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Introduzione

Bactrocera oleae (Rossi)

Storia e distribuzione di B. oleae

Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae) (Rossi), 1790 é ritenuto I’insetto chiave dell’olivicoltura
nella gran parte dei Paesi del Bacino del Mediterraneo causando un calo nella produzione mondiale
del 5% (Montiel Bueno & Jones, 2002a). E un insetto ben noto da molto tempo, probabilmente gia
identificato al periodo delle prime domesticazioni dell’Olivo. Teofrasto di Ereso, della scuola Peri-
patetica (~371-286 A.C.) fondata dal suo maestro Aristotele, ne parla in Historia plantarum
(Fortenbaugh & Gutas, 1992). Nel testo descrive un “verme nei frutti dell’olivo” sottolineando 1’im-

portanza che ricopre nella produzione dell’olio (Hort, 1916):

“0i 8¢ Kapmoi GKmANKODVTAL TIVOV, 010V EAAaC
aniov uniéag peomiing pooc. kKol & ye TAG
NGOG OKOANE €0V LEV DTTO TO dEpUaL YEVITOL
dwpBOeipel TOV kapmdv, €av 6¢ TOV TLPTVA
Seayn OEELET. KOAVETAL OE VIO TG dEPUATL
glvar  Ddatog &m' ApKTOUP®  YEVOUEVOU.
yivovton 6¢ Kai év Taig SPLTMENEGT GKAOANKEG,
aimep xai xeipovg ig v pvowv: dAmg o6& Kol
Soxodowv etvor campai ' O xoi yivovtou Toic

VOTiO1C Kol LOAAOV €V TOTG EQVOPOIS.”

“E i frutti di alcune piante vengono infestati dai
vermi, come olive, pere, mele, nespole e
melograni. Il verme che infesta le olive, se
appare sotto la buccia, distrugge il frutto; ma se
ne divora il nocciolo & benefico. La sua
comparsa sotto la buccia e evitata se piove dopo
il sorgere di Arturo. | vermi si presentano anche
su frutti che maturano sull’albero e questi sono

piu dannosi, poiché influenzano la resa dell’olio.

In effetti questi vermi sembrano essere un

tutt’uno con il marcio; per cui compaiono
quando c’¢ del vento proveniente da sud ed in
particolare in luoghi umidi”

(Estratto da Historia plantarum IV volume, X1V, 9-10 di Teofrasto da Ereso e traduzione)

Benché B. oleae, la mosca delle olive (Olive Fruit Fly - OLF), sia comunemente ritenuta una specie
Mediterranea tanto quanto la sua pianta ospite Olea europaea subsp (ssp) europaea (= O.
europaea var. sativa Lehr.), nessuna delle due ha effettive origini mediterranee. Gli studi filogeo-
grafici indicano come origine il Sud-Est del continente africano (Zohary, 1994; Angiolillo et al.,
1999; Nardi et al., 2005, 2010). Lo stretto legame tra pianta e fitofago, ha determinato 1’attuale
diffusione in tutte le aree in cui I’Olivo ¢ coltivato ad eccezione del Sud America e dell’Oceania
(Rice, 2000; Rice et al., 2003; Nardi et al., 2005, 2010; Zygouridis et al., 2009; Mller et al., 2019).
Le varieta selvatiche di olivo sono state le prime utilizzate dall’uomo (Zohary & Hopf, 2000) e tra

queste, molto probabilmente I’olivo selvatico o oleastro O. europaea subsp. cuspidata (Wall. ex
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DC.) Ciffieri (=syn. Olea africana Mill.) e subsp. sylvestris (Miller) Hegi (=
var. Oleaster (Hoffmanns and Link) sono state le prime a comparire nel Bacino del Mediterraneo
(Zohary & Spiegel-Roy, 1975; Baldoni et al., 2002; Besnard et al., 2007, 2009), ben prima dell’av-
vento delle varieta domesticate (Lumaret et al., 2004). In seguito ai processi di desertificazione di
parte del continente africano, la pianta ospite € andata incontro a successive suddivisioni filogene-
tiche, fino all’odierna distinzione in Olea europaea, presente in Nord Africa ed Europa, e Olea
europaea subsp. cuspidata presente invece nel resto dell’Africa ed in Asia (Nardi et al., 2010). Le
prime popolazioni della mosca hanno raggiunto il Bacino del Mediterraneo nel Pleistocene (Nardi
et al., 2010; Hoelmer et al., 2011; Bon et al., 2016), mentre la domesticazione dell’olivo si data
intorno al IV millennio A.C in Medio Oriente (Zohary & Hopf, 2000; Lumaret et al., 2004). Olea
europea subsp. europaea var. europaea approdo effettivamente nel Mediterraneo successivamente

e solo grazie a scambi commerciali (Ruiz Castro, 1948; Boardman, 1976; Newton et al., 2014).

Morfologia di B. oleae

B. oleae & un Dittero carpofago Tephritidae, sottofamiglia Dacinae, ascritta dopo revisione al Ge-
nere Bactrocera nel 1998 (Drew, 1989) (Tabella 1). Con circa 500 generi ed oltre 4700 specie de-
scritte, la famiglia Tephritidae ¢ la pit ampia nell’ordine Diptera (White, 2006; Pape & Thompson,
2020). In questa sola famiglia, hanno identificato circa 70 specie di rilevanza economica in agricol-
tura (White & Elson-Harris, 1992), e le piu dannose sono risultate a comportamento principalmente

carpofago (Norrbom et al., 1999).

Classificazione
Phylum Arthropoda
Subphylum Hexapoda
Class Insecta
Ordine Diptera
Sottordine Brachycera
Superfamiglia Tephritoidea
Famiglia Tephritidae
Sottofamiglia Dacinae
Tribu Dacini
Genere Bactrocera
Specie Bactrocera oleae (Rossi, 1790)

Tabella 1: Tassonomia di Bactrocera oleae.

Stadi preimaginali

Le uova di B. oleae sono biancastre ed ellittiche, di 0,12 mm g per 0,7 mm di lunghezza, e presentano
un micropilo che assolve le funzioni respiratorie (Mouzaki & Margaritis, 1987; Mouzaki et al.,

1991). Gli stadi larvali, di colore bianco giallastro, sono 3 e possono essere distinti in base alle
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dimensioni. Si presentano con la testa fortemente modificata ed incassata nel torace ed é provvista
di apparato cefalofaringeo, di maggiori dimensioni e piu sclerotizzato nella larva matura (Phillips,
1946; Belcari, 1989; Tremblay, 1994). 1l sistema respiratorio € metapneustico nelle prime eta e an-
fipneustico, con stigmi sviluppati anche al protorace, nel terzo stadio larvale. La larva di terza eta
raggiunge la lunghezza di 6-7 mm e possiede la capacita di spiccare un balzo piegandosi inizial-
mente su sé stessa per poi proseguire il movimento con un brusco rilascio ed il successivo raddriz-
zamento del corpo (Phillips, 1946; Belcari, 1989; Tremblay, 1994). Presenta diverse spatole dispo-
ste in maniera differente in base ai segmenti toracici e sternali su cui si trovano. Il pupario nella
forma tipica a barilotto di 4-6 mm di lunghezza, presenta una colorazione giallo marrone (Tremblay,
1994).

Adulti

Gli adulti neosfarfallati sono lunghi 4-5 mm e possono facilmente essere discriminati da quelli di
specie simili con le quali condividono alcune caratteristiche morfologiche comuni e tipiche del Ge-
nere. | palpi mascellari e I’apparato boccale sono marrone chiaro mentre gli occhi composti sono
normalmente di colore verde metallico o blu. Le piccole antenne, poste centralmente nella zona
frontale, tra i due occhi, sono caratterizzate da un funicolo con sezione circolare che tende ad ap-
piattirsi nella zona distale, con un’arista laterale, tipica dei brachiceri. Il capo ha colorazione fulva
con un paio di macchie nere in prossimita del punto di inserzione delle antenne. Il torace é di colore
arancione-rossiccio, con lo scuto, il metanoto ed il post scutello neri, in contrasto con i lobi postpro-
notali e lo scutello che sono gialli. La fessura episternale € presente e non raggiunge le setole noto-
pleurali. Le ali sono ialine con lobo anale ed alula, presentano stigma e venature C, SC, R1, Ro+3,
Ra+5, M1, Cu-A1, Cu-A2, A1+Cu-A2 e r-m e dm-cu ben visibili. All’apice, in prossimita della vena-
tura Ra+s, € visibile una tipica una macchia bruna. L’addome ¢ marrone scuro in direzione anterola-
terale sui tergiti 111 e IV, con una coppia di macchie su ogni tergite dal I al IV. Le femmine presen-
tano un ovopositore di sostituzione parzialmente invaginato nell’urite VII. I maschi hanno organo
copulatore ancorato all’ampolla rettale, provvisto di due testicoli a forma di fuso e vasi deferenti
piuttosto brevi, come anche il canale eiaculatore, che termina in una relativamente grossa ampolla
eiaculatrice (De Marzo et al., 1976), e presentano una serie di setole disposte a pettine, su entrambi
i lati del 111 tergite. Sono inoltre presenti una coppia di organi perifallici, denominati surstili, con
lobi moderatamente corti, collegati alla placca sottogenitale ovale (Tzanakakis & Tsitsipis, 1967;
Belcari, 1989; Tremblay, 1994).



Fenologia e caratteristiche biologiche di B. oleae

B. oleae é considerato un insetto omodinamo poiché ha la capacita di completare I’intero ciclo vitale
indipendentemente dal periodo dell’anno, purché la temperatura sia superiore a 7,5° C (Tzanakakis,
2003, 2006). La specie tuttavia incontra molte difficolta nel dar luogo a nuove generazioni a causa
della scarsita invernale di olive, su cui gli stadi preimaginali si sviluppano da carpofagi (Fletcher,
1987). Le drupe di Olea verrucosa (Wild.) Link, Olea crysophilla Lam. sono segnalate come ospiti
occasionali invernali in assenza di frutti, di O. europaea coltivata o selvatica (Fletcher, 1987;
Tzanakakis, 2003; Daane & Johnson, 2010). Gli adulti possono nutrirsi a carico di svariate fonti di
cibo di origine organica per superare cosi anche I’inverno (Bateman, 1972; Fletcher, 1987; Drew &
Yuval, 1999).

In presenza di drupe la deposizione delle uova avviene al disotto dell’esocarpo. Le femmine adulte
attuano alcuni comportamenti peculiari per assicurare la disponibilita di cibo alle larve neonate
(Tzanakakis, 2003). Il piu noto e particolare ¢ il cosiddetto “bacio della ferita” durante il quale, le
femmine succhiano e rigurgitano il succo che fuoriesce a seguito della puntura piu volte consecuti-
vamente (Petri, 1907; Cirio, 1971). Tale comportamento determina la marcatura della drupa ed
evita, in modo non permanente, la ovideposizione di altre femmine a carico del medesimo frutto
(Lo Scalzo et al., 1994; Tzanakakis, 2006). Inoltre, con il rigurgito vengono rilasciati i simbionti
che verranno assunti dalle larve neonate (Bigiotti et al., 2019a). Le femmine adulte identificano le
olive idonee per la deposizione quando raggiungono un peso di circa 3,5 g, e comunque quando
I’endocarpo inizia ad indurire e restano suscettibili d’attacco fino all’invaiatura (Daane & Johnson,
2010), preferendo sempre le drupe meno infestate (Giunti et al., 2020). Le larve si nutrono del me-
socarpo, scavando gallerie sempre piu profonde finché non raggiungono 1’endocarpo. La terza eta
larvale risale verso la superficie del frutto e lo abbandona per impuparsi nel terreno. In tal caso, le
larve mature abbandonano i frutti e raggiungono il suolo con un balzo, impupandosi ad una profon-
dita compresatra 1 e 9 cm (Tzanakakis, 2006). Talvolta la larva pud impuparsi nel frutto e dar luogo
alla formazione di una camera pupale sigillata dal solo epicarpo del frutto. Tendenzialmente, lo
stadio di pupa si completa all’interno dei frutti durante i periodi estivi e piu comunemente nel suolo
in autunno (Tzanakakis, 2003; Preu et al., 2020).

Lo sviluppo di ogni stadio & fortemente influenzato dalle condizioni ambientali. Se queste sono
ottimali, I’incubazione dell’uovo dura 1-2 giorni, mentre gli stadi larvali e di pupa durano circa 8-9
e 9-10 giorni rispettivamente (Tsitsipis, 1977; Neuenschwander & Michelakis, 1979). Le soglie li-
mite minime e massime di temperatura sono 7,5-10 °C e 30-32 °C per le uova e 10-12,5 °C e 30-32

°C per gli stadi larvali. Le temperature ottimali di sviluppo sono di 24-25 °C Tsitsipis (1977). Lo
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sviluppo degli stadi preimaginali che si completa in presenza delle temperature limite massime, da
luogo fino al 48% di tasso di mortalita pupale (Tsitsipis, 1980). Dopo lo sfarfallamento, la maturita
sessuale viene raggiunta dagli adulti nel giro di 5-8 giorni (Canale et al., 2012). | maschi sono poli-
gami e possono accoppiarsi piu volte al giorno (Zervas, 1982), mentre le femmine si accoppiano da
1 a3 volte in tutta la loro vita (Zouros & Krimbas, 1970). Gli accoppiamenti avvengono sempre nel
tardo pomeriggio e/o al crepuscolo, sia in campo che in condizioni di laboratorio (Mazomenos,
1989). Le femmine fecondate iniziano ad ovideporre da 1 a 10 uova al giorno dopo 3-5 giorni
dall’accoppiamento (Tzanakakis, 2006). In pieno campo il numero di generazioni puo variare in
funzione di molti fattori pedoclimatici, ma anche in base alla quantita e qualita delle olive disponibili
(Burrack & Zalom, 2008; Kounatidis et al., 2008; Daane & Johnson, 2010). B. oleae pud completare
3-4 generazioni all’anno nell’Italia Centro-Settentrionale, e fino a 5-7 nelle zone costiere e Meri-
dionali d’Italia, con migliori condizioni climatiche per lo sviluppo dell’insetto (Delrio & Cavalloro,
1977), similmente a quanto accade sulle coste di altri Paesi Mediterranei (Tzanakakis, 2006; Wang
et al., 2009). Queste aree, infatti, sono caratterizzate da alti livelli di umidita e temperature alte
durante I’autunno, spesso fino alla meta di novembre, permettendo cosi alla mosca di raggiungere
elevate densita di popolazione. Le avverse condizioni ambientali estive, molto calde e secche, de-
terminano drastiche riduzioni delle densita di popolazione, per effetto di una fase di quiescenza
riproduttiva ed un aumento della mortalita (Mourikis & Fytizas, 1970; Fletcher et al., 1978; Fletcher
& Kapatos, 1983). Le attivita e la dinamica delle popolazioni di B. oleae durante I’inverno ¢ la
primavera sono invece piu complesse da osservare e determinare (Raspi et al., 1997, 2002;
Ragaglini et al., 2007). Diversi studi hanno descritto che la mosca puo svernare come larva nei frutti
di cultivar tardive, come pupa nel suolo e come adulto (Neuenschwander et al., 1981; Kapatos &
Fletcher, 1984; Ragaglini et al., 2007). Marchini et al. (2017) hanno osservato che gli ovari delle
femmine catturate in marzo-aprile contengono gia cellule spermatiche e i corpi lutei, residui di pre-
cedenti fecondazioni delle uova che indica il completamento di una prima generazione gia ad inizio

primavera.

Danni e lotta

B. oleae danneggia i frutti della pianta ospite (Daane & Johnson, 2010) causando una riduzione
quali-quantitativa del prodotto fresco e dell’olio, interferendo su proprieta e composizione (Pereira
et al., 2004). | report pubblicati da ISTAT e ISMEA mostrano come in anni particolarmente favo-
revoli alla mosca, con estate fresca ed umida, le infestazioni hanno determinato una forte riduzione
della produzione di olive: fino al 35% nel 2014-2015 rispetto agli anni precedenti. E stata stimata
una perdita media annua di 800 milioni di dollari americani nella produzione di olive causata dall’in-

setto (Montiel Bueno & Jones, 2002a), la cui crescita incontrollata puo portare fino al 90% di danno
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alla produzione (P. Katsoyannos, 1992; Ordano et al., 2015). Il danno principale & quantitativo ed é
causato dagli stadi larvali che durante il loro sviluppo consumano tra 50 e 150 mg di polpa, in
funzione della cultivar attaccata (Neuenschwander & Michelakis, 1978). Le micro vibrazioni dovute
al movimento delle larve all’interno dei frutti causano inoltre cascole premature (Tzanakakis, 2006).
Il danno qualitativo & dovuto alla proliferazione di microorganismi sulle aree necrotiche dei frutti
danneggiati (Angerosa et al., 1992). Lo stesso livello d’infestazione ha impatti economici differenti
in funzione della destinazione finale delle olive. La soglia di tolleranza per le infestazioni della
mosca per le olive da mensa € praticamente nulla, mentre puo raggiungere il 30% della produzione
attaccata per le olive da olio, in funzione della qualita dell’olio che si ha intenzione di produrre
(Neuenschwander & Michelakis, 1978; Daane et al., 2005). La presenza di larve nelle drupe deter-
mina un aumento dell’acidita del prodotto finale e altera i livelli di fenoli, steroli e perossidi, ridu-
cendo la qualita dell’olio che presenta off-flavour sgradevoli (Angerosa et al., 1992; Gomez-
Caravaca et al., 2008). Torres-Vila et al. (2003) hanno osservato inoltre, che la perdita di qualita e
I’incremento di acidita sono influenzate dalla durata dello stoccaggio dei frutti prima della molitura,
periodo durante il quale possono svilupparsi muffe (Fusarium e Penicillium), lieviti (Torulopsis e
Candida) ma anche batteri (Xanthomonas). La scelta di differenti cultivar influenza 1’impatto della
mosca sulla produzione (Al-Zaghal & Mustafa, 1987; Gumusay et al., 1990; Burrack & Zalom,
2008) al punto tale che I’infestazione puo essere inferiore al 10% della produzione o raggiungere il
31%, in funzione solo di questo fattore (lannotta & Scalercio, 2012). Come spesso accade, le culti-
var piu resistenti hanno pero una minor resa in termini quali-quantitativi, quindi in fase di impianto
occorre fare una valutazione a riguardo, considerando anche che un olio di alta qualita puo ancora
essere ottenuto con un’infestazione del 10% (Gucci et al., 2012). Secondo altri autori, anche infe-
stazioni del 30% (Neuenschwander & Michelakis, 1978) ed infestazioni passive, con olive con i fori
di sfarfallamento, del 30% (Caleca et al., 2017) non influenzano particolarmente la qualita dell’olio
prodotto. Altri fattori che possono influenzare 1’impatto della mosca sulla produzione sono il calibro
delle olive, il periodo di maturazione, la durezza dell’epicarpo, la presenza sulla superficie delle
drupe di sostanze quali caolino e rame o di melata e deiezioni di uccelli, nonché il quantitativo di
composti alifatici presenti (Donia et al., 1971; Neuenschwander et al., 1985; lannotta et al., 2007).
Elevate quantita di cianidina ed oleuropeina nelle drupe causano un abbassamento dei livelli di in-
festazione di B. oleae (lannotta et al., 2007). Infine, il periodo di raccolta e la cultivar allevata,
possono modificare I’impatto complessivo di B. oleae sulla resa (Torres-Vila et al., 2003; Pereira et
al., 2004; Tamendjari et al., 2004; Tzanakakis, 2006).

Il livello di tolleranza delle piante ospiti verso infestazioni di OLF é un risultato assai complesso da

determinare e puo dipendere dalle sinergie tra fattori morfologici, chimici e meccanici (Corrado et
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al., 2016; Grasso et al., 2017). In risposta all’atto di nutrizione delle larve a carico delle olive, SON0
stati osservati anche meccanismi complessi a livello molecolare che coinvolgono differenti geni, gia
noti nelle risposte ossidative agli stress, nella difesa e nel metabolismo e nelle stesse strutture vege-
tali (Grasso et al., 2017). Le strategie di controllo piu conosciute ed utilizzate finora sono state
caratterizzate dall’uso di esche proteiche avvelenate e interventi di copertura, nei programmi classici
di lotta chimica, con gli Esteri Fosforici, Piretroidi e Spinosoidi (Skouras et al., 2006; Thomas &
Mangan, 2006; Kakani & Mathiopoulos, 2008; Margaritopoulos et al., 2008). Sono noti fenomeni
di insorgenza di resistenza agli organofosfati (Tsakas & Krimbas, 1970; Stasinakis et al., 2001;
Skouras et al., 2006; Margaritopoulos et al., 2008; Lantero et al., 2020). Alternative a basso impatto
per il controllo sono le catture massali (mass trapping) con esche alimentari, cromotropiche e fero-
moni (Broumas, 1985). Le esche alimentari sono in gran parte costituite da proteine, lieviti e sali di
ammonio (Haniotakis et al., 1986; Diaz-Fleischer & Aluja, 2000; B. I. Katsoyannos & Kouloussis,
2001; Thomas & Mangan, 2006). L’attrattivita cromotropica € ottenuta con il colore giallo (520-
580 nm) (Prokopy et al., 1975) ed e sfruttata in combinazione con le trappole collanti e McPhail
(Katsoyannos, 1989). Alcuni studi hanno evidenziato effetti avversi nell’uso delle trappole cromo-
tropiche gialle che risultano poco specifiche e catturano indiscriminatamente impollinatori e nemici
naturali (Maredia et al., 1992; Bowie et al., 1999; Laubertie et al., 2006; Wallis & Shaw, 2008), con
impatti sulla biodiversita (Neuenschwander, 1982). Il controllo delle popolazioni mediante 1’appli-
cazione della tecnica dell’insetto incompatibile (Incompatible Insect Technique — I1T) e del maschio
sterile (Sterile Insect Technique — SIT), ha in passato dato luogo a risultati tutt’altro che incorag-
gianti (Economopoulos, 1970; Economopoulos & Zervas, 1982; Estes et al., 2012a), ma é recente-
mente ritornato in auge grazie a studi sull’attivita degli endosimbionti (Riegler & Stauffer, 2002;
Zabalou et al., 2004, 2009; Apostolaki et al., 2011) e sulla capacita competitiva per I’accoppiamento
dei maschi resi sterili con quelli selvatici (Ahmadi et al., 2018). Recentemente si € attribuita la
variabilita delle risposte da SIT ad alterazioni del microbioma dell’insetto, causate dalla dieta uti-
lizzata negli allevamenti. Infatti, & uso comune aggiungere alle diete, negli allevamenti degli insetti,
gli antibiotici, per evitare la proliferazione di microrganismi (Ben-Yosef et al., 2010, 2014, 2015;
Estes et al., 2012a; Ras et al., 2017). Tra le tecniche di controllo proposte ed utilizzate per la lotta
in pieno campo, sebbene con un impatto tutt’altro che trascurabile, ¢’¢ 1’utilizzo del rame, che de-
termina una diminuzione delle deposizioni (Prophetou-Athanasiadou et al., 1991). Il rame causa
una mortalita diretta della mosca (Belcari & Bobbio, 1999; lannotta, 2004; Sacchetti et al., 2004;
Calecaetal., 2010) che Rosi et al. (2007) hanno ipotizzato essere dovuta ad un effetto simbionticida.
Un’altra sostanza inerte comunemente utilizzata nei programmi di controllo integrato € una sospen-

sione acquosa di minerali caolinici raffinati che, da luogo ad un film bianco che ricopre le foglie e
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le olive senza modificarne lo sviluppo e la traspirazione. Il caolino altera la capacita di orientamento
e svolge un effetto repellente nei confronti degli adulti di B. oleae (Saour & Makee, 2004). L uso
del caolino consente di tenere sotto controllo le infestazioni a livelli paragonabili a quanto ottenibile
con i trattamenti tradizionali con agrofarmaci (Saour & Makee, 2004). Infine, sono stati condotti
differenti tentativi di controllo biologico, ma con scarsi risultati, per difficolta di allevamento e di
adattamento dei nemici naturali ai nuovi ambienti di introduzione ed alle varieta coltivate (Delucchi,
1957; Monastero & Delanoue, 1966; Liaropoulos et al., 1977; Kapatos et al., 1977; Wharton, 1989;
Raspi & Loni, 1994; Miranda et al., 2008; Yokoyama et al., 2008).

Candidatus Erwinia dacicola

| batteri endosimbionti sono distinti in primari e secondari. | primari sono trasmessi alla progenie
degli ospiti per via materna, utilizzando la linea germinale (Giron et al., 2017) e vivono in cellule
specializzate, i batteriociti, sviluppate nel corso di lunghi periodi di coevoluzione dell’insetto ospite
(Tremblay, 1960; Braendle et al., 2003; Baumann, 2005). Gli endosimbionti secondari possono tro-
varsi all’interno o all’esterno delle cellule e sono trasmessi alla progenie o a individui intraspecifici
sia per via verticale che orizzontale (Russell et al., 2003; Dale & Moran, 2006; Klepzig et al., 2009;
Oliver et al., 2010). Le prime relazioni simbiontiche hanno avuto luogo circa 300 milioni di anni fa
(Moran & Telang, 1998) ed ad esse ¢ attribuito il merito biologico dei successi ottenuti dagli insetti
nei processi evolutivi (Douglas, 1998; Moran & Baumann, 2000; Janson et al., 2008). | primi studi
sulle relazioni mutualistiche tra insetti e microorganismi risalgono agli inizi del secolo scorso (Petri,
1909; Stammer, 1929), ma solo con le moderne tecniche di Sequenziamento Genetico (Next Gene-
ration Sequencing — NGS) é stato possibile individuare simbionti obbligati non allevabili (Moran &
Wernegreen, 2000). Gli effetti degli endosimbionti batterici sulla fitness e dovuta ad azioni dirette
sui loro insetti ospiti per efficienza nutritiva, maggiore resistenza alle avversita climatiche ed ai
patogeni e/o ai parassitoidi, ad azioni dirette sulla fisiologia delle piante ospiti ed infine per effetti
sulla modalita di riproduzione dell’ospite (Girolami, 1973, 1983; Douglas, 1998, 2009, 2013;
Douglas et al., 2001; Currie et al., 2003; Zientz et al., 2004; Dale & Moran, 2006; Moran & Degnan,
2006;Dunbar et al., 2007; Mazzon et al., 2008, 2010, 2011; Moran et al., 2008; Akman Gunduz &
Douglas, 2009; Engelstédter & Hurst, 2009; Kaltenpoth, 2009; Kaiser et al., 2010; Apostolaki et
al., 2011; Giron & Glevarec, 2014; Ben-Yosef et al., 2015; Brune & Dietrich, 2015; Viale et al.,
2015; Giron et al., 2016, 2017; Joubert & O’Neill, 2017).

La specie piu abbondante nel microbioma di B. oleae in popolazioni selvatiche di tutto il mondo é
“Ca. Erwinia dacicola” (Belcari et al., 2003; Capuzzo et al., 2005; Kounatidis et al., 2008; Sacchetti
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et al., 2008; Silva et al., 2008; Estes et al., 2009; Ben-Yosef et al., 2010; Estes et al., 2012a; Savio
et al., 2012). “Candidatus Erwinia dacicola”, della classe Grammaproteobacteria (Baumann &
Moran, 1997), & un simbionte persistente (P-symbiont) di B. oleae (Capuzzo et al., 2005). Si rin-
viene nell’ospite durante 1’intero ciclo vitale e solo in simbiosi con quest’ultimo. La sequenza genica
della porzione 16S dell’rRNA evidenzia una prossimita con Erwinia persicina ed Erwinia rhapon-
tici, patogeni vegetali del sottogruppo di Erwinia amylovora, I’agente del colpo di fuoco batterico
delle pomacee. “Ca. Erwinia dacicola” quindi, a differenza degli endosimbionti obbligati di altri
insetti monofagi (Baumann & Moran, 1997; Gil et al., 2004; Baumann, 2005; Kikuchi et al., 2009),
presenta caratteristiche genomiche simili a quelle dei batteri patogeni delle piante. Gia nel 1909,
Petri descrisse per B. oleae la presenza di una “estroflessione vescicoliforme dorsale della faringe”,
con all’interno batteri vivi ed attivi. Questa estroflessione ¢ stata successivamente definita “Bulbo
Esofageo” (BE) (Girolami, 1973; Capuzzo et al., 2005; Sacchetti et al., 2008). Le relazioni tra mi-
croorganismi e ditteri Tephritidae sono note anche per altre specie (Tabella 2), cosi come la presenza
della struttura esofagea con variazioni di forme e grandezze e classificate secondo diverse tipologie
(Tabella 3) (Girolami, 1973, 1983). “Ca. Erwinia dacicola”, ospitato nel BE, si moltiplica e migra
nelle ghiandole contrattili perianali delle femmine adulte al raggiungimento della maturita sessuale.
La secrezione delle ghiandole perianali imbratta il corion all’atto dell’ovideposizione. I batteri si
localizzano principalmente attorno al micropilo. La trasmissione verticale avviene al momento della
schiusa, attraverso il micropilo dell’uovo (Mazzini & Vita, 1981) e con I’ingestione del corion du-
rante la schiusa delle larve (Sacchetti et al., 2008). La trasmissione verticale descritta € nota anche
per altri Ditteri (Miyazaki et al., 1968; Drew et al., 1983; Drew & Lloyd, 1991; Drew & Yuval,
1999; Lauzon et al., 2000, 2003; Lauzon, 2003; Behar et al., 2008, 2009).

Le larve neonate ospitano inizialmente il simbionte nei ciechi intestinali situati tra lo stomodeo ed
il mesentero dove continuano a moltiplicarsi durante lo sviluppo larvale. Le analisi PCR e mirosco-
piche hanno dimostrato che “Ca. Erwinia dacicola” ¢ presente nelle cellule epiteliali dei tessuti dei
cechi gastrici dell'intestino medio delle larve. La capacita di sopravvivenza e sviluppo in condizioni
endo- ed extra-cellulari € piuttosto insolita nei batteri non patogeni e sono riportati in letteratura
pochi altri esempi (Cheng & Aksoy, 1999; Pais et al., 2008). Lo sviluppo endocellulare durante gli
stadi di sviluppo, unico noto per i Tefritidi (Lauzon, 2003; Estes et al., 2009), spiega come “Ca.
Erwinia dacicola” riesca a sopravvivere al complesso processo distruttivo e ricostruttivo dello svi-
luppo olometabolico dell’ospite (Greenberg, 1959; Jiang et al., 1997; Baechrecke, 2000; Estes et
al., 2009). Negli adulti di B. oleae, I’assenza del batterio negli ovari e nei testicoli conferma che la

trasmissione verticale si verifica solo attraverso la contaminazione del corion delle uova (Sacchetti



etal., 2008). Recentemente é stata descritta una trasmissione orizzontale, per trofallassi, tra gli adulti
(Bigiotti et al., 2019a).

Tefritide | Anastrepha | Anastrepha | Bactrocera | Bactrocera | Ceratitis | Rhagoletis | Rhagoletis
Batterio ludens suspensa dorsalis tryoni capitata | pomonella completa
Acinetobacter sp. .
Alcaligens sp. .
Cedecea lepagei .
Cedecea sp. .
Citrobacter freundii . . . .
Enterobacter agglomer-
ans . . . .
Enterobacter cloacae . . . .
Enterobacter sakazakii .
Erwinia herbicola .
Escherichia coli . . .
Flavobacter multivorum .
Klebsiella oxytoca . . . . .
Klebsiella ozaenae .
Klebsiella pneumoniae . . . .
Klebsiella sp. .
Kluyvera sp. .
Proteus spp. .
Providencia rettgeri . .
Providencia sp. .
Providencia stuartii .
Pseudomonas maltophila .
Pseudomonas melophtora .
Pseudomonas putida .
Pseudomonas sp. . .
Serratia liquefaciens .
Serratia marcescens . .
Serratia sp. . .
Staphylococcus aureus .
Xanthomonas sp. .

Tabella 2: Batteri associati ai Tefritidi di importanza economica (Sacchetti, 2003).

Tipico di B. oleae, di forma sferica e caratterizzato da un’importante carica
di batteri simbionti, con cellule epiteliali colonnari nella zona inferiore.
Caratteristico di Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) ed altre Trypetinae e
Dacinae ad eccezione di B. oleae. Di forma sferica ma piu piccolo del Tipo
precedente, spesso ospita batteri, e con cellule epiteliali colonnari nella parte
superiore.

Caratteristico di alcuni generi della sottofamiglia Tephritinae. Di forma ovoi-
dale, piccolo, senza cellule epiteliali colonnari ma di contro presenta un’am-
Tipo Ensina pia tonaca muscolare. Non sono mai stati rinvenuti batteri al suo interno, ma
quando I’insetto ¢ attore di una simbiosi con batteri ospitati nell’intestino me-
dio, presenta questo tipo di Bulbo Esofageo.

Osservato in altre specie di Tephritinae. E intermedio tra il Tipo Ceratitis ed
il Tipo Ensina.

Tabella 3: Classificazione dei Bulbi Esofagei (BE) nei Tefritidi proposta da Girolami (1973).

Tipo Bactrocera o Dacus

Tipo Ceratitis

Tipo Chaetorellia

Nell’intestino degli adulti, gli enterobatteri simbionti formano un biofilm intestinale, che ha valenza

di una struttura metabolicamente attiva e agisce come un organo accessorio, influenzando i processi
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catabolici dell’azoto. | biofilm possono svolgere inoltre una funzione protettiva verso sostanze tos-
siche (Costerton et al., 1995; Lauzon et al., 2000, 2009; Gjersing et al., 2005). La carica batterica
negli adulti neosfarfallati non € molto elevata, ma il numero si moltiplica velocemente durante i
primi giorni dallo sfarfallamento raggiungendo soglie elevate in soli 5 giorni quando non € piu pos-
sibile eliminarli del tutto mediante una somministrazione orale di antibiotici (Estes, 2009; Estes et
al., 2009). Oltre “Ca. Erwinia dacicola” batteri secondari del microbiota di B. oleae, sono Aceto-
bacter tropicalis, Pantoea e Providencia spp. ed altre Pseudomonadacee (Kounatidis et al., 2008;
Sacchetti et al., 2008; Estes, 2009; Estes et al., 2009; Estes et al., 20123; Liscia et al., 2013a; Ben-
Yosef et al., 2015). Alcuni di questi, sono fonte nutrizionale aggiuntiva per il dittero e si rinvengono
sul filloplano dell’olivo (Sacchetti et al., 2007, 2008). La presenza dell’endosimbionte in B. oleae

spiega I’etologia della specie, diversa da quella nota per altre mosche carpofaghe.

Le mosche della frutta depongono le uova in frutti invaiati o gia maturi ( Fletcher, 1987), cosi fa-
cendo, assicurano un ottimale pabulum per lo sviluppo larvale (Greany, 1989; Messina & Jones,
1990; Joachim-Bravo et al., 2001; Rattanapun et al., 2009). B. oleae ovidepone in olive non ancora
mature e cio le permette di completare piu generazioni gia prima della completa maturazione dei
frutti (Kapatos & Fletcher, 1984; Neuenschwander et al., 1985). | frutti acerbi dell’olivo, come noto
anche per altri frutti, sono caratterizzati da alti contenuti di metaboliti secondari che li rendono re-
sistenti agli attacchi di patogeni ed erbivori per i loro effetti tossici, antimicrobici ed anti-nutrivi
(Gutierrez-Rosales et al., 2012; Whitehead & Bowers, 2013). In particolare, le drupe acerbe con-
tengono notevoli quantita di oleuropeina, un glicoside fenolico amaro, che puo arrivare a rappresen-
tare il 14% del peso secco dell’intero frutto (Amiot et al., 1986; Alagna et al., 2012; Gutierrez-
Rosales et al., 2012). Come altri composti fenolici, I’oleuropeina & un agente alchilante (Bennett &
Wallsgrove, 1994; Felton & Gatehouse, 1996; Taiz & Zeiger, 2010; Pentzold et al., 2014). Per atti-
vazione enzimatica, da parte di B-glucosidasi e fenolossidasi, I’oleuropeina da luogo a chinoni ed
aldeidi molto reattivi, complessandosi con legami covalenti con le lisine contenute nei tessuti vege-
tali e formando composti di elevato peso molecolare (Konno et al., 1999; Koudounas et al., 2015)
ad attivita antibatterica ed antimicotica (Brenes et al., 2011; Dobler et al., 2011). I livelli di oleuro-
peina e B-glucosidasi decrescono durante la maturazione del frutto (Amiot et al., 1986; Briante et
al., 2002; Alagna et al., 2012) mentre aumenta il contenuto in lisina nella polpa (Zamora et al.,
2001). L’azione dell’endosimbionte consente lo sviluppo delle larve della mosca in presenza di chi-
noni ed aldeidi complessati con la lisina. In uno studio abbastanza recente, Ben-Yosef et al. (2015)
hanno dimostrato che la presenza di “Ca. Erwinia dacicola” ¢ vitale per lo sviluppo delle larve di B.

oleae all’interno delle olive e che puo addirittura accelerarlo migliorando la nutrizione delle larve.
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Nello stesso studio inoltre, € stata dimostrata una capacita di sviluppo larvale di insetti aposimbion-
tici che variava in funzione della maturazione delle olive, a conferma, che le variazioni di quantita
dell’oleuropeina, della lisina e delle proteine, sono un fattore chiave nella difesa passiva dei frutti e
che il simbionte svolge un ruolo determinante all’interno di questo processo (Ben-Yosef et al.,
2015). Sul ligustro (Ligustrum spp.), i cui frutti contengono elevate quantita di oleuropeina é stato
osservato che le mosche presentano difficolta o addirittura arresti nella crescita, dovuti alla conte-
stuale carenza di lisina (Konno et al., 2009, 2010). L’effetto sulla efficienza nutrizionale degli en-
dosimbionti € stato sperimentalmente verificato. Le diete addizionate con antibiotici in condizioni
di laboratorio hanno un effetto simbionticida ed aumentano la mortalita larvale in OLF e quindi
larvicida per I’insetto (Fytizas & Tzanakakis, 1966; Estes et al., 2012b; Ben-Yosef et al., 2015; Ras
etal., 2017). Lo stesso effetto e stato dimostrato per il Rame, largamente utilizzato in pieno campo,
per il controllo proprio di B. oleae (Tzanakakis, 1985; Belcari & Bobbio, 1999; Belcari et al., 2005a;
2005b).

La presenza di biofilm batterici nell’intestino ¢ nota anche per altri Tefritidi (Lauzon et al., 1998,
2003; Liu et al., 2016) con endosimbionti secondari dei generi Enterobacter, Citrobacter, Kleb-
siella, Pantoea e Providencia, tutti facenti parte della famiglia Enterobacteriaceae (Lauzon et al.,
1998, 2003; Liu et al., 2016). Le femmine adulte di queste mosche introducono i simbionti nelle
camere di deposizione assieme alle uova (Miyazaki et al., 1968; Drew & Lloyd, 1991; Lauzon et
al., 2000, 2003; Lauzon, 2003; Behar et al., 2008, 2009). Gli enterobatteri simbionti formano un
biofilm intestinale che pud svolgere anche una funzione protettiva verso sostanze tossiche
(Costerton et al., 1995; Lauzon et al., 2000, 2009; Behar et al., 2005, 2008; Gjersing et al., 2005;
Berasategui et al., 2016). Per questi ditteri é stata descritta una attivita detossificante che ha deter-
minato I’istaurarsi di resistenze nei confronti di alcune molecole insetticide (Boush & Matsumura,
1967; Genta et al., 2006; Kikuchi et al., 2012; Ceja-Navarro et al., 2015; Cheng et al., 2017). Anche
Wolbachia spp. € stato individuato come simbionte secondario in diverse specie della famiglia Te-
phritidae (O’Neill et al., 1992; Werren et al., 1995; Min & Benzer, 1997; Werren, 1997;Zhou et al.,
1998; Stouthamer et al., 1999; Jeyaprakash & Hoy, 2000; Kittayapong et al., 2000; Riegler &
Stauffer, 2002; Selivon et al., 2002; Dedeine et al., 2003; Fry et al., 2004; Zabalou et al., 2004;
Rocha et al., 2005; Sun et al., 2007; Arthofer et al., 2009; Zabalou et al., 2009; Saridaki & Bourtzis,
2010). Il batterio pu0 agire sulla riproduzione degli ospiti a diversi livelli, inducendo incompatibilita
citoplasmatica (ClI), partenogenesi telitoca e femminizzazione (Stouthamer et al., 1990; Hoffmann
& Turelli, 1997; Rigaud, 1997; Hurst et al., 1999).
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Biochar e Acque affumicate

Attraverso una pirolisi completata a bassi livelli di ossigeno e ad alte temperature, da 250 °C fino a
oltre 800 °C, e possibile ottenere un carbone vegetale denominato comunemente Biochar. Il mate-
riale, ricco in carbonio (Lehmann & Joseph, 2015), é stato definito dall’International Biochar Ini-
tiative (IBI) come: “un materiale solido ottenuto da una conversione termochimica di biomassa in
condizioni di scarsita di ossigeno” (International Biochar Initiative, 2015). In studi recenti sono state
esaminate le caratteristiche del Biochar nell’ottica di un suo potenziale utilizzo per incrementare le
riserve di carbonio del suolo (Lehmann, 2007) e nella gestione e riciclo dei rifiuti organici (Navia
& Crowley, 2010). Sono state riportate anche le sue capacita benefiche nella gestione del suolo,
poiché migliora la capacita di accumulo d’acqua (Novak et al., 2012), svolge una funzione tampone
nei processi di acidificazione (Xu et al., 2012), trattiene ed adsorbe molecole tossiche nel suo reti-
colo (Oleszczuk et al., 2012) e stimola la proliferazione della microflora benefica a discapito di
quella patogena (Oramahi & Yoshimura, 2013; Bonanomi et al., 2015; Jaiswal et al., 2018; Oramahi
et al., 2018, 2020). Tutto cio ha determinato una costante e forte espansione della produzione di
Biochar a fine commerciale (Vochozka et al., 2016). A seguito del processo di pirolisi, oltre la
frazione solida, si ottengono prodotti secondari costituiti da bio-oli/bio-carburanti ed una frazione
volatile di miscele di metano, composti organici volatili (VOCs), diossido ed ossido di carbonio,
idrogeno e aerosol di fumo con particelle di differenti dimensioni (Pennise et al., 2001; Cornelissen
etal., 2016). Questi gas e fumi ottenuti tramite pirolisi possono essere pericolosi per la salute umana
e contribuire anche al cambiamento climatico, ma possono essere riutilizzati in interessanti applica-
zioni tecnologiche (Vamvuka, 2011) e agricole (Kulkarni et al., 2011). 1l fumo prodotto dal processo
ha tra 1’altro, la capacita di stimolare la germinazione di alcuni semi (de Lange & Boucher, 1990).
L’effetto stimolante puo essere osservato in diverse piante selvatiche e coltivate, grazie all’attivita
di sostanze presenti nel fumo, denominate “karrikine” (Chiwocha et al., 2009). In questo gruppo di
composti rientra il karrikinolide (KAR1) che e stato identificato ed isolato dal fumo ottenuto dalla
cellulosa e che presenta elevata capacita di stimolazione della germinazione dei semi quando utiliz-
zato a concentrazioni molto basse (Flematti et al., 2004). Ulteriori studi sono stati condotti allo
scopo di verificare se il fumo e i suoi prodotti derivati, potessero essere utilizzati per il controllo di

patogeni vegetali (Oramahi & Yoshimura, 2013; Yang et al., 2016).

Dal punto di vista applicativo, il fumo puo essere distribuito sui semi tal quale (Kulkarni et al.,
2011) o come aceto di legno, definito anche distillato di legno o liquore pirolegnoso, liquido e ricco
di acetone, acido acetico ed una miscela di diverse altre sostanze organiche con attivita antimicro-

bica. Queste ultime sono principalmente fenoli, alchil-aril eteri e chetoni (Oramahi et al., 2018).
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Un’altra metodica prevede 1’utilizzo delle Acque Affumicate, in inglese Smoke-Waters (SWSs), so-
luzioni ottenute facendo gorgogliare il fumo prodotto dal processo di pirolisi in dell’acqua distillata.
La prima produzione registrata di SWs risale al 1990 (de Lange and Boucher). La produzione di
SWs e piu dispendiosa rispetto alla distillazione necessaria per ottenere 1’aceto di legno, ma di
contro, le SWs sembrano essere piu efficaci nel controllo delle malattie delle piante e nella
stimolazione della loro crescita. Recentemente e stato desritto un effetto fitossico di SWs per
applicazioni topiche su diverse piante coltivate (Bonanomi et al., 2021). Opportunamente diluite, le
SWs agiscono viceversa come promotori di crescita. In prove di laboratorio le SWs hanno forte-
mente diminuito la capacita di schiusa di uova del nematode galligeno Meloidogyne incognita (Ne-
matoda: Meloidogynidae) e hanno inoltre mostrato 1’interessante capacita di repellenza/confusione

e attrattivita nei confronti di femmine adulte di B. oleae (Bonanomi et al., 2021).

Metaboliti secondari di origine microbica

Per metabolismo primario si intende quel susseguirsi di reazioni biochimiche che portano alla pro-
duzione dei metaboliti, necessari per la crescita ed il mantenimento delle funzioni cellulari, e che
sono precursori delle biomolecole essenziali come gli acidi nucleici, le proteine, i carboidrati ed i
lipidi. Il metabolismo primario é parte integrante della fase di crescita logaritmica o esponenziale,
cioe la fase di rapida crescita dei microrganismi, in cui si moltiplicano velocemente sfruttando al
massimo le risorse esterne. Alla fine di questa fase ¢’¢ il massimo accumulo di metaboliti primari
che possono poi essere trasformati in altri prodotti, tra cui i Metaboliti Secondari (MS), nella suc-
cessiva fase di crescita stazionaria, mediante specifici pathway. Sfruttati favorevolmente dall’uomo,
anche ben prima della loro scoperta (Demain & Fang, 2000), ¢ solo ad inizio ‘900 che si comincia
ad approfondirne lo studio (Fleming, 1929), quando era pensiero comune che i MS fossero composti
a basso peso molecolare prodotti esclusivamente in laboratorio, mentre oggi € ben noto a tutti che
sono prodotti dagli esseri viventi in natura (Baquero & Asensio, 1979), soprattutto da piante, mi-
croorganismi e funghi (Demain & Fang, 2000; Vinale et al., 2009a). La produzione di MS & spesso
completata attraverso dei pathway inusuali che contemplano anche precursori ottenuti con il meta-

bolismo primario, come gli amminoacidi (Zeilinger et al., 2016).

I funghi producono una quantita importante di MS che svolgono un ruolo nello sviluppo della viru-
lenza (Fleming, 1929) e varie funzioni di comunicazione e difesa, ponendoli in differenti relazioni
con gli altri organismi che vivono nello stesso habitat (Macheleidt et al., 2016). Molti di questi MS
hanno interessanti attivita biologiche: 1) producono un vantaggio competitivo nei confronti di bat-
teri, piante, insetti, animali ed altri funghi; 2) favoriscono il trasporto di metalli; 3) facilitano la
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simbiosi con microbi, piante, nematodi, insetti ecc.; 4) possono fungere da ormoni sessuali (Demain
& Fang, 2000).

C’¢ un’enorme variabilita nella conformazione e nel processo di formazione dei MS, e spesso la
loro produzione é correlata a specifici passaggi della differenziazione morfologica e della sporula-
zione. Inoltre, e stato rilevato che vengono prodotti maggiormente nelle colture in batch rispetto a
quelle in continuo (Demain & Fang, 2000) e che sono molto differenti tra i differenti ceppi della

stessa specie (Herbert, 1994).

I funghi sono ampiamente utilizzati per la produzione di importanti MS, utilizzabili come antibiotici,
vitamine, composti farmaceutici, ma anche fungicidi, regolatori di crescita per le piante ed ormoni.
Tra 1 MS di origine fungina c’¢ ad esempio la ciclosporina (un principio attivo ad effetto immuno-
soppressivo), ricavata da Tolypocladium inflatum, o la lovastatina, utile nel controllo del colesterolo,
prodotta da Aspergillus terreus e la penicillina, sintetizzata da Penicillium chrysogenum. Sono pre-
senti anche composti non inerenti la sfera della salute umana, come le gibberelline prodotte da Fu-
sarium fujikuroi, che sono ormoni vegetali, ma noti anche in quanto fattori di virulenza di questo

fungo.

I microrganismi fungini possono produrre MS con azione negativa e tossica, come le micotossine
(Demain & Fang, 2000), e tra questi possiamo ricordare gli antiproliferativi e citotossici aspiridoni
prodotti da Aspergillus nidulans, le aflatossine prodotte da Aspergillus flavus e le gliotossine pro-
dotte da Aspergillus fumigatus, la cui tossicita viene ascritta al ponte disolfuro presente in questo
specifico metabolita (Brakhage, 2013). Nella letteratura veterinaria sono riportati, con molti esempi,
effetti tossici delle micotossine su organismi animali, sin dagli anni *70 del secolo scorso, ¢ ¢io ha
portato ad una crescente interesse della comunita scientifica per I’argomento (Campbell & Stoloff,
1974; Marroquin-Cardona et al., 2014). Tra le principali micotossine pericolose per la salute pub-
blica ci sono le aflatossine, le ocratossine, le fumonisine, il deossinivalenolo e lo zearalenone, tutti
prodotti da funghi distribuiti in tutto il mondo, cosa che ne aumenta la presenza e I’incidenza in cibo

e mangimi (H. J. Lee & Ryu, 2017).

I MS di origine fungina sono biosintetizzati come famiglie di sostanze naturali molto simili tra loro,
in quanto prodotti da enzimi meno specifici per il loro substrato rispetto a quelli sfruttati per il
metabolismo primario (Hanson, 2003). La produzione di alcuni composti rispetto ad altri puo essere
stimolata modificando il substrato colturale, le condizioni esterne di sviluppo 0 mimando interazioni
biotiche (co-culture) (Vinale et al., 2017a; Pan et al., 2019). Composti inerenti la stessa famiglia,

Spesso possono mostrare attivita biologiche differenti tra loro (Hanson, 2003). La gran parte dei MS
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rientra in una delle seguenti famiglie: Polichetidi ed acidi grassi; Terpenoidi e Steroidi; Fenilpropa-
noidi; Alcaloidi; Amminoacidi specializzati e peptidi (Hanson, 2003). | funghi sintetizzano nume-
rosi MS con differenti strutture e proprieta chimiche, anche se non sono fondamentali per la loro
sopravvivenza, in particolare Ascomiceti e Basidiomiceti sono importanti produttori di polichetidi,
peptidi non ribosomiali, terpeni e alcaloidi, prodotti attraverso pathway specifici (Herbert, 1994) e
molto variegati (Chiang et al., 2009). | MS prodotti possono sia venire incorporati in elementi cel-
lulari strutturali sia essere rilasciati nell’ambiente come sostanze volatili o solubili, svolgendo cosi
importanti ruoli nella regolazione delle interazioni tra gli organismi. Le fitotossine, ad esempio,
sono prodotte da funghi patogeni e sono parte integrante delle interazioni con gli ospiti. Anche le
micotossine che abbiamo detto possono causare danni e addirittura morte negli animali, vengono
prodotte durante la colonizzazione delle piante ospiti. I pigmenti fungini hanno un’attivita antiossi-
dante e gli antibiotici hanno la capacita di inibire o uccidere altri microorganismi. Va comunque
ricordato che le attivita biologiche non sono limitate ad un gruppo specifico o ad un singolo meta-
bolita e che ognuno di essi puo produrre effetti differenti su differenti e specifici target (Karlovsky,
2008). Gli antibiotici vengono prodotti dai funghi per ottenere un vantaggio competitivo, che gli
permette poi di poter occupare spazio e quindi avere un miglior accesso ai nutrienti. Gran parte dei
MS utili di origine fungina sono stati isolati e caratterizzati con un approccio che prevede il costante
monitoraggio della bioattivita dei composti durante i test in vitro ed in vivo. Di tutte le frazioni cosi
generate viene valutata 1’attivita biologica, vengono poi selezionate solo quelle che presentano I’at-
tivita desiderata, continuando questa procedura finché non viene purificato il principio attivo
(Ghisalberti, 2003; Colegate & Molyneux, 2008).

Funghi appartenenti al genere Trichoderma e loro attivita

Trichoderma é un deuteromicete che é possibile isolare su diversi substrati ma difficilmente a carico
di piante vive (Samuels, 1996). Vari ceppi fungini appartenenti al genere Trichoderma hanno un’im-
portante capacita di controllo nei confronti di funghi fitopatogeni (Migheli et al., 1998; Mukherjee
et al., 2003; Lorito et al., 2010) e numerose specie hanno mostrato anche di avere effetti positivi
sulle colture (Dixit et al., 2011), come induttori di resistenza a stress biotici ed abiotici e/o svolgendo
attivita biofertilizzanti (Woo & Pepe, 2018).

L’attivita di biocontrollo viene realizzata mediante differenti sistemi:

1- antibiosi, spesso in combinazione con produzione di enzimi in grado di degradare le pareti
cellulari, in modo da poter inibire la crescita.
2- parassitismo diretto (M. Mukherjee et al., 2007; Ruocco et al., 2009; L6opez-Mondéjar et al.,
2011; Sharma et al., 2011);
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3- competizione diretta per le fonti nutrizionali come il ferro o 1’azoto e per I’occupazione delle
nicchie ecologiche e degli spazi fisici (Vinale & Sivasithamparam, 2020);

4- stimolazione o induzione di meccanismi nelle piante coinvolti nella resistenza (Whipps,
2001; Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008a; Vinale et al., 2008b).

Ruolo dei metaboliti secondari di Trichoderma spp.

La produzione di MS attivi € stata spesso descritta in ceppi di Trichoderma e la loro efficacia e stata
dimostrata mediante 1’utilizzo di ceppi mutati, con produzione di MS alterata o assente rispetto al
ceppo originale (Whipps, 2001). Una delle caratteristiche tipiche del genere Trichoderma e correlata
all’importante variabilita nella produzione di MS (Keswani et al., 2019) e nei cluster biosintetici di
alcune specie come T. atroviride e T. virens, probabilmente dovuta al fatto che questi funghi svol-
gevano una vita micoparassitica in passato (Druzhinina et al., 2011; Kubicek et al., 2011), meno

spinta invece in specie come Trichoderma reesei (Kubicek et al., 2011).

I MS osservati in Trichoderma spp. appartengono a diverse classi di sostanze naturali: dai poliche-
tidi ai terpeni e peptaiboli (Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998; Vinale et al., 2008a; Vinale et al.,
2008b; Reino et al., 2008).

L’analisi dei genomi sequenziati di Trichoderma, tra cui T. atroviride, T. gamsii, T. harzianum, T.
reesei e T. virens, ha permesso 1’identificazione di differenti geni coinvolti nella produzione di MS
(Mukherjee et al., 2012a; Mukherjee et al., 2012b). Alcuni rientrano nel cluster genetico per la
codifica di fattori di trasporto e trascrizione, di enzimi come la polichetide sintetatsi, sintetasi di
peptidi non ribosomiali, sintetasi di terpeni ed altri enzimi come le ossidoreduttasi (Zeilinger et al.,
2016). Alcuni MS in Trichoderma spp. si comportano come pattern molecolari coinvolti nell’indu-
zione della resistenza o 1’attivazione di un network necessario per sopperire ad un attacco di un

patogeno o ad uno stress ambientale (Hermosa et al., 2013).

Il 6-pentyl-a-pyrone (6PP) & un pirone caratterizzato da forte aroma di cocco che ¢ stato identificato
ed isolato da differenti specie di Trichoderma, tra cui: T. atroviride, T. harzianum, T. koningii e T.
viride (Collins & Halim, 1972; Claydon et al., 1987; Simon et al., 1988), la cui produzione ¢ in
stretta relazione con le capacita di biocontrollo (Worasatit et al., 1994; Poole et al., 1998; Chen et
al., 2012; Mutawila et al., 2016). Un altro MS correlato all’attivita antagonistica di Trichoderma
spp. € I’harzianolide, isolato da T. harzianum (Almassi et al., 1991; Claydon et al., 1991; Ordentlich
et al., 1992; Vinale et al., 2006) e che ha mostrato attivita contro Gaeumannomyces graminis
(Almassi et al., 1991; Vinale et al., 2006), limitato la crescita nei confronti di P. ultimum, R. solani
(Vinale et al., 2006), B. cinerea, P. ultimum e R. solani (Vinale et al., 2009a). Tra gli altri MS isolati

da Trichoderma spp. correlati all’attivita antagonistica di questi funghi possiamo citare ad esempio
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la viridina, il cerinolattone, la gliotossina, la gliovirina ed il T22azafilone che ha mostrato attivita
antifungina contro B. cinerea, Leptosphaeria maculans, G. graminis var. tritici, P. cinnamomi, P.
ultimum, R. solani (Vinale et al., 2006; Vinale et al., 2009a), oltre a diversi altri peptaiboli (Vinale
et al., 2008a; 2008b), la tricodermina (Jin et al., 2007; Degenkolb et al., 2008; Y. Shi et al., 2009;
Shaetal., 2013; Shentu et al., 2014), I’harziandione (Ghisalberti et al., 1992; Mannina et al., 1997),
il 10,11-diidrociclonerotriolo, la cateniobliuna C, il sohrinone A (Qi-Cun et al., 2014a) e le konin-
ginine, isolate inizialmente da T. koningii, da cui prendono il nome, ma anche da T. harzianum
(Ghisalberti & Rowland, 1993) e T. aureoviride (Cutler et al., 1999). Le koninginie sono dei pirani
che hanno sia un effetto benefico diretto per le piante (Vinale et al., 2014) sia attivita antibiotica
contro G. graminis var. tritici (Almassi et al., 1991; Ghisalberti & Rowland, 1993), F. oxysporum,
Bipolaris sorokiniana, P. cinnamomi, Pythium middletonii (Dunlop et al., 1989), Alternaria panax,
F. oxysporum e Fusarium solani (Chen et al., 2015). T. harzianum e T. koningii producono anche
steroidi, risultati efficaci nel controllo di Alternaria alternata, Aspergillus niger, C. albicans, Ma-
crophomina phaseolina, F. oxysporum, Pyricularia oryzae, R. solani e S. rolfsii (Ahluwalia et al.,
2014, 2015; Qi-Cun et al., 2014b).

Metaboliti Secondari coinvolti nella competizione

Tra le varie abilita mostrate dai funghi del genere Trichoderma rientra anche la capacita di compe-
tere con altri microrganismi per 1’ottenimento di fonti di sostentamento, necessarie per lo sviluppo
e la riproduzione. Tra i nutrienti essenziali per lo sviluppo c’¢ il ferro, poco disponibile in condizioni
aerobiche, soprattutto per la tendenza naturale di Fe®* a reagire con 1’ossigeno per formare idrossidi
ferrici insolubili (Expert, 1999). Alcuni ceppi utilizzano dei composti organici a basso peso mole-
colare, chiamati siderofori, capaci di chelare stabilmente il Fe®*. Questa capacita puo essere sfruttata
sia nel biocontrollo o nei processi di biorisanamento, sia per promuovere la crescita delle piante
(Ahmed & Holmstrom, 2014).

In condizioni di particolare carenza di ferro, alcuni ceppi di Trichoderma hanno la capacita di rila-
sciare coprogeno, coprogeno B, coprogeno C e ferricrocina (Anke et al., 1991). Tra i siderofori vi &
I’acido harzianico (HA) (Vinale et al., 2013) (Figura 1), isolato da filtrati colturali di T. harzianum
(M10) che ha mostrato avere la capacita di promuovere la crescita nelle piante (Vinale et al., 2009a;
2009b) e di inibire la crescita di vari funghi, come Pythium irregular, R. solani, Sclerotinia sclero-

tiorum (Vinale et al., 2012a) e Uncinula necator (Pascale et al., 2017).
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Figura 1: Struttura dell'acido harzianico (HA).

Metaboliti Secondari coinvolti nell’induzione di resistenza
L’attivita di biocontrollo in alcuni casi avviene in maniera indiretta, stimolando cioé la resistenza
della pianta ospite (Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008a; 2008b), e questa risposta positiva puo

variare in funzione del corredo genetico delle piante stesse (Lorito et al., 2010).

I metaboliti secondari possono comportarsi come composti antibiotici ma anche essere coinvolti
nell’induzione di resistenza nell’ospite (Vinale et al., 2012b), come dimostrato dalla diminuzione
dei sintomi degli attacchi di Botrytis cinerea e Leptosphaeria maculans in pomodoro e colza dopo
I’applicazione di 6PP (Vinale et al., 2008a; 2008b).

I polichetidi sono i MS piu prodotti in natura (Ramirez-Valdespino et al., 2019), e uno di questi,
I’aspinolide C, prodotto da Trichoderma arundinaceum, induce resistenza nelle piante stimolando
I’espressione dei geni PR1b1 e PR-P2 coinvolti nel pathway mediato dall’acido salicilico (SA),
mentre un suo derivato (aspinolide B) sopprime parzialmente i geni relativi al SA, risultando avere
efficacia contro funghi patogeni come B. cinerea e Fusarium sporotrichioides (Malmierca et al.,
2015a). La sovra espressione di geni pall e aos, coinvolti nella difesa nelle piante di mais durante
le interazioni con T. virens e correlata ai MS prodotti dal fungo (Mukherjee et al., 2012a; 2012b).

I VOC svolgono un ruolo cruciale nelle interazioni multitrofiche (Ramirez-Valdespino et al., 2019)
ed alcuni di questi inducono ’espressione di geni correlati al SA, come nel caso del tricodiene, che
puo limitare anche lo sviluppo di radici accessorie, come accade anche per il 6PP, lasciando dedurre
che questo specifico VOC ¢ coinvolto nell’invio/ricezione di segnali tra pianta e fungo (Malmierca

et al., 2015b).

Gli enzimi Nox1 e NoxR svolgono un ruolo di regolazione nei processi di interazione di T. atrovi-
ride, nello specifico, una carenza di uno dei due porta ad una liberazione di VOC con un effetto
inibitorio sulla crescita delle piante mentre Nox2 pu0 essere implicato nella regolazione della pro-
duzione di altri VOC con attivita fungistatica (Cruz-Magalhé&es et al., 2019). Anche i peptaiboli,

ampiamente prodotti dai funghi di questo genere (Degenkolb et al., 2003), possono svolgere un
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ruolo di elicitori di difese nelle piante in contatto con i funghi che li producono (Engelberth et al.,
2001; Chen et al., 2003; Viterbo et al., 2007), ad esempio i peptaiboli 11-, 14- e 18-mer di T. virens
sono importanti antibiotici ma al contempo inducono la sintesi di SA in Arabidopsis thaliana
(Veldzquez-Robledo et al., 2011). T. longibrachiatum produce invece la trichokonina VI, che ha
’abilita di alterare la struttura delle radici dell’ospite, aumentandone il contenuto in auxine all’in-
terno ed interrompendone il gradiente, agendo sulla loro biosintesi in loco e sul loro trasporto polare
(W.-L. Shi et al., 2016).

Metaboliti Secondari coinvolti nella promozione della crescita

I funghi appartenenti al genere Trichoderma possono migliorare la germinazione, la crescita e la
resa delle piante (Harman et al., 2004). L applicazione di diversi MS di Trichoderma spp. tra cui il
6PP, le koningine, il trichocarano A-D, I’harzianopyridone, il ciclonerodiolo, 1’harzianolide e
I’acido harzianico, pud modulare la crescita ed avere effetti di promozione con un’azione auxino-
simile (Cutler et al., 1986, 1989; Cutler & Jacyno, 1991; Macias et al., 2000; Vinale et al., 20084a;
2008b; 2009a; 2009b; Garnica-Vergara et al., 2016; Lee et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017).
Prove condotte con 6PP applicato a piantine di Solanum lycopersicum L. 1753 hanno dimostrato
come gli effetti siano dose dipendenti (Mazzei et al., 2016), mentre in altre prove si é registrata la
capacita di aumentare la resa, il quantitativo di polifenoli e dell’attivita antiossidante nell’uva
(Pascale et al., 2017). Il cerinolattone, un metabolita estratto da T. cerinum (Vinale et al., 2012b),
limita la crescita di Rosellinia necatrix (Arjona-Girona et al., 2014) ma al contempo stimola la ger-
minazione dei semi di pomodoro dopo soli tre giorni dall’applicazione (Vinale et al., 2012b), ana-
logamente a quanto mostrato anche da altri composti simili (Kim et al., 2006; Vinale et al., 2016).
La crescita, la resa e I’assorbimento di nutrienti da parte di piante di soia sono invece migliorate con

applicazioni di HA, 6PP e combinazioni di vari ceppi di Trichoderma (Marra et al., 2019).
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Scopo della Tesi

Il progetto di ricerca svolto in questo triennio ha avuto lo scopo di individuare nuove soluzioni per
il controllo di B. oleae. In particolare, il disegno sperimentale e stato costruito per verificare le
risposte di fitness della mosca alle alterazioni della carica del simbionte “Ca. Erwinia dacicola” in
un’ottica ecosostenibile, utilizzando sostanze in grado di inibire il microrganismo simbionte. Le
prove sono state condotte su individui provenienti da popolazioni selvatiche addizionando alle diete
I composti da saggiare, in condizioni di laboratorio ottimali. La scelta di utilizzare mosche selvatiche
(mosche wild - Mw) ¢ basata sulla necessita di valutare 1’attivita delle sostanze in condizioni quanto
pit possibile simili a quelle rinvenibili su popolazioni di campo, in particolare in riferimento al
microbiota dell’insetto. Allo scopo, sono state impiegate sostanze naturali di origine fungina in
forma pura (acido harzianico e 6-pentil-a.-pirone) o in miscela (estratti da filtrati colturali di Conio-
thyrium aleurites e Trichoderma saturnisporum). Inoltre, il butenolide naturale denominato karriki-
nolide e le acque affumicate (SWSs) ottenute per raccolta dei fumi per la produzione di biochars sono
stati utilizzati con I’obiettivo sia di contenere il simbionte sia di controllare direttamente la popola-

zione di mosca delle olive.

I dati raccolti hanno riguardato i quantitativi medi di dieta consumata, la mortalita per entrambi i
sessi ed eventuali alterazioni di fitness connessa alla capacita di accoppiamento ed ovideposizione
delle femmine. Sulla progenie ottenuta da mosche cosi trattate, e stata valutata la capacita di com-

pletare il ciclo biologico, fino allo sfarfallamento dei nuovi adulti e la loro sex ratio.

Con la supervisione del Prof. David Giron, presso I’Institut de Recherche sur la Biologie de I’Insecte
(IRBI) di Tours (FR), & stato possibile analizzare il microbioma mediante real-time gPCR sul DNA
estratto dai BE degli individui adulti. In tal modo é stato possibile valutare I’effettiva alterazione

del titolo di “Ca. Erwinia dacicola” dovuto alla somministrazione delle sostanze scelte per i bio-
saggi.

Sono stati allestiti biosaggi in laboratorio e prove in pieno campo per valutare gli effetti delle acque
affumicate sull’etologia e sulla biologia della mosca. Le SWs sono state applicate a varie concen-
trazioni ed in miscela per analizzare 1’attivita in “olfattometro a doppia scelta”, per verificare ’even-
tuale variazione del comportamento delle mosche in presenza di olive attrattive, ed in biosaggi to-
pici. In collaborazione con il Dipartimento di Scienze Agrarie, degli Alimenti e dell’Ambiente
dell’Universita di Foggia, sono state condotte analisi elettro-antennografiche delle singole SWs. Le
diverse SWs sono state caratterizzate mediante gascromatografia accoppiata alla spettrometria di
massa (GC-MS) presso la School of Molecular Sciences dell’University of Western Australia, in

Crawley (Perth - WA).
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Nel biennio 2019-2020 sono state svolte prove di campo utilizzando le miscele di SWs sia presso
I’azienda partner I.L.Co.A. (partner del presente dottorato industriale), sita in Crotone, sia
nell’azienda Olio Carcillo, sita in Pozzilli (IS). La distanza e le differenze pedoclimatiche tra i due
luoghi in cui si sono svolte le prove hanno permesso anche di valutare se ’effetto riscontrato fosse
dipendente da fattori esterni. Anche per queste prove é stata valutata la presenza del simbionte na-

turalmente presente nelle popolazioni oggetto di studio.
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Materiali & Metodi
Biosaggi di Ingestione

Raccolta e Allevamento

Branche con drupe ad inizio allegagione, di olivi cv. Leccino (Parco Gussone, di Portici (NA), UTM:
445093,878 E; 4518644,785 N 33T) sono state protette con manicotti di tessuto non tessuto al fine
di preservare per il maggior tempo possibile le olive da attacchi di B. oleae. All’interno dei manicotti
e stata inserita della paglia in modo da interporre una barriera fisica alla infestazione di B. oleae e
di rallentare al contempo lo sviluppo delle olive, consentendo una disponibilita prolungata di drupe
verdi e fresche per I’intero periodo delle sperimentazioni (Figura 2). | biosaggi sono stati svolti

utilizzando esclusivamente insetti selvatici (Mw), che assicuravano popolazioni naturali di “Ca. Er-

winia dacicola”.

Figura 2: Manicotti protettivi su branche di o rvare per il maggior tempo possibile le olive da atta
oleae e manicotto aperto con olive ancora verdi e fresche (a dicembre 2019).

Produzione di filtrati colturali fungini

I composti utilizzati nei biosaggi sono stati estratti da filtrati colturali di Trichoderma harzianum
M10 (Vinale et al., 2009b). 20 pl di una sospensione di spore in acqua (1*108 spore/ml) sono stati
inoculati in piastre Petri di 90 mm g contenenti un terreno di coltura di Potato Dextrose Agar (©
PDA - HiMedia, Mumbai, MS, India), preparato secondo le indicazioni in etichetta ed aggiungendo
acido lattico al 5% per prevenire proliferazioni batteriche. Un’incubazione al buio a 2442 °C ha
permesso cosi alle colonie di svilupparsi sul mezzo selettivo fino a riempire le piastre Petri ed a
completa sporulazione. Meta del contenuto di ogni singola piastra é stato suddiviso in piccoli pezzi
inoculati in condizioni di sterilita sotto cappa a flusso laminare, in una beuta (Pyrex, 5 I) contenente
2,5 | di substrato liquido Potato Dextrose Broth (© PDB HiMedia, Mumbai, MS, India). Ogni beuta
e stata poi incubata a 25 °C in condizioni statiche per tre mesi fino a completa sporulazione del
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micelio superficiale (Figura 3). Al termine dell’incubazione il micelio ¢ stato rimosso mediante fil-
trazione sotto vuoto con filtri in tessuto non tessuto. Il filtrato colturale e stato conservato a 4 °C

fino alla successiva fase di estrazione.
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Figura 3: colonie di Trichoderma harzianum in fase di sviluppo su medium solido e liquido.

Estrazione ed isolamento dei metaboliti secondari fungini

Estrazione

Il filtrato colturale & stato sottoposto ad estrazione liquido/liquido con solvente organico. Il filtrato,
posto sotto cappa chimica, € stato versato in un imbuto separatore ed estratto con Acetato di Etile
(EtOAC - CH3COOC:Hs - C4HsO2), rapporto filtrato acquoso/solvente 1:1 v/v. Le densita differenti
dei due fluidi hanno dato luogo ad una separazione di fase. Il protocollo prevede a questo punto

ripetuti passaggi di agitazione e riposo per ottimizzare il passaggio dell’estratto nell’ Acetato di Etile.
Nel dettaglio si € cosi proceduto:

Agitazione vigorosa per 3 volte dell’imbuto separatore ed attesa che si creasse una nuova]> X 3:
separazione di fase completa.
Deflusso dell’esausto acquoso (piu denso) in una beuta posta al di sotto dell’imbuto separa- ~

tore, utilizzando 1’apposito rubinetto di cui ¢ provvisto, per riversarlo nello stesso imbuto

dall’apertura posta in alto, prima di richiuderla. J

L’Acetato di Etile ¢ stato raccolto ed addizionato di Solfato di Sodio Anidro (Na2SQOs) allo scopo di
rimuovere I’acqua presente. La soluzione ¢ stata poi filtrata utilizzando carta da filtro (© Whatman
No. 4, Brentford, UK) e versata in un pallone di vetro per la successiva eliminazione del solvente al
Rotavapor (© IKA - RV10 digital) (Figura 4).
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Al termine dell’eliminazione del solvente, il
residuo solido é stato raccolto solubilizzandolo
con il minimo volume possibile di Acetato di
Etile e versato in una vial con tappo a pres-
sione, pulita e precedentemente pesata. Il sol-
vente é stato nuovamente rimosso in corrente
di azoto ed il residuo é stato quantificato (400

mg per litro di filtrato colturale).

Figura 4: Distillazione al Rotavapor durante il processo
di estrazione di metaboliti secondari da colonie fungine.

Isolamento dell’acido harzianico

L’isolamento dell’ Acido Harzianico (HA) e stato condotto in ambiente basico. In particolare, il re-
siduo organico é stato solubilizzato in Diclorometano (CH2Cl., a 10 mg/ml). La soluzione ottenuta
e stata versata in un imbuto separatore in cui e stato successivamente aggiunto Idrossido di Sodio
(NaOH) 2M in rapporto 1:2. Si é quindi proceduto con una nuova serie di agitazioni della miscela
alternate a periodi di risposo, di seguito descritta nel dettaglio:

N

- Agitazione vigorosa per 3 volte dell’imbuto separatore ed attesa che si creasse una nuova} X 3
separazione di fase completa.

- Recupero della fase inferiore costituita da Diclorometano e della meno densa, contenente gli L X3
acidi Harzianico ed iso-Harzianico, per conservarla. Aggiunta nell’imbuto separatore di

nuovo ldrossido di Sodio (NaOH) 2M in rapporto 1:2 con il Diclorometano recuperato e

reinserito nell’imbuto.
Con I’ultima separazione, il Diclorometano contente le impurezze apolari é stato eliminato definiti-

vamente. Tutta la soluzione basica (NaOH) ottenuta é addizionata di Acido Cloridrico (HCI) 2 M in

agitazione fino ad intorbidimento della soluzione (precipitazione degli acidi organici HA ed isoHA).
7 B w 3 4

Figura 5: Ultimi passaggi dell'estrazione di acido harzianico da colture fungine e materiale puro ottenuto (cristalli).
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Il precipitato ottenuto € stato filtrato sottovuoto ed il liquido raccolto nella beuta codata e stato
eliminato. Il precipitato presente sul filtro Blichner é stato recuperato mediante lavaggi con Acetato
di Etile. La soluzione cosi ottenuta e stata anidrificata con Solfato di Sodio Anidro e mescolata per
eliminare residui acquosi. Sono stati quindi ripetuti i passaggi gia descritti per la prima fase e nella
vial con tappo a pressione e stato raccolto esclusivamente HA (Figura 5). Prima di procedere con la
! E B disidratazione spinta, 1’estratto € stato analizzato con la

-  .‘ Cromatografia su Strato Sottile (Thin Layer Chroma-

tography - TLC) a fase inversa, utilizzando una lamina
sottile (Alluminio + C18) ed un eluente composto da
~ Metanolo (CH3OH), Acetonitrile (CH3CN) ed acqua
sterile in rapporto 3:4:3 in una camera cilindrica di ve-

tro chiusa (Figura 6). 1l prodotto isolato e stato anche

caratterizzato mediante analisi LC-MS qTOF. Il meta-
Figura 6: Cromatografia su Strato Sottile (Thin poljta presentava gli stessi valori di Rf (TLC) e MS

Layer Chromatography - TLC) a fase inversa

delle sostanze estratte con lamina sottile (Allumi-  (LC-MS gTOF) di uno standard autentico giél presente
nio + C18) ed un eluente composto da Metanolo ] . . ] ) ] . .
(CH30H), Acetonitrile (CH3CN) ed acqua sterile Nei nostri laboratori. La resa finale di tutti procedimenti

in rapporto 3:4:3 in una camera cilindrica di vetro | .. .
chiufa? é stata di circa 250 mg di HA.

Preparazione delle Diete

Le diete utilizzate per i biosaggi sono state preparate diluendo il composto scelto in 300 mg di
saccarosio e sono state previste quattro repliche. Per ogni trattamento, sono state preparate diete a
tre diluizioni consecutive con rapporto di 1:5. Inoltre, sono state preparate le diete di controllo po-
sitiva e negativa, costituite rispettivamente da solo saccarosio e da saccarosio e Piperacillina (©
Sigma) in quantita di 100 pug/ml. Le sostanze utilizzate per le diete sono state preventivamente di-
luite al 5% in peso secco, sempre in saccarosio. Le diete sono state dunque preparate secondo lo

schema in Tabella 4.

Ad ogni dieta sono stati aggiunti 150 pl di acqua distillata per miscelare tutte le componenti all’in-
terno di piastre Petri di 3 cm g. Una volta completamente diluite e ben miscelate, sono state lasciate
asciugare totalmente in ambiente controllato, in laboratorio. Ogni dieta é stata pesata per ottenere i

dati di consumo.
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Codice Sostanze saggiate %
CONT | Saccarosio 100
ANT Piperacillina 0,001
HA-5 0,5
HA-1 Acido Harzianico 0,1
HA-2 0,02
6PP-5 0,5
6PP-1 | 6-pentyl-a-pirone 0,1
6PP-2 0,02
Cu-5 0,5
Cu-1 Ossicloruro di Rame 0,1
Cu-2 0,02
MET-5 0,5
MET-1 | Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,1
MET-2 0,02
TRI-5 0,5
TRI-1 Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,1
TRI-2 0,02
K Karrikinolide 0,0001
Rep. MIX 2/I5i>6(;iLCAcque Affumicate ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300 150
Attr. MIX | Mix di Acque Affumicate ottenute da sansa di olive a 300 e 500 °C 150 pl

Tabella 4: Elenco dei trattamenti utilizzati durante i biosaggi, loro codici identificativi e quantita per unita di dieta.
Biosaggi di ingestione

Sono state raccolte ogni due settimane e nello stesso sito, olive con punture di ovideposizione di B.
oleae, e conservate in contenitori di plastica di dimensioni 35 x 25 x 15 cm (Storage Box Spring),
provvisti di fori di areazione. | contenitori sono stati posti in cella climatizzata a 24 + 2 °C, 60 +
10% UR e 12:12 rapporto luce/buio. Sul fondo é stato posto uno strato di carta assorbente. La pre-
senza di pupari di Mw é stata controllata ogni due giorni. | pupari sono stati raccolti e trasferiti in
cilindri di plastica trasparente di 20 cm @ x 15 cm d’altezza, provvisti di tappo a pressione, con fori
d’areazione, e mantenuti anch’essi in condizioni ottimali, in attesa degli sfarfallamenti. Allo sfar-

fallamento, le Mw sono state raccolte utilizzando un aspiratore in gruppi di 15 individui distinti per

Figura 7: Primo passaggio del biosaggio di ingestione con i sessi separati (A), olive verdi esposte per il secondo pas-
saggio (B) e femmina di B. oleae ovideponente durante quest'ultimo (C).
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sesso. Ogni gruppo e stato alimentato ad libitum per 14 giorni con la dieta specifica a loro destinata
dal programma delle prove (Fig. 7A). A ciascun gruppo ¢ stato assicurato I’abbeveramento mediante
batuffoli di ovatta, imbevuti quotidianamente d’acqua, disposti sul tappo dei contenitori. Dopo 14
giorni, con le mosche nutrite con la stessa dieta, sono stati costituiti gruppi di un numero variabile
di individui sopravvissuti e di entrambi i sessi (Fig. 7B). A questi, oltre la dieta, sono state esposte
per tre giorni olive verdi e fresche in rapporto 1:1 con le femmine presenti nei singoli gruppi di
biosaggio (Fig. 7C). Questa seconda fase & stata ripetuta per due volte, quindi le mosche sono state

raccolte e conservate in alcool 90% a -18 °C.

Metodologie di Raccolta ed Elaborazione dei Dati Biologici

Alla fine di ogni replica sono stati raccolti i seguenti dati:
Mortalita: al 14™ giorno di trattamento e per i due sessi.

Consumo di dieta: Le diete sono state pesate all’inizio ed al termine delle singole prove. Il
consumo di dieta e stato espresso con il valore medio calcolato in funzione della mortalita riscontrata

durante le prove.

Ovideposizioni: E stato calcolato il numero di punture medio per drupa e per femmina. La
meta delle drupe con punture di ovideposizione sono state dissezionate per valutare il rapporto tra

punture sterili e fertili.

Mortalita allo stadio di pupa, sex ratio e adulti neosfarfallati: La meta delle olive con punture
di ovideposizione é stata posta in camera climatizzata 24 + 2 °C, 60 £ 10% UR e 12:12 rapporto

luce/buio. Sono stati computati il numero di nuovi adulti sfarfallati, la sex ratio.
Mortalita degli stadi preimaginali della F1: ¢ stata rilevata la mortalita allo stadio di pupa.

Elaborazione dei dati: | dati osservati sono stati preventivamente elaborati con una media
delle due esposizioni di tutte le repliche biologiche, ponderata sul numero di olive esposte. | dati
cosi ottenuti sono stati sottoposti all’analisi della varianza a una via (ANOVA) e al test post-hoc di

Student-Newman-Keuls per valutare le eventuali differenze significative.
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Metodologie di Raccolta ed Elaborazione dei Dati Molecolari

Effetti dei trattamenti sul simbionte

Sono state utilizzate 4 femmine per ogni gruppo di ogni replica. Le analisi sono state condotte presso
i laboratori dell’Institut de Recherche sur la Biologie de I’Insecte (IRBI) dell’Université de Tours
(Francia) e presso il laboratorio Tremblay del Dipartimento di Agraria dell’Universita degli studi di
Napoli “Federico I1”. Le quantificazioni assolute del simbionte ospitato nel BE e negli addomi
(ADs) sono state ottenute mediante qPCR Real-Time. Per procedere all’estrazione del DNA é stato
utilizzato il protocollo High-Salt, leggermente modificato. Questo, basato sulla precipitazione, non
necessita di alcun kit specifico, ad eccezione del buffer TNES costituito da 2,5 ml 1 M Tris—HCI
con pH = 7,5, 4 ml 5M NaCl, 10 ml EDTA, 5 ml SDS 0,5% ed aggiunta finale di acqua fino a
raggiungere il volume di 50 ml. Sotto cappa laminare, i campioni sono stati lavati velocemente in
Ipoclorito di Sodio 5% e risciacquati piu volte in acqua distillata, successivamente sono stati lasciati
ad asciugare su carta assorbente sterile. | campioni cosi trattati, sono stati dissezionati con una lama
da bisturi sterile separando il capo e ’addome dal torace, facendo attenzione ad eliminare eventuali
residui di zampe e ali, che avrebbero potuto interferire con il processo di estrazione. Le parti disse-
zionate sono state poste in due Eppendorf safe-lock 1,5 ml., distinte per la regione del corpo, con
I’aggiunta di 35 pl di una soluzione di Proteinasi K 20 mg/ml (Thermo Fisher Scientific Waltham,
Massachusetts — USA). 1l contenuto della provetta é stato quindi pestellato con un pestello sterile,
successivamente sono stati aggiunti 600 pl di TNES, ed é stato ancora pestellato e rimestato al fine
di distruggere e mescolare meccanicamente tutte le cellule presenti ed il loro contenuto. Le provette
sono state chiuse e poste in un bagnetto a 55 °C per 3 ore. Completato questo step, sono stati aggiunti
166,7 pl di NaCl 6M in ogni provetta che é stata poi agitata per inversione 5 volte e centrifugata a
13300 rpm per 7 minuti a temperatura ambiente (20 °C * 2°C). Il surnatante € stato recuperato
delicatamente e messo in una nuova Eppendorf safe-lock da 1,5 ml ed é stato aggiunto un volume
uguale, ~ 600-700 pl, di Etanolo 100% preliminarmente conservato in ghiaccio per 30 minuti. Le
Eppendorf sono state agitate per inversione 15 volte e messe in centrifuga refrigerata a 4 °C per 18
minuti a 13300 rpm. Facendo attenzione a non eliminare il DNA, (talvolta visibile come massa
biancastra), si € proceduto all’allontanamento dell’Etanolo. Ad ogni provetta sono stati aggiunti
nuovamente 450 pl Etanolo 100% freddo, poi ancora eliminato dopo 5 agitazioni per inversione. La
procedura é stata ripetuta un’ultima volta con 450 pl di Etanolo 70% a temperatura ambiente, suc-
cessivamente eliminato lasciando le provette aperte in ghiaccio, per far evaporare gli ultimi residui
di Etanolo. La durata di questa fase € stata variabile, a partire da un minimo di 25-30 minuti, in

funzione della temperatura del laboratorio. 1l pellet di DNA cosi ottenuto é stato risospeso in 20 pl
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di acqua distillata sterile. Lo stesso protocollo di estrazione é stato applicato anche su piu pool di
mosche selvatiche e non trattate, con 1’obbiettivo di ottenere una curva standard per la comparazione
dei dati. Si & quindi proceduto alla clonazione della regione 16s dell’rDNA di “Ca. Erwinia daci-
cola” su vettori Escherichia coli, utilizzando il TOPO® TA Cloning® Kit (Life Technologies -

Thermo Fisher Scientific - Carlsbad, California, U.S.A.) e la stessa coppia di primer usata

Figura 8: Bande di 90 bp su gel post-corsa elettroforetica, ottenute in seguito a clonaggio della pozione di 16s dell’rDNA
di "Ca. Erwinia dacicola" in vettori di E. coli.

ul per pozzetto nelle Real-Time qPCR: EdEnRev (Estes et al., 2012a) e

SYBR® Green (X2) 10 EdF1 (Estes et al., 2009) che generano un amplicone di
EdEnRev (10) 1 o _

EdF1(10) 1 90 paia di basi (pb = base pair, bp) (Estes et al., 2012a).
H.0 7 . . L
165 rDNA clonato 1 Per controllare se il clonaggio fosse andato a buon fine, e

Totale 20 stata effettuata una corsa elettroforetica su gel di TBE 1x
Tabella 5: composizione singolo pozzetto per (1%) ad 80 V a valle di un’amplificazione con PCR (Fi-

analisi Real-Time gPCR della porzione 16S . e .
dell'TDNA clonato. in E. coli di "Ca. Erwinia daci- 9ura 8). Si € dunque effettuata la purificazione della

colar banda del gel, ottenendo un’aliquota della porzione 16s
dell’rDNA di “Ca. Erwinia dacicola” clonato, amplificato e purificato che € stato posto nei pozzetti
di una piastra per la Real-Time qPCR, in tre replicazioni, con I’aggiunta di SYBR® Green PCR
Master Mix (© Applied Biosystems - Foster City, California, US), primer e acqua, (Tabella 5). La
curva standard di calibrazione é stata ottenuta utilizzando diluizioni scalari della concentrazione del

16S rDNA clonato.
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Tutte le Real-Time qPCR sono state completate su una StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) e prevedevano, nell’ordine: Hold stage (10:00 minuti a 95 °C), 40 cicli di PCR (15
secondi a 95 °C, poi 60 °C per 1 minuto ognuno), un Melt Curve stage ed il cooling finale.

Elaborazione dei dati

Tutti i Cicli soglia (Threshold Cycle — CT) cosi ottenuti sono stati poi analizzati mediante la formula:

Xng * 6,0221 * 1023molecole/mole
(N %660, /more) * 1 % 10%,5/4

numero di copie =

usando i CT rilevati con la curva standard per ottenere le quantita di 16s rDNA di “Ca. Erwinia
dacicola” ancora presenti negli individui dopo i trattamenti subiti e, per estensione, i quantitativi
effettivi di batterio. Come per i dati biologici, anche quelli molecolari sono stati sottoposti ad
ANOVA e al test post-hoc di Student-Newman-Keuls.

Composti Volatili

Produzione composti

Le SWs utilizzate nelle prove sono state ottenute da 5 materiali di origine organica: cellulosa otte-
nuta da carta da filtro, segatura di legno di Fagus sylvatica L., Zea mays L. essiccato e tritato fine-
mente, fieno di Medicago sativa L. e sansa di olive (Bonanomi et al., 2021). Dalle sostanze di ori-
gine sono state ottenute 10 differenti SWs, conservate tal quale a cui si sono aggiunte due miscele,
una ottenuta dalle due SWs derivanti da sansa, in parti uguali (Attr. M1X), e I’altra dalle restanti 8

(Rep. MIX). Tutte le sostanze sono state tenute a -20 °C fino al momento dell’utilizzo.

Analisi quali-quantitative

Un pH-metro ed un conduttimetro (©CRISON, Barcellona, Spagna) sono stati utilizzati per misu-
rare il pH e la conducibilita elettrica delle SWs, successivamente analizzate mediante cromatografia
liquida-spettrometria di massa (liquid chromatography-mass spectrometry - LC-MS) (Bonanomi et
al., 2021) e gascromatografia-spettrometria di massa (gas chromatography-mass spectrometry - GC-
MS), effettuata dal Prof Gavin Flematti della School of Molecular Sciences dell’University of We-
stern Australia, in Crawley (Perth - WA).

Per una piu completa analisi di tutte le SW, queste sono state fatte correre sia tal quali che, per
evidenziare i composti non volatili, dopo una reazione con Tetrametil silano (TMS). | dati ottenuti

sono stati successivamente analizzati mediante Cluster Analysis con distanza euclidea e metodo
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Ward oltre ad un’analisi delle componenti principali (PCA) con standardizzazione (autoscaling) e

decomposizione ai valori singolari (Singular Value Decomposition — SVD).

Biosaggi topici

Per i biosaggi topici si sono utilizzati 1 e 0,5 pl delle miscele Rep. MIX e Att. MIX applicate sul
torace di un Mw neosfarfallato. Gli individui cosi trattati, sono stati separati per sesso, divisi in
gruppi di 15 e nutriti con acqua e saccarosio ad libitum e posti in condizioni ottimali di temperatura,
umidita e fotoperiodo. Per i saggi di controllo si ¢ proceduto con I’applicazione sul torace di gocce

di 1 e 0,5 ul di acqua distillata. Per ogni saggio sono state completate 7 repliche biologiche.

Biosaggi in Olfattometro

| saggi olfattometrici sono stati svolti utilizzando un olfattometro in vetro a Y. | flussimetri primari
e secondari hanno garantito una presenza costante di aria pura che raggiungeva poi due grossi con-
tenitori in vetro laterali, collegati ognuno ad un braccio dell’olfattometro a Y. In ognuno di questi
contenitori, inoltre, era presente un bicchiere in vetro riempito con 500 ml d’acqua in cui finiva
direttamente il flusso d’aria pura, cid permetteva di mantenere costante il livello di umidita all’in-
terno di queste due camere ermeticamente chiuse. Per le prove sono state utilizzate Mw neosfarfal-
late e le prove sono state svolte solo nelle ore del giorno per le quali € noto il bioritmo positivo della
mosca (Bertolini et al., 2018) in un ambiente condizionato (24 + 2 °C;60 £ 10% UR). Ogni prova
ha previsto un primo controllo per valutare la distribuzione delle decisioni degli insetti quando le
camere laterali erano lasciate entrambe vuote ed un secondo con olive verdi fresche in solo una delle
due. L attrattivita delle olive utilizzate nei saggi ¢ stata accertata preliminarmente utilizzando 1’ol-
fattometro caricato con le sole olive. Con questa procedura é stato possibile quantificare in 12 drupe
il quantitativo minimo di olive con almeno il 90% di scelta positiva. Tra le sostanze saggiate in
olfattometro in questo triennio, una sola e di origine fungina, il 6-pentyl-a-pirone (6PP), estratto da
Trichoderma spp., caratterizzato da un forte aroma di cocco e in commercio per usi alimentari. Le
SWs sono state saggiate applicando una singola goccia di 5 pl su un quadrato 9 cm? di carta assor-
bente, inserito all’interno di una delle due camere laterali dell’olfattometro. | biosaggi in olfattome-
tro sono stati effettuati offrendo le sostanze scelte in combinazione con 12 olive, per valutare se un
eventuale effetto repellente riuscisse a superare quello attrattivo rappresentato dai frutti. L’impianto
e stato sottoposto a flussi preliminari per 5 minuti per raggiungere il regime di efficienza. Un singolo
individuo adulto é stato inserito nella Y, dal basso, e gli sono stati dati 5 minuti per scegliere e
percorrere uno dei due bracci. In assenza di scelta la risposta ¢ stata computata come “indecisione”.

Per limitare errori tecnici dovuti a sovraesposizioni o0 sottoesposizioni luminose non registrate o
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variazioni di temperatura o interferenze residue con le altre prove precedenti, ad ogni prova, 1’olfat-
tometro ¢ stato smontato e pulito, la posizione del tubo ad Y ¢ stata capovolta e I’impianto ¢ stato
sottoposto ad un flusso di aria pura per 5 minuti. Tutte le sostanze e le combinazioni provate ed il
numero complessivo di individui saggiati sono indicati nella Tabella 6. Quando sono state saggiate
le due miscele Rep. MIX ed Att. MIX, si e reso necessario un tipo di controllo aggiuntivo, mai
svolto per i saggi precedenti, in cui sono state offerte solo 12 olive fresche in entrambe le camere

laterali dell’impianto.

Elettroantennografia

L’elettroantennografia (EAG) € una tecnica elettrofisiologica che ha 1’obiettivo di studiare le rispo-
ste olfattive degli insetti verso composti volatili. Tale tecnica si basa sulla misurazione della varia-
zione, stimolo dipendente, del potenziale elettrico di membrana (voltaggio) subito dalle cellule ner-
vose sensibili ad un determinato stimolo. Una risposta EAG, quindi, rappresenta la somma dei po-
tenziali di depolarizzazione delle membrane dei neuroni olfattivi antennali indotta dallo stimolo
saggiato (Boeckh et al., 1965). Quanto maggiore risulta la depolarizzazione registrata, tanto mag-
giore sara la sensibilita dell’antenna nei confronti della sostanza in esame e fino a raggiungere livelli
di saturazione che puo variare in funzione della natura, numero degli stimoli, nonché della tempe-
ratura, umidita, specie, sesso, e soprattutto dello stato fisiologico dell’insetto, per esempio se é ver-

gine o accoppiato.

Stimoli e saggi EAG
I saggi EAG sono stati svolti presso il Dipartimento di Scienze Agrarie, degli Alimenti e dell’Am-

biente dell’Universita di Foggia. Per tutte le 10 SWs, 5 ul, 10 ul e 15 pl sono stati posti su un
quadratino di 1 cm? di carta da filtro, poi introdotto in una pipetta Pasteur (lunghezza 15 cm), ed
utilizzato per non piu di 3 volte e, al termine di ogni prova, conservato a -20 °C. L’indagine EAG ¢
stata condotta su maschi e femmine di OLF di 2 settimane di eta (n = 10). L’insetto ¢ stato inserito
all’interno di un puntale, che aveva funzione di supporto. Il capo e I’antenna dell’insetto sono stati
lasciati liberi mentre la restante parte del corpo é stata bloccata con pasta dentale al fine di ridurre
al minimo i movimenti della mosca che avrebbero potuto interferire con 1’analisi. L’antenna dell’in-
setto ¢ stata posta all’estremita di un capillare di vetro con funzione di elettrodo differente e deputato
alla registrazione del segnale. Un secondo capillare, 1’elettrodo indifferente, ¢ stato inserito nell’oc-
chio dell’insetto a chiusura del circuito. Entrambi 1 capillari contenevano al loro interno una solu-
zione salina di Kaissling e un elettrodo di argento. Il segnale generato dall’antenna ¢ stato inviato

ad un amplificatore IDAC-4 (Syntech, Hilversum, Olanda) e visualizzato su un monitor utilizzando
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Sostanze saggiate Codice Concentrazione | N° Ramo Ramo
individui | A B
6PP 1073 103 609 + 6072 | Ariapura | 6PP 10 + olive
6-pentyl-a-birone 6PP 102 1072 609 + 6072 | Ariapura | 6PP 10 + olive
pentyl-a-p 6pp 10- L0t 609 + 607 | Ariapura | 6PP 107 + olive
602 + 6043 | Ariapura | 6PP 10*!
. CELL 300 100% +
0,
Smoke Water ottenuta da CELL 300 100% 30% +30d | Ariapura olive
o 0,
cellulosa a 300 °C 10% 300 + 304 | Aria pura cc):IIiEvlzzL 300 10% +
. CELL 500 100% +
0,
Smoke Water ottenuta da CELL 500 100% 30% +30d | Ariapura olive
° 0,
cellulosa a 500 °C 10% 300 + 304 | Aria pura cc):IIiEvlzzL 500 10% +
. WOOD 300 100% +
0,
Smoke Water ottenuta da WOOD 300 100% 30% +307' | Aria pura olive
° 0,
legno a 300 °C 10% 309 +303 | Aria pura \oAlliSSD 300 10% +
. WOOD 500 100% +
0,
Smoke Water ottenuta da WOOD 500 100% 30% + 305 | Aria pura olive
o 0,
legno a 500 °C 10% 309 +303 | Aria pura X\IliSeOD 500 10% +
. MAIS 300 100% +
0,
Smoke Water ottenuta da MAIS 300 100% 30% + 305 | Aria pura olive
. o 5
mais a 300 °C 10% 309 +303 | Aria pura (I;/II;\BI\(IES 300 10% +
. MAIS 500 100% +
0,
Smoke Water ottenuta da MAIS 500 100% 30% +30d | Ariapura olive
. N 5
mais a 500 °C 10% 300 + 308 | Ariapura (I;/II;\O;(!S 500 10% +
Smoke Water ottenuta da 0 300 100% 309 + 304 | Ariapura | oo 300 100% + olive
erba medica a 300 °C 10% 309 + 304 | Ariapura | oo 300 10% + olive
Smoke Water ottenuta da a0 500 100% 309 + 304 | Ariapura | aa 500 100% + olive
erba medica a 500 °C 10% 309 + 304 | Ariapura | ao 500 10% + olive
. Olive Waste 300
0,
Smoke Water ottenuta da . 100% 309 +30d | Ariapura 100% + olive
sansa a 300 °C Olive Waste 300 : Olive Waste 300 10%
10% 309 + 304 | Ariapura .
+ olive
. Olive Waste 500
0,
Smoke Water ottenuta da . 100% 309 +30d | Ariapura 100% + olive
sansa a 500 °C Olive Waste 500 Olive Waste 500 10%
10% 309 + 308 | Ariapura 1 olive
Miscela in parti uguali 0 . Rep. MIX 100% + ol-
delle SWs ottenute da 100% 30% + 305 | Aria pura ive
cellulosa, legno, mais e Rep. MIX 0
erba medica a 300 e 500 10% 309 + 304 | Ariapura :?/eep. MIX 10% + ol-
°C
100% 309 +304 | Ariapura | Att. MIX 100%
10% 309 +304 | Ariapura | Att. MIX 10%
0, -
100% 309 + 308 | Ariapura ﬁ‘/tet MIX 100% + ol
(';/éﬁgesl%\;g g&;tr:&%u dazil Att. MIX 10% 309 + 304 | Ariapura | Att. MIX 10% + olive
sansa a 300 e 500 °C ' 100% 3029 + 304 | Olive Att. MIX 100%
10% 3029 + 304 | Olive Att. MIX 10%
0, -
100% 309 +303 | Olive ﬁ/tet MIX 100% + ol
10% 302 + 304 | Olive Att. MIX 10% + olive

Tabella 6: Elenco dei trattamenti, loro codici indentificativi e concentrazioni.
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il programma EAG PRO (Syntech, Hilversum, Olanda). Un flusso d’aria (500 ml/min) purificata ed
umidificata ¢ stato fatto fluire continuamente sull’antenna mediante un tubo di vetro di 8 mm g la
cui estremita era posizionata ad 1 cm di distanza. L’estremita della pipetta contenente lo stimolo da
saggiare é stata inserita in un foro di 4 mm @ posto a 9 cm dall’uscita del tubo di vetro. La stimola-
zione dell’antenna ¢ stata effettuata insufflando, in 0,5 secondi, 2,5 cm? del vapore presente nella
pipetta. L’intervallo tra gli stimoli ¢ stato di 1 min. All’inizio, alla fine e ogni tre composti saggiati,
sono stati applicati uno stimolo di controllo costituita da olio minerale e filtro + acqua, per prendere
in considerazione eventuali effetti del solvente e di rumori di fondo. Per correggere 1’eventuale di-
minuzione di sensibilita dell’antenna durante 1’esperimento € stato utilizzato uno stimolo di riferi-

mento standard: 10 pl di una soluzione 1 pg/ul di Z3-esen-1-olo.

Metodologie di Raccolta ed Elaborazione dei Dati

Effetti sull’etologia
Per i dati relativi ai saggi topici sono stati computati, come dati qualitativi, le alterazioni comporta-
mentali relativi alla capacita di movimento degli individui. Sono stati inoltre raccolti i dati relativi
alla mortalita ogni ora per le prime 12, ogni 12 ore fino al termine del secondo giorno, quotidiana-

mente fino al termine della prima settimana ed infine settimanalmente.

Effetti sul comportamento in olfattometro
| dati relativi ad i saggi olfattometrici sono stati registrati secondo le tre risposte possibili: attratti-
vita, repellenza ed indecisione. Tutti i dati raccolti sono stati poi analizzati con il test del %2 (p value=

0,05) in cui sono stati utilizzati i risultati ottenuti nei controlli positivi come valori attesi.

Risposte sensoriali
La risposta EAG espressa in millivolt (mV) ad un determinato composto, € stata corretta, sottraendo
il valore medio delle risposte al controllo precedente e successivo. | valori EAG corretti sono stati
normalizzati in base alla risposta al primo stimolo, per tener conto della riduzione della sensibilita

antennale durante 1’esperimento. La formula per la normalizzazione ¢ stata la seguente:

Sx (registr.) = (Rif. (Is — 1) + Rif. (Is + 1))
Rif.(x — 1) + Rif. (x + 1)

Sx (corr.) =

Sx (corr.) = risposta in mV allo stimolo x corretta per la diminuzione di sensibilita antennale durante
I’esperimento;

Sx (registr.) = risposta in mV allo stimolo x registrata durante 1’esperimento;

Rif. (I s-1) = risposta in mV alla sostanza di riferimento che precede il primo stimolo;

Rif. (I s+1) = risposta in mV alla sostanza di riferimento che segue il primo stimolo;

Rif. (x-1) = risposta in mV alla sostanza di riferimento che precede lo stimolo x;

Rif. (x+1) = risposta in mV alla sostanza di riferimento che segue lo stimolo x.
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Prove di Campo

Organizzazione Prove di Campo

Le prove di campo sono state svolte nel 2019 e 2020 nell’azienda partner del progetto 1.L.CO.A. di
Luigi Lorenzano, situata poco fuori Crotone (KR), in Calabria (UTM: 681039 E; 4323690 N 33S)
a 84 m sul livello del mare, con pendenza in direzione Ovest-Nord Ovest su impianto di 15 anni di
cv. Frantoio. Il campo non presenta un profilo geometrico regolare e ricopre una collina seguendone
le forme. L’arcale € fortemente caratterizzato dalla produzione olivicola (Figura 9). Una seconda
prova é stata allestita presso 1’azienda Olio Carcillo, di Nicandro Carcillo, situata nel comune di
Pozzilli (IS), in Molise (UTM: 424663 E; 4594475 N 33T) a 703 m sul livello del mare, su impianto
di 30 anni di cv. Leccino. Il campo € di forma piu rettangolare, orientato in direzione Nord-Sud, ed
in piano (Figura 10).

I 2 oliveti sono stati divisi in cluster omogenei da 3 piante ognuno, simili per grandezza. Sulla
chioma delle piante di ogni cluster sono state sospese 3 Falcon™ in disposizione casuale ma a di-
stanza regolare, riempite con 15 ml della miscela da saggiare: Rep. MIX e Att. MIX non diluite. Le
Falcon sono state chiuse con Parafilm® M sull’apertura della provetta, e opportunamente modifi-
cate, praticando un foro sul tappo di chiusura per minimizzare 1’evaporazione delle miscele dalla
Falcon™, Al centro di ogni cluster ¢ stata posizionata una trappola cromotropica (Dacus Track plus
— Serbios - Badia Polesine (RO), Italia). Per le prove con Rep. MIX le trappole sono state caricate
con il feromone specifico e 15 gr di Bicarbonato di Ammonio (Farmalabor — Assago (M), Italia).
Le catture hanno consentito di monitorare i voli e la sex ratio. Le prove sono state svolte durante
I’intero periodo di attivita in campo dell’insetto, in presenza di drupe suscettibili di attacco: da ago-
sto ad ottobre a Crotone e da agosto a novembre in Molise. | dati sono stati raccolti con cadenza
mensile. Con I’ultimo monitoraggio si ¢ effettuata una raccolta randomizzata di 30 olive dalle piante
componenti i diversi cluster, per valutare 1’infestazione sui frutti. Per le prove per i controlli negativi
sono state irrorate 3 piante con una soluzione acquosa di Caolino (Surround WP -Novasource -
Phoenix, Arizona, USA) preparata seguendo le indicazioni in etichetta. 1l prodotto determina repel-
lenza dovuta a interferenza tattile-visiva. Con I’Isopropyl-Miristato (PA > 98% (Merck - Darmstadt,
Germany), con attivita di repellenza olfattiva (Rotundo et al., 2001), la prova controllo € stata alle-
stita sospendendo una Falcon utilizzando lo stesso metodo gia descritto per le prove con i 2 MIX.
Anche per i controlli sono state utilizzate le trappole chemio-cromotropiche gialle, caricate con fe-
romone e Bicarbonato di Ammonio. Prove e controlli sono stati svolti con 3 replicazioni in entrambi

i siti ed anni. L’organizzazione delle prove ¢ schematizzata dalla Tabella 7.
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Figura 9: disposizione cluster per prove, sul sito di Cro-
tone, per I'anno di prove 2020. CAO (®) = Caolino ir-
rorato su chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15
ml per dispenser; Att. MIX (@) = Miscela in parti uguali
delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per
dispenser; Rep. MIX (®) = Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a
300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT + attr. (@) =
Controllo (Yellow Trap), pannello con esche; YT (@)
= Controllo (Yellow Trap), solo pannello non caricato;
posizione trappole.

Figura 10: disposizione cluster per prove, sul sito di Pozzilli,
per I'anno di prove 2020. CAO (®) = Caolino irrorato su
chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15 ml per dispen-
ser; Att. MIX (@) = Miscela in parti uguali delle SW ottenute
da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; Rep. MIX (@)
= Miscela in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno,
mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT
+ attr. (@) = Controllo (Yellow Trap), pannello con esche; YT
(@) = Controllo (Yellow Trap), solo pannello non caricato;
posizione trappole.

Metodologie di Raccolta ed Elaborazione dei Dati

Sono stati monitorati i voli degli adulti delle generazioni estive ed autunnali, registrando il numero
di individui maschi e femmine rinvenuti sui pannelli per ogni replica di ogni prova. Il dato di infe-
stazione attiva, si € ottenuto con la dissezione delle drupe con presenza di punture della OLF. Du-
rante il primo anno di prove, € stato rilevato il numero di stadi preimaginali che completavano con
successo lo sviluppo e la loro successiva capacita riproduttiva. | dati relativi alla infestazione dei
frutti, e quelli relativi alle catture totali e dei 2 sessi distinti, sono stati sottoposti ad ANOVA a una
via e successivo test Post-Hoc di Student-Newman-Keuls. | dati metereologici, ed in particolare
quelli relativi a umidita e temperatura minima, media e massima nei due anni di prove e per entrambi
i siti, si riferiscono a quelli pubblicati in www.3bmeteo.com.
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Sito Codice Sostanze saggiate Quantita | Pannello | Bicarbonato | Feromone
collato | di ammonio
CAO Caolino Irror_ato Sj Si Sj
(Repellenza appurata) su chioma
MIRI Isopropyl-Myristato 1_5 ml per Sj Sj Sj
(Repellenza appurata) dispenser
Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da cellulose, le- 15 ml per
Rep. MIX | gno, mais e erba medica a 300 i P Si Si Si
0 ispenser
e 500 °C — Repellenza da sag-
KR giare
Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da sansa a 300 e 15 ml per s
Al MIX 500 °C — Attrattivita da sag- dispenser Si No No
giare
Controllo (Yellow Trap), solo .
YT pannello non caricato I Si No No
Controllo (Yellow Trap), pan- . R R
YT +attr. | Lalio con esche 1 Si Si Si
CAO Caolino Irror_ato Sj Sj Sj
(Repellenza appurata) su chioma
MIRI Isopropyl-Myristato 1_5 ml per Sj Sj Sj
(Repellenza appurata) dispenser
Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da cellulose, le-
. - 15 ml per s s N
Rep. MIX | gno, mais e erba medica a 300 dispenser Si Si Si
e 500 °C — Repellenza da sag- P
IS giare
Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da sansa a 300 e 15 ml per s
Alt. MIX 500 °C — Attrattivita da sag- dispenser Si No No
giare
YT Controllo (YeIIO\_N Trap), solo /I Sj No No
pannello non caricato
YT + attr. Controllo (Yellow Trap), pan- /I Sj Sj Sj

nello con esche

Tabella 7: Prove di campo svolte nel biennio 2019-2020, codici identificativi per ogni prova e quantita utilizzate.
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Risultati

Biosaggi di Ingestione

Dati Biologici

Mortalita e Consumo di dieta:

Il numero di individui dei 2 sessi sopravvissuti al 14™ giorno di trattamento, ha indicato una mag-

giore sensibilita delle femmine alla somministrazione di diete contenenti le sostanze saggiate (dati

non mostrati).

| trattamenti con 6PP e Cu hanno mostrato un significativo incremento della mortalita con 6PP-2,
Cu-5 e Cu-1 con valori uguali se non maggiori rispetto al controllo positivo ANT. Un risultato simile
e stato ottenuto con dieta addizionata con TRI-1, mentre il trattamento TRI-5 ha causato la mortalita
media piu elevata (89,17%), quasi il doppio rispetto ad controllo positivo (ANT - 54,71%). Il
fenomeno va ascritto ad una mortalita da inedia con un bassissimo consumo della dieta stessa. La

dieta addizionata con la concentrazione maggiore di MET ha causato mortalita prossime al 70%.
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Grafico 1: Asse Y1 (@)= Consumo di dieta medio per individuo (mg/esemplare) registrato dopo 14 giorni di tratta-
mento. Asse Y2 (@)= Mortalita % registrata dopo 14 giorni di trattamento. CONT = Controllo; ANT = Controllo ne-
gativo; HA-5 = Acido Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico 0,1%; HA-2 = Acido Harzianico 0,02%; 6PP-5 = 6-
pentyl-a-pirone 0,5%; 6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%; 6PP-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 = Ossicloruro di Rame
0,5%; Cu-1 = Ossicloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossicloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di metaboliti secondari
estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Conio-
thyrium aleurites 0,1%; MET-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,02%;
TRI-5 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,5%; TRI-1 = Blend di meta-
boliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari estratti
da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MIX = 150 pl di miscela di Acque
Affumicate ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300 e 500 °C ; Att. MIX = 150 pl di miscela di Acque
Affumicate ottenute da sansa di olive a 300 e 500 °C. Trattamenti con le stesse lettere non mostrano differenze signifi-
cative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-Newman-Keuls,).
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Infine, la mortalita media piu bassa (16,7%) si € ottenuta con diete addizionate con HA-5 che sembra
avere avuto un effetto benefico per la popolazione oggetto di studio, mentre le due diluizioni infe-

riori non hanno evidenziato risultati significativi (Grafico 1).

Non risultano differenze significative importanti per il consumo di dieta medio registrato dopo 14
giorni di trattamento (Grafico 1) tranne nel caso di MET-5 e TRI-5. Con la dieta addizionata con

Karrikinolide (K) si e registrato un consumo medio maggiore rispetto ai controlli.

Ovideposizioni:
| trattamenti hanno evidenziato un numero complessivo di ferite di ovideposizione maggiore nella
prima esposizione rispetto alla seconda (dati non mostrati). Si evidenziano differenze sia per tipo di

trattamento sia per la diluizione impiegata (Grafico 2).

In tutti i trattamenti si rileva una corrispondenza diretta tra il numero totale di ferite di ovideposi-

zione senza uova e quelle in cui erano presenti le uova di B. oleae.
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Grafico 2: Numero di punture di ovideposizione di B. oleae rinvenute a seguito dei biosaggi di ingestione: i) Sterili (@),
senza ovideposizione; ii) Uova (@), con ovideposizione. CONT = Controllo; ANT = Controllo negativo; HA-5 = Acido
Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico 0,1%; HA-2 = Acido Harzianico 0,02%; 6PP-5 = 6-pentyl-a-pirone 0,5%;
6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%; 6PP-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 = Ossicloruro di Rame 0,5%; Cu-1 = Ossi-
cloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossicloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie
di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites
0,1%; MET-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,02%; TRI-5 = Blend di
metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,5%; TRI-1 = Blend di metaboliti secondari
estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di
Trichoderma saturnisporum 0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MIX = 150 pl di miscela di Acque Affumicate
ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300 e 500 °C ; Att. MIX = 150 pl di miscela di Acque Affumicate
ottenute da sansa di olive a 300 e 500 °C. Trattamenti con le stesse lettere non mostrano differenze significative (Test
ANOVA, Post-hoc di Student-Newman-Keuls all’interno dei gruppi).

L’attivita riproduttiva di OLF ¢ stata fortemente influenzata dal consumo di dieta con MET-5, Cu-
5 e Rep. MIX (Grafico 2), paragonabile ai dati rilevati con il controllo positivo ANT. L’analisi
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statistica cha evidenziato i risultati piu stabili nell’intervallo sperimentale temporale. Il numero di
punture sterili piu alto rispetto a tutti gli altri trattamenti e stato ottenuto con dieta addizionata con
HA-5. 1l numero complessivo di ferite di ovideposizione, in questo caso, non & significativamente
diverso da quello ottenuto con il controllo CONT e 6PP-5. Con Att. MIX le quantita di punture
sterili sono paragonabili al trattamento con ANT. Il numero di punture sterili minore é stato ottenuto
con la dieta addizionata con TRI a diluizione minore, a fronte dell’abbassamento drastico di punture

totali.

Mortalita allo stadio di pupa:

Il numero di individui che non hanno completato lo sviluppo preimaginale, morendo in fase di pupa,
ed il numero di adulti sfarfallati é risultato variabile tra i trattamenti. In particolare, TRI-2 ha mag-
giormente determinato 1’arresto dello sviluppo preimaginale allo stadio di pupa rispetto agli altri
trattamenti (5,9 individui). Nelle prove con Att. MIX si rileva un dato statisticamente simile a quello
ottenuto nelle prove CONT (3). In Rep. MIX, in tutti i biosaggi TRI, e K, MET-5 e -1, Cu-1, 6PP-
5, HA-5 e HA-1, il numero medio di individui che non riescono a superare lo stadio di pupa é stato

sempre superiore a quanti ci riescono, seppure con numeri limitati.

Le poche uova deposte da OLF a seguito delle somministrazioni di diete addizionate con Cu-5 e
ANT non si sono schiuse. Gli altri trattamenti con rame hanno avuto ripercussioni sulla F1 con circa

la meta degli individui complessivi osservati che non ha raggiunto 1’eta adulta.

Gli individui trattati con TRI-5 mostravano scarsa frequenza di accoppiamento e deposizione e
spesso morte prematura, cio ha prodotto una quasi completa assenza di una seconda generazione
facendo rilevare solo pupari. Il numero medio ponderato di pupari e di adulti sfarfallati nelle prove

CONT e significativamente maggiore di quanto registrato in tutte le altre prove.

Sex ratio:

La sex ratio, calcolata sulle medie ponderate in base alle olive esposte, rivela una preponderanza di
femmine adulte sfarfallate in quasi tutte le prove, particolarmente apprezzabile a seguito del tratta-
mento 6PP-1 (Tabella 8). Nelle due prove con maggior numero di ferite di ovideposizione sulle
drupe, si rileva una differente sex ratio: 1,09:1 nella prova CONT e 0,85:1 in quella Att. MIX,
entrambi arrotondati a 1:1 in Tabella 8. Con Rep. MIX il rapporto tra femmine e maschi sfarfallati

e 1:1, ma con un numero di adulti neosfarfallati molto basso.

Adulti neosfarfallati:
Differenze significative si sono rilevate nelle prove con somministrazione di dieta addizionata con

Att. MIX, con adulti sfarfallati in media di 23,2 (Grafico 3, Tabella 8 e Tabella 9).
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La concentrazione minore di TRI ha dato luogo ad un numero di adulti sfarfallati inferiore ai pupari
(2,8), dovuto alla elevata mortalita. K ha determinato risultati simili a Cu-2 e tutti i trattamenti con
HA e 6PP hanno fatto registrare risposte simili tra loro.
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Grafico 3: Numero di esemplari rinvenuti nell’F1 di B. oleae a seguito dei biosaggi di ingestione: i) Adulti (@), adulti
sfarfallati; ii) Pupari (@), individui morti allo stadio di pupa. CONT = Controllo; ANT = Controllo negativo; HA-5 =
Acido Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico 0,1%; HA-2 = Acido Harzianico 0,02%; 6PP-5 = 6-pentyl-a-pirone
0,5%; 6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%; 6PP-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 = Ossicloruro di Rame 0,5%; Cu-1 =
Ossicloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossicloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di metaboliti secondari estratti da
colonie di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium
aleurites 0,1%; MET-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,02%; TRI-5 =
Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,5%; TRI-1 = Blend di metaboliti
secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da
colonie di Trichoderma saturnisporum 0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MIX = 150 pl di miscela di Acque
Affumicate ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300 e 500 °C ; Att. MIX = 150 pl di miscela di Acque
Affumicate ottenute da sansa di olive a 300 e 500 °C. Trattamenti con le stesse lettere non mostrano differenze signifi-
cative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-Newman-Keuls all’interno dei gruppi).

Sex Ratio 9:J Tabella 8: Rapporto femmina (%):maschio () tra gli adulti dell’F1 di B. oleae
CONT | 11 | ANT - sfarfallati a seguito delle prove di ingestione. CONT = Controllo; ANT = Con-
HA-5 1:0 | MET-5 11 trollo negativo; HA-5 = Acido Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico
HA-1 1:0 | MET-1 11 0,1%; HA-2 = Acido Harzianico 0,02%; 6PP-5 = 6-pentyl-a-pirone 0,5%;
HA-2 21 | MET-2 11 6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%; 6PP-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 =

Ossicloruro di Rame 0,5%; Cu-1 = Ossicloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossi-

6PP-5 | 1.1 | TRI-5 - cloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di metaboliti secondari estratti da co-

SEE; 2; $§:-; i; lonie di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend di metaboliti secondari
C 5 : K - 1j1 estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,1%; MET-2 = Blend di meta-

u- - : boliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,02%; TRI-5 =
Cu-1 - | Rep. MIX 1:1

Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnispo-

Cu-2 11 | Att. MIX 11 | yum0,5%; TRI-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Tricho-
derma saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum
0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MIX = 150 pl di miscela di Acque Affumicate ottenute da cellulosa, legno,
mais ed erba medica, a 300 e 500 °C ; Att. MIX = 150 pl di miscela di Acque Affumicate ottenute da sansa di olive a
300 e 500 °C.
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Tabella 9: Numero di olive, numero di individui che hanno raggiunto I'eta adulta maschi () e femmine () e che sono
morti allo stadio preimaginale (Pupari) e valori totali, per ogni trattamento ed esposizione. Repliche: © prima, = se-
conda, ®terza, @ quarta,  quinta, @ sesta, @ settima ed © ottava. CONT = Controllo; ANT = Controllo negativo;
HA-5 = Acido Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico 0,1%; HA-2 = Acido Harzianico 0,02%; 6PP-5 = 6-pentyl-
a-pirone 0,5%; 6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%; 6PP-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 = Ossicloruro di Rame 0,5%;
Cu-1 = Ossicloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossicloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di metaboliti secondari estratti
da colonie di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium
aleurites 0,1%; MET-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,02%; TRI-5 =
Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,5%; TRI-1 = Blend di metaboliti
secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da
colonie di Trichoderma saturnisporum 0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MIX = 150 ul di miscela di Acque
Affumicate ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300 e 500 °C ; Att. MIX = 150 pl di miscela di Acque
Affumicate ottenute da sansa di olive a 300 e 500 °C.
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Dati Molecolari

Effetti dei trattamenti sul simbionte nei bulbi esofagei (BE)
Il trattamento MET-1 ha aumentato la carica di “Ca. Erwinia dacicola”, mentre MET-2 ne ha limi-

tato la proliferazione. TRI-1 ha fortemente abbattuto la carica, anche pit che TRI-5, mentre il trat-
tamento piu diluito TRI ha portato a livelli di presenza del simbionte elevati, ma non tanto quanto
MET-1. L’utilizzo di Karrikinolide e della miscela Rep. MIX ha molto limitato il microrganismo,
quasi quanto Cu-2, ma non quanto ANT. L’Ossicloruro di Rame ha abbattuto la carica batterica, ma
con il trattamento Cu-1 si e ottenuto un incremento alla proliferazione maggiore che in tutti gli altri
trattamenti del gruppo, anche maggiore che nel controllo. Pur rimanendo in quantita molto limitate,
la presenza di “Ca. Erwinia dacicola” riscontrata nei BE e concentrazione-dipendente, in modo in-
verso per i trattamenti con HA e 6PP. La soluzione piu concentrata ha portato ad un abbassamento
(HA-5) della proliferazione rispetto al controllo che si € attestato intorno alle 1200 copie, analoga-
mente a quanto ottenuto con 6PP-5. All’aumentare della diluizione, invece, il quantitativo registrato
e stato sempre maggiore, fino a superare il controllo con 6PP-2. Att. MIX ha causato un aumento

del numero di copie medie (1801) (Grafico 4).
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Grafico 4: Numero di copie di “Ca. Erwinia dacicola” rinvenute mediante Real-Time gPCR nei bulbi esofagei (BULBI,
@) e negli intestini (ADDOMI, @) di B. oleae a seguito dei biosaggi di ingestione. CONT = Controllo; ANT = Controllo
negativo; HA-5 = Acido Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico 0,1%; HA-2 = Acido Harzianico 0,02%; 6PP-5 =
6-pentyl-a-pirone 0,5%; 6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%; 6PP-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 = Ossicloruro di
Rame 0,5%; Cu-1 = Ossicloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossicloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di metaboliti
secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie
di Coniothyrium aleurites 0,1%; MET-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites
0,02%; TRI-5 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,5%; TRI-1 = Blend
di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari
estratti da colonie di Trichoderma saturnisporum 0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MI1X = 150 pl di miscela di
Acque Affumicate ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300 e 500 °C ; Att. MIX = 150 ul di miscela di
Acque Affumicate ottenute da sansa di olive a 300 e 500 °C.
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Effetti dei trattamenti sul simbionte negli Intestini (ADs)
La presenza di “Ca. Erwinia dacicola” riscontrata negli ADs segue la stessa variabilita registrata nei

BE, complessivamente si registra una presenza molto piu limitata nella zona addominale di B. oleae
rispetto all’area designata ad accoglierlo (Tabella 10). Il trattamento K ha portato ad un abbassa-
mento del numero di copie (45,96 in media), con valori simili a quelli ottenuti con Cu-5 (38,8), Cu-
2 (50,7) e 6PP-5 (40,13). La proliferazione batterica € stata invece molto spinta con il trattamento
Att. MIX (1860 molecole in media) e con MET-1, TRI-2 e TRI-1. In Rep. MIX si registrano 160
copie, un valore intermedio tra MET-5 e MET-2, ma comunque piu elevato di quanto ottenuto con
K, Cu-5, Cu-2, 6PP ed HA. Le diluizioni minori di HA e 6PP hanno portato ad un’importante pre-

senza di batterio.

COPIE
CONT 190 Ad Tabella 10: Quantitativo di copie di “Ca. Erwinia dacicola” nei bulbi esofagei
ANT 36:9()1 0,000 (BULBI, 0)_e negli mtespm (ADDOMI, @) di B. oleae dopo i biosaggi di mgestlgne,

’ ’ rilevate mediante Real-Time qPCR. CONT = Controllo; ANT = Controllo negativo;
HA-5 600,497) 0,006| A 5= Acido Harzianico 0,5%; HA-1 = Acido Harzianico 0,1%; HA-2 = Acido Har-
HA-1 987,306 0,007 zjanico 0,02%; 6PP-5 = 6-pentyl-a-pirone 0,5%; 6PP-1 = 6-pentyl-a-pirone 0,1%;
HA-2 1291,242] 0,010/ pp-2 = 6-pentyl-a-pirone 0,02%; Cu-5 = Ossicloruro di Rame 0,5%; Cu-1 = Ossi-
6PP-5 789,731 0,003| cloruro di Rame 0,1%; Cu-2 = Ossicloruro di Rame 002%; MET-5 = Blend di meta-
6PP-1 878,297| 0,009 boliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,5%; MET-1 = Blend
6PP-2 1306,116] 0,009 di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,1%; MET-2 =
Cu-5 488255 0,003] Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Coniothyrium aleurites 0,02%;
Cu-1 1429.081| 0,019| TRI-5=Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma saturnispo-
Cu2 286,406 0,003| rum 0,5%; TRI-1 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Trichoderma
MET-5 200,064| 0,009 saturnisporum 0,1%; TRI-2 = Blend di metaboliti secondari estratti da colonie di Tri-

choderma saturnisporum 0,02%; K = Karrikinolide 0,0001%; Rep. MIX = 150 ul di
miscela di Acque Affumicate ottenute da cellulosa, legno, mais ed erba medica, a 300
e 500 °C ; Att. MIX = 150 pl di miscela di Acque Affumicate ottenute da sansa di

MET-1 2518,977| 0,098
MET-2 1557,483| 0,013

TRI-5 573,9701 0,015 ;36 2300 € 500 °C.
TRI-1 349,887 0,085
TRI-2 1941,682 0,094
K 180.812| 0,003

Rep. MIX = 146,804| 0,011
Att. MIX  1801,014] 0,127

Benché anche graficamente (Grafico 4), si noti una differenza nei risultati medi ottenuti con i vari
trattamenti saggiati, questa non viene registrata dai test statistici parametrici né tantomeno da quelli
non parametrici. Sulla base di questa apparente anomalia, gia registrata in precedenti prove prelimi-
nari, si & quindi proceduto alla valutazione della presenza di “Ca. Erwinia dacicola” nei BE di esem-

plari di OLF selvatici lungo I’intero periodo di attivita.
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Variabilita stagionale
Il quantitativo di simbionte individuato negli adulti neosfarfallati di OLF raccolti presso il Parco

Gussone in Portici (NA) é stato simile per gli stessi periodi dei due anni di analisi. Per entrambi gli
anni, in agosto si e registrato il quantitativo massimo, mentre a settembre il minimo. Le rilevazioni
climatiche mostrano che il 2019 ¢ risultato piu caldo e meno umido dell’anno precedente. La tem-
peratura e I’umidita relativa registrate sono risultate diverse nel mese di agosto e dicembre ¢, in

entrambi i casi, si sono evidenziate differenze di carica batterica (Grafico 5).

40 UMIDITA % —TMAX °C —TMEDIA °C —TMIN °C r 100
35

30
25
20
15
10

o

1500
1250
1000

500
250 I
0 — I

AGO-18 SETT-18 OTT-18 NOV-18 DIC-18 AGO-19 SETT-19 OTT-19 NOV-19 DIC-19
Grafico 5: Grafico in alto: Temperature massime (@ = TMAX °C), medie (® = TMED °C) e minime (® = TMIN °C)
ed Umidita (® = UMIDITA %) registrate tra agosto (AGO) e dicembre (DIC) nel biennio 2018-2019 a Portici (NA).
Grafico in basso: quantitativo di “Ca. Erwinia dacicola” in bulbi esofagei di adulti selvatici di B. oleae neosfarfallati da
agosto (AGO) a dicembre (DIC), nel biennio 2018-2019 a Portici (NA).
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Composti Volatili
Biosaggi Topici

A seguito dell’applicazione topica di SW, non é stata riscontrata nessuna variazione qualitativa nel

comportamento o nei movimenti degli individui trattati nel corso delle 3 settimane di prova (Grafico

6).
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Grafico 6: Dati di mortalita (%) di adulti maschi (&) e femmine (9) B. oleae nel biosaggio con applicazioni topiche di
singole gocce di 1 pl 0 0,5 pl sul torace. Cont. = Goccia di acqua distillata; Rep. MIX = Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C; Att. MIX = Miscela in parti uguali delle SW
ottenute da sansa a 300 e 500 °C.

Saggi Olfattometrici
La distribuzione delle risposte tra Attrattivita, Repellenza ed Indecisione é risultata statisticamente

differente al test del x> (p value 0,005) tranne per il saggio con 6PP alla concentrazione di 107
(Grafico 7).

Alla concentrazione minore, il 6PP non ha interferito con la capacita degli insetti di individuare le
olive. All’aumentare della concentrazione, viceversa, ’interferenza ha determinato un aumento
dell’indecisione, indipendentemente dal sesso degli insetti. Gli individui rimanevano fermi sul posto

a pulirsi le antenne piuttosto che prendere una decisione di qualsiasi tipo.

Il saggio con il 6PP non associato alle olive, € stato effettuato allo scopo di verificare se la mancanza

di una precisa scelta fosse dovuta alla sola sostanza o ad un effetto combinato con la presenza delle
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olive. La prova ha determinato una distribuzione tra le tre possibili risposte del 33%, mentre nel
controllo Aria-Aria, cui questo saggio va paragonato, la distribuzione era praticamente equa tra i
due bracci con meno del 5% di indecisione.

100%

*
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
3 @ ) ? ) ? ) ? ) ?

Distribuzione risposte (%)

3 ?
ARIA ARIA 6PP 1073 6PP 1072 6PP 107! 6PP 107!
+OLIVE + OLIVE + OLIVE
vs ARIA vs OLIVE vs ARIA vs ARIA vs ARIA vs ARIA

W Attrattivita ™ Repellenza Indecisione

Grafico 7: Distribuzione (%) delle risposte tra Attrattivita (@), Repellenza (@) e Indecisione (®) di adulti maschi (J)
e femmine (%) di B. oleae in saggio olfattometrico. ARIA vs ARIA = controllo con entrambe le camere laterali vuote;
ARIA vs OLIVE = controllo con 12 olive, attrattive, offerte in contrapposizione ad aria pura; 6PP 10 + OLIVE vs
ARIA = 6-pentyl-a-pirone a concentrazione 107 offerto in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione
ad aria pura; 6PP 102 + OLIVE vs ARIA = 6-pentyl-a-pirone a concentrazione 102 in combinazione con 12 olive,
attrattive, e offerto in contrapposizione ad aria pura; 6PP 10! + OLIVE vs ARIA = 6-pentyl-o-pirone a concentrazione
101 offerto in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; 6PP 10 vs ARIA = 6-pentyl-
a-pirone a concentrazione 107! offerto solo e in contrapposizione ad aria pura. Test ¥2 utilizzando quanto registrato nel
controllo come risultati attesi. *= differenza significativa (p value <0,005).

I saggi olfattometrici con SWs (Grafico 8) hanno evidenziato elevata indecisione con quelle derivate
da M. sativa, indipendentemente dalla temperatura di pirolisi e da Z. mais, quando prodotta a 300
°C. MAIS 500 ha invece un effetto maggiormente repellente. Nelle restanti SWs la repellenza e
stata registrata in almeno il 50% degli individui. Gli effetti maggiori sono stati ottenuti con la con-
centrazione massima di CELL 500, che ha provocato repellenza nel 76% delle femmine e nel 63%
dei maschi, e WOOD 500, repellente per il 70% delle femmine.

Anche per le SWs ottenute da sansa 1’effetto registrato ¢ funzione diretta della concentrazione, ma
la risposta prevalente é stata di tipo attrattivo. La concentrazione minore provata di Olive waste 500
e Olive waste 300 é risultata attrattiva per il 40% dei maschi e delle femmine esposte, rispettiva-
mente. A questa concentrazione, almeno il 30% degli individui saggiati ha scelto il braccio in cui
era presente la sostanza in combinazione con le olive. Quando non diluite, il loro effetto attrattivo e
aumentato ulteriormente. Olive waste 300 é risultata attrattiva per il 60% delle femmine ed il 53%
dei maschi, mentre Olive waste 500 lo é stata in maniera minore, attraendo poco meno della meta
degli insetti saggiati, indipendentemente dal sesso. L’attrattivita registrata non e paragonabile con
i1 90% di preferenze registrato con I’esposizione delle sole olive. Tutti i dati ottenuti sono risultati
statisticamente differenti rispetto al controllo Aria-Olive, con effetti di repellenza o di attrattivita.
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Grafico 8: Distribuzione (%) delle risposte tra Attrattivita (@), Repellenza (@) e Indecisione (@) di adulti maschi (&)
e femmine (Q) di B. oleae in saggio olfattometrico con differenti SWs a concentrazione 10% (grafico in alto) e 100%
(grafico in basso). ARIA vs ARIA = controllo con entrambe le camere laterali vuote; ARIA vs OLIVE = controllo con
12 olive, attrattive, offerte in contrapposizione ad aria pura; CELL 500 + OLIVE vs ARIA= Smoke Water ottenuta da
cellulosa a 500 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; CELL 300 +
OLIVE vs ARIA= Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in
contrapposizione ad aria pura; WOOD 500 + OLIVE vs ARIA = Smoke Water ottenuta da legno a 500 °C offerta in
combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; WOOD 300 + OLIVE vs ARIA = Smoke
Water ottenuta da legno a 300 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura;
MAIS 500 + OLIVE vs ARIA = Smoke Water ottenuta da mais a 500 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive,
e in contrapposizione ad aria pura; MAIS 300 + OLIVE vs ARIA = Smoke Water ottenuta da mais a 300 °C offerta in
combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; aa 500 + OLIVE vs ARIA = Smoke Water
ottenuta da erba medica a 500 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; oo
300 + OLIVE vs ARIA = Smoke Water ottenuta da erba medica a 300 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive,
e in contrapposizione ad aria pura; Olive Waste 500 + OLIVE vs ARIA = Smoke Water ottenuta da sansa a 500 °C
offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; Olive Waste 300 + OLIVE vs ARIA
= Smoke Water ottenuta da sansa a 300 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad
aria pura. Test y2 utilizzando quanto registrato nel controllo come risultati attesi ed indicato in funzione del controllo
ARIA vs ARIA e ARIA vs OLIVE. * = differenza significativa (p value < 0,005); ** = differenza significativa (p value
<0,01); *** = differenza significativa (p value <0,05); + = differenza non significativa.

Per valutare gli effetti delle miscele Rep. MIX e Att. Mix, & stato necessario, per entrambi i sessi,
tarare il sistema sia con entrambe le camere laterali vuote, che con il numero minimo di 12 olive, in
aggiunta al controllo Aria pura vs Olive (Grafico 9). La miscela di SW Rep. MIX non diluita e
risultata repellente e la sua presenza ha coperto 1’attrattivita delle olive con cui e stata offerta in
combinazione al punto tale che le femmine non hanno mai scelto quella direzione, determinando
differenze significative rispetto a tutti e tre i controlli (p value <0,005). Al 10% di diluizione, la
miscela ha aumentato 1’indecisione (70% e 56% delle risposte rispettivamente per maschi e fem-
mine), che e risultato cosi I’effetto preponderante. La miscela Att. MIX per entrambe le concentra-
zioni é risultata fortemente attrattiva quando offerta da sola rispetto al flusso di Aria pura, con una
distribuzione delle risposte statisticamente paragonabile a quella ottenuta con il controllo Aria-
Olive, con un’indecisione di solo il 13% delle femmine con Att. MIX 10%. Risposta simile é stata
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registrata quando la stessa miscela é stata esposta assieme alle olive, con risultati sempre paragona-
bili al controllo Aria-Olive.
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Grafico 9: Distribuzione (%) delle risposte tra Attrattivita (@), Repellenza (@) e Indecisione (@) di adulti maschi (&)
e femmine (9) di B. oleae in saggio olfattometrico con due SWs a concentrazione 10% (grafico in alto) e 100% (grafico
in basso). ARIA vs ARIA = controllo con entrambe le camere laterali vuote; OLIVE vs OLIVE = controllo con entrambe
le camere riempite con 12 olive, attrattive; ARIA vs OLIVE = controllo con 12 olive, attrattive, offerte in contrapposi-
zione ad aria pura; Rep. MIX + OLIVE vs ARIA = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno, mais
e erba medica a 300 e 500 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura; Att.
MIX vs ARIA = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C offerta sola ed in contrapposizione
ad aria pura; Att. MIX vs OLIVE = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C offerta sola ed in
contrapposizione a 12 olive, attrattive; Att. MIX + OLIVE vs OLIVE = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da
sansa a 300 e 500 °C offerta in combinazione con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione a 12 olive, attrattive; Att.
MIX + OLIVE vs ARIA = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C offerta in combinazione
con 12 olive, attrattive, e in contrapposizione ad aria pura. Test y2 utilizzando quanto registrato nel controllo come
risultati attesi ed indicato in funzione del controllo ARIA vs ARIA, OLIVE vs OLIVE e ARIA vs OLIVE. * = differenza
significativa (p value < 0,005); ** = differenza significativa (p value <0,05); + = differenza non significativa.

Quando Att. MIX e stata offerta in contrapposizione ad altre olive la distribuzione registrata tra le
risposte € stata piu equilibrata. Se saggiata da sola e diluita al 10% ha fatto registrare indecisione
nel 16% degli individui maschi e nel 20% delle femmine. Alla concentrazione massima ha causato
indecisione nel 23% dei maschi ma solo del 6% nelle femmine, infatti in questo caso la distribuzione
risulta statisticamente meno differente rispetto al controllo Aria-Aria (p value <0,05) e simile a

quello Olive-Olive.

Att. Mix offerta in combinazione con le olive e verso altre olive ha provocato ancora indecisione,
portandola fino al 20% nei maschi con la diluizione al 10% e causando una differenza significativa

(p value >0,005) rispetto a tutti i controlli. Nelle stesse condizioni 1’indecisione ¢ stata dimezzata
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nelle femmine e cio ha reso la distribuzione simile al controllo Olive-Olive. Portando la concentra-
zione della SW al 100% la distribuzione risulta statisticamente simile al controllo Aria-Aria per

entrambi i sessi ed anche al controllo Olive-Olive per le femmine.
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Grafico 10: Risposta media EAG (mV) registrata su adulti femmine (®) e maschi (®) di B. oleae di due settimane a
stimoli di 5 pl, 10 pl e 15 pl. ao 300 = Smoke Water ottenuta da erba medica a 300 °C; oo 500 = Smoke Water ottenuta
da erba medica a 500 °C; WOOD 300 = Smoke Water ottenuta da legno a 300 °C; WOOD 500 = Smoke Water ottenuta
da legno a 500 °C; MAIS 300 = Smoke Water ottenuta da mais a 300 °C; MAIS 500 = Smoke Water ottenuta da mais
a 500 °C; CELL 300 = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300 °C; CELL 500 = Smoke Water ottenuta da cellulosa a
500 °C; Olive Waste 300 = Smoke Water ottenuta da sansa a 300 °C; Olive Waste 500 = Smoke Water ottenuta da sansa
a 500 °C. Trattamenti con le stesse lettere non mostrano differenze significative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-
Newman-Keuls all’interno dei gruppi).

Come mostrato in Grafico 10, I’intensita della risposta delle antenne dei soggetti € quasi sempre
dose-dipendente. All’aumentare del volume insufflato, la risposta dei soggetti aumenta, indipenden-
temente dal sesso e dal tipo di SW saggiata. La risposta media maggiore € ottenuta con 15 pl di SW
ao 500 per entrambi i sessi. Nel saggio MAIS 500, 5 ul si € registrata una maggiore reattivita
dell’antenna maschile rispetto a quelle registrate con dose di 10 pl: 0,892 e 0,802 mV rispettiva-
mente. La minore risposta ¢ stata registrata con 5 pl di MAIS 500 per le femmine (0,338 mV) e con
10 pl della stessa sostanza per i maschi (0,802 mV). Per le femmine le maggiori differenze sono
state registrate tra MAIS 300 (15 ul) e MAIS 500 (5 pl). Nei saggi elettroantennografici con le SWs
CELL, nessuna differenza statistica & stata rilevata per le femmine, con i valori minimo e massimo

registrati di 0,632 e 1,605 mV, mentre per i maschi la maggior differenza registrata ha riguardato i
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saggi CELL 300 (15 pl) e CELL 300 (5 ul). La risposta maggiore ¢ stata registrata, per entrambi i

sessi, con 15 pl di aa 500.

Caratterizzazione GC-MS delle Acque Affumicate

Le caratterizzazioni gascromatografiche hanno evidenziato differenze tra i profili dei composti pre-
senti nelle SWs. In Figura 11 sono riportati i cromatogrammi risultati dall’analisi GC-MS delle
miscele Att. MIX e Rep. MIX in cui sono indicati i tempi di ritenzione dei principali composti
separati dal cromatografo. Le differenze tra i profili delle varie SWs risultano meno evidenti a se-
guito della reazione con tetrametil silano (TMS) (Grafico 12 e Grafico 14) e sono state individuate

37 molecole volatili e 16 non volatili (Grafico 11 e Grafico 13).
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Grafico 11: A: Heatmap e dendogramma del clustering con distanza euclidea e metodo Ward delle principali molecole
identificate (SI>90%) in GC-MS nelle SWs e in due miscele. Cluster raggruppati in base alla prossimita. Le caselle
bianche indicano ’assenza della molecola. ao 300 = Smoke Water ottenuta da erba medica a 300 °C; oo 500 = Smoke
Water ottenuta da erba medica a 500 °C; WOOD 300 = Smoke Water ottenuta da legno a 300 °C; WOOD 500 = Smoke
Water ottenuta da legno a 500 °C; MAIS 300 = Smoke Water ottenuta da mais a 300 °C; MAIS 500 = Smoke Water
ottenuta da mais a 500 °C; CELL 300 = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300 °C; CELL 500 = Smoke Water ottenuta
da cellulosa a 500 °C; Olive Waste 300 = Smoke Water ottenuta da sansa a 300 °C; Olive Waste 500 = Smoke Water
ottenuta da sansa a 500 °C; Rep. MIX = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba
medica a 300 e 500 °C; Att. MIX = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C. B: molecole
differenziali.
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Figura 11: Cromatogrammi delle analisi GC-MS delle miscele di SWs Att. MIX (A) e Rep. MIX (B) svolte presso la
School of Molecular Sciences dell’University of Western Australia, in Crawley (Perth — WA) dal Prof Gavin Flematti.
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Grafico 12: Analisi PCA delle SW e nelle due miscele analizzate in GC-MS. oo 300 = Smoke Water ottenuta da erba
medica a 300 °C; oo 500 = Smoke Water ottenuta da erba medica a 500 °C; WOOD 300 = Smoke Water ottenuta da
legno a 300 °C; WOOD 500 = Smoke Water ottenuta da legno a 500 °C; MAIS 300 = Smoke Water ottenuta da mais a
300 °C; MAIS 500 = Smoke Water ottenuta da mais a 500 °C; CELL 300 = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300
°C; CELL 500 = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 500 °C; Olive Waste 300 = Smoke Water ottenuta da sansa a 300
°C; Olive Waste 500 = Smoke Water ottenuta da sansa a 500 °C; Rep. MIX = Miscela in parti uguali delle SW ottenute
da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C; Att. MIX = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa
a 300 e 500 °C.
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Grafico 13: A: Heatmap e dendogramma del clustering con distanza euclidea e metodo Ward delle principali molecole
identificate (S1>90%) in GC-MS nelle SWs e in due miscele, dopo reazione con Tetrametil silano (TMS). Cluster rag-
gruppati in base alla prossimita. Le caselle bianche indicano 1’assenza della molecola. oo 300_TMS = Smoke Water
ottenuta da erba medica a 300 °C dopo reazione con TMS; aa 500_TMS = Smoke Water ottenuta da erba medica a 500
°C dopo reazione con TMS; WOOD 300_TMS = Smoke Water ottenuta da legno a 300 °C dopo reazione con TMS;
WOOD 500_TMS = Smoke Water ottenuta da legno a 500 °C dopo reazione con TMS; MAIS 300_TMS = Smoke
Water ottenuta da mais a 300 °C dopo reazione con TMS; MAIS 500_TMS = Smoke Water ottenuta da mais a 500 °C
dopo reazione con TMS; CELL 300_TMS = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300 °C dopo reazione con TMS;
CELL 500 _TMS = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 500 °C dopo reazione con TMS; Olive Waste 300_TMS =
Smoke Water ottenuta da sansa a 300 °C dopo reazione con TMS; Olive Waste 500_TMS = Smoke Water ottenuta da
sansa a 500 °C dopo reazione con TMS; Rep. MIX_TMS = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno,
mais e erba medica a 300 e 500 °C dopo reazione con TMS; Att. MIX_TMS = Miscela in parti uguali delle SW ottenute
da sansa a 300 e 500 °C dopo reazione con TMS. B: molecole differenziali.
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Grafico 14: Analisi PCA delle SW e nelle due miscele analizzate in GC-MS dopo reazione con Tetrametil silano (TMS).
aoa 300_TMS = Smoke Water ottenuta da erba medica a 300 °C dopo reazione con TMS; aa 500_TMS = Smoke Water
ottenuta da erba medica a 500 °C dopo reazione con TMS; WOOD 300_TMS = Smoke Water ottenuta da legno a 300
°C dopo reazione con TMS; WOOD 500 _TMS = Smoke Water ottenuta da legno a 500 °C dopo reazione con TMS;
MAIS 300_TMS = Smoke Water ottenuta da mais a 300 °C dopo reazione con TMS; MAIS 500_TMS = Smoke Water
ottenuta da mais a 500 °C dopo reazione con TMS; CELL 300_TMS = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300 °C
dopo reazione con TMS; CELL 500_TMS = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 500 °C dopo reazione con TMS;
Olive Waste 300_TMS = Smoke Water ottenuta da sansa a 300 °C dopo reazione con TMS; Olive Waste 500_TMS =
Smoke Water ottenuta da sansa a 500 °C dopo reazione con TMS; Rep. MIX_TMS = Miscela in parti uguali delle SW
ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C dopo reazione con TMS; Att. MIX_TMS = Miscela in
parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C dopo reazione con TMS.

La distanza minima registrata nei dendogrammi ottenuti utilizzando la cluster analysis, si evidenzia
tra Olive Waste 300 e la miscela Att. MIX e Olive Waste 300_TMS e Rep. MIX. La PCA mostra
comunque Olive Waste 300 e Att. MIX molto simili tra loro sia pre- che post-reazione con TMS
(Grafico 12 e Grafico 14). Tra le molecole presenti in tutte le SWs, quella maggiormente presente
e il phenol,2-methoxy- conosciuta anche con il nome guaiacol e responsabile del forte odore di
affumicato che caratterizza tutti questi prodotti. Un altro composto molto presente e caratteristico €
il furfurale, un’aldeide che ha una DL50 di 4-500 mg/kg per i topi e puo risultare irritante al contatto
(Hoydonckx et al., 2007). Altre due SWs vicine tra loro nel clustering ma lontane dalle altre sono
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le due CELL, con una prossimita maggiore rispetto a quella riscontrata tra ao 500 e Wood 500.
CELL 300 ¢ risultata essere piu ricca in VOCs ma, tra i due, CELL 500 ¢ I’unica ad avere I’idrochi-
none, noto anche per essere uno dei due componenti principali delle espulsioni esplosive utilizzate
dai coleotteri bombardieri per la difesa (Attygalle et al., 2020). Nel profilo gascromatografico di
CELL 500 non sono presenti il 1-(2-furanil)-etanone ed il 2-metossi-4-metil-fenolo, presenti invece
nelle SWs risultate attrattive e nella miscela Att. MIX. | due CELL sono le uniche SWs saggiate a
contenere maltolo, conservato anche in Rep. MIX, in cui si presenta in ancora maggiore concentra-
zione. La maggior distanza tra i cluster dei composti volatili rilevati nell’analisi GC/MS ¢ registrata

tra ciclopentanone e metilpirazina, presente solo in aa 300 e aa 500.

A seguito della reazione con TMS, la sola sostanza non volatile individuata in Olive Waste
500 _TMS e stata la dietilformamide,N,N-. Benché aa 500 risulti essere complessivamente la SW
con meno composti volatili, come confermato anche dalla distanza registrata nella PCA, é contem-
poraneamente anche tra le quattro con pit composti non volatili, assieme a CELL 500_TMS, MAIS
500_TMS e CELL 300_TMS. La distanza maggiore nella PCA in questo caso € stata registrata tra
ac 500 TMS e WOOD 500 TMS.

Prove di Campo

I dati inerenti le catture rilevate per ogni cluster nel biennio di prove di campo 2019-2020 sono stati
espressi come valori medi e per numero totale di adulti catturati con le trappole cromo-chemiotro-
piche. Non é stato necessario analizzare i dati in funzione del sesso poiché le catture erano del tutto
simili.

Le catture medie nelle prove Rep. MIX sono rimaste sempre basse in Calabria (Grafico 15), con un
valore massimo di 9,6 individui in media registrato in corrispondenza del periodo della raccolta
aziendale delle olive. Le catture ottenute con Att. MIX sono risultate sempre molto elevate rispetto
agli altri cluster, lungo I’intero periodo di prove, con valori medi maggiori rispetto anche al controllo
con pannelli collati attivati con bicarbonato di ammonio e feromoni (Y T+attr.), risultando statisti-
camente differenti da tutti gli altri (Tabella 11).
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Grafico 15: Catture medie e deviazione standard di B. oleae rilevate nel sito di Crotone (KR) nel biennio 2019-2020 e
andamento medio delle temperature minime (@ = tmin), medie (® = tmed) e massime (@ = tmax) nello stesso periodo.
CAO (@) =Caolinoirrorato su chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15 ml per dispenser; Rep. MIX (®) = Miscela
in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; Att. MIX
(@) = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT (@) = Controllo
(YYellow Trap), solo pannello non caricato; YT + attr. (@) = Controllo (Yellow Trap), pannello con esche.
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Tabella 11: Differenze significative per le catture medie di B. oleae rilevate a

Crotone (KR) e a Pozzilli (1S) durante il biennio 2019-2020. CAO (®) = Cao-
lino irrorato su chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15 ml per dispenser;
Rep. MIX (@) = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno,
mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; Att. MIX (@) = Miscela
in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser;
YT (@) = Controllo (Yellow Trap), solo pannello non caricato; YT + attr. (@)
= Controllo (Yellow Trap), pannello con esche. Trattamenti con le stesse lettere
non mostrano differenze significative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-New-
man-Keuls all’interno dei gruppi).

MIRI
Rep. MIX
Att. MIX
YT

YT + attr.
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Nell’azienda collocata in Molise (Grafico 16), le catture sono state molto basse e in tutte le prove,
fino ad ottobre. Le catture ottenute con Att. MIX non sono state superiori al controllo YT+attr, ma
il test S-N-K indica che sono prossime ai valori registrati nel controllo in ogni periodo. | dati raccolti
nelle prove con Rep. MIX hanno mostrato, anche in quest’area, un effetto repellente, statisticamente
paragonabile a quello rilevato nelle prove con CAO e MIRI. Il valore massimo di catture per Rep.
MIX e stato registrato in corrispondenza del periodo della raccolta aziendale delle olive e pari a 4,6,
ci sono comunque piu basso che con gli altri due trattamenti con i repellenti CAO e MIRI, dove i

dati medi di cattura massima sono stati rispettivamente di 8 e 7,8.
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Grafico 16: Catture medie e deviazione standard di B. oleae rilevate nel sito di Pozzilli (I1S) nel biennio 2019-2020 e
andamento medio delle temperature minime (@ = tmin), medie (® = tmed) e massime (@ = tmax) nello stesso periodo.
CAO (@) =Caolinoirrorato su chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15 ml per dispenser; Rep. MIX (®) = Miscela
in parti uguali delle SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; Att. MIX
(®) = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT (@) = Controllo
(YYellow Trap), solo pannello non caricato; YT + attr. (@) = Controllo (Yellow Trap), pannello con esche.

Il numero medio di ferite di ovideposizione/drupa, registrato al momento della raccolta sui campioni
in entrambi i siti, si attesta su valori simili per gli stessi trattamenti (Grafico 17). Il danno riscontrato
sulle olive dei cluster trattati con Att. MIX e paragonabile a quello di entrambi i controlli. Per le
prove con Rep. MIX c’¢ stato un numero di ferite piu limitato, e statisticamente simile a quello
rilevato nelle prove CAO e MIRI. La percentuale di ferite di ovideposizione per le diverse prove e
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indicata in Tabella 12. Il numero minimo é stato rinvenuto con MIRI (KR) e con CAO (IS). Nei

cluster Att. MIX, YT e YT + attr. la totalita della produzione e stata vistata da OLF, mentre con

Rep. MIX si raggiungono valori del 73,3 e 90%, rispettivamente sui siti KR e IS. Statisticamente, il

numero medio di uova deposte € nettamente superiore per Att. MIX, YT e YT + attr. in entrambi i

siti. Si rileva differenza statistica anche rispetto al numero medio di punture sterili negli stessi clu-

ster. Nelle prove con Rep. MIX, il nonostante una percentuale comunque alta di frutti visitati, il

numero medio di punture rimane basso. Il rapporto tra punture sterili e fertili raggiunge infatti i

valori di 1,38:1 a Crotone, unico caso in cui il numero di punture sterili e risultato maggiore delle

uova deposte, e 0,9:1 a Pozzilli, similmente a quanto accaduto nelle prove con CAO e MIRI. Tali

valori sono risultati sempre molto distanti rispetto a quanto ottenuto negli altri 3 tipi di cluster.

% attacco
su 30 olive
(punture)

Prove

S-N-K
Punture

sterili/attive

53,33

IS

MIRI
Rep. MIX
Att. MIX
YT
YT + attr.

MIRI
Rep. MIX
Att. MIX
YT
YT + attr.

Tabella 12: Percentuali di ferite di ovideposizione (%) e differenze si-
gnificative tra punture sterili ed attive a Crotone (KR) e a Pozzilli (IS).
CAO (®) = Caolino irrorato su chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myri-
stato, 15 ml per dispenser; Rep. MIX (@) = Miscela in parti uguali delle
SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15
ml per dispenser; Att. MIX (@) = Miscela in parti uguali delle SW otte-
nute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT (@) = Controllo
(Yellow Trap), solo pannello non caricato; YT + attr. (@) = Controllo
(Yellow Trap), pannello con esche. Trattamenti con le stesse lettere non
mostrano differenze significative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-
Newman-Keuls all’interno dei gruppi).
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Grafico 17: Numero medio di ferite di ovideposizione senza (@) e con (@) deposizione di uova di B. oleae rilevato
sulle drupe al momento della raccolta nei vari cluster, a Crotone (KR) e a Pozzilli (1S). CAO (®) = Caolino irrorato su
chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15 ml per dispenser; Rep. MIX (@) = Miscela in parti uguali delle SW
ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; Att. MIX (@) = Miscela in parti
uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT (@) = Controllo (Yellow Trap), solo pannello
non caricato; YT + attr. (@) = Controllo (Yellow Trap), pannello con esche. Trattamenti con le stesse lettere non mo-
strano differenze significative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-Newman-Keuls all’interno dei gruppi).
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Discussioni e Conclusioni

| trattamenti effettuati hanno mostrato una significativa influenza sulla fenologia e biologia di B.
oleae e limitato lo sviluppo delle nuove generazioni, similmente a quanto rilevato in bibliografia
anche con altre sostanze (olii essenziali di Pimpinella anisum L., Trachyspermum ammi (L.) Spra-
gue, Thymbra spicata L. e Ocimum gratissimum L.) ed a concentrazioni simili (Rizzo et al., 2020).
I dati relativi all’attivita dei metaboliti secondari estratti da T. harzianum, T. saturnisporum e C.
aleurites, dell’ossicloruro di rame e delle acque affumicate indicano un’ampia variabilita. In parti-
colare, i dati di mortalita hanno evidenziato una maggiore sensibilita delle femmine alla sommini-
strazione di diete addizionate con le sostanze saggiate. Tra queste, le diete a concentrazione minima
di 6PP e media di rame hanno determinato una mortalita simile a quella ottenuta con il controllo
con antibiotico (ANT). L’alta mortalita registrata nel controllo negativo ANT conferma una rela-
zione diretta tra la sopravvivenza di OLF e la consistenza delle popolazioni del simbionte, in accordo
con quanto gia descritto in letteratura da numerosi autori (Capuzzo et al., 2005; Ghanim &
Kontsedalov, 2009; Jurkevitch, 2011; Ben-Yosef et al., 2014, 2015; Estes et al., 2018). Cio sugge-
risce inoltre una possibile attivita antimicrobica di 6PP e di Cu che, confermando i risultati di pre-
cedenti lavori (Sinno et al., 2020), altera anche i restanti parametri valutati, fornendo ulteriori con-
ferme all’importante deterioramento della fitness larvale e degli adulti di B. oleae (Tzanakakis,
1985; Belcari & Bobbio, 1999; Sacchetti et al., 2004; Belcari et al., 2005a; 2005b; Rosi et al., 2007,
Caleca et al., 2010; Tsolakis et al., 2011; Gongalves & Torres, 2012). Un’interpretazione diversa &
necessaria per la elevatissima mortalita ottenuta con la dieta addizionata con metaboliti secondari
di T. saturnisporum e C. aleurites dovuta al nullo o scarso consumo della dieta stessa. Questo effetto
e opposto a quello rilevato in bibliografia per molecole di origine vegetale (olii essenziali di due
Apiaceae e due Lamiaceae) che hanno portato a risultati complessivi simili ma senza alterazione
dell’ingestione (Rizzo et al., 2020).

I dati relativi al numero di ferite da ovideposizione per drupa hanno evidenziato estrema variabilita,
seppure sempre in numero complessivo maggiore nella prima esposizione, con femmine neosfarfal-
late. Questa differenza non pud essere correlata solo alla produzione di feromoni come lo (Z)-9-
tricosene da parte dei maschi giovani (Carpita et al., 2012) che decresce con I’invecchiamento senza
alterare la fisiologia dell’insetto (Benelli et al., 2013; Canale et al., 2013), quanto piuttosto ad un
possibile effetto di saturazione dovuto all’ambiente chiuso utilizzato per i saggi (Navarro-Llopis et
al., 2011) o al fisiologico aumento percentuale di punture sterili da parte di femmine meno giovani
(Rizzo & Caleca, 2006).

62



L’attivita riproduttiva di OLF viene fortemente alterata dall’ingestione di rame (Bigiotti et al.,
2019b; Sinno et al., 2020), come confermato dai saggi svolti con dieta addizionata con Cu-5. Tale
attivita e stata influenzata anche dall’ingestione di diete con estratti ottenuti da C. aleurites a 0,5%
(MET-5) e miscela di acque affumicate Rep. MIX, quest’ultima risultata anche repellente in olfat-

tometro e in pieno campo.

Il numero maggiore di punture sterili € stato ottenuto con dieta addizionata con I’acido harzianico
allo 0,5%, con effetto dose dipendente. Anche i trattamenti con tutte le diluizioni di 6PP, Cu-1 e
karrikinolide hanno determinato un significativo aumento delle punture sterili. Soluzioni come que-
sta mostrano dati simili a quelli ottenuti con le catture massali che interferiscono pero su aspetti
differenti (Petacchi et al., 2003).

Il Karrikinolide ¢ il trattamento che ha limitato maggiormente il simbionte batterico, sia nel bulbo

esofageo sia nell’intestino (analisi molecolari). Inoltre, ¢ stata rilevata un’attivita batteriostatica dose

dipendente di HA e 6PP.

La comunita scientifica ha iniziato ad investigare per identificare molecole e metaboliti secondari
efficaci sugli insetti dannosi e i loro simbionti, andando oltre il classico Bacillus thuringiensis ed i
suoi derivati, individuando complessi di tossine di origine animale, vegetale e sintetica (Naganawa
et al., 1976; Kanaoka et al., 1979; Burnell & Stock, 2000; French-Constant & Bowen, 2000;
Rajagopal & Bhatnagar, 2002; Chattopadhyay et al., 2004; Fitches et al., 2008; Rohlfs & Churchill,
2011; Salvadori et al., 2012; Chang et al., 2013; Sieber et al., 2015; Arora & Douglas, 2017; Luna-
Ramirez et al., 2017; Martinez et al., 2017;Vinale et al., 2017a; 2017b; Saleem et al., 2018; Su et
al., 2018; Mathivanan et al., 2019; Pietri & Liang, 2020; Matloub et al., 2021) da utilizzare in stra-

tegie di controllo innovative.

Dalle analisi molecolari, stagionali e annuali, del batterio simbionte di individui selvatici e del con-
trollo sono emersi valori medi di numerosita molto variabili. In particolare, la consistenza di “Ca.
Erwinia dacicola” é risultata maggiore nel 2019, soprattutto nei mesi di agosto, con temperature piu
elevate e minore umidita relativa, e dicembre. E stato rilevato un andamento stagionale della nume-
rosita della popolazione del simbionte, suggerendo un’influenza ambientale diretta su di esso, im-
portante quanto quella rilevata sull’insetto ospite (Kounatidis et al., 2008; Castrignano et al., 2012;
Ordano et al., 2015). Tale influenza ambientale si é riflessa sui risultati dei biosoaggi svolti, eviden-
ziando come questi fattori esterni possano alterare I’efficacia batteriostatica dei trattamenti in ma-

niera poco prevedibile.
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E interessante notare come le SWs e gli estratti fungini non abbiano mostrato alcun effetto topico,
neanche quando saggiati tal quali in specifiche prove, mentre € riportato che sostanze simili, quando
risultano letali, lo sono gia a basse concentrazioni (Yousef et al., 2013; Salima et al., 2016).

L’effetto repellente delle acque affumicate ottenute in diverse condizioni é correlato alla presenza
di specifici composti dotati di una attivita simile a quella rilevabile in cultivar naturalmente poco
soggette all’attacco della mosca (Bononi & Tateo, 2017). | saggi hanno mostrato differenze tra i
vari tipi di prodotti, con un effetto concentrazione dipendente del tutto in linea con quanto ottenuto

in precedenti prove con le stesse sostanze (Bonanomi et al., 2021).

Le SWs ottenute per pirolisi dalla cellulosa, CELL 300 e CELL 500 causano una forte repellenza,
ma se diluite al 10% aumentano indecisione ed attrattivitda. Un simile sensibile andamento dose
dipendente é stato rilevato anche con le SWs WOOD 500 e MAIS 500, in questo caso con effetto
solo sulle femmine. Una differenza tra le risposte registrate in base al sesso, all’eta ed allo stato di
accoppiamento degli insetti & coerente con quanto noto riguardo il comportamento dei Tefritidi in
generale e di B. oleae in particolare (De Cristofaro et al., 2007; Martin Aluja et al., 2009), che si
distingue comunque per I’inversione di attrazione tra femmine e maschi rispetto agli altri Tefritidi

(Benelli et al., 2013).

Nella gran parte delle prove la diminuzione della concentrazione aumenta le risposte di indecisione.
Quest’ultima ¢ caratterizzata da individui fortemente indecisi che modificano continuamente la pro-
pria scelta, spostandosi da un braccio all’altro della Y, o che non operano alcuna scelta, restando
ferme intente a pulirsi le diverse parti del corpo (in particolare le antenne). Nel caso delle SWs aa
500 e aa 300 le diluizioni incrementano la repellenza, riducendo la confusione. L’effetto fortemente
repellente verso le femmine mostrato alla concentrazione 100% di Rep. MIX. é sostituito da un
effetto di indecisione quando la miscela é diluita al 10%. Risulta interessante notare come la distri-
buzione risulti ancora simile tra i due test con Att. MIX, abbinata e non con olive nella stessa camera

e quando é offerta in alternativa ad olive poste nella seconda camera.

Le SWs di sansa e la miscela Att. MIX, sono le uniche ad aver mostrato un effetto attrattivo per
entrambi i sessi, anch’esso con regolazione dose dipendente diretta. L’attrattivita di Att. MIX, in
combinazione o0 meno con le olive é netta ad entrambe le concentrazioni saggiate e per entrambi i
sessi, quando nell’altro ramo dell’olfattometro non viene offerto nulla di alternativo. Il 6PP da luogo
ad un importante effetto di confusione per entrambi i sessi di OLF similmente a quanto registrato
con altri estratti naturali (Vitanovic¢ et al., 2020). Detto comportamento & stato indotto sia con pre-

senza contemporanea delle olive nella camera sia con il solo 6PP.
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L’elettroantennogramma ha consentito di verificare le alterazioni elettrofisiologiche che descrivono
le risposte ottenute con i test olfattometrici (Canale et al., 2013, 2015; Sacchetti et al., 2016; Giunti
etal., 2020). In particolare, si sono evidenziate risposte agli stimoli concentrazioni dipendenti e con
risposte diverse per i due sessi di OLF, nonostante il numero di sensilli disposti su antenne e palpi
mascellari siano simili, confermando quanto riscontrato in bibliografia (Liscia et al., 2013b; Canale
et al., 2013, 2015; Sacchetti et al., 2016). Risultati simili, sempre dose dipendenti, ma con olii es-
senziali estratti delle foglie di olivo di differenti cultivar, sono stati ottenuti anche a concentrazioni
minori, dimostrando come le emissioni delle piante stesse si modifichino in funzione dell’intensita

di attacco, risultando pit 0 meno attrattive (Malheiro et al., 2015).

L’analisi GC-MS delle acque affumicate risultano coerenti con i test olfattometrici. In particolare,
la differenza minima tra le composizioni in VOCs ¢ risultata essere quella tra 1’acqua affumicata
ottenuta per pirolisi a 300 °C da sansa e la miscela Att. MIX, che hanno dato luogo a risposte attrat-
tive comparabili in olfattometro. Il 5-metil2-furancarbossaldeide e spesso stato individuato come
VOC di varie specie vegetali, dei loro estratti e dei fumi derivati dalla loro combustione (Pons et
al., 1991; Anastasakis et al., 2011; Sung, 2013; Balasubramanian et al., 2014; Oramahi et al., 2020;
Yin et al., 2020). Questo composto e caratterizzato da un odore di arrostito-bruciato (Mahadevan &
Farmer, 2006) ed e presente in alcuni estratti che hanno mostrato attivita larvicida (Ramamurthy &
Krishnaveni, 2014).

L’acqua affumicata ottenuta da legno a 500 °C (Wood 500), provoca la maggior repellenza, soprat-
tutto nei confronti delle femmine, mentre quella ottenuta da erba medica a 500 °C (aa 500) causa la
maggior confusione. In particolare, aa 500 é caratterizzata da un profilo cromatografico semplice e
con pochi picchi significativi e la sua differenza dagli altri estratti € confermata anche dalla distanza

mostrata nella PCA.

La presenza dell’idrochinone e del maltolo, componente della difesa chimica passiva delle Abies
balsamea (L.) Mill. (Pinaceae) nei confronti di Choristoneura fumiferana (Clemens) (Lepidoptera:
Tortricidae) (Williams et al., 2019), potrebbe essere correlata alla piu alta repellenza mostrata da
CELL 300, CELL 500 e Rep. MIX.

Nel biennio di prove in pieno campo, sono state confermate le attivita attrattive/repellenti di Att.
MIX e Rep. MIX gia mostrate nei biosaggi di laboratorio in ambiente controllato, con risultati si-
gnificativamente differenti rispetto al controllo, raggiungendo valori simili a quelli ottenuti con pro-
dotti gia presenti sul mercato (Mass Trapping con pannelli collati e non, trappole McPhail, caolino,
organofosfati, tecniche Attract & Kill) e ben noti per le loro attivita (Broumas, 1985; Broumas et

al., 2002; Mazomenos et al., 2002; Petacchi et al., 2003; Saour & Makee, 2004; lannotta et al.,
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2006; Perri et al., 2006; Margaritopoulos et al., 2008; Noce et al., 2009). La scelta delle due aziende
ha permesso di comparare i risultati evidenziando eventuali effetti legati alle differenti condizioni
pedoclimatiche. Le temperature ed il grado di UR hanno determinato una differente velocita di svi-
luppo delle popolazioni (Spanedda & Terrosi, 2004; Castrignano et al., 2012; Caleca et al., 2016).
Le catture di OLF nei due anni di prova presentano una variabilita limitata. Le due stagioni
estivo/autunnali consecutive sono risultate molto simili in entrambi i luoghi individuati per le prove.
Le temperature massime piu alte sono state registrate in Molise, dove la stagione calda si & protratta
fino alla seconda meta di settembre. | due siti si sono maggiormente differenziati per i dati relativi
alle temperature minime notturne, sempre piu basse nel sito di Pozzilli, dove si é registrata anche
piu frequente piovosita e conseguente umidita relativa elevata. L’efficacia dei trattamenti & piu evi-
dente con livelli alti di popolazione di OLF (Broumas et al., 2002). L’effetto repellente della miscela
Rep. MIX é risultato del tutto simile a quello dovuto ai trattamenti sopra chioma con caolino (Caleca
& Rizzo, 2007) e con miristato, gia identificato come VOC di origine vegetale fortemente attivo
sulla mosca (Rotundo et al., 2001). Anche la capacita attrattiva della miscela Att. MIX é paragona-
bile all’attrattivita delle trappole cromotropiche e YT + attr. (Montiel Bueno & Jones, 2002b; Tan
et al., 2014), con catture addirittura maggiori per entrambi i siti. Risulta interessante notare come
I’attrattivita delle SW sia pero causata esclusivamente da molecole derivate dalla pianta ospite,
quindi di origine vegetale, e non presenti nelle interazioni sessuali tra maschi e femmine (Canale et
al., 2015, 2016). La donnosita effettiva causata alla produzione ha visto, nelle prove con Rep. MIX,
un basso numero di punture in media per drupa. La distribuzione delle punture/ drupe indica una
riduzione drastica e significativa dell’attivita di B. oleae in pieno campo, paragonabile a quella ot-

tenuta con caolino e rame in altri lavori (Pascual et al., 2010; Reza Abbasi Mojdehi et al., 2021).

La benefica attivita di “Ca. Erwinia dacicola” & esercitata con il recupero di fonti proteiche e ami-
noacidiche a seguito della neutralizzazione dei composti vegetali difensivi presenti nella drupa
(Boush & Matsumura, 1967; Lauzon et al., 2003). Il simbionte inoltre ¢ in grado di scindere i com-
plessi oleuropeina-proteine, con rilascio di polimeri che si legano ai polifenoli, e di produrre enzimi
che li degradano (Dowd, 1992; Smith et al., 2005). La prossimita filogenetica di “Ca. Erwinia da-
cicola” con Erwinia non obbligate, potrebbe suggerire una capacita del batterio di utilizzare enzimi
extracellulari (Barras et al., 1984; Mazzon et al., 2008), e supportare 1’ipotesi che anche “Ca. Er-
winia dacicola” utilizzi enzimi specifici (Ben-Yosef et al., 2015). Rimane comunque valida I’ipotesi
secondo cui la larva potrebbe usare il simbionte stesso come fonte di cibo bilanciata e soprattutto
stabilmente disponibile (Petri, 1909; Lemos & Terra, 1991; Prokopy et al., 2000; Ben-Yosef et al.,
2015). Con prove di proteomica proteomica e trascrittomica e stato possibile osservare che, quando

allevate su olive non mature, le larve di OLF e gli endosimbionti sovraesprimono i geni coinvolti
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nella detossificazione degli enzimi e nella secrezione di un inibitore dell’oleuropeina (Pavlidi et al.,
2017). Inoltre, B. oleae assume diete diverse negli stadi preimaginali, monofagi con alimentazione
esclusiva a carico del mesocarpo delle drupe, e da adulti, glicifagi e saprofagi su deiezioni princi-
palmente di uccelli (Bateman, 1972; Fletcher, 1987; Drew & Yuval, 1999). In particolare, la dieta
degli adulti é ricca di carboidrati, con limitate quantita di aminoacidi essenziali (Wackers, 2005;
Douglas, 2006; Lundgren, 2009). Questi ultimi sono necessari per la maturazione delle gonadi e per
la produzione delle uova (Tsiropoulos, 1980, 1983, 1984). La presenza di Ca. Erwinia dacicola nel
bulbo esofageo e la presenza del biofilm batterico all’interno dell’intestino sopperiscono alle ca-
renze nutritive (Drew & Lloyd, 1991; Lemos & Terra, 1991; Drew & Yuval, 1999; Davey &
O’toole, 2000; Estes et al., 2009; Ben-Yosef et al., 2015). In studi recenti, € stato definito il ruolo
del microbiota presente nell’intestino di OLF. Le mosche non riescono di fatto a sfruttare gli ammi-
noacidi non essenziali a meno che non sia presente una consistente popolazione di simbionte. In
diversi studi, sono stati isolati batteri simbionti in diverse specie di Tefritidi con attivita enzimatiche
a carico dell’acido urico e dell’urea presente nell’intestino degli ospiti (Hellmuth, 1956; Lauzon et
al., 2000; Robacker & Lauzon, 2002). In B. oleae, I’attivita del batterio ¢ sostanzialmente simile
determinando la sintesi proteica per azione di ureasi di origine batterica (Ben-Yosef et al., 2010,
2014).

Si puo concludere che i dati ottenuti in laboratorio e in pieno campo, relativi all’utilizzo di sostanze
naturali di varia origine, quali metaboliti fungini e acque affumicate, suggeriscono la possibilita di
un loro impiego per il controllo diretto e indiretto di B. oleae. Ulteriori studi possono essere utili per
consentire lo sviluppo tecnologico ed applicativo di questi principi attivi e delle loro strategie e
tecniche d’uso, in conformita con le indicazioni e i suggerimenti di Integrated Pest Management
(Noce et al., 2014; Sergeeva, 2014).
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Water ottenuta da legno a 500 °C; MAIS 300 = Smoke Water ottenuta da mais a 300 °C; MAIS 500 = Smoke
Water ottenuta da mais a 500 °C; CELL 300 = Smoke Water ottenuta da cellulosa a 300 °C; CELL 500 = Smoke
Water ottenuta da cellulosa a 500 °C; Olive Waste 300 = Smoke Water ottenuta da sansa a 300 °C; Olive Waste
500 = Smoke Water ottenuta da sansa a 500 °C. Trattamenti con le stesse lettere non mostrano differenze
significative (Test ANOVA, Post-hoc di Student-Newman-Keuls all’interno dei gruppi). 51
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dispenser; Att. MIX (®) = Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser;
YT (@) = Controllo (Yellow Trap), pannello con esche. 59
Grafico 17: Numero medio di ferite di ovideposizione senza (#) e con (@) deposizione di uova di B. oleae rilevato
sulle drupe al momento della raccolta nei vari cluster, a Crotone (KR) e a Pozzilli (1S). CAO (®) = Caolino
irrorato su chioma; MIRI (@) = Isopropyl-Myristato, 15 ml per dispenser; Rep. MIX (®) = Miscela in parti uguali
delle SW ottenute da cellulose, legno, mais e erba medica a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; Att. MIX (®) =
Miscela in parti uguali delle SW ottenute da sansa a 300 e 500 °C, 15 ml per dispenser; YT (@) = Controllo
(YYellow Trap), pannello con esche. Trattamenti con le stesse lettere non mostrano differenze significative (Test
ANOVA, Post-hoc di Student-Newman-Keuls all’interno dei gruppi). 61
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