide sia frequentemente associato alla mosca delle
olive nella Toscana litoranea, nelle 1isole
dell’ Arcipelago Toscano ed in Corsica. Facendo parte
dell’entomofauna utile dell’agro-ecosistema oliveto,
P. concolor & un parassitoide che merita di essere

60

50

40

e

valori percentuali

7

2 Sfarfall. P. concolor B Mortalita [E Sfarfall. B. oleae
Fig. 2 - Tassi di parassitizzazione di P. concolor nei confronti
della seconda (L2) e terza (L3) eta larvale di B. oleae, in condizio-
ni di laboratorio.
Fig. 2 - Parasitization rates of P. concolor on the second (L2) and
third (L3) larval instars of B. oleae, in laboratory conditions.
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ulteriormente studiato per aspetti di base come pure
applicativi.

Conclusioni

Nonostante P. concolor sia allevata in laboratorio
ininterrottamente dal 1990 su C. capitata, 1 risultati di
parassitizzazione ottenuti in condizioni di semi-campo
e di laboratorio denotano come questo braconide
possa parassitizzare larve di mosca di differenti eta, in
particolare quelle di I e II. Da un punto di vista appli-
cativo, questa evidenza suggerisce 1’opportunita di
rilasciare il parassitoide in campo quando siano preva-
lenti larve giovani (I e II etd) del fitofago. Le indagini
volte alla verifica della presenza del parassitoide in
differenti aree olivicole toscane indicano che esso
sembra essere presente solo in oliveti costieri e che la
sua presenza in questo areale possa dipendere dall’en-
tita dell’infestazione dacica. Una possibile spiegazio-
ne della sua presenza esclusiva nelle aree olivicole di
costa potrebbe risiedere nel fatto che, in tali oliveti,
I’infestazione ¢ mediamente piu precoce ed elevata
che non nelle aree interne. Ad ogni modo, il parassi-
toide svolge un utile ruolo di contenimento, benché
non sufficiente a limitare 1’incidenza economica del
danno prodotto dal fitofago. La strada del controllo
biologico della mosca delle olive con entomofagi
passa comunque dalla individuazione di altri parassi-
toidi, esotici, specifici e piu efficaci, che possano nelle
nostre aree integrare 1’azione di contenimento comun-
que svolta da P. concolor e dai calcidoidei ectofagi e
polifagi, di norma attivi nel periodo estivo.

Riassunto

Nell’ambito del progetto SIDIO, la tematica del
controllo biologico della mosca delle olive con ento-
mofagi ¢ stata affrontata indagando I’attivita di paras-
sitizzazione dell’imenottero Psyttalia concolor
(Szépligeti) (Braconidae) nei confronti di Bactrocera
oleae (Rossi) in condizioni di semi-campo e in labora-
torio, e la presenza del parassitoide in differenti aree
olivicole toscane. In condizioni di semi-campo, la
parassitizzazione degli stadi larvali di B. oleae dispo-
nibili (larve di prima e seconda eta) ¢ oscillata da un
minimo di circa il 14% (2009) a un massimo del 44%
(2008). Prove di laboratorio hanno permesso di con-
fermare che tutte le eta larvali di B. oleae sono paras-
sitizzabili con successo da P. concolor. Le indagini
sulla diffusione del parassitoide in Toscana, hanno
evidenziato la sua presenza solo in comprensori olivi-
coli costieri, sia nel 2007 che nel 2009. 11 mancato
ritrovamento di P. concolor nelle aree olivicole inter-



ne della Toscana, potrebbe essere dovuto alla minore
consistenza numerica delle popolazioni daciche che
solitamente caratterizza queste aree.

Parole chiave: mosca delle olive, parassitoidi,
Braconidae.

Ricerca svolta nell’ambito del progetto SIDIO (Strategie
Innovative per la Difesa Integrata in Olivicoltura) co-finanziato da
ARSIA Regione Toscana per gli anni 2007-2010.

Bibliografia

BaGNoLI B., 2011. 1l rame per la difesa. Olivo e Olio, 14 (6): 6-11.

CANALE A., 1999. Studi bio-etologici su parassitoidi di Ditteri
Tefritidi di interesse economico: il superparassitismo in
Opius concolor Szépligeti (Hymenoptera: Braconidae). Ph. D.
Thesis, Universita di Pisa.

Sessione IV

CANALE A., 2001. Effect of exposure time on superparasitism of
Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) fully-
grow larvae by Psyttalia concolor (Szépligeti) (Hymenoptera:
Braconidae). Frustula entomologica, 26: 167-172.

CANALE A., 2002. Superparasitism of Psyttalia concolor
(Szépligeti) (Hymenoptera Braconidae) at three different par-
asitoid/host ratio. Frustula entomologica, 25: 110-116.

GAMBINERI S., 2006. Psyttalia concolor (Szépligeti) (Hymenoptera
Braconidae): saggi di laboratorio sulla parassitizzazione di
mosca delle olive. Tesi di laurea, Facolta di agraria, Universita
di Pisa.

Rasp1 A., CANOVAI R., ANTONELLI R., 1996. Andamento dell’infe-
stazione di Bactrocera oleae (Gmelin) in oliveti del Parco
regionale della Maremma. Frustula entomologica, 19: 189-198.

Raspr A., LonI A., CANOVAI R., CANALE A., 2007. Entomophages
of olive pests in Corsica, coastal Tuscany and Islands of
Tuscan archipelago. Frustula entomologica, 30: 187-194.

SiLvesTRI F., 1914. Viaggio in Eritrea per cercare i parassiti
della mosca delle olive. Boll. Lab. Zool. Gen. e Agr., Portici,
9: 186-226.

201



Acta Italus Hortus 10: 202-205

Studio della resistenza di genotipi di olivo a Verticillium dahliae Kleb. e
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Studies on genetic resistance and
defence response against
Verticillium dahliae Kleb. in Olea
europaea L.

Abstract. Verticillium wilt, caused by the soil-borne
fungus Verticillium dahliae Kleb., is one of the most
important disease of olive worldwide. It is responsible
for severe dieback and death of the olive trees in the
southern regions of Italy and occurs with increasing
frequency and severity in most olive-growing areas of
the Mediterranean basin. Certification of propagative
material and the preventive diagnostic tests of soil
prior to planting, are more concrete measures to limit
the spread of the disease. The search for sources of
genetic resistance is a useful and environmentally
sustainable strategy to control the disease too. The
CRA-OLI and the University of Bari, have been
searching for years genetic resistance sources, by
screening olive cultivars and different pathotypes of V.
dahliae and, more recently, by studying the
host/pathogen interaction with molecular approaches.
In this work, the genetic resistance of some important
olive cultivars has been evaluated by means of sus-
ceptibility tests to the disease. Moreover, a molecular
technique to investigate the expression of genes
involved in defense response has been developed.

Key words: tracheomycosis, resistance, Olea
europaea L., PAL, CHS

Introduzione

La verticilliosi, causata dal fungo Verticillium dah-
liae Kleb., ¢ una grave tracheomicosi di molte piante
arboree ed erbacee. In seguito al diffondersi dell’irri-
gazione e delle tecniche di coltivazione intensiva e
superintensiva nell’olivicoltura, la malattia ¢ in espan-
sione in diversi paesi del bacino del Mediterraneo. La
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gravita, inoltre, risulta accentuata dalle notevoli diffi-
colta tuttora esistenti in merito all’impiego della lotta
chimica, in quanto i trattamenti con fosetyl-Al inietta-
to direttamente nel sistema conduttore della pianta
sono di difficile applicazione in campo e poco effica-
ci. Considerata la difficolta della lotta diretta contro la
malattia, la prevenzione mediante I’impiego di mate-
riale di propagazione sano, la realizzazione dei nuovi
impianti in terreni non infestati dal patogeno, nonché
I’impiego di cultivar resistenti, costituiscono al
momento 1 mezzi piu efficaci e concreti di lotta. In
precedenti esperienze, alcuni genotipi di olivo hanno
mostrato un diverso comportamento rispetto a infezio-
ni artificiali del patogeno (Vizzarri et al., 2009), sti-
molando ulteriori ricerche per la comprensione dei
meccanismi di resistenza mediante approcci moleco-
lari. Infatti, poco ¢ noto dalla letteratura circa la natu-
ra e/o 1 meccanismi biochimici e molecolari della resi-
stenza dell’olivo a V. dahliae. Tra gli aspetti indagati,
di rilievo appare il ruolo del metabolismo fenolico
(Markakis et al., 2010; Baidez ef al., 2007). In questo
lavoro vengono riportati i risultati di uno screening di
suscettibilita alla verticilliosi di alcune varieta di
olivo, nonché la messa a punto di un metodo moleco-
lare per lo studio dei meccanismi di resistenza della
pianta, mediante lo studio dell’espressione di geni
(fenilalanina ammonio-liasi, PAL; calcon-sintasi,
CHS) coinvolti nel metabolismo fenolico dell’olivo.

Materiali e metodi

I ceppi di V. dahliae, denominati “F ND Sicilia”,
“ND M Puglia”, “D Puglia” “ND Calabria“e “ND
Umbria” sono stati impiegati in questo screening di
resistenza; ad eccezione del ceppo “ND M”, isolato da
mandorlo, gli altri ceppi sono stati ottenuti da olivo
mediante isolamento su PDA (Patata-Destrosio Agar)
apH 5.5. Lo schema sperimentale ha previsto I’impie-
go di piantine appartenenti alle cultivar Arbequina,
Arbosana, Frantoio, Ottobratica, Sant’Agostino ¢
Urano. Dieci piantine per ogni cultivar sono state ino-
culate artificialmente con ciascuno dei cinque ceppi di



V. dahliae; altre dieci piante per varieta sono state uti-
lizzate come controllo. Le piantine, di circa 18 mesi di
eta e alte circa 160 cm, sono state inoculate a fine giu-
gno, ponendo un tassello di agar, prelevato da una
colonia di ciascun ceppo di 30 gg di eta, sul fusto
dopo aver rimosso la corteccia. Il sito di inoculazione
¢ stato coperto con cotone umido e avvolto con para-
film allo scopo di prevenire 1’essiccamento. Le piante
controllo sono state inoculate allo stesso modo, utiliz-
zando tasselli di solo PDA. Dopo I’inoculazione tutte
le piantine sono state collocate in serra e tenute in
osservazione per un anno. La gravita della malattia ¢
stata valutata mediante una scala empirica compren-
dente 5 classi, individuate sulla base della percentuale
di chioma con sintomi e della loro intensita: 0% pianta
sana; 20% clorosi diffusa e ripiegamento a doccia di
diverse foglie; 50% ripiegamento a doccia delle foglie
e parziale disseccamento del germoglio apicale; 75%
disseccamento di oltre meta pianta; 100% completo
disseccamento, senza defogliazione, dell’intera pianta
con morte del soggetto infetto (Colella et al., 2008). 1
rilievi sono stati effettuati in tre periodi dell’anno (1-
meta dicembre 2010, 2-meta marzo e 3-meta giugno
2011). Per la messa a punto di un metodo molecolare
per lo studio dell’espressione di geni coinvolti nella
risposta di difesa dell’olivo sono state utilizzate piante
della cv Leccino di 14 mesi di eta, sia artificialmente
ferite al fusto che non ferite. Sono stati disegnati pri-
mers specifici per quantificare il livello relativo di tra-
scritto del gene PAL (GeneBank AY738639.1) e CHS
(GeneBank AF384049.1) mediante Real Time-qPCR
(RT-gPCR). L’espressione dei geni ¢ stata normaliz-
zata rispetto al gene B-actin (actl) di Olea europaea
(GeneBank AF545569.1), utilizzato come housekee-
ping endogeno (Nigro et al., 2006). L’espressione
relativa dei geni PAL e CHS ¢ stata determinata
mediante il metodo AACt (Pfaffl, 2001).

Risultati e discussione

Dall’esame della tabella 1 si evince che le cultivar
Frantoio e Urano non hanno mostrato alcun sintomo
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evidente di verticilliosi in tutte le tesi saggiate.
Un’unica pianta della cultivar Arbosana, inoculata
con il ceppo “NDM Puglia” ha manifestato una gra-
vita della malattia del 100%; la cultivar Arbequina ha
evidenziato complessivamente sette piante malate, di
cui cinque con gravita al 100% e due al 75%; relativa-
mente ai ceppi del patogeno, invece, il “D Puglia” e il
“ND M Puglia” (isolato mandorlo), sono risultati i
ceppi piu virulenti. Evidenti sintomi della malattia
sono stati osservati su sei piante della cv Ottobratica,
delle quali quattro con gravita al 100% e due al 75%,
risultando i ceppi “D Puglia”, “ND M Puglia” e “ND
Sicilia”, quelli piu virulenti. Le piante della cultivar
Sant’ Agostino sono risultate complessivamente quelle
piu recettive al metodo di infezione utilizzato,
mostrando sintomi su nove delle 50 piante inoculate,
tutte con una gravita del 100%. Il ceppo di V. dahliae
piu virulento ¢ risultato il “D Puglia” (6/50), seguito
da “ND Sicilia” (2/50) e “ND M Puglia” (1/50).

Tali risultati sono in accordo con quanto osservato
in precedenti prove svolte presso il Cra-Oli. Il com-
portamento delle piante della cultivar Arbequina,
invece, ¢ risultato contraddittorio rispetto a quanto
osservato precedentemente, probabilmente a causa del
fatto che una maggiore gravita della malattia ¢ stata
riscontrata con I’inoculo dei ceppi “D Puglia” e “ND
M Puglia”, entrambi non saggiati nella precedente
prova, laddove, invece, era stato utilizzato esclusiva-
mente il ceppo “ND Sicilia”, per tutte le cultivar
oggetto di indagine. In particolare, il ceppo “ND M
Puglia” isolato da piante di mandorlo ¢ probabilmente
caratterizzato da un diverso livello di virulenza rispet-
to ai ceppi isolati da piante di olivo infette. Il metodo
sviluppato per lo studio dell’espressione dei geni PAL
e CHS coinvolti nei meccanismi di difesa dell’olivo ¢
risultato efficace e sensibile, con un ampio range di
valori in cui la concentrazione del DNA e il numero
dei cicli soglia (Ct) ottenuti dalla RT-qPCR sono
risultati linearmente correlati (PAL: efficienza di PCR
= 96,84 %; R?= 0,991; CHS: efficienza di PCR =
100,92 %; R>= 0,997). 1l livello di trascritto dei geni
PAL e CHS ha mostrato significativi incrementi nel

Tab. 1 - Risultati del saggio di suscettibilita genotipica. Cultivar e isolati utilizzati (10 repliche per ogni cultivar).
Tab. 1 - Results of the genotypic susceptibility assay. Cultivars and isolates used (10 replicates for each cultivar).

Arbequina (%) Arbosana (%)

Urano (%)

S. Agostino (%) Ottobratica (%) Frantoio (%)

Isolato
20 [ 50 | 75 1100 20 | 50 | 75 |100| 20 | 50

100| 20 | 50 | 75 |100| 20 | 50 | 75 |100| 20 | 50 | 75 |100

ND (Sicilia)

ND M (Puglia) 202 1
D (Puglia) 3
Mirto (Calabria)

IND (Umbria)

2 1|1
1 1|1
6 2
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tempo, raggiungendo il valore piu alto nove ore dopo
I’evento traumatico. Successivamente, il livello di tra-
scritto di entrambi i geni ha mostrato un certo decre-
mento, piu evidente per il gene PAL dopo 24 ore,
mantenendosi comunque a livelli significativamente
elevati fino a 30 giorni dopo la ferita (fig. 1). Tale
metodo ha consentito di verificare che i tempi di
risposta della pianta sono piuttosto brevi, collocandosi
nell’arco delle 9-12 ore. Le prove di valutazione del-
I’espressione dei geni PAL e CHS nelle piantine delle
varieta di olivo saggiate verso le infezioni di ceppi D
e ND di V. dahliae sono in corso. La valutazione del
livello di espressione di PAL e CHS in varieta con
diverso comportamento nei confronti del patogeno
potra consentire di verificare il ruolo del metabolismo
fenolico nei meccanismi di resistenza dell’olivo.
Recenti ricerche hanno dimostrato che le sostanze
fenoliche risultano di fondamentale importanza nella
modulazione della risposta di resistenza/suscettibilita
dell’olivo alla verticilliosi. La risposta fenolica all’in-
fezione di V. dahliae, infatti, risulta molto diversa tra
varieta suscettibili e resistenti. Significativi incremen-
ti di fenoli totali, orto-difenoli, oleuropeina e verba-
scoside sono stati osservati in piante della cv
Koroneiki (resistente), rispetto alla cv Amfissis
(suscettibile), inoculate sia con patotipi defoglianti
(D) che non-defoglianti (ND) (Markakis et al., 2010).
I geni PAL e CHS occupano un ruolo centrale nella
biosintesi delle sostanze fenoliche, agendo rispettiva-
mente a monte ¢ piu a valle della relativa pathway
biosintetica. Pertanto, ¢ ipotizzabile un loro ruolo nei
meccanismi di resistenza dell’olivo a V. dahliae.

Conclusioni

Queste prove hanno dimostrato e/o confermato un
diverso comportamento delle cultivar saggiate in rela-

-+-CHS 4FFAL

27(=AACY)

L] L3 2 24 "2 120 360 0

Ore dopo incisione del fusto

Fig. 1 - Monitoraggio dell’espressione relativa dei geni PAL e
CHS in foglie di piante di olivo (cv Leccino) ferite al fusto,
rispetto a piante non ferite.

Fig. 1 - Time course of the relative transcript level of PAL and
CHS genes in the leaves of stem-wounded olive plantlets (cv
Leccino), as compared to unwounded plantlets.
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zione all’inoculazione con diversi ceppi di V.dahliae,
mettendo in evidenza ulteriormente come la resistenza
genetica della cultivar sia subordinata alla virulenza
del ceppo patogeno. La cv Frantoio non ha mostrato
alcun sintomo della malattia, evidenziando una poten-
ziale resistenza genetica al patogeno; le cv Ottobratica
¢ Sant’Agostino hanno mostrato una elevata suscetti-
bilita alla malattia. Ad ulteriori approfondimenti,
invece, sono demandati le conclusioni circa il com-
portamento delle cv Arbequina, Arbosana e Urano, tre
cultivar in crescente diffusione con i nuovi impianti
superintensivi: le prime due hanno mostrato una sen-
sibilita diversa in relazione alla virulenza del ceppo di
V. dahliae impiegato nel saggio, “Urano” invece non
ha mostrato alcuna suscettibilita nei confronti dei
ceppi utilizzati, pertanto potrebbe acquisire un ruolo
di grande importanza nella gestione ecosostenibile dei
nuovi impianti. Le ricerche, proseguiranno con ulte-
riori approfondimenti, sia sul comportamento dei
diversi genotipi verso ulteriori ceppi di V. dahliae sia
sul ruolo svolto da geni chiave del metabolismo feno-
lico nei meccanismi di resistenza dell’olivo.

Riassunto

La verticilliosi, causata da Verticillium dahliae
Kleb., ¢ una malattia tracheomicotica tra le piu diffici-
li da gestire che costituisce la principale causa di
deperimento e morte delle piante di olivo nelle regioni
meridionali d’Italia e che risulta in espansione anche
nelle principali aree olivicole del Mediterraneo. La
certificazione fitosanitaria del materiale vivaistico,
unitamente alla verifica e selezione pre-impianto di
terreni non infestati, costituiscono le misure piu con-
crete nella prevenzione della malattia. La ricerca di
fonti di resistenza genetica rappresenta una strategia
valida ed eco-sostenibile per il controllo della malat-
tia. I CRA-OLI e I’Universita di Bari, conducono da
anni studi relativi alla ricerca di fonti di resistenza
genetica, attraverso lo screening di cultivar di olivo,
I’impiego di diversi patotipi di V. dahliae e, piu recen-
temente, studiando I’interazione ospite/patogeno
anche con approcci molecolari. In questo lavoro ¢
stata valutata la resistenza genetica di alcune impor-
tanti cultivar attraverso uno screening di suscettibilita
alla verticilliosi e la messa a punto di una tecnica
molecolare per studiare 1’espressione di geni coinvolti
nella risposta di difesa.

Parole chiave: tracheomicosi, resistenza, Olea euro-
paea L., PAL, CHS.
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Impiego dei sottoprodotti olivicoli nella lotta ai nematodi fitoparassiti in
alternativa agli agrofarmaci in un regime di agricoltura sostenibile

Basile T.!, Russo G.!" e Sasanelli N.2

! Dipartimento di Scienze Agro-Ambientale e Territoriale, Universitadi Bari “Aldo Moro’

’

2 CNR IPP, Istituto di Protezione delle Piante, UOS di Bari

Use of olive mill wastes in the con-
trol of plant parasitic nematodes as
an alternative to chemicals in a sus-
tainable agriculture

Abstract. In this article, the soppressive effects of
different olive mill wastes on the phytoparasitic nema-
todes Meloidogyne incognita and Xiphinema index
are reported from experimental trials carried out in
protected conditions. Crop residues and olive mill
wastes (leaves, raw sewage and fresh and exausted
olive pomaces) were incorporated into the soil for the
control of the root-knot nematode M. incognita on
tomato. In addition, in glasshouse condition on
grapevine, fresh olive pomace at different rates was
used as soil amendment to control the nematode
virus vector X. index. In both trials the materials used
in the experiments showed a significant suppressive
activity against the two considered plant parasitic
nematode populations. Incorporation of these materi-
als into the soil could represent a possible alternative
solution either to the use of synthetic nematicides and
to their disposal in the aereas of cultivation of olive as
large amounts of these materials are produced every
year in a short time.

Key words: Olive pomace, raw sewage,
Meloidogyne incognita, Xiphinema index, suppressive
action.

Introduzione

Le recenti disposizioni legislative della Comunita
Europea (Reg. CE 396/2005; 1095/2007; 33 ¢
299/2008; 1107/2009) hanno profondamente rivisto e
ristretto 1’uso dei pesticidi sulle colture di interesse
agrario ed hanno focalizzato I’attenzione sulla sicu-
rezza ambientale e sulla salute umana ed animale. La

“rsgr0lag@uniba.it
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difesa delle piante da nematodi fitoparassiti, nonché
da altri agenti biotici sia di natura fungina che ento-
mologica, deve essere basata su strategie alternative
di controllo che siano eco-compatibili ed economica-
mente sostenibili. Gli agrofarmaci impiegati in agri-
coltura hanno, pertanto, subito nel tempo e recente-
mente una notevole variazione che ¢ stata determinata
principalmente da due fattori: cresciuta specificita
d’azione e riduzione dell’impatto ambientale. I pro-
dotti attualmente in commercio devono possedere una
bassa tossicita ed un ridotto impatto ambientale
(Russo e Basile, 2011). I prodotti chimici ad azione
nematocida applicati in agricoltura, alla pari degli altri
prodotti di sintesi, sono stati oggetto di particolare
attenzione in questi ultimi decenni. Le quantita di
principi attivi applicati per ettaro di terreno sono ele-
vate, anche se le dosi hanno subito nel tempo notevoli
riduzioni, dal 75% sino, in alcuni casi, al 92%
(Lamberti et al., 1988).

La sensibilizzazione alle problematiche per un
effettivo miglioramento dell’impiego di prodotti di
sintesi, una descrizione piu realistica dell’interazione
tra chimica ed agricoltura, una qualificazione profon-
da delle varie componenti presenti nel comparto agri-
coltura, una cooperazione ed una interazione tra chi
consuma, chi produce e chi consiglia, inseriti realisti-
camente nel nostro sistema agricolo, hanno prodotto
risultati concreti tenendo sempre a mente il binomio
sviluppo economico e tutela ambientale.

In questa ottica e con la consapevolezza di queste
nuove esigenze che superano la contrapposizione tra
sviluppo economico in qualsiasi modo e tutela
ambientale a qualsiasi costo, sono stati condotti diver-
si esperimenti, per mostrare che € possibile combinare
le esigenze di produttivita con la tutela dell’ambiente
e la sicurezza del consumatore. Allo scopo di ridurre
e/o trovare una alternativa all’impiego di nematocidi
di sintesi per una maggiore tutela ambientale, sono
state considerate due prove sperimentali, dirette ad
accertare 1’azione soppressiva sulle popolazioni di



nematodi fitoparassiti dei residui di lavorazione delle
industrie olearie. L’impiego di residui colturali e dei
sottoprodotti dell’attivita di molitura delle olive
potrebbe costituire una innovativa strategie di lotta
alternativa all’uso di nematocidi di sintesi per il con-
tenimento di specie di nematodi fitoparassiti ed al
contempo darebbe un notevole contributo allo smalti-
mento di tali sottoprodotti, che costituiscono un serio
problema ambientale in quanto, nell’ambito soprattut-
to del bacino del Mediterraneo, sono prodotti in ele-
vati quantitativi in un arco di tempo molto ristretto. Il
loro interramento nel terreno, inoltre, favorisce nel
tempo un miglioramento delle caratteristiche fisiche e
chimiche del terreno, incluso 1’aumento di fertilita
(Pagliai, 1996). L’azione tossica della sansa vergine ¢
stata mostrata in vari esperimenti, e successivamente
sono stati indagati anche altri scarti di lavorazione
sempre ottenuti dalla spremitura delle olive
(D’Addabbo et al., 1997; Sasanelli et al., 2002).

In questa nota vengono riportati i risultati di due
dei piu significativi esperimenti condotti impiegando i
sottoprodotti ottenuti dalla molitura delle olive per
mostrare una possibile alternativa ecocompatibile di
lotta ai nematodi fitoparassiti nelle condizioni pedo-
climatiche dell’Italia meridionale (D’Addabbo et al.,
1998; 1999).

Materiali e metodi

I materiali e 1 metodi sono ampiamente descritti nei
due lavori citati (D’Addabbo et al., 1998; 1999), di
seguito riportiamo una loro breve descrizione. I sotto-
prodotti della coltivazione dell’olivo e dell’estrazione
dell’olio (foglie triturate di olivo, sansa fresca ed esau-
sta di olive ed acque di vegetazione), nella misura
dell’1% in peso, sono stati interrati in un terreno sab-
bioso fortemente infestato da Meloidogyne incognita
(Kofoid et White) Chitw. (32 uova e larve per gram-
mo di terra). Dopo un mese dall’interramento, il terre-
no ¢ stato travasato in vasi di terracotta del diametro
di 12 cm in ciascuno dei quali ¢ stata trapiantata una
giovane piantina di pomodoro (cv. Rutgers). I vasi
sono stati quindi disposti su bancali in serra a 2542 °C
secondo uno schema sperimentale a blocchi randomiz-
zati con sei ripetizioni per trattamento (D’Addabbo ef
al., 1998). Come testimoni di riferimento sono stati
impiegati un terreno non trattato ed uno trattato con
fenamiphos alla dose di 30 g per metro quadro. Alla
fine della prova, tre mesi piu tardi, ¢ stata determinata
I’azione tossica su M. incognita valutando il grado di
infestazione del nematode sulle radici secondo una
scala empirica di valutazione da 0 a 5, dove : 0 =
assenza di galle, 1 = da una a due galle, 2 = da tre a
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dieci galle, 3 = da undici a trenta galle, 4 = da trentuno
a cento galle e 5 = oltre cento galle per apparato radi-
cale (Taylor e Sasser, 1978). Le uova e le larve di cia-
scun apparato radicale sono state estratte col metodo
dell’ipoclorito di sodio (1%) (Hussey e Barker, 1973)
mentre |’estrazione dal terreno ¢ avvenuta secondo il
metodo di Coolen (1979). L’indice di riproduzione del
nematode ¢ stato calcolato come rapporto tra la popo-
lazione finale e quella iniziale (» = Pf/Pi).

Nella prova su vite, la sansa fresca di olive, alle
dosi di 20, 30 e 50 g/kg di terreno, ¢ stata miscelata ad
un terreno sabbioso sterile. Le miscele cosi ottenute
sono state versate in vasi di plastica della capacita di
1,2 1, tenuti per tutta la durata della prova su bancali
in serra alla temperatura di 25+£2 °C, secondo uno
schema sperimentale a blocchi randomizzati con 10
replicazioni per trattamento. Due settimane dopo nei
suddetti vasi sono state trapiantate piantine di vite
(Vitis vinifera D.C., cv Diamante) e dopo una settima-
na ¢ stata inoculata una popolazione italiana di
Xiphinema index Thorne et Allen nella misura di 100
giovani femmine non gravide per vaso. Come testi-
mone ¢ stato considerato un terreno non ammendato
ed inoculato. Le popolazioni di X. index sono state
monitorate ad intervalli di sei mesi e precisamente
dopo sei, dodici e diciotto mesi dalle inoculazioni
(D’Addabbo et al., 1999).

Risultati e discussione

I dati sperimentali riportati sull’impiego di diversi
residui olivicoli, mostrano che ¢ possibile ridurre il
consumo di agrofarmaci ad azione nematocida con
risultati apprezzabili per quanto riguarda il conteni-
mento del nematode galligeno M. incognita che arreca
gravi danni alle produzioni di pomodoro (tab.1).

Il grado di infestazione del nematode sulle radici
di pomodoro risulta, in tutti i trattamenti, significati-
vamente inferiore a quello osservato nel controllo non
trattato. Tutti i diversi sottoprodotti non sono signifi-
cativamente diversi tra loro e ’utilizzo della sansa fre-
sca d’oliva consente risultati paragonabili a quelli
ottenibili col nematocida di sintesi fenamiphos, rico-
nosciuto molto efficace alla dose di 300 Kg/ha. Per i
diversi parametri nematologici considerati 1’utilizza-
zione delle foglie trinciate, ed in particolare della
sansa fresca, consente significative riduzioni rispetto
al controllo non trattato.

Risultati interessanti ed analoghi sono stati ottenuti
nella lotta contro Xiphinema index, vettore naturale
del virus dell’arricciamento infettivo della vite (tab.2).

I dati riportati dimostrano che anche dosi contenu-
te di sansa di oliva riducono le popolazioni di X. index
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Tab. 1 - Effetto dei sottoprodotti dell’olivo sui parametri riproduttivi di M. incognita su pomodoro (cv Rutgers) (D’Addabbo et al., 1998).
Tab. 1 - Effect of olive mill wastes on reproductive parameters of M. incognita on tomato (cv Rutgers) (D’Addabbo et al., 1998).

Trattamento Grado di infestazione | o, 4; 1iquzione® |Uova e larve/g radici | % di riduzione | 12550 di riproduzione o, 4; riduzione
(0-5) (PfIPi)

Controllo non trattato 4,5 "™ - 95.700 a - 60,8 a -

Fenamiphos 22¢ 51,1 25.400 ¢ 73,5 14,8 ¢ 75,7
Foglie di olivo 2,7b 40,0 54.700 b 42,8 27,2b 55,3
Sansa d’oliva fresca 2,3 be 48,9 41.500 b 56,6 152¢ 75,0
Sansa d’oliva esausta 3,8 ab 15,6 89.900 a 61, 52,8 a 13,2
Acque di vegetazione 3.2b 28,9 91.500 a 4.4 54,0a 11,2

*
Hk

% di riduzione rispetto al controllo non trattato;
ciascun valore ¢ la media di 6 replicazioni;

**% { dati seguiti in ciascuna colonna dalle stesse lettere non sono significativamente diversi tra loro in accordo al test di Duncan (P=0,05).

Tab. 2 - Azione tossica di sansa di olive nei confronti di Xiphinema index su vite (D’ Addabbo et al., 1999).
Tab. 2 - Toxic action of olive pomace against Xiphinema index on vine (D’Addabbo et al., 1999).

T Dose di applicazione Popolazione di X. index (femmine e larve/ml di terreno)
rattamento ko t )
(g/kg terreno 6 mesi dopo I’inoculazione | 12 mesi dopo I’inoculazione | 18 mesi dopo I’inoculazione
Sansa di oliva 20 10,6™ (-45%)™" 2,4 (-94%) 13,9 (-71%)
Sansa di oliva 30 3.8 (-80%) 1,1 (-97%) 11,2 (-77%)
Sansa di oliva 50 0,6 (-97%) 0,4 (-99%) 2,6 (-95%)
Testimone non trattato - 19,4 41,5 479

* ogni valore ¢ la media di 10 ripetizioni;

** in parentesi ¢ indicata la riduzione percentuale in confronto al testimone non trattato.

e questo risulta interessante in quanto le foglie di
olivo e la sansa di oliva, fresca o esausta, devono
essere somministrate in quantita non elevata, in quan-
to i prodotti degradativi che si formano nel terreno
potrebbero indurre fitotossicita (D’Addabbo et al.,
1998). I componenti fitotossici quali acidi grassi,
acidi organici e polifenoli (Estaun et al., 1985) posso-
no pero essere rimossi con 1’aggiunta al terreno di
urea o di altro preparato contenente azoto organico,
perché un basso rapporto carbonio/azoto stimola la
degradazione microbiologica dei composti fitotossici
(Rodriguez-Kabana et al., 1995).

E’ stato mostrato come ’interramento di foglie di
olivo in percentuale inferiore all’1%, non risulta cau-
sare fenomeni di fitotossicita ma solo un’azione sop-
pressiva su M. incognita (Vouyoukalou, 1994). Si
deve tener presente che tali quantita sarebbero presen-
ti nello strato di terreno arabile se si eseguissero trin-
ciatura ed interramento dei residui della potatura del-
I’olivo. In questo modo semplice ed economico si
otterrebbero riduzioni di popolazioni di M. incognita
eventualmente presenti negli oliveti. Il vantaggio
sarebbe notevole visto che questo nematode galligeno
puo causare gravi danni sia direttamente, con perdita
di produzione a causa dell’azione parassitaria, sia
indirettamente, per la accresciuta suscettibilita delle
piante all’azione di altri parassiti o patogeni
(Lamberti et al., 2002).
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Conclusioni

I sottoprodotti olivicoli impiegati nel modo qui
descritto porterebbero numerosi vantaggi. Non solo
permetterebbero di coniugare un soddisfacente livello
di efficacia, un ridotto impatto ambientale ed una
maggiore sicurezza per gli operatori e per il consuma-
tore, ma consentirebbero anche di eliminare tutte le
problematiche di smaltimento di questi sottoprodotti
in regioni, come la Puglia, in cui sono presenti svariati
milioni di piante di olivo.

Questa strategia, che costituisce un’importante
novita in un mondo alla costante ricerca di soluzioni
tecniche affidabili ed a ridotto impatto ambientale che
portino concreti vantaggi minimizzando i rischi, non
trova attualmente una giusta valorizzazione.

Sebbene occorra tener presente che I’impiego di
questi mezzi “naturali” incorporati nel terreno, possa
dare origine alla formazione di differenti prodotti tos-
sici per gli organismi ivi presenti a causa di processi
ossidativi e idrolitici che possono aver luogo e che
dipendono da vari fattori (popolazioni microbiche,
temperatura, ossidi, ecc.); va pero sottolineato il note-
vole risparmio nell’uso, non solo economico ma
anche ambientale-salutistico, di prodotti chimici di
sintesi sostituiti dai sopra citati sottoprodotti che pos-
sono integrare, se non in alcuni casi sostituire gli
agrofarmaci di sintesi.



E’ quindi auspicabile che si continui con la speri-
mentazione su questa strada, senza tuttavia pensare ad
una completa rinunzia ai prodotti di sintesi che nelle
condizioni attuali risultano ancora insostituibili.

Riassunto

In questo lavoro si riportano i risultati sperimentali
di prove di lotta, sia in ambiente controllato sia in
pieno campo, che dimostrano 1’azione soppressiva
esercitata da sottoprodotti olivicoli nei confronti di
popolazioni di nematodi fitoparassiti particolarmente
dannosi a colture di interesse agrario (Meloidogyne
incognita e Xiphinema index). Residui colturali e
della spremitura delle olive (foglie, acqua di vegeta-
zione, sansa vergine ed esausta) sono stati sommini-
strati al terreno per il controllo del nematode gallige-
no M. incognita su pomodoro. Inoltre, in ambiente
controllato su vite ¢ stata impiegata sansa da sola a
dosi diverse, per il controllo di Xiphinema index
nematode vettore di virus. In entrambe le prove, i sot-
toprodotti olivicoli hanno mostrato una significativa
azione soppressiva nei confronti delle due popolazioni
di nematodi fitoparassiti considerati. L.’interramento
di questi materiali nel terreno, pertanto, potrebbe rap-
presentare una possibile soluzione alternativa sia ai
nematotocidi di sintesi sia al loro smaltimento nelle
aree di coltivazione dell’olivo dove grandi quantita di
questi materiali sono prodotte ogni anno in un breve
periodo di tempo.

Parole chiave: sansa, acqua di vegetazione,
Meloidogyne incognita, Xiphinema index, azione sop-
pressiva.
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Caratterizzazione preliminare dell’entomofauna degli oliveti in Puglia
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First data on the insects of olive
groves in Apulia

Abstract. During last decades olive groves were
intensively managed, and insecticides were more and
more utilised. As consequence, coenotic balance was
disrupted leading to a widespread environmental dis-
turbance. To date, there is a lack of knowledge on
insects living in olive groves. The main goal of this
study is the characterisation of entomocoenosis in a
so important agroecosystem. Study areas was locat-
ed in Bari, Brindisi Taranto and Lecce. Field monitor-
ing was carried out from january to may 2009. insects
were collected by pitfall traps (3 per site) and malaise
traps (1 per site). Pit fall traps collected 6.438 individ-
uals. More abundant taxa were Diptera (esclusi
Syrphidae) (55,84%), Hymenoptera (excl.
Ichneumonoidea, Vespidae and Formicidae)
(14,53%), Staphylinidae (13,01%), Collembola
(5,37%), and Coleoptera (excl. Coccinellidae,
Carabidae, Tenebrionidae and Staphylinidae)
(4,73%). The highest number of individuals was col-
lected in Taranto (59,25%). Malaise traps collected
115.950 individuals, from the 34.375 individuals in
Brindisi to 24.568 individuals in Lecce. Lepidoptera
(only some superfamilies), Diptera Syrphidae,
Neuroptera and Coleoptera Curculionidae were deter-
minated at species level. In the olive grove located in
Bari we collected a specie new for the apulian fauna,
Microlarinus lareynii (Jacquelin du Val)
(Curculionidae), an important species because of its
control on the weed Tribulus terrestris. Another
species new for the apulian fauna was Dichochrysa
prasina (Burmeister,1839) (Chrysopidae), collected in
Bari and Lecce. It is important in the biological control
because antagonists of aphids and other pests.
Although this study was only preliminary, it is clear the
important role that insects can play for biological con-
trol strategies and environmental evaluation such as
impact of pesticides on non target biota..

Key words: biodiversity, sustainability, insects,
bioindicators, biological control.
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Introduzione

L’ agroecosistema oliveto ha subito negli ultimi
decenni una notevole intensificazione della coltura e
un incremento dell’uso di prodotti chimici utilizzati
per la difesa e per la produzione, con conseguente
destabilizzazione degli equilibri biologici e di un dif-
fuso degrado ambientale. Con 50 milioni di piante
coltivate su 360 mila ettari, 255 mila aziende, di cui
150 mila specializzate, I’olivicoltura pugliese rappre-
senta il 24% della superficie agricola utilizzata del-
I’intera regione, fornisce il 44% della produzione ita-
liana di olio di oliva e il 12% della produzione mon-
diale di olio d’oliva (ISTAT, 2007). Attualmente pero
mancano studi relativi ai dati sulla biocenosi ed in
particolare sulle comunita degli insetti che vivono
nell’oliveto. Il presente studio rappresenta una prima
indagine sulla entomofauna presente in quattro oliveti
della Puglia, ed ha lo scopo di dare delle indicazioni
sulla composizione delle comunita di insetti che pos-
sono essere utilizzate come bioindicatori, come gia
evidenziato da molte ricerche.

Materiali e metodi

La prova ¢ stata svolta nel 2009 in areali caratte-
rizzati da una grande variabilita delle caratteristiche
del suolo, delle condizioni climatiche, del sistema di
allevamento e dell’eta delle piante. In ogni campo ¢
stato installato un datalogger per monitorare tempera-
tura e umidita relativa. Il primo oliveto di circa 70
anni di eta, irriguo, ¢ situato in agro di Valenzano
(BA) a 66 m s.l.m. Le precipitazioni nel periodo gen-
naio-luglio sono state di 425 mm. Il terreno € modera-
tamente alcalino, con presenza di carbonati. Da sei
anni ¢ condotto col metodo di produzione biologico.
Per il controllo delle malattie si utilizzano prodotti
autorizzati dalla normativa vigente, in particolare si
usa il rame nelle sue diverse forme, nonché 1’olio
minerale. Si effettua I’inerbimento e per la concima-
zione si utilizza il compost. Il secondo oliveto ¢ situa-
to in agro di Castellaneta (TA) a 78 m s.l.m., eta di
circa 30 anni, irriguo. Per la concimazione si utilizza



sia compost che letame e si attua la “non lavorazione”
del terreno. Non si effettuano trattamenti contro i piu
comuni parassiti. Il terzo oliveto ¢ situato in agro di
Carovigno (BR) a 49 m s.l.m., di eta secolare, in
asciutto. Vengono effettuati tre-quattro lavorazioni
I’anno. Non si effettuano trattamenti contro i piu
comuni parassiti. L’ultimo oliveto ¢ situato in agro di
Cutrofiano, (LE) a 108 m s.l.m., di circa 20 anni di eta
ed ¢ coltivato in asciutto. Per la concimazione viene
utilizzato sia il compost che il letame e si effettua la
“non lavorazione” del terreno.
Gli insetti sono stati campionati tramite due tipolo-
gie di trappole:
 Pitfall traps innescate con una miscela di aceto
commerciale allo 0,5%, che ha funzione di attra-
zione, e di acido ascorbico, che agisce da conser-
vante e sono utili per il campionamento degli
insetti camminatori (Luff, 1975). Sono state posi-
zionate tre trappole per ogni campo, coperte da un
coperchio in plastica al fine di evitare danni da
elevate precipitazioni e ridurre I’evaporazione
della miscela (Klein, 1989);
* Malaise traps che permettono la cattura di insetti
volatori. Le trappole sono state svuotate a partire
dal 5 gennaio fino al 16 maggio, con cadenza di
venti giorni.

Risultati e discussioni

Con le pitfall traps sono stati identificati un nume-
ro totale di 6.438 individui. I taxa piu abbondanti in
tutte le localita sono risultati: Diptera (esclusi
Syrphidae) (n = 3.595, 55,84%), seguito da
Hymenoptera (esclusi Ichneumonoidea e Formicidae)
(n = 936, 14,53%), Coleoptera Staphylinidae (n =
838, 13,01%), Collembola (n = 346, 5,37%) e altri
Coleotteri (n = 305, 4,73%). Il numero piu alto di
individui sono stati raccolti nell’oliveto di Taranto (n
= 3.815, 59,25%), seguito da quello di Bari (n =
1.275,19.80%), poi quello di Brindisi (n = 890,
13,82%) e di Lecce (n =458, 7,13%).

In totale sono stati raccolti 1.275 individui nell’oli-
veto di Bari con le pitfall traps. I taxa piu abbondanti
sono stati: Diptera (esclusi Syrphidae) (34,82%),
Coleoptera Staphylinidae (20,86%), Collembola
(15,76%), Coleoptera (esclusi Carabidae,
Staphylinidae, Curculionidae, Coccinellidae e
Chrysomelidae) (9,65%), Hymenoptera (esclusi
Ichneumonoidea e Formicidae) (7,45%), Carabidae
(4,63%), Formicidae (4,16 %).

In totale sono stati raccolti 3.815 individui nell’oli-
veto di Taranto con le pitfall traps. I taxa piu abbon-
danti sono: altri Ditteri (67,18%), altri Imenotteri
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(19,49%), Staphylinidae (5,63%), altri Coleotteri
(2,78%), e Collemboli (2,62%). In totale sono stati
raccolti 890 individui con le pitfall traps nell’oliveto di
Brindisi. I taxa piu abbondanti sono stati: altri Ditteri
(54,94%), Stafilinidi (22,13%), altri Imenotteri
(8,76%), altri Coleotteri (4,61%), Collemboli (
2,36%), Formicidi (2,13%), ¢ Lepidotteri (1,69%). In
totale nell’oliveto di Lecce sono stati raccolti 458 indi-
vidui con le pitfall nell’oliveto di Lecce. I taxa piu
abbondanti sono stati: Stafilinidi (34,93%), altri Ditteri
(21,18%), Tenebrionidi (8,73%), altri Coleotteri
(7,64%), Formicidi (6,77%), Collemboli (5,24%), altri
Imenotteri (4.15%), Carabidi (3,28 %), Lepidotteri
(2,18%), Blattoidi (1,31%), e Crisomelidi (1,09%).

L’analisi delle medie (ANOVA) ha rivelato che
I’abbondanza di alcuni taxa ¢ stata significativamente
diversa tra gli oliveti presi in esame. Ad esempio, per
quanto riguarda il gruppo sia degli altri ditteri, I’olive-
to situato in agro di Taranto ha mostrato valori statisti-
camente piu elevati rispetto agli altri areali (fig. 1),
per gli altri coleotteri gli oliveti di Bari e Taranto
hanno mostrato valori statisticamente piu elevati
rispetto a quelli di Brindisi e Lecce (fig. 2), mentre per
i Collemboli ¢ stato I’oliveto della provincia di Bari a
mostrare valori statisticamente piu elevati (fig. 3).

Dalle Malaise sono stati catturati un numero totale
di 115.950 individui appartenenti ai diversi taxa.
Brindisi ha presentato la massima abbondanza di
insetti (N = 34.375), seguita da Taranto (N = 31.024),
Bari (N =25.983) e Lecce (N =24.568).

A livello di specie, la classificazione ¢ stata limita-
ta ad alcuni taxa, in particolare lepidotteri (68 specie),
curculionidi (20 specie), neurotteri (3 specie) e sirfidi
(8 specie). L’indagine ha evidenziato nell’oliveto in
provincia di Bari una nuova specie per la fauna
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Fig. 1 - Abbondanza di Altri Ditteri negli oliveti campionati.
Fig. 1 - Abundance of Other Diptera in sampled olive groves.
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Fig. 3 - Abbondanza di Collembola negli oliveti campionati.
Fig. 3 - Abundance of Collembola in sampled olive groves.

pugliese, Microlarinus lareynii (Jacquelin du Val)
(Coleoptera: Curculionidae) che ¢ di rilevante impor-
tanza come agente di controllo biologico dell’infe-
stante Tribulus terrestris. Tra i Neurotteri per la prima
volta ¢ stato rinvenuto un Chrysopidae, Dichochrysa
prasina nelle province di Bari e Lecce, importante nel
controllo biologico in quanto le larve sono predatori
che si nutrono di afidi, tripidi, psille, acari e uova di
lepidotteri.

Conclusioni

Il monitoraggio anche se effettuato in un breve
periodo (gennaio-maggio) ha permesso di dare le
prime indicazioni riguardante 1’entomofauna negli
oliveti di quattro areali pugliesi, mostrando anche dif-
ferenze statisticamente significative tra gli oliveti
indagati. Delle due tipologie di trappole utilizzate, le
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Malaise traps hanno permesso la cattura di due insetti
non presenti in Puglia, il Microlarinus lareynii e il
Dichochrysa prasina agenti di biocontrollo.
Considerando il periodo di campionamento ¢ auspica-
bile estenderlo per tutto 1’intero anno per ottenere
ulteriori indicazioni, ma soprattutto individuare altre
tipologie di oliveti in altre aree. Nonostante lo studio
sia solo preliminare vista I’enormita della ricchezza e
della variabilita delle comunita di insetti, si evidenzia
chiaramente che le entomocenosi possono fornire
importanti strumenti valutativi in ambito agrario.

Riassunto

L’agroecosistema oliveto ha subito negli ultimi
decenni una intensificazione della coltura e un uso
massiccio di prodotti chimici, con conseguente desta-
bilizzazione degli equilibri biologici e con un diffuso
degrado ambientale. Attualmente perdo mancano ricer-
che sulle biocenosi ed in particolare sulle comunita
degli insetti che vivono nell’oliveto. Con questo stu-
dio si vuol cominciare a caratterizzare I’entomofauna
di un cosi importante ecosistema. Per avere una idea
della struttura delle comunita a livello regionale lo
studio ha interessato quattro aree ricorrenti in quattro
differenti province (Bari, Brindisi, Taranto, Lecce).
La prova ¢ stata svolta in gennaio-maggio 2009. Gli
insetti sono stati campionati tramite tre pitfall traps e
una trappola malaise per sito, in modo da ottenere il
maggior numero di dati possibile anche su componen-
ti ecologicamente ¢ etologicamente molto differenti.
Con le pitfall traps sono stati raccolti 6.438 individui.
I taxa piu abbondanti in tutte le localita di cattura sono
stati 1 Diptera (esclusi Syrphidae) (55,84%),
Hymenoptera (esclusi Ichneumonoidea, Vespidae e
Formicidae) (14,53%), Staphylinidae (13,01%),
Collembola (5,37%), e Coleoptera (esclusi
Coccinellidae, Carabidae, Tenebrionidae e
Staphylinidae) (4,73%). Il numero piu alto di indivi-
dui sono stati raccolti nell’oliveto di Taranto
(59,25%). Con le trappole malaise sono stati catturati
115.950 individui. 11 totale raccolto ¢ stato compreso
fra i 34.375 di Brindisi e 1 24.568 di Lecce.
Lepidoptera (alcune superfamiglie), Diptera
Syrphidae, Neuroptera e Coleoptera Curculionidae
sono stati determinati a livello specifico. Nell’oliveto
in provincia di Bari ¢ stata raccolta una specie nuova
per la fauna della Puglia, Microlarinus lareynii
(Jacquelin du Val) (Curculionidae) che ¢ di rilevante
importanza come agente di controllo biologico del-
I’infestante Tribulus terrestris. Anche Dichochrysa
prasina (Burmeister,1839) (Chrysopidae) € una nuova
specie per la fauna regionale. Rinvenuta nelle provin-



ce di Bari e Lecce, ¢ importante nel controllo biologi-
co in quanto le larve sono predatori di afidi, tripidi,
psille, acari e uova di lepidotteri. Nonostante lo studio
sia solo preliminare vista I’enormita della ricchezza e
della variabilita delle comunita di insetti, si evidenzia
chiaramente che le entomocenosi possono fornire
importanti strumenti valutativi in ambito agrario.

Parole chiave: biodiversita, sostenibilita, insetti,
bioindicatori, controllo biologico.
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Efficacia di Imidacloprid contro le infestazioni di Bactrocera oleae (Rossi,

1790) in Calabria
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Efficacy of Imidacloprid for control-
ling Bactrocera oleae (Rossi, 1790)
infestations in Calabria

Abstract. The olive crop protection plays an impor-
tant role especially in those areas characterized by
climatic conditions highly favourable to the develop-
ment of parasites, as Southern regions of Italy.
Consequently, an efficient protection is needed for
controlling the key pest of olive crop Bactrocera oleae
(Rossi, 1790). The aim of this study was to test the
efficacy of commercial formulation Confidor® O-TEQ,
containing imidacloprid, that recently obtained regula-
tory approval for olive for B. oleae control. Results are
highly promising for B. oleae control in conventional
and integrated olive farming management, mainly per-
forming curative intervention (larvicidal effect).

Key words: imidacloprid, olive tree, Bactrocera
oleae, infestation, Calabria.

Introduzione

L’olivicoltura in Italia riveste un ruolo fondamen-
tale sia dal punto di vista economico che in virtu del
profondo legame con il territorio e di forte “identita”
paesaggistica e culturale. Pertanto, appare opportuna
la tutela degli areali olivicoli mediante ’attuazione di
una razionale difesa fitosanitaria, soprattutto nelle
regioni meridionali d’Italia dove le condizioni biocli-
matiche favorevoli allo sviluppo dei parassiti, determi-
nano una maggiore incidenza di danno a causa di un
decremento quali-quantitivo delle produzioni olivicole
(Noce et al., 2009). Di conseguenza, una razionale
difesa fitosanitaria s’impone nella lotta al principale
parassita dell’olivo, Bactrocera oleae (Rossi, 1790),
negli ambienti dove esso provoca gravi danni. Le
recenti revisioni normative sulle molecole utilizzabili
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in agricoltura, inoltre, hanno imposto la ricerca di
nuovi formulati efficaci nel controllo dei principali
parassiti, in particolare contro la mosca delle olive. In
prosecuzione di indagini precedenti, 1’obiettivo di
questa ricerca ¢ stato quello di valutare I’efficacia del
formulato commerciale Confidor® O-TEQ (Bayer
CropScience), a base di imidacloprid, recentemente
registrato su olivo, per il contenimento di tale fitofago.

Materiale e metodi

Le prove sono state condotte nel periodo compreso
tra agosto e novembre nel biennio di indagine 2009-
2010 nell’areale di Mirto-Crosia (CS), situato sulla
costa ionica cosentina, caratterizzato da elevati livelli
di infestazione utilizzando un disegno sperimentale a
blocchi randomizzati (fig. 1). In ogni anno di indagine
¢ stato effettuato un unico trattamento in data 14 e 15
settembre, rispettivamente. I rilievi sono stati condotti
ogni dieci giorni e le drupe sono state analizzate in
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Fig. 1 - Area di studio e disegno sperimentale. [Tesi 1, Confidor®
O-TEQ (50g/hl); Tesi 2, Confidor® O-TEQ (62.5g/hl) e Tesi 3,
testimone]. N° tesi: 3; N° repliche: 15 (5/tesi); N° piante/replica:
8; N° olive/replica: 20; N° olive/tesi: 100; N° complessivo piante
soggette ad analisi: 120.

Fig. I - Study area and experimental design. [Thesis 1, Confidor®
O-TEQ (50g/hl); Thesis 2, Confidor® O-TEQ (62.5g/hl) and
Thesis 3, control]. N° theses: 3; N° replications: 15 (5/thesis); N°
trees/replication. 8; N° olives/replication. 20, N° olives/thesis.
100, N° trees analyzed. 120.



laboratorio per valutare 1’andamento dei livelli di
infestazione, espressi sia in termini di infestazione
attiva che totale. I dati sono stati sottoposti ad analisi
della varianza seguita dal test post-hoc LSD.

Risultati e discussione

I risultati ottenuti nell’anno 2009, hanno eviden-
ziato un forte effetto larvicida principalmente eviden-
te nei rilievi del 7 ott (F2,12 =4,3000; p =0,0391) e 22
ott (F 12— 7,1905; p = 0,0089). Una presenza minore
di fori di sfarfallamento si nota nella Tesi 2 in corri-
spondenza del rilievo effettuato in data 10 nov (£, ;,=
3,8929; p = 0,0498) che si riflette in una riduzione
della percentuale di infestazione totale (F, ;, =
4,0923; p = 0,0441). I risultati ottenuti nell’anno
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2010, hanno evidenziato una significativa riduzione
dei livelli di infestazione sia in termini di infestazione
attiva che totale, principalmente evidente nella Tesi 2.
E’ stato, inoltre, riscontrato 1’effetto larvicida del for-
mulato commerciale particolarmente evidente nel
rilievo del 20 ott (#, ;,=20,0000; p = 0,0001) ed una
conseguente riduzione della presenza di pupe nei rilie-
vi del 20 ott (F, ;,= 4,2608; p = 0,0340) ¢ 4 nov (F) ;,
= 32,6667; p = 0,00001). E stata, inoltre, riscontrata
una significativa riduzione della presenza di fori di
sfarfallamento nelle drupe trattate mentre la mortalita
delle pupe ¢ risultata significativamente piu elevata
nelle tesi trattate. Nelle tabelle 1 e 2 sono mostrate in
dettaglio le percentuali relative ad ogni singolo stadio
in corrispondenza di ogni rilievo negli anni 2009 e
2010, rispettivamente.

Tab. 1 - Dati dettagliati (Media + DS) relativi ai singoli stadi determinanti le percentuali di infestazione registrate nelle diverse tesi in cor-

rispondenza di ogni rilievo effettuato nell’anno di osservazione 2009. Lettere differenti indicano differenze statisticamente significative tra

le tesi: analisisi della varianza ANOVA, post hoc test LSD, lettere minuscole: P> 0,05; lettere maiuscole: P> 0,01.

Tab. 1 - Detailed data (Mean + SD) concerning each stage determining percentages of infestation recorded in different theses in every sin-
gle date in the observation year 2009. Different letters indicate significant differences among theses. analysis of variance ANOVA, LSD

post hoc test, small letters: P> 0.05; capital letters: P> 0.01.

‘Larve morte‘Pupe morte‘ Fori sfarf. ‘ Inf. Attiva ‘ Inf. Totale

Data |Punture sterili Uova Larve Pupe
C50
21-Ago| 11,00 £5,48 | 3,00 +4,47 | 4,00+5,48 | 5,00+ 3,54 0 0 1,00£2,24 |12,00+7,58 | 24,00 +8,94
3-Set | 11,00+2,24 | 7,00+2,74 | 1,00a+2.24 | 2,00+2,74 0 0 0 10,00 3,54 | 21,00 +4,18
15-Set | 12,00+ 5,70 [11,00 + 5,48 7,00+ 5,70 | 6,00 £ 6,12 0 0 0 23,00+ 5,70 | 35,00 + 5,00
24-Set | 18,00 + 7,58 |10,00 +3,54| 2,00 +2,74 | 4,00+4,18 0 0 Oa 16,00 £2,24 | 34,00 + 6,52
7-0tt | 17,00 + 6,71 [15,00 £ 3,54| 5,00a + 3,54 | 10,00 £ 5,00 0 1,00 £2,24| 4,00+4,18 |30,00+6,12 | 52,00+2,74
22-Ott | 5,00+3,54 | 6,00+4,18 |14,00A +5,48| 15,00 £ 6,12 | 2,00 £2,74 | 1,00 £ 2,24| 12,00 + 6,71 35,000 55,00 £ 6,12
29-Ott | 2,00 £2,74 | 3,00+2,74 | 15,00 + 6,12 |11,00a + 5,48| 1,00 + 2,24 | 1,00 + 2,24 | 17,00 + 5,70 | 29,00 + 7,42 | 50,00 + 10,61
10-Nov 0 6,00 4,18 | 10,00 +9,35 | 22,00 + 6,71 | 1,00 2,24 |4,00 + 5,48 | 16,00ab + 4,18| 38,00 + 9,08 |59,00ab + 11,40
C62,5
21-Ago| 9,00+2,24 |2,00+2,74 | 2,00+2,74 | 1,00+2,24 0 0 0 5,00+ 3,54 | 14,00 +4,18
3-Set 7,00 2,74 | 7,00 £4,47 | 2,00a+2,74 | 8,00+ 5,70 0 0 1,00£2,24 |21,00£7,42| 29,00+ 7,42
15-Set | 12,00 +5,00 11,00 +7,91| 7,00+4,18 | 5,00+ 5,00 0 0 1,00 £2,24 23,00+ 11,94| 35,00 + 9,35
24-Set | 18,00 + 6,71 [10,00 +2,74| 2,00+2,74 | 4,00 + 3,54 0 0 1,00a+ 2,24 | 16,00 + 3,54 | 34,00 + 8,22
7-Ott | 10,00 + 7,07 |14,00 + 5,48| 6,00a+2,24 | 11,00 +£2,24 | 1,00 +2,24 0 11,00 £6,52 | 31,00+7,42| 53,00+8,37
22-0tt | 1,00+2,24 | 5,00+ 5,00 | 9,00A + 6,52 | 18,00 £ 5,70 | 6,00 + 5,48 0 12,00 £ 10,37 {32,00 + 10,37| 51,00 + 10,25
29-Ott | 1,00 +2,24 | 4,00+5,48 | 7,00+5,70 |14,00a+ 8,94| 2,00 + 4,47 | 1,00 +2,24| 31,00 + 8,22 {25,00 + 13,23| 60,00 + 5,00
10-Nov 0 7,00 + 5,70 | 15,00 £ 6,12 | 15,00 + 3,54 | 2,00 £4,47 [2,00 £2,74| 9,00a+4,18 |37,00+10,37| 50,00b + 3,54
Testimone

21-Ago| 11,00 £ 8,22 | 1,00 2,24 5,00 + 3,54 0 0 0 6,00 +£5,48 | 17,00+ 8,37
3-Set 9,00 + 4,18 10,00 + 6,12| 6,00b 2,24 | 6,00 +4,18 0 0 1,00 £2,24 |18,00+7,58 | 28,00+7,58
15-Set | 10,00 £ 6,12 | 5,00 £5,00 | 9,00 +4,18 | 9,00 £5,48 0 0 3,00 4,47 |23,00=+10,37| 36,00+ 11,94
R4-Set | 8,00£6,71 |9,00+224| 4,00+4,18 | 8,00+4,47 0 2,00+2,74| 7,00b +5,70 | 21,00 +4,18 | 38,00 + 10,37
7-Ott 9,00 + 8,94 12,00 +8,37|12,00b +5,70| 11,00 + 4,18 0 1,00 +2,24| 12,00 +5,70 |35,00 +11,18| 57,00 + 13,96
22-Ott | 1,00 2,24 | 4,00+ 5,48 {23,00B +5,70| 11,00 + 7,42 | 1,00 + 2,24 {2,00 +2,74| 20,00 + 9,35 |38,00 + 10,37| 62,00 + 12,55
29-Ott 0 0 11,00 £ 5,48 [26,00b+9,62| 1,00 £2,24 |3,00 £4,47| 22,00 + 13,52 |37,00 = 12,55| 63,00 £ 6,71
10-Nov 0 4,00 £4,18 | 14,00 £5,48 | 20,00 + 5,00 0 4,00 +4,18|21,00b + 10,25| 38,00 £ 9,75 | 63,00a + 4,47
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P>0.01.

; capital letters:

)

t, small letters: P> (.05

le tesi: analisisi della varianza ANOVA, post hoc test LSD, lettere minuscole: P> 0,05; lettere maiuscole: P> 0,01.
post hoc tes

rispondenza di ogni rilievo effettuato nell’anno di osservazione 2010. Lettere differenti indicano differenze statisticamente significative tra
gle date in the observation year 2010. Different letters indicate significant differences among theses. analysis of variance ANOVA, LSD

Tab. 2 — Dati dettagliati (Media + DS) relativi ai singoli stadi determinanti le percentuali di infestazione registrate nelle diverse tesi in cor-
Tab. 2 — Detailed data (Mean £ SD) concerning each stage determining percentages of infestation recorded in different theses in every sin-

lannotta et al.
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Conclusioni

Il formulato commerciale Confidor® O-TEQ,
soprattutto nell’anno di indagine 2010, ha mostrato
una significativa efficacia nei confronti del testimone
in accordo con Lentini et al. (2009) e Palmeri et al.
(2009). I risultati ottenuti appaiono di promettente
prospettiva per il controllo di B. oleae in olivicoltura
convenzionale ed integrata, soprattutto per interventi
di tipo curativo (effetto larvicida).

Riassunto

La difesa fitosanitaria dell’olivo dai principali
parassiti assume un ruolo di fondamentale importanza
soprattutto negli areali caratterizzati da condizioni
bioclimatiche favorevoli al loro sviluppo, come le
regioni meridionali d’Italia. Pertanto, una razionale
difesa fitosanitaria s’impone nell’ottica economica
della lotta al principale parassita dell’olivo,
Bactrocera oleae (Rossi, 1790). Lo scopo di questo

Sessione IV

lavoro ¢ stato quello di valutare 1’efficacia del formu-
lato commerciale Confidor® O-TEQ, a base di imida-
cloprid, recentemente registrato su olivo, per il conte-
nimento di B. oleae. | risultati ottenuti appaiono di
promettente prospettiva per il controllo di B. oleae in
olivicoltura convenzionale ed integrata, soprattutto
per interventi di tipo curativo (effetto larvicida).

Parole chiave: imidacloprid, olivo, Bactrocera oleae,
infestazione, Calabria.
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Uso di un prodotto naturale per il contenimento di Fusicladium oleagi-

neum (Cast.) Ritschel & Braun

Rongai D.!" e Basti C.?

T'CRA - PAV, Centro di Ricerca per la patologia vegetale, Roma
2CRA - OLI Centro di Ricerca per l’olivicoltura, Pescara

Use of a natural product for the con-
trol of Fusicladium oleagineum
(Cast.) Ritschel & Braun

Abstract. This study examines the effects of a
Formulation (consisting in a dispersion of
Brassicaceae meal in vegetable oil) on Fusicladium
oleagineum. In the laboratory test the Formulation was
tested in comparison to vegetable oil used alone and a
chemical fungicide (Dodine). Formulation and Dodine
showed a significantly lower conidium germination
level (20 and 23% respectively), if compared with the
untreated control (56%) and vegetable oil (47%). The
results of field trials confirm the efficacy of the
Formulation and Dodine with respect to the untreated
control. Two applications of natural formulation in
spring plus three additional sprays in autumn are able
to contain the OLS incidence below the harmfulness
threshold especially if applied on cultivar showing a
medium-low degree of susceptibility to the disease.

Key words: Fusicladium oleagineum, Brassica cari-
nata, environmentally-friendly products, glucosino-
lates, vegetable oil.

Introduzione

L’occhio di pavone (Fusicladium oleagineum) ¢
considerato una delle piu dannose malattie dell’olivo.
In Italia il fungo ha una diffusione endemica ma le
anomali condizioni climatiche degli ultimi anni, carat-
terizzate da inverni umidi e temperati, hanno causato
una ampia diffusione in alcune regioni olivicole. Gli
ulivi infettati mostrano abscissione fogliare con dira-
damento della chioma e conseguente indebolimento
dell’intera pianta.

Un uso spregiudicato dei prodotti chimici per la

* domenico.rongai@entecra.it
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difesa delle colture agrarie ha provocato negli ultimi
decenni effetti collaterali negativi per I’ambiente e la
salute umana. Cid ha portato nel tempo alla ricerca di
nuovi criteri per affrontare la difesa delle piante dalle
malattie con crescente interesse verso prodotti eco-
friendly. Numerosi sono gli autori che descrivono
I’efficacia di composti naturali ed estratti vegetali per
il contenimento delle malattie delle piante. Horst et
al. (1992) sostengono che 1’oidio presente sulle rose
(Sphaerotheca pannosa var. rosae) ¢ significativa-
mente ridotto se trattato con una soluzione acquosa di
bicarbonato di sodio e olio vegetale al’1%. Estratti di
pepe/senape, cassia e garofano, sono in grado di
ridurre la popolazione di Fusarium oxysporum del
99,96 e 97% rispettivamente (Bowers et al., 2000).
Wang et al. (2004) mostrano come gli estratti di
foglie di /nula viscosa siano in grado di inibire lo svi-
luppo di svariati funghi quali la Plasmopara viticola,
Pseudoperonospora cubensis, Phytophtora infestans,
Blumeria graminis e Puccinia helianhi. Tegegne et al.
(2007) riferiscono della attivita antifungina mostrata
dall’estratto di Agapanthus africanus in laboratorio,
in serra e in pieno campo. Dagostin et al. (2010) evi-
denziano I’abilita della Salvia officinalis nel conteni-
mento della Plasmopora viticola in serra e nelle con-
dizioni di pieno campo. Ancora, I’estratto di Salvia
officinalis, assieme a Xanthium strumarium, Lauris
nobilis e Styrax officinalis mostrano in vitro una
intensa attivita antifungina nei confronti di
Phytophtora infestans (Yanar et al., 2011).

Un formulato naturale (Rongai et al., 2006), costi-
tuito da una miscela di farina disoleata di Brassica
carinata (ISCI7) e olio vegetale, preparata come
emulsione acquosa, ha gia mostrato una buona effica-
cia verso alcuni funghi patogeni quali 1’oidio della
barbabietola da zucchero e del melone (Rongai ef al.,
2009). Scopo del presente lavoro ¢ verificare, in labo-
ratorio ed in pieno campo, I’efficacia del suddetto for-
mulato nei confronti dell’occhio di pavone dell’olivo
Fusicladium oleagineum (Cast.) Ritschel & Braun.



Materiali e metodi

Le prove sono state effettuate nel biennio 2009-
2010 su un oliveto di 20 anni della cv Gentile di
Chieti (fig. 1) sito nella zona collinare della provincia
di Pescara.

Prodotti utilizzati

Sono stati impiegati: “formulato” (DUOLIF-
Cerealtoscana spa) alla dose di 2 kg/hl, olio vegetale
(estratto da semi di Brassica carinata) 2 kg/hl e
Dodina (Venturex 351, Agriphar s.a., Italia) alla dose
indicata in etichetta.

Prove di laboratorio

Per ciascuna delle quattro tesi (“formulato”,
Dodina, olio vegetale e testimone), una sospensione
di conidi a concentrazione nota ¢ stata spruzzata sulla
pagina superiore di 12 foglie di olivo (3 per 4 repli-
che) poste in capsule Petri (@ 90mm). Una volta
asciutte le foglie sono state trattate con 50 ml dei
diversi prodotti e con acqua per la tesi di controllo .
Dopo 48 e 96 h dal trattamento, dalle foglie sono stati
asportate piccole porzioni le quali, successivamente,
sono state schiarite con una soluzione di acido lattico,
glicerolo e fucsina ed esaminate al microscopio per
stabilire la germinazione conidica, la formazione del-
I’appressorio ed il numero di infezioni ifali. Il conidio
era considerato germinato se la lunghezza del tubetto
superava la meta della lunghezza del conidio.

Prove di campo

Per le prove in campo ¢ stato seguito un disegno
sperimentale a blocco randomizzato con tre tesi di 8
piante ciascuna (2 per 4 repliche): “formulato”,

Fig. 1 - Oliveto cv Gentile di Chieti di 20 anni.
Fig. I - Olive trees cv Gentile di Chieti of 20 years old.
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Dodina e testimone non trattato. E” stato escluso I’olio
vegetale risultato in laboratorio poco efficace. Sono
stati eseguiti 5 trattamenti (8/04, 6/05, 24/07, 20/08 e
20/10) con il “formulato” e 2 (29/04 e 20/10) con
Dodina. Durante i 6 campionamenti fogliari, sono
state raccolte 200 foglie per tesi (50 per 4 repliche).
L’efficacia dei trattamenti ¢ stata valutata determinan-
do la percentuale di foglie mostranti i sintomi dell’at-
tacco di F. oleagineum.

Analisi statistica

I risultati delle prove sono stati trasformati in valo-
ri angolari e sottoposte all’analisi della varianza
(ANOVA) a due vie (Fisher LSD method) per testare
la significativita della variabile “cultivar” e dell’inte-
razione “cultivar/trattamenti”. Per la realizzazione dei
grafici ¢ stato utilizzato il programma SigmaPlot ver-
sione SPW10, per la statistica Sigma Stat versione
SStat3 5.

Risultati e discussioni

Germinazione conidica, formazione degli appressori
e infezione ifale di F. oleagineum

In laboratorio, il “formulato” ha dimostrato una
efficacia simile a quella riscontrata utilizzando il p.a.
Dodina preso come prodotto chimico di riferimento.
(tab. 1). La percentuale di conidi germinati ¢ stata
significativamente differente tra le foglie non trattate
e quelle trattate. In “formulato” e Dodina, solo il 20 e
23% di conidi sono germinati, valori significativa-
mente piu bassi rispetto all’olio vegetale (47%) ed il
testimone non trattato (56%) (tab. 1). La formazione
dell’appressorio € un requisito essenziale per il pro-
cesso infettivo. Solo il 16 e 13% di appressori sono
stati conteggiati per “formulato” e Dodina contro 26 ¢

Tab. 1 - Percentuale di germinazione conidica, formazione del-
I’appressorio di F. oleagineum 48h dopo il trattamento e numero
delle infezioni ifali su 1 mm? di superficie fogliare 96h dopo il
trattamento. Nella stessa colonna, i valori con lettere differenti
sono statisticamente diversi (LSD test, P<0,05).

Tab. 1 - The percentage of conidia germination and appressorium
formation of F. oleagineum 48h after treatment and number of
infection hyphae on 1 mm? of leaf 96h after treatment. The data
were arcsine-transformed before the analysis. Values with differ-
ent letters are statistically different (P < 0.05) based on Fisher’s
protected least significant difference (LSD).

) 48h post trattamento 96h post trattamento
Trattamenti |conidi germi-|  Formazione Infezione ifale
nati (%) |appressorio (%)| (n. di ife/mm?)
Non trattato 56a 37a 14a
Olio vegetale 47b 26b 9 ab
Formulato 20 ¢ 16¢ 5b
Dodina 23 ¢ 13¢ 3b
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Fig. 2 - Effetto dei trattamenti sull’infezione fogliare provocata da
F. oleagineum. Valori con lettere differenti sono statisticamente
diversi (LSD test, P<0,05).
Fig. 2 - Effects of treatments on F. oleagineum infection. Values
with different letters are statistically different (LSD test, P<0,05).
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37% di olio vegetale e non trattato. Dopo 96h dal trat-
tamento, 14 infezioni ifali per mm? di superficie
fogliare sono stati contati nel non trattato, contro 5 e 3
in “formulato” e Dodina.

Efficacia del “‘formulato” in pieno campo

Risultati analoghi a quelli ottenuti in laboratorio si
sono riscontrati in pieno campo. Formulato e Dodina
hanno ridotto significativamente la percentuale delle
foglie infette tanto che il suo valore ¢ rimasto sempre
sotto I’11%. L’attivita del fungo, bassa durante 1’esta-
te, € aumentata in autunno. Nel controllo non trattato
il numero delle foglie infette ¢ stato sempre maggiore
dell’ 11%, raggiungendo il 41% alla fine di dicembre
e mantenendosi elevato per tutto 1’inverno (51% ad
aprile 2010) (fig. 2).

Conclusioni

Le prove fino a qui eseguite hanno dimostrato 1’ef-
ficacia del “formulato” nei confronti dell’occhio di
pavone. Nelle prove di laboratorio entrambe le tesi
trattate hanno mostrato una percentuale di germina-
zione conidica, formazione di appressorio e infezione
ifale, statisticamente piu bassa della tesi non trattata.
A riguardo della relazione esistente tra conidi germi-
nati ¢ infezione ifale, occorre precisare che, mentre
nelle foglie trattate col “formulato” il 25% dei conidi
germinati erano in grado di produrre infezione ifale,
in Dodina la percentuale ¢ stata piu bassa, solo il
13%. Tale differenza potrebbe essere spiegata dalla
circostanza che il fungicida chimico, avendo maggio-
re persistenza del “formulato”, risulta piu efficace
nella inibizione delle ife dopo 96h dal trattamento
(tab. 1).

Le prove di campo hanno confermato quanto
osservato in laboratorio. Tuttavia, nella tesi irrorata
con “formulato”, sono stati necessari un maggior
numero di trattamenti rispetto al prodotto chimico di
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riferimento a causa della maggiore dilavabilita e piu
veloce degradabilita del prodotto naturale. Per conclu-
dere, i risultati ottenuti in laboratorio ed in campo
nonché la considerazione del fatto che dalle prove
eseguite non sono emersi fenomeni di fitotossicita,
permettono di ipotizzare, trattandosi di un prodotto
del tutto naturale, un eventuale impiego del formulato
in programmi di lotta biologica e integrata.

Riassunto

Con il presente lavoro sono stati esaminati gli
effetti di un Formulato (consistente in una dispersione
di farina di brassicacee in olio vegetale della stessa
specie) su Fusicladium oleagineum, fungo responsabi-
le della malattia nota come occhio di pavone dell’oli-
vo . Nel test di laboratorio i conidi del fungo delle
foglie di olivo trattate con Formulato e con il prodotto
commerciale di riferimento Dodina hanno mostrato
una percentuale di germinazione (rispettivamente del
20 e 23%) statisticamente piu bassa rispetto al testi-
mone non trattato (56%) ed alla tesi con il solo olio
vegetale (47%). Le prove di campo hanno confermato
I’efficacia del Formulato e della Dodina rispetto alla
tesi non trattata. Due applicazioni del Formulato in
primavera e tre in autunno sono in grado di contenere
I’incidenza dell’occhio di pavone nell’oliveto sotto la
soglia di danno, specialmente se i trattamenti riguar-
dano cultivar non particolarmente suscettibili alla
malattia.

Parole chiave: glucosinolati, occhio di pavone, basso
impatto ambientale, Fusicladium oleagineum.
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Modello biometeorologico per la previsione delle produzioni in olivicoltura

Bonofiglio T., Orlandi F.", Ruga L., Romano B. e Fornaciari M.
Dipartimento di Biologia Applicata, Universita di Perugia

Biometeorology model for the predic-
tion of production in olive growing

Abstract. This work describes a predictive model
regarding the potential production of olive fruits in
seven provinces of southern ltaly. The study was car-
ried out between 1999 and 2010 by monitoring the
olive pollen in the atmosphere with a pollen trap (Hirst
model), the use of agronomic data, and meteorological
observations (precipitation, maximum and minimum
temperatures, etc.). The results confirmed the validity
and accuracy of volumetric sampler as a tool for pre-
dicting the production of olives in areas where this
species is widespread. Moreover, the gap between
actual and forecast data taking into account all the
monitoring stations is always contained within 10%.

Key words: predictive model, pollen, flowering.

Introduzione

Nel corso degli ultimi decenni sono stati sviluppati
numerosi modelli per svariate applicazioni in agricol-
tura come ad esempio per le operazioni di irrigazione,
dei trattamenti fitosanitari, delle concimazioni ¢ quel-
le di raccolta (Coombe 1987; Orlandi et al., 2005;
Doorenbos e Kassam 1979). Quindi nell’agricoltura
moderna sussiste la necessita di utilizzo di questi
modelli per ottimizzare le risorse impiegate nei pro-
cessi produttivi e per raggiungere soddisfacenti
obbiettivi ambientali ed economici. Molto utili risul-
tano essere i modelli predittivi delle produzioni finali
perché forniscono il tempo necessario per utilizzare
strategie per moderare gli effetti della produzione
agricola annuale e di pianificare la raccolta, la politica
dei prezzi e gestione degli stock. Questa necessita ¢
maggiore nel quadro della politica agricola comune
dei paesi CE, le cui norme prevedono quote di produ-
zione, assegnazione di aiuti economici in caso di per-
dita di produzione, favorire I’insediamento o I’abban-
dono di alcune colture, e stabilire canali di comunica-

* fabor@unipg.it

zione tra paesi produttori per prevenire, in anni di
scarsa produzione, una carenza del mercato e aumenti
incontrollabili dei prezzi (Minero et al., 1998). Infatti,
la disponibilita di dati di previsioni della produzione,
diversi mesi prima della raccolta costituisce uno stru-
mento importante sia a livello macro che micro-eco-
nomico. Presso il laboratorio di Aerobiologia delle
Produzioni Agricole ¢ stato ideato ed implementato
un modello interpretativo della produzione in olivo
attraverso lo studio della fioritura con I’ausilio di tec-
niche di monitoraggio indiretto (Bonofiglio et al.,
2008). L’obbiettivo ¢ quello di calibrare un modello
predittivo delle produzioni in olivo basandosi sui
quantitativi di polline (componente biologica) cattura-
to in atmosfera durante il periodo della fioritura.

Materiali e metodi

Area di Studio

L’area di studio ¢ localizzata in 4 Regioni (Puglia,
Calabria, Sicilia e Campania) nella parte sud della
penisola italiana compresa tra i 37° e 1 42° N di latitu-
dine. In particolare i campionamenti sono stati effet-
tuati in sette aree di particolare rilievo economico ed
olivicolo (Agrigento, Messina, Catanzaro, Cosenza,
Lecce, Foggia ed Avellino). Il clima ¢ influenzato
dalla presenza del mare Mediterraneo ed ¢ caratteriz-
zato da inverni relativamente miti e da estati calde e
siccitose. La temperatura media annuale, durante tutto
il periodo di studio, ¢ stata di = 19 °C. Le piogge sono
distribuite al di fuori della stagione estiva e vanno da
un valore minimo registrato nella stazione di Foggia
(210 mm nel 2000), ad un valore massimo registrato
nella stazione di Avellino (1.056 mm nel 2008).

Monitoraggio Pollinico

I dati aerobiologici sono stati raccolti in un periodo
di 12 anni (1999-2010) attraverso campionatori volu-
metrici tipo Hirst (VPPS 2000 Lanzoni) seguendo le
indicazioni dell’Associazione Italiana di
Aerobiologia. Alla fine delle operazioni di laboratorio
(preparazione dei campioni e analisi microscopiche)
sono state ottenute una serie di concentrazioni pollini-
che giornaliere (n. pollini/m? d’aria campionata).
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Successivamente, le concentrazioni giornaliere sono
state elaborate in curve di pollinazione ed indici polli-
nici necessari per le elaborazioni statistiche ai fini del-
I’implementazione del modello predittivo.
L’approccio seguito ha spinto a considerare la quan-
tita totale di polline emesso durante la fioritura (Ip =
indice pollinico), il polline emesso fino al giorno in
cui si registra il massimo di emissione (Ipc = indice
pollinico contratto) ed il periodo effettivo di pollina-
zione (PEP), considerando anche le variabili che mag-
giormente ne determinano il livello, al fine di avere
anche una valutazione qualitativa del polline emesso
ottenendo un’indagine di “efficienza riproduttiva”.

Variabili Meteorologiche

Le variabili meteorologiche utilizzate nelle elabo-
razioni statistiche sono state le temperature minime,
massime, medie e la precipitazione, variabili per le
quali ¢ stato possibile ottenere dati continui e validati.
Oltre ai dati costruiti (medie decadali e mensili) le
informazioni giornaliere delle principali variabili
meteorologiche (temperature e precipitazioni) sono
state accumulate tramite sommatorie ottenendo trend
climatici. In particolare sono state definite le Chilling
units (CU) (Richardson et al., 1974), le Growing
Degree Hours (GDH) e Growing Degree Days
(GDD) (Anderson e Richardson, 1986) per avere indi-
catori della possibile induzione delle gemme a fiore
nell’inverno dell’anno precedente a quello di studio
(utilizzando le CU) e dello sviluppo degli apparati
riproduttori (utilizzando le GDH e GDD) sia nell’an-
no di studio (t) che in quello precedente (). Inoltre,
sono state calcolate sommatorie mensili e cumulate
delle temperature max, min e medie nel periodo esti-
vo (giugno-settembre) per avere un indicatore dello
stress termico estivo ed indirettamente di quello idrico
a cui sono sottoposte le piante.

Analisi Statistiche

I metodi di analisi utilizzati per descrivere e inter-
pretare le relazioni tra variabili dipendenti
(Produzioni olivicole) ed esplicative (variabili meteo-
rologiche e biologiche) sono stati i seguenti: Analisi
di correlazione, Analisi delle Componenti Principali
(ACP) e Analisi di regressione lineare multivariata. Si
¢ quindi provveduto a costruire un modello di regres-
sione che prevedesse 1’introduzione tra le variabili
indipendenti di quelle maggiormente correlate alle
produzioni olivicole annuali (ton) e a parita di valore
di quelle che potessero minimizzare i coefficienti di
autocorrelazione ottimizzando cosi la percentuale di
varianza spiegata dal modello stesso. Per le analisi
statistiche ¢ stato utilizzato il software NCSS 2007.
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Risultati e discussioni

In tabella 1 sono presentati i risultati riassuntivi
delle analisi di regressione, vengono indicate le varia-
bili indipendenti utilizzate nei differenti modelli di
regressione, i coefficienti di regressione corrisponden-
ti, i t-value ed i livelli di significativita relativi. Per
ogni variabile considerata, il livello di probabilita ¢

Fig. 1 - Output dei modelli statistici per ogni area olivicola studiata.
Fig. 1 - Output of statistical models for each olive area of study

Localita | . Yariabile Coefﬁgente T-value Livel}q i
indipendente | regressione probabilita
Intercept -2.638,50 -1,36 0,31
Ip -0,93 -6,03 0,03
Agrigento abb1> 2799 480 0.04
Tmed Magll 215,26 2,96 0,10
Tmed Aprl -1.137,12 6,98 0,02
Tmed Setlll 1 813,17 7,02 0,02
Intercept -3.838,88 -5,79 0,0
Messina Ip 0,01 10,10 0,0
Tmin Aprll 333,34 6,50 0,0
Intercept | _46.807,31 | -2.,65 0,12
Ip 0,03 1,67 0,17
Catanzaro Tmi.n APrI -1.513,81 =330 0.08
Ngpio Giull | 1273174 | 2,05 0,18
Tmax_Tmin No 893,07 2,45 0,13
Tmax Agoll 1.930,35 3,50 0,07
Intercept 5.700,60 5,65 0,03
Ip 0,02 3,16 0,09
Cosenza Tmed Marl -1.216,19 | -16,66 0,0
Tmax Tmin No 1.525,84 18,40 0,0
Pioggia Marl -66,83 -6,39 0,02
Pioggia Setlll 87,49 6,81 0,02
Intercept 143.155,38 35,25 0,0
Foggia | .Ip 0,59 7,96 0,0
Pioggia OtIL_1| 1 109,55 9,89 0,0
Pioggia Dicl 1| 357 17 7,75 0,0
Intercept -254.258,61 | -5,30 0,03
Ip 2,63 16,21 0,0
Lecce T.min.SetILI -6.191,18 -11,32 0,01
Pioggia Genll | 467102 | 10,60 0,01
GDD14 221,52 9,62 0,01
Tmin LuglII 19.938,72 8,71 0,01
Intercept 21.045,78 3,66 0,07
EPP 0,04 5,42 0,03
Avellino T@ax Gl 243,76 >4 0.03
Tmin NovI_1 -391,40 -2,65 0,12
Tmin Lugl -868,82 -3,56 0,07
GDDI15 9,14 7,78 0,02




molto soddisfacente, solo in un caso (Catanzaro) alcu-
ne variabili hanno livelli di probabilita superiori al
10% con un rischio quindi che la significativita stessa
delle variabili introdotte non risulti sufficiente nel
poter affermare che la componente casuale possa aver
influito sul risultato di previsione.

In figura 2 sono riportate nel dettaglio le produzio-
ni annuali (ton) nel periodo 1999-2010. I risultati del-
I’analisi evidenziano come le aree olivicole di Lecce,
Foggia, Catanzaro e Cosenza presentino un trend piu
0 meno costante. Al contrario nelle altre aree di studio
si evidenzino andamenti piuttosto variabili. In termini
quantitativi le prime registrano valori nettamente
superiori alle altre stazioni. La stazione di Avellino ¢
quella che registra produzioni annue minori delle
altre. In figura 2 si evidenza come lo scarto tra dati
previsionali e reali tenendo conto di tutte le stazioni di
monitoraggio sia sempre contenuto entro il 10%. Le
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campagne olivicole 1999-2000 e 2000-2001 sono
state quelle con gli scarti maggiori, scarti che si sono
ridotti negli anni successivi.

Conclusioni

I modelli generati durante questa ricerca utilizzan-
do tecniche statistiche differenti, hanno evidenziato
una grande capacita interpretativa, che ¢ stata confer-
mata dagli alti valori di varianza spiegata e di signifi-
cativita delle variabili. La presenza di una variabile
biologica che puo portare un considerevole contributo
in termini di informazione nei modelli di regressione,
permette di attenuare in maniera rilevante la variabi-
lita dovuta ai parametri meteorologici considerati.
Inoltre, la variabile pollinica a causa della sua parteci-
pazione diretta al processo riproduttivo, pud spiegare
gran parte della futura variabilita delle produzioni.
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Fig. 2 - Andamenti delle produzioni olivicole reali e previste nelle aree di studio .
Fig. 2 - Forecasted and Real Olive production trends in the study areas.
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Una bassa variabilita durante gli anni potrebbe per-
metterci di integrare questa valutazione indiretta, nei
parametri forniti dal polline, e di utilizzarli come
variabili indipendenti nell’analisi di regressione.

Riassunto

Questo lavoro descrive un modello predittivo
riguardo le potenziali produzioni di olive in sette pro-
vince del sud Italia. Lo studio ¢ stato effettuato tra il
1999 e il 2010 attraverso il monitoraggio del polline
di olivo in atmosfera, con un catturatore pollinico tipo
Hirst, 1’utilizzo di dati agronomici e osservazioni
meteorologiche (precipitazioni, temperature minime e
massime, ecc). I Risultati hanno confermato la vali-
dita e I’accuratezza del campionatore volumetrico
come strumento per la previsione delle produzioni di
olive in aree dove tale coltura ¢ molto diffusa. Inoltre,
lo scarto tra dati previsionali e reali tenendo conto di
tutte le stazioni di monitoraggio risulta sempre conte-
nuto entro il 10%.
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Parole chiave: modelli predittivi, polline, fioritura.
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Sensibilita della cultivar di olivo Coratina a nuovi formulati commerciali

a base di Dimethoate

Buccoliero A.”, Caponero A. e Mennone C.

ALSIA - Az. Sperimentale «Pantanelloy, Metaponto (MT)

Sensitivity of Olive tree cv Coratina
to new products containing
Dimethoate as active substance

Abstract. A three-year experiment was carried out
to evaluate the phytotoxicity of new formulations of
dimethoate, normally used to control both Bactrocera
oleae and Prays oleae, but usually reported to be
phytotoxic to some other varieties (Coratina). The
experimental trials were carried out in Metaponto
(MT) on irrigated olive trees (cv Coratina). The insecti-
cide treatments were performed with properly calibra-
ted equipment company, with normal volume at two
doses: the maximum label dose (1.0 t ha™') and dou-
ble (2.0 t ha'). The field measurements were perfor-
med at 7, 15 and 30 days from treatment, observing
the fruits, leaves and twigs of 10 plants for each treat-
ment. The results of the three years experiment indi-
cated that all formulations with dimethoate sprayed at
normal volume of solution did not induce any symp-
toms of phytotoxicity on the organs investigated, both
in the pit hardening (treatment against P. oleae) and
enlargement of the drupe-fruit setting (treatment
against B. oleae). Conversely, in the treatment in
which the solution was applied until dripping the phy-
totoxicity occurred only on fruits. The results also
showed that the currently marketed formulations
could be used on varieties called “sensitive” to
dimethoate, only if their proper application (sprayers
and well-calibrated volumes of solution to avoid drips)
is ensured. The new formulations were less phyto-
toxic than traditional ones, even under the drip, proba-
bly due to the elimination or reduction of co-formu-
lants phytotoxic effects. Therefore, the tested pro-
ducts could be used either on coratina or on other cul-
tivars commonly considered sensitive to dimethoate.
However, it is important to operate rationally, distribu-
ting insecticide with calibrated and efficient sprayers,
in adequate doses and avoid dripping.

Key words: olive tree, cv Coratina, dimethoate,
phytotoxicity.
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Introduzione

Il Dimethoate viene comunemente utilizzato nella
lotta alla mosca delle olive (Bactrocera oleae) ed alla
tignola delle olive (Prays oleae) per la sua efficacia e
convenienza economica ma ne viene sconsigliato
I’impiego su alcune cultivar, tra cui la Coratina, rite-
nute sensibili.

L’obiettivo della sperimentazione ¢ stato quello di
indagare sulla fitotossicita dei nuovi formulati a base
di dimethoate in cui, come dichiarato dalle ditte pro-
duttrici, la molecola ¢ stata stabilizzata ed il prodotto
commerciale contiene nuovi coformulanti, con una
sensibile riduzione o la completa eliminazione dello
xilene (Guarnone et al., 2010). Di seguito sono ripor-
tati 1 risultati di un triennio di prove (2008-2009-2010)
per verificare la fitotossicita di nuovi prodotti com-
merciali a base della sostanza attiva dimethoate sulla
cultivar di olivo Coratina, notoriamente sensibile.

Materiali e metodi

Le prove sono state condotte nel biennio 2008-
2009 presso I’Azienda Sperimentale “Pantanello”
dell’ALSIA (Metaponto, MT), su un oliveto irriguo,
cultivar Coratina, di oltre 30 anni di eta e nel 2010 su
un oliveto della stessa varieta presso un’azienda in
agro di Bernalda, distante da quello utilizzato gli anni
precedenti circa 2 km. Nell’oliveto sono stati indivi-
duati dei parcelloni di 80 piante per ciascuna tesi,
secondo un disegno sperimentale che non prevedeva
ripetizioni.

I trattamenti insetticidi sono stati eseguiti contro la
mosca delle olive (7/10/2008, 18/9/2009 e 23/9/2010)
e contro la tignola delle olive (30/06/2009 ¢
12/7/2010). Le soluzioni insetticide sono state prepa-
rate rispettando le dosi massime riportate in etichetta.
I formulati utilizzati, le quantita e gli anni di applica-
zione sono riportati in tabella 1.

Le soluzioni insetticide sono state distribuite
mediante irroratrice (atomizzatore) aziendale prece-
dentemente sottoposta a controllo funzionale e taratu-

225



Buccoliero et al.

Tab. 1 - Formulati utilizzati, quantita e anni di applicazione.
Tab. 1 - Type of formulations, amount and years of application.

Tesi Prodotto commerciale S.A. dose g.ta /ha Anno
1 testimone non trattato 10 ql 2008 | 2009 | 2010
2 Danadim 400 (Cheminova) Dimethoate 37,9 140 ml/ql 10 ql 2008|2009 | 2010
3 Perfekthion (Basf) Dimethoate 37,4 150 ml/ql 10 ql 2008|2009 | 2010
4 Danadim 400 (Cheminova) Dimethoate 37,9 140 ml/ql 20 gl (gocciolamento) | - 2009|2010
5 Perfekthion (Basf) Dimethoate 37,4 150 ml/ql 20 gl (gocciolamento) | - 2009|2010
6 | Perfekthion (Basf) + Tegoplant | Dimethoate 37,4 + bagnante | 150 ml/ql + 25 ml/ql 10 ql - - |2010

(Agricola internazionale)

7 | Perfekthion (Basf) + Tegoplant | pimethoate 37,4 + bagnante | 150 ml/ql + 25 ml/ql |20 gl (gocciolamento) | - - 12010
(Agricola internazionale)

8 Siglato (Cheminova) Dimethoate 37,9 140 ml/ql 10 ql - - 12010

9 Siglato (Cheminova) Dimethoate 37,9 140 ml/ql 20 ql (gocciolamento) | - - 12010

ra, con un volume di 10 gql/ha, normalmente utilizzato
nell’area metapontina.

Nel 2009 e 2010, sulle tesi 4 e 5 la distribuzione &
stata eseguita a dosi piu elevate fino a gocciolamento
delle piante. Nel 2010 si sono aggiunte altre 4 tesi per
testare la nuova formulazione del Danadim e gli effet-
ti del bagnante Tegoplant abbinato al prodotto com-
merciale Perfekthion. Entrambi i formulati sono stati
distribuiti a volume normali (tesi 6, 8) e a gocciola-
mento (tesi 7, 9).

I rilevi in campo sono stati eseguiti a distanza di 7,
15 e 30 giorni dai trattamenti, osservando i frutti, le
foglie ed i rametti di 10 piante per ciascuna tesi.

Dove si ¢ evidenziata fitotossicita sui frutti, per
quantificare i sintomi ¢ stato raccolto da 4 piante un
campione di 100 drupe. I danni sono stati distinti in 4
classi in base alla intensita di manifestazione del sin-
tomo (classe 0: drupe prive di sintomi; classe I: drupe
con depressioni poco estese; classe II: drupe con
depressioni estese che non si chiudevano ad anello;
classe III: drupe con depressioni che si chiudevano ad
anello; classe IV: drupe secche. La gravita dei sintomi
¢ stata espressa con l’indice di Mac Kinney (media
ponderale delle diverse classi di danno).

Risultati

Nei tre anni di prova, le piante interessate dall’ap-
plicazione di un volume normale di soluzione (10
hl/ha), non hanno manifestato alcun sintomo di fito-
tossicita su nessuno degli organi indagati, sia in fase
di indurimento nocciolo (trattamento contro P. oleae)
che in ingrossamento drupe-invaiatura (trattamento
contro B. oleae).

Nelle tesi in cui la soluzione ¢ stata applicata fino
a gocciolamento (Tesi 4, 5, 7 ¢ 9) non sono stati
osservati sintomi sulle foglie e sui rametti mentre si

226

sono manifestati fenomeni di moderata fitotossicita
sulle drupe.

A 7 giorni dal trattamento, i frutti interessati dai
fenomeni di fitossicita mostravano sintomi solo nella
parte distale, dove si era creata la goccia di soluzione
insetticida. Successivamente si manifestava una
depressione che coincideva con la parte periferica
della goccia e andava a formare una corona circolare
non sempre chiusa (figg. 1 e 2). Nell’evoluzione dei
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Fig. 1 - Perfekthion irrorato fino a gocciolamento.
Fig. 1 - Distribution of Perfekthion till dripping.
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1 | s
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Fig. 2 - Danadim irrorato fino a gocciolamento.
Fig. 2 - Distribution of Danadim till dripping.




sintomi, la parte circoscritta dalla depressione rimane-
va vitale mostrando anche dei fenomeni di iperplasia
ad inizio invaiatura (fig. 3). Sezionando la drupa in
corrispondenza della zona depressa non si sono osser-
vati tessuti necrotici nella polpa.

Nelle tesi con gocciolamento sono state osservate
alcune drupe disseccate, solo dopo il trattamento ad
indurimento nocciolo (fig. 4).

I risultati dei rilievi effettuati a 7 giorni dal tratta-
mento sono riportati nella tabella 2.

Conclusioni

Manifestazioni di fitotossicita a seguito dell’irrora-
zione di prodotti a base di dimethoato su piante di

Fig. 3 - Evoluzione della sintomatologia di fitotossicita ad inizio
invaiatura. E evidente la depressione a corona e I’ipertrofia dei
tessuti ivi circoscritti.

Fig. 3 - Effect of phytotoxic at the early fruit setting.

Fig. 4 - Danadim + bagnante irrorato fino a gocciolamento.
Fig. 4 - Distribution of Danadim + surfactant till dripping.
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Tab. 2 - Effetto della fitotossicita a 7 giorni dal trattamento

(Indice di Mac Kinney).
Tab. 2- Effect of phytotoxic after 7 days of treatment (Mac Kinney
Index).
Tesi Data del trattamento

7/10/08 |18/09/09|12/07/10|23/09/10
1) testimone 0 0 0 0
2) Danadim 400 0 0 0 0
3) Perfekthion 0 0 0 0
4) Danadim 400 Nd | 096 | 023 | 072
(gocciolamento)
5) Perfekthion
(gocciolamento) Nd 1,58 0,49 091
?) Perfekthion + Nd Nd 0 0

egoplant

Perfekthion + Tegoplant
(gocciolamento) Nd Nd .72 1,52
Siglato Nd Nd 0 0
Siglato (gocciolamento) Nd Nd 0 0,76

olivo della cultivar Coratina si sono evidenziate solo
sui frutti delle piante trattate, irrazionalmente, con
volumi elevati di soluzione insetticida (quantita dop-
pie rispetto alla buona pratica di campo, con gocciola-
mento).

I sintomi rilevati sulle drupe, comunque, non sem-
brano incidere significativamente sulla produzione.
Infatti le depressioni osservate in corrispondenza delle
gocce hanno interessato solo i tessuti superficiali e non
hanno compromesso la vitalita dei tessuti in esse circo-
scritti che, anzi, hanno manifestato lievi iperplasie.

Anche se Perfekthion, abbinato al bagnante
Tegoplant, ha manifestato un maggiore indice di gra-
vita (Indice di Mc Kinney= 1,72) rispetto alle altre
tesi, a fini pratici si ritiene che i danni causati non inci-
dano significativamente sulla produttivita, anche per-
ché le olive danneggiate non sono cascolate ed hanno
completato regolarmente il ciclo di maturazione.

Si ritiene, pertanto, che 1 prodotti testati possano
essere utilizzati anche su Coratina (cultivar comune-
mente ritenuta tra le piu sensibili al dimethoate) a
condizione di operare razionalmente, distribuendo la
soluzione insetticida con irroratrici efficienti e tarate,
in dosi adeguate ed evitando il gocciolamento.

Riassunto

E’ stata condotta una valutazione triennale per
verificare la fitotossicita di nuove formulazioni di
dimethoate (s.a. comunemente impiegata contro
Bactrocera oleae ¢ Prays oleae ma riportata come
fitotossica per alcune varieta come la Coratina).

Le prove sono state condotte in agro metapontino
(MT), in oliveto irrigui, cultivar Coratina, su parcello-
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ni in cui sono stati eseguiti trattamenti insetticidi con
attrezzature aziendali opportunamente tarate, alle dosi
massime di etichetta, a volumi normali (10 gl/ha) e
doppi (20 gl/ha).

I rilevi in campo sono stati eseguiti a distanza di 7,
15 e 30 giorni dai trattamenti, osservando i frutti, le
foglie ed i rametti di 10 piante per ciascuna tesi.

Nei tre anni di prova, tutti i formulati con
dimethoate irrorati a volume normale di soluzione
non hanno indotto alcun sintomo di fitotossicita sugli
organi indagati, sia in fase di indurimento nocciolo
(trattamento contro P. oleae) che di ingrossamento
drupe-invaiatura (trattamento contro B. oleae).

Nelle tesi in cui la soluzione ¢ stata applicata fino
a gocciolamento si sono manifestati fenomeni di fito-
tossicita solo sui frutti.

I risultati del triennio hanno evidenziato che i for-
mulati attualmente in commercio possono essere uti-
lizzati anche su varieta ritenute “sensibili” a
dimethoate, a condizione di una loro corretta applica-
zione (irroratrici ben tarate e volumi di soluzione che
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evitino il gocciolamento). I nuovi formulati sono
risultati meno fitotossici rispetto ai tradizionali, anche
in condizioni di gocciolamento, probabilmente grazie
alla eliminazione o riduzione di coformulanti con
effetti fitotossici.

Si ritiene, pertanto, che i prodotti testati possano
essere utilizzati anche su coratina (cultivar comune-
mente indicata come sensibile al dimethoate) a condi-
zione di operare razionalmente, distribuendo la solu-
zione insetticida con irroratrici efficienti e tarate, in
dosi adeguate ed evitando il gocciolamento.

Parole chiave: olivo, Coratina, dimethoate, fitotossi-
cita.
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Un consorzio di batteri ¢ coinvolto nello sviluppo della rogna dell’olivo
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A bacteria consortium is involved
in the development of Olive knot
disease

Abstract. Olive knot disease, caused by
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss), is
characterized by knots or galls formation on different
parts of the plant, mainly on twigs and young branch-
es, caused by the phytohormones indole-3-acetic acid
(IAA) and cytokinins produced by the bacterium. Apart
from Pss, knots provides a special niche for the devel-
opment of non-pathogenic bacterial species, and their
role in the development of the disease is under inves-
tigation. Our attention is point out on Pantoea agglom-
erans (Pag), Erwinia toletana (Et) and Erwinia oleae
(Eo). The co-inoculation of Pss with the three bacteri-
al endophytes, causes an increase in the size of knots
and the growth of Pss in planta is stimulated by Et
and Eo and depressed by Pag. We have also demon-
strated that Pss and the bacterial endophytes pos-
sess a quorum sensing (QS) intercellular communica-
tion system mediated by N-acyl homoserine lactones
(AHL). Using AHL biosensors, we found that the four
species possess a conserved AHL profile: Pss and Et
produce C6-3oxo-HSL and C8-3oxo-HSL; Pag C4-
HSL and C6-HSL; Eo C6-HSL and C8-HSL. Using
bacterial genomic knockout mutants we found that QS
is pivotal for virulence of Pss and that the lack of AHL
production by Pss mutants can be complemented by
wild type Et in planta. Our finding suggested that in
the knot niche a stable consortium between the above
mentioned bacteria are established. All Pag strains
(DAPP-PG 729, 731 and 734) obtained from olive
knots bear the iaaM, iaaH and iaal genes, involved in
the IAA metabolism; DAPP-PG 731 strain has the ptz
gene, involved in the cytokinin synthesis; DAPP-PG
734 strain bears the hrcC of the hrp/hrc cluster. Since
Pag strains have the same IAA pathway used by Pss
and one strain bears a gene of the hrp/hrc cluster, it is
possible to hypothesize that Pag have acquired these
genes from Pss by horizontal transfer.

Key words: Olive knot, bacterial community,
Quorum sensing, acyl homoserine lactone (AHL).

* buonaurio@unipg. it

Introduzione

La rogna dell’olivo, causata da Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Pss), ¢ una malattia diffusa
in molti Paesi olivicoli, che si manifesta con la forma-
zione di tubercoli su branche, rami e foglie. I tubercoli
rappresentano una nicchia ecologica ideale non solo
per la crescita dell’agente patogeno, ma anche per bat-
teri endofiti come Erwinia toletana (Et) (Rojas et al.,
2004), Pantoea agglomerans (Pag) (Marchi et al.,
2006), Erwinia oleae (Eo) (Moretti et al., 2011), e
altri batteri appartenenti al genere Burkholderia,
Hafnia, Pseudomonas e Stenotrophomonas (Ouzari et
al., 2008). Nonostante tali endofiti siano frequente-
mente associati ai tubercoli, il loro ruolo nello svilup-
po della malattia e le loro relazioni intra- e inter-spe-
cifiche non sono note. Relativamente a quest’ultimo
aspetto, ¢ noto che i batteri Gram-negativi possiedono
un sistema di comunicazione detto quorum sensing
(QS), mediato da acil omoserina lattoni (AHL)
(Fuqua et al., 1994). Tale sistema consente ai batteri
di attivare I’espressione di un set di geni solo quando
viene raggiunta una concentrazione-soglia di AHL,
che ¢ in stretta relazione con la densita di popolazione
del batterio. Il QS-AHL ¢ stato per la prima volta
individuato nel batterio bioluminescente Vibrio
fischeri, che grazie alle proteine LuxI ¢ LuxR emette
luce solo quando raggiunge un livello-soglia di popo-
lazione. E’ stato successivamente dimostrato che tale
sistema ¢ attivo in molti altri batteri, tra i quali alcuni
che infettano le piante (von Bodman et al., 2003).
LuxI di V. fischeri e proteine analoghe a LuxI indivi-
duate in altre specie batteriche sono enzimi capaci di
sintetizzare AHL; gli AHL formano un complesso con
la proteina LuxR e con proteine ad essa analoghe, il
quale, a sua volta, si lega con il promotore (lux box)
di molti geni andando cosi a modulare la loro espres-
sione (Fuqua et al., 2001).

Nel presente lavoro viene riportata una sintesi dei
risultati ottenuti in precedenti studi (Hosni, 2010;
Hosni et al., 2011) e in studi che sono in corso, volti a
definire le relazioni esistenti tra gli endofiti £¢, Pag e
Eo e I’agente responsabile della rogna. Obiettivi spe-
cifici di tali studi erano quelli di verificare se:
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* Et, Pag e Eo modulano la gravita della rogna
(obiettivo 1);

* Pss, Et e Pag possiedono il sistema QS-AHL
(obiettivo 2);

* Pss, Et e Pag sono in grado di comunicare tra di
loro attraverso il QS-AHL (obiettivo 3);

* alcuni ceppi di Pag, isolati da tubercoli di olivo,
possiedono 1 geni coinvolti nel metabolismo del-
I’acido indol acetico (IAA) e delle citochinine e il
cluster genico hrp/hrc tipico dei batteri fitopato-
geni Gram negativi, dato che inducono reazione
ipersensibile (HR) quando inoculati in foglie di
tabacco (obiettivo 4).

Materiali e metodi

I materiali e metodi relativi agli obiettivi 1 e 3
(vedi introduzione) sono descritti da Hosni (2010) e
Hosni ef al. (2011), mentre quelli per 1’obiettivo 4
sono di seguito riportati.

Nel genoma dei ceppi DAPP-PG 729, 731 e 734 di
Pag, isolati da tubercoli di olivo ¢ stata verificata,
mediante PCR, la presenza dei geni: iaaM e iaaH,
coinvolti nella biosintesi dell’'TAA; iaal, il cui prodot-
to coniuga la lisina con I’lAA; ptz, coinvolto nella
biosintesi delle citochinine; 4rcC e hreJ, due geni del
cluster genico Arp/hrc. La PCR ¢ stata condotta come
descritto da Hosni (2010). Per i geni hrcC e hrcJ sono
stati utilizzati primer disegnati a partire dal genoma
del ceppo NCPPB 3335 di Pss (Rodriguez-Palenzuela
et al., 2010), le cui sequenze sono di seguito riportate:
hrcC (For 5’-TGACTGATGTAGGCCTGCTG-3’;
Rev 5-GCATCGATTTCGATCAGGTT-3"); hreJ
(For 5°-GCTGCTGTTGTTTTGCATGT-3’; Rev 5’-
GCTCCTGAGACAGGGCATAG-3’).

Per scartare 1’ipotesi che la morte cellulare indotta
in tabacco dai ceppi di Pag fosse causata da un princi-
pio tossico e non da HR, i brodi colturali dei ceppi
batterici, dopo filtrazione su filtri di nitrocellulosa da
0,2 pum, venivano infiltrati nel mesofillo di piante di
tabacco, verificando nelle ore successive se provocas-
sero morte cellulare.

Risultati e discussione

Obiettivo 1

Quando alcune piante di olivo (cv Frantoio) veni-
vano co-inoculate con Pss e Et, Pag oppure Eo, la
gravita della malattia, espressa come volume del
tubercolo, incrementava significativamente. La cresci-
ta in planta di Pss veniva stimolata dalla presenza di
Et e Eo, mentre era depressa da Pag. Inoltre, la cresci-
ta di tutti gli endofiti veniva stimolata dalla presenza
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di Pss. Quindi si puo affermare che gli endofiti E7,
Pag e Eo esaltano la gravita della rogna.

Obiettivo 2

Tutte le specie batteriche esaminate producono
AHL. Infatti, mediante 1’utilizzo di biosensori, croma-
tografia su strato sottile ¢ spettrometria di massa, ¢
stato dimostrato che Pss e Et producono gli stessi
AHL: C6-3-ox0- ¢ C8-30x0-HSL; Pag: C4- ¢ C6-
HSL; Eo: C6- e C8-HSL (Hosni, 2010; Hosni et al.,
2011). In Pss, Et e Pag sono stati clonati i geni omo-
loghi di luxI e luxR (pssl e pssR; etol e etoR; pagl ¢
pagR) e sono stati ottenuti i relativi mutanti knock-
out. Tutti 1 mutanti mostravano una ridotta produzio-
ne di polisaccaridi extracellulari; i mutanti pss/- e
pssR di Pss mostravano una drastica riduzione della
loro virulenza quando inoculati in piante di olivo. Sia
Pss sia gli endofiti esaminati possiedono il sistema
QS-AHL, che nel caso di Pss ¢ coinvolto nell’espres-
sione della sua virulenza.

Obiettivo 3

Dalla co-inoculazione in olivo del mutante Pssl™ e
del ceppo selvatico di £t risulta che il mutante era in
grado di indurre la formazione di tubercoli che per
dimensione non erano differenti da quelli ottenuti con
il ceppo selvatico di Pss. Quando, invece, la co-inocu-
lazione era effettuata con il ceppo selvatico di Pag,
PssI™ produceva tubercoli di dimensioni piu piccole
rispetto al ceppo selvatico di Pss. Co-inoculando i
mutanti £¢[- o Pagl con il mutante Pss/” non si aveva
nessun effetto sulla formazione del tubercolo confer-
mando che la comunicazione interspecie ¢ mediata
dagli AHL.

Il mutante PssR", non veniva complementato da Et
e Pag probabilmente perché tale mutante non rispon-
de agli AHL. Pss e Et comunicano tra di loro median-
te il sistema QS-AHL e lo stesso “linguaggio”, consi-
derato che producono i medesimi AHL.

Obiettivo 4

I ceppi DAPP-PG 729, 731 ¢ 734 di Pag sono in
grado di produrre IAA in vitro (Hosni, 2010) e, come
riportato in tabella 1, possiedono i geni coinvolti nella
sua biosintesi secondo la via dell’indol-3-acetammi-
de, la stessa via utilizzata da Pss. Gli stessi ceppi pos-
siedono il gene iaal, il cui prodotto coniuga la lisina
con I’IAA e quindi sono in grado di trasformare il
fitormone in una forma piu stabile. Inoltre, il ceppo
DAPP-PG 731 possiede il gene ptz necessario per la
sintesi delle citochinine, mentre DAPP-PG 734 con-
tiene nel suo genoma il gene ArcC del cluster genico
hrp/hre, che nei batteri fitopatogeni biotrofi Gram



Tab. 1 - Presenza dei geni iaaM, iaaH e iaaL, coinvolti nella
metabolismo dell’[AA, del gene piz, coinvolto nella sintesi delle
citochinine e dei geni ircC e hreJ del cluster hrp/hre nel genoma
di 3 ceppi di Pantoea agglomerans isolati da tubercoli di olivo e

del ceppo tipo della stessa specie batterica.

Tab. 1 - Presence of iaaM, iaaH and iaalL genes, involved in the
14A metabolism, ptz gene, involved in the cytokinin biosynthesis,
and hrcC and hrcl genes of the hre/hrp cluster in the genome of 3
strains of Pantoea agglomerans isolated from olive knots and the

type strain of the same species.

Acido indol acetico | Citochinine | Cluster Arp/hre

Ceppo
iaaM | iaaH | iaal piz hreC | hreJ

DAPP-PG 729 | + + + - - -

DAPP-PG 731 | + + + + - -
DAPP-PG 734| + + + - + -
CFBP 3845T - - - - - -

negativi € responsabile della patogenicita e dell’indu-
zione di HR nelle piante non ospiti o resistenti. La
morte cellulare indotta dai ceppi di Pag in foglie di
tabacco sembra essere dovuta a HR in quanto i brodi
colturali infiltrati nella solanacea non inducono morte
cellulare. Sulla base di questi risultati si pud ipotizza-
re che il ceppo DAPP-PG 734 di Pag abbia acquisito
per trasferimento orizzontale alcuni tratti genetici di
Pss e in particolare il gene hrcC. Ulteriori indagini
sono necessarie per dimostrare questa ipotesi.

Conclusioni

In conclusione si puo affermare che nel tubercolo
di olivo si forma un consorzio stabile tra Pss e 1 batte-
ri endofiti oggetto di tale studio, che modula la gravita
della malattia. In questa particolare nicchia ecologica,
i batteri endofiti esaminati potrebbero aver acquisito,
per trasferimento orizzontale, tratti genetici di Pss.
Questa ipotesi sembra essere supportata dal fatto che
un ceppo di Pag ¢ in grado di indurre HR e possiede il
gene hrcC.

Riassunto

La rogna dell’olivo, causata da Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Pss), si manifesta con la
comparsa di tubercoli su tutte le parti epigee della
pianta, generati principalmente dall’acido indol aceti-
co (IAA) e dalle citochinine prodotte dal batterio.
Oltre che per Pss, 1 tubercoli rappresentano una nic-
chia ecologica favorevole per lo sviluppo endofitico
di alcune enterobatteriacee non fitopatogene, Pantoea
agglomerans (Pag), Erwinia toletana (Et) e Erwinia
oleae (Eo), sul cui ruolo nello sviluppo della malattia
si ¢ focalizzata la nostra attenzione. Dall’inoculazione
di piante di olivo con Pss in combinazione con le tre
enterobatteriacee ¢ emerso che quest’ultime incre-
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mentano la gravita della malattia e che la crescita in
planta di Pss viene stimolata dalla presenza di £t e Fo
e repressa da Pag. Inoltre, abbiamo dimostrato che
Pss e le tre specie endofite in esame possiedono un
sistema di comunicazione di tipo quorum sensing
(QS) mediato da acil-omoserina-lattoni (AHL).
Mediante I’impiego di biosensori per AHL, ¢ stato
stabilito che: Pss e Et producono, C,-3-oxo-HSL e
C,¢-3-0x0-HSL; Pag, C,-HSL e C,-HSL; Eo, C.-HSL
¢ C¢-HSL. L’ottenimento di mutanti knockout di Pss
per 1 geni coinvolti nel QS ha permesso di stabilire
che il QS regola la virulenza del batterio e che Et, poi-
ché produce gli stessi AHL di Pss, ¢ in grado di ripri-
stinare in planta la virulenza dei mutanti di Pss. Le
nostre indagini dimostrano che nella nicchia ecologica
del tubercolo il consorzio di batteri esaminato ha
instaurato rapporti stabili di cooperazione, basati su
un complesso processo di intercomunicazione tra spe-
cie batteriche. Tutti i ceppi di Pag (DAPP-PG 729,
731 e 734) isolati da tubercoli di olivo possiedono i
geni iaaM, iaaH e iaal, coinvolti nel metabolismo
dell’IAA; il ceppo DAPP-PG 731 ha il gene ptz, coin-
volto nella sintesi delle citochinine; il ceppo DAPP-
PG 734 possiede il gene hrcC appartenente al cluster
hrp/hre. 11 fatto che i ceppi di Pag abbiano la stessa
via metabolica di Pss per la produzione di IAA e che
uno di questi possiede un gene del cluster hrp/hrc, fa
ipotizzare che i ceppi di Pag potrebbero aver acquisito
per trasferimento orizzontale tratti genetici da Pss.

Parole chiave: rogna dell’olivo, comunita batteriche,
Quorum sensing, acil-omoserina-lattoni (AHL).
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Effetto della rogna dell’olivo sulla qualita dell’olio

Keciri S., Tombesi S., Moretti C., Tombesi A. e Buonaurio R.”
Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali, Universita di Perugia

Olive knot effect on olive oil quality

Abstract. Although olive knot, caused by
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, is a well
studied disease, its effect on olive oil quality, as per-
ceived by consumer, is still unclear. In the present
preliminary study, carried out in 2010, the effect of the
olive knot disease on the quality of olive oils, obtained
from healthy and naturally infected trees (cv. Frantoio)
at two disease severity levels (medium and high) and
grown in two different Italian locations (Monte Tezio
and Monticchio, Perugia), was investigated. The aver-
age fruit yield per tree was significantly lower in
Monticchio location respect to those recorded in
Monte Tezio. Although fruit yield was lower in infected
trees with high disease severity respect to healthy
trees, the reductions were not statistically significant.
Fruit weight and dry matter content did not change
among healthy and infected trees. The infection did
not provoke change in oil acidity, peroxide number
and phenol content. All oil samples resulted of good
quality at the panel test. These results suggest that
olive knot did not affect olive oil quality as perceived
by consumer. However, more studies are needed in
order to support this hypotesis both under controlled
environment and under field conditions.

Key words: olive knot disease, oil quality.

Introduzione

La qualita ¢ uno dei fattori determinanti il valore
commerciale dell’olio di oliva, che puo essere
influenzata da fattori tecnologici, colturali e fitosani-
tari (Quesada et al., 2010a; Quesada et al., 2010b). Lo
stato fitosanitario di un oliveto assume particolare
importanza in zone di coltivazione dove, a causa di
fattori climatici avversi, si registrano notevoli attacchi
di agenti di origine biotica (fitofagi, virus, batteri e
funghi). Tra le malattie batteriche, quella piu impor-
tante ¢ la rogna dell’olivo, causata da Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Pss), che si manifesta con
escrescenze denominate tubercoli, di forma irregolare,

* buonaurio@unipg.it

sferoidale e di diametro variabile da pochi millimetri
a diversi centimetri. La formazione dei tubercoli ¢
dovuta alla produzione di acido indol acetico e cito-
chinine da parte del batterio (Surico et al., 1985) ed ¢
regolata dal sistema di quorum sensing (Hosni et al.,
2011). I1 patogeno, che beneficia di temperature com-
prese tra 23 e 25 °C ed umidita relativa elevata
(Quesada et al., 2010), ¢ particolarmente pericoloso in
climi freschi e soggetti a nebbie mattutine, quali pos-
sono essere quelli umbri, e in caso di varieta di olivo
suscettibili. I principali danni causati dal batterio con-
sistono nella defogliazione e disseccamento dei
rametti con conseguente perdita di produzione a causa
della sottrazione di sostanze nutritive alla pianta.

E’ noto che la malattia provoca una riduzione della
produzione, ma non ¢ stato sufficientemente dimostra-
to se incida sulla qualita dell’olio (Schroth, 1973;
Osman et al., 1980; Quesada et al., 2010b). Per tale
ragione, lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di
chiarire anche se in via preliminare se la rogna dell’o-
livo influisce sulla qualita dell’olio, in maniera perce-
pibile dal consumatore.

Materiali e metodi

L’effetto delle infezioni di Pss sulla qualita dell’o-
lio di oliva ¢ stato saggiato sulla cv Frantoio, che
viene considerata all’interno del panorama varietale
umbro tra le piu suscettibili a questo patogeno. Sono
stati presi in considerazione due impianti situati nella
provincia di Perugia: uno presso Monticchio nel
comune di Deruta e I’altro presso Monte Tezio, Pieve
Petroia, nel comune di Perugia.

Durante il mese di ottobre 2010, per ogni localita,
sono state scelte 9 piante: 3 sane; 3 con un grado d’in-
fezione intermedio (tubercoli evidenti solo su bran-
chette di grado superiore al 4°); 3 piante con un grado
d’infezione elevato (tubercoli evidenti su tutte le parti
legnose della pianta). Per ogni pianta ¢ stato raccolto
un campione di circa 2 Kg di olive; da questo sono
stati prelevati 100 frutti e ne ¢ stata determinata la
percentuale di sostanza secca, mediante essiccamento
in stufa ventilata a 105° C, fino a peso costante.

L’estrazione dell’olio ¢ stata effettuata entro 24 ore
dalla raccolta con un piccolo frantoio composto da un
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frangitore, una gramola a 3 poste e una centrifuga.
L’olio ¢ stato filtrato, trasferito in bottiglie di vetro
scuro e conservato a circa 7 © C in attesa delle analisi.

Per valutare la produzione in olive, la raccolta
sugli alberi ¢ stata effettuata durante il mese di dicem-
bre e per ogni albero ¢ stata pesata la quantita di olive
prodotte. Sugli oli ottenuti sono stati analizzati 1’aci-
dita libera, il numero dei perossidi ed i polifenoli tota-
li. I campioni sono stati poi sottoposti a panel test.

Risultati e discussione

La produzione di olive per pianta era piu bassa
nelle piante con infezioni piu gravi, probabilmente a
causa dell’effetto debilitante della malattia ed ¢ stata
osservata una significativa variazione di produzione
nei due siti di coltivazione (fig. 1a). Le minori produ-
zioni registrate nel sito di Monticchio sono da attri-
buirsi ad un eccessivo vigore delle piante e conse-
guente defogliazione della parte basale della chioma a
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Fig. 1 - Effetto di infezioni intermedie e gravi di P. savastanoi pv.
savastanoi sulla produzione di olive (Kg per pianta) (A) e sul con-
tenuto in polifenoli totali negli oli (ppm) (B) . Medie seguite da
lettere differenti sono diverse per P>0,95 (Tukey test).

Fig. I - Effect of intermediate and severe P. savastanoi pv. savas-
tanoi infections on olive yield (Kg per tree)(A) and on total phenol
content in the oils (ppm) (B). Means with different letters are sig-
nificantly different at P>0.95 (Tukey test).
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causa dell’ombreggiamento reciproco. La parte pro-
duttiva della chioma era limitata alla zona apicale con
conseguente limitazione delle potenzialita produttive
di ciascuna pianta. Per il peso medio delle drupe non
si riscontravano differenze significative tra le piante
sane ¢ le piante infette nei due siti di produzione (dati
non riportati). Nel sito di Monticchio, il contenuto in
sostanza secca delle drupe risultava molto simile tra
le piante sane ed infette (dati non riportati).
Variazioni maggiori sono state invece osservate nel
sito di Monte Tezio, dove la presenza di scheletro nel
terreno era maggiore e quindi la disponibilita di acqua
poteva essere maggiormente variabile.

L’acidita libera ed il numero di perossidi degli oli
ottenuti non variava significativamente né tra i siti né
tra le piante analizzate (tabella 1). Il contenuto in
polifenoli ¢ risultato medio-elevato in tutti i campioni
(fig. 1b) e non sono state rilevate differenze significa-
tive tra i campioni ottenuti da piante infette ¢ da quel-
le controllo. Da notare che nei campioni prelevati nel
sito di Monticchio si registravano contenuti in polife-
noli leggermente piu elevati probabilmente a causa
della minor produzione per pianta.

All’assaggio tutti gli oli erano di buona qualita e
abbastanza bilanciati, con forti sentori di amaro e di
piccante, caratteristici della cv. Frantoio e dell’epoca
di raccolta abbastanza precoce (fig. 2). Nel sito di
Monticchio, gli oli ottenuti da piante infette erano leg-
germente meno amari, ma dotati di sentori di frutta
piu intensi rispetto agli oli ottenuti da piante non
infette. Il contrario emergeva nel sito di Monte Tezio,
dove gli oli ottenuti da piante infette erano caratteriz-
zati da sensazioni di amaro e fruttato leggermente piu
intense rispetto al controllo. Questi dati suggeriscono
la forte incidenza del fattore ambientale sulle caratte-
ristiche sensoriali dell’olio.

Tab. 1 - Acidita (% di acido oleico) e numero dei perossidi (meq
di O, attivo per kg di olio) degli oli ottenuti da piante di olivo (cv
Frantoio) infette e non da Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

con grado intermedio ed elevato di infezione e coltivate in due
localita umbre.
Tab. 1 - Acidity (% oleic acid) an peroxide number (O, meq/kg) of

oils obtained from infected (high and intermediate) and non-
infected olive plants (cv Frantoio).

Localitd | Grado d’infezione | % di acidita* | N. perossidi®
Controllo 0,18+0a 5,5+0,76 B

Monte Tezio | ntermedio 02+0a | 53=033B
Elevato 0,23+0,02a | 57+0,44B

Controllo 0,29+0,02a | 52+0,44B

Monticchio Intermedio 031+0a | 58+02B
Elevato 0,33+0,02a | 6,7+0,33 A

* Ogni valore ¢& rappresentato dalla media di tre ripetizioni (n=3) %
I’errore standard. Medie con lettere differenti sono diverse per
P>0,95 (minuscole) o per P>0,99 (maiuscole) (Tukey test).
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Fig. 2 - Profilo sensoriale degli oli ottenuti da piante di olivo (cv Frantoio) sane ed infette da Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
(grado d’infezione intermedio ed elevato) coltivate in due localita. Ogni valore ¢ rappresentato dalla media di tre ripetizioni.
Fig. 2 - Sensory profiles of oils obtained from healthy and infected olive (cv. Frantoio) trees (with high and intermediate severity index)
with Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. Each value is the mean of 3 replicates.
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Conclusioni

Considerando i principali parametri qualitativi di
carattere analitico-sensoriale ¢ possibile concludere
che le piante di olivo con sintomi di rogna non mostra-
no un effetto diretto della malattia sulle caratteristiche
dell’olio percepibili dal consumatore. Nel corso delle
prove effettuate ¢ risultato che né le principali caratte-
ristiche chimiche (quali acidita libera, contenuto in
perossidi € contenuto in polifenoli) né le caratteristiche
sensoriali (saggiate tramite panel test) vengono chiara-
mente influenzate dalla malattia. Cio non esclude che
I’infezione di Pss possa influire sul metabolismo di
singoli composti coinvolti nella costituzione del profi-
lo sensoriale dell’olio. Ulteriori studi sono necessari
per verificare se a livello sensoriale sia possibile rile-
vare l'effetto dell'infezione sulla qualita dell'olio.

Riassunto

Nonostante la rogna dell’olivo, causata da
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, sia oggetto
di molti studi, non ¢ stato ancora chiarito quale sia
I’effetto della batteriosi sulla qualita dell’olio poten-
zialmente percepibile dal consumatore. Nel presente
lavoro, condotto in via preliminare nell’annata 2010,
¢ stato investigato I’effetto della malattia sulla qualita
dell’olio, ottenuto da piante di olivo (cv Frantoio),
coltivate in due localita della provincia di Perugia
(Monte Tezio e Monticchio), con infezioni naturali di
media e grave entita. Nel sito di Monticchio la produ-
zione media di olive per pianta era significativamente
piu bassa (circa la meta) rispetto al sito di Monte
Tezio. Sebbene nelle piante con infezioni piu gravi si
registrassero produzioni tendenzialmente piu basse,
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queste non erano statisticamente significative rispetto
al controllo non infetto. Anche per il peso medio delle
drupe e il loro contenuto in sostanza secca non si rile-
vavano differenze significative tra le piante infette e
quelle sane. L’infezione non provocava variazioni
dell’acidita, del numero dei perossidi e del contenuto
in polifenoli degli oli ottenuti. All’assaggio tutti gli oli
risultavano di buona qualita. Sebbene i presenti risul-
tati indichino che la rogna non ha influenzato la qua-
lita dell’olio, altre indagini in ambiente controllato ed
in pieno campo sono necessarie per studiare ulterior-
mente |’effetto.

Parole chiave: rogna dell’olivo, qualita dell’olio.
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