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L’estrema dannosità di Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: 

Gelechiidae) ha portato, a seguito della sua rapida e incontrollata dif-

fusione in Europa, ad un incremento nell’uso di insetticidi, determi-

nando le condizioni per un possibile sviluppo di popolazioni resistenti 

del fillominatore. Nonostante negli anni le contromisure abbiano rag-

giunto livelli di efficacia più che accettabili, il lepidottero rimane uno 

dei fattori chiave della coltivazione del pomodoro, anche perché gli ap-

procci integrati di lotta non risultano pienamente validi per la difesa 

delle solanacee in pieno campo. Cattura massale, tecnica del disorien-

tamento, nuove e più efficaci molecole insetticide, applicazioni di lotta 

biologica sono alcuni dei metodi con cui si può affrontare la lotta al fil-

lominatore per contenere la sua dannosità.  

Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quello di indagare su 

possibili alternative di controllo, da associare alle misure già descrit-

te, tra cui: A) l’applicazione di biotecnologie innovative come il silen-

ziamento genico post-trascrizionale mediato da dsRNA (RNA interfe-

rence). Il target considerato (gene 102), risulta molto conservato nei 

lepidotteri, ed è responsabile di esiziali processi fisiologici associati 

alla fitness dell’insetto come la modulazione della risposta immunita-

ria (Falabella et al., 2012). Allo scopo è stata valutata l’opportunità 

isolare l’ortologo 102 anche in T. absoluta, al fine di procedere alla 

sua caratterizzazione strutturale mediante tecnica RACE e ad espe-

rimenti funzionali di interferenza gene-specifica; B) la valutazione di 
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fonti di tolleranza/resistenza presenti in germoplasma e linee com-

merciali di pomodoro. 

A) Si è proceduto ad isolare la sequenza più conservata del gene 

102 utilizzando oligo specifici  Spod FE-Spod RE disegnati sulla se-

quenza più conservata del cDNA 102 completo di Spodoptera littoralis 

che hanno fornito prodotti PCR della stessa lunghezza di quella ampli-

ficata nel nottuide, pari a 580 bp, e successivamente è stato preparato 

il costrutto (dsRNA 102) per poter procedere  all’interferenza gene-

specifica. Negli esperimenti di RACE 3’ utilizzando oligo  specifici GSP 

RACE 3’, GSP nested e oligo universale AUAP sono state ottenute ban-

de della lunghezza stimata mediante confronto con il cDNA 102 com-

pleto di S. littoralis e pari a 500 bp mentre nelle prove di RACE 5’ so-

no state ottenute bande di 180 bp endogene alla sequenza isolata e 

non corrispondenti alla lunghezza attesa. È stata valutata la necessità 

di eseguire prove di interferenza su uova in quanto, in lavori preceden-

ti (DI LELIO, 2013), trattamenti di soluzioni stabilizzate di dsRNA 102 

su ovature di S. littoralis hanno determinato una significativa riduzio-

ne della percentuale di schiusa delle medesime nonché una ridotta so-

pravvivenza di larve derivante da uova interferite. In questi biosaggi le 

uova di T. absoluta  sono state trattate con tre diverse concentrazioni 

della dsRNA 102 solution (2000 ng/u, 200 ng/u e 20 ng/u) e i  pretrat-

tamenti decorionanti con Chlorox al 5% sono stati effettuati al fine di 

facilitare l’internalizzazione della soluzione negli embrioni; nei control-
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li sono state utilizzate soluzioni di dsRNA GFP (200 ng/u).Non è stata 

osservata nessuna differenza significativa nella percentuale di schiusa 

delle uova tra tesi trattato e controllo e l’effetto del pretrattamento de-

corionante con candeggina non ha inibito  significativamente la schiusa 

rispetto al trattamento eseguito con la sola dsRNA 102 solution.  

B) Per evidenziare aspetti legati  a resistenza e/o tolleranza di li-

nee commerciali di pomodoro al lepidottero sono stati effettuati bio-

saggi in serra, campo e camera climatica. Nei biosaggi di suscet-

tibilità condotti in pieno campo e serra su 8 linee commerciali di 

pomodoro è stato osservato che alcune linee a bacca tonda (Biliardi-

no alto, Biliardino nano e Cerasella) presentavano i valori di infesta-

zione più bassi  sia per la percentuale di foglioline minate che per la 

percentuale di bacche infestate. Le indagini  in camera climatica sono 

stati effettuati al fine di evidenziare e confermare la presunta bassa 

suscettibilità delle linee a bacca tonda riscontrata nei biosaggi prece-

denti. Per i fattori biotrofici riguardanti il numero di uova deposte, la 

percentuale di foglioline minate, la percentuale di bacche minate, la 

superficie fogliare minata e la tipizzazione di mine osservate su fusti, 

foglie e bacche la linea Biliardino nano è risultata essere la  meno su-

scettibile tra tutte quelle saggiate; i risultati osservati per i fattori 

biometrici (evoluzione biofenologica, saggi ponderali su larve e crisa-

lidi) e per il potenziale biotico (fecondità femmine) attestavano le 

stesse evidenze osservate per le valutazioni biotrofiche.  
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I risultati sperimentali di questo lavoro di tesi evidenziano dun-

que la necessità di ottimizzare ulteriormente il targeting del 102 me-

diante una completa caratterizzazione strutturale per ottenere effetti 

di interferenza gene-specifica mirati. Inoltre non è stato possibile va-

lutare la modulazione melanogenetica codificata dal gene 102 in que-

sta specie di lepidottero per la difficoltà di manipolare e iniettare le 

larve con microsferette necessarie per indurre la risposta immunita-

ria in saggi di incapsulamento in vivo. In riferimento ai risultati otte-

nuti dai biosaggi di interferenza su uova, sono inoltre necessarie ulte-

riori indagini sul ruolo svolto dal gene 102 nello sviluppo embrionale 

di T. absoluta. Risultati di precedenti ricerche (FALABELLA ET AL., 

2012) hanno suggerito che tale target è presumibilmente coinvolto  

nella neogenesi di epiteli basali in quanto regola la biosintesi di pre-

cursori chinonici fondamentali per la deposizione di scleroproteine 

responsabili della durezza e stabilità fisico-meccanica del tegumento 

durante le mute e lo sviluppo embrionale. La bassa suscettibilità del-

la linea Biliardino nano emersa nei biosaggi ha fornito un risultato 

funzionale che può essere utilizzato per  inserire suddetta linea in fu-

turi programmi di selezione per putative linee resistenti e/o tolleranti. 

Tale evidenza è attualmente oggetto di approfondimento e di studio in 

analisi trascrittomiche tipo RNA-seq finalizzate ad individuare even-

tuali geni candidati responsabili della bassa suscettibilità di suddetta 

linea al lepidottero fillominatore.  



ABSTRACT 
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The extreme harmfulness of Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidop-

tera: Gelechiidae) has caused, as a result of its rapid and uncontrol-

led spread in Europe, an increase in the use of chemical insecticides, 

determining the conditions for a possible development of resistant 

populations of the pinworm. Despite in recent years the different 

control strategies applied have reached acceptable levels of effective-

ness, the moth remains a key pest of tomato in field crops. The inte-

gration of pheromone based control (mass trapping and mating 

disruption techniques), new effective insecticide molecules and 

biological control options allows a reduction of the economic impact 

of this pest in most protected crops. 

The aim of this Phd thesis was to investigate about the possibi-

lity to develop alternative measures like: A) innovative biotechnology 

such as the post-transcriptional gene silencing mediated by dsRNA 

(RNA interference). The target considered (gene 102) is highly conser-

ved in Lepidoptera,  and responsible for lethal physiological proces-

ses associated to the fitness of the insect as the modulation of the im-

mune response (see Falabella et al., 2012). The encoding activity of 

this gene has validated the necessity to isolate the orthologue 102 

also in T. absoluta, in order to proceed to its structural charac-

terization by RACE technique and functional experiments of gene-

specific interference; B) the assessment of tolerance and/or resistance 

sources present in tomato germoplasm and commercial tomato lines. 
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A) The most conserved sequence of the 102 gene has been isola-

ted using specific primers 102 Spod FE- Spod RE designed on the 

most conserved sequence of the complete cDNA 102 of Spodoptera 

littoralis. PCR products of the same length as that amplified in the 

noctuid, amounting to 580 bp have been obtained.  Subsequently the 

construct (dsRNA 102) for the gene-specific interference has been 

prepaired. In the RACE 3’ experiments using specific primers GSP 

RACE 3’, GSP nested and universal primer AUAP, bands of the esti-

mated lenght by comparison with the complete cDNA 102 of S. Litto-

ralis and equal to 500 bp has been obtained. In the RACE 5’ experi-

ments bands of 180 bp endogenous to sequence previously isolated 

and not corresponding to the expected length have been obtained. 

Interference trials on eggs of T. absoluta have been carried out, as in 

previous work (SEE DI LELIO, 2013), treatments of stabilized dsRNA 

102 solutions on S. littoralis eggs determined a significant reduction 

in the percentage of hatching, as well as a reduced survival of larvae 

resulting from interfered eggs. In these bioassays T. absoluta eggs 

were treated with three different concentrations of dsRNA 102 solu-

tion (2000 ng /u, 200 ng /u e 20 ng /u) and dechorionation pretreat-

ments with Chlorox 5% were performed in order to facilitate the in-

ternalization of the solution in embryos; the control eggs were soaked 

in GFP dsRNA solutions at the concentration of 200 ng/u. No signifi-

cant difference in the hatching between treated and control eggs was 
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recorded. The effect of dechoroniation pretreatment with bleach has 

not significantly inhibited the hatching compared to the treatment 

performed with only dsRNA 102 solution. 

B) To investigate resistance and/or tolerance sources of commer-

cial tomato lines in order  to limit the leafminer development bioas-

says were conducted in greenhouse, field and climate chamber. The 

result of open field and greenhouse bioassays on eight commercial 

tomato lines showed that the lowest infestation were recorded for 

commercial cherry tomato lines (Biliardino alto, Biliardino nano and 

Cerasella) for both the percentage of mined leaves that for the 

percentage of infested fruits. Bioassays were carried out in a climatic 

chamber in order to highlight and confirm the presumed low suscep-

tibility observed in field.  The investigated  biotrophic factors (num-

ber of eggs, percentage of  leaves and fruits mined,, the leaf surface 

ratio  and the mines type  observed on stems, leaves and fruits) sho-

wed that the Biliardino nano line was less susceptible.  The results 

recorded for the biometric parameters (development time, larval and 

pupal weight) and the biotic potential (female fecundity) confirmed 

the previous biotrophic evaluations.  

The experimental data  produced by this PhD thesis demonstra-

te the necessity to further optimize the gene 102 targeting through a 

complete structural characterization in order to to obtain well targe-

ted gene-specific interference effects. Moreover it has been impossible 
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to evaluate the melanogenetic modulation encoded by the 102 gene in 

this moth species due to the difficulty of injecting larvae of T. Absolu-

ta with beads necessary to induce the immune response in vivo 

encapsulation bioassays. Further investigations are also required to 

highlight the role played by the 102 gene in embryonic development. 

A previous research (FALABELLA ET AL., 2012) suggested that this 

target is supposedly involved in the basal epithelia neogenesis con-

trolling the biosynthesis of quinone precursors indispensable for the 

deposition of scleroproteins essential in the hardness and physical-

mechanical stability of the integument during the moulting and 

embryonic development. The low susceptibility of the Biliardino nano 

line emerged in the bioassays provided a functional result useful to 

include this line in future selection programs for putative resistant 

and/or tolerant lines. This evidence is currently the subject of a 

transcriptomic analysis of RNA-seq aimed to identify possible 

candidate genes responsible for the low susceptibility of this line to 

the tomato pinworm T. absoluta. 

 



 

1. 

Introduzione 
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§ 1 – Origini e problematiche tassonomiche 

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), nota anche 

come fillominatrice del pomodoro o tignola sudamericana del pomo-

doro, è ormai diventato un grave flagello infeudato a diverse solana-

cee coltivate e spontanee in Sud America ed Europa. Il suo inqua-

dramento tassonomico ha subito nel tempo diverse modifiche. Infatti 

nel 1917 Edward Meyrick, noto entomologo inglese, pubblicò un arti-

colo in cui descriveva diverse nuove specie di microlepidotteri raccol-

te sulle Ande: una di queste specie, rappresentata in particolare da 

un unico esemplare maschio, e catturata ad Huancayo in Perù centra-

le, nel mese di luglio, a 3200 m di altitudine, fu denominata absoluta 

e ascritta al genere Phtorimea (genere da egli stesso creato nel 1902). 

Dopo un lungo periodo di stasi, ha inizio una serie di revisioni siste-

matiche che porta questa specie a cambiare più volte genere. Nel 

1962 J. F. Clarke, descrivendo alcuni microlepidotteri rivenuti in 

Giappone, cita anche absoluta, considerandola come Gnorimosche-

ma. Nel 1964 il celebro entomologo cecoslovacco Povolny istituì il 

genere Scrobipalpula e pochi anni dopo (1967) vi include la specie 

absoluta; ancora lo stesso autore, nel 1987, in un lavoro specialistico 

sull’entomofauna sudamericana, sposta diverse specie, tra cui anche 

absoluta, nel nuovo genere Scrobipalpuloides. Infine sempre Po-

volny, nel 1993, recupera il vecchio genere Tuta (istituito da Strand 

nel 1911) e vi include, tra le altre specie, anche absoluta. Il genere 
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Tuta e la sua specie tipo atriplicella furono descritti da Kieffer e Jör-

gesen nel 1910. Meyrick (1925) mise il genere Tuta in sinonimia con 

Gnorimoschema. 

Hodges e Becker classificarono nel 1990 T. atriplicella come 

congenere della specie tipo del genere Phthorimaea, P. operculella 

(Zeller), e conseguentemente questi due generi furono messi in sino-

nimia. Nel 1993 Povolny reinstallò Tuta come genere indipendente a 

tutti gli effetti, anche se i due generi furono nuovamente messi in si-

nonimia da Lee et al. (2009) sulla base della similarità della morfolo-

gia dell’apparato genitale maschile di T. atriplicella (Fig. 1a) e P. o-

perculella (Fig. 1b). 

Attualmente un recente studio sui Gnorimoschemini europei 

(Huemer e Karsholt, 2010) ha confermato l’approccio di considerare 

Tuta come genere valido e indipendente. 

Il lepidottero è una specie originaria del Sud America, in parti-

colare della regione andina (Perù, Bolivia e Cile). La prima presenza 

del lepidottero nel nostro continente è stata registrata in Spagna, nel-

le zone di Valencia e delle Isole Baleari (Urbaneja et al., 2010). Dalla 

Penisola iberica le infestazioni hanno interessato rapidamente l’Euro-

pa meridionale, Italia compresa, Nord Africa (Marocco, Tunisia ed 

Algeria), Europa nord-orientale e successivamente anche il Medio O-

riente in particolare Cipro, Turchia, Bahrain e Kuwait (DESNEAUX, 

2010; TROPEA GRAZIA ET AL., 2012). Anche paesi dell’Europa setten-
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trionale come Olanda, Germania ed Inghilterra sono state interessate 

dalle infestazioni (POTTING, 2009). Il ritrovamento di T. absoluta a la-

titudini anche ben superiori a quelle originarie dimostra una notevole 

capacità di adattamento dell’insetto, che si è facilmente acclimatato 

nei nuovi areali, riproducendosi con popolazioni numerose per buo-

na parte dell’anno. 

In Italia le prime infestazioni su pomodoro sono state osservate 

nella primavera del 2008 in Calabria e nell’autunno dello stesso anno 

in Sardegna, Sicilia, Campania e Liguria. Nel 2009 nuovi attacchi so-

no stati segnalati anche in Italia settentrionale ed in particolare in 

Piemonte e Friuli-Venezia Giulia (Fig. 2).  

 

  

a b 

Fig. 1 – Armatura genitale maschile di Tuta atriplicella sensu absoluta (a) e Phtorimea operculella (b).  

 

I monitoraggi, condotti nel 2010 in queste ultime regioni, hanno 

evidenziato come T. absoluta sia ormai largamente diffusa già pochi 
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mesi dopo la segnalazione. In particolare, in Piemonte, in località do-

ve la coltivazione del pomodoro è più intensa ed ha un ciclo più lungo 

(ambiete protetto) sono stati segnalati danni ingenti per gli agricoltori 

sia sulla parte aerea delle piante (fusti e foglie) che sulle bacche (SAN-

NINO e ESPINOSA, 2010a). 

 

 

Fig. 2 – Diffusione di T. absoluta in Italia e nei diversi areali del Mediterraneo 
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§ 2 – Eco-biologia e dannosità 

Tuta absoluta ha abitudini alimentari circoscritte quasi esclu-

sivamente alle solanacee. Nei suoi areali di origine,oltre ad essere ri-

trovata su pomodoro (Lycopersicon esculentum), altre segnalazioni 

hanno riguardato specie vegetali botanicamente congeneri a quest’ ul-

tima quali L. hirsutum, L. puberulum e L. pimpinefollium. 

Altre solanacee coltivate appetite al gelechide sono patata (Sola-

num tuberosum), melanzana (S. melongena) e peperone (S. murica-

tum). Il tabacco (Nicotiana tabacum) non sembra essere invece spe-

cie particolarmente appettita. Sono stati segnalati, inoltre, anche oc-

casionali attacchi a piante di altre famiglie botaniche come fagiolo e 

cavolo (SANNINO, 2012). Ultimamente in Sicilia sono stati segnalati 

anche danni in serra anche ad alchechengi (Physalis peruviana). 

Tra le spontanee considerate come possibile serbatoio di infe-

stazione si segnalano inoltre la comune erba morella (S. nigrum), se-

guita da altre specie della stessa famiglia (S. bonariensis, Datura 

stramonium, D. ferox, Lycium spp., Nicotiana spp.). 

T. absoluta è una specie omodinama, con ciclo normalmente 

privo di diapausa, e può compiere fino a 8-12 generazioni all’anno, in 

gran parte dei paesi del Bacino del Mediterraneo, sia in pieno campo 

che in serra (MIRANDA ET AL., 1998).  

In genere come gli altri gelechidi, anche questo lepidottero ha 

abitudini crepuscolari e notturne, restando di giorno nascosto tra la 
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vegetazione o al suolo, con le ali disposte aderenti al corpo e le an-

tenne poggiate sopra; se disturbato spicca brevi voli, zigzaganti e bas-

si. Le temperature di alimentazione influiscono notevolmente sulla 

longevita dell’ adulto, che vive fino a sei settimane a 15 °C e solo po-

chi giorni (4-5) a 35 °C. La durata del ciclo vitale dipende strettamen-

te dalle condizioni ambientali, con tempi medi di 76,3 giorni con 

temperatura prossima ai 14,0°C, di 39,8 giorni con 19,7°C e di 23,8 

giorni a 27,1°C. Le soglie termiche dei diversi stadi sono state stimate 

pari a 6,9 ± 0,5°C, 7,6 ± 0,1°C e 9,2 ± 1°C rispettivamente per uovo, 

larva e pupa; la soglia termica complessiva è stata determinata pari a 

8,1 ± 0,2°C (Barrientos et al., 1998). 

Gli adulti di T. absoluta sono in grado di riprodursi già dopo 24 

ore dallo sfarfallamento; essi sono lunghi 6-7 mm, con le femmine 

solitamente più grandi dei maschi e presentano ali lungamente fran-

giate. Normalmente quelle anteriori sono strette e lanceolate, mentre 

le posteriori, vagamente subtrapezoidali, presentano l ‘angolo apicale 

prominente e digitiforme (Fig. 3). Le antenne sono semplici e filifor-

mi con anellature bianche e nere alternate (Fig. 4). 

I due sessi possono distinguersi esteriormente, oltre che per la 

diversa conformazione dei frenuli (composti da un’unica grossa seto-

la nei maschi (Fig. 5a) e da un fascetto di tre setole (Fig. 5b) sottili 

nelle femmine), per il diverso rivestimento del lato inferiore dell’ad-

dome, che si presenta nei maschi bianco sporco con diffuse squamu-
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le grigiastre sui lati, nelle femmine bianco candido con quattro serie 

sublaterali ben nette di linee oblique nere (Fig. 6) (SANNINO ED ESPI-

NOSA, 2010b). Dallo sfarfallamento all’accoppiamento intercorre un 

tempo variabile,in funzione della temperatura, normalmente necessa-

rio per il completamento della maturazione delle gonadi. In genere ta-

le periodo varia da poche ore nei maschi a circa 22 ore nelle femmine 

(Sannino, 2012). La fecondita della femmina si aggira mediamente in-

torno a 100-150 uova, con un minimo di 40 e un massimo di 260 

circa. Il periodo di ovideposizione può prolungarsi per una settima-

na, con un picco tra il terzo e il quinto giorno. 

Le uova, ellittico-subcilindriche e di colore bianco-giallognolo 

(Fig. 7), sono deposte sulle parti epigee della pianta, isolatamente o in 

gruppi disordinati di 2-5 elementi. Sulle piante piccole vengono prefe-

riti i palchi apicali, mentre sui frutti le ovideposizioni hanno luogo pre-

feribilmente su quelli ancora verdi e in particolare sul calice. 

Lo sviluppo embrionale oscilla da un minimo di 4-5 giorni a 30 

°C a un massimo di 10-11 giorni a 15 °C. Il limite termico inferiore e 

di 12 °C, quello superiore e di 35 °C, ma un tasso di mortalità elevato 

si verifica in corrispondenza dei valori estremi (BENTANCOURT ET AL., 

1996). IMENES ET AL. (1990) registrarono per il completamento dello 

stadio di uovo una durata di 5-6 giorni. Al termine di tale periodo la 

neolarva sgusciata, prima di iniziare lo scavo di una mina, esplora il 

substrato per diversi minuti (fino a circa 30) per trovare il punto ido-
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neo alla penetrazione. Sulle foglie pratica un foro di 0,15-0,20 mm di 

diametro e, nutrendosi del solo parenchima, rispettando epidermide 

superiore ed inferiore, scava una mina lineare e sottilissima (Fig. 8), 

che in seguito si slarga diventando di aspetto vescicoloso (Fig. 9) con 

uno sviluppo di circa 2,5 cm² di diametro. Le gallerie prodotte sui 

frutti (Fig. 10), di calibro non superiore a 1-1,5 mm, raramente pe-

netrano oltre il centimetro e mezzo di profondità. I fori d ingresso, se 

disposti intorno al calice, sono inizialmente poco evidenti, perchè co-

perti dai sepali, ma diventano in pochi giorni manifesti in quanto 

l’area interessata invaia precocemente, evidenziando anche un accu-

mulo di escrementi (Fig. 11).  

Le larve sono in grado di spostarsi sulla pianta; la loro dispersio-

ne è stata posta in relazione con la temperatura nella mina, l’esau-

rimento di cibo, l’accumulo di materiale fecale e la presenza di mar-

ciumi (TORRES ET AL., 2001). Raggiunta la maturità, alla IV età (Fig. 

12), la maggior parte delle larve fuoriesce dalle mine, lasciandosi ca-

dere al suolo e formando un bozzoletto sericeo lungo 7-9 mm. Nor-

malmente solo una minoranza della popolazione larvale trova riparo 

sulla pianta in particolare tra le foglie infestate o nella zona del calice 

ove in genere tessono una copertura sericea. Al contrario le larve che si 

incrisalidano all’interno delle mine non tessono bozzoli. Subito dopo 

aver tessuto questo astuccio sericeo, la larva prima di diventare crisa-

lide, per almeno 1-2 giorni passa per una fase eopupale in cui è im-
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mobile, afaga e contratta. Normalmente le crisalidi presentano una 

lunghezza media di 5-6 mm e sono cilindriche, di colore inizialmente 

verde (Fig. 13a), poi sempre più scuro (Fig. 13b) sino alla fuoriuscita 

dell’adulto. In genere la fase larvale ha una durata variabile soprattutto 

in rapporto alla temperatura e alla qualità del cibo, oscillante in media 

da 13 a 37 giorni, con una soglia termica inferiore di sviluppo intorno 

a 6 °C. L’elevata densità di popolazione, rallentando la crescita della 

larva, può allungare di alcuni giorni la durata di questo stadio.  

La durata della ninfosi varia in genere da un minimo di 8-12 

giorni, nelle generazioni che si susseguono durante l’anno, a un mas-

simo di due mesi, nella generazione svernante. IMENES ET AL. (1990), 

per il completamento di questo stadio, ottennero in laboratorio valori 

compresi tra 9 e 10 giorni. 

I danni sono causati dall’attività trofica larvale su tutta la parte 

aerea della pianta. Le rosure sulle bacche sono molto più gravi, per-

ché portano soventemente allo scarto del prodotto. Il danno e quanti-

ficabile calcolando non solo la percentuale di frutti colpiti alla raccol-

ta, ma anche quelli caduti a terra a causa dell’ indebolimento dovuto 

alla presenza della tignola. In conseguenza dell’ attacco foglie, frutti e 

apici vegetativi sono facilmente soggetti ad attacchi indiretti di pato-

geni batterici e fungini con successivo sviluppo di muffe e marciumi. I 

danni hanno riguardato anche pomodoro trasformato con frequente 

rinvenimento di larve nelle conserve.  
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Normalmente i frutti attaccati a maturità e subito avviati alla la-

vorazione industriale non presentano spesso alterazioni evidenti e 

possono sfuggire a cernite e controlli soprattutto in partite con basso 

livello di attacco. 

In generale la lotta a T. absoluta è spesso resa difficile da diver-

si fattori “bio-intrinseci” quali: 

— alto numero di generazioni; 

— endoficità delle larve capaci di annidarsi all’interno degli organi 

vegetali attaccati; 

— diffusione delle colture sotto serra; 

— presenza costante di adulti e uova con continue reinfestazioni, 

dovute sia alla diversa velocità di sviluppo delle larve che alla dif-

ferente durata dei cicli riscontrabile tra popolazione su colture in 

pieno campo ed in serra. 

Con l’attività trofica, se non adeguatamente controllata, T. abso-

luta è in grado di causare attacchi economicamente rilevanti deter-

minando perdite potenziali di produzione dal 70 al 100% (Fig. 14). 

Tali valori sono da considerarsi ancora più significativi se si valuta 

che il pomodoro conta una produzione annuale pari appros-

simativamente a 30 milioni di tonnellate con valori stimati intorno ai 

10 miliardi di euro. 
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Fig. 3 – Particolare delle ali dell’adulto di T. absoluta. L’apertura alare è di 11-13 mm. 

 

 

   

  Fig. 4 – Capo del gelechide con anulature delle antenne bianche e nere 
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a b 

Fig. 5  – Per sessare gli adulti è utile osservare la conformazione dei frenuli ed il diverso numero degli 
stessi localizzati nella parte basale dell’ala posterire del maschio (a) e della femmina (b). 

 

 

Fig. 6 – Per sessare gli adulti è utile osservare il diverso rivestimento dell’addome nel maschio e 
nella femmina. 

 

 

Fig. 7 – Uova di T. absoluta deposte sulla pagina inferiore delle foglie 
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Fig. 8 – Mine lineari derivanti dall’ iniziale attività trofica del gelechide 

 

    

Fig. 9 – Mina matura con le tipiche camere vescicolose ed espansioni digitiformi. 

 

  

a b 

Fig. 10 – Mine non coalescenti (a) e coalescenti mature (b) su bacche. 
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Fig. 11 – Fori di ingresso larvali intorno a sepali e calice con accumulo di escrementi. 

 

 

 

Fig. 12 – Larva matura di T. absoluta (foto prof. Gennaro Viggiani). 
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a  b 

Fig. 13 – Crisalidi di Tuta absoluta al III giorno (a)  e al VII giorno (b) di ninfosi. 

 

   A 

 

      B 

Fig. 14 – Piante di pomodoro interessate da infestazioni di T. absoluta. (A) infestazioni iniziali; B) 
infestazioni severe.  
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§ 3 – Metodiche di controllo 

L’estrema dannosità di Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: 

Gelechiidae) ha portato, a seguito della sua rapida e incontrollata dif-

fusione in Europa, ad un uso indiscriminato di insetticidi, determi-

nando le condizioni per un possibile sviluppo di popolazioni resisten-

ti del fillominatore. Nonostante negli anni le contromisure abbiano 

raggiunto livelli di efficacia più che accettabili, il lepidottero rimane 

uno dei fattori chiave della coltivazione del pomodoro, anche perché 

gli approcci integrati di lotta non risultano pienamente validi per la 

difesa delle solanacee in pieno campo. Cattura massale, disorienta-

mento, nuove e più efficaci molecole insetticide, applicazioni di lotta 

biologica sono alcuni dei metodi con cui si può affrontare la lotta al 

fillominatore per contenere la sua dannosità. Indagini sull’interazione 

insetto-pianta ospite o strategie innovative di controllo basate su sofi-

sticati metodi biotecnici sono allo studio. 

 

§ 3.1 – Metodi preventivi 

La conoscenza delle componenti antagoniste indigene e in parti-

colare dei potenziali entomofagi e le strategie per la loro conservazio-

ne, devono essere considerati come una priorità in attuazione della 

difesa di un fitofago esotico. Diversi parassitoidi e predatori indigeni 

sono stati segnalati su T. absoluta nel bacino del Mediterraneo (DE-

SNEAUX ET AL., 2010; GABARRA E ARNÒ, 2010; MOLLÀ ET AL., 2010; LIO-
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NI ET AL, 2011; FERRACINI ET AL., 2012; URBANEJA ET AL., 2012; ZAPPA-

LÀ ET AL., 2012a). Questi limitatori naturali si sono rapidamente adat-

tati al nuovo parassita e potenzialmente hanno un ruolo centrale co-

me fattori di limitazione nei confronti della Tignola del pomodoro. Le 

specie di parassitoidi riscontrati possono anche svilupparsi a spese 

di ospiti alternativi che vivono sulla flora spontanea. I dati fin qui 

raccolti indicano che tendenzialmente la loro abbondanza è correlata 

alla presenza di flora spontanea e colture sempreverdi che costitui-

scono un elemento fondamentale della biodiversità funzionale (ALTIE-

RI e NICHOLS, 2004). In tale ambito, andrebbe approfondito il ruolo 

ecologico che rivestono alcune piante spontanee diffuse nei nostri 

ambienti e già segnalate come piante ospiti di fitofagi alternativi. Tra 

le diverse essenze segnalate, si pone l’attenzione in particolare su S. 

nigrum L., Parietaria officinalis L., Dittrichia viscosa (L.) Greuter. 

Ai fini applicativi sarebbe interessante verificare la costituzione di 

possibili reti trofiche funzionali in prossimità e all’interno delle coltu-

re per agevolare la permanenza in ambiente di componenti antagoni-

ste utili al contenimento non solo di T. absoluta ma anche di altri 

importanti fitofagi quali aleirodi, afidi e acari. Sebbene resti da chia-

rire l’effettivo ruolo rivestito dalla biodiversità funzionale e dalle tec-

niche di gestione dell’habitat, è comunque plausibile che le popola-

zioni del fitofago possano essere significativamente ridotte dall’azione 

di contenimento svolta dalla comunità dei nemici naturali indigeni 
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(GARDINER ET AL., 2009). Pertanto, sono auspicabili indagini per mi-

gliorare le conoscenze sulle biocenosi antagoniste indigene ottimiz-

zando la loro attività attraverso una gestione razionale dell’habitat 

all’interno e all’esterno della coltura (PERDIKIS ET AL., 2011). In tal 

senso, una precoce installazione e mantenimento della comunità an-

tagonista, o di alcuni suoi componenti all’interno dell’ambiente colti-

vato può essere artificialmente ottenuto anche con l’uso di cosiddette 

banker plants. Queste costituiscono un sistema tri-trofico di piante 

non produttive artificialmente infestate da un fitofago, che funge da 

ospite alternativo per l’entomofago di cui si voglia agevolare l’insedia-

mento (FRANK, 2010). Nell’ambito delle misure preventive di tipo più 

prettamente agronomico, sono da considerare la rimozione tempesti-

va dei resti della coltura antecedente e la loro distruzione, al fine di 

ridurre la permanenza in campo di materiale infestato, che rappre-

senta un’importante fonte d’inoculo per le future coltivazioni. Inoltre, 

nel rispetto delle più elementari buone pratiche agricole (GAP – Good 

Agricultural Practices) è indispensabile adottare adeguate rotazioni 

colturali con sufficienti intervalli temporali tra le varie coltivazioni di 

pomodoro e impiegare materiale di riproduzione indenne. Nel conte-

nimento della tignola particolare rilievo assumono tutte quelle prati-

che colturali quali la distruzione dei residui delle coltivazione atte a 

ridurre il potenziale di infestazione e l’eliminazione delle solanacee 

spontanee possibili ospito alternativi del fitofago sia all’interno sia 
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all’esterno delle serre. Gli avvicendamenti colturali con piante diverse 

dalle solanacee che interrompono il ciclo dell’insetto e le lavorazioni 

superficiali del terreno che distruggono le crisalidi svernanti nei de-

triti del suolo possono concorrere a contrastare il fillominatore. 

 

§ 3.2 – Metodiche di contenimento diretto 

§ 3.2.1 – Metodi biotecnici 

Come per altri insetti del pomodoro, caratterizzati da elevata pro-

lificità,ad esempio il nottuide Spodoptera littoralis (Boisduval), anche 

per questa tignola è opportuno contrastarne lo sviluppo sin dall’inizio, 

evitando che raggiunga densità troppo elevate. Nelle regioni meridiona-

li presenze significative di adulti di T. absoluta si registrano a partire 

dalla primavera (o anche prima nelle serre), con un incremento della 

popolazione fino ad estate-autunno, seguito da una diminuzione gra-

duale con l’abbassamento delle temperature. È necessario quindi già 

da marzo-aprile mettere in campo dispositivi di monitoraggio per il ri-

levamento dei voli e contemporaneamente porre in atto una costante 

vigilanza delle coltivazioni per individuare i primi attacchi, contro cui 

intervenire tempestivamente con i prodotti autorizzati. 

 

Confusione/disorientamento sessuale 

Il feromone sessuale di T. absoluta è stato identificato chimica-

mente come una miscela 90:10 (3E,8Z,11Z)-tetradecatrien-1-yl aceta-
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to e (3E,8Z)-tetradecadien-1-yl acetato e il suo potere attrattivo è sta-

to positivamente testato in Paesi extraeuropei sia in serra che in pie-

no campo (FILHO ET AL., 2000). Tuttavia, sperimentazioni preliminari 

di applicazioni di disturbo dell’accoppiamento condotte sia in pieno 

campo sia in coltura protetta hanno fornito risultati controversi. Suc-

cessive prove, condotte in Spagna e in Italia utilizzando varie tipolo-

gie di diffusori (NAVARRO LOPIS ET AL., 2010; MARTIMARTI ET AL., 2010; 

VACAS ET AL., 2013; COCCO ET AL., 2012b; COCCO ET AL., 2013), hanno 

evidenziato un soddisfacente livello di contenimento ma se applicate 

in serre adeguatamente isolate al fine di prevenire o almeno limitare 

accidentali introduzioni di adulti dall’esterno; resta tuttavia da defini-

re la sostenibilità economica della tecnica. Recenti studi hanno rivela-

to la capacità di esemplari di T. absoluta allevati in laboratorio di ri-

prodursi per partenogenesi accidentale (CAPARROS MEGIDO ET AL., 

2013); l’origine di questo fenomeno non è stato ancora chiarito e 

sebbene non sia stata ancora evidenziata la presenza di popolazioni 

partenogenetiche in natura, questo ritrovamento potrebbe avere so-

stanziali implicazioni sull’efficacia di queste tecniche. 

 

Cattura massale 

Ai fini della cattura massale degli adulti, possono essere impie-

gate trappole basate su tre sistemi attrattivi: feromonico, luminoso e 

misto. Anche queste trappole devono essere collocate fin dal trapian-
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to della coltura a non più di 80 cm da terra e in ragione di 2-3/1000 

m2 di serra. Sono disponibili in commercio varie tipologie, anche se 

molte varianti di fattura artigianale sono utilizzate in campo. Le trap-

pole innescate con il feromone sessuale (Fig. 15) sono costituite da 

un recipiente di circa 40 cm di diametro e 20 cm di altezza contenen-

te acqua miscelata a un blando tensioattivo (olio e/o detergente) per 

impedire ai maschi caduti nell’acqua di sfuggire; il dispenser è collo-

cato poco al disopra del livello dell’acqua. Diverse tipologie di trappo-

le luminose sono adottate, prevalentemente su base empirica. Le dif-

ferenze riguardano sia la fonte luminosa che il funzionamento; si u-

sano in genere lampade fluorescenti ovvero fonti di luce ultravioletta, 

queste ultime in genere sono abbinate a griglie elettrificate o ad aspi-

ratori per l’eliminazione degli adulti attratti dalla trappola. Queste 

trappole vengono attivate normalmente durante la notte e, sfruttando 

la fototassi positiva degli adulti di entrambi i sessi di T. absoluta, ne 

consentono una massiccia eliminazione. Prove sperimentali condotte 

per valutare l’efficacia di queste trappole nel contenimento delle infe-

stazioni in campo hanno fornito risultati variabili in funzione di fatto-

ri ambientali e colturali (COCCO ET AL., 2012a). Le trappole a feromo-

ni hanno dimostrato di poter garantire un sufficiente livello di prote-

zione della coltura. Tuttavia, l’aumento della loro densità pur cau-

sando un aumento del numero di maschi catturati per trappola, non 

riduce significativamente la presenza di femmine fecondate e quindi 
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le infestazioni; ciò viene attribuito alla capacità da parte dei maschi 

di accoppiamenti multipli. Diversamente, le trappole luminose cattu-

rano anche un’alta percentuale di femmine e risultano in genere più 

efficaci. A bassa/moderata densità di popolazione (ciclo colturale esti-

vo-vernino), le trappole luminose sono efficaci nel ridurre il numero 

di mine fogliari mentre, con livelli di densità medi/alti (cicli colturali 

invernali/estivi) anche le trappole luminose sono da sole inefficaci nel 

controllare le infestazioni (COCCO ET AL., 2012a; CAPARROS MEGIDO, 

2103). Molto più diffuse sono invece le trappole a funzionamento 

“misto” ovvero feromoni/luce che vengono collocate sia all’interno che 

all’esterno delle serre e, in virtù delle maggiori capacità di cattura, 

sono anche più apprezzate dagli operatori. Infatti, l’associazione della 

fonte luminosa e del feromone assicura la cattura di entrambi i sessi 

consentendo maggiori livelli di protezione della coltura. In campo si 

possono riscontrare diverse tipologie di trappole miste molto spesso 

di fattura artigianale ma ultimamente in commercio sono disponibili 

anche modelli a funzionamento automatico e alimentati ad energia 

solare (Fig. 16). Queste trappole, pur se dotate di una fonte luminosa 

a led a bassa intensità, permettono di ottenere elevati livelli di cattura 

all’interno della serra. Prove comparative condotte in ambienti serri-

coli italiani ed europei (COCCO ET. AL., 2013) hanno dimostrato una 

maggiore efficacia di queste trappole rispetto a quelle con lampade 

elettriche tradizionali, nonostante il ridotto periodo di attivazione. I-
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noltre, considerata la ridotta intensità luminosa, si riducono i rischi 

di attrazione di adulti dall’esterno della serra, cosa che in genere ne 

scoraggia la collocazione all’interno degli apprestamenti protetti. L’ef-

ficacia di questi dispositivi in ambiente protetto è comunque stretta-

mente vincolata alle condizioni d’isolamento della serra in modo da 

ridurre l’accesso di adulti dall’esterno della struttura (MONSERRAT 

DELGADO, 2009). Più di recente sono stati messi a punto altri disposi-

tivi per la cattura massale che utilizzano non solo l’attrattivo feromo-

nico ma anche la componente cromoattrattiva; si tratta di fasce col-

lanti di colore giallo innescate con il feromone sessuale di T. absolu-

ta, larghe circa 40 cm e che possono essere collocate all’interno delle 

serre per diversa lunghezza. Queste trappole, in virtù della loro colo-

razione, possono essere utilmente impiegate anche per la cattura 

massale di altri fitofagi, quali aleirodi e ditteri fillominatori. Per evita-

re la cattura di entomofagi eventualmente rilasciati, è possibile ricor-

rere a fasce collanti sempre attivate con il feromone ma trasparenti 

(AL-ZAIDI, 2011; SOLIMAN, 2013). 

 

Attract and kill 

Nell’ambito delle strategie d’impiego dei feromoni, appare parti-

colarmente interessante e innovativa la tecnica dell’attract and kill 

che si può realizzare mediante l’applicazione, all’interno di serre ben 

isolate, di pannelli gialli ricoperti da un’emulsione cerosa impregnata 
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di piretroide (cipermetrina) e innescati con il feromone sessuale della 

tignola (AL-ZAIDI, 2011; SOLIMAN, 2013). Considerata, anche in questo 

caso, la potenziale dannosità nei confronti di entomofagi, il loro uti-

lizzo deve essere attentamente valutato nel caso di rilasci di questi ul-

timi. 

 

 

Fig. 15 – Trappola a feromoni sessuali (modella a delta). 

 

 

 

Fig. 16 – Trappola luminosa “Ferolite” ad energia solare. 
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§ 3.2.2 – Metodi biologici  

Nell’area di origine sono stati osservati diversi nemici naturali in 

grado di controllare le popolazioni di T. absoluta (LUNA ET AL., 2012). 

Nel Mediterraneo sono state ad oggi segnalate un numero di specie 

antagoniste sensibilmente inferiore rispetto a quelle già riportate in 

Sud America, che ammonterebbero a circa 50 parassitoidi e 40 pre-

datori. Tuttavia è plausibile ipotizzare che la coorte degli antagonisti 

indigeni di T. absoluta aumenterà nei prossimi anni anche nelle aree 

di nuova colonizzazione. Qui, diversamente a quanto avviene in Sud 

America, dove i parassitoidi assumono maggiore significato, i preda-

tori generalisti appaiono al momento gli entomofagi più diffusi, vista 

la loro grande capacità di adattamento alle cosiddette specie aliene 

(DESNEUX ET AL., 2010; LUNA ET AL., 2012; URBANEJA ET AL., 2012). 

Studi effettuati nel bacino del Mediterraneo successivamente all’intro-

duzione del lepidottero in Europa hanno accertato la presenza di 

svariati limitatori anche nel continente europeo (RICIPUTI, 2011; MOL-

LÁ ET AL., 2010; URBANEJA ET AL, 2012; GABARRA ET AL., 2014). Alcuni 

di questi predatori e/o parassitoidi vengono oggi utilizzati con succes-

so come mezzo di lotta sulle colture (DESNEUX ET AL., 2010; URBANEJA 

ET AL., 2012). Molte specie di predatori, quali Macrolophus pygma-

eus (Rambur), Nesidiocoris tenuis (Reuter) (Hemiptera: Miridae) e 

Nabis pseudoferus (Remane) (Hemiptera: Nabidae),sono stati osser-

vati in attività su uova e larve di T. absoluta nell’area mediterranea 
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(CABELLO ET AL., 2009; DESNEUX ET AL., 2010; URBANEJA ET AL., 2012), 

In particolare i due miridi M. pygmaeus (Fig. 17) e N. tenuis (Fig. 

18) sono attualmente fra i predatori maggiormente utilizzati contro il 

lepidottero esotico. Gli adulti di queste specie si sono rivelati voraci 

predatori di uova di T. absoluta, e di larve, specialmente quelle delle 

prima età (URBANEJA ET AL., 2012; CHAILLEUX ET AL., 2013). In condi-

zioni di laboratorio è stata valutata la capacità di predazione di M. 

pygmaeus e N. tenuis nei confronti del lepidottero esotico; entrambe 

le specie sono risultate efficienti predatori di uova e di larve, con una 

preferenza per i primi stadi larvali (URBANEJA ET AL., 2009). Le di-

mensioni ridotte e la grande voracità di questi insetti permette loro di 

esplorare la parte aerea delle piante infestate alla ricerca di uova e 

primi stadi larvali, che vengono attaccati se sorpresi fuori dalle mine. 

M. pygmaeus viene allevato dalle biofabbriche ed è disponibile in 

commercio e largamente utilizzato negli impianti di pomodoro da 

prima della comparsa in Europa di T. absoluta in quanto è uno dei 

principali nemici naturali di aleirodidi (ARNÓ ET AL., 2010). Un altro 

miride dificino, prodotto dalle biofabbriche e posto in commercio, 

che può essere utilizzato per il controllo del lepidottero, è N. tenuis. 

La densità di rilascio, che si raccomanda per entrambe le specie nelle 

serre di pomodoro, è di 1-2 individui/ m2 (URBANEJA ET AL., 2012). At-

tualmente ottimi risultati sono stati ottenuti anche tramite l’utilizzo 

del miride zoofitofago Dicyphus errans (Wolff) (Fig. 19) soprattutto 
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su uova del fillominatore in diversi ambienti serricoli del nord-est Ita-

lia ((INGEGNO, 2103). Dai recenti rilievi condotti in diverse regioni ita-

liane (LONI ET AL., 2011; FERRACINI ET AL., 2012; ZAPPALÀ ET AL., 2013) 

si evidenzia che le specie generaliste ed idiobionti di parassitoidi in-

digeni ectofagi ed endofagi annoverati nel nostro paese appartengono 

a 13 generi e 6 famiglie (Ichneumonidae, Braconidae, Eulophidae, 

Elasmidae Pteromalidae e Trichogrammatidae). Diverse specie di Eu-

lofidi, Ichneumonidi e Braconidi si sono prontamente adattate al nuo-

vo ospite, sviluppandosi a carico delle larve. Il parassitoide di uova 

Trichogramma achaeae Nagaraja & Nagarkatti (Hymenoptera: Tri-

chogrammatidae) (Fig. 20) è stato segnalato su T. absoluta (DE-

SNEUX ET AL., 2010), ed è commercializzato da tempo dalle biofabbri-

che. La sua introduzione negli impianti italiani non è tuttavia così 

conveniente in quanto si tratta di una specie esotica ancora non pre-

sente in natura nel nostro Paese. L’immissione deliberata di un orga-

nismo esotico in un ambiente estraneo può infatti causare ripercus-

sioni anche gravi sulla fauna e sulla flora autoctone (URBANEJA ET AL., 

2012). Tra le diverse specie caratterizzate in questi anni (GIORGINI ET 

AL., 2012) quelle appartenenti al genere Necremnus (Hymenoptera: 

Eulophidae) come N. propeartynes (Walker) (Fig. 21) e N. prope ti-

dius (Walker) hanno parassitizzato con successo il lepidottero in 

condizioni di laboratorio ed in serra nel Mediterraneo e in Italia (FER-

RACINI ET AL., 2012; CALVO ET AL., 2013; MOLLÀ ET AL., 2010, 2010; 
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GABARRA E ARNÒ, 2010; BELDA ET AL., 2011; DELVARE ET AL., 2011; 

FERRACINI ET AL., 2012; ZAPPALÀ ET AL., 2012) ma con scarse evidenze 

in pieno campo (CALVO ET AL., 2013). In Italia ne è stato preso in con-

siderazione l’allevamento massale per effettuare rilasci inoculativi in 

colture protette dove può essere associato con l’impiego di miridi 

predatori e trattamenti microbiologici a base di B. thuringiensis, co-

me già efficacemente applicato in Spagna (BELDA ET AL., 2011; URBA-

NEJA ET AL., 2012). Prove di laboratorio hanno evidenziato che il pa-

rassitoide, grazie anche alla sua elevata attività di host feeding, può 

indurre mortalità a carico delle larve di prima e seconda età di T. ab-

soluta superiori al 70% (FERRACINI ET AL., 2012), nonostante i mode-

sti livelli di parassitizzazione rilevati, è stato spontaneamente ritrova-

to anche in serre di pomodoro sottoposte a trattamenti insetticidi 

(ZAPPALÀ ET AL., 2012a). Fra i braconidi presenti nel bacino del Medi-

terraneo, Bracon nigricans Szépligeti (Fig. 22) è stato ritrovato su T. 

absoluta in tre paesi: Spagna, Giordania e Italia (URBANEJA ET AL., 

2012). Questa specie, largamente diffusa nella regione Paleartica, è in 

grado di svilupparsi a carico di diverse specie di lepidotteri, tra cui il 

gelechiidae Phthorimaea operculella (Zeller), la tignola della patata 

(ZAPPALÀ ET AL., 2012a). La sua biologia e comportamento, sono stati 

recentemente descritti in laboratorio e questa specie ha dimostrato di 

essere un ectoparassitoide gregario di larve mature di T. absoluta e 

di utilizzare le larve dell’ospite sia come substrato di ovideposizione 
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che come substrato di host-feeding. In una recente ricerca condotta 

in Toscana Agathis fuscipennis (Zetterstedt) (Hymenoptera: Braco-

nidae) è stato ritrovato per la prima volta su larve di T. absoluta, a 

ulteriore dimostrazione di come una specie indigena si possa adatta-

re alla comparsa di un fitofago esotico (LONI ET AL., 2011). Buoni ri-

sultati di protezione si stanno ottenendo anche con il parassitoide eu-

lofide Neochrysocharis formosa (Westwood) (Fig. 23) capace di at-

taccare larve seconde e terze del lepidottero (ZAPPALÀ, 2013). Tra gli 

agenti entomopatogeni utilizzabili nella lotta contro T. absoluta, par-

ticolare significato applicativo assume il batterio Bacillus thuringien-

sis Berliner (Firmicutes: Bacillaceae) (GIUSTOLIN ET AL., 2001; NIED-

MANN e MEZA-BASSO, 2006; GONZELEZ-CABRERA ET AL., 2011; ZAPPALÀ 

ET AL., 2012b). Formulazioni insetticide a base di questo agente mi-

crobico sono state utilizzate da decenni per controllare insetti, perché 

sono considerati ecosostenibili, innocui per gli esseri umani e altri 

vertebrati e altamente compatibili con l’uso di antagonisti naturali 

(MOLLÀ ET AL., 2011; BIONDI ET AL., 2012a, 2012b, 2013). Come è ben 

noto, si tratta di batteri sporigeni che agiscono solo per ingestione nei 

confronti delle larve di diversi fitofagi, principalmente lepidotteri, 

provocandone la morte nel giro di 3-4 giorni a seguito del disfacimen-

to della parete mesenteriale provocata dal rilascio di specifiche endo-

tossine (Δ-endotossine). Questi insetticidi, non avendo citotropicità 

ed essendo fotodegradabili, devono essere tempestivamente irrorati 
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sulla coltura contro i primi stadi larvali del fitofago. Inoltre, conside-

rato il loro meccanismo d’azione selettivo e la loro rapida degrada-

zione, sono consigliati in trattamenti pre-raccolta e per mitigare 

l’insorgenza di fenomeni di resistenza. In Italia, sono attualmente di-

sponibili formulati commerciali a base delle sottospecie aizawai 

(ceppo GC91) e kurstaki (ceppo SA-12) autorizzati per trattamenti su 

coltura di pomodoro mentre i nuovi ceppi S1, HD1 e KS hanno rile-

vato risultati promettenti in condizioni di laboratorio (URBANEJA ET 

AL., 2010; JAMOUSSI ET AL., 2013). Nel caso di T. absoluta, queste for-

mulazioni sono state inizialmente raccomandate nel bacino del Medi-

terraneo solo con modesti livelli di infestazione. Prove condotte in la-

boratorio e su colture di pomodoro in serra e in pieno campo in Spa-

gna hanno recentemente dimostrato che queste formulazioni sono 

molto efficaci sulle larve e soprattutto sulle prime età, con una ridu-

zione del danno prossima al 90%. L’efficacia di questi formulati varia 

in funzione della varietà usata, del ceppo ma anche della concentra-

zione di spore presente nel prodotto commerciale. Applicazioni a in-

tervalli settimanali ad una concentrazione di 90,4 MUI/L di formulato 

hanno consentito il contenimento della tignola per tutta la stagione 

senza alcun trattamento aggiuntivo, anche a livelli elevati d’infestazio-

ne; inoltre, i trattamenti sono risultati pienamente compatibili con 

l’attività di miridi predatori (GONZALEZ-GABRERA ET AL., 2011). Infatti, 

è stato visto che trattamenti precoci non hanno interferito con l’inse-
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diamento di N. tenuis che preferisce predare uova di T. absoluta; 

una volta che il miride si riproduce sulla coltura non sarebbero ne-

cessari altri trattamenti (URBANEJA ET AL., 2012). In uno studio con-

dotto in Italia, è stata valutata in condizioni di laboratorio e di labora-

torio esteso l’efficacia (in termini di tossicità acuta e riduzione di atti-

vità di alimentazione) di ceppi di B. thuringiensis disponibili in com-

mercio, somministrati sia per ingestione che per contatto a giovani 

larve di T. absoluta (ZAPPALÀ ET AL., 2012b). In condizioni di labora-

torio, la formulazione commerciale contenente il ceppo kurstaki SA12 

è risultata la più efficace in termini di mortalità indotta e riduzione 

del danno. Questa tendenza è stata evidenziata anche nelle prove 

condotte in condizioni di laboratorio esteso; i dati ottenuti in queste 

prove trovano riscontro in studi condotti in Spagna (GONZALEZ-CA-

BRERA ET AL., 2011) e validano l’inserimento di questi preparati com-

merciali nei programmi IPM anche in Italia. Molto importante fra i 

microrganismi entomopatogeni è anche il fungo ascomicete Beauve-

ria bassiana (Balsamo), che è stato in grado di incrementare l’effica-

cia di B. thuringiensis nella lotta contro il fitofago (TORRES ET AL., 

2009). Merita menzione anche il fungo entomopatogeno Metharrhi-

zium anisopliae i cui conidi hanno manifestato una promettente pa-

togenicità nei confronti delle uova e neolarve del lepidottero ma nes-

suna azione sugli adulti (CONTRERAS ET AL., 2014; SHALABY ET AL., 

2013). Attualmente si stanno delineando ulteriori e valide alternative 
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di controllo riguardanti l’utilizzo di biopesticidi microbiologici conte-

nenti isolati del granulovirus di Phtorimea operculella (PhopGV). 

Biosaggi di laboratorio eseguiti utilizzando l’isolato virale JLZ9f op-

portunamente stabilizzato in formulazioni polverulente contenenti 

substrati inerti come carbonato di calcio combinati con diversi coa-

diuvanti come magnesio cloruro e lecitina di soia hanno determinato 

il 98% di mortalità della popolazione larvale testata (CARPIO ET. AL., 

2013). Anche alcuni nematodi entomopatogeni appartenenti ai generi 

Steinernema (Nematoda: Steirnenematidae) e Heterorhabitis (Nema-

toda: Heterorhabditidae) sono stati saggiati con successo contro il le-

pidottero in condizioni di laboratorio (URBANEJA ET AL., 2012). In 

prove condotte in Spagna con i nematodi entomopatogeni Steiner-

nema carpocapsae (Weiser) (Nematoda: Steinernematidae), Steiner-

nema feltiae (Filipjev) (Nematoda: Steinernematidae) e Heterorhab-

ditis bacteriophora Poinar (Nematoda: Heterorhabditidae), sia in 

condizioni di laboratorio che in campo (BATALLA-CARRERA ET AL., 

2010), sono stati osservati livelli di mortalità larvale fino al 100% con 

tassi di parassitizzazione a carico di larve endofitiche di T. absoluta 

variabili dal 77 al 92%; questi dati hanno dimostrato che questo ap-

proccio microbiologico è in grado di proteggere in modo soddisfacen-

te la coltura, riducendo l’infestazione dell’87-95%. In altri saggi di va-

lutazione di efficacia è stato anche osservato che il trattamento con 

nematodi entomopatogeni non solo ha un’efficacia paragonabile a 
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quella di un bioinsetticida usato anche in agricoltura biologica, quale 

lo spinosad, ma si è anche stimato che i costi di trattamento sono 

stati simili per nematodi e spinosad (JACOBSON e MARTIN, 2011). Altri 

esperimenti condotti per valutare la compatibilità di questi nematodi 

con alcuni insetticidi comunemente impiegati nel bacino del Mediter-

raneo contro T. absoluta (flubendiamide, chlorantraniliprole e meta-

flumizone) hanno evidenziato un maggiore suscettibilità di H. bacte-

riophora mentre S. feltiae e S. carpocapsae hanno dimostrato di es-

sere tolleranti ai trattamenti chimici facendo registrare tassi di so-

pravvivenza variabili dall’85,3 al 100% (GARCIA DEL PINO ET AL., 

2013). Nel complesso, questi dati indicano che è possibile integrare 

efficacemente l’impiego di nematodi entomopatogeni con altre strate-

gie di controllo. 

 

   

Fig. 17 – Adulto di Macrolophus pygmaeus (Rambur). 
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Fig. 18 – Adulto di Nesidiocoris tenuis (Reuter). 

 

 

 

 

Fig. 19 – Adulto di Diciphus errans (Wolff). 
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Fig. 20 – Adulto di Trichogramma acheae Nagaraja & Nagarkatti . 

 

 

 

 
Fig. 21 – Adulto di Necremnus propeartynes (Walker). 

 



1. INTRODUZIONE 52 

 

    

Fig. 22 – Adulto di Bracon nigricans Szèpligeti. 

 

 

 

      

Fig. 23 – Adulto di Neochrysocharis formosa (Weestwood). 
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§ 3.2.3 – Metodi chimici 

Generalità 

La lotta chimica ha rappresentato storicamente il principale me-

todo di contenimento di questo fitofago nell’area di origine (LIETTI ET 

AL., 2005). I fosforganici furono utilizzati inizialmente, per poi essere 

soppiantati dai piretroidi nei primi anni settanta. All’inizio degli anni 

ottanta la nuova molecola cartap fu impiegata in alternanza con pire-

troidi e tiociclam manifestando un’elevata efficacia (LIETTI ET AL., 

2005). Fra le nuove molecole insetticide sintetizzate a partire dagli 

anni novanta, abamectina, acilurea, spinosad, tebufenozide hanno 

manifestato un’elevata efficacia (LIETTI ET AL., 2005). Fra le nuove mo-

lecole insetticide sintetizzate a partire dagli anni novanta, abamecti-

na, acilurea, spinosad, tebufenozide e clorfenapyr furono utilizzati 

con successo contro T. absoluta. In alcuni casi la percentuale di mor-

talità delle larve sottoposte al trattamento raggiunse il 100% (SILVÉRIO 

ET AL., 2009). Attualmente in Italia contro questa avversità è stato au-

torizzato l’uso di diverse molecole insetticide quali azadiractina (aza-

diractina A e B – tetranortriterpenoide) con l’impiego su pomodoro 

solo in fertirrigazione, preferibilmente già in fase di trapianto della 

coltura, anche in regime di agricoltura biologica; chlorantraniliprole 

(noto anche come rynaxypyr – antranilammide) normalmente già di-

sponibile in miscela con il piretroide lamba-cialotrina, ma solo per 

trattamenti su coltura in pieno campo; emamectina benzoato (gruppo 
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delle avermectine); indoxacarb (ossadiazine); metaflumizone (semi-

carbazoni); spinosad (spinosoidi–spinosina A e D con l’autorizzazione 

dell’uso anche in agricoltura biologica (Tab. 1). Allo stato attuale 

l’applicazione della lotta chimica è in gran parte basata sulla valuta-

zione di soglie d’intervento, che possono essere determinate in diversi 

modi. Uno dei più diffusi è il conteggio degli esemplari catturati nelle 

trappole per il monitoraggio (BENVENGA ET AL., 2007); il numero di 

adulti presenti nelle trappole può poi essere correlato con quello di 

larve sulla pianta o con la percentuale di prodotto danneggiato, come 

è già stato effettuato per altri lepidotteri di interesse economico. 

La lotta con gli insetticidi si basa su interventi mirati e tempesti-

vi indirizzati agli stadi larvali sia in fase endofitica che in fase vagan-

te. Considerando che per coprire l’intero ciclo di produzione, che può 

estendersi per gran parte dell’anno si intuisce come sia opportuno 

per ritardare l’acquisizione delle resistenze, alternare l’insetticida più 

efficiente con altre sostanze attive. L’abitudine delle larve di avere, in 

determinate fasi del ciclo, un'attività esterna, le rende suscettibili an-

che a sostanze non dotate di capacità di penetrazione come i formula-

ti microbiologici. Questi prodotti che presentano una spiccata azione 

ovo-larvicida vanno anch’essi impiegati in miscela o in rotazione con 

gli insetticidi di sintesi chimica, per salvaguardare l’attività dei nemici 

naturali, contenere i livelli di residui nel prodotto e applicare misure 

antiresistenza.  
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Fenomeni di resistenza 

In America Latina e, oramai in diversi areali del bacino del Me-

diterraneo, si trovano comunemente popolazioni di campo di T. ab-

soluta con livelli elevati di resistenza ad insetticidi fosforganici e spi-

nosoidi (REYES ET AL., 2012) (gruppo MoA 1B, inibitori e regolatori 

dell’acetil-colinesterasi), piretroidi di sintesi (gruppo MoA3 B, modu-

latore dei canali sodici) e benzoiluree (gruppo MoA 15, inibitori della 

biosintesi della chitina). Recentemente sono stati ottenuti risultati in-

coraggianti con un nuovo metodo standard di biosaggio per immer-

sione fogliare (leaf-dip-bioassay) validato in tre diversi laboratori eu-

ropei (NAGREF in Grecia, UC in Italia e UPCT in Spagna) per l’accu-

rata determinazione dell’efficacia dell’effetto insetticida su larve di se-

conda età di T. absoluta mediante metodo IRAC numero 022 utiliz-

zando in modo particolare un insetticida antagonista dei canali sodio 

(indoxacarb) ed un modulatore dei recettori rianodinici (chlorantra-

niliprole) (RODITAKIS ET AL., 2013). Scopo principale di questi biosaggi 

è di fissare il livello iniziale di sensibilità (baseline) del lepidottero ai 

prodotti larvicidi per poter rilevare eventuali cali di sensibilità nel 

tempo in un determinato areale (susceptibility shift). Per un controllo 

efficace e sostenibile di T. absoluta è necessario integrare le misure 

preventive di sanitizzazione con i mezzi agronomico-colturali, semio-

chimici e chimici disponibili. L’uso degli insetticidi dovrebbe essere 

fatto solo se necessario e sulla base di soglie d’intervento prestabilite, 
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alternando gli insetticidi efficaci e i diversi modi di azione disponibili 

in modo tale da non esporre due generazioni consecutive del fitofago 

allo stesso modo d’azione. L’alternanza razionale dei MoA si può at-

tuare suddividendo il programma di difesa della solanacea in finestre 

di intervento. L’IRAC ha esemplificato tale strategia prendendo a mo-

dello un ciclo colturale di pomodoro di cinque mesi e supponendo la 

disponibilità di tre insetticidi con diversa modalità di azione (Tab. 2). 

Gli stessi criteri si possono applicare a cicli colturali del pomodoro 

di qualsiasi durata. 

 

Attuali sperimentazioni  

Le attuali sperimentazioni di lotta chimica sono sempre più tese 

a valutare l’efficacia e l’eventuale sinergia della combinazione di e-

stratti vegetali con insetticidi di sintesi. È stato infatti recentemente 

dimostrato che molti estratti vegetali presentano gli stessi effetti dei 

limonoidi tetraterpenici quali l'azadiractina (TOMÈ ET AL., 2013) nella 

deterrenza all’ovideposizione e nella inibizione della schiusa delle uo-

va; tra questi estratti si segnalano prodotti a base di Artemisia cina, 

Citrus aurantium (LAARIF ET AL., 2013), Lonchocarpus guaricensis 

(CAJIAS ET AL., 2013) e Dictamnus dasycarpus ((MIN LU ET AL.,2013) 

che combinati con alcuni insetticidi come indoxacarb e imidacloprid 

hanno incrementato e potenziato l’efficienza di trattamento condotta 

con i soli insetticidi di sintesi (DERBALAH ET AL., 2013;). Oli monoter-
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penici commerciali come eugenolo, isoeugenolo e cineolo sono stati 

testati su diversi stadi larvali del lepidottero e hanno elicitato impor-

tanti effetti istologici a carico dell’esoscheletro (SAWSAN ET. AL., 2013).  

 

Molecola Gruppo chimico Meccanismo d’azione 

Emamectina benzoato Avermectine attivatori del canale cloro 

Metaflumizone Semicarbazone inibitori del canale sodio 

Lambda cialotrina Piretroidi regolatori del canale sodio 

Rynaxypyr Antranilamidi attivatore dei recettori della rianodina 

Spinosad Spinosine regolatori dei recettori 
dell'acetilcolina 

Metomil Carbammati inibitori dell'acetilcolinesterasi 

Indoxacarb Diazine inibitori del canale sodio 

Azadiractina derivati terpenici meccanismo d’azione plurimo 

Diflubenzuron benzoliuree chitino-inibitori 

Clorpirifos Organofosfati inibitori dell’acetil-    colinesterasi 

Bacillus thuringiensis ----------------- distruttore delle membrane intestinali 
e tossine microbiche correlate 

Tebufenozide Diacil-idrazione analoghi dell’ecdisone 

Tab. 1 – Modalità di azione (MoA) degli insetticidi attualmente disponibili per il controllo di Tuta 
absoluta (SIAN 2013). 

 

 

1° mese 2° mese 3° mese 4° mese 5° mese 

MoA insetticida 
x 

No MoA x No MoA y 
MoA insetticida 

x 
No MoA x 

No MoA  y 
MoA insetticida 

y 
No MoA y No MoA y 

MoA insetticida 
y 

No MoA z No Moa  z 
Moa insetticida 

z 
No Moa z No Moa z 

Tab. 2 – Esempio di strategie IRM a finestre d’intervento (nel primo mese si useranno solo in-
setticidi con MoA x; nel secondo, solo insetticidi con MoA y; nel terzo, solo insetticidi 
conMoA z; nel quarto potranno tornare ad usarsi quelli con MoA x; nel quinto quelli con 
MoA y, e così via. 
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§ 4 – Prospettive di controllo innovative 

§ 4.1 – RNA interference: meccanismo molecolare 

Il silenziamento genico post-trascrizionale mediato da dsRNA, 

definito anche come RNA interference (RNAi), descrive la capacità da 

parte di una molecola di RNA a doppio filamento, di inibire l’espres-

sione del gene omologo a livello di RNA. In generale RNAi è un mec-

canismo di controllo molecolare che determina la degradazione di un 

RNA messagero target. Le due maggiori classi di RNAi sono gli small 

interfering RNA o siRNA ed i micro interfering RNA o miRNA. En-

trambe richiedono il taglio di lunghi RNA a doppio filamento (dsRNA) 

in frammenti di 20‐30 paia di basi, e sono caratterizzate da 2 nucleo-

tidi (nt) protrusi al terminale 3’. I siRNA sono generati dal taglio di 

dsRNA precursori ad opera di Dicer, una RNase di tipo III, presente 

nel citoplasma; mentre la via che conduce ai miRNA inizia nel nucleo, 

dove i pri‐miRNA sono processati da un complesso costituito da Dro-

sha, un’altra RNaeIII, e DGCR8 per produrre i pre‐miRNA di circa 70 

nucleotidi. Questi ultimi sono trasportati nel citoplasma dove sono 

tagliati da Dicer in miRNA maturi. Un filamento dei corti dsRNA cosi 

prodotti, chiamato filamento guida, viene incorporato in un comples-

so multiproteico chiamato “RNA induced silencing complex” (RISC) 

nel quale le proteine Argonaute inducono l’appaiamento del filamento 

guida con l’mRNA omologo in modo sequenza‐specifico. L’appaia-

mento tra il filamento dell’siRNA e l’mRNA induce la degradazione di 
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quest’ultimo (Fig. 24 a‐b). Nei miRNA invece tale appaiamento porta 

ad una inibizione della trascrizione. In entrambe i casi si ha l’inibi-

zione della sintesi proteica (Fig. 24 c). Gli RNA attivi nell’RNAi pos-

sono essere classificati in famiglie: 

— Small interfering RNA o siRNA: sono corti filamenti di dsRNA di 

circa 19‐23 nt omologhi ad un RNA messaggero. Hanno una di-

stinta polarita, essenziale per lo svolgimento della loro funzio-

ne.siRNA efficienti devono possedere un gruppo ossidrilico e 2 

nucleotidi protrusi al 3’,ed un gruppo fosfato al 5’. I siRNA posso-

no derivare da virus a RNA, elementi trasponibili o essere prodot-

ti sinteticamente. 

— Micro interfering RNA o miRNA: sono oligomeri di 21 nt che si le-

gano al 3’ UTR dell’RNA messaggero specifico inibendone la tra-

duzione. I miRNA derivano da precursori primari endogeni chia-

mati pri‐miRNA che vengono tagliati da un’enzima della famiglia 

delle RNaseIII chiamata Drosha originando i pre‐miRNA di circa 

70 nt che vengono trasportati nel citosol dove le Dicer provvedono 

a tagliarli in miRNA maturi analoghi ai siRNA e processati in mo-

do analogo. 

— Tiny non‐coding RNA o tncRNA: sono simili ai miRNA in quanto 

anch’essi nel genoma sono localizzati al di fuori delle sequenze 

codificanti proteine, sono composti da circa 20‐22 nt e mostrano 

un pattern di espressione temporale ben definito durante lo svi-
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luppo, ma si distinguono dai miRNA poiche i precursori non pre-

sentano strutture secondarie stem loop come i miRNA. La funzio-

ne dei tncRNA non e ancora chiara. 

Iniziali studi su estratti embrionali di D. melanogaster rivelaro-

no la presenza di un’attivita capace di degradare lunghi dsRNA in 

frammenti di 21‐25 nt chiamati small interfering RNA (siRNA) (ZA-

MORE ET AL., 2000). L’analisi di questi RNA mostro che erano RNA a 

doppio filamento contenenti un gruppo fosfato al 5' (ELBASHIR ET AL., 

2001). L'enzima che inizia la via dell'RNAi appartiene alla famiglia 

delle RNaseIII, enzimi che mostrano specificita per i dsRNA. Gli en-

zimi delle RNaseIII si dividono in tre classi: 

—  RNAIII batterici contenenti un singolo dominio catalitico e un do-

minio di dsRNA binding (dsRBD). 

—  la famiglia delle Drosha contenente 2 domini catalitici 38 

—  la terza famiglia contiene, oltre ai due domini catalitici, anche un 

dominio elicasico ed un motivo PAZ. Membri della terza classe 

sono stati correlati con il processamento del dsRNA in siRNA 

all’inizio dell'RNAi (BERNSTEIN ET AL., 2001). Questa famiglia di 

proteine, chiamata Dicer, possiede dei componenti evolutivamente 

conservati. Proteine Dicer ottenute da Drosophila melanogaster, 

C. elegans, eucarioti superiori e Neurospora sp. hanno mostrato 

la capacita di riconoscere e processare i dsRNA in siRNA di di-

mensioni caratteristiche della specie. Dicer e tipicamente compo-
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sto da un dominio DExH/DEAH RNA elicasi N‐terminale, un do-

minio PAZ, due domini RNaseIII ed un dominio dsRNA‐binding 

(dsRBD).I domini DExH/DEAH sono RNA elicasi responsabili 

dell’assemblamento dei siRNA nel complesso RISC (FILIPOWICZ ET 

al., 2005; CARMELL ET AL., 2002; Meister e Tuschl, 2004). Il do-

minio PAZ (piwi argonaute zwille), presente in Dicer, e costituito 

da circa 130 residui amminoacidici e può legare sia il 3’ dei 

ssRNA oppure i 2 nt protrusi al 3’ dei dsRNA. Il dominio dsRBD e 

presente in molte proteine coinvolte nella trascrizione, nel proces-

samento dell’RNA, localizzazione e traduzione degli mRNA. Que-

sto dominio riconosce e lega i dsRNA aspecificamente, agevolando 

probabilmente il legame del dsRNA con il dominio PAZ (HANNON, 

2002). Funzionalmente i due domini RNaseIII di Dicer si associa-

no a formare un pseudodimero intramolecolare, creando cosi un 

sito attivo in cui ogni dominio idrolizza un singolo filamento 

dell’RNA duplex, generando un nuovo terminale. Il prodotto di 

Dicer e un RNA 21 nucleotidi. Il numero di nucleotidi del siRNA 

deriva dalla distanza tra il terminale neoformato sull’RNA duplex 

che legherà PAZ, ed il sito attivo dell’RNaseIII. Funzionalmente i 

due domini RNaseIII di Dicer si associano a formare un pseudo-

dimero intramolecolare, creando cosi un sito attivo in cui ogni 

dominio idrolizza un singolo filamento dell’RNA duplex, generan-

do un nuovo terminale. Il prodotto di Dicer e un RNA 21 nucleo-
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tidi. Il numero di nucleotidi del siRNA deriva dalla distanza tra il 

terminale neoformato sull’RNA duplex che leghera PAZ, ed il sito 

attivo dell’RNaseIII (Figura 4). Il processo di RNAi viene portato a 

termine da RISC che riconosce e degrada l'mRNA target.  

Le proteine chiave del RISC sono le proteine Argonaute, inizial-

mente identificate in mutanti di A. thaliana le cui foglie portavano 

un'alterata morfologia. Le Argonaute costituiscono una famiglia evolu-

tivamente conservata presente in molti eucarioti e sono proteine ubi-

quitarie in animali e piante, funghi, protisti e archea. La famiglia di 

Ago eucariotiche sono classificate in 3 classi principali: il gruppo più 

grande è chiamato Argonaute (ci si riferisce a questa classe come A-

go), e di questo gruppo fanno parte le Ago‐1 di Arabidopsis. A livello 

cellulare le Ago si localizzano principalmente nel citoplasma e nel nu-

cleo. Il secondo gruppo è Piwi (P‐element Induced Wimpy Testis), 

molto abbondanti in cellule della linea germinale dove agiscono per 

silenziare i trasposoni. Nel genoma umano ci sono 4 copie sia di Ago 

che di Piwi. La terza classe comprende geni Argonaute specifici dei 

nematodi, chiamati WAGO. Nel gruppo Ago i siRNA sono prodotti da 

Dicer nel citoplasma, mentre nel gruppo Piwi il filamento guida si 

forma attraverso un meccanismo nel quale l'RNA target è tagliato da 

una proteina Piwi diventando il filamento guida di un'altra Piwi. Que-

sta cascata è generalmente iniziata da piRNA (piwi interacting RNA) 

ereditati per via materna. Le Argonaute della terza classe ottengono il 
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filamento guida mediante il clivaggio di lunghi dsRNA esogeni o endo-

geni ad opera di Dicer. Strutturalmente le proteine Argonaute sono 

composte da 4 domini: un dominio Nterminale, un dominio PAZ, un 

dominio centrale Mid, ed il dominio PIWI. I domini N‐terminale, Mid 

e PAZ si dispongono a formare un incavo in cui si trova il dominio 

PIWI. Il dominio PIWI si ripiega in modo simile alle RNaseH, un en-

donucleasi che taglia l’RNA ibridi RNA/DNA. Il lobo N‐terminale con-

tiene un dominio Paz, il quale lega il 3' finale del DNA guida,mentre il 

lobo C‐terminale contiene il dominio centrale Mid che lega il 5' fosfato 

delI DNA guida e il dominio PIWI, il cui gruppo carbossiterminale in-

teragisce con il gruppo fosfato al 5' del filamento guida. Il 5' fosfato 

del DNA guida e tenuto in una tasca tra il dominio Mid e Piwi, i quali 

agiscono come punto di ancoraggio per il DNA nella proteina. Le 2 

basi protruse al 3' sono invece legate al dominio PAZ mentre il resto 

della molecola e relativamente libera, in modo da accomodarsi nell’in-

cavo dell’Argonaute, permettendo cosi la sistemazione anche di fila-

menti di differenti lunghezze. Dopo il legame con l'RNA target, i do-

mini di legame dell'Argonaute si aprono in modo da far appoggiare il 

filamento target ed il filamento guida. I due filamenti sono uniti nei 

nucleotidi da 2 a 8 mediante appaiamento di Watson‐Crick. Le basi 

da 2 a 6 del filamento guida si trovano esposte nella parte esterna del 

complesso e questo e molto importante in quanto sono le responsabi-

li del riconoscimento della sequenza target. Questa porzione del fila-
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mento guida viene chiamata “seed region”. Tale modello spiegherebbe 

anche l'elevata efficienza con cui RISC localizza i messaggeri target. Il 

riconoscimento dell'mRNA target da parte del complesso RISC‐fila-

mento guida è l'idrolisi del mRNA, o “slicing”.  

 

 

 

Fig. 24 – a‐ Small interfering (si)RNA. Le caratteristiche molecolari dei siRNA comprendono: il 
terminale 5’ fosforilato, una regione duplex di 19 nucleotidi (nt), e 2 nt protrusi e non fo-
sforilati al terminale 3’ che sono caratteristici dei prodotti di taglio delle RNaseIII; b‐ Mec-
canismo di silenziamento mediato da siRNA. I lunghi double strand (ds)RNA sono ta-
gliati ad opera di un membro della famiglia delle RNaseIII, Dicer, in siRNA in modo ATP 
dipendente. Questi siRNA sono incorporati nell’RNA‐inducing silencing complex (RISC). 
Sebbene la formazione del complesso RISC‐siRNA sia ATP indipendente, l’apertura del 
siRNA duplex richiede ATP. Una volta svolto, il filamento antisenso guida RISC sull’RNA 
messaggero con sequenza complementare, portando al taglio endonucleolitico 
dell’mRNA target.; c‐ Meccanismo di silenziamento mediato da micro (mi)RNA. Seb-
bene originariamente sia stato identificato sulla base della sua capacita di processare 
lunghi dsRNA, Dicer puo tagliare anche RNA hairpin di circa 70 nt, precursori dei miRNA. 
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Le due caratteristiche necessarie per lo slicing sono la presenza 

di proteine Ago cataliticamente attive, ed un appaiamento quasi per-

fetto tra filamento guida e RNA target, per assicurare che solo il mes-

saggero specifico sia degradato. L'attività RNasica del dominio Piwi di 

Argonaute catalizza la reazione di taglio dell'RNA target mediante i-

drolisi, e il conseguente silenziamento dell’espressione della proteina 

(Fig. 25). 

 

 

 

Fig. 25 – a. –Le proteine Argonaute possiedono quattro domini: il dominio amminoterminale (N), 
PA, MID e PIWI. Ogni proteina Argonaute lega una corta molecola di RNA (in rosso), 
la quale funziona da templato per il legame con l’RNA target (in blu). Il terminale 5’ fo-
sfato (5’P) dell’RNA è ancorato al dominio MID, mentre il terminale 3’ ossidrilico (3’OH) si 
trova ancorato al dominio PAZ. b. – Studi strutturali di Wang e colleghi mostrano che il 
complesso Argonaute lega l’RNA target, iniziando con la formazione di una doppia elica 
derivante dall’appaiamento del filamento guida con l’RNA target. c. – Il movimento ne-
cessario di Argonaute permette l’estensione delle doppia elica mentre il l’RNA guida è 
ancorato in entrambe le estremità. Il 3’OH del filamento guida è rilasciato dal dominio 
PAZ permettendo la rotazione. d. – Tale cambio conformazionale favorisce l’esatto posi-
zionamento del sito di taglio dell’RNA target in prossimità del dominio PIWI. Gli ioni ma-
gnesio facilitano la precisionedi taglio nell’RNA target. 
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§ 4.2 – Meccanismi di assorbimento cellulare del dsRNA  

WHANGBO e HUNTER (2008) hanno definito differenti meccanismi 

d’assorbimento del dsRNA, delineando due tipi di RNAi: cellula-indi-

pendente (cell-autonomous RNAi) e cellula-dipendente (noncell-auto-

nomous RNAi). HUVENNE e SMAGGHE (2010) hanno recentemente rivi-

sto la letteratura relativa a questi due meccanismi e ai tipi di diffu-

sione del dsRNA negli insetti (Fig. 26). 

 

§ 4.2.1 – Il meccanismo di assorbimento mediato da re-

cettori trans-membrana  

Diversi studi suggeriscono che i geni sid-1 e sid-2, che nel nema-

tode Caenorhabditis elegans codificano per proteine trans-membrana 

che mediano rispettivamente l’effetto sistemico dell RNAi (FEINBERG e 

HUNTER, 2003) e l’RNAi di tipo ambientale (Winston et al., 2007), non 

sono essenziali perché in alcuni insetti abbia luogo l’assorbimento del 

dsRNA e l’RNAi sistemico (ROIGNANT ET Al., 2003; GORDON e WATER-

HOUSE, 2007; MILLER ET AL., 2008, Feinberg e HUNTER, 2003; PARRISH 

ET AL., 2000; TOMOYASU ET AL., 2008). Quasi tutte le specie di insetti 

posseggono ortologhi di sid-1 (fatta eccezione per i ditteri) ma non di 

sid-2. Omologhi del gene sid-1 sono stati identificati in alcuni insetti 

come Tribolium castaneum, Bombix mori (Tomoyasu et al., 2008) e 

Apis mellifera (Aronstein et al., 2006), ma non nel genoma di Droso-

phila (WINSTON ET AL., 2007). Questo suggerisce che negli insetti esiste 
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un sistema di assorbimento del dsRNA alternativo, considerato che 

l’RNAi sistemico è molto forte in T. castaneum (TOMOYASU ET AL., 

2008), anche dopo il silenziamento dei tre omologhi di sid-1 individua-

ti in questa specie. L’ipotesi è ulteriormente supportata dal fatto che, 

nonostante la presenza di tre omologhi di sid-1, in B. mori l’RNAi si-

stemico è un evento raro, e dal fatto che esso sia stato invece osservato 

in alcune specie di zanzara (ZHU ET AL., 2003; BOISSON ET AL., 2006; 

VOLZ ET AL., 2006; TOMOYASU ET AL., 2008). 

 

 

Fig. 26 – Rappresentazione schematica di diversi tipi di RNAi, spiegati attraverso l’effetto di silen-
ziamento di un gene necessario per la vitalità cellulare. Nell’RNAi cellula- indipendente il 
silenziamento genico è limitato alla cellula in cui il dsRNA è applicato o espresso. Nel ca-
so dell’RNAi ambientale, il dsRNA viene assorbito dall’ambiente cellulare, ed il silenzia-
mento genico è osservato in tutte le cellule che possono assorbire dsRNA. Questo può 
avvenire in organismi unicellulari e pluricelulari. L’RNAi sistemico include tutti i processi in 
cui il segnale di silenziamento è trasportato dalla cellula nella quale il dsRNA è espresso 
o applicato ad altri tessuti, nei quali avverrà il silenziamento (HUVENNE e SMAGGHE, 2010). 
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§ 4.2.2 – Il meccanismo di assorbimento mediato da en-

docitosi 

In D. melanogaster non sono stati individuati ortologhi dei geni 

sid, tuttavia è presente un meccanismo RNAi cellula indipendente e gli 

emociti sono in grado di rispondere all’RNAi ambientale (ROIGNANT ET 

AL., 2003; GORDON e WATERHOUSE, 2007; MILLER ET AL., 2008). Recenti 

studi hanno evidenziato che, in colture di cellule S2 (Schneider 2) di 

Drosophila, l’assorbimento del dsRNA ha luogo grazie ad endocitosi 

mediata da recettori (SALEH ET AL., 2006; ULVILA ET AL., 2006), in quan-

to l’inibizione farmacologica dell’endocitosi inibisce anche l’effetto 

dell’RNAi. In totale sono stati individuati 23 geni coinvolti nell’assorbi-

mento e nel processamento del dsRNA, tutti coinvolti, direttamente 

od indirettamente, nel pathway endocitico (Saleh et al., 2006). È sta-

to inoltre dimostrato che l’endocitosi mediata da recettori è un mec-

canismo di assorbimento del dsRNA necessario anche in C. elegans, 

esso è pertanto diffuso ed è evolutivamente ben conservato (SALEH ET 

AL., 2006). Tuttavia non è ancora chiaro come il dsRNA possa essere 

riconosciuto e localizzato in maniera adeguata nella cellula dall’endo-

citosi, sicuramente in tale processo sono coinvolti una combinazione 

di recettori “scavenger” (SALEH ET AL., 2006). È già noto, infatti, che 

tali recettori giocano un ruolo importante nella fagocitosi di batteri 

patogeni (ERTURK-HASDEMIR e SILVERMAN, 2005; KOCKS ET AL., 2005). 

Due recettori scavenger di D. melanogaster, SR-CI e Eater, sono re-
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sposabili di più del 90% dell’assorbimento del dsRNA da parte delle 

cellule S2 (ULVILA ET AL., 2006). Entrambi giocano un ruolo fonda-

mentale nella fagocitosi mediata da recettori dei batteri (PEARSON ET 

AL., 1995; RAMET ET AL., 2001; KOCKS ET AL., 2005). Non si può co-

munque escludere che il dsRNA abbia trovato un modo di deviare il 

normale pathway di trasporto delle vescicole e di entrare nel citopla-

sma della cellula (SALEH ET AL., 2006). 

 

§ 4.3 – Considerazioni sull’uso dell’RNAi negli insetti  

§ 4.3.1 – Preparazione dei costrutti (dsRNAs) per l’inter-

ferenza 

dsRNAs sintetizzati in vitro  

Nella maggior parte degli studi entomologici di laboratorio, il 

dsRNA utilizzato è prodotto utilizzando kit di trascrizione in vitro 

commerciali. Il principio generale è il seguente. Il templato per la tra-

scrizione in vitro è preparato tramite PCR, utilizzando primers gene-

specifici con la sequenza promotrice T7 alla terminazione 5’. La rea-

zione viene incubata alcune ore (da 4 a 8) a 37°C con la polimerasi 

T7, trattata con DNAsi e purificata. 

 

dsRNAs prodotti in batteri  

Il dsRNA può essere sintetizzato nei batteri oltre che in vitro. 

Colonie di Escherichia coli trasformate per esprimere molecole di 
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dsRNA attive nei confronti di geni di C. elegans sono state utilizzate 

per ottenere la soppressione dell’espressione del gene corrispondente 

(TIMMONS e FIRE, 1998). Da allora, l’RNAi mediata da batteri è stato 

applicato con successo ad altri organismi, tra cui la planaria Schmi-

dtea mediterranea (NEWMARK ET AL., 2003) e il lepidottero Spodopte-

ra exigua (TIAN ET AL., 2009). Un vantaggio potenziale di questo ap-

proccio è che il dsRNA prodotto continuamente nei batteri è più sta-

bile del dsRNA trascritto in vitro quando viene addizionato ad una 

dieta artificiale (WHYARD ET AL., 2009). Inoltre, l’RNAi mediata da bat-

teri è molto utile nello screening su ampia scala di nuovi geni target. 

Grande interesse suscita anche la produzione di molecole di dsRNAs 

nei batteri simbionti di insetti. Secondo una stima recente, il 20% de-

gli insetti sono associati in maniera obbligata a microrganismi sim-

bionti, dei quali utilizzano i prodotti (FELDHAAR e GROSS, 2009). Que-

sta simbiosi mutualistica obbligata offre l'opportunità di ingegneriz-

zare il batterio simbionte per la produzione di molecole di dsRNA che 

abbiano come bersaglio geni fondamentali per lo sviluppo dell’ospite. 

 

dsRNAs espressi in pianta 

Per poter applicare la strategia dell’RNAi al controllo dei fitofagi 

in campo, la produzione di dsRNA in pianta offre notevoli potenziali-

tà. Le piante possono produrre e accumulare considerevoli quantità 

di dsRNA, a costi molto bassi, attraverso le più svariate strategie di 
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espressione, sia utilizzando promotori specifici, sia direzionando l’e-

spressione in cloroplasto (MCBRIDE ET AL., 1995). Quest’ultima stra-

tegia offre il vantaggio aggiuntivo dato dal fatto che i tratti codificati 

da cloroplasto sono, nella maggior parte delle piante, prevalentemen-

te a trasmissione materna, e, pertanto, la probabilità che il transgene 

sia trasmesso a piante non transgeniche è più bassa. Con il raggiun-

gimento di una trasformazione stabile del genoma dei cloroplasti nel-

le piante verdi (DUFOURMANTEL ET AL., 2004; HOU ET AL., 2003; KUMAR 

ET AL., 2004; LIU ET AL., 2010; OKUMURA ET AL., 2006; RUF ET AL., 

2001; SIDOROV ET AL., 1999), questa tecnica presenterebbe un enorme 

potenziale per la protezione delle colture contro i parassiti. 

 

Produzione di dsRNAs attraverso il sistema VIGS  

L’introduzione di geni virali nelle piante può condurre all’otteni-

mento di piante transgeniche resistenti al virus anche senza la produ-

zione di proteine transgeniche (LINDBO e DOUGHERTY, 1992). Il fattore al-

la base di questa resistenza ai virus è la degradazione sequenza-

specifica dell’RNA (WATERHOUSE ET AL., 1998). Sulla base di questo 

principio, i ricercatori hanno sfruttato il silenziamento genico indotto da 

virus (VIGS), basato sul meccanismo del sistema di difesa antivirale del-

le piante, come un potente strumento di genetica inversa nei vegetali. 

Vettori contenenti la sequenza del genoma di un virus combinato con 

geni dell'ospite sono state inoculate in pianta, inducendo la perdita di 
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funzione dei geni corrispondenti attraverso la produzione di dsRNA 

(PURKAYASTHA e DASGUPTA, 2009). Può essere possibile imitare l’attività 

VIGS in pianta sostituendo i geni dell’ospite con con i geni dei parassiti. 

 

§ 4.4 – Modalità di somministrazione del dsRNA negli insetti 

Il meccanismo di diffusione del dsRNA negli insetti e la scelta 

della modalità di somministrazione influenzano fortemente l’efficien-

za del silenziamento genico e le sue potenzialità come agente di con-

trollo dei fitofagi (TERENIUS ET AL., 2011). Gli insetti possono assume-

re autonomamente il dsRNA diretto verso uno specifico gene target 

attraverso l’alimentazione; perché il silenziamento abbia luogo, il 

dsRNA deve essere assorbito dalle cellule del mesentere (RNAi am-

bientale), mentre, se il gene target è espresso in un tessuto diverso 

dall’intestino, il segnale di silenziamento deve diffondersi al tessuto 

bersaglio (RNAi sistemico) (HUVENNE e SMAGGHE, 2010). Il mesentere 

è potenzialmente la struttura migliore per l’assorbimento del dsRNA, 

in quanto dotato di microvilli ricchi di canali ed apparati coinvolti in 

fenomeni di assorbimento ed endocitosi (Hakim et al., 2010). Tutta-

via, per quanto concerne la ricerca di base in campo entomologico, 

esistono diverse tecniche per somministrare il dsRNA agli insetti. Tra 

i possibili metodi di somministrazione vanno anche annoverate l’inie-

zione, l’immersione, le infezioni virali e l’alimentazione, anche attra-

verso piante transgeniche (GUANG ET AL., 2011). 
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§ 4.4.1 – Microiniezioni 

Con il termine “microiniezione” si vuole indicare l’iniezione di-

retta del dsRNA nella cavità emocelica dell’insetto. Tale tipo di som-

ministrazione è il più efficiente per l’RNAi di tipo sistemico. Con que-

sto sistema, il successo maggiore nel silenziamento genico è stato ot-

tenuto con l’utilizzo di molecole di dsRNA corte (Siomi e Siomi, 

2009). Iniezioni di dsRNA sono state condotte con successo in D. me-

lanogaster (KENNERDELL e CARTHEW, 2000) e in T. castaneum (BROWN 

ET AL., 1999; TOMOYASU e DENELL, 2004; TOMOYASU ET AL., 2008, BU-

CHER ET AL., 2002), nonché in studi di analisi comparativa della fun-

zione di geni ortologhi in embrioni di insetti evolutivamente distanti 

(BROWN ET AL., 1999, HUGHES e KAUFMAN, 2000). Uno studio effettuato 

su Plodia interpunctella riporta la possibilità di iniettare il dsRNA 

anche nelle uova (FABRICK ET AL., 2004). Attualmente, la sommini-

strazione del dsRNA attraverso microiniezione è un potente mezzo 

per lo studio della funzione genica in diverse specie d’insetti (ALJAMA-

LI ET AL., 2002; BOWMAN ET AL., 1997; ISOE ET AL., 2009; JAUBERT-

POSSAMAI et al., 2007; LIU ET AL., 2010a, b; MALESZKA ET AL., 2007; 

NARASIMHAN ET AL., 2004; VALLIER ET AL., 2009). Il vantaggio dell’i-

niezione del dsRNA è l’elevata efficienza di inibizione dell’espressione 

genica. Il metodo presenta, tuttavia, alcune limitazioni, quali i costi 

relativamente elevati della sintesi in vitro e dello stoccaggio del dsRNA 

ed il fatto che l’iniezione, in sè, genera un inevitabile effetto sugli in-
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setti di stimolazione del sistema immunitario. In ogni caso, a livello 

pratico, il metodo non è applicabile al controllo degli insetti. 

 

§ 4.4.2 – Immersione  

La tecnica dell’immersione in soluzioni contenenti dsRNA si è 

rivelata efficace nell’inibire l’espressione genica in embrioni e cellule 

di D. melanogaster (EATON ET AL., 2002; MARCH AND BENTLEY, 2007). 

L’efficienza del metodo è paragonabile a quella ottenuta con la mi-

croiniezione, ma richiede una concentrazione inferiore di dsRNA. 

L’immersione è però utilizzabile solo per alcune cellule ed alcuni tes-

suti di insetti, ed esclusivamente in stadi di sviluppo che possono as-

sorbire il dsRNA da una soluzione.  

 

§ 4.4.3 – Alimentazione 

Comparato con altri metodi di somministrazione del dsRNA, 

questo risulta sicuramente il più interessante, in quanto non solo co-

stituisce il metodo più naturale per somministrare il dsRNA all’inset-

to, ma permette di farlo senza causare danni. Il metodo risulta anche 

conveniente e di facile manipolazione (CHEN ET AL., 2010) e permette 

di applicare l’RNAi ad un ampio numero di individui, nonché a insetti 

di ridotte dimensioni, per i quali è difficile utilizzare il metodo della 

microiniezione. Anche se il metodo non risulta applicabile per quegli 

insetti che hanno abitudini alimentari specifiche, esso è in generale 
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applicabile a diverse specie di insetti (HUVENNE e SMAGGHE, 2010). I 

primi studi effettuati addizionando il dsRNA su dieta artificiale sono 

stati I primi studi effettuati addizionando il dsRNA su dieta artificiale 

sono stati scoraggianti; ad esempio in Spodoptera litura l’iniezione di 

dsRNA silenziava il gene slapn, che codificava per un aminopeptidasi 

intestinale, ma alimentando le larve con dsRNA non si otteneva RNAi 

(RAJAGOPAL ET AL., 2002). Fortunatamente, altri studi mostrano che 

la somministrazione del dsRNA attraverso l’alimentazione si può uti-

lizzare con successo per studiare l’RNAi negli insetti. Il metodo si è 

dimostrato efficace in larve di Epiphyas postvittana (TURNER ET AL., 

2006), Rhodnius prolixus (Araujo et al., 2006), nel coleottero Phyllo-

treta striolata, nella termite Reticulitermes flavine (ZHOU ET AL., 

2008) e nel lepidottero Plutella xylostella (BAUTISTA ET AL., 2009). In 

letteratura non vi sono dati relativi alla somministrazione di dsRNAs 

con l’alimentazione in T. castaneum, probabilmente a causa del suc-

cesso degli esperimenti di iniezione. Interessante è la presenza di 

cinque esperimenti di successo con diverse specie di lepidotteri, in 

quanto si presume che sia molto difficile effettuare l’RNAi in questo 

ordine (TERENIUS ET AL., 2011). Per contro, in alcuni esperimenti di 

alimentazione si riesce ad ottenere l’RNAi ambientale ma non RNAi 

sistemico (WALSHE ET AL., 2009) e in altri esperimenti con l’iniezione 

del dsRNA si è riuscito ad ottenere il silenziamento del gene target 

che non si era riuscito a silenziare con esperimenti di alimentazione 



1. INTRODUZIONE 76 

(Rajagopal et al., 2002). Quanto detto dimostra che il mancato silen-

ziamento osservato somministrando il dsRNA attraverso l’alimenta-

zione è dovuto a fattori dipendenti dal meccanismo di assorbimento 

di diversi tipi di cellule, ma non all’insensibilità del bersaglio. Una 

modifica dei protocolli di alimentazione normalmente utilizzati con-

siste nell’ottenimento di molecole di dsRNAs incapsulate nei lipidi. È 

stato dimostrato che la coniugazione con molecole lipofile (colestero-

lo, acidi biliari e acidi grassi a catena lunga) aumenta l'assorbimento 

dei siRNAs nelle cellule, migliorando il silenziamento genico nei topi 

(WOLFRUM ET AL., 2007). L’efficienza e l’assorbimento selettivo di que-

sti lipidi associati ai siRNAs dipende dall’interazione tra le particelle 

di lipoproteine, i recettori di lipoproteine e le proteine transmembra-

na. Whyard e colleghi (2009) hanno dimostrato che molecole di dsRNA 

integrate in liposomi innescano in larve di D. melanogaster una ri-

sposta RNAi più efficiente. Un’altra strategia per aumentare l’efficien-

za dell’assorbimento del dsRNA potrebbe essere la sua co-espressio-

ne con proteine “effettrici” come proteasi e chitinasi che potrebbero 

favorirne il passaggio dal mesentere all’emolinfa (PENNACCHIO ET AL., 

2012). Un approccio differente potrebbe essere quello di legare il 

dsRNA a molecole che riescono a attraversare la matrice peritrofica 

(MP) con maggiore facilità, e che fungerebbero così da trasportatori, 

come le lectine vegetali (FITCHES ET AL, 2001; OHIZUMI ET AL., 2009). I 

dsRNAs incorporati nelle diete artificiali sono stati principalmente 
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sintetizzati in vitro. Un'alternativa potrebbe essere produrre dsRNA 

derivati da geni di insetti in un organismo ingegnerizzato, usando la 

strategia dell’RNAi mediata da batteri esprimenti il dsRNA ed addi-

zionati alla dieta artificiale (TIMMONS ET AL., 2001, TIMMONS e FIRE, 

1998; NEWMARK ET AL., 2003, TIAN ET AL., 2009). Il problema princi-

pale del metodo di somministrazione descritto è il bisogno di grandi 

quantità di dsRNA perchè il silenziamento non risulti incompleto 

(CHEN ET AL., 2010). Inoltre, bisogna considerare che differenti specie 

di insetti presentano una sensibilità differente alle molecole di dsRNA 

somministrate oralmente (WALSHE ET AL., 2009). Un altro Un altro 

svantaggio del nmetodo è la difficoltà di misurare o controllare preci-

samente la quantità di dsRNA ingerito o comunque assorbito nel me-

sentere. Un altro metodo di somministrare dsRNA attraverso l’ali-

mentazione è l’uso di piante transgeniche che producono dsRNA. Que-

ste ultime presentano il grande vantaggio di generare in maniera con-

tinua e stabile il dsRNA. Recentemente sono stati effettuati studi in 

cui sono state create piante transgeniche in grado di produrre dsRNA 

diretto contro specifici geni di insetti. Queste piante hanno mostrato 

un incremento della resistenza a fitofagi economicamente importanti 

come il lepidottero Helicoverpa armigera (MAO ET AL., 2007) ed il co-

leottero Diabrotica virgifera virgifera (BAUM ET AL., 2007). Perché ta-

le strategia possa avere successo è necessaria l’identificazione di spe-

cifici target (effettuare lo screening preventivo di librerie di cDNA e 



1. INTRODUZIONE 78 

individuando geni fondamentali per lo sviluppo e la sopravvivenza 

dell’insetto) e la somministrazione di adeguate quantità di dsRNA. 

Inoltre, è importante considerare la specificità dell’RNAi quando si 

vuole utilizzare tale strategia in applicazioni pratiche, anche per mi-

nimizzare l’effetto insetticida sugli insetti non-bersaglio. 

 

§ 4.4.4 – Sviluppo di insetti transgenici 

Il vantaggio di utilizzare insetti transgenici che esprimono il 

dsRNA è l’ottenimento di un’espressione ereditabile, stabile e conti-

nua. La tecnica è stata proposta per aiutare sia a ridurre la popola-

zione attraverso l'introduzione di insetti sterili, sia per sostituire una 

popolazione. I test sono stati condotti su diverse specie con risultati 

promettenti ma, come affermato da SCOLARI ET AL., 2011, vi è la ne-

cessità di comprendere le influenze ambientali e genetiche quando si 

valuta il potenziale uso di tali organismi transgenici. Il metodo trans-

genico è utilizzato per studi funzionali in D. melanogaster (WAKIYAMA 

ET AL., 2005; SANDRELLI ET AL., 2007), Aedes aegypti (TRAVANTY ET AL., 

2004) ed in B. mori (SANDRELLI ET AL., 2007; DAI ET AL., 2008; KANGI-

NAKUDRU ET AL., 2007).  

 

§ 4.4.5. – RNAi mediata da virus  

L’RNAi mediato da virus è ottenuto attraverso l'infezione dell'o-

spite con virus che trasportano dsRNA, formatisi durante la replica-
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zione virale, rivolti verso un gene di interesse nell'insetto ospite. La 

tecnica è stata utilizzata in B. mori (UHLIROVA ET AL., 2003). Gli studi 

condotti utilizzando l’RNAi mediata da virus sono ancora rari, nono-

stante le ottime potenzialità del metodo che sfrutta l'infezione e la ca-

pacità del virus di diffondersi rapidamente nell’ospite. 

 

§ 4.5 – Fattori che influenzano l’RNAi negli insetti  

Basandosi sulla letteratura esistente, HUEVENNE e SMAGGHE 

(2010) hanno definito cinque fattori importanti che influenzano in 

maniera determinante l’effetto di silenziamento e di conseguenza l’ef-

ficienza dell’RNAi come tecnica per il controllo degli insetti fitofagi:  

La concentrazione del dsRNA: per ogni gene target e per ogni 

organismo occorre determinare una concentrazione ottimale per ot-

tenere l’effetto di silenziamento. Il superamento di questa concentra-

zione ottimale non necessariamente fa ottenere un silenziamento 

maggiore (MEYERING-VOS e MULLER, 2007; SHAKESBY ET AL., 2009).  

La sequenza nucleotidica utilizzata, che potrebbe determinare 

possibili effetti off-target nell’organismo bersaglio, ma anche effetti di 

silenziamento in altri insetti.  

La lunghezza del frammento di dsRNA: è un fattore determi-

nante per l’assorbimento e l'efficienza del silenziamento (MAO ET AL., 

2007; SALEH ET AL., 2006).  

Persistenza dell’effetto di silenziamento: l'effetto del silenzia-



1. INTRODUZIONE 80 

mento potrebbe essere transitorio (SHAKESBY ET AL., 2009; TURNER ET 

AL., 2006) in funzione del tasso di turnover della proteina bersaglio.  

Stadio dell’organismo bersaglio: anche se gli stadi più avanzati 

sono più semplici da manipolare per la somministrazione del dsRNA, 

gli stadi più giovani spesso mostrano maggiore sensibilità all’RNAi 

(ARAUJO ET AL., 2006; GRIEBLER ET AL., 2008).  

 

§ 4.6 – Controllo dei fitofagi mediato da RNAi: presupposti 

biotecnologici e potenzialità applicative in entomolo-

gia ed in agricoltura 

In campo entomologico il silenziamento genico mediato da 

dsRNAs ha rivoluzionato lo studio della funzione genica nell’insetto 

modello D. melanogaster (KENNERDELL e CARTHEW, 1998, 2000; ROI-

GNANT ET AL., 2003; BISCHOFF ET AL., 2006; MILLER ET AL., 2008), in 

Tribolium castaneum (TOMOYASU e DENELL, 2004; FUJITA ET AL., 

2006; ARAKANE ET AL., 2008; KONOPOVA e JINDRA, 2008; MINAKUCHI ET 

AL., 2009; PARTHASARATHY E PALLI, 2009) e in Bombyx mori (QUAN ET 

AL., 2002; OHNISHI ET AL., 2006; HOSSAIN ET AL., 2008). Il silenziamen-

to genico mediato da RNAi è stato riportato in diversi ordini di inset-

ti, tra cui Ditteri (MISQUITTA e PATERSON, 1999; DZITOYEVA ET AL., 

2001), Coleotteri (TOMOYASU e DENELL, 2004; BUCHER ET AL., 2002; 

TOMOYASU ET AL., 2008), Imenotteri (AMDAM, ET AL., 2003), Ortotteri 

(DONG e FRIEDRICH, 2005), Blattodei (CRUZ ET AL., 2006; MARTIN ET 
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AL., 2006), Lepidotteri (RAJAGOPAL ET AL., 2002; TURNER ET AL., 2006) 

e Emitteri (MUTTI ET AL., 2006; JAUBERT-POSSAMAI ET AL., 2007; ARAU-

JO, ET AL. 2006). In agricoltura, e, più in particolare, nell’ambito delle 

biotecnologie per il controllo degli insetti dannosi alle colture, l’RNAi 

mostra enormi potenzialità legate all’elevata specificità di azione che 

la caratterizza (BOROVSKY, 2005; GORDON e WATERHOUSE, 2007; PRICE 

e GATEHOUSE, 2008). Ovviamente, per ottenere un efficiente sistema 

di controllo degli insetti, occorre che essi siano in grado di assumere 

il dsRNA con il cibo e di assorbirlo a livello intestinale. Pertanto, lo 

sviluppo di efficienti strategie di somministrazione orale del dsRNA e 

la comprensione dei meccanismi di assorbimento di questa macro-

molecola sono un prerequisito fondamentale per l’uso dell’RNAi nella 

difesa delle piante. Questo innovativo approccio biotecnologico per-

mette di sfruttare una vasta gamma di potenziali bersagli per la sop-

pressione dell'espressione genica negli insetti e potrebbe offrire 

un’alternativa all’uso di piante transgeniche esprimenti la tossina bt 

del Bacillus thuringiensis. L’RNAi potrebbe anche essere utilizzato 

per integrare le strategie di controllo già esistenti. Per esempio, po-

trebbe essere utilizzato per ridurre il rischio di insorgenza di resi-

stenza alla tossina Bt, sia interferendo con l’espressione di geni coin-

volti in tali risposte, sia attraverso il piramidaggio di costrutti in gra-

do di colpire più bersagli molecolari (XUE-YI XUE ET AL., 2012; BAUM 

ET AL., 2007; MAO ET AL., 2007). Ottenere piante in grado di esprime-
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re una combinazione di dsRNAs altamente efficaci contro gli insetti 

bersaglio offre ampie potenzialità applicative che devono essere, però, 

attentamente valutate anche dal punto di vista del rischio. Uno dei 

problemi posti dalle tecnologie basate sull’RNAi è l’effetto indesidera-

to che un dsRNA può avere su geni “off-target” che condividono parti 

di sequenza con il gene bersaglio. Effetti off-target possono verificarsi 

sia per diversi geni all'interno delle specie o tra specie diverse. Tutta-

via, l’attenta scelta di sequenze geniche poco conservate limita note-

volmente questa possibilità. Alcuni ricercatori, per limitare tale ri-

schio, suggeriscono di scegliere, per la progettazione del dsRNA da 

somministrare, le sequenze geniche meno conservate, come ad e-

sempio la regione 3’UTR (WHYARD ET AL., 2009). In tale ottica, l’uso 

dei geni housekeeping, benché possano fornire risultati molto effica-

ci, deve essere limitato o realizzato con particolare attenzione a que-

sti aspetti. La cresente disponibilità di dati sui genomi di numerose 

specie di insetti rende questo compito di scelta delle sequenze bersa-

glio molto più affidabile. In definitiva, l’aspetto più delicato per l’ap-

plicazione dell’RNAi al controllo degli insetti è quello di un’oculata 

scelta dei geni bersaglio, in quanto da questo dipende il successo del-

la tecnica e la sua sicurezza. In relazione al complesso ed efficiente 

meccanismo molecolare dell’RNA interference, le attuali strategie di 

controllo applicativo stanno cercando di sfruttare le proprietà elet-

trochimiche di questo costrutto incorporandolo in nanomeri copoli-
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merici inerti di oro, silice colloidale, chitosano, liposomi ricombinan-

ti, agriperlite mediante interazioni elettrostatiche, forze di adsorbi-

mento e/o forze di tensione superficiale (ZHANG ET AL., 2010; ELEK ET 

AL., 2010; BHATTACHARYYA ET AL., 2010). Il dsRNA così preparato po-

trà essere impiegato in nanoformulati altamente bio-compatibili e se-

lettivi. Prima di realizzare queste formulazioni innovative sarà neces-

sario avviare un accurato e lungo programma di screening del co-

strutto finalizzato ad accertarne la stabilizzazione ed il tempo di resi-

denza in opportuni tamponi e/o coformulanti nonchè il livello di fo-

tossidazione nell’ambiente, nelle acque e la capacità di degradazione 

nel suolo.  

 

§ 4.7 – Resistenza vegetale 

I processi coevolutivi hanno generato una grande complessità e 

diversità dei meccanismi molecolari nell’interazione pianta-insetto fi-

tofago (WALLING, 2000) che possono essere suddivisi in due meccani-

smi difensivi attivati dall’instaurarsi di un danno fogliare: difesa di-

retta e difesa indiretta. 

 

§ 4.7.1 – Meccanismi di difesa diretta 

La strategia della difesa diretta attua meccanismi che hanno lo 

scopo di contrastare il normale svolgimento del ciclo biologico dell’in-

setto e che influenzano negativamente la sua performance, inducendo 
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geni i cui prodotti sono sostanze che hanno un’azione direttamente 

tossica sull’insetto in quanto interferiscono con l’alimentazione, il 

metabolismo, la crescita e la riproduzione dei fitofagi. Tali meccani-

smi comprendono sia le difese anatomiche pre-esistenti, che la pro-

duzione di composti chimici ex novo. I meccanismi di difesa diretta 

possono pertanto essere espressi sia in maniera costitutiva che indu-

cibile, cioè in seguito a stress. Le risposte inducibili hanno un costo 

maggiore per le piante in termini di riduzione di crescita, respirazio-

ne, biosintesi e crescita rispetto a quelle costitutive (D. CIPOLLINI ET 

AL., 2003; ZANGERL, R.A., 2003). Questa teoria è stata confermata da 

esperimenti in cui è stata osservata una riduzione di fitness delle 

piante esprimenti questi meccanismi inducibili in assenza di stress 

biotici (D. CIPOLLINI ET AL., 2003; REDMAN ET AL., 2001). Per tanto le 

piante nel corso dell’evoluzione hanno acquisito sistemi, come l’indu-

zione genica, per attivare queste risposte solo quando sono necessa-

rie e per ridurre i costi della difesa (HEIL AND BALDWIN, 2002). La di-

fesa diretta è una strategia che si esplica costitutivamente con la pre-

senza di barriere fisiche che impediscono l’accesso alle sostanze nu-

tritive e la colonizzazione dell’insetto (antixenosi). Alcuni esempi di 

antixenosi sono: la presenza e lo spessore della cuticola, la presenza 

di spine e tricomi che impediscono l’accesso ai tessuti, la presenza 

sulla propria superficie di peli ghiandolari la cui rottura da parte 

dell’insetto determina la liberazione di sostanze tossiche, la deposi-
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zione di strati di lignina che determinano l’indurimento della parete 

cellulare, o di cutina e cere che rendono gli strati epidermici resisten-

ti alle abrasioni, inclusioni cristalline di silicio nella parete vegetale 

che danneggiano gli apparati boccali masticatori, dotti latticiferi che 

circondano le cellule e producono sostanze che imbrattano gli insetti 

rallentandone i movimenti. L’antixenosi costituisce per la pianta una 

difesa costitutiva, sempre presente e attiva, una risposta che anticipa 

l’attacco degli insetti ed è perciò considerata il primo sistema di dife-

sa attuato dalle piante contro gli erbivori. Oltre ad attuare un mecca-

nismo di difesa costitutivo come l’antixenosi, che è considerato ap-

punto la prima strategia di difesa innescata in risposta all’attacco di 

insetti, la pianta può adottare un’altra tipologia di difesa diretta che 

porta a morte l’insetto e prende il nome di antibiosi, caratterizzata 

dalla produzione sostanze tossiche che agiscono in maniera diretta 

ed in vario modo sul ciclo biologico dell’insetto. In letteratura gran 

parte dei lavori riguardanti i meccanismi di resistenza di accessioni 

di pomodoro a T. absoluta sono collegati a risposte di difesa diretta 

come l’antibiosi (MALUF ET AL., 2010; RESENDE ET AL., 2006; AZEVEDO 

ET AL., 2003). Tali autori dimostrano infatti che i peli e i trichomi 

ghiandolari presenti nelle foglie di accessioni selvatiche di pomodoro 

pomodoro testate (Lycopersicon hirsutum, L. peruvianum e L. pen-

nellii) producono acilzuccheri (MALUF ET AL., 2010; DIAS ET AL., 

2014), metil-chetoni complessi (tridecan-2-one, 1-undecan-2-one, 3-
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pentecan-2-one) (GHAREKANI e SALEK-EBRAHIMI, 2013) ed idrocarburi 

(esadecano, triacontano, octacosano) (OLIVEIRA ET AL., 2009) capaci di 

inibire sensibilmente l’ovideposizione e l’attività trofica larvale del fil-

lominatore. Queste sostanze possono essere prodotte in seguito 

all’attacco degli insetti o sono metaboliti già presenti nei tessuti vege-

tali e sono generalmente raggruppate in base al loro meccanismo 

d’azione in antinutritivi e antidigestivi (DUFFEY e STOUT 1996). Gli an-

tinutritivi sono sostanze che impediscono o rallentano il processo di 

alimentazione dell’insetto rallentandone contemporaneamente la cre-

scita e lo sviluppo. Antinutritivi indotti da ferita e da insetti sono le 

polifenolossidasi (PPO), enzimi che catalizzano l’ossidazione di com-

posti fenolici in chinoni altamente reattivi che legandosi ai gruppi sul-

fudrilici di alcuni amminoacidi riducono la disponibilità di proteine 

vegetali per l’alimentazione degli insetti. Altri composti antinutritivi 

sono: le lectine, proteine presenti nei tessuti di accumulo, che si le-

gano ai carboidrati riducendone la disponibilità per l’alimentazione 

degli insetti; metaboliti secondari come i tannini presenti nella parete 

cellulare, alcuni composti alcaloidi come la nicotina prodotta nelle 

radici e trasportata attraverso lo xilema nelle foglie dove esplica 

un’azione tossica ed il gossipolo che, conservato in ghiandole fogliari, 

si lega alle proteine rendendole indisponibili per la digestione da par-

te dell’insetto (DUFFEY e STOUT, 1996). La più importante classe di 

proteine antidigestive è, invece, costituita dagli inibitori di proteasi 
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(PI). Tali proteine, tipicamente prodotte dal danno meccanico in se-

guito all’attacco da parte dell’erbivoro, accumulandosi nei tessuti ve-

getali, si legano alle proteasi digestive presenti nel suo intestino. 

L’inibizione dei principali enzimi coinvolti nella digestione degli inset-

ti fitofagi, riduce sensibilmente l’assimilazione degli aminoacidi es-

senziali per gli insetti e, quindi, il rallentamento della crescita (LA-

WRENCE e KOUNDAL, 2002). In letteratura sono riportati moltissimi e-

sempi della sovraespressione locale e sistemica di inibitori di protea-

si in seguito a ferita e all’attacco di insetti (GATEHOUSE, 2002) e dell’u-

tilizzo dei geni codificanti tali inibitori per l’ottenimento di piante 

transgeniche resistenti ad insetti. 

 

§ 4.7.2 – Meccanismi di difesa indiretta 

Oltre ai meccanismi di difesa diretta sviluppati nel corso 

dell’evoluzione, le piante possono adottare strategie difensive indiret-

te senza svolgere la loro azione antiparassitaria direttamente sull’atti-

vità dei fitofagi, ma coinvolgendo un terzo livello trofico costituito dai 

nemici naturali degli insetti dannosi, parassitoidi e predatori che so-

no attratti e indotti alla predazione dalle piante, in modo da tenere 

sotto controllo la popolazione degli insetti dannosi (KARBAN e BAL-

DWIN, 1997). La difesa indiretta della pianta comporta infatti la pro-

duzione, in risposta all’attacco dei fitofagi, di composti organici vola-

tili volatili (VOC), che risultano attrattivi per i nemici naturali del fito-
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fago, artropodi predatori e parassitoidi, sia da esperimenti condotti 

in laboratorio (DICKE and VAN LOON, 2000), che in condizioni naturali 

(KESSLER and BALDWIN, 2001). La pianta in seguito all’attacco di erbi-

vori produce sostanze volatili come etilene, fenilpropanoidi, metil-

jasmonato (MeJA), composti a sei atomi di carbonio (detti volatili C6) 

(PARÉ e TUMLINSON,1999), terpenoidi (SCHMELZ ET AL., 2001) ed in al-

cuni casi (ad esempio per i membri della famiglia delle Brassicaceae 

glucosinolati (HALKIER e DU, 1997). Tutti questi composti volatili ven-

gono generalmente definiti come VOC (Volatile Organic Compounds), 

emessi da una pianta sana o infestata vengono utilizzati dagli erbivori 

per discriminare tra piante ospiti e non-ospiti e per valutare la densi-

tà degli insetti in alimentazione presenti sulla pianta (BOLTER ET AL. 

1997; QUIROZ ET AL. 1997), ma il loro rilascio da parte della pianta at-

taccata è importante soprattutto perché la pianta svolge la sua azione 

antiparassitaria coinvolgendo un terzo livello trofico costituito dai 

nemici naturali degli erbivori. La difesa indiretta della pianta com-

porta infatti la produzione, in risposta all’attacco dei fitofagi ma an-

che di patogeni, di specifici metaboliti volatili (VOC), che risultano at-

trattivi per i nemici naturali del fitofago (THROWBRIDGE, 2013; SONG e 

MIN-RYU 2013; PIESIK ET AL., 2103). La conoscenza a livello molecola-

re di queste interazioni multitrofiche apre nuove opportunità di pro-

tezione delle piante mediante controllo biologico, che sarà tanto più 

efficace quanto più forte risulterà l’attrattività verso gli antagonisti na-
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turali entomofagi. La risposta ai VOC del terzo livello trofico è alta-

mente specifica, infatti gli imenotteri parassitoidi attratti dall’emissio-

ne di questi volatili riescono a localizzare insetti o larve loro ospiti 

(BABIKOVA ET AL., 2103;), e analogamente anche alcuni predatori ven-

gono attratti da questi composti (KESSLER e BALDWIN, 2001). I preda-

tori generalisti sono di solito attratti da un solo composto presente 

nelle miscele dei volatili che sono comunemente emessi in seguito 

all’attacco da parte di varie specie di erbivori (DE MORAES ET AL., 

2001). È stato inoltre dimostrato che la pianta in risposta all’attacco 

di erbivori innesca i suoi arsenali di difesa, non solo producendo so-

stanze volatili ma aumentando anche la produzione di nettare extra-

florale ad alto contenuto di zuccheri e amminoacidi (AGRAWAL e RUT-

TER, 1998) per attirare insetti parassitoidi e predatori ed incorag-

giarne così la predazione nelle vicinanze delle parti della pianta in cui 

viene prodotto (HEIL ET AL. 2001).  

 

 



 

2. 

Scopo della tesi 
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In suddetta tesi di dottorato è stata valutata la possibilità di in-

dagare su approcci alternativi di controllo del dannoso lepidottero 

come il silenzionamento genico post-trascrizionale mediato da dsRNA 

(RNA interference) e la valutazione di fonti di tolleranza/resistenza in 

germoplasma di pomodoro. 

Le attività e i principali scopi della ricerca sono state articolate 

secondo le tematiche di seguito riportate. 

 

Sviluppo di misure di controllo innovative, basate sull’uso del si-

lenziamento genico post-trascrizionale mediato da dsRNA (RNA 

interference) 

In generale lo sviluppo di strategie biotecnologiche innovative ri-

chiede innanzitutto l’identificazione di bersagli molecolari specifici e 

ben caratterizzati. A tal scopo è stato preso in considerazione come 

target molecolare da silenziare un gene (gene 102), molto conservato, 

codificante una proteina che genera amiloidi funzionali, coinvolti nel-

la risposta immunitaria di incapsulamento e melanizzazione (FALA-

BELLA ET AL., 2012). Queste prime sperimentazioni di silenziamento 

condotte attraverso la tecnica RNAi su lepidotteri nottuidi ha mostra-

to la presenza di interessanti fenotipi letali, associati ad evidenti sin-

tomi di immunosoppressione. Pertanto, si è ritenuto opportuno pro-

cedere all’isolamento dell’ortologo 102 anche in T. absoluta, al fine di 

procedere alla sua caratterizzazione funzionale e ad esperimenti di 
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interferenza gene-specifica. Dopo aver preparato il costrutto (dsRNA) 

per interferenza sul gene 102, sono state valutate le diverse modalità 

di somministrazione del medesimo (DI LELIO, 2013; TURNER, 2006). 

 

Valutazione di eventuali livelli misurabili di resistenza e/o tolle-

ranza in pomodoro 

I biosaggi di laboratorio e di campo sono stati effettuati con il fi-

ne e tentativo di standardizzare una serie di parametri utili a discri-

minare, in maniera differenziale-comparativa, i livelli di resistenza e/o 

tolleranza di linee commerciali di pomodoro al lepidottero correlan-

doli con il tasso di ovideposizione e il tipo di sviluppo larvale (OLIVEI-

RA ET AL., 2009). L’attività trofica larvale è stata esaminata facendo ri-

ferimento a sistemi di valutazione biotrofica del danno (score sy-

stems) presenti in letteratura (MALUF ET AL., 2010; RESENDE ET AL., 

2006). Tali sistemi di valutazione sono stati integrati anche con de-

terminazioni ponderali di materiale biologico prelevato dalle piante 

infestate come larve mature e crisalidi. I dati ottenuti dai biosaggi so-

no stati poi utilizzati per ricostruire la bio-fenologia del lepidottero 

sulle diverse linee esaminate. 

 

 



 

3. 

Materiali e metodi 
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§ 1 – Allevamento di Tuta absoluta 

Allo scopo di ottenere materiale biologico da utilizzare nelle spe-

rimentazioni, l’allevamento del lepidottero è stato allestito sisteman-

do piante di pomodoro cv. “San Marzano”, “Corbarino” ed “Incas” in 

isolatori di legno con pareti rivestite da microrete in nylon in camera 

climatizzata a temperatura controllata di 26 °C, UR 60 % e fotoperio-

do lungo (16:8). Dopo il sessaggio su crisalidi effettuato osservando 

mediante stereoscopio la diversa localizzazione dell’apertura genitale 

a livello urosternale (VIII urosternite nelle femmine e IX urosternite 

nei maschi) (Fig. 27), sono state infestate in ogni isolatore 10 piante 

liberando 10 coppie di T. absoluta per l’ovideposizione. Le piante co-

sì infestate sono state impiegate sia per l’isolamento delle larve, uti-

lizzate in prove sperimentali, che per il mantenimento dell’alleva-

mento massale messo a regime. 

L’isolamento di larve mature è stato effettuato in piastre Petri, in 

vista dell’incrisalidamento, per l’ottenimento e il successivo recupero 

degli adulti. Per favorire l’evoluzione controllata delle larve interme-

die nelle rispettive mine fogliari, e procedere al recupero solo di de-

terminati stadi, le foglie infestate sono state trasferite in contenitori di 

plastica con i piccioli sistemati in appositi microfalcon contenenti ac-

qua distillata. 

Gli adulti non utilizzati per le infestazioni in allevamento ma 

impiegati in prove di laboratorio e biosaggio successive sono stati in-
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seriti in provettoni tappati con cotone idrofilo imbevuto di soluzione 

di melassa al 10%. Questi ultimi sono stati mantenuti a 20 ° C con 

U.R del 60 %. 

 
MASCHI FEMMINE

  

Fig. 27 – Differenza tra i sessi della crisalide di T. absoluta in base alla localizzazione dell’apertura 
genitale sugli urosterniti.  
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§ 2 – Isolamento del gene ortologo 102 in T. absoluta 

§ 2.1 – Estrazione RNA totale 

Per ottimizzare le rese di estrazione sono state pesate 6 larve 

mature IV età su di una bilancia analitica ad alta precisione tipo Sar-

torius TE1502S. Le larve sono state accuratamente pestellate e omo-

geneizzate in 100 μl di Triazol Reagent (Invitrogen) costituito da gua-

nidina tiocianato e fenolo. 

Dopo aver vortexato per 1’, il campione è stato incubato a tem-

peratura ambiente per 5’. Alla sospensione sono stati aggiunti 20 μl 

di cloroformio ed il tutto è stato vortexato per 50’’ ed incubato a tem-

peratura ambiente per 3’. È stata effettuata una centrifugata a 10000 

rpm per 10’ a 4 °C.  Sono stati prelevati 60 μl del sovranatante (fase 

incolore acquosa) e successivamente il volume totale è stato trasferito 

in una nuova eppendorf. L’RNA nella fase acquosa è stato precipitato 

con 50 μl di isopropanolo, incubato 10’ a temperatura ambiente e 

centrifugato a 12000 rpm per 15’. 

Il pellet di RNA così ottenuto è stato lavato con 200 μl di etanolo 

75 % e centrifugato a 10000 rpm per 5’. Una volta eliminato il sovra-

natante, il pellet fatto asciugare, è stato risospeso in 30 μl di acqua 

DEPC (dietilpirocarbonato) allo 0,01%. La concentrazione dell’RNA e 

stata determinata in spettrofotometria UV a 260 nm e la qualità valu-

tata con l’elettroforesi su gel d’agarosio all’1% pesando 0,5 g di aga-

rosio in 50 ml di TAE 10X. 
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§ 2.2 – Reazioni di RT-PCR sugli estratti ottenuti 

Sugli estratti sono state effettuate reazioni di retrotrascrizione 

(RT-PCR) con il kit Retroscript (Ambion). I cDNA sono stati retrotra-

scritti a partire da 1 μg di RNA totale, 2 μl di oligo (dT), 2 μl di deca-

meri random e 5 μl di H2O milliQ. Le reazioni sono state allestite sepa-

ratamente in 2 eppendorf. Dopo aver miscelato e spinnato, le due rea-

zioni sono state messe in termomix a 85 °C per 3’. Dopo aver messo i 

campioni in ghiaccio e spinnato, è stata assemblata un’altra reazione 

utilizzando 2 μl di RT 10x buffer, 4 μl di dNTP mix, 1 μl di RNAsi inhi-

bitor ed 1 μl di retrotrascrittasi (MMLV-RT). I campioni sono stati la-

sciati 1 h a 42 °C nel bagnetto termostatico e mantenuti 10’ a 92 °C nel 

termomix per disattivare l’enzima. Le reazioni di PCR sono state ese-

guite in un volume finale di 25 μl con i seguenti componenti: 2,5 μl di 

PCR buffer 1x [50 mM KCl; 20 mM Tris-HCl (pH 8.4); 2.0 mM MgCl e 

0,01% di gelatina], 1,25 μl di dNTP, 1,25 μl di oligo Forward concen-

trato (10 μM), 1,25 μl di oligo Reverse concentrato (10 μM), 2 μl di Su-

perscriptII reverse trascriptase (Invitrogen) con una concentrazione di 

0,5 u/ μl,1 μl di RT reaction e 15,25 μl di H2O sterile. I parametri dei 

cicli di amplificazione vengono qui di seguito riportati. 

1) Denaturazione a 94°C per 2’. 

2) Amplificazione, ripetuta per 40 cicli 

94°C per 30” 

temperatura di annealing 55 °C per 30’’ 

72°C per 1’ 

3) Polimerizzazione a 72°C per 5’. 
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Gli amplificati così ottenuti sono stati fatti correre su gel di aga-

rosio all’1% e sottoposti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X [1mM 

di Tris base, 1 mM di acido acetico glaciale, 0,5 M di NaEDTA] in 

presenza di 0,2 μg/ml di etidio bromuro. 

 

§ 2.3 – Scelta degli oligo utilizzati in reazioni di PCR 

Visto che non erano disponibili sequenze di T. absoluta in ban-

ca dati si è deciso di utilizzare, in reazioni PCR descritte sopra, oli-

godegenerati disegnati sul dittero Drosophila melanogaster e sul le-

pidottero Spodoptera littoralis nonché un oligo specifico 102 dise-

gnato sulla regione più conservate del gene 102 del lepidottero not-

tuide Heliothis virescens lunga 580 bp.  
 

 

Nome oligo Sequenza 
Valore 

degeneraz. 
Tm (°C) 

Dros1 Forw 5’-GTBAAYCTNCARGGHAARACN-3’ 1152 33.0 

Dros1 Rev 3’-YTCBGGSGANGTDCCVACRAA-5’ 864 61.2 

Dros2 Forw 5’-GTBAAYTTGCARGGHAARACN-3’ 288 47.5 

Dros2 Rev 3’-YTCBGGRCTNGTDCCVACRAA-5’ 864 52.3 

Spod1 Forw 5’-GTNAAYCTNCARGGHAARACN-3’ 1536 33.0 

Spod1 Rev 3’-YTCNGGVGANGTDCCNACRAA-5’ 2304 86.7 

Spod2 Forw 5’-GTNAAYTTRCARGGHAARACN-3’ 768 38.9 

Spod2 Rev 3’-YCTNGGRCTNGTDCCNACRAA-5’ 1536 46.7 

HelS2 Forw 5’-TACATCCAAGTTAATCTGCAAGGC-3’ -------------- 66 

HelS2 Rev 3’-GAGGTGACCATGTTCGTGGGCA-5’ --------------- 70 

Tab. 3 – Oligo utilizzati in reazioni PCR finalizzate all’isolamento del putativo gene ortologo 102 in 
T. absoluta. 
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Da studi bioinformatici risulta che il gene 102 è conservato in 

molti ordini di insetti compresi i lepidotteri (DI LELIO, 2013; FALA-

BELLA, 2012); quindi se tale gene fosse conservato anche in questo ge-

lechide ci sarebbe stata una buona possibilità di ottenere l’amplifi-

cato specifico in questione. Gli oligo utilizzati sono stati elencati in 

Tab. 3. 

 

 

§ 2.4 – Ottimizzazione delle reazioni di PCR 

Per ottimizzare le reazioni di PCR e ottenere bande di amplifica-

to nette e di intensità rappresentativa sono stati utilizzati oligo speci-

fici disegnati sulle regioni più conservati del cDNA 102 di Sp. littora-

lis lungo 1317 bp (Tab. 4). Tali oligo presentano poche basi di diffe-

renza con gli oligo HelS2 (Tab. 5) e sono più conservati nel 102. So-

no state inoltre utilizzate coppie di oligo Spod FR e Spod RR scelti su 

una regione più esterna a quella amplificata dagli oligo Spod FE e 

Spod RE.  

Le reazioni di PCR sono state eseguite in un volume finale di 25 

μl con i seguenti componenti: 2,5 μl di PCR buffer 1x, 1,25 μl di 

dNTP mix, 1,25 μl di oligo forward concentrato (10 μM), 1,25 μl di o-

ligo reverse concentrato (10 μM), 2 μl di GoTaq (Promega) concentra-

ta 0,5 u/ μl, 1 μl di RT reaction e 15,75 μl di H2O sterile. I parametri 

dei cicli di amplificazione vengono qui di seguito riportati. 
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1) Denaturazione a 95°C per 5’. 

2) Amplificazione, ripetuta per 35 cicli 

94°C per 30” 

temperatura di annealing 60 °C per 30’’ 

72°C per 1’ 

3) Polimerizzazione a 72°C per 10’. 

Gli amplificati così ottenuti sono stati fatti correre su gel di aga-

rosio all’0,8% e sottoposti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X in 

presenza di 0,2 μg/ml di etidio bromuro.  

Successivamente si è deciso di ottimizzare ulteriormente la PCR 

raddoppiando il volume di reazione e assemblando i componenti in 

50 μl finali. 

 

Nome oligo Sequenza Tm (°C) 

Spod FE 5’-TACATCCAAGTAAATTTGCAAGGC-3’ 66 

Spod RE 5’-GAGGTGACAATGTTCGTGGGCC-3’ 70 

Spod FR 5’-GGCGGTGTCGTCGATTATG-3’ 62 

Spod RR 3’-GAGCGAGGAAATGTTCAAT-5’ 70 

Tab. 4 – Oligo utilizzati in reazioni PCR finalizzate all’isolamento del putativo gene ortologo 102 in 
T. absoluta. 

 

Nome oligo Sequenza 

Spod FE 5’-TACATCCAAGTAAATTTGCAAGGC-3’ 

HelS2 For 5’-TACATCCAAGTTAATCTGCAAGGC-3’ 

Spod RE 3’-GAGGTGACAATGTTCGTGGGCC-5’ 

HelS2 Rev 3’-GAGGTGACCATGTTCGTGGGCA-5’ 

Tab. 5 – Confronto tra oligo Hel-S2 e oligo Spod-FE/RE disegnati su regioni più conservate del 
102 di H. virescens e S. littoralis. Le differenze nucleotidiche sono segnate in rosso. 
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§ 2.5 – Clonaggio amplificato del putativo gene ortologo 102 

Prima del clonaggio le bande di amplificato ottenute con gli oligo 

FE-RE sono state escisse da gel, pesate su bilancia analitica e purifi-

cate con l’ausilio del kit Pure Link Quick Gel Extraction (Invitrogen). 

Ad un eppendorf contenente la porzione di agarosio escissa sono stati 

aggiunti 900 μl di buffer di lisi, si è lasciato nel termo mix 15’ a 50 °C 

agitando l’eppendorf ogni 2-3 minuti. Dopo aver controllato la com-

pleta dissoluzione dell’agarosio, l’eppendorf è stata tenuta altri 5’ a 

50 °C. Il volume totale ottenuto è stato trasferito in una colonnina si-

stemata in un washing tube e recante al centro un filtrino capace di 

trattenere il cDNA. Dopo aver centrifugato 1’ a 12000 g, lo scarto li-

quido nella colonnina è stato eliminato e sono stati aggiunti 500 μl di 

washing buffer contenente etanolo. Dopo incubazione 1’ a temperatu-

ra ambiente e ulteriore centrifugazione, lo scarto del buffer è stato e-

liminato (la medesima operazione è stata ripetuta per 3 volte). Dopo 

aver sistemato la colonnina in un recovery tube, sono stati aggiunti 

50 μl di buffer di eluizione preriscaldato a 65 °C nel termomix. Dopo 

aver incubato 1’ a temperatura ambiente e centrifugato 2’ a 12000 g, 

il cDNA eluito e purificato è stato stoccato a – 20 °C I prodotti di am-

plificato purificati e precipitati sono stati clonati con il Kit TopoClo-

ning TA (Invitrogen) secondo le istruzioni del produttore. L’estrazione 

del plasmide contenente il putativo inserto è stato eseguita seguendo 

il protocollo di lisi alcalina e la reazione di digestione è stata assem-
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blata in 15 μl totali con le seguenti componenti: 1,5 μl di buffer mix 

SH, 1 μl di enzima EcoRI, 1 μl di RNasi e 5 μl di DNA. I prodotti di 

digestione sono stati fatti correre su gel di agarosio all’ 0,7% e sotto-

posti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X in presenza di 0,2 μg/ml 

di etidio bromuro dopo 1,5 h di incubazione a 37 °C.  

 

§ 2.6 – Sequenziamento dei putativi inserti clonati e analisi 

bioinformatiche 

Il sequenziamento è stato effettuato con l’ausilio della Primm 

Technologies mediante utilizzo di sequenziatori automatici tipo ABI 

PRISM® 3730. Per ottenere la putativa sequenza isolata sono stati u-

tilizzati oligo M13 Forward e M13 Reverse disegnati all’interno del 

gene Plac lacZα localizzato nel polylinker del plasmide PCR 2.1-TOPO 

lungo 3.9 kb (Fig. 28). 

L’omologo del gene 102 in T. absoluta è stato identificato me-

diante confronti con la sequenza del cDNA 102 di S. littoralis e di H. 

virescens (accession number: FR751090) presente in banca dati uti-

lizzando l’algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (AL-

TSCHUL ET AL., 1990; GISH e STATES, 1993) accessibile al sito 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. La sequenza amminoacidica, 

tradotta dal cDNA 102, è stata individuata utilizzando il programma 

di predizione genica GENSCAN (http://genes.mit.edu/cgi-bin/gen-

scanw_py.cgi). Le regioni più conservate a livello amminoacidico so-
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no state evidenziate e confrontate utilizzando l’allineamento multiplo 

ClustalW (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html).  

 

 

 

Fig. 28 – Mappa completa del pCR2.1-TOPO vector. Le frecce in rosso indicano gli oligo utilizzati 
durante il sequenziamento. 

 



3.  MATERIALI  E  METODI 104 

§ 3 – Caratterizzazione strutturale dell’ortologo 102  

In generale lo sviluppo di strategie biotecnologiche innovative ri-

chiede innanzitutto l’identificazione di bersagli molecolari specifici e 

ben caratterizzati per procedere ad indagini funzionali mirate. A tal 

scopo negli studi di caratterizzazione genica sono stati avviati espe-

rimenti finalizzati all’allungamento del frammento di sequenza isolato 

del cDNA 102 di T. absoluta all’estremità 5’ e 3’ mediante tecnica 

RACE (rapid amplification of cDNA ends).  

 

§ 3.1 – RACE 5’: Sintesi della prima elica del cDNA 

I campioni di RNA estratti da larve mature stoccati a – 80 °C e 

mantenuti in precipitazione sono stati centrifugati a 12000 g per 15’ 

a 4 °C. Il pellet ottenuto è stato lavato con 1 ml di EtOH 70% in acqua 

DEPC e dopo centrifuga è stato asciugato e risospeso. La reazione di 

RT-PCR è stata allestita con le seguenti componenti in un volume to-

tale di 25 μ1 : 2,5 μl di oligo GSP1 concentrato 1 μM, 5 μl di RNA 

concentrato 5 μg e 8 μl di acqua DEPC. La mix è stata incubata 10’ a 

70 °C nel termomix per denaturare l’ RNA. Dopo aver tenuto 1’ in 

ghiaccio e dopo rapida spinnata la reazione è stata assemblata nei 

seguenti componenti. : 2,5 μ1 di PCR buffer 10x, 2,5 μ1 di MgCl2, 1 

μ1 di dNTP mix e 2,5 μ1 di DTT. Dopo spinnata i campioni sono stati 

incubati 1’ a 42 °C. È stato aggiunto 1 μ1 di SuperScript II RT (Invi-

trogen) ed il tutto è stato incubato 50’ a 42 °C. Per arrestare la rea-
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zione i campioni sono stati incubati 15’ a 70 °C e dopo spinnata e ul-

teriore incubazione a temperatura ambiente per 2’ è stato aggiunto 1 

μ1 di RNasi mix. Dopo incubazione per 30’ a temperatura ambiente, i 

campioni sono stati spinnati leggermente e conservato a – 20 °C.  

 

§ 3.2 – TdT Tailing e PCR del cDNA dC-tailed 

Nel TdT Tailing viene assemblata una reazione in cui viene aggiun-

to un’enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) che aggiunge 

una coda di citosine omopolimeriche all’estremità 3’ del cDNA (FRO-

HMAN, 1988; OHARA; 1989). È stata preparata una mix in un volume to-

tale di 24 μ1 con le seguenti componenti: 5 μ1 di 5X tailing buffer, 2,5 

μ1 di CTP, 10 μ1 di cDNA purificato e 6,5 μ1 di H2O DEPC. La mix è 

stata incubata 3’ a 94 °C nel termociclatore e tenuta 1’ in ghiaccio. Dopo 

rapida spinnata è stato aggiunto 1 μ1 di TdT con incubazione a tempe-

ratura ambiente per 10’. La reazione è stata disattivata a 65 °C per 

10’.Nella PCR successiva tale costrutto serve da innesco per l’oligo uni-

versale AAP (Anchor Abridged Primer) che reca al 3’ un poliG. Al 5’ del 

cDNA si ibridizza l’oligo GSP2 (Tab. 6). La reazione è stata assemblata 

in un volume totale di 50 μ1 con le seguenti componenti: 5 μ1 di 10X 

PCR buffer, 3 μ1 di MgCl2, 1 μ1 di dNTP mix, 2 μ1 di oligo GSP2 con-

centrato (10 μM), 2 μ1 di oligo universale AAP concentrato (10 μM), 0,5 

μ1 di AmpliTaq 360 (Invitrogen) concentrata 2 u/ μ1, 5 μ1 di cDNA puri-

ficato e 31,5 μ1 di H2O DEPC. I parametri dei cicli di amplificazione 
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vengono qui di seguito riportati. 

1) Denaturazione a 94°C per 2’. 

2) Amplificazione, ripetuta per 35 cicli 

94°C per 1’ 

temperatura di annealing 55 °C per 30’’ 

72°C per 2’    

3) Polimerizzazione a 72°C per 7’. 

Gli amplificati così ottenuti sono stati fatti correre su gel di aga-

rosio all’1% e sottoposti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X in pre-

senza di 0,2 μg/ml di etidio bromuro.  

 

Nome oligo Sequenza Tm (°C) 

AAP 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGG-3’ 55 

GSP2 3’- TGCAACTGCTGAAGAAGA-5’ 59 

GSP1 3’-GATCTGGTTCACAAAGTAC-5’ 58 

Tab. 6 – Oligo utilizzati in reazioni PCR del RACE 5’. 

 

§ 3.3 – RACE 3’: Prove di PCR  

La prima reazione di PCR èstata assemblata in 50 μ1 totali con 

le seguenti componenti: 5 μ1 di PCR buffer 10X, 3 μ1 di MgCl², 1 μ1 

di dNTP mix, 1 μ1 di oligo GSP 3’ RACE, 1 μ1 di oligo AUAP (tab. 7), 

0,5 μ1 di AmpliTaq 360 (Invitrogen) concentrata 2 u/ μ1, 0,5 μ1 di 

cDNA templato e 38 μ1 di H2O autoclavata. I parametri dei cicli di 

amplificazione vengono qui di seguito riportati. 
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1) Denaturazione a 95°C per 5’. 

2) Amplificazione, ripetuta per 35 cicli 

94°C per 30” 

temperatura di annealing 61 °C per 30’’ 

72°C per 1’ 

3) Polimerizzazione a 72°C per 10’. 

I prodotti di amplificazione sono stati fatti correre su gel di aga-

rosio all’1% e sottoposti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X in pre-

senza di 0,2 μg/ml di etidio bromuro.  

Le bande di amplificato così ottenute sono state recuperate da 

gel, eluite in buffer E5 [10 mM Tris-HCl, pH 8.5], e conservate in 

precipitazione a -20 °C con 5μl di NaAc (0,3 M) + 110 μl di EtOH 

assoluto.  

Dopo centrifuga per 15’ a 4 °C a 12000 g, lavaggio pellet in EtOH 

75% e ulteriore centrifuga a freddo per 10’ a 12000 g, il pellet è stato 

risospeso. Il templato risospeso è stato riamplificato e contestual-

memte sono state avviate reazioni di nested PCR. La nested PCR è 

stata assemblata in 50 μ1 totali con le stesse condizioni delle PCR 

primaria utilizzando oligo GSP nested 3’ RACE. I prodotti RACE sono 

stati clonati con il kit TopoCloning TA (Invitrogen) secondo le istru-

zioni del produttore. Sono state avviate due reazioni di digestione in 

15 μl totali utilizzando enzimi di restrizione EcoRI, BamH1+EcoRV. I 

prodotti di digestione sono stati fatti correre su gel di agarosio 
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all’0,7% e sottoposti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X in presen-

za di 0,2 μg/ml di etidio bromuro dopo 1,5 h di incubazione a 37 °C.  

 

Mix EcoRI  

Plasmide 3 μl 

Buffer SX 1,5 μl 

EcoRI 0,05 μl 

RNasi A 0,5 μl 

Acqua 9,95 μl 

 15 μl 

 

Mix BamH1+EcoRV 

Plasmide 3 μl 

Buffer SB 1,5 μl 

EcoRV 0,05 μl 

BamH1 0,05 μl 

RNasi A 0,5 μl 

Acqua 9,95 μl 

 15 μl 

 

Nome oligo Sequenza Tm (°C) 

GSP RACE 3’ 5’-GGACTCCACAGTTGGCTGTTC-3’ 63 

GSP nested 3’-CTGGATCTCTCTGGGAAAGG-5’ 64 

AUAP 3’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-5’ 62 

Tab. 7 – Oligo utilizzati in reazioni di PCR del RACE 3’. 
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§ 3.4 – Prove tecniche di PCR con oligo di controllo 

Sono state eseguite prove tecniche di PCR con oligo GSP RACE 

3’ e Spod RE (Tab. 8) come controllo positivo finalizzato ad accertare 

la presenza degli inserti clonati. La reazione è stata assemblata in 50 

μl totali con le stesse condizioni sperimentali delle prove di amplifi-

cazione precedenti. Nei cicli di amplificazione la temperatura di an-

nealing era uguale a 61 °C. 

 

Nome oligo Sequenza Tm (°C) 

GSP RACE 3’ 5’-GGACTCCACAGTTGGCTGTTC-3’ 63 

Spod RE 3’-GAGGTGACAATGTTCGTGGGCC-5’ 70 

Tab. 8 – Oligo di controllo utilizzati in prove tecniche di PCR del RACE 3’ per validare la presenza 
degli inseri clonati. 
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§ 4 –  Sintesi dell’RNA double stranded (dsRNA) omologo al gene 

102 

Gli RNA senso e antisenso sono stati trascritti a partire da cDNA 

102 clonato con l’ausilio di oligo gene-specifici recanti il promotore 

T7 aggiunto all’estremità 5’ (Tab. 9). Le reazioni di PCR sono state 

eseguite in un volume finale di 50 μl con i seguenti componenti: 5 μl 

di PCR buffer 1X, 2,5 μl di dNTP mix, 2,5 μl di oligo Spod T7 for-

ward concentrato (10 μM), 2,5 μl di oligo Spod T7 reverse concentra-

to (10 μM) e 2 μl di Platinum Taq DNA polymerase ((Invitrogen, Car-

lsbad, CA, USA) concentrata 1 u/ μl, 1 μl di DNA templato e 34,5 μl di 

H2O sterile.  

I parametri dei cicli di amplificazione vengono qui di seguito ri-

portati. 

1) Denaturazione a 95°C per 5’. 

2) Amplificazione, ripetuta per 35 cicli 

94°C per 30” 

temperatura di annealing 60 °C per 30’’ 

72°C per 1’ 

3) Polimerizzazione a 72°C per 10’. 

Gli amplificati così ottenuti sono stati fatti correre su gel di aga-

rosio all’1% e sottoposti ad elettroforesi in un buffer TAE 10X in pre-

senza di 0,2 μg/ml di etidio bromuro al fine di controllare lunghezza 

ed intensità dell’amplificato.  
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I prodotti di amplificazione sono stati purificati e concentrati uti-

lizzando il kit Pure Link Quick Gel Extraction (Invitrogen) secondo le 

istruzione del produttore. 

Per sintetizzare il dsRNA 102, è stato utilizzato 1 μg di prodotto 

PCR come templato insieme a 7.5 mM di ATP, CTP, UTP, GTP, 20 

unità di T7 polimerasi e il buffer di reazione T7 contenente 40 mM di 

Tris–HCl (pH 7.9), 6 mM MgCl2, 2 mM spermidine, 10 mM DTT 

(MegaScript RNAi kit). I prodotti della reazione di trascrizione in 

vitro sono stati incubati a 37 °C per 4 h e poi incubati 5’ a 75 °C. Nel-

la reazione di digestione la DNasi I è stata utilizzata per degradare il 

rimanente trascritto secondo le istruzioni del produttore. La prima e 

seconda eluizione di dsRNA 102 purificato ottenute sono state lette al 

Biophothometer (Eppendorf) per valutarne la concentrazione.  

 

Nome oligo Sequenza 

Spod FE T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGAACCTCCTGAGCGTGCCTG-3’ 

Spod RE T7 3’-TAATACGACTCACTATAGGGAGGGAGTGCTGCTTCAGAATCAT-5’ 

Tab. 9 – Oligo con promotore T7 utilizzati per sintetizzare gli RNA senso e antisenso. La sequen-
za in grassetto sottolineato corrisponde a quella del promotore T7. 
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§ 5 – Prove di interferenza gene specifica: biosaggi di dsRNA 102 

delivery 

Dopo aver preparato il costrutto di interferenza gene-specifica 

(dsRNA 102) sono state valutate le diverse modalità di somministra-

zione del medesimo mediante microiniezione orale, microiniezioni in 

cavo emocelico, microinfiltrazione fogliare (BAUM ET AL., 2007; ARAU-

JO ET AL., 2006; TERENIUS ET AL., 2011) e trattamenti sulle uova (KA-

RIM ET AL., 2010). Le microiniezioni orali, protoraciche e intraddomi-

nali non hanno trovato un riscontro applicativo pratico sul gelechide 

per la ridotta dimensione delle larve mature (6 mm) e l’estrema deli-

catezza alla manipolazione e alla iniezione così come le iniezioni in-

traddominali su adulti (DZITOYEVA ET AL., 2001) che ne compromette-

vano la vitalità. 

  

§ 5.1 – Biosaggi di microinfiltrazione fogliare  

In questi biosaggi veniva scelta una pianta di pomodoro innesta-

ta vigorosa e con 3-4 palchi ben affrancati. L’infiltrazione veniva pra-

ticata con un ago di una siringa da 1 ml  su foglie grandi resistenti e 

coriacee. Per ottimizzare l’infiltrazione e rendere ben coriaceo e resi-

stente il tessuto fogliare si manteneva la pianta-saggio in asciutto per 

almeno 3 giorni. 

Per facilitare la diffusione della dsRNA-solution nella foglia, in 

particolare nel mesofillo e parenchima, si effettuava la puntura in 
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maniera da intaccare solo cuticola ed epidermide superiore del tessu-

to adiacente alla mina contenente larve in attività trofica (Fig. 29). 

L’applicazione veniva realizzata infiltrando 30 μl totali di soluzione 

stabilizzati in tampone soaking buffer 5x (UODOME e SUGIMOTO, 2003) 

suddivisi in 30 applicazioni da 1 μl (3 μl di soluzione/ mina) con l’au-

silio di una pipetta P10 modello Eppendorf. Dopo trattamento si ave-

va attenzione di controllare la formazione di un alone sub-rotondeg-

giante per confermare l’avvenuta microinfiltrazione.  

È stata eseguita la prova sperimentale considerando 2 diverse 

concentrazioni della 102 dsRNA solution (1,4 μg/μl e 2,8 μg/ μl), sei 

repliche per ciascuna concentrazione incluso il controllo, 10 larve 

terza età primo giorno a replica e come controlli si utilizzavano solu-

zioni di dsRNA GFP alla stessa concentrazione dei trattati. Dopo l’in-

filtrazione, le foglie con le larve trattate venivano staccate dalla pianta 

e sistemate in Petri con il picciolo inserito in Eppendorf contente ac-

qua distillata per evitarne il disseccamento. Si è avuta cura di con-

trollare ogni 2 giorni l’attività e l’evoluzione larvale durante le mute, 

l’eventuale incrisalidamento e sfarfallamento degli adulti. 

 



3.  MATERIALI  E  METODI 114 

 

Fig. 29 – Siti di microinfiltrazione della soluzione di dsRNA 102 in mina. 

   

§ 5.2 – Trattamenti sulle uova  

In letteratura sono presenti diversi lavori e protocolli che usano 

diverse soluzioni (ipoclorito sodico), detergenti e surfattanti (saponi-

ne organiche) utili a permeabilizzare e/o rimuovere strati idrofobici e 

cerosi come corion e membrana vitellina (JAMUR and OLIVER 2010) 

(Fig. 30). Nelle prove sperimentali sono stati applicati questi proto-

colli al fine di facilitare un’eventuale internalizzazione della dsRNA 
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102 solution nelle uova valutando possibili effetti di interferenza su 

embrioni e/o neolarve visto che in alcuni lavori (DI LELIO I, 2013; FA-

LABELLA ET AL. 2012)  è stato dimostrato che il gene 102 gioca un ruo-

lo importante durante lo sviluppo embrionale e il suo silenziamento 

interferisce con la regolare schiusa, che, quando avviene, dà origine a 

larve caratterizzate da minore capacità di sopravvivenza.  

 

   

Fig. 30 – Rappresentazione schematica degli invogli extraembrionali interessati dal decorionamen-
to in un uovo di lepidottero (KIEHART et al., 2000).  

 

L’ipotesi è che esso sia presumibilmente coinvolto nei processi 

di formazione di diversi tessuti nell’embrione e nella giovane larva, 

entrando nella costituzione delle membrane basali, come suggerito da 

FALABELLA ET AL. (2012), in quanto sia la sintesi delle fibre amiloidi 

funzionali nei processi di incapsulamento durante la risposta immu-

nitaria che la tannizzazione della cuticolina nella tegumento-genesi 
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sono derivate dalla polimerizzazione di chinoni e dalla deposizione di 

melanina. Il silenziamento di suddetto gene nelle uova andrebbe 

quindi a inibire lo stesso processo biochimico legato in quest’ultimo 

caso alla sintesi dei precursori chinonici della sclerotina nell’esocuti-

cola del tegumento con problemi nella tannizzazione e melanogenesi 

dello stesso durante lo sviluppo embrionale e la muta larvale con ef-

fetti fenotipici letali.  

Allo scopo da piante di pomodoro cv “Inca” presenti in isolatori 

di legno, precedentemente infestate con 10 coppie di adulti, sono sta-

te isolate, dopo 3 giorni per ogni replica, 80 uova embrionate in se-

guito disposte su foglie di pomodoro sistemate con il picciolo su agar 

in piastre Petri. Per ridurre il livello di condensa ed evitare l’inumi-

dimento eccessivo del substrato vegetale sono stati praticati dei pic-

coli fori con spilli roventi sul coperchio superiore e sui bordi laterali 

della Petri. Ogni uovo è stato trattato con 1 μl di soluzione opportu-

namente stabilizzata in soaking buffer 5x. Sono state strutturate 6 

repliche per ogni condizione sperimentale atta a valutare i probabili 

effetti connessi alla presenza o assenza del pretrattamento decorio-

nante con ipoclorito sodico al 5% (Chlorox) e al tempo di permanen-

za della dsRNA solution rispettivamente di 24 e 48 ore. Per il deco-

rionamento le uova sono state prima chiarificate in una miscela alo-

alcanica di Halocarbon oil 27 (Sigma Aldrich) al 2% per 1’ e poi trat-

tate singolarmente con 1 μl di ipoclorito sodico (Chlorox) al 5%. Dopo 
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1’ e 15’’ le uova sono state accuratamente asciugate con una striscetta 

di carta da filtro autoclavata, lavate per 3 volte in acqua deionizzata e 

poi lasciate asciugare per 15’ (KIEHART ET AL., 2000) prima del trat-

tamento con la dsRNA 102 solution (Fig. 31).  

 

 

Fig. 31– Protocollo sperimentale utilizzato nei biosaggi di interferenza su uova di T. absoluta con 
soluzioni stabilizzate di dsRNA 102 (adattato da KIEHART et al., 2000). 
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In ogni tesi sono state trattate 20 uova con la 102 dsRNA solu-

tion a 3 diverse concentrazioni (2000 ng/u, 200 ng/u e 20 ng/u). Nel 

controllo, invece, le 20 uova sono state trattate con dsRNA GFP solu-

tion (200 ng/u). Ogni 2 giorni è stato accertato il livello di schiusa del-

le uova, lo sviluppo e mortalità larvale. Quotidianamente sono stati 

effettuati controlli sul substrato vegetale per evitare contaminazioni 

dell’agar derivanti dall’attività trofica e dalla produzione di escremen-

ti da parte delle larve; con molta attenzione queste ultime sono state 

escisse dalle mine con l’ausilio di uno spillo entomologico ultrasottile 

e disposte su foglie fresche. 
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§ 6 – Valutazione di livelli misurabili di resistenza e/o tolleranza 

in pomodoro 

I biosaggi sono stati effettuati con il fine e tentativo di standar-

dizzare una serie di parametri utili a discriminare, in maniera diffe-

renziale-comparativa, i livelli di resistenza e/o tolleranza di genotipi 

coltivati di pomodoro al lepidottero correlandoli con il tasso di ovi-

deposizione e il tipo di sviluppo larvale (OLIVEIRA ET AL., 2009). L’atti-

vità trofica larvale è stata esaminata facendo riferimento a sistemi di 

valutazione del danno (score systems) (Tab. 10) presenti in letteratu-

ra (MALUF ET AL., 2010; RESENDE ET AL., 2006; AZEVEDO ET AL., 2003). 

Tali sistemi di valutazione sono stati integrati anche con determina-

zioni ponderali di materiale biologico prelevato dalle piante infestate 

come larve mature e crisalidi. I dati ottenuti dai biosaggi sono stati 

poi utilizzati per ricostruire la bio-fenologia del lepidottero sulle di-

verse linee esaminate. Sono stati inoltre osservati altri fattori speri-

mentali utili a valutare lo sviluppo delle infestazioni tra le diverse li-

nee saggiate come densità distributiva delle mine su foglie, numero, 

aspetto, forma e dimensione di mine su foglie, fusti e bacche nonché 

il numero di fori a bacca. 
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Tipo di mine su foglie -LLT (= Leaflet Lesion Type)-: 

0 = nessuna lesione. 

1 = piccolo lesioni, rare. 

2 = piccole e medie lesioni, di solito localizzate lungo i bordi fogliari. 

3 = medie e grandi lesioni, coalescenti; bordi fogliari deformati. 

4 = grandi lesioni, coalescenti; foglie deformate. 

5 = tutta la superficie fogliare minata. 

 

Superficie fogliare minata -OPD (= Overall Plant Damage)-: 

0 = nessun danno fogliare. 

1 = 5% della superficie fogliare minata; mine piccole* e non coalescenti. 

2 = > dal 5% al 20% della superficie fogliare minata; mine piccole e non coalescenti. 

3 = > dal 20% al 50% della superficie fogliare minata; mine di medie e grandi** 
dimensioni. 

4 = > dal 50% al 80% della superficie fogliare minata; numerose mine large e 
coalescenti. 

5 = > Dall’80% al 100% della superficie fogliare minata. 

 

Percentuale di foglioline minate -PLA (= Percent Leaflets Attacked)-: 

0 = nessuna fogliolina minata. 

1= 5% di foglioline minate. 

2 = dal 5% al 20% di foglioline minate. 

3 = dal 20% al 50% di foglioline minate.. 

4 = dal 50% all’80% di foglioline minate. 

5 = dall’80% al 100% di foglioline minate. 

 

 

Tab. 10 – Scoring systems utilizzati nelle valutazioni biotrofiche delle foglioline attaccate da larve di 
T. absoluta come riportato da MALUF ET AL. 2010; Resende et al., 2006; AZEVEDO ET AL., 
2003 e OLIVEIRA ET AL., 2009 (* mine con Ø < 0,05 cm; ** mine con Ø > 0,05 cm).  
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§ 6.1 – Biosaggi in serra 

Nell’aprile del 2012 a Portici in serra fredda con copertura in ve-

tro sono state liberate 42 coppie di T. absoluta a 3 settimane dal tra-

pianto delle piante di pomodoro (Fig. 32). Sono state saggiate, secon-

do un modello sperimentale di randomizzazione completa in cui le 

piante delle varie linee erano sistemate a caso all’interno della serra, 

8 linee ed un testimone poco suscettibile (ecotipo vesuviano) (Tab. 

11). Per ogni linea, sono state organizzate 12 repliche per un totale di 

108 piante, su cui sono stati eseguiti controlli dell’andamento dell’in-

festazione a carico di foglie e frutti. La conta delle uova sugli organi 

vegetali (foglie,fusti e bacche) è stata strutturata secondo quanto indi-

cato da MALUF ET AL., 2010; RESENDE ET AL., 2006; AZEVEDO ET AL., 

2003. La valutazione delle foglie minate è stata determinata 11 giorni 

dopo l’infestazione e ripetuta ogni 5 giorni fino a 21 giorni dalle ovi-

deposizioni. L’osservazione delle bacche infestate è stata eseguita 62 

giorni dopo le infestazioni. L’analisi statistica è stata condotta, me-

diante programma Statgraphics Plus, con controllo della distribuzio-

ne normale dei dati. All’occorrenza, per soddisfare i requisiti di nor-

malità ed omoschedasticità, è stata effettuata la trasformata logarit-

mica dei dati rilevati. Per l’analisi della varianza è stato utilizzato il 

test ANOVA mentre per il confronto multiplo delle medie il test Tu-

key’s HSD. 

 



3.  MATERIALI  E  METODI 122 

  

Fig. 32 – Sistemazione a caso delle piante delle varie linee all’interno della serra  (randomizzazio-
ne completa 12 repliche).  

 

 

Linee saggiate Tipo di accrescimento e di sviluppo 

RED MAGIC indeterminato 

RED MAGIC (666)  indeterminato 

FARAORO indeterminato 

BILIARDINO ALTO* indeterminato 

BUONO PEEL determinato 

BABY DOC determinato 

CERASELLA* determinato 

BILIARDINO NANO* determinato 

 ECOTIPO VESUVIANO** indeterminato 

Tab. 11 – Linee saggiate nei biosaggi in serra e loro tipo di accrescimento e sviluppo (* pomodorini; 
**linea controllo). 
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§ 6.2 – Biosaggi in campo 

Nella prova in pieno campo condotta a Sarno (azienda Farao) 

nel maggio 2012 è stato applicato un modello sperimentale blocco 

randomizzato con 3 repliche, dove le stesse linee testate in serra era-

no disposte casualmente all’interno di ogni replica è lasciate all’infe-

stazione naturale degli adulti (Fig. 33). Sono state saggiate 7 linee di 

pomodoro ed un testimone (San Marzano 100%) suscettibile (Tab. 

12). Ogni parcella era costituita da 15 linee per un totale di 240 pian-

te (4 file da 60 piante). Sulle linee sono stati eseguiti controlli dell’an-

damento dell’infestazione a carico di foglie e frutti. La valutazione del-

le foglie minate è stata strutturata in 6 punti campionari; le prime os-

servazioni sono state fatte dopo 28 giorni dal trapianto e le cinque 

successive ripetute ogni 8 giorni fino a fine agosto. L’osservazione 

delle bacche infestate è stata strutturata in 4 punti campionari; le 

prime osservazioni sono state realizzate 75 giorni dal trapianto e le 

tre successive ripetute ogni 10 giorni fino a fine agosto. L’analisi sta-

tistica è stata condotta, mediante programma Statgraphics Plus, con 

controllo della distribuzione normale dei dati. All’occorrenza, per 

soddisfare i requisiti di normalità ed omoschedasticità, è stata effet-

tuata la trasformata logaritmica dei dati rilevati. Per l’analisi della va-

rianza è stato utilizzato il test ANOVA mentre per il confronto multi-

plo delle medie il test Tukey’s HSD.  

 



3.  MATERIALI  E  METODI 124 

  

Fig. 33 – Sistemazione a caso in pieno campo delle varie linee all’interno di ogni replica (blocco 
random 3 repliche). 

 

 

Linee saggiate Tipo di accrescimento e di sviluppo 

RED MAGIC indeterminato 

 RED MAGIC (666) indeterminato 

FARAORO** indeterminato 

BILIARDINO ALTO* indeterminato 

BUONO PEEL determinato 

BABY DOC determinato 

CERASELLA* determinato 

BILIARDINO NANO* determinato 

Tab. 12 – Linee saggiate nei biosaggi in serra e loro tipo di accrescimento e sviluppo (*pomodorini; 
**linea controllo). 
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§ 6.3 – Biosaggi in tunnel-serra: studi genetici con analisi 

RNA-Seq 

Nel maggio 2013 nell’azienda Farao-Mennella sita a Scafati (SA) 

5 linee di pomodoro [ Biliardino nano, Pizzaiola, Cerasella (ibrido 

F1), Pixel e Cirio 3] sono state sistemate in tunnel-serra secondo un 

modello sperimentale di randomizzazione completa (Fig. 34) e infe-

state con 20 coppie di T. absoluta. Per evitare il volo e la successiva 

dispersione degli adulti dalle piante trattato alle piante controllo, il 

tunnel-serra è stato opportunamente separato da un setto costituito 

da microrete in tela. Ogni linea era costituita da 20 repliche per un 

totale di 200 piante (100 trattato + 100 controllo). La verifica delle 

avvenute ovideposizioni è stata effettuata 4 giorni dopo l’infestazione.  

 

    

Fig. 34– Sistemazione randomizzata delle piante delle varie linee all’interno del tunnel-serra  (ran-
domizzazione completa 20 repliche). A destra sono visibili le piante tesi mentre a sinistra 
le piante controllo.  
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Il prelievo del materiale vegetale infestato e di controllo, finalizza-

to all’estrazione dell’RNA totale e ad analisi trascrittomiche di tipo 

RNA-seq, è stato effettuato 12 giorni dopo l’infestazione. Tale analisi è 

stata adottata allo scopo di valutare eventuali differenze nell’assetto 

trascrittomico complessivo delle piante controllo e trattato ed a indivi-

duare putativi geni candidati di suscettibilità, tolleranza e/o resistenza. 

 

§ 6.4 – Biosaggi in camera climatica 

Nel 2013 sono stati effettuati, in via preliminare, biosaggi differen-

ziali-comparativi finalizzati a confermare la presunta bassa suscettibilità 

delle linee a bacca tonda Biliardino nano, Biliardino alto e Cerasella e-

videnziata dai biosaggi precedenti. Allo scopo in camera climatica con 

temperatura di 26 °C, umidità relativa del 60%, condizioni luce/buio 

16:8 sono stata sistemate separatemente in ogni isolatore di legno, dota-

to di microrete in nylon, 4 linee di pomodoro [Biliardino nano, Pizzaio-

la, Cerasella, Cirio (controllo)]. Sono state predisposte 5 repliche per li-

nea e in ogni isolatore sono stati inseriti 8 coppie di adulti.  

Il rilievo delle ovideposizioni è stato effettuato dopo 3 giorni dal-

le infestazioni con conteggio delle uova ogni 2 giorni fino a 11 giorni 

dall’accoppiamento degli adulti. I rilievi riguardanti le foglie minate e 

le bacche infestate sono state effettuate rispettivamente 11 e 16 giorni 

dopo le infestazioni. La valutazione ponderale delle larve mature di IV 

età III giorno è stata effettuata 13 giorni dopo le infestazioni e struttu-
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rata in 3 punti campionari; venivano pesati su bilancia analitica, tipo 

Sartorius TE1502S, gruppi di 3 larve prelevate da 3 repliche delle 4 

linee per un totale di 12 gruppi costituiti da 36 larve totali.  

La valutazione ponderale delle crisalidi è stata effettuata 18 

giorni dopo le infestazioni e strutturata in 3 punti campionari; le pe-

sate erano costituite da gruppi di 5 crisalidi prelevate da 3 repliche 

delle 4 linee per un totale di 12 gruppi di 60 crisalidi totali.  

Successivamente sono stati effettuati ulteriori biosaggi realizzati 

analizzando 5 linee di pomodoro (Biliardino nano, Pizzaiola, Cerasella 

(ibrido F1), Biliardino alto e San Marzano). Per ogni linea sono state 

predisposte 15 repliche per un totale di 75 piante. Ogni isolatore è sta-

to allestito con 3 repliche di ogni linea per un totale di 15 piante ad i-

solatore secondo un sistema di randomizzazione completa. Per le infe-

stazioni controllate sono state utilizzate 8 coppie di adulti ad isolatore. 

I fattori sperimentali rilevati sono qui di seguito riportati. 

 

§ 6.4.1 – Osservazioni biotrofiche 

A) Valutazione ovideposizioni 

Le uova sono state rilevate 3 giorni dopo le infestazioni; le os-

servazioni sono state effettuate ogni 2 giorni fino a 11 giorni dall’ac-

coppiamento degli adulti. Contestualmente è stata valutata anche la 

localizzazione delle medesime sui diversi palchi nonché la loro densi-

tà di distribuzione per cm2 di foglia. 
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B) Valutazione foglie minate 

Il rilievo sulla percentuale delle foglie minate è stata rilevata 10 

giorni dopo le infestazioni e strutturato in 3 punti campionari distan-

ziati di 6 giorni; l’ultima osservazione è stata effettuata 21 giorni do-

po l’infestazione. Contestualmente a queste osservazioni le mine fo-

gliari sono state tipizzate secondo forma, aspetto e dimensione. Nella 

tipizzazione è stata valutata l’eventuale presenza di mine sinuose non 

coalescenti a sviluppo isodiametrico (Fig. 35), di mine coalescenti-

vescicolose slargate a sviluppo radiale (Fig. 36) derivanti dalla fusio-

ne di due o più mine, di mine coalescenti vescicolose (Fig. 37a) e di-

gitiformi (Fig. 37b) secondo quanto descritto da MALUF ET AL., 2010; 

RESENDE ET AL., 2006; AZEVEDO ET AL., 2003; LEITE ET AL., 2012; OLI-

VEIRA ET AL., 2009. Contestualmente è stata anche rilevata la larghez-

za della camera vescicolosa in mine coalescenti. 

 

 

Fig. 35 – Mina a sviluppo isodiametrico non coalescente 
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Fig. 36 – Tipica mina colaescente a sviluppo radiale 

 

  

a b

Fig. 37 – Tipica mina coalescente vescicolosa (a) e con espansioni digitiformi (b). 

 

C) Valutazione numero mine fogliari totali a pianta 

Tale rilievo è stato è effettuato contestualmente alle osservazioni 

fatte sulle foglie minate. 

 

D) Percentuale superficie fogliare minata 

Questo fattore sperimentale è stato ottenuto mettendo in pro-

porzione le aree superficiali delle mine e delle foglie mediante ap-
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prossimazione regolare elaborata con la seconda regola di Simpson. 

L’area superficiale della foglia è stata approssimata a quella di un tri-

angolo isoscele mentre quella della mina ad un rettangolo. Il rilievo è 

stato effettuato 15 giorni dopo le infestazioni e strutturato in 4 punti 

campionari distanziati di 5 giorni; l’ultima osservazione è stata ese-

guita 35 giorni dopo le infestazioni. Sono stati elaborati i valori medi 

ottenuti da 6 foglie raccolte per singola replica delle diverse linee.  

 

E) Densità distributiva mine per cm² di foglia 

Tale fattore sperimentale è stato determinato dal rapporto tra 

numero totale di mine a foglia e l’area superficiale della foglia ap-

prossimata a quella di un triangolo isoscele ed espresso come nume-

ro totale di mine per cm² di foglia. Il rilievo è stato effettuato 31 gior-

ni dopo l’infestazione e strutturato in 3 punti campionari distanziati 

di 4 giorni: l’ultima osservazione è stata effettuata 38 giorni dopo le 

infestazioni. Sono stati raccolti i valori medi ottenuti da 6 foglie rac-

colte per singola replica.  

 

F) Numero mine su fusto 

Il numero e i tipi di mine su fusto sono stati rilevati 57 giorni do-

po le infestazioni contestualmente ai rilievi effettuati sulle bacche. An-

che per la tipizzazione di mine caulinarie è stata valutata l’eventuale 

presenza di mine non coalescenti (Fig. 38a) e coalescenti (Fig. 38b). 
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a b

Fig. 38 – Mine non coalescenti (a) e coalescenti su fusti (b). 

 

G) Valutazione bacche infestate 

Il rilievo riguardante la percentuale di infestazione su bacche è 

stato effettuato 57 giorni dopo le infestazioni e strutturato in 3 punti 

campionari distanziati di 6 giorni; l’ultima osservazione è stata effet-

tuata 69 giorni dopo le infestazioni. Contestualmente sono stati rilevati 

anche il numero di fori a bacca, il numero ed il tipo di mine a bacca. 

Anche per la tipizzazione di mine su bacca è stata valutata l’eventuale 

presenza di mine non coalescenti (Fig. 39a) e coalescenti (Fig. 39b).  

 

  
a b

Fig. 39 – Mine non coalescenti (a) e coalescenti (b) su bacche.  
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§ 6.4.2 – Osservazioni biometriche 

A) Valutazioni ponderali larve  

Le valutazioni ponderali sono state effettuate su larve di III età I 

giorno dopo16 giorni dalle infestazioni e sono state strutturate i 3 

punti campionari. Le larve venivano accuratamente escisse dalle mi-

ne con l’ausilio di uno spillo entomologico e pesate su bilancia anali-

tica tipo Sartorius TE1502S; il materiale biologico utilizzato nelle pe-

sate, una volta escisso dalle mine, veniva mantenuto su foglie di po-

modoro fresche sistemate in piastre Petri con il picciolo in eppendorf 

contenente H2O distillata per evitarne il disseccamento. 

Ogni gruppo di pesata era costituito da 3 larve prelevate da 6 

repliche delle 5 linee per un totale di 30 gruppi costituiti da 90 larve 

totali.  

  

B) Valutazioni ponderali crisalidi 

Tale valutazione è stata effettuata 24 giorni dopo le infestazioni e 

strutturata in 3 punti  campionari. Le crisalidi venivano accuratamen-

te escisse dalle mine con l’ausilio di uno spillo entomologico e pesate 

su bilancia analitica tipo Sartorius TE1502S; il materiale biologico uti-

lizzato nelle pesate, una volta escisso dalle mine, veniva mantenuto su 

carta da filtro autoclavata adagiata sul fondo di piastre Petri. Ogni 

gruppo di pesata era costituito da 3 crisalidi prelevati da 6 repliche 

delle 5 linee per un totale di 30 gruppi costituiti da 90 crisalidi totali. 
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C) Valutazione durata embriogenesi 

La valutazione della durata dell’embriogenesi è stata determina-

ta contestualmente al rilievo delle ovideposizioni effettuato durante i 

biosaggi.  

 

D) Valutazione durata ciclo larvale 

Per poter valutare con precisione la durata del ciclo larvale, so-

no state stadiate le larve di IV età III giorno osservando caratteri di-

stintivi morfometrici quali: lunghezza totale del corpo, larghezza della 

capsula cefalica, colore del capo, colore della placca protoracica e 

prominenze delle corone ambulacrali, come riportato da Sannino et 

Espinosa., 2010b (Tab. 13), per distinguerle dalle eopupe I giorno.  

 

Caratteri distintivi larve IV 
età III giorno 

Caratteristiche morfometriche 
e cromatiche 

Lunghezza massima corpo 7-8 mm 

Larghezza capsula cefalica 0,55-0,60 mm 

Colore capo giallo, anneriti ai lati e posteriormente, fino 
all’angolo epicraniale 

Colore placca protoracica giallognola col bodo posteriore castano-nericcio 

Caratteristiche corone ambulacrali aperte sul lato esterno per almeno ¼ della loro 
ampiezza 

Tab. 13 – Caratteri morfometrici distintivi di larve mature di T. absoluta come descritto da SANNINO e 
ESPINOSA 2010b. 

 

E) Valutazione durata ninfosi 

Prima delle osservazioni le eopupe di II giorno sono state accura-
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tamente escisse e prelevate dalle mine e disposte in capsule Petri per 

l’ottenimento delle crisalidi di cui è stata seguita l’evoluzione fenologica.  

 

§ 6.4.3 – Osservazioni sul potenziale biotico  

Fecondità femmine 

Per determinare la fecondità delle femmine espressa come nume-

ro medio di uova/femmina, una volta ottenute le crisalidi, queste sono 

state sessate e inserite singolarmente in eppendorf da 1 ml fino alla 

sfarfallamento degli adulti. Successivamente ogni femmina neosfarfal-

lata è stata fatta accoppiare con 2 maschi in un piccolo isolatore di 

plastica contenente 3 foglioline di pomodoro raccolte da 5 repliche di 

ogni linea e mantenute su di una spugna idrofila. Le femmine (n= 65) 

durante l’ovideposizione sono state alimentate su un batuffolo di coto-

ne imbevuto con una soluzione di melassa al 10%. Le osservazioni so-

no state effettuate dopo 30 ore dall’accoppiamento (Fig. 40). 

 

 

Fig. 40 – Femmina di T. absoluta durante l’ovideposizione. 



 

4. 

Risultati 
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§ 1 – Isolamento del gene ortologo 102 in Tuta absoluta 

§ 1.1 – Reazioni di RT-PCR sugli estratti e ottenimento del 

cDNA 

Nelle reazioni di PCR,effettuate sugli estratti ottenuti (Fig. 41), 

con gli oligodegenerati Dros1- Dros2 e Spod1-Spod2 non è stata ot-

tenuta nessuna banda di amplicato. Con gli oligo HelS2, disegnati 

sulla regione più conservata del cDNA 102 di H. virescens, è stata ot-

tenuta una banda di amplificato di bassa intensità e corrispondente 

alla lunghezza attesa di 580 bp. Sono state ottenute le stesse bande 

utilizzando sia oligo-dT che decameri random (Fig. 42). 

 

  

Fig. 41 – Estratti di RNA totale ottenuti da 6 larve di IV età III giorno di T. absoluta. 
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Fig. 42 – Reazioni di RT-PCR sugli estratti e ottenimento della banda di amplificato pari alla lun-
ghezza attesa di 580 bp (banda 5). 1. Dros1; 2. Dros2; 3. Spod1; 4. Spod2; 5. HelS2; N. 
Negativo 

 

§ 1.2 – Ottimizzazione delle reazioni di PCR: scelta oligo 

Spod FE e Spod RE  

Per ottimizzare le rese di amplificazione, sono stati utilizzati gli 

oligo FE (forward esterno) ed RE (reverse esterno) disegnati sulle re-

gioni più conservate del 102 cDNA di S. littoralis.  

Con suddetti oligo sono stati ottenuti prodotti PCR della stessa 

lunghezza attesa (580 bp) di quelli amplificati nel nottuide.  

Nell’amplificazione sono stati utilizzati anche altri oligo (coppia 

FR-RR) disegnati su una regione più esterna rispetto a quella amplifi-

cata dagli oligo FE e RE normalmente meno conservata nel 102.  

Il prodotto PCR ottenuto con questi ultimi oligo, di lunghezza 

pari a 111 bp, non è stato utilizzato in prove successive in quanto di 
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bassa intensità e poco rappresentativo (Fig. 43). Sono state riampli-

ficate, in reazioni PCR di 50 μl, solo bande ottenute con le coppie di 

oligo Spod FE-Spod RE (Fig. 44).  
 

 

 Fig. 43 – 1.amplificato (oligodT) 580 bp con oligo FE/RE; 2. amplificato (decameri) 580 bp con oli-
go FE/RE; 3. amplificato (oligodT) 111 bp con oligo FR/RR 4. amplificato (decameri)111 
bp con oligo FR/RR. 

 

   

Fig. 44 – PCR sui cDNA con soli oligo Spod FE-Spod RE. 1-2-3-4. amplificati (oligodT) 580 bp; 
N.Negativo. 
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§ 1.3 – Clonaggio amplificato del putativo gene ortologo 102 

Dopo minipreparazione del DNA plasmidico e reazione di dige-

stione con enzima EcoRI sono stati sequenziati i putativi cloni 102 

(campioni 1-2-3-4) di corrispondenza prossima alla banda di amplifi-

cato della lunghezza attesa di 580 bp. Il clone 4 è stato considerato 

l’unico altamente putativo in quanto esattamente corrispondente alla 

lunghezza attesa dell’amplificato di 580 bp (Fig. 45). 

 

 

Fig. 45 – Digestione degli inserti con enzima EcoRI e visualizzazione dei putativi cloni 102 (cam-
pioni 1-2-3-4) su gel di agarosio.  

 

§ 1.4 – Sequenziamento dei putativi inserti clonati e analisi 

bioinformatiche 

In seguito a sequenziamento sono state effettuate delle analisi 

bioinformatiche BLAST e multiallineamenti ClustalW al fine di con-
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frontare le sequenze clonate con quelle del gene 102 di H. virescens e 

di S. littoralis.  

I risultati di quest’attività sono riassunti di seguito. La sequenza 

del gene putativo ortologo 102 isolata da T. absoluta presenta un’i-

dentità del 99% rispetto a quella di S. littoralis (Fig. 46); vi è invece 

una identità dell’88% con quella di H. virescens (Fig. 47). Similmen-

te dall’allineamento tra la proteina di S. littoralis e quello di T. abso-

luta vi è una identità del 98% (Fig. 48), mentre tra la proteina di H. 

virescens e quella del gelechide il grado di identità è più basso (96%) 

(Fig. 49). Le sequenze lette con gli elettroferogrammi ottenuti utiliz-

zando oligo M13 For e M13 Rev hanno evidenziato che la parte di se-

quenza pulita, caratterizzata da picchi di altezza e larghezza netti, 

corrisponde esattamente alla banda di lunghezza attesa isolata pari a 

580 bp. Infatti la parte di sequenza oggetto di studio è quella com-

presa tra il nucleotide 86 ed il nucleotide 665 (Fig. 50). 

I livelli di identità ritrovati mediante queste analisi bionformati-

che evidenziano che le bande clonate ottenute corrispondono alla se-

quenza più conservata del gene ortologo 102 di T. absoluta. 
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Fig. 46 – Allineamento sequenza nucleotidica Tuta/Spodoptera. Le freccie in rosso indicano l’unica 

differenza nucleotidica mentre quelle in blu le delezioni di base. Grado di identità: 99% 
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Fig. 47 – Allineamento sequenza nucleotidica Tuta/Heliothis. Identità: 88%. Le frecce in rosso indi-
cano le differnze nucleotidiche mentre quelle in blu le delezioni di base. 
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Fig. 48 – Allineamento sequenza amminoacidica Tuta/Spodoptera. Le differenze sono evidenziate 
dalle frecce in rosso. Identità: 98%. 

 

 

 

Fig. 49 – Allineamento sequenza amminoacidica Tuta/Heliothis. Le differenze sono indicate dalle 
frecce in rosso. Identità: 96%. 
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Fig. 50 – Elettroferogramma clone 4 102. I picchi netti e di intensità più rappresentativa interes-
sano la parte di sequenza corrispondente alla lunghezza attesa di 580 bp che va dal nu-
cleotide 86 al nucleotide 666. La parte di sequenza che precede il nt 74 fa parte del pol-
ylinker del vettore. 
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§ 2 – Caratterizzazione strutturale gene ortologo 102 

§ 2.1 – RACE 5’ 

Nel RACE 5’ il numero di basi da allungare sono state ipoteti-

camente stimate effettuando confronti con il cDNA 102 completo di 

S. littoralis lungo 1317 bp. Da questi confronti risulta che la sequen-

za da allungare a suddetta estremità corrisponderebbe ad un valore 

compreso tra 400 e 500 bp. Mediante prove di amplificazione con o-

ligo GSP2 specifico e oligo AAP universale è stata ottenuta una banda 

lunga 180 bp endogena alla sequenza conservata (Fig. 51). L’amplifi-

cato del prodotto 5’ RACE (dCtailed cDNA) non corrisponde alla lun-

ghezza attesa e stimata mediante confronto con il cDNA 102 di S. lit-

toralis.  

 

 

Fig. 51 – La banda del prodotto RACE 5’ è lunga 180 bp ed è endogena alla sequenza isolata del 
cDNA 102 di T. absoluta. Il dCtailed cDNA ottenuto non corrisponde quindi alla lunghez-
za stimata mediante confronto con il cDNA 102 di S. littoralis.  
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§ 2.2 – RACE 3’ 

Dai confronti effettuati con il cDNA 102 di S. littoralis risulta 

che la sequenza da allungare a suddetta estremità corrisponderebbe 

a circa 500 bp. Mediante prime prove di amplificazione con oligo 

GSP specifico e oligo AUAP universale sono state ottenute bande della 

lunghezza attesa di 496 bp (Fig. 52). Dopo clonaggio, sono state ese-

guite prove tecniche di PCR con oligo GSP RACE 3’ Tuta forward e 

Spod RE come controllo positivo finalizzato ad accertare la presenza 

degli inserti clonati (Fig. 53). Tali primers di controllo, capaci di 

amplificare parte dell’inserto, hanno fornito una banda di amplificato 

della lunghezza attesa di 166 bp (Fig. 54).  

 

 

Fig. 52 – Mediante prime prove di amplificazione con oligo GSP specifico e oligo AUAP universale 
sono state ottenute bande della lunghezza attesa di 496 bp ottenute mediante confronto 
con la sequenza più conservata del cDNA 102 di S. littoralis.1.PCR primaria cDNA 6 lar-
ve; 2. PCR primaria 12 larve; 3. Controllo RACE 3’;4. PCR nested 6 larve; 5. PCR nested 
12 larve.  
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Fig. 53 – Prove tecniche di PCR con oligo GSP RACE 3’ Tuta forward e Spod RE utilizzati come 
controllo positivo finalizzato ad accertare la presenza degli inserti clonati. Tali primers di 
controllo, capaci di amplificare parte dell’inserto, hanno fornito una banda di amplificato 
della lunghezza attesa di 166 bp. 1.amplificato MP 2; 2. amplificato MP 3; 3. amplificato 
MP 6; 4. amplificato MP 8; 5. amplificato MP 9. 

 

 

 

Fig. 54 – Prove PCR di controllo per validare la presenza degli inserti clonati (controllo su se-
quenza). In rosso sono riportati gli oligo GSP specifico e l’oligo Spod RE. La parte di se-
quenza sottolineata in grigio indica l’amplificato di controllo lungo 166 bp. 
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§ 3 – Prove di interferenza gene specifica 

§ 3.1 – Biosaggi di microinfiltrazione fogliare 

Nella microinfiltrazione fogliare non vi era nessuna differenza 

significativa nel numero di adulti sfarfallati tra controllo e trattato ad 

entrambe le concentrazioni di dsRNA solutions microinfitrate (1,4 

μg/μl e 2,8 μg/μl) in parenchima fogliare (Fig. 55). È stato inoltre os-

servato che l’effetto non è stato concentrazione-dipendente. 

 

 
Fig. 55 – Percentuale dello sfarfallamento degli adulti derivante da larve sviluppate in mine 

microinfiltrate con soluzioni stabilizzate di dsRNA 102 e di dsRNA GFP. Non sono 
state osservate differenze significative tra tesi trattato e tesi controllo (df = 2; MS = 0,625; 
P ≥ 0,05). 

 

§ 3.2 – Trattamenti sulle uova  

§ 3.2.1 – Trattamenti non decorionanti 

Valutando l’assenza del pretrattamento decorionante e il tempo 

di residenza della dsRNA solution di 24 ore, per le tre tesi trattato di 

2000 ng/u, 200 ng/u e 20 ng/u, è stata rilevata una percentuale di 
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schiusa rispettivamente di 82,5%, 80% e 89%; nel controllo (dsRNA 

GFP) è stata osservata una percentuale di schiusa dell’89%. Non è 

stato osservato nessun effetto concentrazione-dipendente per il fatto-

re sperimentale rilevato (Fig. 56).  

 

 

Fig. 56 – a) Nessun pretrattamento; b) Tempo di residenza della dsRNA solution di 24 ore. Il trat-
tamento con dsRNA 102 non riduce in maniera significativa la schiusa delle uova (df = 3, 
MS = 4,885; P ≥ 0,05) 

 

 

 

Fig. 57 – a) Nessun pretrattamento; b) Tempo di residenza della dsRNA solution di 24 ore. Il trat-
tamento con dsRNA 102 non riduce in maniera significativa la schiusa delle uova (df = 3, 
MS = 393,756; P ≥ 0,05). 
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Valutando il tempo di residenza della dsRNA solution di 48 ore, 

i valori associati alla percentuale di schiusa risultano essere più bassi 

e approssimabili al 68% per le tesi di 200 ng/u e 20 ng/u e di 62% per 

la tesi di 2000 ng/u. Nel controllo è stato riscontrato un valore di 

schiusa pari al 60% (Fig. 57). 

 

§ 3.2.2 – Trattamenti decorionanti 

Valutando l’assenza del pretrattamento decorionante e il tempo 

di residenza della dsRNA solution di 24 ore, per le tre tesi trattato di 

2000 ng/u, 200 ng/u e 20 ng/u, è stata rilevata una percentuale di 

schiusa approssimabile all 88%; nel controllo (dsRNA GFP) è stata 

osservata una percentuale di schiusa del 92%.  

 

   

Fig. 58 – a) pretrattamento decorionante con Chorox al 5%; b) tempo di residenza della dsRNA so-
lution di 24 ore. Il trattamento con dsRNA 102 non riduce in maniera significativa la 
schiusa delle uova (df = 3; MS = 456,786; P ≥ 0,05) 

 

L’effetto del pretrattamento decorionante con candeggina non ha 

inibito significativamente la schiusa rispetto al trattamento eseguito 
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con la sola dsRNA solution e non è stato osservato nessun effetto 

concentrazione-dipendente (Fig. 58).  

 

 

Fig. 59 – a) pretrattamento decorionante con Chorox al 5%; b) tempo di residenza della dsRNA so-
lution di 48 ore. Il trattamento con dsRNA 102 non riduce in maniera significativa la 
schiusa delle uova (df = 3; MS = 567,712; P ≥ 0,05). 

 

Valutando il tempo di residenza della dsRNA solution di 48 ore, 

i valori associati alla percentuale di schiusa risultano essere più bassi 

e approssimabili al 78% per tutte le tesi trattato. Per il controllo è 

stato riscontrato un valore di schiusa pari al 82,5% (Fig. 59). 

 

§ 3.2.3 – Trattamenti non decorionanti: rilievi sulla so-

pravvivenza larvale 

Valutando la sopravvivenza di larve derivanti da uova non deco-

rionate e trattate con tempo di residenza della dsRNA solution di 24 

ore, per le tre tesi trattato di 2000 ng/u, 200 ng/u e 20 ng/u, sono sta-

ti rilevati valori percentuali rispettivamente di 81%, 79% e 78%; nel 
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controllo sono state valutate percentuali di sopravvivenza pari a 

82,5%. Non sono state rilevate differenze statisticamente significative 

tra tesi trattato e controllo (Fig. 60).  

 

 

Fig. 60 – a) tempo di permanenza dsRNA 102 solution su uova 24 ore. b) Le larve ottenute dalle 
uova trattate non hanno mostrato un riduzione del tasso di sopravvivenza statisticamente 
significativa (df=4; MS=347,785; P≥0,05).  

 

 

Fig. 61 – a) tempo di permanenza dsRNA 102 solution su uova 48 ore. b) Le larve ottenute dalle 
uova trattate non hanno mostrato un riduzione del tasso di sopravvivenza statisticamente 
significativa (df=4; MS=356,663; P≥0,05). 

 

Valutando la sopravvivenza di larve derivanti da uova non deco-

rionate e trattate con tempo di residenza della dsRNA solution di 48 
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ore, si evidenzia che i valori rilevati risultano essere più bassi e ap-

prossimabili al 67% per le tesi di 200 ng/u e 20 ng/u e di 62% per la 

tesi di 2000 ng/u. Per il controllo è stato riscontrato un valore di so-

pravvivenza pari al 72%. Non sono state rilevate differenze statisti-

camente significative tra tesi trattato e controllo (Fig. 61). 

 

§ 3.2.4. – Trattamenti decorionanti: rilievi sulla soprav-

vivenza larvale 

Valutando la sopravvivenza di larve derivanti da uova decoriona-

te e trattate con tempo di residenza della dsRNA solution di 24 ore, 

per le tre tesi trattato di 2000 ng/u, 200 ng/u e 20 ng/u, sono stati ri-

levati valori percentuali approssimabili al 90%; nel controllo sono 

state valutate percentuali di sopravvivenza pari a 93%. Non sono sta-

te rilevate differenze statisticamente significative tra tesi trattato e 

controllo (Fig. 62). Valutando la sopravvivenza di larve derivanti da 

uova decorionate e trattate con tempo di residenza della dsRNA solu-

tion di 48 ore si evidenzia che i valori associati alla sopavvivenza ri-

sultano essere più bassi e approssimabili al 74% per le tesi di 200 

ng/u e 20 ng/u e di 77% per la tesi di 2000 ng/u. Per il controllo è sta-

to riscontrato un valore di sopravvivenza pari al 79%. Non sono state 

rilevate differenze statisticamente significative tra tesi trattato e con-

trollo (Fig. 63). 
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Fig. 62 – a) Tempo di permanenza dsRNA 102 solution su uova 24 ore. b) Le larve ottenute dalle 
uova trattate non hanno mostrato una riduzione del tasso di sopravvivenza statisticamen-
te significativa (df=4; MS=405,765; P≥0,05). 

 

 

 

Fig. 63 – a) Tempo di permanenza dsRNA 102 solution su uova 48 ore. b) Le larve ottenute dalle 
uova trattate non hanno mostrato un riduzione del tasso di sopravvivenza statisticamente 
significativa (df=4; MS=347,626; P≥0,05). 
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§ 4 – Valutazione di livelli misurabili di resistenza e/o tolleranza 

in pomodoro 

§ 4.1 – Biosaggi in serra 

Nella prova in serra l’unico parametro differenziale significativo 

riscontrato dall’analisi dei dati sperimentali è risultato essere la per-

centuale di infestazione a carico delle bacche. La linea con la minore 

percentuale di bacche infestate è stata la cv Cerasella (circa il 12 %), 

mentre la più suscettibile è stata la cv Red Magic (circa il 40%). Sulle 

linee Faraoro, Baby Doc e Red Magic (666) sono stati rilevati valori 

medio-alti di infestazione pari rispettivamente al 33,6%, al 34,5 % e 

al 38,7 % di bacche infestate mentre il testimone ha presentato un va-

lore medio di infestazione del 27 % (Fig. 64).  

 

 

Fig. 64 – Percentuale delle bacche infestate rilevate a Portici nell’estate del 2012. La linea 
con la minore percentuale di bacche infestate è stata la cv Cerasella (circa il 12 %), men-
tre la più suscettibile è stata la cv Red Magic (circa il 40%). Il testimone (ecotipo vesu-
viano) ha presentato un valore medio di infestazione del 27 %. 
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Anche i risultati rilevati per singola replica hanno confermato le 

osservazioni evidenziate per singola linea (Fig. 65). 

 

 

Fig. 65 – I risultati rilevati per singola replica confermano quelli osservati in precedenza per singola 
linea. 

 

§ 4.2 – Biosaggi in pieno campo 

Foglioline minate 

Valutando globalmente l’andamento delle infestazioni a carico 

delle foglioline (Fig. 66) si evidenzia che la linea 7 (Cerasella) è risul-

tata essere quello meno suscettibile di tutte con il 33 % di infestazio-

ne; la linea 4 (Biliardino alto) e la linea 8 (Biliardino nano) hanno 

presentato percentuale di attacco leggermente più alte e pari al 44% e 

al 48% mentre la linea più suscettibile in assoluto, con una percentu-

ale di attacco pari al 71%, è risultata essere la Red Magic. L’attacco 
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della linea controllo ha evidenziato una percentuale di foglioline mi-

nate pari al 55%. Occorre inoltre evidenziare che le tre linee meno 

suscettibili agli attacchi di T. absoluta sono tutti pomodorini; di que-

ste tre la linea 4 e la linea 8 sono ad accrescimento determinato men-

tre la linea 4 è ad accrescimento indeterminato. 

 

 

Fig. 66 – Andamento globale delle infestazioni nel bimestre luglio-agosto 2012. La linea 7 
(Cerasella) è risultata essere quello meno suscettibile di tutte con il 33 % di infestazione 
mentre quella più suscettibile è risultata essere la Red Magic con il 71% foglioline mina-
te. L’attacco della linea controllo 3 (San Marzano) ha evidenziato una percentuale di fo-
glioline minate pari al 55%. 

 

Bacche infestate 

Valutando globalmente l’andamento delle infestazioni a carico 

delle bacche (Fig. 67) si evidenzia che la linea 7 (Cerasella) è risulta-

ta essere quello meno suscettibile di tutte con il 14 % di infestazione; 

la linea 4 (Biliardino alto) e la linea 8 (Biliardino nano) hanno pre-

sentato percentuale di attacco pari al 23% e al 31% mentre la linea 
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più suscettibile in assoluto, con percentuale di attacco pari al 61%, a 

differenza di quanto rilevato per le foglioline, è risultata essere la 666 

sister Line RM. L’attacco della linea controllo San Marzano ha evi-

denziato una percentuale di foglioline minate pari al 53%. 

 

 

Fig. 67 – Andamento globale delle infestazioni nel mese di agosto 2012. Dai rilievi è stato os-
servato che le linee meno suscettibili (Biliardino nano, Biliardino alto e Cerasella) presen-
tavano rispettivamente il 30%, il 23 % e 14 % delle bacche infestate. L’attacco sulla linea 
San Marzano ha evidenziato una percentuale di foglioline minate pari al 53%. 

 

 

§ 4.3 – Biosaggi in tunnel-serra 

I risultati inerenti alle analisi trascrittomiche tipo RNA-seq ese-

guite su materiale vegetale prelevato dalle linee tesi e controllo esa-

minate sono ancora in corso di elaborazione. Scopo di questa indagi-

ne è quella di individuare eventuali geni candidati utilizzabili in pro-

grammi di selezione per putative linee resistenti e/o tolleranti. 
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§ 4.4 – Biosaggi in camera climatica 

§ 4.4.1 – Prove sperimentali (I) 

Numero uova deposte 

Per quanto concerne questo fattore sperimentale risulta che il 

maggior numero di uova deposte è stato rilevato sulla linea controllo 

Cirio con un valore medio pari a 24; il valore più basso (10 uova) è 

stato rilevato sulla linea Pizzaiola. Sono state deposte rispettivamente 

11 e 15 uova sulla linea Biliardino nano e Cerasella (Fig. 68).  

 

 

Fig. 68 – Il numero di uova deposte più elevato, pari a 23,8, è stato rilevato sulla linea Cirio mentre 
quello più basso, pari a 10, sulla linea Pizzaiola. La barra indica l’errore standard. Diverse 
lettere indicano diversi valori di significatività statistica (df=3;MS=200,05; P≤0,01).   

 

Foglioline minate 

Per quanto concerne questo fattore sperimentale risulta che il 

valore più elevato è stato rilevato sulla linea Pizzaiola con il 25,4% 

delle foglioline minate; sulla linea Biliardino nano sono stati registrati 

i valori di infestazione più bassi pari all’8,4%. Sulla linea Cerasella e 
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Cirio controllo sono stati osservati rispettivamente valori medi di 

20,8% e 25%. (Fig. 69). Dal confronto multiplo delle medie si evince 

che esistono differenze statisticamente significative tra le linee esami-

nate (df=3;MS=315,533; P≤0,05).  

 

 

Fig. 69 – Il valore percentuale più alto, pari a 25,4, è stato rilevato sulla linea Pizzaiola mentre 
quello più basso, pari a 8,4, è stato rilevato sulla linea Biliardino. La barra indica l’errore 
standard. Diverse lettere indicano diversi valori di significatività statistica (df=3; 
MS=315,533; P≤0,05). 

 

Bacche infestate 

Per quanto concerne questo fattore sperimentale risulta che il 

valore più elevato è stato rilevato sulla linea Cirio controllo con il 

54% delle bacche infestate; sulla linea Biliardino nano sono stati re-

gistrati i valori di infestazione più bassi pari all’6,4%. Sulla linea Ce-

rasella e Pizzaiola sono stati osservati rispettivamente valori medi di 

9,4% e 24,6%. (Fig. 70). Dal confronto multiplo delle medie si evince 

che esistono differenze statisticamente significative tra le linee esami-

nate (df=3;MS=2371,067; P≤0,05; P≤0,001).  
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Fig. 70 – Il valore percentuale più elevato, pari a 54, è stato rilevato sulla linea Cirio mentre quello 
più basso, pari a 6,4, sulla linea Biliardino. La barra indica l’errore standard. Diverse lette-
re indicano diversi valori di significatività statistica (df=3;MS=2371,067; P≤0,05; P≤0,001). 

 

Valutazioni ponderali larve  

L’accrescimento ponderale larvale più marcato nei tre momenti 

campionari è stato rilevato sulla linea controllo Cirio dove sono stati 

raggiunti anche i valori massimi più elevati e uguali a 0,1008 g; sulla 

linea Biliardino nano sono stati registrati valori massimi di 0,1003 g 

e l’andamento dell’accrescimento risulta essere meno marcato rispet-

to a quello rilevato per la linea Cirio. Su Cerasella sono stati rilevati i 

valori di accrescimento meno marcati tra le linee con valori massimi 

corrispondenti a 0,1001g mentre sulla linea Pizzaiola sono stati os-

servati valori di crescita più rappresentativi rispetto a Cerasella so-

prattutto tra secondo e terzo periodo campionario (Fig. 71). Non so-

no state osservate differenze statisticamente significative tra le linee 

osservate (df=4; MS=1,57E-05; P≥0,05). 
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Fig. 71 – Andamento delle curve di accrescimento larvale nei 3 periodi campionari. Il valore 
di accrescimento ponderale massimo più rappresentativo, pari a 0,1008 g, è stato rilevato 
sulla linea Cirio mentre quello meno rappresentativo, pari a 0,1001 g, sulla linea Cerasel-
la (df=4; MS=1,57E-05; P≥0,05). 

 

Valutazione ponderali crisalidi 

Le curve di accrescimento ponderale più rappresentative sono 

state rilevate per la line Cirio e la linea Cerasella soprattutto tra se-

condo e terzo punto campionario con valori massimi rispettivi di 

0,0710 g e 0,0696 g. L’andamento globale di sviluppo per la linea Bi-

liardino nano e la linea Pizzaiola è stato meno marcato rispetto alle 

altre due linee e ha raggiunto rispettivamente valori di 0,0699 g e 

0,0694 g con un un accrescimento più marcato per Biliardino nano 

tra primo e secondo periodo campionario (Fig. 72). Non sono state 

osservate differenze statisticamente significative tra le tesi osservate 

(df=4; MS= 7,140E-05; P≥0,05). 

 



4.  RISULTATI 163 

 

Fig. 72 – Andamento delle curve di accrescimento delle crisalidi nei 3 periodi campionari. Il 
valore di accrescimento ponderale massimo più rappresentativo, pari a 0,071 g, è stato 
rilevato sulla linea Cirio mentre quelli meno rappresentativi, pari rispettivamente a 0,0694 
g e 0,0696, sulle linee Pizzaiola e Cerasella (df=4; MS= 7,140E-05; P≥0,05). 

 

Evoluzione biofenologica 

Nell’evoluzione biofenologica del lepidottero sulle diverse linee 

esaminate sono state osservate differenze statisticamente significative 

per i valori riguardanti il ciclo larvale ed il ciclo completo. È stato in-

fatti rilevato che sulla linea Biliardino nano la durata del ciclo larvale 

ha assunto un valore di 13,8 ± 0,45 giorni (Fig. 73; Tab.13); da tale 

risultato si evince che su quest’ultima linea tale ciclo si è allungato di 

1,6 ± 0,45 giorni rispetto alla linea Pizzaiola, di 1,1 ± 0,67 giorni ri-

spetto alla linea Cerasella e di 1,4 ± 0,55 giorni rispetto alla linea con-

trollo Cirio. Consequenzialmente si può osservare che il ciclo completo 

del lepidottero raggiunge la sua massima durata sulla linea meno su-

scettibile Biliardino nano con valore pari a 24,3 giorni; i valori più 

bassi, pari a 21,5 e 21,8 giorni, vengono invece rilevati rispettivamente 
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per la linee Pizzaiola e Cirio. I risultati ottenuti con l’osservazione dei 

parametri differenziali-comparativi rilevati precedentemente trovano 

dunque una valida conferma anche su base biofenologica. 

 

 

Fig. 73 – Evoluzione biofenologica di T. absoluta sulle diverse linee esaminate. Sulla linea Bi-
liardino nano il ciclo completo, pari a 24,3 giorni, si è allungato di 2,5 ± 0,55 giorni rispetto 
alla  linea Cirio e 2,8 ± 0,45 giorni rispetto alla linea Pizzaiola. Le barre indicano l’errore 
standard. L’asterisco (*) indica la significatività statistica (df=4;MS=1,91;*P≤0,01;df=4; 
MS=3,87; **P≤0,001).  

 

 

 
Uovo 

 
Larva 

 
Crisalide 

 

 
Durata ciclo (gg) 

Pizzaiola 3 12,2±0,45 6,3±0,45 21,5 

Biliardino nano 3,8 ±0,27 13,8±0,45 6,7±0,45 24,3 

Cerasella 3,7±0,45 12,7±0,67 6,3±0,45 22,7 

Cirio 3 12,4±0,55 6,4±0,55 21,8 

Tab. 13 – Valutazione globale sull’evoluzione biofenologica di T. absoluta rilevata sulle diverse li-
nee esaminate. 
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§ 4.4.2 – Prove sperimentali (II) 

Numero uova deposte 

Per quanto concerne questo fattore sperimentale risulta che il 

maggior numero di uova deposte è stato rilevato sulla linea Cerasella 

con un valore medio pari a 25; il valore più basso (5,7 uova) è stato 

rilevato sulla linea Biliardino nano. Sono state deposte rispettivamen-

te 13, 14 e 17 uova sulle linee Pizzaiola, Biliardino alto e San Marza-

no (Fig. 74) Dal confronto effettuato tra le linee si evidenziano risul-

tati statisticamente significativi (dF=4; MS=742,017; P≤0,01).  

 

 

Fig. 74 – Il numero di uova deposto più elevato, pari a 25,3, è stato rilevato sulla linea Cerasella 
mentre quello più basso, pari a 5,7, sulla linea Biliardino nano. La barra indica l’errore stan-
dard. Lettere diverse indicano differenti valori di significatività (dF=4; MS=742,017; P≤0,01). 

 

Localizzazione uova su palchi fogliari 

Dai risultati si evidenzia che il maggior numero di uova deposte 

è stato rilevato sui palchi apicali come riportato da RESENDE ET AL., 

2006; CELY ET AL., 2010. Dal confronto effettuato tra le linee si evi-

denziano differenze statisticamente significative solo nelle ovideposi-
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zioni riguardanti il I palco tra la linea Biliardino nano e la linea Cera-

sella (Fig. 75) (dF=4; MS=1230,983; P≤0,001). 

 

 

Fig. 75 – Si evidenziano differenze statisticamente significative tra le linee Biliardino nano e Cera-
sella nelle ovideposizioni su I palco. Le barre indicano la deviazione standard e l’aste-
risco la significatività statistica (dF=4; MS=1230,983; P≤0,001). 

 

Densità distributiva delle uova (numero di uova per cm² di foglia) 

Valutando l’andamento generale delle infestazioni (Fig. 76) è 

possibile evidenziare che in tutti i tre punti campionari la linea che 

dimostra essere le meno suscettibile è la linea Biliardino nano con 

valori massimi di infestazione pari a 1,1 uova/cm² di foglia mentre 

quella più suscettibile è la linea controllo San Marzano con valore 

massimo di infestazione pari all’3,3 uova/ cm² di foglia. A fine perio-

do campionario le linee Pizzaiola, Biliardino alto e Cerasella hanno 

rilevato livelli di attacco pari rispettivamente al 1,9, 2,3 e 2,8 uo-

va/cm² di foglia. Dai confronti effettuati tra le linee risultano differen-

ze statisticamente significative (df=4; MS=5,37; P≤0,001; P≤0,01). 
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Fig. 76 – Andamento generale delle infestazioni riguardanti la densità distributiva di uova su 
foglie. Il valore più alto, pari a 3,3 uova /cm2, è stato rilevato sulla linea San Marzano 
mentre quello più basso, pari a 1,1 uova /cm2, sulla linea Biliardino nano (df=4; MS=5,37; 
P≤0,001;P≤0,01). 

 

 

Percentuale foglioline minate 

Valutando l’andamento generale delle infestazioni (Fig. 77) è 

possibile evidenziare che in tutti i quattro punti campionari la linea 

che dimostra essere le meno suscettibile è la linea Biliardino nano 

con valori massimi di infestazione pari al 28% mentre quella più su-

scettibile è la linea controllo San Marzano con valore medio di infe-

stazione pari al 68%. A fine periodo campionario la linea Pizzaiola ha 

rilevato livelli di infestazione medio-bassi pari al 42% mentre sulle li-

nee Cerasella e Biliardino alto sono stati osservati valori percentuali 

di attacco medio-alti rispettivamente pari a 49% e 57% (Graf. 20d). 

Dal confronto tra le linee risultano differenze statisticamente signifi-

cative (df=4; MS=5941,859; P≤0,05). 
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Fig. 77 – Andamento generale delle infestazioni riguardante la percentuale delle foglioline 
minate. Il valore più elevato, pari al 68%, è stato rilevato sulla linea San Marzano mentre 
quello più basso, pari al 28%, sulla linea Biliardino nano (df=4; MS=5941,859; P≤0,05). 

 

Numero mine fogliari totali a pianta 

Valutando l’andamento generale delle infestazioni (Fig. 78) è 

possibile evidenziare che in tutti i due punti campionari la linea che 

dimostra essere le meno suscettibile è la linea Biliardino nano con 

valori massimi di infestazione pari a 8,5 mine fogliari totali mentre 

quella più suscettibile è la linea controllo San Marzano con valore 

massimo di infestazione pari al 38 mine. A fine periodo campionario 

la linea Pizzaiola ha rilevato livelli di attacco medio-bassi pari a 14 

mine fogliari totali mentre sulle linee Cerasella e Biliardino alto sono 

stati osservati valori di attacco medio-alti rispettivamente pari a 25 

mine totali. Dal confronto tra le linee esaminate si rilevano differenze 

statisticamente significative (df=4; MS=1750,694; P≤0,05; P≤0,001) 
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Fig. 78 –  Andamento generale delle infestazioni riguardante il numero totali di mine fogliari. 
Il valore più alto, pari a 38 mine, è stato rilevato sulla linea San Marzano mentre quello 
più basso, pari a 8,5 mine, sulla linea Biliardino nano (df=4; MS = 1750,694; P ≤ 0,05; 
P ≤ 0,001; P ≤ 0,01). 

 

Superficie fogliare minata 

Valutando l’andamento generale delle infestazioni (Fig. 79) è 

possibile evidenziare che in tutti i quattro punti campionari la linea 

che dimostra essere le meno suscettibile è la linea Biliardino nano 

con valori massimi di infestazione pari a 37,5% della superficie fo-

gliare minata mentre quella più suscettibile è la linea controllo San 

Marzano con valore massimo di infestazione pari all’83%. A fine peri-

odo campionario le linee Pizzaiola, Biliardino alto e Cerasella hanno 

rilevato livelli di attacco medio-bassi pari ripettivamente al 49%, 50% 

e 53%. Dai confronti effettuati tra le linee risultano differenze statisti-

camente significative (df=4; MS=220,355; P≤0,001; P≤0,01). 
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Fig. 79 – Andamento generale delle infestazioni riguardante la percentuale della superficie 
fogliare minata. Il valore più elevato, pari all’83%, è stato rilevato sulla linea San Marza-
no mentre quello più basso,pari al 37,5%, sulla linea Biliardino nano (df=4; MS=220,355; 
P≤0,001; P≤0,01). 

 

 

Densità distributiva delle mine (numero di mine per cm² di foglia) 

Valutando l’andamento generale delle infestazioni (Fig. 80) è 

possibile evidenziare che in tutti i tre punti campionari la linea che 

dimostra essere le meno suscettibile è la linea Biliardino nano con 

valori massimi di infestazione pari a 0,20 mine/cm² di foglia mentre 

quella più suscettibile è la linea controllo San Marzano con valore 

massimo di infestazione pari all’1,53 mine/ cm² di foglia. A fine peri-

odo campionario le linee Pizzaiola, Biliardino alto e Cerasella hanno 

rilevato livelli di attacco pari rispettivamente al 0,27, 0,42 e 0,70 mi-

ne/cm² di foglia. Dai confronti effettuati tra le linee risultano differen-

ze statisticamente significative (df=4; MS=220,355; P≤0,01). 
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Fig. 80 – Andamento generale delle infestazioni riguardante la densità distributiva delle mi-
ne su foglie. Il valore più alto e statisticamente significativo (*), pari a 1,53 mine/cm2, è 
stato rilevato sulla linea San Marzano mentre quello più basso, pari a 0,20 mine/cm2, è 
stato rilevato sulla linea Biliardino nano (df=4;MS=220,355;P≤0,05; P≤0,01; *P≤0,001). 

 

 

Tipizzazione mine fogliari 

Mine sinuose non coalescenti e mine coalescenti 

Come si può osservare in Fig. 81 tra tutte le mine fogliari carat-

terizzate e tipizzate risulta che sulla linea Biliardino nano vi è la pre-

valenza netta di mine non coalescenti (88%) mentre sulle linee con-

trollo San Marzano e Cerasella vi è distribuzione pressocchè unifor-

me delle due tipologie di mine con valori prossimi al 50%. La presen-

za predominate di mine non coalescenti è stata anche osservata sulle 

linee Pizzaiola e Biliardino alto con valori percentuali rispettivamente 

pari al 67% e 79%. 

 



4.  RISULTATI 172 

 

Fig. 81 – Tipizzazione di mine coalescenti e non coalescenti fogliari sulle linee esaminate. 
Sulla linea Biliardino nano vi è una prevalenza netta di mine non coalescenti,pari al’88%, 
mentre sulla linea San Marzano vi è una distribuzione uniforme di entrambe le tipologie di 
mine. La barra indica l’errore standard mentre l’asterisco la significatività statistica (df=4; 
MS=3222,318; *P≤0,01; df=4;MS=4144,069;**P≤0,001). 

 

Mine coalescenti digitormi e vescicolose 

Come si osserva in Fig. 82 sulla linea Biliardino nano e Pizzaiola 

sono presenti solo mine coalescenti digitiformi. È stata rilevata una 

presenza netta di mine digitiformi sulla linea Biliardino alto e Cerasel-

la con valori rispettivi del 95% e 72% mentre sulla linea San Marzano 

vi è una distribuzione uniforme di entrambe le tipologie di mine.  

 

 

Fig. 82 – Tipizzazione di mine coalescenti digitiformi e vescicolose sulle linee esaminate. 
Sulla linea San Marzano è stata osservata una distribuzione uniforme di entrambe le tipo-
logie di mine mentre sulle linee Pizzaiola e Biliardino nano sono state osservate solo mi-
ne digitiformi. La barra indica l’errore standard mentre l’asterisco la significatività statisti-
ca (df=4;MS=400,918;*P≤0,01; df=4; MS=92,330; **P≤0,001). 
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Larghezza camera vescicolosa 

La tipizzazione delle mine fogliari è stata ultimata con la deter-

minazione della larghezza della camera vescicolosa tipica di mine co-

alescenti a piazzola che si differenziano nelle ultime fasi dell’infesta-

zione a seguito dell’attività trofica delle larve mature. Dal rilievo effet-

tuato sulle linee Biliardino alto, Cerasella e San Marzano si osserva-

no valori corrispondenti a 0,3 cm², 0,6 cm² e 1,6 cm² (Fig. 83). Sono 

stati rilevati risultati statisticamente significativi tra le linee esamina-

te (df=4;MS= 4,933;P≤0,001). 

 

 

Fig. 83 – Il valore più elevato, pari a 1,57 cm², è stato rilevato sulla linea San Marzano mentre 
quello più basso, pari a 0,3 cm², sulla linea Biliardino alto. Le barre indicano l’errore stan-
dard. Diverse lettere indicano diversi valori di significatività (df=4;MS= 4,933;P≤0,001).  

 

Numero mine totali su fusto 

Dai rilievi effettuati risulta che sulla linea Biliardino nano non 

sono state osservate mine; il numero di mine più alto su fusto, pari a 

3,8, è stato osservato sulla linea controllo San Marzano; il valore più 
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basso, pari a 0,83, è stato osservato sulla linea Biliardino alto mentre 

sulle linee Pizzaiola e Cerasella sono stati osservati valori di mine to-

tali pari rispettivamente a 2 e a 3 (Fig. 84). Sono stati rilevati risulta-

ti statisticamente significativi tra le linee esaminate (df = 4; 

MS =14,711; P≤0,05). 

 

 

Fig. 84 – Numero totale di mine su fusto. Il valore più alto, pari a 3,8 mine, è stato rilevato sulla 
linea San Marzano mentre quello più basso, pari a 0,83 mine, sulla linea Biliardino alto. 
Le barre indicano l’errore standard. Diverse lettere indicano diversi livelli di significatività 
(df = 4; MS = 14,711; P ≤ 0,05). 

 

Tipizzazione mine su fusto 

Come si può osservare in Fig. 85 non sono state osservate mine 

caulinari sulla linea Biliardino nano. Tra tutte le mine caratterizzate e 

tipizzate risulta che sulla linea Cerasella vi è presenza netta di mine 

sinuose non coalescenti (73%), mentre sulle linee Biliardino alto e 

Pizzaiola vi è una distribuzione tendenzialmente più alta di mine coa-

lescenti con valori prossimi al 60%. Per la linea controllo San Marza-
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no è stata valutata una distribuzione pressocchè uniforme delle due 

tipologie di mine con valori prossimi al 50%. 

 

 

Fig. 85 – Sulla linea Cerasella è stata rilevata una prevalenza netta di mine non coalescenti pari al 
73% mentre sulla linea Biliardino nano non sono state osservate mine. Sulla linea San 
Marzano è stata osservata una distribuzione uniforme di entrambe le tipologie di mine. La 
barra indica l’errore standard mentre l’asterisco la significatività statistica (df = 3; 
MS = 2130,862; *P ≤ 0,01 df = 4; MS = 4132,611; **P ≤ 0,01). 

 

 

Percentuale bacche infestate 

Valutando l’andamento generale delle infestazioni (Fig. 86) è pos-

sibile evidenziare che in tutti i punti campionari la linea che dimostra 

essere le meno suscettibile è la linea Biliardino nano con valori mas-

simi di infestazione pari al 6% mentre quella più suscettibile è la linea 

controllo San Marzano con valore massimo di attacco pari al 52%. A 

fine periodo campionario le linee Pizzaiola, Cerasella e Biliardino alto 

hanno rilevato livelli di infestazione pari rispettivamente al 19%, 23% e 

34%. Dal confronto tra le diverse linee si evidenziano differenze stati-

sticamente significative (df=4; MS=8317,562; P≤0,001).  
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Fig. 86 – Andamento generale delle infestazioni riguardante la percentuale delle bacche in-
festate. Il valore più alto, pari al 52%, è stato rilevato sulla linea San Marzano mentre 
quello più basso, pari al 6%, è stato rilevato sulla linea Biliardino nano (df = 4; 
MS = 8317, 562; P ≤ 0,001). 

 

 

Numero mine a bacca 

Dai biosaggi risulta che il numero di mine su bacca più alto rile-

vato, pari a 2,2, è stato osservato sulla linea controllo San Marzano; 

il valore più basso, pari a 0,2, è stato osservato sulla linea Biliardino 

nano (Fig. 87). Sulle linee Pizzaiola, Biliardino alto e Cerasella sono 

stati osservati valori intermedi di 1, 1,4 e 1,9 mine a bacca. Dai con-

fronti risultano differenze statisticamente significative tra le linee e-

saminate (df=3; MS=3,9003;P≤0,001; P≤0,001). 
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Fig. 87 – Il numero di mine più elevato, pari a 2,2, è stato rilevato sulla linea San Marzano mentre 
quello più basso, pari a 0,16, sulla linea Biliardino nano. La barra indica l’errore standard. 
Lettere diverse indicano differenti valori di significatività (df = 4;MS = 44,3477; P ≤ 0,001). 

 

 

Tipizzazione mine su bacche 

Come si può osservare in Fig. 88 sulle bacche della linea Biliar-

dino nano non sono state rilevate mine mentre sulla linea Biliardino 

alto sono state osservate solo mine sinuose non coalescenti; sulle li-

nee Pizzaiola e Cerasella vi è una presenza preponderante di mine 

non coalescenti (80%). Tra tutte le mine tipizzate sulla linea controllo 

San Marzano vi è una presenza prevalente di mine non coalescenti 

ma meno marcata rispetto alle altre due linee precedentemente men-

zionate con valori approssimabili al 60%. 
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Fig. 88 – Mine non coalescenti e coalescenti osservate su bacche. Sulla linea Biliardino nano 
non sono state osservate mine mentre sulla linea San Marzano vi è una prevalenza di 
mine non coalescenti. Le barre indicano l’errore standard mentre l’asterisco la significati-
vità statistica (df = 4; MS = 6017,605; *P ≤ 0,01; df = 4; MS = 2110,938; **P ≤ 0,001).  

 

Numero fori a bacca 

Dai rilievi risulta che il numero di fori a bacca più alto, pari a 6, 

è stato osservato sulla linea controllo San Marzano; il valore più bas-

so, pari a 1,3, è stato osservato sulla linea Biliardino nano. Sulla li-

nea Pizzaiola, Biliardino alto e Cerasella sono stati rilevati per questo 

fattore sperimentale rispettivamente valori di 3,1, 4,3 e 5,1 (Fig. 89). 

Dai confronti effettuati tra le linee esistono differenze statisticamente 

significative (df=4; MS=44,3477; P≤0,001).  
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Fig. 89 – Il numero di fori a bacca più elevato, pari a 6, è stato rilevato sulla linea San Marzano 
mentre quello più basso, pari a 1,3, sulla linea Biliardino nano. La barra indica l’errore 
standard. Lettere diverse indicano differenti valori di significatività (df = 4; MS = 44,3477; 
P ≤ 0,001). 

 

Valutazioni ponderali larve  

L’accrescimento ponderale più marcato nei tre momenti cam-

pionari è stato rilevato sulla linea controllo San Marzano dove sono 

stati raggiunti anche i valori massimi più elevati e uguali a 0,1006 g; 

sulla linea Biliardino nano sono stati registrati valori massimi di 

0,0993 g e l’accrescimento è risultato essere più marcato rispetto a 

quello rilevato per la linea Pizzaiola dove sono stati osservati valori 

massimi di 0,0994 g. I saggi ponderali effettuati sulla linee Biliardino 

alto e Cerasella hanno rilevato un accrescimento più rappresentativo 

per la prima linea soprattutto tra prima e secondo periodo campio-

nario (Fig. 90). Non sono state osservate differenze statisticamente 

significative tra le tesi osservate (df=4; MS=1,66E-05; P≥0,05). 
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Fig. 90 – Andamento generale delle curve di accrescimento larvale. Il valore di accrescimento 
ponderale massimo più rappresentativo, pari a 0,1006 g, è stato rilevato sulla linea San 
Marzano mentre quelli meno rappresentativi, pari rispettivamente a 0,0993 g e 0,0994 
sulle linee Biliardino nano e Pizzaiola (df = 4; MS =1,66E-05; P ≥ 0,05). 

 

Valutazioni ponderali crisalidi 

Le curve di accrescimento ponderale più rilevanti sono state ri-

levate per la linea controllo San Marzano dove sono stati raggiunti va-

lori massimi di 0,0704 g; sulla linea Biliardino alto l’accrescimento si 

presenta più marcato rispetto alla linea Cerasella solo tra primo e se-

condo periodo campionario. L’andamento di crescita per le linee Piz-

zaiola e Biliardino nano risulta essere lo stesso ma per la prima linea 

vengono rilevati i valori ponderali massimi più elevati e pari a 0,0682 

g (Fig. 91). Non sono state osservate differenze statisticamente signi-

ficative tra le tesi osservate (df=4; MS= 8,18E-05; P≥0,05). 
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Fig. 91 – Andamento generale delle curve di accrescimento delle crisalidi. Il valore di accre-
scimento ponderale massimo più rappresentativo, pari a 0,0704 g, è stato rilevato sulla 
linea San Marzano mentre quello meno rappresentativo, pari a 0,0678 g sulla linea Biliar-
dino nano (df = 4; MS = 8,18E-05; P ≥ 0,05). 

 

Osservazioni sul potenziale biotico: fecondità femmine 

Il numero più basso di uova deposto per femmina è stato rileva-

to sulla linea Biliardino nano con un valore pari a 93; sulla linea San 

Marzano sono stati segnalati i valori di fecondità più elevati pari a 

127 uova /femmina mentre sulle linee Pizzaiola, Biliardino alto e Ce-

rasella sono stati rilevati valori rispettivamente di 94, 111 e 119 uo-

va/femmina (Fig. 92). Dai confronti effettuati tra le linee risultano dif-

ferenze statisticamente significative (df=4;MS=680,597; P≤0,05).  
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Fig. 92 – Il numero medio di uova/femmina più elevato, pari a 127, è stato osservato sulla linea 

San Marzano mentre quello più basso, pari a 93, sulla linea Biliardino nano. La barra in-
dica l’errore standard. Lettere diverse indicano diversi valori di significatività (df = 4; 
MS = 680,597; P ≤ 0,05).  

 

Evoluzione biofenologica 

Valutando l’evoluzione fenologica del lepidottero sulle diverse li-

nee esaminate emergono differenze statisticamente significative per i 

valori riguardanti il ciclo larvale ed il ciclo completo. È stato infatti ri-

levato che sulla linea Biliardino nano la durata del ciclo larvale ha as-

sunto un valore di 18,6 ± 0,65 giorni (Fig. 93; Tab. 14); da tale ri-

sultato si evince che su quest’ultima linea tale ciclo si è allungato di 

2,3 ± 0,45 giorni rispetto alla linea Pizzaiola, di 1,8 ± 0,50 giorni ri-

spetto alla linea Cerasella, di 2,1 ± 0,50 rispetto alla linea Biliardino 

alto e di 1,4 ± 0,55 giorni rispetto alla linea controllo San Marzano. 

Consequenzialmente si può osservare che il ciclo completo del lepi-

dottero raggiunge la sua massima durata sulla linea meno suscettibi-

le Biliardino nano con valore pari a 29,3 giorni; i valori più bassi, pa-
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ri rispettivamente a 26,2 e 26,1 giorni, sono stati invece rilevati per le 

linee Pizzaiola e San Marzano.  

 

 
Fig. 93 – Evoluzione biofenologica di T. absoluta sulle diverse linee esaminate. Sulla linea Bi-

liardino nano il ciclo completo, pari a 29,3 giorni, si è allungato di 3,2 ± 0,45 giorni rispetto 
alla  linea San Marzano e 3,1± 0,45 giorni rispetto alla linea Pizzaiola. Le barre indicano 
l’errore standard. L’asterisco indica la significatività statistica (df = 4; MS = 4,885; 
*P ≤ 0,001; df = 4; MS = 5,667; **P ≤ 0,01). 

 

 

Uova Larva 
 

Crisalide 

 

 
Durata ciclo (gg) 

Pizzaiola 3,8 ±0,45 16,3 ±0,45 6,1± 0,22 26,2 

Biliardino 
nano 

4,2 ±0,27 18,6 ±0,65 6,5 ± 0,35 29,3 

Biliardino alto 4,1± 0,22 16,5± 0,50 6,1± 0,22 26,7 

Cerasella 3,8 ±0,45 16,8± 0,57 6,3± 0,45 26,9 

San Marzano 4,0 16,2± 0,45 5,9±0,22 26,1 

Tab. 14 – Valutazione globale dell’evoluzione biofenologica di T. absoluta rilevata sulle diverse li-
nee esaminate. 



 

5. 

Discussioni e conclusioni 
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§ 1 – Isolamento gene ortologo 102 in Tuta absoluta  

Vista la mancata disponibilità di sequenze di T.absoluta in ban-

ca dati, in suddetto lavoro di tesi, la parte di sequenza più conservata 

dell’ortologo 102 è stata isolata mediante utilizzo di oligo 102 specifi-

ci disegnati sulla sequenza più conservata del cDNA corrispettivo di 

S. littoralis al fine di ottenere lo specifico costrutto (dsRNA 102) per 

il silenziamento genico post-trascrizionale. Valutando l’impiego di 

possibili strategie di controllo applicative, andrebbero quindi definite 

meglio le problematiche associate al targeting dell’ortologo 102 in e-

sperimenti di interferenza gene-specifica mediante caratterizzazione 

strutturale completa del target ed indagini funzionali; infatti è stato 

ampiamente dimostrato in letteratura che l’RNA interference è un 

complesso ed efficiente meccanismo molecolare capace di alterare o 

inibire funzioni fisio-biologiche essenziali per la fitness di insetti ma-

sticatori e succhiatori (Borgio et al., 2010) come la muta (FALABELLA 

ET AL., 2012), l’assorbimento e traslocazione mesenteriale (CASARTEL-

LI, 2008; TURNER ET AL., 2006) e la vitellogenesi (MITCHELL ET AL., 

2003) solo tramite targeting di bersagli molecolari endogeni specifici 

e ben caratterizzati. Allo stato attuale, in T. absoluta, non è possibile 

conoscere i meccanismi di modulazione melanogenetica della rispo-

sta immunitaria codificati del gene 102, in quanto è molto difficile 

indurre la melanizzazione in larve poco adatte ad essere manipolate e 

preparate per l’iniezione delle beads cromatografiche che devono in-
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durre lo stimolo immunitario. I saggi di incapsulamento in vivo sono 

fondamentali per capire il ruolo funzionale di suddetto target nella ri-

sposta immunitaria in quanto la melanogenesi e la deposizione loca-

lizzata della melanina in specie di lepidotteri affini possono essere 

controllate da meccanismi differenti. Infatti il silenziamento del gene 

102 in S. littoralis ha determinato, come in H. virescens, l’otteni-

mento di un fenotipo immunosoppresso in cui le beads cromatografi-

che iniettate non venivano incapsulate, tuttavia nelle larve interferite 

non è stata osservata, a differenza dell’altro nottuide, una reazione di 

melanizzazione sistemica e le larve sopravvivevano regolarmente (DI 

LELIO, 2013).  
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§ 2 – Esperimenti di interferenza gene-specifica: dsRNA 102 deli-

very su uova 

A differenza di quanto dimostrato in S. littoralis (DI LELIO, 

2013), i trattamenti con soluzioni di dsRNA 102 su uova di T. abso-

luta non hanno determinato una significativa diminuzione della per-

centuale di schiusa tra tesi trattato e controllo; inoltre anche il tasso 

di sopravvivenza larvale proveniente da uova trattate non ha rilevato 

valori di significatività statistica sia in presenza che in assenza di 

trattamento decorionante. In ogni modo resta da indagare quale sia la 

funzione del gene 102 nello sviluppo embrionale: l’ipotesi è che esso 

sia presumibilmente coinvolto in processi di formazione dei diversi 

tessuti embrionali e della neolarva, come suggerito da FALABELLA ET 

AL., 2012, in quanto sia la sintesi delle fibre amiloidi funzionali nei 

processi di incapsulamento durante la risposta immunitaria che la 

tannizzazione della cuticolina nella tegumento-genesi sono derivate 

dalla polimerizzazione di chinoni e dalla deposizione localizzata di 

melanina. 

Il silenziamento di suddetto gene nelle uova andrebbe quindi a 

inibire lo stesso processo biochimico associato alla sintesi dei pre-

cursori chinonici della sclerotina nell’esocuticola del tegumento con 

problemi nella tannizzazione e melanogenesi dello stesso durante lo 

sviluppo embrionale e la muta larvale determinando effetti fenotipici 

letali. I risultati qui riportati non corroborano questa tesi la cui vali-



5.  DISCUSSIONI  E  CONCLUSIONI 188 

dità necessita comunque di essere approfondita con studi funzionali 

più mirati così come le metodiche adottate in questo approccio bio-

tecnologico innovativo di silenziamento. 
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§ 3 – Biosaggi di suscettibilità in linee commerciali di pomodoro  

Gran parte dei lavori disponibili in letteratura riguardano sol-

tanto i meccanismi di resistenza di accessioni selvatiche e di ibridi 

derivanti da incroci tra genotipi selvatici e coltivati (SIMMONS e GURR, 

2005) di pomodoro a T. absoluta ma non di linee commerciali; in 

particolare tali meccanismi sono collegati maggiormente a risposte di 

difesa diretta come l’antibiosi (MALUF ET AL., 2010; RESENDE ET AL., 

2006; AZEVEDO ET AL., 2003; LEITE ET AL., 2012). Tali autori dimo-

strano infatti che i peli e i trichomi ghiandolari presenti nelle foglie 

delle accessioni di pomodoro testate (Lycopersicon hirsutum, L. pe-

ruvianum e L. pennellii, L. pissisi, L. cheesmanii, L. glandulosum) 

producono acilzuccheri (MALUF ET AL., 2010; DIAS ET AL., 2014), me-

til-chetoni complessi (tridecan-2-one, 1-undecan-2-one, 3-pentecan-2-

one) (GHAREKANI e SALEK-EBRAHIMI, 2013), fitormoni (ERB ET AL., 2012) 

ed idrocarburi (esadecano, triacontano, octacosano) (OLIVEIRA ET AL., 

2009) capaci di inibire sensibilmente l’ovideposizione e l’attività trofi-

ca larvale del fillominatore ma anche di altri insetti masticatori (lepi-

dotteri nottuidi) (DIAS ET AL., 2014) e fitomizi (pentatomidi e aleirodi-

di) nonché di acari (OLIVEIRA ET AL., 2009; DEGUANG e TRUMBLE, 

2004). Per questi motivi la selezione e l’identificazione di genotipi, ac-

cessioni, e linee commerciali di pomodoro tolleranti e/o resistenti al 

lepidottero rappresentano ulteriori presupposti vantaggiosi per po-

tenziare le strategie di controllo. Per evidenziare quindi aspetti legati 
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a resistenza e/o tolleranza di linee commerciali di pomodoro al lepi-

dottero sono stati effettuati biosaggi in serra, campo e camera clima-

tica. Nei biosaggi di suscettibilità condotti in pieno campo e serra su 

8 linee commerciali di pomodoro è stato osservato che alcune linee a 

bacca tonda (Biliardino alto, Biliardino nano e Cerasella) presentava-

no i valori di infestazione più bassi sia per la percentuale di foglioline 

minate che per la percentuale di bacche infestate. Le indagini in ca-

mera climatica sono stati effettuati al fine di evidenziare e confermare 

la presunta bassa suscettibilità delle linee a bacca tonda riscontrata 

nei biosaggi precedenti. Per i fattori biotrofici riguardanti il numero 

di uova deposte, la percentuale di foglioline minate, la percentuale di 

bacche minate, la superficie fogliare minata e la tipizzazione di mine 

osservate su fusti, foglie e bacche la linea Biliardino nano è risultata 

essere la meno suscettibile tra tutte quelle saggiate; i risultati osser-

vati per i fattori biometrici (evoluzione biofenologica, saggi ponderali 

su larve e crisalidi) e per il potenziale biotico (fecondità femmine) at-

testavano le stesse evidenze osservate per le valutazioni biotrofiche. I 

bassi livelli di suscettibilità accertati per la linea Biliardino nano pos-

sono essere quindi valutati come strumenti funzionali atti ad inserire 

suddetta linea in programmi di selezione per putative linee resistenti 

e/o tolleranti. Questo risultato ottenuto è oggetto di studio e di ulte-

riore approfondimento in analisi trascrittomiche tipo RNA seq attual-

mente in corso finalizzate a determinare il completo assetto trascrit-
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tomico di suddetta linea in assenza e presenza di infestazione e ad 

individuare eventuali geni candidati responsabili di questa bassa su-

scettibilità a T. absoluta potenzialmente utilizzabili in efficienti e pro-

ficui programmi di selezione e miglioramento genetico.  
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